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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Uberblick

In der Postembryonalentwicklung der Insekten laufen eine Reihe von Metamorphose-
schritten ab, die durch ein kompliziertes hierarchisches System von neuronalen und
endokrinen Mechanismen gesteuert werden. Bei diesem biologischen Kom-
munikationssystem werden die Nachrichten in Form von speziellen Substanzen, den
Hormonen, verschliisselt. Hormone sind korpereigene Wirkstoffe, die die Vorgénge des
Stoffwechsels, des Wachstums und der Fortpflanzung steuern. Sie werden bei Insekten
entweder als Neurosekrete vom Nervensystem gebildet oder entstammen peripheren
Hormondriisen.

Die géingige Vorstellung der Hormonphysiologie der Insekten beruht auf der Annahme, daf3
die Prothorakaldriise durch ein iibergeordnetes, im Gehirn-Retrocerebralkomplex gebildetes
Ecdysiotropin, bekannt als Prothoracotropes Hormon (PTTH), zu Synthese und Sekretion
von Hiutungshormonen stimuliert wird.

Kopec (1917; 1922) entdeckte erstmals die Neurosekretion, indem er feststellte, dafl
Neurone Hormone produzieren, die physiologische Prozesse in weiter entfernten
Korperregionen kontrollieren. Das war der erste Beweis fiir eine inkretorische Funktion des
tierischen Gehirns. Als ,,brain hormone* bezeichnete Kopec (1922) die aus dem Gehirn
stammende und die Hautung beschleunigende Substanz der Larven des Schwammspinners,
Lymantria dispar. Seine Pionierarbeiten gelten als Beginn der Ara der
Neuroendokrinologie. Ke identifizierte 1930 im Thorax von Bomby mori die
Prothorakaldriisen. Fukuda (1940; 1944) konnte durch Schniirungsexperimente
nachweisen, dall die Prothorakaldriisen des prdadulten Seidenspinners das
Metamorphosehormon liefern. Es gelang schlieBlich Williams (1946; 1947) eindeutig
festzustellen, dall das Gehirnhormon nicht direkt auf das Wachstums- und
Differenzierungsgeschehen einwirkt, sondern als Aktivationshormon die Prothorakaldriisen
zur Sekretion von Hautungshormon anregt. Scharrer (1952) schlug vor, da3 die Corpora

cardiaca Speicherorgane fiir die Neurosekrete seien, aus denen sie allméhlich in die
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Héamolymphe abgegeben werden, um iiber den Blutweg die Prothorakaldriise zu
stimulieren. Ferner wies Scharrer (1952) auf die weitgehende Ubereinstimmung zwischen
dem Hypothalamus-Hypophysen-System der Vertebraten und dem Pars intercerebralis-
Cardiacum-Allatum-System der Insekten hin.

Butenandt und Karlson (1954) gelang die Isolierung und Charakterisierung des von der
Prothorakaldriise produzierten, hdutungsauslosenden Hormons. Mittels Rontgenstruktur-
analyse wurde seine Struktur von Huber und Hoppe (1965) aufgeklart. Die Analyse der
Struktur ergab, dal3 es sich um ein sehr urspriingliches Steroidhormon handelt, das noch das
vollstdndige Kohlenstoffgeriist des Cholesterins (Abb. 1-1a) besitzt (Karlson et al., 1965).
Diese Erkenntnisse eroffneten die Moglichkeit, Metabolismus und Wirkungsweise des
Ecdysons (Abb. 1-1b) zu untersuchen. Es handelt sich dabei um ein polyhydroxyliertes
C27-Steroid, das die Insekten aus durch die Nahrung aufgenommenem Cholesterin
synthetisieren (Grieneisen, 1994). Ecdyson galt lange Zeit als priméres Sekretionsprodukt
der Hautungsdriisen, das in den peripheren Geweben mit Hilfe der Ecdyson-20-
Monoxygenase zur aktiven Form, dem 20-Hydroxyecdyson, hydroxyliert wird (Keller &
Schmid, 1979; Diibendorfer, 1986, Henrich et al., 1999). Durch verbesserte Trenntechniken
wurde jedoch gezeigt, da3 Ecdyson nicht das einzige Produkt der Prothorakaldriisen ist. Bei
Manduca sexta (Warren et al., 1988), Bombyx mori (Kiriishi et al., 1990), Gryllus
bimaculatus (Oeh et al., 1997, 1998) sowie Periplaneta americana (Richter et al., 1999)
konnten Vorstufen des Ecdysons, ndmlich 3-Dehydroecdyson und 2-Dehydroecdyson als
Syntheseprodukte nachgewiesen werden. Als Ecdysteroide bezeichnet man alle Substanzen,
die strukturell vom Ecdyson abgeleitet sind und hédutungsauslosende Wirkung zeigen
(Goodwin et al., 1978). Ferner regulieren Ecdysteroide auch Gene, die z.B. Vorgédnge wie
die Entwicklung der Imaginalanlagen (Nardi et al., 1985) und des Integuments (Jindra et
al., 1996), sowie die Pigmentierung und Sklerotisierung des aus den Imaginalanlagen
entstehenden Lepidopterenfliigels steuern (Koch & Kaufmann, 1995; Koch et al., 1998).
Neben Arthropoden und einigen Nichtarthropoden (Karlson, 1983) konnen auch Pflanzen
Ecdysteroide synthetisieren. Mdglicherweise sind diese in Abwehrstrategien involviert, da
die Ecdysteroide den Entwicklungszyklus von manchen pflanzenfressenden Insekten

empfindlich stéren konnen (Kubo et al., 1983). Zur Zeit sind mehr als 60 Zooecdysteroide
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(Suksamrarn et al., 1996) und tiber 100 Phytoecdysteroide (Adler & Grebenok, 1995;
Sarker et al., 1997) bekannt.

OH
Ecdyson

Cholesterin 5

HO

Abb. 1-1: Strukturformeln von a) Cholesterin und b) Ecdyson

Schon kurz nach Isolierung des Ecdysons aus Puppen von Bombyx mori (Butenandt &
Karlson, 1954), konnten Karlson und Stamm-Menendez (1956) auch in adulten Weibchen
der gleichen Art das Ecdyson nachweisen. Fine Entdeckung, die insofern iiberraschend
war, da sich die Imago nicht mehr hiutet. Die Ergebnisse blieben jedoch aus zweierlei
Griinden fiir ldngere Zeit unbeachtet. Erstens beschéftigte man sich hauptséchlich mit der
namensgebenden Wirkung des Ecdysons, der Auslosung von Hautungen wihrend der
praadulten Insektenentwicklung. Zweitens vertraten viele Autoren die Ansicht, daB3 das
Ecdyson der Imagines aus dem larvalen Stadium stammte und in die adulte Periode mit
,hiniibergenommen* wurde. Diese Ansicht kann man vertreten, wenn man die Tatsache
bedenkt, daB die untersuchten Seidenspinner (Bombyx mori) nur eine Kkurze
Adultentwicklung von 7 bis 10 Tagen durchlaufen. Inzwischen wurde in verschiedenen
adulten Insekten mit langer Imaginalphase das Vorkommen von Ecdysteroiden
nachgewiesen (u. a. Schlaeger et al., 1974; Romer, 1977; Dorn, 1978; Bownes et al., 1984;
Sakurai et al., 1991; Dorn et al., 1994; Riemer & Romer, 1995), obwohl in diesem
Lebensabschnitt keine funktionstiichtige Prothorakaldriise mehr vorhanden war. Mit dem
Erreichen des Adultstadiums verlieren die Prothorakaldriisen ihre Bedeutung als Ecdyson-

synthetisierendes Organ und degenerieren vor oder kurz nach der Imaginalhdutung (Ozeki,
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1968; Maleville, 1973; Lanzrein, 1975; Smith & Nijhout, 1982; Griffith & Finlayson, 1983;
Richter, 1984; Dai & Gilbert, 1997).

Auch bei dem Untersuchungsobjekt der vorliegenden Arbeit Gryllus bimaculatus ist dieses
Phanomen zu beobachten. Martau und Romer (1998) konnten durch verschiedene
Methoden zeigen, dal die Prothorakaldriise schon vor Beginn der Imaginalhdutung
degeneriert und ihre Sekretionsaktivitdt einstellt. Obwohl die Driise in adulten mannlichen
Grillen nicht mehr existiert, konnten dennoch grole Mengen an Ecdysteroiden
nachgewiesen werden, die sogar spezifisch periodische Schwankungen zeigten (Shahab &
Romer, 1982; Hoffmann & Behrens, 1982). Wenn man bedenkt, da3 die Lebenserwartung
von Gryllus-Imagines ca. 50 Tage betrégt, ist eine ,Mitnahme* von larvalen Ecdysteroiden
in die Adultperoide ausgeschlossen. Allgemein ist anerkannt, daf3 Insekten iiber ein sehr
aktives abbauendes System verfiigen (Smith & Bownes, 1985). Die Metabolisierung von
Ecdysteroiden wurde auch bei Gryllus bimaculatus untersucht (Wildmann & Romer, 1977;
Bulenda et al., 1986; Eibes & Romer, 1990). Die Autoren verzeichneten, dafl die
Ecdysteroide einem raschen Turnover, d. h. einer schnellen und hohen Hydroxylierungsrate
des Ecdysons und einem ziigigen Abbau des 20-Hydroxyecdysons unterliegen. Die hohe
Konzentration an Ecdysteroiden in Imagines von ménnlichen Gryl/lus kann demnach nicht
auf einen Transfer aus dem larvalen Stadium zuriickzufithren sein, sondern mul} auf einer
de novo Synthese beruhen.

Auf Grund der vorliegenden Ergebnisse miissen also alternative Quellen fiir die Produktion
der Ecdysteroide bei ménnlichen Imagines von Gryllus bimaculatus verantwortlich sein.
Untersuchungen von Bressel et al. (1990), Romer und Bressel (1994) sowie Hoffmann und
Wagemann (1994) weisen unter anderem auf Oenocyten und Tergite als ecdysteroid-
sezernierende Gewebe hin.

Dabei stellt sich die Frage, wie der Hormonhaushalt bei adulten Maénnchen der
Mittelmeerfeldgrille reguliert wird und welche Faktoren die Ecdysteroidsekretion im
Adultgewebe stimulieren. Im Rahmen dieser Dissertation soll ihre biochemische Natur
sowie ihr Wirkmechanismus gekldart werden. Die Beantwortung dieser Probleme steht im

Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit.
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1.2 Steuerung der Ecdysteroidogenese

Das Gehirn der Insekten greift steuernd in die Ecdysteroidbiosynthese ein, indem es

stimulierende und hemmende Faktoren bildet.

BRAIN

NEUROSECRETORY
CELLS

CORPUS CARDIACUM

,/ CORPUS ALLATUM

—

PROTHORACICOTROPIC
JUVENILE HORMONE HORMONE (PTTH)

REGULATION

" PROTHORACIC
GLAND

3-DEHYDROECDYSONE

\

ECDYSONE

“j P450 MONOOXYGENASE

20-HYDROXYECDYSONE

TARGET CELL

RECEPTOR

Abb. 1-2: Vereinfachte schematische Darstellung der hormonalen Kontrolle der Metamorphose und
Hautung bei Insekten durch Ecdysteroide sowie durch das zu den Isoprenoiden gehérende
Juvenilhormon (Henrich et al., 1999).

Die Untersuchungen von steroidogenen Driisen ergeben den Hinweis, dall die
Ecdysteroidsynthese durch ein kompliziertes Zusammenspiel mehrerer Faktoren reguliert

wird (Abb. 1-2). Die Anwesenheit eines bestimmten Titers von 20-Hydroxyecdyson in der
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Héamolymphe veranlaft die Epidermiszellen zur Bildung einer neuen Kutikula (Jenkins et
al., 1992). Die Konzentration des Héutungshormons 20-OH-Ecdyson wird gemeinsam
durch die Synthese, den Methabolismus und die Exkretion der Ecdysteroide beeinfluf3t
(Koolman, 1990). Dabei ist die wichtigste Grofle fiir die Hormonkonzentration in der
Héamolymphe die Geschwindigkeit, mit der Ecdyson in der steroidogenen Driise
synthetisiert wird. Diese Geschwindigkeit variiert im Verlauf der Entwicklung stark und sie
wird stadienspezifisch reguliert.

Die Ecdysteroidsynthese steht vor allem unter der Kontrolle von Tropinen und Statinen (s.
Kap. 1.2.1). Dartiber hinaus wird sie noch von weiteren Faktoren beeinfluflt. Dazu gehort
Juvenilhormon, welches zum Teil direkt auf das ecdysteroidproduzierende Gewebe, zum
Teil aber auch iiber das Gehirn wirken soll (Watson & Bollenbacher, 1988; Sakurai et al.,
1989). Auch Héamolymph-Faktoren konnen die Aktivitit der Driise modulieren
(Gruetzmacher et al., 1984; Gray et al., 1987). Neuronale Steuerungen sind ebenfalls am
Regelmechanismus beteiligt (Richter, 1985, 1993a, 1993b). Fiir Periplaneta americana
konnte die Aktivitit des die Prothorakaldriisen innervierenden Nerven mit dem
Ecdysteroidtiter korreliert werden (Richter & Gersch, 1981).

Eine Reihe von Untersuchungen deutete darauf hin, daB der Ecdysteroidtiter in der
Hamolymphe einerseits durch eine Feedbackregulation iiber Gehirn, Corpora cardiaca,
Corpora allata-Prothorakaldriise und andererseits durch eine direkte Wirkung auf die
Prothorakaldriise eine wichtige Rolle bei der Ecdyson-Synthese spielt (Watson et al.,
1989a). Ecdysteroide stimulieren z.B. die PTTH-Synthese und —Sekretion in Mamestra
brassicae (Agui & Himura, 1978). In Rhodnius prolixus stimulieren Ecdysteroide die
PTTH-Synthese, aber nicht seine Sekretion (Vafopoulou & Steel, 1996). Fiir Calliphora
vicina scheint zu Beginn der Wanderphase eine positive Feedbackregulation zu existieren.
Wenig spdter wird die Ecdysteroidsynthese durch einen negativen Riickkopplungs-

mechanismus gesteuert (Budd et al., 1993; Jiang & Koolman, 1999).

1.2.1 Ecdysiotropine und Ecdysiostatine

Seit den Untersuchungen von Kopec (1922) ist bekannt, dall die Metamorphose der Larven
pteryogoter Insekten durch ein Hormon aus dem Gehirn gesteuert wird. Auf Grund seiner

biologischen Wirkung auf die Prothorakaldriise wurde es in den fiinfziger Jahren als PTTH
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bekannt. In der Folgezeit wurden auch in adulten Insekten Hormone mit ecdysteroid-
stimulierender Wirkung entdeckt. Dazu zdhlen das aus Locusta migratoria isolierte
Gonadotropin, ,,Ovary Maturating Parsin® (Lom-OMP) bzw. ,Follicle Cell Tropic
Hormone* (FCTH) (Charlet et al., 1979; Girardie et al., 1995a, 1995b; Girardie & Girardie,
1996), das in Moskitos gefundene ,,Egg Development Neurosecretory Hormone* (EDNH)
(Hagedorn et al., 1979; Masler et al., 1991a, 1991b) und das in Lymantria dispar
vorkommende ,,Testis Ecdysiotropin“ (TE) (Loeb et al., 1988, 1993, 1994, 1998). Trope
Faktoren fiir die Epidermis und das abdominale Integument sind nicht bekannt. Die
ecdysteroidogenen Gewebe reagieren auf die regulatorischen Ecdysiotropine mit einem
cAMP-Konzentrationsanstieg (Abb. 1-3), jedoch wirkt auch Calcium zusétzlich als Second

Messenger und stimuliert die Ecdysteroid-Biosynthese (Smith, 1995).

34 kD
Activated cAMP-Dependent Phosphoproteln
Ad Cyc Protein Synthesis
> | camp ¢
TTH Gs
y Regulatory Protein (?)
Receptor Ca++/Calmodulin
>
Fhasphocesiaans Ecdysterold Synthesis
5'-AMP
ECDYSONE +
3-DEHYDROECDYSONE

Abb. 1-3: Modell der zelluldren Wirkung von PTTH (Smith, 1995).

Abkiirzungen: 5'-AMP = 5'-Adenosin-Monophosphat, Ad Cyc = Adenylatzyklase, C =
katalytische Untereinheit der cAMP-abhdngigen Proteinkinase, cAMP = 3'-5'-cyclisches
Adenosin-Monophosphat, Gs = stimulierendes G-Protein, PTTH = prothoracotropes Hormon, R =

regulatorische Untereinheit der cAMP-abhéngigen Proteinkinase.
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Die meisten Untersuchungen zur Chemie und Wirkungsweise der die Ecdysonsynthese-
stimulierenden Peptide wurden an den aus den Lepidopteren Bombyx mori und Manduca
sexta 1isolierten PTTH unternommen (Watson et al., 1989b). Es wurden zwei
Molekulargewichtstypen der PTTH in Schmetterlingen gefunden, eine kleinere und eine
groflere. Obwohl die groBen PTTH-Molekiile von Bombyx und Manduca sich nur in
wenigen Aminosduren voneinander unterscheiden, reicht dies schon fiir die Auspragung
einer artspezifischen biologischen Aktivitdt, die in der Sekundér- und Tertidrstruktur des
Molekiils begriindet ist (personliche Mitteilung von Prof. Scheller / Wiirzburg). Auf diese
Weise konnen Prothorakaldriisen in Manduca von beiden PTTH-Formen stimuliert werden
(Bollenbacher et al., 1984), wiahrend in Bombyx nur das groe PTTH wirksam ist. Die
kleinere Form hingegen ist in einem anderen Seidenspinner, Samia cynthia ricini aktiv
(Nagasawa et al., 1984) und wurde daher als Bombyxin populdr (Mizoguchi, 1994). Auf
Grund seiner Sekundérstruktur (Zahl und Lage der Disulfidbriicken) gehort das Bombyxin
in die Superfamilie der Insulin/Relaxin-Peptide. Die entsprechende Bombyx-PTTH-DNA
wurde bereits kloniert und charakterisiert und aus den Genen die vollstindige
Aminosduresequenz abgeleitet (Kawakami et al., 1990).

Die Bildung von PTTH findet in neurosekretorischen Zellen von Typ-III im Protocerebrum
statt (Agui et al., 1979; Gilbert et al., 1981; Westbrook et al., 1991) und wird {iber die
Neuronenendigungen in den Corpora allata (Neurohdmalorgane) ausgeschiittet (O’Brien et
al., 1988; Gray et al., 1994). Die PTTH-Freigabe wird reguliert durch hormonelle Stimuli,
Temperaturreize, proprio- und mechanorezeptive Reize sowie photoperiodische
Schwankungen (Bollenbacher & Granger, 1985).

PTTH-dhnliche Peptide wurden auch aufBerhalb des Gehirns in den grofen endokrinen
Zellen, die zur perispirakuldren Driise gehoren, immunohistochemisch lokalisiert (Zitnan et
al., 1994; Zitnan et al.,, 1996). Hierbei handelt es sich um sogenannte Inkazellen der
Epitrachealdriisen, die Ecdysis-Triggering-Hormone (ETH) produzieren (Horodyski, 1996;
Truman, 1996; Klein et al., 1999).

Es gibt zunehmend Berichte {iber das Vorkommen von Ecdysiostatinen in verschiedenen
Insekten, also Faktoren mit inhibitorischer Wirkung auf die Ecdysteroidsynthese. Diese Art
von Regulation wurde erstmals in Krebsen bekannt (Brown & Cunningham, 1939). Bereits

1968 zeigten Carlisle und Ellis, daB3 die Injektion des Gehirn- und Anhangsdriisen-
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Extraktes in die Wanderheuschrecke Locusta migratoria eine Verminderung des
Durchmessers der Prothorakaldriisenzellkerne einleitete. Die Autoren vermuteten, dal} ein
hemmender Wirkstoff der Ecdysonsynthese auch bei Insekten existierte (Carlisle & Ellis,
1968). Mittlerweile wurden Ecdysiostatine in Neobellieria bullata (Bylemans et al., 1994;
Hua et al., 1994), Calliphora vicina (Hua & Koolman, 1995; Hua et al., 1997), Gryllus
bimaculatus (Lorenz et al., 1997), Musca domestica (Adams & Li, 1998) und Bombyx mori
(Hua et al., 1999) nachgewiesen.

Die Tropine und Statine als libergeordnete Kontrollsysteme der Ecdysteroid-Biosynthese
wirken antagonistisch. Durch ihre Interaktion bestimmen sie Stimulation oder Hemmung

der Ecdysteroidsekretion durch die steroidogene Driise.

1.3 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte versucht werden, einen besseren Einblick in die
Kontrolle der Ecdysteroidsekretion in ménnlichen Imagines von Gryllus bimaculatus zu
erhalten und Faktoren zu identifizieren, die die Hormonsekretion in adulten Geweben
anregen. Ferner sollte die Wirkung von Kopfextrakten auf die Prothorakaldriise der Larven
untersucht werden.

Ausgewidhlt wurden Oenocyten und Tergite von vier aufeinander folgenden Tagen (Tage 9
bis 12 nach der Imaginalhdutung) sowie thorakaler Fettkorper, da innerhalb dieser Periode
eine dramatische Verdnderung des Ecdysteroidtiters zu verzeichnen war.

Da die Priparation von Gehirnen aufgrund der starken Bestiickung mit Muskulatur duferst
schwierig und langwierig ist, wurden zu Isolation der Neuropeptide ganze Kopfe
verwendet. Frithere Untersuchungen der Arbeitsgruppe ergaben Hinweise, dal
moglicherweise Kopfe aus 11 Tage alten Tieren im Vergleich zu anderen Altersstadien eine
hohere Menge an ecdysteroidstimulierenden Faktoren beinhalten. Deshalb sollten diese als
Spendertiere fiir Kopfextrakte herangezogen werden.

Es ist bekannt, daB3 bestimmte Insektizide wie Azadirachtin zu einer Erhéhung der PTTH-
Konzentration im Gehirn filhren konnen. In Anbetracht dieser Tatsache sollte versucht
werden, durch Applikation des Wirkstoffes eine Anreicherung von Ecdysiotropinen in

Gryllus bimaculatus zu erzielen.
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Aus den bisher beschriebenen Fakten leiteten sich folgende Ziele ab:

1. Entwicklung eines geeigneten Bioassays, der es erlaubt, Substanzen zu testen, die die
Ecdysteroidsekretion positiv beeinflussen. Zur quantitativen Bestimmung von
Ecdysteroiden dient der hochempfindliche Radioimmunoassay.

2. Immunohistochemischer Nachweis von Ecdysteroiden.

3. Isolierung und Aufreinigung von Faktoren mittels Gelfiltration und SDS-PAGE, die die
Ecdysteroidproduktion im Adultgewebe stimulieren sowie ihre Aminosduresequenz-
Analyse.

4. Charakterisierung der biochemischen Eigenschaften der die Ecdysteroidsynthese
beeinflussenden Faktoren durch Inkubation mit spezifischen Substanzen.

5. ldentifizierung der Ecdysteroide mittels zweier unterschiedlicher HPLC-Systeme.

6. Untersuchungen zum Wirkmechanismus der ecdysiotropen Faktoren.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Als Hauptversuchsobjekt diente die miénnliche Mittelmeerfeldgrille Gryllus
bimaculatus de Geer (Abb. 2-1). In zwei Experimenten wurden Larven des fiinften

Stadiums des Seidenspinners Bombyx mori (Abb. 2-2) verwendet.

Abb. 2-1: Adultes Mannchen der Mittelmeerfeldgrille, Gryllus bimaculatus de Geer

2.1.1 Gryllus bimaculatus de Geer (Orthoptera: Gryllidae)

Die Experimente wurden mit unverpaarten mannlichen Imagines (9-12 Tage alt) und
Tieren des 9. Larvenstadiums, dem letzten Stadium vor der Imaginalhdutung der
Mittelmeerfeldgrille durchgefiihrt. Die Versuchstiere entstammten der abteilungs-
eigenen Tierzucht, die gelegentlich durch die Tiere einer kommerziellen Zuchtanstalt
(Fa. Hildner, Weisendorf) aufgestockt wurde.

Die Grillen wurden bei Zimmertemperatur mit einem Tag-Nacht-Rhythmus von 14:10
Stunden, nach Alter getrennt, in durchsichtigen Plastikwannen gehalten. Die Tiere

wurden regelmdBig mit Haferflocken, Fischfutter (Tetra Min®) und Milchpulver
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geflittert und erhielten zusétzlich dreimal pro Woche frischen Salat. Die
Wasserversorgung erfolgte durch kleine Flaschen, in deren Offnungen zusammen-
gerolltes und in Wasser getrinktes Zellulosepapier gesteckt wurde. Dieses diente den
Weibchen gleichzeitig zur Eiablage. Als Behausungs- und Versteckmoglichkeiten
wurden Eierstapelkartons angeboten. Die Eier wurden 7 bis 10 Tage in feuchten
Glasbehiltern bei einer Temperatur von 27° C bis zum Schliipfen autbewahrt.

Nach dem Schliipfen aus dem Ei durchliefen die Larven innerhalb von ca. 33 Tagen
neun Stadien bis zur Imaginalhdutung. Das neunte Nymphenstadium dauerte 9 bis 10
Tage. Der Tag der Adulthdutung wurde als Tag 0 bezeichnet.

Die frisch gehduteten Adulttiere und Nymphen des 9. Stadiums wurden einmal téglich
abgesammelt. Die so aus dem Zuchtbehilter entnommenen Tiere wurden in
Einmachglaser gesetzt und in einem Brutschrank bei 27° C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 60% weitergehalten. Dadurch war eine genaue Alterbestimmung
der Nymphen sowie der Imagines gegeben. Bei der Auswahl der Versuchstiere wurde
insbesondere auf Grofie, Gewicht (ca. 0,7 g), Ausfarbung, korperliche Unversehrtheit
und lebhaftes Verhalten geachtet.

2.1.2 Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae)

Ausgangsmaterial der Seidenspinnerzucht waren Eier der Unité Nationale Séricicole
(La Lumatiere, Frankreich). Sowohl die Eier als auch die Raupen wurden bei
Zimmertemperatur und einer Tag/Nachtperiode von 16:8 Stunden gehalten. Nach
etwa 10 Tagen wurden die geschliipften Jungraupen mit einem feinen Pinsel auf
Maulbeerblitter umgesetzt. Frische Maulbeerzweige wurden vom Versuchsgeldnde
des Zoologischen Instituts der Universitdt bezogen und in Wasser gestellt. Da der
Futterverbrauch der ausgewachsenen Raupen betrachtlich war, wurden tiglich frische
Zweige angeboten. Dadurch konnten die Raupen ohne fremde Hilfe auf die frischen
Zweige wandern. Nach vier Hiutungen, innerhalb von ca. vier Wochen, verpuppten
sich die ausgewachsenen Raupen. 12 Tage nach Bildung des Kokkons schliipften die
weillen und wollig-behaarten Maulbeerspinner.

Verwendet wurden drei Tage alte Raupen des flinften Larvenstadiums, welches ca. 13

Tage lang dauerte.



13
2. Material und Methoden

Abb. 2-2: Seidenspinner, Bombyx mori - Raupen des flinften Larvenstadiums

2.2 Chemikalien

Falls nicht anders vermerkt handelt es sich bei den verwendeten Chemikalien um
Produkte der Firma Merck (Darmstadt) in p. A. Qualitét.

Fiir die Versuche wurde reinstes zweifachdestilliertes und entionisiertes Wasser (Milli-
Q-plus Systeme, Fa. Millipore, Eschborn) verwendet, was im folgenden als ddH,0

bezeichnet wird.

2.3 Applikation von Azadirachtin

Bei dieser Versuchreihe wurden méinnliche Grillen am Tag der Imaginalhdutung
(Tag 0) mit Azadirachtin (Fa. Roth, Karlsruhe) behandelt. Aus Azadirachtin wurde
eine 0,1% ige Losung in 90% Ethanol (1 pg/ul) hergestellt. Den durch CO, betdubten
Tieren wurde mit einer Hamilton-Spritze 1 pg/g Korpergewicht Azadirachtin-Lésung
ins Abdomen injiziert. Kontrolltieren wurde die entsprechende Menge 90% Ethanol
gespritzt. Behandelte und Kontrolltiere wurden getrennt von den iibrigen Zuchttieren

bei 27° C gemil 2.1.1 gehalten und am Tag 11 nach der Imaginalhdutung prépariert.
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2.4 Isolierung und Auftrennung von Ecdysteroiden

2.4.1 Extraktion der Ecdysteroide aus Geweben

Aufgrund ihrer Polaritét lassen sich die Ecdysteroide durch 75% Methanol aus dem
Gewebe extrahieren. Die einzelnen Gewebe wurden gemdl} 2.6 préapariert, mit 200 pl
75% Methanol versetzt und mittels Ultraschall homogenisiert. Das Homogenat wurde
10 min bei 12,000 g und 4° C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert und die Extraktion wiederholt. Die gesammelten Uberstinde wurden
direkt auf C 18-Kartuschen geladen, entsprechend ihrer Polaritit eluiert, eingeengt
und fiir weitere Untersuchungen gemal3 2.5 bei -20° C gelagert.

2.4.2 Extraktion der Ecdysteroide aus Hamolymphe

Den Grillen wurde mit einer starken Nadel an der Coxalmembran eines hinteren
Laufbeins eine Wunde zugefiigt. 10 ul der austretenden Hadmolymphe wurde den
Versuchstieren mit Hilfe einer geeichten Glaskapillare (Fa. Hirschmann, Niirtingen)
abgenommen. Der Hamolymphe wurden einige Kristalle Phenylthioharnstoff
beigegeben, um die Aktivitdt der Tyrosinase zu hemmen und so ein "Schwarzwerden"
der Hamolymphe zu verhindern. Durch Zugabe von 500 pl eiskaltem absoluten
Methanol, kraftigem Schiitteln mittels Vortex und anschlieender Zentrifugation bei
4000 g fiir 10 min und 4° C wurden die Proteine prizipitiert. Der Uberstand wurde
durch RP-C 18-Sdulen aufgereinigt, die aufgetrennten freien Ecdysteroide einem RIA

unterzogen oder zur weiteren Verwendung bei -20° C gelagert.

2.4.3 Saulenchromatographische Trennung mittels RP-C 18

Die Auftrennung der Ecdysteroide erfolgte nach Lafont et al. (1982).
Um die verschiedenen Ecdysteroidklassen in einem Arbeitsgang voneinander zu
trennen, wurden semipréiparative SEP-PAK® RP-C 18 Siulen (Fa. Waters, Milford,

USA) verwendet. Bei diesem Verfahren erfolgte sowohl eine Entsalzung als auch eine
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Auftrennung. Nach Aquilibrierung der Kartusche durch Zugabe von 5 ml 100%
Methanol und 10 ml Aqua bidest. wurden anschlieend die jeweils in 5 ml Aqua
bidest. gelosten Proben mittels einer 10 ml Glasspritze (Fa. Fortuna, Wertheim) mit
Luerlok-Fitting tiber die Saule gedriickt. Die Eluierung der Ecdysteroide erfolgte mit
Hilfe eines stufenweisen Wasser/Methanol-Gradienten. Nacheinander wurden
folgende Fraktionen eluiert:

die Wasserphase, die einen Teil der polaren Ecdysteroidkonjugate enthilt,

die 25% Methanolphase mit ihren polaren Ecdysteroidkonjugaten,

die 60% Methanolphase mit den iiberwiegend freien Ecdysteroiden, die ohne

weitere Aufarbeitungsschritte quantifiziert werden konnten und schlieBlich

die 100% Methanolphase, die apolare Fettsdureester enthielt.
Eine Kartusche konnte nach erneuter Konditionierung insgesamt fiir weitere 5 Proben
benutzt werden. Die Durchlaufgeschwindigkeit des Eluats betrug 15 bis 20 Tropfen
pro Minute. Die Eluate wurden in Duran®-Reagenzglisern (Fa. Schott, Mainz)
aufgefangen, bei 40° C in einem Vakuumkonzentrator (BA-VC 300 H, Fa. Bachofer,
Reutlingen) zur Trockene eingedampft. AnschlieBend wurde der Riickstand in 200 pl
60% Methanol aufgenommen, ca. 3 Minuten im Ultraschallbad behandelt, um die
eventuell an den Winden anhaftenden Ecdysteroide in Losung zu bringen, in
Eppendorf-Reaktionsgefde itiberfiihrt und bei -20° C bis zur weiteren Bearbeitung
aufbewahrt. Es wird darauf aufmerksam gemacht, da3 in dieser Arbeit nur die freien

Ecdysteroidkomponenten der 60% Methanolphase von Interesse waren.

2.5 Quantifizierung und Identifizierung von Ecdysteroiden

2.5.1 Radioimmunoassay (RIA)

Die bereits durch die RP-C 18-Kartuschen vorgereinigten Proben wurden mit Hilfe
eines Radioimmunoassays auf ihren Ecdysteroidgehalt untersucht.

Bei diesem Bestimmungsprinzip konkurrieren unmarkiertes Hormon (Antigen) und
radioaktiv markiertes Hormon um eine begrenzte Zahl von Antikérperbindungs-

stellen in einer vorgegebenen Menge des Antiserums (Abb. 2-3). Dabei bestimmt die
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Menge des unmarkierten Antigens, wieviel markiertes Antigen an den Antikorper
gebunden wird (Yalow & Berson, 1960).

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete RIA fiir Ecdysteroide erfordert im
Vergleich zu anderen Bestimmungsmethoden weniger Zeit, ist aber dennoch sehr
empfindlich, die Nachweisgrenze liegt bei 10” bis 2 x 10" g. Er vereint die hohe
Nachweisempfindlichkeit radioaktiv markierter Verbindungen mit der Spezifitat
immunologischer Reaktionen. Somit kdnnen Ecdysteroidkonzentrationen auch in nur
teilweise gereinigten Extrakten bestimmt werden. Die Spezifitit des verwendeten
Antiserums entscheidet dariiber, welche Ecdysteroide mit dem RIA erfaft werden

(Delaage et al., 1982).

- Unmarkiertes Antigen

Antikérper
RN
— . = Radiomarkiertes Antigen

Abb. 2-3: Klassischer RIA. Unmarkiertes Antigen in der Probe konkurriert mit
einer bestimmten Menge von radioaktivmarkiertem Antigen um die Bindung an
eine begrenzte Antikérpermenge [Verdndert nach Kemeny, 1994].

2.5.1.1 Antiserum fiir den RIA

Das Antiserum wurde nach der Methode von Soumoff et al. (1981) in unserem Labor
hergestellt und besitzt eine hohe Sensitivitit. Als Immunogen wurde 20-OH-Ecdyson-
Hemisuccinat verwendet, das mit der OH-Gruppe am C-Atom 2 verestert und an
Thyroglobulin gebunden war. Der Antikorper bindet nicht am unspezifischen
Steroidkern, sondern an der Seitenkette, was zur Sicherheit der Ergebnisse beitragt.
Die Kreuzreaktivitit zwischen Ecdyson und 20-Hydroxyecdyson wurde zu 1:2,2

ermittelt (Romer & Bressel, 1994).
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2.5.1.2 Verwendete Losungen

Die quantitative Bestimmung der Ecdysteroide und die im folgenden dargestellte

Arbeitsmethode erfolgte nach Borst und O'Connor (1974).

Boratpuffer:

0,1 M Borsdure, 0,1 M Na-tetraborat-10 hydrat und 0,075 M NaCl wurden in 1000
ml ddH20 geldst und mit Borsdure auf einen pH-Wert von 8,4 eingestellt.

Gesittigte Ammoniumsulfatlosung:

Bei Zimmertemperatur wurden 760 g (NH4)2SO4 in 1000 ml ddH20 geldst. Wéhrend
der Autbewahrung bei 4° C fiel Ammoniumsulfat aus, was vor der Verwendung durch

Schiitteln resuspendiert werden mulfte.

Antiserumansatz:
5 ml Normalkaninchenserum (NKS, Fa. Gibco, Paisley, Schottland)
40 pl spezifisches Antiserum
94 ml Boratpuffer
1 ml Merthiolat (Fa. Fluka, Deisenhofen) als Fungizid

[’H] Ecdysonlésung:

Das verwendete tritiierte Ecdyson (a-[23,24-"H(N)]) stammte von der Firma New
England Nuclear (Boston, USA), besal} eine spezifische Aktivitit von 53 Ci/mmol
und war in einem Methanol-Toluol Gemisch im Verhéltnis 1:9 gelost. Definierte
Mengen wurden den in absolutem Methanol aufgenommenen Stammldsungen
entnommen, am Rotationsverdampfer zur Trockene eingeengt und mit Boratpuffer

auf eine Aktivitdt zwischen 3500 cpm/100 pl und 4000 cpm/100 pl eingestellt.
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2.5.1.3 Durchfiihrung des RIA

Die in Methanol geldsten Proben und Eichansitze (50 bzw. 100 ul) wurden in
Eppendorf-Reaktionsgefde  pipettiert und durch Einstellen in einen
Wirmeschrank bei 37° C vollstindig zur Trockene eingeengt.

Zugabe von 100 pl *H-Ecdyson und Aufschiitteln mittels Vortex.

Zugabe von 100 pl des spezifischen Antiserumansatzes zu jedem Testansatz mit
Ausnahme bei der Bestimmung der Hintergrundaktivitdt Zugabe von 100 pl 5%
NKS und anschlieBendem griindlichem Schiitteln.

Inkubation der Proben bei Raumtemperatur fiir 3 Stunden.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 200 pl kalter Ammoniumsulfatlosung
abgebrochen und sofort geschiittelt.

Féllung durch Inkubation bei 4° C fiir 30 min.

Zentrifugation der Proben fiir 7 min bei 4° C und 12,900 g.

Absaugen des Uberstandes mittels einer Wasserstrahlpumpe und Losen des Pellets
in 25 pl Aqua bidest. und dann erneutes Aufschiitteln.

Zugabe von 1 ml Szintillator (Rotiszint Ecoplus, Fa. Roth, Karlsruhe) und
griindliches Aufschiitteln.

Nach einer Abklingzeit von einer Stunde wurde in einem Szintillationszéhler
(Packard 1900 TR, Meriden, USA) die gebundene Radioaktivitit bei einer

Mef3zeit von 5 min pro Probe gemessen.

2.5.1.4 Auswertung des RIA

Da bestimmte Puffer den Ecdysonnachweis storen, wurde eine methanolische
Stammlosung angesetzt, aus der tiber mehrere Verdiinnungsschritte die
Standardlésungen mit einer definierten Endkonzentration hergestellt wurde.
Doppelansidtze von Ecdyson und 20-Hydroxyecdyson (Fa. Simes, Mailand) der
Konzentrationen 50, 100, 200, 400, 800, 1600, 3200 pg, sowie Nullwerte und
Hintergrundaktivitdt zur Priifung des Bindungswertes des Antiserums wurden
getestet. Die mittels Szintillationszéhler ermittelten cpm (counts per minute) wurden

grafisch gegen den Gehalt an eingesetzem Ecdyson aufgetragen. Mit Hilfe dieser
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Kurve wurde die Konzentration der Ecdyson- und 20-OH-Ecdysoniquivalente in den
biologischen Proben bestimmt. Zur Absicherung wurden die Mittelwerte aus
Doppelbestimmungen gebildet. Fiir Versuchsreihen, die mehr als eine Woche
auseinander lagen, wurden neue Eichkurven erstellt. Um eine Uberschiitzung der im
RIA ermittelten Werte zu vermeiden, wurde bewuBt der Begriff Aquivalent

verwendet.

2.5.2 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Ecdysteroidanalytik mittels HPLC bedarf keiner Probenderivatisierung, so daf3 die
Eluate aus der Sep-Pak”-Trennung nach Einengung ohne weiteres auf die Siule
gebracht werden konnen. Die Nachweisgrenze lag bei 5 bis 10 ng Substanz. In
Kombination mit einem RIA konnten noch geringere Mengen erfal3t werden. Die
Qualifizierung der Ecdysteroide erfolgte auf der Basis von Retentionszeiten, die
ithreseits von der Position der Hydroxylgruppen abhéngig waren.
Die Auftrennung und Identifizierung der Ecdysteroide erfolgte durch eine
unterschiedliche Verteilung in der stationdren und mobilen Phase des Trennsystems.
Sédmtliche Laufmittel, speziell fiir HPLC-Anwendungen, wurden von der Firma Roth
(Karlsruhe) bezogen. Vor jedem Lauf wurden die Saulen mit 4 ng/ul eines Cocktails
aus Ecdyson und 20-OH-Ecdyson in 60% Methanol geeicht. Dariiber hinaus wurden
auch die Retentionszeiten fiir weitere Referenzsubstanzen (Fa. Sigma, Deisenhofen)
ermittelt, die im RIA eine Bindung mit dem AntikGrper gezeigt haben. Folgende
Standards wurden eingesetzt:

20,26-Dihydroxyecdyson

26-Hydroxyecdyson

3-Epi-20-Hydroxyecdyson

Makisteron A

20-Hydroxyecdyson-22-acetat

3-Epi-Ecdyson

2-Deoxy-20-Hydroxyecdyson

2-Deoxyecdyson
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Die HPLC-Anlage bestand aus zwei Pumpen (Fa. Bischoff, Leonberg), einen
spektrophotometrischen Detektor (LC-UV Pye Unicam, Cambridge, England), einem
Schreiber (Fa. Linseis, Selb) und einem Zentralprozessor (Fa. BischofY).

Beide Séulen wurden in regelmifligen Abstinden nach Angaben der Hersteller

regeneriert.

2.5.2.1 RP (Reversed Phase)-HPLC

Die Auftrennungen erfolgten unter folgenden Bedingungen:
Laufmittel: 50% Methanol
FluBrate: 1 ml/min
Saulentemperatur: 22° C
Detektor: UV-Detektor bei 242 nm
Saulentyp: Lichrosorb RP 18, 7 um, 250 x 4,0 mm (Fa. Bischoff)
FraktiongrofBe: 0,5 ml

2.5.2.2 NP (Normal Phase)-HPLC

Die Auftrennungen erfolgten unter folgenden Bedingungen:
Laufmittel: Dichlormethan:Isopropanol:ddH,O (125:35:2)
FluBrate: 1 ml/min
Saulentemperatur: 22° C
Detektor: UV-Detektor bei 254 nm
Saulentyp: Lichrospher SI 100, 5 pm, 250 x 4,0 mm (Fa. Bischoft)
Fraktiongrofe: 0,5 ml
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2.6 Praparation und in vitro-Inkubation der verschiedenen Gewebe

2.6.1 Allgemeine Bemerkungen zu in vitro-Versuchen

Um zu iiberpriifen, ob ein Gewebe die Fahigkeit besitzt, Ecdysteroide zu sezernieren,
mull man es dem Tier entnehmen und unter anndhernd physiologischen Bedingungen
inkubieren. Da Insekten durch einen offenen Blutkreislaut gekennzeichnet sind, ist es
relativ leicht, diese Voraussetzungen zu schaffen. Dennoch sind die Aussagen von in
vitro Messungen primér qualitativer Art, da die untersuchten Gewebe aus dem
biologischen Regelkreis ,, Tier* isoliert wurden. Weiterhin ist zu bedenken, daB in
vitro Experimente unter anderem an Geweben vorgenommen wurden, deren Funktion
aller Voraussicht nach nicht allein im Dienste der Hormonsekretion steht, sondern

auch andere Funktionen im biologischen Verband tibernimmt.

2.6.2 Herstellung des Praparations- und des in vitro-Inkubationsmediums

Fiir die Praparation wurde Grillen Ringer verwendet: 85 mM NaCl; 6 mM KCl; 3 mM
CaCl, wurden mit 100 ml entionisiertem und zweifach destilliertem Wasser aufgefiillt,
einige Minuten aufgekocht und nach dem Abkiihlen 0,3 mM NaHCO; zugesetzt,
wobei die Osmolaritit durch Zugabe einer entsprechenden Menge an Saccharose mit
Hilfe eines Osmometers (A 0300, Fa. Knauer, Berlin) auf 480 mOsmol eingestellt
wurde.

Als Inkubationsmedium wurde Grace’s Insekten Medium ohne Hémolymphe der
Firma Gibco eingesetzt. Im Medium waren Aminosduren, Salze, Vitamine und
organische Sduren enthalten. Damit wurde eine optimale Versorgung der Zellen
gewdhrleistet und trug zur Aufrechterhaltung ihrer Lebensfdhigkeit bei. Nach
Angaben der Hersteller und eigenen Bestimmungen konnten keine RIA-positiven
Ecdysteroide in Grace’s Medium nachgewiesen werden.

Um ein geeignetes Fliissigkeitsvolumen fiir die Inkubation zu finden, wurden einige
Praparate in unterschiedlichen Volumina (50 pl, 100 pl und 500 pl) Grace’s Medium
auf ihre Sekretionsfdhigkeit getestet. Die widhrend der Inkubation ins Medium

abgegebenen Ecdysteroide wurden nach der Aufarbeitung (s. Kap. 2.4) quantitativ
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mittels Radioimmunoassay bestimmt. Es stellte sich heraus, dal die inkubierten
Priparate in 500 pl Fliissigkeit die groffte Menge an Ecdysteroiden sezernierten.

Die Vorbereitung des Inkubationsmediums und die Entnahme der zu inkubierenden
bzw. zu untersuchenden Gewebe erfolgte unter nahezu keimfreien Bedingungen in
einer Laminar-Flow Sterilbank (Fa. Slee, Mainz). Um das Wachstum von
Mikroorganismen wéhrend der Inkubation zu unterbinden, wurden die Medien mit
Streptomycin (0,12%) und Penicillin (0,1%) versetzt. AnschlieBend erfolgte eine
Sterilfiltration durch einen Partikelfilter der Porengréfie 0,45 pum (Fa. Millipore,
Eschborn).

Vor dem Gebrauch wurden Glasgefdfle, Prédparierbesteck, Pipettenspitzen und

Eppendorf-Caps einer Hitzesterilisation unterzogen.

2.6.3 Praparation der Gewebe

Die fiir die Experimente ausgewihlten ménnlichen Grillen wurden in Wasser
narkotisiert und ihre Oberfliche mit 70% Ethanol griindlich desinfiziert. Unter einer
Sterilbank in einer mit kalter Ringerlosung gefiillten Wachsschale wurden die Tiere
mit Stecknadeln fixiert, auseinandergezogen und je nach Bedarf und Fragestellung
verschiedene Organe préipariert. Die priaparierten Gewebe wurden in einer mit sterilem
Grace’s Medium gefiillten Schale fiir 10 min unter leichtem Schwenken gewaschen,

um eventuell anhaftende Hamolymphe bzw. geloste Ecdysteroide zu entfernen.

2.6.3.1 Oenocyten

Die Oenocyten (Abb. 2-4) befinden sich ventrolateral im Abdomen und sind einzeln
oder als Cluster in den Fettkorper eingebettet.

Die Tiere wurden in einer Priparierschale auf der Dorsalseite fixiert. Unter dem
Binokular und Zuhilfhahme einer Mikroschere wurde das Abdomen lateral von beiden
Seiten gedffnet und die Oenocyten als Ganzes vorsichtig herauspréipariert.
Anschlieend wurden die Oenocyten von Epidermis und Tracheenstimmen befreit

und abgeschabt.
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Abb. 2-4: Langsschnitt durch das Abdomen von Gryllus bimaculatus. Die Oenocyten liegen
in Biindeln im Fettkorper. Die Pfeile weisen auf Clefts.

Oen = Oenocyten, Mu = Muskel, Fk = Fettkorper, Balken = 30 pm (Aufnahme freundlichst
iiberlassen von Prof. Romer)

2.6.3.2 Tergite

Als Tergite im engeren Sinne bezeichnet man die sklerotisierten Abschnitte des
dorsalen AuBlenskeletts. Fiir Inkubationsexperimente wurden nur abdominale Tergite
verwendet. An dieser Stelle muf3 darauf hingewiesen werden, daf die Tergite eng mit
Epidermis, Muskulatur und Herz verwachsen sind. Eine Inkubation der Tergite hat

vornehmlich zum Ziel, die Synthesefahigkeit der Epidermis zu testen.
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2.6.3.3 Thorakaler Fettkorper

Durch Ausschaben des Thorax wurde den Tieren Fettkorpergewebe entnommen.

Dieses Fettkorper weist keine Oenocyten auf.

2.6.3.4 Prothorakaldrise

Die Untersuchungen wurden an Nymphen vor der Adulthdutung durchgefiihrt. Im
Gegensatz zu den meisten {librigen Insektenordnungen ist die Prothorakaldriise (Abb.
2-5a & 2-5b) bei Gryllus bimaculatus zu einem unpaaren Komplex verschmolzen, der
sich netzartig zwischen den Tracheen ausbreitet und mit diesen in Verbindung steht
(Beaulaton, 1990; Martau & Romer, 1998). Charakteristisch ist das "tigerfellartige"
Aussehen (Joly, 1968). Die Driise liegt im Halsbereich und ragt mit dem hinteren
Anteil in das erste Thoraxsegment hinein. Zur Priparation wurde der Thorax unter
dem Binokular von dorsal gedffnet und der Darm zur Seite geklappt. Darauthin
wurde die Driise mit dem umgebenden Gewebe herauspripariert. Im nachsten Schritt
wurde sie auf einer Glasplatte vom anhdngenden Fettkorper, den Speicheldriisen und
den Tracheen befreit.

Vor der Praparation der Prothorakaldriisen wurden die Tiere einen Tag lang nicht

gefiittert, um einer Kontamination durch austretenden Darminhalt vorzubeugen.

Unterschlundganglion

—————— Bauchmark

Tracheenstamm

Prothorakaldriise

Abb. 2-5a: Prothorakaldriise von Gryllus bimaculatus in situ.
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Abb. 2-5b: Schnitt durch die Prothorakaldriise von Gryllus bimaculatus am 4. Tag
des letzten Larvenstadiums. HE-Farbung (Balken = 20 um)

2.6.4 Bioassay und in vitro-Inkubationsversuche

Die Gewebe bzw. Organe wurden aus dem Tier herausprapariert und fiir definierte
Zeiten je nach Fragestellung mit oder ohne Testsubstanzen im Dunkeln und bei
Zimmertemperatur unter langsamem Schiitteln inkubiert. Zur Bestimmung des Effekts
von extrahierten Substanzen auf die Ecdysteroidsekretion wurde zunichst die
Sekretionskinetik der priaparierten Gewebe ermittelt. Dazu wurden die Gewebe in 500
ul Grace’s Medium inkubiert. Wahrend der insgesamt 6 bis 8 Stunden andauernden
Inkubation wurde stiindlich das Inkubationsmedium durch frisches Medium ersetzt.
Das entnommene Medium wurde mit gleichem Volumen absolutem Methanol fixiert,
durch Sep-Pak-Kartuschen in die verschiedenen Klassen aufgetrennt und die 60%-
Fraktionen einem Radioimmunoassay unterzogen.

Um die biologische Aktivitit von Kopfextrakten zu testen, wurden die mittels HP-
SEC (s. Kap. 2.7.2) aufgetrennten Fraktionen untersucht. Die Fraktionen wurden in

fiinf Gruppen unterteilt, durch Vakuumzentrifugation von ihrem Elutionsmittel befreit
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und anschlieBend mit Grace’s Medium versetzt. Nach dem Gruppentest wurden die
Fraktionen der aktiven Gruppe nochmals einzeln auf ihre stimulierende Wirkung
getestet. Bei einigen Inkubationsversuchen mit Tergiten wurde das Gewebe unter dem
Binokular in zwei gleiche Halften geteilt und getrennt in Gegenwart von den zu
testenden Substanzen inkubiert. Eine Héilfte diente dabei als Kontrolle, die andere
Halfte als Testgewebe. Nach der Inkubation wurden die Ecdysteroide, die von den
Tergiten in das Medium sezerniert wurden, mittels RIA bestimmt. Die Wirkung der
Testsubstanz aus HP-SEC wurde als ,,Aktivationsfaktor* (Faktor > 1) ausgedriickt.
Dieser Faktor wurde ermittelt, indem die Menge des Ecdysteroids, das von der
experimentellen Hélfte abgegeben wurde, durch die von der Kontrollhilfte sekretierte

Menge dividiert.

2.7 Proteinbiochemische Methoden

2.7.1 Konzentrierung von Proteinldsungen mittels Ultrafiltration

Bei der Ultrafiltration werden Partikel durch Anlegen eines erhdhten hydrostatischen
Druckes an einer Ultramembran definierter Porenweite abgetrennt. Der Vorteil dieses
Verfahrens liegt in der Schnelligkeit und dem Erhalt nativer Strukturen wihrend des
Konzentrationsprozef3es.

Mittels Zentrifugation wurden Proben bis zum einen Endvolumen von 100 pl
eingeengt. Zuerst wurde in den Probenraum der Konzentratoreinheit, die eine
AusschluBgrenze von 10 kDa hatte (Centricon” Plus-20, Fa. Millipore, Eschborn)
ddH,O eingefiillt, um die Membran zu benetzen. Nach 15 min wurde das Wasser
durch Zentrifugation bei 4000 g und 4° C entfernt und die Proben in den Konzentrator
eingefiillt. Die Zentrifugation zur Einengung der Probe wurde solange durchgefiihrt,
bis das gewiinschte Endvolumen erreicht war. SchlieBlich wurde der Konzentrator
umgedreht in ein neues Zentrifugenrohrchen eingesetzt und das Konzentrat durch

Zentrifugation bei 250 g fiir I min entnommen.
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2.7.2 Molekulargewichtsbestimmung mittels GroRen-AusschluRchromato-
graphie (HP-SEC)

Das System erlaubt die analytische Trennung von Proben, die weniger als 1 pg
Protein enthalten. Die hohe Kapazitit der Sdule gestattet es auch, priparative
Trennungen bis zu 5 mg Protein pro Lauf ohne Uberladungseffekte durchzufiihren.
Als Trennsdulen wurden zwei Styrogel-Proteinsdulen der Firma Waters (Milford,
USA) verwendet.

200 Kopfe (ca. 16 g) aus 11 Tage alten adulten méannlichen Grillen wurden unter
CO,-Betdubung im Eisbad abgetrennt, in 15 ml Methanol:ddH,O:Trifluoressigsdure
(90:10:0,1; v/v/v) mittels eines Glas-Glas-Homogenisators (Dounce, Fa. Braun,
Melsungen) homogenisiert. Das Homogenat wurde bei 12,000 g und 4° C fiir 15 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in konischen Duranglisern (Fa. Schott, Mainz)
iiberfiihrt, durch eine Vakummkonzentrations-Zentrifuge (Fa. Bachofer, Reutlingen)
auf 200 pl reduziert und auf zwei in Tandem geschaltete Protein-Pak 125 Séulen (7,8
mm x 30 cm) geladen. Die Einzelfraktionen wurden in Abstdnden von 30 Sekunden
gesammelt, eingeengt und schlieBlich in 200 pl Grace’s Insektenmedium
aufgenommen. Die Proben wurden nicht eingefroren (personliche Mitteilung von Dr.
Fescemyer, Clemson University) sondern bei 4° C aufbewahrt und spitestens
innerhalb einer Woche auf ihre Wirkung im Bioassay gemill 2.6.4 iiberpriift. Als
Molekulargewichtsmarker stand ein Kit (MW-GF-70) der Firma Sigma zur
Verfligung. Die Sdule wurde mit Rinderserumalbumin (66 kDa), Carboanhydrase (29
kDa), Cytochrom C (12,4 kDa) und Aprotinin (6,5 kDa) kalibriert. Das
Ausschluflvolumen (V,) fiir Dextran-Blau (2000 kDa) betrug 12,5 ml.

Konditionen:
Laufmittel: Acetonitril:ddH,O: Trifluoressigsdure (40:60:0,1; v/v/v)
FluBrate: 1 ml/min
Temperatur: 4° C
Wellenliange: 280 nm

Saulentyp: Diol-gebundenes Silikagel (Trennbereich: 2 bis 80 kDa)
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2.7.3 Charakterisierung der biochemischen Eigenschaften der extrahierten
Faktoren

Die durch HP-SEC aufgetrennten Fraktionen, die im Bioassay eine Erhoéhung der
Ecdysteroidsekretion verursachten, wurden gepoolt und auf ihre biochemischen
Eigenschaften untersucht. Um zu iiberpriifen, ob die aus Kopfen von G. bimaculatus
extrahierten Faktoren nach der Hitzebehandlung bzw. Inkubation mit verschiedenen
Substanzen noch weiterhin ihre biologische Aktivitit beibehielten, wurden die
gepoolten Fraktionen, die in Grace’s Medium gelost waren, noch einmal dem

Aktivitatstest unterzogen.

2.7.3.1 Hitze-Behandlung

Die gepoolten Fraktionen wurden bei 100° C fiir 1 bis 4 min im Wasserbad inkubiert

und im Bioassay getestet.

2.7.3.2 Alkylierung mit N-Ethylmaleimid

N-Ethylmaleimid (NEM) wird als Sulfthydryl-Reagenz bezeichnet und zur
Untersuchung von Sulfhydrylgruppen eingesetzt. Zur Alkylierung wurden 0,1 mg
NEM der Firma Sigma in 50 pl 0,05 M Tris-HCI, pH 7,8 mit 6 M Harnstoff, | mM
EDTA-2Na und 2% n-Butanol geldst und mit dem gleichen Anteil der gepoolten HP-
SEC-Fraktionen kréftig gemischt und eine Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert.
Die Kontrollen enthielten kein NEM.

2.7.3.3 Reduzierung durch Dithiothreitol

Es wurde der Versuch gemacht, die Disulfidbriicken der extrahierten Faktoren durch
Dithiothreitol (DTT) zu reduzieren. Zur Reduzierung wurde in dem unter 2.7.3.2
beschriebenen Puffer 0,1 mg DTT gelost, kréftig mit den gepoolten Fraktionen

gemischt und nach 90 min in vitro getestet.
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2.7.3.4 Enzymatischer Verdau

L. Trypsin

Trypsin aus Rinderpankreas (2750 NF units/mg, Fa. Serva) wurde in I mM HCI mit
20 mM CaCl, in einer Konzentration von 10 pg/ml gelost. 10 pl der Enzym-Ldsung
wurden dann mit 50 pl der aktiven Probe bei 30° C fiir eine Stunde auf dem Schiittler
inkubiert und anschlieBend flir 2 min in kochendem Wasser erhitzt. Enzym und

Substrat hatten ein Volumenverhéltnis von 1 zu 5.

II. Leucin-Aminopeptidase M

Aminopeptidase aus Schweinenieren (10 units/vial, Fa. Sigma) wurde in 0,1 M
Ammoniumacetat-Puffer (pH 8,1) in einer Konzentration von 1 mg/100 pl geldst und
bei 37°C fiir 24 Stunden mit der Probe inkubiert und schlieBlich bei 100° C fiir 2 min

erhitzt. Enzymldsung und Substrat hatten ein Volumenverhiltnis von 2,5 zu 1.

III. Carboxypeptidase A

Carboxypeptidase A aus Rinderpankreas (41,2 units/mg, Fa. Sigma) wurde in einer
Konzentration von 500 pg/ml in 0,1 M Ammoniumacetat-Puffer (pH 8,1) mit 10%
NaCl gelost. 50 ul der Enzym-Losung wurden mit 50 pl Probe bei 37° C fiir 24
Stunden inkubiert und danach in kochendem Wasser fiir 2 min erhitzt. Enzymldsung

und Substrat hatten ein Volumenverhéltnis von 1 zu 1.

IV. Neuramidase

Neuramidase, ein Zucker-spaltendes Enzym, aus Bakterien der Gattung Clostridium
perfringens (1 unit/vial, Fa. Sigma) wurde in einer Konzentration von 1 pU/ml in 0,1
M Ammoniumacetat-Puffer (pH 5,5) gelost. 1 ml der Enzymlosung wurde dann mit
50 ul der biologisch aktiven Probe bei 37° C fiir eine Stunde inkubiert. Die Hydrolyse
wurde durch Kochen im Wasserbad fiir 2 min gestoppt.
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2.7.4 Vorbereitung und Auftrennung von Proben mittels Elektrophorese

Die Kopfe von 11 Tage alten adulten ménnlichen G. bimaculatus sowie Kopfe von
fiinften Larvenstadien von B. mori an Tag 3 (erhohte PTTH-Konzentration, Shirai et
al., 1993) wurden unter Narkose abgetrennt, in fliissigem Stickstoff eingefroren und
bei -70° C bis zur weiteren Aufarbeitung aufbewahrt.

Je etwa 200 Kopfe der Grillen (ca. 16 g) bzw. der Seidenspinnerraupen (ca. 4 g)
wurden in einem vorgekiihlten Porzellanmorser pulverisiert. Das Pulver wurde in 15
ml 2% NaCl im Eisbad mittels eines Homogenisators (Potter, Fa. Braun, Melsungen)
zerkleinert, fir 2 min im Wasserbad bei 100° C erhitzt und danach sofort fiir 10 min
eisgekiihlt. AnschlieBend wurden die Homogenate bei 10000 g und 4° C fiir 20 min
zentrifugiert. Das Volumen des Uberstandes wurde gemiB 2.7.1 auf 100 pl reduziert.

2.7.4.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinauftrennung erfolgte mit Hilfe des von Laemmli (1970) beschriebenen Gel-
und Puffersystems unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen. Die hierbei

verwendeten Chemikalien wurden von der Firma Sigma bezogen.

Acrylamid/Bis-Losung (30% T, 2,67% C)
Acrylamid: 292 ¢
Bis-Acrylamid: 0,8 g
mit ddH20 auf 100 ml auffiillen.

SDS-Probenpuffer:

ddH,O 3,8 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 2,0ml
Glycerin 1,6 ml
10% Natrium-Dodecylsulfat (SDS) 3,2 ml
1 M Dithiothreitol (DTT) 0,8 ml

1% (w/v) Bromphenolblau 0,4 ml
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Elektrodenpuffer (pH 8,8):
25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS

Verwendet wurde das Mini-Protean” II-System (Fa. Biorad, Miinchen) mit einer
Geldicke von 1 mm. 12% ige Trenngele mit einem 4% igen Sammelgel wurden

folgendermallen hergestellt:

Reagenzien 12% Trenngel 4% Sammelgel
ddH,O 3,35 ml 3,0 ml
Acrylamid-Bis 4,0 ml 0,67 ml

1,5 M Tris-HCI (pH8,8) 25ml -

0,5M Tris-HCI (pH 6,8)  ——meeee- 1,25 ml

10% SDS 100 pl 50 pul

10% (w/v) Ammoniumpersulfat (APS) 100 pl 50 pul

TEMED Sul Sul

Die Proben wurden im Verhiltnis von 1:1 mit SDS-Probenpuffer versetzt und bei
100° C fiir 4 min denaturiert, anschlieBend fiir 3 min bei 10000 g zentrifugiert und
dann auf das Gel aufgetragen. Als Markerproteine wurden die Standards SDS-7
Dalton-Mark VII-L und SDS-6H Standards der Firma Sigma verwendet. Die
Elektrophorese fand bei 200 Volt statt, bis die Bromphenolblau-Front (700 Da) nach

ca. 50 min das untere Gelende erreichte.

2.7.5 Farbung der Gele

Alle Firbe- und Entfarbeschritte wurden auf einem Gelschiittler (KS 10, Fa. Biihler,

Tiibingen) bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
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2.7.5.1 Coomassie Brilliantblau R-250

Farbefixierlosung: 0,2% Coomassie Blau in 45% Methanol, 10% Essigsdure

Entfarbelosung: 5% Methanol, 10% Essigsdure

Die Gele wurden fiir ca. 90 min in Farbelosung inkubiert, in Entfiarbelosung bis zur
vollstindigen Entfirbung des Gelhintergrundes differenziert, dokumentiert und

anschlieBend in 7% Essigsdure bei 4° C aufbewahrt.

2.7.6 Western-Blotanalyse

Bei dieser Methode werden elektrophoretisch getrennte Proteine durch das Anlegen
eines elektrischen Feldes aus dem Gel auf eine Membran iibertragen (Burnette, 1981).
Der Nachweis der gewiinschten Proteine erfolgt durch Inkubation mit spezifischen
Antikorpern, deren Bindung anschliefend durch ein geeignetes Nachweissystem
sichtbar gemacht wird. Antikdrper konnen auf diese Weise auf ihre Eignung tiberpriift

werden.

2.7.6.1 Semidry-Blotting

Das hier beschriebene Protokoll bezieht sich auf das diskontinuierliche Puffersystem

nach Kyhse-Andersen, (1984).

Anodenpuffer I:
300 mM Tris-HCI, pH 10,4
20% Methanol (v/v)

Anodenpuffer II:
25 mM Tris-HCI, pH 10,4
20% Methanol (v/v)
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Kathodenpuffer:

25mM Tris-HCI, pH 9,4

40 mM DL-Norleucin (Fa. Sigma, Deisenhofen)
PBS (pH, 7,4):

137 mM NaCl

2,7 mM KCl

10 mM Na,HPO,

2 mM KH,PO,

Ponceau S Férbelosung:
0,2% Ponceau S
3% Trichloressigsédure

3% Sulfosalicylsaure

Die Proben wurden zunichst auf einem Gel aufgetrennt. Der Proteintransfer auf die
Protran”-Nitrozellulosemembran mit einer PorengréBe von 0,2 pm (Fa. Schleicher &
Schuell, Dassel) erfolgte in einem SD 1-Kammersystem der Firma Cti (Idstein).
Zundchst wurden 16 Blottingpapiere und ein Stiick Nitrozellulosemembran
entsprechend der Grofle des Gels zugeschnitten. Von den Blottingpapieren wurden
kurz vor Gebrauch sechs Stiick in Anodenpuffer I, vier in Anodenpuffer II und sechs
blasenfrei in Kathodenpuffer eingelegt. Die Transfermembran wurde in Anodenpuffer
II eingelegt, das Gel fiir 5 min in Kathodenpuffer inkubiert. Auf die Anodenplatte
wurden nacheinander die Blottingpapiere aus Anodenpuffer I und II aufgelegt und
Luftblasen herausgewalzt. Auf  die Blottingpapiere wurden die
Nitrozellulosemembran, das Gel und zuletzt die Blottingpapiere aus dem
Kathodenpuffer aufgelegt und glattgewalzt. Nach dem Auflegen der Kathodenplatte
wurde der Proteintransfer bei konstanter Stromstirke von 0,8 mA/cm’ fir 45 min.
ausgefiihrt. Im Anschlufl wurde die Membran entfernt, mit Ponceau-S-Farbelosung
kurz angefarbt, die Markerbanden angezeichnet und mit Waschpuffer PBST (PBS +
0,05% Tween 20) entférbt.
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2.7.7 Detektion von Proteinen auf Membranen

Es wurden zwei spezifische Antikdrper gegen prothorakotropes Hormon von Bombyx
mori von Prof. Mizoguchi, Nagoya University zur Verfiigung gestellt, die geméal
Mizoguchi, et al. (1990) hergestellt wurden:

ein affinitdtsgereinigter muriner monoklonaler Antikorper (IgG) gegen die 15
Aminoséurereste des N-Terminus von PTTH und ein affinitdtsgereinigtes polyklonales
Kaninchenantiserum gegen ganze Sequenzen rekombinanten PTTHs. Die beiden
Antikorper (1mg/ml 1gG) wurden im Verhéltnis von 1:1000 verdiinnt.

Als sekundédrer Antikorper wurden Ziege-anti-Maus und Ziege-anti-Kanninchen
jeweils gekoppelt mit Peroxidase (Fa. Dianova, Hamburg) in einer Verdiinnung von

1:7500 verwendet.

2.7.7.1 Markierung von Proteinantigenen mit spezifischen Antikorpern

Zur Absittigung unspezifischer Proteinbindungsstellen wurde die Nitrozellulose-
membran fiir 60 min. bei Raumtemperatur mit Blockierungslosung (1% (v/v)
Ziegenserum (Fa. Dianova) in PBST-Puffer) inkubiert. Anschliefend wurde die so
vorbehandelte Membran mit dem in Blockierungslosung verdiinnten priméren
Antikorper in Plastikfolie eingeschweiit und fiir zwei Stunden auf einem
Rotationsbrett inkubiert. Um unspezifisch gebundene Antikdrper zu entfernen, wurde
die Membran dreimal fiir je 5 min. in PBST gewaschen und danach fiir 60 min. bei
Raumtemperatur mit dem in Blockierungslosung verdiinnten sekundéren Antikorper-
Konjugat inkubiert. Nach flinfmaligem Waschen mit PBST-Puffer erfolgte schlieSlich
die Sichtbarmachung der Antigen/Antikérper-Komplexe.

2.7.7.2 Nachweis der Antigen/Antikorper-Komplexe durch Chemolumineszenz

Die Detektion des Antigens erfolgte hierbei mit Hilfe eines an Meerrettich-Peroxidase

gekoppelten sekundédren Antikorpers im Picogrammbereich. Die Anwendung basiert

auf der Lichtemission bei der Oxidation von Luminol. Die dazu verwendeten
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Reaktionslosungen Nowa® A und B wurden als Kits freundlicherweise von der Firma
Energene in Regensburg zur Verfligung gestellt.

Gleiche Teile Nowa® A und B wurden gemischt, gleichmiBig auf einer
Nitrozellulosemembran verteilt, 1 min. bei Raumtemperatur inkubiert, in Plastikfolie
eingewickelt, zum Exponieren bei Rotlicht mit einem Roéntgenfilm (Fa. Agfa,
Leverkusen) fiir 3 min. abbedeckt und gemiB3 Herstellerangaben entwickelt und

fixiert.

2.7.8 Protein/Peptid-Sequenzanalyse

Die in diesem Abschnitt eingesetzten Methoden der Protein/Peptid-Sequenzierung
und Matrix-unterstiitzte Laserdesorptions-/ionisations-Massenspektrometrie
(MALDI-MS) wurden freundlicherweise von Herr Dr. Marcus Macht, Zentrum fiir
Molekulare Medizin der Universitdt Koln, durchgefiihrt.

Zur Sequenzierung wurde der teilgereinigte Proteinextrakt aus den Kopfen mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend auf eine Porablot®-PVDF-Membran (Fa.
Macherey-Nagel, Diiren) gemil3 2.7.6.1 geblottet. Zundchst wurde versucht, die
Aminosduresequenzen ausgehend vom N-terminalen Ende zu bestimmen. Der
proteolytische Abbau wurde entsprechend der Methode von Eckerskorn und
Lottspeich (1989) mit Trypsin oder Endoprotease Glu-C (Boehringer Mannheim)
durchgefiihrt. Die so entstehenden Peptidfragmente wurden mittels HPLC aufgetrennt
und nach dem Prinzip des Edman-Abbaus sequenziert. Beim Edman-Abbau werden
am Aminoende des Proteins schrittweise einzelne Aminosduren abgespalten. Die
entstandenen Aminosdurederivate wurden chromatographisch aufgetrennt und
identifiziert. Proben mit blockiertem N-Terminus wurden MALDI-MS-Messungen
unterzogen. Als Matrix wurde 4-Hydroxy-a-cyanozimtsiure (Fa. Sigma,
Deisenhofen) verwendet. Die Beschleunigungsspannung betrug 20 kV bei einer
Reflektorspannung von 26,3 kV. Die Kalibrierung erfolgte extern mit einem Gemisch
aus mehreren Peptiden mit Massen zwischen 1045 und 2465 Da.

Die ermittelten Sequenzen wurden in Proteindatenbanken mit bereits bekannten

verglichen.
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2.7.8.1 Suche nach Sequenziibereinstimmungen

Zur Identifizierung der Proteine wurde das Programm ,,Mascot™ von Matrix Science
(London) verwendet. Zur Datenbanksuche wurden dabei entweder nur die
Peptidmassen oder, soweit verfiigbar, zusdtzliche Informationen aus Tandem-MS-
Spektren eingesetzt. Als Modifizierung wurde eine vollstindige Cystein-
Modifizierung mit lodacetamid sowie die partielle Oxidation an Methionin
berticksichtigt. Wenn in der NCBI-Datenbank kein passendes Protein identifiziert
werden konnte, wurde die Suche unter Verwendung der Tandem-MS-Daten in der
dbEST-Datenbank (Expressed Sequence Tags Database) wiederholt. Bei ldngeren
Sequenzabschnitten wurde dartiberhinaus mit dem Programm MS-Edman von Klauser

und Baker (http://jpsl.ludwig.edu.au/htmlucsf/msedman.htm) gesucht.

2.8 Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus der extrahierten
Faktoren

Zur Untersuchung der Signaltransduktion von ecdysiotropen Faktoren wurde die
Wirkung von verschiedenen Signalsubstanzen tberpriift. Dafiir wurden folgende
Wirkstoffe ausgesucht: Dibutyryl-cyclisches AMP (dbcAMP), 8-Brom-cyclisches
AMP  (8-Br-cAMP), Forskolin, 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) sowie
Ionomycin. AuBler 8-Br-cAMP (Fa. Rbi, Natick, USA) wurden alle anderen

Substanzen von der Firma Sigma bezogen.

2.8.1 Bestimmung des intrazellularen cyclischen Adenosin-3°,5'-
monophosphats (CAMP) mittels Radiorezeptorassay (RRA)

Die Methode basiert auf dem von Steiner et al. (1972) beschriebenen Assay fiir
zyklische Nukleotide. Wie in der Abbildung 2-6 gezeigt, konkurrieren hierbei das
unmarkierte cAMP des Standards oder der Probe mit dem radioaktiven cAMP-Tracer
um die Bindung an einem Protein aus Rindermuskel, welches eine hohe Spezifitit und

Affinitdt zum zyclischen AMP aufweist. Die Menge an gebundener Radioaktivitét ist
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ein Maf fiir die cAMP-Konzentration in der Probe, die an einer linearen Eichgeraden
abgelesen wird (Abb. 2-7).

Fiir die cAMP-Konzentrationsbestimmung wurde das cyclic AMP [’H] Assay System
(code TRK 432) von der Firma Amersham (Freiburg) verwendet. Nach Angaben des
Herstellers waren Kreuzreaktionen mit ATP und ¢cGMP ausgeschlossen. Auch die
Aktivitdit der Phosphodiesterase wurde aufgrund des verwendeten EDTA in dem
Assay entscheidend gehemmt. Ohne einen Probenacetylierungschritt betrug die

meBbare Konzentration von cAMP im Assay zwischen 0,2 und 16 pmol pro

Rohrchen.
frei gebunden
[*H]cAMP [*H]cAMP-gebundenes Protein
+ gebundenes Protein <
<« .
cAMP cAMP-gebundenes Protein

Abb. 2-6: Radiorezeptorassay. Konkurrenz zwischen unmarkierten und markierten (*H-cAMP)
cAMP um die Bindung an einem Protein aus Rindermuskel.

C0/Cx
<

012345678910111213141516
cAMP (pmol/Réhre)

Abb. 2-7: Eine typische cAMP-RRA-Eichkurve nach der Anleitung des Herstellers.

Auf der Abszisse ist die Konzentration von cAMP in pmol aufgetragen. Co/Cx auf der
Ordinate beschreibt das Verhédltnis von gebundener Radioaktivitdt in Abwesenheit von
unmarkiertem cAMP (Co) zur freien Aktivitdit in Anwesenheit von Standard bzw.
unbekanntem unmarkiertem cAMP (Cx).
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2.8.2 Extraktion des cAMP aus Gewebe

Nach der Inkubation wurden die Gewebe in Eppendorf-Gefdlle mit eisgekiihltem
Ethanol tiberfiihrt, homogenisiert und fiir 5 min. bei Zimmertemperatur inkubiert. Das
Homogenat wurde bei 2000 g fiir 15 min. zentrifugiert, der Uberstand abgenommen,
das Prézipitat mit Ethanol:ddH,O (2:1) gewaschen und rezentrifugiert. Die
Uberstinde wurden gepoolt und unter Vakuum bei 55° C zur Trockene eingedampft.
Der Riickstand wurde in Assaypufter (0,05 M Tris, 4 mM EDTA, pH 7,5) gel6st und
dem cAMP-RRA unterworfen.

2.8.3 Inkubation der Oenocyten mit dbcAMP, Forskolin, 8-Br-cAMP und
IBMX

Die Substanzen wurden in Grace’s Insektenmedium zu Endkonzentrationen zwischen

10 bis 100 uM gelost.

2.8.4 Inkubation der Oenocyten mit lonomycin

Es wurde eine Stammldsung in einer Konzentration von 1 mM Ionomycin (Calcium-
Ionophor) in Grace’s Medium angesetzt und bei -20° C gelagert. Aus der
Stammlosung wurden verschiedene Konzentrationen zwischen 0,01 und 100 pM
hergestellt. Nach Angaben der Firma Gibco hatte das Grace’s Medium

(Inkubationmedium) eine Calcium-Konzentration von 5 mM.

2.9 Histologische Methoden

2.9.1 Indirekter immunohistochemischer Nachweis von Ecdysteroiden

Die immunohistochemische Darstellung einer Antigen-Antikorper-Reaktion in Zellen
und Geweben erfordert eine Vorbehandlung des nativen Gewebes, deren Hauptziel

die Erhaltung der Antigenstruktur sowie der Zell- und Gewebestrukturen und der
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Antigenzugénglichkeit ist. Da die in Zellen und Geweben vorliegenden Antigene
durch  strukturelle Vielfalt gekennzeichnet sind, miissen die einzelnen
Vorbehandlungsverfahren speziell auf das nachzuweisende Antigen abgestimmt sein.

Um Ecdysteroide in situ lokalisieren zu konnen, wurde die indirekte
Immunofluoreszenztechnik verwendet. Das Prinzip der Methode basiert auf der
Verwendung von zwei Antikorpern, die aufeinander abgestimmt sind (Abb. 2-8). Der
primére AntikOrper gerichtet gegen Ecdysteroide stammt vom Kaninchen, gegen den
ein sekundirer Antikérper vom Schwein (Fa. Dako, Hamburg) eingesetzt wurde.
Dieser sekundédre Antikorper war mit Fluorescein-isothiocyanat (FITC) konjugiert.
Die Fluoreszenz ~wurde unter Verwendung eines Filters mit einer
Anregungswellenldnge von 450 bis 490 nm im Fluoreszenzmikroskop (Leica, Solms)

sichtbar gemacht.

*

< FITCp Fluoreszenz

*

<4-FITC—| |— Fltc—}

v v

__ 2. Antikdrper (swine anti rabbit
:I lgG FITC conjugated)

_ 1. AntikGrper

"‘, \) (ﬁfnti Ecdysteroide)
@ - Antigen

Abb. 2-8: Prinzip der indirekten Immunofluoreszenztechnik
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2.9.1.1 Durchfiihrung der Immunofluoreszenzmarkierung

Es wurden sowohl Totalpriparate als auch Gefrierschnitte mit einer Schnittdicke von

10 pm untersucht.

Priparate 2 Stunden mit 4% Paraformaldehyd in 100 mM PBS (pH 7,4) fixieren

3 x auswaschen fiir je 15 min. mit PBS + 1% BSA

120 min. Inkubation in PBST (PBS + 0,1% Tween-20) oder PBS + 0,3% Triton
X100

3 x auswaschen fiir je 15 min. mit PBS

30 min Inkubation mit 1% NaBH,4 in PBS gegen Eigenfluoreszenz

3 x auswaschen fiir je 15 min. in PBS

Umranden des Objekts mit einem PAP-Pen-Stift

Inkubation iiber Nacht bei 4° C mit dem primédren Antikorper (1:100 mit PBS
verdiinnt)

3 x auswaschen fiir je 15 min. in PBS

60 min. Inkubation in Schweineserum (Fa. Dako) (1:100 in PBS)

3 x auswaschen fiir je 15 min. in PBS

Inkubation iiber Nacht bei 4° C mit dem sekundidren Antikorper (1:100 mit PBS
verdiinnt)

3 x auswaschen fiir je 15 min. in PBS

Einbetten der Prdparate mit Antifading-Mittel (Fa. Molecular Probes, Leiden,
Netherlands)

Versiegelung der Objekttrager mit Nagellack

fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Priaparate (Anregungsspekterum 450-

490 nm)

Die beschriebenen Arbeitsschritte wurden, soweit nicht anders erwéhnt, bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer im Dunkeln durchgefiihrt. Als Kontrolle
diente ein Testansatz mit primidrem Antiserum bzw. ohne Antiserum. Die Auswertung

erfolgte unter einem Fluoreszenzmikroskop der Fa. Leica mit aufgesetzter Kamara.
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2.9.2 Doppelfarbung mit Hamalaun-Eosin (HE-Farbung)

Die Gefrierschnitte wurden einer HE-Férbung unterzogen. Das Protokoll entspricht

der in Romeis (1989) beschriebenen Methode, jedoch ohne Paraffineinbettung.

2.10 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Zur Auswertung der Ergebnisse wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen
berechnet. Die Ermittlung der Signifikanzen wurde mit dem t-Test nach Student
vorgenommen (Zofel, 1985). Die Aufbereitung der statistischen Daten und die
grafische Darstellung der Resultate erfolgte mit dem Programm Microsoft Exel 95
(Microsoft Corporation). Bei den Fehlerbalken handelt es sich um die Standardfehler
der Mittelwerte (+SEM = Standard Error of the Mean).
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3. Ergebnisse

3.1 Darstellung von Sekretionsprofilen ecdysteroidproduzierender Gewebe

Der Begriff Sekretion bezieht sich in der vorliegenden Arbeit im allgemeinen auf die
Abgabe von Ecdysteroiden durch die inkubierten Gewebe oder Organe in das umgebende
fliissige Medium. Sie ist nicht automatisch mit einer Synthesefdhigkeit in Zusammenhang
zu bringen, ebensowenig wie die Diffusion gespeicherter Ecdysteroide ausgeschlossen

werden kann.

3.1.1 Sekretionskinetik von Oenocyten, Tergiten und thorakalem Fettkorper

Um die Wirkung der die Ecdysteroidsekretion beeinflussenden Faktoren aus
Kopfhomogenaten zu untersuchen, wurde zuerst der Verlauf des Hormonspiegels von
Oenocyten, Tergiten und thorakalem Fettkorper in getrennten Versuchsreihen innerhalb
mehrerer Stunden studiert. Dafiir wurden Tiere von vier aufeinander folgenden Tagen, dem
9., 10., 11., und 12. Tag nach der Adulthdutung herangezogen, da aus friitheren
Untersuchungen (Romer & Shahab, 1984) bekannt war, dall deutliche Verdnderungen im
Ecdysteroidhormontiter an Ganztierextrakten zu verzeichnen sind. Daher wurde versucht,
durch in vitro-Inkubationen herauszufinden, welche Gewebe definierten Alters sich am
besten fiir die stimulierende Wirkung, der Kopfextrakte eignen.

Ein anderer Grund, der die Erstellung eines Sekretionsprofils zwingend notwendig machte,
war die Tatsache, daf3 die untersuchten Organe bei G. bimaculatus nicht paarig angelegt
sind und damit einen Vergleich zwischen der linken und rechten Hilfte praktisch
unmdoglich machen. Nur bei Tergiten ist aufgrund ihrer festen Struktur eine Halbierung in
zwel gleiche Teile machbar.

Fir die Erstellung des Sekretionsverlaufs wurde der Gehalt an freien Ecdysteroiden
bestimmt und der im RIA ermittelte Wert an der Eichkurve fiir b-Ecdyson abgelesen.

Die dem Zeitpunkt Null zugrunde liegenden Werte basieren auf dem Ecdysteroidgehalt im

Gewebe vor Beginn der Inkubation. Die Herstellung der durch RIA zu testenden Extrakte



43
3. Ergebnisse

erfolgte gemdll 2.4.1. Die angegebenen Werte bezeichnen Ecdysterondquivalente pro

Gewebe.

3.1.1.1 Oenocyten und Tergite

Das Sekretionsverhalten und die Menge an freigesetzten Ecdysteroiden wurden innerhalb
definierter Zeitpunkte untersucht. Geméfl Abbildung 3-1 und 3-2, lie3 sich am 12. Tag nach
der Imaginalhdutung eine deutliche Zunahme der Ecdysteroidsekretion erkennen, wobei in
den letzten Stunden der Inkubationszeit eine Abnahme der Ecdysteroidiquivalente zu

verzeichnen war.

—e—Tag 12
—a&— Tag 11
—m—Tag 10
—o—Tag 9

ng 20-OH-Ecdyson Aquivalente/Oen

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Inkubationszeit (h)

Abb. 3-1: In vitro-Sekretionskinetik der Oenocyten von adulten Gryllus bimaculatus Méannchen
an vier aufeinander folgenden Tagen nach der Imaginalhdutung.

Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von 10 bis 12 RIA-
Bestimmungen.

An Tag 9, 10 und 11 wurde eine erheblich geringere Sekretionsaktivitit verzeichnet, die
einzelnen Werten unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (p>0,05). Dabei stellte
sich heraus, dafl im Gegensatz zu Oenocyten (Abb. 3-1), die in den ersten drei Stunden eine
kontinuierliche Sekretion mit nahezu konstantem Verlauf aufweisen (0,8-0,9 ng), die

Tergite von Beginn der Inkubation durch einen stindig steigenden Anstieg der
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Sekretionsaktivitit gekennzeichnet sind (Abb.3-2). Diese Tatsache ermoglicht einen
Vergleich der Sekretionsleistung der Oenocyten innerhalb der ersten 3 Stunden mit und
ohne Kopfextrakt.

Sowohl die Menge der in das Inkubationsmedium abgegebenen Ecdysteroide als auch die

in Gewebehomogenaten lagen bei Oenocyten viel hoher als bei Tergiten.
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Abb. 3-2: In vitro-Sekretionskinetik der Tergite von adulten Gryllus bimaculatus Ménnchen an vier
aufeinander folgenden Tagen nach der Imaginalhdutung.

Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von 6 RIA-
Bestimmungen.

3.1.1.2 Thorakaler Fettkorper

Die Oenocyten sind bei Gryllus in den ventralen abdominalen Fettkorper eingestreut, so
daB Teile des Fettkorpers mit inkubiert wurden. Deshalb wurde auch die
Ecdysteroidsekretion von thorakalem Fettgewebe, die keine Oenocyten enthalten im
Kontrollversuch untersucht. Abbildung 3-3 zeigt das Profil von 9 und 12 Tage Miannchen
nach der Imaginalhdutung.

Die Fettkorperzellen waren gekennzeichnet durch eine schwach abnehmende Sekretionsrate
von einer bis vier Stunden Inkubationszeit. Danach konnte ein rasches Absinken der

Ecdysteroidkonzentration zwischen der 4. und der 5. Stunde beobachtet werden. Bei
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Inkubaten aus 9 Tage alten Grillen konnten nach sechs Stunden kaum noch Ecdysteroide

mittels RIA nachgewiesen werden.
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Abb. 3-3: In vitro-Sekretionskinetik des thorakalen Fettkorpers von adulten Gryllus bimaculatus
Mainnchen an Tag 9 und Tag 12 nach der Imaginalhdutung.
Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von 6 RIA-Bestimmungen.

Aus den hier beschriebenen Ergebnissen fiir Oenocyten, Tergite und thorakalem Fettkorper
geht hervor, dall einerseits das entwickelte in vitro-System die Erfassung der
Sekretionsdynamik dieser Gewebe erlaubt und andererseits Tag 9 aufgrund seiner
geringeren Sekretionsaktivitit fiir den Test der Ecdysonsynthese-stimulierenden Faktoren

besonderes geeignet ist.

3.1.2 Sekretionskinetik der Prothorakaldriise

Bei den meisten Insekten liegen die Prothorakaldriisen als paarige Organe im Prothorax.
Das ist ein Vorteil fiir den Aufbau eines in vitro Bioassays. Bei Gryllus ist es aus
anatomischen Griinden nicht moglich, die Driise in zwei gleiche Hélften zu trennen, da die
beiden Driisenanteile verwachsen sind. Dieses Phdnomen fiihrt zu Schwierigkeiten beim
Bioassay, da die Tiere physiologisch nicht gleich sind und deswegen auch nicht die gleiche

Menge an Ecdysteroiden synthetisieren. Um diese Fehlerquelle mdglichst gering zu halten,
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wurde besonderes darauf geachtet, daB3 alle Versuchstiere ein dhnliches Gewicht von ca.
0,38 g besallen.

Fiir diese Versuchsreihe wurden die Prothorakaldriisen aus solchen Grillen herangezogen,
die sich im vierten Tag des 9. Larvenstadiums befanden. Martau und Romer (1998)
konnten zeigen, daB3 zu diesem Zeitpunkt eine niedrige Ecdysonkonzentration vorhanden
ist.

Aus der Abbildung 3-4 ist zu ersehen, da3 die Ecdyson-Synthese nur 3 Stunden linear

verlduft. Danach zeigt sich eine Abnahme der Sekretion.

pg Ecdyson Aquivalente/Driise

0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Inkubationszeit (h)

Abb. 3-4: In vitro-Sekretionskinetik der Prothorakaldriise an Tag 4 einer Nymphe von Gryllus
bimaculatus Mannchen.

Die angegebenen Ecdysonédquivalente in pg wurden mit Hilfe einer Eichkurve mit authentischen a-
Ecdyson ermittelt. Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von 6
RIA-Bestimmungen.

3.2 Isolierung, Wirkung und Molekulargewichtsbestimmung der biologisch
aktiven Faktoren aus Képfen von Grillen

3.2.1 Erstellung einer Eichgeraden zur Molekulargewichtsbestimmung

Fir die Kalibrierung der 1-125 Trennsdulen standen vier Standardproteine sowie
Dextran-Blau zu Verfiigung. Abbildung 3-5 zeigt den linearen Zusammenhang

zwischen dem gemessenen Elutionsvolumen (Ve: Elutionsvolumen oder normiert auf
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Vo als AusschluBvolumen, Ve/Vo charakterisiert den Retentionskoeffizienten) und dem

Logarithmus der relativen Molmasse.
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Abb. 3-5: Kalibrierungskurve der I-125 Trennséulen.

Bei der in der Grafik angegebenen Formel, y = 179,417 handelt es sich um die
Regressionsgleichung. Die Regressionsanalyse ergab einen Korrelationskoeffizienten um r* =
0,9974. Es wurden Rinderserumalbumin (66 kDa), Carboanhydrase (29 kDa), Cytochrom c
(12,4 kDa) und Aprotinin (6,5 kDa) als Eichprotein verwendet. Die Retentionskoeffizienten
(Ve/Vo) betrugen der Reihe nach 1,16; 1,96; 2,92 und 3,72 ml. Das Ausschlu3volumen (Vo:
void volume) fiir Dextran-Blau lag bei 12,5 ml.

3.2.2 Gruppentest

Etwa 200 Kopfe von 11 Tage alten adulten ménnlichen Grillen, mit einem
Gesamtgewicht von ca. 16 g wurden gemal} 2.7.2 aufgearbeitet. Im Extrakt waren keine
Ecdysteroide vorhanden (Bestimmung durch RIA). Somit konnte eine Beeintrachtigung
der Befunde ausgeschlossen werden. AnschlieBend wurde der Extrakt mittels zwei
hintereinander geschalteter Protein-Pak 125 Sdulen chromatographiert und das Eluat im
30 Sekundentakt aufgefangen. Von Minuten 14 bis 50 wurden die Proben in fiinf
Gruppen zu je 15 Fraktionen unterteilt und gepoolt (G1: 14-21; G2: 21,5-28,5; G3: 29-
36; G4: 36,5-43,5; G5: 44-50). Jede Gruppe wurde in vitro auf ithre Wirkung auf
Oenocyten, Tergite, thorakalen Fettkérper und Prothorakaldriise (PTD) untersucht.
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Abbildung 3-6 veranschaulicht die Menge an immunoreaktiven Ecdysteroiden, die
mittels RIA ermittelt wurden.

Die Menge an freigegebenen Ecdysteroiden in das Medium betrug bei Kontrollgeweben
wiéhrend einer einstiindigen Inkubationszeit zwischen 400 pg bei thorakalem Fettkorper
und 1200 pg bei Oenocyten. Die Zugabe der gepoolten HP-SEC Fraktionen zu den
Préaparaten wie in Abbildung 3-6 gezeigt, fiihrte nur in Gruppe 2 (Fraktion 21,5-28,5) zu
einem signifikanten Anstieg der Sekretionsrate. Die stirkste (5fache) Erhohung der
Sekretionsleistung konnte bei den Oenocyten beobachtet werden. Weniger stark
reagierten die Tergite auf die Zugabe von Kopfextrakten. Die RIA-Bestimmungen
zeigten Werte von ca. 1500 + 140 pg, die etwa doppelt so hoch im Vergleich zum
Kontrollversuch lagen. Beim thorakalen Fettkorper und der Prothorakaldriise wurde

keine Steigerung ihrer Sekretionsaktivitit durch Zugabe von HP-SEC Fraktionen

festgestellt.
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Abb. 3-6: Gruppentest:

Die aus der HP-SEC in 0,5 Minutenabstdnden gesammelten Fraktionen wurden in fiinf Gruppen unterteilt
und in vitro auf ihre biologische Aktivitdt (Ecdysteroidsekretion stimulierende Wirkung) untersucht. Von
jeder Gruppe wurde die Wirkung auf Oenocyten, Tergite, thorakalen Fettkorper (aus 9 Tage alten
ménnlichen Tieren) und Prothorakaldriisen (des vierten Tages des 9. Larvenstadiums) auf die
Hormonsekretion mittels RIA dokumentiert. Die Gewebe wurden eine Stunde in 500 pl Grace's Medium
ohne (Kontrolle) oder mit den zu testenden Fraktionen inkubiert. Der Extrakt stammte aus den Kopfen 11
Tage alter Tiere.

Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von 5 RIA-Bestimmungen.

*: p<0,01 (hoch signifikant), **: p>0,05 (nicht signifikant).



49
3. Ergebnisse

3.2.3 Molekulargewichtsbestimmung der Oenocyten-stimulierenden Faktoren
(OSF)

Abbildung 3-6 zeigte, daBl nur die Gruppe 2 (Fraktion 21,5-28,5) eine Steigerung der
Sekretionsleistung, wenn auch in unterschiedlichem Maf3, sowohl bei Oenocyten als
auch bei Tergiten hervorruft. Die Fraktionen der biologisch aktiven Gruppe 2 wurden
nun einzeln auf ihre Ecdysteroidsekretion stimulierende Wirkung getestet. Lediglich die
Fraktionen 24,5 bis einschlieBlich 26,5 stimulierten die Ecdysteroidsynthese bzw.
Sekretion in den Oenocyten (Abb. 3-7). Alle anderen Fraktionen der Gruppe 2 hatten
keinen Einfluf auf die Ecdysteroidsekretion.

Die Oenocyten der 9 Tage alten adulten Grillen waren gekennzeichnet durch einen
geringen Ecdysteroidgehalt (Abb. 3-1). Die Zugabe von 1 pl der biologisch aktiven
Proben, entsprechend 0,4 Kopfaquivalenten, bewirkte eine rapide Steigerung der
Sekretionsleistung, der den ca. Sfachen Wert der Kontrollversuche erreichte. Mit Hilfe
der linearen Regressionanalyse (Abb. 3-5) konnte das Molekulargewicht der aktiven

HP-SEC Fraktionen zwischen 26.45 und 30,02 kDa ermittelt werden.

3.2.4 In vitro-Stimulation der Tergite

Durch den Gruppentest (Abb. 3-6) lie3 sich nicht eindeutig kldren, wie sich die Tergite
9 Tage alter Gryllus Méannchen in Gegenwart von Testsubstanzen verhalten. Es wurde
im Vergleich zu den Oenocyten eine relativ geringe Stimulation der Sekretion
beobachtet, die statistisch nicht signifikant war (p>0,05). Um dieses Problem zu 16sen,
wurde versucht, Tergite unter dem Binokular in eine linke und rechte Hilfte zu teilen
und sie getrennt in Gegenwart der zu testenden Substanzen zu inkubieren. Eine Hélfte
als Kontrolle, die andere Hélfte als Testansatz. Nach der Inkubation wurde das Ecdyson,
das von den Tergiten in das Medium abgegeben wurde, mittels RIA bestimmt. Die
Wirkung der durch HP-SEC aufgereinigten Testsubstanz wurde als "Aktivationsfaktor"
(Faktor>1, Abb. 3-8) ausgedriickt. Dieser Faktor wurde ermittelt, indem die Menge des
Ecdysteroids, das von der experimentellen Hélfte sezerniert wurde, zu der von der
Kontrollhédlfte sezernierten Menge in Relation gesetzt. Die Einzelfraktionen 25,5 und 26

konnten als solche identifiziert werden, die stimulierend wirkten.
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Abb. 3-7: Ecdysiotrope Aktivitdt der HP-SEC Einzelfraktionen auf die Oenocyten 9 Tage alter ménnlicher Imagines

der Mittelmeerfeldgrille.

Durch Inkubationsversuche mit Oenocyten wurde jede Fraktion der Gruppe 2 auf ihre stimulierende Wirkung
untersucht. Hierbei lief3 sich mittels RIA in 5 Fraktionen nach einer Elutionsdauer von 24,5; 25; 25,5; 26; und 26,5
Minuten eine stimulierende Aktivitdt nachweisen. Das Molekulargewicht der biologisch aktiven Substanzen betrug

der Reihe nach 30,02; 29,5; 28,43 (Hauptpeak); 27,4; und 26,45 kDa.
Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von ie 4 Bestimmungen.

Aktivationsfaktor

1,6

30

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Elutionszeit (min)

Abb. 3-8: Ecdysiotrope Aktivitit der HP-SEC Einzelfraktionen auf Tergite von 9 Tage alten ménnlichen Imagines
von Gryllus bimaculatus.

Durch Inkubationsversuche mit Tergiten wurde jede Fraktion der Gruppe 2 auf ihre stimulierende Wirkung
untersucht. Hierbei lie3 sich mittels RIA in 2 Fraktionen nach einer Elutionsdauer von 25,5 und 26 Minuten eine
aktivierende Wirkung nachweisen. Auf der Abszisse sind die Retentionszeiten in Minuten aufgetragen, die
Ordinate zeigt den Aktivationsfaktor (Verhéltnis der in das Medium abgegebenen Ecdysteroid-Menge in
Gegenwart der Testsubstanz zu der in das Medium abgegebenen Ecdysteroid-Menge durch das Kontrollgewebe).
Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von je 4 Bestimmungen.

30
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3.3 Zeit- und Dosis-Wirkung der die Ecdysteroid-Sekretion-beeinflussenden
Faktoren

Die Fraktionen 24,5 bis 26,5 wurden im Bioassay als Ecdysteroid-stimulierende Faktoren
identifiziert (Abb. 3-7). Diese fiinf biologisch aktiven Proben wurden gepoolt und ihr
Volumen auf 200 pl eingeengt. Fiir die einzelnen Versuche wurden pro 500 pl
Inkubationsmedium 0,5 Kopfiquivalente eingesetzt. AnschlieBend wurde die Zeit- und

Dosis-Abhédngigkeit in vitro iberpriift (Abb. 3-9 & Abb. 3-10).

—e—— Tag 9 (mit Extrakt)
- - -B- - - Tag 9 (ohne Extrakt)

ng 20-OH-Ecdyson Aquivalente/Oen.

b

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Inkubationszeit (h)

Abb. 3-9: Zeit-Wirkkurve von Ecdysiotropinen:

Die Oenocyten von 9 Tage alten ménnlichen Imagines von Gryllus bimaculatus wurden in Gegenwart
von Kopfextrakten (0,5 Kopfaquivalente) in Grace's Medium inkubiert, stiindlich 500 pl des
Mediums entnommen und mit frischem Medium (Grace's + 0,5 Kopfaquivalente) ersetzt (s. Kap.
2.6.4). Als Kontrolle wurde das Sekretionsprofil der Oenocyten aus 9 Tage alten adulten Tieren
verwendet (Abb. 3-1).

Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von je 10 Bestimmungen.
Insignifikante Unterschiede (p>0,05) ergaben sich nach 0 und 5 Stunden, signifikante Unterschiede
(p<0,05) nach 4 Stunden und hoch signifikante Unterschiede (p<0,01) nach 1, 2 und 3 Stunden
Inkubationszeit.

Abbildung 3-9 zeigt, daB die Zugabe von Kopfextrakten bereits nach einer Stunde
Inkubationszeit einen rapiden Anstieg der Ecdysteroid-Ausschiittung zu Folge hatte. Das

Maximum der mittels RIA gemessenen immunodetektierbaren Ecdysteroide wurde nach 4
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Stunden Inkubationszeit erreicht. Danach gab es keinen signifikanten Ecdysteroid-Zuwachs

mehr.

ng 20-OH-Ecdyson Aquivalente/Oen.

0 T T T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 04 05 006 0,7 0,8 0,9 1

Kopf-Aquivalente/Inkubation

Abb. 3-10: Dosis-Wirkkurve von Ecdysiotropinen:

Die Oenocyten von 9 Tage alten mannlichen Imagines von Gryllus bimaculatus wurden fiir 3 Stunden
in 500 pl Grace's Medium inkubiert, stiindlich wurde der Gehalt an sezernierten Ecdysteroiden mittels
RIA bestimmt. AnschlieBend wurden die Inkubate in Gegenwart von unterschiedlichen Mengen an
verdiinnten Kopfextrakten (angegeben auf der Abszisse als Kopfaquivalente) fiir eine weitere Stunde
inkubiert. Die Differenz der abgegebenen Ecdysteroid-Menge wihrend der vierten und dritten Stunde
der Inkubation wurde auf der Ordinate als 20-OH-Ecdysondquivalente aufgetragen.

Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von je 8 Bestimmungen.

Abbildung 3-10 zeigt die Dosis-Wirkung der extrahierten Faktoren. Die Wirkung des
aufgereinigten Extraktes auf die Ecdysteroidsekretion war dosis-abhidngig und sehr
sensibel. Die maximale Wirkungsdosis lag bei 0,9 bis 1 Kopfiaquivalenten, die halbe
effektive Dosis bei etwa 0,35 Kopfiaquivalenten pro Inkubation. Die Zugabe weiterer
Mengen an Extrakt fiihrte zu keinem weiteren Zuwachs. Aufgrund der Tatsache, da3 die
Oenocyten in den ersten Stunden der Inkubation nahezu immer die gleiche Menge an
Ecdysteroiden in das Medium abgaben (Abb. 3-1), wurde fiir die Erstellung von Dosiswirk-
Kurven nach der dritten Stunde Inkubationszeit unterschiedliche Mengen an verdiinnten

Kopfextrakten den Inkubaten hinzugefiigt und eine weitere (vierte) Stunde inkubiert. Die
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Differenz der abgegebenen Ecdysteroide in der vierten Inkubationsstunde, also nach
Applikation der Kopfextrakte, und der abgegebenen Ecdysteroide in der dritten
Inkubationsstunde (1 Stunde vor der Applikation) wurde als Nannogramm -
Ecdysondquivalente angegeben, und stellen somit das MaB fiir die Aktivierung dar (Kelly
et al., 1992).

3.4 Identifizierung der sekretierten Ecdysteroide mittels HPLC/RIA-Analyse

Ziel dieser Experimente war, die Sekretionsprodukte der Oenocyten nédher zu
charakterisieren. Es sollte gekliart werden, wie sich das Ecdysteroid-Spektrum durch
Anwesenheit von Oenocyten-stimulierenden Faktoren (OSF) verdndert und ob es sich
dabei um einen Zuwachs der bereits vorhandenen Ecdysteroide handelt und/oder um
eine de-novo Synthese oder Metabolisierung von Komponenten.

Die Inkubationsmedien mit und ohne Kopfextrakte aus Versuchsansatz 3.3 (Abb. 3-9)
wurden gepoolt, gereinigt (s. Kap. 2.4.3) und einer isokratischen RP-HPLC Analyse
unterzogen. Bei einer Trenndauer von 45 Minuten wurde das HPLC-Eluat im 30
Sekundentakt fraktioniert, zur Trockene eingeengt und in Methanol aufgenommen.
Definierte Volumina dieser Proben wurden mittels RIA auf ihren Gehalt an
bindungsfahigen Ecdysteroiden getestet. Die Identifizierung erfolgte durch Vergleich
der Retentionszeiten von Ecdysteroidcocktails, die als Referenz-Substanzen dienten.
Die entsprechenden Retentionszeiten bzw. UV-Absorbtionen wurden unmittelbar vor
den eigentlichen Probeldufen aufgezeichnet. Es standen zehn authentische Ecdysteroide

(Tabelle 3-1) zur Verfiigung.

Substanz Retentionszeit (min)
20,26-Dihydroxyecdyson 4,8
20-Hydroxyecdyson 7,5
26-Hydroxyecdyson 7,9
3-Epi-20-Hydroxyecdyson 8,5
Makisteron A 11,5

20-Hydroxyecdyson-22-acetat 12,1
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Ecdyson 13,8
3-Epi-Ecdyson 16,0
2-Deoxy-20-Hydroxyecdyson 18,9
2-Deoxyecdyson 38,3

Tabelle 3-1: Referenz-Substanzen mit dazugehdrigen Retentionszeiten bei RP-HPLC

Vergleicht man die Resultate aus den RP-HPLC-Auftrennungen, so geht daraus hervor, dal3
bei den mit OSF-behandelten Oenocyteninkubaten gegeniiber unbehandelten Préparaten

zwel zusétzliche Peaks auftreten, was aus der Abbildung 3-11 ersichtlich wird.

3 20-OH-E

25 -
g 27
E
=
<< ohne OSF
S 15 -
e it OSF
£ E
m
217 v

0 5 100 15 20 25 30 35 40 45

Retentionszeit (min)

Abb. 3-11: RP-HPLC/RIA-Profil der freien Ecdysteroide aus Oenocyteninkubaten, die mit
oder ohne stimulierende Faktoren behandelt wurden.

Auf der Abszisse sind die Retentionszeiten in Minuten (Einzelfraktion 0,5 min), auf der
Ordinate die Konzentrationen der zu definierten Zeitpunkten mittels RIA nachgewiesenen
Ecdysteroide aufgetragen. Die dargestellten Ergebnisse wurden mit Ausnahme des
Ecdysons alle an der 20-OH-Ecdyson Eichkurve abgelesen. Aufgefiihrt werden nur solche
Fraktionen, die eine Bindung mit dem Antikérper aufweisen. Die Pfeile zeigen die
Retentionszeit von 20-OH-Ecdyson und Ecdyson.
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Nach abnehmender Polaritdt konnen die erhaltenen Befunde der Abbildung 3-11
folgendermallen erldutert werden. Beim ersten Absorptionspeak, der bei beiden Proben
vorkommt und eine Elutionszeit von 1,5 bis 3,5 Minuten aufweist, handelt es sich um
eine sehr polare Substanz, die aufgrund fritherer Untersuchungen der Arbeitsgruppe
(Eibes & Romer, 1990) Ecdysonsdure sein konnte. Die Hauptmenge der Ecdysteroide
sowohl der Kontrollproben (1,5 ng) als auch der mit OSF behandelten
Oenocytenpréparate (2,55 ng) lag im Bereich der Retentionszeit von 20-OH-Ecdyson.
In diesem Bereich zeigte das Absorptionsprotokoll einen Peak bei 7,5 Minuten, der mit
der Retentionszeit der Referenzsubstanz iibereinstimmt. Es soll nicht ausgeschlossen
werden, dafl an der Ausprigung des Gesamtpeaks auch 26-OH-Ecdyson mit einer
Elutionszeit von 7,9 Minuten beteiligt war. An dieser Stelle soll auf die dhnlichen
Retentionszeiten von 20-OH-Ecdyson und 26-OH-Ecdyson hingewiesen werden, deren
weitere Auftrennung mit diesem RP-System nicht mdglich war. Jedoch ist nach Behrens
und Hoffmann (1982) eher vom Vorhandensein des 20-OH-Ecdysons auszugehen.

Bei den mit Kopfextrakten behandelten Oenocyten wurden drei weitere, im RIA aktive
Peaks dedektiert, von denen zwei niher beschrieben werden konnten. Der Peak bei 10
Minuten konnte auf Grund fehlender Vergleichssubstanzen nicht identifiziert werden.
Beim 11,5-Minuten-Peak handelte es sich moglicherweise um Makisteron A. Bei dem
letzten gemeinsamen Peak mit einer Laufzeit von etwa 14 Minuten, der auch eine
Bindung mit dem Antiserum eingeht, konnte es sich um Ecdyson handeln.

Zur Bestitigung der Identitdt eines Hormons mittels HPLC sollte das Eluat aus einem
Lauft mit RP-HPLC auf einer zweiten Sdule, in der Regel, NP-HPLC
rechromatographiert werden (Lafont & Wilson, 1990). Um die Befunde der RP-
HPLC/RIA Analyse zu bestitigen, wurden die Proben einem NP-System (Abb. 3-12)

unterworfen, im Anschluf3 daran wurde ebenfalls ein RIA durchgefiihrt.
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Abb. 3-12: NP-HPLC/RIA-Profil der freien Ecdysteroide aus Oenocyteninkubaten, die mit oder
ohne stimulierende Faktoren behandelt wurden.

Auf der Abszisse sind die Retentionszeiten in Minuten (Einzelfraktion 0,5 min), auf der
Ordinate die Konzentrationen der zu definierten Zeitpunkten mittels RIA nachgewiesenen
Ecdysteroide aufgetragen. Die dargestellten Ergebnisse wurden mit Ausnahme des Ecdysons
alle an der 20-OH-Ecdyson Eichkurve abgelesen. Aufgefiihrt werden nur solche Fraktionen, die
eine Bindung mit dem Antikorper aufweisen. Die Pfeile zeigen die Retentionszeit von Ecdyson
und 20-OH Ecdyson.

Zunidchst wurden die Elutionsspektren fiir das authentische Ecdyson und 20-OH-
Ecdyson, mit 11 und 16,8 Minuten ermittelt. Die Fraktionierung der Proben erfolgte fiir
20 Minuten in 30 Sekundenabstinden. Es ergaben sich vier RIA-aktive Peaks (mit
OSF), von denen zwei, mit einer Elutionsdauer von ca. 12 und 16,5-17 Minuten
gemeinsam vorkamen (ohne OSF). Bei der ersten RIA-sensitiven Komponente (0,6 ng)
handelte es sich um Ecdyson. Bei der zweiten gemeinsamen Komponente, die im
Kontrollgewebe mit 0,74 ng Ecdysteroid erheblich niedriger liegt als bei OSF
behandeltem Gewebe (1,8 ng), handelt es sich nach Vergleich der Retentionszeiten um

20-OH-Ecdyson bzw. 26-OH-Ecdyson (Retentionszeit = 16 Minuten). Dazwischen



57
3. Ergebnisse

lagen noch zwei weitere RIA-positive Substanzen mit einer Retentionszeit von 14 und
15 Minuten, die nur nach OSF-Stimulation auftraten.

Da Makisteron eine Retentionszeit von etwa 13,5 Minuten aufweist, konnte es sich
beim 14 Minuten Maximum um Makisteron handeln. Der 15 Minuten Peak konnte
ebenfalls nicht eindeutig identifiziert werden.

Obwohl bei RP- als auch bei NP-Auftrennungen immer die gleiche Menge (1 % des
Stammextraktes) auf die Sdule aufgetragen wurden, liegt die nachweisbare Menge von
Ecdysteroiden nach NP-HPLC-Auftrennung deutlich niedriger als nach der
Auftrennung mittels RP-System (Abb. 3-11 & Abb. 3-12). Eine Erhoéhung der
Konzentration der injizierten Probe fiihrte zur Uberladung der HPLC-Séule und damit
zu einer unzureichenden Trennung der Substanzen. Die hohe Effizienz des sich an die
HPLC-Fraktionierung anschlieBenden Radioimmunoassays ermoglicht es dennoch, mit
ca. 1 % des Stammextraktes zu arbeiten.

Aufgrund der hohen Fliichtigkeit des verwendeten NP-HPLC-Laufmittels und der
daraus resultierenden Verdnderungen in der Zusammensetzung (s. Kap. 2.5.2) kann es
zu leichten Verschiebungen der Absorptionsmaxima kommen.

Die Identifizierung von Sekretionsprodukten mittels HPLC deutete auf eine Steigerung
der Ecdysteroidmenge hin, insbesondere erhohte sich die Konzentration von 20-
Hydroxyecdyson im Vergleich zu Kontrollproben. Als zusétzliche Ecdysteroide, die nur
infolge der Zugabe der stimulierenden Faktoren entstanden, konnte Makisteron A auf
Grund seiner Retentionszeit in Frage kommen. Der zweite zusdtzliche Metabolit konnte
aus Mangel an weiteren Vergleichssubstanzen weder mittels RP- noch NP-System

naher charakterisiert werden.

3.5 Wirkung von Azadirachtin

3.5.1 Einflul von Azadirachtin auf den Hamolymph-Ecdysteroidtiter

Frisch geschliipften ménnlichen Imagines von Gryllus bimaculatus wurde gemil3 Kapitel

2.3 eine definierte Menge von Azadirachtin (Aza) injiziert. Die Tiere iiberlebten die Dosis
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von 1 pg/g Korpergewicht und konnten an Tag 11 nach der Adulthdutung fiir Experimente
herangezogen werden.

Zunidchst wurde der Ecdysteroidtiter in der Hamolymphe bestimmt (Abb. 3-13). Die
Héamolymphecdysteroidmenge wies bei Kontrolltieren ca. 37 ng pro 10 pl auf und wurde
bei Aza-behandelten Tieren auf 9,5 ng/10 pl reduziert. Grillen, die nur mit Losungsmittel
(90% Ethanol) injiziert wurden, zeigten keine signifikanten Unterschiede zu Kontrolltieren

(p>0,05).

50 -

J

Hamolymph-Ecdysteroidtiter (ng/10pl

20 +
*
10 - I
0
Kontrolltiere nur Lésungsmittel mit Aza. behandelt

Abb. 3-13: EinfluB von Azadirachtin auf den H&molymph-Ecdysteroidtiter von 11 Tage alten
ménnlichen Imagines von Gryllus bimaculatus.

Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von flinf RIA-
Bestimmungen. *: p<0,05 (signifikant).

3.5.2 Einflul® von Azadirachtin auf die OSF-Konzentration

In dieser Versuchsreihe wurde der Effekt von Kopfextrakten untersucht, welche aus Aza-
behandelten, 11 Tage alten Grillen stammten (s. Kap. 3.5.1). Die Aufarbeitung erfolgte
gemal Kapitel 2.7.2. Es sollte gekldrt werden, ob Aza eine Anreicherung bzw. Erhéhung
der Konzentration der stimulierenden Faktoren bewirkte. Abbildung 3-14 zeigt, dal die
Ecdysteroidsekretion von Oenocyten durch Zugabe von Kopfextrakten (0,4
Kopfiquivalente) Aza-behandelter Tiere im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren

nicht signifikant beeinflullit wurde (p>0,05).
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Abb. 3-14: Wirkung von Kopfextrakten aus Azadirachtin-behandelten Gryllus bimaculatus auf die
Ecdysteroidsekretion.

Die Oenocyten aus 9 Tage alten unbehandelten méannlichen Imagines von Gryllus bimaculatus
wurden eine Stunde ohne Kopfextrakt (ohne OSF), in Gegenwart von Kopfextrakt aus 11 Tage
alten Tieren (OSF ohne Aza) und mit Extrakten aus Aza-behandelten Tieren (mit Aza) in 500 pl
Medium fiir eine Stunde inkubiert. Die Menge an abgegebenen Ecdysteroiden wurde mittels RIA
ermittelt.

Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von vier
Bestimmungen. *: p<0,05 (signifikant)

3.6 Charakterisierung der biochemischen Natur der Oenocyten-
stimulierenden Faktoren

Um die biochemischen Eigenschaften der stimulierenden Kopfextrakte von Gryllus
bimaculatus zu untersuchen, wurden die fiinf im Bioassay aktiven HP-SEC-
Einzelfraktionen (s. Kap. 3.2.3) vereinigt, eingeengt und in definierten Volumina Grace’s
Medium aufgenommen. Diese biologisch aktive Probe (s. Kap. 3-3) wurde fiir die

folgenden Untersuchungen verwendet.
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3.6.1 Stabilitat gegen Hitze-Behandlung

Aliquots der biologisch aktiven Fraktion wurden 1 bis 4 Minuten bei 100 °C im Wasserbad

inkubiert und anschlieBend auf ihre stimulierende Wirkung auf Oenocyten getestet.
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Abb. 3-15: Stabilitdt des OSF gegen Hitze-Behandlung.

Oenocyten aus 9 Tage alten Imagines von Gryllus bimaculatus Ménnchen wurden eine Stunde in
500 pl Medium ohne oder mit OSF (0,5 Kopfiaquivalente) inkubiert. Der EinfluB von
Hitzebehandlung (1 bis 4 Minuten) auf die biologische Aktivitit wurde untersucht.

Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von vier Bestimmungen.
Die mit * markierten Werte unterscheiden sich signifikant (p<0,05) vom Kontrollwert.

Abbildung 3-15 zeigt, daB nach 3 Minuten Hitzebehandlung die OSF ihre Wirkung
verlieren und die Ecdysteroidsekretion nicht mehr anzuregen vermdgen. Offensichtlich
kann sich durch Erhitzen erst nach mehr als zwei Minuten die Sekundarstruktur der

Molekiile, mindestens der Funktionsbereiche, dndern.
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3.6.2 Stabilitat gegen Alkylierung durch N-Ethylmaleimid (NEM)

Zu diesem Experiment dienten die unter Kapitel 2.7.3.2 beschriebenen Versuchsansitze.

2,54 *

1,5

ng 20-OH-Ecdyson Aquivalente

0,5

ohne OSF Kontrolle (mit OSF)  mit OSF (+NEM)

Abb. 3-16: Stabilitit des OSF gegen Alkylierung durch N-Ethylmaleimid (NEM).

Oenocyten aus 9 Tage alten Imagines von Gryllus bimaculatus Mannchen wurden eine Stunde
in 500 pul Medium ohne oder mit OSF (0,5 Kopfaquivalente) inkubiert. Der Einflul von NEM
auf die biologische Aktivitdt wurde untersucht.

Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von vier
Bestimmungen. *: p>0,05 (nicht signifikant)

Wie aus Abbildung 3-16 hervorgeht, kann N-Ethylmaleimid als Alkylator der Sulthydryl-
Gruppen die Aktivitit von OSF nicht signifikant reduzieren (p>0,05). Daraus wird
geschlossen, dal freie SH-Gruppen an der biologischen Aktivitit des Ecdysiotropins nicht

beteiligt sind, bzw. dal} sie nicht vorhanden sind.

3.6.3 Stabilitat gegen Reduzierung durch Dithiothreitol (DTT)

Wie in Kapitel 2.7.3.3 beschrieben, wurde nach Behandlung mit DTT wversucht, die
Disulfidbriicken der ecdysiotropen Faktoren zu reduzieren. Durch Inkubationsversuche
wurde die Notwendigkeit intakter Disulfidbriicken (-S-S-) fiir die stimulierende Wirkung

auf Oenocyten nachgewiesen.
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Abb. 3-17: Stabilitdt des OSF gegen Reduzierung durch DTT.

Oenocyten aus 9 Tage alten Imagines von Gryllus bimaculatus Ménnchen wurden eine Stunde in
500 ul Medium ohne oder mit OSF (0,5 Kopfaquivalente) inkubiert. Der Einflul von DTT auf die
biologische Aktivitdt wurde untersucht.

Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von vier Bestimmungen.
*: p<0,05 (signifikant)

Abbildung 3-17 zeigt, dal durch Inkubation mit DTT, die ecdysiotrope Wirkung der OSF
teilweise verloren ging. Aus diesem Experiment wird geschlossen, dall die Kopfextrakte

Disulfidbriicken enthalten, welche fiir ihre biologische Aktivitdt verantwortlich sind.

3.6.4 Stabilitat gegen Endopeptidase, Exopeptidase und Neuramidase-Spaltung

Zu diesen Untersuchungen dienten die in Kapitel 2.7.3.4 beschriebenen Versuchsansétze.
In dieser Versuchsreihe wurde die Wirkung von Enzymen auf die Ecdysteroidsekretion der
Oenocyten in Gegenwart von Kopfextrakten untersucht. Es wurden vier Enzyme

verwendet, die sehr spezifisch auf ihr Substrat wirken.
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Abb. 3-18: Enzymatischer Verdau der OSF.

Oenocyten aus 9 Tage alten Imagines von Gryllus bimaculatus Méannchen wurden ohne oder mit
OSF (0,5 Kopféaquivalente) in 500 pul Medium inkubiert. Der Einflu3 von Trypsin-,
Aminopeptidase M-, Carboxypeptidase A- und Neuramidase-Spaltung auf die biologische
Aktivitdt der OSF wurde tiberpriift.

Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von vier Bestim-
mungen. Die mit * markierten Werte unterscheiden sich signifikant (p<0,05) vom Kontrollwert.

Zunéchst wurde der Einflu3 von Trypsin auf die OSF untersucht. Es stellte sich heraus, daf3
die behandelten Extrakte ihre biologische Aktivitdt vollstandig verloren haben. Abbildung
3-18 zeigt, dal die Zugabe von Trypsin-behandelten OSF zu den Inkubaten die
Ecdysteroidabgabe auf die Ausgangswerte herabsetzte. Damit konnte auf das
Vorhandensein von Trypsin-Spaltungsstellen und letztendlich auf die Proteinnatur der
extrahierten stimulierenden Faktoren geschlossen werden.

In einem weiteren Versuch wurde der Effekt von Exopeptidasen gepriift. Fiir diese
Experimente wurden zwei verschiedene Enzyme, ndmlich Aminopeptidase M und
Carboxypeptidase A, mit einer Endkonzentrationen von 2 mU/ml verwendet. Wie aus
Abbildung 3-18 hervorgeht, hatten die beiden Exopeptidasen keine Wirkung auf die
biologische Aktivitdit von OSF. Auf Grund dieser Ergebnisse 146t sich vermuten, daf3
sowohl der N- als auch der C-Terminus des OSF geschiitzt bzw. blockiert ist.

Die mit Neuramidase behandelten Extrakte (Endkonzentration: 0,75 pU/ml) verloren
ebenfalls ihre stimulierende Wirkung, wie aus Abbildung 3-18 ersichtlich wird. Da dieses

Enzym Kohlenhydrate spaltet, ist davon auszugehen, dal die Zucker-Kette(n) fiir die
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biologische Aktivitit notwendig sind. Somit ist anzunehmen, daf3 es sich beim OSF um ein
Glykoprotein mit einer oder mehreren Zucker-Ketten handelt.

An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dal3 die Zugabe von NEM, DTT und der
hier verwendeten Enzyme zu Oenocyteninkubaten alleine keinen EinfluB auf die
Ecdysteroidsekretion hatte. Aus Griinden der Vergleichbarkeit wurde die Menge an

sekretierten Ecdysteroiden ohne OSF in den Grafiken dargestellt.

3.7 Western-Blot und Proteinanalyse

Teilgereinigte Kopfextrakte aus G. bimaculatus wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt
(Abb. 3-19), anschlieBend auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert und mit Antikorper
inkubiert, die gegen 22-kDa grof3e PTTH-Molekiile aus B. mori gerichtetet waren (s. Kap.
2.7.7). Als Kontrolle dienten Kopthomogenate aus Bombyx (Spur 1 und 3 in Abb. 3-20). Es
konnte keine Bindung der Antikorper an Proteine der Extrakte aus Gryllus (Spur 2 und 4 in
Abb. 3-20) im Western-Blot nachgewiesen werden. Dies deutete darauf hin, dal3 es sich bei
den Ecdysteroid-stimulierenden Faktoren in Gryllus bimaculatus nicht um PTTH-&hnliche
Molekiile von Bombyx mori handelte.

Es wurde versucht, die Protein-Banden mit einem relativen Molekulargewicht von ca. 26,5
bis 30 kDa anzusequenzieren (Abb. 3-21), die im Bioassay unter nativen Bedingungen eine
Ecdysteroid-stimulierende ~ Wirkung hervorriefen (Abb. 3-7). Die N-terminale
Sequenzanalyse sowie die tryptischer Fragmente der geblotteten Proteine zeigte N-
terminale Blockierung. Deshalb wurden die Banden im Polyacrylamidgel enzymatisch
verdaut und die mittels HPLC aufgetrennten Peptidfragmente fiir MALDI-MS-Messungen
bereitgestellt. Bei fiinf von insgesamt sechs ,,Spots® aus diesem Bereich konnte keine
Homologie zu bereits bekannten Proteinen gefunden werden (Abb. 3-21). Zusétzlich
wurden mittels Edman-Abbau drei weitere Proteine eindeutig identifiziert (Banden 1, 2

und 3).
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Abb. 3-19: Proteinmuster von teilgereinigten Kopfextrakten aus 11 Tage alten ménnlichen Imagines
von Gryllus bimaculatus, aufgetrennt in 12%-igem SDS-Polyacrylamidgel.

Die Spuren 1 bis 3 zeigen die Proteinzusammensetzung des Extrakts, die mit Coomassie Blue
sichtbar gemacht wurden. Es wurden unterschiedliche Mengen verwendet.

Spur 1: 100 Kopfaquivalente, Spur 2: 150 Kopfiquivalente, Spur 3: 200 Kopfaquivalente.

In den Spuren M sind verschiedene Referenzproteine (SDS-7 und SDS-6H) zur Bestimmung des
apparenten Molekulargewichts mit aufgetrennt worden.

a 1 2 3 4 b 1 2 3 4

Abb. 3-20: Immunoblot-Analyse von Kopfextrakten aus Bombyx mori (L5) und 11 Tage alten ménnliche
Imagines von Gryllus bimaculatus mit monoklonalen (a) sowie polyklonalen (b) Bombyx mori PTTH-
Antikdrpern.

a: Der Blot wurde mit einem Antiserum gegen die 15 Aminoséduren langen N-terminalen Sequenzen von B.
mori PTTH inkubiert. Extrakte aus 40 (Spur 1) und 80 (Spur 3) Bombyx Kopfdquivalenten sowie Extrakte
aus 40 (Spur 2) und 80 (Spur 4) Gryllus Kopfaquivalenten wurden auf ihre Bindungsfahigkeit tiberpriift.

b: In diesem Fall wurde der Blot mit Antikdrpern, die gegen rekombinantes PTTH aus Bombyx gerichtet
waren, behandelt. Die Proben wurden wie in a aufgetragen.

Die Antigen-Antikorper-Komplexe wurden iiber ein Chemolumineszenz-Verfahren detektiert.
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Ausschnitt

Abb. 3-21: Aminosduresequenz-Analyse nach SDS-PAGE von Kopfextrakten aus Gryllus bimaculatus.
Bei den Proteinbanden handelt es sich um die internen Peptidfragmente mit folgender
Aminoséuresequenz:

1) ATP-Synthase B-Kette: N-terminale Sequenzierung

2) Aktin: N-terminale Sequenzierung

3) Arginin-Kinase (N-terminal acetyliert): N-terminale Sequenzierung

4) FSGQSLKD und FLQKITNYSKQIE: keine Homologie / MALDI-MS

5) GGGSS: keine Homologie / MALDI-MS

6) 14-3-3 -like Protein (N-terminal formylated) / MALDI-MS

7) FMNMMM: keine Homologie / MALDI-MS

8) PAPAPAA, GQSS und NDIGQVYR: keine Homologie / MALDI-MS

9) TSTSSTTS: keine Homologie / MALDI-MS

Die Aminosduren wurden mit den Einbuchstaben-Symbolen abgekiirzt. Die Grofen der
Molekulargewichtsmarker sind rechts angezeigt.
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3.8 Untersuchungen zum Wirkmechanismus von OSF

3.8.1 Effekt von Signalstoffen auf die Ecdysteroidsekretion der Oenocyten

Um einen moglichen Second Messenger der OSF bei der Ecdysteroidsekretion zu
identifizieren, wurden die Oenocyten mit einer Reihe von Pharmaka, die den intrazelluldren
cAMP-Spiegel beeinflussen, inkubiert. Gepriift wurden 3-Isobutyl-1-methylxanthin
(IBMX), Forskolin, 8-Brom-cyclisches AMP (Br-cAMP) und Dibutyryl-cyclisches AMP
(dbcAMP).

*k
Q
: |
%; 4 I O Kontrolle
E) * l * B mit OSF
’i @50 uM IBM X
o
z 3 0100 uM Forskolin
) 01100 uM Forskolin+IBMX
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141 L
0

Abb. 3-22: Effekt der Pharmaka auf die Ecdysteroidsekretion.

Oenocyten von 9 Tage alten Méannchen der Mittelmeerfeldgrille wurden ohne Zusatzstoffe (Kontrolle)
oder mit OSF (0,5 Kopfaquivalente) und in Gegenwart von Pharmaka (ohne OSF) in 500 pul Medium
fiir 3 Stunden inkubiert. Die Menge an sezernierten Ecdysteroiden wurde mittels RIA determiniert.

Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von vier Bestimmungen.
Die mit * markierten Werte unterscheiden sich signifikant (p<0,05), die mit ** hoch signifikant
(p<0,01) vom Kontrollwert.

Der Abbildung 3-22 ist zu entnehmen, dal die Inkubation von Oenocyten mit 50 uM
IBMX (1,2 ng) und 100 uM Forskolin (1,5 ng) zu keiner signifikanten Ecdysteroidabgabe
im Vergleich zur Kontrolle (ca. 1,1 ng) fiihrt (p>0,05). Erst die Kombination von beiden
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Substanzen brachte eine Erhohung der Ecdysteroidsekretion. Im ersten Fall wurden den
Inkubaten 50 uM IBMX und 100 puM Forskolin zugesetzt (4,1 ng) und dadurch eine
vierfache Steigerung im Vergleich zum Kontrollgewebe beobachtet. Im zweiten Fall wurde
die Konzentration von Forskolin auf 10 puM reduziert, die Menge an IBMX blieb
unverandert. Hierbei liegt nahe eine dosisabhingige Ecdysteroidsekretion anzunehmen, die
nur mit der Forskolin-Konzentration in Zusammenhang stand. Es scheint, da} IBMX als
Phosphodiesterase-Inhibitor die Wirkung von Forskolin verstirkt. Weiterhin wurde die
Wirkung von den membrangéingigen cAMP-Analogen 8-Br-cAMP und dbcAMP auf die
Oenocyten untersucht. Beide Substanzen erhdhten ebenfalls die Sekretionsleistung um ein
Vielfaches. Das Ergebnis dieser Experimente weist darauf hin, dal cAMP als Second
Messenger an der Kontrolle der Ecdysteroidbiosynthese beteiligt ist und eine forderende

Wirkung besitzt.

3.8.2 Erhéhung des cAMP-Titers in Oenocyten durch Zugabe von OSF in vitro

Um sicherzustellen, daB cAMP der Second Messenger des OSF ist, wurden die Oenocyten
in Gegenwart von HP-SEC-gereinigten Kopfextrakten (0,5 Kopfiquivalente) fiir insgesamt
30 Minuten inkubiert. Nach definierten Zeitabstinden wurde die Inkubation unterbrochen,
das intrazellulire cAMP wurde gemil3 Kapitel 2.8.2 extrahiert und seine Menge mittels

eines empfindlichen cAMP-RRA gemessen.

Wie aus Abbildung 3-23 hervorgeht, kam es bereits nach 10 Minuten Inkubationszeit mit
OSF zu einem raschen Anstieg des cAMP-Gehalts von 350 fmol auf etwa 880 fmol, der mit
zunehmender Inkubationszeit wieder riickldufig wurde. Die intrazellulire cAMP-Menge

des Kontrollgewebes (ohne OSF) war nahezu konstant und lag zwischen 250 und 300 fmol.
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Abb. 3-23: Effekt der OSF auf den intrazelluldren cAMP-Gehalt in Abhéngigkeit von der Zeit.

Oenocyten von 9 Tage alten adulten Mannchen wurden ohne OSF (-? -) als Kontrolle oder mit OSF (-] -)
fiir 5, 10, 20 und 30 Minuten inkubiert. Der Gehalt an cAMP wurde mittels RRA bestimmit.

Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von sechs Bestimmungen.
Signifikante Unterschiede (p<0,05) ergaben sich nach 10, 20 und 30 Minuten Inkubationszeit.

3.8.3 Einflul® von Calcium-lonen auf die Ecdysteroidsekretion

In dieser Versuchsreihe wurde die Ecdysteroidsekretion der Oenocyten unter EinfluB von
Ionomycin, einem Calcium-Ionophor, der Calcium im Komplex 1:1 bindet und durch
Membranen transportiert, untersucht. Dazu wurden die Oenocyten gemdl3 Kapitel 2.6.2 und
2.8.4 in Grace’s Medium mit 5 mM Calcium, entsprechend der Angaben der Hersteller,
inkubiert und verschiedene Konzentrationen (10 bis 10° M) des Ca*"-Ionophors beigefiigt.
Die Ansitze wurden fiir eine Stunde inkubiert und der Ecdysteroidgehalt mittels RIA
ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-24 dargestellt.
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Abb. 3-24: Effekt von Ionomycin auf die Ecdysteroidsekretion.

Oenocyten von 9 Tage alten adulten Mannchen wurden ohne (Nullwert) oder mit verschiedenen
Konzentrationen von lonomycin in 500 pl Medium inkubiert. Nach einer Stunde wurde der Gehalt an
abgegebenen Ecdysteroiden mittels RIA bestimmmit.

Die vertikalen Balken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts (S. E. M.) von sechs Bestimmungen.
Die mit * markierten Werte unterscheiden sich signifikant (p<0,05) vom Kontrollwert (Nullwert).

Wie Abbildung 3-24 zeigt, konnte Ionomycin, das den Ca®"-Einstrom ins Cytosol bewirkt,
bei niedriger Konzentration (10 nM bis 100 nM) die Hormonsekretion stimulieren und
somit die Wirkung von OSF nachahmen. Bei hoheren Konzentrationen von lonomycin (>1

uM) wurde jedoch eine Hemmung der Ecdysteroidsekretion festgestellt.
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3.9 Immunohistochemischer Nachweis von Ecdysteroiden

In dieser Versuchsreihe sollte das Vorkommen von Ecdysteroiden in Oenocyten mittels
Fluoreszenzmikroskopie in situ sichtbar gemacht und mit Prothorakaldriisen von Bombyx
mori als definitive Ecdysteroidquelle (Chino et al., 1974) verglichen werden. Dabei erfolgte
die Lokalisierung von Ecdysteroid-immunoreaktiven Substanzen in den Oenocyten und den
Prothorakaldriisen mit Hilfe der indirekten Immunofluoreszenztechnik. Zur Visualisierung
wurde ein mit FITC markierter zweiter Antikdrper verwendet (s. Kap. 2.9.1).

Weder die Prdinkubation mit Ecdysteroiden, noch die Verwendung von Praimmunserum
als erstem Antikorper, noch die Versuchsdurchfiihrung ohne priméres Antiserum fiihrten zu
einer spezifischen Markierung der Organproben.

Die Oenocyten zeigten eine ausgesprochen intensive Fluoresenz, d. h. eine stark positive
Reaktion im Cytoplasma (Abb. 3-25). Dagegen konnte in dem die Oenocyten umgebenden
Fettkorper sowie der abdominalen Muskulatur (Abb. 3-25a & Abb. 3-25c¢) kein
immunoreaktives Material nachgewiesen werden. Es ist darauf hinzuweisen, daf} die
Driisenaktivitit und die daraus resultierende Fluoresenzintensitit stark von Alter und
Entwicklungsstadium der Tiere abhingig war. So wurde beispielsweise bei den
untersuchten Prothorakaldriisen von B. mori am dritten Tag des letzten Larvenstadiums
eher eine geringere Fluorezensmarkierung festgestellt (Abb. 3-26) als bei Oenocyten aus 11

Tage alten G. bimaculatus.
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Abb. 3-25: Ecdysteroid-Immunoreaktivitit in Oenocyten von 11 Tage alten ménnlichen Imagines von
Gryllus bimaculatus.

Positive Immunofluoreszenz in a, b und ¢ sowie negative Immunofluoreszenz in der Kontrolle d.

a: Gefrierschnitte von zwei nebeneinander liegenden Oenocyten.

b: Die linke Zelle in der unteren Bildhélfte wurde durch die Gefrierprozedur deformiert.

c: Totalpraparat - Pfeile deuten auf starke fluoreszierende Bereiche, bei denen es sich wahrscheinlich um
Telolysosomen oder Lipofuscingranula handelt. Links ist ein Teil der abdominalen Muskulatur (AM) zu
erkennen. Der Zellkern (ZK) ist durch fehlende Fluoreszenz gekennzeichnet.

d: Ubersichtsaufnahme von Oenocyten (Oen) umgeben von Fettgewebe (FG).

Die Belichtungszeit betrug fiir a, b, d 90 und fiir ¢ 20 Sekunden.

Die Balken in a und b entsprechen 25 pm, in ¢ 10 um sowie in d 50 pm.



73
3. Ergebnisse

Abb. 3-26: Immunohistochemischer Nachweis fiir Ecdysteroide in der Prothorakaldriise des
5. Larvenstadiums von Bombyx mori.

Die Belichtungszeit betrug in a und b (Kontrolle, ohne ersten Antikérper) 120 Sekunden.

Die Balken in a und b entsprechen 50 pm.
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4. Diskussion

4.1 Die Ecdysteroidsynthese in Geweben aullerhalb der
Prothorakaldriise

Ecdysteroide werden von Insekten in steroidogenen Zellen aus Cholesterin
aufgebaut. Als Bildungsort sind in Larven die Prothorakaldriisen und in Adulten vor
allem die Gonaden zu nennen (Koolman, 1990). Neben diesen ,klassischen*
Produktionsstdtten werden als sogenannte ,,sekundédre” Ecdysteroidquellen auch
andere Gewebe oder Organe diskutiert, darunter die Oenocyten und die Epidermis
(Rees & Isaac, 1985; Redfern, 1989; Delbecque et al., 1990). In wieweit die an
einzelnen Insektenarten erhobenen Resultate zur alternativen Ecdysteroidsynthese
verallgemeinert werden konnen, ist umstritten. In Anbetracht der vielen
verschiedenen Insektenarten konnen einzelne Ergebnisse aus Experimenten an
einigen wenigen Arten, die phylogenetisch zum Teil sehr weit voneinander entfernt
sind, nur mit der notwendigen Vorsicht miteinander verglichen werden.

Die Prothorakaldriisen sind nicht der einzige Syntheseort von Ecdysteroiden und
damit nicht allein fiir die Hiautung der Insekten zustindig. Diese Meinung wurde
bereits von Piepho im Jahre 1948 vertreten. Seine Befunde blieben allerdings lange
Zeit unbeachtet, da Zweifel an der vollstindigen Entfernung der Prothorakaldriisen
bestanden. Chadwick (1955) konnte an isolierten Abdomina von Schaben
nachweisen, daB3 auch in Abwesenheit der Prothorakaldriise eine Weiterentwicklung
und eine Hiutung moglich war. Diese Ergebnisse wurden spidter an Periplaneta
americana (Gersch, 1978), Locusta migratoria (Brehelin & Aubry, 1982) und
Galleria mellonella (Slama, 1983), deren Prothorakaldriisen entfernt worden waren,
bestdtigt. Nicht nur Tiere ohne Prothorakaldriise, sondern sogar isolierte Abdomina
von Mamestra brassicae (Gersch & Stiirzebecher, 1971), Tenebrio molitor
(Delbeque et al., 1978), Dermestes sp. (Delbecque & Slama, 1980), Leptinotarsa
decemlineata (de Wilde et al., 1981), Manduca sexta (Sakurai et al., 1991) und Aedes
aegypti (Jenkins et al., 1992) waren in der Lage, sich zu hduten.

Bei Insekten wird neben der Hautung auch die Fortpflanzung durch Ecdysteroide
gesteuert (Hagedorn, 1985; Hoffmann et al., 1986). Da Imagines im

reproduktionsfahigen Alter jedoch keine funktionstiichtigen Prothorakaldriisen mehr
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besitzen (Richter, 1984; Martau & Romer, 1998), miissen alternative

Ecdysteroidquellen existieren, die durch iibergeordnete Zentren reguliert werden.

4.2 Die Ecdysteroidproduktion der untersuchten Gewebe

In der vorliegenden Arbeit stand nicht die Synthese von Ecdysteroiden durch
Oenocyten und anderen Geweben im Vordergrund, sondern in erster Linie war die
Frage nach der Wirkung von {ibergeordneten Neurohormonen auf die
Ecdysteroidsekretion Mittelpunkt des Interesses. Jedoch stellte sich zwangsldufig die
Frage, ob es sich bei den in den Geweben detektierten Ecdysteroiden um
neusynthetisierte oder gespeicherte Ecdysteroide handelt.

Die der Arbeit zugrunde liegenden Sekretionskinetik-Analysen (s. Kap. 3.1) sowie
die Nullwertbestimmungen deuten auf eine Synthese von Ecdysteroiden durch
Oenocyten, Tergite und Prothorakaldriisen in den ersten Stunden der Inkubation hin.
Bei thorakalem Fettkorper scheint dies nur bedingt der Fall zu sein. Im folgenden

wird auf die Ergebnisse von anderen Autoren eingegangen.

Oenocyten:

Die Oenocyten der Insekten sind hinsichtlich ihrer Entwicklungsgeschichte Derivate
des Ektoderms und als spezialisierte Epidermiszellen zu betrachten (Wigglesworth,
1948; Harmsen & Beckel, 1960). Diese relativ groen Zellen mit einem Durchmesser
von mindestens 30 um wurden bei den meisten Insekten entweder als Cluster oder
verstreut im Fettkorper gefunden. lhre endgiiltige Lage ist bei den einzelnen
Ordnungen sehr unterschiedlich und es war daher schwierig, eindeutige
Riickschliisse auf ithre Funktion zu ziehen. Wéhrend der embryonalen Entwicklung
entstehen die Oenocyten segmental im Abdomen (Dorn, 1972). Abgesehen von ihrer
Bedeutung als Ecdysteroid-produzierendes oder zumindest -sezernierendes Gewebe
(s. unten), werden den Oenocyten eine Reihe anderer Aufgaben wie die Bildung von
Epicuticularmaterial (Wigglesworth, 1985a), Sklerotisierung (Wigglesworth, 1985b)
und eine mdgliche Immunabwehrfunktion (Philogéne & McFarlane, 1967)
zugeschrieben. Bei Studien an Bombyx mori konnte in Oenocyten das Protein

p260/270 lokalisiert werden, das an Palmitoylierungsvorgingen beteiligt ist (Ueno &



76
4. Diskussion

Suzuki, 1997). Nach neusten Untersuchungen spielen die Oenocyten auch eine
zentrale Rolle bei der Biosynthese von Hadmoproteinen wihrend der embryonalen
Entwicklung von Drosophila melanogaster (Ruiz de Mena et al., 1999).

Bereits Koller (1929), Zavrel (1935) und Yokoyama (1936) duBerten die Ansicht, die
Oenocyten konnten die Bildungsstitten von Hormonen sein, die die Hautung
beeinflussen. Erst Locke (1969) nahm diese Hypothese wieder auf, nachdem sie
kaum mehr zur Diskussion stand. Die Ergebnisse seiner Untersuchungen zur
Feinstruktur der Oenocyten bei Calpodes zeigten gewisse Parallelen zu denen
Steroidhormon-produzierenden Zellen der Wirbeltiere. Es folgte eine Reihe von
Untersuchungen, die die Ergebnisse von Locke auch bei anderen Insektenarten
bestétigten (Bonner-Weir, 1970; Romer, 1972, 1973, 1974, 1975; Rinterknecht &
Matz, 1983).

Aufgrund morphometrischer Untersuchungen wurde von Romer (1973) kalkuliert,
daB auf der Basis der relativen Gewebemasse Oenocyten nur ein Zehntel so aktiv
sein miifiten wie die Prothorakaldriisen, um eine vergleichbare Menge an
Ecdysteroiden zu produzieren. Das Cytoplasma der Oenocyten wird besonders vom
glatten endoplasmatischen Reticulum beherrscht, zwischen seinen Tubuli liegen viele
Vesikel, Mitochondrien mit tubuldren Cristae und Cytosomen, die im Verlauf eines
Hautungszyklus typischen Verdnderungen unterliegen (Romer, 1975). Weitere
Hinweise auf eine mdgliche Synthese von Ecdysteroiden durch Oenocyten auf
ultrastruktureller Ebene lieferten Hintze-Podufal (1975), Dorn & Romer (1976) und
Ratcliffe & Gagen (1977).

Romer et al. (1974) zeigten, dall die von Tenebrio molitor Larven stammenden
Oenocyten in vitro die Fihigkeit besaBen, '*C-Cholesterin in Ecdyson und
hauptsichlich 20-OH-Ecdyson umzuwandeln. Inkubierte man Prothorakaldriisen und
Oenocyten zusammen, so wurde das von den Prothorakaldriisen stammende Ecdyson
in den Oenocyten zu 20-OH-Ecdyson hydroxyliert. Delbecque et al. (1978)
bestétigten die Ergebnisse von Romer et al. (1974) an isolierten Abdomina von
Tenebrio Puppen. Agui (1974) zeigte, dall Ecdysteroide als Faktoren fiir die
Beschleunigung des Wachstums der Imaginalscheiben von Mamestra durch Zugabe
von Oenocyten ersetzt werden konnten. Weitere Indizien fiir die Synthesefdhigkeit
legten Ruhland & Romer (1977) vor, indem sie die Oenocyten von Bombyx-Larven

auf ihre Hautungshormonaktivitit mit dem Calliphora-Test iiberpriiften und zu
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positiven Ergebnissen gelangten. Sie stellten eine stoBweise Aktivitit gegen Ende
des Larvenstadiums fest.

Die Oenocyten von Gryllus liegen im Fettkorper verteilt vor und sind im Gegensatz
zu Bombyx und Tenebrio vom tlibrigen Gewebe nicht zu isolieren. Hierdurch bedingt
wurden die Oenocyten einschlieBlich Fettkorperanteilen préapariert und aufgearbeitet.
Vor é&hnlichen priparativen Schwierigkeiten stand auch Handler (1982) bei
Untersuchungen an Drosophila. Die Oenocyten sind dort ebenfalls von Fettkorper
umgeben, wodurch die Zuordnung der sezernierten Ecdysteroide erschwert wird.
Bressel (1989) berichtetet von Ecdysteroiden in Oenocyten adulter Mannchen von
Gryllus, in denen er dort erhebliche Hormonmengen nachweisen konnte.

Allerdings liegen auch Berichte vor, die eine Einbeziehung der Oenocyten in die
Ecdysteroidsynthese nicht bestétigen, so z.B. bei Manduca-Vorpuppen (King, 1972).
Die Frage, ob es sich bei Oenocyten um Speicherorte oder Syntheseorte flir die
Ecdysteroide handelt, scheint nach unserem heutigen Wissensstand von Art zu Art
unterschiedlich zu sein und vom Entwicklungsstadium abzuhingen. Ob es sich
hierbei eher um eine allgemein verbreitete Fihigkeit oder um Ausnahmen handelt,
miiflte, bezogen auf das System an einem breiteren Untersuchungsmaterial gepriift
werden. Ein sehr wichtiges Kriterium bei der Suche nach geeigneten Objekten stellt
die problemlose Isolation der Oenocyten von umgebendem Gewebe, insbesondere

dem Fettgewebe, dar.

Tergite:

Trotz ihrer verhdltnismédBig einfachen Préparation wurden die Tergite nur selten als
ganzes System 1im Hinblick auf eine mdgliche Syntheseaktivitit bei Gryllus
bimaculatus verwendet. Shahab & Romer (1982), Bressel (1989) und Hoffmann et
al. (1992) untersuchten die Tergite auf eine eventuelle Ecdysteroidsekretion. Daf}
Tergite von Gryllus in der Lage sind, Ecdysteroide auch zu metabolisieren, zeigte
Eibes 1993.

Die fiir die vorliegenden Untersuchungen verwendeten Tergite waren sekretorisch
aktiv (Abb. 3-2) und zeichneten sich im Gegensatz zu den Oenocyten durch ein
unregelméfiges Sekretionsverhalten mit hoheren Streuungen widhrend der

Inkubationszeit aus.
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Die hier dargestellten Resultate an Oenocyten und Tergiten sind in Einklang mit den
Befunden aus Ganztierextrakten, die ebenfalls eine sprunghafte Zunahme und
eindeutige Schwankungen des Hormontiters zwischen Tag 9 und Tag 12 nach der

Imaginalhdutung zeigten (Romer & Shahab, 1984).

Fettkorper:

Wie bereits erwdhnt, findet man die Oenocyten bei Gryllus bimaculatus im
Neuralsinus lateral vom Bauchmark vermischt mit Fettkorperzellen konzentriert vor.
Um die Frage zu kldren, aus welchen Gewebeteilen das Ecdyson stammt, wurde die
Hormonsekretion von reinem Fettgewebe (ohne Oenocyten) aus dem Thorax
untersucht. Die Sekretionsrate des thorakalen Fettkorpers war im Vergleich zu
anderen untersuchten Geweben als sehr gering einzustufen, die Sekretionsleistung
ging nach anfinglicher Kontinuitdt relativ ziigig gegen Null (Abb. 3-3). Auch die
immunohistochemischen Ergebnisse (Abb. 3-25) zeigten im Gegensatz zu den
Oenocyten eine negative Fluoreszenz im Fettgewebe.

Der Fettkorper als Hauptorgan des intermedidren Stoffwechsels bei Insekten nimmt
auch im Ecdysteroidstoffwechsel eine zentrale Stellung ein (Koolman, 1982, 1990).
Den Nachweis fiir das Vorhandensein von freien und konjugierten Ecdysteroiden im
Fettkorper adulter Mannchen und Weibchen von Gryllus erbrachten Hoffmann und
Behrens (1982), Bressel (1989), Hoffmann et al. (1992) sowie Hoffmann und
Wagemann (1994). Hinweise auf eine lingere Speicherung von Ecdysteroiden durch
Fettgewebe ergaben sich jedoch nicht (Bulenda et al., 1986). Shahab (1985) wies
zwar ebenfalls Ecdysteroide im thorakalen Fettkorper nach, schlo jedoch durch
Vergleich mit den Kontrollen nicht auf eine Synthese, sondern auf einen Abbau.
Handler (1982) stellte im Fettkorper-Oenocyten-Gemisch von Drosophila eine
Ecdysonhydroxylaseaktivitidt fest. Wildmann und Romer (1977) zeigten, dal3 der
Fettkorper von Gryllus in der Lage war, Ecdyson zu 20-Hydroxyecdyson zu
konvertieren. Zhu et al. (1983) wiesen im Fettkorper der Schabe Nauphoeta cinerea
das Vorkommen einer Ecdyson-20-Monooxygenase nach. Die
Ecdysonmonooxygenase wirkt auller auf Ecdyson auch auf verschiedene andere
Ecdysteroide (Lafont & Koolman, 1984) und katalysiert die Reaktion von Ecdyson
zu 20-Hydroxyecdyson (Weirich, 1989). Anhand dieser Befunde ist davon



79
4. Diskussion

auszugehen, dall die eigentliche Funktion des Fettkorpers innerhalb des

Ecdysteroidstoffwechsels in einer Metabolisierung von freien Ecdysteroiden besteht.

4.3 Ecdysteroidsekretion und Kinetik in vitro an Einzelgeweben

Die in Kapitel 3.1 vorgestellten Ergebnisse stellen Vorversuche fiir weitere
Untersuchungen dar, die bei idealen anatomischen Gegebenheiten, d.h. bei der
Verwendung von paarig angelegten Geweben entfallen.

Eine geeignete Methode, um dieser Schwierigkeit zu entgehen, scheint die Erstellung
einer Sekretionsverlaufs-Kurve wihrend einer bestimmten Inkubationszeit zu sein.
Tobe (1977) untersuchte die Corpora allata der Heuschrecke Schistocerca gregaria
auf die Synthese von Juvenilhormonen und stellte interessanterweise fest, daf3 sich
die linke und rechte Halfte der Corpora allata in Bezug auf die Hormonsekretion
asymmetrisch verhielten, d.h. sie produzierten signifikant unterschiedliche Mengen
von Juvenilhormon. Diese Diskrepanz zwischen der linken und rechten Seite
verhinderte somit die Untersuchung von Wirksubstanzen auf die Corpora allata, da
hier keine Kontrollhédlfte zur Verfiigung stand. Als Avruch und Tobe (1978) die
beiden Halften in vitro fir einigen Stunden zusammen inkubierten, fanden sie
iiberraschend einen konstanten Sekretionsverlauf und somit konnte dieser Bioassay
als Kontrolle fiir weitere Experimente verwendet werden.

Mit Hilfe von Sekretionsprofilanalysen sollte herausgefunden werden, wie sich die
untersuchten Geweben in vitro ohne EinfluB von Kopfextrakten verhalten und ob
sich die ausgewdhlten Gewebe fiir weitere Experimente eignen. Alle vier
untersuchten Gewebe waren in der Lage, trotz unterschiedlicher Menge und
unterschiedlichem Sekretionsverlauf, Ecdysteroide ins Medium abzugeben (s. Kap.
3-1). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit waren somit in Einklang mit den
Resultaten von Romer und Bressel (1994), Martau und Romer (1998) sowie Ohe et
al. (1998). Im Gegensatz zu den Resultaten von Romer und Bressel (1994), zeigten
in der vorliegenden Arbeit die Oenocyten (9, 10, 11 Tage alt) eher eine konstant
hohe Sekretionsrate. Dieses unterschiedliche Ergebnis steht moglicherweise mit den
unterschiedlichen Inkubationszeiten in Zusammenhang. Nach Romer und Bressel
(1994) weist das Sekretionsprofil der Oenocyten eine kontinuierliche Abgabe von

Ecdysteroiden mit abnehmender Sekretionsleistung im Verlauf der Inkubationsdauer
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auf. Dies deutet auf eine Hemmung der Ecdysteroidbiosynthese durch
Vorlauferprodukte sowie eine kurze negative Riickkopplungsschleife hin, denn je
konzentrierter Ecdyson im Medium ist, desto geringer ist die von den Geweben
produzierte Menge an Hormon (Sakurai & Williams, 1989). Dies entspricht den
Ergebnissen aus Experimenten mit verschiedenen Insektenspezies (Loeb et al., 1988;
Watson et al., 1989a).

Die absolute Menge an gebildeten Ecdysteroiden und somit die gemessene
Geschwindigkeit der Steroidgenese unter in vitro Bedingungen ist abhidngig vom
Inkubationsvolumen. Die Untersuchungen von Kéuser et al. (1988) und Budd (1992)
zeigten, dal3 Inkubationen von Einzelgeweben nur dann optimal verliefen, wenn ein
geeignetes Fliissigkeitsvolumen gewidhlt wurde. Auch die in vitro-Syntheseleistung
der Prothorakaldriisen von G. bimaculatus war in hohem Malle abhéngig von den
Inkubationsbedingungen (Gerstenlauer & Hoffmann, 1995).

In Anlehnung an diese Ergebnisse wurden einige Priparate jeweils in 50 ul, 100 pl
und 500 pl Grace's Medium fiir definierte Zeiten inkubiert und die Konzentration der
abgegebenen Ecdysteroide mit dem RIA bestimmt. Aus diesen Messungen ging
hervor, dal} die Gewebe in 50 pl Medium weniger Ecdysteroide produzieren als in
100 pl bzw. 500 pl Medium. Eine mogliche Ursache fiir die Abnahme der
Hormonsekretionsleistung konnte der bereits erwihnte Feedbackmechanismus sein.
Ein weiterer wichtiger Aspekt bestand darin, eine optimale Sauerstoffversorgung der
Gewebe zu gewihrleisten. Aus diesem Grunde wurden alle Inkubationen in 500 pl

Grace's Medium (Totalentnahme zu definierten Zeitpunkten) durchgefiihrt.

4.4 Bioassay fiir die Detektion von Faktoren mit Wirkung auf die
Ecdysteroidsekretion

Um die Faktoren mit ecdysteroidstimulierender Wirkung in Kopfextrakten von
Gryllus zu identifizieren und zu isolieren, wurde ein geeigneter Bioassay aufgebaut,
der es erlaubte, Substanzen zu testen, die die Ecdysteroidsekretion positiv
beeinfluBBten. Dieser in vitro Bioassay mufite bestimmte Anforderungen erfiillen: er
sollte spezifisch sein und empfindlich, in dem er schon auf kleinste Mengen reagiert.

Der in dieser Arbeit entwickelte Bioassay basierte auf dem Verlauf der
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Sekretionskinetik (Inkubation von Geweben fiir definierte Zeiten) und auf der
Analyse der Ecdysteroide mittels einer Kombination aus RIA und HPLC.

Fiir eine Spezifitit des Bioassays sprach, daB3 erstens beim Testen von Fraktionen aus
der HP-SEC-Auftrennung nur wenige Fraktionen eine stimulierende Wirkung auf die
Ecdysteroidsynthese aufweisen (Abb. 3-7 & Abb. 3-8) und daBl zweitens
angereicherte Fraktionen von Ecdysiotropinen eine sigmoidale Dosis-Wirkkurve
(Abb. 3-10) zeigten.

Der Bioassay war semiquantitativ, da eine Aussage iiber die Hohe der biologischen
Aktivitdt, unter anderem auch von dem verwendeten Antikorper (s. Kap. 2.5.1.1)
abhing. Desweiteren lieBen sich keine echten Konzentrationangaben der biologisch
aktiven Faktoren machen, da die Dosis-Wirkkurve nur in einem sehr schmalen
Bereich linear verlief. Im Prinzip liee sich, wenn die molekulare Struktur des
biologisch aktiven Faktors bekannt wire, auf der Grundlage der Aktivitdt auch die
absolute Menge der ecdysiotropen Faktoren angeben.

Die Empfindlichkeit des Bioassays reichte aus, um die Ecdysteroidsekretion-
stimulierenden Faktoren zu identifizieren. Die Befunde der Dosis-Wirkkurve (Abb.
3-10) zeigten, daB lediglich 0,35 Kopfaquivalente die Ecdysteroidsekretion in den
Oenocyten verdoppeln konnten. Dabei ist zu beachten, dafl die ausgewihlten
Oenocyten aus 9 Tage alten Tieren sehr geringe Hormonmengen sezernierten (Abb.
3-1) und somit fiir den Test die notwendige Sensitivitdt aufwiesen. Studien an den
Prothorakaldriisen von Manduca sexta (Bollenbacher et al., 1983) und Lymantria
dispar (Kelly et al., 1992) zeigten eindeutig, da3 steroidogene Driisen, die eine hohe
Hormonkonzentration aufzeigten, keiner Aktivierung durch Ecdysiotropine
unterlagen. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit geht hervor, daf3 die
Oenocyten am Tag 9 fiir den Test der Ecdysiotropine besonderes geeignet waren, da
sie einen geringeren endogenen Steroidpool im Vergleich zu anderen Tagen
aufwiesen.

Abschlielend sollen noch einige kritische Anmerkungen zur Préparation gemacht
werden. Vorteilhaft wire es gewesen, jedes Gewebe in zwei gleichgrofle Hélften zu
teilen, um eine Halfte als Kontrolle und die andere Hilfte als Testgewebe zu
verwenden. Dieses Vorhaben wurde nach anfinglichen Experimenten jedoch
aufgegeben, da durch die komplexen anatomischen Verhiltnisse eine gleichméfBige

Aufteilung nicht moglich war. Zu bedenken war auch, ob beide Hélften gleichwertig
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im Hinblick auf ihre Syntheserate gewesen oder durch etwaige gewebeinterne
Verteilungsmuster gestort worden wéren. Nur die Tergite wurden aufgrund ihrer
festen Form nach der Préparation unter dem Binokular in zwei gleiche Teile halbiert.
Beim Einsatz von Geweben aus verschiedenen gleichaltrigen Tieren konnte nicht
von gleichen Syntheseraten ausgegangen werden. Dennoch wurde durch das
Erstellen von Sekretionskinetiken und durch die groe Anzahl an untersuchten

Tieren versucht, diese Fehlerquelle so klein wie moglich zu halten.

4.5 Die quantitativen Bestimmungsmethoden fiir Ecdysteroide

Fiir die quantitative Bestimmung von Ecdysteroiden wurden im Laufe der Jahre
verschiedene Methoden entwickelt, die sich hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit und
der Art der Substanzen, die sie erfassen, aber auch beziiglich der notwendigen
Probenaufbereitung unterscheiden. Dazu zdhlen Bioassay, Enzymimmunoassay,
physiko-chemische Quantifizierungen und der am haufigsten verwendete
Radioimmunoassay.

Der erste Bioassay fiir Hautungshormone wurde bereits im Jahr 1939 entwickelt,
lange bevor die Struktur der Hormone bekannt war (Becker & Plagge, 1939). Mit
einigen Modifikationen wird er auch heute noch als Musca-Test eingesetzt. Als Mal3
fir die Ecdysteroidkonzentration dient der Grad der Verpuppung -eines
abgeschniirten Abdomens einer Fliegenlarve nach Injektion von Ecdysteroiden.
Ahnliche Bioassays fiir Ecdysteroide wurden auch mit anderen Insekten durchgefiihrt
(Kelly & Fuchs, 1980). Neben diesen in-vivo-Bioassays wurden auch in-vitro-
Bioassays unter Verwendung von Insektenzellinien (Courgeon, 1972),
Imaginalscheiben aus Puppen (Bergamasco & Horn, 1980) oder Riesenchromosomen
aus Drosophila Speicheldriisenzellen (Richards 1978) eingesetzt. Bisher wurden ca.
60 Ecdysteroide in verschiedenen Bioassays getestet (Cherbas et al., 1980). Die
Spezifitit der Bioassays ist jedoch gering, aber ermdglicht zumindest eine Aussage
dariiber, ob eine Substanz bei Arthropoden iiberhaupt hdutungsaktiv wirkt.

Zur physiko-chemischen Quantifizierung im Anschlufl an eine chromatographische
Auftrennung werden zum Beispiel die UV-Absorption oder die durch Schwefelsaure

induzierte Fluoreszenz der Ecdysteroide ausgenutzt.
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Eine weitere, wichtige und zum gegenwirtigen Zeitpunkt am héufigsten benutzte
Methode ist der Radioimmunoassay (s. Kap. 2.5.1). Dieser zeichnet sich durch seine
leichte Handhabung und zugleich hohe Sensitivitit aus (Hoffmann & Hetru, 1983).
Allerdings ist die Sensitivitdt (4 x 10" mol = 1,6 pg) von der Spezifitit des
verwendeten Antikorpers abhingig (Hirn & Delaage, 1980), was zu folge hat, daf3
nicht alle Komponenten eines Ecdysteroidgemischs in gleicher Weise gebunden
werden (Loeb et al.,, 1982). Zusitzlich konnen Kreuzreaktionen mit endogenen
Metaboliten und Vorldufern des Ecdysons auftreten (Spindler et al., 1978). Um diese
Fehlerquellen einzugrenzen, wird eine Kombination mit chromatographischen
Verfahren empfohlen (Hoffmann & Behrens, 1982). Aufgrund der geringen
MolekiilgroBBe freier Ecdysteroide konnen nur Ecdysteroid/Protein-Konjugate als
Immunogen bei der Antikorperherstellung eingesetzt werden. Als Tracer dient ein
Isotopen-markiertes Ecdysteroid. Die Trennung der Liganden-Rezeptor-Komplexe
(Ecdysteroid-Antikorper) von freien Liganden (Ecdysteroide) kann mittels
verschiedener Verfahren erfolgen (Reum & Koolman, 1989).

Es sei darauf hingewiesen, da3 RIA-Werte keine absolute Informationen iiber den
Gehalt eines biologischen Extrakts an einzelnen Ecdysteroiden oder an
Gesamtecdysteroiden geben, da einige Antiseren spezifisch auf den Steroidkern,
andere mehr auf die Seitenkette reagieren. Somit konnen die Ergebnisse fiir die selbe
Probe unterschiedlich ausfallen.

Erst seit 1989 steht auch ein Enzymimmunoassay (EIA) zur Verfiigung (Porcheron et
al., 1989). Beim EIA wird der radioaktive Tracer durch einen Enzymtracer ersetzt.
Detektiert wird photometrisch bei 450 nm. Aus der Nachweisgrenze und dem
Verlauf der Eichkurven ergibt sich ein MeBbereich von 10-150 pg Ecdysteroid-
Aquivalenten pro Probe. Derzeit geht die Entwicklung des EIA zum Festphasen-
Immunoassay (Mikrotiterplatten beschichtet mit Antiserum) hin, bei dem die

Antikorper an ein Polystyrenbett gebunden sind.

4.6 Nachweis von Ecdysteroiden durch HPLC

In der Ecdysteroidanalytik, die zur Auftrennung und Identifizierung von
Ecdysteroidgemischen eingesetzt wird, 1ist die High-Performance Liquid

Chromatography (HPLC) am weitesten verbreitet. Da die Methode jedoch
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gewohnlicherweise mit Detektoren geringerer Spezifitit betrieben wird, erfolgt die
Charakterisierung der Ecdysteroide iiber den Vergleich der Retentionszeiten mit
authentischen Referenzsubstanzen. Dabei ist zu beachten, daf} einerseits die starke
UV-Absorption von Ecdysteroiden (?max 242 nm, ¢ 10,000-14,000) eine direkte
Detektion ermdglicht und andererseits die Interpretation biologischer Proben durch
die grofle Anzahl &hnlicher Retentionszeiten von verschiedenen Metaboliten
erschwert wird. Die Reihenfolge, in der Ecdysteroide von der Séule eluiert werden,
hingt von ihrer Molekiilstruktur (weniger von ihrer Polaritit) sowie der Art der
stationdren und mobilen Phasen ab.

Die HPLC/RIA-Analysen (Abb. 3-11 & Abb. 3-12) der mit OSF behandelten Proben
und den dazugehdrigen Kontrollen (ohne OSF) zeigten zwei unterschiedliche
Ecdysteroidmuster. Dabei wurden zwei zusitzliche, eng nacheinander eluierte, im
RIA aktive Peaks, sowohl mittels RP- als auch bei NP-Auftrennung gefunden, die
eindeutig nur in Oenocyten nach OSF-Behandlung auftraten. Bei dem ersten
zusitzlichen Peak mit einer Retentionszeit von 11,5 (RP) bzw. 14 (NP) Minuten
handelt es sich vermutlich um Makisteron A.

Makisteron A (24-Methyl-20-Hydroxyecdyson) ein Cys-Ecdysteroidhormon (Abb. 4-
1) wurde sowohl aus Pflanzen (Hikino et al., 1976) als auch aus verschiedenen
Insektenarten, hauptsdachlich Hemipteren, Hymenopteren und Dipteren isoliert (Imai
et al.,, 1968; Kaplanis et al., 1975; Redfern, 1984) und weist einige Besonderheiten
auf. Es ist das einzige Hormon mit H&utungsaktivitdt, das nicht aus Cholesterin,
sondern aus Campesterol und Sitosterol synthetisiert wird (Feldlaufer et al., 1995).
Dal} Makisteron A auch eine biologische Wirkung hat, zeigten Untersuchungen von
Kozhanova und Sehnal (1997), die eine Beeinflussung des cytoplasmatischen

Wachstums der Oocyten von Pyrrhocoris apterus nachweisen konnten.

[‘]H

HO
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Makisteron A
HO

0

ADbb. 4-1: Struktur von Makisteron A.
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In der vorliegenden Arbeit konnte Makisteron A oder eine Substanz mit einer dem
Makisteron dhnlichen Retentionszeit nach Behandlung der Oenocyten mit
Kopfextrakten durch eine Kombination aus HPLC/RIA dedektiert werden, was auf
eine de-novo Synthese oder/und eine Mobilisierung der gespeicherten Ecdysteroid-
konjugate hindeutet. Um dieses Ergebnis zu bestétigen, miisste durch den Zusatz von
radioaktiv markierten Vorldufern und anschlieBender Identifizierung des Produkts
dieser Frage nachgegangen werden. Mit Ausnahme einer einzigen Arbeit fehlen in
der Literatur jegliche Anhaltspunkte. Henrich et al. (1987) untersuchten die
Ringdriise von Drosophila-Larven nach Zugabe von Gehirnextraken auf
Ecdysteroide. Sie stellten die Produktion von 20-Deoxy-Makisteron A durch die
Ringdriise fest. In Kontrollgewebe konnte kein 20-Deoxy-Makisteron nachgewiesen
werden.

Der zweite zusitzliche Peak mit einer Retentionszeit von 10 (RP) bzw. 15 (NP)
Minuten konnte nicht ndher identifiziert werden, da eine Referenzsubstanz mit
identischer Retentionszeit nicht vorhanden war. Hier bietet sich als geeignete
Analysenmethode die Massenspektrometrie an (Wainwright et al., 1997). Mittels
dieses Verfahrens kann die Identitit von Ecdysteroiden bestitigt werden, die
aufgrund ihrer Retentionszeiten nach HPLC-Auftrennung bereits charakterisiert
wurden. Massenspektren von Ecdysteroidproben geben Auskunft {iber die
molekulare Struktur der Verbindungen.

AuBerdem wurde eine starke Zunahme von 20-OH-Ecdyson nach Stimulation mittels
OSF verzeichnet. Die Sekretion von Ecdyson und besonders von 20-OH-Ecdyson
durch die Oenocyten gilt als gesichert und wurde in Kapitel 4-2 ausfiihrlich
diskutiert.

4.7 Die Wirkungsweise von Azadirachtin

Die  Wirkung von  Azadirachtin ~ (Abb.  4-2), einem  natiirlichen
Insektenwachstumsregulator aus dem Niem-Baum ist vielféltig und erschwert das
Verstindnis des Wirkmechanismus. Aza, das aus den Samen und Blittern der
Meliaceae Azadirachta indica (A. Juss) und Melia azederach (Linnaeus) extrahiert

wird, ist ein arthropoden-spezifisch wirksames Biozid (Insektizid). Es wurde



86
4. Diskussion

erstmals von Butterworth und Morgan (1968) in reiner Form isoliert und

beschrieben, spiter von Zanno et al. (1975) als Tetranotriterpenoid identifiziert.

Abb. 4-2: Struktur von Azadirachtin (nach Kraus et al., 1985).

Aza setzt die FraBaktivitit vieler hemi- und holometaboler Insekten herab (Ladd et
al., 1978; Trumm & Dorn, 2000), mindert die Fekunditdt, hemmt das Wachstum und
stort die Metamorphose (Butterworth & Morgan, 1971; Steets & Schmutterer, 1975;
Schmutterer & Rembold, 1980; Schliiter & Schulz, 1984). Ferner stellen Sieber und
Rembold (1983) bei Locusta migratoria, Redfern et al. (1981) und Dorn et al. (1986)
bei Oncopeltus fasciatus fest, dal durch Aza der Ecdysteroidtiter gesenkt wird.
Kéuser und Koolman (1983) zeigten mit in vitro-Tests ein Konkurrieren von Aza mit
Ponasteron A um den 20-OH-Ecdyson-Rezeptor bei Calliphora vicina. Es gibt
zahlreiche Berichte dariiber, daBB Aza die Imaginalhdutung der Insekten unterdriickt
und zu ,,Dauerlarven fiihrt (Ubersicht in Jacobson, 1986; Schmutterer, 1995). Eine
Stadienverldngerung sowie eine Hemmung und/oder Unterbindung der Ecdysis sind
nach Aza-Behandlung fiir viele Insektenarten beschrieben worden, z.B. fiir Heliothis
zea und Spodoptera frugiperda (McMillen et al.,, 1969), Epilachna varivestis
(Schliiter, 1985), Ostrinia furnacalis (Chiu et al., 1984) und Manduca sexta (Schliiter
et al., 1985). Der Ausfall der Hiutung beruht auf einer dosisabhidngigen Senkung und
zeitlichen Verzogerung des Ecdysteroidtiters (Dorn et al., 1986; Mordue &
Blackwell, 1993). Auch die Stérungen der Oogenese, die in einem engen
Zusammenhang mit einer Aza-beeinflulliten, funktionellen Beeintrichtigung der
Corpora allata stehen, wurden durch histologische Befunde bestitigt (Schulz &
Schliiter, 1982; Schliiter, 1985).
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Ferner ist bekannt, dal Aza zu einer Erhdhung der Hormonproduktion in
neurosekretorischen Zellen des Gehirns fithren kann (Pener et al.,1990; Barnby &
Klocke, 1990). Die Beeinflussung der Ecdysteroidsynthese und die Auspriagung der
Corpora allata und der Corpora cardiaca durch Aza riihrt wahrscheinlich von einer
Dysregulation des iibergeordneten hormonellen Systems her, da die Entlassung,
jedoch nicht die Synthese regulatorischer Neurohormone des Gehirns (i.e. PTTH,
Allatotropin und Allatostatine) stark gehemmt werden (Dorn et al., 1987; Sieber &
Rembold, 1983; Subrahmanyam & Rembold, 1989; Subrahmanyam et al., 1989).
Allerdings gibt es bisher keine Vorstellung dariiber, wie die Freisetzung von
Neurohormonen an den Axonendigungen der neurosekretorischen Zellen im
Neurohdmalorgan inhibiert werden konnte. Offensichtlich blockiert Aza die
Freisetzung von Neurohormonen aus dem Retro-Cerebralkomplex (Rembold et al.,
1989) und hat keinen direkten Einfluf auf die PTTH- und Ecdysonsekretion (Koul et
al., 1987; Garcia et al., 1990). Sieber (1982) sowie Subrahmanyam und Rao (1986)
berichteten, dal nach Aza-Injektion eine Akkumulation neurosekretorischer
Produkte in den medianen neurosekretorischen Zellen auftrat. Ein solcher
histologischer Befund wurde mit einer blockierten Ausschiittung von
Neurohormonen interpretiert (Highnam, 1976).

Den Wirkmechanismus von Aza erkldren Rembold et al. (1987) in einer Hemmung
von Transportmechanismen an Zellmembranen. Die Autoren vertreten die Meinung,
daB unabhédngig von der injizierten Konzentration eine konstante Menge von ca.
einem halben pg Aza pro Gramm Korpergewicht im Tier zuriickgehalten wird, die
fest gebunden vorliegt. Eine Bindung an Rezeptorproteine im Bereich
neurosekretorischer Zentren koénnte in einer Hemmung der Ausschiittung von
Neurohormonen resultieren. Ein Wirkmechanismus dieser Art erklart die
unterschiedlichen Effekte von Aza, die in Abhingigkeit von der Dosis auftreten.

In Anlehnung an die oben genannten Ergebnisse wurde in der vorliegenden Arbeit
versucht, durch Applikation von 1 pug Aza pro Gramm Korpergewicht eine
Anreicherung des OSF zu erzielen, sowie die Wirkung auf den Ecdysteroid-Spiegel
in der Hamolymphe zu untersuchen. Wihrend der Ecdysteroidtiter der Aza-
behandelten adulten Tiere stark reduziert war (Abb. 3-13), wurde weder eine
Erhohung noch eine Senkung der Konzentration von OSF festgestellt (Abb. 3-14).
Die Dosis-Abhingigkeit von Aza wurde von Rembold (1984) beschrieben.
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Bei einer Dosis von 1 pg/g Korpergewicht iiberlebten die Tiere in den vorliegenden
Untersuchungen bis zur Prédparation an Tag 11 nach der Imaginalhdutung. Eine
hohere Dosis tliberlebten die Tiere nicht und starben spitestens drei Tage nach der
Applikation. Fin Hinweis dafiir, da8 die injizierte Aza-Dosis in Gryllus wirksam
war, konnte durch die niedrigeren Ecdysteroidtiter im Vergleich zu Kontrolltieren
(p<0,05) gezeigt werden (Abb. 3-13). Dies steht in Einklang mit den Ergebnisse
anderer Autoren (s. oben). Die niedrige Ecdysteroid-Konzentration in der
Héamolymphe von praadulten Insekten kommt dadurch zustande, dal Aza die
Wirkung von PTTH auf die Prothorakaldriise unterbindet und somit die
Ecdysteroidsynthese verhindert. Eine direkte Interaktion zwischen Aza und
steroidogenen Driisen ist eher unwahrscheinlich. Die Inkubation von
Prothorakaldriisen in Gegenwart von unterschiedlichen Mengen an Aza hatte keinen
EinfluBl auf die Ecdysteroidsekretion ins Medium (Barnby & Klocke, 1990). Auch
auf mikroskopischer Ebene konnten keine zytotoxischen Effekte an
Prothorakaldriisen beobachtet werden (Bidmon, 1986).

Eine Erhohung der Konzentration an OSF kann moglicherweise durch eine hohere
Dosis von injiziertem Aza erreicht werden, vorausgesetzt die Tiere {iberleben dies.

Es soll darauf hingewiesen werden, da3 OSF ebenfalls dosisabhéngig wirkt (Abb. 3-
10). Pener et al. (1990) konnten den erhéhten PTTH-Gehalt im Gehirn erst durch
Zugabe von einem Gehirndquivalent von Tieren, die durch Aza vorbehandelt
wurden, nachweisen.

Die Wirkung von Aza ist sehr lange latent (Kubo et al., 1983; Bidmon, 1986). Das
wiirde erkldren, da8 Aza bei Gryllus erst nach dem 11. Tag (Tag der Préparation) zu

einer Konzentrationserh6hung an OSF fiihrt.

4.8 Biochemische Eigenschaften der Oenocyten-stimulierenden
Faktoren

Von den Ecdysiotropinen (s. Kap. 1.2.1) sind die beiden Formen des
prothorakotropen Hormons beim Seidenspinner am besten untersucht (Ishizaki &
Suzuki, 1994).

Die Kenntnisse der molekularen Einzelheiten anderer bekannter Ecdysiotropine sind

zur Zeit wesentlich weniger erforscht als die der beiden oben genannten PTTHs. In
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der Literatur wird meistens nur auf ihre ecdysteroid-stimulierende Wirkung
hingewiesen (Charlet et al., 1979; Hagedorn et al., 1979; Masler et al., 1991a). Eine
Ausnahme stellt allerdings ein aus Lymantria dispar isoliertes Testis Ecdysiotropin
dar (Loeb et al., 1988, 1993, 1994, 1998; Wagner et al., 1997). Hierbei handelt es
sich um ein kleines Neuropeptid mit einem Molekulargewicht von ca. 2,3 kDa
(entsprechend 21 oder 22 Aminosédureresten), das unter anderem im Protocerebrum
und im dazu gehorigen optischen Lobus lokalisiert ist (Meola et al., 1998).
Interessant ist die Tatsache, daB das TE des Schwammspinners die
Ecdysteroidsynthese und —sekretion in Ovarien von Adulten Gryllus bimaculatus
drastisch stimuliert (Hoffmann et al., 1994). Das TE wirkt dabei spezifisch und hat
keinen Einfluf} auf die Prothorakaldriise.

Die Untersuchungen der biochemischen Natur des PTTHs begann im Jahre 1958
(Kobayashi & Kirimura, 1958) nach der Entdeckung des sogenannten ,brain
hormone* durch den polnischen Wissenschaftler Kopec (1922). Erste Experimente
zur Biochemie des PTTH fiihrte Kobayashi durch. Er extrahierte PTTH aus Bombyx-
Puppengehirnen mit organischen Losungsmitteln wie Methanol (Kobayashi &
Kirimura, 1958), Ether und Aceton (Kobayashi et al., 1962). Anschlielend priifte er
die Aktivitdt der gewonnenen Gehirnextrakte in diapausierenden Bombyx-Puppen.
Eine Injektion des Extrakts mit einer Dosis von ca. 400 Gehirn-Aquivalenten/Puppe
konnte die Adultentwicklung hervorrufen. Diese Beobachtung brachte den Autor zu
der Annahme, dal3 es sich beim ,,brain hormone* um ein Ether-l6sliches Molekiil
handele, vermutlich um ein unpolares Lipid (Kobayashi & Kirimura, 1958), welches
man kurze Zeit spater falschlicherweise fiir Cholesterol hielt (Kirimura et al., 1962).
Es stellte sich heraus, dal der Bombyx-Puppenassay durch eine unspezifische
Antwort auf einen Extrakt einen falsch-positiven Befund liefern kann (Ishizaki &
Ichikawa, 1967), weil die Ergebnisse aus der biologischen Entwicklung der Tiere
abgelesen wurden. Die Entwicklung kann aber auch von anderen Faktoren beeinfluf3t
werden, die das Testverfahren unbrauchbar machen. Der Mangel an Spezifitit des
Assays war die Ursache, die zu dem falschen Ergebnis von Kobayashi fiihrte.
Basierend auf dem Ergebnis, daf3 ein wiBriger Extrakt aus dem Gehirn von pharaten
Adulten des Seidenspinners stimulierend auf die Prothorakaldriise wirkt, schlugen
Ichikawa und Ishizaki (1963) vor, daB es sich beim ,,brain hormone* um ein Peptid

bzw. ein Protein handeln konnte. Da das Neuropeptid aus dem Gehirn die Wirkung
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besitzt, die Ecdysteroidbiosynthese zu stimulieren, wurde das Brain Hormone seiner
Funktion entsprechend in ,Prothoracicotropic Hormone (PTTH)*“ oder
,Ecdysiotropic Hormone (ETH)* umbenannt.

In der Folgezeit fiihrten intensive Studien, besonders von japanischen
Forschungsgruppen (Ishizaki & Suzuki, 1992) zur vollstdndigen Isolierung und
Charakterisierung der beiden Formen des PTTH aus Bombyx mori (s. Kap. 1.2.1).
Der enzymatische Abbau von PTTH aus bisher bekannten Arten mit Exopeptidasen
hat ergeben, dall sowohl der N- als auch der C-Terminus blockiert waren (Ishizaki et
al., 1977; Kim et al., 1997). Dies war keineswegs iiberraschend, da dieser
Schutzmechanismus von anderen Neuropeptidhormonen aus Invertebraten bereits
bekannt war (Fernlund & Josefsson, 1972; Isobe et al., 1975; Stone et al., 1976).

Es wurde hiufig berichtet, dal die prothorakotropen Hormone von Bombyx mori
(Ishizaki et al., 1977; Nishitsutsuji-Uwo & Nishimura, 1984; Kataoka et al., 1987),
Manduca sexta (Gibbs & Riddiford, 1977; Kingan, 1981; Bollenbacher, et al., 1985,
1993), Lymantria dispar (Thyagaraja et al., 1992; Fescemyer et al., 1995),
Calliphora vicina (Hua et al., 1997) und Drosophila melanogaster (Pak et al., 1992;
Kim et al., 1997) wasserloslich und sehr hitzestabil sind.

Des weiteren sind Disulfidbriicken in der groB3en sowie der kleinen Form von PTTH
beschrieben worden (Ishibashi et al., 1994). Das grofere Molekiil ist ein Homodimer
(Bollenbacher & Granger, 1985; Kawakami et al., 1990; Bollenbacher et al., 1993)
die kleinere Form ein heterodimeres Peptid (Nagasawa et al., 1984, 1986;
Mizoguchi, 1994). Bombyxin, das kleine Bombyx-PTTH, konnte mittels HPLC
chromatographisch in drei Peptide getrennt werden. Die komplette
Aminosduresequenz von Bombyxin II wurde bestimmt. Es zeigte sich, dal3 es aus
zwei Peptidketten besteht, die iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. In
der Aminosduresequenz besteht eine groBe Homologie mit dem Vertebraten-Insulin
(Nagasawa et al., 1986). Andererseits wurde eine 70%ige Homologie des groflen
PTTH von Manduca zum Cellular Retinol Binding Protein (CRBP) und zum Cellular
Retinoic Acid Binding Protein (CRABP) beobachtet (Bollenbacher et al., 1993).
Daraus ist zu schlieBen, dal das groe und das kleine PTTH nicht miteinander
verwandt sind.

Die Molekulargewichte sowie die daraus resultierenden unterschiedlichen

Laufeigenschaften bei Gelelektrophorese unter reduzierenden und nicht-
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reduzierenden Bedingungen deuteten auf eine Glykosylierung des groBen PTTH hin
(Kawakami et al., 1990; Kim et al., 1997). PTTH behilt seine biologische Aktivitét
auch dann, wenn es in E. coli exprimiert wird, d.h. die Glykosylierung des Molekiils
ist nicht unbedingt fiir seine Ecdysteroid-stimulierende Wirkung notwendig. Dieses
wurde sowohl fiir Bombyx mori (Kawakami et al., 1990; Ishizaki & Susuki, 1992) als
auch fir Manduca sexta demonstriert (Gilbert et al., 2000). Kim et al., (1997)
berichteten auch von Glykosylierungsstellen am N-Terminus des PTTH von
Drosophila melanogaster, die ebenfalls nicht fiir eine biologische Aktivitit
notwendig waren. Die Tatsache, dal der Verlust von Oligosaccharidketten keinen
EinfluB auf die ecdysiotrope Aktivitit hatte, war {iberraschend, da wichtige
physikalische Eigenschaften wie Konformationsstabilitdt, Protease-Resistenz,
Ladung und die Fahigkeit, eine bestimmte Menge Wasser zu binden, zum Teil mit
einer Glykosylierung des Molekiils verkniipft sind (Cumming, 1991).

Die Experimente mit den OSF aus Gryllus bimaculatus (s. Kap. 3.6) deuteten auf
thre Wasserloslichkeit und einen gewissen Grad an Hitzestabilitdt hin (Abb. 3-15).
Es konnte ferner gezeigt werden, daB3 die OSF eine bis mehrere Zuckerketten sowie
Disulfidbriicken enthalten, die in Gegensatz zum PTTH, fiir eine biologische
Aktivitdt erforderlich sind (Abb. 3-17 & Abb. 3-18). Die Zuckerkette(n) werden
wahrscheinlich fiir die Bindung an den Rezeptor gebraucht und die Disulfidbriicke(n)
fiir die Stabilisierung der Sekundirstruktur des Molekiils. Das Vorkommen von
Disulfidbriicken in OSF ist ein Hinweis auf ihre dimere bzw. polymere
Molekiilstruktur. Die OSF verloren ihre biologische Aktivitit nicht, als sie mit N-
Ethylmaleimid behandelt wurden (Abb. 3-16). Das bedeutet, dal freie Sulthydryl-
Gruppen an der ecdysiotropen Aktivitit der OSF nicht beteiligt sind, bzw. dall OSF
keine Sulthydryl-Gruppen besitzten.

Weiterhin wurden die ecdysiotropen Faktoren mit Proteasen und Peptidasen
behandelt. Die Ergebnisse zeigten, dall die biologische Aktivitit weder nach
Inkubation mit Carboxypeptidase noch mit Aminopeptidase ausblieb (Abb. 3-18).
Dies deutet darauf hin, dal sowohl der N- als auch der C-Terminus gegen den
Angriff von Exopeptidasen geschiitzt sind, was auch durch die versuchte terminale
Sequenzanalyse der OSF (s. Kap. 4.10) bestéitigt wurde. Die Behandlung mit

Proteasen dagegen fiihrte zum Verlust der ecdysiotropen Aktivitét.
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4.9 Molekulargewichtsbestimmung von OSF

Die in dieser Arbeit eingesetzte Methode (s. Kap. 2.7.2) zur Extraktion und
Bestimmung des Molekulargewichts von biologisch aktiven Faktoren wurden auch
von anderen Autoren erfolgreich verwendet (Suzuki, 1986; Masler et al., 1986; Loeb
et al., 1987; Gelman et al., 1992; Fescemyer et al., 1995; Kelly et al., 1995, 1996;
Wagner et al., 1997). Da die Extraktion von biologisch aktiven Molekiilen mittels
organischer Losungsmittel zur Denaturierung von Enzymen und groen Proteinen
fiihrt, stellt diese Methode einen Vorteil gegeniiber der Verwendung von wéssrigen
Puffern dar, da hiermit eine Anreicherung der gesuchten Proteine -erfolgt.
Andererseits besteht die Gefahr, daB in organischen Losungsmitteln durch eine
Umwandlung von Dimeren in Monomere die biologische Aktivitit einiger Molekiile
verloren geht.

Das Molekulargewicht der OSF konnte zwischen 26,5 und 30 kDa mittels HP-SEC
sowie Massenspektrometrie ermittelt werden. Die aktivsten Fraktionen hatten ein
Molekulargewicht von ca. 28,4 und 27,4 kDa, und waren aullerdem in der Lage die
Ecdysteroidsekretion auch in den Tergiten anzuregen (Abb. 3-7 & Abb. 3-8).

Die GroBe der Molmasse der OSF entsprach etwa dem des groBen PTTH von
Lepidopteren.

Im Vergleich zu anderen Insektengruppen konnte gezeigt werden, dall gegen
Bombyx-PTTH gerichtete Antikorper (Mizoguchi et al.,, 1990) eine positive
immunohistochemische Reaktion in bestimmten Zellen des Nervensystems der
Honigbiene Apis mellifera und der Taufliege Drosophila melanogaster hervorrufen
(Zitnan et al.,, 1993; Simoes et al, 1997). Interessanterweise zeigt die
Aminosduresequenz des Drosophila-PTTH (Kim et al., 1997) keinerlei signifikante
Homologie zu anderen Peptiden einschlieBlich der Lepidopteren-PTTH's. Auch die
PTTH-Aminosduresequenzen der Schmetterlinge Manduca und Bombyx zeigen keine
vollstindige Homologie zueinander (Muehleisen et al., 1993), denoch blockiert die
Zugabe von Bombyx PTTH-Antikorpern (gerichtet gegen den N-Terminus) zu
Gehirnextrakten von Manduca die ecdysiotrope Aktivitit von Manduca-PTTH
(Rybczynski et al., 1996). Lediglich die biologische Aktivitét scheint artspezifisch zu
sein, d.h. daB} die sogenannten ,,receptor-binding-regions unterschiedlich sind. Auf

Grund dieser Beobachtungen sowie einer moglichen Homologie der
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Aminosduresequenz von OSF und PTTH wurde in der vorliegenden Arbeit die
Bindung von zwei verschiedenen PTTH-Antikorpern (s. Kap. 2.7.7) an die
Kopfextrakte mittels Westernblot {iberpriift (Abb. 3-20). Es konnte keine Antikorper-
Reaktion mit Extrakten von Gryllus bimaculatus nachgewiesen werden. Daraus wird
geschlossen, dal zumindest keine Homologie zwischen OSF und PTTH am N-
Terminus besteht.

In der vorliegenden Arbeit konnte kein zweiter Wirkstoff mit ecdysiotroper Aktivitét
gefunden werden. Es mag sein, dal durch die Extraktion mit organischen
Losungsmitteln eine oder sogar mehrere Faktoren mit biologischer Aktivitit in der
Methanolfraktion prazipitieren. Jedoch konnten andere Autoren, die die gleiche
Methode verwendet haben, zwei Formen von PTTH nachweisen. Andererseits ist
bekannt, dafl fiir Testis Ecdysiotropin und das Egg Development Neurosecretory
Hormone nur eine einzige molekulare Form gefunden wurde (Loeb et al., 1994;
Masler et al., 1991Db).

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, daBl in allen bisher untersuchten
Insektenspezies, die sich vornehmlich auf Lepidopteren bezogen, zwei Formen von
PTTH gefunden wurden, ein kleines und eine groBes Molekiil. Biochemische
Analysen der PTTH's in den vergangenen Jahren deuten darauf hin, da3 es sich um
Molekiile unterschiedlicher Gréfe handelt. Bei den relativ gut untersuchten
Schmetterlingen Bombyx mori, Manduca sexta, Samia cynthia, Polygonia c-aureum,
Papilio  xuthus and Mamestra brassicae besitzen die groBen PTTHs ein
Molekulargewicht zwischen 22 bis 30 kDa (Ishizaki et al., 1983; Bollenbacher et al.,
1984, 1993; Ishizaki & Suzuki, 1984; O’Brien et al., 1986), die kleinen PTTHs
zwischen 4 bis 7 kDa (Bollenbacher et al., 1984; Nagasawa et al., 1986; Maruyama
et al., 1988; Endo et al., 1990, 1997; Yagi et al., 1995). Ahnliche Ergebnisse zeigten
auch Lymantria dispar (13-20 kDa und 3-6 kDa; Masler et al., 1986; Kelly et al.,
1992; Fescemyer et al., 1995), der Maisziinsler Ostrinia nubilalis (12-29 kDa und
1,5-3,3 kDa; Gelman et al., 1992) und Calliphora vicina (16 kDa und 5 kDa; Hua et
al., 1997). Die Untersuchungen an Drosophila melanogaster zeigten jedoch
abweichende Ergebnisse, naimlich Molekulargewichte von 14-17 kDa fiir das grof3e
PTTH sowie 3-5 kDa fiir die kleine Form (Pak et al., 1992). Andererseits fanden Kim
et al. (1997) nur ein 45 kDa grofles Protein mit prothorakotroper Aktivitidt. Das

Auftreten von verschiedenen molekularen Formen des Neuropeptids konnte nach
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Watson et al. (1989b) mit der Verteilung von speziellen neurosekretorischen Zellen
(NSC) in unterschiedlichen Regionen des Gehirns (Protocerebrum) in
Zusammenhang gebracht werden, da deutliche Art-Unterschiede zu beobachten sind.
So sind bei Manduca (Gibbs & Riddiford, 1977; Agui et al., 1979) und Galleria
(Muzszynska-Pypel, 1987; Zitnan et al., 1990) nur laterale NSC, bei Mamestra nur
mediale NSC (Hiruma & Agui, 1977), bei Aeschna nur anteriore NSC (Charlet &
Schaller, 1976) sowie bei Megoura nur mediodorsale NSC (Steel, 1978) an der
Herstellung von PTTH beteiligt.

Im {tbrigen konnten auch auBerhalb des Gehirns Faktoren mit PTTH-Aktivitét
lokalisiert werden. Zu nennen wéren z. B. Faktoren aus dem Ventralganglion von
Drosophila melanogaster (Henrich et al., 1987; Henrich, 1995) und aus den Darm
von Lymantria dispar (Gelman et al., 1993).

Nach Fescemyer et al. (1995) sind die unterschiedlichen Molekulargewichte der
PTTH's auf den unterschiedlichen Glykosylierungsgrad des Molekiils
zuriickzufiihren.

Es ist nicht ausgeschlossen, daBl in Gryllus-Imagines weitere Ecdysiotropine
vorkommen, die jedoch mit der hier eingesetzten Methodik nicht erfaflit wurden und
sich von den Oenocyten-stimulierenden Faktoren unterscheiden.

Die OSF waren nicht in der Lage, die Ecdysteroidsekretion in der Prothorakaldriise
zu fordern (Abb. 3-6). Ferner zeigten die OSF deutlich unterschiedliche
biochemische Eigenschaften im Vergleich zu PTTH. Inzwischen sind unabhéngig
voneinander eine Reithe von Adult-Ecdysiotropinen beschrieben worden (s. Kap.
1.2.1). Der Zusammenhang dieser Hormone mit den PTTH der Larven ist noch nicht

bekannt.

4.10 Aminoséduresequenzanalyse

Es wurde versucht, die Protein-Spots mit einem relativen Molekulargewicht von 26,5
bis 30 kDa néher zu identifizieren (Abb. 3-21). Das Sequenzieren erwies sich bei
fiinf von insgesamt sechs Banden als besonders schwierig. Einerseits waren die N-
Termini der fiinf Proben blockiert, weshalb eine Sequenzierung nach dem Edman-
Abbau nicht ohne weiteres moglich war. Andererseits konnten nach tryptischer

Spaltung auf der Membran keine Peptide freigesetzt werden. Das konnte am
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hydrophoben Verhalten der Peptide liegen, die sich nicht von der Membran 16sten.
Deshalb wurde in einem dritten Ansatz versucht, tryptische Fragmente direkt im Gel
herzustellen. Mit dieser Methode ist es gelungen, interne Aminosduresequenzen der
Peptidfragmente zu bestimmen.

Bei der Datenbanksuche mit den Sequenzen aus diesem Bereich konnte nur eine
einzige Bande eindeutig als das 14-3-3-like Protein identifiziert werden. Dabei
handelt es sich um ein Mitglied aus einer Proteinfamilie, die in viele Prozesse, unter
anderem in die Regulation des Zellzyklus und der neuronalen Entwicklung eingreift
(Fu et al., 2000). Fiir die fiinf anderen Proteine konnten keine Sequenzhomologien zu
bereits beschriebenen Proteinen festgestellt werden.

Insgesamt ist die Linge der ermittelten Sequenzen zu gering, um weiterfiihrende
Arbeiten mit synthetisierten Oligonukleotiden sinnvoll erscheinen zu lassen. Der
zweite Weg, um zu Sequenzinformationen zu gelangen, setzt das Vorhandensein
geeigneter Antikorper voraus, um damit eine Suche in einer cDNA-Bank zu

ermoglichen.

4.11 Wirkmechanismus von OSF

4.11.1 Beteiligung von cAMP als Second Messenger bei der
Ecdysteroidsynthese

Peptidhormone, Prostaglandine, Wachstums- und Differenzierungsfaktoren,
Neurotransmitter sowie hydrophile Pharmaka konnen als extrazelluldre Signale auf
Zellen durch Interaktion mit Membranrezeptoren wirken. Die Bindung an
Rezeptoren fiihrt zur Bildung von intrazelluldren Signalen in Form von Second
Messengern. Diese niedermolekularen Substanzen, die von Enzymen freigesetzt
werden und zu einer Signalverstirkung innerhalb der Zelle fiihren, aktivieren dann
eine Reihe von Kaskaden gekoppelter Reaktionen im Zellinneren, an deren Ende
meistens eine Kinase-katalysierte Phosphorylierung spezifischer Proteine steht. Die
Phosphorylierung leitet schlieBlich eine Anderung der Zellfunktion ein.

In der Literatur werden als hydrophile cytosolische Second Messenger cAMP,
cGMP, Ca2+, Inositphosphate,  Stickoxid-Radikale und als hydrophob

membranassoziert  Diacylglycerol, = Phosphatidylinosit-Phosphate  beschrieben
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(Rasmuss, 1983; Williamson & Hansen, 1987; Berridge & Irvine, 1989). Mit
Ausnahme von Stickoxid, das bei Insekten als Second Messenger nicht bekannt ist,
wurden alle diese Molekiile als Botenstoffe sowohl bei Wirbeltieren als auch bei
Wirbellosen identifiziert.

Als der wohl weitverbreitetste Second Messenger gilt das 3’-5’-cyclische Adenosin-
Mono-Phosphat (cAMP). Auch bei der Regulation der Ecdysteroidbiosynthese in
Insekten ist die Beteiligung von cAMP unumstritten. Ebenso spielt in Vertebraten
das cAMP bei der Signalvermittlung zur Synthese von Steroidhormonen eine
bedeutende Rolle (Sala et al., 1979; Schimmer, 1980). Zum Beispiel wird die
Wirkung von adrenocortikotropem Hormon (ACTH) auf die Nebennierenrinde und
von Follikel-stimulierendem Hormon (FSH) auf die Gonaden, die zur Ausschiittung
von Sexualhormonen, Aldosteron, Cortisol und Ostrogenen fiihrt, durch cAMP
vermittelt (Garren et al., 1965). Verbliiffend &hnlich sind die zelluldren
Regulationsmechanismen der Steroidbiosynthese bei Insekten und Vertebraten
(Stocco & Clark, 1996).

In allen bisher untersuchten ecdysteroidogenen Driisen von Insekten wurde die
Beteiligung von cAMP als Second Messenger entweder allein oder neben anderen
Signaltransduktionswegen beschrieben (Ubersicht in Gilbert et al., 1996 ).

Die Beteiligung von cAMP als Mediator bei der Wirkung von Hormonen in Insekten
ist nicht nur auf die Ecdysteroidproduktion beschrinkt. Beispiele von Hormonen, die
thren EinfluB auf die Zielzelle mittels cAMP ausiiben, sind das adipokinetische
Hormon in Locusta migratoria (Ochard & Lange, 1984), der antidiuretische Faktor
(Herault & Proux, 1987) und diuretische Faktoren (Rafaeli et al., 1984). Ebenfalls
beteiligt ist cAMP an der Regulation der Juvenilhormon-Synthese (Meller et al.,
1985; Tobe, 1990). Aber auch auBerhalb des Hormongeschehens greift cAMP als
Regulator in Stoffwechselprozesse ein. Die Wirkung des Oktopamins
(Catecholamin-Transmitter) kann durch cAMP oder seine Analogen verdoppelt
werden. Dies wurde an den Licht-Organen der Feuerfliege Photinus pyralis (Kadir &
Knowles, 1991) und fiir den Lipidmetabolismus von Tsetsefliegen Glossina
morsitans gezeigt (Pimley, 1985).

Als weiteres wichtiges Signalmolekiil bei Insekten gilt das cGMP. Bemerkenswert
ist, dal cGMP 10- bis 100-fach effektiver als cAMP ist (Truman & Levine, 1982;

Ewer et al., 1994). Andererseits wird die Stimulation von Prothorakaldriisen durch
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PTTH und die daraus resultierende Ecdysteroidsynthese bei dem gleichen
Versuchstier nur durch cAMP {ibermittelt. Zyklisches GMP scheint hingegen in
diesem Zusammenhang keine Rolle als Second Messenger zu spielen, denn PTTH
fiihrt weder zu einer intrazelluliren cGMP-Konzentrationserhohung, noch fordern
cGMP oder dessen Analoga die Ecdysteroidsynthese (Smith, 1993).

Als weiteres noch bekanntes Second Messenger-System in Insekten dienen Inositol-
trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). Thre Beteiligung wurde nachgewiesen
bei der Wirkung von Hydroxytryptamin auf die Einleitung der Speichelbildung in
Calliphora-Speicheldriisen (Berridge, 1981), von cardioakzeleratorischen Peptiden
auf den Herzschlag von Manduca sexta (Tublitz & Trombley, 1987), von Proctolin
bei der Auslosung muskuldrer Kontraktionen in Locusta migratoria-Ovarien (Lange,
1988), von Juvenilhormon bei der Ovar-Eroffnung von Rhodnius prolixus (Sevala &
Davey, 1989) und der Stimulierung der Proteinsynthese in akzessorischen Driisen
weiblicher Drosophila (Yamamoto et al., 1988). Ferner konnte man nach
Behandlung von Bombyx-Prothorakaldriisen mit einem noch nicht néher
identifizierten Cerebral-Faktor die IP;-Spiegel vervielfachen (Dedos et al., 1998). In
Lymantria dispar wird DAG neben cAMP als Second Messenger bei der Wirkung
von Testesecdysiotropin postuliert (Loeb et al., 1993).

Auf Grund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (s. Kap. 3.8), ist davon
auszugehen, dafl die extrazelluldren Signalstoffe der Gehirn-Oenocyten-Achse iiber
die Bildung von cAMP wirken. Um diese Befunde etwas deutlicher hervorzuheben,
wird im folgenden auf die Untersuchungsergebnisse eingegangen, die in dieser
Hinsicht von Bedeutung sind.

Von allen Ecdysiotropinen wurde der zellulire Wirkungsmechanismus des grof3en
PTTH am besten untersucht (Henrich et al., 1999). Aus Untersuchungen an
Prothorakaldriisen von Manduca sexta ist bekannt, dal in Gegenwart von
extrazellulirem Ca’" und PTTH in der Zellmembran cAMP erzeugt wird. Wenn
anstatt des Neuropeptids PTTH Pharmaka eingesetzt werden, die die Konzentration
von cAMP oder der Calcium-lonen erhdhen, dann steigt die Ecdysteroidsekretion
dosisabhédngig (Smith et al., 1984, 1985).

Das postulierte Modell der Stimulierung der Ecdysteroidsynthese durch PTTH geht
von einer Bindung des Hormons an Membranrezeptoren aus. Dadurch wird die

intrazelluldre Calcium-Konzentration erhoht, welche das Calcium/Calmodulin-
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abhingige Enzym Adenylat-Cyclase aktiviert, um aus ATP cAMP herzustellen
(Meller et al., 1988; Smith et al., 1993; Kulesza et al., 1994; Song & Gilbert, 1995).
Ein erhohter cAMP-Spiegel in der steroidogenen Zelle stimuliert seinerseits iiber
cAMP-abhingige Proteinkinasen (A-Kinasen) die Erhohung der Synthese von
regulatorischen Proteinen, die die Geschwindigkeit der Ecdysteroidbiosynthese
bestimmen (Rountree et al., 1992; Rybczynski & Gilbert, 1995). Einige der
endogenen A-Kinase-Substrate wurden identifiziert, unter anderem das ribosomale
Regulatorprotein S6, das nach PTTH-Bindung phosphoryliert wird (Song & Gilbert,
1997). Auf der anderen Seite wurde gezeigt, dal das IBMX, ein Phosphodiesterase-
Inhibitor, den cAMP-Spiegel in solchen Manduca-Prothorakaldriisen erhohen kann,
die mit kleinem PTTH, aber nicht mit groBem PTTH behandelt wurden (Watson et
al., 1993). Dies deutet darauf hin, dal die Wirkmechanismen des kleinen und des
groflen PTTH nicht vollkommen identisch sind.

Auch fiir andere, in zelluldrer Hinsicht weniger gut untersuchte Ecdysiotropine
wurde cAMP als moglicher Second Messenger bei der Regulation der
Ecdysteroidproduktion in Betracht gezogen. Unter anderem bei den Egg Developing
Neurohormonen in Aedes aegypti-Ovarien (Shapiro, 1983) und bei Testis
Ecdysiotropin in Lymantria dispar (Loeb et al., 1993).

Zusitzlich zum Wirkmechanismus von Ecdysiotropinen wurde auch ein
Wirkungsmodell fiir Ecdysiostatine, also zur Inhibierung der Ecdysteroidsynthese
durch das Moult Inhibiting Hormone (MIH) in Y-Organen (vergleichbar mit der
Prothorakaldriise) von Cancer antennarius postuliert (Mattson & Spaziani, 1987).
Nach dieser Hypothese fiihrt ein Anstieg der cAMP-Konzentration, der durch einen
MIH-Rezeptor-Komplex zustande kommt, zur Aktivierung einer Proteinkinase, die
die Hemmung der Ecdysteroidsynthese durch Carrier-Proteine und/oder P-450-
Enzyme vermittelt (Lachaise et al., 1993; Bylemans et al., 1994). Das Vorkommen
von Ecdysiostatinen, die zunédchst von verschiedenen Krebsarten bekannt waren, gilt
inzwischen auch bei Insekten als gesichert (s. Kap. 1.2.1).

Die Resultate der vorliegenden Arbeit zeigen, dal der Wirkmechanismus von
ecdysiotropen Faktoren als extrazelluldre Signale in Gryllus-Oenocyten im Vergleich
zu Schmettlingen dhnlich 1st. Die Stimulierung der Ecdysteroidsekretion in
Oenocyten durch OSF konnte durch Signalstoff-Pharmaka, die alle den endogenen
cAMP-Spiegel erhohen, in vitro nachgeahmt werden (Abb. 3-22). Es konnte gezeigt
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werden, daB3 IBMX die Wirkung von Forskolin unterstiitzt, und zwar dosisabhéngig.
Forskolin allein war nicht in der Lage, die Sekretion zu stimulieren, sondern nur in
Kombination mit IBMX. Der Grund dafiir liegt nach Ansicht von Smith und
Pasquarello (1989) daran, da3 IBMX den raschen Abbau von neu gebildetem cAMP
verhindert. Andererseits erhohte OSF die Ecdysteroidsekretion ohne Zusatz von
IBMX, was darauf hindeutet, dall die Stimulation der Hormonsekretion iiber eine
Aktivierung der Phosphodiesterase verlauft.

Forskolin ist ein natiirlich vorkommendes Diterpen aus der Pflanze Coleus forskohlii.
Es bindet an den aktivierten Komplex der katalytischen Untereinheit der
Adenylatzyklase und an das Gs-Protein. Forskolin aktiviert die Adenylatzyklase und
erhoht dadurch die intrazellulire cAMP-Konzentration (Laurenza et al., 1989).
IBMX wird als Inhibitor der cAMP-Phosphodiesterase angesehen. Eine Hemmung
dieses Enzyms fiihrt ebenfalls zu einem Anstieg des cAMP-Gehalts im Gewebe
(Kalderon et al., 1980). Als cAMP-Analoga, die dem Botenstoff eines
nachgeschalteten Schrittes gleichen, konnten sowohl dbcAMP als auch Br-cAMP die
Ecdysteroidsekretion in Oenocyten positiv beeinflussen (Abb. 3-22). Zyklische
Nukleotide sind in der Lage, ohne besondere Transportvorrichtung direkt durch die
Zellmembran in die Zelle zu gelangen und brauchen fiir ihre stimulierende Wirkung
moglicherweise kein Calcium aus dem extrazelluldren Raum.

AuBlerdem konnte der intrazellulire cAMP-Gehalt von Oenocyten durch eine
Inkubation mit OSF erhoht werden (Abb.3-23). Typisch war hierbei die rapide
Steigerung der cAMP-Synthese innerhalb weniger Minuten nach Behandlung mit
Kopfextrakten (Dedos & Fugo, 1999). Damit diese Reaktionskette nicht endlos
weitergeht, wird cAMP relativ schnell wieder abgebaut (Smith et al., 1993, 1996).
Die hier vorgetragenen Befunde weisen darauf hin, dal cAMP als Second Messenger
an der Steuerung der Ecdysteroidsynthese beteiligt ist, ohne jedoch die Mitwirkung
anderer wichtiger Signalstoffe wie cGMP, IP; und DAG auszuschlief3en.

4.11.2 Die Rolle von Calcium auf die Ecdysteroidproduktion in Oenocyten

Calcium wird bei vielen Prozessen als Second Messenger genutzt, beispielsweise bei
der Muskelkontraktion, der Erregungsiibertragung an Synapsen, der Zellteilung und -

differenzierung sowie der Ausschiittung von Hormonen. Calcium ist fiir diese
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Aufgaben besonders geeignet, da seine Konzentration in der Zelle niedrig (10”7 M)
gehalten werden muf3, um die Bildung von fiir die Zelle tddlichen Dosen von
Calciumphosphat und —oxalat zu verhindern. Deshalb kommt der kurzzeitigen,
lokalen Erhéhung der Ca**-Konzentration ein Signalcharakter zu. Diese Funktion des
Calciums ist universell, das heiflit, sie ist in Prokaryonten bis hin zu vielzelligen
Eukaryonten nachweisbar (Clapham, 1995).

Die lokale Erhéhung der intrazelluldren Calciumkonzentration kann auf verschiedene

Weise erfolgen:

1. durch rezeptorvermittelte Freisetzung von Inosit-1,4,5,-Trisphosphat aus
Phosphatidylinositol-4,5,-Bisphosphat, die zur Leerung intrazellulirer Ca**-Speicher
fiihrt (Berridge, 1993a; Putney & Bird, 1994);

2. wahrscheinlich durch die zyklische ADP-Ribose induzierte Offnung der
Ryanodinrezeptor-Calciumkénale, die ebenfalls zur Leerung der intrazelluldren
Speicher fiihrt; allerdings wurde dieser Mechanismus bei der Steroidogenese nicht
gefunden (Berridge, 1993b; Sitsapesan et al., 1995);

3. durch kapazitativen Ca**-Einstrom durch die Plasmamembran (Berridge, 1995).

Die Wirkung vieler Hormone, vor allem in steroidproduzierendem Gewebe wird
entscheidend durch den Calcium-Spiegel beeinflult (Moger, 1983; Blackmore &
Exton, 1985).

Die Stimulation der Ecdysteroidsynthese in der Prothorakaldriise von Insekten ist
ebenfalls Calcium-abhingig (Smith et al., 1996). Diese Autoren konnten eindeutig an
der Prothorakaldriise von Manduca sexta zeigen, daB PTTH seine Wirkung nur in
Anwesenheit von Calcium voll entfalten kann. In Abwesenheit von extrazelluldrem
Calcium unterbleibt eine Erhohung des cAMP-Spiegels und damit die Stimulation
der Ecdysteroidsynthese. Zyklische AMP-Analoga wie dbcAMP und Forskolin
steigern die Ecdysteroidsynthese auch ohne das Vorhandensein von extrazellulirem
Calcium. Dies 1t die Vermutung zu, daf3 einerseits, eine PTTH-Bindung zum
Anstieg der intrazelluliren Calcium-Konzentration fiihrt und somit eine
Akkumulation von cAMP zur Folge hat (Smith & Gilbert, 1989) und dal3 anderseits

die Stimulation der Ecdysteroidsekretion nicht unbedingt mit einem Einstrom von
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Ca’"-lIonen ins Cytoplasma in Zusammenhang steht, d.h. die Freisetzung von
Calcium aus einem intrazelluldren Speicher erfolgen kann (Berridge, 1987).
Untersuchungen an Prothorakaldriisen der Schmetterlinge Bombyx mori und Galleria
mellonella  zeigten dhnliche Resultate beziiglich der Abhdngigkeit der
Ecdysteroidsynthese von extrazelluliren Calcium-lonen. Dies wurde durch
Beobachtungen bestitigt, in dem die Wirkung von PTTH auf die Prothorakaldriise
entweder in calciumfreiem Medium oder in calciumhaltigem Medium in Gegenwart
der Ca*"-Kanalblocker Lanthanum oder Verapamil untersucht wurde. Dagegen
konnte  durch  Inkubation mit dem  Calcium-lonophor A23187 die
Ecdysteroidsekretion gefordert werden (Birkenbeil, 1996; Gu et al., 1998).
Aullerdem ist darauf hinzuweisen, dafl der fordernde Einflull von A23187 auch bei
anderen Hormonsystemen bekannt ist, z.B. bei der Stimulation der Cortison-
(Lymangrover & Keku, 1984) oder der Aldosteronproduktion (Foster et al., 1981) in
der Nebennierenrinde sowie der ovariellen Progesteronsynthese (Veldhuis & Klase,
1982) bei Saugern.

Wie bereits erwdhnt, werden nach der Bindung des Neuropeptids PTTH an die
Prothorakaldriise Ca®’-Kanile von Typ L (long lasting) gedffnet (Girgenrath &
Smith, 1996) wodurch es zu einem Ca*'-Einstrom ins Cytoplasma kommt. Der
resultierende Calcium/Calmodulin-Komplex regt die Adenylatzyklase an (Smith &
Sedlmeier, 1990). Die Arbeiten von Watson et al. (1993) und Hayes et al. (1995) an
Manduca Prothorakaldriisen zeigten, daB3 eine Calcium-Konzentration grof3er als 100
uM fiir eine optimale Ecdysteroidsynthese bzw. -sekretion bendtigt wird.
Interessanterweise geht die Synthese aber nicht auf Null zuriick, wenn keine
Calcium-Ionen in der Inkubationslésung mehr vorhanden sind, d. h. die basale
Ecdysteroidproduktion scheint von extrazellulirem Ca®" unabhingig zu sein, kann
aber dadurch um ein Vielfaches erhoht werden. Eine Erkldrung dafiir konnte sein,
daB die Gewebe selbst Vorrite an Ca®" haben, die mobilisiert werden kénnen, wenn
die plasmatische Ca*-Konzentration zu niedrig ist.

Die Beteiligung von Calcium an der Regulation der Ecdysteroidsynthese in
Crustaceen, wurde von Mattson und Spaziani (1986a & 1986b) gezeigt. Nach ihrem
Modell fir Cancer antennarius wirkt Calcium stimulierend auf die
Ecdysteroidsynthese, indem es durch eine Aktivierung der Phosphodiesterase den

cAMP-Spiegel senkt und somit die Wirkung von MIH auller Kraft setzt. Im
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Gegensatz zu Insekten scheint bei Krebsen der Einstrom von Calcium ins
Cytoplasma aus den intrazelluldren Speichern und nicht iiber die Plasmsmembran zu
erfolgen.

Tonomycin bindet an die Ca*"-Ionen und transportiert diese aktiv durch die
biologische Membran. Isoliert wurde dieses Antibiotikum aus Streptomyces
conglobatus (Liu & Hermann, 1978).

Um festzustellen, ob Calcium nun von der extrazelluldiren Seite her auf die
Ecdysteroidsekretion von Oenocyten Einflu nimmt oder nicht, wurde durch das
Tonophor ein Ca*"-Influx ins Cytoplasma induziert (s. Kap. 3.8.3). Wihrend fiir eine
optimale Synthese und Stimulation der Sekretion von Ecdysteroiden eine bestimmte
Menge an Calcium-lonen im extrazelluldren Bereich notwendig ist, scheinen zu hohe
intrazelluldre Calcium-Konzentrationen die Ecdysteroidsekretion zu hemmen. Dies
wird aus den Ergebnissen gefolgert, wonach ein durch lonomycin eingeleiteter hoher
intrazelluldrer Gehalt an Calcium die Sekretion inhibiert (Abb. 3-24). Diese
konzentrationsabhdngige Stimulation der Ecdysteroidsekretion durch Calcium-Ionen
wurde sowohl in der Prothorakaldriise von Manduca sexta (Hayes et al., 1995;
Birkenbeil, 1998) als auch in der von Bombyx mori (Gu et al., 1998) beobachtet.
Wihrend Konzentrationen von 10™ und 107 M Ionomycin im Inkubationsmedium
fiir eine optimale Ecdysteroidsekretion von Oenocyten sorgten, wurde die Sekretion
bei einer Konzentration von 10° M stark verringert (Abb. 3-24). Im Gegensatz dazu
konnte fiir die Prothorakaldriisen von Manduca und Bombyx gezeigt werden, daf3 die
Sekretion erst ab einer Konzentration von 10® M Ionomycin einsetzt. Dies 4Bt
vermuten, daf} die Oenocyten wesentlich sensibler auf intrazelluldre Verdnderungen

der Calcium-Konzentration reagieren als Prothorakaldriisen.

Die gewonnenen Ergebnisse der Versuche zu den Second Messenger-Systemen (s.

Kap. 3.8) lassen sich zu folgendem Modell zusammenfassen:

Als extrazelluldrer Signalstoff bindet der Oenocyten-stimulierende Faktor an
Membranrezeptoren von Oenocyten, worauf eine Erhéhung des Calcium-Spiegels in
der Zelle erfolgt. Dies geschicht entweder, 1. Durch einen Ca’’-Einstrom aus dem
extrazelluliren Raum oder 2. weniger wahrscheinlicher durch eine IP3-induzierte

Freisetzung aus intrazelluliren Speichern. Da in der vorliegenden Arbeit nicht
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untersucht wurde, wie sich Oenocyten in calciumfreiem Medium in Gegenwart von

OSF verhalten, kann der letztere Weg nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.

Fiir den ersten Weg gilt:

L) Die Bindung von OSF an membranstindige Rezeptoren stimuliert iiber G-
Proteine eine Adenylat-Cyclase, welche die Konzentration von endogenem
cAMP erhoht. Zugleich hemmt OSF die Aktivitit der cAMP-
Phosphodiesterase. Ein erhohter cAMP-Spiegel aktiviert dann cAMP-

abhéngige Proteinkinasen,

fiir den 2. wiirde,

II.)  das bei der IP;-Entstehung ebenfalls gebildete DAG zusammen mit Calcium

eine Proteinkinase, aktivieren.

Als weiterer gemeinsamer Schritt erfolgt eine Regulation der Ecdysteroidproduktion

iiber die Beeinflussung der RNA- und Protein-Synthese (Gilbert et al., 1997).

Am Ende dieser komplexen Kette von Vorgingen erfolgt die Bildung von
Ecdysteroiden oder deren Vorstufen aus Cholesterin.

Viele Aspekte der Regulation der Ecdysteroidsynthese sind noch nicht
zufriedenstellend geklart, so zum Beispiel die Rolle von Calcium in der
Signaliibertragungskette. Die Frage, warum Calcium eine unterschiedliche Funktion
hinsichtlich der Konzentration bei der Ecdysteroidsynthese ausiibt, kann zur Zeit
nicht beantwortet werden. Zur Klarung sind weitere Experimente erforderlich, wobei
besonders auf die Beziehung zwischen der Calciumkonzentration und der Synthese
von Ecdysteroiden zu achten sein wird.

Die hier vorgetragenen Untersuchungen zum Wirkmechanismen von OSF haben sich
grofitenteils auf cAMP und teilweise auf die Bedeutung von Calcium fiir die
Ecdysteroidsekretion beschriankt. Grundsétzlich ist es ebenso notwendig zu priifen,
ob weitere Botenstoffe an der Stimulation der Ecdysteroidsekretion in Oenocyten

beteiligt sind.
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5. Zusammenfassung

Das Vorkommen von Héutungshormonen in adulten Insekten, insbesondere solcher,
die eine lange Imaginalphase durchlaufen, wirft die Frage nach der Regulation der
Ecdysteroidsynthese auferhalb der Prothorakaldriise auf. Unter diesem Gesichts-
punkt kann Gryllus bimaculatus mit einem ausgesprochen langen Adultstadium und
rapiden zeitlichen Verdnderungen des Ecdysontiters als ein geeignetes
Versuchsobjekt angesehen werden.

Der vorliegenden Dissertation liegt die Arbeitshypothese zugrunde, dafl die
Ecdysteroid-Synthese bzw. -Sekretion von Adultgeweben in ménnlichen Imagines
der Mittelmeerfeldgrille durch Neuropeptide hormonell reguliert wird. Als Quelle fiir
die Ecdysteroidsynthese wurde auf Grund immunohistochemischer Befunde sowie
der Ergebnisse von Sekretionsprofil-Analysen unter anderem die Oenocyten in
Betracht gezogen.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde ein in vitro Bioassay entwickelt, der es
ermoglichte, die Wirkung von extrahierten Substanzen auf die Hormonsynthese
mittels RIA/HPLC zu bestimmen. Aus Kopfen adulter G. bimaculatus lielen sich
durch HP-SEC Faktoren isolieren, die die Ecdysteroidsekretion in Oenocyten und
Tergiten stimulierten, die aber keinen FEinfluB auf die Hormonsekretion von
Fettgewebe sowie der Prothorakaldriisen hatten. Die Wirkung des aufgereinigten
Extraktes in Oenocyten war zeit- und dosisabhingig. Die ecdysiotropen Faktoren
besallen ein Molekulargewicht zwischen 26,5 und 30 kDa. Die GroBe der Molmasse
der ecdysiotropen Faktoren entsprach somit bei adulten ménnlichen Grillen etwa
dem des Neurohormons PTTH bei Lepidopteren. Dennoch zeigten Antikorper, die
gegen PTTH von Bombyx mori gerichtet waren im Western-Blot keine Bindung an
Gryllus bimaculatus Kopfextrakte. Die Sekretionsprodukte von Oenocyten, die mit
Ecdysiotropinen behandelt waren, wurden durch RP- und NP-HPLC identifiziert. Es
konnten zwei zusitzliche Peaks neben einem deutlichen Anstieg von 20-
Hydroxyecdyson nachgewiesen werden. Auf Grund identischer Retentionszeiten mit
Referenzsubstanzen handelt es sich bei einem Peak vermutlich um Makisteron A.
Obwohl die Applikation von Azadirachtin in G. bimaculatus zu einer Senkung des
Héamolymph-Ecdysteroidgehalts  fiihrte, konnte keine  Anreicherung von

Ecdysiotropinen erzielt werden.
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Die die Ecdysteroidsekretion-beeinflussenden Faktoren waren resistent gegen
Kochen und Alkylierung aber nicht stabil gegen Reduzierung durch DTT und
Behandlung mit Neuramidase. Damit konnte gezeigt werden, da3 das Vorhandensein
von Disulfidbriicken und Oligosaccharidketten fiir die biologische Aktivitit
notwendig ist.

Die Aminosduresequenz-Analyse und der enzymatische Verdau der stimulierenden
Faktoren durch Exopeptidasen wiesen auf geschiitzte N- und C-Termini hin. Ferner
wurden einige interne Peptidfragmente von fiinf Proteinbanden sequenziert, die keine
Homologie zu bereits bekannten regulatorischen Neuropeptiden zeigten. Als einziges
bekanntes Protein aus diesem Bereich konnte das ,,14-3-3-like Protein® mit Hilfe
MALDI-MS identifiziert werden.

Die Stimulierung der Ecdysteroidsekretion in Oenocyten von G. bimaculatus durch
Oenocyten-stimulierende Faktoren (OSF) aus Kopfextrakten konnte mittels
Signalstoft-Effektoren in vitro nachgeahmt werden. Auflerdem wurde mit Hilfe eines
RRA nachgewiesen, da3 der intrazellulire cAMP-Spiegel von Oenocyten durch OSF
erhoht wird. Daraus kann geschlossen werden, da3 cAMP als ,,Second Messenger*
an der Wirkung der OSF beteiligt ist. Calcium-Ionen schienen fiir die Ecdysteroid-
sekretion notwendig zu sein. Allerdings fiihrte eine artifizielle Erhohung der
intrazelluldren Calcium-Konzentration durch das Ionophor Ionomycin (iiber 10° Mol
hinaus) zu einer Hemmung der Sekretion. Schlielich wird ein Modell zur Erklarung

des Wirkmechanismus von OSF in Gryllus bimaculatus postuliert und diskutiert.
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