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ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war die Entwicklung neuartige Ansitze zur
Identifizierung von biologisch aktiven Wirkstoffen, die in die Metamorphose von
holometabolen Insekten eingreifen. Hexamerine und Neuropeptide besitzen sehr
unterschiedliche =~ Funktionen. = Wéhrend  Neuropeptide zusammen mit anderen
Gewebshormonen auf einer tibergeordneten regulatorischen Ebene wirken, sind Hexamerine
als  Speicher- und Verteidigungsproteine ein  Endglied dieser hormonellen
Regulationskaskade.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Fragestellungen bearbeitet:

1) Im ersten Projekt sollten allatotrope Substanzen im Gehirn der groflen Wachsmotte
Galleria mellonella durch Screening einer Expressionsbibliothek mit polyklonalen
Antiseren identifiziert werden. Dabei wurde das Neuropeptid Corazonin identifiziert. Die
vollstindige Corazonin-mRNA wurde kloniert und sequenziert. Die Expression der
Corazonin-mRNA und des Peptids wurde mittels Northern-Analyse und in-situ-
Hybridisierung charakterisiert. Corazonin wird in vier Zellpaaren, die zu den lateralen
neurosekretorischen Zellen gehoéren, exprimiert. Die Axone dieser Zellen verlaufen
ipsilateral zu den Nervi corpori cardiaci I+1I, feine Fasern verzweigen sich in die am
Osophagus angrenzende Hirnregion hinein. Corazonin wird offensichtlich an den Axon-
Endigungen in den Corpora cardiaca in die Himolymphe freigesetzt. Einige feine Fasern
enden in den Corpora allata bzw. am Vorderdarm.

Der Nachweis, dass Corazonin tatséchlich eine allatotrope Wirkung hat, konnte nicht

erbracht werden.

2) Die Protein/Protein-Interaktion zwischen Hexamerinen und dem Hexamerinrezeptor der
Schmeilifliege Calliphora vicina wurde durch Two-Hybrid-Experimenten analysiert.
Durch Interaktionstest mit trunkierten Proteinfragmenten wurden die Bindungsdoménen
beider Proteine kartiert. Als rezeptorbindende Doméne des Arylphorins wurde ein 49 AS
groBes Peptid in der Doméne-3 des Arylphorin-Monomers identifiziert. Die
Ligandenbindungsdomine des Hexamerinrezeptors wurde in den ersten 24 AS des N-
Terminus kartiert. Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde ein HTS-Protokoll
entwickelt, das zur Identifizierung von Substanzen verwendet werden kann, welche die

Bindung dieser beiden Proteine beeinflussen.
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Eine Two-Hybrid-Bibliothek wurde ausgehend von 7dL-Fettkorper-RNA konstruiert und
mit "Hexamerinrezeptor-Kddern" gescreent. Dabei wurden zwei neue Interaktionspartner
des Hexamerinrezeptors gefunden und genauer charakterisiert.

Der erste identifizierte Interaktionspartner - 5-AP-3 - ist Teil eines Adaptin-Komplexes,
der als Adapter zwischen membranstindigen Rezeptoren und Clathrin oder &hnlichen
Proteinen an der rezeptorvermittelten Endozytose beteiligt ist. Die Adaptin-
Interaktionsdoméne liegt innerhalb des ABP64-Spaltprodukts des Hexamerinrezeptors.
Die Funktion des zweiten Interaktionspartners — AFP - ist unbekannt. AFP wird im
anterioren Teil des Fettkdrpers und in Hdmozyten exprimiert. Die Interaktion zwischen
dem Hexamerinrezeptor und AFP ist demnach auf diesen Teil des Fettkdrpers beschrinkt.
Die mit AFP interagierende Doméne des Hexamerinrezeptors liegt innerhalb des P30-

Spaltprodukts.
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SUMMARY

The goal of this project was to develop innovative basic approaches to identify biologically

active substances which interfere with the metamorphosis of holometabolous insects.

Hexamerins and neuropeptides clearly have different functions. While neuropeptides are

involved in initial regulatory steps hexamerins have important functions as storage and

defense proteins during the final steps of the regulatory cascade.

Two projects are part of this dissertation:

1))

2)

Aim of the first project was the identification of allatotropic substances in the brain of
the greater waxmoth Galleria mellonella by screening an expression-library with
polyclonal antisera. Thereby the neuropeptide corazonin was identified. The
corazonin-mRNA was cloned and sequenced. The expression profile of the mRNA
and the peptide was examined with northern-blotting and in-situ-hybridization.
Corazonin is produced in four neurosecretory cells localized laterally in each brain
hemisphere. Axons of these cells follow the ipsilateral tract to the nervi corpori
cardiaci I+II, finer fibers seem to terminate in the brain region adjacent to the
oesophagus. Corazonin seems to be released in axon terminals within the corpora
cardiaca. Axon endings are even regularly seen in the foregut wall and in the corpora
allata.

It could not be established that corazonin in fact is an allatotropic substance.

The protein/protein-interaction between hexamerins and the hexamerin-receptor of the
blowfly Calliphora vicina was analysed using the yeast-two-hybrid-system. By
interaction tests with truncated protein fragments the binding domains of both proteins
were mapped. The receptor binding domain of arylphorin was located within a peptide
of 49 aa in domain-3 of the arylphorin monomer. The ligand binding domain of the
hexamerin-receptor was mapped within the first 24 aa of the N-terminus.

Proceeding from this results a protocol for a high-throughput-screening was developed
which can be used to identify substances that interfere with the binding of these two
proteins.

A two-hybrid-library was constructed from 7dL-fat body RNA and screened with a
hexamerin-receptor-bait. Two novel interactors of the hexamerin-receptor were
identified and characterized within this project.
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The first identified interactor - 5-AP-3 — is part of an adaptin complex which serves as
an adapter between membrane bound receptors and clathrin or related proteins and is
part of the receptor-mediated endocytosis process. The adaptin-interacting domain lies
within the ABP64 cleavage product of the receptor.

The function of the second interactor — AFP — is unknown. AFP is produced
specifically in the anterior part of the fat body and in hemocytes. Hence the interaction
between the hexamerin-receptor and AFP is limited to this part of the fat body. The
AFP-interacting domain is located within the P30 cleavage product of the hexamerin-

receptor.
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EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

Der Raupen wunderbare Verwandlung (Maria Sybille Merian, 1705) — oder
allgemeiner: Die Metamorphose in der postembryonalen Entwicklung von Insekten hat seit
der Entdeckung ihrer hormonellen Regulation (Kopec, 1922) und den Pionierarbeiten von
Wigglesworth (1936) immer wieder Forscher fasziniert und auch zu Entdeckungen inspiriert,
die weit iiber das engere Forschungsgebiet hinaus Bedeutung hatten. Das reicht vom ersten
Nachweis von Hormonen bei wirbellosen Tieren (Kopec) iiber die enge Verbindung von
Hormonen mit Entwicklungsvorgingen, dem ersten Modell der Wirkung von
Steroidhormonen  und, damit verkniipft, der Begriindung einer molekularen
Entwicklungsbiologie (Clever, Karlson, Ashburner) bis hin zur Betrachtung als Modellsystem
fiir die postembryonale Reprogrammierung der Genexpression. Dabei umfasst das molekulare
Regelsystem die Aspekte iibergeordneter neurohormonaler Steuerung und der Aktivitit
subordinierter Hormondriisen ebenso wie die Vorgénge im Zielgewebe, die zur stadien- und
gewebespezifischen Expression von Strukturgenen fiihren. Eng verkniipft mit der
Erforschung der Insektenmetamorphose ist seit jeher auch die Idee, das Wissen dariiber
praktisch anzuwenden, d.h., ausgehend von den beteiligten Hormonen Insektizide zu
entwickeln, die geringe Sdugertoxizitét besitzen und die durch Anpassung der Applikation an
den Lebenszyklus oder durch chemische Modifikation sogar artspezifisch einsetzbar sind
(Slama, 1974, Williams, 1961). Die Ergebnisse diesbeziiglicher Bemiihungen konnten den
hohen Erwartungen allerdings nur teilweise gerecht werden. Erst in jiingster Zeit stehen
Techniken zur Verfligung, mit denen weitere Bereiche des hormonalen Regulationssystems in
die Entwicklung von Insektiziden mit einbezogen werden konnen und die gestatten, in kurzer
Zeit eine Vielzahl von Substanzen auf ihre Eignung als Wirkstoffe hin zu testen.

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist die Analyse von Kontrollmechanismen der
Insektenmetamorphose einmal auf der iibergeordneten neurohormonalen Ebene und zum
zweiten auf der Ebene der Zielzellen der hormonalen Regulationskaskade. Fokus ist hier der
Stoffwechsel von Speicherproteinen (Hexamerinen) in den Fettkorperzellen. Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen sollen auf ihre Anwendung in der Insektenbekdmpfung hin gepriift
und die verwendeten Techniken fiir ein breiteres Einsatzfeld optimiert werden. Dies betrifft
vor allem das Hefe-Two-Hybrid-System zur Untersuchung von Protein/Protein-
Wechselwirkungen und das darauf basierende HTS-Screening als Methode der Wahl bei der
Suche nach biologisch aktiven Wirkstoffen.



2 EINLEITUNG

Dementsprechend gibt diese FEinleitung zunichst einen Uberblick iiber die
postembryonale Entwicklung und die Metamorphose von Insekten, das Hormonsystem und
die an der Regulation dieser Vorginge beteiligten Hormone (1.1.). Darauf folgt eine
Einfiihrung tiber Neuropeptide als Regulatoren des Stoffwechsels und der postembryonalen
Entwicklung von Insekten (1.2.). Im Anschluss daran wird die Rolle von Speicherproteinen in
der postembryonalen Entwicklung der Insekten besprochen (1.3.). Ein weiteres Kapitel gibt
einen kurzen Uberblick iiber die Entwicklung von Insektiziden, die in das postembryonale
Entwicklungsgeschehen eingreifen (1.5.). SchlieBlich wird auf die Grundlagen der Detektion
von Protein/Protein-Wechselwirkungen im Hefe-Two-Hybrid-System (1.6.) und die
Hochdurchsatz-Sortiersuche (HTS) nach biologisch aktiven Wirkstoffen (1.7.) eingegangen.

1.1. Endokrinologische Aspekte der postembryonalen Entwicklung holometaboler

Insekten - ein Uberblick

Metamorphose
Das griechische Wort Metamorphose beschreibt morphologische Anderungen im weiteren
Sinn. In der Biologie wird dieser Begriff fiir postembryonale Entwicklungsvorginge in
verschiedenen Tiergruppen angewendet. Unter diesem Oberbegriff werden sehr
unterschiedliche entwicklungsbiologische Phidnomene, die zu diversen ontogenetischen
Zeitpunkten auftreten, zusammengefasst. Die Gemeinsamkeit besteht in morphologischen
Verdnderungen, die fiir den Beobachter auffillig und plotzlich genug auftreten, um durch
diesen Begriff bezeichnet zu werden. Héaufig ist mit einer Metamorphose ein Wechsel der
Lebensform und des Lebensraums verkniipft, z.B. der Ubergang vom pelagischen zum
sessilen bzw. benthischen oder vom aquatischen zu terrestrischen Leben. Dabei besteht kein
Zusammenhang mit der sexuellen Reife, die hdufig spdter eintritt und ein unabhingiges

Phanomen darstellt (Gilbert et al., 1996).

Die postembryonale Entwicklung der Insekten
Die Eier der Insekten sind dotterreich, was als Anpassung an ihre terrestrische Lebensweise
interpretiert wurde. Schon beim Schliipfen stellen sie hochorganisierte Arthropoden dar.
Das starre Exoskelett, die Kutikula, muss in der folgenden Wachstumsphase periodisch
abgestolen und durch ein groferes Exoskelett ersetzt werden, um so ein augenfilliges
diskontinuierliches Wachstum zu ermdglichen. Diesen Vorgang bezeichnet man als Hautung.
Man unterscheidet fiinf verschiedene Entwicklungstypen bei Insekten. Die primir fliigellosen

Urinsekten (Apterygota) zeigen wiahrend der Phase ihres allometrischen Wachstums keine
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auffilligen morphologischen Verdnderungen, man spricht hier von Ametabolie (Abb. 1). Die
Reifung ihrer Geschlechtsorgane vollzieht sich auch graduell und nach Erreichen der
Geschlechtsreife erfolgen weiterhin regelmiBige Hautungen (Abb. 1).

Bei den Pterygota, den fliigeltragenden Insekten werden drei verschiedene Metamorphose-
typen unterschieden.

Als hemimetabol bezeichnet man Insekten deren juvenile Stadien (Nymphen) die
gleiche Organisationsform wie die Adulten haben und von einem bestimmten Zeitpunkt in der
postembryonalen Entwicklung mit der graduellen Ausbildung adulter Organe (Fliigel,
Genitalien) beginnen. Die Verdnderungen, die bei der letzten Hiutung zum Adultus auftreten,
sind hier, subjektiv betrachtet, grofler als die Verdnderungen in den vorangegangenen

Héautungen, da nach dieser Hautung funktionelle Fliigel auswachsen.

AMETABOLY PROMETABOLY HEMIMETABOLY NEOMETABOLY HOLOMETABOLY

(Archasognatha) (Ephemeroptera) (Orthoptera) (Thysanoptera part.) (Raphidioptera)
Abb. 1 Grundtypen der Entwicklung hoherer Insekten (aus Gilbert et al., 1996)

Erlauterungen, siche Text.

Die juvenilen Stadien holometaboler Insekten haben eine andere Organisationsform als die
Adulten und werden generell als Larven bezeichnet, auch wenn sie eine aquatische
Lebensweise haben. Im Aussehen unterscheiden sie sich in der Regel deutlich von den
adulten Tieren und besetzen haufig andere dkologische Nischen. Sie besitzen keine externen
Fliigelrudimente oder Genitalien. Diese und andere Organe entwickeln sich aus Gruppen
undifferenzierter embryonaler Zellen, die als Imaginalscheiben bezeichnet werden. Auf die

larvale Phase folgt die Puppenphase, eine Phase ohne Nahrungsaufnahme und mit
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verminderter Bewegungsaktivitdt, wobei das Insekt in der Regel versteckt oder geschiitzt ist.
In dieser pupalen Phase erfolgt der Abbau, Wiederautbau bzw. die Ummodellierung von
Geweben. Die Puppe hat in der Regel externe Anlagen von Fliigeln und Genitalien, eine
Ausnahme sind hierbei die Puparien der Dipteren (Ténnchenpuppen).

Unabhédngig von der monophyletischen Gruppe der Diptera haben andere
Insektengruppen einen dhnlichen Typ der Metamorphose entwickelt, mit diversen fliigellosen
Stadien und einem bis drei vollstindig oder iliberwiegenden unbeweglichen praadulten
Ruhestadien. Solche Gruppen werden hdufig unter dem Begriff Neometabola
zusammengefalit. Als Prometabolie wird die einzigartige Entwicklung der Maifliegen

(Ephemeroptera) mit mehreren postmetamorphen fliigeltragenden Stadien bezeichnet.

Die endokrine Regulation der Insektenmetamorphose
Eine Reihe von Hormonen sind bekannt, die die Hiutung und die Metamorphose bei Insekten
steuern. Diese haben oft auch weitere Funktionen. Neben den Héutungshormonen, den
Ecdysteroiden, die fiir jede Hautung unabdingbar sind, sind die Juvenilhormone fiir die
Qualitdt einer Hautung entscheidend (z.B: larval/larval oder larval/pupal). Eine weitere
wichtige Klasse bilden die Peptidhormone. Zu diesen gehdren das Bursicon, das die
Sklerotisierung der Cutikula induziert, und das Eclosionshormon, das fiir den Vorgang des
Schliipfens und die damit verbundenen Anderungen in der motorischen Aktivitit und des
Verhaltens erforderlich ist. Weitere wichtige Peptidhormone sind das Protoracotrope Hormon
(PTTH), das die Synthese von Ecdysteroiden regelt, und die Allatotropine (AT) und
Allatostatine (AS), die die Synthese von Juvenilhormonen regeln. Die beiden letztgenannten

Peptidhormonklassen werden in einem separaten Abschnitt vorgestellt (Kapitel 1.2).

e Das Prothoracotrope Hormon (PTTH)

Bei Insekten wird die Synthese von Ecdysteroiden durch Peptidhormone aus dem Gehirn
stimuliert. In den frilhen 20er Jahren konnte der tschechische Entomologe und Science-
Fiction Autor Kopec zeigen, dass das Gehirn eine zentrale Rolle beim Wachstum, den
Hautungen und der Metamorphose der Insekten spielt (Kopec, 1922). Er wies mit einer Reihe
von Transplantationsexperimenten nach, dass das Gehirn ein endokrines Organ ist, und
begriindete damit das Wissenschaftsgebiet der Neuroendokrinologie.

Die Klonierung einer cDNA fiir ein prothoracotropes Hormon (PTTH), das Hormon,
dessen Wirkung Kopec 68 Jahren zuvor beobachtet hatte, gelang 1990 beim Seidenspinner

Bombyx mori (Kawakami et al., 1990) und spéter bei einigen anderen Insektenspezies.
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Bei den meisten in der Folgezeit untersuchten Lepidopteren kommt PTTH in zwei
verschiedenen Varianten vor, als hochmolekulares (22-29 kDa, PTTH-I) und als
niedermolekulares Peptid (4-7 kDa; PTTH-II), die im Falle des Tabakschwiarmers Manduca
sexta beide in einer Reihe von Bioassays aktiv sind. Durch Immunofluoreszenzanalysen
konnte gezeigt werden, dass PTTH bei Manduca in zwei Paaren lateraler neurosekretorischer
Zellen des Gehirns synthetisiert wird (Agui et al., 1979). Durch die Neurone dieser Zellen
wird das Hormon durch die Corpora allata in die Corpora cardiaca transportiert, die auch der
Freisetzungsort der Juvenilhormone sind (siehe unten).

Bei Manduca sind die PTTH-Ausschiittung und die Ecdysteroidsynthese miteinander
korreliert. Einige kleinere Anstiege des PTTH-Titer sind flir die Ausbildung der unten
erwahnten Reprogammierungs-Spitze verantwortlich, der darauf folgende stirkere Anstieg

induziert die Hautung.

e FEcdysteroide

Ecdyson war das erste Hormon von Invertebraten, das in gereinigter Form vorlag (1954 von
Butenandt und Karlson isoliert). Ahnliche Substanzen wurden schon bald darauf identifiziert
und unter dem Namen Ecdysteroide zusammengefasst. Diese Gruppe umfasst zur Zeit mehr
als 200 verschiedener Naturstoffe, Zoo- oder Phytoecdysteroide und chemisch erzeugte
Analoga.

Ecdyson ist ein typisches Steroidhormon mit einem Sterangeriist und einer Cholesterin-
Seitenkette.

Unter die hormonelle Kontrolle durch Ecdysteroide féllt eine Vielzahl biologischer
Prozesse, u.a. die Hiutung bei Embryonen und Postembryonalstadien und die Reproduktion
der adulten Insekten. In Insektenlarven sind die Prothoraxdriisen (oder homologe Organe, z.B.
ein Teil der Ringdriise der Dipteren) der Ort der Ecdyson-Biosynthese. Durch eine Reihe von
Stimuli, ausgehend vom Gehirn, sekretieren die Prothoraxdriisen Ecdyson in die
Hamolymphe. Ecdyson wird in einer proteingebundenen Form freigesetzt und nicht in den
Driisen gespeichert. Im Fettkorper, den Malphigischen Gefiaflen und dem Mitteldarm wird
Ecdyson durch eine 20-Monooxygenase in seine biologisch wirksame Form 20-
Hydroxyecdyson (20E) umgewandelt.

Die Prothoraxdriisen vieler Insektenspezies degenerieren nach der letzten larvalen
Héutung oder wéhrend der Hautung zum Adultus. Die hormonelle Steuerung wéhrend des
weiblichen Reproduktionszyklus erfolgt dann durch Ecdysteroide, die von Follikelzellen des

Ovars de novo synthetisiert werden (Goltzene et al., 1978).
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Wihrend der larvalen Entwicklung treten starke Schwankungen im Ecdysteroid-Titer
auf, die den Zusammenhang zwischen Héautungen und signifikanten Anstiegen von
Ecdysteroiden in der Himolymphe aufzeigen (Vafopoulou und Steel, 1989). Bei holo- und
hemimetabolen Insekten kommt es zu einem starken Anstieg des 20E-Titers vor jeder
Héautung. Der 20E-Titer steigt vor der Apolysis, der Trennung der alten Kutikula von der
Hypodermis, an, erreicht sein Maximum wéhrend oder kurz nach der Apolysis und fallt
anschlieBend zum Zeitpunkt der Hautung auf einen niedrigen Wert oder unter die
Nachweisgrenze (Bollenbacher et al., 1981).

Bei den meisten Lepidopteren wurden zwei Ecdysonspitzen im letzten Larvenstadium
beobachtet. Der erste, kleinere Anstieg bewirkt eine Anderung im Verhalten der Larve. Die
Larve nimmt keine Nahrung mehr auf und sucht einen geeigneten Platz zur Verpuppung auf.
Eine weitere wichtige Funktion des ersten Anstiegs ist die Reprogrammierung der larvalen
Epidermis von der Synthese larvaler zur Synthese adulter Proteine, deshalb wird dieser
Anstieg auch als Reprogrammierungs-Spitze bezeichnet. Der zweite Anstieg ist sehr viel
grofer und induziert die larval-pupale Hautung. Nach der Verpuppung erfolgt ein sehr hoher
und lang anhaltender Anstieg, der die Entwicklung zum adulten Tier begleitet (siche Abb. 2).
Wie oben erwdhnt erscheinen Ecdysteroide im adulten Tier im Zusammenhang mit der
Reproduktion erneut.

Die am besten charakterisierte Wirkungsweise von Ecdysteroiden ist ihre Wirkung auf
die Transkription spezifischer Gene. Diese Wirkung wird iiber intrazellulire Rezeptoren
vermittelt, die zur Steroidhormonrezeptor-Superfamilie zdhlen und in vielen Zielgeweben
entwicklungs- und isotypspezifisch exprimiert werden. Die Ecdysteroidrezeptoren sind in der
Lage mit dem Transkriptionsfaktor Ultraspiracle (USP) Heterodimere zu bilden. Die
Ecdysteroidrezeptoren sind interessante Angriffspunkte fiir Ecdysteroid-Agonisten bzw. -
Antagonisten (siehe unten).

In den letzten Jahren wurden auch eine Vielzahl nicht-genomischer Effekte von

Ecdysteroiden gefunden, deren Mechanismus aber bisher ungeklart ist.
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e Juvenilhormone

Die Juvenilhormone (JHs) sind eine Gruppe von Sesquiterpenen, die eine vielfiltige Rolle bei
Insekten spielen. Sie beeinflussen die Embryogenese, die larvalen H&autungen, die
Metamorphose, die Kastendetermination sozialer Insekten, die Vitellogeninsynthese und die
Entwicklung des Ovars, die Diapause, Farbanderungen und viele verschiedene Aspekte des
Metabolismus (Review, siehe Nijhout, 1994). Zur Zeit sind 7 verschiedene Juvenilhormone
bekannt, die in verschiedenen Insektengruppen, teilweise auch in Kombinationen
vorkommen.

Die Existenz diese Hormonklasse wurde zuerst von Wigglesworth (1934) postuliert, der
durch Transplantationsexperimente nachwies, dass diese Hormone durch die Corpora allata
sekretiert werden.

Der Name Juvenilhormon entstand aus der Tatsache, dass die Metamorphose von
Nymphen zu Imagines bzw. die Entwicklung von Puppen zu adulten Insekten durch diese
Hormone blockiert werden. Juvenilhormone 16sen selbst keine Hautungen aus, sie bestimmen
aber die Qualitdt der Hautung und werden deshalb auch als Status-quo-Hormone bezeichnet.
Bei holometabolen Insekten erfolgen larval/larval Hautungen, wenn Juvenilhormone
anwesend sind. Die Verpuppung erfolgt nur in Abwesenheit von JH. Es wird allgemein
angenommen, dass die Wirkung von Juvenilhormon nicht konzentrationsabhéngig ist, aber
dass die Wirkung wéhrend kritischer Perioden erfolgt, sogenannten Juvenilhormon-sensitiver
Perioden. Wenn Juvenilhormon wihrend einer solchen Periode abwesend ist, erfolgt eine
Umprogrammierung der Genexpression und neue Entwicklungsprozesse werden angeschaltet.

Die Wirkungsweise von Juvenilhormonen ist komplex. Einige nukleare
Juvenilhormonbindende Proteine sind isoliert worden, sie gehdren aber zu keiner der
bekannten Rezeptorfamilie und besitzen keine typische DNA-bindende Doméne (Riddiford
und Truman, 1994). Direkte Wechselwirkungen von Juvenilhormonen mit der

Plasmamembran sind ebenfalls beschrieben worden (Riddiford, 1994).

Abb. 2 Hormontiter wahrend larval- |Ecdysis Ecdysis Wanderstadium Ecdysis Ecdysis

larvaler Hautung und im Verlauf der | |

Metamorphose beim Tabakschwérmer L . ) l . i
.53 R WM .u

Manduca sexta (aus Spindler, 1997,

verdndert). 0’1 2340123456780 5 1w 13 1w

" 4.larvenstadium 5. Larvenstadium Puppe Puppe entwickelndes adultes Tier " Adult

—— Ecdysteroide - = - Juvenilhormon —— Prothoracicotropes Hormon
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1.2. Neuropeptide sind Regulatoren des Metabolismus und der Entwicklung von

Insekten

Wie oben schon erwidhnt, werden bei Insekten zwei Klassen von Hormonen
unterschieden. Wéhrend die ,,Driisen“~-Hormone, Ecdysteroide und Juvenilhormone, von
speziellen Hormondriisen produziert werden, werden die Neuropeptide von
neurosekretorischen Zellen des ZNS synthetisiert. Neben dem oben beschriebenen PTTH sind
weitere Neuropeptide an der Steuerung der postembryonalen Entwicklung und von anderen
Stoffwechselprozessen beteiligt. Héutung, Reproduktion, Wasser- und Ionenhaushalt,
Stoffwechsel, Muskelkontraktion, Diapause, Verhalten, Farbwechsel und Pheromonsynthese
werden hormonell reguliert. Die Funktionen von Neuropeptiden in der Physiologie, der
Entwicklung und im Verhalten von Insekten sind intensiv untersucht worden (Review, siche

Géde et al., 1997).

Allatoregulatorische Substanzen bei holometabolen Insekten

Anderungen des Juvenilhormontiters steuern das Wachstum und die Entwicklung von
Insekten und die Reproduktion in den adulten Tieren (siche oben). Die Anderungen des Titers
sind Folge gesteuerter biochemischer Prozesse, wie Synthese, Abbau, Aufnahme und
Freisetzung und Transport des Hormons. Die Regulation der Juvenilhormonsynthese in den
Zellen der Corpora allata (CA) wird dabei als der wichtigste Kontrollpunkt angesehen
(Gilbert et al., 2000). Die Degradation durch spezifische Enzyme scheint ebenso wie der
Transport durch die Juvenilhormon-bindenden-Proteine (JHBP) eine weniger wichtige Rolle
im Metabolismus dieser Hormonklasse zu spielen.

Die Existenz der Corpora allata ist schon lange bekannt (Janet, 1899, Nabert, 1913)
und schon 1936 wurde gezeigt, dass durch Entfernen dieses Organs eine vorzeitige Hiautung
hervorgerufen werden kann (Bounhiol, 1936). Daher wurde das entscheidende Hormon, das
von den Corpora allata sezerniert wird, als Juvenilhormon (JH, Wigglesworth, 1936)
bezeichnet. Die Corpora allata sind zusétzlich ein Neurohdmalorgan fiir neurosekretorisches
Material aus dem Gehirn. Sie bilden zusammen mit den Corpora cardiaca den retrocerebralen
Komplex bei Insekten. Bei Lepidopteren sind die Corpora allata durch den Nervus corporis
allati, der im Gehirn entspringt, mit den Corpora cardiaca verbunden, wiahrend sie bei
Dipteren Teil der Ringdriise sind. Bei Galleria mellonella, die zur primitiven Familie der

Pyralidae zahlt, sind die Corpora cardiaca und Corpora allata zu einem Komplex
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verschmolzen, der liber die Nervi corporis cardiaci I und II (NCCI/II) mit dem Gehirn
verbunden ist.

Eine Kontrolle der Juvenilhormonsynthese in den Corpora allata kann iiber
stimulatorische bzw. inhibitorische Signale erfolgen, die diese Driisen iiber die Himolymphe
oder durch nervose Verbindungen erreichen. Bei vielen Insektenspezies ist bekannt, das ein
wichtiger Kontrollmechanismus durch Gehirnzellen besteht, deren Axone sich in die CA
verzweigen und die dort einen parakrinen Einfluss auf die Driisenzellen ausiiben (Horseman
et al, 1994). Da die Corpora allata aber sowohl durch Axone von typischen
neurosekretorischen Zellen, als auch durch typische Hirnneurone innerviert werden, kann auf
einen komplexen Steuermechanismus geschlossen werden. Mit der Kobalt-
Riickfiillungsmethode (Pipa, 1978) konnten in verschiedenen Insekten die Gehirnzellen
identifiziert werden, deren Produkte fiir eine Steuerung der Juvenilhormonsynthese in Frage
kommen (Virant-Doberlet et al., 1994, Copenhaver und Truman, 1986).

Die Moglichkeit, die Juvenilhormonproduktion durch die Corpora allata in vitro zu
messen (Pratt und Tobe, 1974) und die Entwicklung von Methoden zur Reinigung von
Peptiden aus kleinen Mengen Ausgangsmaterial, ermoglichte die Entdeckung einer Reihe von
allatoaktiven Peptiden. Zwei Klassen von regulatorischen Peptiden sind bekannt,

Allatotropine und Allatostatine.

Allatotropine
Der erste und bisher einzige isolierte und klonierte allatoaktivierende Faktor war das
Allatotropin des Tabakspinners Manduca sexta (Mas-AT, Kataoka et al., 1989, Taylor et al.,
1996). Dabei handelt es sich um ein amidiertes Trideca-Peptid. Es wurde gezeigt, dass Mas-
AT die Juvenilhormonsynthese in adulten Corpora allata von Manduca sexta und zwei
anderen Lepidopteren stimuliert. Eine Stimulation der Juvenilhormonsynthese von larvalen
Corpora allata konnte in den untersuchten Spezies mit dem verwendeten experimentellen
Ansatz nicht nachgewiesen werden. In einer neueren Arbeit konnte jetzt gezeigt werden, dass
Mas-AT unter giinstigeren Versuchsbedingungen, die larvalen Corpora allata der
Tomatenmotte Lacanobia oleracea aktivieren kann (Audsley et al., 2000).

Das Peptid wurde durch Immunofluoreszenz bei Manduca sexta in zwei Paaren
ipsilateraler lateraler neurosekretorischer Zellen (Ia;), in zwei Paaren contralateraler Zellen

(ITT) und in vielen Axonen in den Corpora cardiaca und Corpora allata gefunden (Zitnan et al.,
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1995). Weiterhin scheint es in anderen Nerven des ZNS und im Frontalganglion

vorzukommen (Bhatt und Horodyski, 1999).

Das Allatotropin der Wachsmotte Galleria mellonella
Seit der Identifizierung von Mas-AT, 1989, wurden keine weiteren Allatotropin Sequenzen
publiziert und trotz intensiver Bemiihungen wurden bei der Suche nach Allatotropinen nur
wenige neue Hinweise gefunden.

Lorenz und Hoffmann (1995) konnten eine allatotrope Aktivitdt in methanolischen
Extrakten aus Subodsophagialganglien von zwei Grillen, Gryllus bimaculatus und Acheta
domesticus, nachweisen. Kou und Shu-Jung Chen (2000) wiesen in einer neueren Arbeit
einen gleichartigen Effekt bei dem Schmetterling Mythimna loreyi nach.

Bei der Suche nach einem Allatotropin der Wachsmotte Galleria mellonella gelang
die Identifizierung eines 20 kDa groBlen allatoaktivierenden Peptids durch Immunoblotting-
Experimente (Bogus und Scheller, 1995). Dafiir wurden Gehirnhomogenate von gekiihlten
Tieren iiber FPLC (fast-protein-liquid-chromatography) fraktioniert und die verschiedenen
Fraktionen auf allatotrope Aktivitdt getestet. Eine Fraktion, mit deutlicher allatotroper
Aktivitdt wurde zur Herstellung von monoklonalen Antikdrpern verwendet. Alle vier auf
diese Art gewonnenen Antikorper erkannten in einer Western-blot-Analyse von
Gehirnproteinen eine Bande auf der Hohe von 20 kDa. In einer Immunolokalisation an
Totalprdparaten wurde mit diesen Antikdrpern ein Paar mediane neurosekretorische Zellen
und die Corpora cardiaca von Galleria mellonella angefarbt. Dieselben neurosekretorischen
Zellen zeigten Immunoreaktivitit gegeniiber Antikérpern gegen Mas-AT (Zitnan, 1993).
Interessant st die Tatsache, dass alle vier Antikorper in der Lage sind, die
Juvenilhormonsynthese in vitro zu inhibieren und durch Kiihlung stimulierte Extrahdutungen
zu unterdriicken. Diese Antikorper wirken also offensichtlich als Allatostatine, indem sie die

Allatotropinwirkung unterdriicken.

Allatostatine
Wihrend die Suche nach allatotropen Substanzen trotz intensiver Bemiithungen nur mit der
Identifizierung einer einzigen Allatotropinsequenz belohnt wurde, wurden im Bereich der
Allatostatine, Peptide, welche die Juvenilhormonsynthese hemmen, in den letzten Jahren
grofle Fortschritte erzielt. Die erste Identifizierung eines Allatostatins gelang Stay und Tobe
(1991) bei der Schabe Diploptera punctata. Bis zum Jahre 2000 wurden insgesamt 13
Allatostatine bei Diploptera identifiziert (Gilbert et al., 2000), die alle einen dhnlichen C-
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Terminus besitzen und unter der YXFGLamide-Familie zusammengefalit wurden. Die Axone
der Allatostatin-immunoreaktiven lateralen neurosekretorischen Gehirnzellen verzweigen sich
in die Corpora cardiaca, was fiir eine Freisetzung dieser Peptide in die Himolymphe spricht
(Stay et al., 1994).

Bei den Lepidopteren konnte ein Allatotropin bei Manduca sexta identifiziert werden
(Kramer et al., 1991), das nicht zur Familie der YXFGL-amide-Allatostatine gehort und die
Juvenilhormonsynthese larvaler und adulter Corpora allata hemmt. Immunohistochemische
Untersuchungen zeigten, dass das Peptid (Mas-AS) unter anderem in zwei Gruppen lateraler
neurosekretorischer Zellen produziert wird, deren Axone sich wie bei Diploptera in die
Corpora cardiaca verzweigen.

Mehr als 40 weitere Mitglieder der Allatostatin-Familie sind in verschiedenen
Insektenspezies bekannt, teilweise mit , teilweise ohne allatoinhibitorischer Funktion. Eine
grolle Anzahl weiterer Wirkungen von Allatostatinen auf verschiedene biologische Vorgénge
sind bekannt. Bei Diploptera wirken Allatostatine, die auch in neurosekretorischen Zellen des
Mitteldarms gefunden wurden (Yu et al, 1995), als potente Inhibitoren der
Mitteldarmkontraktionen (Stay et al., 1994. Bei Lepidopteren hemmen sie die peristaltischen
Bewegungen (Duve et al., 1997), ebenso bei Schaben (Schoofs et al., 1997). Ein Einflul} auf
die Freisetzung von Vitellogenin durch den Fettkorper konnte bei Blatella germanica
nachgewiesen werden (Martin et al., 1996).

Die Funktion der Allatostatine beschriankt sich offensichtlich nicht auf die Regulation
der Juvenilhormonsynthese, sie sind aulerdem ein Beispiel fiir ,,Gehirn-Darm Peptide* bei

Insekten (Gaede et al., 1997).

Neurotransmitter
Da Mas-AT unter Standard-Versuchsbedingungen nicht in der Lage ist die Juvenilhormon-
produktion von larvalen Corpora allata zu stimulieren, stellt sich die Frage, wie die larvalen
Corpora allata nun tatsdchlich aktiviert werden.

Die Tatsache, dass diese Driise auch von Neuronen mit nervoser Funktion innerviert
werden, fiihrte zu der Vermutung, dass eine Regulation iiber Neurotransmitter existiert. Es
konnte gezeigt werden, dass Oktopamin die Juvenilhormonsynthese bei Locusta stimuliert
(Lafont-Cazal und Baehr, 1988) und ebenso bei larvalen und adulten Honigbienen (Kaatz et
al., 1994, Rachinsky 1994). Umgekehrt inhibiert Oktopamin die Juvenilhormonsynthese bei
Grillen und Schaben (Thompson et al., 1994, Woodring und Hoffmann, 1994). Die Wirkung

von Oktopamin auf die Corpora allata von weiblichen Blatella germanica ist abhdngig vom
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Stadium im Reproduktionszyklus, in dem sich das Tier befindet, und kann sowohl
inhibitorisch, als auch stimulatorisch sein (Pastor et al., 1991).
Ahnliche Beobachtungen wurden bei Experimenten mit dem Neurotransmitter

Dopamin gemacht (Granger et al., 1996, Wolfgang und Riddiford, 1986).

Zusammenfassung — wie wird Juvenilhormonsynthese durch die Corpora allata

reguliert?
Wie wird also die Juvenilhormonproduktion in den Corpora allata reguliert? Es scheint sich
um einen komplexen Mechanismus zu handeln, bei dem &duflere Einfliisse,
allatostimulatorische und allatoinhibitorische Peptide zusammen mit direkter neuronalen
Regulation wirken (Abb. 3). Dabei ist die Kompetenz der Corpora allata, auf verschiedene
Stimulatoren zu reagieren, abhidngig vom Entwicklungszustand des Tieres. Die Tatsache, dass
eine groBe Anzahl identifizierter Allatostatine nur zwei Allatotropinen gegeniibersteht, sollte
nicht zu der Annahme verleiten, dass Allatostatine eine wichtigere Rolle bei der Regulation
spielen, da es sich um multifunktionelle Peptide handelt, die - wie oben erwdhnt - auch bei

anderen biologischen Prozessen eine Rolle spielen.

Juvenilhormon

Octopamin
und andere
Neurotrans-
mitter

Allatotropine

Ecdysteroide Allatostatine

sensorische Eingange
(Photoperiode, Temperatur,
Populationsdichte, Stellung
in dersozialen Hierarchie)

Abb. 3: Regulation der Juvenilhormonsynthese (aus Spindler, 1997).

Die oben gezeigten Daten zeigen, dass verschiedene Neuropeptide in der Lage sind, die
Corpora allato in vitro zu beeinflussen, aber tun sie das auch tatsidchlich in vivo? Liegt die
Hauptfunktion der Allatostatin- Peptidfamilie in der Regulation der Juvenilhormonsynthese,
oder sind die gezeigten Effekte ohne biologische Bedeutung? Um diese Fragen zu
beantworten, miissen die entsprechenden Peptidhormone und ihre Rezeptoren identifiziert
und charakterisiert werden. Erst dann kann ein schliissiges Bild von der Regulation der

Juvenilhormonsynthese entworfen werden.
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1.3. Die Rolle von Speicherproteinen in der postembryonalen Entwicklung der

Insekten

Die larvale Phase im Lebenszyklus eines holometabolen Insekts ist in der Regel eine
ausgesprochene Fressphase, in der das Tier seine Korpermasse vervielfacht und Reserven fiir
die anschlieBende Metamorphose anlegt. Die Speicherung von Aminoséuren erfolgt in Form

von Speicherproteingranula im Fettkorper der Insektenlarve.

1.3.1. Hexamerine - larvale Serumproteine holometaboler Insekten

Der larvale Fettkorper
Der Fettkorper ist das mengenmdBig groffte Organ in den Larven von holometabolen
Insekten. Dieses Organ hat diverse Funktionen im intermedidiren Metabolismus von
Kohlenhydraten, Fetten und stickstoffhaltigen Substanzen, bei der Speicherung von
Glykogen, Fetten und Proteinen, der Synthese und Regulation des Blutzuckers und der
Synthese der Himolymph-Proteine. Seine Funktion 148t sich mit der Leber bei Vertebraten
vergleichen (Keeley, 1985).

Bei Calliphora vicina besteht der Fettkorper aus drei verschiedenen Zelltypen. Neben
den groflen Trophozyten, die den Hauptteil des Fettkdrpers ausmachen, kommen zwei
kleinere Typen vor, die Urozyten und die Myzetozyten (Dean et al., 1985). Alle Trophozyten
sind morphologisch betrachtet gleich und es wird vermutet, dass sie eine identische Funktion
austiben.

Einige Beobachtungen sprechen dafiir, dass es bei Lepidopteren und Dipteren
regionale Unterschiede in der Fettkorperfunktion gibt . Haunerland und Shirk (1994) konnten
zeigen, dass es im Fettkdrper des Schmetterlings Helicoverpa zea zwei Typen von
Fettkorpergewebe gibt, den peripheren und den periviszeralen. Die beiden Typen
unterscheiden sich beziiglich der Synthese und Aufnahme von Speicherproteinen, was bei
dieser Spezies gut zu beobachten ist, da sie ein farbiges Speicherprotein besitzt (Haunerland
und Bowers, 1984). Die Synthese von Speicherproteinen erfolgt im peripheren Fettkorper,
wihrend die Aufnahme und Speicherung durch den periviszeralen Fettkorper erfolgt
(Haunerland und Shirk, 1994).

Bei Dipteren wurden Unterschiede im Fettkorpergewebe entlang der anterior-

posterioren Achse beobachtet. Ein Gradient von anterior nach posterior wurde bei Drosophila
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melanogaster beziiglich der Menge der genomischen DNA in den Fettkorperzellen und der
Menge der gebildeten Speicherproteingranula beschrieben (Butterworth und Rasch, 1986).

In einer neueren Arbeit wurde ein Protein mit unbekannter Funktion bei der
Fleischfliege Sarcophaga peregrina beschrieben, das nur im anterioren Teil des larvalen
Fettkorpers exprimiert wird (Nakajima und Natori, 2000). Das ist ebenfalls ein Hinweis
darauf, dass der Fettkorper der Dipteren entlang der anterior-posterioren Achse funktionelle

Unterschiede besitzt.

Speicherprotein-Granula
Das Auftreten von Speicherprotein-Granula im Fettkorpergewebe wurde in vielen
mikroskopischen Studien nachgewiesen (Bishop, 1922, 1923, Butterworth, 1965). Die
Speicherproteine werden durch den Fettkorper der Insektenlarve synthetisiert. Sie werden
aber nicht direkt als Granula eingelagert, sondern zuerst in die Hamolymphe sezerniert.
Spéter werden sie von den Zellen des Fettkorpers wieder aufgenommen und in Granula
gespeichert (Locke und Collins, 1968, Caglayan und Gilbert, 1987, Tojo et al., 1978). Die
gespeicherten Proteine sind reich an aromatischen Aminosduren und dienen vermutlich als
Aminosdure-Quelle flir die Proteinbiosynthese wéhrend der Metamorphose, einem
Lebensabschnitt, in dem das Insekt keine Nahrung aufnimmt und daher auf endogene Vorréte
angewiesen ist (Levenbook und Bauer, 1984). Die Hauptspeicherproteine bei holometabolen

Insektenlarven gehoren zur Familie der Hexamerine.

Hexamerine - Entdeckung, Eigenschaften, Struktur und Funktion
1971 wurde erstmals ein Serumprotein in der Larve von Calliphora erythrocephala
biochemisch beschrieben, das Calliphorin (Munn et al., 1971). Ahnliche Proteine, die in der
Proteinfamilie der Hexamerine zusammengefasst werden, wurden in der Folgezeit in vielen
anderen Insektenspezies nachgewiesen und die Gene und cDNAs kloniert (Review siche
Burmester et al., 1998). Bis heute sind ca. 50 Hexamerin-DNA-Sequenzen aus verschiedenen
holo- und hemimetabolen Insektenspezies bekannt.

Die Analyse der Aminosduresequenz zeigt, dass es verschiedene Gruppen von
Hexamerinen gibt, die sich in der Evolution aus einem gemeinsamen Vorldufer entwickelt
haben. Bei Dipteren werden zwei Unterfamilien unterschieden, die Arylphorine und die LSP-
2-Unterfamilie. Bei Lepidopteren existieren drei Unterfamilien: methioninreiche
Speicherproteine, Arylphorine und Riboflavin-bindende Proteine (Review, sieche Haunerland,

1996, Burmester et al., 1997).
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Eine Gemeinsamkeit aller Hexamerine ist thr Aufbau aus sechs Untereinheiten mit einer
molekularen Masse zwischen 70 und 90 kDa (Review, siche Telfer und Kunkel, 1991). Die
Untereinheiten formen dabei Hexamere mit einer molekularen Masse von ca. 500 kDa.

Alle Hexamerine zeigen in ihrer Primér- und Sekundirstruktur eine klare Homologie
zu den Hémocyaninen der Crustacea und haben sich vermutlich aus einem gemeinsamen
Vorlaufer entwickelt (Beitema et al., 1994, Review, siche Burmester, 1997). Bei Dipteren
sind auch die Tertidr- und Quartirstrukturen der Hexamerine denen der Himocyanine dhnlich
(Markl et al, 1992). Hiamocyanine sind sauerstoffbindende, kupferhaltige Proteine in der
Héamolymphe von Arthropoden, die ebenfalls Hexamere oder Multihexamere bilden. Es wird
vermutet, dass aufgrund der Entwicklung des Tracheensystems der Insekten bei diesen kein
Bedarf mehr an sauerstoffbindenden Hémolymphproteinen bestand. Im Rahmen eines
Funktionswechsels dieser Proteine ging die Fahigkeit zur Sauerstoffbindung verloren

(Burmester und Scheller, 1991).

Die biologische Funktion der Hexamerine 1
Die Hauptfunktionen der Hexamerine ist, wie oben erwdhnt, die Speicherung von
Aminoséuren, die spiter wiahrend der Metamorphose zum Aufbau adulter Proteine verwendet
werden.

Der Lebenszyklus der Hexamerine von C. vicina ist in Abb. 4 dargestellt. Die
Biosynthese der Hexamerine erfolgt ausschlieBlich durch das Fettkorpergewebe der
Fresslarve. Die Synthese und Abgabe in die Hdmolymphe beginnt mit dem Eintritt in das
dritte und letzte Larvenstadium (3. Tag nach dem Schliipfen). Der Hexameringehalt in der
Hamolymphe steigt in den folgenden fiinf Tagen kontinuierlich an. Am Ende des letzten
Larvenstadiums sind zwischen 80 und 90% der 16slichen Proteine in der Himolymphe von C.
vicina Hexamerine (Sekeris und Scheller, 1977).

Am Ende des letzten Larvenstadiums, kurz vor dem Eintritt in die Hautung zur Puppe,
stoppt die Hexamerin-Biosynthese und der Fettkorper beginnt mit der selektiven Aufnahme
und Einlagerung der Hexamerine. Zu diesem Zeitpunkt tauchen elektronendichte Granula und
coated vesicles in den Zellen des Fettkorpers auf (Marx, personliche Mitteilung,
unverOffentlicht). Dieser Funktionswechsel des Fettkorpers - von Proteinbiosynthese zu
Proteinspeicherung - wird durch einen Anstieg der Konzentration des Hautungshormons 20-

Hydroxyecdyson (20-E) induziert (sieche unten).
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Spiter in der Metamorphose werden die Granula und die darin gespeicherten Proteine
hydrolytisch abgebaut. Die dabei gewonnene Energie und die freigesetzten Aminosduren
dienen dem Aufbau der adulten Gewebe (Levenbook und Bauer, 1984, Dean et al., 1985). Ein
Teil der Hexamerine konnte in einer undegradierten Form in der adulten Kutikula

nachgewiesen werden (Konig et al., 1986, Schenkel und Scheller, 1986).

Fettkorperzelle

Hamolymphe K \
&

Abb. 4 Modell der Hexamerin-Synthese und Aufnahme bei C. vicina nach Burmester et
al., (1995). A) Synthese und Ausscheidung von Hexamerinen (rot), B) 1. Prozessierungsschritt
des Rezeptors (blau) und Transport zur Plasmamembran, C) 2. Prozessierungsschritt des
Rezeptors und Endozytose der Hexamerine, D) Einlagerung in Speicherprotein-Granula, 20E =
20-Hydroxyecdyson. Erlduterungen zur Prozessierung des Rezeptors und der Wirkung von 20E
siehe unten.
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Die biologische Funktion der Hexamerine I1
Neben ihrer Aufgabe als Speicherproteine erfiillen diese Proteine noch eine Vielzahl weiterer
wichtiger Funktionen.

Es konnte gezeigt werden, dass Hexamerine als Transportmolekiile fiir kleine
organische Substanzen dienen, wie z.B. fiir Riboflavin (Magee et al., 1994), Juvenilhormon
(Braun und Wyatt, 1996), Ecdyson (Enderle et al., 1983, Scheller et al., 1990) und Insektizide
(Haunerland et al., 1986).

Auflerdem gibt es Hinweise darauf, dass Hexamerine auch an der Abwehr von
eingedrungenen Parasiten beteiligt sind. Bei dem Mehlkéfer Tenebrio molitor wurde ein 86
kDa groles Hexamerin beschrieben, welches an der Einkapselung von eingedrungenem
Fremdmaterial beteiligt ist - eine der Hauptabwehrstrategien von Insekten gegen Parasiten
(Cho et al., 1999).

Bei der Schabe Blaberus discoidialis wurde ein 86 kDa grofles Hexamerin
identifiziert, das spezifisch an Laminarin bindet, ein beta-1,3-Glucan aus Pilzen (Chen et al.,
1999). Aufgrund dieser Eigenschaft wurde dieses Protein als Lektin charakterisiert - Lektine
sind Bestandteil des Einkapselungsmechanismus.

In einem &hnlichen Experiment wurde mit demselben Laminarin ein 85 kDa Protein
aus der Hamolymphe von Locusta migratoria isoliert, das allerdings nicht weiter
charakterisiert wurde (Duvic und Brehelin, 1998).

Ein indirekter Hinweis auf eine mdgliche Beteiligung der Hexamerine an der Abwehr
von Parasiten wurde bei der Untersuchung des Parasitismus der Schlupfwespe Campoletis
sonorensis an der Larve des Schmetterlings Heliothis virescens gefunden (Shelby und Webb,
1997). Die Wespe injiziert zusammen mit ihrem Ei ein poly-DNA-Virus in die Larve. Das
Virus ,,beschiitzt anschlieBend das Wespenei, indem es Verdnderungen in der Physiologie
und Entwicklung des Opfers induziert. Unter anderem wird dabei die Translation der mRNA
von Hexamerinmonomeren selektiv unterdriickt (Shelby und Webb, 1994).

Eine Beteiligung von Hexamerinen an der Verteidigung der Insektenlarve gegen
eingedrungene Parasiten scheint sehr wahrscheinlich. Dabei wirken sie vermutlich zusammen

mit anderen Proteinen bei der Einkapselung von Fremdmaterial mit.
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1.3.2. Hexamerinrezeptoren und rezeptorvermittelte Endocytose

Der Transport von Hexamerin-Molekiilen aus der Hamolymphe durch die
Zellmembran der Fettkorperzellen wird durch spezifische Rezeptoren vermittelt (Review
siche Haunerland, 1996 und Burmester und Scheller, 2000).

Ein solches hexamerinbindendes Protein wurde erstmals von Natori fiir die
Fleischfliege Sarcophaga peregrina beschrieben (Ueno und Natori, 1982, 1984). Da die
Autoren das Protein in einem Immuofluoreszensexperiment nicht in der Plasmamembran
nachweisen konnten, bezweifelten sie allerdings, dass das beschriebene Protein dort
lokalisiert ist und als Rezeptor fiir die Endozytose dient. Burmester und Scheller (1995)
konnten bei der nahe verwandten Fliegenspezies Calliphora vicina zeigen, dass dieses Protein
tatséchlich ein Rezeptor ist, der die Endozytose von Hexamerinen vermittelt.

Bis jetzt sind drei Hexamerinrezeptoren bei Dipteren kloniert worden (Sarcophaga
peregrina, Ueno und Natori, 1982; Calliphora vicina, Burmester und Scheller, 1995;
Drosophila melanogaster, Burmester, 1999). Andere Rezeptorproteine bei Dipteren und
Lepidopteren sind biochemisch charakterisiert (Wang und Haunerland 1994, Burmester und
Scheller, 1997, Kirankumar et al., 1997, Dutta Gupta, 2000).

Bei Dipteren lduft eine konservierte Prozessierung von einem grofleren
Vorlduferlduferpeptid zum funktionellen Rezeptor ab (Burmester und Scheller, 1995,
Burmester et al., 1999, Chung et al. 1995). Dabei erfahrt das Vorlduferpeptid eine Reihe von
posttranslationalen Spaltungen, wobei ein Signalpeptid abgespalten wird und drei lédngere
Polypeptide entstehen (Burmester und Scheller, 1995, 1997, Burmester et al. 1999, Chung et.
al 1995). Die Lange der Fragmente variiert dabei zwischen verschiedenen Spezies, wogegen
der Prozessierungsmechanismus an sich konserviert zu sein scheint.

Bei C. vicina wird das Rezeptorprotein als 130 kDa grofles Vorlduferpeptid (ABP130)
synthetisiert , wobei das Signalpeptid am N-Terminus sofort entfernt wird (Burmester und
Scheller, 1997, siche Abb. 5). Die zweite Spaltung erfolgt beim Durchtritt des Peptids durch
den Golgi-Apparat. Vermutlich durch eine convertasedhnliche Serin-Protease wird das
Vorlduferpeptid an einer typischen dibasischen Spaltstelle in ein 96 kDa grof3es
hexamerinbindendes Protein (ABP96) und ein 45 kDa grofles C-terminales Fragment (P45)
gespalten. ABP96 konnte in der Plasmamembran von Fettkorperzellen nachgewiesen werden
und ist vermutlich der funktionelle Rezeptor. Gleichzeitig mit dem Beginn der
Hexamerinaufnahme durch die Fettkorperzellen erfolgt die dritte Spaltung des
Rezeptorproteins an einer dibasischen Spaltstelle, die eine typische Erkennungssequenz fiir

elastasedhnliche Serin-Proteasen besitzt.
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N P — S, =
{L Abspaltung Signalpeptid

NI I ——— —
ABP130

@ Abspaltung P45

N e —— —
ABP96 P45
{L Abspaltung P30

N P — P
ABP64 P30

Abb. 5 Sequentielle Spaltung des Hexamerinrezeptor-Vorldufer-
peptids von C. vicina (nach Burmester und Scheller, 1997)

Eine derartige Prozessierung konnte bisher nur bei Dipteren nachgewiesen werden
(Burmester und Scheller, 1995, 1997, Burmester et al., 1999, Chung et al., 1995). Bei
Lepidopteren wurden keine Fragmente, die auf ein derartiges Prozessierungsmuster schlieBen

lassen, gefunden (Kirankumar et al., 1997, Wang und Haunerland 1994).

Regulation der Hexamerin-Synthese und -Resorption durch Ecdyson
Die Daten beziiglich der Wirkung von Ecdysteroiden auf die Biosynthese von Hexamerinen
sind widerspriichlich. Einige Autoren berichten iiber einen hemmenden Effekt (Richards,
1981, Pau et al., 1979, Ray et al., 1987, Webb und Ridiford, 1988), wogegen andere eine
Stimulation postulieren (Jowett und Postlethwait, 1981, Lepesant et al., 1982, Mousseron-
Grall et al., 1997, Powell et al., 1984) und eine dritte Fraktion keinen Effekt detektieren
konnte (Caglayan und Gilbert, 1987).

Bei C. vicina wurde ein hemmender Effekt von 20E auf die Proteinbiosynthese der
Hexamerine beobachtet (Schenkel et al., 1983, Burmester et al., 1995), ein Effekt, der mit
dem Auftreten eines kleinen Anstiegs der Ecdyson-Konzentration am Ende der Fressphase
der Larve korreliert. Die Regulation scheint hierbei auf der Ebene der Translation zu erfolgen.
In unserer Arbeitsgruppe konnte kiirzlich ein hemmender Effekt von 20E auf die
Transkription einer Hexamerin-mRNA bei dem Mehlkéfer Tenebrio molitor nachgewiesen

werden (Schéfer, personliche Mitteilung, unverdffentlicht).
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Im Gegensatz zu der unklaren Situation bei der Proteinbiosynthese der Hexamerine ist
der EinfluB von Ecdyson auf die Aufnahme von Hexamerinen und die Bildung von
Speichergranula eindeutig ein aktivierender (Lepesant et al., 1978, Tojo et al., 1978, Ueno
und Natori, 1982, Ismail und Gupta, 1990, Burmester und Scheller, 1995, Burmester et al.,
1995, Ueneo et al., 1983). Besonders interessant ist dabei die Wirkung von 20E auf die
Prozessierung der Hexamerinrezeptoren. Bei C. vicina wird die Spaltung des funktionellen
Hexamerinrezeptors (ABP96) in ABP64 und P30 (siche Abb. 5, oben) von 20E initiiert
(Burmester und Scheller, 1997). Eine identische Wirkung konnte bei D. melanogaster
beobachtet werden (Burmester et al., 1999). Dieser Effekt konnte auch bei einer gehemmten
Proteinbiosynthese nachgewiesen werden und ist daher posttranslational und nicht iiber das

klassische Modell der Genaktivierung durch Ecdyson erklarbar.

Der Hexamerin/Hexamerinrezeptor-Komplex — ein neuer Ansatzpunkt fiir die

Entwicklung von Insektiziden
Die rezeptorvermittelte Aufnahme von Hexamerinen ist ein wichtiger Prozess und fiir die
erfolgreiche Metamorphose holometaboler Insekten unabdingbar. Ein Wirkstoff, der
spezifisch diesen Vorgang inhibiert, wiirde die Puppe von ihrer Aminosdurequelle
abschneiden und kdnnte ein hochspezifisches Insektizid sein. Da ein vergleichbarer Prozess
bei Vertebraten nicht existiert, ist eine toxische Wirkung auf diese Tiergruppe
unwahrscheinlich.
In der Literatur ist bisher nur ein Wirkstoff beschrieben, der die Aufnahme von
Speicherproteinen aus der Himolymphe eines Schmetterlings inhibiert — Glutaurine (gamma-
L-Glutamyltaurin, Sass et al., 1986). Uber den Wirkungsmechanismus diese Substanz ist
nichts bekannt, aber eine direkte Wirkung auf einen Hexamerinrezeptor ist eher
unwahrscheinlich, da Glutaurin hormondhnliche Effekte auf die Metamorphose von
Amphibienlarven (Feuer et al., 1979) und Neurohormon-dhnliche Effekte auf den Herzschlag
von Locusta migratoria ausiibt (Feuer und Rozsa, 1981) und deshalb von einer Wirkung auf

einer anderen Ebene ausgegangen werden kann.
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1.4. Schema der hormonellen Regulation der postembryonalen Entwicklung bei

Insekten

Gehirn

Corpus cardiacum

Corpus allatum

Inner-
vierung

Prothorakaldriise

Epidermis Imaginalscheiben Fettkorper
1M =
Zielorgane Pt

Abb. 6 Die Endokrine Kaskade in der Insekten-Metamorphose

AS = Allatostatine, AT = Allatotropine, E= Ecdysteroide, Hex = Hexamerine, JH = Juvenilhormone, PTTH =
Prothorakotropes Hormon, die schwarzen Pfeilspitzen kennzeichnen die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Teilgebiete.
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In diesem Kapitel sollen die vorne vorgestellten Interessengebiete dieser Arbeit in einem
Schema zusammengefasst werden. Die Abb. 6 gibt eine vereinfachte Ubersicht iiber die
Regulation der Metamorphose bei Lepidopteren, das gezeigte Schema ist aber prinzipiell auf
alle Insekten iibertragbar.

Spezifische neurosekretorische Zellen im Insektengehirn synthetisieren ein
Neuropeptid, PTTH, das zu den Corpora allata transportiert und dort in Abhédngigkeit
von dufleren Einfliissen in die Hdmolymphe freigesetzt wird. PTTH wirkt auf die
Prothorakal- oder Hautungsdriisen und stimuliert die Ecdysteroidbiosynthese.
Ecdysteroide (E) werden in die Himolymphe sezerniert. In der Himolymphe und in
den Zellen der Zielgewebe erfolgen chemische Modifikationen die zur Bildung des
eigentlich wirksamen Héautungshormons 20-Hydroxyecdyson fiithren, das in den

Zielgeweben aktiv ist.

Die Synthese und Freisetzung von Juvenilhormonen (JH) durch die Corpora allata
steht unter der Kontrolle von Neuropeptiden, die wie PTTH in neurosekretorischen
Zellen des Gehirns synthetisiert werden. Allatotropine (AT) stimulieren die JH-

Synthese, wohingegen Allatostatine (AS) eine inhibitorische Wirkung haben.

Der Zeitpunkt und die Menge des synthetisierten und freigesetzten JHs fiihrt zu einer
Modulation der Ecdysteroidwirkung in den Zellen der Zielorgane. Die drei gezeigten
Zielorgane - Epidermis, Imaginalscheiben und Fettkorper - stehen stellvertretend fiir
alle Gewebe, die in Laufe der Metamorphose Verdnderungen erfahren. Die Synthese,
Freisetzung und Wiederaufnahme von Hexamerinen (Hex) durch den Fettkorper ist

ein Prozess, der durch die Gewebshormone hochgradig geregelt ist (siche oben).
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1.5. Ansiatze zur Entwicklung neuartiger Insektizide

Es besteht ein groBer Bedarf an neuen Wirkstoffen fiir die Kontrolle von
Schadinsekten. Insekten treten als Schédlinge an Nutzpflanzen und Tieren auf und sind
auBerdem Ubertriiger verschiedener Krankheiten wie Malaria, Schlafkrankheit und der Pest.
Die ,klassischen* organischen Insektizide sind ein grundlegender Bestandteil der modernen
agrotechnischen Praxis und fiir die Kontrolle von Schadinsekten unverzichtbar geworden
insbesondere in Entwicklungsldndern.

Die grof3flichige Anwendung von organischen Wirkstoffen fiihrt allerdings zu einer
Reihe von Problemen, die mit den Eigenschaften der verwendeten Stoffe zusammenhingen.
Die meisten Insektizide wirken gleichermaflen auf Schad- wie auch auf Nutzinsekten, zeigen
also eine geringe Spezifizdt. Aullerdem fiihrte der Einsatz im groBlen Maf3stab iiber einen
lingeren Zeitraum hinweg zur Ausbildung von immer stirkeren Resistenzen gegeniiber
herkdmmlichen Insektiziden (z. B. Organochloriden, Organophosphaten, Carbamaten,
Pyrethroiden, Benzimidazolen), was den Einsatz immer hoherer Dosen notwendig machte.
Ein groBes Problem ist auch die Akkumulation von chlorierten Wirkstoffen und deren
Metaboliten in hoheren Tieren. Das Paradebeispiel hierfiir ist die 6kotoxikologische Wirkung
von DDT bzw. des Abbauprodukts p,p'-DDE (Bitman et al., 1970), die zur Verdiinnung der
Eierschalen und damit zu einem Zusammenbruch der Weillkopfseeadlerpopulation an der
Ostkiiste der USA fiihrte (Review, siche Bowermann et al., 1995).

Pyrethroide werden aufgrund ihrer vermeintlich geringen Toxizitdt gegeniiber
Wirbeltieren und ihrer hohen Toxizitdt gegeniiber Insekten zunehmend in der
Schidlingskontrolle eingesetzt. Ein groBes Problem ist dabei der unsachgemife Einsatz
solcher Insektizide in Entwicklungsldndern. Ein Blick auf die Fiille von Verdffentlichungen
iber Vergiftungserscheinungen beim Menschen durch Pyrethroide macht dies deutlich.

Diese Nachteile fithrten zu einem Mangel an Akzeptanz in der Bevolkerung der
entwickelten Lander und machen die Entwicklung neuer Wirkstoffe mit geringerer Toxizitét
gegeniiber Wirbeltieren und neuen, resistenzbrechenden Eigenschaften notwendig.

Das Hormonsystem der Insekten wurde schon in den 70er Jahren als
vielversprechender Angriffspunkt fiir die Kontrolle von Schadinsekten entdeckt. Der Ausloser
war die Entdeckung des “Papierfaktors” durch Slama und Williams (1966). Die Autoren
fanden, dass ein amerikanisches Zeitungspapier einen Stoff enthielt, der die Reproduktion von
Schaben verhinderte. Die Beobachtung, dass eine ganze Insektenpopulation die Féhigkeit zur
Reproduktion durch Kontakt mit einer einfachen Zeitung verlor, fand grof8e Beachtung bei

vielen Wissenschaftlern, die sich mit der Suche nach “ungiftigen” Wirkstoffen zur
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Insektenkontrolle beschiftigten. Noch im selben Jahr wurde der “Papierfaktor” als
Juvenilhormonanalogon identifiziert (Bowers et al., 1966, Cerny et al., 1967).

Von der Aussicht auf lukrative Kooperationen mit agrochemischen Konzernen
stimuliert wurde im Bereich der Insektenendokrinologie und -entwicklungsbiologie in den
folgenden Jahren intensiv nach Wirkstoffen geforscht, die die Entwicklung von Insekten
beeinflussen. Diverse Wirkstoffe wurden entdeckt und zum Teil auch kommerziell
vermarktet. Sie werden unter dem Begriff Insekten-Wachstumsregulatoren (insect growth
regulators, IGRs) zusammengefaf3t. Darunter fallen die Hormon-Analoga und -Antagonisten,
Inhibitoren der Cuticula-Synthese und Degradation und Wirkstoffe mit bis dato ungeklérter
Wirkungsweise (Londershausen, 1996).

Im Bereich der Hormon-Analoga und -Antagonisten werden neben Ecdysteroiden
(z.B. Tebufenozid) vor allem Juvenoide kommerziell eingesetzt. Synthetische Juvenoide wie
z.B. Methopren, Fenoxycarb und Pyriproyfen werden im Bereich der Tiergesundheit und
Hygiene erfolgreich gegen Flohe, Miicken, Schaben und Fliegenspezies eingesetzt
(Londershausen et al., 1996). Ein groBer Nachteil von Juvenilhormon-Analoga ist das
regelméBige Auftreten von Superlarven und die relativ langsame Wirkung. Anfanglich wurde
vermutet, dass Insekten nicht in der Lage sein wiirden, Resistenzen gegen Wirkstoffe zu
entwickeln, die ihre eigenen Hormone widerspiegeln (Williams, 1967). Doch schon 1972
konnten Resistenzen gegen Methopren in mehreren Insektenspezies unter Laborbedingungen
erzeugt werden (Dyte, 1972, Cerf und Georghiou, 1972). Der Mechanismus der Methopren-
Resistenz in der Drosophila Mutante Met, konnte aufgekldrt werden (Shemshedini und
Wilson, 1990). Hierbei spielt ein cytosolisches Juvenilhormon-bindendes Protein die
entscheidende Rolle. Dass derartige Resistenzen noch nicht ,,im Feld beobachtet wurden
liegt vermutlich daran, dass Methopren in der Landwirtschaft nur in geringem Umfang
verwendet wird.

Da die IGRs die in sie gesetzten Erwartungen nur zum Teil erfiillt haben, scheinen die
Forschungsaktivitdten auf diesem Gebiet nachzulassen, obwohl ab und zu neue Mittel auf den
Markt kommen (Londershausen, 1996). Andere Angriffspunkte und Strategien zur
Schadlingskontrolle werden gesucht und dabei wichst das Interesse an Insekten-
Peptidhormonen. Dabei sind verschiedene Ansédtze denkbar, wie die Applikation
synthetischer Peptide, die Benutzung von Bacculoviren als Ubertriiger (Menn und Borkovec,
1989, Masler et al., 1993) oder Eingriffe in Spaltung, Prozessierung und Modifikation der
Hormon-Vorlauferpeptide oder die Degradation der Peptide durch membrangebundene

Peptidasen (O’'Shea, 1991). Vor einem moglichen Einsatz derartiger Wirkstoffe, miissen
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allerdings noch schwierige Problem, wie z.B. die Stabilitdt der Peptide, Aufnahme, Transport
zum Zielgewebe, Wirkung auf Vertebraten usw. untersucht und gelost werden.

Gordon (1997) konnte in einer Arbeit zeigen, dass die Wirkung von Pyrethroiden
durch Kombination mit einem kurzen Peptid aus dem Gift eines Skorpions verstirkt werden
kann. Beide Wirkstoffe greifen an denselben Natrium-Ilonenkanilen an, allerdings an anderen
Stellen. Eine solche Kombination hat den Vorteil, dass zum einen die Dosis des Pyrethroids
gesenkt werden kann, zum anderen die Ausbildung von Resistenzen erschwert wird.

Ein dhnlicher Ansatz konnte die Kombination eines Juvenilhormonanalogons mit
einem Allatotropin sein. Durch Anregung der endogenen Juvenilhormonsynthese wiirde die

Wirkung des Juvenoids verstarkt.
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1.6. Detektion von Protein/Protein Interaktionen im Hefe-Two-Hybrid-System

Protein/Protein-Interaktionen
Mit dem Voranschreiten der diversen Genom-Projekte fiillen sich die Datenbanken mit
Sequenzen, die fiir sich allein relativ wenig niitzliche Information liefern. Die grof3e
Herausforderung in der Zukunft liegt in der Analyse der Funktion der gefundenen Gene -
Schitzungen gehen von ca. 26 000 bis 39 000 offenen Leserastern (ORF) im menschlichen
Genom aus (Venter et al., 2001) und ca. 13 000 ORFs bei D. melanogaster (Adams et al.,
2000).

Die meisten bekannten Proteine miissen direkt mit anderen Proteinen interagieren, um
ihre biologische Funktion zu erfiillen. Zur Aufkldrung von Protein/Protein-Interaktionen
werden verschiedene Techniken eingesetzt, u.a. Co-Immunoprézipitation, Gluthation-s-
Transferase (GST) pull-down Experimente, phage display und das Hefe-Two-Hybrid-System.
Das Hefe-Two-Hybrid-System wurde 1989 von Fields und Song (1989) zum erstenmal als

genetisches System zur Detektion und Analyse von Protein/Protein Interaktionen vorgestellt.

Das Two-Hybrid-Prinzip
Dieses System macht sich den modularen Aufbau von eukaryotischen Transkriptionsfaktoren
zu Nutze und hat den Vorteil, dass die Interaktionen in der lebenden Hefezelle (,,in levuro“,
Walhout et al., 2000) untersucht werden.

Ein bekanntes Protein X, fiir das Interaktoren gefunden werden sollen, wird mit der
DNA-bindenden Doméne (BD) eines Transkriptionsfaktors fusioniert, wie zum Beispiel Gal4
oder LexA. Dieses Protein wird als Kdder (engl. bait) bezeichnet. Das zweite Hybridprotein
besteht aus einem Protein Y und einer transkriptionsaktivierenden Doméne (AD) und wird als
Beute (engl. prey) bezeichnet. Eine physische Interaktion zwischen den beiden
Hybridproteinen fiihrt zur Rekonstruktion eines funktionellen Transkriptionsfaktors, der die
Expression von Reportergenen aktivieren kann.

In den letzten zehn Jahren wurde das Hefe-Two-Hybrid-System von verschiedenen
Gruppen weiterentwickelt, um damit verschiedene Fragestellungen zu bearbeiten (Reviews
sieche van Criekinge und Beyaert, 1999, Fashena et al., 2000). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
das klassische LexA-Hefe-Two-Hybrid-Sytem zur Aufklirung von Protein/Protein-
Interaktionen eingesetzt (Gyuris et al., 1993) und zur Bearbeitung einer speziellen

Fragestellung - der Entwicklung eines HTS-Screens (siehe unten) - modifiziert.
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Das Problem der falschen Positiven und falschen Negativen
Ein Nachteil des Two-Hybrid-Systems ist, dass regelmdBig falsch-posititive Interaktoren
gefunden werden, also solche, die in vivo keine biologische Bedeutung haben koénnen, da die
beteiligten Proteine in verschiedenen subzelluldren Strukturen auftreten oder ein zeitlich
verschobenes Expressionsmuster besitzen. Einige Proteine werden regelmidllig mit
verschiedenen Kodern detektiert und werden als die ,,liblichen falsch-Positiven bezeichnet
(eine Liste solcher Proteine ist unter http://www.fccc.edu/research/labs/golemis/Tablel.html
zuganglich).

Im Gegensatz dazu konnten einige bekannte Protein/Protein-Interaktionen im Two-
Hybrid-System nicht nachgewiesen werden. Diese Tatsache kann durch verschiedene
Eigenschaften der im Two-Hybrid-System eingesetzten Hybridproteine erklért werden:

e Eines der Hybridproteine gelangt nicht in den Zellkern der Hefe.

e Eines der Hybridproteine funktioniert nicht im Kontext mit einer DB oder AD.

e Die Interaktion zwischen zwei Proteinen kann von einer post-translationalen Modifikation
abhingen, die in der Hefe nicht erfolgt.

e Die Interaktion zwischen zwei Partnern ist nur moglich, wenn einer der beiden trunkiert
ist.

Walhout et al. (2000) schitzen den Prozentsatz der falsch-Negativen bei einem von ihnen

durchgefiihrten Two-Hybrid-Interaktions-Massenscreening von C. elegans-Proteinen auf ca.

45%.

Trotz dieser Nachteile wurde das Hefe-Two-Hybrid-System in den letzten Jahren als
eines der wichtigsten Werkzeuge zur Untersuchung von Protein/Protein-Interaktionen
etabliert und weiterentwickelt (Review zur Evolution von Two-Hybrid-Screening Methoden,

Fashena et al., 2000, Crilkinge und Bayaert, 1999).

Kartierung von Protein-Interaktionsdomdinen
Holt et al. (1994) beschrieben als erste die Moglichkeit mit dem Hefe-Two-Hybrid-System
Interaktionsdoménen von Proteinen zu kartieren. Ausgehend von einer in diesem System
nachgewiesenen Protein/Protein-Interaktion werden dabei Deletionsfragmente des einen
Partners konstruiert und anschlieBend auf ihre Féhigkeit zur Interaktion mit dem Partner
getestet. Diese Methode wurde in der vorgelegten Arbeit fiir die Kartierung der
interagierenden Doménen des Arylphorins und des Arylphorinrezeptors von C. vicina

verwendet.
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1.7. Hochdurchsatz Sortiersuche (HTS) - Konzept, Chancen, Risiken

Aufgrund des starken globalen Wettbewerbs sind sowohl Pharmaunternehmen, als
auch Forschungslaboratorien gezwungen, kosten- und zeitsparende Strategien bei der
Wirkstoffentwicklung im pharmazeutischen und agrochemischen Bereich zu entwickeln. Die
Unternehmensberater von McKinsey&Co schitzen, dass ca. 45% der totalen Kosten bei der
Wirkstoffentdeckung und -entwicklung auf die Suche nach Wirkstoffen entfallen. Die Berater
prophezeien, dass mit neuen Technologien zwischen 70 und 90% der Entwicklungszeiten und
-kosten eingespart werden konnen (Raziv, 1998).

Dies war der Ausloser fiir die Einfilhrung der Automation in den Wirkstoft-
Entwicklungsprozess (Berg et al., 2000). Die Miniaturisierung von komplizierten
Suchverfahren auf das Format von Mikrotiterplatten kombiniert mit dem Einsatz von
Robotern wird dabei als aussichtsreiches Werkzeug gesehen, um kostenglinstige

Wirkstoffsuchen durchzufiihren (Wedlin, 1999, Kolb und Neumann, 1997).

Was ist HTS?
Als ,high throughput screening (HTS, ~Hochdurchsatz-Sortiersuche) werden Verfahren
zusammengefalit, bei denen zwischen 10 000 und 100 000 Substanzen pro Tag in einem
automatisierten Experiment auf ihre biologische Wirksamkeit getestet werden konnen. Bei
einer Kapazitit von > 10 000 Substanzen/Tag spricht man von ultra HTS (Hill, 1998). Ziel
des HTS ist die Identifizierung von biologisch aktiven ,Leitstrukturen® (leads), deren

Wirksamkeit anschlieBend durch chemische Modifikationen gesteigert werden soll.

Wie werden die Wirkstoffkandidaten erzeugt?
Mit der Miniaturisierung und Automatisierung von biologischen Untersuchungen Anfang der
80er Jahre, konnten Wirkstoffkandidaten sehr viel schneller ausgewertet werden, als sie mit
traditionellen Methoden der experimentellen Chemie produziert werden konnten (Ridley et
al., 1998). Diese Entwicklung trug unter anderem zur Weiterentwicklung im Bereich der
kombinatorischen Chemie bei, womit es moglich wurde, simultan Hunderttausende von
Wirkstoftkandidaten zu erzeugen (Wentworth und Janda, 1998, Matthews, 1997), was die
oben geschilderten Verhéltnisse wieder umkehrte. Dazu kommen wachsende

Substanzbibliotheken mit Naturproduktextrakten.
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Miniaturisierung
Die oben erwdhnte Miniaturisierung der experimentellen Ansdtze wurde durch die
Entwicklung der Mikrotiterplatten und der entsprechenden Gerdte zum Bearbeiten und
Messen ermoglicht. Fiir die Wirkstoffsynthese und -lagerung kommen in der Regel
Polypropylen-Platten zum Einsatz, wihrend diverse Varianten von Polystyrol-Platten fiir die
Screening-Experimente eingesetzt werden (Nakayama, 1998). Wihrend noch 1998 die 96er
Platte (8 x12 Néipfe) das vorherrschende Plattenformat war, hat sich im Laufe der letzten
Jahre, parallel zur Entwicklung passender Instrumente, die 384er Platte (12 x 32 Nipfe, 200
ul Volumen pro Napf) als Standard durchgesetzt (Gutsman, miindliche Mitteilung). Fiir das
Jahr 2010 wird die 1536er Platte als Standardformat fiir HTS Experimente vorhergesagt
(Pope und Hertzberg, 1999). Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte HTS Experiment

wurde fiir 384er Platten entworfen.

HTS-Assay Entwicklung
Die Entwicklung eines HTS-Experiments besteht aus dem Entwurf des grundlegenden
experimentellen Aufbaus und einer anschlieBenden Optimierung der Bedingungen, um den
problemlosen Ubergang von der Entwicklungsphase zu einem groBen Routine-Screening zu
gewdhrleisten. Dabei miissen iiblicherweise bestimmte Kriterien erfiillt werden (Robustheit,
Zuverldssigkeit, Reproduzierbarkeit), bevor ein HTS-Experiment gestartet wird (Ridley et al.,
1998).

Risiken?
In den letzten zehn Jahren haben alle groBen Pharma- und Agrochemieunternehmen mit
erheblichem finanziellen Aufwand HTS-Abteilungen eingerichtet und betrieben. Ob diese
Anstrengungen tatsichlich zur Entdeckung von vielen neuartigen Leitsubstanzen und zur
Entwicklung von neuen Wirkstoffen gefiihrt hat, kann zur Zeit noch nicht beurteilt werden, da
die Entwicklungszeit von Pestiziden bzw. Medikamenten in der Regel liber 20 Jahre dauert
und vorher mit keinen Verdffentlichungen zu rechnen ist. Die Zukunft wird zeigen, ob sich

die Investitionen gelohnt haben.
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1.8.

Aufgabenstellung und Voraussetzungen dieser Arbeit

Ziel der vorgelegten Arbeit war Grundlagen fiir die Identifizierung von Substanzen zu

schaffen, die zur Kontrolle von Schadinsekten verwendet werden konnen und einen

neuartigen Wirkungsmechanismus besitzen.

Im ersten Projekt sollte ein allatotroper Faktor im Gehirn der Wachsmotte Galleria
mellonella identifiziert und charakterisiert werden.

Ziel des zweiten Teils dieser Arbeit war die mdglichst genaue Charakterisierung der
interagierenden Doménen des Hexamerinrezeptors der Schmeilifliege Calliphora
vicina und seines natiirlichen Liganden Arylphorin.

Aufbauend auf den Ergebnissen sollte ein Protokoll fiir eine "Hochdurchsatz
Sortiersuche" (HTS - high throughput screening) entwickelt werden, um Substanzen
zu identifizieren, die die Rezeptor/Liganden-Bindung inhibieren. Das Protokoll sollte
fiir 384er Mikrotiterplatten entwickelt werden und den Test von mehreren tausend
Wirkstoffen am Tag ermoglichen.

Weitere Experimente ergaben sich durch Befunde, die im Verlauf der Arbeit selbst

auftraten.

Entscheidende Vorarbeiten, welche die Voraussetzungen fiir die bearbeiteten Themengebiete

geschaffen haben, wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Scheller im Lehrstuhl fiir Zell- und

Entwicklungsbiologie in Wiirzburg durchgefiihrt.

Die Herstellung von monoklonalen Antiseren gegen ein Allatotropin von Galleria
mellonella (Bogus und Scheller, 1996) ermoglichte die Suche nach diesem
Neuropeptid.

Die Klonierung der cDNAs des Arylphorins und des Hexamerinrezeptors von
Calliphora vicina (Naumann und Scheller, 1991, Burmester und Scheller, 1995) in
derselben Arbeitsgruppe waren Voraussetzung fiir die durchgefiihrten Two-Hybrid-
Experimente und die Entwicklung des HTS-Protokolls.

Das Hefe-Two-Hybrid-System wurde im Rahmen meiner Diplomarbeit in dieser

Arbeitsgruppe etabliert.
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2. MATERIAL

2.1. Versuchstiere

e Calliphora vicina
(blaue Fleischfliege, NCBI Taxonomy ID: 7373) Der verwendete Stamm wird seit
mehreren Dekaden im Labor gehalten. Die Fliegenlarven wurden auf Rindfleisch bei 25°C
und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 65% gehalten (Burmester et al., 1995).

e Galleria mellonella
(groBBe Wachsmotte, NCBI Taxonomy ID: 7137) Der verwendete Stamm wird seit iiber 30
Jahren im Labor gehalten. Die Larven werden auf einem Spezialfutter bei 32°C gehalten
(Sehnal et al, 1966).

2.2. Bakterien und Hefestimme

E. coli Wirtsstimme:

XL1-Blue (Stratagene, Heidelberg)

Genotyp: D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl
lac [F¢proAB laclqgZDM15 Tnl0 (Tetr)],

Verwendung: Transformation von Ligationsansitzen, Screening von Phagenbibliotheken.

XL10-Gold Kan" (Stratagene, Heidelberg)

Genotyp: TetrA (mcrd)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac Hte [F’ proAB laclgZDM15 Tnl0 (Tetr) Tn5 (Kanr) Amy]a,

Verwendung: Transformation grofler DNA-Vektoren, Transformation cDNA-Bibliotheken.

BM25.8 (Clontech, Heidelberg)

Genotyp: supE44, thi A(lac-proAB) [F’ traD36, pro AB, lacl’Z AM15]Aimm434 (kan®)P1
(camR) hsdR (rri-myp2-),

Verwendung: cre-lox-vermittelte in vivo Exzission von pTriplEx2 aus ATriplEx2.

KCS8 (Clontech, Heidelberg)
Genotyp: hsdR, leuB600, trpC9830, pyrF::Tn5, hisB463, lacAX74, strd, galU, K (kan®),
Verwendung: ,,Rescueing,, von AD-Plasmiden (,,preys*) aus Hefezellen.

S. cerevisiae:

EGY48

Genotyp: MATa, ura3-52, his3-200, lys2-801, ade2-101, ade5, trp1-901, leu2-3, 112, tyrl-
501, gal4-A 512, gal80-A538, ade5: :hisG,

Verwendung: Hefestamm fiir Two-Hybrid-Experimente.
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2.3. Plasmide

2.3.1. Plasmide fiir E.coli-Klonierungen

Selektion: Quelle:
pCRSecript Ampizillin Stratagene, Heidelberg
pBluescript-SK+ Ampizillin Stratagene, Heidelberg
pTriplEx2 Ampizillin Clontech, Heidelberg
pEGFP-N2 Ampizillin Clontech, Heidelberg
pRFP Ampizillin Clontech, Heidelberg
2.3.2. Two-Hybrid shuttle -Plasmide
Selektion | Selektion Verwendung: Quelle:

in E.coli: | in Hefe:

pEG202 Ampizillin Histidin »Koder-Fusionsproteine” | Origene, Rockville

[pLexA] (baits)
pJG4-5 Ampizillin | Tryptophan Vektor zur Herstellung | Origene, Rockville
[pB42AD] von B42-cDNA
Bibliotheken

pSH18-34 Ampizillin Urazil LacZ — Reporter Plasmid | Origene, Rockville

[p8op-lacZ]

pJK101 Ampizillin Histidin Kontrolle Origene, Rockville
pSH17-4 Ampizillin Histidin Kontrolle Origene, Rockville
pRHFM1 Ampizillin Histidin Kontrolle Origene, Rockville
pBAIT Ampizillin Histidin Kontrolle Origene, Rockville
pTARGET Ampizillin | Tryptophan Kontrolle Origene, Rockville

Die verwendeten Plasmide sind Teil des DupLEX-ATM Hefe-Two-Hybrid-Systems der
Firma Origene, Rockville, in eckigen Klammern stehen die Synonyme der Firma Clontech,

Heidelberg
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2.3.3. Sonstige Plasmide

- Arylphorin ¢cDNA in pBluescript SK+
Das Plasmid enthélt die vollstindige cDNA des Arylphorins von Calliphora vicina

(Genbank: M76480) und wurde von U. Naumann in dieser Arbeitsgruppe hergestellt.

- Arylphorin Rezeptor ¢cDNA in pBluescript SK+

Das Plasmid enthélt die vollstindige cDNA des Hexamerinrezeptorklons B11 von

Calliphora vicina (Genbank: X79100) und wurde von T. Burmester in dieser

Arbeitsgruppe hergestellt.

2.4. Enzyme

Restriktionsenzyme:
Bam HI 5-GUGATCC-3
Bgl II 5-AUGATCT-3°
Dra I 5-TTTUAAA -3°
EcoR I 5-GUAATTC-3
EcoR V 5-GATUATC-3'
Pst I 5- CTGCAUG -3
Hind 111 5-AVAGCTT-3
Nsi I 5- ATGCAUT-3'
Sal I 5-GUTCGAC -3°
Sfil 5'-GGCCNNNNUNGGCC-3'
Xba I 5-TUCTAGA-3®
Xho I 5-CUTCGAG-3

MBI FERMENTAS, St.
MBI FERMENTAS, St.
MBI FERMENTAS, St.
MBI FERMENTAS, St.
MBI FERMENTAS, St.
MBI FERMENTAS, St.
MBI FERMENTAS, St.
MBI FERMENTAS, St.
MBI FERMENTAS, St.
New England Biolabs, Frankfurt am Main
MBI FERMENTAS, St.
MBI FERMENTAS, St.

Leon-Rot
Leon-Rot
Leon-Rot
Leon-Rot
Leon-Rot
Leon-Rot
Leon-Rot
Leon-Rot

Leon-Rot

Leon-Rot

Leon-Rot

Im Restriktionsverdau wurden die von der jeweiligen Firma mitgelieferten Puffer in den

empfohlenen Konzentrationen eingesetzt.
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Enzyme fiir die Molekularbiologie:

Alkalische Phosphatase aus Shrimps (SAP) Roche, Mannheim

Pfu DNA Polymerase (cloned) Stratagene, Heidelberg

Pfu turbo DNA Polymerase Stratagene, Heidelberg

Proteinase K Sigma, Steinheim

Reverse Transkriptase (Superscript) Clontech, Heidelberg

RNaseA Sigma, Steinheim

T3-RNA-Polymerase Roche, Mannheim Diagnostics, Mannheim
T4-DNA-Ligase MBI FERMENTAS, St. Leon-Rot
T4-Polynukleotid Kinase MBI FERMENTAS, St. Leon-Rot
T7-RNA-Polymerase MBI FERMENTAS, St.Leon-Rot
T7-RNA-Polymerase Roche, Mannheim Diagnostics, Mannheim

Taq DNA Polymerase Qiagen, Hilden
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2.5. Molekulargewichtsmarker fiir DNA, RNA und Proteine

A HindIII A EcoRI/HindIII 1 kb Leiter RNA Ladder, high range
Fermentas Fermentas Pharmacia Fermentas
bp__ng/lug bp bp
L2208 11188 1)
9182 .
. 21226 126 6000
23130 477 . - 5080 -
e 198 s -am 3000
by X — 4268 3084 -
43 3530 2000
— 1500
2322 48 - 2036 | 1000
2027 42 2027
1904 -1 __ 500
1584
137 - 1018 200
2 @ 947
51 % 831
a: 564 n ; . - 506,517
=] - 564
- — _gg
e 1% agarose
201*
154*
134
5
Abb. 7 DNA-Gro3enmarker

Protein Marker (SDS-PAGE Standards, Biorad, Miinchen):

Protein High-Marker
Myosin 205,000
[-Galactosidase 118,000
Phosphorylase B

BSA 85,000
Ovalbumin 47,000

Carbonic anhydrase
Soybean trypsin inhibitor
Lysozyme

Aprotinin

Low-Marker

107,000
76,000
52,000
36,800
27,200
19,000

Broad-Marker

208,000
115,000

79,500
49,500
34,800
28,300
20,400
7,200
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2.6. Antikorper und Antiseren
Antikorper: Verdiinnung: Quelle:

a-ABP96-1gG, polyklonal, 1:10000 Dr. Thorsten Burmester,

Kaninchen (Burmester und Scheller, 1997)

a-Arylphorin-IgG, 1: 5000 Dr. Ulrike Naumann,

polyklonal, (Naumann und Scheller, 1991)

Kaninchen

HA-Sonde, IgG, polyklonal, 1:1000 Santa Cruz Biotechnology, Inc,

Kaninchen Heidelberg

anti-Kaninchen-IgG, Ziege, 1:10000 Promega, Mannheim

konjugiert mit alkalischer

Phosphatase

anti-LexA 1:10000 Santa Cruz Biotechnology, Inc,
Heidelberg

anti-Dig-AP 1 : 5000 (Northern blot) Roche, Mannheim

1 : 500 (in situ-Hyb.)

anti-Corazonin (rabbit) 1:2000 Dr. Jan Veenstra,
(Veenstra et al., 1998)
anti rabbit-Cy2 1:50 Rockland/Gilbertsville
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2.7. Kits (Reagenziensiitze)

Name: Verwendung: Quelle:
BigDye-Terminator-Cycle Sequenzierungen Perkin Elmer,
Sequencing Ready Reaction Kit Rodgau-

Jigesheim
DIG-RNA-Labeling Kit Herstellung Digoxygenin markierter Roche,
(SP6/T7) RNA Sonden Mannheim
Gigapack® III Gold packaging Verpackungsreaktion fiir Stratagene,
extract cDNA Bibliotheken Heidelberg
QIAfilter Plasmid Maxi Kit Plasmid DNA Maxiprép Qiagen, Hilden
QIAprep Spin Miniprep Kit Plasmid DNA Miniprip Qiagen, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit

Reinigung von DNA Fragmenten

Qiagen, Hilden

SMART™ ¢DNA Library

Construction Kit

Konstruktion von

c¢DNA Bibliotheken

Clontech,
Heidelberg

2.8. Nukleinsiduren und Nukleotide

dNTP-Mix 10 mM
Lachsspermien DNA
Oligonukleotide (Primer)

Sigma, Steinheim

Interactiva, Ulm

MBI FERMENTAS-Fermentas, St. Leon-Rot



38

MATERIAL

2.9. Chemikalien

Agar Agar
Agarose (Peq Gold Universal Agarose)

Albumin aus Rinderserum (BSA Fraktion V)

Ammoniumacetat
Ammoniumchlorid
Ammoniumsulfat

Ampizillin Natriumsalz

BCIP

Bromphenolblau

Calciumchlorid

Chloroform

CHAPS

Coomassie Brilliantblau G250
DEPC

DMF (Dimethylformamid)

DTT (Dithiotreitol)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsiure)
Essigsédure

Ethidiumbromid

Formaldehyd (37% p.a.)
Formamid

D(+)-Galaktose

Gelatine

D(+)-Glukose

Glycerin p.a.

Harnstoff

Hefeextrakt (Bacto Yeast Extrakt)
Hefe-Stickstoftbasis ohne Aminoséuren

(Yeast nitrogen base w/o Amino Acids)

Carl Roth, Karlsruhe
Peqlab, Erlangen
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Hartenstein, Wiirzburg
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Difco, Augsburg
Difco, Augsburg

Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminoséduren, ohne Difco, Augsburg
Ammoniumsalze (Yeast nitrogen base w/o Amino

Acids w/o Ammonium Salts)
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Hepes

IPTG

Isopropylalkohol
Isopropanol
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumsulfat
Kaliumchlorid
Maleinsdure
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol
Methanol
N,N"-Methylen-Bisacrylamid
Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natronlauge Pldtzchen
tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumcitrat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumthiosulfat

NBT

N-Lauroylsarkosin

PFA (Para-Formaldeyhd)
Phenol
ortho-Phosphorsdure
PMSF

Polyethylenglycol 3350

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim

Carl Roth, Karlsruhe
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D(+)-Raffinose

D(+) Saccharose

Salzsdure

Sorbitol
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tri-Natriumcitrat
Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan (TRIS)
Triton X-100

Trypton (Bacto-Trypton)
Xylencyanol FF

X-Gal

Roti Load®

Saccharose

SDS

Tris-Cl

Triton X-100

Tween-20

Xylencyanol

Difco, Augsburg

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Difco, Augsburg

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim
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2.10. Medien zur Aufzucht von Bakterien, A Phagen und Hefestimmen

2.10.1. Medien und Losungen fiir die Bakterienkultur

Ampizillin - Stammlosung (50 mg/ml)
500 mg Ampizillin Na-Salz wurden in 10 ml H,O gelost, sterilfiltriert und bei —20°C gelagert
(Endkonzentration im Medium: 50 - 100 pg / ml)

Glukose - Stammlosung (1M)
18,2 g Glukose wurden mit H,O auf 100 ml aufgefiillt und geldst. Die Losung wurde
sterilfiltriert und bei RT gelagert.

Kanamyzin - Stammlosung (10 mg/ml)

100 mg Kanamyzin wurden in 10 ml H,O geldst, sterilfiltriert und bei -20°C gelagert.
(Endkonzentration im Medium: 30 pg / ml)

LB - Agarplatten
zu 1 | LB-Medium wurden 15 g Agar Agar zugegeben. Die Losung wurde autoklaviert, auf

ca. 70°C abgekiihlt und in Petrischalen gegossen.

LB - Medium (Luria-Bertami Medium)
10 g Bakto-Trypton, 5 g Bakto-Hefe-Extrakt und 5 g NaCl wurden in 1 1 H,0, geldst, auf pH
7,0- 7,5 eingestellt (mit NaOH) und autoklaviert.

M9 - Minimal Platten (Amp.)

Zur Herstellung von M9-Platten wurde zuerst eine 5x M9-Salzlosung hergestellt:

30 g Na,HPO,, 15 g KH,PO4, 5 g NH4Cl, 2,5 g NaCl, 15 mg CaCl, wurden in 1 1 H,0 gelost
und autoklaviert.Fiir M9-Selektionsplatten wurden 200 ml 5x M9-Salzlésung, 10 g Agar mit
H,0 bidest auf 968 ml aufgefiillt und autoklaviert. Anschliessend wurden 20 ml einer
20%igen Glukoselosung, 1 ml Ampizillin-Stammlésung, 1 ml Thiamine-HCI Stammldsung,
10 ml 100x Urazil Losung, 10 ml Histidin Lésung und 10 ml Leucin Losung zugegeben. Die

Losung wurde in Petrischalen gegossen.
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SOB - Medium

20 g Bakto-Trypton, 5 g Bakto-Hefe-Extrakt und 0,5 g NaCl wurden in 950 ml deionisiertem
Wasser gelost. Es wurden 10 ml einer 250 mM KCl-Stammldsung zugegeben (1,86 g KCl in
100 ml deionisiertem Wasser) und der pH-Wert mit 5 N NaOH auf 7,0 eingestellt. Das

Volumen wurde auf 1 | aufgefiillt. Die Losung wurde durch autoklavieren sterilisiert.

SOC - Medium

SOC-Medium ist identisch mit SOB-Medium, enthdlt aber 20 mM Glukose. Nach dem
Autoklavieren wurde das SOB-Medium auf ca. 60°C abgekiihlt. Anschliessend wurden 10 ml
einer 1 M Glukoselosung zugegeben. Die SOC-Losung wurde durch einen 0,22 pum Filter
sterilfiltriert und in 15 ml Kulturréhrchen bei —20°C gelagert.

Tetrazyklin - Stammlosung (5 mg/ml)
50 mg Tetrazyclin wurden in 10 ml Ethanol gelost und bei -20°C gelagert (Endkonzentration
im Medium: 50 mg /ml)

Thiamin - HCI Stammlésung (1 M)
33,7 g Thiamin wurden in 100 ml H,O geldst, sterilfiltriert und bei -20°C gelagert.

X-Gal - Platten

Fiir X-Gal Platten (¢ 9 cm) wurden 40 ml einer X-Gal Stammldsung (20 mg/ml in DMF) und
4 ml einer IPTG-Stammldsung (200 mg/ml in H,O) mit einem Drigalski-Spatel auf der
Oberfldche der Platten verteilt. Die Platten wurden ca. 4 h bei 37°C getrocknet.
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2.10.2. Medien und Léosungen zur Zucht von A Phagen

MgSO4-Losung (1 M)
Fiir eine 1 M Stammldsung wurden 24,65 g MgSO4e7H,O n 100 ml H,O geldst und

sterilfiltriert.

Maltose-Stammlosung (20%)
20 g Maltose wurden in 80 ml H,O geldst und sterilfiltriert.

LB/MgSO, - Agar-Platten
Zu 1 1 LB Medium wurden 15 g Agar zugegeben. Die Losung wurde autoklaviert,
anschlieend wurden 10 ml einer I M MgSO,4 Losung zugefiigt und die Losung in sterile

Petrischalen gegossen.

LB/MgSO,4- Medium
Zu 1 1 LB Medium wurden 10 ml einer 1 M MgSO, Ldsung nach dem Autoklavieren

zugegeben.

LB/MgS0Os/Maltose - Medium
Zu 1 1 LB Medium wurden nach dem Autoklavieren 10 ml einer IM MgSO, Losung und 10

ml einer 20% Maltose Stammldsung zugegeben.

LB/MgSO, - Topagarose

Zu 100 ml LB/MgSO4 Medium (sieche oben) wurden 0,7 g Agarose zugegeben. Die Losung

wurde aufgekocht und sofort verwendet. Topagarose wurde immer frisch angesetzt.

SM-Puffer (A Verdiinnungspuffer)
0,1 M NaCl, 10 mM MgSOs, 35 mM Tris-Cl, pH 7,5, 0,01% Gelatine.
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2.10.3. Hefemedien und Losungen

"Dropout'- Pulver

Metabolit Menge im "dropout" Endkonzentration im
Pulver (g) Medium (pg /ml)
Adenin 2,5 40
L-Arginin 1,2 20
L-Asparagin 6,0 100
L-Glutaminsiure 6,0 100
L-Isoleuzin 1,8 20
L- Lysin-HCI 1,8 30
L-Methionin 1,2 20
L-Phenylalanin 3,0 50
L-Serin 22,5 375
L-Threonin 12,0 200
L-Thyrosin 1,8 30
L-Valin 9,0 150

CM - Hefe Selektionsmedium (complete minimal medium)

Fiir 1 1 Flissigmedium wurden 1,3 g Dropout Pulver, 1,7 g Hefe Stickstoff Basis (ohne
Aminosduren/Ammoniumsulfat), 5 g Ammoniumsulfat, 20 g Glukose (bzw. 20 g Galaktose
und 10 g Raffinose) und je 10 ml der gewiinschten Selektionsmetabolitlosung (100x) mit H,O
auf 100 ml aufgefiillt und geldst. Die Losung wurde durch einen Sterilfilter in 900 ml hei3es
H,0 hineinfiltriert.

Fiir Platten wurden 20 g Agar und ein Natronlaugeplédtzchen in 900 ml H,0 aufgekocht und
die Nahrstofflosung durch einen Sterilfilter hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die Losung in
Petrischalen gegossen.

Bei der Benennung der Medien wird zuerst die Kohlenstoffquelle angegeben, gefolgt von der
Art des Mediums und den Abkiirzungen der Selektionsmetabolite, die diesem Medium fehlen.
Ein Medium, das z.B. Galaktose und Raffinose als Kohlenstoffquelle enthilt und dem die
Selektionsmetabolite Urazil, Histidin und Tryptophan fehlen (Leucin ist enthalten) wird
folgendermalien bezeichnet:

Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp
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CM- X-Gal Platten
Vor dem GieBBen der Platten wurde zu einem Liter CM- Hefe Selektionsmedium 7 g
Na,HPOy, 3 g NaH,PO4 und 4 ml einer X-Gal Stammlosung (20 mg/ml in DMF) zugegeben.

Anschliessend wurden die Platten gegossen.

Selektions Metabolitlosungen

Metabolit Menge in 100x Stammldsung Endkonzentration im
(g /50 ml) Medium (pg /ml)
L-Histidin 0,1 20
L-Leucin 0,3 60
L-Tryptophan 0,2 40
Urazil 0,1 20

YPD - Fliissigmedium
Fiir 1 1 Medium wurden 20 g Bakto-Trypton und 10 g Bakto-Hefe-Extrakt in 900 ml H,O,
gelost und autoklaviert. Anschliefend wurden 100 ml einer 20%igen Glucoseldsung

zugegeben.

YPD - Platten
Zu 11 heiBem YPD-Medium wurden 20 g Agar und ein Natronlaugepldtzchen zugegeben und

die Losung in Petrischalen gegossen.
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Autoklav

Binokular

Brutschrank fiir Bakterien
Brutschrank fiir Hefe
Elektrophorese und Blotting
System (Proteingele)
Elektroporator

Feinwaage

Feinwaage
Fluoreszenz-Messgerit
Gefriertrockner
Gelelektrophoresesystem
Geltrockner

Heizblock
Hybridisierungsofen
Inkubationsrundschiittler
Kippschiittler
Magnetriithrer
Magnetriihrer
Mikroskope

Mikrowellengerét
Netzgerat

Netzgerit

pH-Meter
Semidry-Blotter
Sequenziergerat
Spektralphotometer
Thermocycler
UV-Crosslinker
UV-Transilluminator mit
Videokamerasystem

Vakuumzentrifuge
Vortexer

Wasserbad, mini
Wasserbad, maxi

Zentrifuge, Tisch
Zentrifuge, Tisch (kiihlbar)
Zentrifuge

3 mm Filterpapier
Nylon-Rundfilter
Nitrocellulose Blotting Membrane

2.11. Gerite und sonstige Materialien

BE 400

Mini-Protean II Electophoresis
Cell and Blotting Apparature
Easy...

PC 4400

AC 100

Fluoroscan Ascent

Freeze Dryer Modulyo

Mupid2

Drystar L

2099-DA

Mini 10

CERTOMAT®

REAX 2

IKA-COMBI FERMENTASMAG
M21

Confocale-Laser-Scanning-
Microscope (CLSM), Typ TCS SP

500 V/0,2 mA
500/500
pH 523

ABI PRISM®310

Bio Photometer

Progene

UV-Stratalinker 1800
UV-Transilluminator Typ IL-350-
M, VL Vilber Lourmat, 320 nm
CF-8 Videokamera

SSM-121 CE-Monitor

UP-860 CE Video Graphic Printer

Genie

WTHS5
11/18

Mikroliter

RMC 14

RC-5B; Rotoren: SS34, HB4,
HB6

Leitz
Kirsch
Memmert
Biorad

Peqlab

Mettler

Mettler
Labsystems
Edwards
COSMO BIO CO:, LTD
Holzel
Gebr.Liebsch
Hybaid

H, B.Braun
Heidolph

RCO

GWL

Leica, Miinchen

previleg

Desaga

L.Fischer

WTW

CTI

Perkin Elmer, Rodgau-Jiigesheim
Eppendorf

Techne

Stratagene, Heidelberg
Bachhofer Laboratoriumsgeréte,
Reutlingen

Firma Kappa

Firma Sony, Japan

Firma Sony, Japan

Hartenstein, Wiirzburg,
Laborbedarf

Assistent

Braun

Hettrich
Sorval
Sorval

Whatman
Quiagen
COSTAR
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3. METHODEN

3.1. Mikro- und molekularbiologische Methoden

3.1.1. Kultur von E.coli

Plattenkultur
Um einzelne Bakterienklone aus einer Suspension zu gewinnen, z.B. nach Elektroporation
(3.1.3.) oder in vivo Exzission (3.1.19), wurde eine kleine Menge (100-200 ml) auf eine Platte
aufgetropft und mit einem sterilen Drigalski Spatel sorgfiltig auf der Platte verteilt. Der
Drigalski Spatel wurde anschlieend in eine Ethanollsung getaucht und kurz abgeflammt.

Die Petrischalen wurden mit der Agarseite oben bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

Fliissigkultur
Bakterien werden mit einer sterilen Impfose von einer Platte oder von der Oberfldche einer
gefrorenen Glyzerinkultur gekratzt. Die Ose wurde dann in ein Gefi mit dem entspechenden
Kulturmedium getaucht. Die Bakterien wurden iiber Nacht bei 37°C auf einem Schiittler

(200-250 rpm) inkubiert.

Bestimmung der Bakteriendichte einer Fliissigkultur durch Messen der optischen
Dichte (OD)
Um die Bakteriendichte in einer Fliissigkeit zu bestimmen, mifit man die Extinktion bei einer
Wellenldnge von 600 nm. Hierbei gilt, dass eine OD von 1, bei einer Schichtdicke von 1cm,
8x10° Zellen/ml entspricht. Als Nullwert wurde das verwendete Wachstumsmedium

verwendet.

Glycerinkultur
Um Bakterienstdimme iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg zu lagern wurde 1 ml einer
Flissigkultur mit 500 ul sterilem 86%igem Glycerin gemischt und bei —70°C eingefroren.

Solche Glycerinkulturen sind mehrere Jahre lang haltbar.
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3.1.2. Herstellung von elektrokompetenten E.coli-Zellen

Zur Herstellung von elektrokompetenten Zellen wurde von einer Platte eine 10-ml-
Ubernachtkultur angeimpft. Am nichsten Morgen wurden 4 ml dieser Kultur mit 200 ml
vorgewdarmtem LB-Medium verdiinnt und bei 37°C fiir ca. 3 h geschiittelt. Wenn die Kultur
eine ODggo von 0,6 erreicht hatte wurde sie in Eis abgekiihlt und in vier vorgekiihlte 50 ml
Kulturréhrchen tiberfiihrt. Die Bakterien wurden bei 3000 rpm fiir 5 min abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet in je 25 ml eisgekiihltem sterilem Wasser durch heftiges
Schiitteln resuspendiert. Der Inhalt von zwei Rohrchen wurde vereinigt und wie oben
abzentrifugiert. Die beiden Pellets wurden erneut mit 25 ml eiskaltem Wasser resuspendiert,
vereinigt und erneut abzentrifugiert. Der Uberstand wurde sorgfiltig entfernt und das Pellet in
400 pl Wasser aufgenommen. Das endgiiltige Volumen wurde durch Aufziehen in einer
Pipette bestimmt und anschlieBend 10% Glycerin zugegeben. Die Zellen wurden in

vorgekiihlten Eppendorf ReaktionsgefdBlen zu je 40 pl aliquotiert und bei -70°C gelagert.

3.1.3. Elektroporation von E.coli

Es wurde ein ,EasyjeT-Prima“-Elektroporator (Peqlab) verwendet. Fiir FE.coli
Elektroporationen wurden 2-mm-Kiivetten verwendet und ein 5-ms-Puls mit 2500 V.

Die Aliquots elektrokompetenter Zellen wurden auf Eis aufgetaut. 1 - 3 ul der zu
transformierenden Plasmidlésung wurden zu den Zellen pipettiert, durch Umriihren gemischt
und fiir ca. 1 min auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde in eine vorgekiihlte 2 mm
Kiivette iiberfithrt. Die Kiivette wurde sofort in den Elektroporator gesteckt und der
elektrische Puls ausgelost. Innerhalb der nédchsten 30 s wurde 1 ml SOC-Medium
(Raumtemperatur) zugegeben. Die Zellen wurden in einem 15 ml Rohrchen fiir 1 h bei 37°C
geschiittelt und anschlieBend auf Platten mit dem entsprechenden Selektionsmedium

ausplattiert.
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3.1.4. Isolierung von Plasmid DNA aus E.coli
3.14.1. Plasmid Mini-Priparation (GTE-Methode)
Die GTE-Methode wurde fiir die Isolierung von kleineren Mengen Plasmid DNA verwendet.

Pro Ansatz wurden ca. 1 pg Plasmid DNA gewonnen, die durch RNA verunreinigt war.

GTE-Puffer: 50 mM Glukose, 25 mM Tris-HC1 (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH
8.0)
Lysispufter: 0,2 N NaOH, 1% SDS

Kaliumacetat-Puffer: 60 ml 5 M Kaliumacetat, 11,5 ml Eisessig, 28,5 ml H,0

1,5 ml einer Ubernachtkultur wurden in einem Eppendorf-ReaktionsgefdB abzentrifugiert (5
min, 3000 rpm, RT). Der Uberstand wurde dekantiert und das Bakterienpellet in 100 ul GTE-
Puffer durch vortexen resuspendiert. 200 pl Lysispuffer wurden zugegeben und das Gefal3
mehrmals invertiert, bis die Losung klar war. AnschlieBend wurden 150 pl Kaliumacetat-
Puffer zugegeben und der Ansatz durch Schnippen gemischt. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt (5 min, 13 000 rpm, RT). Der Uberstand wurde in ein neues
ReaktionsgefdB dekantiert und das Pellet verworfen. Zum Uberstand wurde 1 Volumen
eiskaltes Ethanol (-20°C) gegeben und durch Invertieren gemischt. Der Ansatz wurde sofort
zentrifugiert (5 min, 13 000 rpm, RT), der Uberstand mit einer Pipette sorgfiltig entfernt und
das Pellet 5 min vakuumgetrocknet. Die Plasmid-DNA wurde in 30 ul H,0 gelost.

3.1.4.2. Plasmid-Mini-Priparation (Methode Qiagen)

Die Qiagen-Methode fiir die Isolierung von Plasmid-DNA beruht auf dem Prinzip der
alkalischen Lyse. In einem bestimmten hohen pH Bereich (pH 12-12,5) denaturiert lineare
DNA, wihrend zirkuldre kovalent geschlossene DNA in Losung bleibt. Die DNA-L&sung
wird erst einem alkalischen pH ausgesetzt und anschlieBend wieder neutralisiert, worauf die
genomische DNA als unlosliches Netzwerk aus der Losung ausfillt. Dieses Prézipitat kann
nun zusammen mit Protein-SDS-Komplexen abzentrifugiert werden. RNA wird durch die
Zugabe von RNase-A verdaut. Eine Qiagensdule ist eine Anionenaustauschersdule. Sie
enthilt groBporige Silikagelkugeln (Porendurchmesser im Durchschnitt ca. 100 pm) umbhiillt
von hydrophilen Substanzen. Mit Hilfe geeigneter Puffer kann man die Plasmid-DNA zuerst
an die Sdule binden lassen und dann durch Waschen der Séule von Verunreinigungen trennen.

AnschlieBend wird das Plasmid in sehr hohem Reinheitsgrad wieder eluiert.
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Puffer P1, Puffer P2, Puffer N3, Puffer PB, Puffer PE, Puffer EB wurden vom
Hersteller geliefert.

Zur Isolierung von Plasmid-DNA fiir sensible Anwendungen (Ligationen, Sequenzierungen
u.s.w.) wurde der QIAprep-Spin-Minipep-Kit benutzt. Es wurden zwischen 3 und 10 ml einer
Ubernachtkultur bei 3000 rpm, 4°C abzentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Pellet in
250 pl Puffer P1 durch Riithren und auf- und abpipettieren resuspendiert. Die Suspension
wurde in 1,5-ml-Eppendorf Reaktionsgefd3e tiberfiihrt. Die Lyse der Bakterien erfolgte durch
Zugabe von 250 ul Puffer P2. Die Reaktionsgefdle wurde mehrmals invertiert, wenn notig
kréftig geschiittelt, bis die Losung klar war. Die Lysisreaktion soll nicht langer als 5 min bei
RT inkubieren. Nun wurden 350 ul Puffer N3 zugegeben und die Gefédlle kriftig geschiittelt,
bis sich ein grobflockiger weiller Niederschlag gebildet hatte. Durch eine Zentrifugation in
der Tischzentrifuge (10 min, 13 000 rpm, RT) wurde der Niederschlag pelletiert. Wahrend der
Zentrifugation wurden die Deckel des QIAvac-24-Vakuumadapters entfernt und QIAprep-
Sdulchen aufgesteckt. Der Uberstand wurde in ein QIAprep-Siulchen gegossen und (durch
Anschalten einer Wasserstrahlpumpe) ein Vakuum angelegt. Wenn der Uberstand vollstindig
durch das Sdulchen gezogen worden war, wurde die Pumpe abgeschaltet. Anschliefend
wurden nacheinander 500 pl Puffer PB und 750 pl Puffer PE durch das Sdulchen gezogen.
Die Sdulchen wurden in Mikrozentrifugenréhrchen gesteckt und trockenzentrifugiert (1 min,
13000 rpm, RT). AnschlieBend wurden die Sdulchen in sauberen 1,5-ml-Reaktionsgefiaf3en
platziert und 50 pl Puffer EB zugegeben. Die Sdulchen wurden 1 min stehengelassen und
anschlieBend abzentrifugiert (1 min, 13 000 rpm, RT). Die Konzentration der Plasmid-DNA
in den 50 pl Elutionspuffer betrug in der Regel zwischen 50 bis 300 ng/ ul. Die

Zusammensetzung der Puffer ist im Protokoll nicht angegeben.



METHODEN 51

3.14.3. Plasmid-Maxi-Priparation (Methode Qiagen)
Die Maxi-Préiparation dient der Isolierung von prédparativen Mengen Plasmid-DNA z.B. fiir
Two-Hybrid-Bibliotheken. Sie erfolgt nach demselben Prinzip und mit denselben Reagenzien

wie die Qiagen-Mini-Préparation. Es wurde der Qiagen-Plasmid-Maxi-Kit verwendet.

3.1.5. DNA-Konzentrationsbestimmung

Photometrische Konzentrationsbestimmung
Nukleinsduren absorbieren UV-Licht der Wellenlinge 260 nm. Die Konzentration von
Nukleinsduren wurde durch die Messung der Extinktion bei 260 nm bestimmt. Dabei
entspricht eine ODys von 1 ca. 50 pg DNA/ml Loésung bzw. ca. 33 pug
RNA/ml.Verunreinigungen durch Proteine oder Losungsmittel konnen durch die Messung der
Extinktion bei 230 bzw. 280 nm abgeschitzt werden.
Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung wurde ein Aliquot der DNA-LOsung mit
H,0 verdiinnt. Die Verdiinnung richtet sich nach der erwarteten Nukleinsdurekonzentration.
AnschlieBend wurde die optische Dichte (OD) bei 260 und 280 nm photometrisch bestimmt.
Der Quotient OD0/OD>g() sollte bei gereinigter DNA (und RNA) grofer als 1,8 sein.

DNA-Konzentrationsbestimmung iiber ein Agarosegel

Diese Methode eignet sich besonders gut zur Konzentrationsbestimmung von DNA-
Losungen, die stark durch RNA verunreinigt sind.

Ein Aliquot DNA-Losung wurde auf ein 1%iges Agarosegel (mit Ethidiumbromid)
aufgetragen. Daneben wurde ein Aliquot einer DNA-Losung bekannter Konzentration
aufgetragen. Nach einer kurzen Gelelektrophorese wurde unter UV-Licht die DNA-Menge
der Probe abgeschitzt.

3.1.6. DNA-Fillung

DNA wurde in einer 70%igen Ethanollosung in Gegenwart von Natriumionen aus einer
wiasserigen Losung prazipitiert. Die Alkalisalze der DNA sind in 70%igem Ethanol praktisch
unldslich, da die geladenen Phosphat- und Phosphodiestergruppen nicht mehr ausreichend
hydratisiert vorliegen. Die zugegebenen Salze verstirken diesen Effekt, da sie zusétzlich mit

der DNA um Hydrathiillen konkurrieren.
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Ethanol: 100%
Natriumacetat: 3M, pH 5,2

Die Menge der wissrigen DNA-L6sung wurde bestimmt und 2 Volumen Ethanol und 1/10
Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) zugegeben. Es folgte eine Inkubation flir mindestens 30
min bei —70°C oder iiber Nacht bei —20°C. AnschlieBend wurde die gefillte DNA
abzentrifugiert (30 min, 13 000 rpm, RT). Die pelletierte DNA wurde zweimal mit 70%igem
Ethanol gewaschen und durch jeweils 5 min Zentrifugation (13 000 rpm, RT) pelletiert.

Die DNA wurde kurz (1-2 min) in der Lyophylle getrocknet und in einem geeigneten

Volumen H,0 aufgenommen.

3.1.7. Reinigung von DNA durch Phenol/Chloroform-Extraktion

Um DNA nach Restriktionsverdauen oder Ligationen aufzureinigen und die Enzyme zu
deaktivieren wurde eine Phenol/Chloroform-Extraktion durchgefiihrt.

Dabei wurde die DNA-L6sung mit 1 Vol. Phenol 5 min bei RT kréftig ausgeschiittelt und
anschlieBend abzentrifugiert (5 min, 13 000 rpm, RT). Die obere, wissrige Phase, welche die
DNA enthielt, wurde in ein frisches Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und mit 1 Vol. Chloroform
ausgeschiittelt. Es folgte eine Zentrifugation (1 min, 13 000 rpm, RT). Dieser Schritt wurde
wiederholt, bis die Losung nicht mehr nach Phenol roch. Anschlieend wurde die DNA mit

Ethanol prazipitiert (3.1.6).

3.1.8. Agarose-Gelelektrophorese

Laufpuffer fiir Mupid®-2-Gelelektrophoresesystem (TAE-Puffer):

4,8 g Tris, 0,74 g EDTA - 2Na, 1,14 ml Essigsdure mit H,0 auf 1 1 auffiillen
Ethidiumbromidlosung: 10 mg/ml
6x Probenpuffer: 50% Glyzerin, 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol in TE

Herstellung von sechs 1%igen Gelen fiir das Mupid®-2-Gelelektrophoresesystem

1,2 g Agarose wurde mit 120 ml Laufpuffer auf einem Magnetriihrer aufgekocht. Die Losung
wurde auf 70°C abgekiihlt und 3 pl Ethidiumbromid hinzugegeben. AnschlieBend wurde das
heile Gel in die Formen gegossen (grofle Gele: 25 ml, kleine Gele: 15 ml).
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Die Kdmme wurden eingesetzt und das Gel mindestens 40 min bei RT abgekiihlt.
Anschliefend wurden die Kdmme aus dem Gel gezogen und die Oberfliche mit Laufpuffer

iiberschichtet. Agarosegele wurden so bis zu 1 Woche bei 4°C gelagert.

Elektrophorese

Das Gel wurde auf dem Schlitten in die mit Laufpuffer gefiillte Elektrophoresekammer
iiberfiihrt. Die Proben wurden mit 0,16 Vol 6x Laufpuffer versetzt und in die Taschen
pipettiert. Die Auftrennung der Molekiile erfolgte bei wird bei 50 oder 100 V ca. 60 bzw. 20

min.

3.1.9. Isolierung von DNA aus Agarosegelstiicken (Methode Qiagen)

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten definierter Grof3e aus einer Mischung von Fragmenten
wurden die Fragmente gelelektrophoretisch aufgetrennt und die gewiinschte Bande unter UV-
Licht mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten. Dabei wurde die UV-Exposition der DNA
moglichst kurz gehalten. Die Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde mit dem

QIAquick-Gel-Extraktions-Kit der Firma Qiagen durchgefiihrt.

Schmelzpuffer QG
Waschpuffer PE
Elutionspuffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8,5)

Das ausgeschnittene Gelstiick wurde in einem Eppendorf Reaktionsgefdafl gewogen und 3 Vol
Puffer QG zugegeben. Die Losung wurde 10 min bei 50°C inkubiert und alle 2 min kurz
gevortext. Wenn das Gelstiick komplett in Losung gegangen war wurde 1 Vol. Isopropanol
zugegeben. Um die DNA zu binden wurde die Losung in ein QIAquick Séulchen tiberfiihrt,
das auf den QIAvac24-Vakuumadapter gesteckt wurde. Durch Anlegen eines Vakuums wurde
die Losung durch das Séulchen gezogen. Es folgten zwei Waschschritte mit 500 ul QG
(optional) und 750 ul PE. AnschlieBend wurde das Séulchen in ein Eppendorf Reaktionsgefal3
gesteckt und trockenzentrifugiert (I min, 13 000 rpm, RT). Das Saulchen wurde in ein
frisches Reaktionsgefdl transferiert und bei 50°C fiir mehrere Minuten getrocknet. Zur
Elution der DNA wurden 30 bis 50 ul Elutionspuffer EB (50°C) in die Mitte des S&ulchens
pipettiert. Das Saulchen wurde 1 min bei 50°C inkubiert und anschlieBend abzentrifugiert (1
min, 13 000 rpm, RT). Die Ausbeute lag bei ca. 50% der eingesetzten DNA.
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3.1.10. DNA-Modifikationen

Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind eine Klasse von bakteriellen Enzymen, die beide Stringe
eines DNA-Molekiills durch Hydrolyse der Phosphodiester-Bindungen spalten.
Doppelstrangige DNA kann durch Restriktionsendonukleasen der Klasse II in spezifische
Fragmente zerlegt werden. Die Nukleasen erkennen innerhalb der DNA spezifische
Zielsequenzen, meist Palindrome einer Linge von 4 - 8 bp. Je nach Enzym erfolgt die
Spaltung der DNA-Stringe auf gleicher Hohe. Dann entstehen ,,blunt-end““-Fragmente. Oder
die Spaltung erfolgt um 2 - 6 bp versetzt, dann entstehen ,,sticky end“-Fragmente, wobei je
nach Enzym 3"-Uberhiinge oder 5"-Uberhiinge zuriickbleiben. Die Aktivitit der Enzyme wird
in Einheiten (U) angegeben, wobei eine Einheit der Enzymmenge entspricht, die bei
optimalen Bedingungen (pH-Wert, Temperatur, lonenstirke) 1 pg einer Vergleichs-DNA
(meist genomische DNA des A-Phagen) in einer Stunde spaltet.

Das Volumen der Enzymlosung im Restriktionsansatz sollte nicht hoher als 10% liegen, da
die Reaktion sonst durch das Glycerin, das in der Enzymldsung enthalten ist, inhibiert werden
kann.

Die Puffer fiir die Restriktionsverdaue werden von den Herstellern mitgeliefert. Bei Verdauen
mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen muf3 die Aktivitit der Enzyme in den jeweiligen
Puffern iiberpriift werden. Doppelverdaue wurden mit Y'**%° Puffer (Fermentas) durchgefiihrt.
Die optimale Verdautemperatur liegt bei den meisten Restriktionsendonukleasen bei 37°C.

Ausnahmen sind Sfi [ (50°C) und Sma I (30°C).

Restriktionsenzymldsung

10x Restriktionspuffer

Die DNA-L6sung wurde mit 1/10 Volumen des entsprechenden 10fach-Restriktionspuffers
gemischt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe des Enzyms gestartet, der Verdau bei der
optimalen Temperatur mindestens 1 h lang durchgefiihrt.

Die Reaktion wurde durch 5 min Erhitzen auf 68°C gestoppt.
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Auffiillen zuriickgesetzter 3’-Enden (blunting)

Zuriickgesetzte 3'-Enden (,,sticky ends,,), die bei einem Restriktionsverdau mit bestimmten
Restriktionsenzymen (z.B. Xho I) entstehen konnen, konnen in einer Reaktion mit dem
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase 1 aufgefiillt und somit ,,geglittet,,(,,blunt end*)

werden.

Klenow-Fragment (1 U/ul)
dNTP-Mix: je 2,5 mM (Endkonzentration: je 50 uM)
10xPuffer fiir Klenow-Enzym

Fiir einen 20 pl Reaktionsansatz wurden 0,2 bis 5 pg DNA-Fragment in 16,5 pul H20
aufgenommen, mit 2 pl 10xKlenow-Reaktionspuffer und 0,5 pl ANTP-Mix (je 2,5 mMol)
gemischt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pul Klenow-Fragment (1U/ul) gestartet
und 10 min bei 37°C inkubiert und anschlieBend durch 10 min Erhitzen auf 75°C abgestoppt.

Abverdau iiberhingender 3’-Enden (blunting)

Uberstehenden  3'-Enden  entstehen bei  Restriktionsverdauen mit  bestimmten
Restriktionsenzymen (z.B. Nsi I). Sie kdnnen in einer Reaktion mit einer DNA-Polymerase,
die eine 3’-5'-Exonukleaseaktivitdt besitzt, abverdaut werden. Fiir diese Reaktion eignet sich
die Pfu-DNA-Polymerase besonders gut, da sie eine hohe 3’-5"-Exonukleaseaktivitdt besitzt
(hoher als z.B. das Klenow-Fragment). Die Reaktion mufl in Anwesenheit von dNTPs
durchgefiihrt werden, da sich der Verdau ansonsten in den doppelstringigen Bereich hinein

fortsetzt.

Pfu-DNA-Polymerase (0,5 U/ul)
10x blunting Puffer
dNTP-Mix: je 2,5 mM (Endkonzentration: 1 uM)

Fiir einen 20 pl Ansatz wurde ca. 1 pg DNA-Fragment in 16,5 pl H,0 aufgenommen und mit
2 pl 10x blunting Puffer und 1 ul ANTP-Mix gemischt. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 0,5 pl Pfu-DNA-Polymerase gestartet und 30 min bei 72°C inkubiert.
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Phosphorylierung von 5’-Enden mit Polynukleotidkinase (PNK)

Chemisch synthetisierte Oligodesoxynukleotide, die als Primer in der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR - s.u.) verwendet werden, haben am 5'-Ende eine OH-Gruppe. Nach
erfolgreicher PCR miissen die entstandenen DNA-Fragmente vor einer Ligation in einen
dephosphorylierten Vektor an den 5°-Enden phosphoryliert werden, ebenso miissen grofle
PCR-Fragmente vor einer Autoligation (Zirkularisierung) phosphoryliert werden.

Dazu wurde die T4-Polynukleotidkinase (PNK) verwendet, ein Enzym, das die Ubertragung
des y-Phosphat-Restes von ATP auf 5’-Hydroxy-Gruppen von DNA, RNA und
Oligodesoxynukleotiden katalysiert. Das Enzym wird auch oft zur spezifischen Markierung
von 5’-Enden eingesetzt.

Die T4-Polynukleotidkinase hat in den {iblichen Restriktions- und Ligasepuffern eine

zufriedenstellende Aktivitit.

10x Restriktions- oder Ligasepuffer
ATP-Losung: 10 mM
T4-Polynukleotidkinase: 10 U/ul

Ansatz der Phosphorylierungsreaktion:

45 ul DNA-Lo6sung (ca. 1 pg)

5 ul 10x Puffer

2,5 pul ATP-Lésung (10 mM)

1,0 pl T4-Polynukleotidkinase (10 U/ul)

Die Reaktion wird durch Zugabe des Enzyms gestartet und lduft 30 min bei 37°C.
AnschlieSend wird die PNK durch 10 min Erhitzen auf 75°C inaktiviert.

Dephosphorylierung von 5’-Enden mit alkalischer Phosphatase

Ein Vektor, der fiir eine Ligation eingesetzt wird, sollte mdglichst wenig Autoligation zeigen.
Daher wurde der Vektor nach erfolgter Restriktionshydrolyse mit alkalischer Phosphatase
behandelt, ein Enzym, das im alkalischen Milieu (pH 9,5-10,5) die 5’-Phosphat-Gruppen von
DNA, RNA und Ribo- bzw. Desoxyribonukleotiden abspaltet. Die innerhalb eines

Nukleinsduremolekiils gelegenen Phosphodiesterbindungen werden nicht angegriffen.
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Ein so behandeltes DNA-Molekiil kann durch die DNA-Ligase (s.u.) nicht zirkularisiert
werden.

Fir die 5’'-Dephosphorylierungsreaktion wurde alkalische Shrimp Phosphatase (SAP)
verwendet. Gegeniiber alkalischer Phosphatase aus Kélberdarm (CAP) hat diese den Vorteil,
dass sie durch 15 min Erhitzung auf 65°C vollstdndig inaktiviert werden kann; eine Reinigung

des Ansatzes durch Phenolisieren entfallt.

10x Dephosphorylierungspuffer
Alkalische Shrimp Phosphatase (SAP, 1U/ul)

Fir eine 20 pl-Reaktion wurden ca. 100 ng Vektor-DNA mit 2 pl 10x
Dephosphorylierungspuffer gemischt und mit H>0 auf 19 ul aufgefiillt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 1 pul SAP-Losung (1U) gestartet und inkubierte 10 min bei 37°C (wenn
,blunt-end*“ Fragmente dephosphoryliert werden sollen, wurde die Reaktionszeit auf 60 min
verlangert).

Durch Erhitzen auf 65°C fiir 15 min wurde die alkalische Phosphatase inaktiviert.

Ligation von DNA-Fragmenten

Fir die in vitro-Rekombination von DNA-Fragmenten aus Restriktionsverdauen oder
Polymerase-Kettenreaktionen werden diese in entsprechende Vektoren ligiert. Fiir die
katalysierte Neubildung von Phosphodiesterbindungen wird das Enzym T4-DNA-Ligase
eingesetzt, das ATP als Kofaktor benotigt.

Entscheidend fiir den Erfolg der Ligation ist das Verhéltnis von Vektor zu Fragment. Fiir eine
Ligation mit komplementiren Einzelstrangiiberhdngen (,,sticky ends*) wurde ein Verhiltnis
von 1:3 bis 1:4 angestrebt. Bei der Ligation von ,,blunt-end,,-DNA-Fragmenten wurde das

Verhiltnis auf 1:5 bis 1:8 erhoht.

10x Ligase Puffer
T4-DNA-Ligase: S5U/ul
ATP: 10 mM
T4-PNK-Losung: 10 U/ul
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Ligation von DNA-Fragmenten in Vektoren

Das zu ligierende Fragment wurde mit der Vektor-DNA gemischt und in einem moglichst
geringen Volumen Ligase-Puffer aufgenommen (10 bis 20 ul), mit 1 bis 2 Weiss-Units T4-
DNA-Ligase gemischt und liber Nacht bei 16°C inkubiert. Alternativ wurde 2h bei RT

inkubiert (nur bei ,,sticky end‘“-Ligationen).

Selbstligation

Bei der Selbstligation oder Zirkularisierung kommt es zu einem intramolekularen Ringschluf3,
bei dem sich die Enden eines linearen DNA-Molekiils zusammenlagern. Bei der
Selbstligation eines PCR-Fragments, das keine 5’-Phosphatgruppen besitzt, kann die
Phosphorylierung von 5’-Enden und die Ligationsreaktion gleichzeitig erfolgen.

Ansatz fiir die Zirkularisierung eines PCR-Fragments:

20 pul DNA-Fragment (linear)

4 ul 10x Ligase Puffer

2 ul ATP 10 mM

2 ul PNK

1,5 ul T4-Ligase (7,5 Weiss-Units)
ad H,0 auf 40 ul

Die Reaktion wurde iiber Nacht bei 16°C inkubiert.

3.1.11. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die PCR wurde zur Amplifikation definierter DNA-Sequenzen durchgefiihrt. An den Enden
des gewdhlten Bereichs liegen zwei Oligonukleotid-Primer (,,0ligos™) in gegensinniger
Orientierung, die jeweils zu den Sequenzen eines Stranges der DNA komplementér sind und
nach einer Denaturierung zu ssDNA an diese Stellen hybridisieren. Dieser kurze
doppelstringige Bereich dient nun als Startpunkt (Primer) fiir eine DNA-Polymerase, die den
fehlenden Strang synthetisiert.
Die PCR besteht aus drei Schritten, die jeweils bei verschiedenen Temperaturen erfolgen:

1. Erzeugung einzelstrangiger DNA (melting, 96°C)

2. Anhybridisierung (annealing) des Primers (T abhingig vom Primer)

3. DNA-Synthese (72°C)
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Diese Schritte werden 25 bis 35 mal wiederholt (Zyklen). Die Zahl der dsDNA-Molekiile
definierter Lange wichst exponentiell nach 2" (n = Anzahl der Zyklen). Um die Fehlerrate in
den amplifizierten Fragmenten niedrig zu halten, wurde eine Polymerase mit ,,proofreading*-
Aktivitdt eingesetzt (Pfu-DNA-Polymerase, Stratagene). Die Reaktionsbedingungen wurden

den Anspriichen der jeweiligen DNA-Polymerase entsprechend geéndert.

3.1.11.1. Konzeption von Primern fiir die PCR
Bei der Konzeption eines Primerpaares flir die Amplifikation ist es wichtig, dass beide
dieselbe Schmelztemperatur besitzen. Folgende Formel wurde zur Abschétzung der

Schmelztemperatur fiir Oligodesoxynukleotide von mehr als 10 Basen verwendet:

395
Basenzahl (Oligo)

Tm=675+0,34x(%GC) -

Der GC-Gehalt eines Primers sollte bei ca. 50% liegen.

3.1.11.2. Durchfiihrung und Optimierung der PCR

Fiir eine PCR mit Pfu-DNA-Polymerase wurden in einer 100 pl - Reaktion eingesetzt:

10 pl Primer-Mix (Endkonz. 0,5 uM je Primer)

2 ul ANTP-Mix (Endkonzentration: 250 uM jedes dANTP)
x ul dsDNA (Template, ca. 100 ng)

2 ul Pfu-DNA-Polymerase (5 U)

10 pl 10x Pfu-Reaktionspuffer

y ul H>0 auf 100 pl

Die Reaktion wurde mit einem Denaturierungsschritt gestartet (1 min, 96°C). Es folgten 25
bis 40 Zyklen mit je drei Segmenten:
1. 45 s 96°C Denaturierung
2. 45 s Primer annealing; die optimale Temperatur liegt ca. 5°C unter der errechneten
Schmelztemperatur des Primers

3. 2 min pro Kilobase des erwarteten Amplifikationsprodukts Elongation bei 72°C
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AnschlieBend folgt ein 10-15 min Schritt bei 72°C, in dem alle Stridnge fertigsynthetisiert
werden.

Folgende Parameter sind wichtig fiir den Erfolg der PCR:

Mg -Konzentration, Annealing-Temperatur, Elongationszeit, Denaturierungstemperatur,

Enzymkonzentration, Zahl der Amplifikationszyklen.

3.1.12. Klonierung von PCR-Fragmenten mit dem pCRScript-Cloning Kit
Pfu-DNA Polymerase erzeugt blunt end DNA Fragmente in der PCR. Um solche Fragmente
effektiv zu klonieren wurde das pCRScript-Cloning Kit (Stratagene) verwendet. Dabei wird
das PCR-Fragment in die Srf I Schnittstelle des pCRScript Amp SK(+) Vektors kloniert. Srf |
schneidet die Palindromsequenz GCCC|GGGC. Diese Sequenz kommt in eukaryontischer
cDNA statistisch duBerst selten vor. Zusammen mit der Ligationsreaktion wird ein Srf |
Verdau durchgefiihrt, was fiir eine hohe Konzentration verdauter Vektor DNA sorgt und so
die Autoligation des Vektors unterdriickt. Durch blau/weil3 Selektion kdnnen echt positive
erkannt werden.

Das Pfu-PCR-Produkt wurde tliber Gelextraktion (3.1.8.) aufgereinigt und die Konzentration
iber ein Agarosegel abgeschitzt.

Die Ligationsreaktion wurde in einem 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefal durchgefiihrt.

1 ul pCRScript Amp SK(+) cloning Vektor (10 ng/ul)
1 ul PCR-Script 10x Reaktionspuffer

0,5 ul 10 mM rATP

2 - 5,5 ul blunt end PCR-Produkt

1 ul Srf I Restriktionsenzym (5 U/ul)

1 ul T4 DNA Ligase

ad H,0 auf 10 pl

Der Ansatz wurde gemischt und 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion
durch 10 min erhitzen auf 65°C gestoppt.
Die DNA wurde bei -20°C bis zur Transformation (3.1.3.) gelagert.
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3.1.13. Herstellung einer mit Digoxygenin-markierten RNA Sonde

Um DIG markierte RNA Sonden fiir Southern- und Northern-blots bzw. ,, whole mount“- in—
situ-Hybridisierungen herzustellen wurde die klonierte DNA in vitro mit T7 oder T3
Polymerase in der Anwesenheit von DIG-UTP transkribiert. Dazu wurde das ,,DIG RNA
Labeling Kit (SP6/T7)* der Firma Roche verwendet.

Die Template-DNA wurde vor der Reaktion ,,downstream‘ des klonierten Inserts durch ein
Restriktionsenzym geschnitten. Nach dem Restriktionsverdau wurde die linearisierte DNA
durch Phenol/Chloroform Extraktion (3.1.7.) gereinigt, mit Ethanol prazipitiert (3.1.6.) und

die Konzentration bestimmt (3.1.5.).

4 M LiCl
0,2M EDTA

Fiir eine Standard Markierungsreaktion wurden folgende Reagenzien in ein 1,5 ml Eppendorf

Reaktionsgefal pipetiert und gemischt:

1 pg linearisierte Template DNA

2 ul NTP labeling-mix (Gefal3 7)

2 pl Transkriptionspuffer (Gefdl3 8)

1 ul RNase-Inhibitor (Gefd3 10)

ad H,0 auf 18 ul

2 ul RNA-Polymerase (T7, T3 oder SP6)

Die Reaktion wurde 2 h bei 37°C durchgefiihrt. Durch Zugabe von 2 ul 0,2 M EDTA wurde
die Reaktion gestoppt. Die DNA wurde durch Zugabe von 1/10 Vol ul 4 M LiCl und 2 Vol
100%igem Ethanol bei -20°C (iiber Nacht) oder bei -70°C (mindestens 30 min) ausgefillt.
Die DNA wurde abzentrifugiert (30 min, 13 000 rpm, RT) und mit 250 ul 70%igem Ethanol
gewaschen. Das Pellet wurde kurz in der Lyophylle getrocknet und in 100 pl H,0

aufgenommen und bei -70°C gelagert.
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3.1.14. Southern-Analyse genomischer DNA

Der Name der Technik leitet sich vom Namen des Erfinders, Edwin Southern, ab. Als
Southern-blotting bezeichnet man ein Verfahren, bei dem DNA-Fragmente zuerst durch
Gelelektrophorese (3.1.8) ihrer Gréfle nach aufgetrennt werden und anschliefend aus der
Gelmatrix des Trenngels auf eine geeignete Tragermembran aus Nitrozellulose oder Nylon
iibertragen und dort immobilisiert werden (z.B. durch UV-Quervernetzung). Einen derartigen
Filter, der eine exakte Replik des urspriinglichen Gels ist nennt man DNA-Blot. Bei

Verwendung von genomischer DNA spricht man von genomischen Blots.

Isolierung genomischer DNA

DNA-A Losung 10 mM Tris-Cl, pH 7,0, 60 mM NaCl, 10 mM EDTA, 150 mM
Spermine, 15 mM Spermidine, 5% Saccharose

DNA-B Losung 0,2 M Tris-Cl, pH 9,0, 30 mM EDTA, 2% SDS, 5% Saccharose,
220 pg/ml Proteinase-K

PCIA-Losung

Proteinase-K-Losung 20 mg/ml in H,0 (Lagerung bei -20°C)

RNaseA-Losung

Zur Isolierung von genomischer DNA aus Galleria Larven wurde eine ganze Larve in einem
1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefil in 250 ul DNA-A Losung zerquetscht (nicht
homogenisiert). Es wurden 250 pul DNA-B Losung und 5 upl Proteinase-K-Losung
hinzugegeben und iiber Nacht bei 50°C inkubiert. Es wurden 500 pl PCIA-Ldsung
zugegeben, 5 min geschiittelt (nicht vortexen) und abzentrifugiert (5 min, 8000 rpm, RT). Die
obere wissrige Phase wurde abgenommen und erneut mit 500 pl PCIA extrahiert. Die DNA
wurde durch Zugabe von 1/10 Vol 3 M Natriumacetat und 2 Vol eiskaltem Ethanol
préazipitiert. Die DNA wurde auf ein Glasstibchen aufgerollt, getrocknet und in H,0
resuspendiert. RNaseA (600 pg) wurde zugegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend
wurde Proteinase-K-Losung (Endkonzentration: 200 pg/ul) und SDS (Endkonzentration:
0,5% w/v) zugegeben und fiir weitere 4 h bei 50°C verdaut. Die Probe wurde dreimal mit
PCIA-Losung extrahiert. Zu der wissrigen Phase wurden 2 Vol eiskaltes Ethanol zugegeben
und die prézipitierte DNA auf ein Glasstibchen gewickelt. Die DNA wurde luftgetrocknet
und in 100 pl H»0 geldst. Aus einer Galleria Larve wurden so zwischen 50 und 200 pg

genomische DNA isoliert.
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Restriktionsverdau genomischer DNA
Fiir Southern-Blot-Experimente wurden jeweils 20 png genomische DNA in einem 50 ul

Restriktionsverdau geschnitten:

X ul DNA-Losung (20 pg)

5 ul Restriktionsenzym (50 U)
5 ul 10x Restriktionspuffer
ad H,0 auf 50 pul

Der Verdau wurde durch die Zugabe des Enzyms gestartet und bei entprechender Temperatur
tiber Nacht durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch 15 min erhitzen auf 68°C abgestoppt.
Die geschnittene DNA wurde mit Ethanol prazipitiert (3.1.6.) und in H,0 geldst.

Gelelektrophorese von genomischer DNA und Transfer auf eine Nylonmembran

(»Southern blotting*)

Depurinisierungslosung 0,25 N HCI

Denaturierungslosung 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl

Neutralisierungslosung 1 M Tris-Cl, pH 7,0, 1,5 M NaCl

20x SSC 3 M NaCl, 0,3 M Trinatriumcitrat-Dihydrat
pH 7,0

Fiir Southern-Blot-Experimente wurden 100 ml Agarosegele verwendet (siche 3.1.8.). Die
Proben wurden mit 6x Probenpuffer versetzt und aufgetragen. Die Elektrophorese wurde im
Kiihlraum bei konstant 100 V 5 bis 8 h durchgefiihrt. Das Gel wurde anschlieBend

fotografiert. Es folgten 10 min Inkubation in
. , . Gewich
Depurinisierungslosung, 2x 20 min ewieht
. . . . Glasplatte
Inkubation in Denaturierungslosung, 2x 20
Papiertiicher

min in Neutralisierungslosung. Der Blot 500 ¢
Whatman 3 mm

wurde so aufgebaut: —

Nylonmembran
/ Gel
= 20 x SSC
Abb.§  Aufbau,Southern-Blot* [ﬁ(
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Der Transfer mit 20x SSC erfolgte iiber Nacht. Die Membran wurde anschlieBend kurz in 6x
SSC Losung geschiittelt. Die DNA wurde durch ,,UV-Crosslinking® irreversibel am Filter
fixiert. Der Blot wurde in Aluminiumfolie verpackt bei -20°C gelagert.

Hybridisierung mit Digoxygenin-markierter RNA-Sonde

ULTRAhyb-Hybridisierungslosung (Ambion)

Die ULTRAhyb-Hybridisierungslosung wurde bei 68°C verfliissigt. Der Filter wurde mit der
DNA-Seite innen mit einem Kunststoffnetz zusammengerollt und in eine
Hybridisierungsréhre iiberfiihrt, pro cm?® wurden 0,2 ml ULTRAhyb-Hybridisierungslosung
zugegeben. Die Rohre wurde (nicht zu fest) verschlossen und fiir ldnger als 2 h in einem
Hybridisierungsofen bei 50°C prahybridisiert. Die Sonde wurde anschlieBend direkt in die
Priahybridisierungslosung pipettiert, die Hybridisierungsreaktion lief tiber Nacht bei 50°C.

Immunologische Detektion von Digoxygenin-markierter RNA

Waschpuffer 1 2x SSC, 0,1% SDS

Waschpuffer 2 0,1x SSC, 0,1% SDS

DIG Puffer 1 0,1 M Maleinsdure, 0,15 M NaCl, pH 7,5

DIG Puffer 2 DIG Puffer 1 + 1% Blocking Reagenz (Roche)

DIG Puffer 3 100 mM Tris-Cl, pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,
Anit-Digoxygenin-AP-Konjugat Losung  1:5000 in DIG Puffer 2
Farbsubstratlosung 10 ml DIG Puffer 3, 66 ul NBT (50 mg/ml in 70%

DMF), 33 ul BCIP (50 mg/ml in DMF)

Die Membran wurde 2x 5 min in Waschpuffer 1 bei RT auf einem Kippschiittler gewaschen.
Es folgten zwei Waschschritte mit Waschpuffer 2, 15 min bei 50°C. AnschlieBend wurde die
Membran kurz in DIG Puffer 1 geschwenkt und dann 30 min in DIG Puffer 2 bei RT
geschiittelt. Das Anti-Digoxygenin-AP-Konjugat wurde kurz vor Gebrauch verdiinnt. Die
Membran wurde 30 min bei RT in der Antikdrperlosung inkubiert. Es folgten 2 Waschschritte
a 15 Minuten in DIG Puffer 1. Die Membran wurde 2 min in DIG Puffer 3 dquilibriert und

anschlieBend in die Farbsubstratlosung iiberfiihrt. Die Membran wurde so lange inkubiert, bis
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die gewiinschte Signalintensitit erreicht war (1 h bis liber Nacht). Die Reaktion wurde durch

Waschen mit Leitungswasser gestoppt.

3.1.15. Northern-Analyse

Die Northern-Blot-Technik dient der qualitativen und quantitativen Bestimmung von RNA-
Molekiilen. Analog zur Southern-Blot-Technik wird die RNA gelelektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Tridgermembran {ibertragen. Die Detektion erfolgte {iiber

Digoxygenin-markierte antisense-RNA-Sonden.

Isolierung von RNA
Gesamt-DNA wurde mit einem TRlIreagenz isoliert, das ist eine monophasische Ldsung,
bestehend aus Phenol und Guanidinisothiocyanat. Diese Mischung denaturiert effektiv

Proteine und inhibiert RNasen. Es wurde ein Produkt der Firma Peqlab verwendet:

peqGOLD TriFast™

In einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefil wurden ca. 50 mg Gewebe mit einem
Teflonhomogenisator homogenisiert und mindestens 5 min bei RT inkubiert.
Pro 500 ul TriFast-Reagenz wurden eingesetzt:

1 Fettkorper (Galleria- oder Calliphora-Larve)

40 Larvengehirne (Galleria oder Calliphora).
Das homogenisierte Gewebe kann bei 4°C mehrere Monate lang gelagert werden. Da die
verwendeten Gewebe relativ viel Fettbestandteile enthielten, wurde an dieser Stelle ein
zusitzlicher Reinigungsschritt eingefiigt - das Homogenat wurde zentrifugiert (10 min, 13
000 rpm, RT). Zwischen einer schaumartigen Fettschicht und einem Pellet aus unldslichen
Substanzen wurde die rote RNA-haltige Losung mit einer Pipette abgenommen. Pro
eingesetztem ml peqGOLD TriFast™ wurden 200 pl Chloroform zugegeben und die Probe
kréftig 15 s geschiittelt. Nach einer Inkubation bei RT fiir 10 min folgte eine Zentrifugation (5
min, 13 000 rpm, RT), die zur Entstehung von drei Phasen fiihrte: eine obere wéssrige Phase,
eine weille Interphase und eine untere, rote, phenolhaltige Phase. Die wissrige Phase wurde
abgenommen und zweimal mit 1 Vol. Chloroform ausgeschiittelt. Die wassrige Phase wurde
in ein frisches Reaktionsgefaf iiberfiihrt und pro eingesetztem Mililiter peqGOLD TriFast™
wurde 0,5 ml Isopropanol zugegeben. Die Probe wurde gemischt und fiir 15 min bei RT

inkubiert. Im Anschluss folgte eine Zentrifugation (10 min, 13 000 rpm, 4°C). Der
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Isopropanoliiberstand wurde vorsichtig mit einer Pipette entfernt und das weiBlliche Pellet mit
70%igem Ethanol gewaschen. Die RNA wurde kurz in der Lyophylle getrocknet und in H,0

bidest aufgenommen.

Elektrophorese von RNA auf Agarosegelen
Fiir die Gelelektrophore von RNA wurden Formaldehydgele verwendet (Vol. 100 ml).

5x RNA-Laufpuffer 0,1 M MOPS, 50 mM Natriumacetat 5 mM EDTA pH
8,0,  der pH Wert wurde auf 7,0 eingestellt.
(Fir 1 1: 20,9 g MOPS, 16,6 ml 3 M NaAc, 10 ml 0,5 M
EDTA, pH 8,0)

Ethidiumbromid-Losung 400 pg/ml in H,0

6x DNA-Probenpuffer

Vorbereitung eines RNA-Gels:

Fiir ein 100 ml Gel wurden 1 g Agarose in 61,8 ml H,0 auf einem Magnetriihrer aufgekocht.
Nach Abkiihlung auf 60°C wurden 19,5 ml 5x Laufpuffer, 17,7 ml Formaldehyd (37%)
zugegeben und das Gel in den Schlitten gegossen. Die Polymerisierung des Gels erfolgte
mindestens 45 min bei RT. Das Gel wurde mit dem Schlitten in Frischhaltefolie gewickelt

und bis zu 2 Tagen im Kiihlschrank aufbewahrt.

Probenvorbereitung:
2,2 ul RNA-LOsung
1 ul  5x RNA-Laufpuffer
1,75 ul Formaldehyd
5ul  Formamid
1 ul  Ethidiumbromid-Ldsung

Die RNA wird 10 min bei 68°C linearisiert. 2 pl 6x DNA Probenpuffer wurde zugegeben und
die Proben auf Eis aufbewahrt.



METHODEN 67

Elektrophorese
Das Gel wurde in die Kammer gestellt und mit 1x RNA-Laufpuffer iiberschichtet. Pro cm

Gelldnge wurde 8 V Spannung angelegt.

Transfer von RNA aus Agarosegelen auf Nylonmembran (,,Northern blotting*)

Das Gel wurde unter UV-Licht fotografiert und ausgemessen. Das Gel wurde 5 min in H,0
geschwenkt und anschlieBend 45 min in 20x SSC. Der Aufbau der Transferapparatur
entsprach dem beim Southern Blot (3.1.14.). Der Transfer erfolgte iiber Nacht.

Im Anschluss wurde die RNA durch UV-Crosslinking mit der Membran verbunden. Die

Membran wurde 5 min in 2x SSC geschwenkt.

Hybridisierung und Detektion
Die Prahybridisierungs-, Hybridisierungs- und Detektionsprozedur entsprach der beim

Southern-Blotting. Die Hybridisierung erfolgte bei 50°C iiber Nacht.

3.1.16. Totalpriparat-in-situ-Hybridisierung

Durch die ,,Whole mount®“-in-situ-Hybridisierung wurden spezifische mRNAs in den Zellen
von Geweben durch Hybridisierung mit einer mit Digoxygenin-markierten-,,antisense“-Sonde
nachgewiesen. Es wurde eine Methode verwendet, die fiir Xenopus Embryos entwickelt

worden ist (Harland, 1991)

Priparation der Organe/Gewebe

Ungepufferte Insektensaline 130 mM NacCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,,
0,5 mM CaCl,
MEMFA 0,1 M MOPS, 2 mM EGTA, 1 mM MgSOy,,

3,7% Formaldehyd
Methanol pa.
Eine Galleria Larve wurde auf Eis betdubt. Hirne und Zentralnervensysteme wurden in
ungepufferter Insektensaline herauspripariert und in MEMFA Puffer 2 h bei RT fixiert.
AnschlieBend wurde 1 Vol Methanol zum Fixierungspuffer hinzugegeben und 2-3 min

inkubiert. Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pipette entfernt und durch 100%
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Methanol ersetzt. Praparierte Gewebe konnen in Methanol bei -20°C fiir Monate gelagert

werden.

In-situ-Hybridisierung (1. Tag)

PBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 7 mM Na;HPO,,
1,5 mM KH,POy4, pH 7,4-7,6

PBSw PBS mit 0,1% Tween20

4% PFA 4% Paraformaldehyd in PBS auf 60°C erhitzen, bis PFA
vollsténdig gelost ist

20x SSC 3 M Nac(l, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0

Proteinase K Losung 10 pg/ml in PBSw

Hybridisierungslosung 0,5 g Blocking Reagenz (Roche), 25 ml Formamid, 12,5

ml 20x SSC auf 65°C erhitzen, bis alles geldst ist (ca. 30
min), 9,75 ml H,O, 500 ul Hefe-tRNA (100 mg/ml), 100
pl Heparin (50 mg/ml), 250 pl Tween-20 (20%), 500 pl
CHAPS (10%), 1250 ul EDTA (0,2 M)

Die fixierten Gewebe wurden in einer absteigenden Methanolreihe je 5 min bei RT inkubiert -
75%, 50%, 25% Methanol in PBSw - und 3 mal 5 min in PBSw gewaschen. Im Anschluf}
wurden die Gewebe 30 min in Proteinase-K-Losung verdaut. Die Gewebe wurden in PBSw
gespiilt und 2x 5 min in PBSw gewaschen. Es folgte eine Inkubation fiir 3 min in einer 1:1
Mischung aus PBSw und Hybridisierungslosung. Danach wurden die Gewebe 3 min in
Hybridisierungslosung gewaschen. Um endogene Phosphatasen zu inaktivieren, wurden die
Gewebe 1 h bei 65°C in einem Wasserbad inkubiert. Es folgte eine Prahybridisierung in 500
pl Hybridisierungslosung flir 2-3 h im Wasserbad bei 55°C. 1 ul RNA-Sonde (100 ng)
wurden in 3 upl Hybridisierungslosung 5 min bei 95°C in einem Heizblock denaturiert,
anschlieBend wurden 100 pl vorgewédrmte Hybridisierungslosung (55°C) zugegeben. Der
Sonden/Hybridisierungsmix wurde zu den Geweben in 500 pl Hybridisierungspuffer
zugegeben (Endkonzentration Sonde: 100 ng/ 600 ul). Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht

bei 55°C in einem Wasserbad.
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2. Tag

20x SSC 3 M Na(Cl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0
2x SSC/0,1% CHAPS 10 ml 20x SSC, 0,1 g CHAPS, 90 ml H,O
0,2x SSC/0,1% CHAPS 10 ml 2x SSC, 0,1 g CHAPS, 90 ml H,O

TBS 10 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, pH 7,4

TBSx TBS mit 0,1% Triton X-100

Antikorperpuffer 12,75 ml TBSx, 2,25 ml Ziegen-Serum (hitzeinaktiviert,
30 min bei 56°C)

Die 2x SSC / 0,1% CHAPS Losung wurde auf 37°C vorgewdrmt, die 0,2x SSC / 0,1%
CHAPS Losung auf 60°C. Die Gewebe wurden in folgenden Losungen gespiilt:

a) Hybridisierungslosung

b) 1:1 Mix aus Hybridisierungslosung und 2x SSC / 0,1% CHAPS

C) 2x SSC/0,1% CHAPS.
AnschlieBend wurde 2x 15 min in 2x SSC / 0,1% CHAPS bei 37°C gewaschen und dann mit
0,2x SSC / 0,1% CHAPS gespiilt. Es folgten zwei Waschschritte mit 0,2x SSC / 0,1%
CHAPS bei 60°C und eine Spiilung in 50% TBS / 50% 0,2x SSC / 0,1% CHAPS bei RT. Es
wurde 5 min in TBS bei RT gewaschen und die Gewebe in TBSx iiberfiihrt. Zum Abblocken
von unspezifischen Bindungsstellen wurde fiir 2 h bei RT in Antikérperpuffer inkubiert. Der
Anti-Dig-AP-Antikorper (Roche) wurde 1:500 in Antikdrperpuffer verdiinnt. Der
Antikorperpuffer wurde durch die Antikdrperlosung ersetzt und die Gewebe iiber Nacht bei
4°C inkubiert.

3. Tag

AP (alkalische Phosphatase)-Puffer 100 mM Tris, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,,

pH 9,5
Stopp-Puffer 100 mM Tris-Cl, | mM EDTA, pH 7,4
Féarbelosung NBT (66 ul), BCIP (33 ul) in 10 ml AP Puffer,

frisch ansetzen
BABB Benzylalkohol : Benzylbenzoat, 2:1
Methanolreihe 33%, 66%, 100%
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Die Antikorperlosung wurde durch TBSx ersetzt und die Gewebe dreimal 10 min mit TBSx
bei RT gewaschen. AnschlieBend wurde 15 min in AP Puffer gewaschen. Die Gewebe
wurden in der Féarbelosung inkubiert, bis die gewiinschte Signalintensitit erreicht war (5 - 30
min). Die Reaktion wurde durch 2x Waschen in Stopp-Puffer beendet. Die Praparate wurden
ausgewertet und fotografiert und in einer aufsteigenden Methanolreihe entwéssert (je 1 min).

AnschlieBend wurde mit BABB aufgehellt und erneut ausgewertet.
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3.1.17. Herstellung einer lambda-TriplX2-Phagen-Bibliothek

Der ,,SMART™-cDNA-Library-Construction-Kit*“ (Clontech) wurde eingesetzt, um aus
geringen Mengen gesamt-RNA, hochwertige ¢cDNA Bibliotheken herzustellen und einen
hohen Anteil an vollstindigen cDNAs zu erhalten.

Als Start Oligonukleotid fiir die Erststrangsynthese dient hierbei ein modifizierter Oligo(dT)
Primer (CDS III/3'PCR Primer). Uber diesen Primer wird bei der Erststrangsynthese eine
spezifische Smart III Sequenz mit einer Sfi I B Restriktionsschnittstelle an das 5'-Ende des
Erststranges angehéingt. Ein SMART III Oligo mit Sfi I A Restriktionsschnittstelle dient als
kurzes erweitertes Template am 5'-Ende der mRNA. Reverse Transkriptasen hdngen, wenn
das Ende des mRNA-Templates erreicht ist, dCytosine an das 3'-Ende des cDNA Erststrangs
an (dC tailing). Das Smart III Oligo hat am 3'-Ende drei Guanidinreste, die sich an solche
polyC-Schwiénze anlagern. Die Reverse Transkriptase wechselt das Template (Template
switch) und synthetisiert das SMART III Oligo zuende. Die entstehende cDNA enthilt die
komplette cDNA und zusétzlich die komplementidre Sequenz des SMART III Oligos. Diese

Sequenz und die SMART Sequenz
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. .. LTS . . -;MGGG Enp rrrrr (5118}
universelle ,,Priming site” fiir die sl
Diigonuchectide [S14) Fim-lst;:nq‘;ynmuis T
. . COIIF lI _WI
folgende PCR Amplifikation. (4] aiing by AT l
A\
Die so entstandenen doppel- ¥ A dsiasasiaal. by A
stringigen cDNAs haben am 5°- DA e ot St
g1g y
A\ runcated ci
Ende elne Sﬁ I A 5" s GGG AAAAAAAAA POlYA [Lacl:srs' pl’il!:lld'hig':i:lsilﬂl
— L — l
Restriktionsschnittstelle und am 3°- / \ .
LD PCR primer extension PCR amplified
Ende eine Sﬁ I B SChnlttStelle. Das {from 50 ng of tatal RNA) l [from 1 pg of poly A* RNA)
erlaubt ein gerichtetes Klonieren in
den kTripleXZ Vektor. Enriched full-length ds cDNA
571 digestion
Y
SMART Shila ]
ATriplEx2 Ligation Fractionation
& Ligation into
ATriplex2 arms
r
— e
SHIA S8
Packaging
r
v:D__I'M!iIlrarvin
Abb. 9 Das Smart-Prinzip (Clontech), A TriplEx2
Erlauterungen siche Text




72

METHODEN

Isolierung von gesamt RNA

Gesamt RNA wurde mit der TRIreagenz Methode isoliert (3.1.15.1.).

Erststrang-cDNA-Synthese (RT-PCR)

Alle eingesetzten Reagenzien waren Teil des ,,Library Construction Kits*.

Fiir die Erststrangsynthese wurden folgende Reagenzien in einem 200 pl Reaktionsgefal3

gemischt:
-3l
1 ul
1 pl
ad H,0 auf

gesamt RNA Losung (1 pg)
SMART III Oligonukleotid (10 uM)
CDS III/3'PCR-Primer (10 uM)

5 ul.

Die Komponenten wurden gemischt und in einem Thermocycler 2 min bei 72°C erhitzt.

AnschlieBend wurde das Reaktionsgefil 2 min auf Eis abgekiihlt und folgendes

hinzugegeben:

2,0 ol
1,0l
1,0 ul
1,0 ul

5x Erststrangpuffer
DTT (20 mM)
dNTP-Mix (10 mM)

Superscript Reverse Transkriptase (Gibco)

Die Reagenzien wurden gemischt und 1 h bei 42°C in einem Thermocycler inkubiert. Die

Reaktion wurde durch Abkiihlen auf Eis gestoppt. Erststrang Reaktionsgemische wurden bei

—20°C gelagert.

cDNA-Amplifikation durch LD-PCR (long distance PCR)

Folgende Reagenzien wurden in einem 200 pl Reaktionsgefd3 gemischt:

2,0 ol
80 pl
10 pl
2 ul
2 pl

Erststrang-cDNA-Losung
H,0

10x cDNA-PCR-Puffer
dNTP Mix (10 mM)

5"- PCR-Primer (10 uM)



METHODEN 73

2 pl CDS 11I/3"- PCR-Primer
2 pl 50x Advantage-cDNA-Polymerase-Mix

Das Reaktionsgemisch wurde durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Es folgte die
Amplifikation durch PCR:

95°C 1 min
20 Zyklen:

95°C 15 s
68°C 6 min

Nach Abschluss der Amplifikation wurden 5 ul der Probe auf einem Agarosegel analysiert.
Eine typische ¢cDNA besteht aus einem Schmier im Bereich von 1-4 kbp mit einigen
helleren Banden. Das Bandenmuster korrespondiert mit den hdufigen mRNAs in den

analysierten Geweben oder Spezies. Einige typische cDNAs sind auf Bild 10 abgebildet.

Abb. 10 Ergebnisse von cDNA-Synthesen mit dem Smart-System
(Spur 1, Marker; Spur 2-7, cDNAs)

Proteinase K Verdau

Zu 50 pl der amplifizierten cDNA (2-3 pg) wurden 2 pl Proteinase-K (20 pg/ul) zugegeben.
Der Ansatz wurde gemischt und 20 min bei45°C inkubiert. Im Anschluss wurden 50 pl H,0
zugegeben und die Probe mit 100 pl PCIA 2 min ausgeschiittelt. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt (5 min, 13 000 rpm, RT). Die obere wissrige Phase wurde in ein
frisches Eppendorf-Reaktionsgefal {iberfithrt 2x mit 100 pl Chloroform ausgeschiittelt. Der

wissrige Uberstand wurde in ein frisches ReaktionsgefdB iiberfiihrt und 10 pl 3 M
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Natriumacetat (pH 4,7), 1,3 ul Glykogen (20 pg/ul) und 260 pl Ethanol (RT, 100%)
zugegeben. Die ausgefallene cDNA wurde sofort abzentrifugiert (20 min, 13 000 rpm, RT).
Der Uberstand wurde vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und das Pellet mit 100 pl
75%igem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde 15 min luftgetrocknet und in 79 ul H»0

aufgenommen.

Verdau der cDNA mit Sfil
Die folgenden Komponenten wurden in einem frischen Eppendorf Reaktionsgefall vereinigt:
79 pl cDNA-L&sung
10 ul 10x Sfi I- Puffer
10 ul Sfi I- Restriktionsenzym (10 U/ul)
1 pl 100x BSA

Der Ansatz wurde gemischt und 2 h bei 50°C in einem Heizblock inkubiert. Es wurden 2 pl

1% Xylencyanol zugegeben und gemischt.

Groflenfraktionierung der cDNA
Es wurde eine GroBenfraktionierung mit CHROMA SPIN-400 Séulchen durchgefiihrt, um
kurze cDNA Fragmente (>400 bp) abzutrennen).

CHROMA SPIN-400 Siulchen

Siulen-Puffer

Das Sdulenmaterial der CHROMA SPIN-400 Sdulchen wurde durch Invertieren griindlich
resuspendiert. Das Sdulchen wurde mit einer Klammer fixiert und die untere Verschlukappe
abgedreht. Der Siulen Puffer lief nun durch das Sdulchen. Wenn die Oberfliche des
Saulenmaterials sichtbar wurde, wurde das Sdulchen mit Sdulenmaterial aus einem zweiten
Sdulchen aufgefiillt, bis die Oberfldche der Gelmatrix auf Hohe der 1 ml Markierung war.
Nachdem der Sidulenpuffer vollstindig abgetropft war, wurden 700 pl Saulen-Puffer
vorsichtig an die Innenwand des Sidulchens pipettiert. Nach 15 bis 20 min, wenn der
Saulenpuffer vollstdndig durchgelaufen war, wurden 100 pl des Gemischs aus Sfi I- verdauter
cDNA und Xylencyanol Farbstoff in die Mitte der Sdulenmatrix pipettiert. Nachdem die
Probe vollstindig absorbiert war, wurde das Reaktionsgefal3, das die cDNA Losung enthielt,
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mit 100 ul Saulenpuffer gewaschen und der Puffer auf die Sdule pipettiert. Nachdem die
Losung vollstindig in die Sdulenmatrix eingezogen war, wurden 650 ul Saulenpuffer
vorsichtig auf die Séule pipettiert. Nun wurden die nichsten 17 Tropfen, die aus der Séule
kamen, in einem einzelnen Eppendorf Reaktionsgefd3 aufgefangen. Jeder Tropfen hat ein
Volumen von etwa 35 ul. Von jeder Fraktion wurden 3 pl separat auf ein Agarosegel
aufgetragen. Die Fraktionen, die cDNA mit ausreichender Lénge enthielten (in der Regel
Fraktion 7 bis 11), wurden vereinigt. Dazu wurden 1/10 Vol. Natriumacetat (3M, pH 5,2), 1,3
ul Glykogen (20 mg/ml) und 2,5 Vol Ethanol (100%) gegeben und iiber Nacht ausgefillt. Im
AnschluB folgte ein Zentrifugationsschritt (20 min, 13 000 rpm, RT), der Uberstand wurde
vorsichtig abpipettiert und das Pellet 10 min luftgetrocknet. Die Sfi I geschnittene,
grofenfraktionierte cDNA wurde in 7 ul H,0 geldst und bei -20°C gelagert.

Quantifizierung der cDNA

Fiir die Quantifizierung wurden Ethidiumbromid-Platten verwendet. Zunichst wurde von
einer Standard-DNA (A DNA 0,5 pg/ul) eine Konzentrationsreihe erstellt (10 ng/ul bis 200
ng/ul). Von jeder Konzentrationsstufe wurden 0,5 pl auf eine vorbereitete EtBr-Agarose-
Platte pipettiert. Parallel dazu wurde 0,5 pl der cDNA-Losung auf die gleiche Platte gegeben.
Nach 10 min, in denen das EtBr in die DNA interkalieren konnte, wurde unter UV-Licht die
Konzentration der ¢cDNA-Losung durch den Vergleich mit der Verdiinnungsreihe der

Standard-DNA bestimmt.

Ligation der Vektorarme

Die Ligation der Vektorarme erfolgte mit folgendem Ansatz:

cDNA (1 ng) 1,0 W
Vektor (500 ng/ul) 1,0l
10x Ligations Puffer 0,5 ul
ATP (10 mM) 0,5 ul
T4 DNA Ligase 0,5 ul
H»0 LS ul

Die Reaktion wurde iiber Nacht bei 16°C inkubiert.
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In vitro Verpackungsreaktion

Es wurde der ,,Gigapack® III Gold Packaging Extract Kit* verwendet.

SM - Puffer (A-Verdiinnungspuffer) fiir 1 1: 58 g NaCl
20 g Glukose
50 ml 1 M Tris-Cl, pH 7,5
5 ml 2% Gelatine
ad HoO auf 11

Ein Verpackungsextrakt wurde aus der -70°C Gefriertruhe geholt und auf Eis gestellt. Der
Extrakt wurde schnell zwischen den Fingerspitzen angetaut. Die 5 pl Ligationsansatz wurden
zu dem Extrakt dazupipettiert und umgeriihrt. Die Reaktion wurde 2 h bei RT inkubiert und
anschlieBend durch die Zugabe von 500 pul SM Puffer gestoppt. Es wurden 20 pl Chloroform
zugegeben und durch invertieren gemischt. Der Ansatz wurde abzentrifugiert (5 min, 13 000
rpm, RT). Der Uberstand stellt die unamplifizierte Bibliothek dar und ist bei 4°C mehrere
Jahre haltbar.

Titerbestimmung der unamplifizierten Bibliothek und Bestimmung des Prozentsatzes

der rekombinanten Phagen

SM-Medium siche 2.10.2

LB/Maltose-Medium 10 ml 1M MgCl,, 10 ml 20% Maltose, ad LB auf 1 1

LB/-Topagarose 7 g Agarose, 10 ml 10 % Maltose ad LB-Medium
auf 11

IPTG 100 mM in H,0, filtersterilisiert

X-Gal 100 mM in DMF

Zur Titration einer Phagenbibliothek wurden zwei Verdiinnungen des unamplifizierten A

Lysats mit SM-Medium angefertigt (1:5, 1:20).

Eine isolierte Kolonie XL1-Blue Zellen wurde von einer Platte gepickt und in 15 ml

LB/Maltose Medium bei 37°C iiber Nacht geschiittelt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (5
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min, 13 000 rpm, 4°C) und in 7,5 ml 10 mM resuspendiert. Eine entsprechende Anzahl LB-
Platten wurde mindestens 2 h bei 37°C vorgewdrmt. 1 pl unverdiinntes Phagenlysat und je 1
pl der Verdiinnungen wurde mit 200 ul der Bakteriensuspension gemischt und in einem 15 ml
Kulturrohrchen 15 min bei 37°C inkubiert (Adsorption der Phagen). Die Topagarose wurde
wihrenddessen aufgekocht und in einem Wasserbad auf 50°C eingestellt. 2 ml der
Topagarose, 50 ul IPTG Losung und 100 pl X-Gal Losung wurden zu den Bakterien
pipettiert, das Gefdll schnell verschlossen, zweimal vorsichtig invertiert (keine Blasen) und
schnell auf die vorgewédrmten LB-Platten gegossen. Durch Schwenken wurde die Agarose auf
der Plattenoberfldache gleichméBig verteilt. Die Platten wurden 10 min bei RT gekiihlt, bis die
Agarose vollstindig ausgehértet war und anschlieBend umgekehrt bei 37°C iiber Nacht
inkubiert. Die Zahl der Plaques pro Platte wurde gezéhlt. Der Titer (pfu/ml) wurde nach

folgender Formel bestimmt:

pfu/ml = Zahl der Plaques x Verdiinnung x 10° ul/ml

ul ausplattiertes verdiinntes Phagenlysat

Phagen, die eine blaue Farbung aufwiesen, hatten kein cDNA-Insert (nicht rekombinant). In

der Regel war der Anteil dieser Phagen unter 1%.

3.1.18. Immunoscreening einer Phagenbibliothek

Einer der groBen Vorteile des A-TriplEX2-Vektors ist, dass die gerichtet klonierte cDNA in
allen drei Leserastern abgelesen wird. AuBerdem enthalten die Transkripte die 5°
untranslatierte Region (UTR) des E.coli ompA Gens, was die mRNA stabilisiert und zu einer
erhohten Expression fiihrt.

cDNA, die in den A-TriplEX2-Vektor kloniert wurde, wird als Fusionsprotein exprimiert,
dessen N-Terminus durch die Vektorsequenz und dessen C-Terminus durch einen ORF in der
cDNA kodiert wird. Nach dem Ausplattieren der A-Expressionsbibliothek werden die
Fusionsproteine auf Nitrozellulosefiltern immobilisiert und die Zielproteine mit spezifischen

Antikorpern identifiziert.
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IPTG 10 mM in H,0, filtersterilisiert

TBST 10 mM Tris-Cl, pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20
Blockinglosung 1% Gelatine in TBST

Erstantikorperlosung Anti-ATTH, 1:5000 in TBST

Zweitantikorperlosung Anti-Rabbit-POD 1: 10000 in TBST
Entwicklungslosung Tris-Cl, pH 9,5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,

NBT 75 mg/ml in DMF

BCIP 50 mg/ml in DMF

Stop-Puffer 20 mM Tris-Cl, pH 8,0, 5 mM EDTA

Die gewlinschte Anzahl von 15-cm-LB-Agarplatten wurde bei 37°C vorgewirmt, bis keine
Fliissigkeitstropfen auf der Oberfldche zu erkennen waren (2-4 h). Die Top-Agarose wurde
aufgekocht in ein 50°C Wasserbad iiberfiihrt.

Eine isolierte Kolonie XL1-Blue-Zellen wurde von einer Platte gepickt und in 15 ml
LB/Maltose-Medium bei 37°C {iber Nacht geschiittelt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (5
min, 13 000 rpm, 4°C) und in 7,5 ml 10 mM MgCl,-Losung resuspendiert. Die Phagen-
Bibliothek wurde so mit SM-Puffer verdiinnt, dass in 5 ul 1,2x 104 pfus enthalten waren. Je 5
ul der Phagensuspension wurden mit 200 pl der XL1-Blue Ubernachtkultur gemischt und in
einem 15 ml Kulturrdhrchen 15 min bei 37°C inkubiert (Adsorption der Phagen). 5 ml
Topagarose wurden zu den Bakterien pipettiert, das Gefall schnell verschlossen, zweimal
vorsichtig invertiert (keine Blasen) und schnell auf die vorgewarmten LB-Platten gegossen.
Durch Schwenken wurde die Agarose auf der Plattenoberfliche gleichméBig verteilt. Die
Platten wurden 10 min bei RT gekiihlt, bis die Agarose vollstindig ausgehirtet war und
anschlieBend umgekehrt bei 42°C inkubiert, bis die ersten Plaques zu erkennen waren (4-6 h).
Die Nitrocellulose Rundfilter (& 12 cm) wurden in 10 mM IPTG Loésung eingeweicht und
zwischen zwei Whatman-Papierstreifen kurz angetrocknet. Mit einer sauberen Pinzette
wurden die Nitrozellulose-Rundfilter auf die Platten gelegt. Mit einer sterilen Kaniile wurde
ein Markierungsmuster in die Filter und den darunterliegenden Agar gestochen. Die Filter
wurden bei 37°C, 5 h lang inkubiert. Im Anschlu3 wurden die Platten fiir 30 min bei 4°C
abgekiihlt und die Filter mit einer Pinzette vorsichtig von der Agaroseoberfliche abgezogen
und in TBST {iberfiihrt. Die Filter wurden 5 mal 5 min in TBST bei RT gewaschen und iiber
Nacht in Blockinglésung bei 4°C auf einem Kippschiittler (60 rpm) inkubiert (Blockierung
von unspezifischen Bindungsstellen). Am néchsten Morgen wurden die Filter 5x 5 min mit

TBST bei RT gewaschen. Der Erstantikérper wurde in TBST verdiinnt. Alle Filter wurden in
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eine Petrischale gelegt, jeweils 5 ml der Erstantikorperlosung wurde zwischen zwei
»Vorderseiten pipettiert (keine Blasen!). Die Inkubation mit dem Erstantikdrper wurde 1 h
bei RT auf einem Kippschiittler (60 rpm) durchgefiihrt. Im Anschlufl wurden die Filter 5 mal
5 min mit TBST bei RT gewaschen. Der Zweitantikorper wurden in TBST verdiinnt und die
Filter fiir 2 h auf einem Kippschiittler (60 rpm) bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die
Filter erneut 5 mal 5 min bei RT in TBST gewaschen. 200 pul NBT und 150 pl BCIP Losung
wurden mit 50 ml Entwicklungspuffer verdiinnt. Die Filter wurden in die Substratldsung
iiberfithrt und die Farbentwicklung beobachtet. Plaques, die eine rasche Féarbung zeigten
wurden mit Bleistift markiert. Der Entwicklungsprozef3 dauerte in der Regel 1 h und wurde
durch Zugabe von Stop-Puffer abgebrochen. Die Filter wurden mit H,0 gewaschen und
getrocknet. Durch Vergleich der markierten positiven Plaques auf den Filtern, mit den
Plaques auf der Platte wurden die positiven Klone identifiziert. Mit einer abgeschnittenen
blauen Pipettenspitze wurden diese gepickt. Jeder ausgestochene Agarzylinder wurde in 500
pl SM- Puffer {iberfiihrt, gevortext und liber Nacht bei 4°C aufbewahrt.

Diese primér positiven Klone wurden fiir eine zweite Runde im Immunoscreening verwendet.
In der zweiten Runde wurde darauf geachtet, dass auf den Platten nur isolierte Plaques zu
sehen waren. Die Positiven aus der zweiten Runde wurden fiir die in-vivo-Exzission

verwendet.

3.1.19. In-vivo-Exzission des pTriplEX2 aus der Phagen DNA

Die Umwandlung eines A-TriplEx2-Klons in pTriplEx2 geschieht durch Ausschneiden und
Zirkularisieren eines kompletten Plasmids aus dem rekombinanten Phagen. Das Plasmid wird
durch cre-Rekombinase vermittelte Rekombination an loxP-Sequenzen erzeugt. Die
Freisetzung erfolgt automatisch, wenn der rekombinante Phage in einen bakteriellen Wirt
eingeschleust wird, der cre-Rekombinase exprimiert. Im verwendeten System zeigt der
Bakterienstamm BM?25.8 cre-Rekombinase Aktivitéit, wenn er bei 31°C gezogen wird. Hohere
Temperaturen sind schidlich fiir diesen Bakterienstamm. Das erzeugte Plasmid ist stabil in
E.coli, muB3 aber in der Regel in XL1-Blue Zellen transformiert werden, um groBere Mengen
brauchbare Plasmid-DNA zu erhalten.

Eine isolierte Kolonie BM25.8 Zellen wurde von einer Platte gepickt. Eine 10 ml LB-
Ubernachtkultur wurde in einem 50 ml Kulturgefi bei 31°C auf einem Schiittler inkubiert.
100 pl einer 1 M MgCl, Losung wurden zu der Kultur gegeben (10 mM MgCl,

Endkonzentration). 150 ul einer Phagensuspension aus der zweiten Runde des Screenings
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wurden mit 200 pl der Ubernachtkultur gemischt und bei 31°C 30 min ohne Schiitteln
inkubiert. AnschlieBend wurden 400 pl LB Medium zugegeben und 1 h bei 31°C auf einem
Schiittler (250 rpm) inkubiert. 10 ul der Zellsuspension wurde auf einer 9 cm LB/Ampizillin-
Platte ausgestrichen und {iber Nacht bei 31°C inkubiert. Einzelne Kolonien wurden von den
Platten gepickt und fiir Plasmidisolationen verwendet. Die Plasmide wurden in XL1-Blue-

Zellen transformiert und analysiert.
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3.1.20 Sequenzierung von DNA
DNA-Sequenzierungsreaktionen wurden mit dem Big-Dye-Terminator-Cycle-Sequencing-
Ready-Reaction-Kit (Fa. Perkin Elmer) durchgefiihrt und mit einem ABI-Prism-Sequencer
(Fa. Perkin Elmer) ausgewertet.
Die Sequenzierungs-PCR-Reaktion wurde in 200 pl Reaktionsgefdflen durchgefiihrt.
Sequenzieransaty:

2 pl Terminator ready reaction Mix

400 ng Plasmid (Template)

10 pm Primer

ad H,0 auf 10 pl
PCR-Protokoll:

2 min 96°C
25 Zyklen
30s  96°C
I5s 50°C (45°C)
4 min 60°C
dann 4°C.

Nach Beendigung der PCR wurden 90 pl H,0 zu dem Ansatz dazupipettiert und die Losung in
ein 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Die DNA wurde durch Zugabe von 10 ul 3
M Natriumacetat pH 5,2 und 250 pl Ethanol p.a. gefillt. Die Probe wurde zentrifugiert (15
min, 13 000 rpm, RT) und der Uberstand dekantiert. Das meist unsichtbare Pellet wurde mit
250 pl 70%igem Ethanol gewaschen und abzentrifugiert (5 min, 13 000 rpm, RT). Der
Uberstand wurde mit einer Pipette entfernt und das Pellet in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet.

Das DNA-Pellet wurde in 20 ul ,,Template suppression reagent™ (Perkin Elmer) geldst. Die

Losung wurde 2 min auf 95°C erhitzt und anschliefend bis zur Auswertung bei 4°C gelagert.
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3.1.21 Computergestiitzte DNA-Sequenzanalyse

Folgende offentlich zugéngliche Sequenzanalyseprogramme wurden im Rahmen dieser Arbeit

verwendet.
Name Anwendung Adresse
BLAST Suche nach  dhnlichen http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
Sequenzen (DNA, Protein)
BLASTX Ubersetzt eine http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi?J form=
Nukleotidsequenz in allen 1
sechs  Leserastern  und
vergleicht die so erzeugten
Peptide mit einer Datenbank
Clustal W Vergleich mehrerer DNA- http://www?2.ebi.ac.uk/clustalw/
oder Proteinsequenzen
miteinander
BLASTN Durchsucht DNA http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi?Jform=
Datenbanken nach dhnlichen 1
Sequenzen (DNA)
BLAST?2 Vergleicht zwei Sequenzen http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2. html
SEQUENCES miteinander (DNA, Protein)
Expasy Ubersetzt eine http://expasy.proteome.org.au/tools/dna.html
Translate Tool Nukleinsdure-sequenz in

allen sechs Leserastern in
eine Proteinsequenz

ORF-Finder

Sucht in allen sechs
Leserastern einer DNA-
Sequenz  nach  offenen

Leserastern. Es ist moglich
fir einzelne gefundene
ORFs eine BLAST Suche
durchzufiihren

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html

ScanProsite

Durchsucht eine Protein-
Sequenz nach Mustern, die
in der PROSITE Datenbank
gespeichert sind.

http://www.expasy.ch/tools/scnpsit].html

Search Pfam

Durchsucht eine Protein-
Sequenz nach Mustern, die
in der Pfam-Datenbank
gespeichert sind.

http://www.sanger.ac.uk/Pfam/search.shtml

WWW Invert

Werkzeug zum Invertieren
einer DNA-Sequenz.

http://bir.biology.washington.edu/Invert/invert].htm
1
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3.2. Two-Hybrid-Methoden

3.2.1. Kultivierung von Saccharomyces cerevisiae

Wie Escherichia coli kann die Bierhefe Saccharomyces cerevisiae sowohl in Fliissigmedium,
als auch auf der Oberfliche von Agarplatten gezogen werden. Die optimale Temperatur zur
Inkubation von Bierhefe liegt bei 30°C. Hefen wachsen gut auf Minimalmedium mit
Glukose als Kohlenstoffquelle und verschiedenen Salzen als Lieferanten flir Stickstoff,
Phosphor und Spurenelemente. Ein viel stiarkeres Wachstum zeigen sie bei Gabe von Protein-
und Hefe-Zellextrakten, die Aminosduren, Nukleotidvorstufen, Vitamine und andere
Metaboliten enthalten, die Zellen normalerweise de novo synthetisieren (Vollmedium).
Wihrend der exponentiellen Wachstumsphase (log-Phase) teilen sich Hefezellen alle 90 min,
wenn sie im Vollmedium gezogen werden. Nach der Rate der Zellteilungen oder dem Anteil

von knospenden Hefezellen in einer Kultur kann die log-Phase in drei Stadien unterteilt

werden:
1. frihe logarithmische Phase; Zelldichten < 107 Zellen/ml
2. mittlere logarithmische Phase; Zelldichten 1 - 5x 107 Zellen/ml
3. spite logarithmische Phase; Zelldichten 5x 10" bis 2x 10® Zellen/ml

Bei Erreichen einer Zelldichte von 2x 10® Zellen/ml spricht man von gesittigten Kulturen, die
Zellen gehen in die stationdre oder Go-Phase iiber. Uber die Messung der Absorption bei 600
nm kann die Zelldichte einer Fliissigkultur ermittelt werden. Fiir den Hefestamm EGY48

entspricht eine ODggp von 1,0 einer Zelldichte von ca. 3x 10® Zellen/ml.

Fliissigkultur von Saccharomyces cerevisiae

Die Kultivierung des untransformierten Hefestammes EGY 48 erfolgte in YPD-Vollmedium
(auch YEPD). Dieses ,,reiche, komplexe® Medium wird iiblicherweise fiir das Wachstum von
Hefen benutzt, wenn keine besonderen Selektionsanforderungen an das Medium gestellt
werden. Plasmid-transformierte Hefen wurden in Minimalmedium (SD) kultiviert.
Minimalmedien eignen sich fiir die Selektion auf spezielle auxotrophe Fahigkeiten der
Hefezellen. Der Hefestamm EGY48 ist defizient fiir die Synthese von Uracil, Histidin,
Tryptophan und Leuzin. Die Histidin-, Tryptophan- und Uracil-Auxotrophie wird innerhalb
des Two-Hybrid-Systems durch plasmidkodierte Gene komplementiert. Die Leuzin-
Auxotrophie kann durch die Interaktion von , Koder“- und ,,Beute“-Protein aufgehoben

werden.
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Um auf den Erhalt eines bestimmten Plasmids (oder auf Interaktionen) zu selektionieren,
wurde die entsprechende Komponente im Minimalmedium weggelassen. Es ist
empfehlenswert, die Medien nicht zu autoklavieren, sondern sterilzufiltrieren oder die
Kohlenstoffquelle nach dem Autoklavieren zuzugeben, um ein Karamellisieren von Glukose

oder Galaktose zu verhindern.

Plattenkultur von Saccharomyces cerevisiae

Die Néhrstoffe in Agar-Platten entsprachen denen in Fliissigmedium. Zusétzlich wurden 2%
(w/v) Agar und 1 Natronlaugeplétzchen pro Liter Medium vor dem Autoklavieren zugegeben.
Die Natronlauge erhoht den pH-Wert der Losung, so dass es nicht zu einem Zusammenbruch
des Agars beim Autoklavieren kommt. Es bietet sich an, die Néhrstoffe und besonders die
Kohlenstoffquelle erst nach dem Autoklavieren zuzugeben.

Hefen wurden mit der Impf6se auf den Platten ausgestrichen oder in nicht mehr als 200 pl
Medium auf eine vorgewdrmte Platte aufgetropft und mit dem Drygalski-Spatel verteilt.
Agarplatten mit Hefekulturen wurden mit Parafilm umwickelt, um ein Austrocknen zu
vermeiden und 2-5 Tage bei 30°C inkubiert.

Fiir X-Gal-Plattenmedium, es dient dem Nachweis von B-Galaktosidaseaktivitdt, wurde dem
Medium zusitzlich Natriumphosphat (Endkonzentration 70 mM) und Xgal in DMSO
(Endkonzentration 80 mg/1) zugegeben.

Glycerinkultur von Saccharomyces cerevisiae

Hefestimme konnen bei -70°C in 15% Glycerin mehr als fiinf Jahre lang gelagert werden.
210 pl Glycerin (86%, sterilfiltriert) wurden mit 1 ml einer spdten logarithmischen oder
frithen stationdren Hefe-Fliissigkultur griindlich durch Invertieren gemischt, in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.

3.2.2. Transformation von von Saccharomyces cerevisiae

Kompetente Hefezellen kdnnen sowohl zirkuldre als auch lineare DNA aufnehmen. Die
verwendeten Two-Hybrid-Plasmide sind sogenannte ,,Shuttle Vektoren®, die sowohl in Hefen
als auch in Bakterien episomal repliziert werden konnen. Sie tragen Selektionsmarker, mit
denen Auxotrophien in Hefen komplementiert werden.

Das verwendete Hefe-Transformationsprotokoll ist die Lithiumacetat-Methode. Sie ist schnell

und erreicht Transformationseffizienzen von 10° - 10° Transformanden pro pg Plasmid-DNA.
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Die Lithiumacetat-Methode basiert auf der Tatsache, dass Alkali-Kationen Hefen zur
Aufnahme von DNA kompetent machen konnen. Nachdem die Hefen in gepuffertem
Lithiumacetat inkubiert wurden, wird die zu transformierende DNA zusammen mit einer
»Carrier-DNA® in die Zelle transportiert. Zugabe von Polyethylenglykol (PEG) und ein
Hitzeschock verstirkten die DNA-Aufnahme. Die Hefen wurden anschlieBend auf

Selektionsmedium ausplattiert.

Standard-Transformation (Gietz und Woods 1994)

Fir alle Hefe Transformationen, mit Ausnahme der Transformation von
Bibliotheksplasmiden, wurde diese Methode verwendet. In der Regel wurde 1 pg Plasmid
DNA eingesetzt. Mit dieser Methode konnen auch bis zu drei Plasmide gleichzeitig

transformiert werden.

Polyethylenglykol, 50% (w/v), MW 3350 in H,O, sterilfiltriert
Lithiumacetat, 1 M in H,O, sterilfiltriert

Lithiumacetat, 0,1 M in H,O, sterilfiltriert

ssSS-DNA (2,0 mg/ml): Lachsspermien DNA (Origene)

Eine 10 ml Hefe-Ubernachtkultur wurde abzentrifugiert (5 min, 3000 rpm, 4°C), der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml 100 mM Lithiumacetat aufgenommen und 5
min bei 30°C inkubiert. 100 ul der Hefesuspension wurden in ein 1,5 ml Eppendorf
Reaktionsgefal} iiberfiihrt und in der Tischzentrifuge abzentrifugiert (2 min, 3000 rpm, RT).
Der Uberstand wurde mit einer Pipette vollstindig abgenommen. In dieser Reihenfolge

wurden nun folgende Reagenzien iliber das Pellet geschichtet:

240 ul PEG (50% w/v)

36 ul 1 M Lithiumacetat

25 pl ssSS-DNA (2mg/ml)

~5 ul Plasmid DNA (100 ng bis 5 pg)
45 ul Hy0

Der Ansatz wurde mindestens 1 min griindlich gevortext. Es folgte ein Hitzeschock von 20

min bei 42°C. Im Anschlul wurde der Ansatz abzentrifugiert (2 min, 3000 rpm, RT), der
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Uberstand abgenommen und das Pellet in ca. 200 pl H,O geldst. Der Transformationsansatz
wurde nun auf vorgewdrmten Selektionsplatten ausplattiert, die Platten mit Parafilm

umwickelt und bei 30°C 2-5 Tage inkubiert.

Hocheffizienz-Transformation von Bibliotheksplasmiden (Finley und Brent, 1996)
Dieses Transformationsprotokoll wurde fiir die Transformation von Two-Hybrid-cDNA-
Bibliotheken in den Hefestamm EGY48 verwendet, der das Reporterplasmid pSH18-34
enthielt.

50% (w/v) Polyethylenglykol MW 3350 in H,O, sterilfiltriert
1 M Lithiumacetat in H,O, sterilfiltriert

0,1 M Lithiumacetat in H,O, sterilfiltriert

$sSS-DNA (2,0mg/ml, Origene)

DMSO
Selektionsplatten (9 cm): Glu/CM -Ura, -His
Selektionsplatten (15 cm): Glu/CM -Ura, -His, -Trp

In einem 50 ml Kulturgefi wurde eine 20 ml Ubernachkultur des Hefestamms EGY48 /
pSH18-34 in Glu/CM -Ura, -His Medium angelegt. Am niachsten Morgen wurde die Kultur in
100 ml Glu/CM -Ura, -His Medium auf eine OD600 von 0,1 verdiinnt, was ca. 1x 10’
Zellen/ml entspricht. Die Kultur wurde auf einem Rundschiittler inkubiert (30°C, 225 rpm)
bis eine ODggo von 0,5 erreicht war. Die Zellen wurden abzentrifugiert (5 min, 3000 rpm, RT)
und in 10 ml H,O resuspendiert. Die Hefesuspension wurde erneut abzentrifugiert (5 min,
3000 rpm, RT) und in 0,5 ml 0,1 M Lithiumacetat aufgenommen. In zehn sterilen 1,5-ml-

Eppendorf-Reaktionsgefdlen wurden folgende Reagenzien vereinigt:

1 ug Bibliotheksplasmide (cDNA in pJG4-5)
10 pl ssSS-DNA (50 pg)

50 pl Hefesuspension

240 ul 50% PEG

30 pug IM Lithiumacetat
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Die Ansitze wurden 30 min bei 30°C inkubiert. In jedes Gefal wurden 40 ul DMSO
pipettiert (10% Endkonzentration) und durch Invertieren gemischt. Es folgte ein Hitzeschock
bei 42°C fiir 10 min in einem Heizblock. Die Ansitze wurden abzentrifugiert, der Uberstand
vorsichtig mit einer Pipette entfernt und die Pellets in 100 pl H,O resuspendiert. Der Inhalt
jedes Reaktionsgefidles wurde auf einer 15-cm-Hefe-Selektionsplatte (Glu/CM -Ura,-His,-
Trp) mit einem Drygalski-Spatel ausgestrichen.

3.2.3. Charakterisierung eines ,, Koder*“-Proteins

3.2.3.1. Immunologischer Nachweis des ,,Koder“-Proteins in Hefeklonen

Um nachzuweisen, dass in einem mit einem ,,Koder*“-Plasmid transformierten Hefestamm das
gewiinschte LexA-Fusionsprotein gebildet wird, wurde eine Western-Blot-Analyse
durchgefiihrt (s.0.). Als primdrer Antikorper wurde ein kommerziell erhéltlicher Antikdrper

gegen die LexA-Bindungsdomine (Santa Cruz Inc.) verwendet.

3.2.3.2. Test auf Aktivierung der Reportergene durch das ,,Koder“-Protein

Ein LexA-Fusionsprotein, das als ,,Koder in einem Two-Hybrid-Experiment verwendet
werden soll, darf nicht von sich aus die Transkription der Reportergene aktivieren. Dies
wurde vor Beginn des eigentlichen Experiments iiberpriift, indem der Hefestamm EGY 48 mit
dem lacZ - Reporterplasmid pSH18-34 und dem =zu testenden ,Kdder“-Plasmid
kotransformiert wurde. Als Positiv- bzw. Negativkontrolle wurden pSH17-4 und pRFHM1

verwendet.

Test auf lacZ-Genaktivierung

Um zu iiberpriifen, ob ein Hefestamm B-Galaktosidaseaktivitit (lacZ'-Phinotyp) hat, wurde
ein ,,Filter assay* durchgefiihrt. Stark aktivierte Kolonien (z.B. mit pSH17-4) zeigten schon
nach 5-10 min eine Blaufiarbung. Ein ,,Kdder“-Protein, das sich so verhilt, ist fiir das Two-
Hybrid-Experiment nicht geeignet. Schwache Aktivatoren produzieren nach 2-6 h eine leichte
Blaufirbung. Sie wurden mit der Negativkontrolle (pRFHM1) verglichen und kommen fiir

den ,,Interaction trap* in Frage.

Z-Puffer: 60 mM Na,HPO4-7 H,0, 40 mM NaH,PO4-H,0, 10 mM KCl, 1
mM MgSO,4-7 H,O, 50 mM B-Mercaptoethanol, pH 7,0, nicht

autoklavieren!
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X-Gal 20 mg/ml in DMF
Z-Puffer mit Xgal  1mg/ml

Ein runder Nylonfilter wurde auf die Platte mit den zu untersuchenden Hefeklonen gelegt und
1 min dort belassen. Die Membran wurde vorsichtig abgenommen und mit der Kolonieseite
nach oben 5 min luftgetrocknet. AnschlieBend wurde sie mindestens 2x 10 min bei -70°C
eingefroren und wieder aufgetaut. Die Membran wurde nun, mit der Kolonieseite nach oben,
auf ein Stiick Whatman-3MM-Filterpapier gelegt, das vorher im Z-Puffer mit Xgal getrénkt
wurde. Der Filter wurde bei 30°C inkubiert und nach 20 min, 2h und 6 h auf Farbentwicklung

iiberpriift.

Nachweis der Leuzinabhingigkeit von ,,Koder“-Hefestimmen

Die Selektion im eigentlichen Two-Hybrid-Experiment basiert auf der Fahigkeit des ,,Kdder*-
Proteins, zusammen mit einem anderen ,,Beute*“-Fusionsprotein die Transkription des LexA-
Operator-LEU2-Gens zu aktivieren und so ein Wachstum auf Leuzin-Mangelmedium zu
ermdglichen. Ein ,,Koder*“-Protein allein darf diese Fahigkeit nicht besitzen. Der Test auf
Leuzinabhéngigkeit ist der wichtigste Test, um zu iiberpriifen, ob ein ,,Kdder“-Protein einen
zu hohen Hintergrund produziert. Der LEU2-Reporter in EGY 48 ist sensitiver als der
pSH18-34-Reporter, so dass ein Stamm, der im Test auf lacZ-Aktivierung kein oder nur ein
schwaches Signal gegeben hat, trotzdem ein Wachstum auf Leuzin-Defizienzmedium zeigen

kann.

Gal/Raf/CM -Ura,-His Selektionsplatten
Gal/Raf/CM -Ura,-His,-Leu Selektionsplatten

Eine Kolonie EGY48 / pSH18-34 / bait wurde mit einer Impfose abgenommen und in 500 pl
H,O suspendiert. Daraus wurde eine Serie von 1:10 Verdiinnungen in H,O hergestellt, die
drei Potenzen abdeckten.

Je 100 pl jeder Verdiinnung wurden auf Gal/Raff/CM-Ura,-His und Gal/Raf/CM -Ura,-His,-
Leu Selektionsplatten ausplattiert. Die Platten wurden bei 30°C inkubiert, das Wachstum der
Klone iiber 5 Tage hinweg beobachtet und protokolliert.
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3.2.4 ,Repression assay*

Mit diesem Experiment wurde nachgewiesen, dass ein LexA-Fusionsprotein in der Hefe
synthetisiert wird, welches in der Lage ist, in den Zellkern der Hefe zu gelangen und dort an
LexA-Operatorsequenzen zu binden.

Das ,,Shuttle“~-Reporter-Plasmid pJK101 enthilt eine ,,GAL upstream activating sequence*
(UASgaL ) gefolgt von LexA-Operatoren upstream der lacZ-kodierenden Sequenz.

Hefen, die pJK101 enthalten, zeigen signifikante P-Galaktosidaseaktivitit, wenn sie auf
Medium gezogen werden, das Galaktose als Kohlenstoffquelle enthélt, da endogenes Hefe-
GAL4 an die UASgar bindet. LexA-Fusionsproteine, die gebildet werden, gelangen in den
Zellkern und binden an die LexA-Operatorsequenzen zwischen UASgar und dem lacZ-Gen
und behindern dessen Aktivierung von der UASgar. (Repression). Die f-
Galaktosidaseaktivitdt wird um den Faktor 3 bis 20 reprimiert. Auf Medium, das Glukose als
Kohlenstoffquelle enthélt, sollten Hefen, die pJK101 enthalten, sehr viel langsamer blau

werden, da die endogene GAL4-Transkription/Translation durch Glukose reprimiert wird.

Glu/CM -Ura Selektionsplatten
Glu/CM -Ura,-His Selektionsplatten
Glu/CM -Ura,-His XGal-Platten
Glu/CM -Ura XGal-Platten
Gal/Raf/CM -Ura,-His XGal-Platten
Gal/Raf/CM -Ura XGal-Platten

EGY48 wurde mit folgenden Kombinationen von Plasmiden transformiert:

,,Koder“-Plasmid + pJK101 (Test)

pRFHM1 + pJK101 (Positivkontrolle fiir Repression)
pSH17-4 + pJK101 (Negativkontrolle fiir Repression)
pJK101 allein (Negativkontrolle fiir Repression)

Die Transformationen wurden auf Glu/CM-Ura Selektionsplatten bzw. auf Glu/CM-Ura,-His
Selektionsplatten ausplattiert und bei 30°C 2 bis 3 Tage inkubiert bis Kolonien erschienen.
Diese wurden auf den entsprechenden Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei 30°C

inkubiert. Die B-Galaktosidaseaktivitdt wurde durch einen Plattentest {iberpriift. Dazu wurden
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die Kolonien auf Gal/Raff/CM-Ura,-His XGal-Platten bzw. auf Gal/Raff/CM-Ura XGal-
Platten und auf Glu/CM-Ura,-His XGal-Platten und Glu/CM-Ura XGal-Platten ausgestrichen
und bei 30°C inkubiert. Die Farbentwicklung wurde iiber mehrere Tage beobachtet und
protokolliert.

A
+++
————
endogenous —
ops lacZ
plasmid JK101
B P1
L
e +
endogenous — : =
[ ops | lacZ
plasmid JK101

Abb. 11 ,Repression assay“ zum Nachweis der DNA-Bindung des Fusionsproteins.

(A) Aufgrund der Bindung von endogenem GAL4 an die GALy,s zeigen Hefen, die pJK101 enthalten und mit
Galaktose als einziger Kohlenstoffquelle gezogen werden signifikant hohe B-Galaktosidaseaktivitét.

(B) LexA-Fusionsproteine (P1-LexA), die synthetisiert werden, gelangen in den Kern, binden an die LexA-

Operator Sequenzen (ops), blockieren die Aktivierung durch die GALyss und reprimieren so die [3-
Galaktosidaseaktivitdt um Faktor 3 bis 20.

3.2.5. Nachweis einer Interaktion zwischen ,,Koder“- und ,,Beute*“-Fusionsprotein
3.2.5.1. Galaktose-induzierter, Glukose-reprimierter - Leu'-Phinotyp

Der Nachweis einer Interaktion zwischen ,,Koder*- und ,,Beute*-Fusionsprotein wird durch
die Galaktose-abhéngige Aktivierung des LEU2-Reporters gefiihrt. Hefen, die also ein
interagierendes Paar von Fusionsproteinen haben, konnen auf Leuzin-Defizienzmedium mit
Galaktose als Kohlenstoffquelle wachsen, wogegen das Wachstum dieser Stimme auf
Glukose-Ndhrmedium deutlich schwécher ist, weil die Transkription des ,,Beute®-
Fusionsproteins durch Glukose reprimiert wird (das ,,Beute“-Fusionsprotein-Gen steht unter

der Kontrolle des GAL1-Promotors, der durch Glukose reprimiert wird).
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Ein Hefeklon, der eine ,,echte* Interaktion zwischen ,,Beute”- und ,,Kdder“-Fusionsprotein
aufweist, wird auf Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu Selektionsplatten Wachstum zeigen,
wogegen auf Glu/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu Selektionsplatten das Wachstum im Vergleich

deutlich reprimiert ist.

Glu/CM -Ura,-His,-Trp Fliissigmedium
Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp Fliissigmedium
Glu/CM -Ura,-His,-Trp Selektionsplatten

Glu/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu Selektionsplatten
Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu Selektionsplatten

Der Hefestamm EGY48 wurde nacheinander mit dem LacZ-Reporterplasmid pSH18-34, dem
,,Koder“- und dem ,,Beute“-Plasmid transformiert und anschlieBend auf Glu/CM -Ura,-His,-
Trp Selektionsplatten ausplattiert und bei 30°C inkubiert bis Kolonien erschienen. Einzelne
Kolonien wurden mit der Impfose abgenommen und damit eine Ubernacht-Fliissigkultur in
Glu/CM -Ura,-His,-Trp angelegt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (10 min, 3000 rpm, RT)
und in Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp Fliissigmedium aufgenommen und 4 h bei 30°C
geschiittelt. Dieser Schritt dient der Induktion der Synthese des ,,Beute“-Fusionsproteins und
kann nicht ausgelassen werden. Die Hefen wurden abzentrifugiert (5 min, 3000 rpm, RT) und
in H,O aufgenommen. Die Zellen wurden anschlieBend auf Glu/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu
Selektionsplatten und Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu Selektionsplatten ausplattiert und bei
30°C 2 bis 5 Tage inkubiert bis Kolonien erschienen. Zur Bestétigung der Ergebnisse wurden
Hefeklone von den Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu Selektionsplatten mit der Impfose
abgenommen und erneut auf Glu/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu Selektionsplatten und Gal/Raff/CM
-Ura,-His,-Trp,-Leu Selektionsplatten ausgestrichen. Das Wachstum der Klone auf den
verschiedenen Selektionsmedien wurde eine Woche lang jeden Tag kontrolliert und

protokolliert.

3.2.5.2. LacZ-Expression

Zur Bestitigung der im Leuzin-Wachstumstest gewonnenen Daten wurde die Aktivierung des
LacZ-Reporters in den entsprechenden Hefeklonen untersucht. Hefestimme, die eine echte
Interaktion zwischen Kdder und Beuteprotein zeigen, sollten in diesem Test eine durch

Galaktose induzierbare, durch Glukose reprimierbare 3-Galaktosidase-Aktivitdt zeigen.
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Fliissigmedium: Glu/CM -Ura,-His,-Trp
Selektionsplatten: Glu/CM -Ura,-His,-Trp X-Gal
Selektionsplatten: Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp X-Gal

Die zu testenden Hefestimme EGY48/pSH18-34/bait/prey wurden in Gal/Raff/CM -Ura,-
His,-Trp Fliissigmedium zwei Tage lang bei 30°C geschiittelt. Die Hefen wurden
abzentrifugiert (5 min, 3000 rpm, RT) und zweimal mit H,O gewaschen. Die Zellen wurden
in einer geringen Menge H,O resuspendiert und auf Glu/CM -Ura,-His,-Trp X-Gal- und
Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp X-Gal Platten aufgetropft. Die Blaufarbung der Kolonien wurde

iber eine Woche hinweg beobachtet und protokolliert.

3.2.5.3. EGFP/RFP-Expression

Mit neu entwickelten Reporter Plasmiden (siehe Ergebnisteil) wurde ein Interaktion von
,»Koder“- und ,,Beute“-Proteinen iliber die Expression von ,enhanced green fluoreszent
protein“ (EGFP, Clontech) und ,,red fluorescent protein* (RFP, Clontech) nachgewiesen und

quantifiziert.

Fliissigmedium: Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp

EGY48 Hefestimme, die mit den Reporterplasmiden p8op-EGFP oder p8op-RFP und einer
bait/prey Kombination transformiert waren, wurden in Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp
Fliissigmedium iiber Nacht bei 30°C geschiittelt. Die Hefezellen wurden abzentrifugiert (5
min, 3000 rpm, RT) und in frischem Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp Fliissigmedium auf eine
ODgoo von 0,1 verdiinnt. Anschlieend wurden die Zellen bei 30°C auf einem Schiittler so
lange inkubiert, bis sie eine ODgop von 1,0 aufwiesen. Je 100 pl Hefesuspension wurde in
einen Reaktionsraum einer schwarzen 384-well-Plate (Nunc) pipettiert. Die relative
Fluoreszenz wurde durch Messung mit einem Fluoroscan Ascent Fluoreszenz Messgerits
bestimmt. Fiir RFP wurde ein Anregungsfilter mit 510 nm und ein Emissionsfilter mit 590 nm

verwendet, fiir EGFP ein Anregungsfilter mit 485 nm und ein Emissionsfilter mit 520 nm.
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3.2.6. ,,Screening* einer Two-Hybrid-Bibliothek (,,Interactor hunt*)

Eine Two-Hybrid-Screening-Prozedur besteht aus zwei groen Ausplattierungen von
Hefezellen, die LexA fusionierte ,,Kdder-, LacZ-Reporter- und pJG4-5 Bibliotheksplasmide
enthalten, deren cDNA-Sequenzen unter der Kontrolle des GAL Promotors stehen. Bei der
ersten Ausplattierung wurden die Hefeklone auf Glu/CM -Ura,-His,-Trp Selektionsplatten
ausgestrichen, um auf das Bibliotheksplasmid zu selektionieren. In der zweiten
Ausplattierung - hier wurde nach Hefen gescreent, die interagierende Proteine enthielten -
wurde eine Suspension der primdren Transformanden auf Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu
Selektionsplatten ausgestrichen. Hefeklone, die in diesem Test als positiv identifiziert
wurden, wurden auf LacZ-Expression getestet. Bibliotheksplasmide von Hefeklonen, die in

der zweiten Runde identifiziert wurden, wurden isoliert und identifiziert.

Transformation der cDNA-Bibliotheksplasmide
Die Bibliotheksplasmide wurden durch eine Hocheffizienz-Transformation (3.2.2.) in den

Hefestamm EGY48 transformiert.

Selektionsplatten (15 cm):  Glu/CM -Ura,-His,-Trp

Die Hefezellen wurden auf Glu/CM -Ura,-His,-Trp Selektionsplatten ausplattiert und 3 bis 4
Tage bei 30°C inkubiert, bis Kolonien gut sichtbar waren (0,5 - 2 mm).

Herstellung einer Suspension der primiren Transformanden
In diesem Arbeitsschritt wurde eine Aufschlammung erzeugt, in der die Zellen der priméren
Transformanden homogen gemischt wurden. Diese Suspension wurde anschlieBend zur

Selektion interagierender Proteine benutzt.

Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu Selektionsplatten

Die Agarplatten mit den primédren Transformanden wurden mehrere Stunden bei 4°C im
Kiihlschrank vorgekiihlt. Auf jede 15-cm-Platte wurden 5 ml H,O pipettiert und die
Hefekolonien mit Hilfe eines sterilen Glasobjekttragers (mit geschliffenen Kanten)
abgeschabt. Die Hefezellen wurden in ein 50 ml Kulturgefdl} iberfiihrt und durch Invertieren
vollstindig resuspendiert. Im Anschlul wurden die Zellen abzentrifugiert (5 min, 3000 rpm,

4°C), der Uberstand dekantiert und die Zellen 2x mit ca. 40 ml H,O gewaschen. Die Zellen
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wurden anschliefend sofort auf Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu Selektionsplatten (15 cm
) ausplattiert. Fiir jedes pg eingesetztes Bibliotheksplasmid wurde eine Platte verwendet.
Die Platten wurden 2 - 5 Tage bei 30°C inkubiert bis Kolonien erschienen. Geeignete
Kolonien wurden mit einer Impfose gepickt und auf einer Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu
Selektions-Stammplatte ausgestrichen und 2 bis 3 Tage bei 30°C inkubiert.

Uberpriifung der Interaktion

Die folgenden Tests (Galaktoseabhdngigkeit des Leut+- und LacZ-Phinotyps) wurden
durchgefiihrt, um zu bestétigen, dass diese Eigenschaften von der Expression eines Proteins
abhingig sind, das durch ein Bibliotheksplasmid kodiert wird.

Von der Stammplatte wurden die zu testenden Hefeklone mit einer Impfose gepickt und auf
einer Glu/CM -Ura, -His, -Trp Selektionsplatte ausgestrichen und iiber Nacht bei 30°C

inkubiert. Die Klone wurden auf folgenden Selektionsplatten ausgestrichen:

Glu/CM -Ura,-His,-Trp Xgal
Gal/Raf/CM -Ura,-His,-Trp Xgal
Glu/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu
Gal/Raf/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu

Das Wachstum und die Farbentwicklung der Kolonien wurde iiber mehrere Tage hinweg
beobachtet und protokolliert. Klone, die einen durch Galaktose induzierbaren Leu+- bzw.

LacZ-Phéanotyp zeigten, wurden weiter analysiert.

Isolierung von ,,Beute“-Plasmiden aus Hefezellen durch Transfer in E.coli

Hefe-Plasmid-DNA wurde mit diesem Protokoll zusammen mit chromosomaler DNA isoliert.
Der isolierte Uberstand wurde direkt in kompetente E.coli KC8-Zellen transformiert.
Kolonien, die aus dieser Transformation hervorgingen, wurden auf M9-Minimal-Amp-Platten
ausgestrichen. Diese Platten enthalten kein Tryptophan. Bakterienklone, die das
Bibliotheksplasmid enthalten, konnen auf diesen Platten wachsen und sind so gut von

Kolonien zu unterscheiden, die Kdder oder Reporterplasmide enthalten.
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Glu/CM -Trp Fliissigmedium

Breaking buffer 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl,
pH 8,0, 1 mM EDTA, pH 8,0, Lagerung bei RT

PCIA-Losung

0,5 mm-Glaskiigelchen, autoklaviert

3 M Natriumacetat

Elektrokompetente E.coli KC8 Zellen

LB-Amp-Platten

MO9-Minimal-Platten (Amp.)

Eine 2 ml Glu/CM -Trp Flissigkultur wurde in einem 15 ml Reaktionsgefdl mit den
ausgewdhlten Hefeklonen aus dem Interaktionsscreen angeimpft und iiber Nacht bei 30°C
geschiittelt. 1,5 ml dieser Kultur wurden in ein steriles Eppendorf Reaktionsgefal3 iiberfiihrt
und abzentrifugiert (5 s, 13 000 rpm, RT). Der Uberstand wurde dekantiert und das Hefepellet
in 200 pl Breaking buffer durch Vortexen resuspendiert. In das Reaktionsgefdll wurden 4
Glaskiigelchen und 200 pl PCIA Losung gegeben, das Gefall sorgfiltig verschlossen und
mindestens 2 min gevortext. Es folgte ein Zentrifugationsschritt (5 min, 13 000 rpm, RT).
AnschlieBend wurde die obere wissrige Phase in ein frisches 1,5 ml Eppendorf-
ReaktionsgefaB tiberfiihrt. Das Volumen wurde durch Pipettieren bestimmt und 1/10 Vol 3 M
Natriumacetat und 2 Vol Ethanol zugegeben. Der Ansatz wurde 20 min auf Eis inkubiert und
abzentrifugiert (15 min, 13 000 rpm, RT). Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet
mit 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde 2 min in der Lyophylle getrocknet und in 5 pl
H,O resuspendiert. 1 pl dieser Losung wurde fiir die Elektroporation von elektrokompetenten
E.coli KC8-Zellen verwendet (siehe 3.1.3). Die transformierten Bakterien wurden auf LB-
Ampizillin-Platten ausplattiert und {iber Nacht bei 37°C inkubiert. 10 einzelne Kolonien von
jeder Transformation wurden mit einer Impfose gepickt und auf M9-Minimal-Amp.-Platten
ausgestrichen. Nach einer Inkubation iiber Nacht wurden Klone, die auf Minimalplatten

gewachsen waren, gepickt und zur weiteren Analyse verwendet.

Analyse
Bibliotheksplasmide, die durch die oben beschriebene Prozedur identifiziert wurden, wurden

iber Plasmid-Miniprép (3.1.4.1) aufgereinigt und anschlieBend sequenziert (3.1.20).
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3.3. Proteinbiochemische und immunologische Methoden

3.3.1. Immunoblotting (,, Western blotting*)
Herstellung eines Hefe-Proteinextrakts
Hefe-Selektionsmedium

Roti Load® -Probenpuffer

Der zu analysierende Hefestamm wurde im entsprechenden Fliissig-Selektionsmedium
unter Selektion der relevanten Plasmide {iber Nacht bei 30°C im Rundschiittler bei 222 rpm
angezogen. Von der Ubernachtkultur wurde eine frische 5-ml-Kultur angelegt mit einer Start-
ODgoo ~ 0,15 und bei 30°C bis zu einer ODgop von 0,45 bis 0,7 geschiittelt. Im Anschluf3
wurden 1,5 ml in ein Eppendorf-Reaktionsgefdl iiberfiihrt und abzentrifugiert (3 min, 13 000
rpm, RT). Der Uberstand wurde vollstindig abgenommen. Zum Hefe-Pellet wurden 50 pl
Roti Load®-Probenpuffer hinzugegeben, der Ansatz griindlich gevortext und bei -70°C
eingefroren, um die Hefen aufzubrechen. Die gefrorenen Proben wurden direkt in einen
100°C heiflen Heizblock iiberfiihrt und 5 min erhitzt, anschlieBend kurz zentrifugiert, um die
grofen Zellbestandteile zu sedimentieren.

Die Proben wurden fiir die SDS-PAGE eingesetzt.

Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentration in einer wéssrigen Losung wurde nach der Methode von
Bradford bestimmt (BRADFORD et al. 1976). Der Farbstoff Coomassie-Brilliant Blue G-250
bildet mit Proteinen in saurem Milieu Komplexe, wobei sich das Absorptionsmaximum des
Farbstoffes von 465 auf 595 nm verschiebt. Diese Reaktion beruht auf ionischen und
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen dem Farbstoff und Arginin-Resten bzw. den N-
terminalen Aminogruppen der geldsten Proteine. Die Farbentwicklung ist von der Temperatur
und der Anwesenheit von Detergentien abhéingig, wird aber durch die meisten
Puffersubstanzen, Kationen, Kohlenhydrate oder reduzierende Substanzen kaum gestort. Die
Methode ist sehr sensitiv und eignet sich gut zum Abschdtzen kleiner Proteinmengen

zwischen 0,02 und 0,5 mg/ml.
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Bradford-Reagenz: 100 mg Coomassie-Brilliant Blue G-250, 50 ml 95%
Ethanol, 100 ml 85% Phosphorsédure ad 1 1 H,O

100 pl einer Proteinldsung wurden mit 1 ml Bradford-Reagenz gemischt und 5 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. Die Extinktion wurde anschlieBend in Einmalkiivetten bei 595 nm
photometrisch bestimmt. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration muf3 eine Eichgerade

erstellt werden, als Standard diente Rinderserumalbumin (BSA).

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

o]

I .
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Abb. 12 SDS-Molekiil

In diesem Elektrophoresesystem werden Proteine in Gegenwart eines Uberschusses
Natriumlaurylsulfat und  Denaturierungsreagenzien (Mercaptoethanol reduziert
Disulfidbriicken) elektrophoretisch aufgetrennt. Das negativ geladene SDS lagert sich dabei
in konstanten Verhiltnissen an die Proteine an und kompensiert mogliche positive Ladungen,
so dass alle Proteine zur Anode wandern; die Eigenladung der Proteine kann somit
vernachléssigt werden. Die Proteine werden gleichzeitig vollstindig denaturiert und kénnen
so in einem geeigneten Gel mit der richtigen Pordsitét entsprechend ihrem Molekulargewicht
wandern. Die Porengrof3e des Gels kann durch den Vernetzungsgrad der Polymere (durch die
Menge des eingesetzten N,N’'- Methylen-bisacrylamid) eingestellt werden. GroB3e Proteine
wandern relativ langsam durch das Polyacrylamid - Maschenwerk, kleinere entsprechend
schneller. Das hier benutzte Gelsystem ist das Laemmli-System, bei dem die aufzutragenden
Proben zuerst in einem Sammelgel konzentriert werden und anschlieend in das eigentliche
Trenngel einwandern (Laemmli, 1970). Das Sammelgel bewirkt eine Fokussierung der
Proteinbanden, so dass die gesamte Proteinmenge einer Tasche gleichzeitig in das Trenngel
einlduft. Der pH des Sammelgels entspricht dem IP von Glyzin. Dieses liegt daher als nach
aulen ungeladenes Zwitterion vor. Als negative Ladungstriger bleiben praktisch nur noch
Chloridionen tibrig. Das Sammelgel hat somit einen hoheren elektrischen Widerstand als das
Trenngel, in dem Glyzin als Glyzinat vorliegt.

Wegen U = R-1 und I = konstant ergibt sich ein besonders hoher Spannungsabfall und damit

eine hohe lokale Feldstirke im Sammelgel. Die Proteine konnen somit im Sammelgel
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schneller wandern, als im Trenngel. Dieser Effekt wird durch den geringen
Bisacrylamidanteil im Sammelgel unterstiitzt. Die Proteine werden so zundchst auf der
Trennlinie zwischen Sammel- und Trenngel konzentriert, bevor sie in das Trenngel eintreten.
Als Marker wurden Mischungen von Proteinen mit bekannter Molmasse als Eichsubstanzen
verwendet. Diese wurden mit den Proben auf das Gel aufgetragen. Die Molmasse eines

unbekannten Proteins kann so relativ genau bestimmt werden.

Losung A: 30 % Acrylamid, 0,8 % Bisacrylamid (gebrauchsfertig von Applichem)
Losung B: 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

Losung C: 10% SDS

Losung D: 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8

Losung F: 0,1 g/ml Ammoniumperoxidsulfat (immer frisch ansetzen!)

TEMED (Roth)

Probenpuffer: Rotiload (Roth)

Laufpuffer: Fir1L: 6 g TRIS, 28,8 g Glycin, 1 gSDS pHS8,3-8,5

Fiir die Gelelektrophorese wurde das System ,,MiniProtean II* der Firma Biorad verwendet.
Das System beinhaltet einen sogenannten Casting Stand, in dem das Gel gegossen werden
kann, ohne dass man vorher die Glasplatten, zwischen die das Gel gegossen wird, abdichten
muBl. Die Glasplatten wurden mit den ,,Spacern® fest in eine Halterung geschraubt. Diese
Halterung wurde dann in den ,,Casting Stand*“ eingespannt. Die Unterseite der Glasplatten
wurde nun so auf einen flexiblen Untergrund gedriickt, so dass bei korrektem Aufbau nichts
auslaufen kann. Vor dem GieBen des Gels wurde die Apparatur aufgebaut und die Hohe des
Trenngels auf den Glasplatten markiert. Das Trenngel sollte so hoch sein, dass unter den
Enden des Kammes noch etwa 0,5 bis 1 cm Sammelgel Platz haben. Dann wurden die
Losungen, je nach gewiinschter Trenngel-Konzentration, zusammenpipettiert. Die

angegebenen Mengen sind ausreichend fiir 2 Minigele:



METHODEN

99

Losung A

Losung B

Loésung C

Losung F

TEMED

H,0

8%

2,0 ml

5,0 ml

100 pl

100 pl

10 pl

2,8 ml

10 %

2,5ml

5,0 ml

100 pl

100 pl

10 pl

2,3 ml

12 %

3,125 ml

5,0 ml

100 pl

100 pl

10 pl

1,665 ml

Die Losungen wurden in ein Plastikréhrchen pipettiert, wobei zuletzt APS und TEMED

zugegeben wurden, welche die Polymerisation starten. Die Gellosung wurde durchmischt und

mit einer Pasteurpipette etwa 4 mm bis iiber die Markierung fiir die Hohe des Trenngels

gegossen. Danach wurde sofort mit destilliertem Wasser liberschichtet, da die Polymerisation

am besten unter Luftabschluf ablduft. Das Trenngel sollte vor dem Gieflen des Sammelgels

etwa 30 min polymerisieren. Nach Ablauf der 30 min wurde das Wasser mit Hilfe einer

Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das Sammelgel (6%) konnte vorbereitet werden.

Losung A

Losung D

Losung C

Losung F

TEMED

H,O

1,5 ml

2,55 ml

100 pl

100 pl

10 pl

5,8 ml

Das Sammelgel wurde mit einer Pasteurpipette auf das Trenngel gegossen und dann der

Kamm eingesetzt. Luftblasen in den Geltaschen wurden durch Riitteln am Kamm entfernt.

Sollen besonders grofle Probenmengen aufgetragen werden, so empfiehlt es sich, die doppelte

Menge von APS und TEMED zu verwenden, da sich stabilere Taschen ergeben, die bis oben
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befiillt werden konnen. Das Gel konnte nach ca. 30 min beladen werden, oder, um eine
bessere Trennschirfe zu erreichen, mehrere Stunden bei 4°C aufbewahrt werden. Vor dem
Beladen wurde der Kamm entfernt und die Taschen mit Laufpuffer ausgespiilt, um Gelreste
zu entfernen. Als Groflenstandard wurde teils ein vorgefarbter ,,broad range‘-Marker, teils
»low“- und ,high-range“-Marker der Firma BioRad verwendet.. Die Proben wurden mit 1
Vol. 2x Roti Load®-Pr0benpuffer gemischt, 5 min bei 95°C denaturiert, kurz abzentrifugiert
und in die Taschen aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte fiir 2 bis 2,5 h bei 100 V (U

konstant). Danach wurde das Gel entweder mit Coomassie gefarbt oder geblottet.

Coomassie-Firbung von Proteingelen
Diese Methode beruht auf der Bindung des Farbstoffs Coomassie-Brilliant-Blue an Proteine.

Es konnen Banden ab ungefdhr 0,5 pug sichtbar gemacht werden.

Entfarbelosung: 100 ml Eisessig, 450 ml Methanol technisch, 450 ml H,O
Farbelosung: 1,25 g Coomassie Brilliant Blue R-250, 225 ml Methanol
technisch, 225 ml H>O, 50 ml Eisessig

Das Gel wurde 30 min in Entfarbelosung auf dem Kippschiittler geschiittelt, anschlieBend 1 h
in Férbelosung. Das Entfirben erfolgte durch langsames Schiitteln in Entfirbelosung. Die
Losung wurde mehrmals gewechselt. Alternativ. wurde auch tiber Nacht in 50%
Entfarbelosung entfiarbt. Wenn das Gel zu stark geschrumpft war, wurde es durch Schiitteln in
Wasser wieder vergroflert. Das Gel wurde auf Whatman-Papier liberfithrt und auf dem

Geltrockner bei 80°C unter Vakuum getrocknet.
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» Western blotting* (Proteintransfer auf eine Membran)

Blottingpuffer: 50 mM CAPS, 10 % Methanol; pH 10
TBS: 150 mM NacCl, 10 mM Tris-Cl, pH 7,4
TBST: TBS + 0,1 % Tween

10 % Milchpulver in TBS/TBST pH 7,4-7,6

Ponceau-S (Sigma)

Nachdem die Lauffront des Gels bis kurz vor das Ende gelaufen war, wurde die
Elektrophorese gestoppt und das Gel abgebaut. Das Sammelgel wurde mit Hilfe eines Spatels
entfernt und entsorgt. Das Gel wurde nun 5-10 min in Blottingpuffer inkubiert.
Wihrenddessen konnten Nitrozellulose und Whatmanpapier mit Hilfe einer Schablone auf
GelgroBe zugeschnitten werden. Der Western-Blot wurde im Mini-TransBlot System der
Firma BioRad durchgefiihrt. Es konnen 2 Gele gleichzeitig geblottet werden. Die folgende
Grafik zeigt den Aufbau eines Blot-Sandwichs fiir einen Transfer in der Mini-TransBlot

Kammer:

Fiber pad
Filter paper
Membrane
Gel

Filter paper
Fiber pad

Abb. 13 Aufbau des Western-Blots

Filterpapier und Nitrozellulose wurden mit Blottingpuffer getrinkt, dann wurde der Blot wie
abgebildet aufgebaut. Das Gel wurde verkehrt herum auf das untere Whatman gelegt, damit
die Reihenfolge der Banden im Blot anschlieBend der auf dem Gel entspricht. Luftblasen
wurden mit Hilfe eines Corex-Réhrchens aus dem Aufbau gedriickt. Das Sandwich wurde
zusammen mit einem Kiihlakku in die Blotkammer gegeben (Orientierung beachten!) und die

Kammer mit Blottingpuffer gefiillt. Der Transfer erfolgte 30 - 45 min bei 50 V (U konstant)
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und 170 mA. Danach wurde der Blot abgebaut und die Nitrozellulose gut mit H,0 gespiilt.
Der Transfer wurde durch eine Farbung mit Ponceau-S tberpriift. Dazu wurde der Blot in
einer Glaskiivette mit Ponceau-S bedeckt und kurz unter Schiitteln inkubiert (1-2 min).
Ungebundenes Ponceau S wurde mit Wasser abgespiilt. Die Markerbanden wurden mit einem
weichen Bleistift markiert und der Blot in 10 % Milch pH 7,4 bis 7,6 entweder 1 h bei RT
oder tliber Nacht bei 4°C abgesittigt.

Immundetektion und Farbreaktion mit alkalischer Phosphatase

Blockpuffer: 10 % (w/v) Magermilchpulver, 0,3 % (v/v) Tween 20 in TBS
TBS: 10 mM Tris/HCI pH7,4, 140 mM NaCl,

TBS/IM NaCl

TBS/1%BSA

Entwicklungspuffer fiir AP: 10 mM Tris/HCI, pH 9,5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,
NBT-Lo6sung: 50 mg/ml in 70%DMF

BCIP-Losung: 50 mg/ml in DMF

Die Nitrozellulosemembran wurde iiber Nacht bei 4°C in Blockpuffer geschwenkt und dann
kurz in TBS gewaschen. Der erste Antikorper wurde in TBS/1%BSA verdiinnt. Die Membran
wurde 2-6 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C mit dem ersten Antikdrper inkubiert.
Anschlieend wurde 3x 10 min in TBS, 20 min in TBS/1 M NaCl und wieder 3x 10 min in
TBS gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem 2. Antikorper in TBS/1%BSA bei RT fiir
45 bis 60 min. AnschlieBend wurden die sieben Waschschritte von oben wiederholt. Fiir die
Farbreaktion wurden 66 pl NBT- und 33 pl BCIP-Losung mit 10 ml Entwicklungspuffer
gemischt und die Nitrozellulose damit iiberschichtet. Es wurde bis zur gewiinschten
Signalintensitdt im Dunkeln entwickelt, dann wurde die Reaktion durch Waschen mit

Leitungswasser abgebrochen.

3.3.2. Immunokoprizipitation

Protein-A-Sepharose CL-4B (Pharma Biotech, Freiburg)
PBS/0,05% Phenylthioharnstoff
Probenpuffer: Rotiload (Roth)
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Protein-A-Sepharose CL-4B wurde in PBS gelost, das resultierende Gel bei 1000 rpm
abzentrifugiert und anschlieBend in einem Volumen PBS resuspendiert (=SL).
Fettkorpergewebe von acht Tage alten Calliphora Larven wurde in PBS/0,05%
Phenylthioharnstoff homogenisiert und 5 min bei 8 000 g, 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde flir die Immunokoprézipitation verwendet. 50 pul SL wurden in einem Eppendorf-
ReaktionsgefdB mit S5ug Antikorper bei 4°C 4h lang inkubiert. Anschliefend wurden 500 pl
Uberstand der Homogenisierung dazugegeben und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Das
Inkubationsgemisch wurde abzentrifugiert (1000 rpm, 4°C) und acht mal mit 500 ul PBS
gewaschen. Das verbliebende Pellet wurde in 30 pl RotiLoad aufgenommen, 2 min bei 95°C

erhitzt und abzentrifugiert. 15 ul Uberstand wurden fiir einen Western-Blot verwendet (siche

3.3.1)

3.3.3. Immunolokalisation an ganzen Galleria Gehirnen

Mit diesem Protokoll wurden Immunofluoreszenzen von Gehirnen und anderen Geweben

angefertigt.
10x PBS 12,46 g Na,POy , 4,68 g NaH,POy4, 75,97 g NaCl, pH 7,4
PAT 0,5 1x PBS, 1% BSA, 0,5% Triton X-100
2% FA 0,5 g PFA, 9 ml H,O, vortexen, auf 60°C erhitzen, Zugabe 50 pul

1 N NaOH, abkiihlen, 12,5 ml 1/15 M Na,HPO,4, mit 1/15 M
KH,PO, auf pH 7.4 einstellen.

Die Gewebe wurden in ungepufferter Insektensaline préapariert und in 2% FA tiber
Nacht auf einem Kippschiittler bei 4°C fixiert. Es wurde 3x 20 min bei RT in PAT 0,5
gewaschen und anschliefend 2 h mit 3% Ziegenserum in PAT 0,5 bei RT geblockt. Es wurde
3x 20 min bei RT in PAT 0,5 gewaschen. Der primdre Antikorper wurde in PAT 0,5 verdiinnt
und die Proben iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Im Anschlu3 wurde 3x 1 h bei RT in PAT 0,5
gewaschen. Der Zweitantikdrper wurde in PAT 0,5 verdiinnt, die Inkubation erfolgte iiber
Nacht bei 4°C. Die Proben wurden 3x 1 h bei RT in PAT 0,5 gewaschen, auf einen

Objekttrager transferiert und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet und fotografiert.



104 METHODEN

3.3.4. Immunolokalisation an Gefrierschnittenschnitten

Anfertigen von Gefrierschnitten aus Galleria Puppen- bzw. Larvenkopfen

10x PBS 70 mM Na,HPOj4, 30 mM NaH,POy4, 1,3 M NaCl, pH 7,4

Fixierlosung 4% PFA in 1x PBS

Drosophila Ringer 7,48 g NaCl, 0,35 g KCl, 0,2 g CaCl,, 0,105 g NaH,POy4, 0,048 g
KH,PO,, pH 7,4

Saccharose Ringer ~ 25% Saccharose in Drosophila Ringer

Die Larven- bzw. Puppenkopfe mit Teilen des Thorax wurden bei 4°C 3 h in Fixierldsung
inkubiert. AnschlieBend wurden die Préparate iiber Nacht in Saccharose Ringer aufgeweicht.
Die Priaparate wurden in Tissuetec-Parafin eingebettet, auf einem Objekttisch ausgerichtet
und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. 20 um Gefrierschnitte wurden mit einem Kryostat
angefertigt und auf mit Gelatine beschichteten Objekttragern aufgenommen. Die Schnitte

wurden bei -20°C gelagert.

Immunofluoreszenz
PAT 0,5 1x PBS, 1% BSA, 0,5% Triton X-100
Blockierungs Losung 3% Ziegenserum in PAT 0,5

DD's Fluoreszenz Eindeckmittel

Die Schnitte wurden 30 min bei RT aufgetaut und 2 h bei RT mit Blockierungslosung
iiberschichtet. Die  Blockierungslosung wurde entfernt und durch verdiinnte
Erstantikorperlosung (Erstantikdrper in PAT 0,5) ersetzt. Es wurde liber Nacht bei 4°C in
einer feuchten Kammer inkubiert. AnschlieBend wurde 3x mit 1x PBS gewaschen. Der in
PAT 0,5 verdiinnte Zweitantikdrper wurde aufgetropft und 2 h bei RT inkubiert. Es folgten
drei Waschschritte in 1x PBS. Die Schnitte wurden mit DD’s-Fluoreszenz-Eindeckmittel

eingedeckelt und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.
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4. ERGEBNISSE

4.1.  Suche nach allatotropen Substanzen im Hirn von Galleria mellonella
Fiir die Suche nach einem larvalen Allatotropin wurden Antikorper eingesetzt, die gegen eine
allatotrope Fraktion aus Gehirnen von Galleria gerichtet sind (Bogus and Scheller, 1996).

Diese Antikdrper wurden fiir ein Immunoscreening verwendet.

4.1.1. Herstellung einer Galleria-,,cooled brain“-Phagen-Bibliothek

Werden frisch geschliipfte Letztlarven von Galleria einem Kaélteschock ausgesetzt, reagieren
die Tiere mit einer Aktivierung der Corpora allata. Das hat eine Ausschiittung von
Juvenilhormon und daraus resultierend eine zusitzliche Larvalhdutung und die Bildung einer
»Superlarve zur Folge. Dieser Effekt wird auf die vermehrte Produktion bzw. Ausschiittung
eines allatotropen Faktors zuriickgefiihrt. Fiir die Suche nach einem larvalen Allatotropin
wurde eine Expressionsbibliothek aus Gehirnen von Tieren hergestellt, die mit einem
Kalteschock behandelt wurden.

Als Ausgangsmaterial fiir die ,,cooled brain“-Bibliothek wurden 100 Hirne von frisch
geschliipften Letztlarven 2 bis 20 h nach einem Kdélteschock (2h, Eiswasser) préapariert und
gesamt-RNA mit der Trizol-Methode isoliert (siche 3.1.15).

Die cDNA-Expressionsbibliothek wurde mit dem SMART III-cDNA-Library-Construction Kit
(Clontech) hergestellt (sieche 3.1.17.).

Der Titer der fertigen Library betrug 3,7 x 10° pfu/ml, die durchschnittliche GroBe der Inserts
betrug ca. 1,2 kbp. 99% der Phagen waren rekombinant.

4.1.2. Immunoscreening der Bibliothek mit a-Allatotropin Antikorpern

Vier monoklonale Antikdrper (Maus, Hybridomaiiberstinde), die gegen eine allatotrope
Fraktion aus Galleria Gehirnen gerichtet sind (Bogus and Scheller, 1996) wurden verwendet,
um die A-cDNA-Expressionsbibliothek zu screenen (siehe 3.3.4.). Es wurde eine Mischung aus

allen vier Antikorpern verwendet:

AF3 2ml
AF43 2 ml
AF137 2 ml

AF139 2 ml + 4 ml TBST
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Zwolf positive Plaques wurden isoliert und in einer zweiten Runde nochmals analysiert. Mit
sechs positiven Phagenklonen wurde eine in vivo Exzission durchgefiihrt (sieche 3.1.19). Die
gewonnenen Plasmide wurden in XL1-Blue-Zellen vermehrt und von beiden Enden her
sequenziert (Primer S1, S2).

Die gefundenen cDNA-Sequenzen wurden mit der BlastX-Software analysiert.

Klon Nr. hochste Identitét

IHO1 88% Identitdt mit einem Typ I-Serin-Threonin-Kinase-Rezeptor aus Ratfus
norvegicus (Genbank-Zugriffsnummer 153417)

THO02 99% Identitdit mit Immunophillin-FkB-binding-protein-12 aus Rattus
norvegicus (Genbank-Zugriffsnummer AAB48933)

IHO03 100% Identitdt mit Gallerin aus Galleria mellonella
(Genbank-Zugriffsnummer AAA85089)

TH04 kein ORF
THO05 kein ORF
IHO06 88% Identitdt mit Corazonin-Vorlauferpeptid aus Drosophila melanogaster

(Genbank-Zugriffsnummer Q26377)

Tab. 1 Ergebnisse des Immunoscreenings mit anti-ATTH-Antikdrpern,
angegeben ist die prozentuale Identitdt auf AS-Ebene zwischen der translatierten
c¢DNA und dem gefundenen homologen Protein.

e Die analysierten Klone IH04 und IH0S enthalten nur kurze cDNA-Inserts (ca. 300 bp) mit
einem polyA-Schwanz. Sie enthalten keine ORF mit Homologie zu bekannten Proteinen und
stellen mit hoher Wahrscheinlichkeit 3" -untranslatierte Bereiche dar.

e Der Klon IHO01 weist eine hohe Identidt auf AS Ebene mit einem Typ I Serin-Threonin-
Kinase-Rezeptor der Ratte auf. Ein Drosophila-Homolog dieses Proteins ist auch bekannt
(,,babo*“-Genprodukt, Genbank-Zugriffsnummer AAF59011). Diese membranstindigen
Rezeptoren binden TGFp.

e Die abgeleitete Aminosduresequenz des cDNA-Klons TH02 entspricht einem FxB-binding
protein-12 aus Rattus norvegicus. Ein Drosophila-Homolog ist bekannt: FK506-bp2. Es
kodiert fiir eine Peptidylprolyl-Isomerase, die vermutlich eine Komponente des
endoplasmatischen Retikulums ist und bei der Faltung von Proteinen eine Rolle spielt.

e Der cDNA-Klon THO03 ist identisch mit dem Insekticyanin Gallerin aus der Wachmotte.
Dieses Protein gehort zu der groBen Gruppe der Lipocaline, kleiner, sekretierter Proteine,

denen eine Vielzahl von Funktionen zugeschrieben wird (Flower, 1996). Da Gallerin ein
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Produkt des Fettkorpers ist (Sehnal, miindliche Mitteilung) stellt es mit hoher
Wabhrscheinlichkeit kein Allatotropin dar.

e Der Klon THOS enthélt die kodierende cDNA-Sequenz fiir das Neuropeptid Corazonin. Die
Funktion dieses Peptids ist noch weitgehend unbekannt. Bekannt ist die cardioaktivierende
Wirkung bei Schaben (Veenstra, 1989), und ein EinfluB auf die Farbentwicklung bei
Heuschrecken (Tawfik et al., 1999).

Zusammenfassung: Die isolierten cDNA-Klone IH04 und IHO5 besitzen kein offenes
Leseraster. Die cDNA-Klone IHOI, 02 und 03 kodieren fiir bekannte Proteine, die aufgrund
ihrer Eigenschaften (Lokalisation und Funktion) als allatotroper Faktor nicht in Frage kommen.
Aufgrund der vorhandenen Daten stellte Corazonin einen interessanten Kandidaten fiir ein
Allatotropin dar. Die Expression des Corazonin-Gens (CRZ) und die Lokalisation des Peptids

wurden deshalb weiter untersucht.

4.1.3. Die Corazonin-cDNA

Die Corazonin-cDNA wurde vollstindig sequenziert (Primer S3, S4, S5). Die Sequenz wurde
unter der Genbank-Zugriffsnummer AAF87082 verodffentlicht.

Die cDNA hat eine Liange von 948 bp. Nach dem erstem mdglichen Start-Codon folgt eine
offenes Leseraster (ORF), das ein 110 AS langes Vorlauferpeptid kodiert.

Die ersten 19 AS stellen ein typisches Signalpeptid dar mit einer Reihe hydrophober
Aminoséduren. Eine basische Aminosdure nahe dem N-Terminus, typisch fiir Signalpeptide,
fehlt.

Es folgt die Sequenz: GIn-Thr-Phe-Tyr-Ser-Arg-Gly-Trp-Thr-Asn-Gly gefolgt von einem Paar
dibasischer Aminosduren.

Das 80 AS lange C-terminale Peptid (,,corazonin precursor related peptide®, CPRP) weist keine

Ahnlichkeit zu bekannten Peptiden in den 6ffentlichen Datenbanken auf.
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001 TAGTCAACGATTGCTCCTTTGAACGT TAATACAGGATCGGGT TCGAA
048 CTTAAAATAATAAGGGT TCGATATTCGAAATTTAAAAGT TTTATTTTTATCGACAGC
105 CAGTGAGT GGATTAGTGACATTAATAAAAGT TATCGCATCACAAAACAGT TATCAAA
162 ATGGCGACGAATATAACTATGT TTTTAATCGT CATTACCCT CACGTCAGTAGCAGCG
Met Al aThr Asnl | eThr Met PheLeul | eVal | | eThr LeuThr Ser Val Al aAl a
SP.
-19 -1
219 CAGACCTTCCAGTACTCTAGGGGATGGACGAACGGT AAAAGAGACGGCCACAAGACA
A nThr Phed nTyr Ser Arg@ yTr pThr Asnd yLysAr gAspd yHi sLysThr
«————Corazonin > <
1 11 1
276 GAAGATATTAGAGATCTTACCAACAACCT GGAAAGGATCTTGAGCCCATGICAGATG
A uAspl | eAr gAspLeuThr AsnAsnLeud uAr gl | eLeuSer ProCysd nhet
CPRP.
333 AACAAACTCAAATATGT GCTCGAAGGGAAACCTTTGAATGAAAGGT TACTCGGT CCC

AsnLysLeulLysTyr Val Leud ud yLysProlLeuAsnd uAr gLeuLeud yPro

390 TGCGATACAT CGAAGACGAGGT CGACAACCAACCCAAGCGATACAAACACGAGCGECA

CysAspThr Ser LysThr ArgSer Thr Thr AsnPr oSer AspThr AsnThr Ser Al a
444 GTCAAGACACCTTGT TCGACGCATTTCAATAAACATTGCTATTCTTTTAGTI TATTAA

Val LysThr ProCysSer Thr Hi sPheAsnLysHi sCysTyr Ser PheSer Tyr End

>80

504 AAAAATGTGCCAAAGAAAATTTGACATTAAATATATTTATTATTGT TACTTCATATA
561 CCATCTTCGGTAACCGTATTTGGTACCTATTATTATATAAATAAAGT TCAATTTCAT
618 AGGTGT TGTTCAATGCATAATTCGGCTGGATTTATGCATTGGTAAATTTTTAAATGC
675 CTATGTATTGAATAATAAAAAAGT AAAGAAAAAATCTAATATTTTGAAACAGT TAAA
732 AGTCATGTGGTGTGATTTTCGATATATATTATTATTGATCTTAGATTAATTAAATGG
789 TCACGAAATGAGTAATGTATATGTCAAATAAAAAAAAT AAT GAAAAT TATATAAAAT
846 GTAAAAGTGCATTTTGAAAATGT TGACAACAATGT TGTATTGTACTATAATTATTTA
903 AATATTATTGATGAT TAAATCCT TCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 948

Abb. 14 Die Nukleotid- und daraus abgeleitete Aminosduresequenz des Corazonins von Galleria
mellonella. Die Sequenzen des Signalpeptids, des Corazonins und eines Corazonin-precursor-related
peptide (CPRP) sind unterstrichen. Die mogliche dibasische proteolytische Spaltstelle ist kursiv markiert,
das mogliche Polyadenylierunssignal ist fett gedruckt.
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4.1.4. Vergleich der abgeleiteten Aminosiuresequenz des Arg’-Corazonin-
Priaprohormons von Galleria mellonella mit dem von Drosophila melanogaster

Abb. 15 zeigt einen Vergleich der Aminosduresequenzen der beiden bekannten Corazonin-

Priaprohormone von G. mellonella (Genbank-Zugriffsnummer AAF87082) und D.

melanogaster (Genbank-Zugriffsnummer JC2384, Veenstra, 1994) erstellt mit ClustalW.

Gm ATNITMEIRIVIIGRT SVAA CHNIONSINEIMNNEGNND CHKTED I RDIRT
Dm LRLLLLPIRELEIRESMCMGONNNOMSINCIMNNIEI NS FNAASPT — —IRA

Gm NNLERILSPCOMNKIRKMVIREGKPLNERMLGPCDTSKTRSTTNP
Dm NGHLHRASELGLTDIR-MDIODWS SD ER

Gm SDTNTSAVKTPCSTHENKHCYSFESY

Abb. 15 Sequenzvergleich der Corazonin Vorlduferpeptide von G. mellonella (Gm) und
D. melanogaster (Dm)

Der Vergleich zeigt einen dhnlichen strukturellen Aufbau der Peptide. Beide bestehen aus
einem 19 AS langen putativen Signalpeptid (19 AS), Arg’-Corazonin (11 AS), einem Gly, dass
fiir die C-terminale Amidierung des Peptids notwendig ist, einer Lys-Arg Spaltstelle, und
einem ,,Corazonin-Precursor-related-Peptide* (CPRP) von 80 AS bei G. mellonella und 39 AS
bei D. melanogaster.

Wiéhrend die Amminosduresequenz des Corazonins und der daran anschlieBenden
proteolytischen Spaltungsstelle identisch sind, sind das Signalpeptid und das CPRP bis auf

einige wenige AS vollig verschieden.
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4.1.5. Expression der Corazonin-mRNA

Um Gewebe zu identifizieren, welche die Corazonin-mRNA exprimieren, wurde eine
Northern-Blot-Analyse durchgefiihrt. Das Plasmid pTriplEx2 mit der Corazonin-cDNA wurde
mit Notl linearisiert und eine Digoxygenin-markierte-antisense-RNA-Sonde hergestellt (mit
T7-DNA-Polymerase, sieche 3.1.15.). Die Sonde stellt eine vollstindige antisense-Corazonin-
mRNA dar.

Verschiedene Gewebe wurden aus Larven, die in der Wanderphase waren, prapariert, und die

gesamt-RNA mit der Trizol-Methode isoliert (siehe 3.1.15.).

1 2 3 4 5 6 7
<2000 nt

<1000 nt

Abb. 16 Northern-Blot-Analyse mit Corazonin Sonde. 10 pg Plasmid-DNA (Crz-cDNA
in pTriplX2) als Positivkontrolle (Bahn 1) und je 20 ng gesamt-RNA aus Cuticula (Bahn
2), Malphigische Gefae (Bahn 3), Darm (Bahn 4), Fettkorper (Bahn 5), Speicheldriisen
(Bahn 6) und Gehirn (Bahn 7) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine
Nylonmembran geblottet. Fiir die Hybridisierung wurde eine Dig-gelabelte-RNA-Sonde
verwendet, welche die vollstindige Corazonin-mRNA enthielt. Die Detektion erfolgte
iiber eine NBT/BCIP-Farbreaktion.

Corazonin-mRNA konnte in der Northern-Blot-Analyse ausschlieBlich im Gehirn
nachgewiesen werden (Abb. 16). Dort trat eine einzelne Bande auf einer Hohe von 950 b auf.

Alle anderen untersuchten Gewebe waren negativ.
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4.1.6. Ist das Corazoningen ein ,,single copy“-Gen?

Es wurde ein genomischer Southern-Blot durchgefiihrt, um nach Hinweisen zu suchen, ob das
Corazonin-Gen ein ,single copy“-Gen ist, d.h. in nur einer Kopie in einem einfachen
Chromosomensatz vorliegt. Dazu wurde genomische DNA aus vier Einzeltieren isoliert (siche
3.1.14) und mit drei verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut, die keine Restriktions-
Erkennungssequenz in der Corazonin-cDNA haben (Styl, EcoRI, HindIII). Der Southern-Blot
wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt, fiir die Hybridisierung wurde eine Digoxygenin-

markierte-Corazonin-cDNA-Sonde verwendet.

1s 2s 3s 4s 1h 2h 3h 4h 1e 2e 3e 4e

weo o -

P

3,5

W e -

Abb. 17 Genomischer Southern-Blot, Sonde: Corazonin-cDNA, 1s-4 s - Verdau der
genomischen DNA mit Sty I, 1h-4 h - Verdau mit Hind 111, 1e-4 e - Verdau mit EcoRI.
Jede Nummer entspricht einem einzelnen Tier.

In jeder Spur wurden nie mehr als zwei Banden detektiert (Abb. 17). Zwischen den
Einzeltieren trat nur ein individueller Unterschied in der Lange der Restriktionsfragmente auf
(siche Spur 4h).

Das Ergebnis dieses Experiments kann als Hinweis darauf gedeutet werden, dass das Galleria

Corazonin Gen, wie sein Drosophila Homolog, ein ,,single copy“-Gen ist.
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4.1.7. Lokalisation der Corazonin-mRNA in neurosekretorischen Zellen des Gehirns

Um Corazonin-produzierende Zellen zu detektieren, wurde eine Hybridisierung an
Totalpraparaten von Gehirnen und kompletten Zentralnervensystemen von Tieren
verschiedener Altersstufen durchgefiihrt (siche 3.1.16). Es wurde die oben beschriebene Dig-
markierte-antisense-RNA-Sonde eingesetzt.

In allen untersuchten Priaparaten wurden im Gehirn zwei Gruppen von je vier Zellen angefarbt
die jeweils im Bereich der lateralen neurosekretorischen Zellen der beiden Hirnhemisphdren
liegen.

Im restlichen Zentralnervensystem wurden keine Corazonin-mRNA produzierenden Zellen

gefunden, der Corpora allata/Corpora cardiaca-Komplex war ebenfalls negativ.

Abb. 18 Totalpréiparat-in-
situ-Hybridisierung ,

(A) Seitenansicht des
Gehirns, Unterschlund-
ganglion und 1. thorakales
Ganglion. Die Corazonin-
mRNA-produzierenden
Zellen sind blau angefarbt.
(B) in-situ-Hybridisierung an
einem isolierten ZNS einer
Galleria  Larve  (letztes
Larvenstadium). Der weille
Pfeil markiert die an-
geféarbten Zellen.
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In allen untersuchten Entwicklungsstadien (6. und 7. Larvenstadium, Vorpuppe, frithe Puppe,
spite Puppe, adultes Tier) wurden vier Zellen in jeder Hemisphédre identifiziert, welche die

Corazonin-mRNA synthetisieren.

6
R ™
A -
2
5 9
A A d
‘ fe—]
9
-
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Abb. 19 Totalpriparat-in-situ-Hybridisierung mit einer Corazonin-cDNA-Sonde.
Es wurden Larvenhirne (Bild 1 bis 3), Puppengehirne (Bild 4 bis 6), und Gehirne von adulten
Schmetterlingen (Bild 7 — 9) verwendet. Die Gehirne in Bild 3, 6 und 9 wurden mit BAAB
aufgehellt. Vier neurosekretorische Zellen sind in jeder Hemisphire angeféarbt. Diese Verteilung
andert sich nicht wahrend der Entwicklung von der Larve zum adulten Tier (Balken: 500 um).
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4.1.8. Immunolokalisation des Corazonin-Peptids und Kolokalisation mit der mRNA
Mit einem polyklonalen Kaninchenserum, das gegen Corazonin gerichtet ist (Veenstra, 1991),
wurden Immunolokalisationen an Totalprdparaten (siche 3.3.3.) und Immunlokalisationen an
Ultradiinnschnitten (20 um, siche 3.3.4.) durchgefiihrt, um die Verteilung des Neuropeptids
im Insekt zu liberpriifen.

Fiir die Totalpréparat-Immunolokalistationen wurden Gehirne mit und ohne ZNS aus Tieren
verschiedener Altersstufen pripariert, fiir die Ultradiinnschnitte wurden Kopf und Thorax von

Puppen verwendet, die kurz vor dem Schliipfen standen.

In den untersuchten Larvengehirnen wurden 2 x 4 Corazonin-immunoreaktive-Zellen
gefunden (CI-Neurone), bei Puppen- und adulten Gehirnen traten 2 x 4 stark angeféarbte CI-
Neurone im Bereich der Pars lateralis auf und zwei schwécher gefarbte Interneurone im
Bereich der optischen Loben (OL). In einer kombinierten Totalpréparat-in-situ-
Hybridisierung/Immunoflureszenz-Fiarbung (siehe 4.1.9., hinten) wurde nachgewiesen, dass
nur die acht stirker angeférbten Zellen Corazonin-mRNA exprimieren und damit den Zellen
von 4.1.7. entsprechen (siche Abb. 26). Im ganzen restlichen ZNS wurden keine weiteren
immunoreaktiven Zellen gefunden.

Die Verteilung dieser Neurone und ihre Projektionsgebiete sind in Abb. 20 dargestellt. In
jeder Hemisphére sind 4 CI-Neurone in losen Zweiergruppen lokalisiert. Die CI-Neurone
liegen in der Pars lateralis (laterale neurosekretorische Zellen) und projizieren Axone in zwei
Hauptrichtungen. Im Gehirn eines adulten Tieres formen die Axone aller vier Zellen ein
Biindel, das abwérts um den a-Lobus des Pilzkorpers zu der Mitte des Hirns lduft, wo sich
das Biindel aufteilt. Der eine Teil folgt einem ventral-medianen Kurs und endet in einer
Netzwerkstruktur im posterioren Protocerebrum (Abb. 23, 24). Der zweite Teil vollzieht eine
180°-Wendung, lauft ein Stiick zuriick, und l4uft iiber den Nervus corpora cardiaci I/I in die
Corpora cardiaca, die mit einem Netzwerk stark immunoreaktiver Fasern durchzogen sind
(Abb. 25a-1). Einzelne Fasern enden in den Interzellularrdumen der Corpora allata (Abb. 25a,
25d). Mindestens zwei der Nervenstrange, die von den Corpora cardiaca abgehen, wurden
ebenfalls angefdarbt (Abb. 25¢). Bei Larven wurden an der Aulenwand des Darms Corazonin-
immunoreaktive Fasern entdeckt (siche Abb. 22f).

Wiéhrend der postembryonalen Entwicklung vom 6. Larvenstadium bis zum adulten

Schmetterling bleibt das Grundmuster dieser Verteilung erhalten (siche Abb. 21).



ERGEBNISSE 115

ncc
ncc

ViI/1 VIS VI8

P-g- p.g.

P/4 adult

Abb. 20 Schema der Corazonin-immunoreaktiven-Strukturen in Gehirnen von Galleria mellonella wihrend der
postembryonalen Entwicklung. Vier Paare laterale neurosekretorische Zellen projizieren Axone in ein sich
teilendes Biindel, von dem der eine Teil iiber die ncc I/II in die Corpora cardiaca lduft, der andere Teil im
posterioren Protocerebrum endet (ncc-nervus corpa cardiaca /11, oe - oesophagus, ol - optischer Lobus, p.g -
Prothorakalganglion.
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Abb. 21 Immunolokalisation des Corazonin-Peptids im Gehirn von Galleria
a,b) Larvenhirn, die Verteilung der vier CI-Neurone in Zweiergruppen ist gut zu erkennen,
Pfeil - immunoreaktive Zelle nahe dem optischen Lobus (OL-Zelle), ¢) CI-Neurone im Gehirn
eines adulten Tieres, d) OL-Zelle, e) Larvenhirn und Corpora cardiaca/allata Komplex, Pfeil -
Austrittsstelle des NCC I/II, cc - corpus cardiacus, f) einzelne Corazonin-immunoreaktive-
Fasern am Darm (d). Der Balken entspricht 100 pm.
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Abb. 22

Immunofluoreszenz auf
Ultradiinnschnitten, adultes
Galleria Gehirn.

Die immunoreaktiven
Fasern umlaufen die
Neuropilbereiche des

Pilzkoérpers (PK) und des
Zentralkomplexes (ZK) und
enden in einer
Netzwerkstruktur um den
Oesophagus  (oe).  Der
Balken enspricht 50 pm.

Abb. 23

Immunofluoreszenz auf Untradiinnschnitten
durch ein adultes Galleria-Gehirn.

Corazonin-produzierende

sekretorische Zellen und von
abzweigende immunoreaktive Fasern. Der

Balken enspricht 50 pm.
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Abb. 24 Immunolokalisation des Corazonin-Peptids in den Corpora cardiaca von adulten Galleria.
Bild a) und b) - Immunofluoreszenzfiarbungen von Ultradiinnschnitten, Bild c¢), d), e), f) — ,,Whole
mount“-Immunolokalisation (ao - aorta, ca - corpus allatus, cc - corpus cardiacus, nccl/Il Nervus
corpori cardiaci I/II, hg - Hypocerebralganglion). Der Balken entspricht 100 pm.
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4.1.9. Kombinierte Totalpriparat-in-situ-Hybridisierung/Immuofluoreszenz

Einige Priparate aus der Totalprédparat-in-situ-Hybridisierung - Zellen mit Corazonin-mRNA
waren blau angefédrbt - wurden fiir die Immunolokalisation verwendet, um zu zeigen, dass die
Corazonin immunoreaktiven Neurone identisch mit denen sind, welche die Corazonin-mRNA
exprimieren. Die Hintergrundfluoreszenz dieser Pridparate war deutlich hoher, als bei
Praparaten, an denen ausschlieBlich eine Immunofirbung durchgefiihrt wurde. Die
Corazonin- immunoreaktiven Zellen und ihre Axone waren dennoch deutlich zu erkennen
(siche Abb. 25). Die Corazonin-mRNA produzierenden Zellen und die Corazonin-
immunoreaktiven Zellen sind identisch! Die oben beschriebene Corazonin-immunoreaktive

Zelle, die nahe den optischen Loben liegt enthélt keine Corazonin-mRNA!

Abb. 25 A, B) Kombinierte Totalprdparat-in-situ-Hybridisierung/Immuno-
fluoreszenz an Puppengehirnen von Galleria, Corazonin-mRNA produzierende bzw.
immunoreaktive Zellen sind doppelt gefdrbt. Der weile Pfeil markiert eine Corazonin-
immunoreaktive Zelle nahe dem optischen Lobus (OL-Zelle), die jedoch keine Corazonin-
mRNA enthélt (der Balken entspricht 100 um).
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4.2. Analyse der Interaktion des Hexamerinrezeptors mit Arylphorin und

anderen Proteinen

4.2.1. Die Interaktion von Hexamerinen und Hexamerinrezeptoren im
Hefe-Two-Hybrid -System

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung der Interaktionen des

Arylphorinrezeptors von Calliphora mit seinen Liganden Arylphorin, LSP-2 und anderen

Proteinen. Als Methode der Wahl wurde das Hefe-Two-Hybrid-System verwendet, das

sowohl fiir die Suche nach Interaktoren in cDNA-Bibliotheken, als auch fir die

Charakterisierung der bekannten Interaktion zwischen Hexamerinrezeptor und Arylphorin

eingesetzt wurde.

Es wurde eine Two-Hybrid-cDNA-Bibliothek hergestellt (4.1.1.1.) und mit verschiedenen

Kdoder-Proteinen gescreent (4.1.1.2.).

Die interagierenden Proteindoménen von Arylphorin und Hexamerinrezeptor wurde durch

Experimente mit Deletionsfragmenten der beiden Proteine genauer erfalit (4.1.1.3.,4.1.1.4.).

Die Interaktion des Hexamerinrezeptors mit zwei neu entdeckten Interaktoren wurden in einer

Reihe von Experimenten untersucht (4.1.1.5).

4.2.1.1 Konstruktion einer Two-Hybrid-Bibliothek

Fiir das verwendete DupLEX-A"™-Yeast-Two-Hybrid-System (OriGene) gibt es eine groBe
Anzahl kommerziell erhéltlicher cDNA-Bibliotheken, aber keine aus Calliphora-mRNA. Eine
solche Bibliothek wurde im Rahmen dieser Arbeit hergestellt. Als Ausgangsmaterial fiir die
cDNA-Synthese wurde Fettkorpergewebe von Calliphora Larven verwendet. Aus Fettkorper
von sechs und sieben Tage alten Larven, wurde gesamt-RNA mit der Trireagenz-Methode
(3.1.15.1.) isoliert. Die Anreicherung von mRNA {iiber kommerziell erhéltliche Saulchen
(Qiagen) oder mit Oligo-dT-Zellulose (Gibco) war nicht erfolgreich und wurde aufgegeben.
Stattdessen wurde das Smart III - System (Clontech) fiir die cDNA-Synthese eingesetzt, das
als Ausgangsmaterial gesamt-RNA verwendet und auch fiir ,,schwierige” RNA-Templates

einsetzbar ist (miindliche Mitteilung P. Wolbert).
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a) Modifikation der MCS von pJG4-5

Die ,,multiple cloning site* (MCS) des Two-Hybrid-Bibliotheksplasmids pJG4-5 wurde so
erweitert, dass es moglich ist, cDNA-Fragmente, die mit dem Smart III System erzeugt
wurden, gerichtet in diesen Vektor zu klonieren.

Dazu wurden zwei weitgehend komplementire Oligonukleotide mit den entsprechenden
Schnittstellen synthetisiert (Primer: MCS u, MCS 1) und an den 5'-Enden phosphoryliert.
Diese Oligos wurden anschliefend miteinander hybridisiert .

Ansatz fiir die Hybridisierung der Oligos:

S5ul upper Oligo (100 pM/pul)
S5ul lower Oligo (100 pM/pul)

Die Hybridisierung wurde in einem Thermocyler durchgefiihrt:

97°C 5 min
92°C 3 min
87°C 3 min
82°C 3 min

> 4°C mit einer Geschwindigkeit von 1°/min.

Das entstandene, kurze doppelstraingige DNA-Stiick und die darin enthaltenen
Restriktionsschnittstellen ist in Abb. 26 dargestellt.

AATTCGGCCATTATGGCCATCGATCCCEEEEECCECCTCEELCe
GCCGGTAATACCGGTAGCT AGGGECCCCCEECEGAGCCEEGEAGCT
EcoRlI Sfil A d al Smal Sfil B Xhol

Abb. 26 Erweiterte MCS von pJG4-5

Der Bibliotheksvektor pJG4-5 wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol
doppelverdaut und anschlieBend iiber ein Agarosegel gereinigt. 0,5 pM (1 ul) des
Hybridisierungsprodukts wurden in 100 ng verdauten Vektor ligiert. Die Ligation wurde 45
min bei RT durchgefiihrt und durch Erhitzen auf 65°C beendet. 2 ul des Ligationsansatzes
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wurden durch Elektroporation in E.coli XL10-Gold Zellen transformiert. Es wurden 20 Klone
gepickt, von denen 5 mit Smal und Sfil verdaut werden konnten. Der modifizierte

Bibliotheksvektor wurde als

pB42AD(SfilA/B)
bezeichnet.
Sacl 6440 Kpnl 6446
Pvull 6253 )
AfIlll 6075 Hindlll 528
EcoRlI 849
Xhol 861
AlwNI 5661 Hindlll 867
Sphl 1191
cassette )B(g"ﬂ' 1330
3
ADHyg, all 1342
Notl 1350
Pstl 1364
Hindlll 1474
Scal 4704 (S£iIA/B)
Xbal 2072
Aatll 4264
Xbal 40
Hindlll 3573
Pstl 3365
Fusion cassette
I NLS | B42 domain [ HATag ||
EcoRI S£iT A Clal Smal SfiIl B Xhol .
ATG GGT GCT CCT CCA AAA AAG AAG ... CCC GAA TTC GGC CAT TAT GGC CAT CGA TCC CGG GGG CCG CCT CGGE CCC TCG AGA AGC TT ...
M G ¥ P P K K K R E F G H Y G H R s R G P P R P s R s

Abb. 27 Bibliotheksplasmid pB42AD(SfilA/B), Ubersicht und MCS

b) cDNA-Synthese

Sechs und sieben Tage alte Calliphora Larven (6dL, 7dL) wurden dekapitiert, mit einer
Pinzette am Abdomen festgehalten und die Innereien mit einem Spatel auf einen sauberen
Objekttrager ausgedriickt. Darm, Malphighische Gefdlle und Gehirn wurden entfernt und der
Fettkorper eines Tieres in ein 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefd3 iiberfiihrt, in dem 0,5 ml
Trifast-Reagenz waren. Die Isolierung der gesamt-RNA wurde wie in 3.1.15.1. beschrieben
durchgefiihrt. Die gewonnene RNA wurde in H,O gelost und die Konzentration
photometrisch bestimmt. 1 pg gesamt-RNA wurde fiir die cDNA-Synthese mit dem Smart III-
System eingesetzt (3.1.17.).

Die so erzeugten cDNA-Populationen (Abb. 28) wurden mit Proteinase-K behandelt, mit Sfi I
verdaut, grofenfraktioniert und quantifiziert (siehe 3.1.17).
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M 6dL, 6dL, 7dL, 7dL,
5148
2027
947 —
564
Abb. 28 5 ul der Zweitstrangsynthese, aufgetragen auf einem

1%igen Agarosegel, gefarbt mit Ethidiumbromid.

) Ligation der cDNA in das Bibliotheksplasmid

Der Bibliotheksvektor pB42AD(SfilA/B) wurde mit Sfi I verdaut (50°C), iiber ein Agarosegel
gereinigt und die Konzentration photometrisch und iiber ein Agarosegel bestimmt. Fiir eine
Ligation wurde 200 ng linearisiertes Plasmid verwendet. Es wurde eine Reihe von Ligationen
mit verschiedenen Mengen an cDNA (0 pg, 0,5 pg, 1 pg, 1,5 pg) angesetzt. Im Anschlufl
wurde eine Probetransformation durchgefiihrt. Die optimale Menge an cDNA fiir diese

Ligation wurde so ermittelt. Ein typischer Ligationsansatz:

x ul Vektor (200 ng)

0,5 ul rATP (10 uM)

y ul 7dL-cDNA

1 ul Ligase Puffer 10x

1 T4-DNA-Ligase (4U/ul)

ad H,0 auf 10 pl
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Die Ligationsreaktion wurde iiber Nacht bei 16°C durchgefiihrt und durch Erhitzen auf 68°C
fiir 15 min abgestoppt. Mit je 2 pl wurden via Elektroporation kompetente E. coli XL10-Gold
Zellen transformiert und auf LB-Ampicillin Platten (& 15 cm) ausplattiert und iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Am nichsten Morgen wurden die Kolonieen gezdhlt und die Platten bei 4°C

gelagert. Pro Platte wurden bis zu 40 000 einzelne Kolonien ermittelt.

d) Isolierung von Bibliotheks-Plasmid-DNA

30 Platten mit einer Gesamtzahl von ca. 1,2 x 10° Einzelkolonien wurden mit je 5 ml LB-
Ampicillin-Fliissigmedium tiberschichtet und auf einem Kippschiittler ca. 1h bei RT langsam
geschiittelt. Die Bakteriensuspensionen wurden vorsichtig abgenommen und in einem
Bakterien-Kulturkolben vereinigt. 2 Vol LB-Ampicillin-Medium wurden zugegeben und 2 h
bei 37°C geschiittelt. AnschlieBend wurde eine DNA-Maxi-Préparation (3.1.4.3.)
durchgefiihrt. Die so gewonnene Plasmid-DNA stellt die Two-Hybrid-Bibliothek dar. Von 20
Einzelkolonien wurde eine Plasmid-Minipridparation durchgefiihrt, um so die Zahl der

rekombinanten Plasmide und die durchschnittliche GroBBe der cDNA-Inserts abschitzen zu

konnen.
Ausgangsmaterial RNA aus dem Fettkdrper von 6 und 7 dL von
Calliphora vicina
unabhiingige Klone 1,2x 10°
davon rekombinant 1,14 x 10°(95%)
rekombinante Klone im 0,38 x 10°
korrekten Leseraster (1/3)
durchschnittliche Grofie der 1 kbp

Inserts

Tab.2 Eigenschaften der Bibliothek

Die neu konstruierte Two-Hybrid-Bibliothek umfasst ca. 380 000 Klone mit korrektem

Leseraster, die aus einem unabhéngigen Ligationsereignis hervorgegangen sind.
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4.2.1.2 Screening der Bibliothek mit verschiedenen ,,Koder* Proteinen
Mit der fertigen 6/7dL-cDNA-Bibliothek wurden drei Screening Experimente mit
verschiedenen Koder Proteinen durchgefiihrt (siehe Abb. 5). Die drei verwendeten Koder
waren:

1) ABP130-bait, das vollstindige Hexamerinrezeptor-Vorlauferpeptid

(Aminosdure 1 bis 1253)
2) ABP96-bait, der funktionelle Rezeptor (Aminoséure 1 bis 824)
3) Arylphorin-bait, das vollstindige Arylphorin von Calliphora

Konstruktion der ,,Koder“-Vektoren

1) ABP130-bait

Die ¢cDNA fiir den vollstindigen Calliphora-Hexamerinrezeptor wurde durch PCR aus dem
Hexamerinrezeptorklon B11 im Klonierungsvektor pBluescript® SK + herausamplifiziert
(Genbank-Zugriffs-Nummer X79100). An 5°- und 3'-Ende wurden Xhol-Schnittstellen
angehingt (Primer: A1, A2). Das PCR-Produkt (3722 bp) wurde in pCR-Script-Amp kloniert,
mit Xhol herausgeschnitten, gelgereinigt und in mit Xhol-linearisiertem pEG202 ligiert. Die
Orientierung der Inserts wurde mit einem EcoRI-Verdau iiberpriift. Die korrekte Insertion
wurde durch Sequenzierung tiberpriift (Primer: S6).

2) ABP96 bait

Die cDNA fiir das 96 kDa Peptid des Calliphora Hexamerinrezeptor wurde durch PCR aus
dem oben beschriebenen pBluescript® SK + Plasmid herausamplifiziert. An beiden Enden
wurden Xhol-Schnittstellen angehédngt (Primer: Al, A3). Das PCR-Produkt (2433 bp) wurde
in pCR-Script Amp kloniert, mit Xhol herausgeschnitten, gelgereinigt und in mit Xhol-
linearisierten pEG202 ligiert. Die Orientierung der Inserts wurde mit einem EcoRI-Verdau
tiberpriift. Die korrekte Insertion wurde durch Sequenzierung tiberpriift (Primer: S6).

3) Arylphorin bait

Die vollstindige Calliphora-Arylphorin-cDNA wurde aus einem c¢DNA-Klon im
Klonierungsvektor pBluescript® SK + Plasmid herausamplifiziert (Genbank-Zugriffsnummer
M76480). An beiden Enden wurden Xhol-Schnittstellen angehdngt (Primer: A4, AS). Das
amplifizierte PCR-Fragment (2278 bp) wurde iiber ein Agarosegel gereinigt und in pCR-
Script-Amp zwischenkloniert. Aus diesem Vektor wurde das Fragment mit Xhol
herausgeschnitten, gelgereinigt und in den linearisierten Kodervektor pEG202 kloniert. Die
Orientierung wurde durch einen EcoRI-Verdau iiberpriift. Die korrekte Insertion wurde durch

Sequenzierung tiberpriift (Primer: S6).
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Durchfithrung des Screening-Experiments

Die Screening-Prozedur wurde wie in 3.2.5. beschrieben durchgefiihrt. In jedem Screen
wurden 20 x 1 pg Bibliotheksplasmid eingesetzt. Es wurden 20 Petrischalen (& 15 cm) fiir
die primidren Transformanten benutzt (Glu/CM -Ura,-His,-Trp). Ca. 100 000 priméire
Transformanten wurden gepoolt und auf 10 Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp,-Leu
Selektionsplatten ausgestrichen. Von den Hefeklonen, die auf den Interaktions-

Selektionsplatten wachsen konnten, wurden jeweils 50 gepickt und weiter analysiert.

Ergebnisse des Two-Hybrid-Screens mit ABP130-bait

50 Hefeklone wurden von der finalen Selektionsplatte gepickt und auf einen Galaktose
induzierbaren Leu+ und p-Galaktosidase Phinotyp getestet. 17 Klone, die beide Merkmale
aufwiesen wurden weiter analysiert. Die Bibliotheksplasmide dieser Hefestimme wurden
isoliert (3.2.5.) und erneut transformiert, um die Ergebnisse zu reproduzieren. Alle 17 Klone
zeigten den erwiinschten Phénotyp. Die entsprechenden Bibliotheksplasmide wurden vom 5’-
Ende sequenziert.

Die identifizierten Sequenzen sind in den Tabellen 8 und 9 angezeigt. Es wurden sechs
unvollstindige Arylphorinklone gefunden, von denen zwei exakt die gleiche Lange hatten. Es
wurden drei Klone gefunden, die fiir LSP-2 Fragmente kodieren, von diesen hatten zwei

identische Langen.

Klon kodiertes Hexamerin Fragment
ms21 Arylphorin AS 382-759
ms30 Arylphorin AS 382-759
ms29 Arylphorin AS 463 - 759
ms16 Arylphorin AS 484 -759 Tab.3 Ergebnisse des Two-Hybrid-
ms33 Arylphorin AS 484-759 Screens mit ABP130-bait. Gescreente
- Hexamerine (Arylphorinfragmente
ms26 Arylphorin AS 492 -759 beziehen sich auf die AS Sequenz des
msl8 LSP-2 AS 286-701 Calliphora-Arylphorin-Klons A4 mit
der  Genbank- Zugriffsnummer
ms27 LSP-2 AS 286-701 AAB58985, LSP-2-Fragmente
ms24 LSP-2 AS 315-701 beziechen sich auf die Sequenz

AAC24157)
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Klon Nr. Identitit
ms32
ms 17 unbekannter ORF
ms19
ms23 97% ldentitdt mit ,,anterior fat body

protein“ [Sarcophaga peregrinal®

Genbank: BAA99282

ms31 unbekannter ORF

ms41 unbekannter ORF Tab. 4 Ergebnisse des Two-Hybrid-Screens

ms31 99% Identitit zu ,,AP-3 delta- mit ABP130-bait, Gescreente ,,nicht-
Hexamerin“-Proteine
adaptin®- Untereinheit [Drosophila  Dije prozentuale Identitit mit dem jeweils
simulans]* Genbank: AAF68063 dhnlichsten, gefundenen Protein ist in %
angegeben.

Von den sieben analysierten Bibliotheksplasmiden, die keine Hexamerinsequenzen enthalten,
haben fiinf ein offenes Leseraster (ORF), das Peptide kodiert, die keine Ahnlichkeiten zu
bekannten Proteinen in den Offentlichen Datenbanken aufweisen (ms17, 19, 31, 32, 41).

Das Bibliotheksplasmid ms23 enthilt als Insert eine cDNA, die ein Protein kodiert, das als
wanteriores Fettkorperprotein® (AFP) bei der nahe verwandten Fliegenspezies Sarcophaga
peregrina beschrieben ist (Nakajima Y, Natori S, 2000). Dieses 34 kDa Protein weist starke
strukturelle Ahnlichkeit mit dem S#uger Regucalcin (,,Seneszenz-Marker-Protein-30%, SMP-
30) auf, einem Kalzium bindenden Protein in der Leber.

Das cDNA-Insert des Bibliotheksplasmids ms31 kodiert eine Delta-Adaptin-Untereinheit.
Adaptine sind eine Gruppe von Proteinen, die als Adaptoren zwischen

membrandurchspannenden Rezeptoren und Clathrin dienen.
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Ergebnisse des Two-Hybrid-Screens mit ABP96-bait

50 Hefeklone wurden von der finalen Selektionsplatte gepickt und auf einen Galaktose

induzierbaren Leu+- und B-Galaktosidase-Phinotyp getestet. 15 Klone, die beide Merkmale

aufwiesen (vergleiche Abb. 29), wurden weiter analysiert.

Abb. 29 Galaktose-induzierbarer 3-Galaktosidase-Phanotyp bei Hefeklonen aus dem Screen mit
ABP96-bait (die entsprechenden Bibliotheksplasmide sind aus Tabelle 10 und 11 ersichtlich).

Die entsprechenden Bibliotheksplasmide wurden isoliert und vom 5'-Ende ansequenziert. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 5 und 6 zusammengefalt.

Klon kodiertes Hexamerin Fragment
bl Arylphorin AS 333-759
bl10 Arylphorin AS 333-759
b8 Arylphorin AS 486-759
bll Arylphorin AS 500-759
bl5 Arylphorin AS 520-759
b7 Arylphorin AS 520-759
bl4 Arylphorin AS 536-759
b4 Arylphorin AS 536-759

Tab.5 Ergebnisse des Two-
Hybrid-Screens mit ABP96-
bait, Gescreente Hexamerine
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Klon Nr. Identitit

b5 85% Identitdt zur AS Sequenz des Translations-
Elongations-Faktor-2 [Drosophila melanogaster]
Genbank CAA33804

b9 97% Identitét mit ,,anterior fat body protein‘
[Sarcophaga peregrina] Genbank BAA99282

bl3 97% lIdentitdt mit ,,anterior fat body protein*
[Sarcophaga peregrina] Genbank BAA99282
b2 unbekannter ORF
b3 unbekannter ORF
b6 unbekannter ORF Tab. 6 Ergebnisse des Two-Hybrid-
Screens mit ABP96-bait,
bl2 unbekannter ORF ,nicht Hexamerin“ Proteine

Von den 15 isolierten Bibliotheksplasmiden enthalten acht Arylphorin-cDNA-Sequenzen. Es
wurden drei Paare mit gleicher Lange gefunden (b1/10, b7/15, b4/14).

Von den analysierten Bibliotheksplasmiden, die keine Hexamerinsequenzen enthielten,
wiesen drei einen ORF auf, der fiir kein bekanntes Protein in den durchsuchten Datenbanken
kodierte (b2/3/6).

Das Bibliotheksplasmid bS enthilt eine cDNA mit hoher Identitdt mit dem ,,Translations-
Initiationsfaktor-2“ von Drosophila mellanogaster. Dieser Interaktor wurde als ,,falsch
positiv gewertet.

Die analysierten Bibliotheksplasmide b9 und b13 enthalten cDNAs, die ein ,anteriores
Fettkorperprotein kodieren (identisch mit ms23 aus dem Screen mit ABP130 bait).

Die Tabelle 12 zeigt eine Zusammenstellung aller Arylphorin-Fragmente, die in den
Screening Experimenten mit ABP130-bait und ABP96-bait gefunden wurden. Die Fragmente
sind der GroBe nach geordnet. Die interessanteste Information liefert das kiirzeste gefundene
Arylphorinfragment, da dieses die Rezeptor-Bindungstelle beinhalten muss, die demnach in
der Doméne-3 lokalisiert sein muss (der Aufbau des Arylphorins - Tertidr- und

Quartérstruktur - wird in Kapitel 4.2.3 gesondert behandelt).
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Zum Vergleich: Das vollstindige Arylphorin von Calliphora vicina, drei Dominen sind

unterschiedlich geférbt (vergleiche Kapitel 4.2.3).

1

Klon Nr. Fragment Grafik

bl AS 333-759 —————
b10 AS 333-759 I —————
ms21 AS 382-759 — T ————
ms30 AS 382-759 ——
ms29 AS 463 - 759 T —8)
msl6 AS 484 - 759 r—
ms33 AS 484-759 r—

b8 AS 486-759 —
ms26 AS 492 - 759 —
bll AS 500-759 —
bl5 AS 520-759 —

b7 AS 520-759 —
bl4 AS 536-759 —

b4 AS 536-759 —

Tab.7  GroBenvergleich der gescreenten Arylphorin-Fragmente, die ,,b“-Klone wurden mit
ABP96-bait gescreent, die ,,ms“-Klone mit ABP130-bait. Die drei Doménen des Calliphora-
Arylphorins sind in verschiedenen Farben dargestellt. Deletierte Regionen sind durch einen
schwarzen Strich markiert (vergleiche vollstindiges Arylphorin, oben).
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Ergebnisse des Two-Hybrid-Screens mit Arylphorin-bait
100 Hefeklone wurden von der finalen Selektionsplatte gepickt und auf einen Galaktose
induzierbaren Leu+- und B-Galaktosidase-Phinotyp getestet. 17 Klone, die beide Merkmale

aufwiesen wurden weiter analysiert.

Klon Nr.  kodiertes Hexamerin Fragment

a3 Arylphorin 500 - 759
Tab.8 Ergebnisse des Two-Hybrid- as Arylphorin 500 - 759
Screens mit Arylphorin-bait, -
Gescreente Hexamerine g Ay ipiemnia SW=785
Klon Nr. Identitiit

a4 unbekannter ORF

17 unbekannter ORF

a7 hohe Identitét mit

»ubiquitin C-terminal hydrolase homolog*

[Drosophila melanogaster] Genbank AAB23929

al2 80% Identitdt mit ,,Pcd gene product®

[Drosophila melanogaster] Genbank AAC25196

a2, a8, a9,ald, 78% Identitdt mit ,,pug gene product*

Tab. 9 Ergebnisse des Two-Hybrid-  all,al2,al3, [Drosophila melanogaster]* Genbank AAG22140
Screens mit Arylphorin-bait,

nicht Hexamerin“-Proteine al4, al5,al6  (istC-1-TETRAHYDROFOLATE SYNTHASE)
2

Es wurden drei Arylphorinfragmente (a3/5/6) als Interaktoren identifiziert. Alle drei haben
dieselbe Lange und sind vermutlich aus einem Transformationsereignis hervorgegangen.

Von den isolierten ,,nicht Hexamerin“-Bibliotheksplasmiden enthielten zwei (a4/17) ORFs,
die keine Ahnlichkeit mit bekannten Proteinen aus den durchsuchten Datenbanken aufwiesen.
Das Plasmid a7 enthilt die partielle cDNA einer Ubiquitin-Hydrolase. Diese Klasse von
Enzymen ist an der Deubiquitinierung von Proteinen beteiligt.

Das Bibliotheksplasmid al2 enthélt die partielle cDNA fiir eine Carbinolamine-Dehydratase,
ein bifunktionelles Enzym, das zum einen die Regeneration von Tetrahydrobiopterin
katalysiert und zum anderen als dimerisierender Kofaktor der HNF-1-Homeodoméinen-
Proteine (hepatocyte nuclear factor-lalpha and beta) in der Genexpression involviert ist

(Pogge v Strandmann, 2000). Dieser Interaktor wurde als falsch positiv gewertet.
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Die Plasmide a2/8/9/10/11/12/13/14/15/16 enthalten die partielle cDNA einer C-1-
Tetrahydrofolat-Synthase, einem mitochondrialen Protein. Dieser Interaktor ist als ein

typischer ,,falsch positiver in Two-Hybrid-Screens bekannt.

Zusammenfassung der Ergebnisse der Screening-Experimente

Die Ergebnisse der beiden Screening Experimente mit dem Hexamerinrezeptor bzw. einem
Fragment dieses Proteins zeigen, dass eine Interaktion zwischen Hexamerinen und dem
Rezeptor in der Hefe stattfindet. Es wurde eine Vielzahl von Fragmenten der beiden
bekannten Interaktoren des Rezeptors — Arylphorin und LSP-2 - gefunden.

Zwei interessante neue Interaktionskandidaten wurden im Rahmen dieser Screenings ermittelt

- ein ,,anterior fat body specific protein“ und eine AP-3 delta Adaptin Untereinheit.

Im Screen mit Arylphorin als Kdderprotein konnte als Interaktor nur die Doméne-3 des
Arylphorins selber identifiziert werden. Diese Daten stimmen mit dem 3D-Modell iiberein,

welches in Kapitel 4.2.3 besprochen wird.
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4.2.1.3. Konstruktion von Deletionsfragmenten zur Kartierung der Bindungsdoménen

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der bindenden Doménen des
Hexamerinrezeptors und seines Liganden Arylphorin. Die exakte Kartierung der bindenden
Dominen wurde durch Two-Hybrid-Experimente mit trunkierten Fragmenten beider Proteine
durchgefiihrt. Dazu wurden eine Reihe von Deletionsfragmenten fiir beide Interaktionspartner
erzeugt (siche Tab. 10). Diese wurden anschlieBend in verschiedenen Kombinationen

miteinander im Two-Hybrid-Experiment getestet.

a) »Beute“ (prey): Arylphorin-Deletionsfragmente
Es wurden 15 verschiedene Arylphorinfragmente als ,,.Beute* in den Bibliotheksvektor
pJG4-5 oder pB42AD(SfiIA/B) kloniert. Eine Ubersicht iiber die erzeugten

Deletionsfragmente ist in Tabelle 10 gegeben.

Name Fragment Grafik

Arylphorin-prey AS 001 - 795

Doméne-1-prey AS 001 - 262

C-prey AS 001 - 093
B-prey AS 093 - 261
A-prey AS 261 - 579
Al-prey AS 261 - 330
All-prey AS 261 - 504

Domine-2/3-prey AS 263 -759

Doméne-3-prey AS 487 -795

1850-Ende-prey AS 603 - 795

2050-Ende-prey AS 669 - 795

]

BDO1-prey AS 488 - 600
BDO02-prey AS 504 - 600
BDO03-prey AS 488 - 552
BD04-prey AS 504 - 552
Tab. 10 Ubersicht iiber die konstruierten ,,Beute“-Arylphorinfragmente.

Die drei Doménen eines Arylphorin-Monomers sind in verschiedenen Farben
gekennzeichnet.
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Konstruktion von Arylphorin-,,Beute*

Die vollstandige Arylphorin-cDNA wurde durch Xhol-Verdau aus dem ,Koder“-Vektor
pEG202 herausgeschnitten (Arylphorin-bait, siche 4.1.1.2.), {iber ein Agarosegel gereinigt
und in Xhol-linearisierten Bibliotheksvektor pJG4-5 ligiert. Die Xhol-Schnittstelle der beiden

,»Shuttle“-Plasmide liegt im selben Leseraster.

Konstruktion von A-, B-, und C- ,,Beute®

Die drei als A, B und C bezeichneten Fragmente sind EcoRI-Fragmente der Arylphorin-
cDNA. Sie wurden durch Verdau der vollstandigen Arylphorin-cDNA in pBluescript® SK +
auseinandergeschnitten. Die Fragmente wurden durch eine Agarosegelelektrophorese
voneinander getrennt und anschlieBend aus dem Gel ausgeschnitten, gereinigt und in die
EcoRI-Schnittstelle des Bibliotheksvektors pJG4-5 kloniert. Die Orientierung der Inserts
wurde durch Sequenzierung tiiberpriift. Alle drei Fragmente befanden sich im richtigen
Leseraster.

Das C-Fragment kodiert von AS 1 bis 93, das 5-Ende des Arylphorins. Das B-Fragment
kodiert die AS 94 bis 260 und beinhaltet einen Teil der Domine 1. Das A-Fragment kodiert
die AS 261 bis 579 des Arylphorins und umfafit eine groen Teil der Domédne 2 und einen

kleineren Anteil der Doméne-3.

Konstruktion von AI- und AII-,,Beute*

Als Template fiir die PCR Amplifikation der Deletionsfragmente Al und AIl diente das A
prey Plasmid. Es wurden ein positiver Primer, der direkt unterhalb (downstream) der
Insertionsstelle hybridisiert (Primer: A6), und zwei weitere Primer, die innerhalb der A-
Fragment-Sequenz an den Negativstrang hybridisieren und ein Stopkodon am 3’-Ende
erzeugen (A7, A8), synthetisiert.

Mit Kombinationen aus diesen Primern wurden lineare DNA-Fragmente aus dem A-prey-
Plasmid amplifiziert, die sowohl den vollstindigen Vektor, als auch die gewiinschten
Arylphorinfragmente enthielten. Die Fragmente wurden anschlieend mit PNK an den 5'-
Enden phosphoryliert und zirkularisiert. Al-prey ist 70 AS lang und kodiert einen Teil der
Domine 2 des Calliphora-Arylphorins. All-prey ist 244 AS lang und kodiert einen ldngeren

Teil der Doméne 2 und einen kurzen Teil der Doméne-3 (siche Tab. 10).
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Konstruktion von Domine-1, 2/3, 3-,,Beute*

Um die drei Domidnen des Arylphorins (siche Einleitung) getrennt als ,,Beute“-Proteine zu
exprimieren, wurde eine PCR-Strategie mit doméinenspezifischen Primern entwickelt (siche
Abb. 30). Als Template diente die vollstindige Arylphorin-cDNA im Bibliotheksvektor
(Arylphorin-prey, s.0.).

[4]

(1] [5] 3] [2]
- — — —

2
Arylphorin

pJG4-5

Abb. 30 Lage der Primer fiir die ,,Doménen PCR*

Alle Doménen-Primer wurden am 5°-Ende phosphoryliert (die Doméinen-Primer 1 bis 5
entsprechen den Primern A9 bis A13, sieche Anhang). Folgende Primerkombinationen wurden

erfolgreich fiir die PCR verwendet:

- 1/3 (Ergebnis: Doméine-3-prey, AS 488 (T) - 759 (H) des Calliphora-Arylphorins)
- 1/5 (Ergebnis: Domine-2/3-prey, AS 262 (F) - 759 (H) des Calliphora-Arylphorins)
- 4/2 (Ergebnis: Domine-1-prey, AS 1(M)- 249 (F) des Calliphora-Arylphorins)

Die linearen PCR-Fragmente wurden in einer Ligation bei 16°C {iber Nacht zirkularisiert, das

korrekte Leseraster wurde durch Sequenzierung iiberpriift.

Konstruktion von 1850-Ende- und 2050-Ende-prey

Es wurden zwei Konstrukte erzeugt, die trunkierte Teile der Doméne-3 des Arylphorins als
,Beute“-Fusionsproteine exprimieren. Die Fragmente wurden durch PCR amplifiziert. Die
degenerierten Primer enthielten SfilA- (5 -Primer, A14, A15) bzw. SfilB-Schnittstellen (3'-
Primer, A16). Die PCR Produkte wurden in pCR-Script-Amp zwischenkloniert und



136 ERGEBNISSE

anschlieBend mit Sfil ausgeschnitten und gerichtet in den Bibliotheksvektor
pB42AD(SfilA/B) kloniert.
e 1850-Ende-prey kodiert fiir die AS 602 (K) bis 759 (H),
e 2050-Ende-prey kodiert fir die AS 669 (M) bis 795 (H) des Calliphora-
Arylphorins.

Konstruktion von BD01-, BD02-, BD03- und BD04-prey

Die vier BD-Fragmente (BD steht fiir bindende Doméane) wurden durch PCR aus Doméne-3-
prey herausamplifiziert (Primer: A17, A18, A19, A20). Dabei wurde am 5’-Ende eine Sfi [A-
Schnittstelle angehdngt, am 3 -Ende eine Sfi IB-Schnittstelle und ein Stop-Codon (TAA). Die
PCR-Fragmente wurden in pCR-Script-Amp zwischenkloniert, mit Sfil herausgeschnitten,
gelgereinigt und in den mit Sfil-linearisierten Bibliotheksvektor pB42AD(SfilA/B) gerichtet

hineinligiert. Die Insertionsstellen wurden sequenziert.

»Beute“-Plasmid Arylphorinfragment
BDO01-prey AS 488 bis 600
BDO02-prey AS 504 bis 600
BDO03-prey AS 488 bis 552
BDO04-prey AS 504 bis 552 Tab. 11  Fragmente, enthalten in den

BD-prey-Plasmiden
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b) LBeute®: Hexamerinrezeptor-Deletionsfragmente

Es wurden sechs Fragmente des Hexamerinrezeptors in den ,,Kdder“-Vektor pEG202
kloniert. Dabei wurden Fragmente erzeugt, die den drei in vivo vorkommenden Fragmenten
entsprechen (Burmester und Scheller 1997) und drei kiirzere N-terminale Fragmente (siche

Tab. 12). Die Konstruktion von ABP130-bait und ABP96-bait sind oben beschrieben.

ABP130-bait AS 001 = 1253 N/ A —c

ABP96-bait AS 001 -824 N/ — c
ABP64-bait AS 001-571 NG c
ABP64-187 bait ~ AS 093 -380 N EG_—_———— c
ABP-AS 1-200 AS 001 -200 N [m— c
ABP-AS 1-24 As 001-024 NF c

Tab. 12 Deletionsfragmente des Hexamerinrezeptors, kloniert in pEG202 ,,Kdder“-Vektor

ABP64-bait
Die ABP64-cDNA wurde durch PCR aus der vollstindigen Rezeptor-cDNA
herausamplifiziert. Am 5° Ende wurde eine EcoRI-Schnittstelle, am 3 Ende eine Xhol-
Schnittstelle angehéngt (Primer A21, A22).
Das PCR Produkt wurde in pCRScript SK+ zwischenkloniert und mit einem EcoRI/Xhol-
Doppelverdau ausgeschnitten. Nach einer Gelreinigung wurde das Fragment gerichtet in den
ebenfalls doppelverdauten ,,Kdédervektor pEG202 ligiert. Die Schnittstelle wurde
sequenziert.

e ABP64-bait enthdlt die kodierende Sequenz fiir die AS 1 (M) bis 571 (G) des

Rezeptors.

ABP64-187-bait
Die Strategie bei der Erzeugung von ABP64-187 bait ist identisch mit der oben beschriebenen
fiir ABP64. Es wurde die Primerkombination A21/A23 eingesetzt.

e ABP 64-187-bait enthilt die kodierende Sequenz fiir die AS 1 bis 380 (Q) des

Rezeptors.
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c) Weitere Two-Hybrid-Konstrukte

LSP-2-prey

Die LSP-2-cDNA wurde durch einen Pst I/Xhol-Doppelverdau aus dem Vektor pBluescript®
SK + herausgeschnitten und in pJG4-5 ligiert. Durch Restriktionsverdau mit EcoRI wurde die
Orientierung der Fragmente bestimmt. Die Insertionsstelle wurde sequenziert, um zu
tiberpriifen, ob sich die LSP-2-cDNA im Leseraster der B42-Domine befindet. Das
Fusionsplasmid exprimiert die 701 AS des LSP-2 von Calliphora vicina, fusioniert an die

B42-transkriptionsaktivierende Doméne.

TmHex2i-prey
TmHex2i-prey exprimiert ein 650 AS langes C-terminales Fragment eines Hexamerins des
Mehlkéfers Tenebrio molitor. Es wurde in unserer Arbeitsgruppe im Rahmen eines anderen

Projekts in einem Two-Hybrid-Screen identifiziert.

ABPY6 bait

Die kodierende ¢cDNA fiir das 96 kDa Fragment des Hexamerinrezeptors wurde durch Xhol-
Verdau aus dem ,.Beuteplasmid“ ABP96-prey ausgeschnitten und in den ,,Kdder“-Vektor
pEG202 ligiert. Die richtige Orientierung wurde durch einen EcoRI-Verdau bestétigt.



ERGEBNISSE 139

4.2.14. Kartierung der interagierenden Doménen im Two-Hybrid-Experiment

Um Daten {iber die genaue Lage der interagierenden Doménen des Hexamerinrezeptors und
seines Liganden zu bekommen wurde eine Reihe von Experimenten durchgefiihrt, wobei
verschiedene ,,Koder/Beute*-Kombinationen in die Reporter-Hefestimme EGY48/p8op-LacZ
und EGY48/p8op-EGFP transformiert wurden. Von den Selektionsplatten wurden jeweils 10
Einzelklone gepickt und unabhéngig voneinander analysiert. Das Wachstumsverhalten auf
Leuzinmangelmedium, die p-Galaktosidaseaktivitit bzw. die EGFP-Expression wurden

bestimmt.

a) Interaktionsanalyse von ABP96-bait mit verschiedenen ,,Beuten* (Experiment-1)
Verschiedene prey-Konstrukte (Arylphorinfragmente als ,,.Beute*) wurden in die beiden
Hefestimme  EGY48/p8opEGFP/pABP96-bait und  EGY48/p8opLacZ/pABP96-bait
(Rezeptorfragment ABP96 als ,Kdder”) transformiert. Zur Bewertung der Stirke von
gefundenen Interaktionen wurde das Wachstum auf Leuzin-Mangelmedium, der [-
Galaktosidase-Phénotyp (bei Hefen mit LacZ-Reporter) und die Expression von EGFP (bei
Hefen mit EGFP- Reporter) iiberpriift. Das Wachstum auf Leucin-Mangelmedium und die 8-
Galaktosidaseaktivitdt wurde iiber 5 Tage hinweg beobachtet und protokolliert. Die EGFP-
Expression wurde wie oben beschrieben ermittelt (sieche 3.2.4.3). Angegeben ist die Differenz
der gemessenen relativen Fluoreszenzeinheiten gegeniiber einem EGFP-negativen
Hefestamm.

Die Ergebnisse des Experiments sind in Tabelle 13 zusammengefal3t.

Eine Interaktion des Hexamerinrezeptorfragments ABP96 mit verschiedenen Fragmenten des
Arylphorin-Proteins konnte im Two-Hybrid-Experiment belegt werden. ABP96-bait zeigt
schwache = Reportergenaktivitit in  Kombination mit  Arylphorin-prey.  Starke
Reportergenaktivitit wurde bei einer Kombination mit Domidne2/3-prey beobachtet,
wohingegen die stirkste gemessene Aktivitit in Kombination mit der isolierten Domaéne-3
(Doméine-3-prey) bzw. in Kombination mit LSP-2 (LSP-2-prey) auftrat. Zwei N-terminal
verkiirzte Versionen der Doméne-3 (1850-Ende-, 2050-Ende-prey) zeigten keine Interaktion
mit ABP96-bait.

Die Fragmente BDO1, BD02, BD03 und BDO04, die N-terminale Fragmente der Domaéne-3
darstellen, sind ebenfalls in der Lage an ABP96 zu binden.
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,Beute* Lage der Leu+t- B-Gal.- EGFP-
Arylphorinfragmente Phanotyp Phiinotyp Expression
Arylphorin — e + ++ ‘ 2+0,1
prey
Domiine 1 — 0 0 . 0
prey
C prey —_— 0 0 . 0
B prey — 0 0 O 0
A prey 0 + . 2+0,1
Al prey - 0 + 6 2102
All prey - 0 0 a 0
Domiine 2/3 — +++ ++H+ . 7+0,1
prey
Doméine-3 —— +++ +++ 12+0,8
$
BDO1 prey — ++ ot ‘ 6+0.3
BDO02 prey — ++ ++ . 5+0,3
BDO03 prey — ++ ++ . 5+0,3
BD04 prey — ++ ++ . 5+0,6
1850-Ende — 0 0 r 0
prey
2050-Ende —— 0 0 4 0
prey e
LSP-2 prey +++ +H+ ‘ 13+1,9
TmHex2i 0 0 . 0
prey
ABP96 prey 0 0 £ 0

Tab. 13 Ergebnisse des Two-Hybrid-Experiments-1
Der Hexamerinrezeptor ABP96 wurde im Two-Hybrid-Experiment mit verschiedenen Fragmenten des
Arylphorins auf Interaktion getestet. Die Stirke der gefundenen Reportergenaktivitit (Wachstum auf Leuzin-

Mangelmedium, B-Galaktosidaseaktivitit) wurde in folgende Kategorien eingeteilt:

+++ - starke Interaktion, ++ - durchschnittliche Interaktion, + - schwache Interaktion, 0 — keine Interaktion. Die
Fluoreszenzdifferenz, die bei den Experimenten mit dem EGFP-Reporter gemessen wurde, ist in relativen

Fluoreszenzeinheiten (RFU) angegeben.
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b) Interaktionsanalyse von Doméne-3-prey mit verschiedenen ,,Kodern“
(Experiment-2)

Verschiedene bait Konstrukte wurden in die beiden Hefestimme

EGY48/p8opEGFP/pDoméne-3-prey und EGY48/p8opLacZ/pDoméne-3-prey transformiert.

Die weitere Durchfiihrung entsprach dem oben beschriebenen Experiment-1.

« Koder » ABP-Fragment Leu+- B-Gal- EGFP-
Phiinotyp Phiénotyp Expression
ABP130- bait N P — +++ +++ 12 + 0’7
ABP96- bait N — — c ++ +++ 12+£1,0
ABP64- bait N—— c +++ +++ 10+ 1,0
ABPO64-187-Dait | c +++ +++ 7+0,5
ABP AS 1-200 | oy i c ++ ++ 5+0,1
ABP AS 1-24 - c ++ ++ 7+0,7

Tab. 14 Ergebnisse des Two-Hybrid-Experiments-2

Die Domine-3 des Arylphorins wurde im Two-Hybrid-Experiment mit verschiedenen Fragmenten des
Hexamerinrezeptors auf Interaktion getestet. Die Stiarke der gefundenen Reportergenaktivitdt (Wachstum auf
Leuzin-Mangelmedium, 3-Galaktosidaseaktivitdt) wurde in folgende Kategorien eingeteilt:

+++ - starke Interaktion, ++ - durchschnittliche Interaktion, + - schwache Interaktion, 0 — keine Interaktion.

Die Fluoreszenzdifferenz, die bei den Experimenten mit dem EGFP-Reporter gemessen wurde, ist in relativen
Fluoreszenzeinheiten (RFU) angegeben.

Alle sechs getesteten Fragmente des Hexamerinrezeptors zeigen Interaktion mit der Doméne-

3 des Arylphorins im Hefe-Two-Hybrid-System.
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4.2.2. Charakterisierung der identifizierten ,nicht Hexamerin“-Interaktoren des
Hexamerinrezeptors

In den oben beschriebenen Two-Hybrid-Screens der cDNA-Bibliothek wurden zwei
interessante ,,nicht Hexamerin“-Interaktoren des Hexamerinrezeptors gefunden - ein ,,anterior
fat body protein (AFP) und eine AP-3-delta-Adaptin-Untereinheit. Beide Proteine wurden in
einer Reihe von Folgeexperimenten néher charakterisiert.

Die Nukleotid- und die abgeleitete Aminoséuresequenz der beiden bis dato unbekannten
Bindungspartnern des Calliphora Hexamerinrezeptors, ,,anterior fat body protein® (CvAFP)

und ,,AP-3 delta Adaptin* (CvAP-3) wurden in der Genbank ver6ffentlicht:

e AFP Genbank - Zugriffsnummer AY028616
e AP-3 Genbank -Zugriffsnummer AF329283
4.2.2.1. Charakterisierung von AP-3-delta-Adaptin

Sequenzanalyse der identifizierten AP-3 delta-Adaptin-cDNA

Die BlastX- Analyse des Klons ms31 ergab eine 71%ige Identitit des abgeleiteten
Proteinfragments mit der AP-3-delta-Adaptin-Untereinheit von D. melanogaster. Abb. 31
zeigt einen Sequenzvergleich der abgeleiteten Aminosduresequenz der gefundenen C-
terminalen Domidne mit dem Drosophila-AP-3-delta-Adaptin (Genbank-Zugriffsnummer
AACI14585), einer AP-3-delta-Adaptin-Untereinheit der Maus (Genbank-Zugriffsnummer
NP 031486) und der menschlichen AP-3-delta-Adaptin-Untereinheit (Genbank-
Zugriffsnummer XP_009242).

Abb. 31 a

----------------------------------------- MBLLYECI NTVI AVLI SI' S 19
STNNWWLI KI | KLFGALTPLEPRLGKKLI EPLTNLI HSTSAMBLLYECVNTVI AVLI SLS 291
--------------------------- LI EPLTNLI HSTSAMBLLYECVNTVI AVLI SLS 269

#3559
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#3559
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KDESI RLRALDLLYGWSKKNLMEI VKKLMIHVDKAEGT TYRDELLTKI | DI CSCENYQY 389

#3559
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\VTNFEWYLTVLVEL| QLEAGSR ---[&ll 196
T NF | SI (RYSETREEG TRgeHNWRACNMERV/ANSYKAI [FKIFAVSCIFSSHERSAHL VA 470
TN | SI [RY=SETRE=G TRyEHNFIACMEBYINE } ) [(NEBSAHLLA 448

SSQSNSMYEVL YAAAW VGEFSNEL EDAERTLNI LL RPROZEEEPGH Q K 121
SAQSNSMYEVL YAAAW VGEHACEL EDAENTL NI LL RPRIEEERPGHI Q ONVI 254
STER de=gs EFHROGPQUUIEEAMBREKVT TL (e C& d Y 530
STORNG ARVREV\NICE SRS EHROEPHHEREAMBRERVT TL[EEL KO d Y 508

#3559

#3559
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Abb.31b
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RRKKRKEKEKKGKRRHSSL PTESDEDI APAQQVDI VTEEMPENAL PSDEDDKDPNDPYRA

TELPLDVEGVAALRVGE TKRSDKYL QEQQAAQGSKDGKKKHKKGKKSKKAKN- - - - - - - -
LDl DL DKPL ADSEKL PVOKHRNAEAVKSPEKEGVL GVEKKSKKPKKKEKKTKEREREK- -
LDl DLDKPLADSEKLPI QKHRNTETSKSPEKD- VPMVEKKSKKPKKKEKKHKEKERDKEK

--------------------------------------- KVAYNSSSESEGEPKPLHI VN
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TTL DVPEGVSMSDSEDKDGKYDPNDPHRALDI ELDIVE - - - - - < - - = =« = <« <o oo o
QERKSSRHKKKKHRKEKEKEERPRDKKKAKKKQVAPL ENGAAAEE- - - - EEEP| PPVBSY
QDKKSPKPKKKKHRKEKE- - ERTKGKKKSKKQPPGSEEAAGEPVQNGAPEEEQL PPESSY

Sequenzvergleich zwischen dem delta-Adaptin-

Fragment aus C. vicina (Cv) und von AP-3 von D. melanogaster
(Cv/Dm, 71% Identitit), AP-3 von Mus musculus (Cv/Mm, 41%
Identitdt) und dem menschlichen AP-3 (Cv/Hs, 39% Identitit)
berechnet mit ClustalW (siehe 3.1.21).

181
314
584
562

241
363
621
599

266
390
681
659

298
425
741
719

301
459
797
779

511
855
838

532
912
892

568
968
950



144 ERGEBNISSE

AP-3-mRNA-Expressionsanalyse mittels Northern-Blottings

Die Stadienspezifitit der Expression von AP-3-delta-Adaptin-mRNA wurde mittels Northern-
Blot Analyse iiberpriift (sieche 3.1.15.). Das Bibliotheksplasmid pJG4-5 mit der delta-Adaptin-
cDNA wurde mit EcoRI linearisiert und eine Digoxygenin-markierte-antisense-RNA-Sonde
hergestellt (mit T7-DNA Polymerase). Gesamtfettkorper wurde aus Larven verschiedener
Alterstufen, sowie aus Puppen und adulten Fliegen isoliert und die RNA mit der Trizol-

Methode isoliert.

4dL 5dL 6dL 7dL 8dL VP
- } ‘ 20 y o

-«18s RNA

Abb. 32 Northern-Blot-Analyse mit AP-3-delta-Adaptin—Sonde, 4dL — 8dL —
Larven 4 bis acht Tage nach Schliipfen, VP — Vorpuppen, P — Puppen, A — adulte
Fliegen. Als Kontrolle ist die Ethidiumbromid-gefarbte 18s-RNA dargestellt.

Die Abb. 32 zeigt das Ergebnis des Northern-Blots. In allen untersuchten
Entwicklungsstadien wurde eine einzelne Bande in einer GroBe von 4000 Nukleotiden

detektiert. Eine Quantifizierung des Signals war nicht moglich.
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Interaktionsanalyse von AP-3 mit Hexamerinrezeptorfragmenten

In einem Two-Hybrid-Experiment wurde die Interaktion dieses ,,Beute“-Proteins mit den

verschiedenen konstruierten ,,Kdder*“-Fragmenten des Hexamerinrezeptors untersucht.

Der Hefestamm EGY48/pSH18-34 wurde mit verschiedenen Hexamerinrezeptor-bait-

Fragmenten und dem im Screen isolierten AP-3-delta-Adaptin-prey-Plasmid transformiert.

Der Galaktose induzierbare Leu+- und B-Galaktosidase-Phénotyp wurde liberpriift.

« Koder » « Beute » Leu+ lacZ-
Phéinotyp Expression
ABP130-bait AP3-prey +++ +++
ABP96-bait AP3-prey 4+ 4t
ABP64-bait AP3-prey +++ N
ABP64-187-bait AP3-prey 0 0

Tab. 15 Two-Hybrid-
Analyse der Interaktion von
AP-3-delta-Adaptin mit
verschiedenen  Fragmenten
des Hexamerinrezeptors. Die
Starke  der  gefundenen
Reportergenaktivitit wurde
in folgende  Kategorien
eingeteilt:

+++ - starke Interaktion,

++ - durchschnittliche 1.,

+ - schwache Interaktion,

0 — keine Interaktion.

Die AP-3-delta-Adaptin-Untereinheit zeigt eine starke Interaktion mit ABP130-/ABP96- und

ABP64-bait, keine Reportergenaktivitdt ist bei einer Kombination mit der verkiirzten Form

ABP64-187-bait messbar. Dieses Ergebnis ist ein starker Hinweis darauf, dass die AP-3-

bindende-Domine des Hexamerinrezeptors innerhalb des ABP64-Peptids liegt.
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4.2.2.2. Charakterisierung des ,,anterior fat body proteins*“ (AFP)

von Calliphora vicina

Analyse der abgeleiteten AFP-Aminosiuresequenz
Die BlastX-Analyse der cDNA-Sequenz der Klone ms23 und b9/13 ergibt auf
Aminosédureebene einen 97%ige Identitdt mit dem AFP von Sarcophaga peregrina. In Abb.
33 ist ein Sequenzvergleich zwischen der gefundenen Aminosiuresequenz und den AFPs von
S.  peregrina (Genbank-Zugriffsnummer BAA99282), D. melanogaster (Genbank-
Zugriffsnummer JC7250) und dem menschlichen Regucalcin (Genbank-Zugriffsnummer
NP _004674) gezeigt. Die gefundene Proteindomine weist gegeniiber den Vergleichsproteinen

einen um 39 bzw. 40 AS verkiirzten N-Terminus auf.

o Y2 €YNYNENKVYKAKI EGEDL AR
Sp - MBYKVEPL PDSHAEL GEGPHWDVAT QNL YYVDI NAGKLL 59
Dm - MBYKVEPL PDSYAGL GEGPHWDVARGSL YYVDL EAGSL L RYDMAQA S TH=e= 1A 59
Hs MBSI KI ECVL PENCRCGESPWWEEVSNSLLFVDI PAKKVCRWDSFTKQYQRVTVDAP- VS 59
ov 80
Sp 119
Dm 116
Hs 108
ov 138
Sp 177
Dm 174
Hs 168
ov 198
Sp 237
Dm 234
Hs 224
ov 252
Sp 291
Dm 288
Hs 284
ov

Sp

Dm

Hs LeXe\XEl APYSYAG 299

Abb. 33  Sequenzvergleich zwischen ,anterior fat body“-Proteinen von
Calliphora vicina (Cv), Sarcophaga peregrina (Cv/Sp, 97% ldentitit), Drosophila
melanogaster (Cv/Dm, 74% Identitit) und menschlichem Regucalcin (Cv/Hs, 39%
Identitét) erstellt mit ClustalW.
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Expressionsanalyse der AFP-mRNA

Die Expression der AFP-mRNA wurde mittels Northern-Blot-Analyse in verschiedenen
Entwicklungsstadien und verschiedenen Geweben iiberpriift. Das Bibliotheksplasmid pJG4-5
mit der AFP-cDNA wurde mit EcoRI linearisiert und eine Digoxygenin-markierte-antisense-
RNA-Sonde hergestellt (mit T7-DNA Polymerase).

Gesamtfettkorper wurde aus Larven verschiedener Alterstufen, Puppen und adulten Fliegen
isoliert. Aus 7-dL wurden verschiedene Teile des Fettkorpers isoliert und die RNA mit der
Trizol-Methode isoliert. Himozyten wurden folgendermalBen aus 7-dL isoliert: Die Tiere
wurden auf Eis andsthesiert. Anschlieend wurden die Tiere auf einen eiskalten Objekttriger
iiberfiihrt und ein kleiner Schnitt am Abdomen gesetzt. Die ausflieBende Himolymphe wurde
mit einer Pipette aufgenommen und in einem Eppendorf-Reaktionsgefdl auf Eis gesammelt.
Hémozyten wurden durch Zentrifugation (3000 rpm, 5 min, 4°C) in einer Tischzentrifuge
pelletiert, der zellfreie Uberstand abgenommen und die Himozyten mit eiskalter PBS-Losung
zweimal gewaschen und erneut abzentrifugiert. Die RNA-Isolation erfolgte wie oben

angegeben.

A B

Ad P V 8 7 6 5 4 aF cF pF H

-.ﬂ ' ”-‘ - B <12k
F

Abb. 34  Northern-Blot-Analyse der AFP-mRNA-Expression. (A), RNA aus
gesamtem Fettkdrper von Tieren verschiedener Entwicklungsstufen; Ad — adulte
Tiere, P — Puppen, V — Vorpuppen, 4-8 — Letztlarven verschiedenen Alters (Tag 4 —
8). (B) RNA aus verschiedenen Fraktionen des Fettkdrpers und Hdmozyten von 7-
dL; aF — anteriorer Fettkdrper cF- medianer Fettkdrper, pF- posteriorer Fettkorper,
H — Hamozyten.

Die AFP-mRNA wurde in allen untersuchten Entwicklungsstadien der Schmeil}fliege
nachgewiesen. Die Untersuchung verschiedener Gewebe von 7dL zeigte, dass AFP-mRNA

exklusiv im anterioren Teil des Fettkorpers und in Himozyten nachweisbar ist.



148 ERGEBNISSE

Lokalisation der AFP-mRNA in Zellen des anterioren Fettkorpers
Um die Zellen zu identifizieren, welche AFP in 7-dL produzieren, wurden Hybridisierungen
an Totalpriparaten und Gefrierschnitten von 7-dL von C. vicina durchgefiihrt (sieche 3.1.16).

Es wurde die oben beschriebene Dig-markierte-antisense-RNA-Sonde eingesetzt.

Abb. 35 (d) In-situ-Hybridisierung auf Gefrierschnitten, hae — Hdmolymphe, m —
Muskel, pF — posteriorer Fettkorper, (e, f) In-situ-Hybridisierung an Totalprdparaten, aF —
anteriorer Fettkorper, cF — medianer Fettkorper, pF — posteriorer Fettkorper, b — Hirn.
(Balken = 50 um)

Die AFP-mRNA war im anterioren Teil des Fettkdrpers und in Himozyten nachweisbar
(siche Abb. 35). Der mediane Fettkorper dagegen zeigt eine vergleichsweise schwache

Féarbung, der posteriore ist vollig negativ.
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Imunolokalisierung von AFP auf Kryoschnitten

Mit einem polyklonalen Kaninchenserum gegen AFP von Sarcophaga peregrina (Nakajima
und Natori, 2000) wurde eine Immunolokalisation an Ultradiinnschnitten (20 pum, siche
3.3.4.) durchgefiihrt, um die Verteilung des Proteins in der Larve von Calliphora vicina zu
iberpriifen. Fiir die Ultradiinnschnitte wurden ganze Letztlarven verwendet (7dL), es wurden

Langsschnitte angefertigt.

Abb. 36 Immunolokalisation von AFP auf Gefrierschnitten. (a) Fettkdrperzellen von
Calliphora vicina-7-dL, (b) Hamozyten von Calliphora vicina-7-dL. AF — anteriorer
Fettkorper, MF- medianer Fettkorper

In den untersuchten Kryoschnitten wurden zwei Zellpopulationen gefunden, die durch den
AFP-Antikorper erkannt wurden (siche Abb. 36). Zum einen wurden die Trophozyten des
anterioren Fettkorpers markiert. Eine scharfe Grenze zwischen anterioren Fettkdrperzellen,
die das Protein exprimieren, und weiter median gelegenen Zellen, die negativ sind, ist in Abb.
36 (a) erkennbar. Des weiteren wurde eine Gruppe von Hadmozyten mit einen Durchmesser

von 20 um angeférbt (Abb. 36 (b)).
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Western-Blot-Analyse der AFP-Expression und Vergleich mit der Expression des
Hexamerinrezeptors
Die Verteilung von AFP in verschiedenen Kompartimenten des Fettkorpers und in

Hamozyten wurde mit Hilfe der Western-Blot-Analyse tiberpriift (siche Kapitel 3.3.1).

aFb mFb pFb HC U

'—— p— 434 kDa

Abb. 37 WesternBlot mit AFP-Antikdrper, aFb- anteriorer Fettkorper, mFb-
medianer Fettkorper, pFb- posteriorer Fettkorper, HC- Himozyten, U- Uberstand
der Himozytenpraparation, zellfreie Himolymphe.

Dabei zeigte sich, dass AFP tatsdchlich vorwiegend im anterioren Teil des Fettkorpers
exprimiert wird (Abb. 37). Das schwache Signal, das in der medianen Spur detektiert wurde
ist vermutlich auf eine unsaubere Pridparation zurlickzufiihren. Das Vorhandensein dieses
Proteins in der Himozytenfraktion wurde bestitigt, in der zellfreien Himolymphe wurde kein

AFP detektiert.

Ein analoges Experiment, das unter Verwendung eine AntikOrpers gegen den
Hexamerinrezeptor durchgefiihrt wurde, zeigt, dass der Rezeptor in allen Teilen des
Fettkorpers in anndhernd gleicher Menge vorkommt, nicht jedoch in Himozyten oder in der

Héamolymphe (siehe Abb. 38).

aFb mFb pFb HC U

- 2 J Abb. 38 Western-Blot mit

ABP64»> ' m _ Hexamerinrezeptor-Antikdrper,
' 1 ABP64-, P45-, P30- Spaltprodukte des

P4S» & Hexamerinrezeptors, aFb- anteriorer

Fettkorper, mFb- medianer Fettkorper,

¥ i3 0 pFb-  posteriorer  Fettkorper, HC-
P30» - : H?mozyten, ) U- ' Uberstand d;r
' Hamozytenpraparation =  zellfreie

Hamolymphe.
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Interaktionsanalyse von AFP mit Hexamerinrezeptorfragmenten

In einem Two-Hybrid-Experiment wurde diese Interaktion des AFP-,,Beute““-Proteins mit den
verschiedenen konstruierten Kdderfragmenten des Hexamerinrezeptors untersucht (Tab. 26).
Der Hefestamm EGY48/pSH18-34 wurde mit verschiedenen Hexamerinrezeptor-bait-
Fragmenten und dem im Screen isolierten AFP-prey-Plasmid transformiert. Der Galaktose

induzierbare Leu+- und B-Galaktosidase Phanotyp wurde tiberpriift.

« Koder » « Beute » Leu+- LacZ- Tab. 16  Ergebnisse der
Two-Hybrid-Interaktions-

Phinotyp Expression analyse Die Stirke der

gefundenen Reportergen-

ABP130-bait AFP-prey +++ +++ aktivitit ~ wurde  in
folgend Kat i

RBROT  AFPpey T T e Ko
” +++ - starke Interaktion,
ABP64-bait AFP-prey 0 0 ++ - durchschnittliche 1.,
ABP64-187-bait AFP-prey 0 0 + - schwache Interaktion,

0 — keine Interaktion.

Das ,anterior fat body protein“ (AFP) interagiert mit den beiden Konstrukten ABP130-bait
und ABP96-bait aber nicht mit ABP64- oder ABP64-187-bait. Dieses Ergebnis ist ein starker
Hinweis darauf, dass die AFP-bindende-Doméne des Hexamerinrezeptors innerhalb des P30-

Peptids liegt.
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AFP/Hexamerinrezeptor-Immunokoprizipitation

Durch ein Immunokoprézipitationsexperiment wurde die im Hefe-Two-Hybrid-System
gefundene Bindung zwischen AFP und dem Hexamerinrezeptor bestitigt. Fiir das Experiment
wurden Antikorper gegen den Hexamerinrezeptor an Protein-A-Sepharose gebunden und
anschlieBend mit Homogenaten aus anteriorem und posteriorem Fettkorper inkubiert (siche

Kapitel 3.3.2). Die Detektion erfolgte durch Western-Blot-Analyse mit anti-AFP-Antikorper.

Hg - pFb - aFb -AB LexA -Hg

-' ~ -——-- <AB

- — - < AFP

Abb. 39 Immunokoprizipitation von AFP durch Antikdrper gegen den
Hexamerinrezeptor. Hg- Homogenat aus Fettkorper, pFb- posteriorer Fettkorper,
aFb- anteriorer Fettkorper, -AB- ohne Antikdrper, LexA- LexA-Antikorper, -Hg-
ohne Homogenat. Erklarung, siche Text.

Das Ergebnis des Immunokoprizipitationsexperiments ist in Abb. 39 dargestellt. Als
Positivkontrolle wurde Homogenat aus anteriorem Fettkorper aufgetragen (Hg), als
Negativkontrolle wurde das Experiment ohne Homogenat (-Hg), ohne Antikérper (-AB) und
unter Verwendung eines Antikorpers gegen ein bakterielles Protein (LexA) durchgefiihrt.

Das Erscheinen der AFP-Bande bei Verwendung von Homogenat aus anteriorem Fettkdrper
zeigt, dass eine Immunokoprazipitation von AFP mit Antikdrpern gegen den

Hexamerinrezeptor mdglich ist.
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4.2.3. Ein 3D-Modell des Arylphorins von Calliphora
Zur Uberpriifung der Interpretation der Bindungsdaten der Two-Hybrid-Analyse und fiir die
rdumliche Kartierung der rezeptorbindenden Domine  wurden 3D-Teilmodelle des

Arylphorins von Calliphora erstellt.

4.2.3.1. Software fiir das ,,Molecular modelling*

Die Firma Glaxo Wellcome Inc. stellt im Internet einen automatisierten Protein-Modelling-
Server zur allgemeinen Verfligung und ermdglicht so vergleichendes Proteinmodelling mit
dem Programm ProMod-II (Guex et al. 1999, Peitsch, 1995). Die erstellten Proteinmodelle
sind Homologiemodelle, die durch Vergleich der errechneten Sekundérstrukturen eines
Zielproteins mit bekannten 3D-Strukturen dhnlicher Proteine erzeugt werden.

Die so erzeugten Homologiemodelle sind hoch spekulativ und zeigen nur eine
Momentaufnahme einer an sich hochdynamischen Proteinstruktur. Dennoch sind sie, bei der
Wahl des richtigen Vergleichsproteins, ein niitzlicher Ansatzpunkt fiir die Kartierung von
funktionellen Dominen eines Zielproteins.

Die Effizienz des Programms wurde durch Vergleich eines auf Rontgenstrukturanalyse
beruhenden 3-D-Modells des Hiamozyanins von Panulirus interruptus (Abb. 41 A, Volbeda
and Hol, 1989) mit einem auf Grund der verdffentlichten Sequenzdaten erstellten
Homologiemodells (Abb. 41, B) getestet. Die beiden Modelle sind nahezu identisch - nur
geringe Abweichungen sind feststellbar (z.B. Lénge des b-Faltblattes 3C).

Abb. 40 Vergleich eines Literaturmodells mit einem Homologiemodell erstellt mit ProMod-II,
A) 3D-Modell einer Himozyanin-Untereinheit aus Panulirus interruptus (Volbeda and Hol 1989).
Seitenansicht. B) 3-D-Modell derselben Untereinheit errechnet mit der ProMod-II-Software.
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4.2.3.2. Das Himozyanin von Panulirus als Vergleichsmodell

Als Vergleichsmodell fiir die Errechnung der 3D-Struktur des Arylphorins von Calliphora,
wurde das 3D-Modell des Hémozyanins von  Panulirus  eingesetzt, da
elektronenmikroskopische Daten dafiir sprechen, dass die rdumliche Struktur identisch ist
(Markl et al, 1992).

Insekten-Hexamerine und Arthropoden-Hémozyanine gehoren zu derselben Protein-
Superfamilie (Burmester et al, 1998, Burmester and Scheller, 1996, Markl et al., 1992). Sie
sind Hexamere aus Monomeren, die aus jeweils drei Doménen aufgebaut sind. Deren
struktureller Aufbau ist hoch konserviert.

Im Folgenden wird der Aufbau eines Hdmozyanin-Monomers und die Tertidrstruktur des
Hexamers erklért (vergleiche Abb. 43A,B,C und Abb. 41 A).

Das Himozyanin Monomer ist aus drei Doménen aufgebaut:

die N-terminale Doméne 1 (blau) besteht aus einem Biindel von sechs a-Helices, die zentrale
Domine 2 (griin) besteht ebenfalls aus 6 a—Helices, wobei die beiden antiparallelen Helices
2.1 und 2.2, an denen die Kupferbindungsstelle lokalisiert ist, von Bedeutung sind. Die C-
terminale Domine 3 (margenta) ist ein siebenstridngiges -Fass. Zu beachten sind auch die
beiden ,,Nasen®, die aus der a-Helix 1.7 und den B-Stringen 1B bzw. den B-Stringen 3C und
3B bestehen.

Aufbau eines Himozyanin Hexamers

Zwei Monomere lagern sich mit einer Kontaktzone, die die a-Helices 1.7 und 2.4 umfaft,
spiegelbildlich zu einem Dimer mit relativ fester Bindung zusammen (,,tight dimer®, Volbeda
and Hol, 1989, siche Abb. 42, A). Drei Dimere bilden ein Hexamer, so dass der Eindruck
eines Aufbaus aus zwei Trimeren entsteht, die spiegelsymmetrisch aufeinanderliegen (siche
Abb. 42 B, C). Der Aufbau eines Trimers ist in Abb. 41 B schematisch dargestellt. Die
Untereinheiten eines Trimers sind durch jeweils zwei Kontaktzonen miteinander verbunden.
Die erste (1) umfal3t die a-Helix 2.3 und die Regionen direkt davor und dahinter. Die zweite
Kontaktzone (2) beinhaltet Aminosédurereste der Doméine 1 des einen Monomers und der
Domine 3 der benachbarten Untereinheit.

Die Bindungen zwischen den iibereinanderliegenden Dimeren sind stirker, als die zwischen

den flach nebeneinanderliegenden Partnern in einem Trimer.
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Doméne 3

Abb. 41 A) Schema der Verteilung der a-Helices (Kreise) und B-Faltblétter (Quadrate) in einer
Hamozyanin-Untereinheit. Aufsicht. Die Kreise geben die Lage von evolutiv hochkonservierten
Aminosduren an (nach Markl et al., 1992), der Pfeil markiert einen Einschub von 82 AS im
Arylphorin von Calliphora, die keine Ahnlichkeit zum Himozyanin zeigen. B) Schematische
Aufsicht auf ein Himozyanin-Trimer, die Hauptkontaktstellen 1 und 2 zwischen den Monomeren
sind durch Kreise gekennzeichnet (nach Volbeda and Hol, 1989).
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Abb. 42 3D- Modelle der
Quartérstruktur des Himozyanins von Panulirus. Fiir die Erstellung dieser Modelle wurde ein mit
ProMod-II erstelltes Homologiemodell des Hamozyanins verwendet. Die Orientierung der
Untereinheiten im Hexamer entspricht dem Modell von Volbeda (Volbeda and Holl, 1989). Zum
Aufbau der Modelle wurde die Swiss-Pdb viewer 3.7 (b1) Software verwendet. A) ,.tight dimer*
aufgebaut aus zwei Hamozyanin-Untereinheiten, Seitenansicht. B) Hexamer, Seitenansicht. C)
Hexamer, Aufsicht.
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4.2.3.3. 3D-Teilmodelle der Doménen des Arylphorins von Calliphora

Die Strukturdaten des Hédmozyanins von Panulirus interruptus und Limulus polyphemus
wurden benutzt, um mit Hilfe der ProMod-II-Software ein Homologiemodell des Calliphora
Arylphorins zu erstellen. Die Abb. 43 =zeigt die Zuordnung der so errechneten

Sekundérstruktur zur Primérstruktur des Arylphorins.
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Abb. 43  Zuordnung der durch ProMod-II errechneten Sekundérstruktur zur Primérstruktur des
Calliphora-Arylphorins (a-Helices griin, B-Faltblatter margenta). Als ,, Template” benutzte die
ProMod-II-Software verschiedene 3D-Modelle von Hdmozyaninen. Die Helices und Faltblétter
sind entsprechend den homologen Strukturen im Himozyanin nummeriert.

Da Arylphorin zwischen der Doméne 1 und 2 einen Einschub von 82 AS-Resten besitzt, die
keine Beziehung zu der Sequenz des Hdmozyanins besitzen, konnte kein 3D-Gesamtmodell
erstellt werden. Es wurden zwei Teilmodelle errechnet.

Modell 1 (Abb. 45, A) stellt einen Teil der Doméne 1 dar, Modell 2 (Abb. 45, B) umfaf}t die

Domaénen 2 und 3.
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Abb. 44 3D-Modelle des Calliphora-Arylphorins, errechnte mit der ProMod-II-Software. A)
Teilmodell der Doméne 1, umfaf3t die Helices 1.4, 1.5, 1.6, 1.7, B) Teilmodell der Doménen 2 und
3, unfaft die vollstindigen Doménen.

3D-Modell der rezeptorbindenden Doméne und Lage im Trimer

Aufgrund der Daten der Two-Hybrid-Analysen (siehe oben) wurde die rezeptorbindende
Domine des Arylphorins auf 49 AS genau kartiert. Die Bindungsdomaéne liegt zwischen den
B-Faltbléttern 3B und 3C. Die Abbildung 45 zeigt die 3D-Struktur dieser Doméne.

Diese potentielle Bindungsdomine liegt an der von auflen gut zuginglichen Oberfliche des
Monomers. Sie besteht aus zwei B-Faltblattern. Die auffélligste Struktur in diesem Modell ist
die ,,Nase®, die aus den B-Faltblittern 3B und 3C und einer langen, verbindenden Schleife
besteht. Im Modell des Himozyanin-Hexamers (siche Abb. 42 B) ragt diese Struktur seitlich
aus dem Komplex hervor und ist fiir mogliche Interaktoren frei zugénglich.

Aufgrund dieser Daten wurden Two-Hybrid-,,Beute““~-Plasmide entwickelt, die diese Doméine
enthalten (BD-preys, siche 4.2.1.3). BDOl-prey exprimiert die Doméne und umgebende
Strukturen (113 AS, siche Abb. 45), wohingegen BD04-prey nur 49 AS umfafit und die
eigentliche Bindungsdoméne, bestechend aus den p-Faltblittern 3B und 3C mit der

verbindenden Schleife, als ,,Beute exprimiert.
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3B 3C
N- THEELLFPGVTI KDVKVSELVTYFDLVDFDVTNL MNDEMI FVDGQFVW\DKTL LARQVRLNH
KPFDFDFVI ESDKSHKWVI RTFLGPKYDEFGRVI TLTENRQNFMEI DSFI YT- C

Abb. 45 A) 3D-Modell der Aminoséuren 488 bis 600 des Calliphora-Arylphorins, dieses Peptid
entspricht dem Fusionsanteil von BDOl-prey, Seitenansicht; darunter: Primérstruktur dieser
Doméne, a-helicale Strukturen und B-Faltblitter sind farbig markiert; B) Aufsicht auf die
Bindungsdoméne, bestehend aus den B-Faltblittern 3B und 3C. Saure AS sind rot, basische blau,
polare gelb und unpolare grau dargestellt. Dieses Peptid entspricht dem Peptid, welches in BD04-
prey enthalten ist.
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4.2.4. Entwicklung eines HTS-Protokolls

Die Interaktion von Hexamerinen mit Hexamerinrezeptoren kann in Hefezellen im Two-
Hybrid-Experiment nachgewiesen werden (siehe oben). Dieses System wurde benutzt, um ein
Protokoll fiir eine Hochdurchsatz-Sortiersuche (high throughput screening - HTS) zu
entwickeln, mit dem groe Wirkstoffbibliotheken nach Substanzen durchsucht werden
konnen, die diese Interaktion beeinflussen und somit potentielle Kandidaten flir neue
Insektizide darstellen.

Das Protokoll wurde fiir die zur Zeit gingigen 384er-Mikrotiterplatten optimiert. In diesem
Protokoll ist der entscheidende biologische Prozel (Bindung des Arylphorins an den
Hexamerinrezeptor) mit einem Fluoreszenz-Signal gekoppelt, das einfach zu detektieren ist.
Auf diese Art und Weise kann die Wirkung zahlreicher Pharmaka auf diesen speziellen
Prozefl gemessen und potentielle Inhibitoren ermittelt werden. Das Grundprinzip des
entwickelten Screens ist in Abb. 52 dargestellt. Dabei wird ein Hefestamm, der EGFP in
Abhingigkeit von der Interaktion zwischen zwei Zielproteinen exprimiert, verwendet. Der
Effekt von Wirkstoffen auf die EGFP-Expression dient als Detektionsparameter (vergleiche
Finney, 1998).

Stufe 1  Eine Stufe 2 Herstellung grober
Hefezelllinie, die EGFP in Mengen dieses Hefeklons
Abhiingigkeit von dem zu

untersuchenden

biologischen Prozess

exprimiert wird erzeugt

—————

Stufe 3  Behandlung der Zellen
{in einem entsprechenden

ridumlich geordneten Format) mit
Wirkstoff-Kandidaten; Inkubation

kein Effekt
Stufe 4  Detektion der Fluoreszenz- i —
Reaktion im Vergleich mit einer
Kontrolle; Herunterregulation im
Fall eines Wirkstoffs, der den
biologischen Prozess hemmi. ‘ Effekt

—

Abb. 46 Verwendung von EGFP in Hefe bei der Wirkstoffsuche
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Die im Folgenden beschriebenen Schritte muf3ten fiir dieses Protokoll entwickelt und

optimiert werden.

4.2.4.1. Konstruktion von neuen Two-Hybrid-Reporterplasmiden fiir das HT-
Screening
Im verwendeten DupLEX-A™-Yeast-Two-Hybrid-System (OriGene) werden die
Reportergene Leu2 und lacZ verwendet. Beide Reportergene sind fiir den Einsatz in einem
HTS-Screen unglinstig.
Die Expression des Leu2-Gens ermoglicht es Hefestdimmen mit einem interagierenden Paar
Fusionsproteinen in Leuzin-Mangelmedium zu wachsen. Vorstellbar wire ein Experiment,
bei dem das Wachstum der Hefe in Anwesenheit verschiedener Wirkstoffe liber die Messung
der optischen Dichte der Hefesuspension detektiert wird. Das Wachstum solcher Stimme in
Leuzin-Mangelmedium erfolgt allerdings sehr langsam (Wachstumszeit von ODgp = 0,1 bis
1,0 ca. 2 Tage). Damit ist dieses Reportergen fiir den Einsatz in einem HT-Screen, wo es auf
kurze Inkubationszeiten ankommt, nicht geeignet.
Das lacZ-Gen und die dadurch vermittelte P-Galaktosidaseaktivitidt sind fiir ein HTS-
Screening geeignet und auch schon verwendet worden (Berg et all. 2000). In dem
beschriebenen B-Galaktosidase Assay wird die Aktivitdt des Reportergens lacZ durch die
Biokonversion des Substrats Fluorescein-di-(B-D-Galactopyranosid) (FDG) nachgewiesen.
Nachteile dieses Protokolls sind, dass dieses Substrat relativ teuer ist und eine Lyse der Zellen
und zusitzliche Zugabe von Substrat die Arbeitsablaufe im HT-Screen verkomplizieren.
AuBerdem ist in dem beschriebenen HTS Protokoll keine interne Kontrolle in den einzelnen
Versuchsansitzen vorgesehen, was dazu fiihrt, dass alle myco- und cytotoxischen Substanzen
als potentielle Kandidaten gescreent werden.
Wir haben deshalb nach Alternativen zu diesen Reportergenen gesucht und als geeignete
Reporterproteine fluoreszierende Proteine gewéhlt. Es wurden zwei neue Reporterplasmide
konstruiert, die als Reportergene ein ,,enhanced green fluoreszent protein“ (EGFP) bzw.
ein ,,red fluoreszent protein“ (RFP) haben. Durch die Verwendung von zwei Hefestimmen,
die verschiedene fluoreszierende Proteine exprimieren, ist eine interne Kontrolle in jedem

einzelnen Testansatz moglich (siehe unten).

Als Grundgeriist fiir die neuen Reporterplasmide wurde das lacZ-Reporterplasmid pSH18-34
(= p8op-LacZ) verwendet (Abb. 47). Da keine Sequenzinformationen fiir dieses Plasmid in

den offentlich zuginglichen Datenbanken und von der vertreibenden Firma zu erhalten waren,
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wurden zwei Sequenzierungsprimer entwickelt, um die Insertionsstellen des [-
Galaktosidasegens zu sequenzieren (S10, S11). Die Primer wurden so ausgewihlt, dass aus
der kodierenden Sequenz der Galaktosidase heraus die Insertionsstellen im Plasmid
sequenziert werden konnten. Da der LacZ Reportervektor offensichtlich ein vollstindiges
lacZ Gen enthélt wurden die Sequenzinformationen aus dem B-Galactosidasegen von E.coli
entnommen (Genbank-Zugriffsnummer AF105229).

Aus den gewonnenen Sequenzinformationen wurden zwei Primer abgeleitet, um den Vektor,

ohne Reportergen, zu amplifizieren (A24, A25).

Fiir die Amplifikation der vollstindigen kodierenden Sequenzen von EGFP und RFP wurden
zwel Primerpaare entwickelt (EGFP: A26, A27; RFP: A28, A29). Als Template fiir diese
PCR-Reaktionen dienten die Plasmide pEGFP-N2 und pRFP (Clontech). Die amplifizierten
Fragmente trugen am 5°-Ende eine ,,Kozak“-Sequenz, gefolgt von der cDNA fiir das
entsprechende Fluorochrom. Am 3'-Ende wurde ein Stop-Codon angehingt.

Fiir die Konstruktion des Reporter-Plasmids wurde das EGFP, bzw. RFP ¢cDNA Fragment in
einer blunt end Ligation in das Vektorfragment (ohne lacZ) ligiert. Da diese Ligationsreaktion
ungerichtet war, d.h. keine Orientierung des Inserts bevorzugt war, wurde die richtige

Orientierung durch Sequenzierung der Insertionsstelle iiberpriift (Primer: S12).

Um die Funktionalitit der potentiellen EGFP/RFP-Reporterplasmide zu testen, wurden sie in
den Hefestamm EGY48/pSH17-4 transformiert und die Zellen auf Glu/CM -Ura,-His Hefe-
Selektionsplatten ausgestrichen. Dieser Stamm aktiviert Reportergene sehr stark. Die
Hefekolonien wurden unter Blaulicht durch einen Rotorange-Filter betrachtet. Hefezellen, die

EGFP bzw. RFP exprimieren fluoreszieren unter diesen Bedingungen griin bzw. rot.
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Abb. 47 Karte des LacZ Reporterplasmids pSH18-34 und des daraus abgeleiteten
Reporterplasmids p8op-EGFP

Es wurden drei funktionelle EGFP-Reporterplasmide und ein funktionelles RFP-
Reporterplasmid isoliert. Die Plasmide wurden p8op-EGFP bzw. p8op-RFP genannt. Die

Eigenschaften der neuen Reporterplasmide sind im Folgenden beschrieben.

4.2.4.2. Struktur und Eigenschaften von p8op-EGFP und p8op-RFP

Das p8op-EGFP-Reporterplasmid enthdlt acht Operatoren fiir LexA-Bindung (LexAop)
innerhalb eines schwachen GALI1-Promotors (Gallpro). Die Operatoren kontrollieren die
Expression des EGFP-Gens, ein modifiziertes GFP aus Aequorea victoria (GFPmutl, Cormac
et al. 1996) mit verstiarkter Fluoreszenz. Das Plasmid besitzt einen Ura3-Selektionsmarker,
einen 2 um ,origin of replication“ fiir die Vermehrung in S. cerevisiae, das
Ampicillinresistenzgen (AmpR) und den pBR322 , origin of replication fiir die Vermehrung
in E. coli. Das Plasmid kann in allen LexA-basierenden Two-Hybrid-Systemen als Reporter
eingesetzt werden (z.B. MATCHMAKER-LexA-Two-Hybrid-System, Clontech, DupLEX-A-
Yeast Two-Hybrid-System, OriGene).

Der neue Reporter ermdglicht ein verkiirztes Screening von Two-Hybrid-Bibliotheken und
eine einfache Quantifizierung  der Stdrke einer Interaktion durch Messung der
Fluoreszenzintensitdt der transformierten Hefestimme. Der Aufbau des Grundgeriists des
Reporterplasmids p8op-RFP ist identisch mit p8op-EGFP. Als fluoreszierendes
Reporterprotein besitzt dieser Vektor das ,,red fluorescent protein® aus der Indopazifischen

Seeanemone (Discosoma spec).
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A B

Abb. 48  A) Hefezellen, die EGFP exprimieren (V-Vakuole, N-Nucleus).
B) Hefezellen mit RFP-Expression (Konfokales Mikroskop, FITC/TRITC Filter).

Die oben beschriebenen Hefestimme wurden mit Hilfe der konfokalen Laser Scanning
Mikroskopie untersucht. Fiir den EGFP exprimierenden Stamm wurde ein FITC-, fiir RFP ein
TRITC-Emmisionsfilter verwendet. Dabei zeigte sich, dass das Zytoplasma und der Zellkern
der Hefezellen stark angefarbt sind, wéhrend die Vakuolen, vermutlich wegen des
abweichenden pH-Werts, negativ sind (Abb. 48).

Einige Eigenschaften der fluoreszierenden Proteine sind in Abb. 49 und Tab. 17 gezeigt.

A B

Av
Av Av
v av Av EcfP E6FP bvep  DsRed

Av
100+ EBFP

Av
EGFP

relative Absorbtion
relative Fluoreszens

435 475 525 515 635 65 735

o

0 T T T T T T T T T
325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 37

Wellenldnge (nm) Wellenlange (nm)

Abb. 49 Absorbtions-/Anregungs- und Emmisionsspektren verschiedener fluoreszierender Proteine:
EBFP, ECFP, EGFP, EYFP (aus Aequorea victoria) und DsRed (aus Discosoma sp.). Die Kurven
wurden normalisiert, die Hohe der jeweiligen Kurve gibt nicht die relative Signalstidrke pro Fluorophor
an (aus Living Colors User Manula, Clontech).
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Fluor. Erreg./Emmiss. | Extinktions- | Quanten- Referenz

Protein Maxima (nm) koeffizient ausbeute

Tab. 17 Fluoreszierende Proteine, Eigenschaften

Fluoreszenzmessung von EGFP und RFP in Mischungen

Fir das entwickelte Protokoll ist es wichtig, dass die Fluoreszensintensitdt beider
Fluorochrome in Mischungen getrennt voneinander bestimmt werden kann. Die Anregungs-
und Emissionsspektren der beiden fluoreszierenden Proteinspezies EGFP und RFP sind in
Abb. 50 dargestellt. Wéhrend sich die Absorbtionskurven iiber einen weiten Bereich
iiberschneiden, sind die Emmisionsmaxima deutlich getrennt. Eine getrennte Messung beider
Fluorochrome in einer Mischung sollte also mdglich sein. Fiir die Testmessung wurden drei
Hefestamme UEGY48/p8op-LacZ/pSH17-4, UEGY48/p8op-EGFP/pSH17-4 und
UEGY48/p8op-RFP/pSH17-4 in Glu/CM -Ura, -His Fliissigmedium bis zu einer ODggo von
1,0 gezogen. Stamm [] exprimiert kein Fluorochrom, Stamm [J exprimiert konstitutiv EGFP
und Stamm [J RFP. Aliquots von Stamm [J und U wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt.

Die Messung wurde mit einem Fluoreszenzreader durchgefiihrt (Fluoroskan-Ascent, Fa.

Labsystems). Als Filtersdtze wurden verwendet:

Anregungswellenldnge (nm), | Emmissionswellenldnge (nm),

Filterbreite [nm] Filterbreite [nm]

Tab. 18 Verwendete Filtersétze fiir die Fluoreszenzmessung
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Abb. 50 Fluoreszenzmessung von Hefestimmen, die EGFP und RFP exprimieren.
Die verwendeten Reporterplasmide im betreffenden Hefestamm sind angegeben. Links -
Messung EGFP-, rechts - Messung RFP-Fluoreszenzintesitit (Angabe in relativen
Fluoreszenzeinheiten).

Die gemessenen Fluoreszenzintensititen des EGFP-Stammes bei der RFP-Messung und die
Intensititen des RFP-Stammes bei der EGFP-Messung liegen nur wenig liber der Intensitét
des Kontrollstammes. Das verwendete Mellsystem ist also geeignet die Fluoreszenzintensitit

der beiden Fluorochrome in einer Mischung getrennt zu messen.

4.2.4.3. Identifizierung eines geeigneten Hefestamms - die optimale Kombination
von bait und prey
Ein Hefestamm, der in einem HT-Screen eingesetzt werden soll, sollte eine moglichst hohe
Fluoreszenz in Abhéngigkeit der Interaktion zwischen Koder (Rezeptor) und Beute
(Arylphorinfragment) zeigen. Die Ergebnisse der Interaktionstests mit dem lacZ-Reporter
ergaben, dass eine Kombination von ABP130-bait bzw. ABP96-bait mit einem Beuteplasmid,
das die vollstindige Doméne-3 des Arylphorins als Fusionsprotein exprimiert, die stirkste
Aktivierung des lacZ-Reportergens bewirkte (sieche Tab. 23, Ergebnisteil). Um die
Koder/Beute Kombination zu ermitteln, die eine maximale EGFP-Expression induziert,
wurde der Hefestamm EGY48/p8op-EGFP mit verschiedenen Kdder/Beute Kombinationen

transformiert.
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Nr. Reporter Koder Beute Fluoreszenz

(RFU)

1 pSH18-34 ABP130-bait Domain3-prey 10+0,8

2 p8op-EGFP ABP130-bait Domain2/3-prey 10+1

3 p8op-EGFP ABP130-bait ms26 10 £ 0,5

4 p8op-EGFP ABP130-bait ms21 9+1

5 p8op-EGFP ABP96-bait Domain3-prey 12+ 1,1

6 p8op-EGFP ABP96-bait Domain2/3-prey 10 £ 0,2

7 p8op-EGFP ABP96-bait ms26 10£0,9

8 p8op-EGFP ABP96-bait ms21 9+0,7

Tab. 19 EGFP-Expressionsversuch zur Ermittlung eines geeigneten Hefestamms fiir

HT-Screening

Das Ergebnis dieses Experiments zeigt, dass eine Kombination von ABP96-bait und Doméne-

3-prey die stirkste Interaktion im Two-Hybrid-System zeigt. Ein Hefeklon mit dieser ,,Kdder-

Beute* Kombination wurde als Teststamm fiir das HT-Screening gewéhlt.



168 ERGEBNISSE

Test:

Induktion der EGFP-Synthese des Hefestamms EGY48/ABP96-bait/Domiine-3-

prey durch Galaktose, Repression durch Glukose
Um zu iiberpriifen, ob die gefundene Aktivierung des Reportergens EGFP urséchlich mit der
Interaktion zwischen Hexamerinrezeptor und Arylphorin in der Hefe zusammenhingt, wurden
10 unabhingige Klone des Hefestamms EGY48/p8op-EGFP/ABP96 bait/Domine-3-prey
parallel in Glu/CM -Ura,-His,-Trp Fliissigmedium (Repression der ,,Beute“-Expression) und
in Gal/Raff/CM -Ura,-His,-Trp Fliissigmedium (Aktivierung der ,,Beute“-Expression) auf
eine ODgp von 1,0 gezogen (spéte logarithmische Wachstumsphase). Anschliefend wurde die

Fluoreszenz ausgelesen. Das Ergebnis ist in Abb. 51 dargestellt.

14

12

10

Medium (Glu) Kontrolle (Gal) Kontrolle (Glu) Test (Gal) Test (Glu)

Abb. 51 Induktion der EGFP-Expression mit Galaktose,
Gal - Galaktose-Medium, Glu — Glukose-Medium, (Fluoreszenzintensitéit in RFU),
Kontrolle — Hefestamm ohne EGFP-Reporterplasmid.

Die gemessene Fluoreszenzintensitit des Teststammes ist unter aktivierenden Bedingungen
(Galaktose-Medium) ungefdhr doppelt so hoch, wie unter nicht aktivierenden Bedingungen.
Die Induktion mit der ,,Beute“-Expression und in Abhingigkeit davon eine Erhohung der

EGFP-Expression durch Galaktose-Medium ist moglich.
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4.2.34. Das Protokoll
In der Abb. 52 ist das Prinzip des endgiiltigen HT-Screening Protokolls dargestellt. Das
Protokoll ist einfach, erfordert relativ wenige Arbeitsschritte und ist problemlos auf einer

giangigen HTS-Anlage etablierbar.

A Verdiinnung von Test und B Test-
Kontrollstamm und substanz.
Ubertragung in 348er X
Mikrotiterplatten (90 pl)

¥

Zugabe der
Testsubstanzen (10 pl)

Test-
¢ substanz.
Y

Auslesen der EGFP und
RFP-Fluoreszenz -
‘ 6h 30°C

6h 30°C

EES

Inkubation 6h,
30°c Test-

substanz.
* Z

Auslesen der EGFP und
RFP-Fluoreszenz

¥

Analyse der Daten

6h 30°C

=

A

ot

Abb. 52 Prinzip des Two-Hybrid-Screens:
A) Flussdiagramm, B) Ergebnisse bei Zugabe einer neutralen Substanz X, einer cytotoxischen Substanz
Y und einer Substanz, die die Interaktion von Kéder und Beute inhibiert, Z.

Es werden zwei Hefestimme eingesetzt:
1) Ein Kontrollstamm exprimiert konstitutiv RFP (EGY48/p8op-RFP/pSH17-4).
2) Ein Teststamm exprimiert EGFP aufgrund der Interaktion zweier Zielproteine, in
unserem Fall Arylphorin und Hexamerinrezeptor (EGY48/p8op-EGFP/ABP96-
bait/Domaéne-3-prey).

Eine Mischung beider Stimme wird mit den zu testenden Wirkstoffen versetzt und in
Galaktosemedium mehrere Stunden inkubiert. Vor und nach dieser Wachstumsphase wird die

Fluoreszenzintensitét der beiden Fluorochrome gemessen.
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Bei Zugabe einer neutralen Substanz (X = Kontrolle, siche Abb. 52), die keinen Einflu} auf
das Wachstum der Hefe oder auf die Interaktion der beiden Zielproteine hat, ist ein Anstieg
der Fluoreszenzintensitét beider Fluorochrome zu messen.

Wenn der =zugesetzte Wirkstoff das Wachstum der Hefe hemmt (Y), ist die
Fluoreszenzintensitdt beider Fluorochrome geringer als in der oben beschriebenen Kontrolle.
Ein Wirkstoff, der spezifisch die Interaktion der beiden Zielproteine inhibiert (Z), verursacht
einen Abfall der Fluoreszenzintensitit gegeniiber der Kontrolle bei EGFP, wohingegen die
RFP-Expression nicht beeinfluft wird. Ein solcher Wirkstoff (,,Hit*) ist ein Kandidat fiir

weitere Untersuchungen.

Experimenteller Teil, Durchfiihrung:

Die verdiinnte Hefesuspension, bestehend aus einer 1:9 Mischung eines Kontrollstammes, der
konstitutiv. RFP  exprimiert (EGY48/p8op-RFP/pSH17-4/pDomine3-prey) und des
Teststammes, der EGFP in Abhéngigkeit der Koder/Beute Interaktion exprimiert
(EGY48/p8op-EGFP/pABP96-bait/pDoméne-3-prey), wird mit einem automatischen
Pipettiersystem in schwarze 384er-Multidropplatten pipettiert (je 90 pl pro Napf in der
Testplatte). Die zu testenden Substanzen werden als lyophylisierter Feststoff in 384er-
Multidropplatten geliefert (Substanzplatte) . Die Substanzen werden in 20 ul DMSO gelost.
Davon werden mit einem automatischen Pipettiersystem jeweils 10 pl aus jedem der 384
Népfen entnommen und zu der Hefesuspension in der Testplatte hinzugefiigt. Die Platten
werden mit einem Deckel verschlossen und 30 min bei 30°C gelagert. In dieser Zeit
sedimentieren die Hefezellen am Boden der Népfe. Die RFP- und EGFP-Fluoreszenz wird in
einem Fluoreszenzreader ausgemessen (Messung 1). AnschlieBend werden die verdeckelten
Platten 6,5 h bei 30°C inkubiert. In dieser Zeit wachsen die Hefen auf eine ODggg von 1,0 bis
1,5 heran. AnschlieBend wird die RFP/EGFP-Fluoreszenz in den Testplatten gemessen

(Messung 2). Damit ist der experimentelle Teil des Screens beendet.
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PROTOKOLL »» I WO-HYBRID-SCREEN - HEXAMERINREZEPTOR*

Vorbereitung — Auswahl eines geeigneten Hefestamms

Tagl:

10 Kolonien des Hefestamms EGY48/p8opEGFP werden von einer Speicherplatte
abgenommen und fiir eine Ubernachtkultur (Glu/CM —ura Fliissigmedium, 30°C, 225 rpm)
verwendet.

Tag2:

Am nichsten Morgen werden die Hefezellen mit den Plasmiden, pDoménel-prey, pABP130-
bait transformiert und auf Glu/CM —Ura,-His,-Trp Selektionsplatten ausgestrichen.

Tags:

Nach drei Tagen werden 30 einzelne Kolonien mit einer Impfose auf Gal/Raff/CM —Ura,-His,
-Trp Platten ausgestrichen. Als Kontrolle werden die Hefestimme
EGY48/p8opEGFP/pSH17-4/pDoménel-prey und EGY48/p8opRFP/pSH17-4/pDoméne-1-
prey mit ausgestrichen.

Tag7:

Die Intensitdt der EGFP-Expression der einzelnen Klone wird durch Betrachten der Platten
unter Blaulicht durch einen Rotorangefilter oder durch Messung der Fluoreszenz mit einem
Fluoreszenzreader bestimmt. Der Stamm mit der stirksten Fluoreszenz wird als Teststamm

fiir den Screen verwendet. Als Kontrollstamm dient EGY48/p8opRFP/pSH17-4/pDoméne-1-
prey.

Screen
Pro 384er-Platte werden 35 ml Teststamm-Hefesuspension und 4 ml Kontrollstamm-
Suspension angesetzt. Die Start-ODgop der Hefesuspension liegt bei 0,1. Das Verhiltnis von

Test- zu Kontrollstammsuspension liegt bei 9:1.



172 ERGEBNISSE

Test- und Kontrollstamm werden iiber Nacht in Gal/Raff/CM —Ura,-His,-Trp Fliissigmedium
bei 30°C, 225 rpm auf einem Rundschiittler bis zu einer ODgy von 1,0 gezogen. Die
Hefesuspension wird unter dem Mikroskop betrachtet. Wenn die Hefezellen in der
logarithmischen Wachstumsphase sind (Biischelbildung) und keine Kontamination erkannt
wird, wird weiter fortgefahren.

Die Zellen werden abzentrifugiert, mit H,O gewaschen und in frisch zubereitetem
Gal/Raff/CM —Ura,-His,-Trp-Fliissigmedium auf eine Start ODgyy von 0,1 verdiinnt. Test- und
Kontrollstamm werden im Verhéltnis 9:1 gemischt und auf 4°C abgekiihlt. Die Suspension

wird bei 4°C unter stindigem Riihren bereitgehalten.

10 pl in H,O geloste Testsubstanz werden in jedes GefdB3 der 384er-Platte mit einem
automatischen Pipettiersystem pipettiert. 90 pl Hefesuspension werden zugegeben. Die Platte
wird mit einem Deckel verschlossen und nach 30 min Sedimentationszeit eine Messung der
Fluoreszenz durchgefiihrt (Messung 1). AnschlieBend wird bei 30°C im Dunkeln inkubiert.
Nach 6,5 h Inkubation wird die EGFP und RFP-Fluoreszenz in den ecinzelnen Ansitzen

bestimmt. AnschlieBend werden die Platten entsorgt.
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S. DISKUSSION

5.1. Die Suche nach einem larvalen Allatotropin in Galleria mellonella —
Identifizierung von Arg’-Corazonin

Als Ergebnis des Immunoscreenings einer cDNA-Expressionsbibliothek mit polyklonalen
Antikorpern gegen Allatotropin von G. mellonella (Bogus und Scheller, 1996) wurde eine
cDNA isoliert, die ein Arg’-Corazonin Pre- Prohormon kodiert (Kapitel 4.1.2.).

Arg’-Corazonin wurde erstmals von Veenstra (1989) auf Proteinebene als kardioaktives
Peptid in der Schabe Periplaneta americana identifiziert. In der Folgezeit wurde dieses
Peptid in zwei weiteren Schabenspezies (Veenstra, 1991), bei zwei Lepidopteren (Veenstra,
1991, Hua et al., 2000), in einer Grille (Hua et al., 2000) und auf genomischer Ebene bei
Drosophila melanogaster (Veenstra, 1994) gefunden. Ein Corazonin-Homolog, bei dem die
AS in Position 7 (Arginin) durch Histidin ersetzt ist (His’-Corazonin), wurde in den beiden
Heuschrecken-Spezies Schistocerca americana (Veenstra, 1994) und Locusta migratoria
(Tawfik et al., 1999) gefunden. Diese Daten weisen darauf hin, dass es sich bei Corazonin um

ein weitverbreitetes Insekten-Neuropeptid handelt.

Analyse der Corazonin-cDNA und der davon abgeleiteten Pripro-Hormonsequenz

Die Aminosduresequenz des Pridprohormons von G. mellonella zeigt einen &hnlichen
strukturellen Aufbau wie die von D. melanogaster (Kapitel 4.1.3., Abb. 14). Beide bestehen
aus einem 19 AS langen putativen Signalpeptid (19 AS). Es folgt die eigentliche Arg’-
Corazonin-Sequenz (11 AS), ein Gly, das fiir die C-terminale Amidierung des Peptids
notwendig ist, eine Lys/Arg-Spaltstelle sowie eine Corazonin-Precursor-verwandtes-Peptid
(CPRP = Corazonin precursor related peptide) von 80 AS bei G. mellonella und 39 AS bei D.
melanogaster. Im Gegensatz zu den eigentlichen Corazonin-Sequenzen sind die Sequenzen
des Signalpeptids und des CPRP sehr verschieden (Kapitel 4.1.4., Abb. 15). Eine dhnliche
Situation ist von den Genen der AKH/RPCH-Familie bekannt (Gaede et al., 1997). Man
vermutet, dass die einzige Funktion des PRP die ist, dem Priprohormon eine ausreichende
Liange fiir eine erfolgreiche Prozessierung zu verleihen (Linck et al., 1993).

Die der Lys/Arg-Spaltstelle benachbarten Aminoséuren erfiillen die generellen Regeln fiir
Lys/Arg-Spaltstellen bei Neuropeptiden (Rholam et al, 1996, Veenstra et al., 2000):

e keine basischen Aminosdurereste in der Position -8 bis -3 relativ zu der Schnittstelle,

e kein Cys von -8 bis +4, Position +1 ist mit Gly, Ala, Ser, Asp oder Asn besetzt.
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Die Southern-Blot-Analysen (Kapitel 4.1.6.) haben gezeigt, dass das Corazonin-Gen von G.
mellonella in einer Einzelkopie im Genom vorliegt und mit hoher Wahrscheinlichkeit ein
Intron mit einem HindIlI-Restriktionsfragmentlingenpolymorphismus enthélt. Bei D.
melanogaster ist entgegen der Literatur (Veenstra, 1994) ebenfalls ein Intron vorhanden

(Veenstra, personliche Mitteilung).

Lokalisierung der Corazonin-cDNA und des Peptids
Die Corazonin-mRNA wird bei G. mellonella in vier Paaren lateraler neurosekretorischer
Zellen exprimiert (Kapitel 4.1.7.). Diese Zellen wurden in allen untersuchten
Entwicklungsstadien identifiziert - vom vorletzten Larvenstadium bis zum adulten Tier.
Eine genaue Kartierung der neurosekretorischen Zellen im Hirn von Lepidopteren wurde bei
der Motte Manduca sexta durchgefiihrt (Nijhout, 1975, Buys und Gibbs, 1981, Copenhaver
und Truman, 1986). Dabei wurden fiinf Gruppen neurosekretorischer Zellen mit
Untergruppen unterschieden. In unserm Zusammenhang interessieren die Gruppen Ia, Ib und
II1, deren Axone in die retrocerebralen Neurohdmalorgane Corpora cardiaca und Corpora
allata ziehen und die in den lateralen Zellen der Gruppe I lokalisiert sind.
Neurone der Gruppe I sind solche, deren Axone in die ipsilateralen Organe laufen.
Eine Gruppe groBerer Zellen der Gruppe I (15 - 20 um Durchmesser) bilden die Untergruppe
Ia und kleinere mit einem Durchmesser von 5 - 10 um die Gruppe Ib. Immunohistochemische
Untersuchungen mit Antiseren gegen verschiedene Neuropeptide zeigten, dass die Gruppe Ia
nicht homogen ist und fiihrte zur Unterscheidung weiterer Untergruppen (Copenhaver und
Truman, 1986, Homberg et. al., 1991, Zitnan et al., 1995).
Die Zellen, deren Axone sich in die kontralateralen Organe verzweigen, wurden als Gruppe
[T charakterisiert. Neurosekretorische Zellen aus der Gruppe II, IV und V sind in anderen
Hirnregionen lokalisiert.
Alle vier Corazonin-produzierenden Zellen von G. mellonella gehoren zur Gruppe la. Die
Orientierung und die Zahl ihrer Axone und die Tatsache, dass sie nicht mit einem Antikdrper
gegen Allatostatin reagieren, unterscheidet sie von der Untergruppe la, und deutet darauf hin,
dass sie zur Untergruppe la; gehoren.
Vier Paare von Corazonin-immunoreaktiven Neuronen wurden auch fiir die Fliege Phormia
terraenovae beschrieben (Cantera et al., 1994). Drei gehdren zu der Gruppe la, wogegen eine

mit einer kontralateralen Projektion der Axone zur Gruppe III gehort.
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Funktionsanalyse des Corazonins von Galleria mellonella
Die physiologische Rolle von Corazonin ist unbekannt. Das Corazonin-Gen wird bei G.
mellonella im vorletzten und letzten Larvenstadium, in der Puppe und im adulten Tier
exprimiert, ein Hinweis darauf, dass es eventuell eine dhnliche Funktion in allen diesen
Entwicklungsstadien erfiillt. Die hohe strukturelle Konservierung - im Vergleich mit anderen
Neuropeptiden derselben Grofle (z.B. die adipokinetischen Hormone, Gaede et al., 1997) -
zeigt, dass es sich um ein evolutionér altes Peptid handelt.
Die unterschiedlichen Zielgebiete der Corazonin-immunoreaktiven Axone deuten auf
multiple Funktionen diese Peptids hin. Die feinen Verzweigungen innerhalb des ZNS von G.
mellonella (Kapitel 4.1.8., Abb. 23) lassen im Zusammenhang mit den Ergebnissen von
Untersuchungen an Schaben und Fliegen (Veenstra und Norman, 1993, Cantera et al., 1994)
eine Modulation von neuronalen Aktivitdten im ZNS vermuten. Ein dhnlicher modulierender
Effekt an einer Nerv/Muskel-Verbindung lisst sich an den veréstelten Endigungen der Axone
iiber der Vorderdarm-Oberfliche ablesen. Der groBte Anteil des Corazonins wird aber
vermutlich in die Himolymphe sezerniert. Die Nervenendigungen in den Corpora cardiaca
und die kurzen Verzweigungen in die Corpora allata konnten hierbei als Freisetzungsstelle
dienen.
Zwei systemische Effekte von Corazonin konnten von anderen Arbeitsgruppen demonstriert
werden. Diese Effekte scheinen allerdings speziesspezifisch zu sein.
Der erste identifizierte Effekt, eine Beschleunigung der Frequenz des Herzschlags (daher der
Name Corazonin, nach Corazon, span. Herz), konnte bei drei von neun untersuchten
Schabenspezies nachgewiesen werden (Veenstra, 1989, Predel et al., 1994).
Der andere bekannte Effekt von Corazonin, die Induktion einer dunklen Pigmentierung, ist
bei einem Albinostamm der Heuschrecke Locusta migratoria gut dokumentiert (Tawfik et al.,
1999), konnte aber nicht bei dem Seidenspinner Bombyx mori und der Grille Gryllus
bimaculatus gefunden werden (Hua et al., 2000).
Beide Effekte wurden in Kooperation mit Prof. Sehnal (Tschechische Akademie der
Wissenschaften, Ceskeé Budejovice) in unserem Labor und in Budweis tiberpriift.
In einem Experiment mit isolierten dorsalen Korperteilen von G. mellonella Vorpuppen
konnte nur eine schwache und transiente Stimulation der Herzschlagfrequenz mit hohen
Corazonin-Dosen (10 M) erzielt werden.
Die Injektion von in Rapsol gelostem Corazonin (1 mol/100 mg Kdpergewicht) in Larven
einer Standard- und einer heller pigmentierten Zuchtline von G. mellonella ergaben keinen

Einflu} auf die Pigmentierung und Entwicklung wihrend der folgenden Larvenstadien.
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Weiterhin wurden Effekte von Corazonin auf die Produktion von Juvenilhormonen und
Ecdysteroiden bei G. mellonella unter in-vitro-Bedingungen getestet. Juvenilhormon-
Produktion durch den Corpora cardiaca/Corpora allata-Komplex wurde mit einem ,,partition
assay“ (Feyereisen und Tobe, 1981) und die Ecdysteroid-Produktion mittels eines
Radioimmunoassays iiberpriift. Corazonin in Konzentrationen bis 10° M im Medium zeigten

hierbei keinen klaren Effekt auf die JH- oder Ecdysteroid-Produktion.

Ist Corazonin ein Allatotropin?
Zwei Hinweise deuten darauf hin, dass Corazonin ein Allatotropin bei Larven von G.
mellonella sein kdnnte. Zum Einen wurde dieses Neuropeptid durch Immunoscreening einer
Expressionsbibliothek identifiziert, wobei Antiseren gegen eine allatotrope Fraktion aus
Hirnen von G. mellonella verwendet wurden (Bogus und Scheller, 1996). Bogus und Scheller
(1996) konnten auch zeigen, dass diese Antikorper die Corpora cardiaca erkennen, was gut
mit der deutlichen Markierung dieses Neurohdmalorgans durch die Corazonin-Antiseren
ibereinstimmt.
Auf der anderen Seite zeigt die Immunofluoreszenz mit einem Allatotropin-Antiserum eine
Reaktion mit zwei Paaren medianer neurosekretorischer Zellen (Scheller und Bogus, 1996).
Dies steht im offensichtlichen Gegensatz zu der eindeutigen Identifizierung der Corazonin
produzierenden Neurone in der Gruppe Ia; der lateralen neurosekretorischen Zellen.
Des weiteren stimmt die errechnete molekulare Masse des Corazonin-Praprohormons (10
kDa) nicht mit der von Bogus und Scheller (1996) identifizierten 20-kDa-Bande des
Allatotropins iiberein.
Die Injektion von Corazonin in frisch geschliipfte Letztlarven von G. mellonella fiihrte selbst
bei hohen Konzentrationen nicht zur Ausbildung von Superlarven, was ein Hinweis auf eine
allatotrope  Aktivitdit gewesen widre. Ebenso konnte keine Stimulation der
Juvenilhormonproduktion in vitro nachgewiesen werden.
Die Tatsache, dass sowohl Juvenilhormon (Penner et al., 1992), als auch His’-Corazonin
(Tawfik et al., 1992) Einflu} auf Farbanderungen bei der Heuschrecke Locusta migratoria
haben, kénnte ein Hinweis sein, dass diese beiden Hormone evtl. in einer Regulationskaskade
wirken. In einer neueren Arbeit (Tanaka, 2000) wurde allerdings gezeigt, dass nach Injektion
von Juvenilhormon und Corazonin deutlich voneinander unterscheidbare Farbédnderungen
hervorgerufen wurden, wobei Juvenilhormon die Synthese von griinen Farbstoffen induziert

und Corazonin die von dunkleren Farbstoffen. Dabei werden offensichtlich verschiedene
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Farbstoff-Synthesewege aktiviert. Diese Beobachtung kann nicht allein durch einen
allatotrophen Effekt von Corazonin erklirt werden.
Als Fazit kann gesagt werden, dass es sich bei Corazonin vermutlich nicht um das gesuchte

Allatotropin handelt.
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5.2. Analyse der Interaktionen des Hexamerinrezeptors mit Arylphorin und anderen
Proteinen

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war den Mechanismus der rezeptorvermittelten Endozytose

der Hexamerine genauer zu studieren. Dazu wurden zum Einen die bindenden Doménen des

Hexamerinrezeptors von Calliphora und seines Liganden Arylphorin mit Hilfe von Two-

Hybrid-Experimenten kartiert. Zum Anderen wurden zwei neue Interaktoren des

Hexamerinrezeptors identifiziert und ihre Interaktion mit verschiedenen Fragmenten des

Rezeptors untersucht.

5.2.1. Konstruktion und Screening einer Two-Hybrid-cDNA-Bibliothek

Zur Identifizierung von Proteinen, die mit dem Hexamerinrezeptor von C. vicina interagieren,
wurde eine Two-Hybrid-cDNA-Bibliothek hergestellt (siche 4.2.1.1.). Mit einer Gesamtzahl
von 300 000 unabhdngigen cDNA-Klonen, die im Leseraster liegen und eine
durchschnittliche Lange von 1 kbp aufweisen, kann diese Bibliothek als reprisentativ fiir die
mRNA-Population des Fettkorpergewebes in diesem Entwicklungsstadium angesehen werden
(SMART™ cDNA Library-Construction-Kit-User Manual, Clontech).

Die im Rahmen der Screening-Experimente isolierten und analysierten Bibliotheksplasmide
enthielten, soweit die Inserts identifiziert werden konnten, in keinem Fall die vollstindige
cDNA eines Proteins, sondern Fragmente des 3'-Endes. Dies ist eine Konsequenz aus der
Verwendung eines poly(T)-Oligonukleotids als Primer fiir die Erststrangsynthese, der als
Startpunkt fiir eine in diesen Fillen unvollstindige reverse Transkriptionsreaktion dient. Eine
Erklarungen fiir das Fehlen von vollstindigen Proteinen konnte die Tatsache sein, dass
groflere Fragmente nicht so effektiv in den Zellkern der Hefe transportiert werden kénnen.
Ein weiterer Grund konnte sein, dass sich in den 5 -untranslatierten Bereichen vieler mRNAs
Stop-Kodons befinden, die bei der Proteinbiosynthese zu einem vorzeitigen Kettenabbruch
fiihren, wobei kein Hybridprotein gebildet wird. Dies ist zum Beispiel bei einer mRNA
Sequenz des Calliphora Arylphorins der Fall (Genbank-Zugriffsnummer M76480).

An dem Ergebnis der Screening-Experimente ist eine Eigenschaft des Two-Hybrid-Systems
zu erkennen - in einem solchen Experiment findet man Bindungsdominen aber nur selten
vollsténdige Proteine.

Als ,Koder“-Proteine wurden beim Screenen der Bibliothek, Fragmente des
Hexamerinrezeptors eingesetzt, um spezifische Interaktoren fiir verschiedene Doménen dieses
Proteins zu identifizieren. Bei der Auswahl der Proteindomédnen wurden Fragmente des

Rezeptorvorlauferpeptids gewéhlt, die mit verschiedenen Stufen des Resorptionsprozesses in
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Verbindung gebracht werden (Burmester und Scheller, 1997). Zum Einen wurde mit
ABP130-bait als Koder gescreent, dem  vollstindigen Vorlduferpeptid des
Hexamerinrezeptors (nur das Signalpeptid am N-Terminus ist deletiert). Das zweite
verwendete Kdderplasmid - ABP96-bait - enthélt die kodierende Sequenz fiir ABP96. Dieses
Peptid ist nach dem Modell von Burmester und Scheller (1997, siehe Abb. 5) der funktionelle
Hexamerinrezeptor in der Plasmamembran der Fettkorperzellen.

Insgesamt wurden 17 Hexamerinfragmente unabhédngig voneinander in beiden Experimenten
als Interaktoren des Hexamerinrezeptors identifiziert. Damit ist nachgewiesen, dass die zwei
als ,,Koder* verwendeten Rezeptor-Hybridproteine in der Lage sind, in den Zellkern der Hefe
zu gelangen, dort an Hexamerinfragmente zu binden und Reportergene zu aktivieren.

Von 17 Hexamerinfragmenten waren 14 Fragmente des Arylphorins. Daneben wurden drei
Teilstliicke des zweiten bekannten Hexamerins von Calliphora - LSP-2 - als Interaktoren
identifiziert (Kapitel 4.2.1.2., Tab. 3). In einer fritheren Arbeit wurde gezeigt, dass beide
Hexamerine von Calliphora an denselben Rezeptor binden (Burmester und Scheller, 1997).
Diese durch kombinierte Ligand-Immunoblots gewonnenen Ergebnisse werden durch die
Tatsache, dass der Rezeptor auch im Two-Hybrid-System in der Lage ist beide Hexamerine
zu binden, bekriftigt.

Die  Ergebnisse der  Two-Hybrid-Screening-Experimente  zeigen, dass  die
Rezeptorbindungsdomine des Arylphorins in der Domine-3 des Proteins liegt. Friihere
Ergebnisse hatten Hinweise erbracht, dass die Bindungsdoméne in einer Region zwischen den
o-Helices 2.2 und 2.3 in der Doméne-2 des Arylphorins lokalisiert ist, da die isolierte
Domine Interaktion mit dem Hexamerinrezeptor im Two-Hybrid-Experiment zeigt
(Burmester und Scheller, 2000). Diese relativ schwache Interaktion wurde im Experiment
erneut beobachtet (schwache Aktivierung des lacZ-Reporters bei Kombination ABP96-
bait/Al-prey, sieche Tab. 13, Kapitel 4.2.1.4.). Keine der im Screen gefundenen
Arylphorinfragmente beinhaltet jedoch diese Doméne. Dies und die ungleich stirkere
Aktivierung aller getesteten Reportergene durch Fragmente, welche die Doméne-3 beinhalten,
machen es unwahrscheinlich, dass dieser Teil der Doméne-2 entscheidend an der

Rezeptor/Ligand-Interaktion beteiligt ist.
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5.2.2. Kartierung der interagierenden Doménen von  Arylphorin und
Hexamerinrezeptor

Die Kartierung der interagierenden Doménen von Arylphorin und Hexamerinrezeptor wurde

mit Hilfe von Deletionskonstrukten im Two-Hybrid-System vorgenommen, ein Ansatz, der

bisher vor allem zur Interaktionsanalyse von Transkriptionsfaktoren verwendet wurde (Van

Aelst, 1998, van Criekinge, 1999).

Die rezeptorbindende Domiine des Arylphorins

Die rezeptorbindende Doméne wurde auf 49 AS genau eingegrenzt. In dem 3D-
Computermodell des Hexamerin-Monomers (sieche 4.2.3.) zeigt sich, dass diese Domine an
der Oberfliche des Monomers liegt. Dasselbe gilt fiir das Modell des Hexamers (siche
4.2.3.2., Abb. 43). Die “Nase”, bestechend aus den p-Faltblittern 3B und 3C und der
verbindenden Schleife, sind in unserem Modell an der AuBlenseite des Hexamers exponiert
und so dem Rezeptor gut zuginglich. Die Ergebnisse der Two-Hybrid-Analyse passen gut zu

dem Homologiemodell des Arylphorin-Monomers bzw. des Hexamers.

Die Ligandenbindungsdomine des Hexamerinrezeptors

Uber die Ligandenbindungsdomine des Hexamerinrezeptors war bisher bekannt, dass sie im
N-terminalen Fragment ABP64 lokalisiert ist (Burmester und Scheller,1997). Ahnliches gilt
fiir den Hexamerinrezeptor von Drosophila, FBP-1, der eine vergleichbare Abfolge von
proteolytischen Spaltungen durchlduft (Burmester et al. 2000).

Die Lokalisation der Ligandenbindungsdomédne wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels Two-
Hybrid-Analyse genauer kartiert (siche 4.2.1.4.b). Die Ergebnisse (Tab. 14) zeigen, dass die

Bindungsaktivitit am duBersten N-Terminus von ABP64 liegt.
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5.2.3. ”Nicht Hexamerin”- Interaktoren des Hexamerinrezeptors

In den Two-Hybrid-Screening-Experimenten mit ABP130- und ABP96-bait wurden nicht nur
die beiden bekannten Hexamerin-Interaktoren des Rezeptors identifiziert, sondern auch eine
Reihe von neuen moéglichen Interaktoren (siehe Kapitel 4.2.1.2., Tab. 4 und 6). Es wurden
zwOlf Bibliotheksplasmide isoliert und die Inserts ansequenziert. Neun der kodierten Peptide
haben keine Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen (b2/3/6/12, ms17/19/31/32/41).

Neben diesen Proteinfragmenten wurde ein typischer “falsch positiver” Klon identifiziert. Der
Klon b5 kodiert fiir den Translations-Elongationsfaktor-2, der in vielen Two-Hybrid-Screens
mit verschiedenen Koderproteinen als Interaktor identifiziert worden ist (personliche
Mitteilung, Jékel, Berlinger, Schéfer).

Zwei Fragmente wurden genauer analysiert, da die abgeleiteten Aminosduresequenzen
Homologien zu bekannten Proteinen aufweisen. Bei dem ersten besteht eine hohe Homologie
zu einem ,anterior fat body protein®, fiir das in einer nahe verwandten Spezies eine
interessante stadien- und gewebsspezifische Expression beschrieben ist. Das zweite Fragment
zeigt eine groBe Ubereinstimmung mit der delta-AP-3-Untereinheit von D. melanogaster

(,,garnet“-Genprodukt) und kommt von seiner Funktion her als Interaktor in vivo in Frage.

1) Anterior fat body protein (AFP)

In den Screening-Experimenten wurden drei Bibliotheksplasmide isoliert, bei denen die
Analyse der 5°- und 3°- Enden der Inserts zeigte, dass sie eine identische Sequenz haben
(ms23, b9/13). Die Wahrscheinlichkeit ist groB3, dass die drei Plasmide aus einem singuldren
Ligationsereignis hervorgegangen sind. Das cDNA-Insert des Bibliotheksplasmids ms23
wurde vollstindig sequenziert (Genbank-Zugriffsnummer AF326959).

Eine BlastX-Analyse des Inserts von ms23 ergab eine 97%ige Identitit mit dem kiirzlich
beschriebenen ,,anterior fat body protein”(AFP) der Schmeillfliege Sarcophaga peregrina
(Nakajima und Natori, 2000). Weitere Homologien ergaben sich fiir das AFP von D.
melanogaster und das menschliche Regucalcin.

Der Sequenzvergleich mit den drei Proteinen (Abb. 33, Kapitel 4.2.2.2.) zeigt, dass es sich bei
ms23 mit hoher Wahrscheinlichkeit um ein am N-Terminus um 39 AS verkiirztes Fragment
des AFPs von Calliphora vicina handelt. AFP ist bisher erst bei S. peregrina charakterisiert
worden (Nakajima und Natori, 2000). S. peregrina und C. vicina sind nahe verwandte Arten
und gehoren beide zur Superfamilie Oestroidea.

Bei S. peregrina wird das AFP gewebs- und stadienspezifisch ausschlieBlich im anterioren

Teil des Fettkorpers der Larve exprimiert, einem Teil des Fettkorpers, der nach der
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Verpuppung relativ schnell abgebaut wird, wihrend Teile des posterioren Fettkorpers bis ins
Adultstadium hinein erhalten bleiben (Nakajima und Natori, 2000).

In einer élteren Arbeit beschreiben Butterworth und Rasch einen linearen Gradienten in der
Menge der gebildeten Speicherprotein-Granula im Fettkorper von Letztlarven von D.
melanogaster (Butterworth und Rasch, 1986). Dabei scheint sich mit dem Beginn der
Aufnahme von Speicherproteinen aus der Himolymphe und den als Folge davon auftretenden
Speicherprotein-Granula, ein Gradient von anterior nach posterior auszubilden, wobei im
anterioren Teil deutlich weniger Protein-Granula gefunden werden, als im posterioren. Die
gleiche Beobachtung beschreiben Nakajima und Natori (2000) bei S. peregrina, wo im
anterioren Teil des Fettkorpers ebenfalls weniger Protein-Granula vorhanden sind.

Uber die Funktion des AFPs ist nichts bekannt (Natori, personliche Mitteilung). Es zeigt
jedoch im Gegensatz zu seinem menschlichen Homolog Regucalcin keine Affinitdt zu
Kalzium (Nakajima und Natori, 2000). Die Autoren vermuten, dass die homologen Proteine
zwar von einem gemeinsamen Vorldufer abstammen, in Insekten und Vertebraten aber
verschiedene Funktionen iibernehmen.

Die Interaktion zwischen dem Hexamerinrezeptor und einem Protein, das spezifisch in einem
Gewebe exprimiert wird, das nur geringe Mengen an Speicherproteinen resorbiert, kann als
Hinweis fiir eine hemmende Wechselwirkung gedeutet werden.

AFP-prey zeigt im Two-Hybrid-Experiment eine starke Interaktion mit ABP130-bait und
ABP96-bait, nicht jedoch mit den kiirzeren Fragmenten (siche Kapitel 4.2.2.2., Tab. 16). Eine
Arbeitshypothese konnte sein, dass AFP durch seine Interaktion mit dem C-Terminus des

Hexamerinrezeptors diesen im anterioren Fettkorper inaktiviert (sieche Arbeitsmodell, unten).

2) AP-3-delta-Adaptin-Untereinheit

Das c¢DNA-Insert des im Two-Hybrid-Experiment als Interaktor von ABP130-bait
identifizierten Klons ms31 wurde vollstindig sequenziert (Genbank-Zugriffsnummer
AF329283). Eine BlastX-Analyse des Inserts ms31 ergibt eine 71%ige Identitdt dieser
Domine mit der entsprechenden Domine der delta-Adaptin-Untereinheit von D.
melanogaster, bzw. 41% und 39% Identitdt mit den entsprechenden Doménen von Maus und
Mensch (siche Sequenzvergleich Kapitel 4.2.2.1., Abb. 31). ms31 enthilt demnach ein Insert,
das ein Fragment der delta-Adaptin-Untereinheit eines AP-3 Komplexes kodiert (6-AP-3).
Adaptine sind Adaptor-Proteinkomplexe (APs), die als Verbindungsstiick zwischen Clathrin
und membranstidndigen Transportproteinen im Vesikeltransport zwischen den verschiedenen

Kompartimenten der Zelle dienen (sieche Review; Kirchhausen, 1999). APs sind
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heterotetramere Komplexe mit einer molekularen Masse von ca. 300 kDa, die bei allen
eukaryotischen Lebewesen identifiziert wurden. Diese Komplexe sind aus vier verschiedenen
Untereinheiten aufgebaut (Hirst et al. 1998). Der AP-3-Komplex besteht aus zwei groflen
Ketten (p3,0), einer mittelgroen (p3) und einer kleinen (c3) Kette (Esteban et al, 1997).
Abb. 53 zeigt den schematischen Aufbau dieses Komplexes mit einem globuldren Kern oder
Kopf mit zwei globuldren Anhidngseln, die als Ohren bezeichnet werden. Die Ohren
korrespondieren mit den C-Termini der groBBen Ketten, die verbindenden Stiele sind flexibel

(Heuser und Keen, 1988).

AP-3

5 83

S
o3 u3

Abb. 53 Schema eines AP-3-Komplexes (Kirchhausen, 1999)

Mutationen in den verschiedenen Ketten des AP-3 Komplexes liegen einigen klassischen
Augenfarbenmutanten bei D. melanogaster zugrunde. Grund ist eine gestorte Biosynthese der
Pigmentgranula (Review s. Mullins et al., 2000). Die 5-Adaptin-Untereinheit konnte dabei der
garnet-Mutante zugeordnet werden (Ooi et al, 1997); ruby-Mutationen betreffen die AP3-3-
Kette (Kretzschmar et al., 2000); die orange-Mutante hat Defekte in der o3-Kette
(Sevrioukov et al., 1999). Damit ist es sehr wahrscheinlich, dass ein AP-3-Komplex u.a. fiir
den vesikularen Transport von Proteinen zu den Pigmentgranula, spezialisierten Lysosomen

der Pigmentzellen des Auges, notwendig ist (Lloyd et al., 1998).
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Mutationen im AP-3-Komplex bei Maus und Mensch konnten verschiedenen Syndromen
zugeordnet werden (Kantheti et al., 1998; Feng et al., 1999), unter anderem dem Hermansky-
Pudlak-Syndrom, das sich durch Defekte in verschiedenen lysosomalen Organellen
auszeichnet.

Ein C-terminales Fragment des garnet-Proteins wurde als Interaktor des Hexamerinrezeptors,
im Two-Hybrid-System identifiziert. Dieses Fragment zeigt in unserem System eine starke
Interaktion mit allen drei natiirlich vorkommenden Fragmenten des Rezeptors - ABP130,
ABP96, ABP64 - nicht jedoch mit einer C-terminal verkiirzten Form von ABP64 (siche
Kapitel 4.2.2.1., Tab. 15).

Diese Ergebnisse sind ein Hinweis darauf, dass ein AP-3 Komplex mit der C-terminalen
Region des ABP64 interagiert und mdoglicherweise an der rezeptorvermittelten Endozytose

der Hexamerine beteiligt ist.
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5.2.4. Modifiziertes Modell des Hexamerinrezeptors und seiner Protein/Protein-
Interaktionen

Die beschriebenen Wechselwirkungen des Rezeptors mit verschiedenen = Doménen

interagierender Proteine wurden in einem Arbeitsmodell zur Steuerung der Aufnahme von

Hexamerinen zusammengefal3t. Im Folgenden wird das Modell vorgestellt und die Details im

Finzelnen diskutiert.

anterior posterior

ABP96

Protease "

T <P30) Clathrin

20E

Abb. 54 Arbeitsmodell der Protein/Protein-Interaktionen des Hexamerinrezeptors

ABP96, ABP64, P30 - Spaltprodukte des Hexamerinrezeptor-Vorldauferpeptids, AP-3 - Adapter
Proteinkomplex, Hex - Hexamerin, 20E - 20-Hydroxyecdyson, anterior - vorderer Teil des
Fettkorpergewebes, posterior - hinterer Teil.

Abb. 54 zeigt das derzeitige heuristische Arbeitsmodell der Lokalisation und der

Protein/Protein-Interaktionen des Hexamerinrezeptors von C. vicina.

Die Ligandenbindungsdomdne des Rezeptors

Im Arbeitsmodell befindet sich der N-Terminus auf der AuBlenseite der Plasmamembran der
Fettkorperzelle (in der Himolymphe) und bindet ein Hexamerin. Verschiedene
Beobachtungen bestétigen die Lokalisation der Ligandenbindungsdomidne am N-Terminus
des Proteins. Das Hexamerinrezeptor-Vorlauferpeptid von Calliphora (ABP130) wurde 1994

von Burmester und Scheller kloniert und sequenziert (Burmester und Scheller, 1994). In einer
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spateren Arbeit konnten diese Autoren zeigen, dass die Spaltprodukte ABP96 und ABP64 an
der Aufnahme von Hexamerinen beteiligt sind und diese binden. ABP96 wurde als der
eigentliche Hexamerinrezeptor bezeichnet (Burmester und Scheller, 1997), ABP64 wurde
dabei als kleinstes bindendes N-terminales Fragment identifiziert. Die Daten aus der im
Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefithrten Two-Hybrid-Interaktionsanalyse zeigen
eindeutig, dass die Ligandenbindungsaktivitit am N-Terminus von ABP64 im Bereich der
ersten 25 AS nach dem Signalpeptid liegt. Dieses kurze Peptid ist in der Lage mit der

Doméne-3 des Arylphorins zu interagieren.

Die Transmembrandomdine des Rezeptors

Das Vorhandensein einer Transmembrandomine im Hexamerinrezeptor ist umstritten.
Burmester und Scheller (1997) stellen fest, dass der funktionelle Hexamerinrezeptor ABP96
keine typische Transmembrandoméne nach den Kriterien von Kyte und Doolittle (1982)
aufweist. Die Autoren schlagen ein Modell vor, bei dem ABP96 iiber ein fiktives
Ankerprotein an der AulBlenseite der Plasmamembran prédsentiert wird (Burmester und
Scheller, 1997, Burmester und Scheller, 1999).

In den Two-Hybrid-Screening-Experimenten konnten neben den beiden bekannten Liganden
Arylphorin und LSP-2 auch AFP und 06-AP-3 als Interaktoren des Hexamerinrezeptors
identifiziert werden. AFP wurde im Zytoplasma der Fettkorperzellen detektiert (Nakajima
und Natori, 2000), die Adaptorproteinkomplexe (APs) sind ebenfalls zytoplasmatisch
lokalisiert. Sollten die im Two-Hybrid-Experiment gefundenen Proteininteraktionen des
Hexamerinrezeptors mit zwei zytoplasmatisch lokalisierten Proteinen auch in-vivo stattfinden,
muss eine Transmembrandoméne des Hexamerinrezeptors gefordert werden.

Im Modell ist die Transmembrandoméne mit hypothetischen ,,Ankerproteinen” assoziiert, die

diese Domaéne in der Plasmamembran stabilisieren.

Interaktion mit AFP

Im anterioren Teil des Fettkorpers interagiert AFP mit dem C-Terminus von ABP96.

Im Two-Hybrid-Experiment interagiert das AFP von C. vicina mit ABP96, nicht jedoch mit
ABP64. Das C-terminale Fragment P30 (siche Einleitung, Abb. 5) sollte demnach mit AFP
interagieren. Dies wurde durch Immunokoprézipitation experimentell bestétigt. Aufgrund der
verminderten Aufnahme von Speicherproteinen und der schnellen Degradation des anterioren

Fettkorpers nach der Verpuppung wird eine Hemmung des rezeptorvermittelten
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Endozytoseprozesses in diesem speziellen Gewebe durch die AFP/P30-Protein/Protein-

Interaktion vorgeschlagen.

Interaktion mit AP-3
In unserem Modell verbindet ein AP-3-Adaptorkomplex den Rezeptor mit Clathrin oder
einem anderen Hiillprotein und ermoglicht dadurch die Bildung von ,,coated vesicles* und

damit die Endozytose.

Ecdyson

Die Aktivierung von Hexamerinrezeptoren durch proteolytische Spaltung eines
Vorlduferpeptids ist bei S. peregrina und C. vicina beschrieben (Ueno et al. 1983, Chung et
al., 1995, Burmester und Scheller 1997). In beiden Féllen wird die Aufnahme durch 20-
Hydroxyecdyson aktiviert. Die Spaltung erfolgt mit Hilfe einer spezifischen Endoprotease,
die im Falle von C. vicina auch bei abgeschalteter Proteinbiosynthese aktiviert werden kann

(Burmester und Scheller, 1997).

Dieses Modell ist eine deutliche FErweiterung und Prizisierung der bisherigen
Modellvorstellungen der Wirkungsweise des Hexamerinrezeptors (Burmester und Scheller,
1997, Burmester und Scheller, 2000). Dabei ergeben sich viele neue Fragen und
Ansatzpunkte fiir neue Experimente. Von besonderem Interesse sind dabei die neu
identifizierten Interaktoren des Rezeptors - AFP und 8-AP-3. Weitere Forschungen auf
diesem Gebiet konnen Aufschlul iiber den Mechanismus und die Regulation der

rezeptorvermittelten Endozytose von Speicherproteinen geben.
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5.2.5. Das HTS-Protokoll

Der intensive Gebrauch von Pestiziden in den letzten Jahrzehnten hat zu einer dramatischen
Zunahme von Resistenzen bei Schidlingen gegeniiber bestimmten Wirkstoffen gefiihrt. Es
besteht groBBes Interesse an der Entwicklung von Wirkstoffen mit neuartigen
Wirkmechanismen. Wihrend in der Vergangenheit die meisten bekannten Pestizide iiber
empirische und analoge Synthese in Kombination mit konventionellen Screening Methoden
entwickelt wurden, geht der Trend zur Zeit in Richtung zielgerichteter Ansétze in der
Wirkstoffforschung (Londershausen, 1996, Ridley et al., 1998). Die methodischen
Fortschritte im Feld der kombinatorischen Chemie und der Naturstoffforschung haben eine
grolen Menge moglicher Wirkstoffkandidaten hervorgebracht, die iiber HTS in der
Wirkstoffforschung eingesetzt werden (Londershausen, 1996, Hill, 1998, Ridley et al., 1998,
Beydon et. al., 2000).

Das Hexamerin/Hexamerinrezeptor-System und der damit verbundene rezeptorvermittelte
Endozytoseprozess ist aus folgenden Griinden ein interessanter Ansatzpunkt fiir eine
zielgerichtete Wirkstoffsuche: Dieser Prozess ist fiir die erfolgreiche Entwicklung der
Insektenlarve zum adulten Insekt wichtig (z.B. Autbau einer adulten Kutikula) und bei allen
bisher untersuchten holometabolen Insektenspezies beobachtet worden (Review, siehe
Haunerland, 1996). Auf der anderen Seite ist bei Vertebraten kein dhnlicher Prozess bekannt.
Ein Wirkstoff, der die Bindung von Hexamerinen an ihren natiirlichen Rezeptor verhindert,
konnte ein hochspezifisches Insektizid sein, wobei eine Wirkung auf Vertebraten
unwahrscheinlich ist (Burmester und Scheller, 2000).

Der Nachweis, dass eine Interaktion zwischen Hexamerinen und Hexamerinrezeptoren im
Hefe-Two-Hybrid-System stattfindet und die Konstruktion neuer Reporterplasmide fiir dieses
System ermdglichten die Entwicklung eines kombinierten Proliferations-, Fluoreszenz-HTS-
Protokolls, bei dem lebende Hefezellen eingesetzt werden. In einer Serie von Vorversuchen
konnte gezeigt werden, dass die Durchfiihrung des HTS-Experiments prinzipiell moglich ist
(Kapitel 4.2.4.).

Fiir jede im Screen getestete Substanz fdllt ein Satz von vier Messwerten an (relative
Fluoreszenz EGFP Start/Ende, rel. Fluoreszenz RFP, Start/Ende). Bei der Auswertung werden
die Differenzen der relativen Fluoreszenz von EGFP und RFP mit einem Standard verglichen.
Dabei konnen ,,echte Inhibitoren von Substanzen unterschieden werden, die das Wachstum
von Hefe hemmen, was die erwartete Anzahl der ,falsch-positiv getesteten Substanzen

gegeniiber einem Ansatz ohne interner Kontrolle deutlich erniedrigt.
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Dieses HTS-Protokoll ermoglicht das Screenen von groen Wirkstoffbibliotheken nach
Leitsubstanzen (Inhibitoren der rezeptorvermittelten Endozytose von Hexamerinen), die zur
Entwicklung von neuartigen Pestiziden zur Kontrolle holometaboler Insektenlarven benutzt
werden konnen.

Dariiber hinaus kann das auf dem Hefe-Two-Hybrid-System basierende HTS-Protokoll auch
so modifiziert werden, dass andere Koder/Beute-Interaktionen getestet werden konnen.
Voraussetzung dafiir ist, dass die betreffende Protein/Protein-Interaktion {iber die Aktivierung
der Reportergene in der Hefe nachweisbar ist.

Damit ergeben sich vielfaltige Moglichkeiten dieses System in der biologischen und

(veterinir-) medizinischen Forschung einzusetzen.
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L Primer
Primer »Labor-Bezeichnung* Nukleotidsequenz (5°-3%)
A. Primer fiir Sequenzierungen

S1 _y  TriplEx2seqS’ (Clontech) TCCGAGATCTGGACGAGC

S2 « TriplEx2seq3" (Clontech) TAATACGACTCACTATAGGG

S3 - Crz5'Seql TAGTCAACGATTGCTCCTTTGAACGT

S4 - Crz5'Seq2 GATCTTGAGCCCATGTCAGAT

Ss «— Crz3'Seql TACTACAATACAACATTGTTGTCAACATTTTCA

S6 - pEG202 Sequenzierungs-Primer CGTCAGCAGAGCTTCACCATTG

S7 N plG4-5 5°- Sequenzierungs-Primer ~ CCAGCCTCTTGCTGAGTGGAGATG

S8 « pJG4-5 3'- Sequenzierungs-Primer ~ GACAAGCCGACAACCTTGATTGGAG

S9 <« pJG4-5 3' Sequenzierungs-Primer-2 CCGACAAGCCGACAACCTTGATTG

S10 - LacZ 3°-5Seq. TGGAGCCCGTCAGTATCGGCGG

S11 «  LacZ5-3'Seq. TGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC

S12 - pSH18-34 Seq CCAGTGGTTATATGTACAGTACTG

B. Primer fiir DNA - Amplifikationen

Al N ABP96 5"-Ende Xhol CTCGAGGGTGTTATAATGGATCGAGGTGGACGAGT

A2 « ABP130 3"-Ende Xhol CTCGAGATTCAATTATTTAGTACAAATGGCTAAGAGGCATTT
A3 « ABP96 3'-Ende Xhol GCCCTCGAGAGGCAACAACAGACGATGAGGCAACTTATT
A4 N Calliphorin 5°-Ende + Xhol CTCGAGCCGATTCTCAATAGTTTAACACCATTTTTAATG

AS « Calliphorin 3'-Ende + Xhol CTCGAGTTAATGATAGTAGCTGTAGTCGAAGTGGCC

A6 - pJG4-5-855-882 Pos CTATTCACCGTAACCGTGAGTCAAACGTTCC

A7 < Aprey-1036-1008 Neg CTATTCACCGTAACCGTGAGTCAAACGTTCC

A8 « A prey-1558-1562 Neg CTAAACATTAACGTCCTTTATGGTAACACCAGGGAA

A9 - Doméinen 1 "-GAATTCGGGAGAGGCATAATCTGGC
A10 _y  Dominen2 P TAACTCGAGAAGCTTTGGACTTCTTCGC
All - Doménen 3 P.TACACTCACGAAGAATTGTTGTTCCCTG
Al12 « Doménen 4 P_ AATATCACGAGTGTAGTCAACAGGCATGA
Al3 - Doménen 5 P GAATTCTTCAACAAGGAATCTGTCTTGTCTT
Al4 - CvAryl1850-Sfila GGCCATTATGGCCGGAAATCTGGTGTCAATGAGTTCAAACGC
AlS - CvAryl2050-Sfila GGCCATTATGGCCGGATGCAATTCTTCTTCTACATTGCACCCTA
Al6 « CvAryl3'-Sfilb GGCCGAGGCGCCGGATGCTACATTGCACCCTACAATTCTTCTT
Al7 N BDa 5 primer GGCCATTATGGCCATACTCACGAAGAATTGTTGTTCCCT
Al8 N BDc 5 primer GGCCATTATGGCCATGTTTCTGAATTGGTTACCTACTTCGA
A19 « BDb 3'primer GGCCAGGCGGCCTTAGGTGTAGATGAAGCTGTCAATTTCCA
A20 « BDd 3" primer GGCCGAGGCGGCCTTAAGGCTTGTGGTTGAGGC
A21 N ABP 5'-Ende+EcoRI GAATTCGGTGTTATAATGGATCGAGGTGGAC
A22 « ABP64 3'-Ende+Xhol CTCGAGACCAGAGATCTCATCATTATCATTGTAATT
A23 « ABP64 3°-3187+Xhol CTCGAGTCTGCCACCCAAAATATTGCCT
A24 <  Reporter GGATCCGGGCTTGGCCAAGCTT
A25 N Reporter2 TAATAATAACCGGGCAGGCCATGTCTG
A26 N EGFPS” CGCCACCATGGTGAGCAAGGGC
A27 « EGFP3’ TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC
A28 s REPS PGCCACCATGGTGCGCTCCTC
A29 <« RFP3’ "CTACAGGAACAGGTGGTGGCGG
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C. sonstige Primer

MCS u - MCS-upper Oligo PAATTCGGCCATTATGGCCATCGATCCCGGGGGCCGCCTCGGCCC
MCS 1 « MCS-lower Oligo "TCGAGGGCCGAGGCGGCCCCCGGGATCGATGGCCATAATGGCCG

Schnittstellen der Oligonukleotide, die fiir die Subklonierung der PCR-Produkte verwendet
wurden, sind einfach unterstrichen dargestellt. Eingefiigte Stopcodons der Oligonukleotid-sequenz sind fett

gedruckt dargestellt.

II.  Abkiirzungen und Amerikanismen

20E 20-Hydroxyecdyson

aa amino acid

AD transkriptionsaktivierende Doméne
AS Aminosiuren

Assay Experiment

BD bindende Doméne

blunt end ,stumpfes Ende*

bp Basen-Paare

CA corpora allata

DNA Desoxyribonukleinséure

dsDNA doppelstringige DNA

EtBr Ethidiumbromid

FPLC fast-protein-liquid-chromatography
HTS High throughput screen = Hochdurchsatz Sortiersuche
1P isoelektrischer Punkt

JH Juvenilhormone

kbp kilo-Basen-Paare

kDa kiloDalton

Mas-AS Allatostatin von Manduca sexta
MAS-AT Allatotropin von Manduca sexta
MCS multiple cloning site

OD optische Dichte

Oligo DNA-Oligonukleotid

ORF open reading frame = offenes Leseraster
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PNK Polynukleotid-Kinase

Primer DNA-Oligonukleotid

PTTH Prothoracotropes Hormon

review Ubersichtsartikel

RNA Ribonukleinséure

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur (20-24°C)
Screen/screening Suche/durchsuchen

ssDNA einzelstrangige DNA

ssSS einzelstringige Lachsspermien-DNA
sticky end ,.klebriges Ende*

U Einheiten (Units), Spannung

USP ultraspiracle

ZNS Zentralnervensystem
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IV. Tabellarischer Lebenslauf

Geburtstag

FEltern

Familienstand

Schulbesuch

Militardienst

Ausbildung

Studium der Biologie

Promotionsstudium

Berufstétigkeit

Immo Alex Hansen

22.04.1969 in Bad Hersfeld, Deutschland

Rotraut und Alex Hansen

verheiratet, zwei Kinder
1975 - 1979 Grundschule an

der Sommerseite in Bad Hersfeld

1979 - 1985 Gesamtschule Stadtmitte (Konrad-Duden-Schule)
in Bad Hersfeld

1979 - 1988 Modellschule Obersberg
in Bad Hersfeld, Abschluf3: Abitur

07.1988- 09.1989 in Munster/Oertze und Hessisch Lichtenau

09.1989 - 08.1991 Ausbildung zum Landwirtschaftlich-
technischem Assistenten (LTA) an der Hessische Lehr- und

Forschungsanstalt fiir Griinlandkunde und Feldfutterbau,
Eichhof in Bad Hersfeld

11.1991 - 02.1998 an der Bayerische Julius-Maximilians-
Universitit, Wiirzburg, Abschluf3: Diplom

02.1998 — 12.2000 im Labor von Prof. Dr. Klaus Scheller im
Institut fiir Zell- und Entwicklungsbiologie (Zoologie 1), an
der Bayerische Julius-Maximilians-Universitét, in Wiirzburg

02.1998 — 12.2000 Wissenschaftlicher Mitarbeiter am
Lehrstuhl fiir Zell- und Entwicklungsbiologie der Universitat
Wiirzburg

seit 01.2001 Wissenschaftlicher Mitarbeiter im Schwerpunkt
fiir Endokrinologie und Diabetologie der Medizinischen
Klinik der Universitidt Wiirzburg
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Und frohlich sieht er das Insekt
Am Boden leblos ausgestreckt.

Willhelm Busch
"Und die Moral von der Geschicht"
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