


Aus dem Institut fiir Allgemeine und Spezielle Zoologie
des Fachbereichs Biologie
der Justus-Liebig Universitdt Giessen

(Arbeitsgruppe Prof. Dr. T. Trenczek)

Aktivierung von Hamozyten des Tabakschwarmers
Manduca sexta nach bakteriellen Infektionen

Inaugural-Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades
der Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Justus Liebig Universitit Giessen

Fachbereich Biologie

vorgelegt von
Frank-Riidiger Scholz

aus Hellersen

Giessen 2002



Gutachter Prof. Dr. T. Trenczek
Gutachter Prof. Dr. A. Pingoud

Tag der Disputation: 05.Februar.2002




VERWENDETE ABKURZUNGEN

APS

AS
CHAPS
CRD
DABCO
DEPC
dNTP
DIG
DTT
FP-1
FddNTP
HAIP
Imd
IML-3
IPTG
LPS
MMLV-RT
MOPS
MsHc
SDS
Ni-NTA-Agarose
pBSK
PAMP

PAP
PIPES
PO
PPO
PRR
PFU
p.L
rcf
rpm
RT
TBS

Ammoniumperoxodisulfat
Ammoniumsulfat

3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-propan-sulfonat

Kohlenhydrat-erkennende Doméne (carbohydrate recognition domain)

1,4-Diazabicyclo-(2,2,2)-Oktan
Diethylpyrocarbonat

Desoxynukleotidtriphosphat (umfasst dATP, dCTP, dGTP und dTTP)

Digoxigenin

Dithiotreitol

Fettkorper Protease-1

Fluoreszenz-markierte Didesoxynukleotide
Héamozyten-Aggregation-inhibierendes-Protein
eine D. melanogaster Mutante (immun deficiency)
Immunolektin-3
Isopropyl-3-D-1-thiogalactopyranosid
Lipopolysaccharid

Moloney murine leukemia virus-reverse transcriptase
3-(N-morpholino)-propan-sulfonsédure

M. sexta-Hemocytin

Natriumdodecylsulfat
Nickel-nitrilotriessigsdure

Plasmid blue script

Struktur

Pathogen-assoziierte  molekulare

molecular pattern)

(pathogen

Phenoloxidase-aktivierende Protease
Piperazin-1,4-bis(2-ethansulfonséure)

Phenoloxidase

Pro-Phenoloxidase

Struktur-Erkennungsrezeptor (pattern recognition receptor)
Kolonie-formende Einheit (plaque forming unit)

post injection

relative Zentrifugalkraft (relative centrifugal force)
Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
Raumtemperatur

Tris-gepufferte Saline

assoziated



Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Anmerkung:
Die vorliegende Arbeit wurde mit dem “Duden Korrektor” des

Bibliographischen Instituts & F. A. Brockhaus AG (ISBN 3-411-06954-6) den

Regeln der neuen deutschen Rechtschreibung angepasst.



INHALTSVERZEICHNIS

1. EINLEITUNG .. ..ottt 11
1.1. Zellulare Abwehrreaktionen bei INSeKten...........cccocviiiiiininccecen, 16
1.1.1. HAMOZYLEN-TYPEN ...eveiiieiiiiee ettt ee e e e eaee e e 16
PRAGOZYLOSE ..ottt e sttt eabeens 17
Knotchenbildung ..........cc.eeeiiiieiiiecieeeeee e e e 17
EINKapSEIUNG ...oooiieiiieiieceee et 18
1.2. Humorale Abwehrreaktionen bei INSEKteN...........ccoooviviiiciiiicnce 20
1.2.1. Antimikrobielle Proteine ............ccoocieiiieiiieniieiieiiecitece e 20
1.2.2. Regulation der Genexpression antimikrobieller Peptide bei Insekten............. 22
1.2.3. Protease-Kaskaden..........ccccoviiiiiiiiiiiiiiie e 24
1.3. ZielSetzung der ATDEIT.........oovee e 27
2. MATERIAL ..ottt ettt et sbe et reenbe e 29
2.1. GEIALE ...t 29
2.2. ChemMIKAIEN ... 29
2.3. Verwendete BaKterienStamme..........coooiiiiniiiincic e 31
24. VEIrSUCNSOIGaNISIMUS.....cuiiiieiiiciie ettt ne e 31
24.1. FUTEET ettt et e bt 32
3. METHODEN ...ttt sttt st nbeenae s 33
3.1 Proteinbiochemische Methoden ... 33

3.1.1. Priparation von Himozytenmembranen und Extraktion der Membranproteine
......................................................................................................................... 33

3.1.2. Nachweis und Aufreinigung LPS-bindender Proteine aus Himozyten-

Membranprotein-Praparationen ............ccceeeecvieeeiieeniieeeiee e 34
3.1.3. Ammoniumsulfat-FAIIUNG .........ccoooiiiiiiiii e 35
3.1.4. Polyacrylamid-Gel Elektrophorese (PAGE) .......cocovvvviiiiiiiiiieeieeceeeen 36
3.1.5. Bestimmung der Kohlenhydratbindungsspezifitat .............cccooveevieniiiiniennnn. 38
3.1.6. SHDBEITATDUNG ....eoeeiiieiieeee e e e eree e 39
3.1.7. Proteinbestimmung nach Bradford.............c.ccooviiiiiiiniiniiiiee e, 40
3.1.8. DeglykoSTHErUNZSASSAY ...eeevvieeiiieeiiieeiie et eeree et e e e aeeeeaeeeaaeeeneees 41
3.2. Saulenchromatografische Methoden ..., 42
3.2.1. GEIIIIATION Lottt 42
3.2.2. Chromatografie an immobilisiertem Heparin............ccoceevervienieninnicneenennene. 43
3.3 Immunologische Methoden.............coovieiiiie e 44

3.3.1. Western-Blot-ANalySen .........ccoccuieriiiiiiiiieciiesie ettt 44



3.3.2. Indirekte Immundetektion mittels alkalische Phosphatase-konjugiertem

sekundaren ANtIKOTPET ........covuiiiiieiieeiieeeee et e 45
3.3.3. Indirekte Immunfluoreszenz an Himozyten-Monolayern............c.cccccveeenneennn. 46
3.3.4. Indirekte Immunfluoreszenz an Diinnschnitten ganzer Tiere..................c....... 47
3.4. Molekularbiologische Methoden ... 48
34.1. Praparation von Plasmid-DINA ...........cccooiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 48
3.4.2. Agarose-GeleleKtrophOTESE .......c..eeeviieeciiieciie et 48
3.4.3. Verdau von Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen .............cccoecveevivennennnnn. 49
3.44. Dephosphorylierung von verdauten Vektorplasmiden...........cccceevveeeneeeneen. 49
3.4.5. Herstellung kompetenter Zellen und Transformation mit Plasmid-DNA ....... 50
3.4.6. PCR zur Amplifikation von DNA .......ccoiiiiiieieeeeeeeeeeee e 50
3.4.7. 57-RACE-PCR ...ttt 51
3.4.8. NuKIeinsaure-SeqUeNZICTUNG ..........eeecueeerrieeeieeeieeeeeeeteeeereeeereeesreeeseseeenes 52
3.4.9. Rekombinante Expression der klonierten cDNAs in Escherichia coli............ 52
3.4.10. Gewinnung von Gesamt-RNA...........ccooiieiiiiiiiiieeiieee e 56
34.11. Gewinnung von MRINA ..ot e 57
3.4.12. Northern-Blot ANALYSEn ..........ccooviieiiieiiiieeieece e 58
3.4.13. Southern-Blot-ANalySen .........ccccoecuieriiiiieiieeieeeee e 59
3.4.14. Herstellung Digoxigenin markierter Sonden...........ccceeeveeeeveeeciieescieeeciee e, 60
3.4.15. HyDIIISIEIUNG ...ttt ettt e bae s ens 60
3.4.16. Reverse Transkription und Erstellung zweier cDNA-Genbanken................... 61
3.5. SONStIGE METNOAEN..... .o e 70
3.5.1. Gewinnung von Himolymph-Plasma............cccceeeviiieiiiiiiiieeiieeeee e 70
3.5.2. Praparation von HAMOZYLEN .......c.coouviiiiiiiiieiieieeieee e 70
3.5.3. Kultur von BaKterien ...........cooiiiiiiiiiiieeeeee e 71
3.5.4. Herstellung einer Affinitdtsmatrix mit immobilisiertem LPS ........................ 71
3.5.5. LPS-BINAUNGSIESE .....eeeiiiieeiiieeiiee ettt e vae e es 73
3.6. Bioinformatische Methoden............ccoviiiiiiiiii e 73
3.6.1. SEQUENZANALYSE.....ccueiiiiiiiieiiee et 73
4. ERGEBNISSE.......cco ottt ettt na s 74
4.1. Nachweis und Reinigungsversuche LPS-bindender Proteine in der
Hamolymphe VON M. SEXIA .......ccoiiiiiiiiiie e 74
4.2. Erstellung von Expressions-cDNA-Banken aus induziertem Fettkérper und
INAUuZierten HAMOZYLEN ........ooviiieiie e 78
4.2.1. Sequenzierung zufillig ausgewdhlter KIone ...........cccceeviieeiiienciieniieeeee 80
4.2.2. Sequenz-Analyse der Fettkorper-Protease-1 (FP-1)......cccoooeviininiininiinnenne. 84
4.2.3. Sequenz-Analyse des Himozyten-Aggregation-Inhibierenden-Proteins (HAIP)
......................................................................................................................... 88
4.2.4. Sequenz-Analyse des Immunolektin-3 (IML-3)........ccccooviieviieniieeriieeieeee, 91
4.2.5. Sequenz-Analyse des Manduca sexta Hemocytins (MsHC).........cccccvevevennnnee. 93
4.3. Rekombinante Expression der cDNAs zur Produktion von polyklonalen

F N 1 R1 o] o 1=] o o 1TSS 100



4.3.1. Rekombinante Expression des IML-3 und Reinigung des Proteins aus
BaKLEIION ...ttt ettt e 101
4.3.2. Rekombinante Expression eines MsHc-Fragments und Reinigung des Proteins
AUS BaKLETION ... .eeiiiiiiiiiieie e 105
4.3.3. Rekombinante Expression der FP-1 und Reinigung des Proteins aus Bakterien
....................................................................................................................... 106
4.4, Produktion von polyklonalen Antikérpern gegen FP-1, MsHc und IML-3
........................................................................................................................... 109
4.5. Kreuzreaktivitat der Antiseren mit Hamolymph-Proteinen anderer Insekten
........................................................................................................................... 110
4.6. Charakterisierung einiger Eigenschaften des IML-3...........ccccccovvvevnnnnnne 113
4.7. EinfluR bakterieller Infektionen auf die Konzentration von FP-1 und IML-3
iNder HAMOIYMPRE .......oiiecece e 117
4.8. Prozessierung der FP-1 in Abhangigkeit des Entwicklungsstadiums......... 119
49. ... Einflul3 experimenteller Infektionen auf die Expression von HAIP, MsHc
UNG IMIL-3 e e e te e e e beennneans 121
4.10. Charakterisierung des HAIP ..o 125
4.10.1. Chitin-Bindungstest mit HAIP ..........ccooooiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 128
4.10.2. Bestimmung des Gehalts von HAIP in der Himolymphe verschiedener
Entwicklungsstadien von M. SEXIA..........ccceeviieiiiiiiieiieieeeee e 129
411, Immunhistochemische Untersuchungen an Hamozyten und
GeWEDESCRNITLEN ... 131
4.11.1. Fettkorper-Protease 1 (FP-1) ...cccveeriiieiiieeeeee e 131
4.11.2. Hiamozyten-Aggregation-Inhibierendes-Protein (HAIP) .......ccccocveviinennnenne. 133
4.11.3. Immunolektin-3 (IML-3) ......cccoiiiiiiieeieeeeeeeeee e e 135
4.11.4. Manduca sexta Hemocytin (MSHC)........cccovevieiiieienieieceseeeeeeee 138
5. DISKUSSION.. .ottt bbb bbbttt et 141
5.1. Nachweis von Bindungsfaktoren in Hamozyten-Membranen von M. sexta
........................................................................................................................... 141
5.2. Herstellung von Expressionsbibliotheken aus Fettkdrper und Hamozyten
........................................................................................................................... 143
5.3. Sequenzierung und Charakterisierung des HAIP ........c.cccooeiieiiiiie e, 144
5.4. Sequenzierung und Charakterisierung der Fettkorper-Protease-1............ 147
5.5. Sequenzierung und Charakterisierung des Immunolektin-3..................... 153
5.6. Klonierung, Sequenzierung und Charakterisierung des Hemocytin.......... 159



6.

7.

8.

8.1.
8.2.
8.3.
8.4.

8.5

9.

9.1.

9.2.

ZUSAMMENFASSUNG........ooiiiii s 164

LITERATUR ..ottt ettt bbbt neene e nes 167
ANHANG L.ttt bbb bbbt e s 180
Sequenzen der Denutzen Primer ... 180
Sequenz des IMMUNOIEKEIN=-3..........ccoiiiiieece e 181
Vollstdndige Sequenz des M. sexta HEMOCYLINS...........ccceevveeiie e cie e, 183

Vollstandiges Alignment des Hemocytins von M. sexta mit homologen

Proteinen aus B. mori, D. melanogaster und H. sapiens: .........cccccecvevvnnenne 190
Alignment der Hemocytin Domanen vom D-TYP .....cccccevveveeiieiieenesie e 194
VEROFFENTLICHUNGEN ........coooiiietieeecee et 196
(@] Lo |1 at= 1 FoT g o 1-T ] (-] o OSSR 196
KurzverdffenthichUNgen ..o 196
Lebenslauf
Danksagung

Erklarung



DURING MY FIRST YEAR at Naval
Postgraduate School in Monterey, Calf., I sat
chatting one day with some classmates about
the program’s difficulty. A professor
overheard us and tried to allay our fears.
“Don’t worry too much about grades,” he
explained. “When you think you know
everything, they give you a Bachelor’s
degree. Then when you realize that you don’t
know anything, they give you a Master’s.
And when you find out that you don’t know
anything, but neither does anyone else,” he
continued, “they give you a doctorate.”

-unbekannt-




11

1. Einleitung

Wie andere Organismen besitzen auch Insekten die Féhigkeit, erfolgreich Pathogenen zu
widerstehen. Neben einer hohen Reproduktionsrate tragen physikalische Barrieren, wie z. B.
der Chitinpanzer, ebenso dazu bei, wie die Reaktionen ihres Immunsystems. Im Gegensatz zu
dem vorwiegend auf adaptiven Mechanismen beruhenden Immunsystem der Vertebraten
basieren Abwehrreaktionen von Insekten jedoch auf angeborenen Mechanismen (innate
immunity, ,natiirliche Immunitdt’). Diese natiirliche Immunitdt gewahrt in der ersten Phase
einer Infektion auch in Wirbeltieren Schutz und ist dariiber hinaus an der Induktion und
Kontrolle adaptiver Mechanismen beteiligt. Ahnlich den komplexen Reaktionen infolge eines
Pathogenkontaktes bei Wirbeltieren, umfassen die Reaktionen der angeborenen Immunitét bei
Insekten humorale und zellulire Komponenten. Jedoch fehlt hier die klonale Selektion
individueller Lymphozyten ebenso wie ein lidngere Zeit andauerndes ,immunologisches
Gedédchtnis’. Die zelluldren Reaktionen umfassen den Wundverschluss, die Phagozytose, die
Knotchenbildung von Hamozyten z. B. mit Bakterien oder Pilzen und die Einkapselung von
grofleren Fremdkorpern in mehrschichtigen Hamozyten-Aggregationen. Im Rahmen der
humoralen Immunantwort erfolgt die Freisetzung und Neusynthese antimikrobieller Peptide
sowie die Aktivierung konstitutiv in der Himolymphe vorliegender Komponenten, wie z. B.
der Phenoloxidase [Janeway 1992; Hoffmann 1995; Hoffmann et al. 1996; Fearon 1997,
Gillespie et al. 1997; Hoffmann et al. 1997; Trenczek 1998; Janeway et al. 1999; Kimbrell et
al. 2001].

Die durch klonale Selektion, Expansion und Elimination [Kimbrell et al. 2001] entstehenden
hochspezifischen Strukturen zur Unterscheidung von ,Fremd’ und ,Selbst’ der Wirbeltiere
fehlen den Insekten. Daher muss eine Fremd-Erkennung durch das Insekten-Immunsystem
auf der Basis hochkonservierter Strukturen der Pathogene (PAMP, pathogen associated
molecular patterns) beruhen. Diese werden von Pathogen-erkennenden Rezeptoren erkannt
(PRR, pathogen recognition receptor) [Janeway 1989; Janeway 1992], worauf verschiedene
zelluldre und humorale Reaktionen ausgeldst werden [Gillespie et al. 1997].

Konservierte mikrobielle Strukturen liegen z. B. im Lipopolysaccharid (LPS) in der dufleren
Zellmembran Gram-negativer Bakterien oder im Peptidoglukan (PG) in der Zellwand Gram-
positiver und Gram-negativer Bakterien vor.

Gram-negative Bakterien unterscheiden sich gegeniiber anderen Zellen dadurch, dass sie
zusitzlich zur Cytoplasma-Membran von einer weiteren ,Hiille’, der &dufleren Membran
umgeben sind. Zwischen der inneren und &ulleren Membranschicht befindet sich ein
periplasmatischer Raum, der neben Peptidoglukan verschiedene Kohlenhydrate und Proteine

enthdlt. Sowohl innere als auch duBBere Membran bestehen aus Phospholipiden und Proteinen.
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Ein weiterer Bestandteil der duleren Membran Gram-negativer Bakterien ist das LPS. Bei
Lipopolysacchariden handelt es sich um amphiphile Molekiile, deren Struktur zwischen
verschiedenen Bakterienarten groBere Variationen aufweisen kann. Gewohnlich wird LPS in
einen hydrophoben Phospholipid-Anteil, iiber den das Molekiil in der &dulleren Membran
verankert ist, und eine Kohlenhydrat-Seitenkette, die in das umgebende Medium gerichtet ist,
charakterisiert. Der auch als Lipid A bezeichnete Lipid-Teil des Molekiils ist in seiner
Zusammensetzung relativ konstant. Das kovalent an Lipid A gebundene Polysaccharid wird
weiter unterteilt in eine innere und dullere Kernregion und das O-Antigen (s. Abb. 1). Die
Kernregion ist in ihrer Zusammensetzung konserviert, der innere Kern besteht gewohnlich
aus den Zuckern 3-Deoxy-D-manno-Octulosonsdure und Heptose. Der dullere Kern enthélt
mehrere, gewoOhnlich fiinf Hexosen. Das O-Antigen zeichnet sich durch eine hohe Variabilitit
hinsichtlich seiner Kettenldinge aus und besteht aus unterschiedlichen Hexosen in
wechselnden Anteilen. Bei Vertebraten ist fiir die Auslosung pathogener Effekte das Lipid A
ausreichend [Raetz 1990; Alexander et al. 1999].

Phospholipid Polysaccharid

Kernregion

Abb. 1: Molekulstruktur von Lipopolysaccharid

Lipopolysaccharid — ein Bestandteil der &ufleren Membran Gram-negativer
Bakterien - besteht aus einem hydrophoben Phospholipid (Lipid A) und einem
hydrophilen Polysaccharid. Das Polysaccharid wird in eine innere und &duf3ere
Kernregion und eine O-spezifische Kette unterteilt. Wéahrend das Lipid A und die
innere Kernregion in verschiedenen Bakterienarten eine sehr &hnliche
Zusammensetzung aufweisen, zeigt die dullere Kernregion und die O-spezifische
Kette eine hohe Varianz beziiglich der Kettenldinge und —zusammensetzung
zwischen verschiedenen Arten.
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Gram-positiven Bakterien fehlt diese zusitzliche duflere Membran. Sie tragen auf ihrer
Cytoplasma-Membran eine Schicht aus Peptidoglukan, dass sie zum umgebenden Medium
abgrenzt. Peptidoglukan besteht aus mehreren durch kurze Peptide vernetzten
Polysacchariden. Typische Bestandteile der Peptide sind Aminosduren wie D- und L-Alanin,
D-Glutaminsdure, m-Diamino-Pimilinsdure und L-Lysin. Die Polysaccharide bestehen aus
alternierenden N-Acetyl-Glucosamin und N-Acetyl-Muraminsdure Monomeren (s. Abb. 2)

[Chetty et al. 1984].

Abb. 2: Stilisierte Darstellung der Molekulstruktur von Peptidoglukan
Peptidoglukan besteht aus mehreren Polysaccharid-Ketten, die aus alternierenden
Einheiten von N-Acetylglucosamin (NAG) und N-Acetylmuraminsédure (NAM)
bestehen. Die Polysaccharid-Ketten werden durch Glycin-Pentamere (G) und
Tetrapeptide (blaue Késtchen) vernetzt. Die Zusammensetzung der Tetrapeptide
und das Ausmal} der Vernetzung variieren zwischen verschiedenen Bakterienarten.
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Tabelle 1:

Ausgewihlte Beispiele von Insekten-Proteinen mit Affinitit zu konservierten mikrobiellen
Strukturen. Die Bindungsspezifititen wurden zum Teil mit isolierten Komponenten, wie z. B.
LPS durchgefiihrt. Zur besseren Ubersichtlichkeit wird die Bindungsspezifitit hier nur mit
G+ (bindet hauptsdchlich Gram-positive Bakterien), G- (bindet hauptsdchlich Gram-negative
Bakterien) und (3-1,3 (bindet hauptsdchlich Hefen) angegeben. Nicht fiir alle Proteine wurden
alle Bindungsspezifititen ermittelt.

Vorkommen und
Insektenart Name . Referenz
Spezifitat
A: LPS-bindende Proteine
B. discoidalis BDL1-3 Hamolymphe, G-, G+, [Wilson et al. 1999]
. . [Koizumi et al. 1997;
B. mori Bm-LBP Héamolymphe, G- . .
Koizumi et al. 1999]
11 kDa Protein | Himozyten, G- [Xu et al. 1995]
GNBP Hamolymphe, G- [Lee et al. 1996]
Hamolymphe, Ha ,|[M t al. 1992;
C. capitata 47 kDa Protein AmoLymphe amozyten, | | armaras. .e :
G- Charalambidis et al. 1995]
Hémol he, Hiamozyten, .
D. melanogaster | DGNBP-1 ymp Y| Kim et al. 2000]
B-1,3, G-
H. cunea Hc-Lektin Héamolymphe, G- [Shin et al. 2000]
. [Yu et al. 1999; Yu et al.
M. sexta IML-1 und -2 Hamolymphe, G-, G+, 3-1,3
2000]
P. americana Pa-LBP Héamolymphe, G- [Jomori et al. 1990]
B: Peptidoglukan-erkennende Proteine
B. discoidalis BDL2 Hamolymphe, G+, G- [Wilson et al. 1999]
Hémol he, Hiamozyten, .
B. mori PGRP i ymp 7Y | Ochiai et al. 1988]
SA, SCIB und|_ .
1 Hamolymphe, Hamozyten,
D. melanogaster | 10 sehr dhnliche [Werner et al. 2000]
. SA, SCIB: G+
Proteine
C: B-1,3-Glukan-bindende Proteine
B. discoidalis GSL Hamolymphe, -1,3 [Wilson et al. 1999]
) . [Yoshida et al. 1986;
B. mori B-1,3GRP Hamolymphe, (3-1,3 .
Ochiai et al. 2000]
M. sexta GRP Hamolymphe, (-1,3, G-, G+ | [Ma et al. 2000]
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Neben LPS und PG konnen auch [3-1,3-Glukan von Pilzen, doppelstringige RNA
verschiedener Viren oder unmethylierte DNA verschiedener Bakterien als PAMP wirken
[Janeway 1992].

In jiingerer Zeit wurden mehrere Proteine aus unterschiedlichen Insekten-Arten isoliert, die in
Experimenten bakterielle Strukturen wie LPS, PG oder (-1,3-Glukan binden kénnen. Eine
Auswabhl solcher Proteine ist in der Tabelle 1 dargestellt.

Fiir einige der LPS-bindenden Proteine (LBP) gibt es bereits Befunde hinsichtlich einer
Beteiligung an der Auslosung nachfolgender Reaktionen. Aus der Hamolymphe von
Periplaneta americana wurde e¢in LPS-bindendes Protein isoliert, das zur Familie der
Calcium-abhédngigen Lektine gehort [Jomori et al. 1990; Jomori et al. 1991]. In
anschlieenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass dieses LBP an der Entfernung von
Escherichia coli aus der Hamolymphe mitwirkt. An dieser Reaktion sind Hadmozyten
zumindest beteiligt. Ob die Bakterien nach einer Prd-Inkubation mit dem LBP von den
Héamozyten nur gebunden oder sogar internalisiert werden, bleibt jedoch bisher unklar
[Jomori et al. 1992]. In folgenden molekularbiologischen Untersuchungen wurden weitere,
sehr dhnliche Lektine in P. americana identifiziert [Kawasaki et al. 1996]. Ein weiteres LBP
in Himozyten wurde mittels eines in-vitro Bindungstests bei Bombyx mori nachgewiesen. Es
handelt sich dabei um ein 11 kDa Protein. Da die Detektion des Proteins Proteinase K sensitiv
war, konnte es sich dabei um ein an die duflere Himozytenmembran gebundenes oder
assoziiertes Protein handeln [Xu et al. 1995]. Ferner wurde in der Himolymphe von B. mori
ein an Gram-negative Bakterien bindendes Protein (GNBP) gefunden, das mit einem
Antikorper gegen CD 14 (Cluster of differentiation) kreuzreagiert [Lee et al. 1996]. CD 14
wird bei Vertebraten als ein Bestandteil einer durch LPS ausgelosten Signalkaskade
angesehen [Ulevitch et al. 1995]. In Manduca sexta [Yu et al. 1999; Yu et al. 2000], B. mori
[Koizumi et al. 1999] und Hypanthia cunea [Shin et al. 2000] wurden mehrere sehr dhnliche
Calcium-abhédngige Lektine gefunden, die sich durch zwei aufeinander folgende
Kohlenhydrat-erkennende Doménen auszeichnen (CRD, carbohydrate-recognition domain).
Alle diese Lektine zeigten eine Bindung von LPS bzw. E. coli. Fiir die zwei aus M. sexta
stammenden Proteine Immulektin 1 (das seit der Identifizierung des Immunolektin 2 als
Immunolektin 1 bezeichnet wird) und Immunolektin 2 (IML-1 und —2) konnte neben der
Bindung an Gram-negative Bakterien in einem in-vitro Assay mit zellfreier Himolymphe in
Verbindung mit LPS gezeigt werden, dass sie die Phenoloxidase-(PO)-Kaskade aktivieren
[Yu et al. 1999; Yu et al. 2000]. Da die Proteine von B. mori und H. cunea eine sehr grof3e
Ahnlichkeit zu IML-1 und —2 zeigen, besteht die Moglichkeit, dass auch diese Proteine die
PO-Kaskade aktivieren konnen. Eine intrinsische Protease-Aktivitét ist bei den vier Lektinen

nicht bekannt. Es muss daher postuliert werden, dass eine Bindung der Lektine an Bakterien
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eine Protease rekrutiert, die nachfolgend die Aktivierung der PO-Kaskade einleitet. Bisher ist

eine solche Protease nicht bekannt.

1.1. Zellulare Abwehrreaktionen bei Insekten

Zelluldre Abwehrreaktionen wurden erstmals von Metchnikow 1882 bei Invertebraten
beobachtet und als Reaktionen gegen ,Fremd’ interpretiert [Beck et al. 1997]. Seitdem hat es
grof3e Fortschritte bei der Erforschung der zugrunde liegenden Mechanismen bei Wirbeltieren
gegeben. Die an zelluldren Immunreaktionen beteiligten Zelltypen und Mechanismen sind bei

Wirbellosen hingegen in weit geringerem Male erforscht.

1.1.1. Hamozyten-Typen

Die Klassifizierung in unterschiedliche Typen von Blutzellen (Hdmozyten) erfolgt bei
Insekten meistens anhand morphologischer Kriterien [Lackie 1988]. Seit einiger Zeit gibt es
jedoch Bestrebungen, mittels monoklonaler Antikdrper auch molekulare Strukturen der
Zelloberflachen, dhnlich dem Cluster of Differentiation-System fiir Vertebraten-Blutzellen,
fiir eine Unterteilung heranzuziehen [Trenczek et al. 1990; Chain et al. 1992; Willott et al.
1994; Strand et al. 1996]. Man unterscheidet, je nach Insektenart, zwischen drei (z. B.
Drosophila melanogaster) und fiinf unterschiedliche Zelltypen (z. B. Galleria mellonella)
[Lackie 1988; Trenczek 1998]. Aufgrund der noch fehlenden molekularen Charakterisierung
der verschiedenen Hdmozyten ergibt sich die Problematik eine einheitliche Nomenklatur zu
etablieren.

Beim Tabakschwirmer M. sexta, der fiir diese Untersuchung genutzt wurde, werden die
Héamozyten als Pro-Hdmozyten, Plasmatozyten, granuldre Zellen, Oenozytoide und spherule
Zellen bezeichnet [Horohov et al. 1982; Willott et al. 1994].

Etwa 7% der Hamozyten machen bei M. sexta Larven des letzten Larvenstadiums Pro-
Héamozyten aus [Geng et al. 1989; Willott et al. 1994]. Es handelt sich dabei um rundliche,
kleine Zellen mit einem sehr groflen Zellkern. Es wird vermutet, dass Pro-Hdmozyten
zumindest in einige andere Hamozyten-Typen weiter differenzieren [Lackie 1988; Ratcliffe
1993]. Plasmatozyten bilden mit etwa 35% eine weitere Himozyten-Gruppe. Sie erscheinen
oval bis spindelformig; bei Oberflaichen-Kontakt, z. B. auf Objekttradgern, heften sie sich an
und breiten sich unter Bildung von Pseudopodien aus. In einigen Plasmatozyten kdnnen feine
vesikuldre Strukturen beobachtet werden. Die zweite grole Himozyten-Gruppe bilden mit
51% die granuldren Zellen. Charakteristisches Merkmal der granuldren Zellen ist eine
Vielzahl zytoplasmatischer, granuldrer Strukturen (,Granulen’). In Hamozyten-Priparaten
von M. sexta kann bei granuldren Zellen hédufig eine Bildung von kleinen, pseudopodien-

dhnlichen Fortsidtzen (,Micro-Spikes’) beobachtet werden. Spherule Zellen bilden mit 5%
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einen weiteren Zelltyp. Sie zeigen hdufig eine ovale bis spindelférmige, manchmal runde
Form. Auffillig sind ihre groBen intrazelluldren vesikuldre Strukturen (,Spherulen’). Diese
sind deutlich groBer als die Granulen der granuldren Zellen [Geng et al. 1989; Willott et al.
1994]. Spherule Zellen beinhalten u. a. Glykoproteine und saure Mucopolysaccharide und
sind moglicherweise am Wundverschluss und dem Aufbau der extrazelluliren Matrix
beteiligt [Crossley 1981]. Die kleinste Gruppe (2%) der Himozyten sind die Oenozytoide
[Geng et al. 1989; Willott et al. 1994]. Charakteristisches Merkmal ist die aulergewohnliche
GroBBe dieser Zellen im Vergleich zu den {ibrigen Hamozyten. Sie sind der wichtigste
Syntheseort der Prophenoloxidase [Sugumaran et al. 1993].

Daneben enthalten oder synthetisieren verschiedene Hémozyten-Typen unterschiedliche
Proteine, die Pathogene abtoten konnen oder an deren Abbau beteiligt sind. Hierzu gehdren
sowohl Peroxidasen und hydrolytische Enzyme wie auch antimikrobielle Substanzen, wie
z. B. Attacin [Trenczek 1998].

1.1.2. Phagozytose

Nach einer Infektion eines Insektes mit Pathogenen wie Bakterien oder Pilzen konnen diese
durch in der Himolymphe flottierende Hdmozyten phagozytiert werden. An der Phagozytose
sind meist zwei Hamozyten-Typen beteiligt: Plasmatozyten und granuldre Zellen. Wahrend
intakte Bakterien bei Lepidopteren sowohl von granuldren Zellen als auch von Plasmatozyten
phagozytiert werden, werden bakterielle Zellwand-Fragmente wie z. B. (LPS) nur von
granuldren Zellen internalisiert. Kleinere Partikel, wie z. B. Pigmente aus Tusche, werden
hingegen von beiden Zelltypen aufgenommen [Trenczek 1998]. Die an der Internalisierung
beteiligten Mechanismen, wie Erkennung, Bindung bzw. Adhidsion, Verdnderungen im

Zytoskelett sind gegenwirtig weitgehend unbekannt.

1.1.3. Knétchenbildung

Im Gegensatz zur Phagozytose erfolgt eine Knoétchenbildung nach einer Infektion mit so
groflen Mengen an Bakterien oder Pilzzellen, dass die Himozyten die Pathogene nicht mehr
aufnehmen konnen. Die Folge ist eine Verklumpung der Erreger mit verschiedenen
Héamolymph-Proteinen, Proteinen die von Himozyten freigesetzt werden und mit Himozyten
selbst [Gillespie et al. 1997]. Am besten untersucht ist dieser Prozess bei Ceratitis capitata.
Hier erfolgt die Verklumpung durch die Bindung eines membranassoziierten, aber auch frei
in der Himolymphe vorliegenden Proteins mit einer Masse von 47 kDa. Der Bindung des
Proteins folgen Vernetzungen mit anderen Hdmolymph-Proteinen und Hémozyten durch
reaktive Tyrosin-Derivate, Produkte der aktivierten Phenoloxidase [Marmaras et al. 1992;
Marmaras et al. 1993; Marmaras et al. 1994; Charalambidis et al. 1995]. In M. sexta konnte
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gezeigt werden, dass nach Infektion entstehende Aggregate aus Pathogenen, Proteinen und
Héamozyten etwa zwei Stunden spéter melanisieren und mit umgebendem Gewebe verkleben
[Horohov et al. 1983]. Uber die beteiligten Proteine ist wenig bekannt. In den
Verklumpungen konnten Mucopolysaccharide nachgewiesen werden [Horohov et al. 1983].
Kirzlich wurde mit Scolexin ein weiteres, induzierbares Protein von M. sexta in den
Knoétchen nachgewiesen [Kyriakides et al. 1993]. Scolexin wird, sowohl nach bakteriellen
Infektionen als auch nach Verwundungen von der Epidermis gebildet [Kyriakides et al.
1995]. Daneben unterliegt die Scolexin-Expression auch einer entwicklungsstadien-
abhédngigen Kontrolle [Hurlbert et al. 1985].

1.1.4. Einkapselung

Eine Einkapselung wird hdufig bei groeren Fremdkorpern wie z. B. Nematoden oder
Schlupfwespeneiern beobachtet. Wéahrend der Einkapselung werden die Fremdkorper von
mehreren Schichten Himozyten umhiillt. Dieser Prozess kann, abhéngig von der Insektenart,
mit oder ohne Melanisierung erfolgen [Gillespie et al. 1997]. Der ,Fremdkontakt’ erfolgt in
solchen mehrschichtigen ‘Kapseln’ nur durch diejenigen Himozyten, die in direktem Kontakt
mit dem Pathogen stehen. Die weiteren Himozyten-Schichten lagern sich in der Folge an
,korpereigene’ Oberflichen an [Gillespie et al. 1997]. An Einkapselungsreaktionen sind
Plasmatozyten und granuldre Zellen beteiligt; allerdings ist gegenwairtig nur wenig iiber den
genauen Ablauf der Kapselbildung bekannt. In Pseudoplusia includens wurde der Prozess in
drei verschiedenen Phasen unterteilt. Der anfiangliche Kontakt zum Fremdkorper erfolgt
durch granuldre Zellen. In einer Rekrutierungsphase kommt es zu einer Anlagerung von
mehreren Plasmatozyten-Schichten. Die Kapsel wird durch eine einzelne Schicht granulérer
Zellen abgeschlossen [Pech et al. 1996]. Bei M. sexta erfolgt der erste Kontakt zum
Fremdkorper hingegen durch Plasmatozyten. In spéter aufgelagerten Schichten der Kapsel
erfolgt eine Anlagerung sowohl granulédrer Zellen aber auch von Plasmatozyten [Wiegand et
al. 2001].

Im Gegensatz zur Phagozytose und Knotchenbildung muss wéhrend Einkapselungsreaktionen
eine Kommunikation zwischen beteiligten Zellen postuliert werden. Bisher ist iiber diese
Vorginge wenig bekannt. Fiir P. includens konnte gezeigt werden, dass dic Aminosdure-
Sequenz RGD fiir eine erfolgreiche Einkapselungsreaktionen notwendig ist [Pech et al. 1996].
Die RGD-Sequenz ist bei Vertebraten als Konsensus-Motiv fiir die Bindung an Proteine aus
der Familie der Integrine bekannt [D'Souza et al. 1991]. Bei Invertebraten wird eine &hnliche
Funktion fiir das Motiv KGD diskutiert [Johannsson 1999]. Integrin-verwandte Molekiile
sind bei Insekten bislang nur bei Drosophila melanogaster gefunden worden [Gillespie et al.
1997; Johannsson 1999]. Neben der moglichen Beteiligung Integrin-dhnlicher Proteine
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konnte kiirzlich mit dem plasmatocyte spreading peptide (PSP1) ein selektiv auf
Plasmatozyten und granuldre Zellen wirkendes Peptid isoliert werden [Clark et al. 1997].
Wihrend das Spreiten von Plasmatozyten durch PSP1 stimuliert wird, supprimiert es das
Spreiten granuldrer Zellen [Strand et al. 2000]. Weitere PSP1-dhnliche Peptide wurden aus
verschiedenen anderen Insektenarten isoliert [Wang et al. 1999]. Der Wirkmechanismus
dieser Peptide ist noch unklar.

Neben diesen Faktoren, die die Hdmozyten-Aktivitit und -Adhédsivitit modulieren, sind
einige weitere Proteine der Insekten mit &hnlichen Eigenschaften beschrieben worden.
Hemolin, das zuerst bei H. cecropia und M. sexta nachgewiesen wurde, ist das erste Insekten-
protein der Immunglobulin-Superfamilie, das im Zusammenhang mit Immunreaktionen
beschrieben wurde [Ladendorff et al. 1990; Sun et al. 1990]. In-vitro Experimente zeigten,
dass Hemolin die Aggregation von Hidmozyten inhibiert [Ladendorff et al. 1991]. Eine
dhnliche Wirkung wurde mit dem Hdmozyten Aggregation inhibierenden Protein (HAIP) von
M. sexta erzielt [Kanost et al. 1994]. Hemocytin, das aus B. mori isoliert wurde, zeigt eine
groBe Ahnlichkeit zum von Willebrand Faktor der Vertebraten. Der von Willebrand Faktor ist
u. a. an der Interaktion von Thrombozyten mit Endothelzellen beteiligt [Perutelli et al. 1997].
Ein rekombinant hergestelltes Hemocytin-Fragment besall hdmagglutinierende Aktivitét
[Kotani et al. 1995]. In Blaberus craniifer wurde ein 90 kDa Protein gefunden, das mit einem
Antikorper gegen Peroxinectin kreuzreagiert. Peroxinectin wurde urspriinglich bei
Pacifastacus leniusculus beschrieben, in welchem es das Spreiten von Blutzellen ebenso
stimuliert wie den Phagozytose- und Einkapselungungsprozess. Peroxinectin enthdlt ein
KGD-Sequenzmotiv, ein moglicher Bindungspartner in Form einer B-Integrin-Untereinheit,
konnte ebenfalls nachgewiesen werden [Johannsson 1999]. Daneben zeigt auch Lipophorin
eine die Himozyten-Adhésion modulierende Wirkung [Ladendorff et al. 1991; Kanost et al.
1994; Lanz-Mendoza et al. 1996]. Lipophorin wurde urspriinglich als Lipid-
Transportmolekiil bei Insekten beschrieben. Es setzt sich aus bis zu drei Apo-Proteinen
zusammen [Kanost et al. 1990]. Fiir die adhdsionsinhibierende Wirkung wird hauptsédchlich
Apo-Lipophorin Untereinheit 1 verantwortlich gemacht [Mandato et al. 1996]. Kiirzlich
wurde mittels des monoklonalen Antikérpers MS-13 bei M. sexta ein 90 kDa Hédmozyten-
Membranprotein identifiziert. Durch Injektion bzw. Pri-Inkubation der Himozyten mit dem
gegen MS-13 gerichteten Antikorper wurde in in-vitro und in-vivo Experimenten die
Einkapselung von synthetischen Fremdkorpern verhindert [Wiegand et al. 2001].

Dartiber hinaus gibt es Untersuchungen, die die Beteiligung verschiedener weiterer endogener
Faktoren an der Modulation der Hidmozyten-Aktivitit belegen [Gillespie et al. 1997].
Besonderer Bedeutung konnte dabei dem Nachweis bekannter Cytokine wie Interleukin-1
(IL-1) [Beck et al. 1996] und Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a) [Scharrer et al. 1996;
Wittwer et al. 1999] zukommen. IL-1 vermittelt bei Vertebraten die Bildung von
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verschiedenen Akute-Phase-Proteinen, die Reifung verschiedener Zelltypen, den Transport
von Adhidsionsmolekiilen an die Zelloberfliche und moduliert deren Aktivitdt. Im
Zusammenspiel mit TNF-a bewirkt IL-1 zudem die Freisetzung verschiedener
Arachidonsdure-Metabolite. In neueren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass durch
Einsatz verschiedener Inhibitoren des Arachidonsdure-Metabolismus zelluldre Reaktionen
wie Phagozytose und Knoétchenbildung in M. sexta und Zophobas atratus beeintrdchtigt
werden konnen [Stanley-Samuelson et al. 1991; Bedick et al. 2000].

1.2. Humorale Abwehrreaktionen bei Insekten

Mit der Entdeckung der Antikorper gelang von Behring und Kitasato 1890 erstmalig der
Nachweis humoraler Abwehr-Komponenten als Folge einer Infektion von Wirbeltieren
[Nossal 1993]. Jahre spiter gelang Fleming mit der Entdeckung des Lysozyms, erstmalig der
Nachweis von antimikrobiell wirkenden humoralen Faktoren, die nicht zur Klasse der
Antikorper gehoren [Beck et al. 1997]. Wiéhrend in Insekten keinerlei Antikorper gefunden
wurde, gelang 1980 mit der Entdeckung des Cecropins der Nachweis eines weiteren

antimikrobiellen Peptids.

1.2.1. Antimikrobielle Proteine

Seit der Entdeckung des Cecropins von H. cecropia [Hultmark et al. 1980] konnten
zahlreiche verschiedene antimikrobielle Peptide und Proteine in Pflanzen, Wirbellosen und
Wirbeltieren identifiziert werden. Gegenwirtig sind {iber 600 antimikrobielle Peptide
eukaryontischer Organismen beschrieben [Tossi 2001]. Gemeinsam ist diesen Peptiden eine
kleine MolekiilgroBe; der tiberwiegende Teil umfasst 20 bis 40 Aminosduren [Boman 1998].
Die Expression der Mehrzahl antimikrobieller Peptide wird durch eine Infektion induziert. In
Insekten erfolgt ihre Synthese zu einem sehr grofBen Anteil im Fettkorper, jedoch vermogen
auch Hamozyten und andere Gewebe in gewissem Umfang antimikrobielle Peptide zu
synthetisieren. In D. melanogaster konnte kiirzlich mittels eines fluoreszierenden
Reportergen-Konstrukts gezeigt werden, dass auch in Insekten lokal begrenzte humorale
Immunreaktionen vorkommen [Ferrandon et al. 1998]. Trotz der kleinen Molekiilgréen der
meisten antibakteriellen Peptide, unterscheiden sie sich in ihrer chemischen und strukturellen
Beschaffenheit. Gegenwirtig konnen die verschiedenen Peptide anhand dieser Eigenschaften
in vier verschiedene Gruppen unterteilt werden, einige typische Vertreter der vier

verschiedenen Gruppen sind in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2:
Ausgewihlte Beispiele antimikrobieller Peptide bei Insekten.
Peptid-Klasse Charakteristika Spezifitit Beispiele
GrofBle ca 4 kDa,
. basisch, ohne Cystein Vorzugsweise wirksam Bactericidin
Cecropin- ~ ) ) .
shnlich 2 aHelices verbunden gegen  Gram-negative Cecropin
ahnlic
durch intermedidren Bakterien Sarcotoxin [
Bereich
) Bevorzugt wirksam Drosomycin
Cyclische . . ) .
. 1-4 Disulfidbriicken gegen Pilze, aber auch | (Insekten) Defensin
Peptide ) .
Bakterien Thanatin

anti-fungales

Peptid
GroBe ca. 9-30 kDa, Vorzugsweise wirksam Attacin
Glycin-reich reich an Glycin gegen  Gram-negative Coleoptericin
z. T. O-glykosyliert Erreger Diptericin
Hymenoptaecin
Sarcotoxin I
GroBe ca. 2-3 kDa Abaecin
Prolingehalt bis zu 25%, Apidaecin
ohne Cystein Uberwiegend gegen Drosocin
Prolin-reich Gruppe a: ohne Gram-negative Lebocin
Modifikation Bakterien Metalnikowin
Gruppe b: O-glykosyliert Metchnikowin
Pyrrhocoricin
Androin
. . . ) Ceratotoxin
Unterschiedl. Individuelle Aktiv gegen Bakterien,
Charakteristik Charakteristika Erythrozyten und Pilze Lysoz?/m
Gallysin-1
Royalisin

*nach Hoffmann et al. (1995, 1996)
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1.2.2. Regulation der Genexpression antimikrobieller Peptide bei Insekten

Die Neusynthese antimikrobieller Peptide nach Verwundung oder Infektion ist bei Insekten
durchaus kein unspezifischer Vorgang. Neuere Ergebnisse, iiberwiegend von Experimenten
mit D. melanogaster, belegen, dass die Expression verschiedener Gene in Abhéngigkeit von
den applizierten Pathogenen iiber unterschiedliche Signaltransduktionswege verlauft und eine
gewisse Spezifitit fiir die jeweils genutzte Pathogen-Klasse aufweist [Kimbrell et al. 2001].
In der immun defizienten Mutante imd (immune deficiency) wird die Expression der Gene fiir
Diptericin und Drosocin, Peptiden mit Wirksamkeit vornehmlich gegen Gram-negative
Bakterien, in der Folge einer septischen Verletzung deutlich beeintrachtigt. Die Expression
von Cecropin und Drosomycin, Peptiden mit Wirksamkeit vornehmlich gegen Bakterien und
Pilze bleibt hingegen nahezu unverdndert [Lemaitre et al. 1995]. In einer weiteren Mutante,
18-wheeler, die ebenfalls die Uberlebensfihigkeit von Drosophila-Larven nach septischen
Verletzungen beeintrachtigt, konnte gezeigt werden, dass der nukleare Import des
Transkriptionsfaktors Dif (dorsal-related immunity factor) beecintrachtigt wird [Williams et
al. 1997]. Zwischenzeitlich konnte gezeigt werden, dass der zu diesem Immundefekt fithrende
Rezeptor zur Familie der Toll-Rezeptoren gehort [ Tauszig et al. 2000].

Der Toll-Rezeptor und die beteiligte Signalkaskade wurde urspriinglich bei Untersuchungen
der Embryogenese von D. melanogaster beschrieben [Belvin et al. 1996; Means et al. 2000].
Eine extrazellulidre Serin-Protease Kaskade fiihrt zur Aktivierung des Toll-Liganden, dessen
Bindung intrazelluldr iiber das Protein Tube und die Kinase Pelle, zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Dorsal fiihrt. Dorsal transloziert darauf in den Zellkern und kann dort
die Aktivierung seiner Zielgene bewirken [Belvin et al. 1996]. Dorsal und Dif reprasentieren
Transkriptionsfaktoren aus der Familie der Rel-Proteine, zu der auch NF-kKB gehort. NF-kKB
ist aus der Vertebraten-Immunologie bekannt. Die Produkte NF-kB-gesteuerter Gene sind fiir
die B-Zell-Reifung, die T-Zell-Aktivierung und die Modulation der Makrophagen-Aktivitét
von Bedeutung [Baeuerle et al. 1994; Bacuerle et al. 1996]. Bei der Untersuchung der
regulatorischen Elemente der Gene fiir Attacin, Cecropin und Diptericin fiel ein KB-dhnliches
Motiv auf, fiir das gezeigt werden konnte, dass es im Diptericin Promotor Dorsal binden
kann. In weiterfiihrenden Experimenten konnte auch die Beteiligung der abwérts von Toll
gelegenen regulatorischen Gen-Kassette gezeigt werden [Lemaitre et al. 1996; Kimbrell et al.
2001]. Ein auf den bisherigen Befunden basierendes Regulationsschema ist in Abb. 3

dargestellt.
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Abb. 3:
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Intrazelluléare Signalkaskade, die in Drosophila melanogaster zur Aktivierung
der Gene antimikrobieller Peptide fiihrt.

Die Bindung von Pilzen oder Gram-positiven Bakterien an ein Erkennungsmolekiil
fiihrt zur Aktivierung einer Protease, die den Toll-Liganden Spitzle aktiviert.
Aktiviertes Spédtzle bindet an den Toll-Rezeptor, der das erhaltene Signal {iber eine
aus mehreren Proteinen (Tube, Pelle) bestehende Kette an ein Protein der Rel-
Familie (hier als Dorsal und Dif gekennzeichnet) weiterleitet. Auf diese Aktivierung
hin, fillt ein am Rel-Protein gebundener Inhibitor (hier Cactus) ab. Das Rel-Protein
wandert in den Zellkern. Dort bindet es an DNA-Sequenzen und reguliert so die
Transkription hauptsdchlich gegen Pilze und Gram-positive Bakterien wirkender
antimikrobieller Proteine. Eine zweite Signalkette, die von Gram-negativen
Bakterien aktiviert wird, 16st iiber ein noch unbekanntes Membranprotein den "imd-
Weg" aus. Die Transkription der Gene hauptsdchlich gegen Gram-negative
Bakterien wirkender antimikrobieller Proteine erfolgt vermutlich auch iiber ein
Protein der Rel-Familie. Einige antimikrobielle Proteine bendtigen moglicherweise
beide Signalkaskaden zur vollstindigen Aktivierung [modifiziert nach Kimbrell et
al. 2001].
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Wihrend die Beteiligung wichtiger intrazellulirer Komponenten der Toll-Kaskade in
D. melanogaster damit nachgewiesen ist, liegen iiber die extrazelluldr beteiligten Faktoren
noch keine vollstindigen Erkenntnisse vor. Bisher konnte nur die Beteiligung von Spétzle an
der Aktivierung von Drosomycin gezeigt werden [Levashina et al. 1999]. Bei der Aktivierung
antimikrobieller Peptide sprechen Ergebnisse, die mittels Mutanten erzielt wurden,
gegenwartig gegen eine Beteiligung der aus der Embryonalentwicklung bekannten, aufwérts
von Spitzle liegenden Proteasen Gastrulation defective, Easter und Snake an der Aktivierung
der Toll-Rezeptor-assoziierten Signalkaskade [Jiang et al. 2000].

1.2.3. Protease-Kaskaden

Extrazelluldre Protease-Kaskaden konnten in Vertebraten und Invertebraten nachgewiesen
werden. In Vertebraten vermitteln sie schnelle, rdumlich eingeschrinkte Antworten auf
verschiedene physiologische oder pathologische Reize. In den letzten Jahren mehren sich die
Hinweise auf die Existenz dhnlicher Kaskaden bei Invertebraten.

Neben dem bereits beschriebenen Mechanismus, der zur Aktivierung des Liganden fiir den
Toll-Rezeptor wiahrend der Embryogenese von D. melanogaster fiihrt, existiert in der
Héamolymphe von Insekten mit der Pro-Phenoloxidase-aktivierenden Kaskade eine weitere
Protease-Kaskade. Eine Infektion 16st hierbei die Aktivierung von Proteasen aus, die als letzte
Reaktion die Konversion der inaktiven Pro-Phenoloxidase (PPO) in das aktive Enzym
Phenoloxidase (PO) bewirken [S6derhill et al. 1998]. Die Aktivierung der PO fiihrt neben der
Bildung von Melanin ebenfalls zur Generierung von cytotoxischen Metaboliten, die auf
Pathogene wirken [Nappi et al. 1993]. Neben der Beteiligung der PO an immunologischen
Reaktionen, wie Knotchenbildung und Einkapselung, erfolgt eine Aktivierung auch wihrend
der Sklerotisierung der Cuticula [Sugumaran et al. 1993]. Gegenwirtig liegen keine
vollstdndigen Erkenntnisse dariiber vor, wieviele Proteasen der Kaskade, die schlieBlich zur
Aktivierung der PO fiihrt, angehdren. Auch {iber die Spezifititen der verschiedenen Proteasen
und iiber die sie exprimierenden Gewebe liegen keine abschlieBenden Untersuchungen vor.
Bisher sind aus verschiedenen Insekten unterschiedliche PPO-aktivierende Proteasen (PAP)
bekannt [Jiang et al. 2000]. Bei M. sexta wurden neben einer PAP aus der Cuticula (cPAP)
[Jiang et al. 1998] in zwei weiteren Geweben PAPs gefunden, die sich in der Sequenz von der
Erstgenannten unterscheiden (personliche Mitteilung Prof. H. Jiang, Oklahoma State
University, Stillwater, Oklahoma, USA). Diese werden ihrerseits ebenfalls als Pro-Enzyme
synthetisiert und bendtigen daher einen Aktivierungsmechanismus. Sowohl die in der
Embryonalentwicklung von D. melanogaster beteiligten Proteasen Snake und Easter, wie
auch die verschiedenen PAP besitzen ein Serin im reaktiven Zentrum und gehoéren zur

Familie der Clip-Dominen Proteasen [Jiang et al. 2000]. Diese wurden erstmalig mit dem
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Proclotting Enzym in der Koagulationskaskade von Tachypleus tridentatus beschrieben

[Muta et al. 1990]. Da die experimentelle Applikation von PAMPs unterschiedlicher

Pathogen-Klassen zu einer Aktivierung der PO-Kaskade fithren kann, gibt es moglicherweise

mehrere Wege, die diesen Prozess einleiten (Abb. 4).

Abb. 4:

0 Peptidoglukan O B-1,3-Glukan ALPS
WBGBP &

) Kaskade unbekannter
: Serin Proteasen
Pro-PAP / PAP

~L > G
Y

Prophenoloxidase Phenoloxidase

r\f__ T _} Melanisierung,
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Hypothetisches Modell der Signalkaskade zur Aktivierung der Phenoloxidase
Nach einer Infektion mit unterschiedlichen Pathogenklassen erfolgt die Bindung
konservierter Strukturen (Peptidoglukan Gram-positiver Bakterien, [B=1,3-Glukan
von Pilzen und [MB¥ Gram-negativer Bakterien) der Pathogene durch
Erkennungsmolekiile (PGBP, BGBP und -). Als Folge der Bindung kommt es
zu einer Aktivierung einer Kaskade verschiedener Proteasen. Das Endglied der
Kaskade ist die Pro-Phenoloxidase-aktivierende Protease (Pro-PAP), die
anschlieBend die Prophenoloxidase aktiviert. Bisher sind mit Ausnahme der Pro-
PAP keine weiteren Proteasen dieser Kaskade bekannt (symbolisiert durch den
schwarzen Kasten) [modifiziert nach Jiang et al. 2000].

Neben diesen moglichen Aktivierungswegen erfolgt die Inaktivierung der beteiligten

Proteasen wahrscheinlich {iber sogenannte Serpine (Serin Protease Inhibitoren). Serpine sind

in der Hamolymphe von verschiedenen Insekten gefunden worden [Kanost 1999; Frobius et

al. 2000]. Gegenwdrtig sind die Spezifititen dieser Inhibitoren jedoch noch nicht vollstindig

geklért.
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Auch bei Vertebraten ist mit dem Complement-System eine Protease-Kaskade an Abwehr-
Reaktionen beteiligt. Die bei der Aktivierung der verschiedenen Komponenten dieser
Kaskade freigesetzten Fragmente der Pro-Enzyme vermogen z. B. eine chemotaktische
Wirkung auf andere Komponenten des Immunsystems auszuiiben [Janeway et al. 1999].
Inwieweit Fragmente der PO-Kaskade eine dhnliche Wirkung ausiiben, ist bisher nur in
Ansdtzen untersucht worden. Interessanterweise konnte in Crustaceen ein Zelladhésions-
molekiil der Himozyten identifiziert werden, das erst Bindungsaktivitit aufweist, wenn die
PO-Kaskade aktiviert wurde. Das 76 kDa Zelladhdsionsmolekiil, Peroxinectin, ist eine
Peroxidase, wobei die Enzymaktivitét nicht fiir die Adhésion nétig ist. Es funktioniert ebenso
als Opsonin [Soderhéll et al. 1998]. Fir D. melanogaster [Lagueux et al. 2000] und
Anopheles gambiae [Levashina et al. 2001] konnte durch die Klonierung von ¢cDNAs mit
Sequenzdhnlichkeit zu der Complement-Komponente C3 ein erster Hinweis auf das
Vorliegen des sogenannten Lektin-Weges der Complement-Aktivierung in Insekten gefunden
werden. Daneben gibt es neue Befunde, die demonstrieren, dass Abbauprodukte
korpereigener Proteine die Neusynthese antimikrobieller Proteine stimulieren. Die
Mechanismen dieser Vorgidnge und weitere daran beteiligte Molekiile sind bisher noch nicht
charakterisiert [Gillespie et al. 2000].
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1.3. Zielsetzung der Arbeit

Die Aktivierung von Hadmozyten nach bakteriellen Infektionen ist bei Insekten bisher nur
unzureichend untersucht. Genauere Zusammenhdnge sind lediglich bei intrazelluldren
Vorgingen zur Aktivierung einiger Gene in der Folge einer Infektion bekannt. Obwohl
bereits mehrere Proteine gefunden wurden, die an einer moglichen Erkennung von
Pathogenen und einer anschlieenden Aktivierung verschiedener Immunreaktionen, wie der
PO-Kaskade und der Phagozytose, beteiligt zu sein scheinen, sind jedoch weitere Proteine,
die an einer extrazelluldren Signalkaskade mitwirken, unbekannt. Zudem fehlen Kenntnisse
iiber Mediatoren, die andere Hadmozyten anlocken oder aktivieren kdnnen. Dabei konnte das
Wissen tliber die molekularen Abldufe und daran beteiligter Komponenten aus medizinischer
Sicht von groBer Bedeutung sein: Wie entgeht z. B. der Erreger der Malaria, Plasmodium
falsiparum, dem Immunsystem seines Zwischenwirtes A. gambiae. Es kann aber auch
Verbesserungen in Okonomischer oder oOkologischer Hinsicht erbringen, z. B. durch
Verdnderungen in den heute gebrauchlichen Formen der Schidlingsbekdmpfung.

Aus den dargestellten Griinden sollen in der vorliegenden Studie Faktoren gesucht werden,
die an der Aktivierung von Hédmozyten des Tabakschwiarmers M. sexta mitwirken. Da
unterschiedlichste Komponenten an den zu Grunde liegenden Prozessen beteiligt sein
konnen, soll die Bearbeitung mit zwei unterschiedlichen Ansédtzen erfolgen.

Mittels Bindungsstudien soll nach méglichen Bindungsproteinen bzw. Rezeptoren fiir Gram-
negative Bakterien gesucht werden. Als mogliches PAMP wird LPS eingesetzt. Als
Ausgangsmaterial fiir die Untersuchungen werden in erster Linie Himozyten-Membranen,
bzw. daraus isolierte Proteine eingesetzt. Die fiir diese Analysen entwickelten Testsysteme
werden nachfolgend zur Reinigung der moglichen Bindungsfaktoren eingesetzt. Ziel der
Untersuchungen ist, die Bindungsfaktoren selbst sowie ihre Bedeutung fiir die Himozyten-
Aktivierung zu identifizieren und ndher zu charakterisieren.

Als Erginzung und mogliche Alternative zu diesen Untersuchungen, soll die Suche nach
Rezeptoren oder Mediatoren auch mit molekularbiologischen Methoden bearbeitet werden.
Dabei miissen die notigen Arbeitsmittel, wie z. B. Expressionsbibliotheken, erst hergestellt
werden. Als Ausgangsmaterial fiir diese Bibliotheken werden Hdmozyten und Fettkorper-
Gewebe ausgewdhlt. Durch den Einsatz von Hidmozyten kénnen auch von diesen Zellen
selbst produzierte, autokrin wirkende Molekiile identifiziert werden. Fettkorper wird gewihlt,
da dieses Gewebe nach einer Infektion gro3e Mengen von Peptiden und Proteinen produziert,
die an Abwehrreaktionen beteiligt sind. Fiir die Identifizierung der gesuchten Faktoren sollen

Antikorper gegen bekannte Proteine oder aus Sequenzen bekannter Proteine entwickelte
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Sonden eingesetzt werden. Nach einer Charakterisierung der von den identifizierten Genen

kodierten Proteine konnen mogliche Funktionen ndher untersucht und beschrieben werden.
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2. Material

Anmerkung: In den Methoden wurde fiir Zentrifugationen, die mit der Micro Centaur
Tischzentrifuge durchgefiihrt wurden, durchgéngig die Bezeichnung rpm (revolutions per
minute) fir die Zentrifugationsgeschwindigkeiten gewdéhlt. Bei Zentrifugationen mit der
Hochgeschwindigkeitszentrifuge Super T21 wurde die Zentrifugationsgeschwindigkeit in
relative centrifugal force angegeben.

2.1. Gerate

Tischzentrifuge Micro Centaur, Sanyo, Leicester, UK.

Kiihlbare High-Speed Zentrifuge Sorvall Super T21, Kendro, Newtown, CT, USA.
Insektenzuchtschrank Economic Deluxe, Snijders Scientific, Tilburg, NL.

CTi Semi-dry Blotapparatur, Idstein.

Hybridisierungsofen OV4, Biometra, Gottingen.

Personalcycler 20, Biometra, Gottingen.

Mini Protean II Elektrophorese-Apparatur, Automatisches S&dulenchromatografiesystem
Biologic System, Model 550 Microplate Reader, Agarose-Elektrophorese-Zelle Subcell GT,
Dot-Blot Microfilter Apparatus, Spannungsquelle Powerpac 300 und 1000, Biorad,
Richmond, CA, USA.

Temperierbares Schiittelwasserbad 3047, Kottermann, Uetze.

Bakterienbrutschrank Memmert, Schwabach.

Vakuumkonzentrator Univapo 100H mit Vakuumpumpe Unijet I, Uni Equip, Martinsried.
US-Reinigungsbad, Elma, Singen/Hohentwiel.

Ultraschallgerdt Banso-Sonifier, G. Heinemann, Schwébisch-Gmiind.

Vortexer MS1, IKA, Wilmington, NC, USA.

Orbitalschiittler Rotamax 120, Heidolph, Kelheim.

Wippschiittler Duomax 1030, Heidolph, Kelheim.

Mikroskop Olympus BX-60, Olympus, Hamburg.

UV-Spektrometer Helios, Unicam, Cambridge, UK.

Wiederverwendbarer Flaschenaufsatz-Filter, Nalgene, Rochester, NY, USA.

Sterilbank Heraeus LaminAir™ ELB, Heracus, Hanau.

2.2. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht bei den einzelnen Methoden angegeben,
von den folgenden Firmen bezogen: Merck-Eurolab, Darmstadt; ICN, Horsham, PA, USA;
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Roth, Karlsruhe; Serva, Heidelberg; Fluka, Neu-Ulm; Boehringer, Mannheim und Sigma-
Aldrich, Miinchen.

Restriktionsenzyme und Reaktionspuffer, pGem T-Vektor Kit, Wizard™ Plus Miniprep DNA
Purification System: Promega, Madison, W1, USA.

ZAP-cDNA® Gigapack® III Gold Cloning Kit, Poly(A) Quik® mRNA Isolation Kit, Cloned
PFU: Stratagene, La Jolla, CA, USA.

HotStar™Tag-Polymerase, Reaktionspuffer: Qiagen, Hilden.

GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit: Amersham-Pharmacia, Uppsala,
Schweden.

Sekundédre Antikorper: Ziege-anti-Kaninchen-Alkalische Phosphatase-Konjugat: Dako,
Hamburg und Biorad, Richmond, CA, USA, Schaf-anti-Kaninchen-FITC-Konjugat: Sigma-
Aldrich, Miinchen.

Westran Blotting Membran und Blotting Filter GB002: Schleicher und Schiill, Dassel.
Nukleinsdure Blotting Membran Hybond N: Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden.
Membranen fiir Plaquelifts: Schleicher und Schiill, Dassel.

Multiwell slides: ICN, Horsham, PA, USA.

Eingesetzte Reagenzien wurden mit der Waage HG der Firma Drexel Service, Hannover,
eingewogen. Fir Mengen im Milligrammbereich erfolgte das Wiegen auf der
Préazisionswaage 2462 der Firma Sartorius, Gottingen.

Puffer und Losungen wurden mit Wasser aus der Wasseraufarbeitungsanlage Milli-QPF Plus
Reagent Grade Water Purification System der Firma Millipore, Bedford, USA angesetzt.

Die Einstellung der pH-Werte erfolgte mit dem pH-Meter 526 der Firma WTW, Weilheim
bei RT.

Alle zur Kultur von Zelllinien und Bakterien sowie fiir molekularbiologische Experimente
verwendeten Produkte waren sterile Einmalartikel, oder wurden im Labor in einem
Autoklaven Varioklav, Typ 250 T der Firma H + P Labortechnik (OberschleiBheim), bei
120°C und 202,7 kPa fiir 20 min sterilisiert.

Alle fiir Arbeiten mit RNA benutzten Gefile wurden in RNase-freier Qualitdt als
Einmalartikel bezogen oder vor Verwendung mit einer 0,1%igen Losung von Diethyl-
pyrocarbonat (DEPC) in Milli-Q Wasser iiber Nacht behandelt und nachfolgend bei 120°C
und 202,7 kPa fiir 20 min autoklaviert. Fiir Northern-Blots eingesetzte Elektrophorese-Gerite
wurden iiber Nacht mit einer 1%igen SDS-Losung behandelt.

Sterile Einmalartikel wurden von folgenden Lieferanten bezogen:

Kulturschalen, Zentrifugenréhrchen: Nunc, Wiesbaden.

Spritzen, Kaniilen: B. Braun, Melsungen.
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Sterilfilter: Schleicher und Schuell, Dassel.
Eppendorf-Reaktionsgefafle und Pipettenspitzen: Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg.

2.3. Verwendete Bakterienstamme

E. coli XL1-Blue MRF": Genotyp A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl,
supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac[F' proAB lacl"ZAMI15
Tnl10 (Tet")] (Stratagene, La Jolla, CA, USA).

E. coli SOLR: Genotyp el4(McrA°), A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171, sbcC, recB,
rec), uvrC, umuC::Tn5 (Kan'), lac, gyrA96, relAl, thi-1, endAl [F'
proAB lacl*ZAM15], Su (Stratagene, La Jolla, CA, USA).

E. coli JM 109: Genotyp endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (r,, m."), relAl,
supE44, A(lac-proAB), [F', traD36, proAB, lacl'"ZAM15] (Promega,
Madison, WI, USA).

E. coli TOP10: Genotyp F> mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ®80lacZAM15,
AlacX74, recAl, deoR, araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL,
(Str™), endA1, nupG (Invitrogen, Groningen, NL).

Der E. coli Stamm M15 wurde von Herrn D. Stiiber, Firma Hoffmann-La Roche zur Verfi-
gung gestellt [Villarejo et al. 1974]. Zur Expression rekombinanter Proteine wurde dieser
Stamm vor der Transformation mit Expressionsvektoren mit dem Plasmid pREP4 (Qiagen,

Hilden) transformiert.

2.4. Versuchsorganismus

Zur Untersuchung dienten Larven und adulte Tiere des Tabakschwarmer Manduca sexta. Die
Hélterung erfolgte in beliifteten Kunststoffschalen in einem Zuchtschrank bei 22°C und
70% relativer Luftfeuchte mit einem Tag/Nacht-Rhythmus von 16/8 h. Als Futter wurde eine
synthetische Didt verwendet (s. Abschnitt 2.4.1.). Spétestens zu Beginn des fiinften
Larvenstadiums (L5) wurden die Tiere einzeln gehalten. In der Regel erfolgte die
Héamolymph-Entnahme am dritten Tag nach der Hautung zur L5, wobei die erfolgte Hautung
der Tiere alle 24 h kontrolliert wurde. In einigen Fillen wurden Tiere unter Angabe eines
bestimmten Tages eines Entwicklungsstadiums verwendet, z. B. W1 (= 24 h nach Erscheinen
des dorsalen Herzschlauchs) oder P2 (= 48 h nach erfolgter Hautung zur Puppe). In diesen
Féllen erfolgte die Kontrolle des Entwicklungsstadiums alle 12 h.

In einigen Féllen wurde Himolymphe anderer Insektenarten zur Ermittlung von Kreuzreakti-

vitdten verschiedener AntikOrper genutzt. Die hierfiir verwendeten Tiere stammten aus eta-
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blierten Laborzuchten (Acheta domesticus, Bombyx mori, Carausius morosus, Drosophila
melanogaster, Galleria mellonella, Hyalophora cecropia).

2.4.1. Futter

Die Zucht von M. sexta erfolgte mit einer synthetischen Didt, die modifiziert nach
[Yamamoto 1969] hergestellt wurde.

Bendtigte Substanzen:

Grundfutter: Vitamin-Stammldsung
20,0 g Agar 4,0 mg Biotin
16,0 g Bickerhefe 46,0 mg Folsdure
36,0 g Casein 200,0 mg Nicotinsdure
3,5 g Cholesterin 48,0 mg Pyridoxin
32,0 g handelsiiblicher Zucker 100,0 mg Riboflavin
1,0 g p-Hydroxybenzolsdure-methylester 46,0 mg Thiamin
2,0 g Sorbinsdure ad 200 ml mit Aqua bidest.
80,0 g Weizenkeime
12,0 g Wesson's Salzmischung

Durchfihrung:

Die Zutaten fiir das Grundfutter wurden gut durchmischt und in 11 deionisiertem Wasser
unter standigem Riihren 30 min gekocht. Nach Abkiihlung der Masse auf 70°C erfolgte die
Zugabe folgender Substanzen:
4,0 g Ascorbinsdure
20,0 ml Formaldehyd (4%)
4,0 g Leinol
10,0 ml Vitamin-Stammldsung
Das Gemisch wurde in Plastikschalen ausgegossen und bis zum unmittelbaren Gebrauch bei
8°C gelagert.
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3. Methoden

3.1. Proteinbiochemische Methoden

3.1.1. Praparation von Hamozytenmembranen und Extraktion der
Membranproteine

Die Praparation von Himozytenmembranen und Extraktion der enthaltenen Proteine erfolgte
in Anlehnung an die von Kliinner fiir Galleria mellonella Hidmozyten beschriebenen Methode
[Kliinner 1994]. Dabei wurden die Pufferzusammensetzungen an die physiologischen
Bedingungen bei Manduca sexta angepasst.

Benotigte Reagenzien:

Solubilisationspuffer A: Solubilisationspuffer B:
1,7 mmol/l PIPES (pH 6,5-6,8) wie Solubilisierungspuffer A,
4,0 mmol/l NaCl mit 1,0 % Triton X-114

40,0 mmol/l1 KCI

3,0 mmol/l CaCl,

1,0 mmol/l Pefablock®
5,0 % (v/v)Glycerin

Durchfihrung:

Unmittelbar vor der Praparation wurden die Zellen aufgetaut und bei 300 xg pelletiert. Das
Pellet wurde in Solubilisationspuffer A aufgenommen, 3 x 10 Sekunden (50 W) auf Eis mit
Ultraschall behandelt und nachfolgend 20 Minuten bei 4°C und 10000 xg pelletiert. Das Pellet
wurde 3x in Solubilisierungspuffer A gewaschen und anschlieend in Solubilisierungspuffer
B aufgenommen. Die Extraktion der Membranproteine erfolgte fiir 1,5 h bei 4°C unter
staindiger Durchmischung. Verbliebene Membranfragmente wurden durch Zentrifugation bei
10000 xg und 4°C fiir 1 h pelletiert. Die im Uberstand angereicherten Membranproteine

wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.
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3.1.2. Nachweis und Aufreinigung LPS-bindender Proteine aus Hamozyten-
Membranprotein-Préaparationen

Der Nachweis von LPS-bindenden Proteinen aus Himozyten-Membranpriparationen erfolgte
in Anlehnung an eine von Kliinner beschriebene Methode [Kliinner 1994]. Hierzu wurde das
gemal Abs. 3.5.4.2. an Affigel-HZ kovalent gebundene LPS als Affinitdtsmatrix genutzt.

Benotigte Reagenzien:

Saurer Elutionspuffer: chaotropher Elutionspuffer:
150,0 mmol/l Natriumcitrat (pH 3,0) 6,0 mol/l Harnstoff

1 mg/ml LPS (E. coli 0111:B4) in Solubilisierungspuffer A (s. Abs. 3.1.1.)
LPS-Agarose

Kontroll-Agarose

Solubilisierungspuffer A

Durchfihrung:

Die Bindungsexperimente wurden im ‘Batch’-Verfahren durchgefiihrt. In Eppendorf-Ge-
fassen wurden jeweils 100 pl der LPS-Agarose vorgelegt. Als Negativ-Kontrolle diente je-
weils eine gleiche Menge der Kontroll-Agarose. Zur Entfernung des Lagerpuffers wurden die
Agarosen 5x mit jeweils 1 ml Solubilisierungspuffer A gewaschen. Nach Entfernen des letz-
ten Uberstandes wurden in 100 pl Solubilisierungspuffer B geldste Membranproteinextrakte
von zehn Larven zugegeben (Volumenverhidltnis Agarose : Extrakt =1 : 1) und 1 h bei 8°C
unter stdndiger Durchmischung inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Agarose durch eine
Zentrifugation mit 13000 rpm bei RT (3 min) vom Uberstand abgetrennt. Der Uberstand
wurde filir spatere Kontrollversuche bei -20°C gelagert. Die Agarose wurde 5x mit jeweils
1 ml Solubilisierungspuffer A gewaschen. AnschlieBend wurden folgende Methoden genutzt,
um moglicherweise gebundene Proteine zu eluieren:

a. Kompetition mit freiem LPS

b. Elution durch Behandlung mit einem sauren Puffer

c. Elution durch Denaturierung mittels Harnstoff

Hierzu wurden die Agarose Pellets jeweils kurz mit einem gleichen Volumen LPS (1 mg/ml
in Solubilisierungspuffer A), 150 mmol/l Natriumcitrat, pH 3,0 oder 6 M Harnstoff ge-
waschen. Nach Entfernung des Uberstandes erfolgte die Zugabe von frischem Kompetitor,
bzw. Citrat-Puffer und Harnstoff. Die Elution erfolgte durch Inkubation der verschiedenen
Ansitze bei 8°C fiir 1 h unter stindiger Durchmischung. Durch eine Zentrifugation mit

13000 rpm bei RT (3 min) wurde die Agarose abgetrennt. Die Uberstinde wurden
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abgenommen und mit denen des vorhergehenden Waschschrittes vereinigt. Zur spéteren
Analyse wurden die Eluate mittels Vakuumzentrifugation auf 50% des Volumens eingeengt.
Als abschlieBende Kontrolle wurde das verbliebene Pellet aus LPS- bzw. Kontroll-Agarose
nach Waschen (5x) mit Solubilisierungspuffer A mit 50 pl 5x SDS-Probenpuffer (s. Abs.
3.1.4.1.) gemischt. Weitere gebundene Proteine wurden durch Kochen (5 min) bei 95°C
solubilisiert und gemeinsam mit den Proben der verschiedenen Elutionsversuche auf einer
SDS-PAGE mit nachfolgender Silberfarbung analysiert.

3.1.3. Ammoniumsulfat-Fallung

Eine einfache Methode zur Anreicherung verschiedener Proteine und zur Abtrennung von
Lipiden und Aminoséuren ist die Fallung mit Ammoniumsulfat. Bei steigender Konzentration
von Ammoniumsulfat wird den in der Losung enthaltenen Proteinen sukzessive die Hydrat-
hiille entzogen. Ammoniumsulfat hat zwischen 4°C und 25°C eine nahezu konstante Loslich-
keit. Eine gesittigte Losung hat in diesem Temperaturintervall eine Konzentration von
4,1 mol/l.

Benotigte Losungen:

Gesattigte Ammoniumsulfatldsung: Resuspendierungspuffer:
4,1 mol/l Ammoniumsulfat (pH 6,5) 20 mmol/l Tris (Base) pH 7,2
150 mmol/l NaCl

Dialyse-Puffer:
50 mmol/l Tris (Base) pH 7,2
150 mmol/l NaCl

Durchfihrung:

Die Durchfiihrung der Ammoniumsulfat-Féallung erfolgte auf zwei verschiedene Weisen: als
Fillung bei einer bestimmten Konzentration oder als nacheinander durchgefiihrte Fallungen
bei ansteigenden Konzentrationen von Ammoniumsulfat (fraktionierte Féllung). Im
Folgenden ist die Féllung bei einer Endkonzentration von 50% Ammoniumsulfat dargestellt.

Zu der Probe wurde unter sanftem Riihren und Eiskiihlung iiber einen Zeitraum von 30 min
ein gleiches Volumen geséttigte Ammoniumsulfat-Losung pipettiert. Die Probe wurde unter
Kiihlung fiir weitere 45 min prézipitiert. Nun erfolgte die Abtrennung des Prézipitats durch
Zentrifugation bei 30000 xg und 4°C (30 min). Die ausgefillten Proteine wurden in Re-
suspendierungspuffer (Zusammensetzung entsprach dem Chromatografie-Puffer fiir die
Gelfiltration) resuspendiert. Fiir andere Anwendungen erfolgte nach der Resuspendierung

eine Dialyse bei 8°C {iber Nacht gegen das 1000fache Volumen des gewiinschten Puffers.
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3.1.4.

3.14.1.

Polyacrylamid-Gel Elektrophorese (PAGE)

Diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-PAGE (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde in Anlehnung an die von Laemmli be-
schriebene Methode durchgefiihrt [Laemmli 1970].

Benotigte Losungen:

Losung A: Acrylamid-Bisacrylamid
60 g Acrylamid
1,6 g N,N'-Methylbisacrylamid
ad 200 ml mit Aqua bidest.

Lésung C: Sammelgel-Puffer (4-fach)
6,0 g Tris (Base)
ca. 48,0 ml 1N HCl
04 ¢ SDS
ad 100 ml mit Aqua bidest., pH 6,8

Farbeldsung
1 g Coomassie Brilliant Blue R250
250 ml Ethanol, techn.
60 ml Essigsdure
ad 100 ml mit Aqua bidest.

Losung B: Trenngel-Puffer (4-fach)
91,0 g Tris (Base)
ca. 120,0 ml 1 N HCI
2,0 g SDS
ad 500 ml mit Aqua bidest., pH 8,8

Laufpuffer (10-fach)
30,3 g Tris (Base)
144,0 g Glycin
10,0 g SDS
ad 1000 ml mit Aqua bidest., pH 8,3

Entfarber
300 ml Ethanol, techn.
100 ml Essigsdure
ad 1000 ml mit Aqua bidest.

Probenpuffer:
2-fach 5-fach 6-fach

Losung C [ml] 12,5 12,5 7,0
SDS [g] 2,0 5,0 1,0
2-Mercaptoethanol  [ml] 1,0 2,5 -
DTT [g] - - 0,93
Glycerin [ml] 10 25 3,0
Bromphenolblau [mg] 2,0 5,0 1,2
Aqua bidest. ad 50 ml ad 50 ml ad 10 ml
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Gel-Ansatz fur 2 kleine Gele:

Trenngel Sammelgel

3% 5% | 7,5% | 10% | 12% | 15% | 3% 4% 5%
Losung A [ml] 0,9 1,5 2,25 3,0 3,6 4,5 0,5 0,67 | 0,85

Losung B [ml] | 2,25 | 2,25 | 2,25 | 2,25 | 2,25 | 2,25 - - -

Losung C  [ml] - - - - - - 125 | 125 | 1,25
Aqua bidest. [ml] | 5,85 | 525 | 45 | 3,75 | 3,15 | 2,25 | 3,25 | 3,08 | 2,90
APS ] | 450 | 450 | 450 | 450 | 450 | 450 | 20,0 | 20,0 | 20,0

TEMED [pl] 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5 5,0 5,0 5,0

Durchfihrung:

Der Ansatz fiir das Trenngel wurde in einem Becherglas gemischt. Pro Gel wurden 3-3,5 ml
Gelansatz zwischen zwei Glasplatten gegossen, welche in die zum System gehorende Halte-
vorrichtung eingespannt waren. Das Gemisch wurde vorsichtig mit Wasser iiberschichtet.
Nach beendeter Polymerisation wurde das Wasser abgegossen und der verbliebene Raum mit
1,5-2,0 ml des Sammelgelansatzes aufgefiillt. In diese Losung wurde nun ein Probenkamm
gesteckt. Dieser Probenkamm hinterlédsst nach erfolgter Polymerisation die Taschen, in die die
Proben eingefiillt werden. Nach Einsetzen des auspolymerisierten Gels in die Elektropho-
resekammer wurde diese mit Laufpuffer gefiillt, so dass Anode und Kathode vom Puffer um-
spiilt wurden. Die Proben wurden mit der entsprechenden Menge Probenpuffer versetzt und
bei 95°C (5 min) denaturiert. Nachfolgend wurden die Proben vorsichtig in die mit Laufpuffer
gefiillten Probentaschen iiberfiihrt. Die Elektrophorese wurde bei konstanter Spannung
(Sammelgel: 100 V, Trenngel: 200 V) durchgefiihrt. Sobald die Bromphenolblau-Front das
Ende des Trenngels erreicht hatte, wurde die Elektrophorese beendet und das Gel zur weiteren
Bearbeitung entnommen.

Als Standard-Detektionsmethode wurden die Gele fiir 30 min in Farbelosung (Coomassie
Brilliant Blue R250) inkubiert. AnschlieBend wurde in Entfarbelésung unter visueller Kon-
trolle entfarbt. Lag nur wenig Protein in den Gelen vor, wurde eine Silberfirbung
(s. Abs.3.1.6.) nach der von Blum und Mitarbeitern beschriebenen Methode durchgefiihrt
[Blum et al. 1987].

Alternativ dazu wurden die Proteine nach der Elektrophorese auf PVDF-Membranen transfe-

riert und einer Immundetektion unterzogen.
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3.1.4.2. Diskontinuierliche, native PAGE

Fiir verschiedene Funktionsuntersuchungen ist es notwendig, Proteine im nativen Zustand
aufzutrennen, so dass ihre biologische Aktivitdt erhalten bleibt. In diesem Fall unterbleibt die
Reduzierung der Disulfidbriicken und die vollstindige Umbhiillung mit negativ geladenem
Detergenz. Die Auftrennung der Proteine erfolgt somit nach der rdumlichen Faltung der Pro-
teine und nach ihren isoelektrischen Punkten, bzw. der Ladung des Proteins unter gegebenen
pH-Bedingungen. Die hier beschriebene Methode nutzt das gleiche Puffersystem, wie bereits
bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE (s. Abs. 3.1.4.1.) beschrieben [Ausubel, 1995 #897].
Jedoch wurde den verwendeten Losungen kein SDS und B-Mercaptoethanol zugegeben und

es wurde auf das Erhitzen der Proben verzichtet.

Durchfihrung:

Die Gele wurden unter Verwendung SDS-freier Losungen wie in Abs. 3.1.4.1. beschrieben
hergestellt. Die Proben wurden mit einer geeigneten Menge Probenpuffer verdiinnt und auf
das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei konstanter Spannung (Sammelgel: 50 V,
Trenngel: 100 V) unter Kiihlung durchgefiihrt. Sobald die Bromphenolblau-Front das Ende
des Trenngels erreicht hatte, wurde die Elektrophorese beendet und das Gel zur weiteren

Bearbeitung entnommen.

3.1.5. Bestimmung der Kohlenhydratbindungsspezifitat

Zur Uberpriifung der Hypothese, dass das Himozyten-Aggregation-inhibierende Protein
(HAIP) [Kanost et al. 1994] ein Chitin-bindendes Lektin darstellt und welche Kohlenhydrate
diese Bindung kompetieren konnen, wurde die Bindungsspezifitit von HAIP an Chitin in
einem Kompetitionstest untersucht. Nach Kanost und Mitarbeitern gereinigtes HAIP [Kanost
et al. 1994] wurde freundlicherweise von Fernando Estrada (Dept. of Biochemistry, Kansas
State University, Manhattan, KS, USA) zur Verfiigung gestellt. Das gereinigte Protein
enthielt als Verunreinigung ein Degradationsprodukt von HAIP. Nach der von Venegas und
Mitarbeitern beschriebenen Methode behandeltes Chitin [Venegas et al. 1996] wurde mir
freundlicherweise von Prof. Dr. Krishnamorti (Dept. Of Biochemistry, Kansas State
University, Manhattan, KS, USA) {iberlassen. Die eingesetzte Menge der verschiedenen
Kohlenhydrate wurde in Anlehnung an die von Ravindranath und Mitarbeitern beschriebenen
Methode festgesetzt [Ravindranath et al. 1999].
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Benotigte Losungen:

20 mmol/l MOPS, pH 7,0

20 mg/ml Xylose

20 mg/ml Glucose

20 mg/ml N-Acetyl-Glucosamin

20 mg/ml Glucosamin

20 mg/ml Chitosan (N-Acetyl-Glucosamin-Oligomer)

alle Kohlenhydrat-Stammldsungen wurden mit 20 mmol/l MOPS, pH 7,0 angesetzt.

Durchfihrung:

Gereinigtes HAIP (5 pg pro Ansatz) wurden mit 4 mg/ml des jeweiligen Kohlenhydrats fiir
30 min bei RT unter sanftem Schwenken inkubiert. Als Negativ-Kontrolle wurde HAIP nur
mit 20 mmol/l MOPS, pH 7,0 inkubiert. Zu den verschiedenen Ansdtzen wurde in MOPS-
Puffer equilibriertes Chitin gegeben (50 mg pro Ansatz). Nach erneuter Inkubation fiir 1 h bei
RT wurde das Chitin durch Zentrifugation (5000 rpm, 2 min) abgetrennt. Der Uberstand
wurde abgenommen, bis zu einem Endvolumen von 50 pl eingeengt, mit 5x SDS-
Probenpuffer versetzt, bei 95°C (5 min) denaturiert und bis zur weiteren Verwendung bei
-20°C gelagert. Die Chitinpellets wurden 5x mit jeweils 1 ml MOPS-Puffer gewaschen. Die
Uberstinde der Waschschritte wurden gesammelt, ebenfalls bis zu einem Endvolumen von
50 uI  konzentriert und mit Probenpuffer denaturiert. Das Pellet wurde in
5x SDS-Probenpuffer resuspendiert. Mogliche anhaftende Proteine wurden durch Erhitzen
(5 min) auf 95°C denaturiert. Verbliebenes Chitin wurde durch Zentrifugation (10000 rpm,
5 min) abgetrennt. Die Analyse der erhaltenen Proben erfolgte mittels Western-Blot
(s. Abs. 3.3.1.).

3.1.6. Silberfarbung

Die hier beschriebene Silberfirbung folgt der von Blum und Mitarbeitern beschriebenen
Methode [Blum et al. 1987]. Generell zeichnet sich diese Methode durch eine ungefahr
zehnfach hohere Sensitivitdt im Vergleich zur Farbung mit Coomassie Brilliant Blue aus. Ein
Vorzug der Féarbung mit Silber liegt darin, dass sie auch im Anschluss an eine Coomassie-
Féarbung durchgefiihrt werden kann, wenn sich deren Empfindlichkeit als zu gering erwiesen

hat. In einigen Fillen kann so eine noch hohere Empfindlichkeit erzielt werden.

Fixierer: Waschlésung 1:
500 ml Methanol (96%) 500 ml Ethanol (96%)
120 ml Essigsdure (99%) ad 1000 ml mit Aqua bidest.

0,5 ml Formaldehyd (37%)
ad 1000 ml mit Aqua bidest.
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Vorbehandlungslésung:
0,2 g Natriumthiosulfat (x5 H,O)
ad 1000 ml mit Aqua bidest.

Farbeldsung:

2,0 g Silbernitrat

0,75 ml Formaldehyd (37%)
ad 1000 ml mit Aqua bidest.

Stoppldsung:
120 ml Essigsdure (99%)
500 ml Methanol (96%)

Waschlésung 2:
Aqua bidest.

Entwickler:
60,0 g Natriumbicarbonat
0,5 ml Formaldehyd (37%)
4,0 mg Natriumthiosulfat (x5 H,O)
500 ml Methanol (96%)
ad 1000 ml mit Aqua bidest.

Lagerl6sung:
500 ml Methanol (96%)
ad 1000 ml mit Aqua bidest.

ad 1000 ml mit Aqua bidest.

Durchfihrung:

Nach der Elektrophorese wurden die Gele aus der Apparatur entnommen und fiir mindestens
eine Stunde in Fixierer geschwenkt. Danach wurde in Waschldsung 1 gewaschen (20 min).
Nach einer Inkubation (1 min) in Vorbehandlungslosung wurden die Gele 3x 20 s in
Waschlosung 2 gewaschen, gefolgt von einer Inkubation in Férbelosung (20 min).
AnschlieBend wurde erneut 2x 20 s in Waschlosung 2 geschwenkt. Die Entwicklung der Gele
erfolgte in Entwicklerlosung unter visueller Kontrolle. Die Reaktion wurde durch Abgieen
des Entwicklers und Inkubation der Gele in Stopp-Losung beendet (10 min). Fiir ldngere
Lagerung wurden die Gele in Lagerlosung tiberfiihrt. Da die Gele bei dieser Behandlung
schrumpften, wurde vor einer weiteren Verwendung eine 30 miniitige Inkubation in Wasser

erforderlich.

3.1.7. Proteinbestimmung nach Bradford

Die hier dargestellte Methode wurde nach Bradford zur Proteinbestimmung in Mikro-
titerplatten adaptiert [Bradford 1976]. Der Vorteil dieser Methode liegt in der
Unempfindlichkeit gegeniiber zahlreichen Substanzen. Der damit einhergehende Verlust an
Sensitivitdt, im Vergleich zu anderen Methoden, kann durch eine Linearisierung der

Messwerte vermindert werden [Zor et al. 1996].
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Benotigte Reagenzien:

Bradford-Reagenz
7,0 mg Brilliant Blue G
5 ml Ethanol (99,8%)
10 ml Orthophosphorséure (85%)
ad 100 ml mit Aqua bidest.

2 mg/ml BSA-Stamml6sung

Durchfihrung:

Zur Herstellung der Farblosung wurden die Reagenzien gemischt und iiber Nacht bei RT in
einer Braunglas-Flasche geriihrt. Am néichsten Morgen wurden unldsliche Bestandteile mit
einer Filtration durch zwei Lagen Filterpapier abgetrennt. In einer Mikrotiterplatte wurden
nun die Proben der Eichreihe (BSA) sowie die unbekannten Proben vorgelegt. Das zu
100 pl fehlende Volumen wurde mit dem Puffer der unbekannten Proben aufgefiillt. Der
Nullabgleich erfolgte gegen Pufferlosung. Desweiteren wurden 200 pl Bradford-Reagenz
zugegeben und bei RT unter sanftem Schiitteln inkubiert (5 min). Abschlieend erfolgte die
Messung der Absorption bei 595 nm und 450 nm. Durch Vergleich der Messwerte mit der

erstellten Eichkurve konnte der Proteingehalt der unbekannten Proben ermittelt werden.

3.1.8. Deglykosilierungsassay

Die enzymatische Deglykosilierung N-gebundener Kohlenhydrate erfolgte in Anlehnung an

die von Koizumi und Mitarbeitern beschriebene Methode [Koizumi et al. 1999].

Benotigte Losungen:

Enzymstammldsung: Dialysepuffer:
100 U N-Glycosidase F (EC 3.2.218) 10 mmol/l Tris (Base) pH 7,2
ad 100 pl mit Aqua bidest.

10% SDS-Stammldsung
10% CHAPS-Stammlosung

Mercaptoethanol
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Durchfihrung:

Fiir eine optimale enzymatische Deglykosilierung musste das zuvor mittels Saulen-
chromatografie partiell gereinigte Substratprotein (8pg) zundchst unter Zugabe von SDS
(Endkonzentration 1%) und 2-Mercaptoethanol (Endkonzentration 2%) bei 100°C denaturiert
werden (5 min). AnschlieBend wurde das denaturierte Protein zehnfach verdiinnt und das SDS
zusitzlich durch Zugabe von CHAPS (Endkonzentration 0,5%) maskiert. Die Deglyko-
silierung erfolgte durch Zugabe von 2 U rekombinanter N-Glykosidase F (Boehringer,
Mannheim) fiir 24 h bei 37°C. Nach erfolgter Umsetzung wurde das Enzym bei 95°C de-
naturiert (5 min). AbschlieBend wurde die Reaktionsmischung konzentriert und {iber Nacht
dialysiert. Zur Analyse wurde ein Western-Blot mit einem Protein-spezifischen Antikorper
durchgefiihrt.

3.2. Saulenchromatografische Methoden

3.2.1. Gelfiltration

Zur GroBenfraktionierung und damit Anreinigung von verschiedenen Proteinen wurde eine
Gelfiltration durchgefiihrt. Als Ausgangsmaterial fiir die GroBenfraktionierung mittels einer
Sephacryl S-200 HR Gelfiltrationssdule (1,6 x 60 cm; Amersham-Pharmacia,Uppsala,
Schweden) dienten Himolymph-Proben, die zuvor bei einer Ammoniumsulfat-Konzentration
von 50% gefallt wurden.

Benotigte Reagenzien:

Chromatografie-Puffer:
20 mmol/l Tris (Base) pH 7,2
150 mmol/l NaCl

Durchfihrung:

Die Gelfiltration wurde mit Hilfe des Biologic System (Biorad, Richmond, CA, USA)
durchgefiihrt. Vor dem Auftrag der Proteinmischung wurde die Sdule mit 150 ml Chromato-
grafie-Puffer equilibriert. Pro Lauf wurde eine Probenmenge von 1 ml resuspendierte
Ammoniumsulfat-Fillung in das System injiziert. Die Chromatografie erfolgte bei einer
Flussgeschwindigkeit von maximal 0,75 ml/min Chromatografie-Puffer. Wéhrend der
Chromatografie wurde der Proteingehalt des Eluats bei einer Wellenldnge von 280 nm
permanent in einer Durchflusszelle gemessen und aufgezeichnet. Eluierende Fraktionen mit
einem Volumen von 4 ml wurden zwischen 30 und 120 ml gesammelt. Die Analyse der
Fraktionen erfolgte mittels SDS-PAGE und Western-Blot.



43 METHODEN

3.2.2. Chromatografie an immobilisiertem Heparin

Heparin ist ein saures Glykosaminoglykan. Je nach Wahl der Bedingungen kann es als milder

Kationentauscher oder als Affinitdtsmatrix fiir Proteine dienen.

Benotigte Reagenzien:

Chromatografie-Puffer A: Chromatografie-Puffer B:
20 mmol/l Tris (Base) pH 7,2 20 mmol/l Tris (Base) pH 7,2
2 mol/l NaCl

Durchfihrung:

Heparin Sepharose CL-6B (Amersham-Pharmacia,Uppsala, Schweden) wurde entsprechend
den Herstellerangaben in Aqua bidest. rehydriert. Die rehydrierten Partikel wurden im
Anschluss zur Herstellung einer kiihlbaren Séule (1,0 x 10 cm; Sigma-Aldrich, Miinchen)
benutzt. Die Sdule wurde iiber Nacht bei einer Flussgeschwindigkeit von 0,25 ml/min mit
92,5% Puffer A und 7,5% Puffer B equilibriert. Nach dem Auftrag der Probe erfolgte die
Elution mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,1 ml/min fiir 10 min. AnschlieBend wurde die
Flussgeschwindigkeit auf 0,25 ml/min bis zum Ende des Laufes erhoht. Wéhrend des
gesamten Laufes wurde die Sdule auf eine Temperatur von 4°C gekiihlt. Die Chromatografie
wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:
Auftrag der Probe

Von 0 - 5 ml linearer Fluss mit 92,5% Puffer A und 7,5% Puffer B.

Von 5 -20 ml linearer Gradient von 0,75% Puffer B bis 50% Puffer B.

Von 20 - 30 ml linearer Fluss mit 50% Puffer B.
Von 30 - 35 ml linearer Fluss mit 100% Puffer B.
Von 35 - 45 ml linearer Fluss mit 0% Puffer B.

Equilibrieren der Saule mit 92,5% Puffer A und 7,5% Puffer B iiber Nacht.

Wihrend der Chromatografie wurde der Proteingehalt des Eluats bei einer Wellenldnge von
280 nm permanent in einer Durchflusszelle gemessen und aufgezeichnet. Eluierende
Fraktionen mit einem Volumen von 2 ml wurden wéhrend des gesamten Laufs gesammelt.
Die Protein-enthaltenden Fraktionen wurden anschlieBend im Western-Blot auf ihren Gehalt
an HAIP untersucht.
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3.3. Immunologische Methoden

3.3.1. Western-Blot-Analysen

Durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennte Proteine lassen sich im Gel gar nicht
oder nur wunter Verlust der Auflésung durch eine Antigen-Antikdrper-Reaktion
charakterisieren. Dieses Problem kann umgangen werden, indem man die im Gel
aufgetrennten Proteine nach Abschluss der Elektrophorese durch ein vertikal zum Gel
angeordnetes elektrisches Feld in Anodenrichtung auf einen geeigneten Triger, wie z. B.
Polyvinyliden Difluorid (PVDF) oder Nitrozellulose, transferiert. Auf diesem Trager erfolgt

anschlieBend die direkte oder indirekte Immundetektion.

Benotigte Losungen:

Puffer A: Puffer B:
300,0 mmol/l Tris (Base) pH 10,4 25,0 mmol/l Tris (Base) pH 10,4
Puffer C:

25,0 mmol/l Tris (Base) pH 9,4
40,0 mmol/l Glycin

Durchfihrung:

Zunichst wurden die Proteine in einer Polyacrylamid-Elektrophorese aufgetrennt. Nach der
Entnahme aus der Elektrophorese-Apparatur wurde das Gel in Puffer B inkubiert (10 min).
Das mit einem Skalpell auf GelgroB8e zurechtgeschnittene PVDF-Papier wurde fiir 1 Minute
in Methanol angefeuchtet, in destilliertem Wasser inkubiert (2 min) und abschlieBend in
Puffer B equilibriert (5 min). Ebenso wurden die auf Gelgro3e zugeschnittenen Filterpapiere
einige Minuten im jeweiligen Puffer equilibriert. Der Transfer erfolgte im Semidry-
Verfahren, dabei wurde der Transfersandwich entsprechend Abb. 5 aufgebaut. Im Standard-
Verfahren erfolgte der Transfer bei konstanter Stromstarke (0,8 mA/cm’® Blotmembran) fiir
1 h.
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Kathode (minus)

| Puffer C (3 Lagen) |

| Puffer B (2 Lagen) |

| Puffer A (3 Lagen) |

Anode (plus)

Abb. 5: Aufbau der Western-Blot Apparatur

Zum elektrischen Transfer der mittels PAGE aufgetrennten Proteine wurde ein
Transfer-“Sandwich” aufgebaut. Der “Sandwich” bestand, beginnend von der
Anode, aus drei Lagen in Puffer A getrinktem Blotting Filter und zwei weiteren
Filtern, die in Puffer B getrdnkt wurden. Auf diese Filter wurde die PVDF-
Membran, gefolgt vom Polyacrylamid-Gel gelegt. Den Abschluss bildeten drei
Lagen in Puffer C getrankter Filter. An der PVDF-Membran verbliebene Gelreste
wurden nach dem Transfer in Blockierungspuffer abgespiilt.

3.3.2. Indirekte Immundetektion mittels alkalische Phosphatase-konjugiertem
sekundaren Antikorper

Benotigte Losungen:

Tris-gepufferte Saline (TBS):
50 mmol/l Tris (Base) pH 7,4
150 mmol/l NaCl

Inkubationspuffer:
1,0 % BSA
ad 500 ml mit 1x TBS

Alkalische Phosphatase-Puffer
100 mmol/l Tris (Base) pH 9,2-9,4
100 mmol/l NaCl
5 mmol/l MgCl,

Blockierungspuffer

5 % fettarme Trockenmilch in TBS
oder

3 % BSA in TBS

Waschpuffer (TTBS):
0,05 % Tween 20
in TBS

AP-Substrat-Stammldsung A:
0,5 g Nitroblau Tetrazolium (NBT)
in 10 ml 70% DMF
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AP-Substrat-Stammldsung B: AP-Substratlésung:
0,5 g Bromo-Chloro-Indolylphosphat 10 ml AP-Puffer
(BCIP) 66 pl Substrat A
in 10 ml 100% DMF 33 pl Substrat B
Durchfihrung:

Zur Absittigung freier Bindungsstellen wurde die PVDF-Membran nach dem Elektrotransfer
fiir 1 h bei RT in Blockierungspuffer inkubiert. Es folgte eine Inkubation mit einer geeigneten
Verdiinnung des ersten Antikorpers (Herkunft: Kaninchen) in Inkubationspuffer fiir 2 h bei
RT. Anschlieend wurde der Blot sorgfiltig fiir 20 bis 60 min in TTBS gewaschen, wobei die
Waschlosung mehrfach gewechselt wurde. Sodann erfolgte die Inkubation mit einem al-
kalische Phosphatase-konjugiertem Ziege-anti-Kaninchen Antikérper (1:3000 verdiinnt in
Inkubationspuffer) fiir 2 h bei RT. Der Blot wurde erneute 20 bis 60 min unter mehrfachem
Wechseln der Waschpuffer gespiilt. AbschlieBend wurde die Membran in alkalische
Phosphatase-Puffer equilibriert (5 min) und unter visueller Kontrolle in AP-Substratlésung
entwickelt. Die Reaktion wurde durch mehrmaliges Waschen in eiskaltem Wasser beendet

und der Blot lichtgeschiitzt in mehreren Lagen Filterpapier getrocknet.

3.3.3. Indirekte Immunfluoreszenz an Hamozyten-Monolayern

benotigte Losungen:

Fixierldsung: DABCO-Glycerin:
40 g Paraformaldehyd 10,0 ml Tris (50 mM, pH 7,6)
100 ml Ca/Mg-freie Manduca 2,5 ml DABCO
Saline ad 100,0 ml mit Glycerin

Bis zum Auflosen des Paraformaldehyds

auf max. 70°C erwarmen.

Permeabilisierungslosung:
0,5 % Triton-X-100
3 % BSA
gelost in TBS
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Durchfihrung:

Nach Abs. 3.5.2. priparierte Himozyten wurden zum Absetzen der Zellen in einer feuchten
Kammer inkubiert (10-20 min, RT). Durch Zugabe von einem Tropfen Fixierlosung wurden
die Zellen fixiert (10 min). Danach wurde die Fliissigkeit mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe
sanft abgesaugt. Die Zellen wurde 2x 15 min in TBS gewaschen. In einigen Féllen wurden die
Zellmembranen durch eine Inkubation (5 min, RT) in Permeabilisierungslosung
permeabilisiert. Zur Blockierung freier Bindungsstellen wurden die Préparate mit einem
Tropfen 3% BSA in TBS {iiberschichtet. Nach Entfernen der Fliissigkeit wurde eine geeignete
Verdiinnung des ersten Antikorpers in 0,5% BSA/TBS aufgetragen. Die Inkubation erfolgte
bei RT iiber Nacht. Die Priparate wurden 4x 15 min mit TBS gewaschen. Die Inkubation mit
einer geeigneten Verdiinnung eines zweiten, markierten Antikorpers in 0,5% BSA/TBS
erfolgte fiir 1 h bei RT. Nach vier weiteren Waschschritten mit TBS (je 15 min) wurde noch
anhaftende Fliissigkeit vorsichtig mit einem Filterpapier abgesaugt. AbschlieBend wurden die
Priaparate mit DABCO/Glycerin {iberschichtet und mit einem Deckglas versehen. Die
Auswertung erfolgte mit einem Olympus Mikroskop (BX-60), ausgestattet mit

Epifluoreszenz.

3.3.4. Indirekte Immunfluoreszenz an DUnnschnitten ganzer Tiere

benotigte Losungen:

Fixierldsung:

40 g Paraformaldehyd

100 ml Ca/Mg-freie Manduca-Saline
Bis zum Auflosen des Paraformaldehyds

auf max. 70°C erwarmen.

Durchfihrung:

Zur Herstellung von Querschnitten wurden Larven von M. sexta (L4 D2) nach Kiihlung auf
Eis vorsichtig Fixierlosung injiziert und nach ca 30 min in Fixierlosung durch Abtrennen des
Kopfes und des letzten Teils des Abdomens in kleine Stiicke prépariert. Diese Priparate
wurden iiber Nacht in Fixierlosung inkubiert, wobei die Fixierlosung einmal gewechselt
wurde. Anschliefend wurden die Préparate innerhalb von 24 h viermal in TBS gewaschen. In
einer aufsteigenden Ethanolreihe (30%, 50%, 70%, 80%, 90% und 96%, v:v in TBS) erfolgte
die Dehydrierung.
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Zur Einbettung wurden folgende Arbeitsschritte unter Einsatz der angegebenen Medien

durchgefiihrt:
Isopropanol (100%) 3-4h
Isopropanol (100%) 1 h, 56-58°C
Isopropanol:Paraffin (1:1)  {iber Nacht, 56-58°C
Paraffin uber Nacht, 56-58°C

Nach dem Aufblockieren wurden Schnitte von 7 um Dicke angefertigt.

Objekttrager wurden durch Spiilen mit 70% Ethanol entfettet und mit einer Schicht aus
5 g/l Gelatine mit 0,2% Chromalaun (w/v) versehen. Auf einer Wérmeplatte (max. 40°C)
wurden die Objekttrager mit entgastem Aqua bidest. liberschichtet. Die Schnitte wurden auf
diese Objekttrager aufgebracht und durch Antrocknen befestigt. Die Objekte wurden danach
zweimal fiir jeweils 10 min in Rotihistol®, anschlieBend zweimal fiir jeweils 5 min in
Rotihistol® : Ethanol (1:1, v:v) sowie in eine Alkoholreihe (96%, 90%, 80% und 70%, v:v in
TBS) iiberfiihrt. Nach Entfernen des Paraffins iiber eine absteigende Alkoholreihe wurden die
Schnitte in reichlich TBS mit 3% BSA rehydriert. Die Blockierung und Immundetektion
erfolgte wie im Abs. 3.3.3. beschrieben.

3.4. Molekularbiologische Methoden

3.4.1. Praparation von Plasmid-DNA

Die Prédparation von Plasmiden erfolgte mit kommerziell erhiltlichen Kits verschiedener
Anbieter entsprechend den aktuellen Anwendungsanleitungen. Vor der Priparation wurden
die Bakterien wie in Abs. 3.5.3. beschrieben kultiviert. Der Gehalt an Plasmid-DNA wurde
durch Messung der Absorption bei 260 nm nach folgender Formel bestimmt:

Gehalt DNA [ng/pl] = AL * 50 [ng/ul] * Verdiinnungsfaktor.

3.4.2. Agarose-Gelelektrophorese

Benotigte Reagenzien:

50x TAE-Puffer: 6x Proben-Puffer:
2,00 mol/l Tris 0,25 % Bromphenol Blau
0,05 mmol/l EDTA (pH 8,0) 0,25 % Xylene Cyanol FF
57,10 ml Essigsédure (100%) 15,0 % Ficoll (Typ 400)

ad 1000 ml mit Aqua bidest.

10 mg/ml Ethidiumbromid-Stammldsung
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Durchfihrung:

Fiir 1%-ige Gele wurde 1 g Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer bis zum vollstindigen Schmel-
zen erhitzt. Sollte spiter DNA aus dem Gel zuriickgewonnen werden, wurde hierzu Agarose
mit einem niederen Schmelzpunkt (low melting) eingesetzt. Die Agarose wurde auf 50-55°C
abgekiihlt und Ethidiumbromid wurde bis zu einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml zugesetzt.
Das Gel wurde nun in die vorbereitete Elektrophorese-Apparatur gegossen und bis zum
Erstarren abgekiihlt. Die DNA-Proben wurden mit 1/6 Volumen 6x Probenpuffer versetzt, bei
95°C denaturiert (5 min), auf Eis gekiihlt (5 min) und in die Probentaschen gefiillt. Die
Elektrophorese erfolgte mit 1x TAE-Puffer als Elektrophorese-Puffer bei einer Stromstirke
von 50 mA, bis die Bromphenol Blau-Front zwei Drittel des Geles durchlaufen hatte. Das Gel

wurde nun der Kammer enthommen und konnte bei UV-Durchlicht dokumentiert werden.

3.4.3. Verdau von Plasmid-DNA mit Restriktionsenzymen

Zur Gewinnung der enthaltenen cDNA fiir spitere analytische oder priparative Zwecke
wurden isolierte Plasmide mittels Restriktionsenzymen verdaut. Fiir analytische Zwecke
wurde in der Regel 0,5-1,0 pg Plasmid-DNA eingesetzt. Fiir praparative Zwecke erfolgte ein
Verdau groferer Mengen Plasmid-DNA. Hierbei wurden die Verhéltnisse der eingesetzten
Enzyme zur DNA wie auch das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes angeglichen.

Fiir einen einfachen Verdau wurde Plasmid-DNA mit 1 pl des mitgelieferten Reaktions-
puffers und 5 U Enzym versetzt. Der Reaktionsansatz wurde mit sterilem Aqua bidest. auf ein
Gesamtvolumen von 10 pl aufgefiillt und fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Fiir einen doppelten
Verdau wurden von beiden Enzymen jeweils 5 U eingesetzt. In diesem Fall erfolgte die

Auswabhl des geeigneten Reaktionspuffers nach den Empfehlungen des Herstellers.

3.4.4. Dephosphorylierung von verdauten Vektorplasmiden

Um bei Ligationen die Moglichkeit der Selbstligation einzuschrinken, wurden nach
Abs. 3.4.3. verdaute Vektorplasmide mittels 'Shrimp Alkalischer Phosphatase' (Amersham-
Pharmacia, Uppsala, Schweden) am 5'-Ende dephosphoryliert.

Durchfihrung:

Im Anschluss an den Restriktionsverdau nach Abs. 3.4.3. wurden die Restriktionsenzyme
entsprechend den Herstellerangaben inaktiviert. Es erfolgte die Zugabe von 1/10 Volumen
10x alkalischer Phosphatase Puffer (200 mmol/l Tris-HCL, pH 8,0, 100 mmol/l MgCl,) und
0,5 U alkalischer Phosphatase pro pg DNA. Die Dephosphorylierung erfolgte bei 37°C fiir
2h. Vor der Aufreinigung der Vektor-DNA wurde die alkalische Phosphatase durch
Inkubation bei 65°C (15 min) inaktiviert.
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3.4.5. Herstellung kompetenter Zellen und Transformation mit Plasmid-DNA

Benotigte Losungen:

Luria-Bertani Medium (LB-Medium): Luria-Bertani Agar (LB-Agar)
10,0 g Trypton 15 g Agar
5 g Hefe-Extrakt ad 1000 ml mit LB-Medium
10 g NaCl

ad 1000 ml mit Aqua bidest.

Beide Losungen miissen vor Gebrauch autoklaviert werden.

100 mmol/l CaCl,, steril filtriert.

Durchfihrung:

Die zukiinftigen Wirtsbakterien, in der Regel wurden Escherichia coli XL1-Blue MRF'
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) verwendet, nur fiir die Transformation mit
Expressionsvektoren wurde auf den E. coli-Stamm M15 (Qiagen, Hilden) zuriickgegriffen,
wurden in LB-Medium mit Antibiotika entsprechend Abs. 3.5.3. in Kultur genommen. Aus
einer frischen Ubernacht-Kultur wurden am nichsten Morgen 60 pl in 3 ml frisches Medium
gegeben. Diese Kultur wurde bei 37°C inkubiert, bis ihre Absorption bei 600 nm
0,4 Einheiten betrug. Die Bakterien wurden bei 2200 xg und 4°C pelletiert (5 min), in
1,5 ml eiskalter 100 mM CaCl,-Losung resuspendiert und fiir 1 h auf Eis gestellt. Das
abzentrifugierte Bakterien-Pellet wurde in 300 pl eiskalter 100 mM CaCl,-Losung
aufgenommen. Zu jeweils 100 pl dieser Zellen wurden nun 10 ng Plasmid-DNA oder die
Hiélfte des Ligationsproduktes gegeben und auf Eis inkubiert (30 min). Es folgte eine
Hitzeschockbehandlung bei 42°C (2 min) und nach Zugabe von 1 ml LB-Medium eine
einstiindige Inkubation bei 37°C, um die Expression der Ampicillin-Resistenz zu
ermoglichen. Nach dem Abzentrifugieren wurden die transformierten Bakterien in 100 pl
frischem LB-Medium resuspendiert, auf zwei Agarplatten im Verhéltnis 10 : 90 ausplattiert
und iiber Nacht bei 37°C kultiviert.

3.4.6. PCR zur Amplifikation von DNA

Zur Klonierung von c¢DNA in Expressionsvektoren sowie zur Amplifikation von
verschiedenen Genfragmenten wurde die Polymerase Kettenreaktion (Polymerase chain
reaction, PCR) genutzt. Die Durchfiihrung erfolgte in Anlehnung an die von Saiki und
Mitarbeitern beschriebenen Methode [Saiki et al. 1985]. Fiir jedes Template und jedes Primer-

Paar wurden die Reaktionsbedingungen optimiert.
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3.4.7. 5’-RACE-PCR

Die Isolation der kompletten cDNA des M. sexta Hemocytins erfolgte mittels zwei
aufeinander folgender 5°-RACE-Reaktionen (rapid amplification of cDNA ends). Die
Synthese der cDNA erfolgte dabei mit dem GeneRacer™ Kit (Invitrogen, Groningen, NL)
entsprechend den Herstellerangaben. Fiir die Synthese der cDNA wurde dabei nicht der
Primer des Kits, sondern ein selbst entwickelter interner Primer (P 776, siche Anhang)
genutzt. Die anschlieBende Amplifikation erfolgte mit dem HotStarTaq™ DNA Polymerase
Kit (Qiagen, Hilden) mit verschiedenen Primern (siche Anhang). Fiir die PCR-Reaktion
wurden in einem autoklavierten Reaktionsgefall folgende Komponenten gemischt:

2,50 10x Reaktionspuffer

5,00 5x Q-Solution

1,00 pl dNTP-Mix (enthielt je 2,5 mmol/l dATP, dCTP, dGTP und dTTP)

y pl MgCl; (25 mmol/l)

0,50 pl Vorwirts-Primer (10 pmol/l)

0,50 pl Riickwiérts-Primer (10 pmol/l)

0,50 pl cDNA aus GeneRacer Reaktion

0,33 pul HotStarTaq (5U/p)

Autoklaviertes Wasser bis zu einem Endvolumen von 25 pl.

Die eingesetzte Menge an Magnesiumchlorid wurde fiir jedes Primerpaar in Vorversuchen
experimentell ermittelt (symbolisiert durch y). AbschlieBend wurde das Reaktionsgemisch mit
35 ul Mineral6l iiberschichtet.

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Einleitende Denaturierung: 15 min  95°C

gefolgt von 30 Zyklen bei:

Denaturierung: 30 S 94°C
Annealing: 30 s X°C
Elongation: 45 min 72°C

abschlieBende Elongation: 7,0 min 72°C

Die optimalen Reaktionsbedingungen (Annealing-Temperatur, X°C) wurden fiir jedes
Primerpaar in Vorversuchen experimentell ermittelt.

Die Analyse der erhaltenen Produkte erfolgte mittels Agarose-Elektrophorese (s. Abs. 3.4.2.).
Fiir praparative Zwecke wurden die Reaktionsansdtze unter Erhalt der optimierten
Konzentrationsverhéltnisse vervielfacht. Die Reaktion erfolgte anschlieBend unter den
optimierten Reaktionsbedingungen. Die amplifizierte DNA wurde in einem priparativen
Agarose-Gel aufgetrennt und wie in Abs. 3.4.14. beschrieben gereinigt. AnschlieBend wurde
das isolierte PCR-Produkt entsprechend der Herstellerangaben in den pGEM T-Vektor
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(Promega, Madison, WI. USA) oder in den pCR®4-TOPO-Vektor (Invitrogen, Groningen,
NL) ligiert und zur Transformation entsprechend Abs. 3.4.5. genutzt.

3.4.8. Nukleinsaure-Sequenzierung

Die Nukleinsdure-Sequenzierung erfolgte als Auftragsarbeit bei zwei Anbietern:

Im DNA-Synthese- und Sequenzier-Labor der lowa State University (Ames, lowa, USA) oder
in der Sequenzierabteilung der Fa. MWG-BIOTECH (Ebersberg). Obwohl in diesen
Einrichtungen Gerédte unterschiedlicher Hersteller eingesetzt wurden, beruht die
Sequenziertechnik auf der Kettenabbruch-Methode von Sanger [Sanger et al. 1977]. Fiir die
Sequenzierreaktion wurde eine Abwandlung der urspriinglichen Methode von Sanger, die
Cycle-Sequencing-Methode, genutzt. Dabei wurde in einer PCR unter Zugabe nur eines
Primers und eines Gemisches aus dNTPs und fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden
(FAANTP) Matrizen-abhéngig neue DNA synthetisiert. Durch den zufilligen Einbau von
FAddNTP wurde die Synthese terminiert. Dies fiihrte zu einem Gemisch von Fluoreszenz-
markierten DNA-Molekiilen unterschiedlicher Lénge, die nach der Entfernung nicht

eingebauter FAdNTPs, aufgetrennt und analysiert wurden.
3.4.9. Rekombinante Expression der klonierten cDNAs in Escherichia coli

3.4.9.1. Konstruktion von Expressionsvektoren

Die Expression der in dieser Arbeit untersuchten Proteine erfolgte durch Klonierung in einen
modifizierten pQE-6 Vektor [Lee et al. 1994]. Durch die Modifikation wurde eine
Schnittstelle des Restriktionsenzyms Ncol eliminiert, so dass die Klonierung der zu
exprimierenden cDNA in eine zusétzliche Ncol Schnittstelle direkt im Anschluss an den Tag
aus sechs Histidin-Resten erfolgen kann. Dieser Tag ermdglicht spiter die einfache Detektion
(Immunoblot mit Anti-Histidin Antikérper) und Reinigung (Ni-NTA-Saulenchromatografie).
Da der Vektor bereits ein Startcodon tragt, war es erforderlich in einer PCR-Reaktion mit der
cDNA als Matrize, zwei unterschiedliche Restriktionsschnittstellen (5°: Ncol, 3’: HindIIl) zu
generieren. Dies gewéhrleistete zugleich die korrekte Orientierung der cDNA im
Expressionsvektor sowie den Erhalt des Leserasters im Ubergangsbereich des Tags zur
cDNA. Vor der priparativen PCR wurden die Reaktionsbedingungen fiir jedes Primer-Paar
experimentell optimiert. Nach der Reinigung des Reaktionsproduktes, wurde dieses mit Ncol
und HindIIl verdaut und erneut gereinigt. Zur Ligation wurde ein molares Verhiltnis von
1 : 3 des nach Abs. 3.4.4. vorbereiteten Vektors mit der cDNA eingesetzt. Die Berechnung

der eingesetzten Mengen erfolgte nach folgender Formel:

Vektormenge[ng]* Insertgrbsse[kb] *E:Insertmen e[n ]
Vektorgrosse [kb] 1 e
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In einem sterilen Reaktionsgefdll wurde der Vektor mit der cDNA und 5 pl 2x Rapid Ligation
Puffer (Promega, Madison, WI. USA) gemischt. Nach Zugabe von 3 U T4 DNA Ligase
(Promega, Madison, WI. USA) wurde die Reaktion mit sterilem Aqua bidest. auf ein End-
volumen von 10 pl gebracht. Die Ligation erfolgte bei 4°C iiber Nacht. Die Hilfte des so
hergestellten Ligationsprodukts wurde fiir die Transformation von kompetenten E. coli M15

genutzt. Die Propagation erfolgte unter Antibiotika-Selektion bei 37°C iiber Nacht.

3.4.9.2. Identifizierung von Transformanden

Zur Identifizierung von Transformanden wurden mehrere unabhédngige Kolonien aus allen
unter  Antibiotika-Selektion gewachsenen Bakterien-Kolonien ausgewidhlt und in
Fliissigkultur genommen. Aus einer frischen Ubernacht-Kultur wurden 60 pl in 3 ml frisches
Medium tiberimpft. Nach 2 h Inkubation bei 37°C wurde die Expression des unter Kontrolle
des lac-Promotors liegenden Fremdgenes durch Zugabe von 2 mmol/l IPTG induziert und fiir
weitere 5 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden je Kultur 100 pl Bakteriensuspension
entnommen und bei 13000 rpm pelletiert (1 min). Das Pellet wurde in 100 pl 2x SDS-
Probenpuffer resuspendiert und die Bakterien bei 95°C lysiert (5 min). Die bakteriellen
Proteine wurden in einer SDS-PAGE mit nachfolgendem Western-Blot analysiert. Die
Detektion wurde mit einem monoklonalen Antikoérper gegen den Tag aus fiinf aufeinander
folgenden Histidin-Resten (Qiagen, Hilden) entsprechend den Herstellerangaben
durchgefiihrt.

In einem zweiten Kontrollschritt wurde frisches TB-Medium mit zwei der im Western-Blot
positiven Bakterienstimme angeimpft. Nach Wachstum {iber Nacht wurden die Plasmide
entsprechend Abs. 3.4.1. isoliert. Die Plasmide wurden einem Restriktionverdau mit
nachfolgender Auftrennung in einem 1%-igen Agarose-Gel unterzogen und ihre
Wanderungsgeschwindigkeit mit dem urspriinglich zur Ligation eingesetzten Fragment der
PCR-Reaktion verglichen.

3.4.9.3. Optimierung der Expression und Uberprufung der Loslichkeit

Um die Bedingungen fiir eine Expression des rekombinanten Proteins zu optimieren, wurde
die Zeitabhédngigkeit des Auftretens des Proteins und die Intensitit der Bande in den
Bakterien in Abhédngigkeit von der Induktionsdauer mittels einer SDS-PAGE bestimmt. Da
fremde Proteine in Bakterien haufig in einer nicht 16slichen Form, eingelagert in so genannten

inclusion bodies, synthetisiert werden, wurde parallel die Loslichkeit des Proteins {iberpriift.
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Durchfihrung:

Aus einer frischen Ubernacht-Kultur wurden 60 pl Bakterien-Suspension in frisches Medium
iiberfiihrt. Nach zweistiindiger Inkubation bei 37°C wurde zunéchst ein 100 pl Aliquot ent-
nommen. AnschlieBend wurde die Expression des rekombinanten Proteins durch Zugabe von
2 mmol/l IPTG induziert. Wahrend der ndchsten Stunden wurde alle 60 min ein 100 pl
Aliquot entnommen. Nach 5 h erfolgte die letzte Probenahme, hierbei wurde auch ein 1 ml
Aliquot zur Bestimmung der Loslichkeit entnommen. Die Bakterien der Zeitreihe wurden
durch Zentrifugation bei 13000 rpm pelletiert und im gleichen Volumen 2x SDS-
Probenpuffer resuspendiert. Die Bakterien fiir die Untersuchung der Loslichkeit des Proteins
wurden ebenfalls pelletiert und anschlieBend im gleichen Volumen Lysis-Puffer (s. Abs.
3.4.9.4.) aufgenommen. Diese Bakterien wurden durch 10 s Beschallung (6x, 50 W) lysiert.
Die Zelltrimmer und -einschliisse wurden durch Zentrifugation bei 13000 rpm (5 min)
abgetrennt. Sowohl Uberstand als auch Pellet wurden durch Zugabe von SDS-Probenpuffer
fiir die Analyse mittels SDS-Page vorbereitet und gemeinsam mit den Proben der Zeitreihe
bei 95°C lysiert und denaturiert (5 min). Die Analyse erfolgte mittels einer SDS-PAGE mit
anschlieender Coomassie-Farbung.

3.4.9.4. Reinigung der rekombinant hergestellten Proteine

Benotigte Losungen:

Lysis-Puffer: Denaturierungs-Puffer:
50 mmol/l NaH,PO,, pH 8,0 10,0mmol/l  Tris-Cl, pH 8,0
300 mmol/l NaCl 8,0 mol/l Harnstoff
10 mmol/l Imidazol 100,0mmol/l1 NaH,PO,

32 mmol/l Benzamidin-Hydrochlorid

Wasch-Puffer A: Wasch-Puffer B
10,0 mmol/l Tris-Cl, pH 6,3 10,0mmol/l  Tris-Cl, pH 5,9
8,0  mol/l Harnstoff 8,0 mol/l Harnstoff
100,0 mmol/l NaH,PO, 100,0mmol/l1 NaH,PO,

Elutions-Puffer:
10,0 mmol/l Tris-Cl, pH 4,5
8,0  mol/l Harnstoff
100,0 mmol/l NaH,PO,
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Durchfihrung:

Fiir praparative Zwecke wurden Bakterien fiir 2 h kultiviert. Die Expression des Fremdgens
wurde durch Zugabe von 2 mmol/l IPTG fiir den experimentell ermittelten Zeitraum
induziert. AnschlieBend wurden die Bakterien bei 5500 xg fiir 3 min bei 4°C pelletiert. Die
Bakterien wurden in Lysis-Puffer aufgenommen und durch sechsmaliges Beschallen mit 75
W fiir jeweils 30 s auf Eis lysiert. Die Zelltriimmer wurden fiir bei 10000 xg pelletiert (30
min). Das Pellet wurde erneut in Lysis-Puffer resuspendiert. Zur Entfernung von anheftenden
bakteriellen Proteinen erfolgte erneut eine Ultraschallbehandlung (6 x 10 s) auf Eis. Die
unloslichen Bestandteile wurden bei 10000 xg abgetrennt (30 min) und erneut nach dem
beschriebenen Schema behandelt. Das nach den Waschschritten verbliebene Pellet wurde in
Denaturierungs-Puffer resuspendiert und fiir 1 h bei 8°C leicht geriihrt. Nicht geldste Partikel
wurden durch Zentrifugation (30 min, 10000 xg) entfernt. Als abschlieBender
Reinigungsschritt erfolgte eine Affinitdtschromatografie an Ni-NTA-Agarose. Zur
Bestimmung der bendtigten Menge Agarose wurde zunichst der Proteingehalt im Uberstand
des letzten Zentrifugationsschrittes bestimmt, nachfolgend wurde anhand eines SDS-Gels die
Menge an verunreinigenden Proteinen abgeschitzt. Pro 10 mg geschitztem Histidin-
markiertem Protein wurde 1 ml Ni-NTA-Agarose in Denaturierungs-Puffer equilibriert. Die
Agarose wurde mit den denaturierten Proteinen vermischt und unter sanftem Riihren fiir 2 h
bei 8°C inkubiert. Nun wurde die Suspension in eine Econo-Saule (Biorad, Richmond, CA,
USA) gefiillt und solange mit Denaturierungs-Puffer gewaschen, bis die Absorption bei
280 nm der Nulllinie entsprach (alle folgenden Wasch- und Desorptionsschritte wurden
fotometrisch kontrolliert und solange fortgesetzt, bis die Absorption bei 280 nm die Nulllinie
erreicht hatte). Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch zwei aufeinander folgende
Waschschritte mit Waschpuffer A und Waschpuffer B aus der Séule gespiilt. Abschlieend
wurden die gebundenen Proteine mit Elutions-Puffer aus der Séule gewaschen. Vor einer
weiteren Bearbeitung wurde die Proteinkonzentration der eluierten Fraktionen bestimmt
sowie eine SDS-PAGE durchgefiihrt. Um auszuschlie8en, dass wahrend der Klonierung das
Leseraster verschoben wurde, erfolgte vor einer weiteren Nutzung der gewonnenen Proteine
eine N-terminale Sequenzierung. Fiir die Immunisierung von Kaninchen wurden jeweils
600 pg affinititsgereinigtes Protein mittels SDS-PAGE (s. Abs. 3.3.1.) aufgetrennt. Die dem
rekombinanten Protein entsprechende Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten und zur

weiteren Bearbeitung eingefroren (-80°C).



56 METHODEN

3.4.9.5. Gewinnung polyklonaler Antikérper gegen rekombinant exprimierte Proteine

Die Herstellung polyklonaler Kaninchen-Antiseren gegen die gereinigten Proteine erfolgte als
Auftragsarbeit bei den Firmen Cocalico Biologicals (Reamstown, PA, USA) und Davids
Biotechnologie (Regensburg). Im Folgenden wird fiir diese Seren die Bezeichnung

,Antikorper’ mit dem Zusatz des zur Immunisierung benutzten Proteins genutzt.

3.4.10. Gewinnung von Gesamt-RNA

Die fiir die Herstellung von Expressionsbibliotheken und Northern-Blot Analysen benotigte
RNA aus Fettkorper wurde mit einer nach Ausubel und Mitarbeitern modifizierten Methode
prapariert [Ausubel, et al. 1995]. Die Préparation der Himozyten-RNA wurde wegen der
geringen Menge an Zellmaterial mit dem SV Total RNA Isolation System (Promega,
Madison, WI, USA) entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt.

Benotigte Reagenzien:

Denaturierungs-Puffer:
4 mol/l Guanidinisothiocyanat
25 mmol/l Natriumcitrat (pH 7,0)
0,5 % Natrium-N-dodecanoyl-N-methylglycin
0,1 mol/l 2-Mercaptoethanol

2 mol/l Natriumacetat (pH 4,0)

Phenol (pH 4,0) : Chloroform : 3-Methyl-1-Butanol (1 :49:1;v:v:v)
Chloroform

100 % 2-Propanol

75 % Ethanol

Durchfihrung:

Alle fiir die Praparation und Analyse von RNA bendétigten Reagenzien wurden mit DEPC-
behandeltem Aqua bidest. in sterilen Einmalgefden oder in mit DEPC-Wasser gespiilten,
autoklavierten GefdB3en hergestellt. Hierzu wurde 1 1 Aqua bidest. iiber Nacht mit 1 ml DEPC
behandelt. AnschlieBend wurde nicht umgesetztes DEPC durch Autoklavieren (20 min) bei
120°C und 202,7 kPa hydrolysiert. Die Praparation der gesamten RNA des Fettkorpers und
der Hamozyten erfolgte von Tieren drei Tage nach der Hiutung zum 5. Larvenstadium.
Erfolgte die Préparation von experimentell infizierten Tieren, war die Infektion zuvor wie in
Abs. 3.5.1. beschrieben ausgelost worden. Vor der Organentnahme wurden die Tiere fiir

mehrere Minuten im Kiihlschrank narkotisiert. Nach Oberflachendesinfektion wurden die
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Tiere lateral geoffnet und der Fettkorper entnommen. Durch kurzes Waschen in eiskalter AC-
Saline wurden anheftende Hdmozyten entfernt. Nun wurden die Fettkorper in 1 ml
Denaturierungs-Puffer pro 100 mg Gewebe homogenisiert. Nach Zugabe von 1/10 Volumen
2 mol/l Natriumacetat Losung wurde die Suspension mit dem gleichen Volumen
Phenol : Chloroform : 3-Methyl-1-Butanol auf Eis extrahiert (15 min). Die Phasen wurden
durch eine Zentrifugation bei 10000 xg und 4°C (20 min) getrennt. Diese Extraktion wurde
mit dem wiissrigen Uberstand bis zur Proteinfreiheit der Interphase wiederholt. AnschlieBend
wurde die wéssrige Phase zur vollstdndigen Entfernung von Phenolresten nochmals unter den
gleichen Bedingungen mit reinem Chloroform extrahiert. Die im Uberstand enthaltene RNA
wurde durch Zugabe eines gleichen Volumens 100% 2-Propanol bei —20°C iiber Nacht
prazipitiert und am ndchsten Morgen durch Zentrifugation (10000 xg, 3 min und 4°C)
pelletiert. Das Pellet wurde einmal mit 0,5 ml eiskaltem 70% Ethanol gewaschen und
anschliefend in sterilem, DEPC-behandeltem Aqua bidest. resuspendiert. Der Gehalt an
Gesamt-RNA wurde durch Messung der Absorption bei 260 nm nach folgender Formel
bestimmt:

Gehalt RNA [ng/ul] = A, * 40 [ng/pl] * Verdiinnungsfaktor.

3.4.11. Gewinnung von mRNA
Gesamt-RNA besteht zu einem sehr grolen Anteil aus rRNA und tRNA. Die genaue Menge

der enthaltenen mRNA schwankt in Literaturangaben zwischen 1 - 5%, dabei besteht auch ein
Unterschied, aus welchem Gewebe die RNA gewonnen wurde. Dieser Anteil an
'unerwiinschter' RNA kann bei der Herstellung von Expressionsbanken u.a. falsche Produkte
liefern. Fiir die Konstruktion der Genbanken erfolgte eine Aufreinigung von mRNA aus den
Gesamt-RNA-Proben, die zuvor aus induziertem Fettkorper und Hdmozyten gewonnen
worden waren, mittels des Poly(A) Quik™ mRNA Isolation Kit (Stratagene, La Jolla, CA,
USA).

Benotigte Losungen:

10x Probenpuffer: High-salt-Puffer
10 mmol/l Tris-HCI (pH 7,5) 10 mmol/l Tris-HCI (pH 7,5)
1 mmol/l EDTA 1 mmol/l EDTA
500 mmol/l NaCl 500 mmol/l NaCl
Low-salt-Puffer: Elutionspuffer
10 mmol/l Tris-HCI (pH 7,5) 10 mmol/l Tris-HCI (pH 7,5)
1 mmol/l EDTA 1 mmol/l EDTA

100 mmol/l NaCl



58 METHODEN

TE-Puffer:
10 mmol/l Tris-HCI (pH 7,5)
1 mmol/l EDTA

Durchfihrung:

Die im Kit enthaltenen Mini-Sdulen wurden entsprechend der Firmenangabe vorbereitet und
equilibriert. 500 pg Gesamt-RNA wurde bei 65°C denaturiert (5 min) und nachfolgend 5 min
auf Eis abgekiihlt. Vor dem Beladen der Sdule wurde die RNA-Losung mit 1/10 Volumen
10x Probenpuffer versetzt. Nun wurde die Probe zweimal durch die Sdulenmatrix gepresst.
Verunreinigungen und unspezifisch an die Matrix gebundene RNAs wurden durch zwei
aufeinander folgende Waschschritte mit jeweils 200 pl High-salt-Puffer gefolgt von drei
aufeinander folgenden Waschschritten mit jeweils 200 pl Low-salt-Puffer entfernt. Die
Elution erfolgte mittels 200 pl Elutionspuffer, der zuvor auf 65°C erwdrmt wurde. Die
Konzentration der sehr verdiinnten mRNA erfolgte mittels einer Ethanolfdllung. Hierzu
wurde die mRNA-Losung erneut mit 1/10 Volumen 10x Probenpuffer versetzt, sodann
wurden 2,5 Volumenteile 100%-iger FEthanol zugegeben und iiber Nacht bei —20°C
préazipitiert. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in einem
kleinen Volumen Aqua bidest. resuspendiert. Der Gehalt an mRNA wurde durch Messung der
Absorption bei 260 nm nach folgender Formel bestimmt:

Gehalt RNA [ng/pl] = A * 40 [ng/ul] * Verdiinnungsfaktor.

3.4.12.  Northern-Blot-Analysen

Die Northern-Blot Analyse wurde in Anlehnung an die von Ausubel und Mitarbeitern
beschriebene Methode durchgefiihrt [ Ausubel, et al. 1995].

Benotigte Losungen:

5x Elektrophorese-Puffer: 20x SSC-Puffer:
200 mmol/l MOPS (pH 7,0) 0,3 mol/l Na;-Citrat (pH 7,0)
50 mmol/l Natriumacetat 3,0 mol/l NaCl

5 mmol/l EDTA

Beide Losungen wurden autoklaviert.
37% Formaldehyd
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Durchfihrung:

Zur Herstellung eines 1%-igen Geles wurden 0,93 g Agar in 18,7 ml 5x Elektrophorese-
Puffer und 58,0 ml DEPC-behandeltem Aqua bidest. aufgeschwemmt und in der Mikrowelle
unter mehrmaligem Schwenken solange erhitzt, bis der Agar riickstandsfrei aufgelost war.
Nachdem das Gel auf 55-60°C abgekiihlt war, wurden 16,7 ml Formaldehyd zugegeben und
gut gemischt. Der Gelansatz wurde luftblasenfrei in den vorbereiteten Geltrdger mit Proben-
kamm gegossen. Nach erfolgter Polymerisation wurde das Gel in die mit 1x Elektrophorese-
Puffer gefiillte, horizontale Gelkammer eingesetzt und der Probenkamm entfernt. Vor der
eigentlichen Elektrophorese wurde das Gel einem Vorlauf bei einer Spannung von 5V/cm fiir
10 min unterzogen. Zur Vorbereitung der Proben wurden jeweils 10 plg RNA mit DEPC-
behandeltem Aqua bidest. auf ein Volumen von 10 pl gebracht, mit 2,5 pl 5x Lade-Puffer
(Biorad, Richmond, CA, USA) versetzt, bei 65°C denaturiert (5 min) und fiir weitere 5 min
auf Eis gekiihlt. Nun wurden die Proben in die Taschen eingefiillt. Die Elektrophorese wurde
bei einer Stromstirke von 1 mA/cm® Gelfliche durchgefiihrt bis sich die Bromphenolblau-
Front im letzten Drittel des Gels befand. Nach beendeter Elektrophorese wurde das Gel in
DEPC-behandeltem Aqua bidest. gewaschen (2x 5 min) und in 20x SSC equilibriert (45 min).
Zwischenzeitlich wurden mehrere Filterpapiere und die Blottingmembran auf die Grofe des
Geles zugeschnitten und ebenfalls in 20x SSC equilibriert. AbschlieBend erfolgte der Aufbau
des Blots (s. Abb.). Dabei erfolgte der Transfer der Nukleinséuren fiir 12-18 h durch einen
Strom von Pufferfliissigkeit (20x SSC) in Richtung der Blottingmembran, der durch
Kapillarkrifte erzeugt wurde. Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran zur

Entfernung anhaftender Agarose-Reste in 2x SSC gewaschen (2 min).

3.4.13.  Southern-Blot-Analysen

Benotigte Losungen:

Denaturierungs-L6sung: Neutralisierungs-Ldsung:
0,5 mol/l NaOH 1,0 mol/l Tris (pH 7,5)
1,5 mol/l NaCl 1,5 mol/l NaCl
Durchfihrung:

Zur Identifizierung von falsch positiven Klonen aus verschiedenen Screens der Genbanken
sowie aus verschiedenen PCR-Reaktionen wurden Southern-Blots durchgefiihrt. Hierzu
wurde die zu untersuchende DNA in einem Agarose-Gel aufgetrennt. AnschlieBend wurde
das Gel zur Denaturierung der DNA zunichst in Denaturierungs-Losung (45 min) und danach
in Neutralisations-Losung (30 min) inkubiert. Der Transfer der Nukleinsduren auf eine

Blottingmembran erfolgte in einem Kapillartransfer (wie fiir Northern-Blot-Analysen
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beschrieben) mit 10x SSC-Laufpuffer iiber Nacht. Nach Beendigung des Transfers wurde die

Membran zur Entfernung anhaftender Agarose-Reste in 2x SSC gewaschen (2 min).

3.4.14.  Herstellung Digoxigenin markierter Sonden

Die zur spiteren immunologischen Detektion von Hybridisierungsexperimenten erforderliche
Markierung von Nukleinsduren mittels Digoxigenin (DIG) wurde mit dem “DIG-High Prime
Labeling and Detection Kit” (Boehringer, Mannheim) durchgefiihrt. Dieses Kit nutzt den
Einbau von DIG-11-dUTP in einen zum Template komplementédren Nukleinsdure-Strang in
einer 'random primed' Reaktion. Dabei ist das Digoxigenin iiber eine gegeniiber alkalischen
Reagenzien labilen Esterbindung an das UTP gekoppelt. Dies erleichtert die
Wiederbenutzung der hybridisierten Filter.

Durchfihrung:

Die als spatere Sonde gewiinschte cDNA wurde mittels Restriktionsverdau (s. Abs. 3.4.3.) aus
dem Plasmid geschnitten. Nach elektrophoretischer Auftrennung wurde die gewiinschte
Bande unter UV-Licht-Kontrolle aus dem préiparativen Agarosegel ausgeschnitten. Die DNA
wurde mit dem “GFX™ PCR DNA and gel band purification”-Kit (Amersham Pharmacia,
Uppsala, Schweden) entsprechend den Herstellerangaben aus dem Gel zuriickgewonnen. Fiir
die Markierungs-Reaktion wurden jeweils 1 pg gereinigte cDNA in einem Volumen von
16 pl zunéchst durch Erhitzen (10 min) bei 95°C gefolgt von einer Inkubation (5 min) auf Eis
denaturiert. Nach Zugabe von 4 pl DIG-High Prime Mix erfolgte die Markierungs-Reaktion
bei 37°C. Nach 20 h wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 pl 0,2 mol/l EDTA (pH 8,0)
beendet. Die Konzentration der so hergestellten Sonde wurde mit den im Kit enthaltenen
Evaluierungsstreifen iiberpriift. Sie lag gewohnlich bei etwa 2 pg pro Reaktionsansatz und

konnte fiir Hybridisierungen 1:500 bis 1:2000 verdiinnt werden.
3.4.15. Hybridisierung
benotigte Losungen:

50x Denhardts Reagenz: Prahybridisierungslosung:

5 g Ficoll (Typ 400)

5 g Polyvinylpyrrolidon

15 g BSA (Fraktion V)
ad 500 ml mit Aqua bidest.

20x SSC:
3,0 mol/l NaCl
0,3 mol/l Nas-Citrat (pH 7,2)

1,0 ml 50x Denhardts Reagenz

0,5 ml 10% SDS

8,4 ml 6x SSC

100 pI 10 mg/ml Fisch-Sperma DNA

10% SDS

10,0 ¢ SDS

ad 100 mlmit Aqua bidest.
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Durchfihrung:

Die optimalen Hybridisierungsbedingungen wurden fiir jede Sonde experimentell ermittelt.
Die zu hybridisierenden Membranen wurden in 2x SSC gewaschen (10 min, 68°C). In der
Zwischenzeit wurden 100 pl Fischsperma-DNA bei 95°C denaturiert (10 min). Die
Prahybridisierung erfolgte bei 65°C fiir 3 h in 10 ml Prahybridisierungslosung. Kurz bevor die
Priahybridisierung beendet war, wurde die experimentell optimierte Menge DIG-markierte
Sonde bei 95°C denaturiert (5 min) und in einem geeigneten Volumen Préhybridisierungs-
16sung verdiinnt. Dieses Gemisch wurde nach Abgieen der Prahybridisierungslosung zu der
nun blockierten Membran gegeben. Die Hybridisierung erfolgte bei der zuvor ermittelten
optimalen Hybridisierungstemperatur iiber Nacht. Nach Entfernen der Hybridisierungslosung
erfolgten mehrere Waschschritte zur Entfernung unspezifisch gebundener Sonde nach dem
folgenden Schema:

2x 5 min 2x SSC/0,1% SDS bei RT

2x 15 min 0,1x SSC/0,1% SDS bei 65°C.

Die weitere Behandlung der Membran, bis zur Visualisierung der hybridisierten Nuklein-
sduren, erfolgte entsprechend den Hersteller Angaben zum “DIG-High Prime Labeling and
Detection”-Kit.

3.4.16. Reverse Transkription und Erstellung zweier cONA-Genbanken

Die Synthese der cDNA aus mRNA, die zuvor aus Fettkdrper und Hdmozyten experimentell
infizierter Larven des Tabakschwérmers M. sexta gewonnen worden war, erfolgte mittels des
“ZAP-cDNA"™ Gigapack™ III Gold Cloning“-Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA) in
Anlehnung an die im Kit enthaltenen Herstellerangaben. Mit Ausnahme des Radioisotops
(Applied Biosystems/NEN, Boston, MA, USA) und des SM-Puffers waren alle benutzten
Losungen in diesem Kit enthalten. Die dabei gewonnene cDNA wurde nachfolgend in den im
Kit enthaltenen Uni-ZAP XR Vektor ligiert.
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3.4.16.1. Reverse Transkription der mRNA

In ein DEPC-behandeltes und autoklaviertes Reaktionsgefdl wurden 5 pg mRNA gegeben,
bei 65°C denaturiert (10 min) und anschlieBend auf Eis abgekiihlt. In einem zweiten

Reaktionsgefal wurden folgende Komponenten gemischt:

pl 10x Erststrang-Puffer

pl Erststrang-Nukleotid-Mix (enthilt 5-Methyl-dCTP)
pl Linker-Primer (1,4 pg/ul)

pl RNase Block Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul)

— DN W W

Der Reaktionsansatz wurde durch Zugabe von DEPC-behandeltem Wasser auf ein Volumen
von 15 Ul gebracht, sorgfiltig durchmischt und zur denaturierten mRNA gegeben. Das Re-
aktionsgemisch wurde bei RT inkubiert (10 min), um ein gutes Hybridisieren des Linker-
Primers an die RNA zu gewéhrleisten. Nun erfolgte die Zugabe von 75 U MMLV-RT zum
Transkriptionsansatz. Alle Komponenten wurden erneut gut gemischt und durch eine kurze
Zentrifugation im Boden des Gefilles gesammelt. Ein 5 pl Aliquot wurde dem Reaktions-
ansatz entnommen und in ein zweites Reaktionsgefdl3, in welches zuvor 0,5 pl [0-*P] dATP
gegeben worden waren, iiberfiihrt. Dieser Ansatz diente als Kontrollreaktion. Die Synthese
des Erststranges der cDNA erfolgte fiir 1 h bei 37°C. Die Kontrollreaktion wurde nun bei
-20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Die synthetisierten Einzelstrang-cDNAs

wurden als Matrize fiir die Zweitstrang-Synthese eingesetzt.

Zweitstrang-Synthese
Zu den 45 pl Erststrang-Reaktionsprodukt wurden die folgenden Reagenzien in der

angegebenen Reihenfolge gegeben:

20 10x Zweitstrang-Puffer
6 Zweitstrang-dANTP-Mix
114 ul steriles Aqua bidest.
2wl [a-*2P] dATP
2 RNase H (1,5 U/ul)
11 ul DNA Polymerase 1 (9,0 U/ul)
Der Reaktionsansatz wurde kurz gemischt und durch Zentrifugation am Boden des Gefdf3es
gesammelt. Die nun folgende Inkubation wurde abweichend zur Firmenanleitung fiir 17 h bei
10-15°C durchgefiihrt. In ersten Vorversuchen wurde die Synthese von einer groflen Anzahl
kurzer Fragmente beobachtet, die vermutlich durch eine Bildung von hair-pin-Strukturen
verursacht wurde. Nach beendeter Reaktion wurde die cDNA nach Zugabe von
23 pl blunting-dNTP'-Mix und 2 pl Pfu-DNA Polymerase (2,5 U/ul) fiir 30 min bei
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72°C 'geglittet'. Der Reaktionsansatz wurde nun einmal mit 200 pl Phenol (pH 8,0) : Chloro-
form (1:1; v/v) und einmal mit 200 pl Chloroform extrahiert. Nach Zugabe von
20 pl 3 M Natriumacetat Losung und 400 pl Ethanol (100%) wurde die cDNA bei —20°C iiber
Nacht prazipitiert. Durch Zentrifugation (13000 rpm, 60 min und 4°C) wurde das Prizipitat
abgetrennt, mit 500 pl Ethanol (70%) gewaschen und nachfolgend getrocknet. Das Pellet
wurde nun bei 4°C fiir 30 min in 9 pl EcoRI Adaptern resuspendiert. Die Ligation erfolgte
nach Zugabe von 1 pul 10x Ligase-Puffer, 1 pl 10 mmol/l tATP und 4 U T4 DNA Ligase bei
8°C iiber Nacht. Dieser Schritt gewéhrleistet, zusammen mit der im Linker-Primer
vorhandenen Xhol Restriktionsschnittstelle, die spétere, direktionale Klonierung der cDNAs
in den Uni-ZAP XR Vektor. Nach beendeter Reaktion wurde die Ligase durch Inkubation
(30 min) bei 70°C denaturiert. Die Adapter-Enden wurden durch Zugabe von 1 pul 10x Ligase-
Puffer, 2 pl 10 mmol/l rATP, 6 I sterilem Aqua bidest. und 10 U T4 Polynukleotid Kinase
bei 37°C phosphoryliert (30 min). Es folgte erneut eine Inkubation (30 min) bei 70°C, um die
Kinase zu inaktivieren. AnschlieBend wurde die Reaktion auf RT abgekiihlt (5 min). Als
Vorbereitung fiir die spitere Insertion der cDNAs in den Vektor erfolgte ein Verdau mit
Xhol. Hierzu wurde dem Reaktionsansatz 28 pl Xhol Puffer-Supplement zugesetzt, gefolgt
von der Zugabe von 120 U Xhol. Der Verdau wurde fiir 1,5 h bei 37°C durchgefiihrt. Nun
wurden 5 pl 10x STE-Puffer und 125 pl Ethanol (100%) zum Reaktionsgemisch gegeben und
die DNA bei —-20°C iiber Nacht prazipitiert. Die ausgefallene DNA wurde durch
Zentrifugation bei 13000 rpm (Mikrozentrifuge, max. Drehzahl, 60 min) und 4°C pelletiert.
Das Pellet wurde getrocknet und in 14 pl 1x STE-Puffer und 3,5 pl Sdulen-Ladepuffer fiir die

GroBenfraktionierung resuspendiert.

3.4.16.2. Grolenfraktionierung von cDNA

Die Sidule fiir die GroBenauftrennung der hergestellten cDNA wurde aus einer sterilen,
graduierten 1 ml Pipette, die mit einer 10 ml Spritze als Pufferreservoir verbunden war,
hergestellt. Um zu verhindern, dass die Sepharose aus der Sédule 'auslduft', wurde das Ende der
Pipette vor dem Packen mit etwas steriler Watte gefiillt. Die Sepharose wurde nun sorgfaltig
aufgeschwemmt, bis eine einheitliche Suspension entstanden war. AnschlieBend wurde
solange Sepharose in die Sdule gefiillt, bis sich die Oberkante des gepackten Sdulenbettes
knapp oberhalb der 1 ml Graduierung befand. Nun wurde die Sdule mit 15 ml 1x STE-Puffer
equilibriert. Nachfolgend wurde die cDNA auf die Saule aufgetragen, wobei grofite Sorgfalt
darauf verwendet wurde, dass Gelbett nicht aufzuwirbeln. Die Elution erfolgte mit 1x STE-
Puffer. Nachdem die Farbfront die 0,4 ml Graduierung erreicht hatte, wurde mit dem
Sammeln von Fraktionen in einer Grofle von jeweils 3 Tropfen begonnen. Dies wurde fort-
gesetzt, bis der Farbstoff die Sdule verlassen hatte. Nach beendeter Elution wurde jeder
Fraktion ein Aliquot von 8 Ml entnommen. Dieses wurde in einer nicht-denaturierenden
Acrylamid-Elektrophorese zur Abschédtzung der Fraktionierungsqualitit und ¢cDNA-Léngen

eingesetzt. Nachfolgend wurden die Fraktionen zur Entfernung eventuell verbliebener
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Proteine einmal mit 200 pl Phenol:Chloroform (1:1; v/v) und einmal mit 200 pl Chloroform
extrahiert. Anschlieend wurden jeder Fraktion zwei Volumenteile 100% Ethanol zugesetzt
und die DNA {iber Nacht bei —20°C prézipitiert. Das Prézipitat wurde durch Zentrifugation
bei 13000 rpm (1 h) pelletiert. Nun wurde das Pellet mit 200 pl 80% Ethanol gewaschen und
nachfolgend getrocknet. Die Resuspendierung der cDNA erfolgte in Abhidngigkeit der
enthaltenen Radioaktivitdt in 3,5 - 5 pl sterilem Aqua bidest.

3.4.16.3. Ligation von cDNA in den Uni-ZAP XR Vektor

Zur Durchfiihrung der Ligation wurden 100 ng der cDNA zusammen mit den folgenden

Komponenten in der angegebenen Reihenfolge in ein Reaktionsgefdll gegeben:

100 ng cDNA
0,5 10x Ligase Puffer
0,5 10 mmol/l rATP (pH 7,5)
1,0 ul Uni-ZAP XR Vektor (1 pg/pl)
X Ml steriles Aqua bidest. bis zu einem Gesamtvolumen von 4,5 pl

Nach sorgfiltigem Durchmischen erfolgte die Zugabe von 0,5 pul T4 DNA Ligase (4 U/ul).
Die Ligation wurde 12 h bei 12°C inkubiert.

3.4.16.4. In-vitro-Verpackung von rekombinanter Lambda-DNA

Benotigte Reagenzien:

SM-Puffer:
0,050 mol/l Tris-HCL (pH 7,5)
1,000 mol/l NaCl
0,008 mol/l MgSO,x 7 H,0O
0,010 % Gelatine

Durchfihrung:

Die fiir die Verpackung rekombinanter Lambda-DNA benoétigten Phagenbestandteile waren in
dem kommerziell bezogenen “Gigapack™ III Gold Packaging Extract” (Stratagene, La Jolla,
CA, USA) enthalten. Fiir die Verpackungsreaktion wurden zu 25 pl 'packaging extract' 1 pl
des Ligations-Ansatzes gegeben, gemischt und fiir 2 h bei RT inkubiert. Die reifen Phagen
wurden mit 500 pl SM-Puffer und 20 pl Chloroform vermischt. Der phagenhaltige Uberstand

wurde zur Titration bzw. zur Amplifikation der Expressionsbibliothek eingesetzt.
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3.4.16.5. Amplifikation und Titration von Expressionsbibliotheken

Benotigte Reagenzien:

1 mol/l MgSO.,, steril filtriert
10 mmol/l MgSO, steril filtriert
10% Maltose, steril filtriert

Durchfihrung:

Aus einer Ubernacht-Kultur von E. coli XL1-Blue wurde eine frische Kultur in LB Medium,
supplementiert mit 10 mmol/l MgSO, und 0,2% Maltose (w/v), angeimpft und bis zu einer
Absorption von 0,5 bei 37°C inkubiert. Durch Zentrifugation (500 xg, 10 min) wurden die
Bakterien pelletiert und nachfolgend im gleichen Volumen 10 mmol/l MgSQO, resuspendiert.
Zur Amplifikation der Bibliothek wurden 600 pl Bakteriensuspension mit 100 pl Uberstand
der Verpackungsreaktion (ca 5x10* PFU) eingesetzt. Fiir andere Zwecke (Titration,
Plaquelifts) erfolgte die Infektion der Wirtszellen mit geeigneten Verdiinnungen der
amplifizierten Bibliothek. Wéhrend der folgenden Inkubation (15 min, 37°C) wurde den
Phagen das Adhérieren ermdglicht. AnschlieBend wurden die infizierten E. coli Zellen in 7 ml
NZYM-Top-Agar auf LB-Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Zur
Amplifikation der Bibliothek wurden die Platten mit jeweils 10 ml SM-Puffer {iberschichtet
und zur Extraktion der Bakteriophagen iiber Nacht bei 4°C sanft geschwenkt. Die Uberstinde
aller Platten wurden vereinigt und zur Abtrennung von Zelldebris 15 min mit Chloroform
(Endkonzentration 5%; v/v) behandelt. Der Uberstand wurde mit DMSO auf eine
Endkonzentration von 7% gebracht, aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C
gelagert. Zur Titration der Expressionsbank erfolgte das Auszdhlen der erhaltenen
durchscheinenden Hofe ohne weitere Behandlung. Die Berechnung des Umfangs der

Bibliothek erfolgte nach folgender Formel:

Anzahl Plaques x Verdiinnungsfaktor x Volumen der Ligations-Reaktion, bzw.
fiir die Titration der amplifizierten Bank nach:
Anzahl Plaques x Verdiinnungsfaktor x 1000 = PFU/ml
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3.4.16.6. *“Screenen” der Expressionsbank

Benotigte Reagenzien:

Lysis Puffer: Neutralisations-Puffer:
0,5 mol/l NaOH 1,0 mol/l Tris-HCI (pH 8,0)
1,5 mol/l NaCl 1,5 mol/l NaCl
Durchfuhrung:

Zum “Screenen” der Expressionsbank wurden entsprechend Abs. 3.4.16.5. Platten mit einer
Phagendichte von 5x10* PFU/Petrischale (15 cm Durchmesser) erstellt. Mittels Nitro-
cellulose-Membranen wurde von den Platten ein Negativ erstellt. Hierzu wurde die Membran
auf den Top-Agar gelegt (2 min). AnschlieBend wurden die an der Membran heftenden
Phagen in Lysis-Puffer lysiert (5 min). Die Membran wurde an der Luft getrocknet und in
Neutralisations-Puffer behandelt (5 min). Nach erneuter Lufttrocknung wurde der Debris
durch 30 s Schwenken in 2x SSC entfernt. Die Identifizierung von positiven Kolonien
erfolgte durch Hybridisierung mit DIG-markierten, spezifischen Sonden wie in Abs. 3.4.14.
beschrieben. Die nachfolgende immunologische Detektion erfolgte entsprechend den
Hersteller Angaben zum “DIG-High Prime Labeling and Detection Kit” mittels eines
monoklonalen, alkalische Phosphatase-konjugierten Fab-Fragments gegen Digoxigenin. Die
positiven Plaques wurden durch Vergleich der Platte mit dem Negativ identifiziert, mit einer
sterilen Pipettenspitze ausgestochen und in ein Eppendorf-Gefal3 iiberfiihrt. Die Extraktion
der Phagen erfolgte durch Inkubation der ausgestochenen Agarose mit 500 pl SM-Puffer und
20 ul Chloroform bei 8°C iiber Nacht. Der erhaltene Phagen-Stock wurde bis zur
Einheitlichkeit der Platten subkloniert.
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3.4.16.7. In-vivo-Exzision der Phagemide

Durchfihrung:

Zwei in LB-Medium mit 10 mmol/l MgSO, und 0,2% Maltose (w/v) gezogene Ubernacht-
Kulturen von XL1-Blue- und SOLR-E. coli-Zellen wurden durch Zentrifugation (1000 xg,
5min, 4°C) pelletiert. Die pelletierten Bakterien wurden getrennt in einer Menge
10 mmol/l MgSO, resuspendiert, so dass die Absorption 1,0 betrug. Zu 200 pl der XL1-Blue-
Zellen wurden 250 pl rekombinante Phagen (fiir nach Abs. 3.4.16.6. isolierte einzelne Klone;
fiir Massenexzision ca. 1x10° Phagen) und ca. 1x10° ExAssist-Helfer-Phagen gegeben.
Wihrend der folgenden Inkubation (10 min, 37°C) wurde den Phagen die Adhision
ermdglicht. Nach Zugabe von 3 ml LB-Medium wurde erneut fiir 2,5-3 h bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde die Suspension erhitzt (20 min, 65-70°C) und der Debris durch
Zentrifugation bei 1000 xg (15 min) abgetrennt. Der Uberstand, der die als filamentdse
Phagen-Partikel verpackten, ausgeschnittenen pBluescript Phagemide enthielt, wurde in ein
steriles Gefd3 tiberfiihrt und zur weiteren Propagation in SOLR-E. coli-Zellen eingesetzt.
Hierzu wurden 200 pl SOLR-E. coli-Zellen mit 100 pl pBluescript Phagemid versetzt. Den
Phagemiden wurde fiir 15 min bei 37°C die Adhidsion an die Wirtszellen erlaubt, nachfolgend
wurden die infizierten Zellen im Verhéltnis 1:9 auf zwei Ampicillin-LB-Agar Platten
(50 pg/ml) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.4.16.8. Isolation von rekombinanter Lambda DNA aus den Expressionsbanken

Benotigte Reagenzien:

TE-Puffer:
10 mmol/l Tris-HCI (pH 8,0)
1 mmol/l EDTA

Durchfihrung:

Ein 50 ml Aliquot der nach Abs. 3.4.16.5. amplifizierten Expressionsbanken wurde zur
Entfernung der Wirts-DNA mit 10 ml DEAE-Zellulose (DE-52, Whatman) 25x invertiert.
Durch Zentrifugation bei 5000 xg (5 min) wurde die DEAE-Zellulose abgetrennt. Die
Extraktion wurde mit frischem Anionentauscher einmal wiederholt. Die im Uberstand
verbliebenen Phagen wurden mit 1/8 Volumenteil 5 M NaCl und 1 Volumenteil 100%
2-Propanol versetzt und bei —20°C iiber Nacht gefdllt. Das Prézipitat wurde durch
Zentrifugation (15000 xg, 20 min) abgetrennt und in 2 ml TE-Puffer resuspendiert. Zur
Entfernung von Proteinen wurden die Phagen jeweils 2x mit Phenol, Phenol:Chloroform (1:1,
v:v) und Chloroform extrahiert. Nach Zugabe von 2,5 Volumenteilen 100% Ethanol und
1/10 Volumen 3 M Natriumacetat-Losung (pH 5,5) wurde die rekombinante Lambda DNA
fiir 30 min bei —80°C gefillt und das Prézipitat durch Zentrifugation (12000 xg, 15 min)
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abgetrennt. Das Pellet wurde getrocknet, in 400 pl sterilem Aqua bidest. resuspendiert,

aliquotiert und bei —80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.4.16.9. Nicht-denaturierende Acrylamid-Elektrophorese von cDNAs

Benotigte Losungen:

Losung A: Acrylamid-Bisacrylamid Ldsung B: 5x TBE
29,0 g Acrylamid 54,0 g Tris (Base)
1,0 g N,N'-Methylbisacrylamid 27,5 g Borsdure
ad 100 ml mit Aqua bidest. 20,0 ml 0,5 mol/l EDTA

ad 1000 ml mit Aqua bidest., pH 8,3

Durchfihrung:

Um die Qualitdt der GroBenfraktionierung zu iiberpriifen, wurden 1 pl Aliquots abgenommen
und mit 6 Pl Probenpuffer fiir Sequenziergele versetzt. Zur Auftrennung dieser Proben wurde
ein 5%iges nicht-denaturierendes Acrylamid-Gel hergestellt. Hierzu wurden 7,8 ml Losung A
mit 10 ml Losung B und 33,85 ml Aqua bidest. gemischt. Nach Zugabe von 0,35 ml
10% APS-Losung wurde das Gemisch in eine nach Abs. 3.1.4.1. vorbereitete Gelapparatur
gefiillt. Nach erfolgter Polymerisation wurden pro Fraktion 7 pl der vorbereiteten Proben in
die Taschen des Geles pipettiert. Die Auftrennung der cDNAs erfolgte bei konstant 30 mA
unter Eiskiihlung, bis die Bromphenol Blau-Front das Ende des Gels erreicht hatte. Die
“Sandwich”-Apparatur wurde vorsichtig gedffnet und das Gel wurde in 10% Essigsdure mit
20% Methanol fixiert (15 min). AnschlieBend wurde das Gel vorsichtig auf einen Blotting
Filter iiberfiihrt, getrocknet und zur Autoradiografie fiir 24 h auf einen Rontgenfilm gelegt.

3.4.16.10. Alkalische Agarose-Elektrophorese

Durch die Bildung von Sekundérstrukturen (z.B. Hairpinning) kann es wihrend der reversen
Transkription, aber auch bei der Synthese des zweiten Stranges der cDNA, zur Bildung von
verkiirzten cDNAs kommen. Alkalische Agarose Gele erlauben es, Riickschliisse iiber die

Bildung unerwiinschter, verkiirzter Bruchstiicke zu treffen.

Benotigte Reagenzien:

10x Alkalischer Puffer: 2x Alkalische Agarose Probenpuffer
3 ml 5 mol/l NaOH 200 pl Glycerin
2 ml 0,5 mol/l EDTA 750 pl Aqua dest.
45 ml Aqua dest. 46 Ml gesittigte Bromphenol Blau-Losung

5 pl 5 mol/l NaOH
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Durchfihrung:

In 72 ml Aqua bidest. wurden 800 mg Agarose bis zum vollstaindigen Schmelzen erhitzt. Die
Agarose wurde auf 50-55°C abgekiihlt und mit 8 ml zehnfach-konzentriertem alkalischem
Puffer versetzt. Das Gel wurde nun moglichst diinn in die vorbereitete Elektrophorese-
Apparatur gegossen und bis zum Erstarren abgekiihlt. Die Aliquots der Erst- und Zweitstrang-
Synthese wurden mit einem gleichen Volumen 2x Probenpuffer versetzt und anschlieBend in
die Taschen des Geles pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte mit einfach-konzentriertem
alkalischem Puffer als Elektrophorese-Puffer bei einer Stromstirke von 50 mA bis die
Bromphenol Blau-Front 2/3 des Geles durchlaufen hatte. Das Gel wurde nun der Kammer
entnommen und unter grofiter Vorsicht zwischen mehreren Lagen Blotting Papier trocken-
getupft und etwas entwissert. AnschlieBend wurde es fiir 20-24 h zur Autoradiografie auf

einen Rontgenfilm gelegt.

3.4.16.11. Ethidiumbromid-Plattenassay zur Quantifizierung der cDNA

Fiir die Ligation der cDNA in den Vektor ist es erforderlich, ein ungefihres Mal3 der Menge
an vorhandener cDNA zu besitzen. Zur Abschdtzung erfolgte ein Vergleich der erhaltenen
Menge cDNA mit bekannten Mengen eines DNA-Standards auf Ethidiumbromid-

enthaltenden Agaroseplatten.

Durchfihrung:

In 100 ml TAE-Puffer (s. Abs. 3.4.2.) wurden 800 mg Agarose bis zum vollstindigen
Schmelzen erhitzt. Die Agarose wurde auf 50-55°C abgekiihlt und mit Ethidiumbromid ver-
setzt (Endkonzentration 1 pg/pl). AnschlieBend wurde die Agarose auf Petrischalen verteilt
(10 ml pro Petrischale) und bis zum Erstarren abgekiihlt. Die Lagerung nicht sofort bendtigter
Schalen erfolgte im Dunkeln bei 4°C. Zur Bestimmung der cDNA-Menge wurde eine
Standardreihe aus DNA bekannter Konzentration hergestellt (5-200 ng/pl). Von dieser
Standardreihe wurden 0,5 pl Aliquots auf eine Ethidiumbromid-Agarplatte aufgetragen.
Ebenso wurde mit den DNA-Proben unbekannter Konzentration verfahren. Um eine
gleichméBige Diffusion der DNA in die Agarplatte zu gewédhrleisten, wurden die Platten nun
bei RT inkubiert (15 min). Die Bestimmung der unbekannten Konzentrationen erfolgte durch
visuellen Abgleich der Farbungsintensititen der unbekannten cDNA-Fraktionen mit den

Konzentrationen der Eichreihe.
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3.5. Sonstige Methoden

3.5.1. Gewinnung von Hamolymph-Plasma

Zur Hamolymph-Gewinnung wurden Tiere des 5. Larvenstadiums (L5) am 3. Tag nach der
Hautung eingesetzt. Erfolgte eine experimentelle Infektion der Tiere, wurden die Erreger 24 h
zuvor nach Oberflachendesinfektion in einem Volumen von 50 pl Manduca-Saline ventral
zwischen dem 4. und 5. KranzfuB3-Paar appliziert. Unmittelbar vor der Himolymphabnahme
wurden die Tiere fiir einige Minuten im Kiihlschrank gekiihlt. Nach Oberflichendesinfektion
erfolgte die Blutentnahme durch Punktion des ersten KranzfuB3-Paares. Erfolgte die Himo-
lymphabnahme bei Tieren des 3. oder 4. Larvenstadiums, wurde das Horn mit einer
desinfizierten Schere angeschnitten. Die austretende Hidmolymphe wurde in einem vorge-
kiihlten Gefdll gesammelt, in welches - zur Inaktivierung der Phenoloxidase - ein Kristall
Phenylthioureat (PTU) vorgelegt worden war. Die Abtrennung zelluldrer Bestandteile erfolgte
nach einer von Beckage und Mitarbeitern beschriebenen Zentrifugation [Beckage et al. 1993].

AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

3.5.2. Praparation von Hamozyten

Benotigte Losungen:

Zur Priparation von Hédmozyten und Hémolymphe wurden verschiedene physiologische

Salinen genutzt. Die Zusammensetzung dieser Salinen ist in der folgenden Tabelle dargestellt:

Pro Liter
Vollsaline AC-Saline Ca/Mg-frei
4,0/ mM |NaCl 0,230 g 0,230 g 0,230 g
40,0| mM |KCl 2,980 g 2,980 g 2,980 g
1,7| mM | PIPES 0,514 g 0,514 g 0,514 g
146,0 | mM | Saccharose 50,00 g 50,00 g 50,00 g
1,0 g | Polyvinylpyrridon (PVP-40) 1,000 g 1,000 g 1,000 g
18,0 mM | MgCl, x 6 H,O 3,660 g -- --
3,0] mM |CaCl,x 2 H,O 0,440 g -- --
8,0 mM |Na,EDTA -- 2978 g -
9,5| mM | Zitronensdure x 1 H,O - 1,996 g -
27,0 | mM |Naz-Citrat x 2 H,O -- 7,940 g --

Alle obigen Salinen wurden auf einen pH von 6,5 — 6,8 mit einem Gemisch aus NaOH und
KOH (1:1) eingestellt, steril filtriert und bei 4°C gelagert. Vollsaline und Anti-Coagulanz-
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Saline (AC) wurden nach einer von Willot und Mitarbeitern beschriebenen Methode
hergestellt [Willott et al. 1994].

Zur Gewinnung von Hamozyten wurden die Tiere wie in Abs. 3.5.1. angegeben vorbereitet.
Die Priparation der Hadmozyten erfolgte nach einer von Willot und Mitarbeitern be-
schriebenen Methode [Willott et al. 1994]. Fiir immunhistochemische Untersuchungen
wurden die Himozyten nach zwei Waschschritten in AC-Saline in Vollsaline resuspendiert
und auf die Objekttrager gebracht. Fiir Membranpriparationen und nachfolgende
Extraktionen von Membranproteinen erfolgte ein zusétzlicher Waschschritt mit 0,21 mol/l
NaCl und 50 pmol/l Pefablock. Nach Abnahme des Uberstandes wurden diese Himozyten bei
-20°C gelagert.

3.5.3. Kultur von Bakterien

Benotigte Losungen:

LB Medium

LB Agar

50 mg/ml Ampicillin-Stammldsung
10 mg/ml Kanamycin-Stammldsung
5 mg/ml Tetracyclin-Stammldsung

Glycerin (autoklaviert)

Durchfihrung:

Zur Kultivierung wurden bei —80°C gelagerte Bakterien auf einer LB-Agarplatte mit dem
entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C bebriitet. Von dieser
Platte wurde am néchsten Tag eine einzelne Kolonie entnommen und in fliissiges LB-Medium
mit Antibiotikum tiberfiihrt. Die Zucht der Fliissigkultur erfolgte im Schiittelwasserbad bei
37°C tiber Nacht. Am nichsten Morgen wurden die Bakterien in frisches Medium iiberimpft
und fiir nachfolgende Anwendungen kultiviert. Sollten die Bakterien fiir ldngerfristige
Lagerung eingefroren werden, wurden 100 pl Ubernacht-Kultur mit einem gleichen Volumen

sterilem Glycerin gemischt und bei —80°C bis zum weiteren Gebrauch gelagert.

3.5.4. Herstellung einer Affinitdtsmatrix mit immobilisiertem LPS

Die Immobilisierung von LPS erfolgte nach vorhergehender partieller Oxidation der
Kohlenhydrate nach der von Minetti und Mitarbeitern beschriebenen Methode [Minetti et al.
1991]. Zum Vergleich, ob es sich bei spiter eluierten Proteinen um unspezifische Assoziation
an das Gelbett handelt, wurde ein Teil des Affigel HZ nicht mit LPS gekoppelt. Die

Behandlung dieses Teils erfolgte ansonsten jedoch auf die gleiche Weise.
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3.5.4.1. Oxidation von LPS

Benotigte Reagenzien:

Kopplungs-Puffer:
100 mmol/l Natriumacetat (pH 5,5)
150 mmol/l NaCl

NaIO4
LPS (E.coli Serotyp 0111:B4)

Durchfihrung:

25 mg Natriumperiodat NalO, wurden in 25 ml Kopplungspuffer fir HZ-Gele gelost. Zu
12,5 ml dieser Losung wurden 50 mg LPS Serotyp 0111:B4 (Sigma-Aldrich, Miinchen)
gegeben, gelost und 1 h bei RT im Dunkeln oxidiert. Zur Entfernung des verbliebenen Oxi-
dationsmittels wurde das oxidierte LPS iiber Nacht einer Dialyse gegen 4 1 Kopplungspuffer
bei 8°C unterzogen.

3.5.4.2.  Kopplung des oxidierten LPS an eine Hydrazid-Matrix

Benotigte Losungen:

Lager-Puffer:
20  mmol/INatriumphosphat-Puffer (pH 7,0)
500 mmol/INaCl
0,02 % Natriumazid
Glycerin

Durchfihrung:

Das in 2-Propanol gelagerte Affigel-HZ (Biorad) wurden zur Entfernung des 2-Propanols
intensiv mit reichlich Kopplungspuffer gewaschen (mehrmalige kurze Zentrifugation bei
500 rpm, Abnehmen des Uberstandes, Resuspendieren in Kopplungspuffer) und anschlieBend
im selben Puffer aufgenommen. Zu dieser Suspension wurde das oxidierte LPS gegeben. Die
Kopplung erfolgt iiber Nacht bei RT unter stindigem Schiitteln auf einem Wippschiittler. Fiir
Kontrollzwecke wurde eine zweite Menge des Affigels nach Entfernung des 2-Propanols in
Kopplungspuffer ohne Zugabe von LPS ebenfalls iiber Nacht geschiittelt (Kontroll-Agarose).
Beide Ansidtze wurden anschlieBend mit Lager-Puffer gewaschen und im selben Puffer
aufbewahrt. Zur Kontrolle der Kopplung wurde ein SDS-PAGE mit nachfolgender
Silberfarbung durchgefiihrt.
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3.5.5. LPS-Bindungstest

Zum Nachweis der Bindung von LPS durch IML-3 wurde ein Bindungstest mit
solubilisiertem LPS durchgefiihrt. Die Solubilisierung des LPS (E. coli, Serotyp 0111:B4,
Sigma-Aldrich, Miinchen) in Vollsaline erfolgte in Anlehnung an die von Fotiadou
beschriebene Methode [Fotiadou 1994]. Die eingesetzte Himolymphe wurde wie in Abs.
3.5.1. beschrieben gewonnen, jedoch wurde vor der Abtrennung der Zellen Protease Inhibitor
(Sigma-Aldrich, Miinchen) zugesetzt. Die Himolymphe wurde mit einem gleichen Volumen
Vollsaline verdiinnt und mit 10 mg/ml LPS versetzt (Negativ-Kontrolle: Zugabe eines
gleichen Volumens Vollsaline) und 2 h bei RT unter sanftem Schwenken inkubiert.

Zur Analyse wurden beide Ansédtze mit einem gleichen Volumen nativem Probenpuffer ver-
setzt und einer Acrylamid-Elektrophorese unter nativen Bedingungen unterzogen. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurde ein Streifen des nativen Gels ausgeschnitten und in
einer zweiten Dimension unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Die Analyse

erfolgte nach Western-Blot mit dem Kaninchen-Antikérper gegen IML-3.
3.6. Bioinformatische Methoden

3.6.1. Sequenzanalyse

Zur Analyse der klonierten Sequenzen wurden verschiedene Datenverarbeitungsprogramme
eingesetzt. Filir die anfiangliche Suche nach #&hnlichen Sequenzen wurde das Programm
“Blast” des Nationalen Gesundheitsinstituts der Vereinigten Staaten (National Institute of
Health, NIH) genutzt [ Altschul et al. 1990; Altschul et al. 1997].

Zur Ubersetzung der cDNAs in Aminosiure-Sequenzen wurde das Programm “Open reading
frame finder” (ORF finder) des NIH eingesetzt.

Alignments der klonierten Gene bzw. der hergeleiteten Aminosdure-Sequenzen erfolgten mit
dem Programm “ClustalW” [Thompson et al. 1994].

Die Untersuchung der abgeleiteten Peptide auf mogliche Signalsequenzen erfolgte mit dem

Programm “Signal P” [Nielsen et al. 1997].



74

4.

4.1.

Ergebnisse

Nachweis und Reinigungsversuche LPS-bindender Proteine in der
Hamolymphe von M. sexta

Zum Nachweis LPS-bindender Proteine in Hadmozyten von Manduca sexta wurde eine
Methode angewandt, die urspriinglich von Minetti und Mitarbeitern beschrieben worden war

[Minetti et al. 1991]. Diese Methode war bereits von Kliinner erfolgreich fiir den Nachweis
LPS-bindender Proteine in Hamolymphe und Hémozyten von Galleria mellonella genutzt

worden [Kliinner 1994]. Hierzu wurde LPS an einer partikuldren Matrix aus Agarose

immobilisiert und im Folgenden als Affinitatsséule genutzt. Zur Unterscheidung der Proteine,

die an das Tragermaterial banden, wurde Liganden-freie Agarose als Negativ-Kontrolle

eingesetzt. Zu Aliquots dieser zwei verschiedenen Materialien wurden Membranproteine,

isoliert aus Hamozyten von M. sexta, gegeben. Die Versuche erfolgten im ,Batch’-Verfahren,

da keine Informationen iiber mogliche Elutionsbedingungen vorlagen.

Abb. 6:
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Nachweis LPS-bindender Proteine in Hamozyten von M. sexta

Zum Nachweis LPS-bindender Proteine in Hidmozyten von M. sexta wurden
Proteine aus Hamozyten-Membranpridparationen extrahiert und im ,Batch’-
Verfahren mit LPS-Agarose oder Liganden-freier Agarose (Negativ-Kontrolle)
inkubiert. Die nach ausgiebigem Waschen an den Agarose-Partikeln verbliebenen
Proteine wurden durch Denaturierung von der Agarose abgeldst und im SDS-Gel
mit anschlieBender Silberfarbung visualisiert. Bahn 1: Immunhdmolymphe, Bahn 2:
solubilisierte Membranproteine, Bahn 3: Uberstand der Liganden-freien Matrix,
Bahn 4: durch Denaturierung von Liganden-freien Partikeln abgeloste Proteine und
Bahn 5: nach Denaturierung von LPS-Agarose eluierende Proteine. Einige
differenziell bindende Proteine wurden durch gefiillte Pfeile hervorgehoben. Offene
Pfeile markieren ein Banden-Paar, das sowohl in der Membranprotein-Praparation,
dem Uberstand der Kontroll-Agarose und an die LPS-Partikel bindend identifiziert
werden konnte.
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Nach einer Inkubationszeit erfolgten ausgiebige Waschschritte. AnschlieBend wurden noch
gebundene Proteine von den Affinitétspartikeln durch Denaturierung mit SDS-Probenpuffer
abgelost. Die Analyse erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese und anschlieBender
Silberfarbung (Abb. 6).

Beim Vergleich der Bahnen 4 und 5 konnten sechs Banden identifiziert werden, die an die
LPS-Partikel banden, in der Probe der Kontroll-Agarose jedoch nicht gefunden werden
konnten. Besonders aufféllig war eine Doppelbande bei 21 kDa, da diese auch eindeutig im
Uberstand der Kontrollmatrix (Bahn 3), also nicht an diese Kontroll-Partikel bindend, zu
erkennen war. AuBlerdem konnten diese beiden Proteine auch in der Préparation der zur
Adsorption eingesetzten Membranproteine (Bahn 2) eindeutig erkannt werden. Beide Proteine
konnten auch bei Wiederholungsexperimenten mit neuen Protein-Priparationen aus
Hiamozyten-Membranen und mit neu hergestellter LPS-Agarose nachgewiesen werden. Diese
beiden Proteine werden im Folgenden als P21 a und b bezeichnet, wobei P21 a der oberen
Bande (21,5 kDa) und P21b der unteren Bande (20,5 kDa) zugeordnet wurde.
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Abb. 7:  Vergleich von P21 a und b mit Apo-Lipoprotein 111 und Lipophorin

Mittels LPS-Agarose bzw. Liganden-freier Agarose isolierte Membranproteine
wurden elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Silberfarbung oder Western-Blot
mit Antiseren gegen bekannte LPS-bindende Proteine detektiert. A: Silber geférbtes
SDS-Gel. Bahn 1: Hadmolymphe naiver Tiere, Bahn 2: Himolymphe Bakterien-
injizierter Tiere, Bahn 3: Hidmolymphe adulter Tiere und Bahn 4: durch
Denaturierung von LPS-Agarose eluierte Proteine. B: Western-Blot mit einem
Antiserum gegen Apo III. Bahn 1: LPS, Bahn 2: Himolymphe eines adulten Tieres
(Positiv-Kontrolle fiir Apo III), Bahn 3: an Liganden-freie Séule bindende Proteine
und Bahn 4: Proteine, die an die LPS-Agarose binden. C: Western-Blot mit einem
Antiserum gegen Lipophorin. Bahn 1: Proteine, die an die LPS-Agarose binden,
Bahn 2: an Liganden-freie Sdule bindende Proteine, Bahn 3: Hdmolymphe eines
adulten Tieres und Bahn 4: LPS. P21 a und b sind durch gefiillte Pfeile
hervorgehoben. Offene Pfeile markieren Apo III (B) bzw. Lipophorin
Untereinheiten (C).
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Zum Ausschluss der Mdglichkeit, dass P21 a und b mit Apo-Lipoprotein III (Apo III) oder
Lipophorin identisch sind, wurde in Western-Blots das Migrationsverhalten von Apo III mit
dem Migrationsverhalten der beiden beobachteten Proteine verglichen.

Abb. 7B zeigt den Blot mit dem Antiserum gegen Apolll und Abb. 7C zeigt den Blot mit dem
Antikorper gegen Lipophorin. Die positive Reaktion auf dem Immunoblot B gegen LPS ist
auf die Verwendung eines anti-Apolll-Serums zuriickzufiihren. Das Serum enthilt
naturgemdll auch Antikorper gegen bakterielle Komponenten. Wie zu erkennen ist, wurde
P21 a und b von keinem der verwendeten Antikorper erkannt. In Abb. 7A wurde auflerdem
getestet, ob P21 a und b auch in der Himolymphe gelost vorliegen, und ob experimentelle
Infektionen einen Einflufl auf den Plasma-Gehalt der Proteine haben. Wie in Bahn 1 und 2 zu
erkennen ist, konnten beide Proteine weder in der Himolymphe von naiven Tieren noch in der

Hamolymphe von Tieren nach einer experimentellen Infektion beobachtet werden.

1 2 3 4 5 6

Abb. 8: Elutionsversuche zur Isolierung von P21 a und b

Zur Optimierung der Reinigung von P21 a und b wurden verschiedene
Bedingungen zur Elution getestet. Zur Effizienz-Kontrolle erfolgte anschlieSend
eine Ablosung durch Denaturierung der noch an LPS-Agarose anhaftenden Proteine
und Analyse im SDS-Gel. Bahn 1: Immunhdmolymphe, Bahn 2: Variation der
Préaparation der Membran-Proteine, Bahn 3: Negativ-Kontrolle, Bahn 4: Positiv-
Kontrolle, Bahn 5: nach Elution mit Citrat-Puffer wurden noch an der LPS-Agarose
anhaftende Proteine denaturiert und eluiert, Bahn 6: nach Elution mit Harnstoff
wurden noch an der LPS-Agarose anhaftende Proteine denaturiert und eluiert.
Gefiillte Pfeile zeigen P21 a und b, der offene Pfeil zeigt Apo IIL.

Zur Vorbereitung der Reinigung der Proteine fiir eine nachfolgende Sequenzierung wurden
verschiedenen Elutionsbedingungen fiir eine spiter zu nutzende Sdule getestet. Hierzu wurden
Membranproteine wie beschrieben mit der Affinitdtsmatrix inkubiert und gewaschen. Vor der
abschlieBenden Denaturierung noch anhaftender Proteine erfolgten Waschschritte mit
verschiedenen Substanzen. Zundchst wurde ein Kompetitionsexperiment mit freiem LPS

durchgefiihrt. Dieses Experiment war nicht sehr aussagekréftig. Da auch LPS in der
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Silberfarbung mit angefarbt wird, war der Hintergrund in den Gelen grundsétzlich sehr hoch,
so dass eine Darstellung nicht moglich war. Jedoch entstand der Eindruck, dass freies LPS als
Kompetitor nicht in der Lage war, die Bindung von P21 a und b mit den Affinitéts-Partikeln
zu losen. Aus diesem Grund wurde in folgenden Experimenten der Effekt von Citrat-Puffer
und Harnstoff auf die Elution getestet. Die nach abschlieBender Denaturierung noch
anhaftender Proteine erhaltenen Proben wurden zur Analyse elektrophoretisch aufgetrennt
(Abb. 8).

In Bahn 1 wurde zum GroBenvergleich Himolymphe eines immunisierten Tieres aufgetragen.
Bahn 3 zeigt eine Negativ-Kontrolle, Bahn 4 eine Positiv-Kontrolle. In Bahn 5 wurden durch
Denaturierung abgeldste Proteine der mit Citrat-Puffer gewaschenen Sdule aufgetragen und in
Bahn 6 die vergleichbare Probe der Séule, die mit Harnstoff gewaschen wurde. P21 a und b
verblieb sowohl an den LPS-Partikeln, die mit Citrat-Puffer gewaschen wurden wie auch an
den mit Harnstoff Gewaschenen noch gebunden. Die Férbung der Proteine war in der Bahn
mit dem Eluat des Citrat-Puffers schwicher als in der Bahn mit Harnstoff, dies ist
offensichtlich auf eine insgesamt groBere Verdiinnung der Probe zuriickzufiihren, da dies auf
alle Banden in etwa gleichem Umfang zutrifft. In Bahn 2 war auBerdem noch eine Variation
der Membranprotein-Préparation aufgetragen. Fiir diese Préparation wurden die Hdmozyten
vor der Extraktion der Proteine mit einer verdiinnten Losung (0,5%) von Triton-X-100
gewaschen und anschlie8end eingefroren. Durch die Anwesenheit von Detergenz wahrend des
Einfrierens sollten die Himozyten zu einem groBen Teil permeabilisiert sein, so dass auch ein
Auswaschen von cytosolischen Proteinen mdglich sein sollte. Dieser Schritt wurde im

Weiteren nicht mehr angewandt, da damit keine zusétzliche Reinigung erzielt werden konnte.

1 2 3 4 5 kDa

Abb. 9: Optimierung der Reinigung von P21 aund b

Zur weiteren Reinigung wurde der Effekt einer partiellen Ammoniumsulfat-Féllung
auf die Reinigung von P21 a und b getestet. AnschlieBend wurde das
aufkonzentrierte Proteingemisch zur Pri-Adsorption iiber eine Agarose-Sdule
gegeben. Bahn 1: 25%-ige Ammoniumsulfat-Fillung, Bahn 2: Durchfluss der Pré-
Adsorption, Bahn 3: Durchfluss der Sdule mit immobilisiertem LPS, Bahn 4: an der
Pra-Adsorptionssdule bindende Proteine und Bahn 5: am immobilisiertem LPS
bindende Proteine. P21 a und b wurden durch gefiillte Pfeile hervorgehoben.
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Die in diesen Vorversuchen gewonnenen Erkenntnisse wurden nachfolgend zur Anreinigung
von P21 a und b genutzt. In Abb. 9 ist ein Gel mit den so gewonnenen Proben dargestellt.

Als ein geeigneter Weg, einige verunreinigende Proteine abzureichern, erwies sich eine
partielle Prézipitation mit 25% Ammoniumsulfat (Abb. 9, Bahn 1). Das so erhaltene
Proteingemisch wurde dann zur Prid-Adsorption mit dem Matrixmaterial ligandenfreier
Agarose inkubiert (Abb. 9, Bahn 2). Der Uberstand dieser Inkubation wurde nachfolgend an
die LPS-Agarose gebunden und gewaschen. Die bindenden Proteine wurden wie beschrieben
eluiert. Da das erhaltene Volumen sehr gro3 war, wurde die Probe durch Vakuum-
Zentrifugation konzentriert. Vor dem Blot fiir eine N-terminale Sequenzierung wurde der
Erfolg dieser Reinigung mit einem Aliquot iiberpriift (Abb. 9, Bahn 5). Fiir Kontrollzwecke
wurden auch der Durchfluss der LPS-Sdule (Bahn 3) und die an die Pri-Adsorptions-Séule
gebundenen Proteine (Bahn 4) auf das Gel aufgetragen.

4.2. Erstellung von Expressions-cDNA-Banken aus induziertem
Fettkorper und induzierten Hamozyten

Zur Erstellung der cDNA-Expressionsbanken aus Fettkdrper und Himozyten wurden Larven
von M. sexta (L5 D2) durch Injektion von 1x10® Formaldehyd-inaktivierten E. coli XL1 blue
induziert. Die erhaltenen Gesamt-RNAs wurden in Northern-Blots auf die Qualitdt der

Induktion und ihre Integritét {iberpriift.

Abb. 10: Induktionskontrolle der isolierten RNA
Zur Verifizierung der gelungenen Induktion wurde die gereinigte RNA im
Northern-Blot mit Sonden gegen A: Hemolin (Himozyten-RNA, offener Pfeil) und
B: Immunolektin-1 (Fettkorper-RNA, schwarzer Pfeil) hybridisiert. Diese RNAs
waren in naivem Gewebe (N) nur duBlerst schwach detektierbar. In RNA aus
induziertem (i) Gewebe markierten die eingesetzten Sonden deutlich.
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Hierzu wurde der Northern-Blot der Fettkorper-RNA mit einer fiir Immunolektin-1
spezifischen Sonde [Yu et al. 1999], der Blot mit der Himozyten-RNA mit einer fiir Hemolin
spezifischen Sonde [Ladendorff et al. 1990] hybridisiert. Immunolektin-1 wird in naivem
Fettkorpergewebe nicht exprimiert. Hemolin wird in naiven Himozyten nur sehr schwach
iber die Nachweisgrenze hinaus exprimiert. In Abb. 10 ist das Ergebnis der Blots gezeigt. Die
Fettkorper-RNA zeigte eine deutliche Bande des Immunolektins-1. Desweiteren konnten auf
dem Blot noch zwei weitere schwach hybridisierende RNAs nachgewiesen werden
(Abb. 10A). Auch der Blot mit der Himozyten-RNA zeigte eine gelungene Induktion einer
Immunantwort (Abb. 10B). Die Bande des Hemolins war hier deutlich zu erkennen. Beide
RNA-Préparationen zeigten nur eine sehr schwache Degradation der RNA. Mittels einer
Oligo-dT-Saule erfolgte die Aufreinigung der fiir die cDNA-Synthese eingesetzten mRNA.
Die so aufgereinigte mRNA wurde fiir die Synthese der cDNA entsprechend den Angaben
von Stratagene eingesetzt. Im Kontrollgel zeigte sich, dass nach der Synthese des
komplementéren Stranges iiberwiegend verkiirzte cDNAs nachweisbar waren. Moglich wire,
dass sich wihrend der Synthese des zweiten Stranges der cDNA Hair-pin-Strukturen
ausgebildet hatten, die zu einem Abbruch der Synthese fiihrten. Aus diesem Grund wurde die
Reaktionstemperatur  fiir die Synthese des zweiten Stranges der cDNA im
Wiederholungsexperiment herabgesetzt (10-12°C) und die Reaktionszeit verlangert (16 h).

172 3 4567 891MM112 12 345 678 - 9101112

Abb. 11: GroéRenfraktionierung der cDNA
Fiir die Erstellung der Expressionsbibliotheken sollten nur moglichst grole cDNAs
eingesetzt werden. Zur Auswahl der Fraktionen mit moglichst groBen cDNAs
wurde daher eine nicht-denaturierende Acrylamid-Elektrophorese der grof3en-
fraktionierten cDNAs durchgefiihrt. A: Autoradiogramm von grof3enfraktionierten
cDNAs aus Fettkorper-RNA. B: Autoradiogramm gréBenfraktionierter cDNAs aus
Héamozyten-RNA.
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Diese Verdanderungen fiihrten zu der erwarteten GroBBenverteilung der cDNAs. Nachfolgend
wurden die cDNAs fiir die Ligation in den Vektor vorbereitet. Fiir diese Ligation wurde
jeweils nur die Fraktion mit den ldngsten cDNAs eingesetzt (Abb. 11). Fiir die Fettkorper-
Expressionsbibliothek fiel die Wahl auf Fraktion 3. Im Falle der Héimozyten-
Expressionsbibliothek wurde die weitere Erstellung mit der Fraktion 4 durchgefiihrt.

Die ausgewihlten Fraktionen wurden quantifiziert. Die in-vitro Verpackung in infektidse
Phagenpartikel erfolgte entsprechend den Empfehlungen des Herstellers. Zur Ermittlung des
Umfangs wurden die Bibliotheken titriert. AnschlieBend erfolgte die Amplifikation und

erneute Titration der Expressionsbanken. Tabelle 3 zeigt eine Zusammenfassung der Daten.

Tabelle 3:
Charakteristika der erstellten Expressionsbanken aus induziertem Fettkdrper und induzierten
Héamozyten.

Fettkorper-Bibliothek

Hamozyten-Bibliothek

Induktionszeit: 24-25h 15-16 h
Eingesetzte Menge mRNA 5,0 g 5,0 pg

Fur Ligation eingesetzte Fraktion: 3 4

Umfang der Bibliothek

(Anzahl unabhingiger Klone) 7x10° PFU/100 ng cDNA | 2x10° PFU/100 ng cDNA

Titer nach Amplifikation

2x10° PFU/ml

9,5x10° PFU/ml

4.2.1. Sequenzierung zufallig ausgewahlter Klone

Um die Qualitdt der erstellten Expressionsbibliotheken zu iiberpriifen, wurde ein Aliquot
beider Expressionsbanken durch Massenexzision in eine Plasmid-Bibliothek iiberfiihrt.
Anschlieend wurden nach dem Zufallsprinzip aus der Fettkorper-Bibliothek 12 Klone und
aus der Hamozyten-Bibliothek 14 Klone ausgewihlt. Nach der Prdparation der Plasmide
wurden diese mittels Xhol und EcoRI verdaut, um die Gréflen der enthaltenen cDNAs zu
iiberpriifen (Abb. 12).



81 ERGEBNISSE

kB 12 3 4 5 6 7 8 910 1112

Abb. 12: Restriktionsverdau der nach dem Zufallsprinzip flir die spéatere
Sequenzierung isolierten Klone
Zur Kontrolle der hergestellten Bibliotheken wurden aus der Fettkorper-Bibliothek
(A) die Plasmide von 12 Klonen und aus der Himozyten-Expressionsbank (B) die
Plasmide von 14 Klonen isoliert. Die DNA der Plasmide wurde mittels EcoRI und
Xhol verdaut und zur Ermittlung der GroBBe der enthaltenen cDNAs im Agarose-
Gel aufgetrennt.

Die Auftrennung der erhaltenen Restriktionsfragmente ergab bei den aus der Fettkorper-Bank
isolierten Klonen 2, 9 und 12 das Fehlen von Restriktionsschnittstellen. Diese Beobachtung
wurde auch bei den Klonen 1 bis 5 und 9 der Hamozyten-Bibliothek gemacht. Bei diesen
Plasmiden traten zusdtzlich noch weitere Besonderheiten auf: die Klone 1 und 2 enthielten
vermutlich nur extrem kurze cDNAs. Der Klon 10 enthielt keine Restriktionsschnittstelle der
verwendeten Enzyme. Auf dem Gel waren zwar mehrere Banden zu erkennen, diese waren
aber identisch mit den Banden des unverdauten Plasmids, und sind daher auf unterschiedliche
Konformationen der Plasmid-DNA (entspannt, superspiralisiert) zuriickzufiihren. Der Klon 8
hatte erst verspdtet die blaue Farbung fiir die Selektion entwickelt. Aufgrund dieser
UnregelméaBigkeiten wurden die Klone 1, 2, 8 und 10 nicht zur Sequenzierung ausgewéhlt. Im
Fall der Fettkorper-Bibliothek wurde auf die Sequenzierung der Klone 8 und 12 verzichtet.
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Die tibrigen jeweils 10 Plasmide wurden ansequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit

Hilfe des BLAST2-Programms nach Ahnlichkeiten zu bekannten Sequenzen in der Genbank
des Nationalen Gesundheitsinstituts der USA (National Institute of Health, NIH) untersucht.

Tabelle 4 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse.

Tabelle 4:
Zusammenfassung der nach dem Zufallsprinzip ausgewihlten Klone zur Kontrolle der
Qualitdt der Expressionsbanken. In Teil A sind die Ergebnisse aus der Fettkorper-
Expressionsbank dargestellt. IFb 1-7 und 9-11 (induced fatbody, induzierter Fettkorper) stellt
die urspriingliche Bezeichnung der verschiedenen Klone dar. Teil B zeigt die Ergebnisse aus
der Hadmozyten-Expressionsbank. [Hc 3-7, 9 und 11-14 (induced hemocytes, induzierte
Héamozyten) ist die urspriingliche Bezeichnung der verschiedenen Klone.

A
Grole
Neue . . Genbank
. des Ahnlich zu Besonderheiten ]
Bezeichnung Accession-Nr.
Inserts
IFb-1 - ~ 0.7 kB | Cytochrom C-Oxidase Va | Startcodon vorhanden | AF060794
Immunolektin-3 Versch. Insektenlektine | Unvollstandig,
IFb-2 ~2.0kB| | -
(IML-3) mit Tandem CRD Startcodon fehlt
IFb-3 -- ~0.9 kB | Lysozym Volle Linge -
IFb-4 —- ~4.0 kB | RCA-1 Nicht bestimmt -
Fettkorper-
IFb-5 ~ 1.9 kB | Himozyten-Protease-2 Volle Lange -
Protease 1 (FP)

IFb-6 - ~ 4.0 kB | Tyrosin-Kinase FPS Volle Léinge -

IFb-7 -—- ~ 2.0 kB | Juvenilhormon Esterase | Volle Lange AF060795
Multifunktionelles

IFb-9 — ~1.0kB . Startcodon vorhanden | AF060796
ProteinADE?2
47 kDa-Glykoprotein

IFb-10 HAIP ~1.6 kB Volle Linge -
IDGF 1-4

IFb-11 --- ~ 1.6 kB | B-Alanin-Synthase Startcodon fehlt AF060797




83 ERGEBNISSE
B
GroRe
Neue L . Genbank
] des Ahnlich zu Besonderheiten ]
Bezeichnung Accession-Nr.
Inserts
IHc-3 - ~1,0 kB | NADH-Dehydrogenase | Startcodon vorhanden| AF091036
IHc-4 - ~0,9kB | Lysozym Volle Liange
IHc-5 -— ~1,1 kB | keine Ahnlichkeiten Nicht bestimmt.
GAG, ) .
IHc-6 - ~1,6 kB Nicht bestimmt. AF091037
ORF1
Hemocytin (B. mori)
M. sexta- ) Kurzes Fragment,
. Hemolectin
IHCc-7 Hemocytin ~1,6 kB enthélt Poly-A-
(D. melanogaster) )
(MsHc) ) Bereich
von Willebrand-Faktor
60S-Ribosomales
IHc-9 - ~2,0 kB ) Volle Léange AF091038
Protein XL1a
IHc-11 - ~0,7 kB | keine Ahnlichkeiten Nicht bestimmt.
Nicht-funktionelles
IHc-12 - ~3,0kB _ ) Startcodon vorhanden| AF091041
Folat-Bindungsprotein
IHc-13 - ~1,4 kB | Tubulin a Volle Linge AF091039
ORF2,
IHc-14 - ~1,2 kB POL Nicht bestimmt. AF091040

Die Ergebnisse des Vergleichs der erhaltenen Sequenzen mit der NIH-Genbank einiger

ansequenzierter Klone legte die Vermutung nahe, dass die von diesen cDNAs kodierten

Proteine eine Bedeutung fiir die Himozytenaktivierung nach Infektionen besitzten konnten.

Um diese Klone nédher zu charakterisieren, wurde die vollstindige Sequenz der Fettkorper-

Protease-1 (FP-1), des Immunolektin-3 (IML-3), des Himozyten-Aggregation-Inhibierenden-
Proteins (HAIP) und des M. sexta Hemocytins (MsHc) ermittelt.
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4.2.2. Sequenz-Analyse der Fettkérper-Protease-1 (FP-1)

Die weitere Analyse der verschiedenen Klone zeigte, dass nur fiir FP-1 und HAIP die
komplette kodierende Sequenz in den isolierten cDNAs enthalten war. Die Sequenzier-

strategie zum Erhalt der vollstindigen Sequenz der FP-1 ist in Abb. 13 dargestellt.

010203040506070809101112131415 16 1,7kBp
e e e e

—— Fettkdrper-Protease-1

—
1 —1I3 — 559
—>

653

267

662 1215

1155 1700

<—
656

497

Abb. 13: Strategie zur Sequenzierung der FP-1
Zur Ermittlung der vollstindigen Sequenz der FP-1 wurden neben den
vektorinternen Primern, T3 und T7, drei zusétzliche Primer P653, P655 und P656
synthetisiert. Die Leserichtung der Primer ist iiber deren Namen durch einen Pfeil
symbolisiert. Der kodierende Bereich der cDNA ist als Kasten dargestellt, der nicht
kodierende Bereich ist durch einen einfachen Strich symbolisiert.

Die vollstindige Sequenz von FP-1, mit der hergeleiteten Aminosdure-Zusammensetzung, ist
in Abb. 14 dargestellt. Die gesamte cDNA umfasst 1700 Nukleotide. Der kodierende Bereich
startet mit Nukleotid 81. Das Stoppcodon beginnt mit Nukleotid 1340. Ein
Polyadenylierungssignal (AATAAA) befindet sich an Position 1584-1589. Die cDNA kodiert
fiir ein Polypeptid von 413 Aminosduren und enthdlt ein 16 Aminosduren umfassendes
potentielles Signalpeptid (berechnet mit Signal-P). Das reife Protein beginnt daher mit A-17.
Mehrere mogliche N-Glykosilierungsmotive (N-X-S/T) konnten in der Sequenz der FP-1
identifiziert werden. FP-1 gehort zu der Familie der CLIP-Doménen Proteasen. Die
Spaltungsstelle zwischen der CLIP-Doméne und der aktiven Protease liegt hinter L-168. In
CLIP-Doménen Proteasen wird die katalytische Aktivitdt durch eine so genannte katalytische
Triade hervorgerufen. In FP-1 wird diese katalytische Triade aus den Aminosduren H-213,
D-261 und S-361 gebildet.
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1 ga

3 acaatgttatgattgtgttttaacgtgttttaacgggcagtatttgttggacttatattt

63 agaggt caagt agat aaaatgcttcgggaagtgttgttggttgcattgtgcattgtcgtg
M L R E V L L VAL C 1 V V 14

123 agagcagct gat gagaat gaaacat gt aat at gaaaaat ggagaagt cggaat at gt aaa
R AA DENZETI CNMMKNGEV G I CK 34

183 aat atccgaaactgtccgtcagcact cgaaaacct aagaaagcgt at acaaccacagct a
N1 R NCUP S A L ENULIRIKIRI QP QL 54

243 tgtggattcgacaagtctgatcccattgtctgttgtgtggagagcgttaccacgccggceg
c G F DK S DWPI Vv CCVE SV TTPA 74

303 cctacgcagcctcccat cgccactaccaccaaacgt ccgcaggt gacaacgacgacagag
P T QP P I A TTTKIRWPQV T T T T E 94

363 tacgagccacccct gt at gagt acgagacggt agaccgt caaggctccggctgtccaccc
Y E P P L Y EY ETV DI RQGS G C P P 114

423 attgatgccaacttgacttcgccgaaaat aggacggaaagcat gggacaaatgtttggag
| DANLTSP K1 G RKAWDK C L E 134

483 taccaggagaaact agtatatccttgcgagaagagcttctctcttagtttaaatgacgct
Y Q E K L vY P CE K S F S L S L N DA 154

543 at ggaaaggaaagt caagtgccat aat aat gcagatgatcttattattggagggcagaat
M E R K V K CH NN A D D L I I G G Q N 174

603 gcat caagaaacgaatttcctcacatggcgctgctcggttacggagaggagccggacgtg
A S R NEF P HMAL L GY G E E P DV 194

663 cagtggttgtgtggtggaactcttatcagcgaaaacttcattctcacagccggccattgce
Q wlL C G G T L I S ENUEF 1 L T A GHC 214

1 . 1

723 atatcaagcagagacattaatttaacgtatgtgtatttgggagctttagcgaggagcgaa
I 8§ S R D | N L T Y VY L GA L A R S E 234

783 gtcacagacccttcgaaacagtacaggattaaaaagatccacaaacacccagagtttgca
vV T D P S K Q Y R | K K 1 H K H P E F A 254

843 ccgccagt gagat acaacgacat cgcgctt gt ggagttagagaggaat gt accattggac
P PV RY NDI AL V EL E RNV P L D 274

903 gagtggttgaagccagcgtgcct gcacat gggcgacgagaccgcagacgacagagt gt gg
E WL K P A CL HMGUDETADUDRV W 294

963 gcgacgggctggggact caccgaat at aaagcat cgt cgggcgct aacat act gcagaag
AT G WG L T EY K AS S G A N I L Q K 314

1023 gtggtattaaacaagttctctacattcgaatgtatactgcagtatccgccgcacaggctg
v v L N K F S T F E C | L Q Y P P H R L 334

1083 atgagtcaagggtttgacgtgaattcgcagafgtgctacggggacaggagtcagtctaaa
M S Q G F DV NS QMZCY G DR S Q S K 354

2

1143 gatacttgccagggt gacagcggcggccccttgcagattaaacacaagaagat caactgc

D T CQ G b S G GP L QI KHIKK I NC 374
3 D

1203 atgtggttaattatcggtgtgacgtcgttcggtaaagcttgcgggttcatcggcgagccg

M W L | Il 6 v TS F G K A CGUF I G E P 394
3

1263 ggaat at acact aaggtgtcacattatatcccctggatagaaagtgtcgtgtggccttag
G I Y T K V S H Y | P WI E S V V WP - 413

1343 aagactgacgggatctttgtaacgttcagaaat agact gataaaggttttcatttaatat

1403 gatgtcgggtgacagggcaagctagttcct cgt gagaaaaggaaacgt gat aact aaaat

1463 ttctcgataattcttgtttttacttgttttattataatagtacatttatcctgtgtctta

1523 aat aggaatatttgcctatatggaatgcatgattaat gt gaaatatacaactttaataga

1583 gaat aaattacttttaaatactgaaatctcatgtttcttttaagtattttattgtaataa

1643 at at aat cgaaagtatattcaacattttattttttataaattttacaaaaaaaaaaaa
Abb. 14: Sequenz der cDNA der FP-1 und der daraus abgeleiteten Aminosaure-Sequenz

Das potentielle Signalpeptid ist doppelt unterstrichen. Mehrere mogliche N-
Glykosilierungsmotive sind unterstrichen. Die Aminosduren der katalytischen

Triade sind mit ‘S’ gekennzeichnet. Die  Aminosdure

vor der

Aktivierungsspaltstelle ist mit * markiert. In der cDNA-Sequenz ist das
Polyadenylierungssignal (AATAAA) unterstrichen. Sechs konservierte Cysteine

sind durch Ziffern (1 bis 3) hervorgehoben.
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Mehrere Proteasen mit einer Clip-Doméne sind bisher kloniert worden. Ein Alignment der
katalytischen Doméne der FP-1 mit einigen bekannten Sequenzen anderer Clip-Doménen
Proteasen, beginnend mit der letzten Aminosdure vor der Aktivierungsschnittstelle, ist in
Abb. 15 dargestellt.

* 0 * 60 * 80
MsFP- 1 : QNASRNE[FZHVAL WGY/GEEPD- - - - - I'SS- RDI N- - - - - LTYYYMEALA- - RS- 66
Hd PPAEI : DDTVPEE[ZZWTAMBGYKNSSNFEQ- - - VAGRVL RVVG- - ALNKYRINEEWNTATD- : 73
MSc PAP : Ql TDL DE[QgWVAL WGYL TRTGSTT- - - T| GAVEREVG- - KLI T\YRIMEEYDTONS- : 73
Agl14D : QPTKI DE[QYWTAL [MEYEKPNGRFG- - - | T- - S| PRGW- - KVHR\YRINEEWDL SST- 71
DmEaster : MKTKI DE[ZJZWVAL [BEY TKSQGKKG- - - \VV/NGKAL PTDW- - RLSGQYRMEEWDTNTN- 73
MShPAP : EATA|I DOYYWLAL [REYHKLAEI K- - - - - VKG- Pl LEKG- - TPKNYRIMEEYNTTNNG : 72
Ms HP- 2 : VNASRNE[ZZHMVL MGENTTTG- - - - - VMH- KDFGD- - - - VKYAS|NEVL S- - RG- 67
Cf SP- 8 : EVAKL GE[JgHMAARGWTET SGA- - - - VNW ASV- NSE- - - - - QPDI YRMEEHNL KHS- 69
Ag18D : NVTKP GE[ggHMAARGWRQPNGG- - - - YAE- SADG- T- - LPSI \YRMEEQSL VRE- : 71
DmSnake T PTRHGL|[JZHMAABGWT QGSGSKDQDI KW ATSGSKPP- - - - - - - RMEAR- - QLN- 70
Tt PCE : WHWMTANYI KQGGI R- - - - - SV VVNSAGTDVMPADVF S\YRMEEHNL YST- : 74
Vs HP- 1 : €SRPANPREWNGWVASHTPEGFEQ- - - - - - - - TRRWEAN- - - - - - ELY\YRMEEYDFKRT- : 65
Ct SP33 : [E[€HSTGF GSHEWOAAMI KSGFL SKK- - - - - VATTPNSN- - - - - - L KYRMEEWDVRDH- : 68
* 100 * 1 * 140 * 1
Ms FP- 1 : ---EVTD-------- PSKQYR[KKI HKEPEFAPPVR- - YNBIILYRVEMERNVP L DEVWRKI[JAGMHMGD- - - - - ETADDRVWA : 128
HdPPAEI . PDCYGAVRVC- - VPDKP| DLGREETI IPD){VDGSKDRY H{s/l\WI NRQVEFTNY PQPN- - - EEVQVGQRLTV : 148
MSc PAP : VDCVDDV- - - - - CADPPQNI PREAAY PlglS QS DNNKNRKD[BJWXRVRET RRAQYT Y Y\UKIHI AHNN- - - ERLATGNDVFV : 145
Agl4aD . TDQEDDFY- - - - - ADAP| DL D[JEKI I"VEIPGYNL QDK SHHNIWNRNBRF NREINNYSST[#RAI PLSNSLRNRKHAGLSSYA : 146
DmEast er : PDCEVDVRGMKDCAPPHLDVPNMERTI PEPDMI PASKNQVNBIANRREAQOQVEYTDF PLDVNLRSATFDGI TMDV : 153
MShPAP . PDCVPSDAGSQDCTEGMVLAPREQTI PRPKMKPYSL NKQHBIIAN RTFAPRTDF| PKI D- YAQSPPSAFSLYV : 151

Vs HP- 2 . KRSVREPOMRI DV- - - YNIBIWNYNFMEKEVTL DAFTYV| HVGD- - - - - PI DYSRAI A : 127
Cf SP- 8 Do DSVI TEPSNHYPS- - KYNBIWARVUKIERYPVSL SNS[| AND- - - - - EFDTDSSI A @ 131
Ag18D - LRF| VEIPDL KRSVG- KYN[BIWW TERVI FTNF] YPSE- - - - - VLNVRTAI A : 134
DmSnake - LI | VLEPKYRSSA- - YYHPBIWNNRKIRT RRVKFSEQY QLP- - - - - ELHI PTVVA © 132
Tt PCE - TSVKHEEHEVLAT- - YL NBINXRRTMNDTVTFTDR] PYRKLR- YDDLAMRKPFI : 140
Vs HP- 1 - VEKVQgVD[ZE| SN- - YHHBJR-YRRKIMDKPAI ENT Y\YWgl PPPG- - - - LSI ENETVTV : 127
Ct SP33 - ERKEV[gPSMSPTD- - FRNRYX[RYKEMDRTVI FKQHNL 4 PHKQ- - - - MKLAGKMATV : 131
* 180 * 200 * * 240
MsFP- 1 T - - - - LTEYKASSGANI LQ INKFSTFE[@l LQYP- - PHR- LMSQGFDVNS! QepEIeledNOl K : 201
Hd PPAEI viegge- - - - - - RTETGQYSTI KQ PVVHAEQEAKTEGAA- - - - - - - GVRMRSS EDSICiCidml AE @ 214
MSc PAP Aete- - - - - - KTLSGKSSPI KL Pl FDKSDI@ASKYRNL - - - - - - - GAELTDK RESIEEMMOR - 211
Agl4D Aeglle- - - - - - KTETASASQKKLK\YEMTVVDVKD@SPVYQRN- - - - - - - Gl SLDST S[eBSIeleldBVRQ @ 212
DmEast er Aeglle- - - - - - KTEQL SASNLEKL KAAMEGSRVDE[@ONVYSSQ- - - - - - - DI LEEDT RielpSlelel®l GL : 219
MShPAP AleRY| QDVEAGI YRSSKI KL HYNYPFVDNER@L GGVRKL - - - RNGENI SEWKG! KielpS{elelMVYD : 227
Ms HP- 2 A - - LLEDRGATPSDVMQKWY! WKKI RKVT[@QRD¥PG- DTS- AVAAKYDSES HepS{elelBOL K : 201
Cf SP- 8 T - - KI DYAESR- SDDL L K\YV[®KI"I DNRQEAPL ¥VDQI NR- RRLRNGIVDT QepSIeleldROI T : 205
Ag18D T - - RTEYLGAK- SDELR NI YNNEL{@AERYR- - - YD- RHLRQGI L ST QepNieledROVT : 205
DmSnake Al - - - - RTEFLGAK- SNALR DVVPQMT[@KQI ¥R- - - KE- RRLPRGI I EGQF] QeprieleidgHAL © 203
Tt PCE TEeye- - - - - TTAFNGPSSAVL RE| Pl W\EHEARQAYEK- - - - - - - - DLNETNVY] QepstelediML P : 207
Vs HP- 1 | ege- - - - - TQWYGGPHSHVL MElSFPI WTHON@I EVHTN- - - - - - - - - - SIHFDES QeprielediMYQ @ 192
Ct SP33 Al - - - - RTKHGQSTVPAVL QElIDYEVI PNEREQRWERAAG- - - - - RRET|HDVF €Y KEGGRSEQEBSIEENTVG : 202
* *
Ms FP- 1 © HKKI - NCMUL [l ESVVWP- - - - : 246
HdPPAEI : RANQ- - - QFF[RE| EGNIRP- --- : 257
MSc PAP . RPEG---1 MEMY LSTLRSTNV- : 257
Agl14D : MTG- - - - SMYHI KDNEY- - - - - . 254
DmEast er : DTNKVNTYYFH ONTFES---- : 266
MShPAP . KERK- - - - ¥EA KATEKA---- © 270
Vs HP- 2 : HKKI - NCMYL I ESI MWP- - - - 246
Cf SP- 8 : XQSN- KCI EY] ESVMWXN- - - : 251
Ag18D : VQEN- HCVEVY[BL ESVVMWG- - - - : 249
DmSnake : LPEY- NCVAFY EKI AFKQH- - : 250
Tt PCE : VKTG- - - EFY[HI AEHMV- - - - - . 249
Vs HP- 1 . MPSG- - - RWAY VENARF- - - . 235
Ct SP33 : | EGR- - - - RT[H GREHL [eYARIN| DQVNG- - - - - © 243

Abb. 15: Alignment der katalytischen Domane von FP-1 mit Clip-Doménen Proteasen
verschiedener Arthropoden
Zu 90% konservierte Aminosduren wurden schwarz unterlegt, zu 80% konservierte
Bereiche wurden griin markierte und zu 60% konservierte Positionen wurden
violett hervorgehoben. Die Aminosduren der katalytischen Triade sind in dieser
Abbildung an den Positionen 51, 121 und 233. Das Alignment der FP-1 von
M. sexta (MsFP-1) wurde mit den Sequenzen des Prophenoloxidase aktivierenden
Enzyms 1 von Holotrichia diomphalia (HdPPAEI), der Phenoloxidase
aktivierenden Protease aus Kutikula (MscPAP) und Himolymphe (MshPAP) von
M. sexta, der Serin-Protease 14D (Agl4D) und 18D (Agl8D) aus Anopheles
gambia, der Proteasen Easter (DmEaster) und Snake (DmSnake) aus Drosophila
melanogaster, der Himozyten Protease-1 (MsHP-1) und -2 (MsHP-2) aus M. sexta,
der Serin-Protease SP-8 (CfSP-8) und SP-33 (CfSP33) aus Ctenocephalides felis
und dem Proclotting Enzym aus Tachypleus tridentatus (TtPCE) durchgefiihrt.
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Fiir das Alignment wurden die Sequenzen des Prophenoloxidase aktivierenden Enzyms I von
Holotrichia diomphalia (HdPPAEI) [Lee et al. 1998], der Phenoloxidase aktivierende
Protease aus Kutikula (MscPAP) [Jiang et al. 1998] und Hamolymphe (MshPAP, personliche
Mitteilung Prof. H. Jiang, Oklahoma State University, Stillwater, Oklahoma, USA) von
M. sexta, der Serin-Protease 14D (Agl4D) [Paskewitz et al. 1999] und 18D (Agl8D)
[Gorman et al. 2000] aus Anopheles gambia, der Proteasen Easter (DmEaster) [Chasan et al.
1989] und Snake (DmSnake) [Delotto et al. 1986] aus D. melanogaster, der Himozyten
Protease-1 (MsHP-1) und -2 (MsHP-2) [Jiang et al. 1999] aus M. sexta, der Serin-Protease
SP-8 (CfSP-8) und SP-33 (CfSP33) [Gaines et al. 1999] aus Ctenocephalides felis und dem
Proclotting Enzym aus Tachypleus tridentatus (TtPCE) [Muta et al. 1990] genutzt. Insgesamt
zeigen die Sequenzen von verschiedenen Clip-Dominen eine recht hohe Variabilitét, die
Identitit betrug zwischen 20% und 45%. Sechs Cysteine sind jedoch streng konserviert. Diese
sind in Abb 14 durch Nummerierung hervorgehoben. In allen dargestellten Proteasen ist
aullerdem die katalytische Triade vollstindig konserviert. Aufgrund des Serins im aktiven

Zentrum gehoren alle dargestellten Proteasen zur Familie der Serin-Proteasen.



88 ERGEBNISSE

4.2.3. Sequenz-Analyse des Hamozyten-Aggregation-Inhibierenden-Proteins (HAIP)

Neben der FP-1, war auch die cDNA des HAIP bereits vollstdndig im urspriinglich isolierten
Plasmid enthalten. Die Strategie zur vollstindigen Sequenzierung dieser cDNA ist in Abb. 16
dargestellt.

o1 02 03 04 05 06 0,7 08 09 10 11 12 13 14 15 kBp

— HAIP

321 831

813 1357

967 1517

Abb. 16: Strategie zur Sequenzierung des HAIP
Zur Ermittlung der vollstindigen Sequenz des HAIP wurden neben den
vektorinternen Primern, T3 und T7, zwei zusitzliche Primer P510 und P511
synthetisiert. Die Leserichtung der Primer ist {iber deren Namen durch einen Pfeil
symbolisiert. Der kodierende Bereich der cDNA ist als Kasten dargestellt, der nicht
kodierende Bereich ist durch einen einfachen Strich symbolisiert.

Die komplette cDNA-Sequenz des HAIP ist in Abb. 17 dargestellt. Die cDNA umfasst 1517
Nukleotide. Das Startcodon beginnt mit Nukleotid 29. Das Stoppcodon beginnt mit Nukleotid
1331. Ein Polyadenylierungssignal befindet sich an Position 1501-1506. Die cDNA kodiert
fiir ein Polypeptid mit einer abgeleiteten Sequenz von 434 Aminosduren, einschlieBlich eines
Signalpeptids von 16 Aminosduren. Das reife Protein beginnt mit T-17. Dieser Start wurde
durch Edman-Abbau bestdtigt. Ein mogliches N-Glykosilierungsmotiv (N-X-S/T) konnte
beginnend mit N-220 identifiziert werden.
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1 g

2 gggatcagtcaagctaattttataataatgaagattttgatcgctttggccggcgtcctc
M K | L1 A L A G V L 11

62 gccgtggccgtggctactccagcctcggttccgagaaaggtgctctgcectactatgacagc
AV AV A T P A S V P R K V L C Y Y D s 31

122 aagagttacgtcagagaatctcaagctcgcatgctgccgatggacttggaccctgcgctg
K s Yy vV R E S Q AR ML P M DL D P A L 51

182 tcgttctgcacccatctcttgtacggatatgctggcatccagcccgatacgtacaagatg
S F C T H L L Y G Y A G I Q P D T Y K M 71

242 gtgcctctcaacgagaacctggatgtagaccgcgcccacgcaaactaccgcgccatcacc
vV P L N E N L DV D R A H A N Y R A | T 91

302 aacttcaagaccaagtatcctggactcaaagttcttctgtctgtcggaggtgacgccgac
N F K T K Y P G L K V L L S V G G D A D 111

362 accgaagaggcgcagaagtataaccttcttttggaatcgccgcaagctcgtaccgctttec
T E E A Q K Y N L L L E S P Q A R T A F 131

422 gtgaactctggcgtcctcctcgccgaacaacat ggatttgacggcatcgacctcgcecttgg
vV N S G VvV L L A E Q H G F D G I D L A W 151

482 cagttcccaaggattaagcccaagaaggtccgctccacttggggatctatctggcacggt
Q F P R | K P K K V R S T W G s | W H G 171

542 atcaagaagaccttcggcacaacgcccgttgatgacaaggaggccgagcaccgtgaagga
| K K T F G T T P V D D K E A E H R E G 191

602 tttaccgctctcgtccgcgaattgaaacaagcgctcaatgttaagcccaacatgcagtta
F T A L V R E L K Q A L N V K P N M Q L 211

662 gctgttactgttctaccaaacgtgaatgcttctatctactacgacgtgccggccattatc
AV T VvV L P N V N A s | Y Y D V P A | | 231

722 aaccttgttgatattgtaaacatcgaggcttacgactacttcactcctgaacgtaacccc
N L VvV D I vV N | E A Y DY F T P E R N P 251

782 aaagaggcggactacgtgtcacccatctacactccgcagaatcgcaacccgctgcagaat
K E A D Y V s P | Y T P Q N R N P L Q N 271

842 gttgatgccgctatcaactactggttgcagagcaatgccccaagcaacaaactcgtcctt
v D A A | N Y WL Q S N A P S N K L V L 291

902 ggcattgcatcttacagtcgcacatggaagctagattctgagagtgaaatctcaggagtt
G | A S Y S R T W K L D S E s E | S G V 311

962 cccccattgcacaccgatggcgctggcgaagctggtccttacacaaagatcgaaggtctc
P P L H T D G A G E A G P Y T K I E G L 331

1022 ctgagctaccctgaagtctgcgcgaagcttatcaaccccaaccaccagaagggaatgcgt
L s vy P E V C A K L 1 N P N H Q K G M R 351

1082 ccccatcttaggaaggtcaccgaccccagcaaacgatttggcacatacgccttcagactc
P H L R K V T D P S K R F G T Y A F R L 371

1142 cccgacgacagcggcgaaggcggtatgtgggtgtcttacgaagaccccgacaccgcggga
P D DS G E G G M WV s Y E D P D T A G 391

1202 cagaaagcatcatacgtcacatcaaagaacctcggcggtatttcaatcaatgacctctcc
Q K A S Y VvV T s K N L G G | S | N D L S 411

1262 atggacgatttccgtggtctctgcaccggtgacaagtaccccatcctgagggctgccaaa
M D D F R G L C T G D K Y P 1 L R A A K 431

1322 taccgtctctaaatactattatttatagatatagttatcacttatctcgtagattgtata
Y R L - 434

1382 attactcctatgtccaatgggaaccattagtaaggttacttgtttacaattttgaattat

1442 aaagaagttatttaaacgattaattctgatgcaatagaacattaaacaatttatactaaa

1502 at aaaaaaaaaaaaaa

Abb. 17: Sequenz der cDNA des HAIPs mit der abgeleiteten Aminosaure-Sequenz.
Das potentielle Signalpeptid ist doppelt unterstrichen. Die erste Aminosdure (T-17)
des reifen Proteins ist durch Edman-Abbau bestitigt. Ein mdgliches N-
Glykosilierungsmotiv ist unterstrichen. Die Glutaminsdure im aktiven Zentrum
aktiver Chitinasen ist in ein Glutamin ‘S’ ausgetauscht. In der cDNA-Sequenz ist
das Polyadenylierungssignal (AATAAA) unterstrichen.

Der Vergleich der kompletten Sequenz des HAIPs mit den in der NIH-Genbank enthaltenen

Datensitzen zeigte eine groBe Ahnlichkeit mit Chitinasen und Chitinase-ihnlichen

Wachstumsfaktoren, die keine Chitin-hydrolysierende Aktivitét besitzen. In Chitinasen sind

vier Dominen konserviert. Wahrend die Doméne 1 eine recht hohe Variabilitét zeigt, sind die

Doménen 2 bis 4 zunehmend konserviert. In Abb. 18 ist ein Alignment der Doménen 2 bis 4

der in Chitinasen konservierten Bereiche von HAIP mit den bisher bekannten Mitgliedern der

Familie der Chitinase-verwandten Wachstumsfaktoren und der Endochitinase von M. sexta

dargestellt.
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HAIP zeigt dabei, wie auch alle Chitinase-dhnlichen Wachstumsfaktoren mit Ausnahme des
ECF-L, einen Austausch des Phenylalanins in Domidne 2 gegen ein Tyrosin. Die gleichen
Proteine zeigen in der Doméne 3 einen Austausch des Tryptophans in eine Asparaginsdure
und in Doméne 4 einen Austausch von Glutaminsdure in Glutamin. Die Familie der
Imaginalscheiben-Wachstumsfaktoren (IDGF, Imaginal disk growth factor), zu der auch das
47 kD sekretorische Glykoprotein gerechnet wird, zeigte insgesamt eine Identitit zwischen
51% (IDGF-4) und 42% (IDGF-3) der Aminosduren mit HAIP.

4.2.4. Sequenz-Analyse des Immunolektin-3 (IML-3)

Die urspriinglich isolierte cDNA des IML-3 enthielt 2152 Nukleotide. Die Sequenzierstrategie
fiir diese cDNA ist in Abb. 19 dargestellt.

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 1,7 18 19 20 21 kBp

Immunolektin-3

T3
] — 235
750
225 808
752
524 1157
751
1099 1571
<«
1557 A 2152

Abb. 19: Strategie zur Sequenzierung der urspringlich isolierten cONA des IML-3
Zur Ermittlung der vollstindigen Sequenz des IML-3 wurden neben den
vektorinternen Primern, T3 und T7, drei zusétzliche Primer P750, P751 und P752
synthetisiert. Die Leserichtung der Primer ist durch einen Pfeil symbolisiert. Der
kodierende Bereich der cDNA ist als Kasten dargestellt, der nicht kodierende
Bereich ist durch einen einfachen Strich symbolisiert.

Die weitere Analyse der Sequenz zeigte jedoch, dass diese cDNA unvollstindig war. Es fehlte
sowohl das Startcodon am 5’-Ende der cDNA als auch der polyadenylierte Bereich am
3’-Ende. Zur weiteren Sequenzaufklirung wurde daher durch Restriktionsverdau der
urspriinglich isolierten cDNA ein etwa 500 Nukleotide umfassendes Fragment erzeugt, dass
nachfolgend als Sonde fiir einen Screen der Fettkdrper-Bibliothek eingesetzt wurde. Dieser
Screen ergab eine groBere Anzahl positiver Kolonien, von denen fiinf bis zur Einheitlichkeit
subkloniert und ansequenziert wurden. Alle diese Plasmide enthielten Fragmente, die bis auf
ein oder zwei zusitzliche Nukleotide identisch zu der bereits klonierten cDNA waren.

Zeitgleich wurde von Dr. Xiao-Qiang Yu (Dept. of Biochemistry, Kansas State University,
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Manhattan, Kansas; USA) zufillig eine vollstindigere ¢cDNA von IML-3 aus der hier
beschriebenen Fettkorper-Expressionsbibliothek isoliert. Jedoch fehlte auch bei dieser cDNA
das Startcodon. Mittels einer 5’-RACE Reaktion konnte Dr. Yu ein zusitzliches Fragment
dieser cDNA amplifizieren. Die Sequenzierung dieses Fragmentes ergab, dass vermutlich nur
noch das Adenin des Startcodons fehlt. Die bisher ermittelte Sequenz wurde von Dr. Yu
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Sie ist im Anhang aufgefiihrt. Weitere Versuche,

mittels RACE die vollstindige Sequenz von IML-3 zu klonieren, waren bisher nicht

erfolgreich.
* 20 * * 60 * 80
IML-3 @ ----- SN HASAGGWF FHKVPADWHDARL [§ NVDVTDVERCONE NKI EHL STQYHTGYHNT! 75
BVWLBP @ ------ NRDlNGML L QElI PATWCEARL %L DDALKSGYL SMI KNKKTS- CGRFTGEHATFE : 73
I ML-2 - NHVN| LDVI D L HEI PANWHEARL %L NSNEKFAASYVI LKTPK- CSYFTGRHATF : 75
Hdd15 : ------ SD- - | FINYHEI PATWDEARL [T TDKIVKSI YL KMFCKP- - - - - E\YyFTCRAAI F : 67
I vML-1 PSPYQTK NKKTD%EY LHI EGKRCWQVQKL[@E! VVIRTTQLDI | HSIUFKRFP- - - - DIECNYIYWVAE : 76
100 * 140 * 160
I NL- 3 : SPVVENSFEGV[ZESANPVRTRDVFTEEYSSGP OYKNKTAELSNTEGETVDKGYQLSA : 155
BVLBP : SKGDY PHDWADYEPDNAGGDE OYKKKTATLANASE®ESVDSENVLSK : 153

®YKKRI PDVVVTE®ETVDSKMVHYD : 155
®YR- EYSKVDVNL ®€TPDPDMHFET : 146
OKVDARDAPYDNH®EVYARDMEYI E : 155

I'NL-2 : SRGDEFSVEGI [JRKKI@PHKWAPSEPGNVWNDQE!
Hdd15 : SKGDY Yl DG [T E[RHHEWAQCERDNKNNDE
I'ML-1 : DCGHNHE] J

* 180 * 200 * 220 * 240
INL-3 : KIEG FENYGL PUSLIYERS AEGCORAVIINSA NVIRKEML ARYPT GL [K€G- YAGGAFL[EIFHDWNNNN- - - - VIR 230
BVLBP : DIG FHKVPRT|ASRAYNAGSAECGYRTI | NNE TFMRDEFAKNPAGQYIN€SFWKDVAFEI [EgHDWNERG- - - - EfJL. :© 229
I'NL-2 : RINS FHGVPRT|JSRAYNT@ACRRW [RDYHYSE Gl [RRE[RFACHL PAS|YV[ENFWKDVAE HDWGEHG- - - - TL : 231
Hdd15 : QINT] EHT KARNFERAHVV@SSEGA IPPNSEEEAKVIFAQRFARYPKEK\YViESPHPDI AVI [@4KYMDLNL - - - - EfJT : 222
IML-1 : SVGS | PRVVYPUNQAYAEGQAECAHRVVI NSEAEVL AYKNEI NTKPS- - YLIEATTSYFFE RAEPAQDCGKPKV[EK 233
* 260 * 280 *
I ML-3 NGO TMEENEIANLGVT[OED- - SSV]e S- CQEpEIGS HR- - : 282
BNVLBP LHANGEKINOEe KIS CE=FSNATT S- ALL ER-- : 284
I ML-2 TV®EQUL EEAGYA PGIENNATT dT- GLL DR-- : 286
Hdd15 LHECGeP e KINEAKIZAPCOIHDNF KN T- GLL KRDF : 279
I ML-1 - NOTH=ENE{SQUSPNEFNNFDN NDGNF EVHL : 291

Abb. 20: Alignment von IML-3 mit Calcium-abhéngigen Lektinen, die zwei CRDs
besitzen
Die CRD 1 beginnt mit Position 9 des dargestellten Alignments und endet mit
Position 141. CRD 2 beginnt mit Position 142 und wird durch das verbleibende
Peptid gebildet. Vollstindig konservierte (bzw. konservativ ausgetauschte)
Aminoséduren sind schwarz unterlegt. Zu 80% konservierte Positionen sind griin
unterlegt und zu 60% konservierte Bereiche sind violett markiert. Die angegebenen
Proteine sind unter folgenden Nummern in der NIH-Genbank registriert: AF053131
(Immunolectin-1, IML-1), AF242202 (Immunolectin-2, IML-2), AJO11573 (B.
mori LPS-Bindungsprotein, BmLBP) und AF023275 (H. cunea Lektin, Hdd15).

Die gegenwirtig vorliegende cDNA umfasst 3810 Nukleotide. Das Startcodon ist gegenwirtig
noch nicht bekannt. Das Stoppcodon beginnt mit Nukleotid 945. Im 3’-nicht kodierenden
Bereich befinden sich acht Polyadenylierungssignale. Die bisher unvollstindige cDNA
kodiert ein Polypeptid mit einer abgeleiteten Sequenz von 314 Aminosduren. Mittels des
Sequenz-Analyseprogramms “Signal P” wurde das abgeleitete Peptid auf eine mogliche
Signalsequenz untersucht. Demnach konnten die ersten 22 Aminosduren ein Signalpeptid
darstellen. Das reife Protein wiirde dementsprechend mit S-23 beginnen. Das
Molekulargewicht des reifen IML-3 wurde zu 32 kDa berechnet. Ein mogliches
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N-Glykosilierungsmotiv (N-X-S/T) konnte beginnend mit N-156 identifiziert werden. Die
weitere Analyse der Sequenz zeigte, dass IML-3 vermutlich zur Familie der Calcium-
abhéngigen Lektine (c-type lectin) gehort. Als Besonderheit konnte festgestellt werden, dass
IML-3, wie einige weitere Insekten-Proteine dieser Familie, zwei Kohlenhydrat-bindende
Dominen (Carbohydrate-recognition domain, CRD) besitzt. Ein Alignment von IML-3 mit
den bekannten Insekten-Proteinen mit zwei CRDs ist in Abb. 20 dargestellt. Die erste CRD
beginnt in diesem Alignment an Position 9 und verlduft bis einschlieBlich Position 141. Die
zweite CRD beginnt mit Position 142 und wird durch die verbleibende Sequenz gebildet. Im
Vergleich mit bekannten CRDs zeichnet sich die zweite Kohlenhydrat-bindende Doméne

durch zwei zusitzliche Cystein-Reste (149 und 165 des Alignments) aus.

4.2.5. Sequenz-Analyse des Manduca sexta Hemocytins (MsHc)

In der wurspriinglichen Sequenzierung des Klones 7, der nach der Herstellung der
Expressionsbank aus Himozyten isoliert worden war, war nicht die komplette Sequenz der
Hemocytin-cDNA erhalten worden. Da sich eine groBe Ahnlichkeit dieser cDNA mit dem
von Bombyx mori bekannten Hemocytin (BmHc) zeigte, wurde fiir diese cDNA die neue
Bezeichnung M. sexta Hemocytin (MsHc) gewéhlt.

4.25.1.  Screen der Expressionsbanken zum Erhalt der kompletten cDNA des MsHc

Um die vollstindige Sequenz des MsHc zu erhalten, wurde aus der vorhandenen cDNA
mittels Restriktionsverdau ein ca 1,6 kB groB3es Fragment geschnitten, markiert und als Sonde
fiir einen Screen der Himozyten-Expressionsbank eingesetzt (Sonde HC-1). Wiéhrend dieses
Screens wurden 15 Klone gepickt und bis zur Einheitlichkeit subkloniert. Wéhrend der
Subklonierung erwiesen sich fiinf der Ursprungsklone als falsch positiv. Mit den verbliebenen
zehn Klonen wurde eine in-vivo Exzision des enthaltenen Phagemids durchgefiihrt und
nachfolgend die Plasmid-DNA gewonnen. Die Plasmide wurden einem Restriktionsverdau
unterzogen. Anschlieend wurde die verdaute DNA elektrophoretisch aufgetrennt und nach
einem Southern-Blot erneut mit der urspriinglich zum Screen eingesetzten Sonde detektiert.
Von den zehn untersuchten Plasmiden zeigten vier ein vom Ursprungsklon unterschiedliches
Restriktionsmuster sowie eine andere Gro3e der enthaltenen cDNA (s. Abb. 21).

Diese Klone wurden ansequenziert. Alle Klone enthielten am 3’-Ende, wie die urspriinglich
isolierte cDNA, das Poly-A-Motiv. Das grofite Plasmid, pHC-10, umfasste 6016 Bp und
wurde vollstindig sequenziert. Wie die weitere Analyse ergab, handelte es sich bei diesem
Fragment noch nicht um die vollstindige cDNA des MsHc. Daher wurde die Himozyten-
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Abb. 21: Charakterisierung der nach dem Screen der Hamozyten-Expressionsbank
mit der Sonde HC-1 erhaltenen Plasmide
Die erhaltenen Plasmide wurden mit EcoRI und Xhol verdaut und in einem
Agarose-Gel aufgetrennt. In einem Southern-Blot wurde die Hybridisierung der
erhaltenen Restriktionsfragmente mit der Sonde HC-1 verifiziert. Bahn 1: pHC-3,
Bahn 2: pHC-5, Bahn 3: pHC-6, Bahn 4-10: pHC-8 bis pHC-14 und Bahn 11
Positiv-Kontrolle (Plasmid IHC-7).

Expressionsbank erneut gescreent. Hierzu wurde eine Sonde genutzt, die nach
Restriktionsverdau mit EcoRI und Xhol aus pHc-10 erhalten wurde und am 5’-Ende dieses
Fragments lokalisiert war. Trotz mehrmaliger Wiederholung fiihrten erneute Screens nicht
zum Erfolg. Aus diesem Grund wurde fiir die Ermittlung der vollstindigen Sequenz des
MsHc eine andere Strategie angewandt.
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4.25.2. 5 RACE-PCR zur Amplifikation des kompletten kodierenden Bereichs von
MSHC

Ein Alignment des BmHc mit einem kiirzlich von D. melanogaster beschriebenen Protein
(Hemolectin) und der Sequenz von pHC-10 zeigte, dass noch 5-6 kB an fehlender Sequenz zu
erwarten waren. Auflerdem konnte bei diesem Alignment in Hemolectin und BmHc ein sehr
konservierter Bereich, mit der Sequenz GLCGNYNGD, ausgemacht werden. Dieser Bereich
wurde genutzt, um einen degenerierten Primer (P782) zu entwickeln.

Mittels eines Primers (P776) innerhalb der bereits ermittelten Sequenz von MsHc wurde eine
reverse Transkription von neu isolierter RNA mittels des GeneRacer™ Kits durchgefiihrt.
Diese cDNA wurde als Template fiir eine anschlieBende PCR mit P782 und P780 eingesetzt.
Die PCR ergab ein Produkt mit einer GréBe von 3,1 kB (s. Abb. 22). Das PCR-Produkt wurde
in den pCR®4-TOPO-Vekt0r kloniert (pHC-30) und nach der Amplifikation sequenziert.

kB 1 2 3

< HC-30
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Abb. 22: Optimierung der PCR-Bedingungen zur Amplifikation des Hemocytin-
Fragments HC-30
Agarose-Gel mit PCR-Produkten zur Amplifikation der noch fehlenden Sequenz
des MsHc. Trotz Optimierung der Annealing-Temperatur und der
Magnesium-Konzentration konnte kein Produkt im erwarteten GroéBenbereich
amplifiziert werden (Bahn 1). Erst der Zusatz von DMSO (Bahn 2: 5%, Bahn 3:
10%) ergab ein Amplifikationsprodukt der erwarteten Grofe.
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Abb. 23: Optimierung der PCR-Bedingungen zur Amplifikation des Hemocytin-
Fragments HC-50
Trotz Optimierung der Annealing-Temperatur des Primers, der Magnesium-
Konzentration im Reaktionsansatz und Zusatz von DMSO (5%) konnte kein PCR-
Produkt erhalten werden (Bahn 1). Erst der Zusatz eines Additives der Fa. Qiagen
(Q-Solution) ergab die Amplifikation eines Reaktions-Produktes von 2,6 kB.

Das 3’-Ende von pHC-30 iiberlappte mit dem 5’-Ende von pHC-10. Das 5’-Ende enthielt die
Sequenz des degenerierten Primers P782. Um die Sequenz im Bereich des degenerierten
Primers zu verifizieren und die noch fehlende Sequenz zu ermitteln, wurde eine erneute PCR
mit dem Template aus der reversen Transkription durchgefiihrt. Hierzu wurde der dem Kit
beiliegende 5’-Primer und ein ca. 700 Nukleotide abwirts vom degenerierten Primer
gelegener Primer (P790) benutzt. Nach Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde ein
2,6 kB umfassendes PCR-Produkt erhalten (s. Abb. 23).

Nach Klonierung des gereinigten PCR-Produktes in den pCR®4-TOPO-Vektor wurde das
Plasmid pHC-50 gewonnen und sequenziert. Die Analyse der Sequenzierung ergab, dass das
noch fehlende 5’-Ende des MsHc mit dem Startcodon und einer ldngeren 5’-nicht
kodierenden Region erhalten wurde. Abb. 24 zeigt den Aufbau der MsHc kodierenden cDNA

anhand der vier klonierten Fragmente.
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1 3 4 5 6 7 8 9 10 kBp
Hemocytin-cDNA
P782 P790 _P780 P776
0325 —2HET . 10897

4876 pHC-10 10897

1914 pHC-30 5003
1 pHC-50 2570
Abb. 24: Schematische Darstellung der Strategie zum Erhalt der Hemocytin-cDNA

Hemocytin wird von einer cDNA von 10,897 kBp kodiert. Der kodierende
Bereich ist als Box, flankiert von der 5’- und 3’-untranslatierten Region
dargestellt. Das Plasmid pHC-10 wurde durch einen Screen der Expressionsbank
mit einem Restriktionsfragment des urspriinglich isolierten Klons pHC-7 erhalten.
Zur weiteren Sequenzaufkldarung wurde zunichst mit dem Primer 776 neue cDNA
synthetisiert. Das Fragment pHC-30 wurde durch eine PCR-Reaktion mit den
Primern 780 und 782 aus dieser neuen cDNA amplifiziert. Das Fragment pHC-50
wurde ebenfalls aus einer durch P776 geprimten cDNA durch eine PCR-Reaktion
mit dem Primer 790 und dem 5’-Primer des GeneRacer™ Kits amplifiziert.

Die vollstindige Sequenz mit der daraus hergeleiteten Aminosidure-Zusammensetzung wurde

aufgrund des groBen Umfangs im Anhang dargestellt. Die MsHc kodierende cDNA hat eine
Lange von 10897 Nukleotiden. Das Startcodon beginnt mit Nukleotid 757. Das Stoppcodon
beginnt mit Nukleotid 10387. In der 3’-nicht-kodierenden Region finden sich mehrere

Polyadenylierungssignale sowie mehrere Signale, die die mRNA als unstabil markieren
(ATTA und ATTTA) [Shaw et al. 1986]. Das von der cDNA kodierte Polypeptid umfasst

3213 Aminosduren. Im Polypeptid finden sich mehrere mdgliche N-Glykosilierungsmotive

(N-X-S/T). Die weitere Analyse zeigte, dass MsHc, wie auch BmHc und der von Vertebraten

bekannte von Willebrand-Faktor (vVWF), aus mehreren zum Teil repetitiven Doménen

aufgebaut ist.
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Zur weiteren Analyse der Sequenz wurden Alignments der verschiedenen Doménen der
bisher bekannten, dhnlichen Proteine durchgefiihrt (Doménen-Typ B: Abb. 25, Doménen-Typ
C: Abb. 26 und Dominen-Typ D s. Anhang). Hierzu wurden die Sequenzen des MsHc, des
Hemocytins (B. mori) [Kotani et al. 1995], des Hemolektins (D. melanogaster) [Goto et al.
1999] und des von Willebrand-Faktors (H. sapiens) [Verweij et al. 1986] benutzt. Der
Vergleich der zwei dem Dominentyp B zugeordneten Bereiche zeigte eine Ubereinstimmung
der Sequenzen zwischen 17% und 63%. In allen verglichenen Sequenzen waren drei Cystein-
Reste (Position 27, 28 und 33 im Alignment) vollstindig identisch. Diese drei Cysteine
flankierten einen Bereich, der in allen Doméanen mit Ausnahme von B2 des D. melanogaster
Hemolektins konserviert war. In allen B2-Doménen und der humanen B1-Doméine war ein
Cystein am Beginn der Teil-Sequenz (Position 1) konserviert. Aulerdem wurde ein weiteres

konserviertes Cystein (C-44) festgestellt (Ausnahme: die Doméne B1 des humanen Proteins).

* 20 * 40
MsBl = -------------- QDEVSPPPRPCHOOPEYHOAP- - - KKQENE- : 27
sB2 : CPKFHN---------- LKNVANVS- CKM®PEYSOEC- - - - PKDKC- : 29
BrB1 : -------------- EDLRTAPPPPG 27
BnB2 : CPQFQT---------- LASVNI - TGK 29
HvWB1 : CPTAKAPTCGLCEVARLRQNA---D 35
HvWB2 : CPPHRLPT-------- LRKT- - - - - 25
DBl = -------------- ETLVSV- - - - DE 26
DnB2 : CPKAPVNCQERFYEVKTI KEP- - - GM&@SKHS@VP- - - - PKDL C- 37

Abb. 25:  Alignment der Doméanen vom B-Typ
Dargestellt wurde das Alignment von Doménen des Typs B des Hemocytins von
M. sexta mit den dhnlichen Domidnen des Hemocytins (B. mori, Bm), des
Hemolektins (D. melanogaster, Dm) und des von Willebrand-Faktors (H. sapiens,
HvW). Vollstindig konservierte Aminosduren wurden schwarz unterlegt, zu 75%
konservierte Bereiche wurden griin markiert und zu 60% konservierte Positionen
wurden violett hervorgehoben.

Der Vergleich der Dominen des C-Typs wurde unter Auslassung der C2-Doméne des
Proteins von D. melanogaster durchgefiihrt, da diese Domine in diesem Protein nicht
erkennbar war. Das Alignment der Dominen dieses Typs ergab eine Ubereinstimmung der
Sequenzen zwischen 13% und 69%. Auch in diesem Dominen-Typ konnte ein zentraler,
identischer Bereich, flankiert von drei konservierten Cysteinen (C-12, C-13 und C16)
beobachtet werden. Daneben sind noch vier weitere Cysteine (C-62, C-67, C-89 und C-93) in
allen Doménen mit Ausnahme der von M. sexta konserviert.
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* 20 * 40 * 60
MsCl @ ------mmmmmmmao QEVEEPRAVPFAC- CP- - - VPQYVACRDRDNVYKVGENWTSPTNPEEKYQE- - : 47
MsC2 @ ------mmmmaae QEVLKEEKVPWQVL - PY- RGSGRVSRRKQDL SGESNVAVI EP- - VRE- - --RD : 45
BmCl : -----meeeeeoo LEVLEPRPVPFAC- CP- - - EPVQVACRHQDNVYKVCGEKWKSPTDVEETYECAA : 49
BrC2 : ----c-cc-cncaann- QEVLKEEKI PGKC- CP- - - KVEPVACRDGDKI YCEVQVWTTP- DPCTNRTCRR : 48
HvWC1 : NSTVSCP-L------- GY- L- ASTATNDCGCTTTTCLPDKVCVHRSTI YPVGQFWEEGCDVCT- - - CTD : 56
HvWC2 : QRNVSCPQLEVPVCPSGEQL- - SCKTSAC- CPSCRCERVEACNVLNGTVI GPGKTV- - VI DVETTCRCV- : 63
1D O i I I I VCEDKWTHAKEVEKQETESY : 19
* 80 * 100 *

VsCl : NGQAD- - - DEKLEKVTTVQHECDDDEQPE- - - WKIYF PADAASGE[E®E[{ORP V| DGVERPI GEKWTSS : 109
VsC2 : NGQ- - - PRREGRQARAHGERAGVRQVVSARL DVSJAPAPA- - - PDRLVEPGSTWQSE : 107

BmCl : DG----- DCKL QRL AAVQREDRHEQPE- - - WKN{VPAEADSGCQEEEI(OEP V! DGEEKPI GEKWTSS : 109
BmC2 = E------ DGQL SVGRTVEHCERQCRRG- - - WTR{SPPAAD- - DDQLKEPGSTWSSA : 105
HvWC1 : NEDAV- - NGLRVAQCSQKPCEDSCRSEG- - - FT)YVLHE- - - VTGSPR- GDSQSSW : 115
HVWC2 : NMQVGVI SCGFKLE- - CRKTTENP- CPLG- - - - - KEENNT - GE[®{eleix{®l PT QL- - - RGEQI MILK : 119
DnC1 : GP----- DENAQVVSTLEQCL TDCAPEG- - - FS)f- - QNL DKTK[e{elei(eVQT S[e- [IFEQKL YEVNALWKS : 76

Abb. 26: Alignment der Doménen vom C-Typ

Dargestellt wurde das Alignment von Doménen des Typs C des Hemocytins von
M. sexta mit den dhnlichen Dominen des Hemocytins (B. mori, Bm), des
Hemolektins (D. melanogaster, Dm) und des von Willebrand-Faktors (H. sapiens,
HvW). Vollstindig konservierte Aminosduren wurden schwarz unterlegt, zu 85%
konservierte Bereiche (bzw. konservativ substituierte Aminoséduren) wurden griin
markiert und zu 55% konservierte Positionen (bzw. konservative Substitutionen)
wurden violett hervorgehoben.

Der Vergleich der Doménen des D-Typs ergab, dass in allen Proteinen zwei Formen dieser
Dominen existieren: eine lange (D1-D3) und eine kurze Form (d’-d’’”). Das Alignment dieser
Dominen wurde aufgrund des Umfangs im Anhang dargestellt. Insgesamt ergibt sich in dieser
Doménenform eine Identitit zwischen 16% und 76%. Auch hier waren zahlreiche Cysteine
konserviert. In einigen Fillen traten zusétzliche oder fehlende Cysteine auf. Zusitzliche
Cysteine wurden in der Domidne des Typs D1 an Position 297 beobachtet, im Typ D2 an
Position 110/111, 269 (nur B. mori und D. melanogaster) und 431 sowie im Typ D3 an den
Positionen 170 und 317. Fehlende Cysteine traten in der Doméne des Typs D1 an folgenden
Positionen auf: 239 und 285 (nur B. mori). Im Doménen-Typ D2 fehlten Cysteine an den
Positionen 280, 311, 453, 456 und 458. Im Typ D3 fehlte diese Aminosédure an den Positionen
208, 287, 387 (nur M. sexta), 394, 453 (nur D. melanogaster) sowie 456 und 458 (beide nur
B. mori und D. melanogaster).
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4.3. Rekombinante Expression der cDNAs zur Produktion von
polyklonalen Antikorpern

Zur weiteren Charakterisierung der durch die isolierten cDNAs kodierten Proteine wurden mit
Ausnahme des HAIPs, fiir das bereits ein AntikOrper existierte [Kanost et al. 1994],
polyklonale Antikdrper gegen die rekombinant exprimierten Proteine hergestellt. Hierzu war
zundchst die Klonierung der in dem Plasmid pBSK vorliegenden c¢cDNAs in einen
Expressionsvektor notwendig. Die cDNA wurde mittels PCR aus dem vorliegenden Plasmid
amplifiziert. Die Vorgehensweise ist in Abb. 27 am Beispiel des IML-3 schematisch
dargestellt.

- 3.
g pBSKIML-2
y
Zhol 000 Xhal 400
.-l__..-""f.-. % __..-""'f- =
r N _,

." % Moo | rvd M1 I.'
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Abb. 27: Schematische Darstellung der Konstruktion der Expressionsvektoren am
Beispiel des IML-3
Die im Plasmid pBSK/IML-3 vorliegende cDNA wurde mittels einer PCR
amplifiziert. Die dazu eingesetzten Primer wurden so konstruiert, dass ein
direktionales Klonieren unter Erhalt des Leserasters moglich war. Nach
Restriktionsverdau mit Ncol und HindIIl wurde das PCR-Produkt in einen nach der
Methode von Lee und Mitarbeitern (1994) modifizierten Expressionsvektor des
Typs H¢PQE60 (Qiagen) ligiert. Zur Orientierung sind in den Vektoren einige
Funktionsbereiche hervorgehoben: amp": Gen fiir die Ampicillin-Resistenz,
fl origin: Origin of replication des Phagen fl, lac z: lac Z Gen (O-
Komplementation), ori: Origin of replication, p/o: Phage TS5 Promotor und 2 lac
Operatoren, RBSII: Ribosomen-Bindungsstelle, His6: Tag aus sechs aufeinander
folgenden Histidinen, A tyo: Transkriptionstermination des Phagen A und TI:
Transkriptionstermination des rrnB Operons von E. coli.
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Die hierzu eingesetzten Primer wurden so entworfen, dass nachfolgend ein direktionales
Klonieren unter Erhalt des Leserasters moglich war. Dies wurde erreicht, indem im
Vorwirtsprimer eine Ncol-Restriktionsschnittstelle und im Riickwértsprimer eine HindllI-

Restriktionsschnittstelle eingefiigt wurde.

4.3.1. Rekombinante Expression des IML-3 und Reinigung des Proteins aus
Bakterien

Da die vollstindige Sequenz des IML-3 nicht bekannt war, wurde der Vorwértsprimer so
gewihlt, dass nur die cDNA des potentiell reifen Peptids in den Expressionsvektor kloniert
wurde. Die Sequenzen der fiir die Amplifikation des IML-3 eingesetzten Primer P756 und
P757 sind im Anhang aufgefiihrt.

Nach der Amplifikation der cDNA wurde das PCR-Produkt in einem Agarose-Gel
aufgetrennt. Die Bande des IML-3 wurde ausgeschnitten und aufgereinigt. Anschlieend
wurde die cDNA mit Ncol und HindIll verdaut und in den modifizierten und mittels Ncol und
HindIII linearisierten Expressionsvektor HsPQE6O ligiert. Das Ligationsprodukt wurde zur
Transformation von M-15 Zellen eingesetzt. Da der eingesetzte Vektor nicht liber die a-

Komplementation zur Identifizierung von rekombinanten Klonen verfligte, erfolgte stets eine

kDa € 12 13 14 15 17 18 18

1060 —
81,0 —

475

353 — «
282 —

208 —

Abb. 28: Western-Blot von Bakterien-Lysaten zur Ermittlung der rekombinantes
IML-3 exprimierenden Stamme
Zur Identifikation der Stdmme, die rekombinantes IML-3 exprimierten, wurden
einzelne Kolonien in Kultur genommen und die Expression des Fremdproteins
durch Zugabe von IPTG induziert. Nach 4 h Induktion wurde ein Aliquot
abgenommen und die Bakterien durch Zentrifugation abgetrennt. Das Pellet wurde
in SDS-Ladepuffer resuspendiert und denaturiert. Die Auftrennung der Proteine
erfolgte mittels SDS-PAGE. Anschliefend wurden die Proteine auf eine Membran
transferiert und mit einem monoklonalen Antikorper gegen 5 aufeinander folgende
Histidin-Reste detektiert. Die Aufschliisse der Kolonien 12 bis 19 wurden
aufgetragen. Als Negativ-Kontrolle (-C) wurde Lysat von MI15-Zellen ohne
Expressionsvektor aufgetragen. Der Pfeil zeigt rekombinantes IML-3. Eine der
Kolonien (14) trug ein verkiirztes Insert.
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eingehende Kontrolle der Rekombinanten. In einem ersten Schritt wurden dazu 20 einzelne
Kolonien gepickt und nach Induktion mit IPTG in einem Western-Blot auf Expression von
Histidin-markiertem Protein untersucht. In Abb. 28 ist ein Blot zur Identifizierung von
Histidin-markiertem IML-3 dargestellt.

Insgesamt zeigten 18 der isolierten Kolonien die Expression von Histidin-markiertem Protein
in der erwarteten GroB3e von etwa 34 kDa. Einer der isolierten Klone (14) produzierte ein mit
dem Antikdrper reagierendes Protein, das aber nicht die zu erwartende Grofle besal. In einem
weiteren Kontrollexperiment wurde Plasmid-DNA des Klones 13 isoliert. Anschlieend
wurde es mit Ncol und HindIlll verdaut und die Wanderungsgeschwindigkeit des
Restriktionsfragmentes mit der des urspriinglich zur Ligation eingesetzten PCR-Produktes
verglichen (siche Abb. 29, Bahn 1 und 2). Da das erhaltene Restriktionsfragment eine gleiche
GroBe wie das urspriingliche PCR-Produkt zeigte, wurde der Klon 13 fiir die Optimierung der

Expressionsbedingungen benutzt.
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Abb. 29: Vergleich der isolierten Plasmide mit dem ursprunglichen PCR-Produkt von
IML-3 und MsHc
Zur weiteren Kontrolle der Klonierung wurden aus den rekombinantes Protein
exprimierenden Bakterien Plasmide prédpariert und nach Verdau mit Ncol und
HindIIl mit dem urspriinglichen PCR-Produkt verglichen. Bahn 1: Verdau des
IML-3-Expressionsplasmids, Bahn 2: IML-3-PCR-Produkt, Bahn 3: Verdau des
MsHc-Expressionsplasmids und Bahn 4: MsHc-PCR-Produkt. Der offene Pfeil
zeigt die cDNA des IML-3. Der schwarze Pfeil zeigt die cDNA des MsHc.

Hierzu wurde eine frische Kultur der Bakterien mit IPTG induziert. Uber einen Zeitraum von
sechs Stunden wurden mehrere Proben genommen. Nach der letzten Probenahme wurde
auBlerdem ein Aliquot von 1 ml entnommen. Dieses Aliquot wurde fiir die Untersuchung der
Loslichkeit des rekombinanten Proteins eingesetzt. In Abb. 30 ist ein Coomassie-geférbtes

Gel dieser Proben gezeigt.
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Abb. 30: Ermittlung der optimalen Expressionsbedingungen fur IML-3

Bakterien mit dem IML-3-Expressionsvektor wurden in Kultur genommen und die
Expression von Fremdprotein durch Zugabe von IPTG induziert. Nach
verschiedenen Inkubationszeiten wurden Aliquots entnommen und denaturiert. Es
wurden gleiche Mengen dieser Proben auf das Gel aufgetragen. Die abschlieSend
verbliebene Kultur wurde genutzt, um die Loslichkeit des rIML-3 zu iiberpriifen. P:
Pellet nach Lyse der Bakterien mittels Ultraschall, S: Uberstand nach Lyse der
Bakterien, H: Ultraschall-Homogenat. Die Bakterienlysate der Zeitreihe (45min bis
6h) wurden mit der Zeit nach Induktion benannt (z. B. die Probe 45m wurde 45 min
nach Zugabe von IPTG entnommen). Als Negativ-Kontrolle (-C) wurde Lysat des
Klones 13 vor Zugabe des IPTGs aufgetragen. Der Pfeil markiert rekombinantes
IML-3.

Wie man erkennen konnte, ist in den Bakterien vor Zugabe von IPTG keine Produktion von
IML-3 feststellbar. Bereits nach 45-miniitiger Induktion zeigte sich eine zusitzliche Bande,
die durch das exprimierte IML-3 hervorgerufen wurde. Die grofite Menge an rekombinantem
Protein konnte nach etwa vier- bis fiinfstiindiger Induktion festgestellt werden. Das Protein
wurde von den Bakterien in einer nicht-16slichen Form gebildet und in Inclusion bodies
eingelagert. Fiir die Herstellung des IML-3 in groBerem Umfang wurde daher eine Induktion
einer 200 ml Kultur fiir vier Stunden durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Bakterien durch
Zentrifugation pelletiert, resuspendiert und aufgeschlossen. Die nunmehr denaturierten
Proteine wurden mit Ni-NTA-Sdulenmaterial inkubiert und zur weiteren Aufarbeitung in eine
kleine Sdule tiberfiihrt. Unspezifisch an die Séule gebundene Proteine wurden vor der Elution
der spezifisch gebundenen Proteine durch mehrere Waschschritte entfernt. Nach erfolgter
Elution wurde der Proteingehalt der aufgefangenen Fraktionen bestimmt. Anschlieend
wurden Aliquots aller Fraktionen auf einem Coomassie-gefdarbten Gel darauthin untersucht,
welche Fraktionen das rekombinante IML-3 enthielten. Die Gele mit den Fraktionen, die mit

Waschpuffer B und Elutionspuffer von der Sdule gespiilt wurden, sind in Abb. 31 dargestellt.
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Abb. 31: Reinigung von rekombinantem IML-3

Das rekombinante IML-3 wurde mittels Ni-NTA-Sdule gereinigt. Nach dem Binden
des Proteins an die Sdule wurde diese zur Elution nicht spezifisch gebundener
Proteine mit Waschpuffer B gewaschen (Gel A: Fraktionen 1-13, H: Homogenat
der Bakterien nach Induktion mit IPTG). Die Elution des IML-3 erfolgte sodann
durch Elutionspuffer (Gel B: Fraktionen 1-13). Geringe Mengen IML-3 eluierten
bereits wahrend des Waschens der Sdule mit Waschpuffer B (schwarzer Pfeil). Die
Hauptmenge eluierte jedoch erst mit dem Elutionspuffer (offener Pfeil) in den
Fraktionen E-5 bis E-8.

Bereits mit Waschpuffer B wurde IML-3 zu einem geringen Teil von der Siule gewaschen.
Der grofite Anteil an rekombinantem Protein wurde jedoch erst durch den Elutionspuffer in
den Fraktionen E-5 bis E-8 erhalten.

Als abschliefendes Kontrollexperiment wurde ein Aliquot des gereinigten IML-3 in einer
SDS-PAGE von noch in Spuren vorhandenen verunreinigenden Proteinen abgetrennt und auf
eine  PVDF-Membran transferiert. Die Bande, die dem IML-3 entsprach, wurde
ausgeschnitten und zur N-terminalen Sequenzierung eingesetzt. Dabei sollte insbesondere
tiberpriift werden, dass es wihrend der PCR-Reaktion und der anschliefenden Klonierung
nicht zu einer Verschiebung des Leserasters gekommen war. Als N-terminale Sequenz des
rekombinanten IML-3 wurde die erwartete Aminosidure-Abfolge [HHHHHHAMG(S)N]

ermittelt.
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4.3.2. Rekombinante Expression eines MsHc-Fragments und Reinigung des Proteins
aus Bakterien

Fir die Produktion eines polyklonalen Antikdrpers gegen MsHc wurde ein c-terminales
Peptid (Aminosdure 2932 bis Aminosdure 3213) in E. coli exprimiert. Zur Konstruktion des
Expressionsvektors wurden die Primer P 765 und P 766 eingesetzt (die Primersequenzen sind
im Anhang aufgefiihrt). Die Klonierung des Fragmentes erfolgte in Anlehnung an die fiir das
IML-3 erfolgreiche Strategie.

kDa Th 2h 3h 4h 6h

1060 —
810 —

475 —

—r ——— <+

353 —
28,2 —

20,8 e . " i S—

Abb. 32: Ermittlung der optimalen Expressionsbedingungen fiir MsHc
Bakterien mit dem MsHc-Expressionsvektor wurden in Kultur genommen und die
Expression von Fremdprotein durch Zugabe von IPTG induziert. Nach
verschiedenen Inkubationszeiten wurden Aliquots entnommen und denaturiert. Die
tiber der Abbildung angegebenen Zeiten bezeichnen die Induktionsdauer fiir die
jeweilige Probe. Der Pfeil markiert rekombinantes MsHc.

Nach der Identifizierung einer Bakterienkolonie, die nach IPTG-Induktion Histidin-getagtes
Protein produzierte, wurde aus diesen Bakterien Plasmid isoliert. Nach einem
Restriktionsverdau wurde die GroBe der ausgeschnittenen cDNA mit dem urspriinglichen
PCR-Produkt verglichen (s. Abb. 29, Bahn 3 und 4). Vor der Produktion von groBeren
Mengen des Proteins wurden auch fiir das MsHc-Fragment die Expressionsbedingungen
optimiert (s. Abb. 32). Auch MsHc wurde von den Bakterien in einer nicht-16slichen Form
gebildet.

Daher konnte fiir MsHc das bereits fiir IML-3 genutzte Reinigungsschema angewandt
werden. Nach der Affinititsreinigung des rekombinanten MsHc wurden die mit dem
Waschpuffer und Elutionspuffer erhaltenen Fraktionen mittels SDS-PAGE auf Gehalt an

rekombinantem Protein untersucht (s. Abb. 33).
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Abb. 33: Reinigung von rekombinantem MsHc

Das rekombinante MsHc wurde mittels Ni-NTA-Saule gereinigt. Nach dem Binden
des Proteins an die Sdule wurde diese zur Elution nicht spezifisch gebundener
Proteine mit Waschpuffer B gewaschen (Gel A: Fraktionen 1-12, H: Homogenat
der Bakterien nach Induktion mit IPTG). Die Elution des MsHc erfolgte
anschliefend durch Elutionspuffer (Gel B: Fraktionen 3-14, H: Homogenat der
Bakterien nach Induktion mit IPTG). Geringe Mengen MsHc eluierten bereits
wihrend des Waschens der Sdule mit Waschpuffer B (schwarzer Pfeil). Die
Hauptmenge eluierte jedoch erst mit dem Elutionspuffer (offener Pfeil) in den
Fraktionen E-4 bis E-6.

Auch bei diesem Protein wurde bereits eine kleine Menge durch den Waschpuffer von der
Sdule gespiilt. Der groflere Anteil eluierte jedoch erst nach dem Wechsel zum Elutionspuffer

in den Fraktionen E4-E6.
Als letzte Bestitigung der richtigen Klonierung wurde auch von diesem Protein der Ubergang

zwischen dem Histidin-Tag und MsHc mittels Edman-Abbau verifiziert. Die erhaltene

Sequenz [HHHHHHAMGE(S)N] entsprach der Erwartung.

4.3.3. Rekombinante Expression der FP-1 und Reinigung des Proteins aus Bakterien

Zur rekombinanten Expression der Fettkorper-Protease 1 wurde die vollstindige cDNA mit
den Primern P 657 und P 658 (Primersequenzen s. Anhang) amplifiziert. Die Konstruktion
des Expressionsvektors und anschlieBende Transformation von Bakterien mit dem

Ligationsprodukt erfolgte nach dem bereits fiir IML-3 erfolgreichen Schema. Nach
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Identifizierung eines positiven Bakterien-Stammes wurde die Grofe der enthaltenen cDNA

mit dem urspriinglichen PCR-Produkt verglichen. Da die Grofe beider Proben

tibereinstimmte (s. Abb. 34), wurden die Expressionsbedingungen, wie bereits beschrieben,
optimiert (s. Abb. 35).

Abb. 34:

Abb. 35:
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Vergleich der isolierten Plasmide mit dem urspringlichen PCR-Produkt der
FP-1

Zur weiteren Kontrolle der Klonierung wurden aus zwei Bakterien-Stammen
Plasmide prépariert und nach Verdau mit Ncol und HindIIl mit dem urspriinglichen
PCR-Produkt verglichen. Bahn 1: Verdau eines Bakterien-Stammes, der keine mit
dem urspriinglichen PCR-Produkt {ibereinstimmende cDNA enthielt, Bahn 2: FP-1
cDNA, die mit dem urspriinglichen PCR-Produkt co-migriert und Bahn 3: FP-1-
PCR-Produkt. Der offene Pfeil markiert die cDNA der FP-1.
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Ermittlung der optimalen Expressionsbedingungen fur FP-1

Bakterien mit dem FP-1-Expressionsvektor wurden in Kultur genommen und die
Expression von Fremdprotein durch Zugabe von IPTG induziert. Nach
verschiedenen Inkubationszeiten wurden Aliquots entnommen und denaturiert. Die
iiber der Abbildung angegebenen Zeiten bezeichnen die Induktionsdauer der
jeweiligen Probe. Der Pfeil markiert rekombinante FP-1.
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Im Gegensatz zu IML-3 und MsHc erfolgte die Synthese des rekombinanten Proteins FP-1 in
den Bakterien nur in sehr kleinen Mengen. Fiir die Aufreinigung von geniligend Material zur
Produktion eines polyklonalen Kaninchen-Antikdrpers mussten daher insgesamt 7,5 Liter
Bakterienkultur aufgearbeitet werden (Fraktionen der Ni-NTA-Chromatografie zur Reinigung
des rekombinanten Proteins s. Abb. 36).
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Abb. 36: Reinigung von rekombinanter FP-1

Die rekombinante FP-1 wurde mittels Ni-NTA-Saule gereinigt. Nach dem Binden
des Proteins an die Sdule wurde diese zur Elution nicht spezifisch gebundener
Proteine mit Waschpuffer B gewaschen (Gel A: Fraktionen 1-13). Die Elution des
MsHc erfolgte sodann durch Elutionspuffer (Gel B: Fraktionen 1-13). Geringe
Mengen FP-1 eluierten bereits wihrend des Waschens der Sdule mit Waschpuffer B
(schwarzer Pfeil). Die Hauptmenge eluierte jedoch erst mit dem Elutionspuffer
(offener Pfeil) in den Fraktionen E-3 bis E-7.

Vor der weiteren Verwendung der rekombinanten FP-1 wurde zunidchst iiberpriift, ob es
wihrend der Klonierung zu Verdnderungen des Leserasters gekommen war. Da die Kontrolle
mittels Edman-Abbau  fehlschlug, wurde stattdessen die Plasmid-DNA  des
Expressionsvektors sequenziert. Mittels dieses Ansatzes konnte die erwartete Sequenz
(MHHHHHHAMVREVLLVAL) bestitigt werden.
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4.4, Produktion von polyklonalen Antikdrpern gegen FP-1, MsHc und
IML-3

Die aufgereinigten Proteine wurden fiir die Herstellung von polyklonalen Kaninchen-
Antikorpern benutzt. Hierzu wurden jeweils 550 pg des rekombinanten Proteins nach der
Reinigung iiber eine Ni-NTA-Sdule einem abschlieBenden Reinigungsschritt mittels SDS-
PAGE unterzogen. Die Bande des jeweiligen Proteins wurde aus dem Gel ausgeschnitten und
auf Trockeneis an ein Auftragsunternehmen (IML-3 und MsHc: Fa. Cocalico Biologicals,
Reamstown, Pennsylvania, USA; FP-1: Fa. Davids Biotechnologie, Regensburg) zur
Immunisierung von Kaninchen verschickt. Die Immunisierung der Tiere erfolgte nach
Standardprotokollen der beauftragten Firmen.

Nach erfolgreicher Immunisierung wurden die Antiseren im Western-Blot auf ihre Reaktivitét
gegen die zur Immunisierung eingesetzten rekombinanten Proteine getestet (s. Abb. 37A fiir
IML-3, Abb. 37B fiir MsHc und Abb. 38 fiir FP-1).
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Abb. 37: Charakterisierung der gegen rekombinantes IML-3 und MsHc hergestellten
polyklonalen Antikorper
Zur Charakterisierung der hergestellten Antikérper wurden unterschiedliche
Mengen der rekombinanten Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran transferiert. Die Detektion erfolgte mit unterschiedlichen
Verdiinnungen der Antikorper. A: Rekombinantes IML-3 wurde mit einer 1:2000
Verdiinnung des Antikorpers deutlich markiert. Die aufgetragene Menge Protein ist
iiber der Abbildung angegeben. B: Rekombinantes MsHc wurde mit einer 1:7500
Verdiinnung des Antikorpers deutlich markiert. Die aufgetragene Menge Protein ist
iiber der Abbildung angegeben.

Alle Seren, die vor der Immunisierung der Kaninchen entnommen wurden, reagierten nicht
mit den rekombinanten Proteinen. Die nach der Immunisierung erhaltenen Seren zeigten eine
deutliche Reaktivitit gegen die zur Immunisierung eingesetzten rekombinanten Proteine. Zur

Detektion des rekombinanten IML-3 (10 ng) war eine 1:2000 Verdiinnung vom Antikdrper
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des mit diesem Protein immunisierten Kaninchens hinreichend. Das rekombinante MsHc-
Fragment (10 ng) wurde noch von einer Verdiinnung von 1:7500 von dem entsprechenden
Antikorper detektiert.

50ng 20ng 10ng 5ng kDa
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Abb. 38: Charakterisierung des gegen rekombinante FP-1 hergestellten polyklonalen
Antikorpers
Zur Charakterisierung der hergestellten Antikorper wurden unterschiedliche
Mengen der rekombinanten FP-1 mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
PVDF-Membran transferiert. Mit einer 1:5000 Verdiinnung des FP-1 spezifischen
Antikorpers werden 10 ng des rekombinanten Proteins deutlich detektiert (Pfeil).

Die rekombinante FP-1 (10 ng) wurde von einer 1:5000 Verdiinnung des Antikorpers deutlich
detektiert.

4.5. Kreuzreaktivitat der Antiseren mit Hamolymph-Proteinen anderer
Insekten

Mit den polyklonalen Antikérpern gegen die rekombinant hergestellten IML-3 und MsHc
wurden die Hdmolymphen von M. sexta und verschiedener anderer Insekten untersucht. Es
zeigte sich, dass der Antikdrper gegen IML-3 in Hdmolymphe von M. sexta drei Proteine
markiert (s. Abb. 39).
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Abb. 39: Reaktivitat des polyklonalen Antikérpers gegen rekombinantes IML-3 mit
Hamolymph-Proteinen verschiedener Insekten
Zur weiteren Charakterisierung des Antikorpers gegen IML-3 wurden Hdmolymph-
Proteine von verschiedenen Insekten in einer SDS-PAGE aufgetrennt und
nachfolgend auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Membran wurde nach
Blockieren mit einer 1:2000 Verdiinnung des Antikorpers gegen IML-3 behandelt.
Die Detektion erfolgte nach Inkubation mit einem Alkalische-Phosphatase-
konjugiertem,  Kaninchen-spezifischen =~ Antikdrper  mittels ~ BCIP/NBT.
Aufgetragene Himolymph-Proben stammten von M. sexta (Ms), P. americana (Pa),
A. domesticus (Ad), B. mori (Bm), G. mellonella (Gm), H. cecropia (Hc), D.
melanogaster (Dm) und C. morosus (Cm). In Himolymphe von M. sexta erkennt
der Antikorper drei Proteine (offene Pfeile). In Himolymphe von H. cecropia und
C. morosus erkennt der Antikorper jeweils ein Protein (schwarze Pfeile).

Diese drei Proteine wurden mit zunchmender Grofe als IML-3a, IML-3b und IML-3c
benannt. Das Molekulargewicht dieser Proteine wurde mit 33,5 kDa, 37,5 kDa und 45 kDa
bestimmt. Die Intensitdt der detektierten Banden nahm mit zunehmender GroB3e des Proteins
ab. Von den zusétzlich getesteten Proben anderer Insekten wies nur eine Proteinbande aus der
Hamolymphe von H. cecropia eine mit dem IML-3b co-migrierende Kreuzreaktivitit auf. In
der Hamolymphe von C. morosus wurde ein Protein detektiert, das mit IML-3¢c comigriert.
Jedoch war in dieser Probe auch eine Fiarbung einiger hochmolekularer Proteine erkennbar.
Die Hamolymphen von P. americana (Pa), A. domesticus (Ad), B. mori (Bm), G. mellonella
(Gm) und D. melanogaster (Dm) wiesen keine Proteine auf, die mit dem Antikorper detektiert
werden konnten.

Auch der polyklonale Antikorper gegen rekombinantes MsHc detektierte in Hdmolymphe
mehrere Banden (s. Abb. 40). Da der Northern-Blot fiir dieses Protein jedoch nur eine Bande

zeigte, wurden diese Proteine nicht weiter unterteilt.
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Abb. 40: Reaktivitat des polyklonalen AntikOrpers gegen rekombinantes MsHc mit
Hamolymph-Proteinen verschiedener Insekten
Zur weiteren Charakterisierung des Antikorpers gegen MsHc wurden gleiche
Mengen zellfreier Himolymph-Proteine von verschiedenen Insekten in einer SDS-
PAGE aufgetrennt und nachfolgend auf eine PVDF-Membran transferiert. Die
Membran wurde nach Blockieren mit einer 1:5000 Verdiinnung des Antikorpers
gegen MsHc behandelt. Die Detektion erfolgte nach Inkubation mit einem
Alkalische-Phosphatase-konjugiertem, Kaninchen-spezifischen Antikorper mittels
BCIP/NBT. Aufgetragene Hamolymph-Proben stammten von M. sexta (Ms), P.
americana (Pa), A. domesticus (Ad), G. mellonella (Gm), B. mori (Bm), H.
cecropia (Hc), D. melanogaster (Dm) und C. morosus (Cm). Offene Pfeile zeigen
die reagierenden Proteine von M. sexta, schwarze Pfeile zeigen kreuzreagierende
Proteine in der Hadmolymphe von B. mori.

Die Masse der drei am deutlichsten hervortretenden Banden wurde mit 220 kDa, 315 kDa und
390 kDa bestimmt. In den Himolymph-Proben der anderen Insekten konnte nur bei B. mori
eine deutliche Detektion von drei Proteinen beobachtet werden. Diese 3 Proteine zeigten
jedoch im Vergleich zu den bei M. sexta detektierten Proteinen ein abweichendes
Molekulargewicht. Die am weitesten migrierende Bande besitzt eine Masse von 145 —
165 kDa. In der Himolymphe von A. domesticus konnte im hochmolekularen Bereich ein
,verschmierter’ Bereich beobachtet werden. Trotz mehrmaliger Wiederholung war hier jedoch
keine abgegrenzte Bande zu erkennen. Alle tibrigen Insektenarten zeigten keine mit dem

MsHc-Antikorper detektierbaren Proteine.
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4.6. Charakterisierung einiger Eigenschaften des IML-3

In Vorversuchen fiir eine spitere Reinigung und zur Uberpriifung der Hypothese, das IML-3

moglicherweise im nativen Zustand mit weiteren Proteinen assoziiert vorliegt, wurden

Hamolymph-Proteine mittels einer Gelfiltration aufgetrennt. Die erhaltenen Fraktionen
wurden im Western-Blot auf das Vorhandensein von IML-3 untersucht (Abb. 41).
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Abb. 41: Auftrennung von Hamolymph-Proteinen von M. sexta durch Gelfiltration

Hamolymph-Proteine wurden iiber eine Sephacryl-Séule groBenfraktioniert. Die
erhaltenen Fraktionen wurden mittels Western-Blot auf den Gehalt an IML-3
untersucht. IML-3 konnte sowohl in den Fraktionen 4 und 5, aber auch in den
Fraktionen 11 bis 13 detektiert werden. Die Nummern der aufgetragenen
Fraktionen sind {iber dem Blot angegeben.
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Es zeigte sich, dass IML-3 in zwei getrennten Bereichen aus der Séule eluiert wurde: das
Protein war in den Fraktionen 4 und 5 sowie in den Fraktionen 11 bis 13 nachweisbar. In den
dazwischen eluierten Fraktionen konnte es nicht nachgewiesen werden.

Fiir weitere Funktionsuntersuchungen wurde ein Testsystem etabliert, mit dem eine mdgliche
Bindung von IML-3 an LPS in der Himolymphe {iberpriift werden sollte. Hierzu wurden die
Bedingungen einer Elektrophorese unter nativen Bedingungen so optimiert, dass im
Folgenden eine Auftrennung in einer zweiten Dimension mit anschlieBendem Transfer auf
eine PVDF-Membran durchgefiihrt werden konnte. Im ,eindimensionalen’ nativen Blot (Abb.
42) konnten so zwei scharf abgegrenzte Banden identifiziert werden, die von dem Antikdrper
gegen IML-3 erkannt wurden. Zusitzlich konnte noch eine Kreuzreaktivitit mit weiteren

schmierenden Proteinen im oberen Bereich des Gels beobachtet werden.

Abb. 42: Nachweis von IML-3 nach nativer Elektrophorese.
Auftrennung von gleichen Mengen zellfreier Hamolymph-Proteine mittels nativer
Elektrophorese in einem 7,5%-Gel mit anschlieBendem Western-Blot und
Detektion mit dem Antikorper gegen IML-3. A: Coomassie-Féarbung eines Gels. B:
Western-Blot der zweiten Hélfte des Gels. Bahn 1 und 4: naive Himolymphe, Bahn
2 und 5: Himolymphe 24 h nach experimenteller Infektion mit M. lysodeiktikus und
Bahn 3 und 6: 48 h nach experimenteller Infektion mit M. lysodeiktikus.

Eine experimentelle Infektion fiihrte nicht zu einer deutlich erkennbaren Verdnderung der
Banden.

Im weiteren Verlauf wurde das so etablierte Testsystem genutzt, um die Bindung von IML-3
an LPS nachzuweisen. Hierzu wurde =zellfreie Hidmolymphe mit verschiedenen
Konzentrationen LPS fiir 2 h bei RT sanft geschwenkt. AnschlieBend wurden die
Héamolymph-Proteine in einer nativen Elektrophorese aufgetrennt (Abb. 43). Um eine bessere
Separation der verschiedenen Banden zu erreichen, wurden fiir diese Versuche Gele mit einer
geringeren Acrylamid-Konzentration (5%) als in den ersten Vorversuchen genutzt. Dadurch

konnten die bisher beobachteten Banden in eine groBere Anzahl aufgetrennt werden. Es zeigte
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sich dabei eine von der LPS-Konzentration abhingige Verdnderung der Banden, die im
Western-Blot von dem Antikdrper gegen IML-3 erkannt wurden. Insgesamt verdnderte sich
das Laufverhalten der verschiedenen Banden unterschiedlich mit zunehmender Konzentration
von LPS.

Abb. 43: Nachweis der Bindung von LPS durch IML-3 nach nativer Elektrophorese
Hémolymphe wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen LPS inkubiert und
nachfolgend in einer nativen Elektrophorese (5% Gel) aufgetrennt. A: Coomassie-
Farbung des Gels. B: Western-Blot detektiert mit dem Antikorper gegen IML-3.
Die Ziffern iiber der Abbildung geben die Konzentration des zugegebenen LPS in
mg/ml an. Ub: Negativ-Kontrolle, -: leere Bahn.

Im Coomassie-Gel konnte bereits bei einer LPS-Konzentration von 1 mg/ml eine
Verschiebung der Banden i und h weiter in Richtung auf die Lauffront beobachtet werden.
Bei einer Konzentration von 10 mg/ml waren diese Banden nicht mehr auszumachen.
Auflerdem konnte beobachtet werden, dass die Bande g mit steigender LPS-Konzentration
zunehmend intensiver und diffuser wurde. Eine Verdnderung der Banden a und d konnte erst
ab einer LPS-Konzentration zwischen 5 und 10 mg/ml festgestellt werden; Bande b war
bereits bei 5 mg/ml nicht mehr detektierbar. Die Banden c, e und f verédnderten sich durch die
Inkubation mit LPS nicht. Im Blot, der ohne LPS und mit 10 mg/ml LPS durchgefiihrt wurde,
konnte im Bereich von i und h nur eine diffuse Farbung erhalten werden. Schirfer abgegrenzt
waren hingegen g, e, d, b und vor allem a. Im Bereich der Bande f trat neben einem
,negativen’ Féarben auch noch eine zusitzliche, im Coomassie-Gel {iberlagerte Bande hervor.
Alle diese Banden, mit Ausnahme von d und f, konnten nach der Inkubation nicht mehr
beobachtet werden. Da erst bei einer LPS-Konzentration von 10 mg/ml ein vollstindiges
Verschwinden aller Banden beobachtet wurde, wurde diese Konzentration in einem weiteren
Experiment zu einer zwei-dimensionalen Auftrennung genutzt. Hierzu wurde, nach der

Auftrennung unter nativen Bedingungen, ein Streifen des Geles unter denaturierenden
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Bedingungen aufgetrennt. In einem sich anschlieenden Western-Blot (Abb. 44) gelang es
nicht, die zwei scharf abgegrenzten Banden aus Abb. 42B mit den verschiedenen Banden des
IML-3 im denaturierenden Gel eindeutig in Ubereinstimmung zu bringen. Vielmehr konnte
beobachtet werden, dass die Banden, die unter denaturierenden Bedingungen mit IML-3 a, b
und ¢ co-migrieren, im nativen Gel liberwiegend in dem Bereich des Geles enthalten waren,
der die diffuse Fiarbung enthielt (Bande g, h und i in Abb. 43).

nativ

denaturierend

Abb. 44: In-vitro Bindungsexperiment von Hamolymph-Proteinen mit LPS

Zum Nachweis der LPS-Bindung durch IML-3 wurden Hamolymph-Proteine mit
LPS inkubiert. Die Proteine wurden anschliefend zweidimensional aufgetrennt
(1. Dimension: native Bedingungen, 2. Dimension: nach Denaturierung) und
geblottet. A: Auftrennung von Hémolymph-Proteinen, Inkubation ohne LPS.
Coomassie-Farbung. B: Auftrennung von Hamolymph-Proteinen, Inkubation mit
LPS. Coomassie-Farbung. C: Auftrennung von Hamolymph-Proteinen, Inkubation
ohne LPS. Western-Blot mit dem Antikdrper gegen IML-3. D: Auftrennung von
Héamolymph-Proteinen, Inkubation mit LPS. Western-Blot mit dem Antikdrper
gegen IML-3. Die Wanderungsrichtung der verschiedenen Auftrennungen ist
markiert. In C und D ist jeweils auf der linken Seite des Blots als Standardisierung
Hamolymphe (HL) nur eindimensional (unter denaturierenden Bedingungen)
aufgetrennt. Die Bande, die mit IML-3 a co-migriert, ist mit * markiert. Der
Bereich der Banden g-i aus Abb. 43 ist mit einem gefiillten Pfeil, der Bereich der
Banden a-d aus Abb. 43 durch offene Pfeile markiert.
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In diesem Bereich konnte in den Coomassie-gefirbten Gelen beim Vergleich des Kontroll-
Gels (Hiamolymph-Inkubation ohne LPS) mit dem Gel der LPS-behandelten Himolymphe
beobachtet werden, dass es zu einer Abschwichung der Férbeintensitdt der Banden kommt,
die in Abb. 43 mit a — d und g — i bezeichnet wurden. Ferner konnte in diesem Blot
beobachtet werden, dass die Bande die mit IML-3 a co-migrierte, nach Inkubation mit LPS

unter nativen Bedingungen weiter in Richtung der Lauffront ,schmierte’.

4.7. Einflul® bakterieller Infektionen auf die Konzentration von FP-1
und IML-3 in der Hamolymphe

Mittels der gegen FP-1 und IML-3 hergestellten Antiseren wurde der EinfluB von
experimentellen Infektionen auf den Gehalt und eine mdgliche Prozessierung der Proteine in
der Hidmolymphe untersucht. Hierzu wurden die fiir die Hamolymph-Gewinnung
vorgesehenen Tiere unterschiedlichen Behandlungen unterzogen. Wiéhrend eine
Kontrollgruppe unbehandelt blieb, wurde einer zweiten Kontrollgruppe Vollsaline gespritzt.
Zwei weitere Gruppen wurden mit Bakterien (E. coli bzw. M. lysodeiktikus), suspendiert in
Vollsaline, behandelt. Die H&molymph-Proteine wurden nachfolgend elektrophoretisch

aufgetrennt und auf einem Western-Blot mit dem jeweiligen Antikorper detektiert.
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Abb. 45: Einflul3 experimenteller Infektionen auf den Hamolymph-Gehalt von IML-3
Western-Blot mit gleichen Mengen zellfreier Hidmolymphe von unterschiedlich
behandelten Tieren. Die Himolymphe wurde von unbehandelten (ub) Tieren und
von Tieren gewonnen, die mit gleichen Volumina von Saline (sal), E. coli (E.c. 24
h p. i.) oder M. lysodeiktikus (M.1. 24 h oder 48 h p. i.) infiziert worden waren.
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Auf der mit dem Antikorper gegen IML-3 behandelten PVDF-Membran (Abb. 45) konnte in
der Probe von unbehandelten Tieren eine intensive Bande von IML-3 a identifiziert werden.
IML-3 ¢ war nur sehr schwach vorhanden, wiahrend IML-3b fast nicht nachweisbar war. Im
Saline-behandelten Tier blieben die Banden von IML-3b und c¢ nahezu unverdndert. Die
Intensitét der Bande von IML-3a nahm hingegen ab. In den Tieren, die infiziert wurden,
konnte beobachtet werden, dass der Gehalt des IML-3b und ¢ zunahm (fiir E. coli), wiahrend
die Intensitdt von IML-3a etwa mit den Saline-injizierten Tieren vergleichbar war. Bei den
mit M. lysodeiktikus behandelten Tieren konnte dies nicht beobachtet werden. Bei diesen

Tieren war das Muster der Banden in etwa vergleichbar mit den unbehandelten Tieren.
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Abb. 46: Einflul3 experimenteller Infektionen auf den Hamolymph-Gehalt von FP-1
Western-Blot mit gleichen Mengen zellfreier Hidmolymphe von unterschiedlich
behandelten Tieren. Die Himolymphe wurde von unbehandelten (ub) Tieren und
von Tieren gewonnen, die mit gleichen Volumina von Saline (sal), E. coli (E.c. 24
h p. i.) oder M. lysodeiktikus (M.1. 24 h p. i.) infiziert worden waren.

Auf dem mit dem Antikorper gegen FP-1 inkubierten Western-Blot (Abb. 46) konnte eine
Induktion des Proteins durch eine Infektion nicht eindeutig beobachtet werden. Jedoch zeigte
sich ein unterschiedliches Muster der Banden. Der Antikorper gegen FP-1 erkannte in der
Héamolymphe von naiven Tieren zwei Banden etwa gleicher Intensitdt (Pfeile in Abb. 46).
Dabei wurde die Bande mit dem hoheren Molekulargewicht durch das unprozessierte Protein
hervorgerufen. Die Bande des kleineren Proteins wurde durch die grofere Untereinheit des
Proteins nach erfolgter Prozessierung verursacht. Die kleine Untereinheit war im Western-
Blot nicht zu erkennen. Der Vergleich der verschiedenen Proben miteinander zeigte, dass die
Infektion mit verschiedenen Bakterien eine unterschiedliche Auswirkung auf die
Prozessierung der FP-1 hatte. In der Hamolymphe unbehandelter Tiere waren die
unprozessierte Form und die grole Untereinheit deutlich auszumachen. In der Himolymphe

Saline-behandelter und E. coli-injizierter Tiere war die groBe Untereinheit in geringeren
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Mengen vorhanden. Die Menge an unprozessierter FP-1, d. h. der inaktiven Vorstufe, erschien
jedoch nahezu vergleichbar wie bei den unbehandelten Tieren. Eine Injektion von M.
lysodeiktikus fiihrte zu einem Verschwinden der unprozessierten Protease. Die Bande der

prozessierten, groBen Untereinheit war jedoch vergleichsweise intensiver.

4.8. Prozessierung der FP-1 in Abhangigkeit des Entwicklungsstadiums

Um die Hypothese, dass FP-1 neben einer Bedeutung im Rahmen der Reaktion von M. sexta
auf bakterielle Infektionen, auch eine Bedeutung wihrend der larvalen Entwicklung hat,
wurden Western-Blots mit Hadmolymphproteinen verschiedener Entwicklungsstadien
durchgefiihrt (Abb. 47).
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Abb. 47: EinfluR des Entwicklungsstadiums auf FP-1

Gleiche Mengen zellfreier Héamolymphe von Larven unterschiedlicher
Entwicklungsstadien von M. sexta wurden elektrophoretisch aufgetrennt und nach
Western-Blot mit dem Antikdrper gegen FP-1 detektiert. A: L3h: Larvenstadium 3
mit Kopfkapsel-Vorschub, L4f: Larvenstadium 4 fressend, L4h: Larvenstadium 4
mit Kopfkapsel-Vorschub, L5d3: Larvenstadium 5 Tag 3 sowie W1 und W2:
Wanderstadium (sichtbares Dorsalgefdl) Tag 1 und 2. B: W3 bis WS5:
Wanderstadium Tag 3 bis 5, P1 bis P3: Puppe Tag 1 bis 3. C: P4 bis P8:
Puppenstadium Tag 4 bis 8. Volle Pfeile zeigen die unprozessierte FP1, offene
Pfeile zeigen die groe Untereinheit der prozessierten Protease.
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auf den Western-Blots zeigte sich, dass der Himolymphgehalt an unprozessierter FP-1 in den
dlteren Larvenstadien (L4, L5) deutlich hoher als in jungen Larven und Puppen ist. Allerdings
konnte in den spiten Entwicklungsstadien aufgrund einer Interferenz einiger in groBem
Ausmall gebildeter Proteine (Speicherproteine) mit der Detektion keine weitergehende
Aussage iiber den Gehalt der inaktiven Form gemacht werden. Jedoch konnte eine
Prozessierung und damit Aktivierung der Protease zu unterschiedlichen Zeiten der larvalen
und pupalen Entwicklung beobachtet werden. Deutlich detektierbar war die prozessierte grof3e
Untereinheit der FP-1 in Larven des Entwicklungsstadiums 4, unmittelbar vor der Hautung
zur LS (beurteilt anhand des Kopfkapsel-Vorschubs). Tiere in der Mitte des Stadiums L5
(L5d3) zeigten diese Aktivierung nicht. Wihrend der ersten vier Tage der Wanderphase
(beurteilt anhand des sichtbaren Dorsalgefiles) konnte ebenfalls eine geringfiigige
Prozessierung der FP-1 beobachtet werden, die am letzten Tag dieser Phase, unmittelbar vor
der Verpuppung nicht erkennbar war. Am intensivsten traten die Banden der prozessierten

Form der Protease jedoch wéhrend der ersten acht Tage des Puppenstadiums auf.
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4.9, Einflu3 experimenteller Infektionen auf die Expression von HAIP,
MsHc und IML-3

Der EinfluB3 bakterieller Infektionen auf die Expression der untersuchten Proteine wurde im
Northern-Blot Experiment untersucht. Zur Detektion der jeweiligen mRNA wurde eine DIG-
markierte Sonde spezifisch fiir diese mRNA eingesetzt. Als Ladekontrolle diente eine DIG-
markierte Sonde gegen das ribosomale Protein S3 von M. sexta [Jiang et al. 1996]. In Abb. 48
ist der Northern-Blot detektiert mit einer Sonde fiir die FP-1 dargestellt.
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Abb. 48: Northern-Blot Analyse der Expression von FP-1

Gesamt-RNA aus Hédmozyten und Fettkdrper, mit und ohne experimentelle
Infektion, wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf einer
Blotting-Membran immobilisiert. A: Die Detektion der FP-1-RNA erfolgte wie in
Abschnitt 3.4.15. beschrieben mit einer DIG-markierten Sonde spezifisch fiir FP-1.
B: Zum Nachweis gleicher RNA-Mengen wurde der Blot mit einer DIG-markierten
Sonde spezifisch fiir das ribosomale Protein S3 von M. sexta hybridisiert. [F: RNA
aus Fettkorper infizierter Tiere, CF: RNA aus Fettkorper naiver Tiere, IH: RNA aus
Hiamozyten infizierter Tiere und CH: RNA aus Hamozyten naiver Tiere. Der
geschlossene Pfeil zeigt die mRNA der FP-1. Der offene Pfeil zeigt die mRNA des
ribosomalen Proteins S3.

Die fiir die FP-1 kodierende mRNA zeigte im Northern-Blot eine GroB3e von etwa 1,9 kB. In
den Proben aus naiven (CH) und induzierten Hidmozyten (IH) konnte keine Induktion der
Transkription der FP-1 festgestellt werden. Es war zwar eine Zunahme der detektierten

Menge an FP-1 RNA von der naiven Probe zu der Probe aus induzierten Zellen zu erkennen
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(Abb. 48A). Allerdings zeigte ein Vergleich mit der Ladekontrolle, dass von der RNA naiver
Zellen im Vergleich zu RNA induzierter Zellen weniger RNA aufgetragen wurde (Abb. 48B).
In den Proben aus naivem (CF) und induziertem Fettkorper (IF) konnte eine Induktion von
FP-1 durch Infektion deutlich beobachtet werden. Die Probe aus induziertem Fettkdrper
zeigte eine deutliche Signalzunahme im Vergleich zur naiven Probe. Auflerdem wurde von

der induzierten Fettkdrper-RNA deutlich weniger aufgetragen, als von der naiven.

Abb. 49 zeigt einen Northern-Blot detektiert mit einer Sonde spezifisch fiir HAIP. Die fiir das
HAIP kodierende mRNA hatte eine GroBe von etwa 1,6 kB. In Himozyten war weder in
naiven Tieren noch in Larven nach einer bakteriellen Infektion mRNA fiir HAIP detektierbar.
In Fettkorper war die HAIP mRNA jedoch eindeutig nachzuweisen. In den Proben aus diesem
Gewebe konnte nach bakterieller Infektion im Vergleich zum naiven Gewebe eine

geringfligig intensivere Férbung der Bande beobachtet werden.

kB IF CF IH CH
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Abb. 49: Northern-Blot Analyse der Expression von HAIP

Gesamt-RNA aus Hadmozyten und Fettkorper, mit und ohne experimentelle
Infektion, wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf einer
Blotting Membran immobilisiert. A: Die Detektion der HAIP-RNA erfolgte wie in
Abschnitt 3.4.15. beschrieben mit einer DIG-markierten Sonde spezifisch fiir
HAIP. B: Zum Nachweis gleicher RNA-Mengen wurde der Blot mit einer DIG-
markierten Sonde spezifisch fiir das ribosomale Protein S3 von M. sexta
hybridisiert. IF: RNA aus Fettkorper infizierter Tiere, CF: RNA aus Fettkorper
naiver Tiere, IH: RNA aus Hémozyten infizierter Tiere und CH: RNA aus
Hémozyten naiver Tiere. Der geschlossene Pfeil zeigt die mRNA des HAIP. Der
offene Pfeil zeigt die mRNA des ribosomalen Proteins S3.
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Die fiir das MsHc kodierende mRNA zeigte im Northern-Blot eine Gréfe von 11 kB. Die
mRNA des MsHc (s. Abb. 50) konnte sowohl in induzierter wie auch in naiver Himozyten-
mRNA des MsHc nachgewiesen werden. Eine Induktion des MsHc-Gens wurde nicht
beobachtet. In den RNA-Proben aus Fettkorper war die mRNA des MsHc nicht detektierbar.
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Abb. 50: Northern-Blot Analyse der Expression von MsHc

Gesamt-RNA aus Hédmozyten und Fettkdrper, mit und ohne experimentelle
Infektion, wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf einer
Blotting Membran immobilisiert. A: Die Detektion der MsHc-RNA erfolgte wie in
Abschnitt 3.4.15. beschrieben mit einer DIG-markierten Sonde spezifisch fiir
MsHc. B: Zum Nachweis gleicher RNA-Mengen wurde der Blot mit einer DIG-
markierten Sonde spezifisch fiir das ribosomale Protein S3 von M. sexta
hybridisiert. IF: RNA aus Fettkorper infizierter Tiere, CF: RNA aus Fettkdrper
naiver Tiere, IH: RNA aus Hidmozyten infizierter Tiere und CH: RNA aus
Hémozyten naiver Tiere. Der geschlossene Pfeil zeigt die mRNA des MsHc. Der
offene Pfeil zeigt die mRNA des ribosomalen Proteins S3.
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Im Northern-Blot fiir das IML-3 (s. Abb. 51) hybridisierten in der RNA aus Fettkorper nach
experimenteller Infektion drei Banden in der GroBe von 2,8, 4,3 und groBer als 5,3 kB mit der
Sonde. In der RNA aus naivem Fettkdrper war die mittlere dieser Banden nicht detektierbar.
Auch die beiden anderen Banden traten weniger intensiv auf. In RNA aus Himozyten war
keine dieser mRNAs nachweisbar.

kB IF CF IH CH
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Abb. 51: Northern-Blot Analyse der Expression von IML-3

Gesamt-RNA aus Hadmozyten und Fettkorper, mit und ohne experimentelle
Infektion, wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf einer
Blotting Membran immobilisiert. A: Die Detektion der IML-3-RNA erfolgte wie in
Abschnitt 3.4.15. beschrieben mit einer DIG-markierten Sonde spezifisch fiir IML-
3. B: Zum Nachweis gleicher RNA-Mengen wurde der Blot mit einer DIG-
markierten Sonde spezifisch fiir das ribosomale Protein S3 von M. sexta
hybridisiert. IF: RNA aus Fettkorper infizierter Tiere, CF: RNA aus Fettkorper
naiver Tiere, IH: RNA aus Hémozyten infizierter Tiere und CH: RNA aus
Hémozyten naiver Tiere. Die geschlossenen Pfeile zeigen die mRNA des IML-3.
Der offene Pfeil zeigt die mRNA des ribosomalen Proteins S3.
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4.10.  Charakterisierung des HAIP

Bereits bei der Erstbeschreibung eines Fragments von HAIP [Kanost et al. 1994] wurde dem
Protein ein Kohlenhydrat-Anteil von 7% zugeschrieben. Aufgrund der Gegenwart einer
moglichen N-Glykosylierungssequenz (Position N-220 der Sequenz) sollte iiberpriift werden,
ob der gesamte Kohlenhydrat-Anteil iiber dieses N gebunden vorliegt. Hierzu wurde nach
einer einfachen Methode fiir die Anreinigung des Proteins gesucht. In ,Batch’-Versuchen
erwies sich Heparin-Sepharose als ein geeignetes Mittel dafiir. In einem Probelauf wurden

geeignete Elutionsbedingungen fiir die Saule getestet (Abb. 52).
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Abb. 52: Reinigung des HAIP mittels Chromatografie Giber eine Heparin-Saule

Héamolymph-Proteine wurden durch Chromatografie iiber eine Heparin-Sepharose-
Sdule fraktioniert. Chromatografie-Bedingungen: 10 min linearer Fluss 92,5%
Puffer A (20 mmol/l Tris, pH 7,2), 60 min linearer Gradient bis zu 50% Puffer A,
40 min linearer Fluss mit 50% Puffer A, 20 min linearer Fluss 100% Puffer B (20
mmol/l Tris, pH 7,2, 2 mol/l NaCl) und 40 min linearer Fluss 100% Puffer A.
Flussgeschwindigkeit: 10 min mit 0,1 ml/min, anschlieBend 0,25 ml/min bis zum
Ende des Laufes.
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Die wihrend dieses Laufes erhaltenen Fraktionen wurden im Western-Blot auf den Gehalt an
HAIP getestet (s. Abb. 53). Es zeigte sich, dass HAIP erst bei einem Salzgehalt von
1 Mol NaCl, ab Fraktion 24 bis Fraktion 30, aus der Saule eluierte.
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Abb. 53: Nachweis von HAIP in Fraktionen der Heparin-Saule
Die nach Chromatografie von Hidmolymph-Proteinen iiber eine Heparin-Séule
gewonnenen Fraktionen wurden auf ihren Gehalt an HAIP mittels SDS-PAGE und
Western-Blot untersucht. Die jeweilige Fraktion aus dem in Abb. 52 gezeigten
Chromatografie-Experiment ist iiber den Abbildungen dargestellt. Als Positiv-
Kontrolle wurde Hamolymphe (HI) aufgetragen. A, C: Western-Blot mit dem
Antikorper gegen HAIP. B, D: Coomassie-gefarbtes Gel.
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Der Gehalt an weiteren Hdmolymph-Proteinen war in diesen Fraktionen deutlich
herabgesetzt. Die Fraktionen 24 bis 30 wurden vereinigt, konzentriert und in der Folge zur
Deglykosilierung eingesetzt. Als Kontrolle wurde ein Aliquot des partiell gereinigten Proteins
unter den gleichen Bedingungen, jedoch ohne N-Glykosidase F, inkubiert. Nach dem Verdau
wurden die Proben in einem SDS-Gel aufgetrennt und nach Western-Blot mit dem Antikdrper
gegen HAIP detektiert (s. Abb. 54).

kDa 1 2 3

2440 —
1390
800

429 —

Abb. 54: Deglykosilierung von gereinigtem HAIP
Mittels Chromatografie iiber eine Heparin-Sdule gereinigtes HAIP wurde
entsprechend Abs. 3.1.8. mit N-Glykosidase F verdaut. Die Analyse der
Behandlung erfolgte mittels Western-Blot. Bahn 1: partiell gereinigtes HAIP
(geschlossener Pfeil), Bahn 2: Negativ-Kontrolle des Verdaus und Bahn 3: mittels
N-Glykosidase F deglykosiliertes HAIP (offener Pfeil).

In der Enzym-behandelten Probe (Bahn 3) wurde eine Bande von 46,5 kDa von dem
Antikorper gegen HAIP detektiert. Diese Bande trat weder in der Kontrollreaktion (Bahn 2)
noch im urspriinglich eingesetzten Protein (Bahn 1) auf. In diesen zwei Proben konnte
hingegen HAIP mit einer Grofe von 50 kDa detektiert werden. In der deglykosilierten Probe
war diese Bande nicht darstellbar. Die Differenz des Molekulargewichtes zwischen HAIP und
der Bande des deglykosilierten HAIPs betrug 3,5 kDa. Diese Differenz entsprach den bereits
publizierten 7% Kohlenhydrat-Anteil am Molekulargewicht des HAIP [Kanost et al. 1994].



128 ERGEBNISSE

4.10.1.  Chitin-Bindungstest mit HAIP

Aufgrund der groBen Ahnlichkeit von HAIP mit Chitinasen wurde iiberpriift, ob HAIP ein
Chitin-bindendes Lektin darstellt. Ferner wurden verschiedene Kohlenhydrate auf ihre

Fahigkeit hin untersucht, diese Bindung zu kompetieren. Wie in Abb. 55 zu erkennen ist,
bindet HAIP Chitin (Bahn C+).
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Abb. 55: Chitin-Bindungstest mit gereinigtem HAIP

HAIP wurde mit Chitin inkubiert und nach erfolgter Bindung ausgiebig gewaschen.
Fiir Kompetitions-Experimente wurde vor der Inkubation mit Chitin das jeweilige
Kohlenhydrat zum HAIP gegeben. Anhaftende Proteine wurden durch
Denaturierung vom Chitin abgelost und mittels SDS-PAGE und Western-Blot mit
dem Antikdrper gegen HAIP analysiert. Positiv-Kontrolle: +C, S: Uberstand der
Inkubation mit Chitin und P: an Chitin bindendes Protein. A: N-Acetylglucosamin
(NAG), Xylose (XYL), Glucose (GLU) und Glucosamin (GLS). B: Chitosan
(CHIT) und Uberstiinde der Waschschritte (WASCH, 1: NAG, 2: XYL, 3: GLU, 4:
GLS und 5: CHIT).
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Von den zur Kompetition eingesetzten Kohlenhydraten konnten nur Xylose und Chitosan in
geringem Umfang die Bindung von HAIP an Chitin inhibieren. Bei der Entwicklung der Blots
konnte in den Proben des gereinigten Proteins eine zweite Bande von etwa 30 kDa mit dem
Antikorper detektiert werden. Daneben war in Coomassie gefarbten Gelen auch eine
zusitzliche Bande von etwa 18 kDa darstellbar, die von dem Antikorper nicht eindeutig
detektiert wurde. Wie sich zeigte, wurde das 30 kDa-Protein durch ein Abbau-Produkt des
HAIP hervorgerufen. Das Abbau-Produkt wurde ansequenziert. Die erste Aminosdure der
erhaltenen Sequenz wurde von Thr-162 des reifen HAIP gebildet (personliche Mitteilung Dr.
Yu, Dept. of Biochemistry, Kansas State University, Manhattan, Kansas). Demzufolge wurde
durch diese Spaltung der in Chitinasen funktionelle Bereich abgespalten. Das 30 kDa
Fragment des HAIP zeigte ebenfalls eine Bindung von Chitin. Jedoch war diese Bindung
geringfligig sensitiver fiir die Kompetition mit Xylose und Chitosan. Beide Proteine waren
bereits im Ausgangsmaterial nachweisbar, d. h. die Degradation war bereist wahrend der

Reinigung des HAIP erfolgt.

4.10.2. Bestimmung des Gehalts von HAIP in der Hamolymphe verschiedener
Entwicklungsstadien von M. sexta

Um eine mogliche Bedeutung von HAIP in entwicklungsbiologischen Prozessen festzustellen,
wurde der Himolymph-Gehalt an HAIP in verschiedenen Stadien der Entwicklung von M.
sexta untersucht. Hierzu wurden serielle Verdiinnungen der Himolymphe mittels Dot-Blot auf
einer Westran-Membran aufgebracht. Die Detektion erfolgte wie bei einem gewohnlichen
Western-Blot mit dem Antikdrper gegen HAIP. Um eine Vergleichbarkeit der verschiedenen
Blotting-Papiere untereinander zu gewihrleisten, wurde auf jede Membran eine serielle
Verdiinnung eines Standard-Hdamolymph-Pools aufgetragen. Die Membranen wurden von drei
unabhingigen Personen, denen die Anordnung der Proben nicht bekannt war, ausgewertet.
Dabei wurde die Verdiinnung bestimmt, bei der keine vom Hintergrund unterscheidbare
Féarbung der Probeflecken (Dots) mehr zu erkennen war. Die erhaltenen Werte der drei
Personen wurden anschlieBend gemittelt, auf den internen Standard relativiert und auf die
Protein-Konzentration in der Himolymphe bezogen. Von jedem untersuchten Larvenstadium
wurden drei einzelne Tiere eingesetzt. In Abb. 56 sind die so erhaltenen Ergebnisse in
relativen Einheiten HAIP pro pg Protein dargestellt. Zur besseren Unterscheidung der drei
Tiere pro Larvenstadium wurde der Stadien-Abfolge jedes einzelnen Tieres -eine

unterschiedliche Farbe zugeteilt.
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Abb. 56: Hamolymph-Gehalt von HAIP in verschiedenen Entwicklungsstadien

Serielle Verdiinnungen zellfreier Hamolymph-Proben von M. sexta Larven
verschiedener Entwicklungsstadien wurden mittels Dot-Blot auf den Gehalt an
HAIP untersucht. Die Detektion erfolgte mittels eines fiir HAIP spezifischen
Antikorpers. Die Auswertung erfolgte durch Bestimmung der Verdiinnung, bei der
keine Farbung in den Spots mehr feststellbar war. Diese Auswertung wurde im
Blindversuch durch drei unabhingige Testpersonen durchgefiihrt. Die
Messergebnisse verschiedener Membranen wurden durch einen internen Standard
vereinheitlicht und zum Proteingehalt der verschiedenen Proben in Bezug gesetzt.
Die Untersuchung wurde mit Hamolymphe von drei unabhidngig gewonnenen
Proben je Larvenstadium durchgefiihrt, symbolisiert durch unterschiedliche
Farbung der Messpunkte (Blau, Rot und Gelb). Folgende Larvenstadien wurden
untersucht: fressende Larven des Stadiums 3 und 4 (L3 f und L[4 f),
Koptkapselvorschub zeigende Larven des Stadiums 3 und 4 (L3 h und L4 h),
Larven am dritten Tag des Stadiums 5, Larven im Wanderstadium, mit sichtbarem
Dorsalgefal3, von Tag 1 bis Tag 5 (W 1 bis W 5) sowie Puppen von Tag 1 bis Tag 8
des Puppenstadiums (P 1 bis P 8).

Die erhaltenen Ergebnisse zeigten eine deutliche Schwankung zwischen den Tieren eines
Larvenstadiums. Die Tiere der Versuchsreihe ,Rot’ zeigten insgesamt sehr hohe Werte
verglichen mit den Versuchsreihen ,Gelb’ und ,Blau’. Dies wurde besonders bei spéten
Larvenstadien deutlich. Daneben war in Larven des Stadiums 3 und am dritten Tag des
Stadiums 5 ein etwas erhohter Gehalt an HAIP in der Himolymphe zu beobachten.
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4.11. Immunhistochemische Untersuchungen an Hamozyten und
Gewebeschnitten

Zur weiteren Charakterisierung der klonierten Proteine wurde die Verteilung der Proteine in
Hiamozyten-Préparaten und Gewebeschnitten untersucht. Die Hadmozyten-Pridparate wurden
dabei von naiven Tieren, von Saline-behandelten Tieren und von Bakterien-injizierten Tieren

hergestellt. Die Gewebeschnitte stammten von naiven Tieren.

411.1. Fettkorper-Protease 1 (FP-1)

In Hédmozyten-Priparaten von naiven Tieren (Abb. 57, A und B) konnte eine deutliche
Nachweis-Reaktion fiir FP-1 in Bestandteilen des Cytosols von Oenocytoiden beobachtet
werden. Weder Plasmatozyten noch granuldre Zellen zeigten eine Féarbung durch den
Antikorper gegen FP-1. In Himozyten-Priparaten von Saline-injizierten Larven (Abb. 57, C
und D) konnte auch eine intensive Reaktion von vesikuldren Strukturen in granuldren Zellen
beobachtet werden. Es erwiesen sich jedoch nicht alle granulidren Zellen FP-1 positiv.
Plasmatozyten wurden auch in diesen Tieren nicht angefdrbt. Oenocytoide wurden in den

ausgewerteten Préparaten nicht gefunden.
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Abb. 57: Bindungsmuster des Antikdrpers gegen FP-1 an Hamozyten von M. sexta nach
unterschiedlicher Behandlung
Héamozyten von naiven (A, B), Saline-injizierten (C, D) und Bakterien-injizierten
Larven (E, F) wurden mit einer 1:100 Verdiinnung des Antikorpers gegen FP-1 und
anschlieBend mit einem FITC-konjugierten Antikoérper gegen Kaninchen-
Immunglobuline behandelt. In naiven und Bakterien-injizierten Tieren sind die
Oenozytoiden (Oe) deutlich FP-1 positiv. In Saline-behandelten Tieren sind auch
vesikuldre Strukturen einiger granuldrer Zellen (Gr) deutlich markiert.
Plasmatozyten (P1) zeigten keine Reaktion mit dem FP-1 Antikorper.
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In Préparaten von Bakterien-infizierten Tieren (Abb. 57, E und F) zeigte sich eine deutlich
schwichere Reaktion der vesikuldren Strukturen in granuliren Zellen mit dem FP-1
Antikorper. Die Plasmatozyten waren auch in diesen Pridparaten FP-1-negativ. Oenozytoide

zeigten auch in diesen Tieren eine deutliche Cytoplasma-Farbung.

Abb. 58: Nachweis von FP-1 in Gewebeschnitten von M. sexta
Gewebeschnitte wurden mit einer 1:100 Verdiinnung des Antikorpers gegen FP-1
und anschlieBend mit einem FITC-konjugierten Antikdrper gegen Kaninchen-
Immunglobuline behandelt. Basalmembran (Bm), Cuticula (C), Epidermis (Ep) und
Himozyten (H) zeigten eine unterschiedlich intensive Reaktion mit dem
Antikorper. Muskelgewebe war FP-1 negativ.

In Gewebeschnitten von M. sexta Larven (Abb. 58) konnte eine schwache Fiarbung sowohl
der Basalmembran unterhalb der Epidermis als auch um das Muskelgewebe herum beobachtet
werden. Das reine Muskelgewebe selbst reagierte nicht. Auch Hédmozyten zeigten eine
schwache Reaktion mit dem Antikorper. Die duBerste Schicht der Cuticula war deutlich FP-1-

positiv. In einigen Féllen war eine punktuelle Farbung in der Epidermis zu beobachten.

4.11.2. Hamozyten-Aggregation-Inhibierendes-Protein (HAIP)

In den Hdmozyten-Priparaten, die mit dem Antikorper gegen HAIP behandelt worden waren
(Abb. 59) zeigte sich insgesamt eine abnehmende Intensitét der Farbung der Himozyten von
naiven Tieren (Abb. 59, A und B), iiber Saline-injizierte Tiere (Abb. 59, C und D) zu den
Tieren nach bakterieller Infektion (Abb. 59, E und F). In den Himozyten wurden vesikulére
Strukturen in granuldren Zellen markiert. Daneben konnte in diesem Zelltyp auch eine diffuse
Farbung des Cytosols beobachtet werden. Auch von dem HAIP-Antikérper wurden nicht alle

granuldren Zellen angeférbt. Plasmatozyten zeigten keine Fluoreszenz.
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Abb. 59: Bindungsmuster des Antikdrpers gegen HAIP an Hamozyten von M. sexta
nach unterschiedlicher Behandlung
Héamozyten von naiven (A, B), Saline-injizierten (C, D) und Bakterien-injizierten
Larven (E, F) wurden mit einer 1:1000 Verdiinnung des Antikdrpers gegen HAIP
und anschlieBend mit einem FITC-konjugierten Antikérper gegen Kaninchen-
Immunglobuline behandelt. In den verschieden behandelten Tieren waren granuldre
Zellen (Gr) deutlich HAIP-positiv. Es zeigte sich eine abnehmende Intensitét der
Reaktion von naiven zu Bakterien-injizierten Tieren. Plasmatozyten (Pl) waren nur
in Bakterien-injizierten Tieren schwach HAIP-positiv.



135 ERGEBNISSE

Abb. 60: Nachweis von HAIP in Gewebeschnitten von M. sexta

Gewebeschnitte wurden mit einer 1:100 Verdiinnung des Antikorpers gegen HAIP
und anschlieBend mit einem FITC-konjugierten Antikdrper gegen Kaninchen-
Immunglobuline behandelt. Die duBerste Schicht der Cuticula (C) und des
Fettkorpers (Fk) zeigen eine schwache, beim Fettkorper punktuelle Fluoreszenz.
Basalmembran (Bm), Epidermis (Ep) und Tracheen (Tr) waren HAIP-negativ.
Hamozyten, im Schnitt nicht ndher identifizierbar, wiesen punktuell eine positive
Reaktion mit dem HAIP-Antikorper auf.

In den Gewebeschnitten konnte eine positive Reaktion mit dem HAIP-Antikrper deutlich an
der @ufleren Cuticulaschicht nachgewiesen werden (Abb. 60). Ferner zeigten sich im
Fettkorper punktuelle Fluoreszenzen. Mdglicherweise wurden diese von eingewanderten oder

anhaftenden Himozyten verursacht. Andere Gewebe waren HAIP-negativ.

4.11.3. Immunolektin-3 (IML-3)

Immunolektin-3 konnte in Saline-behandelten Tieren nur in sehr wenigen Hémozyten
nachgewiesen werden (Abb. 61, A und B). Eindeutig positiv erwiesen sich dabei eine geringe
Anzahl granuldrer Zellen. In diesen Zellen reagierten Vesikel mit dem Antikorper. Auch
wenige Plasmatozyten zeigten eine diffuse Farbung des Cytosols. Bei infizierten Tieren war
die Menge IML-3-positiver Zellen grofer (Abb. 61, C und D). Auch hier wurden granulére
Zellen und Plasmatozyten markiert. Die Farbung verteilte sich dabei sowohl auf das Cytosol

als auch auf vesikuldre Strukturen.
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Abb. 61: Bindungsmuster des Antikdrpers gegen IML-3 an Hamozyten von M. sexta

nach unterschiedlicher Behandlung

Héamozyten von Saline-injizierten (A, B) und Bakterien-injizierten Larven (C, D)
wurden mit einer 1:100 Verdinnung des Antikorpers gegen IML-3 und
anschlieBend mit einem FITC-konjugierten Antikérper gegen Kaninchen-
Immunglobuline behandelt. In den Saline-behandelten Tieren waren deutlich
weniger Himozyten IML-3-positiv als in den Bakterien-injizierten Larven. Sowohl
granuldre Zellen (Gr) als auch Plasmatozyten (Pl) wurden von dem IML-3
Antikorper markiert, jedoch waren nicht alle Zellen IML-3 positiv.

In Gewebeschnitten konnte gezeigt werden, dass auch Himozyten von naiven Tieren von dem

Antikorper gegen IML-3 detektiert werden (Abb. 62). Diese Himozyten zeigten eine diffuse

bis membranstdndige Farbung. Zudem zeigte sich, dass sowohl Cuticula als auch Epidermis

nur eine schwache Eigenfluoreszenz aufweisen.
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Abb. 62: Nachweis von IML-3 in Gewebeschnitten von M. sexta
Gewebeschnitte wurden mit einer 1:100 Verdiinnung des Antikorpers gegen IML-3
und anschlieBend mit einem FITC-konjugierten Antikérper gegen Kaninchen-
Immunglobuline behandelt. Cuticula (C) und Epidermis (Ep) zeigten eine schwache
Eigenfluoreszenz. Himozyten (H) zeigten eine unterschiedlich intensive Reaktion
mit dem Antikorper.

In weiteren Gewebeschnitten konnte gezeigt werden, dass der Fettkdrper eindeutig IML-3-
positiv war (Abb. 63). Das Fettkdrper-Gewebe zeigte dabei eine diffuse Farbung. In einigen
Bereichen traten dabei auch intensiv gefarbte Spots auf. Ferner konnte in diesem Schnitt auch

gezeigt werden, dass Tracheen und Muskulatur IML-3-negativ waren.

Abb. 63: Nachweis von IML-3 in Gewebeschnitten von M. sexta
Gewebeschnitte wurden mit einer 1:100 Verdiinnung des Antikorpers gegen IML-3
und anschlieBend mit einem FITC-konjugierten Antikorper gegen Kaninchen-
Immunglobuline behandelt. Muskelgewebe (M) war IML-3-negativ. Fettkorper
(Fk) hingegen erwies sich als deutlich IML-3 positiv.
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4.11.4. Manduca sexta Hemocytin (MsHc)

Der Antikorper gegen MsHc reagierte mit Hadmozyten (Abb. 64). Dabei zeigte sich in
Préaparaten von naiven Tieren (Abb. 64, A und B) eine diffuse Farbung von granuldren Zellen.
Bei Priparaten Saline-injizierter Tiere waren weniger Zellen angefdrbt (Abb. 64, C und D).
Eine genaue Identifizierung des Zelltyps war nicht moglich, da die Reaktion in Bereichen von
Zellanhdufungen zu beobachten war. In Hdmozyten-Priparaten infizierter Tiere (Abb. 64, E
und F) konnte der Typ der positiv reagierenden Zellen eindeutig ausgemacht werden.
Granulére Zellen zeigten eine diffuse bis “gespottete” Farbung.

In einigen Fillen entstand der Eindruck, dass diese Fiarbung im Bereich von Zell-Zell-

Kontakten oder bei degranulierenden Zellen besonders deutlich wurde.
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Abb. 64: Bindungsmuster des Antikdrpers gegen MsHc an Hamozyten von M. sexta
nach unterschiedlicher Behandlung
Héamozyten von naiven (A, B), Saline-injizierten (C, D) und Bakterien-injizierten
Larven (E, F) wurden mit einer 1:100 Verdiinnung des Antikorpers gegen MsHc
und anschlieBend mit einem FITC-konjugierten Antikérper gegen Kaninchen-
Immunglobuline behandelt. Nur granuldre Zellen (Gr) waren MsHc-positiv.
Plasmatozyten (P1) wurden vom MsHc-Antikorper nicht erkannt.
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In Gewebeschnitten reagierte kein Gewebe eindeutig (Abb. 65). In einigen Préparaten traten
vereinzelt schwach gefarbte Bereiche hervor. Diese wurden aber vermutlich von anhaftenden

oder ins Gewebe eingewanderten Hadmozyten hervorgerufen.

Abb. 65: Nachweis von MsHc in Gewebeschnitten von M. sexta
Gewebeschnitte wurden mit einer 1:100 Verdiinnung des Antikorpers gegen MsHc
und anschlieBend mit einem FITC-konjugierten Antikdrper gegen Kaninchen-
Immunglobuline behandelt. Die im Schnitt sichtbaren Gewebetypen Fettkorper
(Fk), Muskel (M) und Tracheen (Tr) zeigten keine Reaktion mit dem Antikdrper
gegen MsHc. Einige schwache Fluoreszenzen wurden vermutlich von anhaftenden
Hamozyten hervorgerufen.
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5. Diskussion
5.1. Nachweis von Bindungsfaktoren in Hamozyten-Membranen von
M. sexta

Nach einer bakteriellen Infektion kommt es bei Insekten zu zahlreichen Verdnderungen im
Stoffwechsel und in der Aktivitit verschiedener Organe. Dazu zdhlt beispielsweise die
Aktivierung konstitutiv in der H&molymphe vorliegender Proteine, Sekretion von
gespeicherten Substanzen oder eine Neusynthese von antimikrobiell wirkenden Faktoren.
Abédnderungen im Aktivitdtsmuster kann bei den Blutzellen der Insekten, den Hdmozyten
beobachtet werden: Thre Adhésivitit ist abgewandelt und sie reagieren mit einer Aufnahme
oder Einkapselung von Fremdkdrpern. Bisher sind die diesen Reaktionen zugrunde liegenden
Mechanismen allerdings nur bruchstiickhaft untersucht. Es existieren noch keine
zusammenhdngenden Vorstellungen iiber die beteiligten Abldufe [Hoffmann 1995; Hoffmann
et al. 1996; Gillespie et al. 1997; Hoffmann et al. 1997; Trenczek 1998; Franc et al. 2000;
Kimbrell et al. 2001].

Es wird angenommen, dass eine Aktivititsinderung von Hdmozyten durch eine spezifische
Bindung einer konservierten Struktur eines Pathogens (z. B. Peptidoglukan von Gram-
positiven Bakterien oder Lipopolysaccharid von Gram-negativen Bakterien) durch einen oder
mehrere Bindungsmolekiile oder Rezeptoren initiiert wird. Mehrere derartige Molekiile sind
in den letzten Jahren bei Insekten beschrieben worden. Viele gehoren zur Familie der Lektine
[Franc et al. 2000] und nur wenige Molekiile mit anderer Spezifitdit wurden bisher
beschrieben. Hierzu gehort z. B. Apo-Lipophorin III [Niere et al. 1999; Halwani et al. 2000]
und Hemolin [Daffre et al. 1997]. Die liberwiegende Mehrzahl dieser Molekiile wird in die
Hiamolymphe sezerniert. Membran-stindige Bindungsmolekiile fiir Lipopolysaccharid (LPS)
wurden bisher nur bei wenigen Insektenarten, z. B. bei Bombyx mori [Xu et al. 1995],
Galleria mellonella [Klinner 1994] und Ceratis capitata [Charalambidis et al. 1996],
identifiziert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung und néhere Charakterisierung von
derartigen Bindungsmolekiilen, oder Molekiilen, die auf andere Art an der Aktivierung von
Hidmozyten von Manduca sexta beteiligt sind. Zu diesem Zweck wurden zwei
unterschiedliche Wege Dbeschritten: Mittels Affinitétsreinigung  sollten potentielle
Bindungsfaktoren in Hdmozytenmembranen nachgewiesen und nachfolgend aufgereinigt
werden. Hierzu wurde Lipopolysaccharid an eine nicht-1osliche Matrix nach Minetti et al.
[Minetti et al. 1991] kovalent gebunden. Diese Methode wurde bereits von Kliinner [Kliinner

1994] erfolgreich fiir den Nachweis LPS-bindender Proteine in der Hdmolymphe und in
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Hamozytenmembranen von G. mellonella eingesetzt. Auch in Himozytenmembranen von M.
sexta gelang so der Nachweis von mehreren Proteinen mit Affinitdit zu LPS (Abb. 6).
Besonders deutlich waren die Proteine P21 a und b in den Hidmozytenmembranen
nachweisbar, dagegen waren diese beiden Proteine in Hamolymphe von naiven und mit
Bakterien injizierten Tieren nicht erkennbar (Abb. 7A). Mittels Western-Blot-Technik konnte
ausgeschlossen werden, dass es sich bei P21 a und b um das bei G. mellonella als LPS-
bindendes Protein beschriebene Apolipophorin III [Niere et al. 1999] bzw. Lipophorin [Kato
et al. 1994] handelte (Abb. 7B, C). Aufgrund dieser Befunde wurde im Folgenden versucht,
die Bedingungen fiir eine Reinigung zu optimieren. Dazu wurde die Bindung der Proteine an
die Affinitdtsmatrix durch Kompetition mit freiem LPS gelost. Anhand der mit den Eluaten
durchgefiihrten Gele wurde keine erfolgreiche Elution mit freiem LPS beobachtet. Wegen des
sehr dunkeln Hintergrundes waren weder schwach gefarbte Banden erkennbar noch waren die
Gele als Abbildung darstellbar. Als Alternativen wurde anschlieBend die Elution mit
Harnstoff und parallel dazu mit einer Erniedrigung des pH-Wertes im Elutionspuffer versucht
(Abb. 8). Mit keiner dieser Varianten gelang es, die Bindung von P21 a und b an die
Affinititsmatrix zu 18sen. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits von Kliinner [Kliinner 1994]
bei der Darstellung von Hamozyten-Membrankomponenten von G. mellonella mit Affinitdt
zu LPS und Ma [Ma et al. 2000] bei der Isolierung eines B-1,3-bindenden Proteins aus der
Héamolymphe von M. sexta erzielt. Variationen in der Priparation der Himozytenmembranen
ergaben nur insgesamt eine Verdiinnung der Proteine. Dagegen zeigte ein vorgeschalteter
Prizipitationsschritt bei 25% Ammoniumsulfat (Abb. 9) eine deutliche Anreicherung von
P21 a und b im Prézipitat.

Aufgrund der Befunde der Vorversuche wurde filir einen Sequenzierversuch ein
Reinigungsschema entwickelt, dass nach der Gewinnung der Membranproteine eine
Prizipitation mit 25% Ammoniumsulfat einschloss. Die prézipitierten Proteine wurden nach
einer Prd-Adsorption an Agarose-Matrix mit LPS-Agarose inkubiert und nach intensiven
Waschschritten denaturiert. Nach einer Auftrennung und einem Transfer auf PVDF-Membran
wurden die Banden der Proteine P21 a und b ausgeschnitten und einer N-terminalen
Sequenzierung nach Edman unterzogen. Von den ausgeschnittenen Banden lieB3 sich mittels
Edman-Sequenzierung keine lesbare Sequenz ermitteln. Eine Ursache hierfiir konnte in der

Blockierung des N-Terminus des Proteins liegen.
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5.2. Herstellung von Expressionsbibliotheken aus Fettkérper und
Hamozyten

Den Schwerpunkt der molekularbiologischen Untersuchungen sollte die Isolierung und
Charakterisierung von Bindungsmolekiilen/Rezeptoren fiir konservierte Strukturen Gram-
negativer Bakterien, sowie Anderer an der Aktivierung von Hdmozyten beteiligter Faktoren
bilden. Als Basis fiir diese Untersuchungen wurden Expressionsbanken aus Fettkdrper- und
Héamozyten-mRNA experimentell infizierter Tiere hergestellt. Die Stimulation der
Immunantwort wurde durch den Nachweis des induzierbaren Immunolektin-1 (Fettkorper-
RNA) [Yu et al. 1999] und des induzierbaren Hemolin (Himozyten-RNA) [Ladendorff et al.
1990] nachgewiesen (Abb. 10). Der Umfang der erhaltenen Bibliotheken lag mit 7x10° unab-
héngigen Klonen pro 100 ng cDNA fiir den Fettkorper und 2x10° unabhéngigen Klonen pro
100 ng cDNA fiir die Himozyten im Bereich, der anhand der Produktinformationen zu
erwarten war (1x10° unabhingige Klone pro 100 ng cDNA, s. Tabelle 3). Um eine grobe
Ubersicht iiber die Integritit der einzelnen cDNAs zu erhalten, wurden je Genbank zehn nach
dem Zufallsprinzip ausgewéhlte Klone isoliert und ansequenziert. Die erhaltenen Sequenzen
wurden durch Vergleich mit Genbank-Daten des Nationalen Gesundheitsinstituts der USA
(NIH) weiter charakterisiert. Die Ergebnisse (s. Tabelle 4) fiir die Expressionsbank aus
Fettkorper ergaben, dass fiinf der ansequenzierten Klone in voller Linge erhalten wurden. Bei
zwei weiteren cDNAs lag ein potentielles Translations-Startcodon vor; aufgrund der Linge
der cDNA wurde gefolgert, dass die komplette kodierende Sequenz isoliert wurde. Vier der
von den isolierten ¢cDNAs kodierten Proteine lieBen einen direkten Zusammenhang mit
Aktivierungsvorgingen bei Himozyten vermuten:

Lysozym (IFb-3) ist bereits seit lingerem als ein an Abwehrprozessen beteiligtes Enzym
bekannt. Die durch Lysozym freigesetzten Abbauprodukte vermdgen in Insekten die Synthese
anti-mikrobieller Proteine zu stimulieren [Dunn et al. 1985]. Immunolektin-3 (IML-3, IFb-2)
zeigte eine groBe Sequenz-Ubereinstimmung mit dem von Periplaneta americana
beschriebenen LPS-bindenden Protein [Jomori et al. 1990; Jomori et al. 1991], Fettkdrper-
Protease 1 (FP-1, IFb-5) zeigte Ahnlichkeit zu verschiedenen Proteasen, die mit der
Blutkoagulation von Invertebraten und Aktivierung der Phenoloxidasekaskade [Jiang et al.
2000] in Zusammenhang gebracht werden und HAIP (IFb-10) wurde bereits als Inhibitor der
Hamozyten Aggregation beschrieben [Kanost et al. 1994]. Von drei weiteren cDNAs, 1Fb-1
(dhnlich zu Cytochrom C Oxidase Va) [Caggese et al. 1997], IFb-6 (dhnlich zu Tyrosin-
Kinase FPS) [Katzen et al. 1991] und IFB-11 (dhnlich zu [3-Alanin-Synthase) [Kvalnes-Krick
et al. 1993] (s. Tabelle 4A), wurde ein direkter Zusammenhang mit Aktivierungsvorgédngen

von Hdmozyten zwar nicht deutlich, aber auch nicht vollkommen ausgeschlossen.
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Aus der Hémozyten-Expressionsbank (s. Tabelle 4B) wurde eine cDNA (IHc-7) mit
Ahnlichkeit zu Hemocytin [Kotani et al. 1995] und dem von Willebrand Faktor [Verweij et al.
1986] isoliert. Daneben wurden fiinf cDNAs isoliert, die die vollstindige kodierende Sequenz
umfassten, bzw. aufgrund der Ldnge der cDNA und dem Vorliegen eines potentiellen
Translations-Startcodons als vollstindig interpretiert wurden: IHc-3 (&dhnlich zur NADH-
Dehydrogenase) [van der Spek et al. 1989], Lysozym (IHc-4), IHc-9 (dhnlich zum 60S-
ribosomalem Protein XL1) [Loreni et al. 1985], IHc-12 (dhnlich zum nicht-funktionellen
Folat-Bindungsprotein) [Verma et al. 1997] und IHc-13 (&hnlich zu Tubulin-a) [Hachouf et
al. 1995]. Vier weitere cDNAs zeigten Ahnlichkeit zu Genbanksequenzen unbekannter
Funktion: IHc-6 (dhnlich zu GAG-Protein) [Takahashi et al. 1997] und IHc-14 (dhnlich zu
POL-Protein) [Hashido et al. 1996] bzw. keine Ahnlichkeit zu bekannten Sequenzen (IHc-5
und IHc-11). Eine Aussage iiber die Vollstindigkeit dieser cDNAs ist daher nicht moglich.

5.3. Sequenzierung und Charakterisierung des HAIP

Das Hamozyten-Aggregation-inhibierende-Protein (HAIP) wurde urspriinglich 1994 von
Kanost und Mitarbeitern [Kanost et al. 1994] bei der Reinigung von Hemolin [Ladendorff et
al. 1990] isoliert. Der Erhalt der vollstindigen Sequenz gelang jedoch nicht. Das gereinigte
Protein wurde ansequenziert und zur Herstellung eines Kaninchen-Antikorpers eingesetzt. In
ersten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass HAIP die Aggregation von Himozyten in
einem dhnlichen Umfang beeintrichtigt wie Hemolin [Ladendorff et al. 1991].

Wihrend der Herstellung der Expressionsbibliothek aus Fettkrper-mRNA immunstimulierter
Tiere wurde die vollstindige cDNA des HAIP isoliert. Die cDNA hatte eine Lénge von
1517 Nukleotiden. Daraus wurde ein Protein von 434 Aminosduren Linge hergeleitet (Abb.
17). Die mittels ,Signal-P’ vorhergesagte Spaltstelle zwischen Signalpeptid und reifem HAIP
stimmte mit der publizierten N-terminalen Sequenz iiberein [Kanost et al. 1994]. Datenbank
Analysen ergaben eine groBe Ahnlichkeit von HAIP zu einer Untergruppe der Familie der
Chitinasen. Diese Chitinase-dhnlichen Proteine zeichnen sich durch einen Austausch der fiir
die katalytische Aktivitdt erforderlichen Glutaminsdure im aktiven Zentrum in ein Glutamin
aus [Watanabe et al. 1993]. Kiirzlich wurde aus dem Kulturiiberstand einer aus
Imaginalscheiben von Drosophila melanogaster abgeleiteten Zelllinie eine Gruppe von vier
sehr dhnlichen Proteinen isoliert, die ebenfalls zur Familie der Chitinasen gehoren und durch
den Austausch von Glutaminsdure in Glutamin im aktiven Zentrum deaktiviert sind (Abb.
18). In Zellkultur wurde gezeigt, dass zwei dieser Proteine eine proliferationsfordernde
Wirkung entfalten, Zugabe von Insulin wirkte synergistisch auf die Wachstumsférderung
[Kawamura et al. 1999]. Aufgrund dieser proliferationsféordernden Wirkung wurden sie als
Imaginalscheiben Wachstumsfaktoren 1 bis 4 (IDGF, Imaginal disc growth factor) benannt.
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Neben diesen vier Vertretern wird auch das ebenfalls aus D. melanogaster stammende 47 kDa
Glykoprotein [Kirkpatrick et al. 1995] zu dieser Familie gerechnet. HAIP zeigte zu diesen
Proteinen eine Identitdt zwischen 51% (IDGF4) und 42% (IDGF3) aller Aminosduren. Auch
in HAIP wurde die Chitinase-Funktion eliminierende Substitution von Glutaminsdure in
Glutamin festgestellt. Dass HAIP einen Wachstumsfaktor darstellt, erscheint aufgrund der
relativ hohen Konzentration in der Himolymphe (230 £ 20 pg/ml) [Kanost et al. 1994]
unwahrscheinlich. Jedoch sind Chitinase-dhnliche Proteine in zahlreichen anderen Spezies
nachgewiesen worden. Bei vielen dieser Proteine fehlt bisher der Nachweis mitogener
Wirkung [Hipfner et al. 1999]. Fiir ein aus Maus-Milzzellen Kulturiiberstand neu isoliertes
Chitinase-dhnliches Protein konnte kiirzlich eine Wirkung als Chemokin nachgewiesen
werden [Owhashi et al. 2000].

Die weitere Sequenzanalyse von HAIP zeigte ein potentielles N-Glykosilierungsmotiv [Voet
et al. 1994] an Position N-220 des Proteins (Abb. 17). Da bereits in der urspriinglichen
Beschreibung festgestellt wurde, dass HAIP einen Kohlenhydrat-Anteil von 7% enthélt
[Kanost et al. 1994], wurde mittels enzymatischer Deglykosilierung untersucht, ob der
gesamte Kohlenhydrat Anteil iiber das Asparagin-220 gebunden vorliegt. Um HAIP vor der
Deglykosilierung anzureinigen, wurde eine einfache Chromatografie an immobilisiertem
Heparin etabliert (Abb. 52 und 53). Das mittels N-Glykosidase F deglykosilierte HAIP zeigte
im Western-Blot im Vergleich zum unbehandelten Protein einen Unterschied in der Masse
von 3,5 kD (Abb. 54). Die Masse des deglykosilierten Proteins betrug 46,5 kDa und entsprach
somit dem anhand der Signalpeptid-bereinigten Sequenz berechneten Molekulargewicht.

Zur weiteren Charakterisierung von HAIP wurde ein Northern-Blot mit RNA aus Fettkorper
und Hidmozyten durchgefiihrt (Abb. 49). Nur im Fettkérper konnte die HAIP-mRNA
nachgewiesen werden. Eine Infektion mit Gram-negativen Bakterien hatte keinen Einfluf3 auf
die beobachtete Menge mRNA. Dieser Befund steht im Einklang mit den Beobachtungen auf
der Protein-Ebene. Der HAIP-Proteintiter in der Himolymphe bleibt nach einer bakteriellen
Infektion ebenfalls konstant [Kanost et al. 1994]. Allerdings konnten in einer ersten
Untersuchung Schwankungen der HAIP-Menge in der Himolymphe in Abhéngigkeit vom
Entwicklungsstadium der Larven beobachtet werden (Abb. 56). Die Verdnderungen des
HAIP-Titers zeigten eine Parallelitit zum Verlauf des Gehalts an 20-Hydroxyecdyson in der
Héamolymphe [Holthusen 1999]. Kiirzlich wurde in einer Untersuchung von
Ecdysteroidhormon gesteuerten Genen wahrend des programmierten Zelltodes (programmed
cell death, PCD) in B. mori ein zu HAIP sehr dhnliches Protein beschrieben [Tsuzuki et al.
2001]. Mittels subtraktiver PCR konnten aus diesem Insekt mehrere Gene isoliert werden,
deren Transkription in Spinndriisen nach Stimulation mit 20-Hydroxyecdyson ansteigen.
Eines dieser Gene, ENO3, ist zu 80% identisch mit HAIP. Tsuzuki und Mitarbeiter konnten in

dieser Untersuchung zeigen, dass die Expression von ENO3 durch Gabe von
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20-Hydroxyecdyson zunéchst stimuliert und spéter supprimiert wird. Allerdings wurde in
dieser Studie keine weitergehende Funktionsuntersuchung von ENO3 durchgefiihrt. Da der
Hiamolymph-Gehalt des HAIP eine Ahnlichkeit mit dem Verlauf der 20-Hydroxyecdyson-
Kurve aufweist, erscheint es interessant, eine mogliche Beteiligung von HAIP an der
Induktion des PCD in verschiedenen Organen zu iiberpriifen. Wahrscheinlicher aber scheint,
dass die Funktion des HAIP entweder in der Modulation der Adhésivitdt der Himozyten oder
in der Bindung und der Detoxifikation von Chitin-Bruchstiicken liegt.

Aufgrund der sehr groBen Ahnlichkeit von HAIP mit Chitinasen, wurde iiberpriift, ob HAIP
moglicherweise ein neues Lektin mit Spezifitit fiir Chitin darstellen konnte. Dabei zeigte sich,
dass HAIP an Chitin bindet. In weiteren Experimenten wurde versucht, die Spezifitit der
Bindung genauer zu charakterisieren. Weder das Monomer des Chitins, N-Acetyl-
Glucosamin, noch Glucosamin oder Glucose, zeigten eine Beeintrdchtigung auf die Bindung
des HAIP an Chitin (Abb. 55). Nur Chitosan, ein Oligomer aus Glucosamin, und Xylose
zeigten ein schwaches Kompetitionsvermogen. Offensichtlich ist eine bestimmte Kettenldnge
von Glucosamin-Untereinheiten erforderlich, um wirksam mit der Bindungsstelle des HAIP
interagieren zu konnen. Moglicherweise ist die Kompetition mit Oligomeren aus N-Acetyl-
Glucosamin noch wirkungsvoller. Weshalb Xylose ebenfalls die Bindung von HAIP an Chitin
beeintrachtigen kann, konnte anhand der durchgefiihrten Untersuchung nicht gekléart werden.
Moglich ist, dass Xylose aufgrund der kleineren MolekiilgroBe, im Vergleich zum
monomeren N-Acetyl-Glucosamin giinstiger mit der Bindungsstelle des HAIP interagieren
kann. Neben diesen Befunden ergab sich wihrend des Experiments eine weitere
Beobachtung: Die aufgereinigte HAIP-Fraktion enthielt als Verunreinigung ein kleineres
Protein, das ebenfalls mit dem Antikorper gegen HAIP reagierte. Die Sequenzierung dieses
Proteins ergab, dass es sich um ein C-terminales Fragment von HAIP handelt. Die Spaltung
erfolgte vor T-162 des reifen Proteins (personliche Mitteilung Dr. Yu, Depart. of
Biochemistry, Kansas State University, Manhattan, Kansas, USA), so dass nahezu die
vollstindige Chitinase-dhnliche Domaine im N-terminalen Fragment abgespalten wurde
(Abb. 17). Die Bindung von Chitin an dieses vermutlich durch Degradation wéhrend der
Reinigung entstandene C-terminale Fragment konnte von Chitosan und Xylose
wirkungsvoller kompetiert werden als die von Chitin an das komplette HAIP-Molekiil.
Trotzdem konnte eine Bindung an Chitin nachgewiesen werden. Die Chitinase-dhnliche
Domaéne ist also fiir eine feste Bindung an Chitin nicht notwendig. Das eréffnet die Frage, ob
die spezifische Spaltung von HAIP vor T-162 des reifen Proteins einen biologischen Zweck
erfiillt, etwa die Aktivierung einer bisher nicht bekannten enzymatischen Aktivitat. Allerdings
enthielt das fiir die Bindungsexperimente eingesetzte Protein bereits das Fragment, so dass es
unwahrscheinlich ist, dass die Chitinbindung selbst ein auslosendes Ereignis fiir die

Prozessierung darstellt.
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In immunhistochemischen Untersuchungen wurde die Verteilung von HAIP in
Gewebeschnitten untersucht. Dabei zeigte sich, dass der Antikorper gegen HAIP mit
Substanzen der Cuticula reagiert, was aufgrund des Vermogens von HAIP Chitin zu binden
zu erwarten war. Es zeigte sich ebenfalls eine schwache, aber punktuell intensive
Antikorperbindung an den Fettkorper. Die in einzelnen Gebieten intensive Reaktion konnte
von eingewanderten H&mozyten stammen. In weiteren immunhistochemischen
Untersuchungen wurde in granuldren Zellen eine intensive Antikorperbindung an vesikuldren
Strukturen beobachtet. Dabei nahm die Intensitdt der Reaktion bei Pridparaten von naiven
Tieren zu solchen von Saline-injizierten Tieren und bakteriell infizierten Tieren deutlich ab.
Da im Northern-Blot fiir Himozyten keine HAIP-mRNA nachweisbar war, kann dies ein
erster Hinweis darauf sein, dass HAIP in Hdmozyten gespeichert und auf ein Signal hin
freigesetzt wird. Eine andere Funktion kann darin bestehen, dass HAIP Abbauprodukte des
Chitins oder Chitin-enthaltende Fremdstoffe, z. B. Pilze, bindet und damit die Aufnahme
durch Hamozyten erleichtert. Dies kann eine Voraussetzung fiir die bei B. mori beobachtete

Expressionsinduktion antimikrobieller Proteine darstellen [Furukawa et al. 1999].

54. Sequenzierung und Charakterisierung der Fettkdrper-Protease-1

Eine weitere aus der Fettkorper-Expressionsbibliothek klonierte cDNA enthielt das Gen fiir
eine neue, putative Clip-Doménen Protease (Abb. 13 und 14). Das von der cDNA kodierte
Protein wurde Fettkorper-Protease-1 (FP-1) genannt.

Die ¢cDNA der FP-1 umfasst 1700 Nukleotide und kodiert ein Protein mit einer abgeleiteten
Sequenz von 413 Aminosduren. FP-1 wird als Prid-Proprotein gebildet. Mittels ,Signal P’
wurde die Spaltstelle des Signalpeptids zwischen A-16 und A-17 berechnet (Abb. 14).
Datenbank Analysen ergaben eine groBe Ahnlichkeit von FP-1 mit Proteinen aus der Familie
der Clip-Doménen Proteasen. Die erste sogenannte Clip-Domédnen Protease wurde aus
Tachypleus tridentatus isoliert [Muta et al. 1990]. In den letzten Jahren wurden weitere Serin-
Proteasen kloniert, die ebenfalls eine Clip-Domaéne tragen. Clip-Doménen Proteasen bestehen
aus einer N-terminalen, regulatorischen Clip-Doméne und einer C-terminalen katalytischen
Serin-Protease Doméne [Jiang et al. 2000]. Sie werden als inaktive Pro-Formen gebildet. Auf
ein Signal hin erfolgt die Prozessierung durch eine andere Protease. Die putative
Aktivierungs-Schnittstelle der FP-1 liegt hinter L-168 (Abb. 14). In Clip-Doménen Proteasen
wird die sogenannte katalytische Triade durch drei konservierte Aminosduren, His-Asp-Ser,
gebildet. Diese Doménenstruktur ist typisch fiir Serin-Proteasen der Chymotrypsin-Familie
[Jiang et al. 2000]. Auch in FP-1 ist diese Struktur konserviert. Sie wird aus den Aminoséduren
H-213, D-261 und S-361 gebildet (Abb. 14). Daneben sind sechs Cysteine (1 bis 3 in
Abb. 14) der katalytischen Domine konserviert. Diese Cysteine bilden im “Proclotting
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Enzyme” von T. tridentatus Disulfid-Briicken [Muta et al. 1990]. Aufgrund der
Konservierung dieser Aminosduren in allen Clip-Doménen Proteasen wird davon
ausgegangen, dass auch die Struktur der Disulfid-Briicken in allen Proteasen dieses Typs
erhalten ist [Jiang et al. 2000].

Ein Alignment der katalytischen Domidne der FP-1 mit katalytischen Dominen anderer
Proteine aus der Familie der Clip-Domédnen Proteasen ergab eine Identitit der Aminosdure-
Zusammensetzung von 20-45%. Anhand des Alignments konnen zwei Untergruppen dieser
Protease-Familie unterschieden werden. Gruppe 1 umfasst FP-1, MsHP-1 und -2 [Jiang et al.
1999], TtPCE [Muta et al. 1990], Agl8D [Gorman et al. 2000], DmSnake [Delotto et al.
1986], CfSP-8 und —33 [Gaines et al. 1999]. Sie besitzen ein Leucin oder Arginin vor der
Aktivierungs-Spaltstelle. Die Gruppe 2, bestehend aus Agl4D [Paskewitz et al. 1999],
HAPPAEI [Lee et al. 1998], MScPAP [Jiang et al. 1998], MShPAP (personliche Mitteilung
Prof. H. Jiang, Oklahoma State University, Stillwater, Oklahoma, USA) und DmkEaster
[Chasan et al. 1989] besitzt ein Lysin oder Arginin vor der Aktivierungs-Spaltstelle (Abb. 15).
Die unterschiedlichen Aminosduren vor der Aktivierungs-Spaltstelle konnen als ein erster
Hinweis auf die Beteiligung unterschiedlicher aktivierender Proteasen interpretiert werden.
AulBlerdem wurde in den Proteinen der Gruppe 2 eine Insertion zwischen dem Histidin und der
Asparaginsdure der katalytischen Triade festgestellt. Mit Ausnahme der Protease Agl4D
umfasst diese Insertion zwei zusitzliche Cysteine. Mdoglicherweise bilden diese beiden
Cysteine durch Disulfid-Briickenbildung eine zusitzliche Schleife, die wahrscheinlich die
Spezifitit der Proteine beinflult [Jiang et al. 2000].

Die Clip-Doménen sind in der Aminosdurezusammensetzung wesentlich heterogener. In
ithnen sind sechs Cysteine konserviert, die zu einer Faltung der Domine dhnlich einer
Biiroklammer fiihren (Abb. 66) [Jiang et al. 2000]. Aufgrund der Heterogenitdt der Clip-

Doménen wurde auf ein Alignment verzichtet.
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Abb. 66: Hypothetisches Faltungsmuster der Clip-Domane des ‘Proclotting” Enzym von

T. tridentatus
Urspriinglich wurde eine Faltung der Clip-Doméne dhnlich einer Biiroklammer fiir

das ‘Proclotting’ Enzym von T. tridentatus beschrieben. Da alle Mitglieder der
Familie der Clip-Doménen Proteasen sechs konservierte Cysteine (rosa
hervorgehoben) besitzen wird vermutet, dass dieses Faltungsmuster in allen
Familienmitgliedern konserviert ist. Nach einer Aktivierung durch proteolytische
Spaltung (dargestellt durch das Scherensymbol) verbleibt die Clip-Doméne durch
eine Disulfid-Briicke an die katalytische Untereinheit gebunden (rot

hervorgehobene Cysteine) [ Abgewandelt nach Jiang et al. 2000].

Die weitere Sequenzanalyse der FP-1 ergab zwei potentielle N-Glykosilierungsmotive (N-20
und N-221, Abb. 14). Die aus der Aminosdure-Sequenz berechnete Masse der Pro-Form der
FP-1 betrug 44,4 kDa; das berechnete Molekulargewicht der katalytischen Doméne allein
betrug 27,5 kDa. Im Western-Blot mit dem Antikdrper gegen das rekombinante Protein
(Abb. 46), zeigte sich, dass die tatsdchliche Masse der Pro-Form der FP-1 61 kDa (bzw.
48 kDa fiir die katalytische Doméne alleine) betrug. Eine Erklarung fiir die Differenz konnte
eine Glykosilierung der FP-1 sein, die bei Clip-Doménen Proteasen hdufig beobachtet wird
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(personliche Mitteilung Prof. H. Jiang, Oklahoma State University, Stillwater, Oklahoma,
USA).

Nicht von allen Proteasen, die im Alignment genutzt wurden, sind gegenwértig die
biologischen Funktionen bekannt. Allerdings sind einige davon, z. B. liber die Aktivierung
der Phenoloxidase [Jiang et al. 2000] oder iiber die Aktivierung von Liganden des Toll-
Rezeptors [Hashimoto et al. 1988; Means et al. 2000], sowohl an entwicklungsbiologischen
wie auch an immunologischen Reaktionen beteiligt. Daher besteht die Moglichkeit, dass auch
die FP-1 an diesen Prozessen beteiligt sein konnte. Um die biologische Funktion der FP-1
einzugrenzen, wurde mittels Northern-Blot untersucht, ob FP-1 auch von Hé&mozyten
exprimiert wird und ob die Synthese der FP-1-mRNA in Fettkdrpergewebe und Hamozyten
durch eine Infektion mit Gram-negativen Bakterien induziert wird (Abb. 48). Der Blot zeigte,
dass die FP-1-mRNA in naiven Tieren sowohl in Hadmozyten als auch im Fettkorper
nachweisbar ist. Eine experimentelle Infektion fiihrte jedoch nur im Fettkérper zu einer
deutlichen Induktion der Expression.

Auch eine Western-Blot Analyse zeigte einen Einflu} bakterieller Infektionen auf den Gehalt
der FP-1 in der Himolymphe. Der gegen das rekombinante Protein hergestellte polyklonale
Antikorper reagierte in Western-Blots von Hamolymph-Proben mit zwei Banden (Abb. 46).
Das hohermolekulare Protein repriasentiert die nicht aktivierte Pro-Form der FP-1; die Bande
mit dem kleineren Molekulargewicht entspricht der katalytischen Domaéne, welche durch die
reduzierenden Bedingungen der Probenaufbereitung fiir die Elektrophorese nicht mehr {iber
eine Disulfid-Briicke mit der Clip-Domine verbunden ist. Die isolierte Clip-Doméne wurde
von dem Antikdrper nicht erkannt. In der Himolymphe von unbehandelten Tieren konnte
sowohl die inaktive Vorstufe der FP-1 als auch die katalytische Domine allein nachgewiesen
werden. Dies kann als Hinweis darauf gedeutet werden, dass die FP-1 neben einer mdglichen
Funktion in Abwehrreaktionen auch noch weitere physiologische Aufgaben erfiillen konnte.
Allerdings ist auch von anderen Proteasen eine Beteiligung an Abwehrfunktionen bekannt:
Die Blutgerinnungskaskade wird bei Vertebraten bereits durch Verwundung aktiviert
[O'Brien et al. 1993]. Es konnte kein Unterschied in der detektierten Menge der FP-1-Pro-
Form im Vergleich zwischen Proben aus verwundeten Tieren zu unbehandelten Tieren
festgestellt werden. Jedoch war die katalytische Doméne bei Proben aus verwundeten Larven
nur sehr schwach detektierbar. In der Himolymphe experimentell infizierter Tiere konnten
Unterschiede in den FP-1 Einheiten in Abhéingigkeit der injizierten Bakterienart festgestellt
werden. Stammte die Hiamolymphe von Tieren, die mit Escherichia coli infiziert waren,
konnte mehr Protein der Pro-Form beobachtet werden als in Proben von Tieren, die mit
Micrococcus lysodeiktikus infiziert wurden. Diese Beobachtung stimmte mit den Befunden
des Northern-Blots tliberein. Auch die katalytische Untereinheit war in der Himolymphe von

mit E. coli infizierten Tieren detektierbar, allerdings in geringerem Ausmaf} als in
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unbehandelten Tieren. In Himolymphe von Tieren, die mit M. lysodeiktikus infiziert wurden,
war die Pro-FP-1 fast nicht zu detektieren, wihrend die katalytische Doméne deutlicher als
bei den mit E. coli infizierten Tieren zu beobachten war. Dieses Ergebnis kann als ein erster
Hinweis auf eine Spezifitit der Aktivierungsreaktion interpretiert werden. Gram-positive
Bakterien vermogen nach diesen Befunden moglicherweise eine umfassendere Aktivierung
der FP-1 zu bewirken. Allerdings sind zur Erhédrtung dieser Aussage weitere Experimente
erforderlich, da Daten tliber die Induktion der FP-1-Transkription nach Injektion Gram-
positiver Bakterien fehlen. In D. melanogaster konnte die selektive Expression verschiedener
anti-mikrobiell wirkender Proteine bereits demonstriert werden [Lemaitre et al. 1997]. Daher
ist es moglich, dass die Aktivierung der FP-1 durch beide Bakterienformen gleich erfolgt,
aber nur Gram-negative Erreger die Expression der FP-1-mRNA induzieren. Da in einigen
Untersuchungen spezifisch Gram-positive oder Gram-negative Bakterien bindende Proteine
beschrieben wurden [Yoshida et al. 1996; Yu et al. 1999; Ma et al. 2000; Yu et al. 2000], ist
ein solcher Mechanismus vorstellbar.

Festgestellt wurde auch, dass in der Himolymphe von unbehandelten Tieren im Vergleich zu
allen anderen Proben die katalytische Domédne das intensivste Signal ergab. Zumindest in der
Probe des mit M. lysodeiktikus behandelten Tieres wire eine hohere Menge an FP-1 vermutet
worden. Moglicherweise wird FP-1 nach der Aktivierung sehr schnell inhibiert und abgebaut.
Ahnliche Mechanismen sind bei der Blutkoagulation und der Regulation des Komplement-
Systems bekannt [Janeway et al. 1999; Jiang et al. 2000]. Es ist jedoch auch moglich, dass
FP-1 an Bakterien bindet und an einer Verklumpung dieser beteiligt ist. In diesem Fall konnte
durch die Abtrennung der zelluldren Bestandteile auch an Bakterien anhaftende, aktivierte FP-
1 aus der Himolymphe entfernt worden sein.

Im  Western-Blot mit  Hamolymph-Proben von M. sexta unterschiedlicher
Entwicklungsstadien zeigte sich ein heterogenes Bild des Gehalts an Pro-FP-1 und aktiver
katalytischer Untereinheit (Abb. 47). Die Menge der Pro-FP-1 stieg etwa ab Mitte des vierten
Larvenstadiums deutlich an. Aufgrund der mit dem Beginn des Wanderstadiums in hoher
Konzentration vorliegenden Speicherproteine konnte fiir die spdteren Stadien keine genaue
Beurteilung erfolgen. Kurz vor der Hautung von Larvenstadium vier zu Larvenstadium flinf
konnte die prozessierte katalytische Untereinheit entdeckt werden. Danach wurde die
aktivierte Form erst wieder in den ersten vier Tagen des Wanderstadiums und danach
wéhrend aller untersuchter Tage des Puppenstadiums nachgewiesen. Das Vorliegen einer
grofleren Menge aktiver FP-1 konnte auf eine Beteiligung des Proteins an den Vorgéngen der
Metamorphose hindeuten. Da aber auch schon wiahrend der Hiutung vom vierten zum fiinften
Larvenstadium eine geringfiigige Aktivierung zu beobachten war, ist es auch mdoglich, dass
die Aktivierung der FP-1 entweder mit dem Héutungsprozess an sich gekoppelt ist oder einen

protektiven Charakter hat. Wahrend der Metamorphose kommt es auch zu Umbildungen im
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Bereich des Darmes, wobei eine Infektion durch ein Entkommen von Pathogenen aus dem
Darm in den Korper erfolgen kann [Dunn et al. 1994]. Wihrend des Hautungsprozesses ist die
Cuticula nicht ausgehirtet. In dieser Phase kann eine Verwundung, gefolgt von einer Invasion
von Pathogenen, leichter erfolgen als nach der Aushirtung der Cuticula. An der Aushértung
der Cuticula ist iiber die Sklerotin-Bildung auch die Phenoloxidase beteiligt [Ashida et al.
1995] die durch eine Serin-Protease Kaskade aktiviert wird. Zwar wurde kiirzlich eine
Protease aus M. sexta isoliert, die die Phenoloxidase aktiviert, diese Protease wird aber
ebenfalls als Zymogen synthetisiert [Jiang et al. 1998]. Die Protease, die die Pro-
Phenoloxidase aktivierende Protease (PAP) aktiviert, ist fiir M. sexta bisher nicht beschrieben.
Auch die mRNA der PAP wird durch die experimentelle Infektion mit Bakterien im
Fettkorper vermehrt gebildet [Jiang et al. 1998]. In immunhistochemischen Untersuchungen
konnte gezeigt werden, dass die FP-1 in Oenozytoiden deutlich nachweisbar ist (Abb. 57).
Die Pro-Phenoloxidase (PPO) wird ebenfalls in Oenozytoiden gebildet [Ashida et al. 1988;
Sugumaran et al. 1993]. Nur granuldre Zellen zeigten in dieser Untersuchung ebenfalls eine
Reaktivitdt nach Behandlung mit dem Antikorper gegen FP-1. Dabei wird die Hypothese,
dass die FP-1 an Abwehrreaktionen gegen Pathogene und der Sklerotisierung der Cuticula
beteiligt ist, von der Beobachtung unterstiitzt, dass der Antikorper gegen FP-1 in der Cuticula
eine deutliche Reaktion zeigt (Abb. 58). PPO kann ebenfalls in der Cuticula nachgewiesen
werden, ebenso wie eine Form der Pro-Phenoloxidase-aktivierenden Protease [Ashida et al.
1995]. AuBerdem sind in verwundeten Kontrolltieren vesikulire Kompartimente der
granuldren Zellen deutlich FP-1 positiv. In infizierten Tieren konnten vereinzelt auch schwach
positive vesikuldre Strukturen in granuldren Zellen beobachtet werden, die Reaktion war in
diesen Féllen jedoch deutlich schwicher ausgeprégt als bei den verwundeten Larven. Es ist
moglich, dass FP-1 nach einer Aktivierung selbst oder vermittelt {iber ein Briickenmolekiil an
Bakterien bindet. Eine solche Aktivierung konnte bereits durch eine Verwundung ausgelost
werden. AnschlieBend konnte dann iiber PAP eine Melanisierung und Verklumpung der
Bakterien stattfinden. Die {iber eine Disulfid-Briicke an der aktivierten FP-1 verbleibende
Clip-Domidne konnte dabei eine regulierende Funktion einnehmen. Ein dhnlicher
Mechanismus ist fiir snake vorgeschlagen worden [Smith et al. 1995]. Nicht an Bakterien
gebundene FP-1 wiirde durch einen potentiellen Inhibitor inaktiviert und von granuldren
Zellen zum Abbau aufgenommen. Bruchstiicke der proteolytischen Spaltungen kénnten dabei,
dhnlich verschiedener Metabolite der Komplement-Kaskade, als chemotaktisch aktive

Komponenten Hamozyten anlocken.
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5.5. Sequenzierung und Charakterisierung des Immunolektin-3

Immunolektin-3 (IML-3), fiir welches eine weitere ¢cDNA isoliert wurde, gehdrt zu einer
Gruppe von Lektinen in der Himolymphe von M. sexta. Gegenwirtig sind aus M. sexta mit
Immunolectin-1 und Immunolectin-2 zwei weitere Mitglieder dieser Gruppe bekannt [Yu et
al. 1999; Yu et al. 2000]. Auch aus anderen Insekten sind mehrere, sehr dhnliche Lektine
isoliert worden [Shin et al. 1998; Koizumi et al. 1999; Shin et al. 2000]. Die umfangreichste
Gruppe dieser Lektine ist bisher fiir Periplaneta americana beschrieben worden [Jomori et al.
1990; Kawasaki et al. 1996]. Fiir viele der Lektine ist die genaue Funktion bisher unbekannt.
In einigen Fillen konnte jedoch gezeigt werden, dass eine mogliche Funktion in der
Erkennung von Pathogenen und der Aktivierung der Phenoloxidase-Kaskade liegt [Yu et al.
1999; Yu et al. 2000]. Eine weitere Mdglichkeit wére, dass sie als Opsonine wirken [Jomori et
al. 1992].

Die urspriinglich isolierte ¢cDNA umfasste 2152 Nukleotide (Abb. 19). Die Analyse der
Sequenz zeigte jedoch, dass sowohl das Startcodon, als auch der polyadenylierte Bereich am
3’-Ende der cDNA fehlten. Durch den Einsatz eines Fragmentes des urspriinglich isolierten
Klons wurde eine vollstindigere ¢DNA aus der Fettkorper-Bibliothek isoliert. Die
Sequenzierung zeigte, dass auch dieses Fragment am 5’-Ende unvollstindig war. Weitere
Versuche mittels 5’-RACE die vollstindige Sequenz des IML-3 zu erhalten, resultierten in
einem weiteren, am 5’-Ende der bekannten Sequenz iiberlappenden Fragment. Obwohl auch
dieses Fragment noch nicht die vollstindige cDNA lieferte, kann aufgrund der vorliegenden
Sequenz vermutet werden, dass nur noch das erste Nukleotid des Startcodons fehlt (bisher
vorliegende Sequenz s. Anhang). Die gegenwirtig vorliegende cDNA umfasst 3810 Nukleo-
tide und kodiert ein Protein mit einer abgeleiteten Sequenz von 314 Aminosduren. Mittels
,Signal P’ konnte eine potentielle Spaltstelle des Signalpeptids vor S-23 vorhergesagt werden.
Die Masse des verbleibenden Peptids wurde zu ca. 32 kDa berechnet. Ein potentielles N-
Glykosilierungsmotiv wurde beginnend mit N-156 identifiziert. Der Datenbank-Vergleich der
erhaltenen Sequenz zeigte, dass IML-3 zur Familie der Calcium-abhingigen Lektine gehort
[Weis et al. 1998], mit der Besonderheit, dass in IML-3 zwei CRDs zu finden sind. Mehrere
dhnliche Lektine sind in neuerer Zeit bei Insekten nachgewiesen worden. IML-3 zeichnet sich
dabei, wie vier weitere Proteine [Shin et al. 1998; Koizumi et al. 1999; Yu et al. 1999; Yu et
al. 2000], durch zwei zusitzliche Cysteine in der CRD-2 aus. Das Alignment der CRDs von
IML-3 mit den CRDs dieser vier Insekten-Proteine ergab (Abb. 20), dass IML-3 die hochste
Ahnlichkeit mit dem Lipopolysaccharid-bindenden Protein von B. mori hat (31% identische
Aminosduren in CRD-1, 46% identische Aminosduren in CRD-2). IML-2 zeigte eine
Ubereinstimmung von 32% (CRD-1) und 41% (CRD-2), Hdd15 war zu 29% (CRD-1) und
38% (CRD-2) identisch und IML-1 hatte 17% (CRD-1) beziehungsweise 31% (CRD-2)
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identische Aminoséduren. Das Alignment der CRDs umfasst mit Ausnahme der potentiellen
Signalpeptide, welches fiir das IML-3 noch nicht vollstindig bekannt ist und weniger C-
terminaler Aminosduren die vollstdndigen Sequenzen von IML-3 und den vier beschriebenen
Proteinen. Der C-terminale Bereich ist bei allen diesen Proteinen sehr heterogen. Aus diesem
Grund wurde auf ein weiteres Alignment verzichtet.

Bei dem Datenbank-Vergleich zeigte sich aber auch eine Ahnlichkeit zu verschiedenen
Vertebraten-Proteinen, hierunter das humane Protein gp200-MR, einem Homologen des
Mannose-Rezeptors von Makrophagen (25% identische Aminosduren) [McKay et al. 1998]
und dem Asialoglykoprotein-Rezeptor-2 verschiedener Vertebraten, wobei das Protein der
Maus die hdchste Ubereinstimmung mit IML-3 zeigt (29% identische Aminosiuren) [Sanford
et al. 1990]. Der Mannose-Rezeptor und Asialoglykoprotein-Rezeptoren erfiillen in
Vertebraten unter anderem Funktionen in der Erkennung von ,alternden’ Strukturen und
,JFremd’ [Janeway et al. 1999]. Gegenwirtig fehlen experimentelle Daten zu den Spezifitdten
beider CRDs in IML-3. In fritheren Untersuchungen anderer Lektine konnte gezeigt werden,
dass die Aminosiuren F-104 und E-106 in der CRD-1 und Q-259 und D-261 in der CRD-2
von IML-3 (s. Abb. 20) massgeblich an der Bindungsspezifitit beteiligt sind [Weis et al.
1992]. Fiir das LPS-bindende Protein aus H. cunea konnte die Spezifitit der beiden CRDs
durch Kompetitions-Experimente mit rekombinant exprimierten, isolierten CRDs bestimmt
werden [Shin et al. 2000]. Die Bindung der CRD-1 an LPS wurde durch Mannose und N-
Acetylglucosamin inhibiert, fiir die CRD-2 zeigte nur Mannose einen inhibitorischen Effekt.
In dem fiir die Spezifitit der Kohlenhydrat-Bindung verantwortlichen Bereich der CRD-2
(Aminoséduren 259-261 der Abb. 20) von IML-3 konnte eine vollstindige Identitdt mit dem
Protein von H. cunea ausgemacht werden. Dies spricht dafiir, dass die CRD-2 von IML-3
ebenfalls eine Spezifitdt fiir Mannose aufweist. Die hdmagglutinierende Aktivitdt von IML-2
hingegen wird durch Xylose und Glucose inhibiert [Yu et al. 2000]. Fir IML-1 wurde
lediglich die Bindung von LPS nachgewiesen [Yu et al. 1999]. In Bezug auf das LPS-
bindende Protein von B. mori konnte bisher keine eindeutige Kohlenhydrat-Spezifitit
ermittelt werden [Koizumi et al. 1999]. Friihere Befunde lassen darauf schliefen, dass
BmLBP an den Lipid-A Anteil des LPS bindet [Koizumi et al. 1997].

Im Northern-Blot mit Fettkorper- und Himozyten-RNA aus naiven und Bakterien-infizierten
Larven hybridisierte die IML-3-spezifische Sonde nur mit RNA aus Fettkorper; Himozyten
waren IML-3 negativ (Abb. 51). Wihrend in Fettkorper-Gewebe naiver Tiere lediglich zwei
hybridisierende Banden auftraten, wurde in RNA aus Gewebe induzierter Larven eine
zusitzliche Bande von etwa 4,3 kB nachgewiesen. Auch die Zwei bisher in M. sexta
identifizierten IML-1 und IML-2 zeigten eine Induzierbarkeit der RNA in der Folge
bakterieller Infektionen. Fiir beide Proteine konnte neben der Bindung von LPS auch eine

Funktion in der Aktivierung der Phenoloxidasekaskade gezeigt werden [Yu et al. 1999; Yu et
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al. 2000]. Das fiir die RNA im Northern-Blot erhaltene Molekulargewicht fiir IML-3 lag
geringfiigig iiber dem der - bis jetzt unvollstindigen - cDNA. Nach einem Vergleich der
Western-Blot-Daten wurde das erhaltene Molekulargewicht als eine Bestitigung der
Hypothese angesehen, dass nur noch ein sehr kleines Fragment der vollstindigen cDNA fiir
IML-3 fehlt. Auch die zwei anderen Banden traten in Proben aus infizierten Larven im
Vergleich zu jenen aus naiven Larven etwas intensiver hervor, was dafiir spricht, dass auch
diese mRNAs induziert werden. Die Identitédt dieser Banden ist jedoch gegenwértig ungewiss.
Auch in P. americana hybridisierte die cDNA fiir das Lipopolysaccharid-bindende Protein
mit multiplen Banden [Jomori et al. 1991]. In diesem Insekt wurden in der Zwischenzeit
mehrere untereinander sehr dhnliche Lektine identifiziert [Kawasaki et al. 1996]. Eine weitere
Erklarungsmoglichkeit konnten Spleif3-Varianten darstellen. Die IML-3-cDNA zeigte einen
sehr umfangreichen 3’-nicht-translatierten Bereich mit zahlreichen Polyadenylierungs-
Signalen. Moglicherweise stellt die isolierte cDNA die mittlere Variante unterschiedlich
gespleifiter Formen von IML-3 dar.

Zur weiteren Charakterisierung des IML-3 wurde gegen das rekombinant hergestellte Protein
ein Kaninchen-Antikorper hergestellt. Der Antikorper erkannte das rekombinante Protein
(Abb. 37A) ebenso, wie drei Proteine in der Himolymphe von M. sexta (Abb. 39). Diese drei
mit dem AntikOrper reagierenden Proteine wurden mit zunehmender Masse als IML-3a
(33,5 kDa), IML-3b (37,5 kDa) und IML-3c (45 kDa) benannt. Vermutlich entspricht dabei
die Bande des IML-3a dem reifen Protein. Hierfiir spricht einerseits das aus der Sequenz
berechnete Molekulargewicht und andererseits die Intensitit der Bande. Ein eindeutiger
Nachweis durch Edman-Sequenzierung erscheint jedoch zur vollstindigen Klirung
wiinschenswert. In diesem Fall konnte auch festgestellt werden, ob die zwei zusétzlichen
Banden Iso- oder Pro-Formen von IML-3 darstellen, oder andere Proteine sind, die nur
aufgrund bestimmter Epitope oder gar nur zuféllig vom Antikérper erkannt werden. Aufgrund
der Ergebnisse des Northern-Blots ist auch das Auftreten von drei nahezu identischen
Proteinen unterschiedlicher GroBe vorstellbar. Dabei konnten beispielsweise eine oder
mehrere weitere CRDs im Protein vorliegen, multiple CRDs sind beispielsweise aus dem
Mannose-Rezeptor von Makrophagen bekannt [Drickamer et al. 1993]. Eine andere
Moglichkeit wire eine langere Kollagen-artige Doméne, wie sie beispielsweise bei einigen
Collectinen vorliegt [Drickamer 1995], oder eine Transmembran-Doméne, wie beispielsweise
bei den Makrophagen-Mannose-Rezeptoren [Drickamer et al. 1993] oder den
Asialoglykoprotein-Rezeptoren [Day 1994]. Gegen letztgenannte Hypothese spricht jedoch,
dass die Proteine in der Himolymphe geldst nachgewiesen werden konnen. Wahrscheinlicher
ist eine Assoziation an die Zellmembran, die sowohl durch kovalente aber auch durch nicht-
kovalente Bindung zustande kommen konnte. Auch ein gegen IML-1 gewonnener Antikérper

reagierte mit weiteren Proteinen. Durch Variation der Elektrophoresebedingungen konnte die
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unter Limmli-Bedingungen beobachtete Einzel-Bande in zwei Banden, vermutlich verursacht
durch zwei Isoformen von IML-1, aufgetrennt werden [Yu et al. 1999]. Zwei Isoformen
konnten auch fiir IML-2 beobachtet werden [Yu et al. 2000]. In beiden Fillen war der
Unterschied der Molekulargewichte jedoch erheblich kleiner als dies fiir IML-3 zutrifft. Fiir
IML-1 wurde dariiber hinaus eine weitere schwécher erscheinende Bande geringeren
Molekulargewichts beobachtet. Dieses Protein wurde als Abbauprodukt interpretiert [Yu et al.
1999]. Der Antikorper gegen IML-3 reagierte in Hamolymphe von H. cecropia mit einem
Protein, dass mit IML-3b co-migrierte und in der Himolymphe von C. morosus mit einem
Protein, dass eine dhnliche elektrophoretische Mobilitdt wie IML-3c zeigte (Abb. 39). In allen
weiteren getesteten Himolymph-Proben verschiedener Insekten konnte im Western-Blot mit
dem IML-3-Antikorper keine Kreuzreaktivitit nachgewiesen werden. Aufgrund der
zunehmenden Grofle der Familie Calcium-abhédngiger Lektine bei zahlreichen Insektenarten
verwundert diese Beobachtung zunichst. Das Auftreten multipler Banden in der Himolymphe
von M. sexta war zundchst auf eine gewisse Unspezifitit des Antikorpers zuriickgefiihrt
worden. Die Tatsache, dass jedoch auch das aufgrund von Sequenzdaten gegenwirtig
dhnlichste Protein, das LBP von B. mori, nicht mit dem Antikérper gegen IML-3 reagierte,
unterstiitzt die Hypothese der Existenz unterschiedlicher Iso- oder Splei3-Formen.

In Western-Blots mit Himolymph-Proben naiver und infizierter Tiere konnte gezeigt werden,
dass nach einer Verletzung die Menge des IML-3a in der Himolymphe von M. sexta abnahm,
wihrend die Menge des IML-3b und —3c¢ konstant blieb. Eine Injektion von E. coli fiihrte
dazu, dass eine groBere Menge IML-3b und -3¢ nachweisbar war als in unbehandelten
Larven. Eine Infektion mit M. lysodeiktikus zeigte keinen erkennbaren Effekt auf den
Héamolymph-Gehalt von IML-3 (Abb. 45). Die Beobachtung, dass der Hamolymph-Gehalt
des IML-3a ldngere Zeit nach Verwundung oder Infektion mit Gram-negativen Bakterien auf
einem niedrigen Niveau blieb, wéihrend die Injektion von Gram-positiven Bakterien keinen
sichtbaren Einfluf3 auf die Menge des Proteins zeigt, spricht fiir eine Beteiligung von IML-3a
an einer Erkennungs- oder Abwehrreaktion gegen Gram-negative Bakterien. Durch die
Bindung von IML-3 an die Bakterien konnte das Protein beispielsweise durch Phagozytose
der Pathogene dem Kireislauf entzogen werden. Es ist aber auch moglich, dass die
Zentrifugation zur Abtrennung der Hamozyten, ebenso aggregierte Bakterien und daran
bindendes IML-3 aus der Himolymphe entfernte. Bis zur endgiiltigen Klarung, ob die Banden
des IML-3b und —3c¢ Pro-Formen des IML-3 darstellen, besteht jedoch auch die Moglichkeit,
dass das neugebildete Protein noch nicht vollstdndig prozessiert worden ist. Fiir IML-1 und -2
konnte kein Absinken des Hamolymphtiters gezeigt werden; nach Infektion war ein
ansteigender Gehalt dieser Proteine in der Himolymphe nachweisbar [Yu et al. 1999; Yu et
al. 2000].
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Als Vorbereitung flir spdtere Untersuchungen wurde mit der Entwicklung eines
Reinigungsschemas fiir IML-3 begonnen. Als ein erster Schritt wurden Hidmolymph-Proteine
mittels Gelfiltration aufgetrennt. Die erhaltenen Fraktionen wurden im Western-Blot auf
Anwesenheit von IML-3 untersucht. Dabei zeigte sich, dass IML-3 nicht in den Fraktionen
mit sehr kleinen Proteinen nachweisbar war. Stattdessen konnte es in einem sehr hohen
Molekulargewichtsbereich (gréBer als 150 kDa) und in einem Bereich etwas kleineren
Molekulargewichts (etwa 100 kDa) identifiziert werden (Abb. 41) (Eichung der Saule:
[Magill 1999]). Dieses Ergebnis deutet auf eine Assoziation von IML-3 mit anderen Proteinen
oder mit sich selbst hin. Die Oligomerisierung von Lektinen wurde bereits fiir Proteine aus
der Familie der Collektine beschrieben [Lu 1997; Weis et al. 1998]. In den Collektinen
trimerisieren die einzelnen Untereinheiten zu Grundbausteinen, welche wiederum, abhéngig
von der Lidnge einer Kollagen-dhnlichen Domine, groflere Aggregate aus jeweils zwei bis
sechs trimeren Untereinheiten bilden. Ein dhnliches Verhalten wurde bereits fiir IML-1 und -2
beschrieben [Yu et al. 1999; Yu et al. 2000]. Da alle drei potentiellen IML-3-Formen in den
hochmolekularen Fraktionen detektierbar waren, besteht auch die Moglichkeit, dass sich
Heterooligomere bilden. Die Bildung von Heterooligomeren mit méglicherweise geringfiigig
unterschiedlicher Spezifitét fiir unterschiedliche Liganden konnte eine Bedeutung z. B. fiir die
Koagulation von eingedrungenen Pathogenen haben. Die Beobachtung des identischen
Verhaltens der drei mit dem Antikorper detektierbaren Proteine bestirkt die Hypothese, dass
es sich bei diesen Proteinen um Isoformen oder Spleif3-Varianten handelt.

Um einen ersten Anhaltspunkt fiir potentielle Interaktionen von IML-3 mit LPS zu erhalten,
wurde ein in-vitro Testsystem entwickelt. Hierzu wurde zellfreie Himolymphe mit LPS
inkubiert und der Einflufl auf das Wanderungsverhalten der Hamolymph-Proteine untersucht.
Zur Etablierung dieses Systems wurden die Hdmolymph-Proteine zundchst nur in einer
Dimension, unter nativen Bedingungen, aufgetrennt und sowohl Coomassie-geférbt als auch
geblottet (Abb. 42 und 44). In den Coomassie-gefiarbten Gelen konnte deutlich ein
unterschiedliches Wanderungsverhalten von einzelnen Proteinen beobachtet werden.
Allerdings war damit keine eindeutige Zuordnung zu IML-3 moglich. Auch durch einen
Western-Blot mit dem Antikorper gegen IML-3 konnte keine eindeutige Aussage iiber eine
mogliche Interaktion zwischen LPS und IML-3 getroffen werden. Erwartungsgeméf erkannte
der Antikorper nach der nativen Elektrophorese Protein-Banden, die nicht zweifelsfrei als
IML-3 angesehen werden konnten. Durch eine zweidimensionale Auftrennung, zunichst
unter nativen Bedingungen und anschlieBend unter reduzierenden Bedingungen, konnte
dargestellt werden, dass mit IML-3 co-migrierende Banden nach Inkubation mit LPS eine
verdnderte Mobilitdt im nativen Gel zeigten (Abb. 44). Eine Bindung von LPS wurde auch
schon fiir die bereits beschriebenen Proteine IML-1 und —2 und der LPS-Bindungsproteine
von B. mori und H. cunea gezeigt [Koizumi et al. 1999; Shin et al. 2000]. In zukiinftigen
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Untersuchungen konnte, z. B. mittels ELISA die Bindungsspezifitit von IML-3 an LPS
genauer untersucht werden. Interessant wire beispielsweise, ob IML-3 alleine ausreichend fiir
eine derartige Interaktion ist, oder ob weitere Himolymph-Komponenten daran beteiligt sind.
Die immunhistochemischen Untersuchungen von Gewebeschnitten bestétigten die Befunde
des Northern-Blots; der Fettkdrper war eindeutig IML-3 positiv (Abb. 63). In den Schnitten
reagierten aber auch einige Himozyten mit dem Antikorper (Abb. 62). Der markierte Bereich
lag dabei in der Nidhe der Zellmembran. Auch Hidmozyten von Saline-injizierten und
experimentell infizierten Tieren zeigten eine IML-3 positive Reaktion (Abb. 61), jedoch
waren in den Saline-injizierten Tieren nur dullerst wenige Himozyten IML-3 positiv. In den
Prédparaten infizierter Tiere waren hingegen eine bedeutend hohere Anzahl IML-3-positiver
Héamozyten zu beobachten. In allen Féllen wurden ausschlieBlich granuldre Zellen und
Plasmatozyten mit dem Antikorper gegen IML-3 detektiert, wobei eine diffuse Farbung des
Plasmas sowie vesikuldrer Strukturen zu erkennen waren. Aufgrund der deutlich hoheren Zahl
an positiv reagierenden Zellen von verwundeten Tieren im Vergleich zu infizierten Tieren,
scheint es wahrscheinlich, dass IML-3 wihrend einer Abwehrreaktion der Zellen internalisiert
wird. Fiir beide Zelltypen wurde bereits beschrieben, dass sie an der Phagozytose von
Bakterien beteiligt sind [Scholz et al. 1997]. Gegenwartig ist eine Wirkung von IML-3 als
Opsonin nicht belegbar, jedoch konnte in Untersuchungen anderer Insekten-Lektine eine
derartige Reaktion gezeigt werden [Jomori et al. 1992]. Um eine Internalisierung von IML-3
als Folge einer Bindung an Bakterien zu zeigen, wéren Versuche mit Doppelmarkierungen
eine mogliche Vorgehensweise.

Aufgrund der groBen Ahnlichkeit von IML-3 zu IML-1 und —2 besteht die Mdglichkeit, dass
auch IML-3 ein PRR mit Spezifitdt fiir Gram-negative Bakterien darstellen konnte. Die in
dieser Untersuchung erhaltenen ersten Hinweise auf eine derartige Funktion miissen in
zukiinftigen Untersuchungen bestitigt und vertieft werden. Wenn sich diese Befunde
bestétigen lassen, wire es sehr interessant herauszufinden, ob auch IML-3 die PO-Kaskade zu
aktivieren vermag. Wenn dies bestitigt werden sollte, konnte in weitergehenden
Experimenten versucht werden, Interaktionspartner zu identifizieren, die moglicherweise
Proteaseaktivitdt zeigen konnten. Ein Ansatzpunkt fiir eine derartige Untersuchung ist eine

Co-Immunprézipitation mit dem hergestellten Antikorper gegen IML-3.
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5.6. Klonierung, Sequenzierung und Charakterisierung des Hemocytin

Die Sequenzierung der aus der Hdmozyten-Expressionsbank isolierten cDNA ergab ein
Fragment, dass eine sehr groBe Ahnlichkeit zu Hemocytin [Kotani et al. 1995] und dem von
Willebrand Faktor [Verweij et al. 1986] zeigte. Aufgrund der groBen Ahnlichkeit wurde das
von der erhaltenen cDNA kodierte Protein M. sexta Hemocytin (MsHc) genannt.

Hemocytin wurde urspriinglich aus B. mori isoliert [Kotani et al. 1995]. Hemocytin von B.
mori besitzt hdmagglutinierende Aktivitdt, die durch das C-terminale Ende des Proteins
hervorgerufen wird. Kiirzlich wurde die Sequenz eines zu Hemocytin homologen Proteins aus
D. melanogaster, Hemolektin, publiziert [Goto et al. 1999]. Der von Willebrand Faktor
(VWF) wurde urspriinglich bei Vertebraten gefunden. Beim Menschen ist er an der
Entstehung der von Willebrand Erkrankung beteiligt [Ginsburg et al. 1985; Lynch et al. 1985;
Perutelli et al. 1997]. In Vertebraten ist der vWF fiir die Blutkoagulation und die Interaktion
von Thrombozyten mit Endothelzellen, z. B. im Bereich von Verwundungen
mitverantwortlich [Perutelli et al. 1997].

Die Sequenzierung des urspriinglich erhaltenen Klons zeigte, dass die Sequenz nicht
vollstindig erhalten worden war. Die Klonierung der vollstindigen Sequenz des MsHc
gestaltete sich dullerst schwierig. Trotz mehrfacher Versuche wurden zwar &hnliche, aber
keine vollstindigen cDNAs aus der Himozyten-Expressionsbibliothek isoliert (Abb. 21). Die
weitere Sequenz-Analyse ergab, dass wie bei dem Hemocytin-Gen aus B. mori im 3’-nicht
kodierenden Bereich zwei Signale, ATTA und ATTTA, vorlagen. Hierin liegt wahrscheinlich
die Ursache dafiir, dass keine komplette cDNA aus der Bibliothek erhalten wurde, da diese
Sequenzen mRNAs als instabil markieren [Shaw et al. 1986]. Ferner zeigte sich bei der
Analyse der vollstindigen cDNA ein partiell sehr hoher GC-Gehalt und eine Repetitivitédt der
Sequenz. Die Bildung von Sekundérstrukturen konnte zu Kettenabbriichen wihrend der
Synthese der cDNA gefiihrt haben. Ahnliche Schwierigkeiten waren auch bei der Isolierung
der Hemocytin-cDNA aus B. mori aufgetreten [Kotani et al. 1995]. Erst durch eine
Neusynthese von cDNA mittels eines innerhalb der bereits bekannten Sequenz liegenden
genspezifischen Primers gelang in nachfolgenden PCR-Reaktionen die Amplifizierung der
fehlenden Fragmente (Abb. 22 und 23). Die cDNA umfasst 10897 Nukleotide und kodiert ein
Protein mit einer berechneten Linge von 3213 Aminoséduren (s. Anhang). Die Sequenz enthilt
23 potentielle N-Glykosilierungsmotive (N-X-S/T). Ahnlich wie bei dem Hemocytin-Gen von
B. mori besitzt auch das Gen von MsHc eine lange 5’-nichtkodierende Region [Kotani et al.
1995]. Das Startcodon beginnt mit Nukleotid 757. Aus der Sequenz wurde eine Masse von
352,4 kDa abgeleitet, wobei eine mdgliche Glykosilierung noch nicht beriicksichtigt ist.
Mittels ,Signal P’ konnte keine Spaltstelle fiir ein Signalpeptid vorhergesagt werden.
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Allerdings konnte beginnend mit Aminosdure 638 eine potentielle Spaltstelle fiir Furin
(Konsensus-Motiv RXXXKR) identifiziert werden. Furine repriasentieren eine Familie von
Endopeptidasen, die auch als Pro-Protein-Konvertasen bezeichnet werden. Furine wurden aus
verschiedenen Spezies kloniert und zeigen ein ausgesprochen grof3es Spezifititsspektrum. Sie
katalysieren die Reifung von Peptidhormonen, Wachstumsfaktoren, Zelloberflachen-
Rezeptoren, bakteriellen Toxinen, viralen Hiillproteinen, Proteinen der extrazelluldren Matrix
und Serumproteinen [Molloy et al. 1999]. Auch die proteolytische Spaltung des Pro-vWF der
Vertebraten in den reifen vWF erfolgt durch ein Furin [Molloy et al. 1999]. Dabei wird die
Konsensus-Sequenz auch von dem kiirzlich aus D. melanogaster beschriebene Dfurin2
erkannt, dass ebenfalls die Reifung des Pro-vWF katalysieren kann [Roebroek et al. 1992].

In der Sequenz des MsHc wurde das RGD-Motiv (beginnend mit Aminosdure 2016),
gefunden (s. Anhang). Viele Proteine der Integrin Familie binden an dieses Motiv in anderen
Zelladhdsionsmolekiilen, wobei diese Bindung die Adhdsion an Substrate vermittelt [D'Souza
et al. 1991]. Im Hemocytin von B. mori konnte diese Sequenz nicht gefunden werden [Kotani
et al. 1995], jedoch konnte bei der Uberpriifung eine KGD-Sequenz an Position 1938-1940
des Hemocytin-Precursers ausgemacht werden. KGD gilt bei Crustaceen neben RGD als ein
weiteres Sequenzmotiv bei Adhésionsvorgéngen [Johannsson 1999]. Allerdings liegt auch im
vWF aus Rindern kein RGD-Motiv vor, wihrend im humanen Protein dieses Motiv existiert.
Bindungsmotive und —eigenschaften von Adhésionsmolekiilen in verschiedenen Spezies
unterliegen wahrscheinlich gewiflen an die Funktion adaptierten Verdnderungen. Die
Funktionalitdt des RGD-Motivs in M. sexta wurde in der vorliegenden Arbeit nicht niher
untersucht.

Das vollstindige Alignment von MsHc, Hemocytin von B. mori, Hemolektin von D.
melanogaster und dem humanen vWF ergab zwischen MsHc und Bm-Hemocytin ecine
Identitdt von 61%, zwischen MsHc und Dm-Hemolectin von 21% und zwischen MsHc und
dem vWF von 13% der Aminosduren. Dabei konnte die bereits im humanen vWF
beschriebene Doméinenstruktur [Shelton-Inloes et al. 1986; Shelton-Inloes et al. 1987], die
auch im Hemocytin von B. mori gefunden wurde [Kotani et al. 1995], auch in MsHc
nachgewiesen werden. Die genaue Funktion der verschiedenen Doménen ist bisher noch nicht
vollstindig geklart. Experimentelle Befunde zeigen, dass der Doménentyp A eine Homologie
zu einem Segment des Komplementfaktors B zeigt [ Shelton-Inloes et al. 1986; Shelton-Inloes
et al. 1987]. Es konnte aulerdem gezeigt werden, dass die Domédnen Al und A3 an der
Bindung an Collagen beteiligt sind [Perutelli et al. 1997]. Die mehrfach im vWF auftretenden
Domaénen des Typs D werden zum Teil wihrend der Reifung des Proteins mit dem Propeptid
abgespalten (D1 und D2) [Perutelli et al. 1997]. Die Domédne D’ wurde als mogliche
Bindungsstelle fiir den Faktor VIII beschrieben, der durch diese Interaktion stabilisiert wird

[Perutelli et al. 1997]. Interessanterweise liegen im MsHc, ebenso wie im Bm-Hemocytin und
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Dm-Hemolectin drei dieser Doménen vor. Maoglicherweise {iiben sie eine &dhnlich
stabilisierende Wirkung auf bisher noch nicht bekannte Insekten-Proteine dhnlicher Funktion
wie dem Faktor VIII aus. Ein weiterer Sequenzabschnitt des Bm-Hemocytins, zwei c-
terminale C-Dominen, zeigen in einem Teilbereich eine Ahnlichkeit zu Calcium-abhingigen
Lektinen [Kotani et al. 1995]. Dem Doménentyp B ist bisher weder im vWF noch im
Hemocytin eine Funktion zugeordnet. Aufgrund der groBen Ahnlichkeiten von MsHc mit
Bm-Hemocytin und dem vWF ist auch fiir das Protein von M. sexta zu vermuten, dass es eine
wichtige Funktion bei der Homoostase und der Aggregation von Hamozyten ausiibt.

Im Northern-Blot Experiment wurde der Einflu3 bakterieller Infektionen auf die Expression
der MsHc-mRNA untersucht (Abb. 50). Von den untersuchten Geweben zeigten nur
Héamozyten eine Expression der MsHc-mRNA. Bei M. sexta blieb der Gehalt an mRNA nach
bakterielle Infektionen, anders als fir das Hemocytin von B. mori [Kotani et al. 1995]
konstant. Moglicherweise wurde mit der Zeitspanne von 24 Stunden zwischen der
Applikation der Bakterien und der Entnahme der Hdmozyten fiir die RNA-Préiparation die
optimale Induktionszeit verfehlt. Mit den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung ist
dieser Unterschied zu den Ergebnissen in B. mori nicht zu erklaren. Das durch den Northern-
Blot erhaltene Molekulargewicht von ca. 11 kB bestitigte die GroBe der klonierten cDNA.

Fiir weitere Untersuchungen wurde ein Antikorper gegen das durch den Klon pHC-7 kodierte
c-terminale Ende des MsHc hergestellt. Der Antikorper erkannte deutlich das rekombinante
Protein (Abb. 37B). Im Western-Blot mit Himolymph-Proteinen von M. sexta wurden von
dem Antikérper drei Proteine mit hohem Molekulargewicht markiert. Das relative
Molekulargewicht des kleinsten Proteins betrug 220 k. Die GroB3e der beiden anderen Banden
wurde nur grob extrapoliert, da sie deutlich auBlerhalb der Eichkurve des verwendeten
Molekulargewichts-Markers lagen. Ihr relatives Molekulargewicht betrug 315 k und 390 k
(Abb. 40). Mit den Ergebnissen dieser Untersuchung konnte nicht ermittelt werden, welche
dieser Banden das eigentliche MsHc reprasentiert. Hierzu wire eine Isolierung der Proteine
und eine anschlieBende Sequenzierung erforderlich. Moglicherweise stellen die drei Proteine
unterschiedlich prozessierte Formen des MsHc dar. Dies konnte zum Beispiel durch
unterschiedliche Glykosilierung oder durch unterschiedliche proteolytische Spaltungen
geschehen. Auch fiir das Protein von B. mori schwanken die Angaben zum Molekulargewicht
zwischen 280 k des reifen Hemocytins [Mori et al. 1992] und aus der Sequenz abgeschitzten
343 k, wobei bei dem héhermolekularen Protein noch keine Glykosilierung beriicksichtigt ist
[Kotani et al. 1995]. Aufgrund der groBen Ahnlichkeit von MsHc mit dem humanen vWF
erscheint denkbar, dass MsHc als Prapro-Protein gebildet wird. Der humane vWF wird aus
einem Prépro-Protein von 2853 Aminosduren in ein reifes Protein von 2050 Aminosduren

konvertiert [Verweij et al. 1986]. Dabei betrdgt die molekulare Masse des reifen vVWF etwa
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270 kDa, wihrend das mittels SDS-Polyacrylamid-Gel Elektrophorese abgeschétzte relative
Molekulargewicht nur 225 k betrédgt [Perutelli et al. 1997].

Der Antikorper gegen MsHce erkannte ebenfalls drei Proteine in der Himolymphe von B. mori
mit einem relativen Molekulargewicht von 145-165 k, 440 k und 480 k (Abb. 40). Aufgrund
der Molekulargewichts-Unterschiede erscheint es jedoch bis zu einer genaueren Uberpriifung
fraglich, ob es sich bei diesen drei Proteinen um das Hemocytin von B. mori handelt oder um
zufillig kreuzreagierende Proteine. In den anderen getesteten Insektenarten konnten keine
Kreuzreaktivititen ausgemacht werden.

Die immunhistochemischen Untersuchungen miissen bis zur endgiiltigen Klarung der
Spezifitit des hergestellten Antikorpers als vorldufig betrachtet werden. In Gewebeschnitten
wurde in keinem Gewebe eine eindeutige Reaktion des Antikorpers beobachtet (Abb. 65).
Einige schwach markierte Bereiche stammen eventuell von an Gewebe anhaftenden oder ins
Gewebe eingewanderten Hdmozyten. In Hdmozyten-Praparaten ergab sich eine deutliche
Immunreaktion mit granuldren Zellen naiver Tiere (Abb. 64 A und B). Dabei wiesen auch
vesikuldre Strukturen Immunreaktivitit auf. Auch der vWF kann in humanen Zellen
intrazelluldr in spezifischen Organellen nachgewiesen werden [Wagner et al. 1991]. In
verwundeten Tieren war MsHc nur schwach und in sehr wenigen Zellen nachzuweisen (Abb.
64 C und D), wogegen es in Hamozyten experimentell infizierter Tiere wieder deutlich
detektierbar war (Abb. 64 E und F). In einigen Féllen wurde die Farbung in Bereichen von
Zellhaufen oder beschéddigten Zellen beobachtet (Abb. 64 A, B, E und F). Da dieses Bild
jedoch nicht vollstindig homogen ist, wére es interessant, die Reaktivitit des Antikérpers zum
Beispiel an ungewaschenen Préparaten zu iiberpriifen. Die Beobachtungen der
immunhistochemischen Untersuchungen bestétigten die Befunde des Northern-Blots
beziiglich der Gewebe, die MsHc exprimieren. Eine Induktion der Expression konnte in
Hémozyten mit den immunhistochemischen Untersuchungen nicht beobachtet werden und
bestétigt somit ebenfalls die Beobachtungen im Northern-Blot.

Die erhaltenen Ergebnisse liefern derzeit noch kein eindeutiges Bild iiber die biologische
Funktion des MsHc. Die sehr groBe Ahnlichkeit des MsHc zum vWF und Bm-Hemocytin
lasst Raum fiir die Vermutung, dass MsHc wie die beiden anderen Proteine an der
Koagulation von Hamolymphe und der Wechselwirkung von Himozyten mit verwundetem
Gewebe beteiligt ist. Hierfiir sprechen die Beobachtungen in den immunhistochemischen
Untersuchungen wie auch die Identifizierung des RGD-Motivs und das Vorliegen des von
Furinen erkannten Motivs. Eine Méglichkeit zur Uberpriifung dieser Hypothese konnte mit
immunhistochemischen Untersuchungen an experimentell herbeigefiihrten Verwundungen
oder durch Mutagenese der beiden Strukturmotive erfolgen. Da nach der Klonierung der
vollstindigen cDNA auch der Einsatz von Deletionsmutanten groflerer Sequenzabschnitte

moglich ist, kann durch die Injektion von rekombinanten Fragmenten in die lebende Larve die
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Funktion einzelner Doménen charakterisiert werden. Da in B. mori ein Unterschied der
Expression von Hemocytin in verschiedenen Entwicklungsstadien beobachtet wurde,
erscheint es auch lohnenswert, eine Beteiligung von MsHc an entwicklungsbiologischen
Vorgéngen zu untersuchen.

Die in der vorliegenden Arbeit mit einem molekularbiologischen Versuchsansatz isolierten
cDNAs von vier Genen deuten nach einem Vergleich mit Daten bekannter Proteine anderer
Arten auf eine Beteiligung an der Regulation der Himozyten-Aktivierung hin. Erste Befunde
zur Charakterisierung der Funktion der verschiedenen Proteine erhérten die aufgrund der
Sequenz-Ahnlichkeiten vermuteten Funktionen. Gegen drei der kodierten Proteine konnten
erfolgreich polyklonale Antikorper hergestellt werden. Damit ist eine solide Grundlage fiir
weiterfithrende Experimente zur Untersuchung der an der Himozyten-Aktivierung bei M.

sexta beteiligten Mechanismen gelegt.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels Affinitdtsnachweis mehrere unterschiedliche
Faktoren in der Himozytenmembran des Tabakschwirmers Manduca sexta nachgewiesen, die
den bakteriellen Zellwandbestandteil Lipopolysaccharid binden konnen. In den
Reinigungsversuchen zeigten zwei dieser Molekiile eine &duBlerst feste Assoziation an
immobilisiertes LPS, sie konnten nur durch Hitzedenaturierung in Gegenwart reduzierender
Reagenzien abgelost werden. Die mittels eines daflir entwickelten Reinigungsschemas
isolierten Proteine wurden N-terminal sequenziert. Die Sequenzierung ergab jedoch bisher
keine lesbare Sequenz.

Mittels eines molekularbiologischen Versuchsansatzes wurden mehrere Gene isoliert, die an
der Hamozyten-Aktivierung nach bakteriellen Infektionen von M. sexta beteiligt sein konnen.
Fiir diese Versuche wurden zundchst Gen-Expressionsbibliotheken aus mRNA hergestellt, die
aus Fettkorper-Gewebe und Hédmozyten nach einer bakteriellen Infektion gewonnen worden
war. Vier der zu Kontrollzwecken ansequenzierten cDNAs zeigten aufgrund der wéihrend der
Sequenz-Analysen erhaltenen Daten eine potentielle Beteiligung an den erwihnten
Aktivierungsvorgéngen.

Die ¢cDNA des Hidmozyten-Aggregation inhibierenden Proteins (HAIP) kodiert ein Protein
mit einem relativen Molekulargewicht von 50 k das zur Familie der Chitinasen gehort. Die
Sequenz-Analyse zeigte, dass in HAIP aufgrund eines Aminosdure-Austauschs im reaktiven
Zentrum die enzymatische Aktivitdt eliminiert ist. Dieser erste Hinweis auf eine mdgliche
Chitin-bindende Aktivitit des HAIP wurde mit einem Bindungstest bestétigt. Die Chitin-
Bindung konnte durch Kompetition mit Glucosamin-Oligomeren und Xylose teilweise
unterbunden werden. Wie bereits in der Erst-Beschreibung [Kanost et al. 1994] festgestellt
wurde, handelt es sich bei HAIP um ein Glykoprotein. Ein Deglykosilierungsexperiment
zeigte, dass der Kohlenhydrat-Anteil {iber N-220 gebunden ist. Mittels Northern-Blot wurde
nachgewiesen, dass eine experimentelle Infektion keinen Einfluf} auf die gebildete Menge von
HAIP-mRNA hatte. HAIP wird vom Fettkorper produziert. In Himozyten kann keine HAIP-
mRNA nachgewiesen werden. Allerdings ergaben immunhistochemische Untersuchungen,
dass HAIP in granuldren Zellen nachweisbar ist und das nach einer bakteriellen Infektion
dieser Nachweis schwicher ausfdllt. Mittels Northern-Blot wurde der Fettkorper als
Syntheseort von HAIP bestitigt. Ferner konnte HAIP auch in Cuticula nachgewiesen werden.
Mit einer weiteren Methode konnten aullerdem erste Anhaltspunkte fiir eine
entwicklungsbiologische Steuerung der HAIP-Expression gefunden werden.

Die ¢cDNA des Immunolektin-3 (IML-3) kodiert ein Protein aus der Familie der Calcium-

abhingigen Lektine mit einer Tandem-CRD. Mittels Sequenzanalyse kann vorhergesagt
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werden, dass die zweite CRD vermutlich Mannose bindet. Mittels Western- und Northern-
Blot Analysen wurden erste Indizien fiir drei unterschiedlich groBe Formen von IML-3
gefunden, von denen zwei konstitutiv exprimiert werden. Alle drei Formen werden im
Fettkorper in Folge bakterieller Infektionen induziert und synthetisiert. Die tatsdchlich in der
Héamolymphe vorhandene Menge an IML-3 variiert jedoch in Abhéngigkeit von der benutzten
Pathogen-Art. Die Masse wurde fiir die drei Proteine mit 33,5 kDa (IML-3a), 37,5 kDa (IML-
3b) und 45 kDa (IML-3c) bestimmt. Die mRNA des IML-3 war in Hdmozyten nicht
nachweisbar. Mittels weiterer Untersuchungen konnten erste Hinweise auf eine
Oligomerisierung von IML-3 und eine Beteiligung des Proteins bzw. seiner Varianten an der
Bindung von LPS gefunden werden. In immunhistochemischen Untersuchungen wurde
dariiber hinaus nachgewiesen, dass Plasmatozyten und granuldre Zellen, phagozytotisch
aktive Himozyten-Typen, nach Exposition mit Bakterien IML-3 aufnehmen.

Weiterhin wurde die ¢cDNA der Fettkérper Protease-1 (FP-1) isoliert. Sequenz-Analysen
ergaben, dass FP-1 zur Familie der Clip-Doménen Proteasen gehort. Aufgrund eines Serins
im aktiven Zentrum des Enzyms stellt FP-1 eine Serinprotease dar, deren Aktivitdt vermutlich
Chymotrypsin-dhnlich ist. In der Sequenz wurden zwei mogliche Spaltstellen fiir Proteasen
gefunden. Wahrscheinlich wird FP-1 als Pra-Proprotein gebildet. Dies wurde durch Western-
Blot Ergebnisse mit dem gegen das rekombinante Protein hergestellten Antikorper bestdtigt.
In der Sequenz wurden zwei potentielle N-Glykosilierungsmotive gefunden. Die
Glykosilierung der FP-1 ist sehr wahrscheinlich, da die im Western-Blot ermittelte Masse der
FP-1 mit 61 kDa fiir die Pro-Form deutlich iiber der anhand der Sequenz berechneten Masse
(44,4 kDa) liegt. Dariiber hinaus liefern die Befunde des Western-Blots einen ersten Hinweis
darauf, dass FP-1 von Gram-positiven Bakterien effektiver aktiviert wird als von Gram-
negativen Pathogenen. Ferner kann anhand der Western-Blot Ergebnisse eine Beteiligung der
FP-1 an entwicklungsbiologischen ProzeBen vermutet werden. Mittels Northern-Blot wurde
gezeigt, dass FP-1 in Hamozyten und Fettkorper gebildet wird. Die Expression wird jedoch
nach einer bakteriellen Infektion nur im Fettkorper gesteigert. In immunhistochemischen
Untersuchungen konnte FP-1 hauptsichlich in Oenozytoiden, dem Bildungsort der PPO, und
in granuldren Zellen, die die Fahigkeit zur Phagozytose besitzten, nachgewiesen werden.
Ferner wurde die cDNA des M. sexta Hemocytins gewonnen. In der Sequenz des MsHc
konnten eine potentielle Furin-Spaltstelle und ein Integrin-Bindungsmotiv identifiziert
werden. Desweiteren wurden zahlreiche N-Glykosilierungsmotive in der Sequenz des
Proteins gefunden. Befunde der Western-Blot Analysen unterstiitzen die Hypothese, dass
MsHc unterschiedliche Glykosilierungs-Zustinde einnehmen kann und proteolytisch
prozessiert wird: der Antikorper gegen ein rekombinantes Fragment reagierte mit Proteinen
von 220 kDa, 315 kDa und 390 kDa. MsHc wird in Himozyten exprimiert. Bakterielle
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Infektionen zeigen keinen EinfluB3 auf die mRNA-Synthese. Diese Ergebnisse wurden durch

immunhistochemische Untersuchungen bestatigt.
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8. Anhang
8.1. Sequenzen der benutzen Primer
HAIP:

510 5' TCA AGA CCA AGT ATC CT 3' (Sequenzierung)
511 5'TAC TTC ACT CCT GAA CG 3' (Sequenzierung)

IML-3-Primer:

750 5'ACG TCA CTG ACG TGT TG 3' (Sequenzierung)

751 5" ATC TCG TCA ACG TCA CTG 3' (Sequenzierung)

752 5'TTC ATG GTC ACA CGG G 3' (Sequenzierung)

756 5' TAG CCA TGG GAA GCA ATG TGT TTC (Klonierung in HgpQE, Ncol)

757 5' ATT AAG CTT AAT TAA ACG TTG TTT G 3' (Klonierung in HgpQE, HIND IIT)

Ms-Hemocytin-Primer:

760 5' TGC GAC AAG TCG TGT C 3' (Sequenzierung)

761 5'TCA GAG TTA TTG CTT CC 3' (Sequenzierung)

762 5' TAC CGC TCA GAG GGT TC 3' (Sequenzierung)

765 5' GAT CTC CAT GGA GAA TCA AAC GTG 3' (Klonierung in HgpQE, Nco I)

766 5'CTG TAA GCT TAA GTT TAT CTA CGC G 3' (Klonierung in HgpQE, HindIII)

767 5' ACA CAG TAA ATG CAC GCC 3' (Sequenzierung)

768 5'TGT CTG GAC TGT ACG TGC 3' (Sequenzierung)

769 5' AAG AGT TGG CAA GCG AGT CC 3' (Sequenzierung)

775 5'TAG TGT ACA GAA CTT GCG TGG 3' (Sequenzierung)

776 5' AAG TTC TGT ACA CTA GTG GCG 3' (Sequenzierung)

777 5' AGA TAC CCT CAG AGA GCG AGG 3' (Sequenzierung)

778 5'TCT TAC TGC ACG TGC AGG ATG 3' (Sequenzierung)

779 5' ATG GAT TGC AAG ACT GTC CTG ACG 3' (Sequenzierung)

780 5'TTG CAA ACA CAT TCG TCG CAG 3' (Sequenzierung und Amplifikation von pHC-30)
782 5'GGI YTITGY GGI AAY TAY AAY GG 3' (degenerierter Primer, konserviert in BmHc und vWF)
783 5' ATA GGC TCG ACC CTC ATC 3' (Sequenzierung)

784 5'TCT GTC ACT GTG CCA CGC 3' (Sequenzierung)

788 5'TTG CTC TTG CCG TCA GGT C 3' (Sequenzierung)

789 5' ATG TGC CAC CGG ATG GAC 3' (Sequenzierung)

790 5'TGT GCT TCT TTG AAC ACC TGC AG 3' (Sequenzierung)

791 5" ATA CCC ATG CGA CAA ACT CTG C 3' (Sequenzierung)

792 5" AGA ACG ATC CGA AGT TGC ACT CG 3' (Sequenzierung)

793 5'TTC AGT ACT TCA GCG CAT TGG GAC 3' (Sequenzierung und Amplifikation von pHC50)
794 5' AGG TGT AGT TGG TGC AGA AGT CTG 3' (Sequenzierung)

796 5'TTG CGC AGG ATG ATG AGC CAC G 3' (Sequenzierung)

797.2  5'TAC TTT GTC GCC GAA CTT GCA CG 3' (Sequenzierung)

798 5' TGA TGT GGA TAA CAG TCA CCT GG 3' (Sequenzierung)

799 5' AAT GGA AGA CCA GGG AGT TCT GC 3' (Sequenzierung)

800 5'TTC AAG GCA CCG CAG GTC TCT TG 3' (Sequenzierung)

Protease-Primer:

653 5' ATA CAA CCA CAG CTA TA 3' (Sequenzierung)

655 5'TTT CCT CAC ATG GCG CTG 3' (Sequenzierung)

656 5" AGT TTC TCC TGG TAC TC 3' (Sequenzierung)

657 5' AGA TAC CAT GGT TCG GGA AGT GTT G 3' (Klonierung in HgpQE, worked, Nco I)
658 5'GTC AAG CTT CTA AGG CCA CAC 3' (Klonierung in HgpQE, HindIII)
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8.2. Sequenz des Immunolektin-3

Gegenwirtig bekannte Sequenz und daraus abgeleitete Aminosdure-Zusammensetzung des
Immunolektin-3. In der Sequenz wurde das potentielle Signalpeptid gepunktet unterstrichen.
Ein  mogliches  N-Glykosilierungmotiv ~ ist  einfach  unterstrichen. = Mehrere

Polyadenylierungssignale sind doppelt unterstrichen.

1 tg
3 gagcggccgcccgggcaggt gct acgcggagt cgtt gt gtt gat t accgt ct caat agt c

ERPPGQVLRGVV VLI TVSI YV 20
63 cagggaagcaat gt gttt cgt gccgact acgaat accat gcat cagct ggcggttggttt

Q GS NV FRADYEYHASAGGWF 40
123  aagttccacaaggt gcct gccgatt ggcacgacgcgcgact cat gt gcgact t cgaaggt

K FHKVPADWHIUDARLMTCUDTFE G 60
183 gctgttttggegtcgecccat aaat gt ggacgt cact gacgt gt t gcagaacatt at caac

AV L ASPI NVDVTDUVLQNI I N 80
243 aaaattgagcatttgtctaccggt gt gcacact ggtgtccat aat acaat at cgccagt a

K1 EHL STGVWHTGVHNTI S PV 100
303 gtatttaatagtatagaaggagtgcccttgtcagcactgccggtgcgcacgegtgatatg

VvV F NSI EGVPL SALPVRTRDWM 120
363 ttcaccgaggagt acagct cagggccgcact gt gcgcgcect gat acct caggagggact c

F T EEY SSGPHCARLI P QEGIL 140
423  gtcgcaggcagct gt agcgacgcgct cccct acattt gtt acaagaacaagaccgccgaa

V AGS CSDALUPY Il CY KNIKTAE 160
483  ctgagcat gaccgagt gt gggaccgt cgacaaaggtt at cagct t agt gccaaaact gga

L S MTEZ CGTVDI KU GY QL S AKTG 180
543 cactgctacaagttccacaattacggtttgccgt ggtcgct ggegt acttgagatgtatc

H CYKFHNYGLUPWSULAYULRZC.I 200
603  gctgagggggggcagcet ggececgt cat caacagcgcet gt ggaggcgaacgt cct caaggaa

AAE GGQL AVI NSAVEANVL KE 220
663 ctcttggcacgatacccgact ggact cattaagggagggt acgcaggaggggcgttcctc

L L ARYPTSGLI KGGYAGGATFIL 240
723  ggctttcatgattggaat aat aacaat gttt ggagaaccgt caat ggacagacgct ggaa

G FHDMWNNNNVWRTVNGAOQTL E 260
783  gaagct ggct at gcgaat t ggggt gt cacccagccggacagct ccgt acaaaact gt ggc

E AGY ANWGVYVYTOQPDSSV QNZCG 280
843  cagatgtttcgat cagggcaact cgacgat at aggat gt gcgaaagt accctttat at gc

QMFRSGOQLDDI GCAKVZPFI C 300
903 gagaagcaccct aat aacat cat gccagt cccaaacaacgttt aatt gaaaagaat aacg

E KHPNNI MPVPNNV - 314

963 tcattagtgtagtgcgcagcattatatgtttcaaatgagtcagacatt atacagtatagt
1023 tggct at agt ccggaccaaat ct at gct ccaaaagt t at aaccaatt gtt aagacaagtc
1083 cttagattttaatacaaaaattacttattgatagaaaat gt gat aat at gcat gt agcgg
1143 cgtgtaagtttacgctattgtagaggaacagatggttgcgttccgct gt agaaggggaag
1203 accaccagt ct gaagat ggaagat ggt gcgt ct gat aggt cgcggt ccct ccgacagttc
1263 ctatttggaggtggtatacttattgcgcgtcgcgaaattctgttaccgcaattcagtatc
1323 gactatcgccat caagggtgattattgggcattatttcctaattatccatattcatcacg
1383 cagttttagtgatgtttacgagat ggggttgtacattaattgtgtcgccat aatacacat
1443 t at aaacgt gaaaat cact acat ggaaaaaat at gat at aatt agcaaattcttact aga
1503 agaccgggagacgtttagct gcaact at aacgtaggattatatcctctttggtttaaaat
1563 ggccggcetcgegetgatcattgegtcgtcgatatattttttttggetgtcattaattgtt
1623 agat cct cagaaccaaagagaat at aat cact acgttttaagagat aggactt aat acaa
1683 agt aat aaaat cgaatttacat ggcgt at caat accaat at cacggaagaat acgt cagg
1743 aacgt caaat aacaat act accaact gaacaaaat acat agt agt gagcactttttatcg
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1803
1863
1923
1983
2043
2103
2163
2223
2283
2343
2403
2463
2523
2583
2643
2703
2763
2823
2883
2943
3003
3063
3123
3183
3243
3303
3363
3423
3483
3543
3603
3663
3723
3783

at at cgat aaat t ct act gggt gggaat cgacgct aat gct act tt gat aaaat t cat at
aatgtattttcgagt ccacattat caat ccaact cacaat at acagt gaacattttagca
ct at aat t acaaggct agact aaaat gaggact cgaaat aaaacgaaaagctttcacatg
ttgaat aat aattgtattttaaaat aaaat ccttcattcaccat gt aggcgaat at agtt
gcact t at gat aggt caaggt acaat gagaat at t t aat t at aaggat ggt gacactt ct
ttgtcgcacttctcttgaaagatattatcatttgtgcaataattgtttataaaaacatgg
cacggaaat t caaacaaaat t t cat caggaagt ggat cagctttcaaatttttcgat ggt
atggctgactttctaaggcgattgttctttttaaatctttgttattaaagt gagaaccac
acacat atttcaaaat at gcagcttttct at gggaacat at atcaaatcttctttttcca
caacct gaact cactttcggcat ctggaaatattttttaattgtaaataaattgcttatt
aaattatatttaagcct aaaat cat aaacagt gaccaggcat att gatt gct caat gcat
ttttaagt acacacacacacgcacacgcacacacacacacacacacacacacacacacac
acacacacacacacaccgacacat acacgactttagtatttttgtcct gat gat cagtca
tcatcttactaatattataaaacgtgtgcatgcaattgtatgtttattattcgtacccge
aaaaaat ct aaaat gatt gcgat t aaact t ggt at gt agat agtt agaattactactttt
t at cact at gt t cccacagaat ct ggacct aaat gggt gaaaccacggagggcaaat t ga
tt aat aaat t t aaacaggt at cgat at cgat aat aat aacaacat cact agt aacat aat
ggt aatt agaaaat aagaatttttattatttctaagctactttatttgcgagatggctaa
aaacat ct aatt aat gctt acct gaccgcat ccaat ggaaatttcgt cat aaacattctg
cttttgtgatttattcgactggct cgatctccacaaatttcacacgtaatgaaacgtttt
tttggtggcatgtctttgaaacgtattcatttacaccaacaaaaacactttttggtat at
ttttacttgtttgaat aacaaat aat acaaacat aaat caat aaacacaaatgtattcca
aaacgt caggaagt aaacaaacaat aat aat ggcggt gaggaat agaaagagaaact gt a
ct gagagagagagat agcagt at ccgccat t aaat gccat gt caat t ccat acaaaagt t
tttttgttccttgttgegetagget gct cagaacaatgettgttctttaaaacgt agtga
ttatattctctttgettgttcttgttctgaggttagatcggacggacgttcacaatcttt
tcgctagetttatttttgtgttcttgttaatttgattcaaattattctgtttt ataaatt
agtatagtttttgttataggtaataattacttttttaggtttatgttaatttttctaata
aat aaat gt aaaaaccct aaat at at at t aacagaact gaat acct aaccat cgcat gag
cacaaaattttgcatgactatcttcatatgtccgttctatataattttaacactctgata
ttaattaattgcggacgt aaat ccattctctaacgaagt att at gt at t t aaaat aat ac
t aat gact tt gt acaat at act ggt cact gct gcccat cct ct act act gagaagattta
ggt ggt gat gaacat tt ct acgct ggt gaaaat gt agt t t at agaaat aaatgtttattt
t gpaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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8.3. Vollstandige Sequenz des M. sexta Hemocytins

In der Sequenz wurden mdogliche N-Glykosilierungsmotive (NXS/T) einfach unterstrichen.
Ebenfalls einfach unterstrichen ist ein Polyadenylierungsmotiv (AATAAA) in der 3’-
nichtkodierenden Region. Doppelt unterstrichen hervorgehoben wurden Bereiche in der 3’-
nichtkodierenden Region, die die mRNA des Hemocytins als instabil markieren (ATTA und
ATTTA). Farbig hervorgehoben wurden:

eine potentielle Furin-Spaltsequenz (RXXXKR) und ein potentielles Zellattachmentmotiv

L))

1 ct gccaggct ggcgagt ggact t gcacccaggt ccct t gt ggt gct cget gcagt geegt
61 gggcgaccct cact acaccacgt t cgacgggct gcggt acaact t cat gggccgct gt ac
121 ttacactctcttcaactctggt gacgt caat att gaagt ggaaagcatt gcgt gct cagg
181 agct at caccgaagct at gagcct agccccct acacagcggaaggcaagecgt cgt gcac
241  taaggccgtcagtct ct cgt acaat ggagt caacat ccat ct caagcagggt gggt t cgt
301 cctggccaat gggaaggagat ct ct acgct gccegt t gt aat aggagat aacaggat acg
361 agctacgtcttctctcttccttattgtacaactgcccaacaaagt ggacct ct ggt ggga
421 cggcaacact cgt gt cttcgtcgacgt gcct ccagaat t ccacgacaagaccaagggt ct
481 ctgcggcaccttcaacct gaaccaaaaagacgactt cct gacaccggagaacgat gt aga
541 gcaatcagtcctggcegtttgccaacaaat ggaagaccagggagttct gcctt gacgt gga
601 cacgaaggaaccggagcat ccccgcaaggccaacgt ggagaacaaagaagccgccgagaa
661 atactgcagcaagttaaat agcaagct attt gagt cat gccact ggt acgt ggacgt gga
721  gccgtact acgaat cct gt ct gt at gacat gt gcgcat gcgccggggacgt gccgegetg

M R RGIRAA AL 11

781 cctgtgccccat cct cggagact acgccat ggcct gcgccaaggct ggcgt gat ggt gca
P VPHPIRRLIRMHGLROQGWRDGA 31

841 gagcggt acaacgt t aaggagt gcgaact gt cgt gcaccggcggt caggagt acacggt g
ERYNVIKEZ CETLSCTG GG QQEY TV 51

901 tgcgcggacagttgcttgcgcaagt gct cggacacggcgcet ggcggcgagecggecacttgce
C ADSTCLWRKT®CSDTALAASGTC 71

961 aagcccagct gt gt ggagggaagcgct t gccct act ggacagct gt cagacgacagcggg
K P S CVEGSACPTGO QL S DD S G 91

1021 gtgtgcgtgeccggt gggact ct gccect get accacaaaggact gcagt t caat gccggce
v C VPV GL CPCYHIKG GLQFNASG 111

1081 tacaaagaggt cagagcgggaaagcgagaaagagaactttgcacat gt gt aggagcccgt
Y K EVRAGKIRERELT CTT CVGAR 131

1141 tgggactgtgctcccgeccact cccgaggagat ccagaact accct cccgeccgaagacttg
wbDO CAPATWPEIEI QNY PP AEDIL 151

1201 aggaccaact gcagcgcgagcaacaacat ggagttcaccactt gt gagat cgct gagcct
R T NCSASNNMMETFTTZ CEI A EP 171

1261 cttacttgcaagaacatgcatcttccgccat catcaacaact gct gaat gccgtccaggc
L T CKNMHLUPWPSSTTAETCRPG 191

1321 cgccagt gcaagaagggtt acgt gtt agaaacagt gt caaagaagt gcgt cct ggcgaca
R QCKIKGYVLETVSIKI KU CVLAT 211

1381 gagtgcccctgeccat cacggaggcaggagtt at cct gat ggacacgt cat gcaggaggaa
E CPCHHGGRSYPDGHVMAOQEE 231

1441 tgtaacaaat gt gaat gcaagaacggcaact ggactt gcacgaagcggaagt gcgcgggc
C NKCEU CKNGNWTOCTI KR RIKTCAG 251

1501 gt gt gcagcgect ggggecgact cgcacgt caccagcet t cgacggcaccgact at gacttc
vV C S AWGDSHV TS FDGTD Y D F 271
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1561 gagggcgtctgcacctacct cct cgccaagggcgt gat ggacggcaat gacgggttcgac
E GV CTYLL A KOGVMDGNDGTED 291

1621 gttgagattcagaacgttccctgtggtacaactggcgcgacctgctct aaat cagt gacc
vV EI Q NV P CGTTGATZ CSK S VT 311

1681 ctgaaggt cggcggt ggt ggcaacgaagaaatt gt ct ccct caccaagaacgctccaatt
L KV 6 GGGNETEI VSLTKNAPI 331

1741 cccgacatctctaaact gaagcgaattaagct ccgcatt gcggaaat at acgtattcctg
P DI S KL KRI KL RI A E I Y V FL 351

1801 gatgtcccatcgctgggaat gagcct gcagt gggacagagagct gecgt gtttacgt caag
DvPSLGMSL QWD RETLRVY VK 371

1861 atcgattccatgtggcagaacagggt gaaaggtcttt gt ggt aact acaat ggagacatg
I DS MWOQNIRVKGLCGNYNGDWM 391

1921 cgcgacgacttccaaacgccct ct ggcggagggat ggccgagt cctcggetctcatcttc
R bDDFOQTWPSGGGMAESSALI F 411

1981 gcggact cttggaaact gaagcct acct gt ccgaaaccgcagcct gect att gat cactgce
A DS WKULIKW®PTT CPIKWPOQPAI DHZC 431

2041 aaacaacgtccagaacgt cgcgaat gggcgcaagaaacct gcggggcctt gaagcgttac
K QR PERREWAOQETT CGALKRY 451

2101 cctctgtcactgtgccacgcggaggt gccggt cggecgegtt cgt gcagegtt gcgagegce
P L SLCMHAEVZPVGAFVY QRZCTER 471

2161 gatgcgt gegt gt gcgacgcgggcggggact gcgegt gcgegt gcgecgegcet ggececgeg
DACVCDAGGDT CACACAALAMA 491

2221 tacgcgcacgcgtgctcgetgecgecggact cgacct gcget ggcgcacgeccgcaact gt ge
Y AHACSLIRGLIDILIRWRTWPOQLC 511

2281 ccgat gcagt gcgacgaagagt gct cgaact acgacccgt gcgt gt ct gcgt gcccggtg
P MQCDUEIEZCSNYIDZPTCVSATCUPUV 531

2341 gagacttgcgacaacaccct gt attacacagaaat gaagaccaact gcgaacaggacacc
E T CDNTULYYTEMMKTNZ CEIOQDT 551

2401 tgtgttgaaggttgcaagccaaagaagt cgt gt cccgaaggcact gt gt acaagaacagc
CVEGC CIKZPIKIKS ST CPEGTVY K NS 571

2461 tcgctaacagact gt gt gccgcgt gccaagt gcaaaccggt gt gcat gaccct cgaggac
S L T bCVPRAKTZ CKWPVCMTLED 591

2521 ggccgagaaat att ggagggagaggt cat cgaagaggacgcgt gccacacct gcaggt gt
GREI L EGEVI EEDACMHTCRZC 611

2581 tcaaagaagcacagagtct gt acaggacagccat gct ct act gaaccgccaacacat cgg
S K KHRVCTGQPTCSTEWPPTHR 631

2641 ctccaccgaaccat ccagcgagaagccacacgacgagccgtt gaaat gt gccaccggatg
L HRTI QREATRRAYVEMCHRWM 651

2701 gaccaact ggat caacggggt cccccagaaact ggacccaat ggggagt ccatt gacaac
DQL DQQRGPWPETGPNGTE ST DN 671

2761 gaaccactccctaaacct aaggaattgcaaattggct ccccgat gt gcaagccggacatg
E PL PKWPIKELIOQI GSPMZCIKUPDWM 691

2821 at gaagaaaat cgagt gccgcacggt cgagggt cacaaggagccgaaggagaccggtct a
M K K1 ECRTVEGHIKEWPIKIET GIL 711

2881 gacgtggggcgcagccaggagaagggct t ggt gt gcaaggaggt cggcaaggcttgtcca
DV GRSOQEI K GLVCIKEVGIKATCFP 731

2941 gactttgagatacgcgtgttctgcgagtgcgagat acccgaagcct gcgt cacctcggag
bF EI RV FOCET CEI PEAZCVT S E 751

3001 cgtcccaacgaccccccacccaaccgact gcagcaagttctacgagt gt gccccceccggt
R P NDWPWPPNRLQQQVULIRVCUPUPG 771

3061 cccacgctgaaggact gcgcccccgggaccct gt acaacccggt agccat ggt gt gcgac
P T L KDT CAPGTULYNWPVAMYVYCD 791

3121 tggcctgecagt cgt gat ccccat gaggccggagt gt ggagt ggct gct acagcect ccact
wWPAVVI PMRPIEZ CGVAATAST 811

3181 cctacaactgtcactttggctgcaacacctagtacacctact acggt ggaagaagaagaa
P T TV TLAATWPSTWPTTVEE E E 831

3241 caacgaaccttaatttcgaaagt cccat gggaaccagcaat aaaagt gccgccctcgcect
QRTULI S KVPWEWPAI KV PPSP 851
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3301 gtgccgagcecgcet gt ccccecgggcaaggt gt acaageccct gcgcecat acccat gcgacaaa

vV P S RCPWPGIKVYKWPCAYUPCDK 871
3361 ctctgcgactact ccaaacgaat act gtt ggat aaaggcagat gt at gct ggagt cct gc

L ¢ by SKRI L L DKUGRU CMLESEC 891
3421 (gtggacggtt gt gt cgacgagt cggt cgcgaacat cgagt gcaacttcggatcgttct gg

vV b CVDESVANI ECNZFGSF W 911
3481 cgcgacgagct gacctgcgtacccgt acacgact gcacttgctt caggaacggggatatc

R DbELTT CVPVHDT CTT CFRNGD I 931
3541 gtcaggccccat ggagttatacacgaaggttgcatctcctgcct at gcat ggacaacgag

V RPHGVI HEGT CI S CL CMDNE 951
3601 ctgcactgcgactccagccact gcccgat gat aggct caacccactt gcccat gat ggag

L HCDSSHCPMI GSTHLUPMME 971
3661 tacagcccctcagtctaccccat at acagccccacgccat ccact aaagccccagtt gag

Y S PSVYPI Y SPTWPSTIKAWPVE 991
3721 attccaatcacaat accat cat cagt gggat cgactccgtctacgccaggaattagttcg

I P 1 T I PSSV GSTWPSTWPGI S S 1011
3781 cctccgcetgat aat caagacgact gttacgccaccaccagaat gt gcgccagat aggt ac

P PL I I K TTWVTWPWPWPEZ CAPUDRY 1031
3841 atagacttgat gat gggcgat caacct ct gccagact cct cgt acagt gccagct cgaag

I DL M MGDQPLUPUDSSY S AS S K 1051
3901 gcgagtgaactgttcgctccacacaacgctaagcttttcagccgecctaatgatgtctca

A S ELFAPHNAIKTILUFSIRWPNDVS 1071
3961 gccggcagct ggaat ccacaaat at cagacaagaaccagt acat ccaagt ggagttgcca

AAGS WNWPOQQI S DKNOQYI QVEILP 1091
4021 acgcgggagccgat ct acggcgt ggt gat gcaaggaagccccttgttcaaccagtacgtg

T REPI Y GVV MQGSPLFNOQYYV 1111
4081 accagctacgaggtgttgtacggagacgat ggtcacacgttctccact gt cgacggacct

T S YEVLY GDWDGHTZFSTVDGP 1131
4141 gacggcaagagcaaggt gttccgcggccccgt ggacaacaat accccgct gaagcaaat g

D GKSKVFRGPVIDNNTWPILIKQWM 1151
4201 ttcgaaccgccgat agaggccaaggt ggt ccgcat ccacccgcet gacgt ggcacgacgac

FEPPI EAKVVRI HPWLTWHDD 1171
4261 atcgct gt caggat ggagct cat cggct gcggggagcet caccaccaccacgat caccacc

I A VR MELI GCGELTTTTI TT 1191
4321 agacacaccactgttactactttggagccaat gcaat gcacagagccccttggcttggcg

R HTTVTTULEWPMOQQTCTEWPTLGL A 1211
4381 tctaatctacctctccggcaaat agacgt gagttcgaacagcgacgcgaagagatacttc

S NL PL RQI DVSSNZSUDAIKIRYF 1231
4441 aagct ggat ggagagagaggct ggaagccgct gt acagcaccccaggggaat gggt cat g

K L bGERGWIKWPLY STWPGEWV M 1251
4501 ttcgacttcacatcaccgcgtaacct gaccggcat caccact aaaggcggt ccgagcgga

F DFTSWPIRNLTGI TTIKGGUP S G 1271
4561 tgggtgacagtcat acaaggtcctctacacgtcagacct gaccaccttcaacccaat cat

wv T VI QGPLHVRPDMHLQPNH 1291
4621 cgacgagat ggcaaggagaaggt gttcccggccaact at gacaacgact cggcagt gacc

R R D GIKUEIKVFPANYDNDNUDSAWVT 1311
4681 aacgagttcagacccccgacacat gcgcagt acctgaagatcttacctttgaagt ggaaa

NEFRPWPTHAOQYULI KT I L P L KWK 1331
4741 ggaggaat ggagat gagggt cgagcct att ggat gcttcgagccttacgcagt gacagaa

GGMEMRYVYEPI GCFEWPY AV TE 1351
4801 at ggtaccaat acgcgaggagacgacaacgttct ccccggagacgt gcgaggtctgtccc

MYV PI REETTTUFSUPETT CEVCP 1371
4861 ggggt gcaggacgt cgt cgact gcgact gcaaat ct ccagacgct ccat act acgacggg

GV QDVVDCDZ CIKSUZPUDAPY Y DG 1391
4921 gagaact gcgt ggct cgcaaccagt gt ccgt gcgt cgagt ccttcat gacat atcccgtg

E NCVARNOQCWPTCVESFMTY PV 1411
4981 (ggat caacgttccgaggcaccaact gcgacgaat gt gttt gcaagct cggcggagt gact

G S TFRGTNU CDIET CVCKLGGVT 1431
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5041 agctgcaagccagt caaggcgt gcgagt gt gacaat gtt aacct ggt accaaagct at cg

S CKPVKACET CDNVNLVPKIL S 1451
5101 cctaagtcat gt gaat gct cct gcgaaccct gcccgcect ggt act aagat ct gt cccacc

P K SCECSTCEWPTCPZPGTIKI CPT 1471
5161 agcaaactgtgccttcctcttgagaagtggt gt gatggattgcaagactgtcctgacgac

S KL CLUPLEIKWCDGL QDT CUZPDD 1491
5221 gagcgagattgcaccaccacgat ggt caccgt caccgaagcacctgtcattaccaccgtg

ERDCTTTMYVTVTEAPVI TTV 1511
5281 (gcaccgaccgccgccgcetacccagcecttctaccaccaccacgatt gcaccaagcact acg

AP TAAATOQPSTTTTI APSTT 1531
5341 accaaacct gaagaat gt ccggaggt gaaat gcccgcct ggttacat cattagctacgcc

T K P EECPEVKCPWPGY I I S Y A 1551
5401 acgaagt caagct acacgcgat acgccact agt gacct gccaccgccaagaccgagggtc

T K S$SYTRYATSDULUPPWPIRPRYV 1571
5461 tcctaccagcggtattataggggat acaaaggaggtt at ggaagaggt ggat acgcgaag

S Y QRYYRGY KGGY GRGGY AK 1591
5521 ggaggat acgccaagggcggtt acgct aaaggaggat at t ct aaaggaggt ct gccacca

G GY A KGGYAKGGY SKGGL PP 1611
5581 ccaccgaagccgaaccaagcattctctctcgacaagcct gat gt ggat aacagt cacctg

P P KPNOQOQAFSL D KWPDVDNSHIL 1631
5641 gctgtgaagaaggaat gcgtgcagttcagatgtattcctaagttgccgeccgtttgtgceca

AV KK ECVQFRTCI P KLPZPFVP 1651
5701 cccggcgecaccgcet ccgececgt cgt ct gcacggt gaccacct gcccaccagggt acacg

P GATAPPVVCTVTTZ CUPZPGYT 1671
5761 gt gaagttggaacgcagcaagt ct gcat caaacat gt gt cct cagt acgaat gt gt acca

V KL ERSKJ SASNMCPOQQYET CVEP 1691
5821 ccgccagagcggccagtgttctgcaacat gaccggacgaacattcaatacgttcgacggc

P PERPVFCNMTGRTFNTF D G 1711
5881 aacgagtacaagtacgacgtgtgcttccacatcctcgccagagacaaccggtttgacgcg

N EY KY DVCFMHI L A RDNIRTEFDA 1731
5941 tggctcatcatcctgcgcaagaaat gt gt ccaagacggat gccagaacgagttgat agtc

wtL 1l I L RKIKZCVAQDS GCOCQQNZEIL I V 1751
6001 atgcaagacgaccagct gatcct ggttaagccgaacat gat gattgagt acgacaact ac

M QDDOQL 1T L VKPNMMI EY DNY 1771
6061 gaat at accat cgagcagacgaggaagat ct gcttccagaagaacagctt cgat gt agac

E Y TI1I E QTR KI CF QKNSF DVD 1791
6121 cggcttggtgat ggcgtctctat caagt ccaggaaat acaacttcactgtcctgtttact

RL GD GV SI KSRKYNZFTVLFT 1811
6181 aagaat ggagat gttaaaattggggt gct gaaaaaact ccaaggcaccgt ggacggcatg

K NGDV K1l GGV L KKULQGTVDGWM 1831
6241 tgcggtgcattcgacggcaacccgcgcaacgaccggcagttacccgacggt cgectcgcece

C GA FDGNWPRNDROQLUPDGRTLA 1851
6301 accaccat cgacgagttcggccgcggct ggggcaagcccggt ct gcccgecgacgcect ge

T T 1 DEVFGRGWOGIKWPGLUPADASTC 1871
6361 gcaccccggat cacgccgcccaaccaacagcaggaagt ct gggatct gt gt aaagttatc

AP RI T PPNOQQQEV WDIL CK VI 1891
6421 accgaggagcct ct gt cccaat gcgct gaagt act gaacct gaacaaat ggcgccacat c

T EEPL S QCAEVLNLNIKWRHI 1911
6481 tgtctggagaatgttctggaatgctcccagct ggt agt caacggcacgaagaggagccac

CL ENVLECSOQQLVV NGTI KR SH 1931
6541 gaggagtgtcgctgcctgttcct ggagcagat ggt agcggagt gt ct cgct gccgccaag

E ECRCLZFLEOQQMVAET CLAAAHXK 1951
6601 gacctggatgtggctgcgtggagaatcatgatggattgcccggcggagtgcgcggcgccg

DL DVAAWRI MMDTCUPAE A AP 1971
6661 ctggtgcactacgactgctaccgcaagcgctgcgagccgacgtgcgcgggctgggggccg

L vHY DT CYRIKIRC CEWPTZ CAGWGFP 1991
6721 gcgcgcgecgect gccccgecggaggacggecagt gecttccccggcet getact gcceccgac

AR AACPAEDSGQQCFU&PGTCYCUZPD 2011
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6781 ggcacgctcaggaggggcgaccagtgcgtcgtgcccgccgactgtctggactgtacgtgc
L R BEgge o CVVPADTCLTDTECT 2031

6841 acaggagtgggtaccccgggtaaatacgtgacgttcgaaggcgacgacctgccgttcctg
T GV GT P GK Y VTVFESGDUDTULPFL 2051

6901 agcaact gcacctacctcgcgt cccaggacaggaacgagaccggacaacacaagt accag
S NCTYLASOQDRNETGIOQHKYQ 2071

6961 gtgttcgcgacgaacggcccgt gt gaagacaaccccgccgt ggt ct gcaccaagagcegtg
V AT NGPTZ CEUIDNZPAVV CTK SV 2091

7021 cacctcgtctacgggaaggacgt cat ccacat caccaaggacgccagt aagaagct gct a
HL VY GIKWDUVI HI TKWDASI KK L L 2111

7081 acaat gat cggaagt aagaccgt gt acaaat accccgt gaacaaggagt ggggcaccat c
T M1 G S KT VY KY PV NIKEWGT I 2131

7141 agcct ggt caacggacaggacgt caccgt cagaat acaagacat acacgt cgagct aacg
S LVNGQDVTVRI QDI HVETILT 2151

7201 gtgctggagtctaagat ggagttcgcggt gcaagt gccgtcgttcct gt acgccaaccag
vV 1L ESKMEUFAV QVP S F LY AND® 2171

7261 acggaggggct gt gcggcgt ct gcgccgggt accaggaggagct cat caccagcaacggce
T E GL C GV CAGY QETETLT1I TS NG 2191

7321 accgccactaacgacttt gaagagt acggcaagagtt ggcaagcgagt cccgcggccctg
T AT NDUFEEY GK S WOQASUZPAA AL 2211

7381 gagcagct ggacat ccccccgcaggagcagt gcacggaacccgaacct ccaccggaat gc
E QL DI PP QEOQCTEWPEUPZPZPEC 2231

7441 gtcacaccacctccggagaacaacccgtgcttcaactt gtacaat gct gatagattcgga
v T P P P ENNWPU CFNLYNADURTFG 2251

7501 ccgtgccacgcgctggtggacccggagccgttcgtggtgtcgtgcgaggcggacctgtgc
P CHAL V DUPEWPFV VS E A DL C 2271

7561 gccaacgcgagcgacgcgtgcgccgcgctcgggcgctacgccgccgcctgcagcgcgcac
AANASDACAAL GRYAAATCSAH 2291

7621 gacgtctgtctgccgcact ggaggcgggacct ct gt ccgt acccct gt gaggcgccact a
bDvCLPHWRIRDILTCZPYUPICEAUPIL 2311

7681 (gtgtacagaacttgcgtggact gcgagaggactt gcgagacacgaggaact agaaaagag
VY RTOCVD CERTT CETRGTR K E 2331

7741 cccggagaagt gcaccaacaacct gt ggagggat gcttct gt cct gagggaat ggttcgt
P GE VHOQQPVEGCFTCPEGMYVR 2351

7801 ctaaacaacacgt gt at agagccaagcaagt gcttcccgt gcgacgcgaagaaggaacac
L NNTTCI EPS KU CFUPCDAIKKEH 2371

7861 tacgccggcgat gaat ggaaggaggacgcgt gcacat cct gcacgt gcagt aagat cccg
Y AGDEWKEDACT SO CTT CSIKII P 2391

7921 ggcgagaact ct gcgcacgt gt cgt gcacct cgcagggct gcgcgeccgecgacgt gctcg
GENSAHVYVYSCTSQGTCAPWZPTCS 2411

7981 gacgcgcaggacct cgt gt cgccgeccgecgecgecccecggacact get gt cccgagt accac
DAQDLVSPPPRWPGHT CTCUZPEYH 2431

8041 tgcgcaccaaagaaacaagaaaact gt gaggaagccaagaagat agt gt gcggctt cggt
C A PK KQENZC CETEAIKI KI V CGTF G 2451

8101 caggtgct aaaacagaagacact gcct aat ggat gcaagacgt acgct t gt gaat gcaaa
Q VL KQKTULUPNGT CIKTYATCTETCK 2471

8161 ccagcaagcgagt gcgagcagat accct cagagagcgaggt ggagat cat ggagccgggc
P ASECEOQI P SESEVEI MEPG 2491

8221 atggagcggct cat cgacaacagcggct gct gcccacgegt ggacttcat ctgccgegtg
M ERLI DNSGCCOCUPRVYVDZFI CRV 2511

8281 gagacctgtcccaagacgcccacctgccccaagttccat aacct gaagat ggctaatgtt
E T CPKTWPTI CWPIKUFHNLIKMANDNWV 2531

8341 agtgggaagt gct gt ccggagt act ctt gt gaat gcccaaaagacaaat gcgt ggt aacc
S G K CCPEYSCETCPKDIKTCVVT 2551

8401 ctagaaat ggagtccgcttccaagggcggt gagaaagcaagaaagacgcct gaagttgtg
L EMESASKGGEI KA ARIKTWPE VYV 2571

8461 ttgaaagat acgaaggcggt gt gggcggacggt ccgtgccgct cgt gccggt gcgagacg
L K DTKAVWADGPZ CRSZ CRTCET 2591
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8521

8581

8641

8701

8761

8821

8881

8941

9001

9061

9121

9181

9241

9301

9361

9421

9481

9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961

10021

10081

10141

10201

gcgggcgcgggcgcgggcgcgggcgcgggcgcggggccggcgccgcgctgcgcggtcacc
A G A G A G A G AGA P AP RCAVT
gagtgcgagccggtcgtgagctcggagcagttcgtgctggagccgcgcgccgtgccgttc
E CEPVV SSEQF VL EZPRAYVPF
gcgt gct gccecegt gccgeagt acgt cgegt gt cgcgaccgcegacaat gt ct acaaggt g
ACCWPVPQYV ACRIDIRIDNWVYKYV
ggcgaaaact ggacgt cgcccacgaacccgt gcgagaagt accagt gcgt gcaggcggac
GENWTSPTNWPZ CEI KYQCV QAD
gacggcaagct ggagaaggt gaccaccgt gcagcact gcgacgacgact gccagcccggce
D GKL E KV TTVQHTCUDUDUDT COQP G
t ggaagt act t cccggcggat gcggcgagt ggcgagt gt t gcggcaagt gcaggeccgt ¢
WK Y F P ADAASGETCCGI KT CRP YV
gcgt gcgt cgt ggacggagt ggagcgacccat cggggagaaat ggacct cct cggacttc
A CVVDOGVEWRPI GEIKWT S S D F
t gcgccaactt cact t gcgt caat ct agaaggaaccct gcaagt gcaaagt t caaacgag
C A NFTI CVNLIEGTULQV QS S N E
acgt gcgcggagat gccct cgaccct gaagaagcagt t cgt ggt ggagacggagaaggt g
T CA EMPSTLKIKQF VYV ETE KV

gaaggcaaat gct gt cccaagt t cgagccggt cgegt gcaagt t cggcgacaaagt at at

E G K CCPKVFEWPV ACI KU FGDIK VY
aaggt t ggcgagaact ggacggacccgacagacccat gcgagat gt at t cat gcacacgce
K vV GE NWTODWPTIDWPZ CEMY S CTR
gcagaggacggcaagct cgagcggct caccaccaggcagcact gcgacaccacct gccag
A EDGKULERLTTRQHTCIDTTCQ
ctt ggttggaagt acgaggcagcggat ccgaagt ccgaggagt gct gcgggegcet gcaag
L G WK Y EAADUWPIKSEUET CCGRTZCK
ccggt ggegt gegt gt t ccaggggcet cgagcggeccgt gggagacgt gt gggt gt cggeca
PV A CVF QGLERWPVYVGDV WV S A
gact t ct gcaccaact acacct gcgccgat at caat ggaacgct gcaagt ggagagt t ca

DFCTNYTI CADI NGTULQVE S S
gatgagacctgtccagaagtgtcggaggctgtgaggaaacagtttgtcctcaaagaggag
D ETCUPE V S AV R K QF V L K E E

aaggtgccctggcaagtgttgccctatcgaggaagcggtcgcgtgtcgcgtcggaaacaa
K vV PWQVLPYRGSGRVYVY S RRKQ
gat ct at caggagaat caaacgt ggccgt cat cgaacccgt gcgt gaacgt gacgt gcag
DL S GESNVAVI EPVRERDVDAQ
ccgagacgcggacggcaagct cgcgcacacggagagcegt gcaggegt gcgacaagt cgt g
P R RGROQARAHU GEWRAGVIROQVYV
t cggcgcggcet ggacgt at cgt acgcgecccgegecggecgagt gect gcggecgcet gegt g
S ARL DVSY APAPAET CTCGRTCV
cagagcgcgt gcgt gct gcccgacagact cgt cgagccaggct ct acat ggcaat cggaa
Q S ACVLUPDRLVEWPSGSTWAOQS E
gacaact gcaccacgt t ct cgt gcgaccaggccggcgaagagat ct t cgt gacgt cageg
DNCTTUFSOCDI QAGETEI F V T S A
cggccgat at gt cccgat gt gt ccaagt gcgagccggaggacct cgt caat gagacct gc
R PI CP DV S K CEWPETDULVNETC
t gccaggt gt gcagggagaagggact ggcacacagt aaat gcacgccggaggt gat cagce
C Q VCREI KU GLAHSIKT<CTWPEWVI S
agcgcgaagaccct cggect cat ccgegt gcacaagggagt gcgeggect ct gcgt caac
S AKTULOGLI RVHIKUGVIRGL CVN
aacgt accgct cagagggt t cgcggagt gt cgcggeagct gt gact ccggcacgct gt at
NV PL RGFAET CRGST CDSGT LY
aacaaccagaccggcagccacgact cgaagt gcgagt gt t gt caggcgt caaaat acagc
N NQTGSHUDS KT CET CZCIOQASIKY S
ccagt gat ggcggagct gacct gcgaggacggcagcacggt ggcgcaccaggt cgegt ct
PV MAETULTT CETUDGSTVAMHZGQVAS
ccgt ccaagt gcgect gccagect t gcggaggacccaccgt ct ccaagt ggcacggat cc
P S K CACOQPTCGGPTV S K WH G S

2611

2631

2651

2671

2691

2711

2731

2751

2771

2791

2811

2831

2851

2871

2891

2911

2931

2951

2971

2991

3011

3031

3051

3071

3091

3111

3131

3151

3171
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10261 aagtcgcgct acact ggaacgaagact ccaaaagtt ccagcacacgat cgt gacgaagaa

K S RYTGTIKTWPIKV P AHUDRD E E 3191
10321 gaagattacattccttccttcgcccgtaggtttggagaagt gt cgt cagagaagccaccg

EDYI PSFARRFGEVSSEIKPP 3211
10381 cgt agat aaacttaat caaacagtatgcttaatgtaagttttgtattaaaccatttgaaa

R R - 3213
10441 t gt aggt ct gt gt aaat aaggaagcaat aact ct gaaaatttact gt acacat aaattct
10501 tagaaataatttggcgaaatgatttgtcagattaaaatgattgcatttttcaaaagatta

10561
10621
10681
10741
10801
10861

gaaatttaaaaactctgtgataattcattaatttataataaaaaattactaagttcttgt
acttgcaaacaatttaagtttcatatattttattctcattatttatctgatttttgagat
attttgtaaat aagt gct gact ccaaat aattaattatttataaataatttgaattaaat
gtatttgtaaataagtgctgactccaaataattaattatttataaataatttgaattaaa
tgtatttgtaaatgacaataatactcagatctcatttataatatatttttgtaaataaat
cgt acagcaat t aat aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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8.4. Vollstandiges Alignment des Hemocytins von M. sexta mit
homologen Proteinen aus B. mori, D. melanogaster und H. sapiens:

Konservierte Aminoséuren sind farblich markiert (100% = schwarz, 80% = griin und 60% violett). BmHC =
Hemocytin von B. mori, DmHL = Hemolektin von D. melanogaster und HsvWF = von Willebrand Faktor von

H. sapiens.

* 20 * 40 * 60 * 80
T o R R R R R -
=11 o O e -
DrrHL VANKVI FVALWLLFI SSVLTENGDI | | TDDDDEDI NPLLQAAPEVVDKENERNERHI SFNI LKAPAVSARYTYGGSEGGRSGFG 84
2R A L B R LR -
* 100 * 120 * 140 * 160
T o e R e R R R -

Y2 : R
=131 o (O T : -
DrHL @ SFAQDVSVLENFCSNDGW | GNSVFAEVPPCQAQCTPPCQNNGI Cl SAGVCQCPENYYGPLCQGKKSI CASFPKAPKNSKVSCK : 252
SV L) : R

2] 2 O e I : -
=131 o O T : -
DmHL  © NNNVCHAECNVRGFQFPDGSGI TNI ECRNGQWHTKTGL SKTPDCAPTCAPACQNGGQCI SFNVCQCSKVFRGDHCQYNI DRCNVT : 336
(2T e e e : -

2] 2 O e i I : -
=131 o O T : -
DmHL @ NTNFNGNYKCAYENDDARCTFSCPQVPGLKI QGRI DI EYKCNYLQGQYLPAPLPKCI FPPGYTVRSTSSVQGVTHQNGVYHRGV 420
[ YA e I : -

2] 2 (O e i I : -
2 (O : R
DrHL : SGENAYELQTERQKLLALLAKYRDLERRSEWASSEETVVTNSSYSLYQSNNLDI VI DKTPRPALCTTWGGI NVKTFDGLVFKAP : 504
[ 3T S O =™ : R

2] 2 (O e i I : -
= : R
DrHL @ LSCSHTLI TDKVSGTFDI | LKACPYGSGYGCAHTLKI LWQSVLYTFENLNGTNVQLTTPI KKLPVPVQVNGVKVNPVAQHVQI DL : 588
[ VA1) : -

[T [ e i T R : -
111 [ : -
DHL @ ESVGLKLDWDHRQYVSVQAGPQMWGKVGGL CGTLDGDPNTDLTSRTGKKLATVKAFADAWRVEDRSEL CQVENSAENVEFGVDSC @ 672
L2 S A R e I : -

680 * 700 * 720 * 740 *
[ 3 [T e RIS : _
=711 (ST e T L : _
DmHL : EQSKLQKAVSVCERLLANEKLGDCI KPFNYDALI RTCVADYCNCANREHPESCNCDAI ANLAKECAFKGI KLEHGWRNLEI CPI : 756
(2T e T I R : -
760 * 780 * 800 * 820 * 840
[ 3 [T e I L : _
=11 (O e T eI : -
DmHL : SCGFCGRVYQACGPNVEPTCDSDL AL PASKGACNEGCFCPEGTVQYKEACI TRELCPCSLRGKEFKPESTVKKNCNTCTCKNGQW : 840
HSVW 0 mm o e e o Nl PARFAGVLLALALI LPGTLCAEGTRGRSS 31
* 860 * 880 * 900 * 920
[ 3 [T e I L R R : _
=111 O e i :

DHL @ RCTEDKCGARCGAVEDPHYQTEDGKRYDENGKESYHIIL KTQNTSVEAENVACSGAVSESNNFAAPDDPSCTKAVTI RFI LRDGT 924
HSVW : ------- TARCSL FGSDFVNTFDGSMYSFAGYCSYLLAG- - - - - - -« = = == = == = = = mmmmwmm o meeeeee oo : 63
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* 940 * 960 * 980 * 1000
T 2 O e I e -
1210 O : -
DnHL : PSVI KLDQCLTTI VNDKPI AKLPKNVLGLGEVLI RRASSTFLTVEFADCGI RVWADGVSRVY| DAPPSLRGQTQGLCGTENSNTQD : 1008
{2 SR A S e I I G----- CQKRSFSI | GDFQNGKRV : 82
* 1020 * 1040 * 1060 * 1080 *
] = (O e I I I (VN 1
210 O PCN 3
DmHL : DFLTPEGDVETAVEPFADKWRTKDT CQFKAETHQGPHPCTL NPEKKACAEKFCDW LQDI FQDCHFLVEPEGFYEDCLYDTCAC : 1092
HsvW : SLSVYLGEFFDI HLFVNGTVTQGDQRVSNVPYASKGLYLETEAGYYKLSGEAYG- - - - - - == = == == m o e e e o - - FVARIDGS : 143
1100 * 1120 * 1140 * 1160 *
VsHC : RRCGRAALEPVPHPRRLRHCL RQGWRDCAERYNVKIECERSCT GEQEYTVCADSCL RKCSDTAL AASICT[@KPSC 85
BnHC : RGGRDPVPVPVLEGDYAVVEAKNGH! LQWRYNVKIECEMSCT GEQQYTVCADSCL RKCSDTALAASIG 87
DmHL : KBPENSKCFCPI LSAYGTECVRQGVKT GWRVSVKISCAYKCPL EQVEDECCBGCAL SCDDL PSKGS- - (@KRE| 1174
HsvW : CNFQVLESDRYFNKTCGLECGNFNI|FAEDDENT QEGTMTSDPYDFANSWAL SSGEQWCERASPPSS:! 226
1180 * 1200 * 1220 * 1240
VsHC DSGVCVPVGL@EPCYHKCLJENAGYKEVRACKREREL[®T[6VGARWDCAPATPEEI QNYYPPAEDLRTNCSASNN 169
BnHC NAGYKE| RPCRREREL [eT{®VGARWDCKPATPEEI QNYJPPAEDL RSNSTAQN- 170
DHL O®HCNFDGNS|gRPGYKEVRPCGEKFL DL[®T(®SDGVMDCQDAEPGDKDKMPPSSELRSKCAKQPY. 1258
HsvWf @HPLVDPEP[FVAL CEKTL CECAGGCL E[6A[@PAL L EYART CAQEGNVLMGCWTDHSACSPVCPAG 310
* * 1320 *
VsHC ERQEKKEVYEETVSKK] RS\JPDEHVYQEE] SECNCNTOJKRKEAGC : 253
BrrHC eCQeKKEeQYL DTASKI 2SNPDEHL [OEE| CECKNENWSICT] . 254
DrrHL eCVeVEEY\YDISRL DDEEKINKE RACNIUKGSIKN 1 1341
Hsv W €CSePECQNEDEG- - L PPETSHSR ENSQU! SNEE[@PCE[®L VT : 391
1380 1400 *
VsHC € C VNVECND! ) OG- TTCAT]| L €GGNE 336
BrrHC G BCTD ) ®C- TTCAT, L €AGNE 337
DrrHL G S DAAYWANCVFBNCDGESIHTINONVYL (6C- TVEVT] E[JANMTEHAEE 1424
Hsv W g BHS- - [§S] @ADDRDA T| €L HNSL 473
* 1440 * 1460 * 1480 *
MsHC : | R i | AEI ¥VFEDVPSEQYS] DSMUQNEVKEREENA\ED : 406
BmHC : | R KAGAYVFLDVPSL DT MUQGEVKeReelNNaNen VRIBIDF QIS CCCGVS[ESSAL : 407
DmHL  :  KK[EEDSVNSKGHNAFHITYKAGVEVVVEMI PL CNEJURQNV S[EREENNANENS| D VOUEEVG- - LISTSPN @ 1506
HsvW : PLENG-------- DLRI GHTVTASVRLSYCE SPYMAGNT CleReleNNENCEBFEL IESC- - PAIEPRVE : 547
1520 * 1540 * 1560 *
VsHC : [§ADS KPTOPKPQ- PAI' PHEKQRFERRI KRYPL SLGHAEYPVG Ql 489
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8.5. Alignment der Hemocytin Domanen vom D-Typ

Konservierte Aminosduren sind farblich markiert (100% = schwarz, 80% = griin und 60%
violett). BmHC = Hemocytin von B. mori, DmHL = Hemolektin von D. melanogaster und
HsvWF = von Willebrand Faktor von H. sapiens.
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