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Teil 1

EINLEITUNG



1 Einfiihrung

Die Familie der AKH/RPCH-Peptide gehort mit nunmehr 35 Mitgliedern (Géde 1996,
Géde 1997a, Giade 1997b, Siegert 1999, Giade und Kellner 1999) zu den grofiten Peptidfamilien
der Arthropoden. Die Familie wurde nach ihren ersten beiden Familienmitgliedern, dem adi-
pokinetischen Hormon (AKH, jetzt Lom-AKH-I) der Wanderheuschrecke Locusta migratoria
(Stone et al. 1976, Siegert et al. 1985) und dem red pigment concentrating hormone (RPCH,
jetzt Pab-RPCH) der Garnele Pandalus borealis (Fernlund und Josefsson 1972), benannt.

Bis auf Pab-RPCH stammen alle Peptide aus Insekten. Pab-RPCH scheint bei Krebstie-
ren konserviert zu sein, denn es wurde in unverdnderter Primérstruktur aus dem X-Organ-
Sinusdriisen-Komplex verschiedener Dekapoden isoliert (Gaus et al. 1990). Das Peptid ist of-
fensichtlich an der hormonalen Kontrolle des Farbwechsels bei Krebsen beteiligt. Funktionen
als Neurotransmitter oder -modulator wurden diskutiert (Mangerich et al. 1986, Nusbaum
und Marder et al. 1988, Sherff et al. 1991).

Die AKH/RPCH-Peptide der Insekten besitzen sehr variable Primérstrukturen. Alle Pep-
tide dieser Familie sind Oligopeptide mit acht, neun oder zehn Aminosiduren, die beidseitig
durch einen N-terminalen Pyroglutamatrest und ein C-terminales Sdureamid gegen den Ab-
bau durch Exopeptidasen geschiitzt sind. Sie enthalten mindestens zwei aromatische Ami-
nosiuren. Position 8 wird stets durch Tryptophan besetzt. Eine zweite aromatische Ami-
nosédure steht immer an Position 4. Nur drei AKH/RPCH-Peptide von Kéfern (Giade 1997a,
1997b) enthalten an dieser Stelle Tyrosin, alle anderen Familienmitglieder besitzen dort Phe-
nylalanin. Stark konserviert ist auch Position 9. Mit Ausnahme von Lom-HrTH (Siegert 1999)
befindet sich dort in allen Nona- und Dekapeptiden ein Glycinrest. Bei der Synthese der Okta-
peptide liefert er die Amidgruppe fur posttranslationalen Amidierung des Tryptophanrestes
(Bradbury et al. 1982). An allen anderen Positionen kénnen verschiedene Aminosauren ste-
hen, deren Austausch jedoch meist durch Punktmutation(en) erklirbar ist (Gidde 1994). Die
AKH/RPCH-Peptide sind bis auf fiinf Peptide mit einem Asparaginsiurerest in Position
7 ungeladen (Géade et al. 1990, Schaffer et al. 1990, Gade 1991, Géade 1997a, Géade 1997h).
Posttranslationale Modifikationen neben der Bildung der N- und C-Termini sind selten (Géde
1992, Géade und Janssens 1994, Veenstra und Hagedorn 1995). Zusammenfassend 148t sich
folgendes allgemeines Schema fiir die Primérstrukturen der AKH/RPCH-Peptide angeben
(siehe Tabelle 1, verindert nach Gide 1997):

Obwohl die AKH/RPCH-Peptide bei sehr vielen Insektenarten sequenziert worden sind,
wurden ihre physiologischen Aktionen nur bei wenigen Arten ausfiihrlich untersucht. Die
"klassische” Funktion der AKH/RPCH-Peptide ist ihre Rolle bei der Regulation des Ener-
giemetabolismus. Es konnte gezeigt werden, dal AKH/RPCH-Peptide die Mobilisierung so-
wohl von Lipiden als auch von Kohlenhydraten (Trehalose) und der Aminoséiure Prolin aus
dem Fettkorper beim Flug auslosen. Bei Insekten ohne (ausgeprigtes) Flugverhalten wird
angenommen, daf§ die AKH/RPCH-Peptide fiir die Homgdostase der betreffenden Substrate

in den Arten verantwortlich sind. Biotests, die die Erhohung des Blutzucker-, Blutfett- oder



Tabelle 1: Strukturmerkmale von Peptiden der AKH/RPCH-Familie. Die Zahlen in den Klammern geben
an, wie oft die jeweiligen Aminosiurereste in den Positionen gefunden wurden. AKH/RPCH-Peptide treten

als Okta-, Nona- oder Dekapeptide auf. Der C-Terminus der Peptide ist durch ein Sdureamid geschiitzt.

Position
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

-lamid]  -[amid] -amid
pGLu(35) Leu(19) Asn(24) Phe(32) Thr(17) Pro(28) Asn(13) Trp(35) Gly(13) Thr(5)
Val(11)  Thr(11)  Tyr(3)  Ser(18) Ser(2)  Gly(10 Asn(4)
Ile(2) Thr(3) Ser(6) Ser(2)
Phe(2) Ala(l)  Asp(4) Tyr(1)

Tyr(1) Trp(1)

Val(1)
Arg(1)* Ser(1)* Pro(1)*

Die letzte Zeile zeigt ungewshnliche Aminosiurepositionen *
von Lom-HrTH (Siegert 1999). Fiir die Bildung des C-Terminus

vermutet der Autor abweichende molekulare Mechanismen.

Prolinspiegels nachweisen, sind deshalb fast ausnahmslos zur Isolierung und Charakterisie-
rung von AKH/RPCH-Peptiden eingesetzt worden. Interessant ist, dafl identische Peptide
bei verschiedenen Arten auch unterschiedliche Substrate mobilisieren (z. B. wirken die adi-
pokinetischen Peptide Scg-AKH-IT und Mas-AKH bei Hymenopteren hypertrehalosaemisch
(Lorenz et al. 1998)). Bienen der europdischen Rasse der Honigbiene, Apis mellifera carnica,
sind bisher die einzige Insekten, bei denen kein AKH/RPCH-Peptid gefunden werden konnte
(Lorenz et al. 1999b). Viele Insektenarten besitzen zwei AKH/RPCH-Peptide. Ein Modell,
das Vorkommen und Zusammenspiel mehrerer AKH/RPCH-Peptide erklirt, wurde jedoch
bisher nur fiir Locusta migratoria entwickelt (Oudejans 1996, Vroemen et al. 1998a, 1998b,
van der Horst et al. 1997).

Dariiberhinaus ergaben sich aus der Verwendung von AKH/RPCH-Peptiden in verschie-
denen Biotestsystemen und bei in wivo-Versuchen zahlreiche Hinweise auf weitere Aktio-
nen dieser Peptide bei verschiedenen Tierarten. Diese betreffen ebenfalls den Stoffwechsel
(Proteinsynthese, Fettsduresynthese oder die Synthese des Cytohéims in den Mitochondrien),
die Aktivitiat von visceralen oder Skelettmuskeln (Kurziibersichten bei Gide 1997 und Géde
et al. 1997b) und moglicherweise sogar die Auslosung motorischer Aktivitat (Socha et al.
1999).

Die AKH/RPCH-Peptide der Insekten wurden fast ausschliefilich direkt aus den Corpora
cardiaca isoliert. Die Corpora cardiaca liegen zusammen mit den Corpora allata als soge-
nannter Retrocerebralkomplex dicht hinter dem Gehirn, mit dem sie durch mehrere Nerven
verbunden sind. Uber diese Nerven projizieren neurosekretorische Zellen aus dem Gehirn in

den aglanduliren Teil der Corpora cardiaca, der das Neurohdmalorgan des Gehirns darstellt.



Die AKH/RPCH-Peptide werden im glanduldren Abschnitt der Driise synthetisiert. Mit mo-
lekularbiologischen Methoden konnte bei verschiedenen Insektenarten die Biosynthese der
AKH/RPCH-Peptide in den glanduliren (intrinsischen) Zellen der Corpora cardiaca demon-
striert werden (Bogerd et al. 1995, Schulz-Aellen et al. 1989, Fisher-Lougheed et al. 1993,
Noyes und Schaffer 1990, Bradfield und Keeley 1989, Noyes et al. 1995, Lewis et al. 1997).
Die Untersuchungen bestétigten die Ergebnisse fritherer Arbeiten, die sowohl die adipokineti-
sche Aktivitét in der sekretorischen Granula der glanduldren Zellen (Stone und Mordue 1979)
als auch AKH/RPCH-like Immunreaktivitéit mit verschiedenen Antiseren in den glanduliren
Zellen lokalisiert hatten (Schooneveld et al. 1983, 1986, Diederen et al. 1987, Clottens et al.
1989).

Immuncytochemische Untersuchungen zeigten dariiberhinaus AKH/RPCH-like Immun-
reaktivitit auch im Nervensystem vieler Insektenarten (Schooneveld et al. 1983, 1985). Im-
munmarkierungen mit C- bzw. N-Terminus-spezifischen Antiseren machten jedoch deutlich,
dal im Nervensystem andere Antigene als in den glanduldren Zellen der Corpora cardia-
ca gefirbt wurden (Schooneveld et al. 1987). Im Gegensatz dazu stehen die Arbeiten von
Moshitzky et al. (1987a, 1987b), die nicht nur das Vorkommen, sondern auch die Synthe-
se von Lom-AKH-I im Gehirn von Locusta migratoria darstellten. Hinweise auf Funktionen
der AKH/RPCH-Peptide innerhalb des Nervensystems ergaben u. a. Untersuchungen beim
Tabakschwéirmer Manduca sexta, bei dem durch die Injektion von Mas-AKH in das Meso-
thorakalganglion die Aktivitit bestimmter Muskeln der Flugmuskulatur signifikant gesteigert
werden konnte (Milde et al. 1995). Lom-AKH-immunreaktive Neurone sowie eine Membran-
fraktion, die Mas-AKH spezifisch bindet, wurden in diesem Ganglion gezeigt (Ziegler et al.
1995).

Aus den Corpora cardiaca der Schabe Periplaneta americana wurden zwei Peptide
der AKH/RPCH-Familie isoliert. Die Primérstrukturen von Pea-CAH-I und Pea-CAH-II
(siehe Tabelle 2) wurden 1984 zeitgleich von mehreren Arbeitsgruppen aufgeklirt.

Tabelle 2: Primérstrukturen von Pea-CAH-I und Pea-CAH-II

Pea-CAH-T | pGlu Val Asn Phe Ser Pro Asn Trp-amid
Pea-CAH-IT | pGlu Leu Thr Phe Thr Pro Asn Trp-amid

Baumann und Penzlin (1984) sequenzierten das bereits von Unger (1957) beschriebe-
ne Neurohormon D aus den Corpora cardiaca von Periplaneta americana, das die Diastole
des Herzens verstirkt und bei Uberdosis einen diastolischen Herzblock auslést. O ’Shea et
al. (1984) isolierten und identifizierten Pea-CAH-I und das eng verwandte Schwesterpeptid

Pea-CAH-IT aus den Corpora cardiaca von Periplaneta americana unter den Bezeichnungen



Myotropin I und IT (MI und MII), weil die Peptide den Tonus und die Frequenz der Spon-
tanaktivitit verschiedener Muskeln am Beinpriparat von Schistocerca nitens steigerten. Bei
Untersuchungen zum Energiestoffwechsel und zur Herztétigkeit sequenzierten Scarborough et
al. (1984) zwei aktive Faktoren, die sie entsprechend ihrer Herkunft aus den Corpora cardiaca
der Amerikanischen Schabe Periplanetin CC-1 und CC-2 nannten. Mit verbesserten Isolati-
onsmethoden kliarten Siegert und Mordue (1986) die Primérstruktur zweier hyperglycimi-
scher Peptide HGH-I und -II aus den Corpora cardiaca von Periplaneta americana auf, die
ebenfalls mit Pea-CAH-I und -IT identisch sind. Der nach der Nomenklatur von Raina und
Géde (1988) vergebene Name Pea-CAH-I, der auf die zuerst beschriebene herzbeschleunigen-
de Wirkung des Peptids hinweist (Periplaneta americana cardioaccelerating hormone I) soll
hier Verwendung finden.

In den Folgejahren wurden Pea-CAH-I und Pea-CAH-II auch bei anderen Insektenarten
gefunden. Die Corpora cardiaca der Schabe Blatta orientalis (Gide und Rinehart 1990) und
des Kartoffelkéfers Leptinotarsa decemlineata (Gide und Kellner 1989) enthalten ebenfalls
Pea-CAH-I und -II. Bei den zwei Termitenarten Trinervitermes trinervoides und Mastotermes
darwiniensis (Liebrich et al. 1995) wurde Pea-CAH-I nachgewiesen.

Bei Periplaneta americana konnten sowohl der hypertrehalosdmische (Gade 1985, 1992)
als auch der cardioakzeleratorische (Baumann et al. 1990) Effekt von Pea-CAH-I in vivo ge-
zeigt werden. Neuere Arbeiten gehen jedoch nicht mehr von einer umfassenden Kontrolle der
Herztétigkeit durch Pea-CAH-I (Gersch et al. 1982), sondern eher von einer multifaktoriellen
Steuerung der Herztétigkeit durch verschiedene Peptide aus (Predel et al. 1994, Elia et al.
1995). Untersuchungen zum Trehalosestoffwechsel im Fettkorper (Ali und Steele 1997, Steele
und Ireland 1999, Géde und Hayes 1995) sowie in der Thorakal- bzw. Flugmuskulatur an
(Khan und Steele 1992, Kono et al. 1994, Jahagirdar et al. 1989) unterstreichen dagegen, daf
Pea-CAH-T und -II tatséchlich als hyperglycimische Faktoren beim Flug oder bei der Flucht
der Schabe wirken kénnten.

Es ist unklar, ob Pea-CAH-I auch im Nervensystem der Amerikanischen Schabe vor-
kommt. Frithe Arbeiten (Gersch 1974, Richter 1977) kommen aus verschiedenen Griinden
zu dem Ergebnis, dafl die herzaktiven Faktoren in einigen Teilen des Nervensystems (Ge-
hirn, Herznervensystem, Terminalganglion) mit Pea-CAH-I identisch sein koénnten. Da-
mit in Einklang stehen die Angaben von O’Shea et al. (1984), die aus dem HPLC-
Retentionszeitvergleich mit den zuvor isolierten und sequenzierten nativen Peptiden schluf}-
folgern, dafl sich Pea-CAH-I und -II auch im Gehirn bzw. Pea-CAH-I im Bauchmark und
im Vorderdarm befinden. Ein polyklonales Anti-Pea-CAH-I-Serum unbekannter Spezifitét
markierte aufler den glanduléren Zellen auch Neurone in der Pars intercerebralis und in
den optischen Loben des Gehirns sowie in den Abdominalganglien und Fasern in den Seg-
mentalgefifien des Herzens (Adams 1985, 1990). Der Autor fand auch Pea-CAH-I-dhnliche
Immunreaktivitit in prisynaptischen Nervenendigungen, die die Vorderdarmmuskulatur in-

nervieren und schléigt deshalb eine Rolle als Neurotransmitter fiir Pea-CAH-I vor. Fiir das



Vorkommen von Pea-CAH-T in den Abdominalganglien sprechen auch elektrophysiologische
Untersuchungen, die im 5. freien Abdominalganglion und im Terminalganglion von Peripla-
neta americana die Beeinflussung der spontanen Spike-Aktivitit von DUM-Neuronen durch
Pea-CAH-I zeigen (Wicher et al. 1994, Wicher und Penzlin 1994, Heine und Wicher 1998,
Wicher 2000). Eine Reihe anderer Arbeiten deuten jedoch an, daf§ Pea-CAH-I und -II nur in
den glanduldren Zellen der Corpora cardiaca lokalisiert sind. Mit Antiseren gegen verschie-
dene Fraktionen eines Extraktes aus Retrocerebralkomplexen konnte bereits Eckert (1977)
Hinweise auf die chemische Verschiedenartigkeit von Neurosekreten aus dem Gehirn und den
Produkten der intrinsischen Zellen erarbeiten. Es gelang der Nachweis eines fiir die Corpora
cardiaca spezifischen Antigens, das ausschliefilich im glanduldren Teil lokalisiert ist. Gleich-
zeitig scheinen Antigene mit &hnlicher Struktur im Gehirn und im cerebralen Speicher zu
existieren, denn Antiseren gegen andere Fraktionen markierten gleichzeitig den glanduliren
und den neurohidmalen Teil der Driise sowie die Pars intercerebralis. Diese Ergebnisse wur-
den durch Immunfirbungen mit regionenspezifischen Antiseren gegen Lom-AKH-I bestétigt.
Wihrend das N-Terminus-spezifische Antiserum bei Periplaneta americana die glanduliren
Zellen der Corpora cardiaca markierte, wurden Neurone im Gehirn und Fasern in den Corpo-
ra cardiaca nur durch das gegen den C-Terminus gerichtete Antiserum gefirbt (Schooneveld
et al. 1986). Auch Siegert und Mordue (1992) wiesen durch Trennung und separate Auf-
arbeitung von Speicher- und Driisenteil chromatographisch nach, dafi Pea-CAH-I/-IT nur
im glandulédren Teil der Corpora cardiaca vorkommen. Untersuchungen von Baumann et al.
(1984a) zur Isolation herzaktiver Faktoren aus dem Bauchmark von Periplaneta americana
deuteten ebenfalls an, dafl diese nicht mit Neurohormon D identisch sind.

Immunmarkierungen mit einem polyklonalen Antiserum gegen Pea-CAH-I deuteten eben-
falls an, dal im Nervensystem der Amerikanischen Schabe moglicherweise Pea-CAH-I-dhnli-
che Peptide vorkommen konnten. Das Antiserum markierte bei Periplaneta americana nicht
nur die glanduldren Zellen der Corpora cardiaca, sondern auch den neurohdmalen Teil der
Driise sowie Neurone und Fasern im Nervensystem. Pea-CAH-I-like Immunfirbungen im Ner-
vensystem von Insekten, die kein Pea-CAH-I oder -IT in ihren Corpora cardiaca synthetisie-
ren, bekriftigten die Vermutung, dafl das Antiserum mit Antigenen aus dem Nervensystem
kreuzreagieren konnte (Eckert et al. 1996).

Das Anliegen der vorliegenden Arbeit war, die Kreuzreaktivitit des Antiserums zur Suche
und Isolierung Pea-CAH-I-dhnlicher Peptide aus dem Nervensystem von Schaben auszunut-
zen. Dazu sollte mit dem Antiserum ein competitiver Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay
aufgebaut und als eine Art “Biotest“ verwendet werden. Auswahlkriterium war hierbei nicht
eine Pea-CAH-I-dhnliche physiologische Wirkung dieser Peptide, sondern eine mégliche struk-
turelle Ahnlichkeit, repriisentiert durch die Kreuzreaktivitit mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum.
Voraussetzung fiir die Charakterisierung der Pea-CAH-I-like Immunreaktivitdt im Nerven-
system von Periplaneta americana und anderen Schaben war jedoch zunichst die genaue

Untersuchung der Antiserumspezifitit.
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MATERIAL und METHODEN



2 Tiermaterial

Als Versuchstiere fanden Imagines beiderlei Geschlechts verschiedener Insektenspezies
Verwendung. Tiere der Schabenarten Periplaneta americana, Periplaneta brunnea, Blattella
germanica, Blatta orientalis und Nauphoeta cinerea entstammten hauseigenen Zuchten. Sie
wurden unter einen konstanten Hell-Dunkel-Zyklus von jeweils 12 h bei einer Temperatur von
28-30°C und 50-60 % relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Als Futter dienten Rattenpellets,
Obst und Wasser.

Vertreter der Grillenart Gryllus bimaculatus wurden von der institutseigenen Zucht des
1. Zoologischen Instituts der Georg-August-Universitit Gottingen zur Verfiigung gestellt.

Die Wiistenheuschrecken Schistocerca gregaria wurden bei fauna topics Zoobedarf, Zucht-
und Handels GmbH, Marbach/N.-Rielingshausen erworben.

3 Anti-Pea-CAH-I-Serum

Zur Durchfithrung der Enzymimmunoassays und zur Immuncytochemie wurde ein po-
lyklonales Kaninchen-Anti-Pea-CAH-I Serum benutzt, das durch Immunisierung mit einem
Glutaraldehydkonjugat aus Thyreoglobulin und dem synthetischen Analogon des-pGlu'-Pea-
CAH-T gewonnen wurde. Die Herstellung wurde bereits in Eckert et al. (1996) beschrieben.
Angaben zu Lagerung und Verdiinnung befinden sich im Abschnitt 7.1. Es wird im folgenden

auch kurz als Antiserum bezeichnet.

4 Peptide

Alle Peptide (siehe Tabelle 3) wurden fiir die Portionierung in Methanol/Wasser 1:1
(v/v) gelost, anschlieffend in einer Vakuumzentrifuge (Heto-Holten, Allerod, Dédnemark) zur
Trockene eingeengt und bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert. Die Stoffmengen kom-
merziell erworbener Peptide wurden beim Portionieren entsprechend den Herstellerangaben
zu Peptidgehalt und Reinheit korrigiert. Reinheit und Stoffmenge aller Verbindungen, be-
sonders der synthetischen Analoga und der aus nativem Material gewonnenen Peptide (siehe
Tabelle 3), wurden aulerdem durch Umkehrphasen-HPLC (C18-Saule) abgesichert. Die Be-
zeichnung der Peptide richtet sich, sofern moglich, nach der Nomenklatur von Raina und
Géde (1988).

5 Konjugate

Fiir die Charakterisierung des Anti-Pea-CAH-I-Serums wurde die Kopplung von Trypto-
phan und Tryptophanamid an ein Trigerprotein notwendig. Die Aminosdure und ihr

Sdaureamid wurden mittels Glutaraldehyd an Rinderserumalbumin (BSA, bovine serum



Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Peptide.

Name(n) des Peptids

Herkunft, ggf. Produktnummer

Pea-CAH-I

(Neurohormon D, Myotropin I, Periplanetin CC-1)

Peninsula*, 8834

Pea-CAH-II

(Myotropin II, Periplanetin CC-2)

Peninsula*, 8835

synthetische Analoga von Pea-CAH-I

Pro!-Pea-CAH-I 1)
des-pGlu!-Pea-CAH-I 2)
des! 4-Pea-CAH-I 1)
des' ~?-Pea-CAH-I 1)
des' ~%-Pea-CAH-I 1)
Tem-HrTH 2)
Emp-AKH 2)
Pht-HrTH 2)
Mem-CC 2)
Cam-HrTH 2)
Lia-AKH 2)
Rom-CC 2)
Bld-HrTH 2)
Taa-HoTH 2)
Mas-AKH 2)
Grb-AKH 2)
Ani-AKH 2)
des-pGlu'-Ani-AKH 2)
des-pGlu'-Psi-AKH 2)

Pab-RPCH
Lom-AKH-II
Scg-AKH-IT
APGWa
PPGLWa
Leucokinin I
Leucokinin ITT

Bachem*, H 6750
Bachem*, H 5610
Bachem*, H 5615
Sigma*, A 0813
3)

Bachem*, H 6835
Bachem*, H 9240
N

Diese Peptide wurden von Herrn Dr. G. Greiner, Institut fiir Biochemie

und Biophysik der Friedrich-Schiller-Universitéit Jena synthetisiert.
Prof. G. Géde, Zoology Department, Univ. of Cape Town, RSA

stellte uns diese Peptide zur Verfiigung.

PPGLWa wurde uns von Dr. T. Leitz, Zoologisches Institut II,
Ruprecht-Karls-Universitit Heidelberg {iberlassen.

Pea-MIP wurde als Auftragssynthese durch das

Agricultural Biotechnology Center,

Institute for Biochemistry and Protein Research,

Godollo, Szent-Gyorgyi Albert u. 4, Ungarn hergestellt.

Pea-MIP
1)
2)
3)
4)
Bachem*
Peninsula*

Sigma*

Bachem-Biochemica GmbH, Heidelberg, BRD
Peninsula Laboratories, Belmont, USA
Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, BRD
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Tabelle 4: Wesentliche Chemikalien zur Konjugatherstellung.
Name Hersteller, ggf. Produktnummer

L-Tryptophan Raanal*, 20126
L-Tryptophanamid
L-Tryptophanamide-Hydrochloride | Sigma*, T 0629

Rinderserumalbumin
Albumin bovine, rein, Mr 67000 Serva*, 11930
Glutaraldehyd
Glutaraldehyde 25 % in water Serva*, 23114
Natriummetabisulfit (NasSs0s5) FOC*
FOC* Fabryka Odczymikom Chemiczynych, Gliwice, Polen
Raanal* Raanal, Budapest, Ungarn
Serva* Serva-Feinbiochemica GmbH, Heidelberg, BRD
Sigma* Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, BRD

albumin) gebunden. Das molare Kopplungsverhiltnis betrug 100:1:1000 fiir Trp/Trp-
amid : BSA : Glutaraldehyd. Dazu wurden 0,84 mg Tryptophan bzw. Tryptophanamid und
jeweils 2,34 mg BSA zusammen in 4 ml Phosphatpuffer 0,2 M; pH 7.4 gel6st und tropfenweise
zu 4ml 0,1 % wiissriger Glutaraldehydlosung gegeben. Das Gemisch verblieb iiber Nacht bei
Raumtemperatur. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 80 mg Natriummetabisulfit, gelést
in 0,8 ml Aq. dest. abgestoppt. Die Dialyse der Konjugate erfolgte tiber 2 Tage bei 4 °C gegen
insgesamt 31 PBS pH 7,4 (siehe Abschnitt 7.2). Die Proben wurden anschliefend portioniert
und bei -20 °C eingefroren. Zur Kontrolle der Antikérperbindung an BSA oder Glutaraldehyd
wurde gleichzeitig mit Glutaraldehyd vernetztes BSA hergestellt. Es wurden hierfiir 2,34 mg
BSA in 4 ml Phosphatpuffer 0,2 M; pH7,4 und 4 ml 0,1 % wéfirige Glutaraldehydlésung zur

Reaktion gebracht. Die wichtigsten Chemikalien wurden in Tabelle 4 zusammengefafit.

6 Herstellung von Gewebeextrakten

6.1 Praparation der Organe

Die Entnahme der Organe wurde unter dem Mikroskop ziigig, ohne gleichzeitiges Spiilen
mit Ringerlésung vorgenommen, um eventuelle Substanzverluste gering zu halten. Unmit-
telbar danach wurden die Organe in einem Blockschilchen, das durch ein Peltier-Element
(Eigenbau der Werkstatt der Zoologischen Institute) gekiihlt wurde, tiefgefroren. Folgende

Aspekte der Organpriparation sind besonders erwihnenswert:

1. Bei der Entnahme von Gehirnen wurde besonders auf die saubere Abtrennung der
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Corpora cardiaca geachtet. Die Nervi corporis cardiaci I und IT wurden so dicht wie
moglich am Hirn abgeschnitten. Bei gleichzeitiger Praparation von Hirn und Corpora
cardiaca/Corpora allata-Komplexen wurde fiir die Entnahme des Gehirns bzw. des RCK
gesondertes Priparationsbesteck benutzt, um eine Ubertragung von Material aus den

Corpora cardiaca zu vermeiden.
2. Alle Nerven wurden bei der Priaparation von Ganglien dicht am Ganglion durchtrennt.

3. Zur Entnahme des abdominalen Bauchmarks wurden die Konnektive anterior des 1.
freien Abdominalganglions sowie die Cercalnerven durchtrennt und die Ganglienkette

nach lateral parallel gefithrten Schnitten durch leichten Zug aus dem Tier gelost.

4. Fiir die Herstellung von Herzgewebeextrakten wurde nur der abdominale Teil des Herz-
schlauches mit den anhaftenden lateralen Herznerven genutzt. Die Priparation erfolgte
nach Liedtke (1991).

6.2 Gewebeextraktion

Als Extraktionsmittel wurde ein Gemisch aus Methanol : Wasser : Trifluoressigséure (TFA)
im Verhédltnis 90 : 9 : 1 benutzt. Nach der Préparation wurden die Organe aus den
Blockschilchen in Eppendorfgefifie mit tiefgekiihltem Extraktionsmittel iiberfithrt. Die Men-
ge des Extraktionsmittels richtete sich nach Grofle und Anzahl der Organe, war aber bei
Parallelbestimmungen stets einheitlich. Die Proben wurden mit einem Ultraschallhomogeni-
sator (Bandelin Sonopuls HD 200, Bandelin electronics, Berlin, BRD) zerkleinert und 5 min
bei 4°C und 14000 rpm (Kiihlzentrifuge Hermle Z 360 K, Top-Labortechnik GmbH, Wehin-
gen, BRD) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet in Extraktionsmittel
resuspendiert und zwei weiteren Extraktionszyklen unterzogen. Die vereinigten Uberstinde
wurden in der Vakuumzentrifuge (Heto-Holten A/S, Allerod, Danemark) zur Trockene ge-

bracht. Die trockenen Rohextrakte wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

6.3 Festphasenreinigung der Gewebeextrakte

Ein zusétzlicher Aufarbeitungsschritt war notwendig, um die Mefibarkeit der Gewebe-
extrakte im Enzymimmunoassay zu gewihrleisten. Die Rohextrakte wurden deshalb einer
Festphasenreinigung an einer Chromabond C18ec/1 ml/100 mg - Séule unterzogen. Die Sdule
wurde dazu zunichst mit 2ml Methanol konditioniert und mit 2ml 0,1 % aq. TFA equili-
briert. Die trockenen Rohextrakte wurden durch kurze Ultraschallbehandlung (Bandelin So-
nopuls HD 200, Bandelin electronics, Berlin, BRD) in 500 1 PBS, pH 7,4 (siehe Abschnitt 7.2)
gelost und 10 min bei 4 °C und 14000 rpm (Kiihlzentrifuge Hermle Z 360 K, Top-Labortechnik
GmbH, Wehingen, BRD) zentrifugiert. Nach der Probenaufgabe wurde die Siule mit Aq.
dest. /0,1 % TFA gespiilt, bis keine Absorption bei 280 nm (Ultrospec III Spektralphotometer,

Pharmacia Biosystems GmbH, Freiburg, BRD) mehr nachweisbar war. Anschlielend wurde
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mit 60 % Acetonitril in 0,1 % aq. TFA bis zum Erreichen des Leerwertes bei 280 nm eluiert.
Das Eluat wurde in 500 plFraktionen aufgefangen, vereinigt und in der Vakuumzentrifuge

(Heto-Holten A/S, Allerod, Dénemark) eingetrocknet und bei -20 °C gelagert.

7 Enzymimmunoassays

7.1 Wichtige Chemikalien fiir die Enzymimmunoassays

Die Primérseren wurden unverdiinnt oder in einem Verhiltnis von 1/100 (Antiserum)
bzw. 1/1000 (Normalserum) in PBS, pH7,4 (siehe Abschnitt 7.2) enthaltend 2,5 mg BSA
pro ml bei -20 °C aufbewahrt. Poly-L-Lysin wurde in Aq. dest. in einer Konzentration von
10 ug /pl gelost, aliquotiert und bei -20 °C eingefroren. Wegen seiner schlechten Loslichkeit in
wissrigen Medien wurde TMB portionsweise (5 mg/ml) in DMSO gelést und in gebrauchs-
fertigen Mengen bei 4°C aufgehoben. Alle anderen Substanzen wurden entsprechend den

Herstellervorschriften gelagert. Einen Uberblick iiber die Chemikalien gibt Tabelle 5.

7.2 Pufferlosungen

Folgende Pufferlgsungen wurden fiir die verschiedenen Enzymimmunoassays verwendet:

1. PBS (phosphate buffered saline): Phosphatpuffer, pH 7,4; 0,01 M enthaltend 0,9 %NaCl
(w/v)

2. TBS (Tris buffered saline): Tris-HCL-Puffer, pH 7,4; 0,1 M enthaltend 0,8 %NaCl (w/v)

3. Beschichtungspuffer: Carbonatpuffer, 0,05 M; pH 9,6

4. Blockierungspuffer: TBS, enthaltend 1,% (w/v) Gelatine

5. EIA-Waschpuffer: TBS, enthaltend 0,05 % (v/v) Tween 20

6. EIA-Puffer: TBS, enthaltend 0,1 (v/v) Tween 20

7. Puffer fiir Enzymsubstrate (siehe Tabelle 5):

(a) pNPP: Diethanolaminpuffer (1 M; pH 9.8; enthaltend 0,5 mM MgCl,)
(b) TMB : Zitronenséure-Phosphatpuffer, 0,05 M; pH 5,5
(c) OPD : Zitronensaure-Phosphatpuffer, 0,05 M; pH 5,0

7.3 Geréate

Die Absorptionmessung der Reaktionsprodukte erfolgte mit einem Mikrotiterplattenpho-

tometer SLT-Reader ATTC 340 (SLT-Labinstruments, Crailsheim, Deutschland) oder Maxli-

ne Microplate Reader Emax”™ (Molecular Devices, Graefelfing, Deutschland). Zum Schiitteln



Tabelle 5: Verwendete Chemikalien fiir die Enzymimmunoassays.

13

Name Hersteller, ggf. Produktnummer
Primé&rseren
Anti-Pea-CAH-I-Serum siehe Abschnitt 3
Kaninchennormalserum Dr. M. Eckert*
Sekundéirantikérper und Konjugate
Alkalische Phosphatase gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-Ak
Immunopure Goat Anti-Rabbit IgG, (H+L),
Alkaline Phosphatase Conjugated Pierce*, 31340
Meerrettich-Peroxidase gekoppelter Ziege-anti-Kaninchen-Ak
Immunopure Goat Anti-Rabbit IgG, (H+L),
Peroxidase Conjugated Pierce*, 31460
Biotin gekoppelter Esel-Anti-Kaninchen-Ak
Anti-rabbit Ig, biotinylated species-specific
whole antibody (from donkey) Amersham*, RPM 1004
Avidin gekoppelte alkalische Phosphatase
Alkaline phosphatase conjugated avidin Dako*, D 365
Enzymsubstrate
p-Nitrophenylphosphat (pNPP)
p-Nitrophenyl Phosphate tablets Sigma*, N 9389
Tetramethylbenzidin (TMB)
3/3-,5/5" Tetramethylbenzidine Sigma*, T 2885
o-Phenylendiamin (OPD)
o-Phenylendiamine (OPD) Dihydrochloride Sigma*, P 1526
Weitere wichtige Reagenzien
L-Tryptophan siche Tabelle 4
L-Tryptophanamid siche Tabelle 4
Rinderserumalbumin siehe Tabelle 4
Poly-L-Lysin, MW 464000 D
Poly-L-Lysine, Hydrobromide Sigma*, P 1524
Glutaraldehyd siehe Tabelle 4
Glycin, p.A. Serva*, 23390
Gelatine
Gelatin, ETA-grade Biorad*, 170-6437
Tween 20 Serva*, 37470
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Sigma*, D 5879
Wasserstoffperoxid
30 % Hydrogen peroxide Apoteksbolaget*
M. Eckert* Institut fiir Allgemeine Zoologie und Tierphysiologie der FSU Jena
Apoteksbolaget* Apoteksbolaget, Goteborg, Schweden
Amersham* Amersham-International, UK
Bachem™ Bachem-Biochemica GmbH, Heidelberg, BRD
Biorad* Biorad Laboratories, Miinchen, BRD
Dako* Dako A/S,Glostrup, Didnemark
Pierce* Pierce, Rockford, USA
Serva* Serva-Feinbiochemica GmbH, Heidelberg, BRD

Sigma* Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, BRD
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der Mikrotiterplatten wurde das Gerit KL 2 (E. Biihler Laborgeritebau, Bodelshausen, BRD)
benutzt. Alle Waschschritte wurden mit Hilfe einer Multipette (Eppendorf, Hamburg, BRD)
durchgefiihrt.

7.4 Durchfiihrung der Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassays
7.4.1 Allgemeines

Unabhéngig von der Methode des jeweiligen Enzymimmunoassays gilt folgendes:

1. Als Mikrotiterplatten fiir alle Versuche dienten MaxiSorp F96 Immuno Plates mit Zer-
tifikat (Nunc, Wiesbaden, Deutschland, Produktnummer 439454). Thre Eignung wurde
wihrend der Assayetablierung getestet (siehe Ergebnisse in Kapitel 11.1.1).

2. Alle Inkubationsschritte auf der Mikrotiterplatte wurden in einer feuchten Kammer

durchgefiihrt.
3. Sofern nicht anders genannt, wurden stets 100 ul pro Kavitit pipettiert.

4. Fiir Waschprozeduren mit ETA-Waschpuffer wurden stets 3 x 300 ul Puffer verwendet.

7.4.2 Competitive Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassays

7.4.2.1 Competitive Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassays mit alkalischer
Phosphatase als Markerenzym Diese Assayvarianten wurden zur Bestimmung der Spe-
zifitdt des Anti-Pea-CAH-I Serums (Kreuzreaktivitétstests siehe 12.1) eingesetzt. Als Stan-
dard diente eine 1/10 Verdiinnungsreihe des Peptides Pea-CAH-T von 102 bis 10~ 6 mol. Die
Testantigene wurden iiber den gleichen Bereich verdiinnt, jedoch je nach Verfiigbarkeit ausge-
hend von der 10- bis 100fachen Stoffmenge. Leerwerte wurden mit Kaninchennormalserum in
der gleichen Konzentration wie das Anti-Pea-CAH-I-Serum ermittelt. Die Maximalbindung
des Antikorpers konnte aus den Kurvenparametern der Standardkurve (siehe Abschnitt 7.5)
berechnet werden. Standards, Leerwerte und Proben wurden als Triplikate aufgetragen und

gemessen. Auf jeder Mikrotiterplatte wurde eine Standardkurve mitgefiihrt.

‘ Protokoll A ‘

1. Tag

1. Prainkubationsansitze

(a) Losen der entsprechend vorportionierten Standards und Proben in EIA-
Puffer.

(b) Ansetzen der Verdiinnungsreihen in ETA-Puffer.
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(c) Zugabe doppelt konzentrierten Anti-Pea-CAH-I-Serums (1/2500 in ETA-
Puffer), die Volumina der verdiinnten Standards/Proben und des Anti-
serums miissen gleich sein. Die Endverdiinnung des Antiserums liegt
demzufolge bei 1/5000.

(d) Verdiinnen des Normalserums auf 1/5000 in ETA-Puffer.
2. Inkubation von Standards, Proben und Leerwert bei 4 °C iiber Nacht.

3. Beschichten der Mikrotiterplatte mit Pro!-Pea-CAH-T (2 ug /ml) und Inku-
bation bei 4 °C iiber Nacht.

2. Tag

Die Inkubationsschritte bis zum Waschen der Mikrotiterplatte vor der Enzym-
Substratreaktion wurden 1 h bei 37 °C ausgefiihrt. Alle Losungen und der Wasch-

puffer wurden entsprechend vorgewirmt.

1. Waschen der Mikrotiterplatte mit 3 x 300 1 TBS.

2. Blockieren freier Bindungsstellen auf der Mikrotiterplatte mit Blockierungs-

puffer, 250 pl /Kavitit.
3. Waschen der Mikrotiterplatte.
4. Auftragen und Inkubation von Standards, Proben und Leerwert.
5. Waschen der Mikrotiterplatte.

6. Zugabe von Avidin gekoppeltem Anti-Kaninchen-IgG (1/500 in ETA-Puffer)
zur Mikrotiterplatte.
7. Waschen der Mikrotiterplatte.
8. Inkubation der Mikrotiterplatte mit biotinylierter alkalischer Phosphatase
(1/500 in ETA-Puffer)
9. Waschen der Mikrotiterplatte mit Waschpuffer. Der Puffer hatte Raumtem-
peratur.
10. Durchfiithren der Enzym-Substrat-Reaktion mit 1 mg/ml pNPP in Dietha-
nolaminpuffer bei Zimmertemperatur.
11. Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 5N Natronlauge (NaOH) nach

30 min.

12. Messen der Absorption des Reaktionsproduktes bei 405 nm.

Der Einsatz eines Konjugats aus Anti-Kaninchen-IgG und alkalischer Phosphatase trug we-

sentlich zur zeitlichen Straffung, Kosten- und Materialeinsparung bei. Diese Methode wurde
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auch fiir einen Teil der quantitativen Bestimmungen der Pea-CAH-I-like Immunreaktivitét
genutzt.

Es ergaben sich folgende Verinderungen gegeniiber Protokoll A:

‘ Protokoll B ‘

1. Tag

1. Prainkubationsansitze

(c) Anti-Pea-CAH-I-Serum und Kaninchennormalserum wurden in einer

Endkonzentration von 1/15000 eingesetzt.
3. Beschichten der Mikrotiterplatte mit 1 g /ml Pro'-Pea-CAH-I

2. Tag

1. — 5. siehe Protokoll A

6. Zugabe von alkalischer Phosphatase gekoppeltem Anti-Kaninchen-IgG
(1/1000 in EIA-Puffer) zur Mikrotiterplatte.

7. Waschen der Mikrotiterplatte mit Waschpuffer. Der Puffer hatte Raumtem-

peratur.

8. Durchfithren der Enzym-Substrat-Reaktion mit 1 mg/ml pNPP in Dietha-

nolaminpuffer bei Zimmertemperatur.

9. Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 5N Natronlauge (NaOH) nach

20 min.

10. Messen der Absorption des Reaktionsproduktes bei 405 nm.

7.4.2.2 Competitiver Enzymimmunoassay mit Meerrettichperoxidase als
Markerenzym Dieses Verfahren wurde zur Quantifizierung von Pea-CAH-I-like Immun-
reaktivitdt und zu ihrem Nachweis in chromatographisch aufgetrennten Gewebeextrakten
eingesetzt (siehe 13.1 und 13.3), da es sich durch eine héhere Empfindlichkeit auszeichnete
(siehe 11.1.1). Als Standard diente eine 1/10 Verdiinnunggsreihe des Peptides Pea-CAH-I
von 10710 bis 10~ % mol. Leerwerte wurden mit Kaninchennormalserum in der gleichen Kon-
zentration wie das Anti-Pea-CAH-I-Serum ermittelt. Die Maximalbindung des Antikérpers
konnte aus den Kurvenparametern der Standardkurve (siehe Abschnitt 7.5) berechnet wer-
den. Standards wurden als Triplikate, Leerwerte als Duplikate aufgetragen und gemessen. Auf
jeder Mikrotiterplatte wurde eine Standardkurve mitgefithrt. Die Messung der Proben wurde
entsprechend des Probenumfangs, Substanzgehaltes und Anliegen des Versuchs variiert (siehe

13.1 und 13.3).



Protokoll C |

1. Tag

1.

Ansetzen der Reaktionsgemische von Primérseren und geldsten Antigenen

(Standards, Proben) sowie der Leerwerte.

(a) Losen der entsprechend vorportionierten Standards und Proben in EIA-
Puffer.

(b) Ansetzen der Verdiinnungsreihen in ETA-Puffer.

(c) Zugabe doppelt konzentrierten Anti-Pea-CAH-I-Serums (1/40000 in
EIA-Puffer), die Volumina der verdiinnten Standards/Proben und des
Antiserums miissen gleich sein. Die Endverdiinnnung des Antiserums
liegt demzufolge bei 1,/80000.

(d) Verdiinnen des Normalserums auf 1/80000 in ETA-Puffer.

Beschichten der Mikrotiterplatte mit 0,1 ug/ml Pro'-Pea-CAH-I 2h bei

37°C.

Waschen der Mikrotiterplatte mit 37 °C warmem Waschpuffer.

Blockieren freier Bindungsstellen auf der Mikrotiterplatte 1h bei 37 °C mit
Blockpuffer, 250 ul /Kavitét.

. Waschen der Mikrotiterplatte.

Auftragen von Standards, Proben und Leerwert auf die Mikrotiterplatte und
Inkubation bei 4 °C iiber Nacht.

2. Tag

Alle folgenden Arbeitsschritte wurden bei Raumtemperatur und mit zimmerwar-

men Losungen durchgefiihrt.

1.

Waschen der Mikrotiterplatte.

2. Zugabe von Meerrettichperoxidase gekoppeltem Anti-Kaninchen-IgG ((a)

1/5000 oder (b*) 1/3000 in EIA-Puffer) zur Mikrotiterplatte. Inkubation des
Sekundirantikérpers 2h auf dem Schiittler (Frequenz ca.100-150 min—!).
Waschen der Mikrotiterplatte.
Durchfiihren der Enzym-Substrat-Reaktion auf dem Schiittler (siehe oben)
mit
(a) TMB, 0,1 mg/ml in TMB-Substratpuffer, enthaltend 0,08 % Hs04

bzw.

(b) OPD, 0,83 mg/ml in OPD-Substratpuffer, enthaltend 0,08 % H05.

17
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5. Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 2M Schwefelsdure (HoSO4) nach
20 - 40 min.

6. Messen der Absorption des Reaktionsproduktes bei
(a) 450 nm

bzw.

(b) 490 nm.

*) Trotz Einsatz des Losungsvermittlers DMSO (vgl. 7.1) traten fortwihrend
Probleme bei der Losung von TMB in Substratpuffer auf, die die Farbent-
wicklung beeintriachtigten. Das Verfahren wurde deshalb unter Anpassung
der Konzentration des Enzymkonjugats auf die Verwendung von OPD um-

gestellt.

7.4.3 Nichtcompetitiver Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay mit alkali-

scher Phosphatase als Markerenzym

Dieser Typ des Enzymimmunoassays diente ebenfalls zur Charakterisierung der Spezi-
fitat des Anti-Pea-CAH-I-Serums. Das zu detektierende Antigen wurde dabei passiv an die
Mikrotiterplatte adsorbiert oder kovalent an die Festphase gebunden. Zur Kontrolle der un-

spezifischen Bindung wurde Kaninchennormalserum benutzt.

Protokoll D
Beschichtung der Mikrotiterplatte durch passive Adsorption

1. Tag

1. Beschichten der Mikrotiterplatte:
(a) Peptide: 0,5; 1,0; 2,0 ug /ml
(b) Tryptophan/Tryptophanamid: 5,0; 10,0; 20,0 pg /ml
(c) Konjugate: 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 pg /ml
in Beschichtungspuffer.

2. Inkubation der Mikrotiterplatte bei 4°C iiber Nacht.

2. Tag

Die Inkubationsschritte bis zum Waschen der Mikrotiterplatte vor der Enzym-
Substratreaktion wurden 1 h bei 37 °C ausgefithrt. Alle Losungen und der Wasch-

puffer wurden entsprechend vorgewirmt.

1. Waschen der Mikrotiterplatte mit 3 x 300 ul TBS.



2. Blockieren freier Bindungsstellen auf der Mikrotiterplatte mit Blockierungs-

puffer, 250 1 /Kavitét.
3. Waschen der Mikrotiterplatte.

4. Auftragen von Anti-Pea-CAH-I-Serum und Kaninchennormalserum 1/15000
verdiinnt in ETA-Puffer.

5. Waschen der Mikrotiterplatte.

6. Zugabe von alkalischer Phosphatase gekoppeltem Anti-Kaninchen-IgG
(1/1000 in EIA-Puffer) zur Mikrotiterplatte.

7. Waschen der Mikrotiterplatte mit Waschpuffer. Der Puffer hatte Raumtem-

peratur.

8. Durchfiihren der Enzym-Substrat-Reaktion mit 1 mg/ml pNPP in Dietha-

nolaminpuffer bei Zimmertemperatur.
9. Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 5 N Natronlauge (NaOH).

10. Messen der Absorption des Reaktionsproduktes bei 405 nm.

Protokoll E
Beschichtung der Mikrotiterplatte durch Kopplung der Antigene

an Glutaraldehyd aktiviertes Poly-L-Lysin

Das Verfahren wurde in Anlehnung an die Arbeiten von Ball e al. (1994) sowie

Fujiwara und Kitagawa (1993) entwickelt.

1.Tag

Die Schritte 1. — 4. wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt, die Temperatur

der verwendeten Losungen wurde entsprechend angeglichen.

1. Beschichtung der Mikrotiterplatte mit Poly-L-Lysin 1pg /ml in Beschich-
tungspuffer.

Waschen der Mikrotiterplatte mit 3 x 200 ul.
Auftragen von Glutaraldehyd, 1% (v/v) in PBS.

=W N

Waschen siehe 2.

5. Kopplung der Antigene (Konzentrationen entsprechend Protokoll D) bei 4 °C
iitber Nacht.

2.Tag

1. Waschen der Mikrotiterplatte mit 3 x 300 ul PBS.
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2. Blockieren freier Aldehydgruppen mit 1 M Glycin (250 pl /Kavitéit) in PBS

1h Raumtemperatur.

3. Waschen der Mikrotiterplatte mit 3 x 300 ul TBS (37°C).

4. Blockieren freier Bindungsstellen auf der Mikrotiterplatte mit Blockierungs-
puffer, 250 1 /Kavitét, 1h (37°C).

5. Waschen der Mikrotiterplatte mit 37 °C warmem Waschpuffer.

6. Auftragen von Anti-Pea-CAH-I-Serum und Kaninchennormalserum 1/15000
verdiinnt in ETA-Puffer, Inkubation der Mikrotiterplatte 1 h bei 37°C.

7. Waschen der Mikrotiterplatte mit 37 °C warmem Waschpuffer.

8. Zugabe von alkalischer Phosphatase gekoppeltem Anti-Kaninchen-IgG
(1/1000 in EIA-Puffer) zur Mikrotiterplatte, Inkubation 1h bei 37°C.

9. Waschen der Mikrotiterplatte mit Waschpuffer. Der Puffer hatte Raumtem-
peratur.

10. Durchfithren der Enzym-Substrat-Reaktion mit 1 mg/ml pNPP in Dietha-

nolaminpuffer bei Zimmertemperatur.
11. Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 5N Natronlauge (NaOH).

12. Messen der Absorption des Reaktionsproduktes bei 405 nm.

7.5 Auswertung der gewonnenen Daten

Die aus den Messungen ermittelten Absorptionswerte konnten mit Hilfe der Gerétesoft-
ware der Mikrotiterplattenphotometer weiterbearbeitet werden. Es standen die Program-
me "EasyFit’ (SLT-Reader ATTC 340) und 'SOFTmax”M’ (Maxline Reader Emax”M) zur
Verfiigung. Die Programme lieferten Mittelwerte, Standardabweichungen und Variationsko-
effizienten von Mehrfachbestimmungen sowie Modelle zur Anpassung von Standardkurven.

Unbekannte Probenkonzentrationen konnten anhand der Standardkurve errechnet werden.

7.5.1 Berechnung der Standardkurven fiir die competitiven Enzymimmu-

noassays

Zur Anpassung einer Kurve an die Absorptionswerte der Standardverdiinnungen stan-
den wegen des sigmoidalen Kurvenverlaufs das 4-Parameter- (Healy 1972) und das logit-
log-Verfahren (Rodbard und Cooper 1970) zur Wahl. Beide Anpassungsverfahren folgen der
Gleichung;:

A-D

ZJZW-FD (7.1)
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Die Parameter beschreiben dabei folgende Figenschaften der Kurve:
A y-Wert der oberen Asymptote (entspricht kleinen z-Werten)
B Anstieg der Kurve im Wendepunkt

C z-Wert des Wendepunktes der Kurve

D y-Wert der unteren Asymptote (entspricht grofien z-Werten)

Der Unterschied zwischen 4-Parameter- und logit-log-Fit ergibt sich dabei aus der Kal-
kulation von A und D. Bei letzterem werden dazu die zum niedrigsten bzw. hichsten z-
Wert gehorigen y-Werte benutzt und davon ausgehend B und C' bestimmt. Das 4-Parameter-
Verfahren beginnt mit einem logit-log-Fit und findet dann durch Iteration prizisere Werte
fiir A und D.

Deshalb wurde fiir alle Kurvenanpassungen das 4-Parameter-Verfahren verwendet. Als

Wert fiir die Maximalbindung des Antikérpers wurde A angenommen.

7.5.2 Quantitative Angaben zur Kreuzreaktivitéit

Als Maf} fiir die Kreuzreaktivitit des Anti-Pea-CAH-I-Serums mit verschiedenen Pepti-
den bzw. Peptidkonjugaten wurde das sogenannte Kreuzreaktivititsverhiltnis (K RV') gebil-
det (Boureme et al. 1987). Dabei wurden die Stoffmengen von Testantigen und mitgefiihr-
tem Standard (Pea-CAH-I) an den Wendepunkten der Kurven (= Stoffmengen, die fiir eine
50 %ige Hemmung der Antikérperbindung nétig sind) verglichen. Die Lage der beiden Kurven
wurde hierfiir auf A = 1 normiert, indem alle Absorptionswerte der jeweiligen Kurve durch
den aus der Kurvenanpassung erhaltenen Wert fiir die Lage der oberen Asymptote dividiert

wurden. Es ergibt sich also folgende Gleichung;:

) ,
Y= ’(Testantzgen) (72)
C(PeafCAHfl)
mit ¢! = z-Wert des Wendepunktes C' nach Normierung.

Die Darstellung erfolgte in der Form
KRV =1:7

wobei 1 = CEPea—CAH—I) gilt.

7.5.3 Angaben zur Immunreaktiviit in aufgetrennten Gewebeextrakten

Material aus HPLC-Fraktionen wurden als Verdiinnungsreihen gegen die {ibliche Stan-
dardkurve von Pea-CAH-I im Bereich von 1071° bis 10~ !6 mol getestet. Zur Darstellung der
Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit in den Fraktionen wurde die Hemmung der Antikérperbin-
dung im competitiven Enzymimmunoassay (Lehman et al. 1993) verwendet. Die erhaltenen
optischen Dichten der Proben wurden mit den Parametern A und D der Funktionsgleichung

der Standardkurve verrechnet. Dabei gilt:
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A — D ...maximal zu erreichende optische Dichte, entspricht 0 % Hemmung der
Antikorperbindung
D ...minimal zu erreichende optische Dichte, entspricht 100 % Hemmung der An-

tikorperbindung

7.5.4 Statistische Verfahren

Zur Auswertung der quantitativen Bestimmungen sowie fiir die Darstellung der analyti-
schen Qualititsparameter der competitiven Enzymimmunoassays wurden folgende statisti-

sche Grofien berechnet:

e arithmetischer Mittelwert z

n
2, i
T =" (7.3)
e Standardabweichung der Stichprobe s
Zn: 72— (25’3)2
n
s =+ =L — (7.4)
e Standardfehler des Mittelwertes sz
55 = —— (7.5)

n

e Variationskoeffizient der Standardabweichung V K

~ 100% x s

T

VK

Dabei gilt:
x; ...Stichprobenwerte

n ...Stichprobenumfang

8 Immuncytochemie

Zur Ermittlung der Kreuzreaktivitit des Anti-Pea-CAH-I-Serums wurden Immunmarkie-
rungen mit und ohne Fliissigphasepriabsorptionen des Antiserums mit verschiedenen Anti-

genen eingesetzt. Die Immunfirbungen wurden nach folgendem Schema durchgefiihrt.



Herstellung von Paraffinschnitten ‘

1. Préparation der Gewebe unter Spiilen mit Insektenringer (7,5g NaCl; 0,1 g
NaHCOg3; 0,2 g KCI; 0,2¢g CaCly auf 11 Aq. dest.).

2. Fixierung nach Boer (1980) mit einem Gemisch aus 15,0 ml geséttigter Pi-
krinsdure, 5,0 ml Glutaraldehyd (siehe Tabelle 4), 0,2 ml Eisessig fiir 3 h bei
4°C.

3. Entfernen des Fixierungsmittels und Dehydrieren der Gewebe iiber eine
Alkoholreihe (45 min 70 % Ethanol, 30 min 96 % Ethanol, 2 x 15 min 100 %
Ethanol, 2 x 15 min Benzol).

4. Uberfithren der Priparate in Histoplast (Serva-Feinbiochemica GmbH, Hei-
delberg, BRD) durch Inkubation in (a) einem Benzol-Histoplast-Gemisch
(1/1; 30 min, 40 °C) und (b) in Histoplast (itber Nacht bei 60 °C).

5. Einbetten der Priparate in Histoplast.

6. Herstellung von Mikrotomschnitten (8 um ), Strecken der Schnitte und Auf-
kleben auf Objekttriager mittels Eiweifl-Glycerin.

Immunmarkierung ‘

Hierbei handelte es sich um eine indirekte Immunfirbung unter Verwendung eines

loslichen Peroxidase- Antiperoxidase-Komplexes (PAP) nach Sternberger (1970).

1. Entparaffinieren und Rehydrieren der Schnitte iiber Xylol und eine Alkohol-
reihe (15 min Xylol, jeweils 5 bis 10 min 100 % Ethanol 1, 100 % Ethanol 2,
96 % Ethanol, 70 % Ethanol), Spiilen in PBS pH 7,4 (0,01 M Phosphatpuffer
enthaltend 0,9 % (w/v) NaCl).

2. Blockieren unspezifischer Bindungen durch Ziegennormalserum (1/10 in PBS
pH 7.4 (siehe oben), 15 min), Spiilen in PBS-Tween 80 (100 ml PBS pH 7.4 +
1 Tropfen Tween 80 (Serva-Feinbiochemica GmbH, Heidelberg, BRD, Pro-
duktnummer 37475)).

3. Inkubation der Schnitte mit Anti-Pea-CAH-I-Serum (1/3000 in PBS-BSA
(PBS pH7,4 enthaltend 0,25% (w/v) BSA, siehe Tabelle 4)) iiber Nacht
oder:

Inkubation der Schnitte mit dem praabsorbierten Antiserum (siehe unten)

fiir die Spezifititstests.
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4. Waschen 3 x 5min mit PBS-Tween 80.
5. Auftragen des Ziege-anti-Kaninchen-Serums (1/20 in PBS-BSA), 1 h.
6. Waschen siehe 4.

7. Inkubation der Schnitte mit dem PAP-Komplex (1/400 in Tris-BSA (Tris-
HCl-Puffer, 0,05 M; pH 7,6; enthaltend 0,25 % (w/v) BSA)), 1h.

8. Waschen 2 x 5 min mit PBS-Tween 80, 1 X 5 min mit PBS.

9. Durchfithren der DAB-Reaktion (0,1 % DAB (3,3-Diaminobenzidin-Tetra-
hydrochlorid, Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, BRD) und 0,16 % H09
(siehe 5) in Tris-HCI-Puffer), Abstoppen mit Aq. dest.

10. Hochfithren der Schnitte iiber eine Alkoholreihe (jeweils kurz 70 % Ethanol,
96 % Ethanol, 100 % Ethanol 1, 100 % Ethanol 2, 100 % Ethanol 3, Xylol).

11. Eindeckeln der Objekttriger mit Entellan.

Tabelle 6: Uberblick iiber die Fliissigphasepriabsorptionen.

Priaabsorption des verdiinnten AS mit: | markiertes Gewebe | Tierart

Substanz Konz. [nmol/ml]

GA-vernetztes BSA | 10;50; 100 Gehirn-RCK Periplaneta americana
BSA-Trp-Konj. 105 50; 100 Gehirn-RCK Periplaneta americana
BSA-Trpa-Konj. 105 50; 100 Gehirn-RCK Periplaneta americana
Pea-MIP 10; 50; 100 Gehirn-RCK Periplaneta americana
Lom-AKH-II 50; 100 Gehirn-RCK Periplaneta americana
Scg-AKH-IT 50; 100 Gehirn-RCK Periplaneta americana
Pea-MIP 20; 40 4. und 5. freies AG | Periplaneta americana
Pea-MIP 20;40 Gehirn-RCK Nauphoeta cinerea
APGWa 200; 450 Gehirn-RCK Periplaneta brunnea
APGWa 200; 450 Gehirn-RCK Blattella germanica
APGWa 200; 450 Gehirn-RCK Blatta orientalis
Scg-AKH-I 50 Gehirn-RCK Schistocerca gregaria

Fiir die Fliissigphasepriaabsorptionen wurden die trockenen Peptide in der halben Menge
PBS pH7,4 (siehe Protokoll Immunmarkierung) mittels Ultraschall gelost und zum identi-
schen Volumen doppelt konzentrierten Anti-Pea-CAH-I-Serums (1/1500 in PBS-BSA) gege-
ben. Die Konjugate und das mit Glutaraldehyd vernetzte BSA wurden mit Anti-Pea-CAH-I-
Serum (1/100 in PBS-BSA) versetzt und mit PBS-BSA verdiinnt, so daf} alle Reaktionsparner

in der gewiinschten Konzentration vorlagen. Die Gemische wurden iiber Nacht bei 4°C in
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Eppendorfbechern unter Rotation inkubiert. Vor Verwendung wurde das Gemisch abzentrifu-
giert und analog zum nicht priabsorbierten Antiserum eingesetzt. Einen Uberblick iiber die
Flissigphasepraabsorptionen des Antiserums mit verschiedenen Antigenen gibt Tabelle 6.
Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte mit dem Mikroskop AH3-RFCA (Olympus,
Hamburg, BRD) mit integrierter Belichtungsautomatik und Kameraaufsatz. Fiir die Foto-
grafien wurde Filmmaterial 100 ASA (ORWO Wolfen, BRD) verwendet.

9 HPLC

Die HPLC (high performance liquid chromatography) wurde zur Fraktionierung von Ge-
webeextrakten und zur Isolierung von Peaks mit Pea-CAH-I-like Immunreaktivitéit eingesetzt.
Alle Arbeiten wurden an einem Gynkotek-System (Gynkotek, Germering, Deutschland) aus-
geriistet mit einem Dioden-Array Detektor (UVD 320, 200-355nm), einer Gynkotec High
Precision Pump M 480 und einem automatischen Probengeber GINA 160 durch Dipl. Chem.
J. Rapus (Institut fiir Allgemeine Zoologie und Tierphysiologie der FSU Jena) durchgefiihrt.
Die Proben wurden mittels Ultraschall in Laufmittel B (siehe unten) gelést und 10 min bei
12000 rpm und 4 °C (Eppendorf Centrifuge 5403, Eppendorf, Hamburg, BRD) abzentrifugiert.
Die Auftrennung erfolgte an RP-C18-Sdulen (Gewebeextrakte: 250 x 4,6 mm; 5pum ODS-
Hypersil Gynkochrom, Nachreinigung von Fraktionen; 250 x 4,6 mm; 5 ym Inertsil ODS 2).
Es wurde dabei entweder ein (a) linearer AB Gradient von 10 auf 90 % B in 40 min (1,2 %
B/min) eingesetzt oder es wurde (b) 10 min isokratisch bei 10 % B getrennt und erst dann der
Gradient gestartet (vgl. Tab. 7). Als Laufmittel A diente 0,1 % aq. TFA und als Laufmittel
B 60 % Acetonitril in 0,1 % aq. TFA. Das Eluat wurde peakorientiert per Hand geschnitten.
Die Fraktionen wurden in der Vakuumzentrifuge (Heto-Holten A/S, Allerod, Dinemark) ein-
getrocknet und bei -20 °C aufbewahrt. Die Auswertung erfolgte iiber Retentionszeitvergleich

und iiber Spektrenanalyse mittels Spektrenplot und Spektrenbibliothek.

10 Massenspektrometrie

Zur weiteren Charakterisierung von Pea-CAH-I-dhnlichem immunreaktiven Material aus
den aufgereinigten HPLC-Fraktionen wurde die MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorpti-
on ionization time of flight) Massenspektrometrie eingesetzt. Alle Versuche wurden in Zusam-
menarbeit mit Dr. R. Predel an einem Gerét des Typs Kompact MALDI IT Delayed Extraction
(Kratos Analytical, Manchester, UK), ausgestattet mit einem Nitrogenlaser (337 nm), durch-
gefithrt. Als Matrix diente eine geséttigte methanolische Losung von a-cyano-4-Hydroxy-
Zimtsiure (Hewlett-Packard, Boblingen, BRD). Das aufgereinigte Material aus den immun-
reaktiven HPLC-Fraktionen wurde im Laufmittelgemisch AB, enthaltend 58 % B (siehe Ab-
schnitt 9) in einer Konzentration von ca. 1 - 10pmol/ulgelost. Die Proben wurden im

Sandwich-Verfahren (0,3 ul Matrix; 0,5 ul Probe; 0,3 ul Matrix) aufgetragen, 30sec mit Aqg.
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Tabelle 7: Ubersicht iitber HPLC-Trennungen.
Lfd. Nr. | HPLC zur ... Elutionsverfahren
Kontrolle auf Pea-CAH-I/IT in Gewebeextrakten
Fraktionierung eines GE aus 108 RCK (P. a. )
Trennung von Fraktionen aus 2
Fraktionierung eines GE aus 250 5. AG (P. a. )
Fraktionierung eines GE aus 500 5. AG (P. a. )
Fraktionierung eines GE aus 500 Gehirnen (N. c. )
Fraktionierung eines GE aus 500 Gehirnen (N. c. )
Fraktionierung eines GE aus 100 RCK (N. c. )
Fraktionierung eines GE aus 500 RCK (N. c. )
Aufreinigung von Pea-MIP aus 5,7.9
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dest. gewaschen und anschlieflend luftgetrocknet. Die Massenspektren wurden im positiven
Modus aufgenommen. Von den geladenen Tonen wurden die Durchschnittsmassen (averaged

masses) ermittelt.
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11 Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassays

11.1 Etablierung der Enzymimmunoassays
11.1.1 Competitive Enzymimmunoassays

Drei verschiedene Protokolle fiir einen competitiven, antigenorientierten Anti-Pea-CAH-
I-Enzymimmunoassay wurden entwickelt. Beim competitiven Enzymimmunoassay konkurrie-
ren gelostes (Probe oder Standard) und immobilisiertes Antigen um eine Anzahl Antikorper-
bindungsstellen, die geringer ist als die Gesamtzahl der Antigene. Das geloste, zu bestim-
mende, Antigen verhindert entsprechend seiner Konzentration und Affinitdt die Bindung des
Antikorpers an das Festphasenantigen. Die entscheidendsten Schritte bei der Entwicklung der
competitiven Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassays werden im folgenden kurz beschrieben.

Es bestand die Moglichkeit, als Festphasenantigen Pea-CAH-I, des-pGlu!-Pea-CAH-I oder
Pro'-Pea-CAH-I zu nutzen. Pro'-Pea-CAH-I wurde verwendet, weil es sich gut immobilisieren
lie§ (siehe Abschnitt 12.2) und in ausreichender Menge zur Verfiigung stand.

Mikrotiterplatten der Typen Polysorp und Maxisorp (Nunc, Wiesbaden, BRD) sowie
Elisa-Platten, KO, 96K der Firma Greiner- Labortechnik (Frickenhausen, BRD) standen zur
Auswahl. Auf diesen Mikrotiterplatten wurden Konzentrationsreihen von Pro'-Pea-CAH-I in
Carbonatpuffer, 0,05 M, pH 9.6; 0,01 M PBS pH 7.4 und Tris-HCIl-Puffer, 0,01 M, pH 8,5 wur-
den getestet. Homogenitéit der Beschichtung und Hohe der Absorptionen wurden bewertet.
Als am besten geeignet erwiesen sich Maxisorp-Mikrotiterplatten und als Beschichtungspuffer

Carbonatpuffer, 0,05 M, pH 9,6 (vgl. Tabelle 8).

Tabelle 8: Beschichtung der Mikrotiterplatten mit verschiedenen Konzentrationen von Pro'-Pea-CAH-I,
gelost in Carbonatpuffer, 0,05 M, pH 9,6 und Detektion mit Anti-Pea-CAH-I-Serum (1/3000) entsprechend

Protokoll A, vgl. Abschnitt 7.4.2.1. Der Variationskoeffizient wurde aus n = 3 Bestimmungen gebildet.

Pro!'-Pea-CAH-I | optische Dichte + Variationskoeffizient [%]
[ug /ml] Greiner Maxisorp Polysorp

0,1 0,767 £31,2 1,234 +17,0 0,144 +7,2

0,5 2,065 +12,0 2,360+3,7 0,187 +4,3

1,0 2,953+ 17,4 2,395+3,45 0,187 +29,7
5,0 2,222 47,7 2,640+2,0 0,153 +2,1

Die Gebrauchsverdiinnungen von Pro'-Pea-CAH-I und Anti-Pea-CAH-I Serum wurden
nach dem Verfahren von Tijssen (1985) ermittelt. Verschiedene Konzentrationen von An-
tigen und Primérserum wurden gegeneinander titriert. Die Kombinationen, die nach 30 -

60 min Substratinkubation optische Dichten zwischen 0,8 und 1,3 erzielten, wurden mit einer
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Verdiinnungsreihe von Pea-CAH-I inkubiert. Aus diesem Pool wurde diejenige Standard-
kurve ausgewihlt, die den jeweiligen Anforderungen an Stabilitdt, Reproduzierbarkeit und
Empfindlichkeit am besten entsprach. Einen Uberblick iiber die wichtigsten Kenngrofien der
drei competitiven Enzymimmunoassays gibt Tabelle 9. Antikérper- und Enzymkonjugate der
jeweiligen Detektionssysteme wurden wihrend dieser Prozedur im UberschuB eingesetzt. In
weiteren Arbeitsschritten wurden ihre Konzentrationen und Inkubationszeiten angepaft. Ziel
dieser Optimierung war es, die Bindung des Primérantikorpers an das immobilisierte Antigen
ohne Detektionsverluste bei 6konomischem Einsatz der Immunochemikalien wiederzugeben.

Fiir die quantitativen Bestimmungen und fiir die Untersuchung der Pea-CAH-I-like Im-
munreaktivitdt in aufgetrennten Gewebeextrakten war die methodische Empfindlichkeit des
Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassays nach Protokoll A nicht ausreichend. Ansatzpunkt fiir
die Verbesserung der methodischen Empfindlichkeit ist das Gleichgewicht zwischen Priméran-
tikorper, immobilisiertem und gelostem Antigen. Je geringer die Konzentrationen von gebun-
denem Antigen und Primérserum, desto geringer ist auch die Menge 16slichen Antigens, die
zur Hemmung der Antikérperbindung an das Festphasenantigen notwendig ist. Gleichzeitig
steigen damit auch die Anforderungen an das Detektionssystem, die Bindung nur weniger
Primérantikorper darzustellen.

Durch die Verwendung eines Konjugats aus alkalischer Phosphatase und Anti-Kaninchen-
Antikorper konnten die Verdiinnungen von Pro!-Pea-CAH-T auf 1,0 ug /ml und die des Anti-
Pea-CAH-I-Serums auf 1/15000 erhéht werden (Protokoll B). Die methodische Empfindlich-
keit verbesserte sich ungefihr achtfach.

Eine entscheidende Verbesserung der methodischen Empfindlichkeit wurde erst durch die
Entwicklung des Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassays nach Protokoll C erreicht. Durch die
Modifizierung des Verfahrens nach Tijssen (1985) und die Verwendung von Meerrettich-
Peroxidase als Markerenzym konnten die Konzentrationen von Pro'-Pea-CAH-I und Anti-
Pea-CAH-I-Serum weiter gesenkt werden. Bisher wurde das Peptid zur Beschichtung iiber
Nacht bei 4°C und der Antikérper 1h bei 37°C inkubiert. Tests mit verschiedenen Inku-
bationsmethoden zeigten, daf} sich bei sehr grofien Verdiinnungen der Reaktionspartner die
hochsten Absorptionswerte bei einer Beschichtungdauer von 2h bei 37°C und Antikorpe-
rinkubation iiber Nacht bei 4°C ergaben. Auflerdem wurde entgegen der iiblichen Verfah-
rensweise die Enzym-Substrat-Reaktion erst nach 2h abgestoppt, so dafl auch bei geringen
Konzentrationen von Peptid und Antiserum ausreichend hohe Absorptionswerte gemessen
werden konnten. Die lange Inkubationsdauer war jedoch nicht praktikabel, da Randeffekte
(Nunc Bulletin Nr.1 (1985); Oliver et al. 1981; Burt et al. 1979) auftraten, die die Genauigkeit
der Meflergebnisse beeintrichtigten. Durch die Umstellung von alkalischer Phosphatase auf
Meerrettichperoxidase konnte die Inkubationsdauer wieder auf 30 min gesenkt werden, da so-
wohl die molare Umsatzrate (dreifach) als auch die Signalstéirke der Reaktionsprodukte (zehn-
fach) hoher sind als bei alkalischer Phosphatase (Porstmann und Porstmann 1991, Wild und
Davies 1994). Als HRP-Substrat diente zunichst TMB, da es nicht mutagen ist und bei der
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Tabelle 9: Die drei verschiedenen Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassays im Uberblick. Die Werte fiir B und

C wurden aus den Parametern von jeweils sieben Standardkurven gemittelt.

Enzymimmunoassay

Prot. A Prot. B Prot. C
Ag'[pmol/pul] 2,0 1,0 0,1
Ak? 1/5000 1/15000 1/80000
B3 0,553 0,652 0,656
C[pmol]* 53,5 6,87 0,175
MB [pmol] 1,0 - 100,0 | 1,0 - 50,0 0,01 - 1,0
Detek- biotinyl. AP gek. HRP gek.
tions- a-Kan-Ak/ | a-Kan-Ak/ | a-Kan-Ak/
system Av-AP/

PNPP PNPP OPD (TMB)®

1) immobilisiertes Pro'-Pea-CAH-1

2) Anti-Pea-CAH-I-Serum

3) B bezeichnet den Anstieg im Wendepunkt der Standardkurve,
je grofer B ist, desto steiler verliuft die Kurve.

4) C gibt die Konzentration von Pea-CAH-I im Wendepunkt der
Standardkurve an und entspricht so der Stoffmenge, die fiir
die Hemmung der Maximalbindung um 50 % notwendig ist
C' gilt als Richtwert fiir den Vergleich der Empfindlichkeiten

5) sieche Abschnitt 7.4.2.2

Umsetzung sehr hohe Absorptionswerte bei minimalem Hintergrund liefert. Probleme mit der
Loslichkeit (siehe Abschnitt 7.4.2) begrenzten jedoch diese Vorteile, so dafi spiater OPD ein-
gesetzt wurde. Die methodische Empfindlichkeit des Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassays
nach Protokoll C konnte gegeniiber Protokoll A ca. 300fach erhtht werden.

11.1.2 Direkter Enzymimmunoassay

Der direkte Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay wurde aus dem competitiven Verfah-
ren abgeleitet. Verschiedene Antigenkonzentrationen wurden passiv (siehe Abschnitt 11.1.1)
oder kovalent beschichtet und unter Verwendung der bereits ermittelten Konzentrationen
fiir Primérantikorper und Konjugate detektiert. Die kovalente Bindung der Antigene an die
Mikrotiterplatte durch Glutaraldehydkopplung an immobilisiertes Poly-L-Lysin sollte weit-
gehend die Bedingungen bei der Glutaraldehydfixierung der Peptide im Gewebe nachvoll-
ziehen. Ausgehend von den Beschichtungsprotokollen von Ball et al. (1994) sowie Fujiwara
und Kitagawa (1993), wurden die Verdiinnungen von Poly-L-Lysin und Glutaraldehyd den
konkreten Bedingungen angepafit. Optimale Peptidbeschichtung wurde bei der Verwendung
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von 1,0pg /ml Poly-L-Lysin und 1,0 %(v/v) Glutaraldehyd ereicht.

11.2 Analytische Qualitdtsparameter der Enzymimmunoas-
says
11.2.1 Richtigkeit

Die Richtigkeit (Accuracy) beschreibt die Ubereinstimmung des MeBwertes mit der wah-
ren Konzentration des Analyten in der Probe. Die Richtigkeit einer Messung wird von der
Spezifitit des Antiserums sowie von systematischen und zufilligen experimentellen Fehlern
beeinflut. Zur Einschitzung der Richtigkeit werden die Uberpriifung der MeBergebnisse mit
einer unabhéngigen Mefimethode (Porstmann und Kiessig 1992, Kiessig et al. 1994, Singer et
al. 1987), Experimente zur Wiederfindung (Recovery) definierter Mengen Standards in der
Probe (Nickoloff 1986) sowie Parallelitéitstests (Sobeck 1987) vorgeschlagen.

Mit der HPLC als unabhéngige Memethode wurde der Gehalt von Pea-CAH-I und -1I von
drei aliquotierten Gewebeextrakten aus Retrocerebralkomplexen ménnlicher Schaben (Peri-
planeta americana) mit den Meflergebnissen der competitiven Enzymimmunoassays (siehe
Abschnitt 7.4.2, Protokolle B und C) verglichen. Die Untersuchung zeigt eine gute Uberein-
stimmung der Ergebnisse der HPLC-Bestimmung mit denen der Enzymimmunoassays sowie

der Enzymimmunoassays untereinander.

Tabelle 10: Bestimmung von Pea-CAH-I und -IT mit der HPLC und Messung der Pea-CAH-I-like Immunre-
aktivitdt mit verschiedenen Varianten des competitiven Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassays. Die Angaben
erfolgen in pmol/RCK. Die mit den Enzymimmunoassays erzielten Ergebnisse sind die Mittelwerte Z aus n = 4

Messungen mit der zugehorigen Standardabweichung des Mittelwertes sz.

Probe | HPLC | EIA (Prot. B) | EIA (Prot. C)
1] 940 88,843, 3 71,1£5,1
2| 972 102,044, 1 90,344, 6
3| 92,45 86,342, 6 81,4548, 8

Die Wiederfindung von Pea-CAH-I wurde bei der quantitativen Erfassung der Pea-CAH-
I-like Immunreaktivitit durch Zugabe des synthetischen Peptids wihrend der verschiedenen
Aufarbeitungsschritte hin bis zur eigentlichen Messung kontrolliert (siehe Abschnitt 13.1,
Tabelle 17).

Die Parallelitiat von Standard- und Probenverdiinnungskurve gibt Aussage dariiber, ob der
Antikorper die Probe in der gleichen Weise bindet wie den Standard und testet so die Giiltig-
keit des Mefisystems (Nickoloff 1986). Alle Gewebeextrakte wurden deshalb vor der eigentli-
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chen Quantifizierung der Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit als Verdiinnungsreihen getestet.
Storende Verbindungen im Extrakt wurden durch eine Erweiterung der Reinigungsprozedur

entfernt und die Parallelisierung der Kurven erreicht (siehe Abschnitt 13.1).

11.2.2 Préizision

Das Meflergebnis mit dem zugeodrigen Variationskoeffizienten zeigt die Prézision einer
Messung (Nickoloff 1986), stellt also das Mafi dar, mit dem eine Reihe von Mefiwerten mit
dem Mittelwert iibereinstimmen (Midgley et al. 1969). Die Prazision wird stets fiir einzelne
Antigenkonzentrationen und nicht fiir die gesamte Standardkurve angegeben, da sie stark
vom wechselnden Anstieg der sigmoidalen Standardkurve abhéngig ist. Zur Beschreibung der
Préizision werden der Intraassayfehler (Prizision einer Qualitdtskontrollprobe innerhalb eines
Enzymimmunoassays) und der Interassayfehler (Prizision einer Qualititskontrollprobe iiber
mehrere Enzymimmunoassays) verwendet. Der Intraassayfehler wurde aus jeweils sechs, der
Interassayfehler aus sieben Einzelwerten ermittelt. Die Meflpunkte liegen im linearen Teil der

betreffenden Standardkurven.

Tabelle 11: Intra- und Interassayfehler bestimmt mit dem competitiven
Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay, Protokoll A.
Probe [pmol] | Intraassayfehler | Interassayfehler
[pmol] £V K [pmol] £V K
1,0 095 +13,7% | 0,99 £12,2%
5,0 5.1 +10,2% 4,6 +17,2%
10,0 11,0 £9,8% | 12,4 +12,5%
50,0 48,2 49,9% 47,4 +8,7%
100,0 98,5 +6,9% | 97,3 +£20,5%
Intra- und Interassayfehler bestimmt mit dem competitiven
Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay, Protokoll B.
Probe [pmol] | Intraassayfehler | Interassayfehler
[pmol] £V K [pmol] £V K
1,0 1,37 £5,0% | 1,24 +20,9%
5,0 5,18 +8,3% 5,1 +8,9%
10,0 | 10,31 £5,6% | 10,24 +4,0%
50,0 43,8 £4,6% 46,3 £11,3%
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Tabelle 13: Intra- und Interassayfehler bestimmt mit dem competitiven
Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay, Protokoll C.
Probe [pmol] | Intraassayfehler | Interassayfehler
[pmol] £V K [pmol] £V K
0,01 | 0,012 £14,9% | 0,0099 +37,2%
0,05 | 0,048 +£5,0% | 0,05 £12,0%
01| 0,099 49,1% | 0,101 +£9,2%
05| 048 +£10,5% 0,49 +9,1%
1,0 1,06 +£10,2% | 1,04 +18,8%

11.2.3 Empfindlichkeit

Bei der Empfindlichkeit eines Enzymimmunoassays ist zwischen der methodischen (De-
tektionslimit) und der analytischen Sensitivitit (Kiessig et al. 1994) zu unterscheiden. Die
analytische Empfindlichkeit beschreibt die Verldfilichkeit, mit der kleinste Konzentrations-
unterschiede statistisch sicher bestimmt werden kénnen. Sie ist abhingig von der Prézision
und vom Anstieg der Standardkurve. Fiir die vorliegende Arbeit besitzt sie keine Bedeutung,
da keine Konzentrationsunterschiede gemessen wurden. Die methodische Empfindlichkeit ist
die kleinste Antigenmenge, die statistisch sicher von Null unterschieden werden kann. Sie

berechnet sich nach der Formel
methodische Empfindlichkeit = Z + 2,8 X s,

Beim competitiven Enzymimmunoassay entspricht £ dem Wert der Maximalbindung und
beim direkten Enzymimmunoassay dem Leerwert. Eine andere Mdglichkeit besteht darin,
das Detektionslimit willkiirlich auf einen Wert festzulegen (Sobeck 1987). Von dieser Vari-
ante wurde bei der Auswertung der Enzymimmunoassays zur Bestimmung von Pea-CAH-
I-like Immunreaktivitit in den HPLC-Fraktionen verschiedener Gewebeextrakte Gebrauch
gemacht. Das Detektionslimit wurde auf 15% Hemmung festgelegt. Dieser Wert liegt etwa
bei 0,01 pmol und damit an der unteren Grenze des linearen Mefibereichs dieser Assayvari-
ante (Protokoll C, siche Abschnitt 7.4.2). Die Verwendung dieses Verfahrens erscheint beim
competitiven Enzymimmunoassay sinnvoller, da so Meflwerte mit unzureichender Prizisi-
on aus dem gekriimmten Kurventeil entfallen. Beim Aufbau der verschiedenen competitiven
Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassays wurde die Verbesserung der Empfindlichkeit mit Hil-
fe des Parameters C aus der Gleichung der 4-Parameter-Funktion (siehe Abschnitt 7.5.1)
eingeschitzt. C' gibt die Konzentration von Pea-CAH-I im Wendepunkt der Standardkurve
an und entspricht so der Stoffmenge, die fiir die Hemmung der Maximalbindung um 50 %

notwendig ist.
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12 Spezifitit des Anti-Pea-CAH-I-Serums

12.1 Charakterisierung der Antiserumspezifitit mit dem com-

petitiven Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay

Der Einsatz synthetischer Analoga von Pea-CAH-I, von Peptiden der AKH/RPCH-
Familie, von strukturell dhnlichen Peptiden und von Tryptophan, Tryptophanamid so-
wie ihren BSA-Konjugaten als konkurrierende Antigene im competitiven Anti-Pea-CAH-I-
Enzymimmunoassay ermdglichte die Identifizierung und Charakterisierung der Epitope sowie
die quantitative Einschéitzung der Kreuzreaktivitit des Antiserums durch Angabe des Kreuz-
reaktivitidtsverhiltnisses (K RV) fiir heterologe Antigene. Es beschreibt, um welchen Faktor
(z) die Stoffmenge des Testantigens im Vergleich zur Stoffmenge von Pea-CAH-I grofier sein
muf}, um eine 50 %ige Hemmung der Antikérperbindung im Enzymimmunoassay zu erzielen.
Tabelle 14 zeigt die Priméarstrukturen zusammen mit den K RV der getesteten Antigene so-
wie die Anzahl der Bestimmungen (n) und den Interassayfehler (V K) von z und die maximal
eingesetzten Stoffmengen der Verbindungen.

Teilsequenzen von Pea-CAH-I dienten dazu, die Lage des Epitops festzustellen.
Es befindet sich im C-Terminus des Peptids. Des' ~4-Pea-CAH-I (Ser-Pro-Asn-Trpa) wird
anndhernd genauso gut erkannt (1 : 2,0) wie Pea-CAH-I. Die Verkiirzung dieser Sequenz
fiihrt offensichtlich zum Absinken der Kreuzreaktivitit. Das KRV von des' ®-Pea-CAH-T
(Pro-Asn-Trpa) ist um etwa eine Zehnerpotenz (1 : 28,8) schlechter, wihrend das KRV von
des!~6-Pea-CAH-I (Asn-Trpa) nur noch bei 1 : 827,2 liegt (vgl. Abbildung 1, links).
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Abbildung 1: Verdrangungskurven ausgewihlter konkurrierender Antigene im competitiven Anti-Pea-CAH-
I-Enzymimmunoassay. — Pea-CAH-I  links: Teilsequenzen von Pea-CAH-I: — - —. des' ~*-Pea-CAH-I (Ser-
Pro-Asn-Trpa), — — — des' ~?-Pea-CAH-I (Pro-Asn-Trpa), - - - des' ~®-Pea-CAH-I (Asn-Trpa) rechts: — Pea-
CAH-T und - -+ Pea-CAH-II
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Abbildung 2: Verdringungskurven ausgewéhlter konkurrierender Antigene im competitiven Anti-Pea-CAH-

I-Enzymimmunoassay. — Pea-CAH-I  links: Pro-X-Trpa-Peptide: - - - Mem-CC (-Pro-Asp-Trpa), — — — Lia-
AKH (-Pro-Ser-Trpa), — - — Pab-RPCH (-Pro-Gly-Trpa), —--- — - APGWa (-Pro-Gly-Trpa) rechts: X-
X-Wa-Peptide: — — — Lom-AKH-II (-Ala-Gly-Trpa), - -- PPGLWa (-Gly-Leu-Trpa), — - — Grb-AKH (-Thr-
Gly-Trpa), —--- — - - - Pea-MIP-I (-Gly-Gly-Trpa)

Mitglieder der AKH/RPCH-Familie und andere strukurell &hnliche Peptide
wurden nach ihrer C-terminalen Aminosdurefolge zu verschiedenen Gruppen zusammenge-

fafit.

e Peptide mit dem C-Terminus Pro-Asn-Trpa (-P-N-Wa-Peptide)

Alle Peptide, deren C-terminale Aminosiduresequenz aus -Pro-Asn-Trpa gebildet wird,
sind trotz verschiedener Aminosidurereste in der Position N-terminal von Prolin voll
kreuzreaktiv. Als Teil eines lingeren Peptids (mindestens eines Tetrapeptids, siehe
oben) ist die die Aminosaurefolge -Pro-Asn-Trpa offensichtlich ausreichend fiir die ma-
ximale Kreuzreaktivitit mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum zu sein. Verdnderungen im
N-Terminus (z. B. bei Pea-CAH-IT) haben keine Wirkung auf die Kreuzreaktivitit (vgl.
Abbildung 1, rechts).

e Peptide mit dem C-Terminus Pro-X-Trpa (-P-X-Wa-Peptide)

Bei diesen Peptiden stehen in der vorletzten Position die Aminosiuren Asparaginsiure,
Serin oder Glycin. Die Gréfle der K RV éndert sich dabei in Abhéngigkeit von der Ami-
nosdure. Ohne Einfluf} auf die Kreuzreaktivitéit bleibt der Austausch von Asparagin
durch Asparaginsidure. Stehen jedoch Serin oder Glycin zwischen Prolin und Trypto-
phanamid erhoht sich die Stoffmenge fiir eine 50 %ige Hemmung der Antikérperbindung
um mehr als das Zehnfache (vgl. Abbildung 2, links).

e Peptide mit dem C-Terminus X-X-Trpa (-X-X-Wa-Peptide)
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Abbildung 3: Verdringungskurven ausgewéhlter konkurrierender Antigene im competitiven Anti-Pea-CAH-
I-Enzymimmunoassay. — Pea-CAH-I  links: C-terminal verldngerte Peptide: - - - Cam-HrTH (-Pro-Asn-Trp-
Gly-Thra), — — — BId-HrTH (-Pro-Gly-Trp-Gly-Thra), — - — Leucokinin-IIT (-Asn-Ser- Trp-Glya) rechts:
— e — e Trpa-Konj., — - — Trp-Konj., — — — Trpa, --- Trp

Der C-Terminus dieser Peptide gleicht nur noch in der letzten Position dem oben be-
schriebenen Tripeptid. Der Austausch von zwei Aminosduren fithrt zu einem weite-
ren Absinken der Kreuzreaktivitit, z nimmt dabei die Griofle dreistelliger Zahlen ein.
Die Kreuzreaktivitidt dieser Peptide ist offensichtlich nur noch von Tryptophanamid
abhingig, denn die beiden Stellen N-terminal von Tryptophanamid sind bei den ge-
testeten Peptiden variabel besetzt. Wie das K RV von PPGLWa, einem synthetischen
Analogon von Metamorphosin A (Leitz et al. 1994) zeigt, verbessern Prolinreste in ande-
ren Positionen als in der im Tripeptid die Erkennung durch das Anti-Pea-CAH-I-Serum
nicht (vgl. Abb. 2, rechts).

e C-terminal verlingerte Peptide

Fiir keines dieser Peptide konnte ein K RV im Enzymimmunoassay ermittelt werden.
Die C-terminale Verldngerung der Peptide und die damit verbundene Umwandlung von
Tryptophanamid in Tryptophan fithren zum Verlust der Kreuzreaktivitit mit dem Anti-
Pea-CAH-I-Serum. Die Aminosiuren in den beiden Positionen vor Tryptophan spielen
dabei keine Rolle (vgl. Abbildung 3, links).

Konjugate von Tryptophan und Tryptophanamid sowie die freies Tryptophan
bzw. Tryptophanamid wurden getestet, um den Einflufl der Amidgruppe auf die Kreuz-
reaktivitit mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum darzustellen (vgl. Abbildung 3, rechts). Der Pa-
rameter z nimmt fiir das Tryptophanamidkonjugat eine dreistellige Grofle an und ist damit
ungefihr mit der Kreuzreaktivitit der -X-X-Wa-Peptide vergleichbar. Im Unterschied da-
zu wurde gekoppeltes Tryptophan nochmals zehnfach schlechter als das Sdureamidkonjugat

erkannt. Tryptophan ist nicht, Tryptophanamid duferst schwach kreuzreaktiv (1 : 19955).
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Tabelle 14: Kreuzreaktivitdtstests. Aminosaurereste, die sich bezogen auf die entsprechende Position von

Pea-CAH-I unterscheiden, wurden in fetter Schrift dargestellt.

maximal

Name des Aminosiuresequenz') KRV VK(z) | n | getestete
Testantigens 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 1:2 [%] Stoffmenge

[mol]
des' ~®-Pea-CAH-I N Wa 1:827,2 1| 5x1077
des! ~5-Pea-CAH-I P N Wa 1:288 18,6 | 3 10°°
des'*-Pea-CAH-I S P N Wa 1:20 154 | 3 107°
des-pGlu'- V N F S P N Wa 1:6,4 1 107°

Pea-CAH-I
Pro'-Pea-CAH-I P V N F S P N Wa 1:2,2 12,8 | 2 107°
Pea-CAH-I pE V N F S P N Wa 1:1
Tem-HrTH pE L N F S P N Wa 1:1,19 1 107°
Emp-AKH pE V. N F T P N Wa 1:0,39 1 10~°
Pea-CAH-II pE L T F T P N Wa 1:1,46 11,4 | 3 107°
Pht-HrTH pE L T F S P D Wa 1:1,67 1 107°
Mem-CC pE L N Y S P D Wa 1:0,88 1 107°
Ani-AKH pE V N F S P S Wa 1:17,3 1 107°
Lia-AKH pPE V N F T P S Wa 1:17,6 11,9 | 2 1078
Pab-RPCH pE L N F S P G Wa 1:13,3 44 | 3 10~°
des-pGlu®- V N F T P G Wa 1: 44,96 96 | 3 1078
Psi-AKH
APGWa A P G Wa 1:60,4 18,9 | 3 1078
Grb-AKH pE V N F S T G Wa 1:427,9 431 | 3 1078
Scg-AKH-II pE L N F S T G Wa 1:137,9 14,6 | 3 10~%
Lom-AKH-II pE L N F S A G Wa 1:145,3 05 |3 10~8
Pea-MIP 2 X X X X X G G Wa 1:403,5 13,5 | 3 10~%
PPGLWa P P G L Wa 1:350,1 21,5 | 3 10~8
Cam-HrTH pE L T F T P N W G Ta]- -2 10~%
Rom-CC-I pE V. N F T P S W G Ta|- 1 107°
Bld-HrTH pPE V. N F S P G W G Ta]- -3 1078
Taa-HoTH pE L T F T P G W G Ya]- 1 1078
Mas-AKH pE L T F T S S W Ga - 1 107°
Leucokinin-I D P A F N S W Ga - -] 2 108
Leucokinin-III D Q G F N S W Ga - -2 10~%
Trp - -2 107°
Trpa 1:19955 17,1 | 4 1077
BSA-Trp-K. 1: 9658 1 1077
BSA-Trpa-K. 1:964,4 8,8 | 2 1077
BSA-GA - 1 1077
1) Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden alle Peptidsequenzen in ihrer mit Tryptophan(amid)
besetzten Position in Ubereinstimmung gebracht.
2) Pea-MIP wurde aus Periplaneta americana isoliert, die Primérstruktur wird in Predel et al. (2001)

veroffentlicht.
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Glutaraldehyd vernetztes BSA wurde benutzt, um auszuschliefien, daffl das Anti-Pea-
CAH-I-Serum Antikérper enthilt, die gegen Glutaraldehyd gerichtet sind. Dies konnte
bestétigt werden.

Die Verdringungskurven im competitiven Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay zeigen
einen der Kreuzreaktivitat-Typ-1 (Schmid et al. 1993) entsprechenden Verlauf. Die Kurven
von Standard und Testantigen laufen dabei annihernd parallel. Je geringer die Kreuzreakti-
vitit des Antiserums zum konkurrierenden Antigen ist, desto grofier ist die Rechtsverschie-
bung der Testkurve. Ist die Verbindung nicht kreuzreaktiv, bewegt sich der Graph im Bereich
der oberen Asymptote. In den Abbildungen 1, 2 und 3 sind einige Kurvenverliufe beispielhaft
dargestellt.

12.2 Untersuchungen zur Spezifitit des Anti-Pea-CAH-I-
Serums mit dem nichtcompetitiven Enzymimmunoassay

Das Ziel der nichtcompetitiven Enzymimmunoassays war es, die Kreuzreaktivitit des
Anti-Pea-CAH-I-Serums gegeniiber immobilisierten Antigenen unter definierten Bedingun-
gen zu untersuchen. Besonderes Augenmerk galt dabei der Antikérperbindung an Antigene
mit gegeniiber Pea-CAH-I verdndertem oder verlingertem C-Terminus. Dazu wurden Vertre-
ter der verschiedenen Gruppen heterologer Antigene auf die Mikrotiterplatte aufgetragen und
ihre Absorptionen untereinander sowie mit dem jeweils mitgefithrten Standard (Pea-CAH-T)
verglichen. Die Beschichtung erfolgte nach zwei Methoden. Neben der passiven Adsorpti-
on (Bindung der Antigene durch van der Waals Krafte und Wasserstoffbriickenbindung an
die feste Phase, Nunc Bulletin Nr. 6, 1988) wurde eine Glutaraldehydkopplung verwendet.
Die Mikrotiterplatten wurden mit Poly-L-Lysin beschichtet und mit Glutaraldehyd aktiviert.
Dieses Verfahren wurde ausgewéihlt, um Bedingungen dhnlich einer immuncytochemischen
Markierung an glutaraldehydfixiertem Gewebe zu schaffen. Die Immobilisierung N-terminal
geblockter Peptide an der mit Glutaraldehyd aktivierten Proteinschicht war von besonderem
Interesse. Deshalb wurden auch alle N-terminal geblockten Peptide nach diesem Verfahren
beschichtet.

Zur Detektierbarkeit von N-terminal geblockten Okta-und Dekapeptiden als fest-
phasengebundene Antigene im nichtcompetitiven Enzymimmunoassay konnten folgende Aus-

sagen erarbeitet werden:

1. Peptide mit dem C-Terminus -Pro-Asn-Trpa (-P-N-Wa-Peptide) werden so gut wie
Pea-CAH-I erkannt, die Primérstruktur des N-Terminus beeinflufit dabei offensichtlich
die Bindung des Peptids an die Mikrotiterplatte und kann so die Signalstirke etwas
verdndern. Dies gilt fiir beide Beschichtungsverfahren (vgl. Abbildungen 4 und 5).

2. Peptide mit einem Aminosdureaustausch in der Position N-terminal von Tryptophan-
amid (-P-X-Wa-Peptide) werden nicht einheitlich detektiert. Der Wechsel von Aspa-
ragin zu Asparaginsiure (Pht-HrTH) (vgl. Abbildung 6) verdndert die Antikorperbin-
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dung nicht. Die Aminosédurefolgen -Pro-Ser-Trpa (Lia-AKH) oder -Pro-Gly-Trpa (Pab-
RPCH) werden schlechter als Pea-CAH-I erkannt, die optischen Dichten liegen jedoch
weit iiber dem Leerwert (vgl. Abbildung 4). Dies gilt ebenfalls unabhingig vom Be-

schichtungsverfahren.

3. C-terminal verlingerte Peptide sind unabhéngig vom Beschichtungsverfahren im nicht-
competitiven Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay nicht kreuzreaktiv, die Absorptio-

nen liegen im Bereich der Leerwerte (vgl. Abbildung 6).

4. Peptide mit dem C-Terminus -X-X-Trpa (-X-X-Wa-Peptide) werden nicht oder nur
duBerst schwach als festphasengebundene Antigene erkannt. Im Gegensatz zu verlénger-
ten Peptiden lassen die optischen Dichten Konzentrationsabhéingigkeit erkennen, bewe-

gen sich aber dennoch kaum iiber die Leerwerte hinaus (vgl. Abbildungen 6 und 5).

Die Lange der Peptide ist offenbar ebenfalls von Bedeutung fiir ihre Erkennung als im-
mobilisierte Antigene im nichtcompetitiven Enzymimmunoassay. Die Teilsequenzen des'~°-
Pea-CAH-I (C-terminales Tripeptid) und des!~*-Pea-CAH-I (C-terminales Tetrapeptid) wer-
den schlechter erkannt als das vollstindige Peptid Pea-CAH-I. Die optischen Dichten sind
bei Immobilisierung des C-terminalen Tripeptides deutlich geringer als die des C-terminalen
Tetrapeptides. Dieser Effekt wurde fiir beide Beschichtungsverfahren festgestellt. Wird das
-P-X-Wa-Tetrapeptid APGWa passiv an die Mikrotiterplatte adsorbiert, liegen die Absorp-
tionswerte im mittleren Bereich, der fiir N-terminal geblockte -P-X-Wa-Peptide charakteri-
stisch ist. Nach der Kopplung an Glutaraldehyd aktiviertes Poly-L-Lysin wird es durch das
Anti-Pea-CAH-I-Serum jedoch fast nicht mehr erkannt. Das Pentapeptid PPGLWa wird nach
beiden Beschichtungsprozeduren nicht detektiert (vgl. Abbildung 4). Die Linge der immobi-
lisierten Peptide hat offensichtlich einen stirkeren Einfluss auf die Kreuzreaktivitit mit dem
Anti-Pea-CAH-I-Serum als ihr freier N-Terminus (siehe unten).

Hepta- und Oktapeptide mit freiem N-Terminus zeigen unabhéngig vom Be-
schichtungsverfahren eine sehr starke Kreuzreaktivitit im nichtcompetitiven Anti-Pea-CAH-
I-Enzymimmunoassay. Die Absorptionswerte aller getesteten synthetischen Analoga, sowohl
-P-N-Wa- als auch -P-X-Wa-Peptide, lagen weit iiber den optischen Dichten von Pea-CAH-I
und -II (vgl. Abbildung 5). Pea-MIP, ein ungeblocktes -X-X-Wa-Nonapeptid, kreuzreagierte
im Gegensatz zu den N-terminal geblockten -X-X-Wa-Peptiden mit dem Anti-Pea-CAH-I-
Serum. Die optischen Dichten lagen deutlich iiber den Leerwerten, jedoch unter denen von
Pea-CAH-I (vgl. Abbildung 7). Leukokinin-ITI, das beziiglich der Primérstruktur seines C-
Terminus den C-terminal verlingerten Peptiden zugeordnet werden kann, wird ebenso wie
die entsprechenden N-terminal geblockten Peptide nicht detektiert (vgl. Abbildung 6).

Zur Untersuchung der Kreuzreaktivitit des Anti-Pea-CAH-I-Serums mit dem
Tryptophanamidrest wurden auch Tryptophan, Tryptophanamid und ihre BSA-
Konjugate als gebundene Antigene im nichtcompetitiven Enzymimmunoassay getestet. Die

Aminosiure und ihr Sdureamid wurden unabhéngig von der Art der Beschichtung nicht er-
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kannt (vgl. Abbildung 8). Die Beschichtung der Mikrotiterplatte mit den Konjugaten zeigte,
dafl das Anti-Pea-CAH-I-Serum mit dem Tryptophanamidkonjugat eindeutig kreuzreagiert.
Die optischen Dichten des Tryptophankonjugats und des zur Kontrolle mitgefiithrten glutar-
aldehydvernetzten BSA erreichen erst bei htheren Konzentrationen den Leerwert. (vgl. Ab-
bildung 9).

Die Immobilisierung von Pea-CAH-I und verschiedenen heterologen Antigenen im nicht-
competitiven Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay bestétigte, dafl die Antikorper des Anti-
serums gegen den C-Terminus von Pea-CAH-I gerichtet sind und daf} die Kreuzreaktivitit des
Antiserums gegeniiber Peptiden sinkt, je mehr sich die Primérstruktur ihres C-Terminus von
der Aminosdurefolge -Pro-Asn-Trpa unterscheidet. C-terminal verlingerte Peptide werden
auch als immobilisierte Antigene nicht erkannt. Struktur und der Lénge des Amino-Terminus
haben Einfluf} auf die Immobilisierung der Peptide und kénnen so die Kreuzreaktivitit der
Peptide im nichtcompetitiven Enzymimmunoassay verdndern.

Die Kreuzreaktivitit der N-terminal geblockten -P-N-Wa- und -P-X-Wa-Peptide nach
ihrer Immobilisierung an einer mit Glutaraldehyd aktivierten Poly-L-Lysin-Schicht im nicht-
competitiven Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay zeigte, dafi diese Peptide auch ohne freie
Aminogruppen an einer solchen Oberfliche gebunden werden kénnen. Das Weglassen von
Glutaraldehyd bei der Beschichtung mit Pea-CAH-I bestétigte, dafl der Anlagerung des Pep-
tids andere Mechanismen zugrunde liegen und Glutaraldehyd dabei eine untergeordnete Rolle
spielt. Die Absorptionen erreichten fast die Werte, die mit dem vollstindigen Kopplungs-
protokoll erzielt wurden. Ein dhnliches Resultat ergab sich auch bei der Beschichtung von
des-pGlu'-Pea-CAH-I. Obwohl bei diesem Peptid eine freie Aminogruppe zur Kopplung an
Glutaraldehyd vorhanden ist, geht der iiberwiegende Teil der Verbindung auf anderem Wege
die Beziehung zur festen Phase ein (vgl. Abbildung 10).
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Abbildung 7: Beschichtung einer MTP mit Pea-CAH-I und verschiedenen N-terminal ungeblockten synthe-
tischen Peptiden des-pGlu'-Pea-CAH-I (-P-N-Wa-Peptid), des-pGlu'-Ani-AKH, des-pGlu'-Psi-AKH (beide
-P-X-Wa-Peptide) sowie mit den -X-X-Wa-Peptiden Pea-MIP (N-terminal frei) und Lom-AKH-IT (N-terminal
geblockt). Aus Platzgriinden wurde die Formulierung des-pGlu® durch -pE ersetzt und hinter den Namen des

jeweiligen Peptids gestellt.  oben: passive Adsorption unten: PLL-GA-Kopplung
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Abbildung 8: Beschichtung einer MTP mit Pea-CAH-I und dem N-terminal ungeblockten synthetischen
Peptid des-pGlu'-Pea-CAH-I sowie Tryptophan und Tryptophanamid. Aus Platzgriinden wurde die Formu-
lierung des-pGlu' durch -pE ersetzt und hinter den Namen des Peptids gestellt. oben: passive Adsorption
unten: PLL-GA-Kopplung
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Abbildung 9: Beschichtung einer MTP mit Pea-CAH-I, dem N-terminal ungeblockten synthetischen Peptid
Pro!-Pea-CAH-I (-P-N-Wa-Peptid) und den BSA-GA-Konjugaten von Tryptophan und Tryptophanamid sowie
GA-vernetztem BSA.
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Abbildung 10: Beschichtung einer MTP mit Pea-CAH-I und dem N-terminal ungeblockten synthetischen
Peptid des-pGlu'-Pea-CAH-I in beiden Beschichtungsvarianten (schwarz: PLL-GA-Kopplung, grau: passive
Adsorption). Aus Platzgriinden wurde die Formulierung des-pGlu' durch -pE ersetzt und hinter den Namen
des jeweiligen Peptids gestellt. Wurde bei der Beschichtung Glutaraldehyd weggelassen, erscheint zusétzlich

hinter dem Peptidnamen -GA.
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12.3 Immuncytochemische Untersuchungen zur Spezifitit des
Anti-Pea-CAH-I-Serums

Im Mittelpunkt dieser Arbeiten stand die Kreuzreaktivitit des Anti-Pea-CAH-I-Serums
mit -X-X-Wa-Peptiden. Ausgangspunkt fiir die Untersuchungen war die Annahme, daf} das
Anti-Pea-CAH-I-Serum im Gewebe keine Antigene mit einem C-terminalen Tryptophanamid-
rest markiert. Vorangegangene Fliissigphasepridabsorptionen des Antiserums mit verschiede-
nen Peptiden (Eckert et al. 1996) hatten gezeigt, daf die Intensitat der Pea-CAH-I-like Im-
munfirbung nur durch -P-N-Wa- und -P-X-Wa-Peptide vermindert wird. In Einklang damit
wurden die glanduldren Zellen der Corpora cardiaca von Schistocerca gregaria (AKH-Peptide:
Lom-AKH-I (verlingerter C-Terminus), Stone et al. 1978, Scg-AKH-II (-X-X-Wa-Peptid),
Siegert et al. 1985, Géade et al. 1986) mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum nicht angefirbt. Die
Priinkubation des Anti-Pea-CAH-I-Serums mit Pea-MIP (-X-X-Wa-Peptid) verursachte je-
doch eine Abschwéchung der Farbung der glanduldren Zellen und das fast vollige Verschwin-
den der Markierung im Gehirn und im neurosekretorischen Speicher der Corpora cardiaca. Da
dieses Ergebnis nicht mit mit den bisherigen Resultaten in Ubereinstimmung zu bringen war,
wurde das Antiserum noch einmal mit verschiedenen -X-X-Wa-Peptiden sowie den Konjuga-
ten von Tryptophan und Tryptophanamid und mit Glutaraldehyd-vernetztem BSA priaab-
sorbiert und Immunfirbungen an Gehirn-Retrocerebralkomplexen von Periplaneta americana
durchgefiihrt. Einen Uberblick iiber diese Markierungen vermittelt Tabelle 15.

Die Priainkubation des Anti-Pea-CAH-I-Serums mit den -X-X-Wa-Peptiden und dem
Tryptophanamidkonjugat fithrte mit steigenden Antigenkonzentrationen zu einem Riickgang
der Farbung. Dies betraf bei geringen Antigenmengen zunichst nur die Markierungen im Ge-
hirn und im neurosekretorischem Speicher der Corpora cardiaca. Die Immunmarkierung der
glanduléren Zellen der Corpora cardiaca wurde erst bei hohen Antigenkonzentrationen etwas
vermindert. Am deutlichsten wurde die Pea-CAH-I-like Immunmarkierung durch die Prainku-
bation mit Pea-MIP reduziert. Verglichen mit den -X-X-Wa-Peptiden hatte die Praabsorption
des Antiserums mit dem Tryptophanamidkonjugat einen geringeren Einfluf auf die Férbungs-
intensitit. (vgl. Abbildungen 12 und 13). Die Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit im Gehirn
und in den Corpora cardiaca von Periplaneta americana wurde durch die Pridinkubation mit
Glutaraldehyd vernetztem BSA nicht und durch das Tryptophankonjugat nur sehr wenig
beeinflufit. Lediglich 100 nmol Tryptophankonjugat verminderten die Immunmarkierung im
Gehirn ein wenig.

Die Markierung von Antigenen mit einem C-terminalen Tryptophanamidrest im Gehirn
und in den Corpora cardiaca von Periplaneta americana konnte durch die Fliissigphase-
priaabsorption des Anti-Pea-CAH-I-Serums mit den verschiedenen -X-X-Wa-Peptiden und
dem Tryptophanamidkonjugat eindeutig gezeigt werden.

Immunfirbungen an Gehirn-Retrocerebralkomplexen von Schistocerca gregaria und Gryl-
lus bimaculatus wurden angefertigt, um die Markierbarkeit von N-terminal geblockten -X-

X-Wa-Peptiden an Gewebeschnitten zu untersuchen (vgl. Abbildungen 14, 15 und 16). Die
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Tabelle 15: Immunmarkierungen mit dem praabsorbierten Anti-Pea-CAH-I Serum an Gehirn-Retrocerebral-

komplexen von Periplaneta americana.

Name Stoffmenge pro ml verdiinntes Antiserum

des 10* bzw. 20 nmol 50 nmol 100 nmol
Antigens GZ NSS Hi GZ NSS Hi GZ NSS Hi
Pea-MIP +-+ + + ++ + -

Lom-AKH-IT | +4++ +++ ++ | +++ + — ++ o+ —
Scg-AKH-IT | +4++ +++ ++ | +++ + — ++ o+ —
Trpa-K.* +++ +++ A+ |+t ++ ++ +
Trp-K.* +++ +++ +++ | +++ +++ S+ |+
BSA-GA* +++ +++ +++ | +++ +++ |+

+++ Stéirke der Farbung entspricht der mitgefithrten Kontrolle

++
_I_

*
GZ
Hi
NSS

schwicher als Kontrolle markiert

sehr schwach gefirbt

keine Immunmarkierung

Bei den Konjugaten wurden nur 10nmol pro ml verdiinntes Antiserum verwendet.

glandulidre Zellen der Corpora cardiaca

Gehirn

neurosekretorischer Speicher der Corpora cardiaca

glanduldren Zellen der Corpora cardiaca beider Arten lieflen sich mit dem Antiserum nicht

anfirben. Das Ergebnis fritherer Untersuchungen (siehe oben) konnte damit bestatigt werden.

Immunmarkierungen wurden im Gehirn und im neurosekretorischen Speicher der Corpora

cardiaca beobachtet. Diese blieben bei Schistocerca gregaria aus, wenn das Anti-Pea-CAH-I-

Serum mit Scg-AKH-II (-X-X-Wa-Peptid) priaabsorbiert wurde (der entprechende Test wurde

an Schnitten von Gryllus bimaculatus nicht durchgefithrt). Im Gehirn und im Neurohimal-

teil der Corpora cardiaca werden also offensichtlich Verbindungen mit einem C-terminalen

Tryptophanamidrest angeféirbt.
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Abbildung 11: Immunmarkierung mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum an Sagittalschnitten von Gehirn (oben,
150x) und Corpora cardiaca (unten, 150x) von Periplaneta americana. Besonders stark wird der glandulire
Teil der Corpora cardiaca angefirbt. Die Kerne der intrinsischen Zellen (GZ) werden nicht markiert. Der neu-
rosekretorische Speicher (NSS) zeichnet sich durch eine Vielzahl gefirbter Faseranschnitte aus. Typisch fiir
eine Anti-Pea-CAH-I-Markierung im Gehirn ist das Streifenmuster von a- und 8-Lobus des Pilzkérpers (hier
B-Lobus, bL). Deutlich zu sehen sind auch gefirbte Fasern in verschiedenen Neuropilbereichen des Protocere-
brums (z. B. Pars laterealis, PL) sowie Zellen (Pfeil). Im Deutocerebrum werden die glomeruliren Neuropile

des Antennallobus (AL) markiert.
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Abbildung 12: Immunfirbun-
gen an den Corpora cardia-
ca von Periplaneta americana
(alle 150x) nach Priabsorpti-
on des Anti-Pea-CAH-I-Serums
mit 50nmol Pea-MIP (oben,
Frontalschnitt), 100nmol Scg-
AKH-II (Mitte, Sagittalschnitt)
sowie 100 nmol Trpa-Konjugat
(unten, Sagittalschnitt).
Der neurosekretorische Speicher
wird nach Praabsorption mit
den Peptiden kaum noch mar-
kiert, auch der glanduldre Teil
erscheint aufgehellt. Durch die
Praabsorption des Antiserums
mit dem Trpa-Konjugat wird
die Immunfirbung sowohl im
glanduldren als auch im aglan-
duldren Teil der Driise nicht so
stark vermindert. GZ-glanduére
Zellen, NSS-neurosekretorischer
Speicher, NR-Nervus recurrens,

D-Darm
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Abbildung 13: Gehirnmarkierungen bei Periplaneta americana (alle 75x) nach Préabsorption des Anti-
Pea-CAH-I-Serums mit 50 nmol Pea-MIP (oben, Frontalschnitt), 100 nmol Scg-AKH-II (unten links, Sagit-
talschnitt) sowie 100 nmol Trpa-Konjugat (unten rechts, Sagittalschnitt). Wird das Antiserum mit den -X-
X-Wa-Peptiden prainkubiert, ist keine Immunmarkierung mehr zu verzeichnen. Nach der Pridabsorption des
Antiserums mit dem Trpa-Konjugat sind noch schwache Fasermarkierungen u.a. im lateralen Neuropil des

Protocerebrums (Pfeile) zu erkennen. bL-3-Lobus, AL-Antennallobus
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Abbildung 14: Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit in den Corpora cardiaca von Schistocerca gregaria (alle
150x). Wihrend die glanduldren Zellen nicht angefirbt werden, ist eine Markierung im neurosekretorischen
Speicher zu beobachten (oben, Horizontalschnitt). Diese bleibt nach Priainkubation des Antiserums mit Scg-

AKH-II aus (unten, Horizontalschnitt). GZ-glandulire Zellen, NSS-neurosekretorischer Speicher, Hi-Gehirn
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Abbildung 15: Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit im Gehirn von Schistocerca gregaria. Das Antiserum firbt
sowohl Zellen als auch Fasern an. Besonders auffillig ist hier die Markierung des Zentralkérpers (*) (oben,
Horizontalschnitt, 56x). Nach Prdabsorption des Antiserums mit Scg-AKH-II bleibt das Gehirn ungefirbt

(unten, Horizontalschnitt, 45x).
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Abbildung 16: Bei Gryllus bimaculatus bleiben die glandularen Zellen der Corpora cardiaca bei einer Markie-
rung mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum ebenfalls ungefirbt (unten, Horizontalschnitt, 232x). Im Gehirn dagegen

werden Fasern und Zellen markiert (Pfeile) (oben, Horizontalschnitt, 74x).
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13 Die Identifizierung von Pea-CAH-I-dhnlichen
Peptiden

13.1 Quantitative Bestimmung der Pea-CAH-I-like Immunre-
aktivitat

Mit dem competitiven Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay war es moglich, Pea-CAH-I-
like Immunreaktivitit zu quantifizieren. Die Untersuchungen zur Serumspezifitit (siehe Ab-
schnitt 12) hatten jedoch ergeben, dafi das Antiserum nicht nur Verbindungen mit dem C-
Terminus -Pro-Asn-Trpa erkennt, sondern auch mit der Sequenz -Pro-X-Trpa oder nur mit
dem Tryptophanamidrest kreuzreagiert. Bedingt durch diese Kreuzreaktivitéit des Antiserums
kann die Bestimmung der Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit deshalb keinesfalls als Gehalts-
bestimmung von Pea-CAH-I gelten.

Fiir die Messung der Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit waren zwei Aspekte von Bedeu-
tung. Zum einen stellte sich die Frage, ob sich die mit dem Enzymimmunoassay bestimmten
Werte iiberhaupt auf das Vorhandensein von Pea-CAH-I oder -II zuriickfithren lieflen und
zum anderen war es notwendig, die Mefibarkeit der Rohextrakte im Sinne der Richtigkeit
(siehe Abschnitt 11.2) herzustellen.

2.0[ ] 2.0[ J
15} 15} T
S 1.0} ;i\ 1 S 1.0r 1
0.5 05F E&
0.0L l ] 0.0L o :
-16 —-14 —12 —10 -8 —6 -16 —-14 —12 —10 —8 —6

lg conc [mol] lg conc [mol]

Abbildung 17: Einfluf} der Festphasenreinigung auf den Anstieg der Testkurven im competitiven Anti-Pea-
CAH-I-Enzymimmunoassay links: Messung eines Rohextraktes aus 110 Gehirnen weibl. von Periplaneta
americana  rechts: Messung eines Cl8ec-Eluats aus 110 Gehirnen weibl. von Periplaneta americana (Voll-
kreise), zum Vergleich wurden auch die Spiilfraktion (leere Quadrate) und der bei der Probenaufgabe un-
gebundene Teil des Rohextraktes gemessen (leere Dreiecke). Die Symbole reprisentieren die Mefipunkte von

jeweils 18; 9; 4,5; 2,25 und 1,125 Hirnen/Kavitit (von rechts nach links).
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Letztere erfordert die Parallelitéit von Standard- und Testkurve. Diese entstand aber nur
bei der Messung von Verdiinnungsreihen aus Rohextrakten von Retrocerebralkomplexen von
Periplaneta americana. Die Konzentrationsreihen aller anderen Organextrakte wiesen einen
deutlich steileren Anstieg als die Standardkurve auf. Durch einen weiteren Reinigungsschritt
an einer Cl8ec-Festphasensdule wurde jedoch die Parallelisierung der Kurven erreicht. Bei
dem beobachteten Phinomen handelte es sich vermutlich um einen sogenannten Matrixef-
fekt, das heifit die Antikérper wurden durch unspezifisch reagierende Substanzen aus dem
Organaufschlufl gebunden. Abbildung 17 demonstriert die Wirkung der Festphasenreinigung
auf die Lage der Testkurve am Beispiel von zwei Hirnextrakten von Periplaneta americana.

Tabelle 16 zeigt, wieviel Pea-CAH-I-like Immunreaktivitéit in den Geweben ermittelt wer-
den konnte.

Fiir eine exakte Quantifizierung ist es notwendig, mogliche Verluste wiahrend der Auf-
arbeitung und der Mefiprozedur zu bilanzieren. Wiederfindungsexperimente wurden fiir Ge-
hirn und Retrocerebralkomplex von Periplaneta americana durchgefithrt. Dabei wurde die
Wiederfindung bei verschiedenen Arbeitsschritten untersucht. Zur Beschreibung der Verluste
iiber die Gesamtprozedur wurde Pea-CAH-I vor dem Homogenisieren im Extraktionsmittel
gelost zu den Organen gegeben. Fiir die Bestimmung der Wiederfindungsrate an der C18ec-
Saule wurde der Rohextrakt halbiert und ein Teil mit Pea-CAH-I versetzt. Die Inkubation
der gelosten Antigene mit dem Anti-Pea-CAH-I Serum wéhrend des Enzymimmunoassays
ist sehr zeitintensiv. Um zu priifen, ob hier noch Verluste auftreten, wurden Proben beim

Ansatz der Reaktionsgemische mit Pea-CAH-I gespikt.

Tabelle 16: Quantifizierung der Pea-CAH-I-like Immunreaktivitat.

Organ ‘ IR [pmol] ‘ sz %] ‘ n
Periplaneta americana

Gehirn weibl. 1,370 15,2 | 3
Gehirn ménnl. 1,340 17,1 | 3
RCK weibl. 165,000 3.3 |4
RCK ménnl. 144,900 2,214
SOG weibl. 0,090 4,416
1. - 3. TG weibl. 0,260 8,3 |8
1. — 6. freies AG weibl. 0,314 8,5 | 8
Herz méannl. 0,037 14,0 | 6
Nauphoeta cinerea

Gehirn ménnl./weibl. 0,338 769
RCK minnl. /weibl. 0,054 8717

Tabelle 17 gibt einen Uberblick iiber die Wiederfindungsraten von Pea-CAH-T bei Aufar-
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Tabelle 17: Wiederfindungsraten von Pea-CAH-I im Aufarbeitungs- und MeBprotokoll von Gehirn und RCK

von Periplaneta americana.

Gewebe Arbeitsschritt | WER | o [%]
RCK ménnl. | Gesamtprozef 76,5 12,1
C18 98,1 9,8

EIA (Ak-Ink.) | 109,2 7,2
Gehirn weibl. | Gesamtprozefl 76,2 14,8
C18 81,95 3,5
EIA (Ak-Ink.) 98,1 6,5

NN OOt | B

beitung und Messung von Gehirn- und RCK-Extrakten von Periplaneta americana.

Die Gesamtwiederfindungsraten beider Organe unterscheiden sich kaum. Bei der Auf-
arbeitung der RCK geht offensichtlich der gréfite Teil wihrend der Ultraschallbehandlung
verloren. Verluste bei der Aufarbeitung von Gehirnen entstehen eher wihrend der Cl8ec-
Reinigung und nicht bei der Homogenisierung der Organe. Der hohe Fettanteil im Rohex-
trakt der Gehirne zieht eine lange Spiilprozedur bei der C18ec-Reinigung nach sich, in deren

Verlauf moglicherweise verstirkt Substanzverluste aufgetreten sind.

13.2 Immuncytochemische Differenzierung der Pea-CAH-I-

like Immunreaktivitit

Flissigphasepriaabsorptionen des Anti-Pea-CAH-I-Serums gestatteten Riickschliisse auf
die Struktur der markierten Pea-CAH-I-dhnlichen Verbindungen, da durch die Priinkubati-
on des Antiserums mit -X-X-Wa-Peptiden oder -P-X-Wa-Peptiden die Immunmarkierung von
Antigenen mit dem C-Terminus -Pro-Asn-Trpa nicht verhindert wird. Bei Periplaneta ameri-
cana konnte so gezeigt werden, daf} im Gehirn und im neurosekretorischen Speicher der Cor-
pora cardiaca keine Antigene mit diesem C-Terminus vorkommen (siehe auch Abschnitt 12.3).
Die Pea-CAH-I-like Immunmarkierung im Bauchmark der Amerikanischen Schabe (Eckert et
al. 1997) konnte durch die Praabsorption des Antiserums mit dem -X-X-Wa-Peptid Pea-MIP
ebenfalls unterdriickt werden. Bereits die Priainkubation des Antiserums mit 20 nmol des
Peptids fithrten zum Ausfall der Immunfirbung im 4. und 5. freien Abdominalganglion (vgl.
Abbildung 18).

Immunmarkierungen mit dem Antiserum an Gehirn-Retrocerebralkomplexen von Peripla-
neta brunnea, Blatta orientalis und Blattella germanica wurden durchgefiihrt (vgl. Abbildun-
gen 19 und 20). Bei allen drei Schabenarten wurden das Gehirn und der neurosekretorische
Speicher der Corpora cardiaca angefiarbt. Im Gegensatz zu Blatta orientalis (Pea-CAH-I und
-I1, Gide und Rinehart 1990) und Periplaneta brunnea (AKH/RPCH-Peptide unbekannt)

blieben die glandulédren Zellen der Corpora cardiaca von Blattella germanica unmarkiert, da
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sie das C-terminal verlingerte Bld-HrTH (Géde und Rinehart 1990, Veenstra und Camps
1990) enthalten (siehe auch Abschnitte 12.1 und 12.2). Durch die Praabsorption des Anti-
serums mit dem -P-X-Wa-Peptid APGWa wurde die Immunmarkierung im Gehirn und im
neurosekretorischen Speicher der Corpora cardiaca bei allen drei Schabenarten ausgeschal-
tet. Bei Blatta orientalis und Periplaneta brunnea wurde die Farbung im glandulidren Teil
der Corpora cardiaca etwas abgeschwicht. Weitere Untersuchungen wurden bei Nauphoeta
cinerea durchgefithrt. Bei Immunmarkierungen mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum blieben die
glanduldren Zellen der Corpora cardiaca (Bld-HrTH, Gdde und Rinehart 1986) ungefirbt.
Das Gehirn und der neurohimale Teil der Corpora cardiaca zeigten jedoch Pea-CAH-I-like
Immunreaktivitit. Nach der Praabsorption des Antiserums mit Pea-MIP war diese nicht mehr
nachweisbar (vgl. Abbildung 21).

Die Praabsorption des Anti-Pea-CAH-I-Serums mit -P-X-Wa- und -X-X-Wa-Peptiden
verhinderte Immunmarkierungen in den Nervensystemen aller untersuchten Schabenarten.
Das zeigt, dafy die Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit in diesen Geweben hichstwahrscheinlich

nicht auf Pea-CAH-I oder andere -P-N-Wa-Peptide zuriickzufithren ist.
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Abbildung 18: Das Anti-Pea-CAH-I-Serum markiert bei Periplaneta americana Neurone in der dorsalen
Mittellinie der Abdominalganglien (Eckert et al. 1997). Die Immunmarkierung der Neurone (links) im 4.
(oben) und 5. (unten) Abdominalganglion (alles Querschnitte, 146x) verschwindet bereits nach Priainkubation
(rechts) des Anti-Pea-CAH-I-Serums mit 20 nmol Pea-MIP. Die Immunfirbung des 4. AG zeigt bei schriger
Schnittfithrung Anschnitte des 1. und 2. (mit unmarkiertem Zellkern) Neurons, die des 5. AG einen Schnitt

durch das 1. grofle Neuron (von frontal nach caudal gezihlt).
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Abbildung 19: Markierung der Corpora cardiaca von Periplaneta brunnea (oben, 150x), Blatta orientalis
(Mitte, 150x) und Blattella germanica (unten, 245x) mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum (links) und (rechts) nach
Priaabsorption des Antiserums mit 450 nmol APGWa (Sagittalschnitte, B. germanica rechts Horizontalschnitt,
225x). Die Corpora cardiaca von B. germanica sind unmarkiert, Sehfarbstoff hat sich iiber den Schnitt verteilt.

GZ-glandulédre Zellen, NSS-neurosekretorischer Speicher, Hi-Gehirn, D-Darm
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Abbildung 20: Markierung der Gehirne von Periplaneta brunnea (oben, 56x), Blatta orientalis (Mitte, 75x)
und Blattella germanica (unten, 82x) mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum (links). Besonders auffillig ist die
Immunfiarbung des Zentralkdrpers (*). Nach Praabsorption des Antiserums mit 200 nmol APGWa (rechts) ist

keine Immunfirbung mehr zu beobachten (alles Horizontalschnitte).
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Abbildung 21: Immunmarkierung (oben) an Gehirn (links, 69x) und Corpora cardiaca (rechts, 264x) von
Nauphoeta cinerea. Die glanduldren Zellen (Pfeile) liegen einzeln verstreut im neurosekretorischen Teil der
Corpora cardiaca. Nach Piaabsorption des Anti-Pea-CAH-I-Serums (unten) mit 40 nmol Pea-MIP verschwindet
die Immunfirbung im Gehirn (links, 74x) und im neurosekretorischem Speicher der Corpora cardiaca (rechts,

264x). Alles Sagittalschnitte.
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13.3 Untersuchung von fraktionierten Gewebeextrakten mit
dem Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay

Die Fihigkeit des Anti-Pea-CAH-I-Serums, neben Pea-CAH-I auch andere -P-N-Wa-
Peptide und Verbindungen mit verdndertem C-Terminus, zumindest aber mit einem C-
terminalen Tryptophanamidrest zu erkennen, sollte genutzt werden, um weitere Pea-CAH-
I-ahnliche Peptide zu finden. Ziel dieser Arbeit war es, immunreaktives Material fiir eine
spatere Strukturaufklarung zu isolieren. Die methodische Grundlage hierzu bildeten die Anti-
Pea-CAH-I-Enzymimmunoassays. Mittels HPLC aufgetrennte Gewebeextrakte wurden nach
immunreaktivem Material in den Fraktionen durchsucht. Zur Verfiigung standen dabei sowohl
das competitive als auch das direkte Verfahren. Erste Versuche wurden mit dem direkten Anti-
Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay durchgefiithrt (Thamm et al. 1997). Nach der Umstellung des
competitiven Enzymimmunoassays auf Meerrettichperoxidase als Markerenzym konnte das
Detektionslimit hier jedoch so stark gesenkt werden, dafl der geringe Materialverbrauch diese
Methode favorisierte. Gleichzeitig wurde damit auch der Schwachpunkt des nichtcompetitiven
Verfahrens, die Fixierbarkeit der Antigene unter Erhaltung ihrer Antigenitit als Vorausset-
zung fiir ihre Detektion, umgangen (siehe Abschnitt 12.2). Die Fraktionen wurden jeweils als
Verdiinnungsreihe gegen eine Standardkurve von Pea-CAH-I getestet. Zeichen fiir eine Re-
aktion zwischen Antikérper und gelostem Antigen ist im competitiven Enzymimmunoassay
eine Schwichung der Farbreaktion ausgelost durch die Hemmung der Antikérperbindung an
das immobilisierte Antigen. Diese Hemmung wurde hier als Hinweis auf kreuzreagierendes
Material in den Fraktionen gewertet. Je hoher die Hemmung, desto stirker die Pea-CAH-
I-like Immunreaktiviit. Die Spezifitit der Antigen-Antikorper-Reaktion wurde anhand der
Konzentrationsabhéngigkeit der gemessenen Immunreaktivitit der Fraktionen eingeschitzt.

Als Ausgangsmaterial fiir die Untersuchungen dienten Gewebeextrakte von Retrocere-
bralkomplexen und 5. Abdominalganglien von Periplaneta americana sowie von Gehirnen
und Retrocerebralkomplexen von Nauphoeta cinerea. Immuncytochemische Tests an diesen
Organen hatten auf die Existenz Pea-CAH-I-dhnlicher Verbindungen hingewiesen (siehe Ab-
schnitte 12.3 und 13.2). Die chromatographische Auftrennung der Gewebeextrakte mittels
HPLC sowie die Analyse der Absorptionsspektren wurden von Herrn Dipl. Chem. J. Rapus
(Institut fir Allgemeine Zoologie und Tierphysiologie der FSU Jena) durchgefiihrt.

13.3.1 Isolierung immunreaktiver Substanzen aus dem Retrocerebralkom-

plex von Periplaneta americana

Ein Extrakt aus den Retrocerebralkomplexen von 350 weiblichen Tieren wurde geteilt
und ein Aliquot entsprechend 108 Organen mit der HPLC aufgetrennt. Das Eluat wurde
zwischen 3.19 bis 50.00 min in 49 Fraktionen gesammelt (vgl. Abbildung 22 oben). Aus je-
der Fraktion wurde ein Teil entsprechend 20 RCK entnommen und als Verdiinnungsreihe
entsprechend 8,4; 4,2; 2,1 und 1,05 RCK/Kavitit getestet. Abbildung 22 (unten) zeigt die
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Verteilung der Pea-CAH-I-like Immunreaktivitéit in den Fraktionen. Fraktion 30 enthilt Pea-
CAH-I und Fraktion 36 Pea-CAH-II. Die Immunreaktivitdt ist hier erwartungsgemifi am
hochsten. Diese beiden Fraktionen liegen innerhalb eines Bereichs, der insgesamt durch eine
starke Immunreaktivitdt gekennzeichnet ist. Die Fraktionen 27 bis 42 enthalten Material, das
die Antikérperbindung im competitiven Enzymimmunoassay in hohem Mafle und konzen-
trationsabhéingig hemmt. Bis auf die Fraktionen 32, 34, 40 und 41 liegt die Hemmung bei
Verwendung von nur 1,05 RCK-Aquivalenten/Kavitit noch iiber 50 %. Diese Ergebnisse deu-
teten auf eine spezifische Antikorperbindung sowie hohe Kreuzreaktivitit bzw. ausreichend

grofle Substanzmengen hin.
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Abbildung 22: Fraktionierung eines Gewebeextraktes von 350 Retrocerebralkomplexen von Periplaneta ame-
ricana mit der HPLC (oben) und Pea-CAH-I-like Immunreaktivitidt in den Fraktionen (unten). F27 bis F30
wurden im Chromatogramm schwarz gekennzeichnet. Dargestellt wurde die Immunreaktivitdt von 1,05 RCK-

Aquiv./Kav.
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Abbildung 23: Trennung der Fraktionen 27 und 28 und Pea-CAH-I-like Immunreaktivitdt in den neu ge-

wonnenen Fraktionen. Es wurden 8,4; 4,2; 2,1 und 1,05 RCK-Aquiv./Kav. (von links nach rechts) auf die

Mikrotiterplatte aufgetragen.

In Zusammenarbeit mit Herrn Dipl. Chem. J. Rapus wurden die Fraktionen 27, 28, 29

und 30 zur weiteren Bearbeitung ausgewéhlt. Der Vergleich der Absorptionsspektren mit der

Spektrenbibliothek hatte hier ebenfalls Hinweise auf Peptide mit Tryptophanrest(en) erge-

ben. Mit einem zweiten HPLC-Schritt wurden diese Fraktionen weiter getrennt (siehe Abbil-

dungen 23 und 24). Aus den neu gewonnenen Fraktionen wurden Aliquots entsprechend 20

RCK/Kavitidt entnommen und als Verdiinnungsreihe (siehe oben) getestet. Besonders stark
ist die Pea-CAH-I-like Immunreaktivitéit in den Fraktionen 27/1 (87 bis 45 % Hemmung) und
28/4 (71 bis 57 % Hemmung). Weniger hoch ist die Immunreaktivitit in den Fraktionen 28/5,
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Abbildung 24: Trennung der Fraktionen 29 und 30 und Pea-CAH-I-like Immunreaktivitdt in den neu ge-
wonnenen Fraktionen. Es wurden 8,4; 4,2; 2,1 und 1,05 RCK-Aquiv./Kav. (von links nach rechts) auf die

Mikrotiterplatte aufgetragen.

29/5-7 und 30/2. Hier liegt die Hemmung der Antikérperbindung bei 8,4 RCK-/Aquivalen-
ten/Kavitit noch tiber 40%. Die Fraktionen 28/1, 28/2, 28/6, 28/7 und 29/2 zeigen keine, die
Fraktionen 27/2 und 27/3 nur sehr wenig konzentrationsabhingige Immunreaktivitit. Das
in Fraktion 30 befindliche Pea-CAH-I (30/1) sowie alle Verbindungen, die ihren Spektren
zufolge Sulfidgruppen enthielten, wurden nicht bearbeitet.

Das Material aus den Fraktionen 27/1 und 28/4 wurde mit der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie (matrix-assisted laser desorption ionisation-time of flight) untersucht.
Diese Technik bot die Moglichkeit, mit minimalem Substanzeinsatz vorab der eigentlichen

Strukturaufklarung weitere Hinweise {iber das vorliegende Material zu erlangen. Das Mas-
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Abbildung 25: Massenspektren der Fraktionen 27/1 und 28/4.

senspektrum von Fraktion 27/1 (siehe Abbildung 25 oben) zeigt vier Peaks bei 845,212 Da;
861,164 Da; 877,189 Da und 893,187 Da. Die Massendifferenzen und das Intensitidtsverhéltnis
der Peaks untereinander weisen darauf hin, daff es sich dabei um zwei Peptide (Peptid 1:
845,212 Da und 861,164 Da, Peptid 2: 877,189 Da und 893,187 Da) handeln konnte. In Frak-
tion 28/4 (siche Abbildung 25 unten) befindet sich hochstwahrscheinlich ein unbekanntes
Peptid. Es stellt sich durch zwei Peaks bei 893,095 Da und 909,148 Da im Massenspektrum
dar. Die Peaks aller isolierten Peptide sind durch eine Massendifferenz von 16 Da gekenn-
zeichnet. Diese Massendifferenz ist typisch fiir AKH/RPCH-Peptide, die in der MALDI-TOF
Na®- und K*-Addukte bilden (Dr. R. Predel, pers. Mitteilung; Verhaert et al. 1997).
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13.3.2 Die Identifizierung von Pea-MIP

Die Untersuchung der verschiedenen Gewebeextrakte (siehe unten) mit dem competitiven
Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay fiithrte zur Identifizierung einer Vielzahl relativ schwach
immunreaktiver Fraktionen im Elutionsbereich der uns interessierenden Peptide bzw. zeigte
stirkere Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit in einem Bereich, in dem vorwiegend héhermo-
lekulare Verbindungen eluieren. Die Analyse der Absorptionsspektren mittels Spektrenplot
und Spektrenbibliothek erbrachte Hinweise darauf, dafl bei allen getesteten Extrakten in einer
der schwach immunreaktiven Fraktionen mdéglicherweise das aus den Corpora cardiaca von

Periplaneta americana isolierte Peptid Pea-MIP enthalten war.

Pea-CAH-I-like Immunreaktivitdt in Extrakten des 5. freien Abdominalganglions von

Periplaneta americana

Immuncytochemische Untersuchungen hatten angedeutet, dafl die Pea-CAH-I-like
Immunreaktivitdt im Bauchmark der Amerikanischen Schabe nicht auf die Markierung
von Pea-CAH-I/-IT zuriickgeht (vgl. Abschnitt 13.2). Elektrophysiologische Untersu-
chungen, die die Beeinflussung der Spontanaktivitit der DUM-Neurone im 5. freien
Abdominalganglion durch Pea-CAH-I demonstrierten (Heine und Wicher 1998, Wicher
2000), sprechen ebenfalls dafiir, da§ dort méglicherweise Pea-CAH-I-dhnliche Peptide
vorkommen. Es wurde deshalb versucht, kreuzreaktivie Peptide aus dem 5. freien Ab-
dominalganglion zu isolieren.

Ein Gewebeextrakt aus 250 Abdominalganglien weiblicher Schaben wurde mittels
HPLC in 42 Fraktionen (4.95 - 49.50 min) (vgl. Abbildung 26 oben) aufgetrennt. Die
Fraktionen 15 bis 42 wurden getestet (vgl. Abbildung 26 unten). Pea-CAH-I-like Im-
munreaktivitdt konnte in mehreren Fraktionen beobachtet werden. Die Fraktionen 36-
42 zeigen eine relativ hohe Immunreaktivitit. Unter den gegebenen Versuchsbedin-
gungen eluieren in diesem Bereich jedoch eher hohermolekulare Verbindungen, die im
Rahmen dieser Arbeit nicht betrachtet werden sollten. Immunreaktivitit ist weiterhin
in den Fraktionen 21, 28 und 30 bis 35 zu finden. Die Hemmung iiberschreitet hier
jedoch nicht 30%. Die Analyse der Absorptionsspektren erbrachte Hinweise darauf,
daf in Fraktion 28 moglicherweise Pea-MIP enthalten sein kdnnte.

Ein Extrakt aus 500 5. Abdominalganglien wurde mit der HPLC aufgetrennt und
fraktioniert. Gemafl Spektrenanalyse war Pea-MIP in Fraktion 32 enthalten. Ein Ali-
quot dieser Fraktion entsprechend 25 5. AG wurde im Enzymimmunoassay getestet
(10,4; 5,2; 2,6; 1,3 AG/Kavitiit) und zeigte erneut eine konzentrationsabhéingige Hem-
mung der Antikérperbindung (vgl. Abbildung 29 oben). In einem weiteren Auftren-
nungsschritt wurde der Peak, dessen Retentionszeit und Absorptionsspektrum Pea-MIP

entsprach, isoliert und stand nun fiir die Massenspektroskopie zur Verfiigung. Abbil-
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dung 29 (unten) zeigt die Ubereinstimmung der Retentionszeiten von synthetischem

Pea-MIP und dem isolierten nativen Material.

Pea-CAH-I-like Immunreaktivitéit in Extrakten von Gehirn und Retrocerebralkomplex

von Nauphoeta cinerea

Ein Gewebeextrakt aus den Gehirnen von 500 Tieren beiderlei Geschlechts wur-
de mit der HPLC in 39 (20.65 - 47.86 min) Fraktionen aufgeteilt. Fraktion 5 bis 32
wurden im competitiven Enzymimmunoassay als Verdiinnungsreihe entsprechend 52;
26; 13 und 6,5 Gehirnen pro Kavitit getestet (vgl. Abbildung 27). Die Pea-CAH-I-like
Immunreaktivitéit verteilt sich auf viele Fraktionen. Durch eine stirkere Hemmung der
Antikoérperbindung fallen die Fraktionen 11 - 13 und 28 - 32 auf. Im dazwischenliegen-
den Bereich sind mehrere Fraktionen durch méflige Immunreaktivitit gekennzeichnet.
Dazu gehort auch Fraktion 23, in der durch Vergleich der Absorptionsspektren Pea-
MIP vermutet werden konnte. Eine weitere Praparation sollte hier zu mehr Klarheit
fiithren.

Die Untersuchung eines mit der HPLC fraktionierten Gewebeextraktes von 100 Re-
trocerebralkomplexen ménnlicher und weiblicher Tiere ergab ein dhnliches Bild. Von
den 61 Fraktionen (3.11 - 40.00 min) wurden die Fraktionen 10 - 50 als Verdiinnungs-
reihe in den Schritten 42; 21; 10,5 und 5,25 RCK-Aquivalente pro Kavitiit aufgetragen
(vgl. Abbildung 28). Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit verteilt sich {iber viele Fraktio-
nen. Besonders stark tritt sie in den Fraktionen ab F45 in Erscheinung. Herausragend
mit iiber 60 % Hemmung ist Fraktion 48. Unter den gegebenen Elutionsbedingungen
und nach Einschitzung der Absorptionsspektren liegen hier aber vermutlich h6hermo-
lekulare Verbindungen vor. Auch in den Fraktionen, denen Verbindungen mit kurzen
Retentionszeiten zugeordnet werden kénnen, sind hohere Werte an Pea-CAH-I-like Im-
munreaktivitit zu finden (F10 - 14). Im interessierenden Mittelteil liegen eher verstreut
mehrere Fraktionen, die die Antikorperbindung im competitiven Enzymimmunoassay
zwischen 15 und 30 % hemmen. Die Analyse der Absorptionsspektren erbrachte Hin-
weise darauf, dafl Fraktion 34 Pea-MIP enthalten kdénnte.

Gewebeextrakte aus jeweils 500 Gehirnen und Retrocerebralkomplexen von méann-
lichen und weiblichen Tieren wurden hergestellt und mit der HPLC fraktioniert. An-
hand der Absorptionsspektren wurde in den Fraktionen 29 (Gehirne) und 26 (RCK)
Pea-MIP vermutet. Aliquots dieser Fraktionen entsprechend 4,2; 2,1; 1,05 und 0,5 Ge-
hirnen /Kavitit bzw. 15,6; 7,8; 3,9 und 1,95 RCK /Kavitéit wurden im competitiven En-
zymimmunoassay getestet und konnten die Antikérperbindung konzentrationsabhéingig
hemmen (vgl. Abbildung 29 oben). Aus den Fraktionen wurden in einer weiteren HPLC-

Auftrennung per Spektrenanalyse die Pea-MIP-Peaks isoliert und konnten nun zur Be-
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stimmung der Massenzahl mit der MALDI benutzt werden. Die Retentionszeiten von
synthetischem Pea-MIP und dem aufgereinigten Material aus den Gewebeextrakten

waren identisch (vgl. Abbildung 29 unten).

Bestimmung der Massen

Die Massenbestimmung sollte die Identitéit der isolierten Substanzen mit Pea-MIP
bestéitigen. Pea-MIP erscheint als H"-(1046,13 Da), als Na*- (1068,12Da) und K*-
Addukt (1084,23Da) im Spektrum (siehe Abbildung 30). Pea-MIP wird vergleichs-
weise schlecht ionisiert. Besonders der [u+H]-Peak erreichte erst durch das Waschen
der Proben eine aussagekriftige Signalstirke. Im Massenspektrum der isolierten Sub-
stanzen aus dem Gehirn- und dem RCK-Extrakt (siehe Abbildungen 31 und 32) sind
markante Peaks bei 1068,5Da (Gehirn) bzw. 1068,7 Da (RCK) und 1084,4 Da (Ge-
hirn) bzw. 1084,7 Da (RCK) zu sehen. Diese Massen stimmen mit denen der Na*- und
K*-Addukte von Pea-MIP iiberein. Die [u+H]-Peaks (1045,1 Da Gehirn und 1047,8 Da
RCK) sind hier nur schwach ausgeprégt. Versuche zur Probenvorbehandlung zeigten,
dafl Waschen nach dem Auftragen der Proben das Signal-Rausch-Verhéltnis verbessert.
Das immunreaktive Material aus dem Extrakt der 5. Abdominalganglien wurde so vor-
bereitet und erzielte das klarste Ergebnis. Eindeutig zu identifizieren sind hier nicht
nur die Massen der Nat- und K*-Addukte von Pea-MIP bei 1068,3 Da und 1084,3 Da,
sondern auch der [u+H]-Peak von Pea-MIP bei 1046,2 Da (siehe Abbildung 33).

Anhand der Ubereinstimmung der Retentionszeiten und der Massenzahlen mit dem
synthetischem Peptid konnte Pea-MIP bei Periplaneta americana im 5. freien Abdo-
minalganglion sowie im Gehirn und im Retrocerebralkomplex von Nauphoeta cinerea

identifiziert werden.
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Abbildung 26: Fraktionierung eines Gewebeextraktes von 250 5. AG (weibl.) von Periplaneta americana
mit der HPLC (oben) und Pea-CAH-I-like Immunreaktivitiit in den Fraktionen (unten). Dargestellt wurde die

Immunreaktivitit entsprechend 106 AG5/Kav. F28 wurde im Chromatogramm mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abbildung 27: Fraktionierung eines Gewebeextraktes von 500 Gehirnen von Nauphoeta cinerea mit der
HPLC (oben) und Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit in den Fraktionen (unten). Dargestellt wurde die Im-

munreaktivitit entsprechend 52 Hirne/Kav. F23 wurde im Chromatogramm mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abbildung 28: Fraktionierung eines Gewebeextraktes von 100 Retrocerebralkomplexen von Nauphoeta cine-
rea mit der HPLC (oben) und Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit in den Fraktionen (unten). Dargestellt wurde
die Immunreaktivitiit entsprechend 42 RCK/Kav. F34 wurde im Chromatogramm mit einem Pfeil gekenn-

zeichnet.
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Abbildung 29: Konzentrationsabhingige Hemmung der Antikérperbindung im competitiven Anti-Pea-CAH-
I-Enzymimmunoassay durch die Fraktionen F32 (5. freies AG von Periplaneta americana), F29 und F26
(Gehirn und Retrocerebralkomplex von Nauphoeta cinerea) (oben). Der Vergleich der HPLC-Retentionszeiten
des isolierten immunreaktiven Materials aus den o. g. Fraktionen mit synthetischem Pea-MIP weist auf die
Identitdt der kreuzreaktiven Substanzen mit Pea-MIP hin (unten): 1 = Pea — MIP, 2 = F32 (5. AG, P.a.),
3 = F29 (Gehirn, N.c.), 4 = F26 (RCK, N.c.).
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Abbildung 30: Massenspektrum von synthetischem Pea-MIP, gemittelt aus 32 Einzelspektren. Zu sehen sind
der [u+H]-Peak (1045,9 Da), der [u+Na]-Peak (1067,9 Da) und der [u+K]-Peak (1084,0 Da).
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Abbildung 31: Massenspektrum der isolierten immunreaktiven Substanz aus Fraktion 29 des Gehirnextraktes
von Nauphoeta cinerea, gemittelt aus 85 Einzelspektren. Die Massen 1045,1 Da; 1068,5 Da und 1084,4 Da
entsprechen denen der HT-, Na*- und K*-Addukte von Pea-MIP.
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Abbildung 32: Massenspektrum der isolierten immunreaktiven Substanz aus Fraktion 26 des RCK-Extraktes
von Nauphoeta cinerea, gemittelt aus 72 Einzelspektren. Die Massen 1068,7 Da und 1084,7 Da entsprechen
denen der Na*- und K*-Addukte von Pea-MIP. Der [u+H]-Peak liegt bei 1047,8 Da.
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Abbildung 33: Massenspektrum der Substanz aus Fraktion 32 des Extraktes aus 5. Abdominalganglien
von Periplaneta americana, gemittelt aus 79 Einzelspektren. Die Massen 1046,2 Da, 1068,5 Da (im Bild nicht
beschriftet) und 1084,4 Da entsprechen denen der H*-, Na®- und K™-Addukte von Pea-MIP.
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14 Diskussion

Ein polyklonales Antiserum gegen das hypertrehalosdmisch und cardioakzelerato-
risch wirkende Peptid Pea-CAH-I aus den Corpora cardiaca der Schabe Periplaneta
americana farbte neben den glanduldren Zellen der Corpora cardiaca auch Fasern und
Neurone im Nervensystem der Amerikanischen Schabe. Immunmarkierungen im Ner-
vensystem von Insekten, die in den Corpora cardiaca kein Pea-CAH-I/-1T synthetisie-
ren, deuteten an, dafl das Antiserum mdoglicherweise auch mit Pea-CAH-I-dhnlichen
Peptiden aus dem Nervensystem kreuzreagiert. Die Kreuzreaktivitdt des Anti-Pea-
CAH-I-Serums sollte deshalb zur Suche und Isolierung Pea-CAH-I-dhnlicher Peptide
genutzt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei unbekannte kreuzreaktive Peptide aus dem
Retrocerebralkomplex von Periplaneta americanaisoliert. Es gelang auflerdem die Iden-
tifizierung von Pea-MIP im 5. freien Abdominalganglion von Periplaneta america-
na und im Gehirn und im Retrocerebralkomplex der Schabe Nauphoeta cinerea. Das
Antiserum wurde dazu in einem competitiven Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay
verwendet und zum Screening der mittels HPLC fraktionierten Gewebeextrakte ein-
gesetzt. Die genannten Peptide wurden auf Grund ihrer Kreuzreaktivitit in diesem
Enzymimmunoassay und ihrer Absorptionseigensschaften in der HPLC sowie im Falle
von Pea-MIP durch den Vergleich mit dem synthetischen Peptid isoliert. Die Ami-
nosduresequenz der drei Peptide aus dem Retrocerebralkomplex von Periplaneta ame-
ricana ist noch nicht bekannt. Pea-MIP gehort nicht zur Familie der AKH/RPCH-
Peptide. Es ist ein Nonapeptid mit der Masse 1045,4 Da und gehort zu den sogenann-
ten W2W?-Peptiden. W2W?-Peptide werden C-terminal durch Tryptophanamid ab-
geschlossen. Pea-CAH-I und alle anderen Oktapeptide der AKH/RPCH-Familie sind
ebenfalls durch einen C-terminalen Tryptophanamidrest gekennzeichnet. Untersuchun-
gen zur Spezifitit des Anti-Pea-CAH-I-Serums hatten gezeigt, dal das Antiserum mit

dem C-terminalen Tryptophanamidrest der Peptide kreuzreagiert.

14.1 Spezifitit des Anti-Pea-CAH-I-Serums

Zur Charakterisierung der Antiserumspezifitit wurde die Kreuzreaktivitéit des
Anti-Pea-CAH-I-Serums mit Peptiden der AKH/RPCH-Familie und anderer Pep-
tidfamilien sowie mit synthetischen Pea-CAH-I-Analoga und Tryptophan- bzw.
Tryptophanamidkonjugaten in competitiven und nichtcompetitiven Anti-Pea-CAH-
[-Enzymimmunoassays sowie durch Fliissigphasepriabsorptionen des Antiserums in
Kombination mit Immunmarkierungen getestet.

Beide Enzymimmunoassay-Techniken lieferten iibereinstimmende Aussagen zur

Spezifitat des Antiserums, obwohl die Immobilisierung Einflufl auf die Detektion der



79

Peptide im nichtcompetitiven Enzymimmunoassay hatte. Dies soll im Anschluf} disku-
tiert werden.

Das Anti-Pea-CAH-I-Serum ist nicht substanzspezifisch. Es kreuzreagiert mit al-
len Peptiden, deren C-Terminus durch die Aminosidurefolge -Pro-Asn-Trpa gebildet
wird und erkennt auch Peptide, bei denen innerhalb dieser Struktur die Aminosdur-
en Asparagin oder Prolin und Asparagin ersetzt wurden. Die Kreuzreaktivitit des
Anti-Pea-CAH-I-Serums mit den verwendeten Antigenen war im competitiven Enzym-
immunoassay mefibar (Kreuzreaktivitdtsverhiltisse, KRV = 1 : z, siehe Tabelle 14).
Je grofler z ist, desto geringer ist die Kreuzreaktivitét.

Alle Peptide mit der Sequenz -Pro-Asn-Trpa wurden genauso gut erkannt wie Pea-
CAH-I, sofern die Sequenz den C-Terminus eines lingeren Peptids, mindestens eines
Tetrapeptids, bildete. Das synthetische Tripeptid Pro-Asn-Trpa (des'~°-Pea-CAH-I)
war nicht nicht voll kreuzreaktiv. Vermutlich besitzt auch die Peptidbindung zwischen
Prolin und dem in N-terminaler Richtung folgenden Aminoséiurerest Bedeutung fiir die
Antigen-Antikorper-Reaktion. Die Position selbst wurde bei den getesteten Peptiden
durch verschiedene Aminosiuren besetzt und scheint fiir die Kreuzreaktivitat mit dem
Anti-Pea-CAH-I-Serum nicht entscheidend zu sein.

Die Kreuzreaktivitit des Antiserums verringert sich mit jedem Aminosdureaus-
tausch innerhalb der C-terminalen Aminosdurefolge -Pro-Asn-Trpa um ca. den Faktor
Zehn. Wird Asparagin durch eine andere Aminosdure (Glycin, Serin) ersetzt (-P-X-
Wa-Peptide), liegen die K RV zwischen 1 : 10 und 1 : 100. Werden gleichzeitig Prolin
und Asparagin ausgetauscht (-X-X-Wa-Peptide), liegen die KRV zwischen 1 : 100
und 1 : 1000. Eine Ausnahme bilden -P-X-Wa-Peptide mit Asparaginsidure in Posi-
tion 8. Der Austausch von Asparagin und Asparaginsédure wird durch das Antiserum
vollsténdig toleriert, so dafy die K RV der -P-D-Wa-Peptide ebenso wie die K RV der -P-
N-Wa-Peptide anndhernd bei 1 : 1 liegen. Der Vergleich der bei den -P-X-Wa-Peptiden
in Position 8 stehenden Aminoséuren (Glycin, Serin, Asparaginsdure) zeigt, daf die
Lange der Seitenkette offensichtlich eine gréfiere Bedeutung fiir die Bindung der An-
tikorper besitzt als ihre Ladung und Polaritéit. Chersi et al. (1997) geben ebenfalls
an, dafl bestimmte Aminosiureaustausche die Kreuzreaktivitéit von Anti-Peptid-Seren
offenbar nicht beeinflussen. Dazu gehort nicht nur der Austausch von Asparagin und
Asparaginsidure, sondern auch die Wechsel zwischen Alanin und Glycin sowie zwischen
Leucin und Isoleucin.

Die Wertigkeit der Aminosduren am Carboxy-Terminus der Peptide fiir die Kreuz-
reaktivitit mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum ist unterschiedlich. Der Prolinrest hat fiir
die Antikoérperbindung an die Aminosiduresequenz -Pro-Asn-Trpa hichstwahrscheinlich
eine groflere Bedeutung als der Asparagin- bzw. Asparaginsdurerest. Hinweis darauf

gibt die Kreuzreaktivitdt des Antiserums mit dem C-terminalen Dipeptid Asn-Trpa
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(des'®-Pea-CAH-T), das verglichen mit dem Tripeptid Pro-Asn-Trpa im competitiven
Enzymimmunoassay sehr viel schlechter erkannt wird (K RV 1 : 827). Minimale struk-
turelle Voraussetzung fiir die Kreuzreaktivitit mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum ist der
C-terminale Tryptophanamidrest. Eindrucksvoller Beweis hierfiir ist die Kreuzreakti-
vitat des Antiserums mit dem Glutaraldehyd-Konjugat aus BSA und Tryptophanamid.
Wichtig fiir die Bindung der Antikoérper ist dabei auch die Amidierung. Die Kreuz-
reaktivitdt eines nach dem gleichen Verfahren hergestellten Tryptophankonjugats ist
nochmals deutlich reduziert (1 : 9658) und tritt erst bei sehr hohen Substanzmengen
in Erscheinung. Auch Peptide, die C-terminal iiber Tryptophan hinaus um ein bis zwei
Aminosduren verldngert sind und durch ein anderes Aminosdureamid abgeschlossen
werden, kreuzreagieren nicht mehr mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum.

Im nichtcompetitiven Enzymimmunoassay war die Kreuzreaktivitdt der Peptide mit
dem Anti-Pea-CAH-I-Serum nicht nur von der Primérstruktur ihres Carboxy-Terminus
abhéngig, sondern auch vom N-Terminus, da dieser die Immobilisierung der Peptide
beeinflufite.

Am deutlichsten zeigte sich dieser Einflul bei Hepta- und Oktapeptiden ohne N-
terminalen Pyroglutamatrest sowie bei kurzen Peptiden mit fiinf und weniger Ami-
nosauren. Die getesteten kurzen Peptide (Ausnahme: APGWa) waren weniger kreuz-
reaktiv als N-terminal geblockte Oktapeptide mit entsprechendem C-Terminus. Im
Gegensatz dazu sind Hepta- und Oktapeptide ohne N-terminalen Pyroglutamatrest
als immobilisierte Antigene im nichtcompetitiven Enzymimmunoasay sehr viel stirker
kreuzreaktiv als die N-terminal geblockten Peptide mit dem gleichen C-Terminus. Die
Abnahme der Kreuzreaktivitdt mit der zunehmenden Verdnderung des C-terminalen
Tripeptides durch ein (-P-X-Wa-Peptide) oder zwei (-X-X-Wa-Peptide) Aminosiure-
austausche und der Verlust der Kreuzreaktivitit bei der C-terminalen Verlingerung
der Peptide lassen sich jedoch auch bei Peptiden ohne Pyroglutamatrest beobachten.
Die Lénge der Peptide hatte dabei offensichtlich einen stdrkeren Einflufy als der N-
terminale Pyroglutamatrest. So wurde das -X-X-Wa-Pentapeptid PPGLWa trotz des
freien Aminoendes im Gegensatz zum ungeblockten -X-X-Wa-Nonapeptid Pea-MIP
nicht detektiert.

Bei sehr kurzen Peptiden kann durch die geringe Molekiilgréfie vermutlich recht
leicht die Zugénglichkeit des Epitops fiir die Antikérperbindung vermindert werden (z.
B. durch Bindung an die Mikrotiterplatte am Epitop oder in Epitopnéhe oder durch zu
dichte Packung der Molekiile). Vergleichbare Erfahrungen machten auch Clottens et al.
(1993) mit verschiedenen C-terminalen Analoga von Achetakinin-I (Pentapeptide), die
nur im competitiven und nicht im nichtcompetitiven Enzymimmunoassay kreuzreaktiv
waren. Dagegen begiinstigte der Wegfall des Pyroglutamatrestes die Detektion der

untersuchten Peptide. Das konnte sowohl durch eine hohere Menge immobilisierten
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Peptids als auch durch eine verbesserte Darbietung des Epitops z. B. durch eine andere
Ausrichtung der immobilisierten Peptide verursacht worden sein.

Die Immobilisierung wirkte sich im nichtcompetitiven Anti-Pea-CAH-I- Enzym-
immunoassay am stirksten auf die Detektion der schwach kreuzreaktiven -X-X-Wa-
Peptide aus. Im Gegensatz zu -X-X-Wa-Peptiden mit einem N-terminalen Pyro-
glutamatrest wurde nur das ungeblockte -X-X-Wa-Peptid Pea-MIP im nichtcompe-
titiven Enzymimmunoassay eindeutig erkannt.

Die Kreuzreaktivitit der -P-N-Wa- und -P-X-Wa-Peptide mit einem N-terminalen
Pyroglutamatrest und ohne weitere freie Aminogruppen hatte im nichtcompetitiven
Enzymimmunoassay demonstriert, dafl auch Peptide ohne freie Aminogruppen an einer
mit Glutaraldehyd aktivierten Proteinschicht immobilisiert werden konnen. Auch das
N-terminal freie des-pGlu'-Pea-CAH-I wurde weitesgehend unabhiingig von Glutar-
aldehyd an der der Poly-L-Lysin-Schicht gebunden. Moglicherweise kdnnen so Pep-
tide auch ohne freie Aminogruppen bei einer Glutaraldehydfixierung im Gewebe ge-
bunden werden. Dies gilt jedoch offenbar nicht fiir -X-X-Wa-Peptide mit einem N-
terminalen Pyroglutamatrest. -X-X-Wa-Peptide ohne freien N-Terminus wurden im
nichtcompetitiven Enzymimmunoassay nur sehr wenig bzw. so immobilisiert, daf} die
Tryptophanamid-spezifischen Antikorper nicht mehr binden kénnen. Bei einer Immun-
markierung im glutaraldehydfixierten Gewebe werden N-terminal geblockte -X-X-Wa-
Peptide offensichtlich ebenfalls nicht markiert, denn die glandulédren Zellen der Corpo-
ra cardiaca von Schistocerca gregaria (AKH/RPCH-Peptide: Lom-AKH-I, C-terminal
verlangert, Stone et al. 1978 und Scg-AKH-II, -X-X-Wa-Peptid, Siegert et al. 1985,
Géde et al. 1986) und von Gryllus bimaculatus (Grb-AKH, -X-X-Wa-Peptid, Géde
und Rinehart 1987) wurden nicht angefdrbt. Andererseits werden im Nervensystem
offensichtlich Antigene mit einem C-terminalen Tryptophanamidrest immuncytoche-
misch angefirbt, denn die Immunmarkierung im Gehirn und im neurosekretorischen
Speicher der Corpora cardiaca von Periplaneta americana, Schistocerca gregaria und
Nauphoeta cinerea konnte durch die Prdinkubation des Anti-Pea-CAH-I-Serums mit
-X-X-Wa-Peptiden konzentrationsabhéngig unterdriickt werden.

Immunmarkierungen an Gehirn-Retrocerebralkomplexen von Periplaneta america-
na und Blatta orientalis nach der Praabsorption des Antiserums mit APGWa oder
verschiedenen -X-X-Wa-Peptiden bestétigten ebenfalls, dafl die Kreuzreaktivitit des
Anti-Pea-CAH-I-Serums gegeniiber -P-X-Wa-Peptiden oder Antigenen mit einem C-
terminalen Tryptophanamidrest schwicher ist als die Kreuzreaktivitdt mit -P-N-Wa-
Peptiden, denn die Immunfirbung von Pea-CAH-I/-IT in den glanduléren Zellen dieser
Arten wurde verhaltnisméfig wenig reduziert.

Die Sekundérstruktur der AKH/RPCH-Peptide bietet eine gute Erkldrungsmdoglich-

keit fiir die unterschiedliche Bedeutung der Aminoséurereste fiir die Kreuzreaktivitiit.
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Der Carboxyterminus bildet bei AKH/RPCH-Peptiden mit einem Prolinrest in Posi-
tion 6 eine Schleife, wihrend der N-terminale Teil eine getreckte Konformation (an-
tiparalleles Faltblatt (Zubrzycki und Géde 1994) oder eine P;;-Struktur (Cusinato et
al. 1998)) einnimmt. Die Form der Schleife (Schleifentyp, Zahl der beteiligten Ami-
nosaurereste, Wasserstoffbriickenbindungen etc.) wird von den einzelnen Autoren in
Abhéngigkeit von Losungsmittel und/oder Analysentechnik unterschiedlich beschrie-
ben (Stone et al.. 1978, Wheeler et al. 1990, Zubrzycki und Géde 1994, Zubrzycki
1998, Cusinato et al. 1998). Wichtig ist, dafl die neuesten Arbeiten auch Hinweis dar-
auf geben, daf} diese Konformationen ebenfalls in wéssriger Losung und bei der Bin-
dung am Rezeptor eingenommen werden kénnen. Die aromatischen Seitenketten des
Phenylalanin- und des Tryptophanamidrestes sind bei allen beschriebenen Konforme-
ren ins Innere der Schleife geklappt. Die Sdureamidgruppe des Tryptophanrestes erhélt
so eine exponierte, nach auflen gerichtete Stellung. Besonders gut ersichtlich wird dies
an einem Molekiilmodell von Emp-AKH (unterscheidet sich von Pea-CAH-I nur durch
einen Threoninrest in Position 5), das fiir die Sekundérstruktur des Peptids in wéssri-
ger Umgebung errechnet wurde (Zubrzycki 1998). Die Kreuzreaktivitit der Peptide
mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum wird danach also scheinbar einerseits entscheidend
durch die rdumliche Struktur und andererseits durch die frei zugéngliche Amidgruppe
des Tryptophanamidrestes bestimmt. Trotzdem reicht die Schleife allein offensichtlich
nicht fiir die Bindung der Antikorper aus, wie das Ausbleiben der Kreuzreaktivitéit
mit Cam-HrTH-IT (-ProS-Asn”-Trp8-Gly®-Thra'?) zeigt. Fiir die Kreuzreaktivitiit der
-X-X-Wa-Peptide dagegen geniigt der Tryptophanamidrest.

Die Sperzifitat des Anti-Pea-CAH-I-Serums fiir den Tryptophanamidrest wurde ohne
Einschrinkungen nur gegeniiber geldsten Antigenen im competitiven Enzymimmuno-
assay deutlich. Auch in der Literatur wird teilweise die Meinung vertreten, dafl im
Enzymimmunoassay Kreuzreaktivitit angezeigt werden kann, die ohne Bedeutung fiir
die Immuncytochemie ist (Nieuwenhuijzen Krusemann 1983), da durch die Verwendung
hoherer Antigenmengen im Enzymimmunoassay auch niederaffine Antikérper binden
konnen. Andererseits geht Veenstra (1988) davon aus, daf§ die Kreuzreaktivitét mit der
Konzentration des Antiserums steigt. Wegen der geringeren Verdiinnung koénnte des-
halb die Kreuzreaktivitit eines Antiserums in der Immuncytochemie eher in Erschei-
nung treten als im Enzymimmunoassay. Tatséchlich handelt es sich aber zumindest im
vorliegenden Fall eher um ein Fixierungsproblem. Da jedoch mit dem Antiserum erwar-
tungsgemaf die glanduldren Zellen von Periplaneta americana gefiarbt wurden, bestand
aus methodenkritischer Sicht kein Anlaf} eine andere Fixierungsprozedur auszuwéhlen.
Bei der Verwendung eines Antiserums fiir Imnmunmarkierungen bei verschiedenen Arten
dagegen wird in der Literatur ein einheitliches Protokoll gefordert (Veenstra 1988). Es

bestétigt sich aber, daf} sich die Ergebnisse nicht formal von der Immuncytochemie auf
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die Enzymimmunoassays und umgekehrt {ibertragen lassen. Ein anderes Problem wird
bei der Fliissigphasepraabsorption des Antiserums mit heterologen Antigenen sicht-
bar. Die Prédinkubation des Anti-Pea-CAH-I-Serums mit -P-X-Wa-Peptiden (Eckert
et al. 1996) verhinderte die Immunfirbung des Gehirns und des neurosekretorischen
Teils der Corpora cardiaca bei Periplaneta americana ebenso wie die Praabsorption
des Antiserums mit verschiedenen -X-X-Wa-Peptiden. Das erste Ergebnis wies genau-
so auf das Vorhandensein kreuzreagierender Antigene in den Geweben hin, legte aber
die Mdoglichkeit nahe, dafl es sich hier potentiell um Peptide mit der Struktur -P-X-Wa
handeln konnte. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen aber, daff die Markierung offenbar
auf der Bindung von Antikérpern beruhte, die auch fiir die Kreuzreaktivitit mit -X-
X-Wa-Peptiden verantwortlich sind, so dafl nunmehr "nur” von einer Markierung von
Antigenen mit einem C-terminalen Tryptophanamidrest ausgegangen werden sollte.

Aus dem Verlauf der Untersuchungen wird deutlich, wie wichtig der Einsatz ver-
schiedener Methoden ist. Obwohl die Verwendung eines competitiven Enzymimmunoas-
says oder Radioimmunoassays zur Bewertung der Spezifitéit von vielen Autoren kritisch
betrachtet wird (Petrusz et al. 1976, Schipper und Tilders 1983, Van Leeuwen 1986),
da sich die Testbedingungen (Konkurrenz der Antigene, Antiserumverdiinnung) sehr
stark von der Situation bei der Immunmarkierung am Gewebe unterscheiden, besteht
hier im Gegensatz zum nichtcompetitiven Enzymimmunoassay nicht die Moglichkeit
falsch-negativer Ergebnisse. Dagegen wurde der Einflufl der N-Termini auf die Im-
mobilisierung bzw. Fixierung von -X-X-Wa-Peptiden erst durch die Ergebnisse der
nichtcompetitiven Enzymimmunoassays herausgearbeitet.

Aussagen zur Sperzifitdt eines Antiserums durch die Arbeit mit einem Spektrum
verwandter und nichtverwandter Peptide sind natiirlich in starkem Mafle von den ver-
wendeten Peptiden selbst abhéngig. Hohere Sicherheit héitte durch das kostenintensive
epitope mapping gewonnen werden konnen. Bei diesem Verfahren wird die Kreuzre-
aktivitdt synthetischer Analoga getestet, bei denen durch den sukzessiven Austausch
der Aminosiurereste systematisch mehr oder weniger immunologisch dhnliche Epitope
erzeugt wurden (z. B. Geysen et al. 1986). Wie die Isolation zweier vom Immunogen
strukturell vollig verschiedener Peptide zeigt (Salzet et al. 1996), 148t sich jedoch die

Kreuzreaktivitit eines Antiserums nie vollstdndig abschétzen.

14.2 Pea-CAH-I-like-Immunreaktivitit im Nervensystem von
Schaben

Im Gehirn von Periplaneta americana zeigen insgesamt 12 Zellgruppen in Proto-

und Deutocerebrum Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit. Desweiteren werden Fasern in

den meisten Neuropilbereichen (Pilzkorper, protocerebrale Briicke, Zentral- und Sub-
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peduncularkorper, Antennalglomeruli, aglomeruldre Neuropile und tritocerebrale Glo-
meruli) des Gehirns gefdrbt. In den Corpora cardiaca werden durch das Anti-Pea-
CAH-I-Serum aufler den glandulédren Zellen auch Fasern im neurosekretorischen Teil
der Driise markiert (Eckert et al. 1996). Durch Priabsorption des Antiserums mit ver-
schiedenen -X-X-Wa-Peptiden konnte gezeigt werden, dafi die Immunmarkierungen im
Gehirn und im neurohémalen Speicher der Corpora cardiaca nicht auf Pea-CAH-T oder
-1, sondern hochstwahrscheinlich auf die Kreuzreaktivitdt von Antigenen mit einem C-
terminalen Tryptophanamidrest zuriickzufiihren sind. Dieses Ergebnis steht nicht nur
in Einklang mit den Arbeiten von Eckert (1977) und Schooneveld et al. (1986), die
zeigten, dafl glanduldre Antigene aus den Corpora cardiaca nicht im Gehirn vorkom-
men, sondern wird auch durch Immunfarbungen mit drei polyklonalen Antiseren gegen
Lia-AKH (-Pro-Ser-Trpa) (Prof. G. Gide, Kapstadt, RSA), das Tetrapeptid APGWa
(Dr. J. van Minnen, Amsterdam, NL) und Metamorphosin A (-Gly-Leu-Trpa) (Dr. T.
Leitz, Heidelberg, BRD) bekréftigt (Dr. M. Eckert, personliche Mitteilung). Wihrend
sich die glandulédren Zellen nur mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum anfirbten, stimm-
ten im Gehirn und im neurosekretorischen Speicher der Corpora cardiaca die Anti-
Pea-CAH-I-Markierungen mit der Anti-Lia-AKH-like und der Anti-Metamorphosin-
like Immunreaktivitit iiberein bzw. mit der Anti-APGWa-#dhnlichen Immunreaktivitit
weitesgehend iiberein. Die Anti-APGWa-/Anti-Pea-CAH-I-Doppelmarkierung zeigte
gleichzeitig, dafl im Gehirn wahrscheinlich mehrere Pea-CAH-I-dhnliche Substanzen
vorkommen, da einige wenige Neurone nur durch das Anti-Pea-CAH-I-Serum angeférbt
wurden.

Auch Siegert und Mordue (1992) lokalisierten Pea-CAH-I und -II nach mechanischer
Trennung von glanduldrem und aglandulirem Teil der Corpora cardiaca ausschliellich
im glanduldren Abschnitt der Driise. Sie bestimmten mittels HPLC 105 pmol Pea-
CAH-T und 27 pmol Pea-CAH-II bei weiblichen sowie 72 pmol Pea-CAH-I und 15 pmol
Pea-CAH-II bei ménnlichen Tieren. Unter der Beriicksichtigung, daf§ durch die Kreuz-
reaktivitit des Antiserums nicht nur Pea-CAH-I und -IT bestimmt wurden, stehen die
mit 165 pmol und 144 pmol gemessenen Werte fiir den Gehalt an Pea-CAH-I-dhnlicher
Immunreaktivitdt pro Retrocerebralkomplex damit in gutem Einklang. Etwas tiefer,
aber in derselben Grofienordnung liegen mit 46 pmol Pea-CAH-I und 15 pmol Pea-
CAH-IT auch die Angaben von O’Shea et al. (1984). Ausgehend von den Ergebnissen
der Priaabsorptionen wurden bei der Messung der Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit
im Gehirn (1,37 pmol bei Weibchen bzw. 1,34 pmol bei Ménnchen) wahrscheinlich nur
kreuzreagierende Antigene erfafit. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen, die darauf hin-
deuten, dafl Pea-CAH-I oder -II nicht im Gehirn vorkommen, ermittelten O’Shea et
al. (1984) durch Retentionszeitvergleich mit den isolierten nativen Peptiden in der
HPLC 0,9 pmol Pea-CAH-I und 0,01 pmol Pea-CAH-II in diesem Organ. Aufgrund der
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riesigen Mengen von Pea-CAH-I und -II in den Corpora cardiaca besteht jedoch im-
mer die Moglichkeit, dafl Spuren dieser Peptide bei der Priparation auf die Gehirne
iibertragen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, dieses Problem durch
die Verwendung von separaten Pridparationsbestecken fiir die Entnahme von Gehirn
und Retrocerebralkomplex sowie durch die Priparation ohne Ringerlésung zu umge-
hen. O’Shea et al. (1984) wiesen mit dem oben genannten Verfahren Pea-CAH-I auch
im Bauchmark (0,3 pmol) und im Vorderdarm (0,2pmol) von Periplaneta america-
na nach. Mit dem competitiven Enzymimmunoassay wurden bei der Amerikanischen
Schabe im Unterschlundganglion 0,09 pmol, in den Thorakalganglien 0,26 pmol, in den
Abdominalganglien 0,314 pmol sowie im abdominalen Teil des Herzens mit den an-
haftenden lateralen Herznerven 0,037 pmol Pea-CAH-I-like Immunreaktivitdt gemes-
sen. Immunmarkierungen mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum hatten Interneurone sowie
moglicherweise interganglioniir projizierende Neurone in den Thorakalganglien (Bal-
sam 1993), immunreaktive Fasern in den Segmental- und Lateralnerven des Herzens
(Dr. M. Eckert, unveroffentlicht) sowie ein charakteristisches Neuronenmuster in den
freien Abdominalganglien (Eckert et al. 1997) und Fasern mit Pea-CAH-I-like Immun-
reaktivitit, die die Abdominalganglien iiber die Segmentalnerven und den Mediannerv
verlassen und intersegmental verlaufende Fasern in den Konnektiven gezeigt (Dr. M.
Eckert, unveroffentlicht). Die Pea-CAH-I-like-Immunmarkierung der Neurone in den
Abdominalganglien (exemplarisch durchgefiihrt am 4. und 5. freien Abdominalgangli-
on) konnte durch die Pridabsorption des Antiserums mit Pea-MIP unterdriickt werden
und wies damit darauf hin, dafl in diesen Zellen kein Pea-CAH-I oder ein anderes Pep-
tid mit dem C-Terminus -Pro-Asn/Asp-Trpa vorkommt. Die Immunmarkierung dieser
Neurone mit einem Antiserum gegen APGWa (siehe oben) bekriftigt dieses Ergebnis
(Dr. M. Eckert, personliche Mitteilung).

Diesen Ergebnissen entsprechend wurden Pea-CAH-I und -IT nur in Gewebeex-
trakten aus Retrocerebralkomplexen von Periplaneta americana gefunden. Aus zwei
weiteren Fraktionen des RCK-Extraktes mit immunreaktivem Material wurden drei
unbekannte Peptide isoliert. Ausgehend von der Sperzifitit des Antiserums ist anzu-
nehmen, dafl sie mindestens einen C-terminalen Tryptophanamidrest besitzen. Die
Absorptionsspektren der isolierten Peptide in der HPLC sprechen ebenfalls fiir das
Vorhandensein von Tryptophan. Im Massenspektrum zeigten sich diese Peptide je-
weils als Peaks mit einer Massendifferenz von 16 Da. Diese Massendifferenz ist ty-
pisch fiir AKH/RPCH-Peptide, die in der MALDI-TOF Na*- und K*-Addukte bil-
den. Die Massenzahlen (845,212 Da und 861,164 Da; 877,189 Da und 893,187 Da sowie
893,095 Da und 909,148 Da) lassen sich weder bekannten AKH/RPCH-Peptiden noch
Bruchstiicken von Pea-CAH-I/-IT zuordnen. Die Massen der isolierten Peptide sind ge-
ringer als die der bekannten AKH/RPCH-Oktapeptide, die ca. bei 1000 Da liegen. Wei-
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tere Informationen iiber diese Peptide liegen zum gegenwirtigen Zeitpunkt noch nicht
vor, da Sequenzierung und physiologische Charakterisierung Folgearbeiten vorbehal-
ten bleiben miissen. Fiir die Moglichkeit, dal bei Periplaneta americana noch weitere
AKH/RPCH-Peptide vorkommen, sprechen auch Immunmarkierungen im neurosekre-
torischen Teil der Corpora cardiaca und im Gehirn mit einem Anti-Lom-AKH-I-Serum,
das auch spezifisch fiir den mittleren Molekiilteil von Lom-AKH-I ist (Schooneveld et
al. 1985, 1986). Bei den Heuschrecken Locusta migratoria und Schistocerca gregaria
wurde ein AKH/RPCH-Peptid isoliert, das den Energiestoffwechsel der Wanderheu-
schrecke nicht beeinflu3t. Das vorlaufig als Lom-Hr'TH bezeichnete Peptid ist das erste
Mitglied dieser Familie, das im Gehirn synthetisiert und im neurohimalen Teil der
Corpora cardiaca gespeichert wird (Siegert 1999).

Schooneveld et al. (1985, 1987) und Clottens et al. (1989) hatten durch die Verwen-
dung von C- oder N-Terminus-spezifischen Antiseren bzw. durch die Priabsorption der
Antiseren gezeigt, dafl bei insgesamt mehr als 20 Insektenarten aus neun verschiedenen
Ordnungen im Nervensystem keine glanduliren AKH/RPCH-Peptide geférbt werden.
Durch die Pridinkubation des Anti-Pea-CAH-I-Serums mit -X-X-Wa- bzw. -P-X-Wa-
Peptiden konnte dies auch bei weiteren Schabenarten (Periplaneta brunnea, Blatta
orientalis, Blattella germanica, Nauphoeta cinerea) demonstriert werden. Gehirn und
neurohdmaler Driisenteil der Corpora cardiaca wurden bei allen Arten durch das Anti-
serum markiert. Im Unterschied zur Immunfirbung der glanduléren Zellen von Pe-
riplaneta brunnea und Blatta orientalis (Pea-CAH-I/-IT) konnte in diesen Geweben
die Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit durch die Pridinkubation des Antiserums mit
-P-X-Wa- oder -X-X-Wa-Peptiden unterdriickt werden. Bei Blattella germanica und
Nauphoeta cinerea blieben die glanduldren Zellen unmarkiert, da das Dekapeptid Bld-
HrTH nicht kreuzreaktiv ist. Es wurde auflerdem deutlich, dafl Periplaneta brunnea,
deren AKH/RPCH-Peptide noch nicht sequenziert wurden, glandulidre Peptide mit
dem C-Terminus -Pro-Asn/Asp-Trpa produziert, moglicherweise bedingt durch die en-
ge Verwandschaft mit Periplaneta americana sogar Pea-CAH-I und -I1. Bei Nauphoeta
cinerea wurde die Pea-CAH-I-like Immunreaktivitdt mit dem competitiven Enzymim-
munoassay gemessen. Im Gehirn wurden 0,338 pmol Pea-CAH-I-like Immunreaktivitét
und im Retrocerebralkomplex nur etwa ein Sechstel davon, das heifit 0,054 pmol, be-
stimmt. Das Verteilungsmuster der Pea-CAH-I-like Immunreaktivitit in diesen Orga-
nen ist vollig anders als bei Periplaneta americana, bei der in den Corpora cardiaca
die glanduldren Peptide gemessen wurden.

Im 5. freien Abdominalganglion von Periplaneta americana sowie im Gehirn und
im Retrocerebralkomplex von Nauphoeta cinerea wurde das Nonapeptid Pea-MIP (Pe-
riplaneta americana-myoinhibitory peptide) nachgewiesen. Obwohl das Peptid in Frak-

tionen mit geringer Immunreaktivitiit enthalten war, konnte es anhand der Uberein-
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stimmung von Retentionszeit und Massenzahl mit synthetischem Pea-MIP eindeutig
identifiziert werden. Pea-MIP ist kein AKH/RPCH-Peptid, sondern gehort zu den soge-
nannten W2W?-Peptiden. Die Kreuzreaktivitit von Pea-MIP mit dem Anti-Pea-CAH-
[-Serum wird durch den C-terminalen Tryptophanamidrest verursacht, der neben ei-
nem Tryptophanrest in der zweiten Position ein familientypisches Merkmal der W2W?-
Peptide darstellt. Sowohl bei Periplaneta americana als auch bei Nauphoeta cinerea
hatten bereits immuncytochemische Untersuchungen gezeigt, dafl in diesen Geweben
Antigene mit einem C-terminalen Tryptophanamidrest markiert werden. Bei Periplane-
ta americana bekriftigte die Immunmarkierung mit einem Anti-Pea-MIP-Serum, das
nicht mit Pea-CAH-I/-IT kreuzreagiert (Predel et al. 2001), die Vermutung, daf die
Neurone in den Abdominalganglien mit Pea-CAH-I-like Immunreaktivitdt wahrschein-
lich Pea-MIP enthalten. Da in diesem Ganglion kein Pea-CAH-I vorkommt, miifiten
auch die Untersuchungen zur Beeinflussung der Spikeaktivitit von DUM-Neuronen im
5. freien Abdominalganglion von Periplaneta americana durch Pea-CAH-I neu hinter-
fragt werden (Heine und Wicher 1998, Wicher 2000). Pea-CAH-I tiuscht hier offen-
sichtlich die Wirkung eines anderen Peptids, moglicherweise von Pea-MIP vor. Ursache
hierfiir konnte der gemeinsame C-terminale Tryptophanamidrest sein. Auch Lorenz et
al. (1999a) gehen davon aus, daB die beiden Tryptophan(amid)reste grofien Einfluf
auf die biologische Aktivitiit besitzen, da sie Merkmal aller W2W?-Peptide sind und
konservierte Molekiilabschnitte im allgemeinen als potentielle Bindungsorte fiir den
Rezeptorkontakt betrachtet werden.

Bei Periplaneta americana wurde Pea-MIP zuerst in den Corpora cardiaca und
dann auch im Gehirn und in den abdominalen perisympathischen Organen identifiziert
(Predel et al. 2001). Vorkommen und Verteilung der Pea-MIP-like Immunreaktivitét,
die auch im stomatogastrischen Nervensystem gefunden wurde, deuten darauf hin, daf§
Pea-MIP zur Regulation visceraler Muskeln (Antennenherz, Vorderdarm, Enddarm)
beitriagt (Predel et al. 2001). Vergleichbare Untersuchungen wurden bei Nauphoeta
cinerea noch nicht durchgefiihrt. Pea-MIP ist jedoch das erste W*W?-Peptid, das bei
zwei Arten nachgewiesen wurde.

Aufler bei Schaben wurden W2W?-Peptide bisher im Bauchmark von Manduca sex-
ta (Blackburn et al. 1995) und im Gehirn von verschiedenen Orthopteren (Locusta
migratoria (Schoofs et al. 1991), Gryllus bimaculatus (Lorenz et al. 1995, 1999) und
Carausius morosus (Lorenz et al. 2000)) gefunden. Bei Grillen {ibernehmen sie wahr-
scheinlich Funktionen bei Wachstum, Entwicklung und Reproduktion, denn sie hemmen
die Juvenilhormonsynthese (Lorenz et al. 1995, 1999a) und die Ecdysteroidsynthese in
den Ovarien (Lorenz et al. 1997) in wvitro und beeinflussen auch die Juvenilhormon-,
Ecdysteroid- und Vitellogenintiter im Blut in vivo (Lorenz et al. 1998). Beim Tabak-

schwirmer und bei der Wanderheuschrecke wirken W2W?-Peptide, dhnlich wie bei den
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Schaben, als myoinhibitorische Peptide auf verschiedene viscerale Muskeln (Verdau-
ungstrakt, Ovidukt) (Blackburn et al. 1995, Schoofs et al. 1991). Schoofs et al. (1996)
sehen Lom-MIP auch in der Rolle eines potentiellen Inhibitors fiir die AKH-Freisetzung,
da sich in den Corpora cardiaca der Wanderheuschrecke Nervenendigungen mit Lom-
MIP-&dhnlicher Immunreaktivitit in enger Nachbarschaft zu den glanduléren Zellen be-
finden. Mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum koénnten auch bei Schistocerca gregaria, deren
W2W?-Peptide noch nicht untersucht wurden, im Zentralkérper des Gehirns W2W?*-
Peptid(e) markiert worden sein. Durch Antiseren gegen arteigene W>*W?-Peptide wur-
de sowohl der Zentralkdrper im Gehirn von Gryllus bimaculatus (Witek et al. 1999)
als auch bei Locusta migratoria (Schoofs et al. (1996) angefirbt. Die Lom-MIP-like
Immunfirbung des Zentralkérpers bei der Wanderheuschrecke ist der Pea-CAH-I-like
Immunmarkierung bei Schistocerca gregaria sehr dhnlich.

Charakteristisch fiir die Pea-CAH-I-like Immunreaktivitét ist ihre breite Verteilung
in allen fraktionierten Gewebeextrakten. Wahrend die drei kreuzreaktiven Peptide aus
dem Retrocerebralkomplex von Periplaneta americana aus Fraktionen mit sehr starker
Immunreaktivitit isoliert wurden, gehorten die Fraktionen, in denen Pea-MIP enthal-
ten war, zu den schwach immunreaktiven. Die Identifizierung von Pea-MIP in den
Gewebeextrakten wurde in erster Linie durch den Einsatz von HPLC und MALDI-
TOF-Massenspektrometrie ermoglicht. Neben der Kreuzreaktivitdt im competitiven
Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay war die Spektrenanalyse, die auf das Vorhan-
densein von Pea-MIP hinwies, Ausléser fiir die weitere Bearbeitung dieser Fraktionen.
Pea-MIP wurde weitesgehend durch den Vergleich mit der Retentionszeit und dem Ab-
sorptionsspektrum von synthetischem Pea-MIP isoliert, da die Isolation allein anhand
der Kreuzreaktivitdt mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum iiber die verschiedenen Trenn-
schritte das Material fiir die weitere Peptidcharakterisierung verbraucht hétte.

Obwohl die immuncytochemischen Untersuchungen eindeutig gezeigt haben, dafl
-X-X-Wa-Peptide im Gewebe markiert werden und ihre Kreuzreaktivitdt mit dem Anti-
Pea-CAH-I-Serum durch die Verwendung synthetischer Peptide im competitiven En-
zymimmunoassay gemessen und auch deutlich gegen nichtkreuzreaktive Peptide abge-
grenzt werden konnte (Ermittlung von K RV'), macht die Identifizierung von Pea-MIP
deutlich, daf§ das Anti-Pea-CAH-I-Serum zur Isolierung kreuzreagierender Antigene nur
bedingt geeignet ist. Die Kreuzreaktivitit des Antiserums mit dem Tryptophanamid-
rest ist offensichtlich zu gering, um -X-X-Wa-Peptide bei geringerem Substanzgehalt in
Gewebeextrakten eindeutig zu erkennen und ausschliellich anhand ihrer Kreuzreakti-
vitét zu isolieren. Das Problem entsteht hierbei offensichtlich aus den unterschiedlichen
Testbedingungen, die bei den verschiedenen Methoden gelten. In der Immuncytoche-
mie markiert das Antiserum Peptide mit einem C-terminalen Tryptophanamidrest, da

das Antiserum in einer relativ hohen Konzentration eingesetzt wird. Im competitiven
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Enzymimmunoassay ist die Antiserumkonzentration wesentlich geringer, wurde aber
bei der Untersuchung der Antiserumspezifitit durch die hohen Stoffmengen der syn-
thetischen Peptide ausgeglichen.

Welche Antigene die Pea-CAH-I-like Immunreaktivitéit in den schwach immunreak-
tiven Fraktionen verursachten, ist nicht bekannt. Wie bereits anhand der Isolation von
Pea-MIP diskutiert, ist die weitere Untersuchung dieser Fraktionen mit dem competi-
tiven Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay nicht sinnvoll.

Antiseren, die eine familienspezifische Aminosiduresequenz erkennen, wurden be-
reits erfolgreich zur Suche nach weiteren Familienmitgliedern eingesetzt (z. B. Isolati-
on von 16 neuen Allatostatinen aus zwei Lepidopterenarten, Duve et al. (1997)). Fiir
die Suche nach Pea-CAH-I-dhnlichen Peptiden im Nervensystem von Periplaneta ame-
ricana oder anderen Schaben miifite jedoch ein neues Antiserum hergestellt werden.
Erfolgversprechender wire dabei die Herstellung eines Antiserums, das spezifisch fiir
den N-Terminus von Pea-CAH-I bzw. eines Analogons ist, das keinen Pyroglutama-
trest besitzt (des-pGlu'-Pea-CAH-T oder X!'-Pea-CAH-T). So konnte die Bildung von
Antikérpern gegen den Pyroglutamatrest, der bei Peptiden aus verschiedenen Familien
vorkommt, vermieden werden. Im Unterschied zu der in dieser Arbeit eingesetzten Pro-
zedur der Gewebeaufarbeitung, HPLC-Fraktionierung und Isolierung immunreaktiven
Materials iiber weitere Trennschritte konnte die verstirkte Nutzung massenspektrome-
trischer Verfahren den Zeit- und Arbeitsaufwand entscheidend reduzieren (Uberblick
bei Verhaert und De Loof 1998). ESI- und MALDI-TOF lassen die direkte massenspek-
trometrische Untersuchung von Geweben nahezu ohne weitere Manipulationen zu. Pep-
tide konnten so in einzelnen Riesenneuronen der Schnecke Lymnea stagnalis (van Veelen
et al. 1993) oder aus den Neurohédmalorganen verschiedener Insekten (Corpora cardia-
ca (Verhaert et al. 1997), Perisympathische Organe (Predel 1998a)) direkt bestimmt
werden. Durch ESI-TOF und durch die Ergdnzung der MALDI-TOF mit chemischen,
enzymatischen oder physikalischen Fragmentationsmethoden ist nicht nur die exakte
Bestimmung der Massen, sondern auch die Sequenzierung der Peptide moglich. Die er-
ste de novo-Sequenzierung eines Peptids durch direct tissue-MALDI- und -ESI-TOF ist
die Identifizierung eines Undekapeptids aus den Corpora cardiaca des Schmetterlings
Vanessa cardui (Koellisch et al. 1999b). Das Peptid stellt offensichtlich ein Zwischen-
produkt aus der Biosynthese von Mas-AKH dar, das ebenfalls in den Corpora cardiaca
dieser Art nachgewiesen wurde (Kollisch et al. 1999a). Der Nachweis von Peptiden
direkt aus einem immuncytochemisch charakterisierten Gewebe heraus, stellt deshalb

eine ausgezeichnete Alternative zu dem in dieser Arbeit verwendeten Verfahren dar.
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15 Zusammenfassung

Die Neuropeptide bilden die vielfiltigste Klasse unter den Neuromediatoren. Bei
Insekten sind mittlerweile mehr als 240 Neuropeptide bekannt (Zusammenfassungen
bei Géade 1997 und Géde et al. 1997b), dabei wurden allein bei Heuschrecken mehr
als 40 (Schoofs et al. 1997) und bei der Amerikanischen Schabe mehr als 20 Neuro-
peptide (Predel 1998) sequenziert. Die topochemische Lokalisation der Neuropeptide
ist eine Grundvoraussetzung fiir das Versténdnis ihrer Funktion. Die Neuropeptide der
Insekten lassen sich nach ihrer Primérstruktur in mehr als 20 Peptidfamilien einordnen
(Néssel 1993). Eine der grofiten Peptidfamilien stellt dabei die adipokinetic hormo-
ne/red pigment-concentrating hormone-Familie oder kurz AKH/RPCH-Familie dar.

Die AKH/RPCH-Peptide der Insekten wurden bisher fast ausnahmslos direkt aus
den Corpora cardiaca isoliert. Die glanduldren Zellen der Corpora cardiaca gelten des-
halb als Syntheseort fiir die Peptide der AKH/RPCH-Familie. Immuncytochemische
Untersuchungen zeigten AKH-dhnliche Immunreaktivitit aufler in den glanduléren Zel-
len auch im Nervensystem zahlreicher Insektenarten. Die Untersuchungen demonstrier-
ten jedoch auch, dafl sich die im Nervensystem markierten Antigene von den glan-
duléren Peptiden unterscheiden (Schooneveld et al. 1985, 1987).

Bei Periplaneta americana wurden in den Corpora cardiaca zwei Peptide der
AKH/RPCH-Familie gefunden, Pea-CAH-I (Neurohormon D, Myotropin I) und Pea-
CAH-II. Ein polyklonales Antiserum gegen Pea-CAH-I firbte neben den glanduléren
Zellen ebenfalls Neurone und Fasern im Nervensystem der Amerikanischen Schabe.
Immunmarkierungen im Nervensystem von Insekten, die kein Pea-CAH-I/-IT in den
Corpora cardiaca synthetisieren, bekraftigten die Vermutung, dal das Antiserum mdogli-
cherweise mit Pea-CAH-I-dhnlichen Peptiden aus dem Nervensystem kreuzreagiert.

In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb die Kreuzreaktivitit des Anti-Pea-CAH-I-
Serums zur Charakterisierung der Pea-CAH-I-like Immunreaktivitat und zur Isolierung
Pea-CAH-I-dhnlicher Peptide aus dem Nervensystem eingesetzt werden. Diese Zielstel-
lung erforderte jedoch zunéchst die genaue Bestimmung der Antiserumspezifitit.

Die Ergebnisse der Untersuchungen konnen wie folgt zusammengefafit werden:

1. Die Pea-CAH-I-like Immunreaktivitdt im Nervensystem von Periplaneta ame-
ricana wird offensichtlich durch Antigene mit einem C-terminalen Tryptophan-
amidrest und nicht durch Pea-CAH-I/-IT verursacht. Die Immunfirbung im Ge-
hirn, im neurohidmalen Teil der Corpora cardiaca und im Bauchmark konnte
durch die Priainkubation des Antiserums mit verschiedenen Peptiden mit einem
Tryptophanamidrest am C-Terminus (-X-X-Wa-Peptide) unterdriickt werden. Die
Immunmarkierung von Pea-CAH-I und -II in den glanduldren Zellen der Corpora

cardiaca wurde im Unterschied dazu durch diese Pridabsorptionen des Antiserums
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kaum beeinflufit. Entsprechende Untersuchungen bei Periplaneta brunnea, Blatta
orientalis, Blattella germanica und Nauphoeta cinerea zeigten ebenfalls, dafi im
Gehirn dieser Schabenarten Antigene mit einem Tryptophanamidrest durch das
Anti-Pea-CAH-I-Serum angefiirbt werden. Die Fliissigphasepriaabsorptionen des
Anti-Pea-CAH-I-Serums mit -X-X-Wa-Peptiden erwiesen sich als einfache Metho-

de zur Differenzierung der Pea-CAH-I-like Immunreaktivitét.

2. Durch die Verwendung des Antiserums in einem competitiven Anti-Pea-CAH-I-
Enzymimmunoassay sowie durch HPLC und MALDI-TOF Massenspektrometrie
konnte gezeigt werden, dafl neben Pea-CAH-I und -IT noch weitere Peptide mit

dem Antiserum kreuzreagieren.

(a) Aus einem RCK-Extrakt von Periplaneta americana wurden drei kreuzreak-
tive Peptide isoliert. Der Spezifitit des Anti-Pea-CAH-I-Serums entsprechend
(siehe unten) besitzen sie einen C-terminalen Tryptophanamidrest. Auch die
Absorptionsspektren der isolierten Peptide sprechen fiir das Vorhandensein
von Tryptophan. Im Massenspektrum stellten sich diese Peptide jeweils als
zwei Peaks mit einer Massendifferenz von 16 Da dar. Diese Massendifferenz
ist typisch fiir AKH/RPCH-Peptide, die in der MALDI-TOF Na*- und K-
Addukte bilden. Die Massenzahlen der isolierten Peptide lassen sich keinen
bekannten Peptiden zuordnen. Die Peptidmassen sind kleiner als die der be-
kannten AKH/RPCH-Oktapeptide und entsprechen auch nicht den Massen
von Pea-CAH-I/-II-Fragmenten.

(b) Das Nonapeptid Pea-MIP wurde anhand der Ubereinstimmung der Reten-
tionszeit und Massenzahl mit synthetischem Pea-MIP im 5. freien Abdomi-
nalganglion von Periplaneta americana sowie im Gehirn und Retrocerebral-
komplex von Nauphoeta cinerea nachgewiesen. Pea-MIP ist kein Mitglied der
AKH/RPCH-Familie, sondern gehort zu den W?*W?-Peptiden. Die Kreuz-
reaktivitdt von Pea-MIP mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum beruht auf dem
Tryptophanamidrest am C-Terminus des Peptids. Wie Immunmarkierungen
mit einem Anti-Pea-MIP-Serum zeigten (Predel et al. 2001), ist Pea-MIP in
den Neuronen der Abdominalganglien enthalten, die auch durch das Anti-
Pea-CAH-I-Serum markiert wurden (Eckert et al. 1997). Pea-MIP ist bisher

das einzige W?W?-Peptid, das bei verschiedenen Arten nachgewiesen wurde.

3. Die Sperifitdt des Antiserums war durch die Bestimmung der Kreuzreaktivitit
verschiedener heterologer Antigene in competitiven und nichtcompetitiven Anti-
Pea-CAH-I-Enzymimmunoassays sowie durch Fliissigphasepridabsorptionen und
Immunmarkierungen untersucht worden. Die Spezifitdt des Antiserums wird wie

folgt beschrieben:
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(2)

Das Anti-Pea-CAH-I-Serum ist nicht substanzspezifisch fiir Pea-CAH-T (pQ'-
VZN3.FL.S-P6-N"-Wa®), da die Antikérper gegen das C-terminale Tripep-
tid von Pea-CAH-I gerichtet sind, das auch typisch fiir eine Reihe anderer
AKH/RPCH-Oktapeptide (-P-N-Wa-Peptide) ist. Das Antiserum bindet au-
erdem mit abnehmender Kreuzreaktivitit auch -P-X-Wa- und -X-X-Wa-
Peptide. Der Austausch der Aminoséurereste in den Positionen 6 und 7 wird
durch das Anti-Pea-CAH-I-Serum toleriert. Eine Ausnahme bilden -P-D-Wa-
Peptide, die genauso gut erkannt werden wie -P-N-Wa-Peptide. Asparag-
insdure und Asparagin werden in der vorletzten Position durch das Anti-
serum nicht unterschieden. Dagegen fiihrt die C-terminale Verldngerung der
Peptide und die damit verbundene Umwandlung von Tryptophanamid in
Tryptophan zum Verlust der Kreuzreaktivitdt. Der Tryptophanamidrest am
C-Terminus ist damit die minimale Voraussetzung fiir die Kreuzreaktivitit
mit dem Anti-Pea-CAH-I-Serum.

Die Kreuzreaktivitit des Anti-Pea-CAH-I-Serums mit den Peptiden kann
sich durch die Immobilisierung der Peptide verdndern, da Linge und Struk-
tur des N-Terminus die Immobilisierung beeinflussen. Peptide mit fiinf
und weniger Aminosiuren wurden im nichtcompetitiven Anti-Pea-CAH-I-
Enzymimmunoassay fast ausnahmslos schlechter erkannt als C-terminal ver-
gleichbare ldngere Peptide. Peptide mit einem N-terminalen Pyroglutama-
trest werden schlechter immobilisiert als Peptide mit freiem Amino-Terminus.
Von den am schwéchsten kreuzreaktiven -X-X-Wa-Peptiden wurden nur
-X-X-Wa-Peptide ohne N-terminalen Pyroglutamatrest im nichtcompetiti-

ven Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassay eindeutig detektiert.

Anhand der Kreuzreaktivitit von -P-N/D-Wa- und -P-X-Wa-Peptiden mit
einem N-terminalen Pyroglutamatrest konnte im nichtcompetitiven Enzym-
immunoassay demonstriert werden, dafl sich Peptide mit geblocktem N-
Terminus und ohne weitere freie Aminogruppen an einer mit Glutaraldehyd
aktivierten Poly-L-Lysin-Schicht immobilisieren lassen. Die Immobilisierung
der Peptide war weitesgehend unabhéngig von Glutaraldehyd. Dies wurde
auch fiir Peptide mit freiem N-Terminus festgestellt. Moglicherweise kénnen
so auch Peptide ohne freie Aminogruppen bei einer Glutaraldehydfixierung

im Gewebe fixiert werden. Das gilt jedoch nicht fiir N-terminal geblockte
-X-X-Wa-Peptide.

Durch Fliissigphasepraabsorptionen des Anti-Pea-CAH-I-Serums mit -X-X-
Wa-Peptiden konnte gezeigt werden, dafl das Antiserum trotz der geringen
Kreuzreaktivitit bei einer Immunmarkierung im Gewebe Antigene mit ei-

nem C-terminalen Tryptophanamidrest markiert. Die glanduléren Zellen von
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Schistocerca gregaria und Gryllus bimaculatus wurden vermutlich nicht mar-
kiert, weil deren glandulire -X-X-Wa-Peptide durch den N-terminalen Pyro-

glutamatrest nicht ausreichend fixiert wurden.

4. Der Gehalt an Pea-CAH-I-like Immunreaktivitdt im Retrocerebralkomplex und
verschiedenen Abschnitten des Nervensystems von Periplaneta americana wur-
de gemessen. Zur Einordnung der Mefergebnisse konnten nur Literaturangaben
zum Gehalt an Pea-CAH-I/-II in den Corpora cardiaca von Periplaneta ame-
ricana verwendet werden. Wird die Immunreaktivitit weiterer kreuzreagieren-
der Verbindungen einbezogen, stehen die hier ermittelten Werte fiir den Gehalt
an Pea-CAH-I-like Immunreaktivitdt im Retrocerebralkomplex der Amerikani-
schen Schabe in gutem Einklang mit diesen Daten. Die quantitative Verteilung
der Pea-CAH-I-like Immunreaktivitdt in Gehirn und Retrocerebralkomplex von
Nauphoeta cinerea unterscheidet sich deutlich von der Verteilung bei Periplaneta

americana, bei der die glanduldren Peptide gemessen wurden.

5. Anhand der Sperzifitit des Anti-Pea-CAH-I-Serums wurde deutlich, welche Be-
deutung die Charakterisierung der Antiserumspezifitét fiir die Interpretation im-
muncytochemischer Daten besitzt. Die Untersuchungen bekriftigten auflerdem,
wie wichtig der Einsatz verschiedener, sich ergédnzender Methoden ist, da die
Kreuzreaktivitdt des Antiserums auch von den Testbedingungen der Methoden
beeinfluit wurde. Dies wurde nicht nur bei der Charakterisierung des Anti-Pea-
CAH-I-Serums klar, sondern zeigte sich auch bei der Verwendung des competiti-
ven Anti-Pea-CAH-I-Enzymimmunoassays zum Screening der Immunreaktivitéit
in fraktionierten Gewebeextrakten. Trotz einer hinreichend hohen Empfindlichkeit
des Enzymimmunoassays fiir Pea-CAH-I (0,1 pmol) reichte die Kreuzreaktivitit
des Anti-Pea-CAH-I-Serums fiir den C-terminalen Tryptophanamidrest nicht aus,
um das -X-X-Wa-Peptid Pea-MIP in Gewebeextrakten eindeutig zu erkennen. Das
Anti-Pea-CAH-I-Serum ist deshalb nur bedingt zur Isolierung kreuzreaktiver Pep-
tide geeignet. Durch den Einsatz von HPLC und MALDI konnte dieses Problem
gelost werden. Eine Alternative zu dem hier verwendeten Isolierungsverfahren
konnte beispielsweise die Untersuchung immuncytochemisch charakterisierter Ge-
webe oder Zellen durch die direct-tissue-MALDI-TOF-Massenspektrometrie dar-

stellen.
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