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angeborener Immunität beigetragen. Freies Denken und Kreativität sind von höchstem Wert 

wenn es darum geht experimentell gewonnene Erkenntnisse in wissenschaftliche Texte zu 
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1 Zusammenfassung und Abstract 
 
Die Spezifität angeborener Immunmechanismen wird entscheidend von genetischer Diversifi-

zierung und selektiver Anpassung in der Evolution von Wirt-Mikroben-Interaktionen beein-

flusst. Angeborene Immunantworten von Insekten werden demnach allgemein als effizient, 

jedoch bedingt durch Keimbahn-kodierte Mustererkennungsrezeptoren (PRR) als einge-

schränkt spezifisch beschrieben. In Zusammenhang mit exklusiver molekularer Diversität des 

Down-Syndrom-Zelladhäsionsmoleküls (Dscam) bei Vertretern der Pancrustacea verdichten 

sich Belege, die für eine Funktion als hypervariabler, Pathogen-spezifischer PRR der Immun-

globulin-Superfamilie sprechen. Obwohl experimentelle Daten erregerspezifische Dscam-

Spleißformen in Hämozyten von Insekten und Krebstieren sowie deren Beteiligung an In-vitro-

Phagozytose von Mikroorganismen zeigen, sind Genexpressionsmuster in Hämozyten und 

deren Relevanz im Rahmen angeborener Immunantworten in vivo noch größtenteils unbe-

kannt. Anhand eines In-vivo-Modells bakterieller Stimulation und monoklonaler Antikörper für 

spezifische Hämozytentypen wurden die Genaktivität und das Proteinmuster von Manduca 

sexta Dscam (MsDscam) in zirkulierenden, larvalen Hämozyten charakterisiert. Trotz geringer 

quantitativer Veränderungen der relativen mRNA-Level konnte eine qualitative Veränderung 

des differenziellen Transkriptionsmusters von MsDscam in Zusammenhang mit Hämocoel-In-

jektion von fixierten E. coli K12 festgestellt werden. In Abwesenheit von Immunstimulation ist 

MsDscam-Transkript ausschließlich in einer seltenen Population sphärischer Hämozyten mit 

exzentrischen Zellkernen lokalisiert. Prophenoloxidase (proPO) enthaltende Oenozytoide mit 

gleichen morphologischen Eigenschaften fallen unabhängig als einzige Population in Zirkula-

tion mit membranassoziiertem MsDscam-Muster auf. Nach E. coli-Injektion ist der prozentuale 

Anteil von Hämozyten mit aktiver MsDscam-Transkription hingegen signifikant um das Zehn-

fache erhöht (p < 0,001), darunter auch Subpopulationen von Plasmatozyten und granulären 

Zellen. Damit vermittelt diese Dissertation zum ersten Mal in zwei Jahrzehnten immunologi-

scher Dscam-Forschung ein fundiertes Bild immunstatusabhängiger Genaktivität in drei dis-

tinkten Hämozytentypen. Zusätzlich ergeben sich kumulative Hinweise, die eher für funktio-

nelle Relevanz von MsDscam im Rahmen einer zweiten Immunantwort sprechen als in der 

Akutphase-Immunantwort nach erstmaliger mikrobieller Stimulation. Dementsprechend liefert 

diese Arbeit erstmals eine Grundlage für die Analyse Dscam-basierter molekularer Diversität 

in proPO-produzierenden Hämozyten, was zu einem erweiterten Verständnis von Oenozytoide 

als immunologische Masterregulatoren in Manduca beitragen kann. Typspezifische Transkrip-

tomanalyse von Manduca-Hämozyten in Homöostase und Immunstimulation kann somit nicht 

nur zur Validierung der Hypothese von funktioneller Relevanz von Dscam beim Immunpriming 

in Insekten, sondern auch zur Aufklärung der immer noch unbekannten Regulation zellulärer 

Dscam-Spleißsignaturen beitragen. 
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Genetic diversification and selective adaptation are major drivers of host-microbe evolution 

sculpturing specificity of innate immune mechanisms. In this context insect innate immune 

responses are broadly recognized to be efficient yet restricted by specificity of germline-en-

coded pattern recognition receptors (PRR). Evidence is accumulating to the hypervariable im-

munoglobulin superfamily member Down syndrome cell adhesion molecule (Dscam) acting as 

pathogen-specific PRR due to exclusive molecular diversity with tens of thousands of splice 

forms in pancrustacean species. Although experimental data show elicitor-specific alternative 

Dscam splicing in insect and crustacean hemocytes and its implication in phagocytosis of 

microbes in vitro expression pattern in hemocytes and relevance during innate immune 

response in vivo still remains unknown. Using a model of bacterial stimulation in vivo and mo-

noclonal antibodies for specific types of hemocytes gene activity and protein pattern of 

Manduca sexta Dscam (MsDscam) were characterized in circulating hemocytes of stage five 

larvae. Despite of low quantitative changes in relative mRNA levels systemic immune stimula-

tion by hemocoel injection of fixed E. coli K12 leads to qualitative alteration of differential 

transcription pattern. In absence of immune stimulation MsDscam transcript is exclusively lo-

calized within a rare subset of spherical hemocytes with eccentric nuclei addressing the de-

tectable MsDscam mRNA level of all circulating hemocytes to a single type. Prophenoloxidase 

(proPO) containing hemocytes with similar morphological properties are noticeable as the only 

subset in circulation with membrane-associated MsDscam pattern picturing to constitutive 

gene expression in Oenocytoids. Following E. coli injection the percentage of hemocytes with 

active MsDscam transcription is significantly increased by ten fold (p < 0.001) including sub-

sets of plasmatocytes and granular cells. Thus, for the first time in two decades of Dscam 

research in innate immunity, this dissertation draws a profound picture of immune status rela-

ted gene activity in three distinct types of hemocytes which are present across all major insect 

taxa. Additionally, temporal pattern of immune-related gene expression and phagocytic uptake 

of E. coli are giving rise to cumulative evidence for functional implication of MsDscam as part 

of second wave rather than acute phase immune response to microbial challenge. Accordingly, 

this work provides the first basis for analyzing Dscam-based molecular diversity in proPO pro-

ducing hemocytes, contributing to a deeper understanding of oenocytoids as immunological 

master regulators of Manduca. Type-specific transcriptome analysis of Manduca hemocytes 

in homeostasis and immune challenge can not only contribute to validate the hypothesis of 

functional implication of Dscam in insect immune priming but also to unravel the still unknown 

mechanism of Dscam splice signature regulation. 
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2 Einleitung 
 
Angeborene Immunität stellt in Vertebraten und mehrzelligen Invertebraten eine evolutionär 

konservierte und im Falle von Infektion eine der ersten Formen antimikrobieller Abwehr dar 

(Pradeu et al., 2024). Dieser evolutionäre Erfolg beruht auf der Erkennung konservierter mo-

lekularer Strukturen, sogenannter Pathogen-assoziierter molekularer Muster (Engl.: pathogen-

associated molecular pattern, Abk.: PAMPs), durch Mustererkennungsrezeptoren (Engl.: pat-

tern recognition receptors, Abk.: PRRs) (Silva & Gomes, 2024). Diese Keimbahn-kodierten 

Rezeptoren erkennen charakteristische Oberflächenstrukturen von Bakterien, Pilzen oder Vi-

ren und leiten Signalkaskaden ein, die sowohl humorale als auch zelluläre Effektormechanis-

men aktivieren. Bei Wirbeltieren umfasst dieses System verschiedene Rezeptorfamilien – da-

runter Toll-like-, NOD-like-, RIG-I-like-, C-type-Lectin- und AIM2-like-Rezeptoren – deren 

strukturelle und funktionelle Homologien eine gemeinsame evolutionäre Herkunft nahelegen 

(Riera Romo et al., 2016; Wicherska-Pawłowska et al., 2021). Auch in Invertebraten erfüllt die 

PRR-vermittelte Erkennung von PAMPs die grundlegende Aufgabe zwischen körpereigen und 

körperfremd zu unterscheiden und geeignete Abwehrmaßnahmen einzuleiten (D. Li & Wu, 

2021). 

 
In Zusammenhang mit fehlenden adaptiven Immunmechanismen ist angeborene Immunität 

insbesondere für Invertebraten von zentraler Bedeutung (Pradeu et al., 2024). Immunantwor-

ten wirbelloser Tiere wie Insekten und Krebstiere umfassen Effektormechanismen wie Pha-

gozytose, Agglutination, Kapselbildung, Nodulation, Melanisierung und die Synthese antimik-

robieller Peptide (Hillyer, 2016; Eleftherianos et al., 2021a). All diese Prozesse werden durch 

PRRs initiiert, die konservierte mikrobielle Moleküle wie Peptidoglykane, Lipopolysaccharide 

oder β-1,3-Glukane binden (Lin et al., 2020). Studien an Lepidopteren haben gezeigt, dass 

eine große Vielfalt solcher PRRs existiert, darunter Erkennungsproteine mit Spezifität für Pep-

tidoglykan (PGRPs), β-1,3-Glukan (βGRPs) beziehungsweise gramnegative Bakterien bin-

dende Proteine (GNBPs), C-Typ-Lektine (CTLs) und Galektine (Zhao et al., 2023). Diese Mo-

leküle fungieren als erste sensorische Ebene des Insektenimmunsystems und aktivieren so-

wohl zelluläre als auch humorale Signalwege, die in ihrer Gesamtheit eine spezifische, aber 

genetisch festgelegte Antwort auf mikrobielle Infektion vermitteln (Viljakainen, 2015; Lin et al., 

2020). 
 
Im Vergleich zu adaptiver Immunität wird die Erkennung von PAMPs mittels Keimbahn-kodier-

ter PRRs traditionell als funktionell eingeschränkt diskutiert, da diese auf einem festen Rezep-

tor-Repertoire ohne somatische Diversifizierung beruht (Q. Zhang et al., 2010). Die Entde-

ckung angeborener molekularer Diversität in Zusammenhang mit der Beschreibung des 

Down-Syndrom-Zelladhäsionsmoleküls (Dscam) in Vertretern der Pancrustacea hat dieses 



Einleitung 

 4 

Bild jedoch grundlegend verändert (Cerenius & Söderhäll, 2013). Dscam gehört zur Immun-

globulin-Superfamilie (IgSF, vgl. Kapitel 2.2 und Abbildung 2.1) und weist bei Insekten und 

Krebstieren exklusive molekulare Diversität auf, die durch alternatives Spleißen erzeugt wird 

(Ng et al., 2014; Ng & Kurtz, 2020). Während Dscam im Nervensystem von Vertebraten und 

Invertebraten für die Etablierung neuronaler Netzwerke unerlässlich ist (Schmucker & Chen, 

2009; Hizawa et al., 2024a), konnte gezeigt werden, dass Dscam in Arthropoden ebenfalls in 

immunkompetenten Geweben exprimiert ist (Armitage et al., 2017). Besonders bemerkens-

wert ist, dass mehrere Zehntausend bis Millionen verschiedene Proteinisoformen von einem 

einzigen Dscam-Gen kodiert sind – eine Diversität, die funktionell an die Antikörpervielfalt der 

Vertebraten erinnert (Armitage et al., 2015a; Brites & Du Pasquier, 2015; Apitanyasai et al., 

2019). 

 
Die Bildung von Isoformen erfolgt durch kombinatorisches alternatives Spleißen von Exonkas-

setten, die für variable Immunglobulin-Domänen der Extrazellularregion kodieren (Graveley, 

2005; X. Wang et al., 2012). In Zusammenhang mit Immunstimulation mit Mikroorganismen 

existieren Nachweise von Expression spezifischer Spleißformen in Vertretern der Insecta 

(Drosophila, Anopheles) und Crustacea (Daphnia, Litopenaeus, Eriocheir) (Watson et al., 

2005a; Dong et al., 2006a; Brites et al., 2008; Hung et al., 2013; X.-J. Li et al., 2018a). Diese 

Beobachtungen führten zur Hypothese, Dscam könne in Arthropoden eine adaptive Kompo-

nente innerhalb der angeborenen Immunität darstellen – gewissermaßen ein „molekulares Ge-

dächtnis“ ohne somatische Rekombination (Armitage et al., 2015a). Experimentelle Befunde 

der Weißfußgarnele Litopenaeus vannamei sowie der Wollhandkrabbe Eriocheir sinensis stüt-

zen diese Annahme, indem sie zeigen, dass Hämozyten pathogen-spezifische Dscam-Tran-

skripte exprimieren und dass bestimmte Isoformen selektiv an spezifische Bakterien binden 

(Hung et al., 2013; X.-J. Li et al., 2018a). Die Bindungseigenschaften der variablen Ig-Domä-

nen zwei und drei (vgl. Abbildung 2.2) deuten darauf hin, dass einzelne Isoformen distinkte 

PAMPs erkennen können, womit Dscam funktionell als hypervariabler PRR diskutiert wird. 

 
Trotz dieser Erkenntnisse ist das Wissen über die tatsächliche Funktion von Dscam im Rah-

men von Immunantworten in vivo immer noch begrenzt. Die meisten Studien basieren auf 

Zellkulturexperimente mit Hämozyten-ähnlichen embryonalen Insektenzellen (Watson et al., 

2005a; Dong et al., 2006a) oder auf Krebstiermodellen (Hung et al., 2013; X.-J. Li et al., 

2018a), während Untersuchungen an zirkulierenden Hämozyten von Insekten fehlen. Zudem 

ist immer noch unbekannt, ob Dscam-Expression mit spezifischen Hämozytentypen assoziiert 

ist und wie sich Transkriptionsmuster räumlich im Zuge von Immunstimulation verändern. Vor-

handene Daten deuten zwar auf eine Beteiligung von Dscam an der Phagozytose hin (Watson 

et al., 2005a; Dong et al., 2006a; X.-J. Li et al., 2018a), doch konnte bisher kein direkter 
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Nachweis einer funktionellen Rolle in der zellulären Immunabwehr von Insekten in vivo er-

bracht werden (Lin et al., 2020). 

 
Vor diesem Hintergrund gewinnt das Modellsystem Manduca sexta besondere Bedeutung. 

Der Tabakschwärmer ist einer der am besten untersuchten Lepidopteren in der Immunologie 

und verfügt über klar definierte Hämozytentypen (Bredow & Trenczek, 2022), ein gut charak-

terisiertes humorales Abwehrsystem (Kanost et al., 2004) und eine etablierte Methodik zur 

Immunstimulation durch bakterielle Injektionen (Hussa & Goodrich-Blair, 2012). Frühere Stu-

dien an M. sexta beschrieben eine Vielzahl klassischer PRRs, darunter PGRPs, βGRPs und 

C-Typ-Lektine, die eine koordinierte Aktivierung der Phenoloxidase-Kaskade und antimikrobi-

eller Peptide kodierender Gene vermitteln (Yu et al., 2002). Dennoch ist Dscam in Manduca 

bisher nur im Rahmen einer Bulk-Transkriptomstudie beschrieben (X. Zhang et al., 2015). 

 
Evolutionsbiologische Analysen haben gezeigt, dass die Domänenarchitektur vieler PRRs, da-

runter auch Ig-Superfamilienmitglieder, wiederholt und unabhängig in unterschiedlichen phy-

logenetischen Linien entstanden ist (Q. Zhang et al., 2010). Dieses Phänomen der parallelen 

Evolution weist darauf hin, dass die Kombination bestimmter funktioneller Domänen – wie Ig-

Domänen, Leucin-reiche Wiederholungen oder Lektindomänen – durch konvergente Selekti-

onsdrücke bevorzugt wird. Dscam stellt in diesem Zusammenhang ein besonders eindrucks-

volles Beispiel dar: Die variable Extrazellularregion kombiniert klassische Ig-Domänen mit ei-

ner transmembranen Verankerung und intrazellulären Signalmotiven, wodurch es sowohl Ad-

häsions- als auch Rezeptor-Funktionen übernehmen kann (X.-J. Li et al., 2018a). Während 

diese Eigenschaften im Nervensystem in Rahmen der neuronalen Selbst- und Fremderken-

nung beschrieben sind (Matthews et al., 2007), könnten sie in angeborenen Immunmechanis-

men differenzierte und spezifische Erkennung von Mikroorganismen vermitteln und zum Phä-

nomen des Immunpriming in Insekten beitragen (W. Li, 2021). 

 
Die vorliegende Dissertationsarbeit verfolgt das Ziel die Genaktivität und Proteinmuster von 

Manduca sexta Dscam (MsDscam) in zirkulierenden Hämozyten während bakterieller Immun-

stimulation zu charakterisieren. Im Fokus steht die Fragestellung, ob MsDscam-Transkripte 

und -Proteine hämozytentypspezifisch exprimiert bzw. präsentiert werden und ob diese Muster 

durch bakterielle Stimulation moduliert werden. Dazu wurde ein In-vivo-Modell etabliert, bei 

dem Manduca-Larven am zweiten Tag des fünften Entwicklungsstadiums (L5d2) mittels Hä-

mocoel-Injektion mit fixierten Escherichia coli K12 injiziert werden. Die Analyse erfolgte auf 

mehreren Ebenen: (1) Nachweis der MsDscam-Transkription in immunrelevanten Geweben 

und Organen unbehandelter Larven, (2) zeitabhängige Expressionsanalyse von MsDscam so-

wie den immunrelevanten Genen (eater, lysozym, attacin, gloverin) in Hämozyten nach bak-

terieller Stimulation, (3) Lokalisation von Dscam-mRNA in Hämozyten mittels RNA-in-situ-
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Hybridisierung, (4) Identifikation Dscam-positiver Hämozytentypen durch monoklonale Anti-

körper, (5) Untersuchung der MsDscam-Proteinmuster in Hämozyten und weiteren immun-

kompetenten Geweben und Organen mittels Western Blotting, sowie (6) mikroskopische Ana-

lyse der Kolokalisation von Hämozyten und Bakterien als Hinweis auf Phagozytose. Mit dieser 

Vorgehensweise wird erstmalig die Genexpression von Dscam in zentralen Effektorzellen der 

angeborenen Immunität eines Lepidopteren in vivo untersucht. Besondere Aufmerksamkeit 

gilt dabei den Oenozytoiden, einer morphologisch distinkten Hämozytenpopulation, die Pro-

phenoloxidase enthält und bislang vor allem als Mediator humoraler Immunität in Zusammen-

hang mit Initiierung von Melanisierung beschrieben ist (Lin et al., 2020). Durch die Kombination 

von molekularbiologischen und zellulären Analysen soll die Arbeit einen Beitrag zur Klärung 

leisten, ob Dscam im Insektenimmunsystem als funktioneller Mustererkennungsrezeptor 

agiert. Erkenntnisse über die Dscam-Expression in unterschiedlichen Hämozytentypen und 

deren dynamische Regulation könnten langfristig zu einem erweiterten Verständnis der zellu-

lären Organisation des Insektenimmunsystems führen. 

Insgesamt stellt diese Studie einen entscheidenden Schritt dar, um die Hypothese einer im-

munologischen Doppelfunktion von Dscam zu prüfen – einerseits als neuronales Adhäsions-

molekül, andererseits als variabler Rezeptor in der angeborenen Immunität. 

 
 
2.1 Die Stellung von Dscam innerhalb der Zelladhäsionsmoleküle 
 
Zelladhäsionsmoleküle (Engl.: cell adhesion molecules, Abk.: CAMs) sind transmembrane 

Glykoproteine von hoher struktureller Diversität, die Interaktionen zwischen Zellen und ihrer 

Umgebung vermitteln (Elangbam et al., 1997; Sierra-Arregui et al., 2020; Moreland & Poulain, 

2022). CAMs sind an vielen physiologischen Prozessen wie der Morphogenese, Gewebsent-

wicklung und -organisation, Zell-Zell-Kommunikation, Zellmigration sowie an der Regulierung 

der Immunantwort beteiligt, indem sie Adhäsion zwischen Zellen bzw. zwischen Zellen und 

extrazellulärer Matrix (Engl.: extracellular matrix, Abk.: ECM) ermöglichen (Edelman, 1983; 

Henricks & Nijkamp, 1998; Harjunpää et al., 2019)(Harjunpää et al., 2019). Auf Grundlage von 

Struktur und Funktion lässt sich der Großteil der CAMs vier Proteinfamilien zuordnen: In-

tegrine, Selektine, Cadherine und Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie (IgSF) (Elang-

bam et al., 1997; Joseph-Silverstein & Silverstein, 1998; Petruzzelli et al., 1999; Ren et al., 

2011; Harjunpää et al., 2019). 

Die funktionelle Vielseitigkeit der Zelladhäsionsmoleküle spiegelt sich in ihrer strukturellen 

Vielfalt und ihren ligandenbindenden Eigenschaften wieder. Integrine sind hauptsächlich an 

der Bindung von Komponenten der ECM wie Fibronektin und Kollagen beteiligt und sorgen für 

strukturelle Stabilität und Signalübertragung zur Regulierung von Zellbewegung und Prolifera-

tion (Samanta & Almo, 2015). Eine Ausnahme bilden Immunzellintegrine. Diese können so-

wohl an lösliche Liganden als auch an Liganden auf anderen Zellen binden, wodurch sie eine 
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multifunktionale Rolle bei der Immunüberwachung und -antwort einnehmen (Harjunpää et al., 

2019). Im Gegensatz dazu vermitteln Selektine, Cadherine und IgSF-Mitglieder Zell-Zell-Ad-

häsion und zeichnen sich durch unterschiedliche Bindungsmechanismen und zelluläre Funk-

tionen aus (Samanta & Almo, 2015). So binden Selektine kalziumabhängig an Kohlenhydrat-

verbindungen und Cadherine vermitteln kalziumabhängig homophile Bindung während Mit-

glieder der IgSF sowohl an homophilen als auch heterophilen Interaktionen beteiligt sind (Patel 

et al., 2003; Sperandio, 2006). In Zusammenhang mit Sequenzhomologie N-terminaler Im-

munglobulin- bzw. Immunglobulin-ähnlicher Proteindomänen ist Dscam als Mitglied der IgSF 

klassifiziert (Yamakawa et al., 1998a; Sawaya et al., 2008). 
 
 
2.2 Dscam – Proteindomänenstruktur 
 
Als Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie besteht die Proteindomänenstruktur von Dscam 

typischerweise aus Immunglobulin-Domänen (Ig-Domänen), Immunglobulin-ähnlichen Domä-

nen (Ig-like-Domänen) und Fibronektin-Typ-III-Domänen (FNIII-Domänen). Ig- und Ig-like-Do-

mänen sind von molekularer Variabilität gekennzeichnet und in Bindungsfunktionen im Rah-

men der Zelladhäsion, Antigenerkennung und -neutralisation sowie Gewebeorganisation und 

-differenzierung involviert (Halaby & Mornon 1998). Die den Ig-C2-Typ-Domänen ähnlichen 

FNIII-Domänen sind aufgrund enthaltener RGD-Sequenzen in Interaktionen mit Integrinen so-

wie in Zelladhäsion assoziiert mit Thrombose, Entzündungen und Tumormetastasierung invol-

viert (Brümmendorf & Rathjen 1994, Leahy et al. 1996). In Bezug auf das Muster der Protein-

domänen lassen sich bei Dscam und Dscam-ähnlichen Proteinen unterschiedlicher Vertreter 

der Vertebrata und Invertebrata eine immer gleiche Sequenz bestehend aus neun Ig-Domä-

nen, vier FNIII-Domänen, einer Ig-Domäne, zwei FNIII-Domänen und einer Trans-membrand-

omäne in silico ermitteln (Abb. 2.1). 
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Abbildung 2.1: Dscam und Dscam-ähnliche Proteine bestehen aus einem evolutionär konservierten Pro-
teindomänenmuster (9 Ig – 4 FNIII – 1 Ig – 2 FNIII – 1 TM). 
In silico-Vergleich des Domänenmusters von Dscam Proteinen und prognostizierten Dscam-ähnlichen Proteinen 
unterschiedlicher Vertreter der Invertebrata (a – g) und Vertebrata (h – j). Die Proteindomänen wurden mittels Pro-
file Hidden Markov Model-Sequenzanalyse mit der SMART-Datenbank (EMBL Heidelberg) ermittelt. 
Abkürzungen: Ig-Domäne, Immunglobulin- bzw. Immunglobulin-ähnliche Domäne; FNIII, Fibronektin-Typ-III-Do-
mäne; TM, Transmembrandomäne; N-Terminus, Amino-Terminus; C-Terminus, Carboxy-Terminus. Sequenz-/ 
Protein-ID: a) Msex2.09537-RA; b) XP_012548623.1; c) AAF71926.1; d) XP_309810.4; e) AAT96374.1; 
f) EFA10759.1; g) AGL39311.1; h) XP_008250120.1; i) AAG28796.1; j) AAF27525.1. 
 
 
2.3 MsDscam – Gen-, Transkript- und Proteinstruktur 
 
Das für das Down-Syndrom-Zelladhäsionsmolekül kodierende Gen von M. sexta (MsDscam) 

mit der i5k-Sequenz-ID Msex2.09537-RA besteht bei einer Länge von 63,7 Kilobasenpaaren 

aus 98 Exons, darunter vier Exonkassetten mit variablen, alternativen Exons, flankiert von 37 

konstanten Exons und intermediären Introns (Abb. 2.2 A). Die Exonkassetten 5 (cyan), 7 

(pink), 14 (gelb) und 33 (blau) bestehen aus 15, 27, 17 bzw. 2 alternativen Exons mit vari-

ablen Nukleotidsequenzen (Abb. 2.2 B). 36 der 37 konstanten Exons sind konstitutiv (weiß), 

d. h. Spleißform-unabhängig in jeder reifen Dscam-mRNA-Isoform vorhanden (Abb. 2.2 B & 

C). Bei dem 37. konstanten Exon, Exon 35 (braun), handelt es sich um ein optionales Exon 

(Abb. 2.2 B & C). Mit einer Länge von 99 Basen kodiert Exon 35 für 33 Aminosäuren mit ei-

ner kalkulierten molekularen Masse von 3,95 Kilodalton und ist optional vorhanden oder nicht 

vorhanden. Mittels alternativem prä-mRNA-Spleißen der Exonkassetten (mutually exclusive 

splicing) und des optionalen Exons (exon skipping) kodiert MsDscam für potenziell 27.540 

unterschiedliche Transkript- bzw. Proteinspleißformen (Abk. Isoformen, Abb. 2.2 B, Jin et al. 

2018). Inklusive Exon 35 besteht jede Transkript-Isoform aus 41 Exons mit einer Spleißform-

abhängigen Länge von ca. 8,1 Kilobasen (Abb. 2.2 C). Je Exonkassette ist dabei in jeder rei-

fen Dscam mRNA-Isoform ein alternatives Kassettenexon gespleißt, flankiert von 37 kon-



Einleitung 

 9 

stanten Exons (Abb. 2.2 C). Dementsprechend kodieren reife Dscam-Transkripte inklusive 

Exon 35 Spleißform-abhängig für ein Protein bestehend aus ca. 1.970 Aminosäuren mit ei- 

ner kalkulierten molekularen Masse von ca. 215,2 Kilodalton und einem kalkulierten isoelektri-

schen Punkt um pH 6,35 (Abb. 2.2 D). Exklusive Exon 35 bestehen reife Transkripte hingegen 

aus 40 Exons mit einer Länge von ca. 8,0 Kilobasen und kodieren potenziell für ein Protein 

bestehend aus 1.937 Aminosäuren mit einer kalkulierten molekularen Masse von ca. 211,2 Ki-

lodalton und einem kalkulierten isoelektrischen Punkt um pH 6,16. Die variablen Abschnitte 

der Ig-Domänen 2 und 3 sind von den Exonkassetten 5 bzw. 7 kodiert, während die variable 

Ig-Domäne 7 und beide Varianten der Transmembrandomäne von den Exonkassetten 14 bzw. 

33 kodiert sind (Abb. 2.2 C & D). Das N-terminale Signalpeptid (rot) bzw. die Proteindomänen 

Ig1, Ig4 – Ig6 und Ig8 – Ig9 – 4x FNIII – Ig10 – 2x FNIII sind von den Exons 2 & 3, 4, 9 – 13 

bzw. 15 – 32 kodiert (Abb. 2.2 C & D). Exon 35 kodiert für eine C-terminale, zytoplasmatische 

Domäne, während Exon 1 (grau) nicht kodierend ist (Abb. 2.2 C & D). Potenzielle posttransla-

tionale Modifikationen sind in Form von Phosphorylierungen an bis zu 206 der 1.970 Residuen 

der gesamten Proteinsequenz in silico prognostizierbar (Abb. 12.11 im Appendix). Potenzielle 

Glykosylierungen sind an Aminosäureresiduen der Proteindomänen Ig1, Ig5, Ig6, FN3 und 

FN5 in silico prognostizierbar (Abb. 12.12 und 12.13 im Appendix), während potenzielle Nitro-

sylierungen von Cystein-Residuen im Signalpeptid sowie in den Immunglobulin-Domänen 4, 

7 und 10 in silico prognostizierbar sind (Abb. 12.14 im Appendix). 

 

 
 
Abbildung 2.2: Gen-, Transkript- und Proteindomänenstruktur von MsDscam, editiert nach Zhang et al. 
(2015). 
A: Das für Dscam kodierende Gen von M. sexta (MsDscam) mit der i5k-Sequenz-ID Msex2.09537-RA besteht     
aus vier Exonkassetten mit variablen, alternativen Exons (farbige Balken), flankiert von 37 konstanten Exons 
(schwarze Balken) und intermediären Introns (schwarze Linie). B: Die Exonkassetten 5 (cyan), 7 (pink), 14 (gelb) 
und 33 (blau) bestehen aus 15, 27, 17 bzw. 2 alternativen Exons mit variablen Nukleotidsequenzen. Exon 35 
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(braun) ist optional. Mittels alternativem prä-mRNA-Spleißen der Kassettenexons und des optionalen Exons ko-  
diert MsDscam für potenziell 27.540 unterschiedliche Transkript- (C) bzw. Proteinisoformen (D). D: Die variablen 
Abschnitte der Ig-Domänen 2 und 3 sind von den Exonkassetten 5 bzw. 7 kodiert, während die variable Ig-Do-    
mäne 7 und beide Varianten der Transmembrandomäne von den Exonkassetten 14 bzw. 33 kodiert sind. Die      
Länge der Nukleotidsequenzen ist in Kilobasen (kb) bzw. Kilobasenpaaren (kbp) angegeben. Die kalkulierte mo-
lekulare Masse des MsDscam Proteins ist in Kilodalton (kDa) angegeben. 
Abkürzungen: SigP, Signalpeptid; Ig-like, Immunglobulin-ähnliche Domäne; Ig, Immunglobulin-Domäne; IgC2, Im-
munglobulin-C2-Typ-Domäne; FNIII, Fibronektin-Typ-III-Domäne; TM, Transmembrandomäne; N‘, Amino-Termi-
nus; C‘, Carboxy-Terminus; AS, Aminosäuren. 

 
Mit der i5k-Sequenz-ID Msex2.09537-RB ist eine Genvariante mit Dscam-ähnlicher Nu-kleo-

tidsequenz in silico identifizierbar. Die RB-Variante kodiert in silico für ein Transkript mit einer 

Länge von ca. 8,4 Kilobasen bzw. für ein Protein bestehend aus 2.245 Aminosäuren     mit 

einer kalkulierten, molekularen Masse von 246,13 Kilodalton und einem kalkulierten iso-

elektrischen Punkt bei pH 5,61 (12.1.2 im Appendix). Das von der RB-Genvariante kodier-     

te, in silico translatierte Protein unterscheidet sich von den konstitutiven Sequenzbereichen 

der RA-Variante durch einen zusätzlichen Aminosäuresequenz-Abschnitt zwischen den Ig-

Domänen 1 und 2 (12.1.3 im Appendix). Ungeachtet der variablen, alternativen Exons der   

RA-Genvariante ist die restliche Aminosäuresequenz der Proteine beider Genvarianten iden-

tisch (12.1.3 im Appendix). 

 
 
2.4 Zielstellung 
 
Gegenstand der vorliegenden Dissertationsarbeit ist die Charakterisierung larvaler Genex-

pressions- und Proteinmuster des Down-Syndrom-Zelladhäsionsmoleküls im Rahmen einer 

experimentell induzierten Immunantwort von Manduca sexta. Dazu wird ein In-vivo-Modell 

bakterieller Infektion verwendet, wobei Larven an Tag zwei des fünften Entwicklungsstadiums 

(L5d2) mittels Hämocoel-Injektion fixierter E. coli K12 stimuliert werden (siehe Kapitel 3.5). Der 

Einfluss systemischer E. coli-Stimulation auf die Expression von MsDscam-mRNA in Hämozy-

ten wird im zeitlichen Verlauf nach Injektion analysiert (siehe Kapitel 4.1.2). Stimulationserfolg 

und Verlauf der Immunantwort in Hämozyten werden anhand der immunrelevanten Gene ea-

ter, lysozym, attacin und gloverin evaluiert. An einem exemplarischen Zeitpunkt im Verlauf der 

Immunantwort werden Hämozyten mit Genaktivität von MsDscam mittels räumlicher Tran-

skriptanalyse identifiziert (siehe Kapitel 4.1.3) und mit typspezifischen Antikörpern phänotypi-

siert (siehe Kapitel 4.1.4 und 4.1.5). (1) Dementsprechend ist das primäre Ziel die Identifizie-

rung und Charakterisierung distinkter Hämozytenpopulationen anhand typspezifischer 

MsDscam Transkriptions- und Proteinmuster. Zusätzlich sollen Transkriptionsmuster zirkulie-

render Hämozyten (siehe Kapitel 4.1.2) und Proteinmuster immunkompetenter Gewebe und 

Organe (siehe Kapitel 4.1.6) im Kontext von In vitro-Interaktion mit Mikroorganismen (siehe 

Kapitel 4.1.7) und des zeitlichen Verlaufes der zellulären Immunantwort (Phagozytose, siehe 

Kapitel 4.2) analysiert werden. (2) Sekundär sollen mit diesem ganzheitlichen Ansatz 
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kumulative Evidenzen für die biologische Relevanz von Dscam in angeborener Immunität von 

Manduca sexta identifiziert werden. Dazu werden folgende Fragestellungen bearbeitet: 

 
• Genexpression 

o In welchen Geweben und Organen unbehandelter Larven ist dscam expri-

miert? Ist dscam in immunkompetenten Geweben und Organen unbehandelter 

Larven exprimiert? (4.1.1) 

o Ist das Expressionslevel von dscam in immunkompetenten Geweben (Bsp.: 

Hämozyten) nach bakterieller Stimulation verändert? (4.1.2) 

o Wann ist das Expressionslevel von dscam im Vergleich zu immunrelevanten 

Genen in immunkompetenten Geweben (Bsp.: Hämozyten) nach bakterieller 

Stimulation verändert? (4.1.2) 

o Ist das Expressionsmuster von dscam in immunkompetenten Geweben (Bsp.: 

Hämozyten) nach bakterieller Stimulation verändert? (4.1.3) 

o In welchen Hämozytensubpopulationen ist dscam nach bakterieller Stimula- 

tion exprimiert? (4.1.4) 

• Proteinmuster 
o Ist das Muster anti-DSCAM-positiver Proteine in immunkompetenten Geweben 

und Organen nach bakterieller Stimulation verändert? (4.1.6) 

• Protein-Mikroorganismen-Interaktion 
o Lässt sich eine Interaktion von anti-DSCAM-positiven Proteinen und Mikroor-

ganismen nach in vitro-Inkubation nachweisen? (4.1.7) 

• Potenzielle zelluläre Immunantwort (Phagozytose) 
o Wie groß ist der Anteil mit Bakterien kolokalisierter Hämozyten im Verlauf von 

24 h nach bakterieller Stimulation? (4.2) 
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3 Material und Methoden 

3.1 Verwendete Puffer, Lösungen und Medien 

3.1.1 Allgemeine Puffer und Lösungen 
 
Tris-gepufferte Salzlösung, isotonisch (TBS isotonisch), pH 7,5 nach Cell Signalling 
Technology® (2013) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 10x 

NaCl 137 mmol/L 1,37 mol/L 
Tris 20 mmol/L 0,20 mol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

pH-Wert-Einstellung mit: HCl     1x: 1 mol/L            10x: 10 mol/L 
 
 
Tris-gepufferte Salzlösung, hypertonisch (TBS hypertonisch, TBS), pH 7,5 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 10x 

NaCl 500 mmol/L 5,0 mol/L 
Tris 20 mmol/L 0,2 mol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

pH-Wert-Einstellung mit: HCl     1x: 1 mol/L            10x: 10 mol/L 
 
 
Tris-gepufferte Salzlösung, hypertonisch, mit 0,1 % Tween® 20 (Tween-TBS), pH 7,5 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 

NaCl 500 mmol/L 
Tris 20 mmol/L 
Tween® 20 896 µmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
Tris-gepufferte Salzlösung, hypertonisch, mit 0,1 % Triton™ X-100 (Triton-TBS), pH 7,5 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 

NaCl 500 mmol/L 
Tris 20 mmol/L 
Triton™ X-100 1,71 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
3 % BSA in TBS (Antikörperblockierlösung, Block), pH 7,5 
 

Chemische Verbindung Massenkonzentration ß [g/L] 
Bovines Serumalbumin (BSA) 30 mg/mL 
in 1x TBS hypertonisch, pH 7,5 

 
Bovines Serumalbumin (BSA) wurde in einer Massenkonzentration von 30 mg/mL (entspricht 

3 % w/v) abgewogen, unter Rühren in 1x TBS (hypertonisch, pH 7,5) bei RT gelöst, aliquotiert 
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und bei -20 °C gelagert. Nach Zugabe von zusätzlichen 5 % (v/v) Ziegenserum wird die Anti-

körperblockierlösung als Superblock (SB) bezeichnet. 

 
 
DAPI in TBS (Kernfärbelösung) zur Fluoreszenzmarkierung von DNA 
 

Chemische Verbindung Massenkonzentration ß [g/L] 
Stammlösung: 1000x Gebrauchslösung: 1x 

DAPI 
(Carl Roth, Kat.-Nr.: 6335.1) 

1 mg/mL 1 μg/mL 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) in 1x TBS 

 
 
Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS), pH 7,4 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 10x 

NaCl 137 mmol/L 1,37 mol/L 
KCl 2,7 mmol/L 27 mmol/L 
Na2HPO4 10 mmol/L 100 mmol/L 
KH2PO4 1,8 mmol/L 18 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
Phosphat-gepufferte Salzlösung mit 0,1 % Tween® 20 (Tween-PBS), pH 7,4 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 

NaCl 137 mmol/L 
KCl 2,7 mmol/L 
Na2HPO4 10 mmol/L 
KH2PO4 1,8 mmol/L 
Tween® 20 896 µmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
Antikoagulanzsaline (AC-Saline), pH 6,5 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 10x 

NaCl 3,9 mmol/L 39 mmol/L 
KCl 40,0 mmol/L 400 mmol/L 
Saccharose 146,0 mmol/L 1,46 mol/L 
Polyvinylpyrrolidon 40 (PVP40) 1 g/L 10 g/L 
EDTA 8,0 mmol/L 80 mmol/L 
Citronensäure-Monohydrat 9,5 mmol/L 95 mmol/L 
Trinatriumcitrat 27,0 mmol/L 270 mmol/L 
PIPES 1,7 mmol/L 17 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

pH-Wert-Einstellung mit: NaOH : KOH (1 : 1)  1x: 1 mol/L            10x: 10 mol/L 
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Ca2+/Mg2+-freie Manduca sexta-Saline (MS-), pH 6,5 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 10x 

NaCl 3,9 mmol/L 39 mmol/L 
KCl 40,0 mmol/L 400 mmol/L 
Saccharose 146,0 mmol/L 1,46 mol/L 
Polyvinylpyrrolidon 40 (PVP40) 1 g/L 10 g/L 
PIPES 1,7 mmol/L 17 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

pH-Wert-Einstellung mit: NaOH : KOH (1 : 1)  1x: 1 mol/L            10x: 10 mol/L 
 
 
3,5 % Paraformaldehyd in MS- (3,5 % PFA-MS-), pH 6,5 
 

Chemische Verbindung Massenkonzentration ß [g/L] 
Paraformaldehyd 35 mg/mL 
in 1x MS-, pH 6,5 

 
Paraformaldehyd (Pulver/granuliert gepresst) wurde entsprechend einer Massenkonzentration 

von 35 mg/mL gewünschtem Fixanzvolumen abgewogen. Das abgewogene Paraformaldehyd 

(PFA) wurde unter einem Abzug in 80 % des Soll-Endvolumens MS- unter Rühren in einem 

Weithals-Erlenmeyerkolben vorsichtig auf 60 °C erhitzt, um das wasserunlösliche PFA (kurz-

kettiges Formaldehyd-Polymer) in wasserlösliche Formaldehyd (FA)-Monomere aufzuspalten. 

Trotz Erwärmung auf 60 °C zerfällt PFA bei leicht saurem pH-Wert nicht vollständig. Erst nach 

schrittweisem Alkalisieren durch Zugabe von einigen Tropfen NaOH (10 mol/L) zerfällt PFA ab 

einem pH-Wert von 7 und höher vollständig zu Formaldehyd-Monomeren und löst sich in MS- 

bis die Lösung klar und durchsichtig ist (Aescht et al. 2015). Anschließend wurde die Form-

aldehydlösung auf RT abgekühlt, filtriert und auf einen pH-Wert von 6,5 durch Titration mit HCl 

(10 mol/L) eingestellt. Der Soll-Massenanteil von 3,5 % (w/v) Formaldehyd in MS- wurde durch 

Auffüllen der Fixierlösung bis zum Endvolumen mit MS- (pH 6,5) erreicht, was einer Massen-

konzentration von 35 mg Formaldehyd pro mL Fixierlösung entspricht. Zur Abgrenzung von 

methanolhaltigen, wässrigen Formaldehydlösungen (synonym als Formalin/Formol bezeich-

net) wird diese Formaldehydlösung als 3,5 % Paraformaldehyd in MS- (3,5 % PFA-MS-) be-

zeichnet. Zur Lagerung wurde die Formaldehydlösung in 15 mL Reaktionsgefäße aliquotiert 

und bei -20 °C eingefroren, wodurch die Formaldehyd-Monomere ohne Stabilisatoren für ca. 

sechs Monate stabil in Lösung bleiben (Aescht et al. 2015). Bei 2 – 8 °C ist die Formaldehyd-

lösung für ca. vier Wochen stabil, bevor die Polymerisierung zu Paraformaldehyd einsetzt, 

wodurch die Fixierungswirkung abnimmt. 
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Alkalische Phosphatase-Puffer (AP-Puffer), pH 9,5 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 

NaCl 100 mmol/L 
Tris 100 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
Alkalische Phosphatase-Entwicklungslösung (AP-Entwicklungslösung), pH 9,5 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 

NaCl 100 mmol/L 
Tris 100 mmol/L 
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid 
(NBT) 

4,0 mmol/L 

5-Brom-4-chlor-3-indolylphos-
phat-p-Toluidinsalz (BCIP) 

5,5 mmol/L 

in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 
 
 
Alkalische Phosphatase-Stopplösung (AP-Stopplösung), pH 8,0 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 

NaCl 100 mmol/L 
Tris 100 mmol/L 
EDTA 50 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
Peroxidase-Phenoloxidase-Puffer (PP-Puffer), pH 7,5 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 

Tris 50 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
Peroxidase-Phenoloxidase-Entwicklungspuffer (PP-Entwicklungspuffer), pH 7,5 zum 
Nachweis von (endogenen) Peroxidasen und Phenoloxidasen mittels katalytischer Enzymbio- 
und Enzymzytochemie nach von Bredow et al. (2021), verändert nach Zufelato et al. (2004) 
 

Chemische Verbindung Massenkonz. ß [g/L] Stoffmengenkonz. c [mol/L] 
1x 1x 

3,3‘-Diaminobenzidin (DAB) 0,5 mg/mL 2,33 mmol/L 
Wasserstoffperoxid (H2O2) 0,3 mg/mL 8,91 mmol/L 
Optional: Natriumazid (NaN3) 3,3 mg/mL 50,00 mmol/L 
in PP-Puffer (Tris: 50 mmol/L), pH 7,5 

 
Je 10 mL PP-Puffer (Tris: 50 mmol/L) wurden 5 mg DAB (chromogenes Substrat (endogener) 

Peroxidasen und Phenoloxidasen) mittels Vortex-Schüttler gelöst. Unmittelbar vor Reaktions-

beginn des Enzymnachweises wurden 100 μL einer Wasserstoffperoxidlösung mit einem Mas-

senanteil von 3 % (w/v) zugegeben. Zum selektiven Nachweis endogener Phenoloxidasen 
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wurde optional der Peroxidase-Inhibitor Natriumazid (NaN3) in einer Massenkonzentration von 

βNaN3 = 3,3 mg/mL (cNaN3 = 50 mmol/L) zugegeben (Ortiz de Montellano et al. 1988), was zur 

vollständigen Inhibition endogener Peroxidasen führt während Tyrosinase-Typ-Phenoloxi-

dasen eine relative Restaktivität von 20 % zeigen (Zufelato et al. 2004). 

 
 
Bicarbonat-Carbonat-Puffer (Na-Bicarbonatpuffer), pH 9,4 nach AAT Bioquest (2021) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 

NaHCO3 (Natriumbicarbonat) 39,9 mmol/L 
Na2CO3 (Natriumcarbonat) 10,1 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
Bicarbonat-Carbonat-Puffer wurde stets frisch entsprechend der angegebenen Stoffmengen-

konzentration in Reinstwasser (≤ 0,055 μS) angesetzt, worunter die resultierende Lösung ei-

nen pH-Wert von 9,4 besitzt. Anschließend wurde die Lösung mit einem Spritzenvorsatzfilter 

(Porengröße: 0,45 μm) steril filtriert und abgedunkelt in Braunglasflaschen bei 4 °C gelagert. 

 
 
Fluorescein-Isothiocyanat in Na-Bicarbonatpuffer (FITC-Markierungslösung), pH 9,4 
zur FITC-Markierung von Bakterien in Suspension 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonz. c [mol/L] Massenkonz. ß [g/L] 
Fluorescein-Isothiocyanat 
(FITC) Isomer I, 
(Sigma®, Katalog-Nr.: F7250) 

2,6 mmol/L 1 mg/mL 

in Na-Bicarbonatpuffer, pH 9,4 
 
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) Isomer I (Sigma®, Katalog-Nr.: F7250) wurde entsprechend 

einer Massenkonzentration von 1 mg/mL in Bicarbonat-Carbonat-Puffer (Na-Bicarbonatpuffer, 

pH 9,4) gelöst und unmittelbar zur FITC-Markierung von Bakterien in Suspension verwendet 

(Kapitel 3.4.2). 
 
 
3.1.2 Puffer und Lösungen für die Molekularbiologie 
 
DNase/RNase-inaktiviertes Reinstwasser (DEPC-Reinstwasser) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) 6,9 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 

Zur Inaktivierung von DNasen und RNasen wurde Reinstwasser (≤ 0,055 µS) mit Diethylpyro-

carbonat (DEPC) in einer Stoffmengenkonzentration von 6,9 mmol/L (entspricht 1 ‰ DEPC 

v/v, 1 mL DEPC je Liter Reinstwasser) versetzt und unter einem Abzug unter Rühren über 

Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurde das DEPC-behandelte Reinstwasser bei 20 psi für 
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20 min autoklaviert, wobei DEPC zu Kohlenstoffdioxid und Ethanol zerfällt (Mülhardt 2009). 

Puffer und Lösungen, die mit DEPC-Reinstwasser frei von aktiven DNasen & RNasen ange-

setzt wurden, wurden zusätzlich mit dem Präfix „DEPC-XY“ (Bsp.: DEPC-TBS) beschriftet. 

 
 
Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer), pH 8,5 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 50x 

Tris 40 mmol/L 2 mol/L 
EDTA 1 mmol/L 50 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer), pH 8,5 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 50x 

Tris 40 mmol/L 2 mol/L 
Essigsäure 20 mmol/L 1 mol/L 
EDTA 1 mmol/L 50 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
Für DNA-Analysen wurden die Komponenten des TAE-Puffers entsprechend der oben ge-

nannten Stoffmengenkonzentrationen angesetzt. Für RNA-Analysen wurde 50x TAE-Puffer 

molecular biology grade (Katalog-Nr.: A4686, AppliChem) verwendet. 

 
 
DNA-Extraktionspuffer, pH 9,0 nach Steller & Pirrotta (1986) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 

Tris (Base) 100,00 mmol/L 
EDTA 100,00 mmol/L 
SDS 34,67 mmol/L 
in DEPC-Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
10x DNA-Probenpuffer 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
10x 

Glycerol 5,47 mol/L 
Xylencyanol 1,71 mmol/L 
Tartrazin O 1,87 mmol/L 
in TE-Puffer, pH 8,5 
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1x RNA-Probenpuffer nach Masek et al. (2005) 
 

Chemische Verbindung Volumenanteil φ [%] 
1x 

Formamid, deionisiert 66 % (v/v) 
10x DNA-Probenpuffer 11 % (v/v) 
in DEPC-Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
Plasmid-DNA-Präparationslösung I (Mini I), pH 8,0 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonz. C [mol/l], Massenkonz. ß [g/L] 
1x 

Tris (Base) 25 mmol/L 
EDTA 10 mmol/L 
Glukose 50 mmol/L 
RNase A 100 mg/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
Tris (Base) und EDTA wurden in Reinstwasser gelöst und der pH-Wert mit HCl auf 8,0 einge-

stellt. Im Anschluss wurde die Tris-EDTA-Lösung autoklaviert und abgekühlt, bevor steril fil-

trierte Glukoselösung in einer finalen Stoffmengenkonzentration von 50 mmol/L zugegeben 

und die Lösung bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert wurde. Erst kurz vor der Präparation 

wurde RNase A in einer finalen Massenkonzentration von 100 μg/mL zugegeben. 

 
 
Plasmid-DNA-Präparationslösung II (Mini II) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonz. C [mol/L], Massenkonz. ß [g/L] 
1x 

NaOH 0,2 mol/L 
SDS 10 g/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
Mini II-Lösung wurde für jede Plasmid-Minipräparation frisch angesetzt. 
 
 
Plasmid-DNA-Präparationslösung III (Mini III) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonz. C [mol/L], Volumenanteil φ [%] 
1x 

Kaliumacetat 3 mol/L 
Essigsäure 11,5 % (v/v) 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
Natriumchlorid-Natriumcitrat-Puffer (SSC), pH 7,0 nach Southern (1975) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 20x 

NaCl 150 mmol/L 3,0 mol/L 
tri-Natriumcitrat-Dihydrat 15 mmol/L 0,3 mol/L 
in DEPC-Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 
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RNA-Hybridisierungspuffer (HYBE-Puffer) 
 

Chemische Verbindung Massenkonzentration ß [g/L], Volumenanteil φ [%] 
1x 

Formamid, deionisiert 50 % (v/v) 
20x SSC 25 % (v/v) 
Heparin 1 g/L 
Fischsperma-DNA 1 g/L 
Tween® 20 0,1 % (v/v) 
in DEPC-Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
Maleinsäurepuffer, pH 7,5 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 

Maleinsäure 0,10 mol/L 
NaCl 0,15 mol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
Blocking Reagent in Maleinsäurepuffer, pH 7,5 
 

Chemische Verbindung Massenkonzentration ß [g/L] 
1x 10x 

Blocking Reagent (Roche) 10 mg/mL 100 mg/mL 
in Maleinsäurepuffer, pH 7,5 

 
Blocking Reagent (Roche Diagnostics, Katalog-Nr.: 11 096 176 001) wurde als 10x Stammlö-

sung in einer Massenkonzentration von 100 mg/mL (entspricht 10 % w/v) unter Schütteln und 

Erwärmen in der Mikrowelle in 1x Maleinsäurepuffer (pH 7,5) gelöst, autoklaviert, aliquotiert 

und bei -20 °C gelagert. 
 
 
3.1.3 Puffer und Lösungen für die Proteinbiochemie 
 
Trenngelpuffer für SDS-PAGE, pH 8,8 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 

Tris 636 mmol/L 
Tris-Hydrochlorid 117 mmol/L 
SDS 7 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
Sammelgelpuffer für SDS-PAGE, pH 6,8 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 

Tris 330 mmol/L 
SDS 7 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 
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Acrylamid/Bisacrylamid-Stammlösung für SDS-PAGE 
als gebrauchsfertige, wässrige 30 % Acrylamid-Stammlösung mit 0,8 % Bisacrylamid im Ver-
hältnis 37,5 : 1; 2,7 % Crosslinking (Rotiphorese® Gel 30 (37,5 : 1), Katalog-Nr.: 3029) von 
Carl Roth GmbH bezogen, Zusammensetzung: 
 

Chemische Verbindung Volumenanteil φ [%] 
30,0 % Acrylamid 97,4 % (v/v) 
  0,8 % Bisacrylamid 2,6 % (v/v) 

 
 
Tris-Glycin-Elektrodenpuffer für SDS-PAGE, pH 8,3 zur denaturierenden elektrophore-
tischen Trennung von Proteinen im SDS-Polyacrylamid-Gel modifiziert nach Laemmli (1970) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 10x 

Tris 50,0 mmol/L 0,50 mol/L 
Glycin 192,0 mmol/L 1,92 mol/L 
SDS 3,5 mmol/L 35 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
Tris-Glycin-Elektrodenpuffer wurde als zehnfach konzentrierte Stammlösung (10x Tris-Glycin-

Elektrodenpuffer) angesetzt. Nach dem Lösen aller Pufferkomponenten in Reinstwasser hat 

die Stammlösung einen pH-Wert von 8,7 – 8,8, welcher nicht verändert wurde (die Verände-

rung des pH-Wertes durch Zugabe von Salzsäure (HCl) führt zu einer erhöhten Salzkonzen-

tration im Puffer- und Gelsystem, wodurch die elektrophoretische Beweglichkeit der Proteine 

im Polyacrylamidgel negativ beeinflusst wird). Zur Verwendung als Elektrophoresepuffer in der 

denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde die Stammlösung 1 : 10 in 

Reinstwasser verdünnt. Nach Verdünnung in Reinstwasser hat der 1x Tris-Glycin-Elektroden-

puffer einen pH-Wert von 8,3 und wurde unverändert, ohne weitere Einstellung des pH-Wer- 

tes, für die Gelelektrophorese verwendet. 

 
 
Proteaseinhibitor-Cocktail (PIC) 
als lyophilisierte Pulvermischung von Sigma-Aldrich® (Katalog-Nr.: P2714) bezogen, Zusam-
mensetzung: (https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Da-
tasheet/5/p2714dat.pdf): 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 10x 

AEBSF 2 mmol/L 20 mmol/L 
Aprotinin 0,3 µmol/L 3 µmol/L 
Bestatin 116 µmol/L 1,16 mmol/L 
E-64 14 µmol/L 140 µmol/L 
Leupeptin 1 µmol/L 10 µmol/L 
EDTA 1 mmol/L 10 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
Aminopeptidase-Inhibitor: Bestatin 
Cysteinprotease-Inhibitor: E-64, Leupeptin 
Metalloprotease-Inhibitor: EDTA 
Serinprotease-Inhibitor: AEBSF, Aprotinin, Leupeptin 
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Das lyophilisierte Proteaseinhibitor-Cocktail-Pulver eines Fläschchens wurde als 10x Stamm-

lösung in steril autoklaviertem Reinstwasser (≤ 0,055 µS) gelöst, aliquotiert und bei -20 °C ge-

lagert. 0,5 µL 10x Proteaseinhibitor-Cocktail sind ausreichend, um die Proteasen in 1 mg 

Zell- bzw. Gewebeextrakt oder 4,5 µL Serum (zellfreies Hämolymphplasma) zu inhibieren. 

 
 
Solubilisierungspuffer 
 

Chemische Verbindung Volumenanteil φ [%], Massenkonzentration ß [g/L] 
Sammelgelpuffer 77,5 % (v/v) 
10x Proteaseinhibitor-Cocktail 
(Sigma-Aldrich®, P2714) 12,5 % (v/v) 

Glycerol 0,1 g/mL 
 
10 mL Solubilisierungspuffer setzen sich entsprechend o. g. Volumenanteil und o. g. Massen-

konzentration aus 7,75 mL Sammelgelpuffer, 1,25 mL 10x Proteaseinhibitor-Cocktail (Sigma-

Aldrich®, Katalog-Nr.: P2714) und 1 g Glycerol zusammen und werden aliquotiert bei -20 °C 

gelagert. 4 µL Solubilisierungspuffer sind entsprechend der Herstellerangaben des Proteas-

einhibitor-Cocktails (https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/ 

Sigma/Datasheet/5/p2714dat.pdf) ausreichend für die Lyse von 1 mg Gewebe oder 1 µL Se-

rum (zellfreiem Hämolymphplasma). 
 
 
SDS-PAGE Probenpuffer modifiziert nach Laemmli (1970) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
2x 5x 

Tris 0,075 mol/L 0,187 mol/L 
Glycerol 1,100 mol/L 2,700 mol/L 
SDS 0,139 mol/L 0,347 mol/L 
ß-Mercaptoethanol 1,150 mol/L 2,860 mol/L 
Bromphenolblau 120 µmol/L 300 µmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
Coomassie-R-250-Färbelösung, Detektionsgrenze: 1 μg BSA 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
Coomassie Brilliantblau R-250 
(CBB-R250) 

3,00 mmol/L 

Essigsäure 1,60 mol/L 
Methanol 11,22 mol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
Coomassie Brilliantblau R-250 (CBB-R250) ist ein Triphenylmethanfarbstoff aus der Gruppe 

der Säurefarbstoffe, welcher sequenzunspezifisch und nichtkovalent an unpolare, hydrophobe 

und kationische Seitenketten von Aminosäuren bindet. Die Detektionsgrenze von Coomassie-

R-250-Färbelösung liegt bei 0,1 – 1 μg Bovines Serumalbumin (BSA). 
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Coomassie-R-250-Entfärbelösung 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
Essigsäure 1,75 mol/L 
Ethanol 5,14 mol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
 
Kolloidale Coomassie-Färbelösung nach Dyballa & Metzger (2009), Detektionsgrenze: 
5 ng BSA 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
Coomassie Brilliantblau G-250 
(CBB-G250) 

234 µmol/L 

Aluminiumsulfat-(16)-Hydrat 79 mmol/L 
Ethanol 1,71 mol/L 
Ortho-Phosphorsäure 384 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
Coomassie Brilliantblau G-250 (CBB-G250) ist ein Triphenylmethanfarbstoff aus der Gruppe 

der Säurefarbstoffe, welcher sequenzunspezifisch und nichtkovalent an unpolare, hydrophobe 

und kationische Seitenketten von Aminosäuren bindet. In Anwesenheit von dreiwertigen Alu-

miniumionen (z. B. durch Lösen von Aluminiumsulfat in Wasser) lässt sich CBB-G250 nicht 

vollständig in Wasser lösen, sondern liegt teilweise als Kolloid vor, wodurch die Bindung von 

CBB-G250 an Aminosäuren verbessert wird (Kang et al. 2002). Die Detektionsgrenze dieser 

kolloidalen Coomassie-Färbelösung liegt bei 1 – 5 ng Bovines Serumalbumin (BSA), was mit 

der Sensitivität der Silberfärbung vergleichbar ist. Bei der Herstellung kolloidaler Coomassie-

Färbelösung wurde nach Dyballa & Metzger (2009) folgende Reihenfolge eingehalten: (1) Alu-

miniumsulfat-(16)-Hydrat wurde zunächst in Reinstwasser gelöst. (2) Danach wurde Ethanol 

zugegeben, die Lösung homogenisiert und (3) CBB-G250 zugegeben und gelöst. (4) Sobald 

sich das Aluminiumsulfat vollständig gelöst hat wurde Phosphorsäure hinzugegeben und die 

Färbelösung mit Reinstwasser auf das Endvolumen aufgefüllt. In der resultierenden dunkel-

grün-bläulichen Färbelösung sind Coomassie-Farbpartikel im kolloidalen Zustand er-kennbar, 

die nicht abfiltriert werden sollten. In einer dunklen Flasche abgefüllt ist die kolloidale Coomas-

sie-Färbelösung für mindestens sechs Monate stabil. Sobald in der gebrauchten Färbelösung 

nach Adsorption an Proteine im Polyacrylamidgel keine kolloidalen Coomassie-Farbpartikel 

mehr sichtbar sind, sollte die Lösung nicht wiederverwendet und entsorgt werden. 

 
 
Kolloidale Coomassie-Entfärbelösung nach Dyballa & Metzger (2009) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
Ethanol 1,71 mol/L 
Ortho-Phosphorsäure 384 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 
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10x Towbin-Stammlösung, pH 8,3 für Western Blotting nach Towbin et al. (1979) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
10x 

Tris (Base) 0,25 mol/L 
Glycin 1,92 mol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
Der pH-Wert der Stammlösung wurde nicht eingestellt. 
 
 
Towbin-Transferpuffer, pH 8,3 für Western Blotting nach Towbin et al. (1979) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonz. C [mol/L] & Volumenanteil φ [%] 
1x 

Tris (Base) 25 mmol/L 
Glycin 192 mmol/L 
Methanol (Blotting-Grade) 10 % (v/v) 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
Der pH-Wert des Transferpuffers wurde nicht eingestellt. 
 
 
Denaturierungs- und Renaturierungspuffer (AC-Puffer) für Far-Western Blotting nach 
Wu et al. (2007) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonz. C [mol/L] & Massenkonz. ß [g/L] 
1x 

Guanidin-HCl 6 mol/L 3 mol/L 1 mol/L 0,1 mol/L 0 mol/L 
NaCl 100 mmol/L 100 mmol/L 100 mmol/L 100 mmol/L 100 mmol/L 
Tris pH 7,6 20 mmol/L 20 mmol/L 20 mmol/L 20 mmol/L 20 mmol/L 
EDTA 0,5 mmol/L 0,5 mmol/L 0,5 mmol/L 0,5 mmol/L 0,5 mmol/L 
Glycerol 100 mg/mL 100 mg/mL 100 mg/mL 100 mg/mL 100 mg/mL 
Tween® 20 0,1 % (v/v) 0,1 % (v/v) 0,1 % (v/v) 0,1 % (v/v) 0,1 % (v/v) 
Magermilchpulver 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL 20 mg/mL 
DTT 1 mmol/L 1 mmol/L 1 mmol/L 1 mmol/L 1 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
Der AC-Puffer wurde vor Gebrauch frisch angesetzt. 
 
 
Proteinbindepuffer für Far-Western Blotting verändert nach Wu et al. (2007) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonz. C [mol/L] & Massenkonz. ß [g/L] 
1x 

NaCl 100 mmol/L 
Tris pH 7,6 20 mmol/L 
EDTA 0,5 mmol/L 
Glycerol 100 mg/mL 
Tween® 20 0,1 % (v/v) 
Magermilchpulver 20 mg/mL 
DTT 1 mmol/L 
Bait-Protein/-Proteingemisch 40 mg/mL 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
Das Bait-Protein/-Proteingemisch wurde in einer Massenkonzentration von 40 mg/mL in Pro-

teinbindepuffer gelöst. Der Proteinbindepuffer wurde vor Gebrauch frisch angesetzt. 
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3.1.4 Puffer und Medien für die Zellkultur 
 
Standard-Nährmedium I, pH 7,5 
als Pulvermischung von Carl Roth bezogen, Zusammensetzung: 
 

Chemische Verbindung Massenkonz. ß [g/L] & Stoffmengenkonz. C [mol/L] 
Pepton 15 g/L 
Hefeextrakt 3 g/L 
NaCl 103 mmol/L 
Glukose 5,6 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
Wurde nach dem Ansetzen autoklaviert, steril verschlossen und bis zum Gebrauch bei RT 

gelagert. 
 
 
Standard-I-Agar, pH 7,5 
 

Chemische Verbindung Massenkonzentration ß [g/L] 
Agar-Agar 15 g/L 
in Standard-Nährmedium I, pH 7,5 

 
Wurde nach dem Ansetzen autoklaviert, auf 42 °C abgekühlt und in sterile Petrischalen ge-

gossen. Bis zum Gebrauch wurden die sterilen Standard-I-Agarplatten, mit der Nährboden-

unterseite nach oben in einen Plastikbeutel gestapelt, bei 4 °C gelagert. 

 
 
Standard-I-Selektivmedium, pH 7,5 
 

Chemische Verbindung Massenkonzentration ß [g/L] 
Penicillin 100 U/mL 
Streptomycin 100 μg/mL 
in Standard-Nährmedium I, pH 7,5 

 
Nach Autoklavieren und Abkühlen von Standard-Nährmedium I auf RT wurde Penicillin in ei-

ner Massenkonzentration von 100 U/mL und Streptomycin in einer Massenkonzentration von 

100 μg/mL (entspricht einer 1 : 100 Verdünnung einer Stammlösung mit einer Massen-kon-

zentration von 10.000 U Penicillin/mL und 10 mg Streptomycin/mL; 1 mL Penicillin-Strep-to-

mycin-Stammlösung (Pen-Strep, Sigma-Aldrich®, Katalog-Nr.: P4333) je 100 mL Standard-

Nährmedium I) zugegeben. Bei 37 °C ist Pen-Strep im Standard-I-Selektivmedium für ca. 

3 Tage stabil (Gstraunthaler & Lindl 2013). 

 
 
Standard-I-Selektivagar, pH 7,5 
 

Chemische Verbindung Massenkonzentration ß [g/L] 
Agar-Agar 15 g/L 
Penicillin 100 U/mL 
Streptomycin 100 μg/mL 
in Standard-Nährmedium I, pH 7,5 
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Nach Autoklavieren und Abkühlen des Standard-I-Agars auf 42 °C wurde Penicillin in einer 

Massenkonzentration von 100 U/mL und Streptomycin in einer Massenkonzentration von 

100 μg/mL (entspricht einer 1 : 100 Verdünnung einer Stammlösung mit einer Massen-kon-

zentration von 10.000 U Penicillin/mL und 10 mg Streptomycin/mL; 1 mL Penicillin-Strep-to-

mycin-Stammlösung (Pen-Strep, Sigma-Aldrich®, Katalog-Nr.: P4333) je 100 mL Standard-

Nährmedium I) zugegeben, bevor der Selektivagar in sterile Petrischalen gegossen wurde. Bis 

zum Gebrauch wurden die sterilen Standard-I-Selektivagarplatten, mit der Nährbodenunter-

seite nach oben in einen Plastikbeutel gestapelt, bei 4 °C gelagert. Bei 37 °C ist Pen-Strep im 

Standard-I-Selektivagar für ca. 3 Tage stabil (Gstraunthaler & Lindl 2013). 
 
 
Super optimal broth with catabolite repression (SOC-Medium) nach Hanahan (1983) 
von New England Biolabs bezogen, Zusammensetzung: 
 

Chemische Verbindung Massenkonz. ß [g/L] & Stoffmengenkonz. C [mol/L] 
Pflanzenpepton 20 g/L 
Hefeextrakt 5 g/L 
NaCl 10 mmol/L 
KCl 2,5 mmol/L 
MgCl2 10 mmol/L 
MgSO4 10 mmol/L 
Glukose 20 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 μS) 

 
 
Lysogeny broth (LB-Miller-Medium), pH 7,0 nach Bertani (1951) & Miller (1972) 
als Pulvermischung von Carl Roth bezogen, Zusammensetzung: 
 

Chemische Verbindung Massenkonz. ß [g/L] & Stoffmengenkonz. c [mol/L] 
Trypton 10 g/L 
Hefeextrakt 5 g/L 
NaCl 172 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 µS) 

 
Wurde nach dem Ansetzen autoklaviert und steril verschlossen. 
 
 
LB-Miller-Agar (Lysogeny broth mit Agar), pH 7,0 
 

Chemische Verbindung Massenkonzentration ß [g/L] 
Agar-Agar 15 g/L 
in LB-Miller-Medium, pH 7,0 

 
Wurde nach dem Ansetzen autoklaviert, auf 42 °C abgekühlt und in sterile Petrischalen ge-

gossen. 
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LB-Miller-Selektivmedium (Lysogeny broth mit Ampicillin), pH 7,0 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
Ampicillin 143,1 µmol/L 
in LB-Miller-Medium, pH 7,0 

 
Nach Autoklavieren und Abkühlen des LB-Miller-Mediums auf RT wurde Ampicillin in einer 

Massenkonzentration von 50 µg/mL (entspricht einer 1 : 2000 Verdünnung einer Stammlö-

sung mit einer Massenkonzentration von 100 mg/mL) zugegeben. 
 
 
LB-Miller-Selektivagar (Lysogeny broth mit Agar und Ampicillin), pH 7,0 
 

Chemische Verbindung Massenkonz. ß [g/L] & Stoffmengenkonz. c [mol/L] 
Agar-Agar 15 g/L 
Ampicillin 143,1 μmol/L 
Optional: IPTG 200 μmol/L 
Optional: X-Gal 97,9 μmol/L 
in LB-Miller-Medium, pH 7,0 

 
Nach Autoklavieren und Abkühlen des LB-Miller-Agars auf 42 °C wurde Ampicillin in einer 

Massenkonzentration von 50 µg/mL (entspricht einer 1 : 2000 Verdünnung einer Stammlö-

sung mit einer Massenkonzentration von 100 mg/mL) zugegeben, bevor der Selektivagar in 

sterile Petrischalen gegossen wurde. Für die Blau-Weiß-Selektion wurde dem Selektivagar vor 

dem Gießen zusätzlich Isopropyl-ß-D-thiogalaktopyranosid (IPTG; 200 µmol/L) und 5-Brom-

4-chlor-3-indoxyl-ß-D-galaktopyranosid (X-Gal, 97,9 µmol/L) zugegeben. 

 
 
Plasmodien-Zellkulturmedium zur Kultivierung asexueller, erythrozytärer Entwicklungssta-
dien von P. falciparum nach Rahbari et al. (2017) modifiziert nach Trager & Jensen (1976) 
 

Zellulärer Bestandteil/ 
Chemische Verbindung 

Volumenanteil φ [%], Stoffmengenkonzentration c [mol/L] & 
Massenkonzentration ß [g/L] 

Humane Erythrozyten Blut-
gruppe A Rh+ 

0,033 L/L 

HEPES 25 mmol/L 
AlbuMAX™ II 0,5 % (w/v) 
Glukose 9 mmol/L 
Hypoxanthin 0,2 mmol/L 
L-Glutamin 2,1 mmol/L 
Gentamycin 22 μg/mL 
in RPMI-1640 
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Sorbitol-Lysepuffer, pH 7,4 zur Synchronisierung in-vitro kultivierter erythrozytärer, asexu-
eller Entwicklungsstadien von P. falciparum nach Lambros & Vanderberg (1979), Osmolalität 
bosm: 287 mosmol/kg 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonz. c [mol/L] Volumenanteil φ [%] 
D-Sorbitol 0,27 mol/L 5 % (w/v) 
in Reinstwasser (≤ 0,055 μS) 

 
Nach dem Lösen von 5 % (w/v) D-Sorbitol in Reinstwasser (≤ 0,055 μS) und Einstellen des 

pH-Wertes auf 7,4 wurde die Lösung steril filtriert. 

 
 
Phosphat-gepufferte Salzlösung, optimiert für P. falciparum (P-PBS), pH 7,4 nach 
Sturm et al. (2009) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonz. c [mol/L], Massenkonz. ß [g/L] 
1x 

NaCl 56 mmol/L 
KCl 58 mmol/L 
K2HPO4 7 mmol/L 
NaH2PO4 1 mmol/L 
NaHCO3 11 mmol/L 
MgCl2 1 mmol/L 
Glukose 14 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 μS) 

 
Nach dem Lösen aller Pufferkomponenten in Reinstwasser wurde die Lösung steril filtriert. 

 
 
Phosphat-gepufferte Salzlösung, optimiert für P. falciparum (P-PBS), pH 7,4 mit 
0,02 % (w/v) Saponin (Saponin-Lysepuffer) zur Präparation erythrozytärer asexueller Ent-
wicklungsstadien von P. falciparum durch Permeabilisierung infizierter Erythrozyten nach 
Sturm et al. (2009) 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonz. c [mol/L], Massenkonz. ß [g/L] 
1x 

NaCl 56 mmol/L 
KCl 58 mmol/L 
K2HPO4 7 mmol/L 
NaH2PO4 1 mmol/L 
NaHCO3 11 mmol/L 
MgCl2 1 mmol/L 
Glukose 14 mmol/L 
Saponin 0,2 mg/mL 
in Reinstwasser (≤ 0,055 μS) 

 
Nach dem Lösen aller Pufferkomponenten in Reinstwasser wurde die Lösung steril filtriert. 
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Hanks‘ Balancierte Salzlösung (HBSS), pH 7,4, mit Ca/Mg, Osmolalität (bosm) = 274 – 290 
mosmol/kg, ready-to-use und steril von Carl Roth bezogen (Katalog-Nr.: 9119.1), gepufferte 
Salzlösung mit einer dem Blutplasma entsprechenden, isotonischen und isoionischen Elektro-
lytzusammensetzung und physiologischem pH-Wert zum Waschen humaner Zellen vor in-
vitro-Zellkulturanwendungen, Zusammensetzung: 
 

Chemische Verbindung Stoffmengenkonzentration c [mol/L] 
1x 

NaCl 136,9 mmol/L 
KCl 5,4 mmol/L 
CaCl2 2 H2O 1,3 mmol/L 
MgSO4 7 H2O 0,8 mmol/L 
Na2HPO4 7 H2O 0,3 mmol/L 
KH2PO4 0,4 mmol/L 
D-Glukose 5,5 mmol/L 
NaHCO3 4,2 mmol/L 
in Reinstwasser (≤ 0,055 μS) 

 
 
Hybridoma-Zellkulturmedium, pH 7,0 zur Kultivierung muriner Hybridoma-Zellen 
 

Chemische Verbindung Volumenanteil φ [%] & Stoffmengenkonz. c [mol/L] 
HEPES 1,19 mmol/L 
β-Mercaptoethanol (β-ME) 480 µmol/L 
NaHCO3 8,93 mmol/L 
Fötales Bovines Serum (FBS) 0 – 10 % (v/v) 
Optional: Penicillin-Streptomy-
cin (Pen-Strep) 

Penicillin:          100 U/mL 
Streptomycin:      100 μg/mL 

in RPMI-1640 mit L-Glutamin 
 

RPMI-1640 Säugetier-Zellkulturmedium mit L-Glutamin wurde nach Zugabe von HEPES, β-

Mercaptoethanol (β-ME) und Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) laborintern als RPMI-com-

plete bezeichnet. Der Volumenanteil von RPMI-complete, Fötalem Bovinen Serum (FBS), 

BM Condimed H1 (BMH1, Roche Diagnostics, Katalog-Nr.: 11 088 947 001) und Dimethyl-

sulfoxid (DMSO) wurde je nach Verwendungszweck individuell angepasst (Tab. 3.1). 
 
Tabelle 3.1: Volumenanteil φ von RPMI-complete, Fötalem Bovinen Serum (FBS, Rinderserumalbumin), BM Con-
dimed H1 (BMH1) und Dimethylsulfoxid (DMSO) im Hybridoma-Zellkulturmedium. 

 
Medium 
 

φRPMI-complete 
[%] 

φFBS 
[%] 

φBMH1 
[%] 

φDMSO 
[%] 

Auftaumedium 90 % (v/v) 10 % (v/v) - - 
Ausplattier-/Kloniermedium 80 % (v/v) 10 % (v/v) 10 % (v/v) - 
Routinemedium 95 - 100 % (v/v) 5 - 0 % (v/v) - - 
Erntemedium 100 % (v/v) - - - 
Einfriermedium 50 % (v/v) 40 % (v/v) - 10 % (v/v) 

 
Optional wurde Penicillin-Streptomycin (Pen-Strep, Sigma-Aldrich®, Katalog-Nr.: P4333) in ei-

ner Massenkonzentration von 100 U Penicillin/mL und 100 μg Streptomycin/mL zugegeben. 

 
 
 
 



Material und Methoden 

 29 

3.2 Zucht und Haltung des Versuchsorganismus Manduca sexta 
 
Zu Experimentalzwecken wurden Larven des Amerikanischen Tabakschwärmers Manduca 

sexta L. (Sphingidae, Lepidoptera) vom Larvenstadium 1 (L1) bis zum Larvenstadium 5 (L5) 

in Einzeltierhaltung in Kunststoffgefäßen bei konstant 24 °C im Brutschrank unter Tag-Nacht-

Gleiche (12 h hell, 12 h dunkel) gehalten. In regelmäßigen Abständen von zwei bis drei Ta-

gen wurde den Larven entsprechend des Larvenstadiums und des damit einhergehenden Fut-

terverbrauchs frisches Kunstfutter (Zusammensetzung modifiziert nach Yamamoto 1969, 

Tab. 12.1 im Appendix) angeboten. Phänotypisch kranke Larven (melanisierte Larven, Lar-

ven mit Bissspuren, langsam wachsende Larven) wurden während der Aufzucht von L1 – L4 

aussortiert. Die Häutung von L4 zu L5 wurde bei jeder Larve überwacht und der Eintritt in     

den ersten Tag des fünften Larvenstadiums (L5d0) protokolliert, um den Entwicklungstag je-

des Experimentaltieres im fünften Larvenstadium exakt bestimmen zu können. Zur Mitte der 

Entwicklungstage L5d0, L5d1 und L5d2 wurde das Körpergewicht jeder Larve gewogen und 

die Gewichtszuwachsraten berechnet. Für Experimente wurden nur Larven verwendet, die      

in den ersten drei Entwicklungstagen des fünften Larvenstadiums eine Gewichtszuwachs-   

rate von 40 – 60 % hatten. Jedes Experimentaltier hat eine individuelle Identifikationsnummer 

(Tier-ID) erhalten, unter der das Geschlecht sowie alle Vitalparameter (Körpergewicht, Ge-

wichtszuwachsrate, Kotanzahl, Kotqualität) jedes Entwicklungstages während der Experimen-

talvorbereitung und -durchführung protokolliert wurden. Bei der Auswahl der Experimentaltiere 

wurde darauf geachtet, dass die Geschlechter (männlich/weiblich) und Gewichtsklassen 

(small/medium/large) der Larven gleichmäßig in allen Experimentalgruppen (Treatments) ver-

treten sind. Larven, die die Probennahme überlebt haben, wurden bis zur Verpuppung in Ein-

zeltierhaltung bei RT gehalten, ggf. Besonderheiten in der Entwicklung protokolliert und kurz 

vor dem Schlupf durch Einfrieren abgetötet. Nicht verwendete Larven wurden bis zum Ende 

der Puppenphase in der Allgemeinzucht in Kleingruppen- oder Einzeltierhaltung bei RT gehal-

ten. Kurz vor dem Schlupf wurden männliche und weibliche Puppen in Flugkäfige überführt, in 

denen die adulten Tabakschwärmer (Imagines) unter Langtagbedingungen bei 25 ± 2 °C ge-

halten und verpaart wurden. In den Flugkäfigen wurde den Faltern Wasser und gesättigte Sac-

charoselösung angeboten sowie eine Tabakpflanze (Nicotiana rustica) zur Eiablage platziert. 

N. rustica wurde mit Wasserdampf sterilisiertem Substrat (2 Teile Torf, 2 Teile Komposterde, 

1 Teil Sand) in Kunststofftöpfen (Ø = 12 cm) ohne chemische Pflanzenschutzmittel vom Insti-

tut für Botanik (Prof. Dr. Wissemann, JLU Gießen) gezüchtet und bereitgestellt. An der Tabak-

pflanze abgelegte Eier wurden zwei- bis dreimal wöchentlich abgesammelt und im Brutschrank 

bei 24 °C in Kunststoffgefäßen mit Kunstfutter nach Yamamoto (1969) bis zum Schlupf inku-

biert. Aus den Eiern geschlüpfte L1-Larven wurden schnellstmöglich in eine 24-Loch-Zellkul-

turplatte mit vorgelegtem Kunstfutter vereinzelt (eine L1-Larve je Loch) und bis L5 in Einzel-

tierhaltung gehalten. 
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3.3 Präparationstechniken 
 
3.3.1 Hämozytenpräparation 
 
Larven des gewünschten Entwicklungsstadiums wurden unter fließendem Wasser gewasch-

en, getrocknet und in einer sauberen Petrischale für ca. 30 min auf Eis sediert. Unmittelbar 

vor der Präparation wurde das Abdomen für 30 Sekunden mit 70 % Ethanol desinfiziert. Die 

sedierte, desinfizierte Larve wurde mit dem Kopf- und den Thorakalsegmenten in sauberen 

Zellstoff gewickelt und zwischen drei Fingern fixiert, bevor vier Abdominalfüße einer Körper-

hälfte nach und nach mit einer sterilen, chirurgischen Mikroschere zur Gewinnung von Hämo-

lymphe angeschnitten wurden. Austretende Vollhämolymphe (Hämolymphplasma & Hämo-

zyten) wurde in einem sterilen, konischen 15 mL Polypropylen-Röhrchen mit 5 mL vorgelegter, 

eiskalter, steriler AC-Saline auf Eis aufgefangen und durch sanftes Invertieren gemischt. Ohne 

Zusatz eines Phenoloxidase-Inhibitors wie Phenylthioharnstoff (engl. phenylthiourea, Abk. 

PTU) wurde dabei auf zügiges Arbeiten und die durchgehende Einhaltung der Kühlkette ge-

achtet, um die Melanisierung der Hämolymphe zu verhindern (Ryazanova et al. 2011). Die in 

der Hämolymphprobe enthaltenen Hämozyten wurden anschließend durch Zentrifugation für 

10 min bei 500 x g und 4 °C sedimentiert. Der Überstand (AC-Saline + Hämolymphplasma) 

wurde durch Dekantieren verworfen und das Hämozytenpellet in 5 mL frischer, eiskalter, ste-

riler AC-Saline vorsichtig resuspendiert, bevor der Waschvorgang noch zweimal wiederholt 

wurde. Nach insgesamt dreimaligem Waschen mit AC-Saline ist der Großteil des an den Hä-

mozyten adhärierenden Hämolymphplasmas weggewaschen und die Hämozyten sind zur 

Weiterverarbeitung gereinigt. 

 
 
3.3.2 Herstellen von Hämozyten-Monolayern 
 
Zur immunzytochemischen Markierung wurden präparierte und gewaschene Hämozyten (Ka-

pitel 3.3.1) in Insektenzellmedium resuspendiert und als einschichtiger Zellrasen auf Mehr-

kammer-Glasobjektträgern (Hämozyten-Monolayer) aufgetragen. Dazu wurde die AC-Saline 

nach dem dritten Waschgang der Hämozyten (Kapitel 3.3.1) rückstandslos entfernt und das 

gewaschene Hämozytenpellet zweimal mit 250 µL sterilem TC-100 Insektenzellmedium über-

schichtet, um das in der AC-Saline enthaltene EDTA zu verdünnen (EDTA inhibiert das Adhä-

rieren und Spreiten der Hämozyten). Anschließend wurde das Hämozytenpellet ab-hängig von 

der Zellzahl in 1 – 3 mL frischem, sterilem TC-100 Insektenzellmedium vorsichtig resuspen-

diert, bevor jeweils 13 µL der Hämozytensuspension je Kammer auf Mehrkammer-Glasobjekt-

träger (Diagnostika-Objektträger, Thermo Scientific™, Katalog-Nr.: X1X-ER-308B-CE24) mit 

Adhäsionsbeschichtung und hydrophoben Epoxy-Farbmasken aufgetragen wurde. Nach einer 

Absitzzeit von 45 – 60 min in einer Feuchtkammer bei RT wurden die Hämozyten mit 

3,5 % PFA-MS- für 5 min bei RT fixiert und dreimal für 10 min mit TBS bei RT mit einer 
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Vakuumpumpe gewaschen, bevor die Hämozyten-Monolayer bis zur Verwendung halbfeucht 

bei -20 °C eingefroren und gelagert wurden. 

 
 
3.3.3 Präparation von zellfreiem Hämolymphplasma 
 
Larven des gewünschten Entwicklungsstadiums wurden unter fließendem Wasser gewasch-

en, getrocknet und in einer sauberen Petrischale für ca. 30 min auf Eis sediert. Unmittelbar 

vor der Präparation wurde das Abdomen für 30 Sekunden mit 70 % Ethanol desinfiziert. Die 

sedierte, desinfizierte Larve wurde mit dem Kopf- und den Thorakalsegmenten in sauberen 

Zellstoff gewickelt und zwischen drei Fingern fixiert, bevor vier Abdominalfüße einer Körper-

hälfte nach und nach mit einer sterilen, chirurgischen Mikroschere zur Gewinnung von Hä-

molymphe angeschnitten wurden. Die austretende Vollhämolymphe (Hämolymphplasma & 

Hämozyten) einer Larve wurde in einem abgewogenen, sterilen, konischen 15 mL Polypropy-

len-Röhrchen mit vorgelegtem Phenylthioharnstoff (PTU) auf Eis aufgefangen. Ohne Zusatz 

eines Phenoloxidase-Inhibitors wie PTU wurde dabei auf zügiges Arbeiten und die durchge-

hende Einhaltung der Kühlkette geachtet, um die Melanisierung der Hämolymphe zu verhin-

dern (Ryazanova et al. 2011). Zur Ermittlung des Probengewichtes wurde das 15 mL Röhr-

chen unmittelbar nach der Hämolymphentnahme mit einer Feinwaage gewogen. Je mg Hä-

molymphe wurden 0,5 µL 10x Proteaseinhibitor-Cocktail (PIC) zugegeben (Kapitel 3.1.3) und 

durch Invertieren mit der Hämolymphe gemischt. Die in der Hämolymphprobe enthaltenen Hä-

mozyten wurden anschließend durch Zentrifugation für 15 min bei 500 x g und 4 °C sedimen-

tiert. Der klare Überstand wurde in ein steriles, konisches 1,5 mL Reaktionsgefäß transferiert 

und erneut für 10 min bei 2000 x g und 4 °C zentrifugiert, um restliche in der Hämolymphe 

verbliebene Hämozyten zu sedimentieren. Nach der zweiten Zentrifugation wurde der klare 

Überstand (= zellfreie Hämolymphe/Hämolymphplasma & PIC) in ein neues steriles, koni-

sches 1,5 mL Reaktionsgefäß transferiert. Bis zur Weiterverwendung wurde das Hämolymph-

plasma bei -20 °C gelagert. 
 
 
3.3.4 Gewebepräparation 
 
Larven des gewünschten Entwicklungsstadiums wurden unter fließendem Wasser gewasch-

en, getrocknet und in einer sauberen Petrischale für ca. 30 min auf Eis sediert. Unmittelbar 

vor der Präparation wurde das Abdomen für 30 Sekunden mit 70 % Ethanol desinfiziert. Die 

sedierte, desinfizierte Larve wurde mit sterilen Stecknadeln in einer vorgekühlten, mit Parafilm 

ausgekleideten Präparierschale mit Wachsboden zwischen Kopfkapsel und Prothorax sowie 

am Nachschieber mit der Ventralseite nach unten fixiert. Zwischen dem siebten und achten 

Abdominalsegment wurde das Integument der Larve mit einem oberflächlichen, dorsalen 

Querschnitt mit einer sterilen, chirurgischen Mikroschere geöffnet. Von dort aus wurde die 
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Larve mit einem Dorsalschnitt längs entlang des Dorsalgefäßes bis zum Prothorax geöffnet. 

Beide Integumentlappen wurden zur Seite aufgeklappt und mit Stecknadeln im Wachsboden 

fixiert. Die so eröffnete Larve wurde vollständig unter eiskalte, sterile TBS gesetzt, bevor ein-

zelne Gewebe und Organe mit sterilen Feinpinzetten unter Sicht mit Hilfe eines Stereomikro-

skops präpariert wurden. Zunächst wurden alle vier im Meso- (T2) und Metathorax (T3) lateral 

lokalisierten hämatopoetischen Organe (HO) und Flügelanlagen (FA), möglichst ohne Mit-

nahme umliegender Tracheen, präpariert. Unterhalb des Schlunds wurden die lateral links und 

rechts vom Darm verlaufenden Labialdrüsen (LBD) abgetrennt. Fettkörperproben (FK) wurden 

ventrolateral vom Metathorax (drittes Thorakalsegment, T3) sowie vom dritten bis siebten Ab-

dominalsegment (A3-A7) entnommen. Der Darm wurde mit einer chirurgischen Mikroschere 

geöffnet und die peritrophische Membran samt Darminhalt entnommen, bevor das Epithel von 

Vorder-, Mittel- und Hinterdarm (VD, MD, HD) präpariert wurde. Abschließend wurde das vent-

ral, unterhalb des Darms lokalisierte zentrale Nervensystem (ZNS) präpariert, indem die 

Konnektive oberhalb des Unterschlundganglions durchtrennt wurden und das ZNS vom 

Ganglion des ersten Thorakalsegmentes (T1) bis zum Ganglion des siebten Abdomi-nalseg-

mentes (A7) entnommen wurde. Alle präparierten Gewebe und Organe wurden 30 Sekunden 

in eiskalter, steriler AC-Saline geschwenkt, um potentiell adhärierende Hämozyten abzuwa-

schen. Anschließend wurden die Proben in ein abgewogenes, konisches, steriles, DNase-

/RNase-freies 1,5 mL Reaktionsgefäß überführt und der überschüssige Puffer nach Zentrifu-

gation abgenommen. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Proben in Flüssigstick-stoff gela-

gert. 
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3.4 Zellkulturtechniken 
 
3.4.1 Kultivierung von E. coli K12 D31 
 
Zur Kultivierung Streptomycin-resistenter Escherichia coli K12 Stamm D31 (E. coli K12 D31, 

Monner et al. 1971) wurde der Substamm Y (laborinterne Bezeichnung: E. coli K12 D31-Y, 

Antibiogramm Tab. 3.2) auf Standard-I-Selektivagar (Penicillin: 100 U/mL, Streptomycin: 100 

μg/mL) ausgestrichen und im Brutschrank bei 37 °C inkubiert bis Bakterienkolonien hochge-

wachsen sind. 
 
Tabelle 3.2: Resistenz und Sensitivität von E. coli K12 D31 Substamm Y gegenüber Antibiotika und antimikrobiell 
wirksamen Peptiden im Hämolymphplasma immunstimulierter M. sexta Larven 

E. coli K12 D31-Y 
Resistenz Sensitivität 

Streptomycin 
1 mg/mL 

Ampicillin 
100 μg/mL 

 Gentamycin 
50 μg/mL 

 Kanamycin 
100 μg/mL 

 Hämolymphplasma immunstimulier-
ter M. sexta 

 
Zur weiteren Verwendung von E. coli K12 D31-Y zur Immunstimulation unbehandelter 

M. sexta L5d2-Larven oder zur Inkubation im Hämolymphplasma unbehandelter M. sexta 

L5d2-Larven wurden Flüssigübernachtkulturen angesetzt, indem Standard-I-Selektivmedium 

(Penicillin: 100 U/mL, Streptomycin: 100 μg/mL) mit E. coli K12 D31-Y-Kolonien angeimpft 

und auf einem Rotationsschüttler bei 225 U/min und 37 °C mindestens über Nacht inkubiert 

wurde. 
 
 
3.4.2 FITC-Markierung von Bakterien 
 
Zur lichtmikroskopischen in-situ-Detektion phagozytierter Bakterien mittels Fluoreszenz-mik-

roskopie wurden S. aureus und E. coli mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-Isothio-cya-

nat (FITC) markiert. Dazu wurde E. coli K12 D31-Y in Flüssigübernachtkulturen kultiviert (Ka-

pitel 3.4.1) und bei ausreichender Bakteriendichte für 10 min bei 1500 x g und 21 °C zentri-

fugiert. Nach abgeschlossener Zentrifugation wurde das Medium vollständig abgenommen, 

das Bakterienpellet in 3,5 % Paraformaldehyd in steril filtrierter MS- resuspendiert und die Bak-

terien anschließend zur Abtötung (Fixierung) für 45 min auf einem Rotationsschüttler bei 

225 U/min und 21 °C inkubiert. Abhängig von der Bakteriendichte wurden 3 – 5 mL der Bakte-

riensuspension mit abgetöteten Bakterien in ein frisches, steriles 15 mL Reaktionsgefäß über-

führt und für 10 min bei 1500 x g und 4 °C zentrifugiert. Der flüssige Überstand 

(3,5 % PFA in MS-) wurde anschließend vollständig abgenommen, bevor die abgetöteten Bak-

terien in 10 mL frischen, sterilen Na-Bicarbonatpuffer (pH 9,4) umgepuffert, resuspendiert und 
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gewaschen wurden. Die Bakteriensuspension wurde danach erneut für 10 min bei 1500 x g 

und 4 °C zentrifugiert und der Waschgang zur Reduktion von PFA in Lösung noch zweimal 

wiederholt. Nach insgesamt drei Waschgängen wurde der flüssige Überstand voll-ständig ab-

genommen, bevor die gewaschenen Bakterien zur FITC-Markierung in 3 – 5 mL FITC-Markie-

rungslösung resuspendiert und für 30 min abgedunkelt auf einem Rollschüttler bei RT inkubiert 

wurden. Anschließend wurde die Bakteriensuspension für 10 min bei 1500 x g und 4 °C zent-

rifugiert, bevor der flüssige Überstand vollständig abgenommen wurde und die FITC-markier-

ten Bakterien in 10 mL frischen, sterilen Na-Bicarbonatpuffer resuspensiert und gewaschen 

wurden. Zur Kontrolle der FITC-Markierung wurden 10 μL der Bakteriensuspen-sion auf einem 

Objektträger ausgestrichen und mit einem Olympus BX60 lichtmikroskopisch mittels Fluores-

zenzmikroskopie unter Anregung mit blauem Licht der Wellenlänge 460 – 490 nm auf FITC-

Signal überprüft. Bei geringer Intensität des Fluoreszenzsignals wurde die FITC-Markierung 

wiederholt und die Bakterien ein zweites Mal in 3 – 5 mL FITC-Markierungslösung resuspen-

diert und für 30 min abgedunkelt auf einem Rollschüttler bei RT inkubiert. Bei ausreichender 

Intensität des Fluoreszenzsignals wurde die Bakteriensuspension für 10 min bei 1500 x g und 

4 °C zentrifugiert, bevor der Überstand vollständig abgenommen wurde und die FITC-markier-

ten Bakterien zur Entfernung von nicht gebundenem FITC in 10 mL frischer, steriler MS- ge-

waschen wurden. Der Waschgang wurde noch mindestens zweimal bzw. solange wiederholt, 

bis der Waschpuffer (sterile MS-) keine Gelbfärbung aufgrund von nicht gebundenem FITC 

zeigte. Nach insgesamt mindestens drei Waschgängen wurde die Bakterienanzahl der gewa-

schenen, FITC-markierten Bakterien in einem Milliliter Bakteriensuspension mittels Neubauer-

Hämozytometer (Neubauer Improved) nach Herstel-lerprotokoll ermittelt (Kapitel 3.10.2.1) 

und durch Zugabe von frischer, steril filtrierter MS- auf eine Bakterienanzahl von 2 • 1010 Bak-

terien pro mL MS- (Stammsuspension) eingestellt (Kapitel 3.5.1). Die Lagerung der FITC-mar-

kierten Stammsuspension erfolgte in lichtundurch-lässigen Reaktionsgefäßen abgedunkelt bei 

4 °C. 
 
 
3.4.3 Kultivierung synchronisierter erythrozytärer asexueller Entwicklungsstadien 

von P. falciparum NF54attB 
 
3.4.3.1 Kultivierung 
 
Erythrozytäre, asexuelle Entwicklungsstadien des Chloroquin-sensitiven Stammes NF54attB 

von Plasmodium falciparum wurden in Zusammenarbeit mit der AG Biochemie und Molekular-

biologie (Prof. Dr. Becker, Institut für Ernährungswissenschaft, JLU Gießen) in Plasmodien-

Zellkulturmedium (humane Erythrozyten der Blutgruppe A Rh+ in RPMI-1640 Säugetier-Zell-

kulturmedium, supplementiert mit AlbuMAX™ II, Glukose, Hypoxanthin und L-Glutamin) bei 

3,3 % Hämatokrit im Zellkultur-Inkubator bei 37 °C und einem Gasgemisch bestehend aus 

3 % (v/v) Sauerstoff (O2), 3 % (v/v) Kohlenstoffdioxid (CO2) und 94 % (v/v) Stickstoff (N2) 
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kultiviert (Trager & Jensen 1976 modifiziert nach Rahbari et al. 2017). Erythrozytenkonzentrat 

wurde von der Blutbank des Universitätsklinikums Gießen und Marburg (Prof. Dr. Bein, Zen-

trum für Transfusionsmedizin und Hämotherapie, UKGM Gießen) bezogen. Die Parasitämie 

wurde mittels Giemsa-gefärbten Blutausstrichen ermittelt, indem in drei unterschiedlichen Be-

reichen eines Blutausstriches jeweils 100 Erythrozyten exemplarisch gezählt wurden und je-

weils der prozentuale Anteil der infizierten Erythrozyten an der Gesamterythrozytenanzahl be-

rechnet wurde. 
 
3.4.3.2 Sorbitol-Sychronisierung 
 
Zur in-vitro-Synchronisierung der erythrozytären Entwicklungsstadien von P. falciparum und 

gezielten Anreicherung von Trophozoitenstadien in Kultur in Vorbereitung des Microbial Bin-

ding Assays (Kapitel 3.8.4) wurde eine aus unreifen Ringtrophozoiten (0 – 16 h), reifen Tro-

phozoiten (20 – 32 h), Schizonten (36 – 48 h) und Merozoiten (44 – 48 h) bestehende asyn-

chrone Parasitenkultur bei einer Parasitämie von ≥ 5 % nach der Methode von Lambros 

& Vanderberg (1979) mit 5 % (w/v) D-Sorbitol behandelt, wodurch mit Schizonten und Mero-

zoiten infizierte Erythrozyten selektiv lysiert wurden. Dazu wurden 4 – 5 mL einer asynchronen 

Parasitenkultur mit einer Parasitämie von ≥ 5 % 10 – 12 h post Invasion der Erythrozyten in 

ein steriles 15 mL Reaktionsgefäß überführt und für 10 min bei 600 x g und 21 °C zentrifugiert. 

Nach der Zentrifugation wurde der klare Überstand des Plasmodien-Zellkulturmediums abge-

nommen und die parasitierten Erythrozyten in 4 mL steril filtriertem Sorbitol-Lysepuffer 

(5 % (w/v) D-Sorbitol in Reinstwasser, bosm = 287 mosmol/kg) resuspendiert und für 10 min 

bei RT inkubiert. Anschließend wurde die Parasitenkultur dreimal für jeweils 10 min bei 600 x g 

und 21 °C zentrifugiert und mit Erythrozyten-freiem Plasmodien-Zellkulturmedium gewaschen, 

bevor die synchronisierte Parasitenkultur in Erythrozyten-haltigem Plasmodien-Zellkulturme-

dium rekultiviert wurde. Nach abgeschlossener Sorbitol-Lyse benötigen die in der synchronen 

Parasitenkultur verbleibenden Trophozoiten 48 h zum Durchlaufen eines erythrozytären Schi-

zogonie-Zyklus über Schizonten- und Merozoiten-Stadien bis erneut Trophozoiten-Stadien in 

Kultur vorliegen. Um die Parasiten in synchronisierter in-vitro-Kultur zu halten wurde die Sor-

bitol-Synchronisation nach einem abgeschlossenen erythrozytären Schizogonie-Zyklus (nach 

48 h) und von diesem Zeitpunkt an einmal pro Woche wiederholt. 

 
 
3.4.4 Kultivierung von Hybridoma-Zellkulturen und Gewinnung monoklonaler Anti-

körper 
 
Zur Gewinnung hämozytenspezifischer monoklonaler Antikörper wurden die Hybridoma-Zell-

linien MS2, MS7, MS13, MS73, MS75 und MS77, hergestellt durch Fusion von murinen 

Myelomzellen (entartete Plasmazellen) und Antikörper-produzierenden B-Lymphozyten (Plas-

mazellen) aus BALB/c-Mäusen, die mit intakten M. sexta Hämozyten immunisiert wurden 
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(Willot et al. 1994), als semiadhärente Suspensionszellkultur in Hybridoma-Zellkulturmedium 

(RPMI-complete + 5 % (v/v) Fötales Bovines Serum (FBS)) im Zellkultur-Inkubator bei 37 °C 

und 5 % CO2 kultiviert. 

 
3.4.4.1 Lagerung 
 
Zur dauerhaften Lagerung wurden die Hybridoma-Zelllinien nach dem Standardverfahren von 

Harlow & Lane (1988) bei -196 °C in Flüssigstickstoff kryokonserviert. Bei Bedarf wurden die 

Hybridoma-Zellen aus der Kryolagerung entnommen und wieder in Kultur genommen. 

 
3.4.4.2 Auftauen von Hybridoma-Zellen 
 
Hybridoma-Zellen wurden aus der Kryolagerung entnommen und durch Zugabe von 

0,5 – 1,0 mL frischem, sterilem Auftaumedium (RPMI-complete + 10 % (v/v) FBS) im Kryo-

Röhrchen aufgetaut und vorsichtig resuspendiert. Zur Verdünnung von DMSO im Einfrier-me-

dium wurden die aufgetauten Hybridoma-Zellen direkt im Anschluss mit einer sterilen 

1,5 mL Transferpipette in ein 15 mL Reaktionsgefäß mit vorgelegten 9 mL Auftaumedium 

überführt, vorsichtig resuspendiert und für 10 min bei 500 x g und 21 °C zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen und der Waschvorgang noch zweimal mit jeweils frischem, steri-

len Auftaumedium wiederholt. Nach abgeschlossenem dritten Wasch- und Zentrifugations-

schritt wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet in 1,0 mL frischem, sterilen Ausplat-

tier-medium (RPMI-complete + 10 % (v/v) FBS + 10 % (v/v) BMH1) resuspendiert und unter 

Sichtkontrolle in hoher und niedriger Zelldichte in eine 4-Loch-Zellkulturschale überführt. 

 
3.4.4.3 Kultivierung von Hybridoma-Zellkulturen 
 
Aufgetaute und gewaschene Hybridoma-Zellen (Kapitel 3.4.4.2) wurden zu Beginn in Aus-

plattiermedium (RPMI-complete + 10 % (v/v) FBS + 10 % (v/v) BMH1) als semiadhärente 

Suspensionszellkultur im Zellkultur-Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Bei Stabi-lisie-

rung der Hybridoma-Zellkultur (vitale Zellmorphologie und stabile Zellproliferationsrate) wurde 

zunächst der Volumenanteil von BMH1, danach der Volumenanteil von FBS im Medium redu-

ziert bis die Hybridoma-Zellkultur in Routinemedium (RPMI-complete + 0 – 5 % (v/v) FBS) kul-

tiviert wurde. Das Medium wurde zweimal pro Woche im Abstand von 3 Tagen gewechselt. 

 
3.4.4.4 Gewinnung monoklonaler Antikörper 
 
Hämozytenspezifische monoklonale Antikörper wurden gewonnen, indem der Medienüber-

stand von vitalen Hybridoma-Zellkulturen mit stabiler Zellproliferationsrate nach 3 Tagen in 

Kultur abgenommen, in ein steriles 15 mL Reaktionsgefäß transferiert und für 10 min bei 

500 x g und 21 °C zentrifugiert wurde. Der zellfreie Medienüberstand wurde in ein frisches, 
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steriles 15 mL Reaktionsgefäß überführt, mit 0,05 % Natriumazid versetzt und als mono-klo-

nale Antikörperlösung verwendet. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C. 

 
3.4.4.5 Einfrieren von Hybridoma-Zellkulturen 
 
Zur Vorbereitung einer Zellkultur zum Einfrieren wurde die betreffende Hybridoma-Zellkultur 

durch Reduktion apoptotischer Zellen und Zugabe frischen Erntemediums (RPMI-complete 

ohne FBS) in die Wachstumsphase gebracht. Bei ausreichender Zelldichte, hohem Anteil vi-

taler, abgesetzter Zellen bei gleichzeitig geringem Anteil toter Zellen (in der Regel am Folge-

tag) wurde das Altmedium abgenommen, 5 mL frisches, steriles Routinemedium (RPMI-com-

plete + 2,5 % FBS) zugegeben und die Hybridoma-Zellen durch luftblasenfreies Spülen mit 

einer sterilen 1,5 mL Transferpipette resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in ein 15 mL-

Reaktionsgefäß überführt und für 10 min bei 500 x g und 4 °C zentrifugiert, bevor das Reakti-

onsgefäß samt Hybridoma-Zellpellet zur Verlangsamung des Zellstoffwechsels für 30 – 60 min 

in Eis gestellt wurde. Anschließend wurde der zellfreie Medienüberstand vollständig abgenom-

men und das Hybridoma-Zellpellet je nach Zellzahl in 1 – 2 mL Einfriermedium 

(50 % (v/v) RPMI-complete + 40 % (v/v) FBS + 10 % (v/v) DMSO) resuspen-diert wurde. Die 

Zellsuspension wurde in jeweils 500 μL Aliquots auf Eis in Kryo-Röhrchen aufgeteilt, bevor die 

Hybridoma-Zellaliquots zur weiteren Verlangsamung des Stoffwechsels für 30 – 60 min in Eis 

gestellt wurden. Anschließend wurden die Kryo-Röhrchen in eine Isopropanol-Einfrierbox 

überführt und für 7 Tage in einen -80 °C-Gefrierschrank gestellt, wobei die Hybridoma-Zellen 

mit einer Einfrierrate von -1 °C/min kontrolliert auf -80 °C herunter-gekühlt und eingefroren 

wurden. Nach 7 Tagen bei -80 °C wurden die Hybridoma-Zellen zur Langzeit-Lagerung in 

Flüssigstickstoff überführt und kryokonserviert. 

 
 
3.4.5 Isolierung humaner Erythrozyten und mononukleärer Zellen aus Vollblut mittels 

Dichtegradientenzentrifugation 
 

Humane Erythrozyten und mononukleäre Zellen (T- und B-Lymphozyten und Monozyten, engl. 

Abk.: MNCs) wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation mit dem Dichtegradienten-Me-

dium Ficoll nach der Methode von Bøyum (1968) aus peripherem Vollblut isoliert, wobei Eryth-

rozyten unter dem Einfluss starker Zentrifugalkräfte aufgrund ihrer höheren Dichte die Ficoll-

Phase mit einer Dichte von 1,077 g/mL passieren während sich Lymphozyten, Mono-zyten 

und Thrombozyten an der Plasma-Gradientenphase aufgrund ihrer geringeren Dichte sam-

meln (Bøyum 1968). Dazu wurde mit Citrat-Phosphat-Dextrose-Lösung antikoaguliertes und 

stabilisiertes Vollblut-Konzentrat (Buffy-Coat) 1 : 1 mit steriler 1x HBSS (alternativ 1x PBS) 

verdünnt, bevor 20 mL verdünntes Vollblut vorsichtig über ein Kissen aus 20 mL steriler, iso-

tonischer BioColl®-Trennlösung (Ficoll 400® (Polysaccharose 400), Bio&SELL, Katalog-
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Nr.: L 6115) in ein steriles, konisches 50 mL Reaktionsgefäß 

geschichtet wurden und für 30 min bei 500 x g und 20 °C bei 

ausgeschalteter Bremse zentrifugiert wurden. Nach abge-

schlossener Zentrifugation haben sich die Blutbestandteile in 

eine obere Phase (Blutplasma und Thrombozyten) und eine 

untere Phase (Erythrozyten und Granulozyten), sowie in die 

dazwischen-liegende Interphase (MNCs) und Ficoll-Phase 

(Granulozyten) getrennt (Abb. 3.1). Zur Gewinnung von mo-

nonukleären Zellen wurde die oberste Phase zu zwei Drittel 

abgenommen und verworfen, bevor die in der Interphase als 

weiße Zellwolke (engl. buffy coat) sichtbaren Lymphozyten, 

Mono-zyten und Thrombozyten mit einer sterilen serologi-

schen Pipette abgenommen und in ein steriles, konisches 

50 mL Reaktionsgefäß mit vorgelegten 25 mL steriler HBSS 

über-führt, resuspendiert und gewaschen wurden. Zur Gewin-

nung der Erythrozyten wurde anschließend die Ficoll-Phase 

ab-genommen und verworfen, bevor die Erythrozyten in der 

unteren Phase abgenommen und ebenfalls in ein steriles, ko-

nisches 50 mL Reaktionsgefäß mit vorgelegten 25 mL steriler 

HBSS überführt, resuspendiert und gewaschen wurden. 

Beide Zellpopulationen wurden für 10 min bei 500 x g und 

20 °C zentrifugiert und der Waschvorgang noch zweimal wie-

derholt. Die gewaschenen Erythrozyten und mononukleären 

Zellen wurden in frischer, steriler 1x HBSS resuspendiert und für kurze Zeit bis zur Weiterver-

wendung bei RT gelagert. 
 
 
3.5 E. coli-Injektionsversuche 
 
3.5.1 Kultivierung und Vorbereitung von E. coli K12 D31-Y 
 
E. coli K12 D31-Y wurde in Flüssigübernachtkulturen kultiviert (Kapitel 3.4.1) und bei ausrei-

chender Bakteriendichte für 10 min bei 1500 x g und 21 °C zentrifugiert. Nach abgeschlos-

sener Zentrifugation wurde das Medium vollständig abgenommen, das Bakterienpellet in 

3,5 % Paraformaldehyd in steril filtrierter MS- (3,5 % PFA in MS-) resuspendiert und die Bak-

terien zur Abtötung (Fixierung) für 45 min auf einem Rotationsschüttler bei 225 U/min und 

21 °C inkubiert. Zur Reduktion von PFA in Lösung wurden die abgetöteten Bakterien an-schlie-

ßend durch dreimalige Zentrifugation für jeweils 10 min bei 1500 x g und 21 °C und Resus-

pension in jeweils 5 mL frischer, steril filtrierter MS- gewaschen. Nach dem dritten Waschschritt 

Abbildung 3.1: Trennung von 
Erythrozyten und mononukleären 
Zellen aus humanem Vollblutkon-
zentrat mittels Ficoll-Dichtegradi-
entenzentrifugation. 

1) Plasma-Phase, 2) Interphase mit 
weißer Zellwolke bestehend aus mo-
nonukleären Leukozyten, 3) Ficoll-
Phase, 4) Erythrozyten-Phase. 
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wurden die gewaschenen Bakterien erneut zentrifugiert und je nach Verwendung zunächst mit 

dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) markiert (Kapitel 3.4.2), bevor die 

Bakteriensuspension mit unmarkierten oder FITC-markierten, PFA-abgetöteten 

E. coli K12 D31-Y durch Zugabe von frischer, steril filtrierter MS- auf eine Bakterienanzahl von 

2 • 1010 Bakterien/mL MS- (Stammsuspension) eingestellt und bei 4 °C gelagert wurde. Zur 

Vorbereitung der Injektionen wurde die Stammsuspension auf eine Bakterienanzahl von 

1 • 109 Bakterien/mL MS- (Injektionssuspension) verdünnt, in konische, sterile 2,0 mL Mikro-

Schraubröhren aliquotiert und bei 4 °C gelagert. 
 
3.5.2 Vorbereitung der Versuchstiere 
 
L5d2-Larven wurden unter fließendem Wasser gewaschen, getrocknet, auf einer Feinwaage 

gewogen und in einer sauberen Petrischale für ca. 30 min auf Eis sediert. Unmittelbar vor der 

Injektion wurde das Abdomen jeder Larve für 30 Sekunden mit 70 % Ethanol desinfiziert. 

 
3.5.3 Durchführung der E. coli-Injektion 
 
Zur Injektion wurde eine 1,0 mL Einmal-Tuberkulinspritze (B. Braun Omnifix® - F Luer Solo, 

Katalog-Nr.: 9161406V) und eine Einmal-Injektions-Kanüle mit einer Länge von 20 mm und 

einem Durchmesser von 0,4 mm (B. Braun Sterican® Gr. 20, Katalog-Nr.: 4657705) ver-wen-

det. Je Gramm Körpergewicht wurde den sedierten, desinfizierten L5d2-Larven 20 µL Injekti-

onssuspension (PFA-abgetötete E. coli K12 D31-Y in MS-) mit einer Bakterienanzahl von 

1 • 109 Bakterien/mL in das Hämocoel injiziert, was einer Dosis von 2 • 107 Bakterien pro 

Gramm Körpergewicht entspricht (Tab. 3.3). Zur Kontrolle wurde Larven des gleichen Entwick-

lungsstadiums ein identisches Volumen (20 µL pro Gramm Körpergewicht) sterile MS- in das 

Hämocoel injiziert (Tab. 3.3). Die Injektionen erfolgten lateral in die Segmentgrenze zwischen 

Abdominalsegment vier und fünf. Jede Larve wurde mit einem neuen, sterilen Injektions-be-

steck injiziert. Nach der Injektion wurden die Larven in neue, saubere Kunststoffschälchen mit 

frischem Kunstfutter gesetzt, um Infektionen bedingt durch mit Mikroorganismen belastetem 

Kot und altem Futter zu vermeiden. Bis zur Präparation wurden die Larven bei 24 °C im Brut-

schrank gehalten. 
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Tabelle 3.3: Dosierung der E. coli-Injektionssuspension zur Immunstimulation unbehandelter M. sexta L5d2 Lar-
ven mit PFA-abgetöteten, unmarkierten oder FITC-markierten E. coli K12 D31-Y vor der Probennahme. 

Injektionslösung / Injektionssuspension Injektions-do-
sis 

(Bakterien/g Kör-
pergewicht 
der Larve) 

Bezeichnung Inhaltsstoffe 
Injektionsvolu-

men 
(μL/g Körper-ge-
wicht der Larve) 

Bakterienanzahl 
der Injektions-

suspension 
(Bakterien/mL) 

MS-- 
Injektions-lö-

sung 
MS- 20 - - 

E. coli-Injekti-
ons-suspen-

sion 

PFA-abgetötete 
E. coli K12 D31-Y 

in MS- 
20 1 • 109 2 • 107 
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3.6 Bioinformatische Methoden 
 
3.6.1 Identifizierung von immunrelevanten Genen in Hämozyten von M. sexta 
 
Die Auswahl von immunrelevanten Genen zur ganzheitlichen Diskussion möglicher Funk-tio-

nen des Down-Syndrom-Zelladhäsionsmoleküls (engl. Down syndrome cell adhesion mo-

lecule, Abk. Dscam) in der angeborenen humoralen und zellulären Immunantwort larvaler Hä-

mozyten von M. sexta wurde anhand folgender Überlegungen durchgeführt: 

1. Welche Mustererkennungsrezeptoren (engl. pattern recognition receptor, Abk. PRR) 

bzw. welche für PRRs kodierenden Gene sind in Insekten in der angeborenen humo-

ralen und zellulären Immunantwort von Hämozyten involviert (Kapitel 3.6.1.1)? 

2. Welche Gene werden in Hämozyten immunstimulierter M. sexta-Larven verstärkt ex-

primiert (Kapitel 3.6.1.2)? 

 
3.6.1.1 Bekannte PRRs von Insekten 
 
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) von Insekten bzw. in Insekten für PRRs kodierende 

Gene, die/deren Genprodukte in der angeborenen humoralen und zellulären Immunantwort 

von und mit Hämozyten involviert sind, wurden durch Literaturrecherche ermittelt (Tab. 3.4). 

 
Tabelle 3.4: Mustererkennungsrezeptoren (engl. pattern recognition receptors, Abk. PRRs) von Insekten bzw. in 
Insekten für PRRs kodierende Gene, die/deren Genprodukte in der angeborenen humoralen und zellulären Immun-
antwort von und mit Hämozyten involviert sind, nach Strand (2008) und Marmaras & Lampropoulou (2009). 

PRR1 Rezeptortyp2 Funktion Nachgewiesen in3 Referenz 
Drosophila Anopheles Lepidoptera 

PGRP 
(SA, SD) 

humoral 

 + + + Irving et al. 2005 

PGRP 
(Sb1, Sc1a, 
Sc1b, SC2) 

Enzymatischer 
Peptidoglykan-
Abbau, Pha-
gozytose von 

Bakterien 
(gram+), Toll-
Aktivierung 

+ + + Bangham et al. 2006, 
Garver et al. 2006 

βGRP humoral 

Bindung an β-
1,3-Glucan, 

proPO-Aktivie-
rung 

k. A. k. A. + Wang et al. 1995 

GNBP humoral 

Bindung an 
die Zellwand 
gram-negati-
ver Bakterien 

+ k. A. + 
Lee et al. 1996, 
Kim et al. 2000, 
Irving et al. 2005 

LPSBP humoral 

Erkennung 
von Lipid A 
von LPS, 

Nodulibildung 

k. A. k. A. + Koizumi et al. 1999 

Hemolin humoral proPO-Aktivie-
rung - - + 

Ladendorff & Kanost 
1991, 

Kanost et al. 2004, 
Eleftherianos et al. 

2007, 
Terenius et al. 2007 

IML humoral 

Zelluläre Ein-
kapselung, 

proPO-Aktivie-
rung, Melani-
sierung, Pha-

gozytose 

+ + + 
Ling & Yu 2006, 
Yu et al. 2006, 

Yu & Kanost 2004 
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LRIM1 humoral 

Melanisierung 
und Abwehr 
von Plasmo-
dium berghei, 
Phagozytose 
von Bakterien 

(gram-) 

k. A. + k. A. Osta et al. 2004, 
Moita et al. 2005 

Dscam humoral und 
transmembran 

Phagozytose 
von Bakterien 
(gram+/gram-) 

+ + + 
Watson et al. 2005, 
Dong et al. 2006, 
Zhang et al. 2015 

Tep humoral und 
transmembran 

Phagozytose 
von Bakterien 

(gram-) 
+ + + 

Christophides et al. 
2002, Stroschein-Ste-

venson et al. 2005, 
Levashina et al. 2001, 

Moita et al. 2005, 
Zhang et al. 2015 

PGRP 
(LC) 

zelloberflächen-
assoziiert 

Phagozytose 
von Bakterien 
(gram-), Imd-
Aktivierung 

+ + + 
Rämet et al. 2002, 
Moita et al. 2005, 
Kim & Kim 2005, 
Zhang et al. 2015 

PGRP 
(LE) intrazellulär 

Erkennung 
von intrazellu-
lärem DAP-typ 
PGN (Mono-

mer) 

+ k. A. + Kaneko et al. 2006, 
Zhang et al. 2015 

Peste 
(SR-b) 

zelloberflächen-
assoziiert 

Aufnahme von 
Mycobakterien + k. A. k. A. Philips et al. 2005 

Croquemort 
(SR-b) 

zelloberflächen-
assoziiert 

Phagozytose 
apoptotischer 

Zellen 
+ k. A. k. A. Franc et al. 1999 

dSR-CI 
(SR-c) 

zelloberflächen-
assoziiert 

Bindung und 
Phagozytose 
von Bakterien 
(gram+/gram-) 

+ k. A. k. A. Rämet et al. 2001, 
Irving et al. 2004 

Eater transmembran 

Bindung und 
Phagozytose 
von Bakterien 
(gram+/gram-) 

+ k. A. + Kocks et al. 2005, 
Zhang et al. 2015 

Nimrod transmembran 
Phagozytose 
von Bakterien 
(gram+/gram-) 

+ + + Kurucz et al. 2007, 
Zhang et al. 2015 

Noduler zelloberflächen-
assoziiert 

Bindung von 
LPS, LTS und 
β-1,3-Glucan, 
Nodulibildung 

k. A. k. A. + Gandhe et al. 2007 

Draper zelloberflächen-
assoziiert 

Phagozytose 
apoptotischer 

Zellen 
+ k. A. + Manaka et al. 2004, 

Zhang et al. 2015 

LRP1 zelloberflächen-
assoziiert 

Phagozytose 
apoptotischer 

Zellen 
k. A. + k. A. Moita et al. 2005 

Integrin transmembran 

Einkapselung 
und Phago-zy-
tose von Bak-

terien 
(gram+/gram-) 

+ + + 

Foukas et al. 1998, 
Lavine & Strand 2003, 

Levin et al. 2005, 
Irving et al. 2005, 

Wertheim et al. 2005 
 
1: PRRs bzw. für PRRs kodierende Gene: PGRP, Peptidoglycan recognition protein (S, short; L, long); βGRP, 
Beta 1,3-glucan recognition protein; GNBP, Gram-negative bacteria-binding protein; LPSBP, Lipopolysaccharide-
binding protein; IML, Immulectin; LRIM1, Leucine-rich Repeat Immune Protein 1; Dscam, Down syndrome cell ad-
hesion molecule; Tep, Thioester-containing protein; SR, Scavanger receptor (b, class B; c, class C); dSR-CI, Dro-
sophila scavenger receptor CI; LRP1, LDL receptor-related protein 1; 2: PRR-Typ: humoral, im Hämolymph-
plasma gelöst zirkulierend, als Opsonin fungierend (Marmaras et al. 2009, 188); zelloberflächen-assoziiert, als Zel-
loberflächenrezeptor von Hämozyten präsentiert; transmembran, transmembraner Zelloberflächenrezeptor; intra-
zellulär, intrazellulär in Hämozyten nachweisbar; 3: Nachweis des PRRs in Drosophila, Anopheles und in Lepi-
dopteren (basierend auf dem Stand der Veröffentlichungen am 22.10.2020): +, PRR ist im Transkriptom/Pro-teom 
des Organismus nachweisbar; –, PRR ist nicht im Genom des Organismus nachweisbar; k. A., keine Angabe 
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3.6.1.2 Bekannte immunrelevante Gene in Hämozyten von M. sexta 
 
Gene, die in Hämozyten immunstimulierter M. sexta-Larven verstärkt exprimiert werden, wur-

den durch Literaturrecherche bestimmt und in PRRs und Effektormoleküle unterteilt (Tab. 3.5). 
 
Tabelle 3.5: Immunrelevante Gene (gDNA) und Genprodukte (immunwirksame Peptide & Proteine), die in immun-
kompetenten Geweben (Hämozyten & Fettkörper) immunstimulierter M. sexta-Larven verstärkt exprimiert bzw. 
synthetisiert werden, nach Kanost et al. (2004) und Zhang et al. (2015). 

irGen1 Rezeptor/ 
Effektor2 Funktion3 

Induzierbarkeit4 

Referenz iFK/kFK 
RNA 

iHZ/kHZ 
RNA 

iHZ/kHZ 
Peptid 

PGRP1 

PRR 

Bindung 
an Pep-
tido-gly-

kan 

proPO-Akti-
vierung x 5,10 x 64,16 x 1,02 Sumathipala & Jiang 

2010 
PGRP2 

 
 

Modulierung 
der Melani-

sierung 

x 1818,46 x 11,66 k. A. 
Zhang et al., un-
published data PGRP3 

 x 44,02 x 14,58 x 13,88 

PGRP5  x 54,37 x 10,09 x 10,82 Zhang et al. 2015 
βGRP1 

PRR 

Bindung 
an β-
1,3-

Glucan 

Agglutina-
tion, 

proPO-Akti-
vierung 

x 0,96 x 11,66 x 0,68 Ma & Kanost 2000 

βGRP2 x 9,69 x 9,23 k. A. Jiang et al. 2004 

MBP PRR 
proPO-Aktivierung, In-
duktion von AMP-Ex-

pression 
x 2,05 x 7,12 x 0,97 Wang & Jiang 2017 

Hemolin PRR 

Bindung an LPS und 
LTS, Agglutination von 
Mikroorg., Nodulation, 

Phagozytose 

x 748,52 x 3,96 x 5,43 
Yu & Kanost 2002, 
Eleftherianos et al. 

2007 
Jiang et al. 2010 

Draper PRR Phagozytose apoptoti-
scher Zellen x 5,61 x 1,69 x 0,92 Zhang et al. 2015, 

Manaka et al. 2004 

reeler1 PRR Nodulation, proPO-Akti-
vierung x 1159,95 x 3,02 x 487,70 Bao et al. 2011 

IML-1 

PRR 

Agglutination, Bindung 
an LPS, proPO-Aktivie-

rung, zelluläre Einkapse-
lung 

+   Yu et al. 1999, 
Ling & Yu 2006 

IML-2 
Agglutination, Bindung 
an LPS, proPO-Aktivie-

rung, zelluläre Einkapse-
lung und Melanisierung 

+   
Yu & Kanost 2000, 
Yu & Kanost 2003 

Ling & Yu 2006 

β-1,3-
Gluca-
nase 

Effektor Hydrolyse von β-1,3-
Glucan x 1,27 x 3,56 x 0,40 Zhang et al. 2015 

Lysozym Effektor bakteriolytisch + + + Mulnix & Dunn 1994 
Attacin Effektor antibakteriell + Zhu et al. 2003 

Gloverin Effektor antibakteriell + Zhu et al. 2003 
Cecropin Effektor antibakteriell + + + Dickinson et al. 1988 
Lebocin Effektor antibakteriell + Zhu et al. 2003 
Moricin Effektor antibakteriell + Zhu et al. 2003 

 
1: Immunrelevantes Gen (irGen): PGRP, Peptidoglycan recognition protein; βGRP, Beta 1,3-glucan recognition 
protein; MBP, Microbe binding protein; IML, Immulectin; 2: Genprodukt bindet als Rezeptor an Signalmoleküle von 
Mikroorganismen (engl. pattern recognition receptor, Abk. PRR), wodurch weitere Downstream-Signaltransduktion 
ausgelöst wird oder wirkt als Effektor direkt antimikrobiell; 3: Funktion des Genprodukts: proPO, Prophenoloxi-
dase; AMP, antimikrobiell wirksame Peptide & Proteine; LPS, Lipopolysaccharid; LTS, Lipoteichonsäure; 4: Indu-
zierbarkeit, d. h. verstärkte Expression des immunrelevanten Gens (gDNA) bzw. verstärkte Translation des Trans-
kripts (mRNA) zur Synthese des Genproduktes (immunwirksames Peptid/Protein), angegeben als relatives Viel-
faches des mRNA-/Protein-Levels immunaiver Tiere, rot markiert bei signifikanter Erhöhung des mRNA-/Protein-
Levels: FK, Fettkörper; iFK, immunstimulierter Fettkörper; kFK, Kontroll-Fettkörper; HZ, Hämozyten; iHZ, immun-
stimulierte Hämozyten; kHZ, Kontroll-Hämozyten; +, erhöhtes mRNA-/Protein-Level nach Immunstimulation 
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3.6.1.3 Auswahl immunrelevanter Gene 
 
Zur ganzheitlichen Diskussion der Genexpression von Dscam und damit einhergehenden, 

möglichen Funktionen in der angeborenen humoralen und zellulären Immunantwort larvaler 

Hämozyten von M. sexta wurde auf Grundlage der in Insekten und M. sexta bekannten im-

munrelevanten Gene (Tab. 3.4 & 3.5) eine Auswahl aus folgenden PRRs und antimikro-biellen 

Effektormolekülen getroffen: Eater, Lysozym, Attacin und Gloverin. Das Gen des transmemb-

ranen Zelloberflächenrezeptors Eater wird in Drosophila von Hämozyten exprimiert und ist in 

der Phagozytose von grampositiven und gramnegativen Bakterien involviert (Kocks 

et al. 2005). Die Genexpression von Eater dient damit als Beispiel eines Phagozytose-rezep-

tors, der in Drosophila essentiell an der zellulären Erkennung und Abwehr bakterieller Infekti-

onen beteiligt ist. Stellvertretend für antimikrobiell wirksame Effektormoleküle wird die Genex-

pression der antimikrobiellen Peptide (AMPs) Lysozym, Attacin und Gloverin untersucht, die 

nach einer bakteriellen Infektion im Zuge der humoralen Immunantwort verstärkt in immun-

kompetenten Geweben (Hämozyten, Fettkörper) exprimiert werden (Mulnix & Dunn 1994, 

Zhu et al. 2003). Attacin und Gloverin gehören zur Familie der Glycin-reichen antimikrobiellen 

Peptide (Yi et al. 2014). Beide AMPs wirken hauptsächlich gegen gram-negative Bakterien, 

indem sie die Synthese von Proteinen der äußeren Bakterienmembran inhibieren, was zu ei-

ner erhöhten Membranpermeabilität führt (Axén et al. 1997, Lundström et al. 2002). Lysozym 

bildet hingegen eine eigene AMP-Familie und wirkt direkt bakteriolytisch gegen grampositive 

Bakterien, indem es β-1,4-glykosidische Bindung zwischen N-Acetyl-muraminsäure (NAM) 

und N-Acetylglucosamin (NAG) in Peptidoglykanen hydrolysiert (Zhu et al. 2003, 

He et al. 2015). Zusammen decken die Gene der drei AMPs Lysozym, Attacin und Gloverin 

unterschiedliche AMP-Familien mit unterschiedlicher Wirkung ab. Gemeinsam mit dem Gen 

für den Phagozytoserezeptor Eater bilden sie somit eine Grundlage, um die Genexpression 

von Dscam anhand bereits bekannter immunrelevanter PRRs und Effektormoleküle zu disku-

tieren. 

 
3.6.1.4 Recherche von Nukleotidsequenzen 
 
Die Nukleotidsequenz der ausgewählten immunrelevanten Gene (Kapitel 3.6.1.3) wurde mit 

Hilfe der/des in Veröffentlichungen angegebenen bzw. in Datenbanken (NCBI, https://www. 

ncbi.nlm.nih.gov; FlyBase, https://flybase.org) annotierten Sequenz/Sequenzabschnittes be-

stimmt. 
 
3.6.1.5 Bestimmung der Ähnlichkeit von Nukleotidsequenzen 
 

Durch Abgleich artgleicher und -fremder Nukleotidsequenzen/-sequenzabschnitte mit dem im 

i5k Workspace@NAL (https://i5k.nal.usda.gov/webapp/blast/; i5K Consortium 2013) hinter-

legten Genom (Manduca_sexta_scaffolds) und Transkriptom (Manduca_sexta_OGS_v2.0_ 
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transcript) von M. sexta wurden mittels Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; Altschul 

et al. 1990; Altschul et al. 1997) Kandidatengene ermittelt. Alle Kandidaten für immunrelevan-

te Gene bei M. sexta wurden mittels BLAST-Analyse mit allen auf NCBI hinterlegten Genomen 

und Transkriptomen anderer Taxa auf statistisch signifikante, lokal ähnliche Nukleotidse-quen-

zen abgeglichen. Dabei wurde jeweils eine ungefilterte BLAST-Analyse (Abgefragte Datens-

ätze: alle nicht-redundanten GenBank CDS Translationen, PDB, SwissProt, PIR und PRF) so-

wie eine SmartBLAST-Analyse durchgeführt, die vor allem gut charakterisierte Modellorganis-

men wie Drosophila und Anopheles umfasst. Für molekularbiologische Arbeiten wurden dieje-

nigen Nukleotidsequenzen in Betracht gezogen, die folgende Kriterien erfüllen: 

1. Statistisch signifikante Ähnlichkeit zwischen einer publizierten bzw. annotierten Nukle-

otidsequenz und einer Sequenz des M. sexta-Genoms/-Transkriptoms 

2. Die re-BLAST-Analyse des Kandidatengens vom i5KWorkspace@NAL in NCBI ermit-

telt orthologe Gene und bestätigt die Sequenzhomologie. 

 

Eine Aminosäuresequenzidentität von > 25 % und ein E-Wert von < 1 x 10-3 galt als Indiz für 

eine mögliche Homologie zweier Sequenzen. Für die identifizierten Sequenzen mit hoher Ähn-

lichkeit zu Genen anderer Taxa wurde die vollständige, korrespondierende Nukleotid-sequenz 

aus dem in der Datenbank i5KWorkspace@NAL hinterlegten Genom (Manduca_ sexta_scaf-

folds) und Transkriptom (Manduca_sexta_OGS_v2.0_transcript) von M. sexta er-mittelt. 

 
 
3.6.2 Analyse der Überstimmung verschiedener Polypeptidsequenzen 
 
3.6.2.1 Multiple Sequenzalignments 
 
Die in der Datenbank i5KWorkspace@NAL ermittelten Nukleotidsequenzen möglicher immun-

relevanter Gene von M. sexta wurden mit dem Onlineservice ExPASy Translate (https://web. 

expasy.org/translate/, Swiss Institute of Bioinformatics) in eine Aminosäuresequenz übersetzt. 

Mit Hilfe des Kommandozeilenprogramms Clustal Ω (Sievers et al. 2011; Sievers & Higgins 

2014) wurden von den ermittelten Polypeptidsequenzen über den Onlineservice vom Europe-

an Molecular Biology Laboratory (EMBL, https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) multiple 

Sequenzalignments angefertigt.  

 
3.6.2.2 In-silico-Identifizierung und -Charakterisierung vorhergesagter Proteinsequenzen 
 
Zur Absicherung der Identität der in der Datenbank i5kWorkspace@NAL ermittelten Gene von 

M. sexta wurden der Aufbau, die Struktur und die Eigenschaften der vorhergesagten Proteine 

über verschiedene Programme ermittelt. Zur Identifizierung funktioneller und konservierter 

Proteindomänen sowie zur Klassifizierung vorhergesagter Proteine wurden die Datenbank In-

terPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/, Mitchell et al. 2019), die NCBI Conserved Domain 
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Database (CDD, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd, Lu et al. 2020) und der NCBI Conserved 

Domain Search Service (CD Search, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi, 

Lu et al. 2020) verwendet. Beide Datenbanken gleichen identifizierbare Merkmale bekannter 

Proteine mit in-silico translatierten Aminosäuresequenzen ab und ermöglichen so eine Prog-

nose funktioneller und konservierter Proteindomänen, möglicher biologischer Funktionen des 

Proteins sowie die Zuordnung in eine Proteinfamilie. Die Wahrscheinlichkeit des Vorhandens-

eins einer Transmembrandomäne wurde zusätzlich mit der Analysesoftware 

TMHMM 2.0 (Krogh et al. 2001) über den Onlineservice des Department of Health Technolo-

gy der Technischen Universität Dänemark (DTU Health Tech, https://services.healthtech.dtu 

.dk/service.php?TMHMM-2.0) bestimmt. Zur Visualisierung der Proteinstruktur wurde der On-

lineservice RaptorX Structure Prediction (http://raptorx.uchicago.edu/ContactMap/, Xu 2019) 

des Webservers RaptorX (http://raptorx.uchicago.edu, Källberg et al. 2012) verwendet, der 

auf Grundlage der Aminosäuresequenz mittels Distanz-basierter Proteinfaltung und ultra-

deep convolutional residual neural network-Technologie (ResNet) dreidimensionale Struktur-

modelle der Sekundär- und Tertiärstruktur sowie mögliche Proteinbindestellen für Protein-Pro-

tein-Interaktionen vorhersagt. 

 
 
3.7 Molekularbiologische Methoden 
 
3.7.1 gDNA-Extraktion 
 
Genomische DNA (gDNA) wurde aus Epidermis, Tracheen, Fett- und Muskelgewebe von un-

behandelten M. sexta L5d2-Larven extrahiert. Nach Steller & Pirrotta (1986) wurde das präpa-

rierte Gewebe lysiert, indem je 1 mg Gewebe in 16 μL DNA-Extraktionspuffer (Tris pH 9, 

0,1 mol/L; EDTA, 0,1 mol/L; SDS, 34,67 mmol/L) mit einem DNase-freien Pistill homogenisiert 

und zur schnelleren Extraktion der gDNA bei 65 °C für 20 min inkubiert wurde. Je 100 μL Ge-

webelysat wurden 14 μL Kaliumacetat (8 mol/L) zugegeben, durch Invertieren vermischt und 

30 min auf Eis inkubiert, um im Lysat gelöste Proteine zu fällen. Anschließend wurde das Lysat 

bei 21.400 x g und 4 °C für 10 min zentrifugiert, die zu einem Pellet sedimentierten Proteine 

verworfen und der flüssige Überstand in ein neues DNase-freies Reaktionsgefäß überführt. 

Zur Fällung der im Überstand gelösten gDNA wurden je 100 μL Überstand 70 μL Isopropa-

nol (99 %) zugegeben, durch sanftes Pipettieren vermischt und für 10 min bei RT inkubiert, 

bevor der Überstand bei 21.400 x g und 4 °C für 15 min zentrifugiert wurde. Der Überstand 

wurde nach der Zentrifugation verworfen, das Pellet (DNA) zweimal mit 70 % Ethanol über-

spült, getrocknet, in Nuklease-freiem Wasser (HyCloneTM Wasser) eluiert und auf eine finale 

MassenkonzentrationDNA von 1 μg/μL eingestellt. 
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3.7.2 RNA-Extraktion 
 
3.7.2.1 Gewebepräparation zur RNA-Extraktion 
 
Zur Untersuchung der dscam-Expression in den Geweben und Organen unbehandelter 

M. sexta L5d2-Larven wurden Hämozyten (HZ), hämatopoetische Organe (HO), Flügelanla-

gen (FA), Fettkörper (FK), Vorderdarm (VD), Mitteldarm (MD), Hinterdarm (HD), Labialdrü-

sen (LBD) und das zentrale Nervensystem (ZNS) von drei Tierkohorten á jeweils sieben Lar-

ven präpariert (Kap. 4.1.1). Zur Untersuchung der Expression von dscam, eater, lyso-   zym, 

attacin und gloverin in Hämozyten bakteriell stimulierter M. sexta L5d2- und L5d3-  Larven 

(Kap. 4.1.2) wurden unbehandelte Larven des Entwicklungsstadiums L5d2 einer Experimen-

tal- (E. coli-Injektion) bzw. einer Kontrollgruppe (Saline-Injektion) zugewiesen, die wiederum 

in die Treatment-Gruppen 1 h, 6 h, 10 h, 15 h, 20 h, 24 h und 36 h post Injektion unterteilt 

wurden (Tab. 3.6). 

 
Tabelle 3.6: Stichproben- und Treatmentgruppen zur Untersuchung der Expression von dscam, eater, lysozym, 
attacin und gloverin in Hämozyten bakteriell stimulierter M. sexta L5d2- und L5d3-Larven. 

 Replikat 
Stichprobe 

MS- 
Kontrollgruppe 

E. coli 
Experimentalgruppe 

T 
R 
E 
A 
T 
M 
E 
N 
T 

1 h 
1 7 Tiere 7 Tiere 
2 7 Tiere 7 Tiere 
3 7 Tiere 7 Tiere 

6 h 
1 7 Tiere 7 Tiere 
2 7 Tiere 7 Tiere 
3 7 Tiere 7 Tiere 

10 h 
1 7 Tiere 7 Tiere 
2 7 Tiere 7 Tiere 
3 7 Tiere 7 Tiere 

15 h 
1 7 Tiere 7 Tiere 
2 7 Tiere 7 Tiere 
3 7 Tiere 7 Tiere 

20 h 
1 7 Tiere 7 Tiere 
2 7 Tiere 7 Tiere 
3 7 Tiere 7 Tiere 

24 h 
1 7 Tiere 7 Tiere 
2 7 Tiere 7 Tiere 
3 7 Tiere 7 Tiere 

36 h 
1 7 Tiere 7 Tiere 
2 7 Tiere 7 Tiere 
3 7 Tiere 7 Tiere 

 
Larven der Experimentalgruppe haben eine Injektion mit einer Injektionssuspension aus steril 

filtrierter MS- und PFA-abgetöteten E. coli K12 D31-Y entsprechend einer Injektionsdosis von 

2 • 107 Bakterien/g Körpergewicht erhalten, während Larven der Kontrollgruppe ausschließlich 

steril filtrierte MS- injiziert wurde (Kapitel 3.5.3, Tab. 3.3). Je Treatment wurden Hämozyten 

von 3 Tierkohorten á jeweils 7 Larven entsprechend der Treatment-Gruppe 1 h, 6 h, 10 h, 

15 h, 20 h, 24 h oder 36 h post Injektion präpariert, wobei die Hämozyten einer Tierkohorte 
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nach der Präparation als Probenpool vereint weiterverarbeitet und nachfolgend als ein biolo-

gisches Replikat betrachtet wurden. Hämozyten wurden entsprechend Kapitel 3.3.1,     alle 

übrigen Organe entsprechend Kapitel 3.3.4 unter Verwendung DNase-/RNase-freier     AC-

Saline und TBS präpariert. Alle präparierten Gewebe und Organe wurden 30 Sekunden  in 

eiskalter, steriler DEPC-AC-Saline geschwenkt, um potentiell adhärierende Hämozyten abzu-

waschen. Anschließend wurden die Proben in ein abgewogenes, konisches, steriles, DNase-

/RNase-freies 1,5 mL Reaktionsgefäß überführt, der überschüssige Puffer nach Zen-trifuga-

tion abgenommen und bis zur RNA-Extraktion (Kapitel 3.7.2.2) in Flüssigstickstoff ge-lagert. 
 
3.7.2.2 RNA-Extraktion 
 
Total-RNA wurde mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Katalog-Nr.: 74104) nach Herstelleran-

gaben (https://www.qiagen.com/de/resources/resourcedetail?id=14e7cf6e-521a-4cf7-8cbc-bf 

9f6fa33e24&lang=en) aus dem vereinten (gepoolten) Gewebe einer Gewebeklasse einer Tier-

kohorte extrahiert, was nachfolgend der RNA eines biologischen Replikates entspricht. Die 

Qualität und RNA-Konzentration der RNA-Extrakte wurde mittels denaturierender RNA-Aga-

rose-Gelelektrophorese (Kapitel 3.7.4.3) und dem NanoDrop™ 1000 Spektrophotometer 

(Thermo Scientific) bestimmt. 

 
 
3.7.3 Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 
 
Vor der Reversen Transkription (RT) wurde eventuell koeluierte gDNA im RNA-Extrakt jedes 

RT-Reaktionsansatzes durch Inkubation mit 0,1 U/μL TURBO™ DNase (Invitrogen™ by Ther-

mo Fisher Scientific, Katalog-Nr.: AM2238) für 30 min bei 37 °C abgebaut und die DNase 

durch Zugabe von 15 mmol/L EDTA und Erhitzen auf 75 °C für 10 min inaktiviert. Anschlie-

ßend wurden je Reverse Transkriptase-Reaktion 500 ng Total-RNA eines RNA-Extraktes aus 

dem gepoolten Gewebe einer Tierkohorte einer Treatment-Gruppe (Kapitel 3.7.2, Tab. 3.6) 

mit dem Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics, Katalog-Nr.: 05 

081 955 001) nach Herstellerangaben (https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-

aldrich/docs/Roche/General_Information/1/transcriptor-high-fidelity-cdna-synthesis-kit.pdf) in 

einzelsträngige, komplementäre DNA (engl. complementary DNA, Abk. cDNA) umgeschrie-

ben (+ Ansatz = Experimentalansatz, 20 μL). Zur Kontrolle möglicher gDNA-Kontaminationen 

wurde je RNA-Extrakt zusätzlich ein halber RT-Reaktionsansatz (10 μL) ohne Reverse Tran-

skriptase (– Ansatz = Kontrollansatz) angesetzt. Nach erfolgter Reversen Transkription wur-

den der Experimental- und Kontrollansatz jedes RNA-Extraktes mittels Polymerase Ket-tenre-

aktion (engl. polymerase chain reaction, Abk. PCR, Kapitel 3.7.4) unter identischen PCR -Be-

dingungen, Verwendung spezifischer Primer für den eukaryotischen Elongationsfaktor 1-al-

pha (eEF1A, Haushaltsgen) von M. sexta und je 1 μL Template (+ Ansatz und – Ansatz) auf 

eEF1A-kodierende Nukleinsäuren überprüft (cDNA-Check-PCR). Die Abwesenheit von gDNA 
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im RNA-Extrakt des + Ansatzes wurde durch Ausbleiben eines PCR-Produktes des entsprech-

enden – Ansatzes bestätigt. In daran anschließenden RT-PCR Analysen (Kapitel 3.7.5) wur-

den ausschließlich gDNA-freie cDNAs als Template verwendet. Die maximale Anzahl der RT-

PCR-Zyklen war dabei durch die Anzahl der Zyklen der cDNA-Check-PCR begrenzt, unter der 

in Kontrollansätzen kein PCR-Produkt nachweisbar war. 

 
 
3.7.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Zur DNA-Amplifikation wurden die MyTaq™ DNA-Polymerase und der MyTaq™ Reaktions-puf-

fer von Bioline (Meridian Bioscience®, Katalog-Nr.: BIO-21105) nach Herstellerangaben 

(https://www.bioline.com/mwdownloads/download/link/id/2784/) verwendet. Pro 25 μL PCR-

Reaktionsansatz (Tab. 3.7) wurden DNA-Template, 1 Unit (U) DNA-Polymerase, 5 pmol Vor-

wärts- und Rückwärtsprimer (0,2 μmol/L), 25 nmol dNTPs (5 mmol/L) und 75 nmol MgCl2 (15 

mmol/L) unter Standard-PCR-Bedingungen (Tab. 3.8) verwendet. 

 
Tabelle 3.7: Standard-PCR-Pipettierschema für einen einfachen 25 μL PCR-Reaktionsansatz, verändert nach dem 
Standard MyTaq Protokoll (https://www.bioline.com/mwdownloads/download/link/id/2784/). 

Pipettier-
reihenfolge PCR-Reagenzien Volumen 

(μl) 
Stoffmenge/ 

Masse 
1. Reinstwasser (Nuklease-frei) 18,3  
2. 5x MyTaq™ Reaktionspuffer 5,0  
3. PrimerVorwärts 0,5 5 pmol 
4. PrimerRückwärts 0,5 5 pmol 
5. MyTaq™ DNA-Polymerase 0,2 1 U 

6. Template 0,5 gDNA:  500 ng 
cDNA: 12,5 ng 

   Gesamtvolumen 25,0  
 
 
Tabelle 3.8: Standard-PCR-Cycler-Programm, verändert nach dem Standard MyTaq Protocol (https://www.bioline 
.com/mwdownloads/download/link/id/2784/). Die Schritte 2-4 wurden zyklisch wiederholt. 

Schritt Phase Temperatur (°C) Zeit (s) Anzahl der 
Zyklen 

1 Initiale Dena-
turierung 95 120 1 x 

2 Denaturierung 95 30 

34 x 3 Primer Anne-
aling Primer-abhängig 30 

4 Elongation 72 Plasmid DNA: 10 s/1-5 kb 
gDNA/cDNA: 30 s/kb 

5 Finale Elonga-
tion 72 600 1 x 
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3.7.4.1 PCR-Primer 
 
Genspezifische PCR-Primer, die für gDNA-Analysen mittels PCR, mRNA-Analysen mittels 

RT-PCR sowie zur Herstellung Digoxigenin-markierter RNA-Sonden verwendet wurden, wur-

den mit der Web-App Primer3 Version 4.1.0 (https://primer3.ut.ee; Kõressaar & Remm 

2007; Untergasser et al. 2012; Kõressaar et al. 2018) in silico erstellt (Tab. 3.9). 

 
Tabelle 3.9: Genspezifische Primer für die RT-PCR sowie zur Herstellung von RNA-Sonden, erstellt mit Primer3 
Version 4.1.0 (https://primer3.ut.ee). 

Gen1/ 
Genabschnitt 

TA2 

[°C] Exon 
Amplicon-

Länge 
[bp] 

Primervorwärts 
(5‘ à 3‘) 

Primerrückwärts 
(5‘ à 3‘) 

Sequenz- 
ID3 

An-wen-
dung 

dscamec 
extrazelluär 52,2 9-11 426 

CAA TCC CGT 
TAA GAC TAT 
TAC CTG G 

GTC TTT ACA 
CTT GCT CTG 
CTT CTA G 

Msex2.09537-
RA RT-PCR 

dscamtm 
transmembran 58,0 31-34 476 

GCG GAA ACT 
TCG TTG TTC 
TTG 

TCA AAC GAC 
AGG CTG TGA 
TTA TG 

Msex2.09537-
RA 

RT-PCR, 
ISH 

dscamic 
intrazellulär 61,2 33-39 769 

ATT ATC GCT 
ATT GTC GTC 
GTG TG 

CTA GCA TTG 
GAA CCC GCA 
AAT 

Msex2.09537-
RA RT-PCR 

eater-like 
(C. von Bredow) 49,0 k. A. k. A. 

TTT AAG TCC 
TGG TAA TTG 
TCA C 

TTG TTA GGT 
TCT ATA CAC 
GTT C 

Msex2.07580-
RB RT-PCR 

lysozym 
(C. von Bredow) 55,0 k. A. k. A. 

GTG GAG AAT 
GAG AGC AGC 
AG 

GTA CCA CGC 
TTG GAA CTT 
GT 

Msex2.04822-
RA RT-PCR 

attacin 
(Dudzic) 55,0 k. A. k. A. 

CCT GTC GTG 
TCT CTT CCT 
C 

GAG CGA GGT 
GGT CTT GTC Msex2.08545-

RF RT-PCR 

gloverin 
(Dudzic) 50,0 k. A. k. A. 

GAA GGT CTT 
CGG AAC TCT 
GG 

CTG GAA GAG 
ACC TTG GAA 
GC 

Msex2.11074-
RB RT-PCR 

eEF1a 
(C. von Bredow) 57,0 k. A. k. A. 

CTT CAC AGC 
TCA GGT CAT 
CG 

GAA GGA CTC 
CAC ACA CAT 
GG 

Msex2.03741-
RD RT-PCR 

SP6 
Promotor - k. A. k. A. ATT TAG GTG 

ACA CTA TAG  - - 
Colony-
PCR, 

ISH, Seq. 

T7 
Promotor - k. A. k. A. - 

TAA TAC GAC 
TCA CTA TAG 

GG 
- 

Colony-
PCR, 

ISH, Seq. 
M13 Reverse 
Priming Site 55,0 k. A. k. A. CAG GAA ACA 

GCT ATG AC - - Colony-
PCR, ISH 

M13 Forward 
(-20) Priming 

Site 
55,0 k. A. k. A. - GTA AAA CGA 

CGG CCA G - Colony-
PCR, ISH 

 
1: Gen bzw. Genabschnitt, welches/r mit nachstehendem Primerpaar amplifiziert wurde, bei Verwendung genspe-
zifischer Primer anderer Autoren wurde der/die Autor/in unterhalb aufgeführt; 2: Primer-Hybridisierungstempera-
tur (engl. annealing temperature, Abk. TA), angegeben in °C; 3: Sequenz-Identifikationsnummer (Sequenz-ID) des 
amplifizierten Gens/Genabschnittes im Manduca sexta-Transkriptom, abrufbar unter i5k Workspace@NAL (https:// 
i5k.nal.usda.gov/webapp/blast/; i5K Consortium 2013) 
 
Bei der Festlegung der Primereigenschaften wurde dabei auf Optimierung der Parameter für 

die Verwendung der Primer zur Synthese von RNA-Sonden geachtet (Tab. 3.10). Ausgewähl-

te Primerpaare wurden anschließend mit der Web-App OligoAnalyzer™ Tool (Integrated DNA 

Technologies, https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer?) auf Ausbildung von Haarna-
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delstrukturen, Homo- und Hetero-Dimere analysiert. Bei einer berechneten freien Enthalpie 

möglicher Haarnadelstrukturen und Primerdimere von ΔG < - 9 wurden die Primersequenzen 

individuell verändert. Der Richtwert der freien Enthalpie möglicher Haarnadel- und Dimer-

Strukturen liegt bei ΔG > - 9. Bei diesem Wert sind mögliche Primer-Dimere (Reaktions-pro-

dukte) weniger stabil als die Primer-Monomere (Ausgangsstoffe), sodass das Gleich-gewicht 

der Reaktion auf der Seite der Ausgangstoffe liegt und ausreichend Primer-Monomere mit 

Nukleinsäurematrizen hybridisieren können. 
 
Tabelle 3.10: Parameter für die Erstellung genspezifischer Primer-Paare mit der Web-App Primer3, optimiert für 
die Synthese von RNA-Sonden nach Müller & Prange 2016, MyTaq™ DNA Polymerase Product Manual (Meridian 
Bioscience®, 2020) und MEGAscript® Kit User Guide (Ambion® by Life Technologies™, 2012) 

Primer-Parameter 
Primer-Länge 21 – 25 bp 
Basenpaarverhältnis G/C : A/T 50 : 50 
Schmelztemperatur (TM) 58 – 64 °C 
Max. Differenz der Schmelztemperatur (ΔTM) 
von Primervorwärts & Primerrückwärts 

1 °C 

Amplifikat-Länge 400 – 700 bp 
 
3.7.4.2 Horizontale DNA-Agarose-Gelelektrophorese 
 
Zur elektrophoretischen Auftrennung von PCR-Produkten wurden Agarose (Carl Roth, Kat.-

Nr.: 2267.4) in einer Massenkonzentration von 10 g/L und Ethidiumbromid (Carl Roth, Kat.-Nr. 

2218.1) in einer Stoffmengenkonzentration von 1,3 μmol/L in 1x TAE-Puffer gelöst und zu ei-

nem 1 % Agarose-TAE-Gel gegossen (Tab. 3.11). Vor dem Probenauftrag wurde das Aga-

rosegel in der Flachbett-Elektrophorese-Kammer vollständig unter Elektrophoresepuffer (TAE-

Puffer) gesetzt, bevor die PCR-Produkte mit 10x DNA-Probenpuffer gemischt wurden (0,11 μL 

10x DNA-Probenpuffer pro 1 μL PCR-Produkt) und in die Geltaschen aufgetragen wurden. Bei 

allen RT-PCR-Analysen wurde das vollständige Probenvolumen von 27,75 μL aufgetragen. 

Zur relativen Bestimmung der Basenpaargröße und Menge linearer DNA wurde zusätzlich der 

HyperLadder™ 1kb (Meridian Bioscience®, Katalog-Nr.: BIO-33053) nach Herstellerangaben 

(https://www.bioline.com/mwdownloads/download/link/id/2672/) verwendet und auf dem Gel 

aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte bei konstant 

115 V. Während der elektrophoretischen Auftrennung der PCR-Produkte interkaliert das im 

Agarosegel gelöste Ethidiumbromid zwischen den Basenpaaren der DNA, wodurch sich des-

sen Anregungsspektrum verändert und die DNA-Banden unter Anregung mit ultraviolettem 

Licht (UV-Licht) fluoreszieren. Je mehr PCR-Produkte in einer PCR amplifiziert wurden, desto 

mehr interkaliertes Ethidiumbromid befindet sich in einem PCR-Reaktionsansatz und umso 

höher ist die Intensität des Fluoreszenzsignals der DNA-Bande unter Anregung mit UV-Licht. 

Zur Visualisierung und Dokumentation der PCR-Produkte wurde das Geldokumentations-sys-

tem Lourmat (Vilber Lourmat Deutschland GmbH) verwendet. Das Fluoreszenzsignal wur-de 
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mit der Geldokumentationsanlage detektiert und als Graustufenbild dokumentiert, welches an-

schließend qualitativ und semiquantitativ (Kapitel 3.7.6) ausgewertet wurde. 
Tabelle 3.11: Zusammensetzung eines 1 % Agarose-TAE-Gels 

Chemische Ver-
bindung 

Massenkonz./ 
Stoffmengenkonz. 

Verwendete/s Menge/Volumen 
pro 50 mL 1 % Agarose-TAE-Gel 

Agarose 
(Kat.-Nr.: 2267.4) 10 g/L 0,5 g 

Ethidiumbromid 
(Kat.-Nr.: 2218.1) 1,3 μmol/L 2,5 μL 

einer 1 % Ethidiumbromidlösung (10 mg/mL) 
in 1x TAE-Puffer 

 
3.7.4.3 Denaturierende horizontale RNA-Agarose-Gelelektrophorese 
 
Vor der denaturierenden Agarosegelelektrophorese von RNA wurden die Elektrophorese-

kammer, der Gelschlitten und die Gelkämme mit RNase AWAY® (Molecular BioProducts, Ka-

talog-Nr.: 7005-11) behandelt und mit DEPC-Reinstwasser gespült, um RNasen zu inakti-vie-

ren. Einfach konzentrierter TAE-Puffer sowie das Agarose-TAE-Gel wurden ausgehend von 

einer DNase-, RNase-, Protease-freien 50x Stammlösung (AppliChem, Katalog-Nr.: A4686) 

mit RNase-freiem DEPC-Reinstwasser angesetzt und verdünnt. Extrahierte total-RNA-Proben 

wurden nach Masek et al. (2005) mit 1x RNA-Probenpuffer in einem Verhältnis von 1 : 10 

(1 Teil total-RNA-Probe : 9 Teile 1x RNA-Probenpuffer) gemischt, für 10 min bei 65 °C dena-

turiert und auf Eis abgekühlt. Die gelelektrophoretische Auftrennung und Visualisierung er-

folgte wie in Kapitel 3.7.4.2 beschrieben. 
 
 
3.7.5 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) 
 
Zum Nachweis von Boten-Ribonukleinsäure (engl. messenger RNA, Abk. mRNA) ausgewähl-

ter Gene in bestimmten Geweben wurde eine Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) durch-

geführt, bei der Total-RNA vor Vervielfältigung mittels Standard-PCR (Kapitel 3.7.4) in cDNA 

umgeschrieben wurde (Kapitel 3.7.3). Zur Amplifikation bestimmter Genabschnitte wurden ei-

ne definierte Template-Stoffmenge von 12,5 ng cDNA (entspricht 0,5 μL unverdünnte cDNA) 

pro 25 μL-RT-PCR-Reaktionsansatz sowie spezifische Primer für das ausgewählte Zielgen 

verwendet. Zusätzlich wurde in jeder RT-PCR zur internen Kontrolle des DNA-Gehaltes jeder 

verwendeten cDNA-Probe (entspricht dem Total-RNA-Level) das Haushaltsgen eEF1A mit ei-

ner definierten Template-Stoffmenge von 0,4 ng cDNA (entspricht 0,5 μL 1 : 30 verdünnte 

cDNA) pro 25 μL-RT-PCR-Reaktionsansatz amplifiziert. Die PCR-Reagenzien (Reinstwasser, 

Reaktionspuffer, Primer und Taq-Polymerase) wurden entsprechend des Standard-PCR-Pi-

pettierschemas (Kap. 3.7.4, Tab. 3.7) als Mastermix auf Eis angesetzt und in identischen Vo-

lumina in einzelne PCR-Reaktionsgefäße aliquotiert, um mögliche Pipettierfehler zu mini-mie-

ren und vergleichbare Bedingungen für alle PCR-Reaktionsansätze sicherzustellen. In einem 

letzten Pipettierschritt wurden die cDNA-Templates der gewünschten Treatments (z. B. 



Material und Methoden 

 53 

cDNA von Hämozyten E. coli-injizierter Larven, 1 – 36 h post Injektion) zu den gekühlten, ali-

quotierten PCR-Mastermix-Reaktionsansätzen hinzugegeben, bevor alle PCR-Ansätze unter 

Standard-PCR-Bedingungen (Kapitel 3.7.4, Tab. 3.8) zusammen in einem PCR-Cycler inku-

biert wurden. Im Anschluss an die PCR wurden die PCR-Produkte elektrophoretisch auf-ge-

trennt und visualisiert wie in Kapitel 3.7.4.2 beschrieben. Unterschiedliche mRNA-Level eines 

Gens in verschiedenen Total-RNA-Extrakten sind durch unterschiedliche Signalintensi-täten 

der cDNA-Banden im Agarosegel zu erkennen. Umso größer die Anzahl der cDNA-Ma-trizen 

eines Gens in einer cDNA-Probe, desto höher ist die Intensität des Fluoreszenzsignals des 

cDNA-Amplifikates nach der Agarose-Gelelektrophorese (Kapitel 3.7.4.2). 
 
 
3.7.6 Semiquantitative RT-PCR (sqRT-PCR) 
 
Zur Bestimmung der Veränderung des mRNA-Levels der immunrelevanten Gene dscam, ea-

ter, lysozym, attacin und gloverin in Hämozyten immunstimulierter M. sexta L5d2/3-Larven 

wurden RT-PCR-Analysen (Kapitel 3.7.5) von insgesamt drei unterschiedlichen Total-RNA-

Extrakten (drei biologische Replikate, n = 3) je Treatment (Kapitel 3.7.2.1, Tab. 3.6) durchge-

führt und semiquantitativ ausgewertet. 

 
3.7.6.1 Rechenschritt 1: Berechnung des Nettograuwertes 
 
Zur Quantifizierung der mRNA-Level der immunrelevanten Gene dscam, eater, lysozym, atta-

cin und gloverin in allen verwendeten Total-RNA-Proben wurde der Grauwert des Fluores-

zenzsignals jedes dokumentierten RT-PCR-Amplifikates (cDNA-Bande) und des umliegenden 

Gelhintergrundes mit der Measure-Funktion des Open-Source-Bildverarbeitungsprogramms 

ImageJ2 Version 2.1.0/1.53c (Rueden et al. 2017) in silico ermittelt. Zur Differenzierung von 

Hintergrund- und cDNA-Signal wurde der Nettograuwert ausgehend vom Grauwert eines RT-

PCR-Amplifikates durch Subtraktion mit dem Grauwert des entsprechenden Gelhintergrundes 

berechnet (Formel 1). Der Nettograuwert eines RT-PCR-Amplifikates ist ein Maß für die Inten-

sität des Fluoreszenzsignals eines RT-PCR-Produktes, welches direkt von den in der verwen-

deten cDNA-Probe enthaltenen cDNA-Matrizen des Zielgens und damit auch vom mRNA-Ge-

halt des Zielgens in der verwendeten Total-RNA-Probe abhängt. Dementsprechend lässt der 

Nettograuwert eines RT-PCR-Amplifikates Rückschluss auf das mRNA-Level eines Gens in 

einer Total-RNA-Probe zu. 

 
Formel 1: Rechenschritt 1 – Berechnung des Nettograuwertes eines RT-PCR-Amplifikates 

Nettograuwertdscam E. coli 1h Rep 1 = Grauwertdscam E. coli 1h Rep 1 −  GrauwertGelhintergrund 
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3.7.6.2 Rechenschritt 2: Normalisierung 
 
Um potenzielle Unterschiede der cDNA-Proben im DNA-Gehalt auszugleichen, die das 

mRNA-Level verfälschen könnten, wurde der Nettograuwert jedes RT-PCR-Amplifikates der 

fünf immunrelevanten Gene im nächsten Rechenschritt mit dem Haushaltsgen eEF1A norma-

lisiert. Dazu wurde der Quotient aus dem Nettograuwert eines RT-PCR-Amplifikates eines im-

mun-relevanten Gens eines Treatments (Bsp.: dscam E. coli 1h Replikat 1) und dem Netto-

grau-wert des mit derselben cDNA-Probe amplifizierten Haushaltsgens eEF1A gebildet (For-

mel 2). Das Ergebnis dieses Quotienten sind normalisierte Grauwerteinheiten (NGE). Poten-

zielle Unterschiede verschiedener cDNA-Proben im DNA-Gehalt sind in den NGE ausgegli-

chen, weshalb dieser Wert zur Veranschaulichung des absoluten mRNA-Levels der immunre-

levanten Gene dscam, eater, lysozym, attacin und gloverin der Kontroll- und Experimental-

gruppe im Vergleich verwendet wird (Abb. 4.1 C, Abb. 4.2 B – F). 

 
Formel 2: Rechenschritt 2 – Normalisierung des Nettograuwertes eines RT-PCR-Amplifikates eines immunrele-

vanten Gens mit dem Haushaltsgen eEF1A 

normalisierte Grauwerteinheitendscam E. coli 1h Rep 1 = 
Nettograuwertdscam E. coli 1h Rep 1

NettograuwerteEF1A E. coli 1h Rep 1
 

 
3.7.6.3 Rechenschritt 3: Relativierung 
 
Zur Bestimmung der Veränderung der Genexpression von dscam, eater, lysozym, attacin und 

gloverin in Hämozyten E. coli-injizierter Larven relativ zu Hämozyten Saline (MS-)-injizierter 

Larven wurden die NGE jedes mit Total-RNA der Experimentalgruppe amplifizierten RT-PCR-

Produktes der immunrelevanten Gene zur entsprechenden MS--Kontrollgruppe relativiert. 

Dazu wurde zunächst der Quotient aus den NGE eines mit Total-RNA eines MS--Kontrolltrea-

tments amplifizierten RT-PCR-Produktes eines immunrelevanten Gens (Bsp.: 

dscam MS- 1h Replikat 1) und den NGE des mit Total-RNA aus Hämozyten unbehandelter 

Tiere des gleichen Entwicklungsstadiums amplifizierten RT-PCR-Produktes desselben im-

munrelevanten Gens (Bsp.: dscam L5d2 UB Replikat 1) gebildet (Formel 3). Das Ergebnis ist 

das Relative Vielfache der NGE des MS--Kontrolltreatments gegenüber den NGE des dazu-

gehörigen unbehandelten Treatments. Die NGE der Treatments MS- 1h, -6h und -10h wurden 

mit den NGE des Treatments L5d2 UB relativiert, während die NGE der Treatments MS-15h, 

-20h, -24h und -36h mit den NGE der Treatments L5d3 UB relativiert wurden. 

 
Formel 3: Rechenschritt 3.1 – Relativierung der normalisierten Grauwerteinheiten eines RT-PCR-Amplifikates 

eines MS--Kontrolltreatments 

relatives Vielfachesdscam MS- 1h Rep 1 = 
normalisierte Grauwerteinheitendscam MS- 1h Rep 1

normalisierte Grauwerteinheitendscam L5d2 UB Rep 1
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Anschließend wurde der Quotient aus den NGE eines mit Total-RNA eines E. coli-Experi-men-

taltreatments amplifizierten RT-PCR-Produktes eines immunrelevanten Gens (Bsp.: 

dscam E. coli 1h Replikat 1) und den NGE des mit Total-RNA des entsprechenden MS--Kon-

trolltreatments amplifizierten RT-PCR-Produktes desselben immunrelevanten Gens (Bsp.: 

dscam MS- 1h Replikat 1) gebildet (Formel 4). Das Ergebnis ist das Relative Vielfache der 

NGE des E. coli-Experimentaltreatments gegenüber den NGE des entsprechenden MS--Kon-

trolltreatments. 
 

Formel 4: Rechenschritt 3.2 – Relativierung der normalisierten Grauwerteinheiten eines RT-PCR-Amplifikates 
eines E. coli-Experimentaltreatments 

relatives Vielfachesdscam E. coli 1h Rep 1 = 
normalisierte Grauwerteinheitendscam E. coli 1h Rep 1

normalisierte Grauwerteinheitendscam MS- 1h Rep 1
 

 
Das relative Vielfache der NGE von RT-PCR-Amplifikaten lässt Rückschluss auf die Ver-       

änderung der Expression immunrelevanter Gene der Experimentalgruppe gegenüber der Kon-

trollgruppe zu (Kapitel 3.7.6.1). Dementsprechend wurde dieser Wert zur Darstellung der Ver-

änderung des mRNA-Levels von dscam in Geweben und Organen in Relation zu einem Refe-

renzgewebe (Abb. 4.1 D) bzw. zur Darstellung der Veränderung des mRNA-Levels der im-

munrelevanten Gene dscam, eater, lysozym, attacin und gloverin in Hämozyten E. coli-injizier-

ter Larven (Experimentalgruppe) relativ zu Hämozyten MS--injizierter Larven (Kontroll-gruppe) 

verwendet (Abb. 4.2 B‘ – D‘). 

 
3.7.6.4 Statistische Analyse 
 
Die normalisierten Grauwerteinheiten (mRNA-Level, Kapitel 3.7.6.2) und relativen Vielfache 

der normalisierten Grauwerteinheiten (Veränderung des mRNA-Levels, Kapitel 3.7.6.3) wur-

den mittels Kolmogorov-Smirnov-Test und Shapiro-Wilk-Test mit RStudio© Version 1.3.1056 

(R Core Team 2018) auf Normalverteilung überprüft. Die Werte der drei biologischen Repli-

kate eines Treatments einer Stichprobengruppe (MS- oder E. coli) bildeten dabei eine Test-

gruppe (n = 3), innerhalb derer die Daten auf Normalverteilung getestet wurden. Bei gegeben-

er Normalverteilung aller Daten wurden statistisch signifikante Unterschiede zwischen jedem 

Experimentaltreatment (z.B. E. coli 1h) und dem entsprechenden Kontrolltreatment (z.B. MS- 

1h) mittels parametrischem Testverfahren (ungepaarter, zweiseitiger Zweistichproben-t-Test 

bei Varianzinhomogenität) mit Microsoft® Excel Version 16.45 ermittelt. Ein p-Wert von ≤ 0.05 

gilt dabei als statistisch signifikant. 

 
3.7.6.5 Graphische Darstellung 
 
Die statistisch analysierten Daten (Kapitel 3.7.6.4) wurden mit Microsoft® Excel Version 16.45 

in Form von Balkendiagrammen graphisch dargestellt. Der arithmetische Mittelwert (MW) ei-

nes Treatments einer Stichprobe bestehend aus den Werten von drei biologischen Replikaten 
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(n = 3) wird durch einen Balken, die Standardabweichung (SD) der Stichprobe (s) durch eine 

Antenne (Whisker) dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen zwei Treat-

ments zweier unterschiedlicher Stichproben sind mit * (p ≤ 0.05), ** (p ≤ 0.01) und *** (p ≤ 

0.001) angegeben. 

 
3.7.7 cDNA-Klonierung 
 
3.7.7.1 Ligation von cDNA-Amplifikaten mit Plasmid-DNA 
 
Zur enzymkatalysierten Verknüpfung (Ligation) Taq-amplifizierter cDNA mit Plasmid-DNA 

wurde das TA Cloning® Kit Dual Promoter pCR®II (Invitrogen™ by Thermo Fisher Scientific, 

Katalog-Nr.: K2070-20) verwendet. Komplementär zum 3‘-Desoxythymidin (T)-Überhang am 

offenen Ende des linearisierten pCR®II Plasmid-Vektors erhalten RT-PCR-Produkte bedingt 

durch die Amplifikation mittels Taq-Polymerase einen 3‘-Desoxyadenosin (A)-Überhang, so-

genannte klebrige Enden (engl. sticky ends), welche bei der Methode der TA-Klonierung zur 

Ligation von Klonierungsvektor und PCR-Produkt verwendet werden. RT-PCR-Produkte wur-

den mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, das passende cDNA-Ampli-

fikat wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem ISOLATE II PCR and 

Gel Kit (Meridian Bioscience®, Katalog-Nr.: BIO-52059) nach Herstellerangaben (https://www 

.bioline.com/mwdownloads/download/link/id/878/) gereinigt. Das gereinigte cDNA-Amplifikat 

wurde anschließend mittels ExpressLink™ T4 DNA Ligase (TA Cloning® Kit Dual Promoter 

pCR®II) nach Herstellerangaben (https://assets.fishersci.com/TFS-Assets/LSG/manuals/tadu 

al_man.pdf) je 10 μL-Ligationsansatz mit 50 ng (20 fmol) linearisierter pCR®II Plasmid-DNA li-

giert. Die benötigte Menge cDNA wurde dabei für jeden Ligationsansatz in Abhängigkeit der 

Länge des cDNA-Amplifikates individuell berechnet (Formel 5). Plasmid-DNA und cDNA-Amp-

lifikat wurden in der Ligationsreaktion in einem Verhältnis von 1 : 3 (Vektor-DNA : cDNA-Amp-

lifikat) 30 min bei RT inkubiert. 
 
Formel 5: Berechnung der benötigten Menge cDNA pro 10 μL-Ligationsansatz im Verhältnis 1 : 3 (Vektor-
DNA : cDNA-Amplifikat). X: Benötigte Menge PCR-Produkt (cDNA) [ng], Y: Größe des PCR-Produktes (cDNA-
Amplifikates) [bp] 

benötigte Menge PCR-Produkt [ng] = 
PCR-Produkt-Größe [bp] * Vektor-DNA-Menge [ng]

Vektor-DNA-Größe [bp]  * 3 

 

x ng cDNA = 
(y bp cDNA) * (50 ng pCR®II Plasmid-DNA)

3900 bp pCR®II Plasmid-DNA
 * 3 
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3.7.7.2 Verwendeter Klonierungsvektor 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.7.7.3 Transformation chemisch kompetenter E. coli K12 5α 
 
Chemisch kompetente NEB® 5-alpha E. coli (E. coli K12 DH5α™-Derivat, New England Bio-

labs, Katalog-Nr.: C2987H) wurden modifiziert nach Herstellerangaben (https://international.n 

eb.com/protocols/0001/01/01/high-efficiency-transformation-protocol-c2987) mit rekombinan-

ten pCR®II-Plasmid-Vektoren (Kapitel 3.7.7.1) transformiert. Die Bakterien wurden aus der 

Kryolagerung bei -80 °C entnommen und 10 min auf Eis aufgetaut. 25 μL aufgetaute Bakte-

riensuspension (halber Ansatz) wurden mit ca. 10 ng Ligationsprodukt (mit cDNA-Insert ligier-

te pCR®II-Plasmid-Vektoren) für 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem anschließenden Hitze-

schock bei 42 °C für 45 s (abweichend von 30 s Hitzeschock nach Original-Herstellerprotokoll) 

wurden die transformierten Bakterien für 5 min auf Eis inkubiert, 125 μL 37 °C warmes SOC-

CAG GAA ACA GCT ATG AC C ATG ATT ACG CCA AGC T AT TTA GGT GAC ACT ATA GAA
GTC CTT TGT CGA TAC TG G TAC TAA TGC GGT TCG A TA AAT CCA CTG TGA TAT CTT

M13 Reverse Primer Sp6 Promoter

AGT GAG TCG TAT TA C AAT TCA CTG GCC GTC GTT TTA C AA CG T CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT G TTA AGT GAC CGG CAG CAA AAT G TT GC A GCA CTG ACC CTT TTG

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

Nsi I Hind III Kpn I Sac I Spe IBamH I

CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC GGG ATA

BstX I Not I Xho I Nsi I Xba I Apa I

f1
ori

GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC T
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG A

BstX I EcoR I

T A A GCC GAA TTC TGC AGA TAT
A T T CGG CTT AAG ACG TCT ATA

EcoR I

PCR Product

EcoR V

+1
P lac

Ampicillin

pU
C

or
i

Kanam
yc

in
pCR®II

4.0 kb

lacZα ATG

lacZ

Comments for pCR®II
3971 nucleotides

LacZα gene:  bases 1-587
M13 Reverse priming site: bases 205-221
Sp6 promoter:  bases 239-256
T7 promoter:  bases 404-423
M13 (-20) Forward priming site: bases 431-446
f1 origin:  bases 588-1025
Kanamycin resistance ORF:  bases 1359-2153
Ampicillin resistance ORF:  bases 2171-3031
pUC origin:  bases 3176-3849

Abbildung 3.2: Vektorkarte des linearisierten pCR®II Plasmid-Vektors. 

(Invitrogen™ by Thermo Fisher Scientific, https://tools.thermofisher.com/content/sfs/vec-
tors/pcrii_map.pdf) 
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Outgrowth-Medium (New England Biolabs, Katalog-Nr.: B9020S, nach Hanahan 1983) zuge-

geben und für 60 min bei 37 °C und 225 U/min auf einem Rotationsschüttler inkubiert. Mit Hilfe 

steriler Glasbeads wurden jeweils 50 μL und 100 μL der Bakteriensuspension auf 37 °C-

warme als Stammplatten bezeichnete LB-Miller-Selektivagar-Platten (Ampicillin: 50 μg/mL) 

ausgestrichen und zur weiteren Verwendung über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. 

Aufgrund eines für das Enzym β-Lactamase kodierenden Gens für Ampicillin-Resistenz (bla) 

im pCR®II-Plasmid-Vektor (Abb. 3.2) konnten transformierte NEB 5-alpha E. coli in Anwesen-

heit des β-Lactam-Antibiotikas Ampicillin wachsen, während das Wachstum nicht-transfor-

mierter E. coli durch Blockierung der Neusynthese einer Mureinschicht verhindert wurde. 
 
3.7.7.4 Klon-Check-PCR 
 
Nach über-Nacht-Inkubation transformierter NEB® 5-alpha E. coli bei 37 °C (Kapitel 3.7.7.3) 

wurden einzelne Bakterienkolonien mittels Klon-Check-PCR auf Vorhandensein des gewün-

schten cDNA-Inserts getestet. Dazu wurden zufällig ausgesuchte Einzelkolonien mit sterilen 

Zahnstochern von der Stammplatte aufgenommen, auf einer als Masterrasterplatte bezeich-

neten frischen LB-Miller-Selektivagar-Platte (Ampicillin: 50 μg/mL) ausgestrichen und die rest-

lichen am Zahnstocher haftenden Bakterien als Template für eine Klon-Check-PCR nach Stan-

dard-PCR-Protokoll (Kapitel 3.7.3) verwendet. Dabei wurden spezifische Primer für die die 

Multiple Cloning Site (MCS) des pCR®II-Plasmid-Vektors flankierenden SP6- und T7-Pro-mo-

toren bzw. für die M13 Forward und -Reverse Priming Sites (Abb. 3.2) verwendet. PCR-Pro-

dukte einer Größe entsprechend der Länge der von SP6- und T7-Promotoren flankierten 

MCS (184 bp) bzw. der von der M13 Priming Site flankierten MCS (241 bp) inklusive der 

Länge des ligierten cDNA-Amplifikates [bp] wurden als Indiz für die erfolgreiche Klonierung 

desselben cDNA-Amplifikates gewertet. 

 
3.7.7.5 Minipräparation von Plasmid-DNA (Mini I, II, III) 
 
Am Vorabend der Plasmid-Minipräparation nach Birnboim & Doly (1979) wurde eine in der 

Klon-Check-PCR (Kapitel 3.7.7.4) auf erfolgreiche Klonierung positiv getestete Bakterienkolo-

nie mit einer sterilen, DNase- & RNase-freien Pipettenspitze mit Filter von der Masterraster-

platte aufgenommen und auf einer als Masterplatte bezeichneten frischen LB-Miller-Selektiv-

agar-Platte (Ampicillin: 50 μg/mL) ausgestrichen. Anschließend wurde die Pipettenspitze mit 

den restlichen Klonen in ein steriles, DNase- & RNase-freies 15 mL Reaktionsgefäß mit vor-

gelegten 3 mL LB-Miller-Selektivmedium (Ampicillin: 50 μg/mL) abgeworfen und über Nacht 

bei 37 °C und 225 U/min auf einem Rotationsschüttler im 45°-Winkel inkubiert. Zur Gewähr-

leistung aerober Bedingungen wurde der Deckel des 15 mL Reaktionsgefäßes nicht fest ver-

schraubt, sondern lediglich locker aufgesetzt und mit Klebestreifen am Reaktionsgefäß befes-

tigt. Nach über-Nacht-Inkubation (mind. 14h) wurde das Bakterienwachstum in der 
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Flüssigkultur optisch überprüft. Bei Trübung des LB-Selektivmediums wurde die Bakterien-

flüssigkultur resuspendiert, 1,5 mL der Bakteriensuspension in ein steriles, DNase- & RNase-

freies 2 mL Reaktionsgefäß überführt und für 3 min bei 4 °C und 22.350 x g zentrifugiert. Der 

Überstand wurde möglichst restlos abgenommen und verworfen, bevor 100 μL RNase A-hal-

tiger Resuspendierungspuffer (Mini I-Lösung) zum Bakterienpellet hinzugegeben wurde. 

Durch Vortexen wurde das Bakterienpellet in der Mini I-Lösung resuspendiert und bakterielle 

RNA durch die enthaltene RNase A abgebaut bis die Bakteriensuspension milchig-trüb wurde. 

Im nächsten Schritt wurden die resuspendierten Bakterien durch Zugabe von 200 μL Mini II-

Lösung und mehrmaligem schnellem Invertieren des Reaktionsgefäßes alkalisch hydrolysiert 

bis der Bakterienextrakt viskos wurde und auf Eis gestellt wurde. Bakterielle, chromosomale 

DNA wurde dabei denaturiert, während die kovalenten Bindungen zirkulärer, doppelsträngiger 

Plasmid-DNA nativ verblieben sind (Birnboim & Doly 1979). Durch Zugabe von 150 μL eiskal-

ter Mini III-Lösung wurde der pH-Wert anschließend neutralisiert, bevor das Reaktionsgefäß 

mehrmals invertiert wurde bis Ausflockungen im Bakterienextrakt erkennbar waren und die 

Reaktion für 3 min auf Eis inkubiert wurde. Während chromosomale DNA infolge der Neutra-

lisation in unlöslicher Form renaturiert und präzipitiert wurde verbleibt Plasmid-DNA gelöst im 

Überstand (Birnboim & Doly 1979). Zur Trennung der gelösten Plasmid-DNA von ausgefällter 

bakterieller, chromosomaler DNA und Proteinen wurde der Bakterienextrakt für 10 min bei 

4 °C und 22.350 x g zentrifugiert. Der flüssige Überstand wurde danach in ein neues steriles, 

DNase-freies 1,5 mL Reaktionsgefäß mit vorgelegten 1000 μL Ethanol (100 % Ethanol, un-

vergällt, molecular biology grade) überführt und mehrmals invertiert, um die im Überstand ge-

löste Plasmid-DNA zu präzipitieren. Die Präzipitationsreaktion wurde anschließend für 10 min 

bei RT inkubiert, bevor das Reaktionsgefäß für 30 min bei 4 °C und 22.350 x g zentrifugiert 

wurde. Nach der Zentrifugation wurde das Reaktionsgefäß auf ein weißes Pellet (Plasmid-

DNA) überprüft, bevor der Überstand abgenommen und verworfen wurde und das Pellet zwei-

mal mit jeweils 500 μL 70 % Ethanol gespült wurde. Im Anschluss wurde der 70 % Ethanol 

vollständig abgenommen und das Reaktionsgefäß mit offenem Deckel bei RT unter der Steril-

werkbank zur Trocknung des DNA-Pellets stehen lassen. Sobald der Rand des Pellets glasig 

wurde, wurde die Plasmid-DNA 20 min in 20 μL Nuklease-freiem Reinstwasser (HyC-

lone™ HyPure™ Molecular Biology Grade Water, Katalog-Nr.: SH30538.01) bei 4 °C elu-iert. 

Jeweils 1 μL und 0,1 μL der eluierten Plasmid-DNA wurden anschließend mittels hori-zonta-

ler Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Abgleich mit dem DNA-Moleku-large-

wichtsmarker HyperLadder™ 1kb (Meridian Bioscience®, Katalog-Nr.: BIO-33053) quali-tativ 

und quantitativ überprüft. Bis zur weiteren Verwendung (Plasmid-Sequenzierung, in-vitro-

Transkription) wurden die rekombinanten Plasmid-DNA-Isolate bei -20 °C gelagert. 
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3.7.8 DNA-Sequenzierung 
 
Zur Überprüfung der Identität amplifizierter RT-PCR-Produkte (Kapitel 3.7.5) oder isolierter, 

rekombinanter Plasmid-DNA (Kapitel 3.7.7.5) wurde der Economy Run Sequenzier-Service 

(Kettenabbruch-Synthese nach Sanger) von Microsynth Seqlab (Göttingen, Deutschland) ge-

nutzt. Während RT-PCR-Produkte zunächst mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophorese 

aufgetrennt, passende cDNA-Amplifikate aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem 

ISOLATE II PCR and Gel Kit (Meridian Bioscience®, Katalog-Nr.: BIO-52059) nach Herstel-

lerangaben (https://www.bioline.com/mwdownloads/download/link/id/878/) gereinigt wurden, 

wurden rekombinante Plasmid-DNA-Isolate direkt für die Sequenzierung verwendet. Beide 

DNA-Eluate wurden im Anschluss entsprechend der Richtlinien von Microsynth Seqlab für den 

Economy Run Sequenzier-Service (https://www.microsynth.seqlab.de/files/Inhalte/PDFs/Ger 

many/UserGuide_EconomyRun_DE.pdf) vorbereitet und zur Sequenzierung eingeschickt. Zur 

Identifikation der Orientierung des cDNA-Inserts im pCR®II Plasmid-Vektor wurden zwei iden-

tische Aliquots eines rekombinanten Plasmid-DNA-Isolates eingeschickt, wobei ein Ali-quot 

unter Verwendung des SP6-Primers und ein Aliquot unter Verwendung des T7-Primers se-

quenziert wurde. Die von Seqlab ermittelte Nukleotidsequenz der cDNA-Amplifikate bzw. der 

Multiple Cloning Site rekombinanter pCR®II Plasmid-Vektoren wurde anschließend mittels 

BLAST-Analyse mit dem im i5k Workspace@NAL (https://i5k.nal.usda.gov/webapp/blast/; 

i5K Consortium 2013) veröffentlichten Transkriptom von M. sexta verglichen, um die Se-

quenzidentität zu bestätigen und die Orientierung des cDNA-Inserts im pCR®II Plasmid-Vektor 

zu bestimmen. 
 
 
3.7.9 RNA-in-situ-Hybridisierung 
 
3.7.9.1 Allgemeine Arbeitsvorbereitungen 
 
Zur Inaktivierung von RNasen wurden hitzestabile Materialien wie runde Deckgläser aus Bo-

rosilikatglas für 4 h bei 200 °C gebacken, während hitzelabile Materialien, die vom Her-steller 

nicht zertifiziert frei von RNase-Kontamination waren, mit RNase AWAY® (Molecular BioPro-

ducts, Katalog-Nr.: 7005-11) behandelt wurden. Zur Inaktivierung von RNasen in den in der 

RNA-in-situ-Hybridisierung verwendeten Lösungen wurden alle Puffer und Lösungen bis ein-

schließlich zur Stringenzwaschung mit DEPC-behandeltem Reinstwasser und zerti-fiziert 

RNase-freien Chemikalien angesetzt. 

 
3.7.9.2 RNA-Sonden-Synthese 
 
RNA-Sonden zur in-situ-Detektion von Dscam-mRNA (dscam, Transmembrandomäne, Exon 

31-34) in Hämozyten wurden mit dem MEGAscript™ SP6 Transcription Kit (Invitrogen™ by 

Thermo Fisher Scientific, Katalog-Nr.: AM1330) und dem MEGAscript™ T7 Transcription Kit 



Material und Methoden 

 61 

(Invitrogen™ by Thermo Fisher Scientific, Katalog-Nr.: AM1334) unter Verwendung von Dig-

oxigenin-11-uridin-5‘-triphosphat (DIG-11-UTP, Roche Diagnostics, Katalog-Nr.: 03 359 247 

910) nach Herstellerangaben (https://assets.fishersci.com/TFS-Assets/LSG/manuals/1330M_ 

G.pdf?_ga=2.248337735.1374779477.1606667425-1364052046.1606476329) synthetisiert. 

Dazu wurde unter Verwendung von sequenzierter, rekombinanter Plasmid-DNA (Kapitel 3.7.7 

& 3.7.8) als PCR-Template und Primer für die im pCR®II-Plasmid-Vektor (Invitrogen™ by 

Thermo Fisher Scientific, Katalog-Nr.: K2070-40) enthaltenen M13 Reverse- und Forward Pri-

ming Sites ein PCR-Produkt nach Standard-PCR-Protokoll (Kapitel 3.7.4) amplifiziert. Nach 

elektrophoretischer Auftrennung des PCR-Produktes (Kapitel 3.7.4.2) wurde das passende 

PCR-Amplifikat aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit dem ISOLATE II PCR and Gel 

Kit (Meridian Bioscience®, Katalog-Nr.: BIO-52059) nach Herstellerangaben (https://www.bio 

line.com/mwdownloads/download/link/id/878/) gereinigt. Qualität und Größe des PCR-Ampli-

fikates wurden mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophorese analysiert, während die DNA-

Konzentration des PCR-Eluates photometrisch mit einem NanoDrop™ 1000 Spektrophoto-

meter (Thermo Scientific) ermittelt wurde. Je PCR-Amplifikat wurde anschließend eine SP6- 

und eine T7-in-vitro-Transkriptionsreaktion angesetzt, wobei je 10 μL-Transkriptionsansatz 

500 ng PCR-Produkt mit SP6- und T7-Promotoren mit Reaktionspuffer, Ribonukleotiden und 

SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase für 8h bei 37 °C (T7) bzw. 40 °C (SP6) im PCR-Cycler inku-

biert wurden (Tab. 3.12). 

 
Tabelle 3.12: 10 μL-Transkriptionsansatz einer SP6- und T7-in-vitro-Transkriptionsreaktion nach Herstelleranga-
ben (https://assets.fishersci.com/TFS-Assets/LSG/manuals/1330M_G.pdf?_ga=2.5192179.1374779477.1606667 
425-1364052046.1606476329 und https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Roche/Bulletin 
/1/digutprobul.pdf) 

 
in-vitro-Transkriptionsansatz 

(10 μL) 
SP6 T7 

Nuklease-freies Wasser up to: 10 μL up to: 10 μL 
ATP 1,00 μL   (5,0 mM/L) 1,00 μL   (7,5 mM/L) 
CTP 1,00 μL   (5,0 mM/L) 1,00 μL   (7,5 mM/L) 
GTP 1,00 μL   (5,0 mM/L) 1,00 μL   (7,5 mM/L) 
UTP 0,68 μL   (3,4 mM/L) 0,68 μL   (5,1 mM/L) 

DIG-11-UTP 2,10 μL   (2,1 mM/L) 2,10 μL   (2,1 mM/L) 
10x Reaktionspuffer 1,00 μL 1,00 μL 

PCR-Produkt 
(mit SP6-/T7-Promotor) 

50 ng/μL 
(Total: 500 ng) 

50 ng/μL 
(Total: 500 ng) 

RNA-Polymerase 1,00 μL 1,00 μL 
 
Nach erfolgter in-vitro-Transkription setzt sich der Transkriptionsansatz aus den transkribier-

ten, genspezifischen RNA-Sonden mit SP6- bzw. T7-Promotor, DNA-Template (PCR-Produkt) 

und freien Nukleotiden und Proteinen zusammen. Zum Abbau von DNA im Transkriptions-

ansatz erfolgte nach der in-vitro-Transkription ein DNA-Verdau durch Inkubation des Trans-

kriptionsansatzes mit 0,1 U/μL TURBO™ DNase (Invitrogen™ by Thermo Fisher Scientific, Ka-

talog-Nr.: AM2238) für 15 min bei 37 °C. Die RNA-Sonden wurden danach mittels LiCl-
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Fällung (cLiCl = 2,5 M/L) über Nacht bei -20 °C im Gefrierschrank präzipitiert (Dijkman et al. 

1995) und am darauffolgenden Tag bei 22.350 x g und 4 °C für 15 min pelletiert. Nach der 

Zentrifugation wurde der Überstand (nicht eingebaute Nukleotide und Proteine) vollständig 

abgenommen, das RNA-Pellet zweimal mit 150 μL 70 % EtOH (molecular biology grade, 

RNase-frei) gewaschen, der Ethanol restlos abgenommen und das Reaktionsgefäß mit offen-

em Deckel bei RT unter der Sterilwerkbank zur Trocknung des RNA-Pellets ca. 5 – 10 min 

stehen lassen. Sobald der Rand des Pellets glasig wurde, wurde die RNA 20 min in 30 μL 

Nuklease-freiem Reinstwasser (HyClone™ HyPure™ Molecular Biology Grade Water, Katalog-

Nr.: SH30538.01) bei 4 °C eluiert. Mittels denaturierender RNA-Agarose-Gelelektrophorese 

(Kapitel 3.7.4.3) wurde die Qualität der eluierten RNA-Sonde überprüft. Bei einer sauberen 

RNA-Bande entsprechend der vorher berechneten Produktgröße wurde die RNA-Konzen-tra-

tion der Sonde photometrisch mit dem NanoDrop™ 1000 Spektrophotometer (Thermo Scien-

tific) ermittelt und durch Zugabe von RNA-Hybridisierungspuffer (HYBE-Puffer) auf eine Mas-

senkonzentration von 50 ng/μL eingestellt, bevor die Digoxigenin-markierte RNA-Sonde bis 

zur Hybridisierung bei -20 °C gelagert wurde. 

 
3.7.9.3 Sondenfunktionstest 
 
Zur Feststellung der erfolgreichen Inkorporation von DIG-11-UTP während der RNA-Sonden-

synthese sowie zur Ermittlung der optimalen Sondenkonzentration während der Hybridi-sie-

rung erfolgte vor der ersten Verwendung jeder RNA-Sonde ein Sondenfunktionstest mittels 

Dot-Blot-Analyse, wobei in der RNA inkorporiertes DIG-11-UTP antikörperbasiert nachgewie-

sen wurde. Dazu wurde die RNA-Sonde seriell (2x = 100 ng/μL, 1x = unverdünnt = 50 ng/μL, 

1 : 10, 1 : 100, 1 : 1000) in HYBE-Puffer verdünnt, bevor je Verdünnung 2 μL Sonde auf einer 

positiv geladenen Nylon-Transfermembran (Amersham Hybond™-N+, Porengröße: 45 μm, GE 

Healthcare, Katalog-Nr.: RPN303B) aufgetragen und durch Bestrahlung mit UV-Licht für 3 min 

fixiert wurden. Die Membran wurde danach dreimal mit 1x TBS gewaschen, für 60 min bei RT 

mit Blocking Reagent in Maleinsäurepuffer blockiert und über Nacht bei 4 °C mit alkalische 

Phosphatase-konjugiertem Schaf-anti-Digoxigenin Fab-Antikörper (Anti-Digoxigenin-AP Fab 

fragments, Wirt: Schaf, Klonalität: polyklonal, Klasse: IgG, Roche Diagnostics, Katalog-Nr.: 1 

1 093 274 910), 1 : 1000 (0,75 U/mL) in Blocking Reagent in Maleinsäurepuffer verdünnt, in-

kubiert. Ungebundener Primärantikörper wurde am darauffolgenden Tag durch dreimaliges 

Waschen der Membran in 1x TBS für jeweils 10 min bei RT entfernt. Anschließend wurde die 

Membran durch dreimaliges Waschen in ALP-Puffer für jeweils 10 min bei RT umgepuffert, 

bevor die Antikörperbindung durch Inkubation der Membran in ALP-Entwicklungslösung wie in 

Kapitel 3.8.3 beschrieben unter Sicht visualisiert wurde. Durch mehrmaliges Waschen der 

Membran mit Reinstwasser wurde der Substratumsatz der alkalischen Phosphatase gestoppt 
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und die Membran zwischen zwei Whatman® Filterpapieren (Gel-Blotting-Papier, GB 002, Di-

cke: 0,4 mm, Schleicher & Schuell®, Katalog-Nr.: 26 02 26694) getrocknet. 

 
3.7.9.4 Hämozytenpräparation 
 
Hämozyten-Monolayer von unbehandelten L5d2- und L5d3-Larven sowie von Saline- und 

E. coli-injizierten L5d2-Larven 24h post Injektion (Tab. 3.13) wurden unter Verwendung von 

DEPC-AC-Saline präpariert (Kapitel 3.3.1 & 3.3.2). Die gewaschenen Hämozyten wurden in 

sterilen, RNase-freien 4-Loch-Zellkulturschalen mit eingelegten, bei 200 °C gebackenen (Ka-

pitel 3.7.9.1), runden Deckgläsern für 45 min bei RT in einer Feuchtkammer absitzen lassen. 

Nach der Absitzzeit wurden die adhärenten Hämozyten in 3,5 % PFA in DEPC-PBS für 5 min 

bei RT fixiert und dreimal mit DEPC-PBS für 10 min bei RT gewaschen. Die fixierten, gewasch-

enen Hämozyten wurden anschließend in aufsteigender Ethanolreihe (30 % – 90 % EtOH in 

DEPC-PBS in 10 % Schritten, 96 % EtOH) für jeweils 5 min bei RT dehydriert und in abstei-

gender Ethanolreihe (96 %, 90 %, 80 % und 70 % EtOH in DEPC-Reinstwasser) für jeweils 

5 min bei RT rehydriert, bevor die Hämozyten in 70 % EtOH in DEPC-Reinstwasser bis zu drei 

Wochen bei 4 °C gelagert werden konnten. 

 
Tabelle 3.13: Treatmentgruppen zur Untersuchung der Genexpression von dscam in Hämozyten immunstimulier-
ter M. sexta L5d2/3 Larven mittels RNA-in-situ-Hybridisierung. 

Treatmentübersicht: RNA-in-situ-Hybridisierung 
Treatment Entwicklungsstadium 

Unbehandelt L5d2 
L5d3 

Saline 24h L5d3 
E. coli 24h L5d3 

 
3.7.9.5 Prähybridisierung 
 
In 70 % EtOH in DEPC-Reinstwasser gelagerte Hämozyten wurden in 50 % und 30 % EtOH 

in DEPC-Reinstwasser, 1x DEPC-PBS und 1x DEPC-Tween-PBS für jeweils 5 min bei RT re-

hydriert. Nach abgeschlossener Rehydrierung wurden positiv geladene Aminogruppen acety-

liert, indem die Hämozyten in 1 % (v/v) Triethanolamin-0,3 % (v/v) Essigsäureanhydrid in 

DEPC-Tween-PBS für 5 min bei RT inkubiert wurden. Die acetylierten Hämozyten wurden da-

nach zweimal in DEPC-Tween-PBS für 5 min bei RT gewaschen, bevor eine zweite Fixierung 

in 3,5 % PFA in DEPC-PBS und vier Waschritte in DEPC-Tween-PBS für jeweils 5 min bei RT 

folgten. Danach wurden die Hämozyten zweimal für 1 min in HYBE-Puffer bei RT gewaschen, 

bevor sie anschließend in einer Feuchtkammer für 2h in HYBE-Puffer bei 56 °C im Hybridisie-

rungsofen präinkubiert wurden. 
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3.7.9.6 Hybridisierung 
 
Zur Auflösung von Sekundärstrukturen wurden die RNA-Sonden unmittelbar vor der RNA-in-

situ-Hybridisierung durch Erhitzen für 10 min bei 85 °C im Heizblock linearisiert und bis zur 

Verwendung auf Eis gekühlt. Nach abgeschlossener Präinkubation in HYBE-Puffer (Kapitel 

3.7.9.5) wurden die Hämozyten in einer abgeschlossenen Feuchtkammer über Nacht bei 

56 °C im Hybridisierungsofen mit den dscamExon31-34-spezifischen, Digoxigenin-markierten 

RNA-Sonden (Sondenkonzentration: 5 ng/μL) inkubiert. Zum direkten Vergleich von Sense- 

und Antisense-Sonde wurden je Treatment (Tab. 3.13) die SP6- (Sense-Kontrollsonde) und 

T7-Sonde (Antisense-Sonde) inkubiert. 

 
3.7.9.7 Posthybridisierung 
 
Nach über-Nacht-Hybridisierung der dscam-spezifischen RNA-Sonden (Kapitel 3.7.9.6) er-

folgte am darauffolgenden Tag die Stringenzwaschung bei 56 °C mit auf 56 °C temperierten 

Puffern (Tab. 3.14). Dazu wurden die Hämozyten einmal für 1 min und einmal für 5 min mit 

HYBE-Puffer gewaschen, gefolgt von fünfminütigen Waschschritten mit 25 % 2x DEPC-SSC 

in HYBE-Puffer, 50 % 2x DEPC-SSC in HYBE-Puffer, 75 % 2x DEPC-SSC in HYBE-Puffer, 

100 % 2x DEPC-SSC, zweimal 0,05x DEPC-SSC, 25 % DEPC-Tween-PBS in 0,05x DEPC-

SSC, 50 % DEPC-Tween-PBS in 0,05x DEPC-SSC und 75 % DEPC-Tween-PBS in 0,05x 

DEPC-SSC. 

 
Tabelle 3.14: Puffer für die Stringenzwaschung während der Posthybridisierung der RNA-in-situ-Hybridisierung in 
Hämozyten von M. sexta. 

Stringenzwaschung 
Zeit [min] Temperatur [°C] Puffer 

1 56 HYBE-Puffer 
5 56 HYBE-Puffer 
5 56 25 % 2x DEPC-SSC in HYBE-Puffer 
5 56 50 % 2x DEPC-SSC in HYBE-Puffer 
5 56 75 % 2x DEPC-SSC in HYBE-Puffer 
5 56 100 % 2x DEPC-SSC 
5 56 0,05x DEPC-SSC 
5 56 0,05x DEPC-SSC 
5 56 25 % DEPC-Tween-PBS in 0,05x DEPC-SSC 
5 56 50 % DEPC-Tween-PBS in 0,05x DEPC-SSC 
5 56 75 % DEPC-Tween-PBS in 0,05x DEPC-SSC 

 
3.7.9.8 Immunzytochemie 
 
Nach abgeschlossener Stringenzwaschung wurden die Hämozyten dreimal für jeweils 5 min 

bei RT mit Tween-PBS gewaschen, bevor unspezifische Bindestellen mit Blocking Reagent in 

Maleinsäurepuffer für 60 min bei RT blockiert wurden. Im Anschluss wurden die Hämozyten 

über Nacht bei 4 °C mit 1 : 500 (1,5 U/mL) in Blocking Reagent in Maleinsäurepuffer verdünn-

tem AP-konjugiertem Schaf-anti-Digoxigenin Fab-Antikörper (Roche Diagnostics, Kat.-Nr.: 11 



Material und Methoden 

 65 

093 274 910) inkubiert. Nach der Inkubation des Primärantikörpers folgten drei Waschschritte 

in Tween-TBS für jeweils 15 min bei RT sowie die AP-Puffer-Inkubation durch dreimaliges 

Waschen der Hämozyten in AP-Puffer für jeweils 10 min bei RT. Zum Nachweis der an den 

Primärantikörper gekoppelten alkalischen Phosphatase wurden die Hämozyten in einer ab-

gedunkelten Feuchtkammer bei RT in AP-Entwicklungslösung inkubiert und die Substrat-Um-

satz-Reaktion regelmäßig mittels inverser Hellfeldmikroskopie mit einem Olympus IMT-2 kon-

trolliert (Kapitel 3.10.3.1). Bei Erreichen der gewünschten Farbintensität der mit der Anti-

sense-Sonde hybridisierten Hämozyten bei gleichzeitig fehlendem Signal bei den mit der 

Sense-Kontrollsonde hybridisierten Hämozyten wurde die Substrat-Umsatz-Reaktion der alka-

lischen Phosphatase durch dreimaliges Waschen mit 1x TBS für 5 min bei RT gestoppt. Im 

Anschluss wurden die Hämozyten zur Markierung des Zellkerns für 5 min bei RT mit DAPI 

(360 nmol/L) in 1x TBS inkubiert, dreimal für jeweils 5 min mit 1x TBS bei RT gewaschen und 

in Fluoromount-G® (SouthernBiotech, Katalog-Nr.: 0100-01) nach Herstellerangaben (https:// 

www.southernbiotech.com/techbul/0100-01.pdf) eingebettet. Zur zusätzlichen Mehrfachmar-

kierung mit Hämozyten-spezifischen primären Antikörpern wurden die Hämozyten nach dem 

Abstoppen der Substrat-Umsatz-Reaktion der alkalischen Phosphatase entsprechend dem 

Standard-Protokoll zur Antikörpermarkierung von Hämozyten-Monolayern (Kapitel 3.9.3) wei-

ter behandelt. 

 
 
3.8 Proteinbiochemische Methoden 
 
3.8.1 Probenvorbereitung 
 
Für die größenabhängige Trennung von Proteinen mittels denaturierender SDS-Polyacryl-

amid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, Kapitel 3.8.2) und dem anschließenden Proteintransfer 

mittels Western Blot (Kapitel 3.8.3) wurden Hämozyten (Kapitel 3.3.1), Hämolymphplasma 

(Kapitel 3.3.3) sowie Fettkörper, Labialdrüsen und das zentrale Nervensystem (Kapitel 3.3.4) 

von unbehandelten M. sexta L5d2- und L5d3-Larven sowie von Saline- und E. coli-injizierten 

L5d2-Larven 24h post Injektion (Tab. 3.15) nach Standard-Protokoll (Kapitel 3.3) präpariert 

und gewogen. 

 
Tabelle 3.15: Treatmentgruppen zur Untersuchung der DSCAM-Proteinmuster in Geweben (Hämozyten, Fettkör-
per, Labialdrüsen, zentrales Nervensystem) und im Hämolymphplasma immunstimulierter M. sexta L5d2/3 Larven 
mittels SDS-PAGE und Western Blot. 

Treatmentübersicht: SDS-PAGE & WB 
Treatment Entwicklungsstadium 

Unbehandelt L5d2 
L5d3 

Saline 24h L5d3 
E. coli 24h L5d3 
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Je Gewebetyp wurde 1 mg Gewebe in 4 μL eiskaltem Solubilisierungspuffer mit einem Pistill 

auf Eis homogenisiert, bevor das Gewebehomogenat dreimal für jeweils 15 s im eisgekühlten 

Ultraschallbad sonifiziert wurde und Zellen durch Behandlung mit Ultraschall und Solubilisie-

rungspuffer aufgeschlossen (lysiert) wurden. Das Gewebelysat (löslicher Proteinextrakt + un-

lösliche Gewebereste) wurde anschließend im Verhältnis 1 : 1 mit 2x SDS-PAGE-Proben-puf-

fer nach Laemmli (1970) zu einer finalen Probenkonzentration von 0,1 mg Gewebe/μL Pro-

benvolumen gemischt und zur Linearisierung der Proteine durch reduktive Spaltung von Disul-

fidbrückenbindungen mit β-Mercaptoethanol, Bildung negativ geladener SDS-Protein-Kom-

plexe und Erhitzen für 5 min bei 96 °C im Heizblock denaturiert. Nach dem Aufkochen wurden 

die Proben auf Eis abgekühlt, zur Sedimentierung unlöslicher Gewebereste bei 20.000 x g und 

4 °C für 5 min zentrifugiert und bis zur Weiterverwendung bei -20 °C gelagert. 

 
 
3.8.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Proteine eines Proteingemisches (Probengewebe, Kapitel 3.8.1) wurden unter reduzierenden 

und denaturierenden Bedingungen mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE nach Laemmli 

(1970) mit dem Mini-PROTEAN® II Elektrophorese-System (Bio-Rad, Katalog-Nr.: 165-2940) 

nach Herstellerangaben (https://www.sfu.ca/bisc/bisc-429/BioRad.pdf) abhängig vom Mole-

kulargewicht in Richtung der Anode getrennt. 

 
3.8.2.1 Herstellung von Polyacrylamidgelen 
 
Zur Herstellung von Polyacrylamidgelen (PA-Gele) wurden jeweils zwei Glasplatten (innere 

und äußere Platte), zwei Abstandshalter (Dicke: 0,75 mm) und eine Alignment Card nach Her-

stellerangaben (https://www.sfu.ca/bisc/bisc-429/BioRad.pdf, Section 3) zu einem Glas-plat-

ten-Sandwich zusammengebaut, in einem Gelschlitten fixiert und in die Halterung zum Gießen 

von PA-Gelen eingeklemmt. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgele, optimiert für die elekt-

rophoretische Fokussierung und Trennung von Proteinen mit einem Molekulargewicht von 

50 kDa – 200 kDa und bestehend aus einem 4 % Sammelgel (Tab. 3.16) und einem 

 
Tabelle 3.16: 5 mL-Ansatz für 2 Sammelgele mit 3,0 % – 6,5 % Volumenanteil Acrylamid/Bisacrylamid nach Her-
stellerangaben (Bio-Rad, https://www.sfu.ca/bisc/bisc-429/BioRad.pdf). 

Gelkomponenten Sammelgel: φAcrylamid/Bisacrylamid [%] 
3,0 % 4,0 % 4,5 % 5,0 % 5,5 % 6,0 % 6,5 % 

Reinstwasser 1,95 mL 1,78 mL 1,70 mL 1,62 mL 1,53 mL 1,45 mL 1,37 mL 
Sammelgelpuffer 
pH 6,8 2,50 mL 2,50 mL 2,50 mL 2,50 mL 2,50 mL 2,50 mL 2,50 mL 

30 % Acrylamid/Bis-
acrylamid-Stamm-lö-
sung (37,5 : 1) 

0,50 mL 0,67 mL 0,75 mL 0,83 mL 0,92 mL 1,00 mL 1,08 mL 

TEMED 5,00 μL 5,00 μL 5,00 μL 5,00 μL 5,00 μL 5,00 μL 5,00 μL 
10 % (w/v) APS 50,00 μL 40,00 μL 40,00 μL 40,00 μL 40,00 μL 40,00 μL 40,00 μL 
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7 % Trenngel (Tab. 3.17) wurden in Mini-Gel-Größe von 70 x 80 x 0,75 mm (Höhe x Breite x 

Dicke) nach Herstellerprotokoll (https://www.sfu.ca/bisc/bisc-429/BioRad.pdf, Section 4) ge-

gossen. 

 
Tabelle 3.17: 10 mL-Ansatz für 2 Trenngele mit 6,0 % – 12,0 % Volumenanteil Acrylamid/Bisacrylamid nach Her-
stellerangaben (Bio-Rad, https://www.sfu.ca/bisc/bisc-429/BioRad.pdf). 

Gelkomponenten Trenngel: φAcrylamid/Bisacrylamid [%] 
6,0 % 7,0 % 7,5 % 8,0 % 9,0 % 10,0 % 12,0 % 

Reinstwasser 2,95 mL 2,63 mL 2,45 mL 2,30 mL 1,95 mL 1,63 mL 1,00 mL 
Trenngelpuffer 
pH 8,8 5,00 mL 5,00 mL 5,00 mL 5,00 mL 5,00 mL 5,00 mL 5,00 mL 

30 % Acrylamid/Bis-
acrylamid-Stamm-lö-
sung (37,5 : 1) 

2,00 mL 2,33 mL 2,50 mL 2,65 mL 3,00 mL 3,30 mL 4,00 mL 

TEMED 7,50 μL 5,00 μL 5,00 μL 4,00 μL 4,00 μL 4,00 μL 4,00 μL 
10 % (w/v) APS 40,00 μL 40,00 μL 40,00 μL 40,00 μL 40,00 μL 40,00 μL 40,00 μL 

 
Zur Quervernetzung der Acrylamid- und Bisacrylamid-Ketten (Polymerisation) wurden die 

Trenngele anschließend durch Überschichtung mit Reinstwasser oder Isopropanol bzw. die 

Sammelgele durch Einsetzen eines Probenkamms vom Luftsauerstoff (Radikalfänger) abge-

schlossen. Der Grad der Polymerisierung der PA-Gele war ausreichend, sobald eine klare 

Trennlinie zwischen Trenngel und überschichtetem Reinstwasser oder Isopropanol bzw. zwi-

schen Sammelgel und Probenkamm erkennbar war (ca. 30 min). 
 
3.8.2.2 Gelelektrophorese 
 
Nach abgeschlossener Polymerisation der PA-Gele (Kapitel 3.8.2.1) wurde die Elektrophore-

sekammer nach Herstellerangaben (https://www.sfu.ca/bisc/bisc-429/BioRad.pdf, Section 5) 

zusammengesetzt und die innere und äußere Kammer mit 1x Tris-Glycin-Elektrodenpuffer be-

füllt. Pro Tasche wurde eine Probe mit einem Probenvolumen von 10 μL (entspricht der Pro-

teinmenge in 1 mg Probengewebe) aufgetragen. Zur Kontrolle der elektrophoretischen Tren-

nung von Proteinen im PA-Gel während der SDS-PAGE, Verifizierung des vollständigen Pro-

teintransfers mittels Western Blot (Kapitel 3.8.3) und zur Berechnung des relativen Mole-ku-

largewichts mittels SDS-PAGE elektrophoretisch getrennter, denaturierter Proteine (Kapi-

tel 3.8.6) wurde eine Tasche des PA-Gels zusätzlich mit dem ProSieve® QuadColor™ Protein 

Marker 4,6 kDa – 300 kDa (Lonza Rockland, Katalog-Nr.: 00193838) beladen. Die elektro-

phoretische Trennung der Proteine nach Molekulargewicht erfolgte anschließend bei einer 

konstanten elektrischen Spannung von 50 V im Sammelgel und 100 V im Trenngel. Sobald 

die Bromphenolblau-Lauffront den unteren Rand des Trenngels erreicht hat, wurde die Elekt-

rophorese beendet. Die im PA-Gel entsprechend des Molekulargewichts aufgetrennten Prote-

ine wurden anschließend entweder mittels Coomassie Blau-Färbung direkt im Poly-acrylamid-

gel detektiert (Kapitel 3.8.2.3) oder mittels Western Blot auf eine PVDF-Membran transfe-

riert (Kapitel 3.8.3). 
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3.8.2.3 Proteindetektion im PA-Gel mittels Coomassie Blau-Färbung 
 
3.8.2.3.1 Coomassie Blau-Färbung 
 
Zur Kontrolle des erfolgreichen Transfers der Proteine vom Polyacrylamidgel auf eine PVDF-

Membran wurden die nach erfolgtem Western Blot (Kapitel 3.8.3) im Transfergel verbliebenen 

Proteine mit Coomassie Brilliantblau R-250 (CBB-R250) gefärbt (Detektionsgrenze: 0,1 – 1 

μg Bovines Serumalbumin, BSA). Dazu wurden Transfergele nach abgeschlossenem Protein-

transfer über Nacht in Coomassie-R-250-Färbelösung unter Schütteln bei RT inkubiert. Am 

darauffolgenden Tag wurden die gefärbten Gele mit Coomassie-R-250-Entfärbelösung bis zur 

vollständigen Entfärbung des Gelhintergrundes bei gleichzeitig verbleibender Bindung des 

Farbstoffes an Proteinbanden entfärbt. Die Abwesenheit des Großteils aller Proteinbanden bis 

auf einzelne verbleibende hochmolekulare Proteinbanden mit einem Molekulargewicht von 

≥ 200 kDa galt als Indiz für einen erfolgreichen Proteintransfer. In diesem Fall wurde das be-

treffende Transfergel dokumentiert und verworfen. Die Anwesenheit von Proteinbanden im 

Bereich der Laufweite von Proteinen mit einem Molekulargewicht von 10 – 200 kDa galt als 

Indiz für einen unvollständigen Proteintransfer. In diesem Fall wurde das entsprechende Wes-

tern Blot-Experiment nicht ausgewertet und Transfergel und -membran wurden verwor-fen. 

 
3.8.2.3.2 Kolloidale Coomassie Blau-Färbung 
 
Zur analytischen Detektion von Proteinen im Polyacrylamidgel wurden mittels diskontinuier-

licher SDS-PAGE (Kapitel 3.8.2) entsprechend des Molekulargewichtes getrennte Proteine 

mit Coomassie Brilliantblau G-250 (CBB-G250) im kolloidalen Zustand nach der Methode von 

Dyballa & Metzger (2009) gefärbt (Detektionsgrenze: 1 – 5 ng Bovines Serumalbumin, BSA). 

Dazu wurden Polyacrylamidgele nach abgeschlossener Elektrophorese mindestens zweimal 

für jeweils 10 min in Reinstwasser unter Schütteln bei RT inkubiert, um im PA-Gel enthaltenes 

SDS auszuwaschen. Die gewässerten Gele wurden anschließend mindestens für 2h (90 % 

aller Proteine nach Kang et al. (2002) gefärbt) oder über Nacht in kolloidaler Coomassie-Fär-

belösung unter Schütteln bei RT inkubiert (Achtung: kolloidale Coomassie-Färbelösung vor 

Gebrauch schütteln, um kolloidale Farbpartikel gleichmäßig zu verteilen). Am darauffol-gen-

den Tag wurden die gefärbten Gele mit kolloidaler Coomassie-Entfärbelösung unter Schütteln 

bei RT bis zur vollständigen Entfärbung des Gelhintergrundes bei gleichzeitig verbleibender 

Bindung des Farbstoffes an Proteine entfärbt. Entfärbte Gele wurden abschlie-ßend zweimal 

für jeweils 10 min in Reinstwasser unter Schütteln bei RT inkubiert und rehy-driert, bevor die 

Gele dokumentiert und in Zellophanfolie (Zellulosehydrat) getrocknet wurden. 
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3.8.3 Western Blot 
 
Zum Transfer der in der diskontinuierlichen SDS-PAGE (Kapitel 3.8.2) getrennten Proteine ei-

nes Proteingemisches (Probengewebe) auf eine hydrophobe Polyvinylidenfluorid-Membran 

(PVDF-Membran; Immobilon®-P Transfermembran, Merck Millipore, PVDF-Membran, Poren-

größe: 45 μm, Katalog-Nr.: IPVH00010) wurden Western Blots im elektrophoretischen Semi-

Dry-Verfahren mit kontinuierlichem Tris-Glycin-Puffersystem nach Towbin et al. (1979), modi-

fiziert für Proteine von 20 kDa bis ≥ 200 kDa, durchgeführt. Dazu wurde die PVDF-Transfer-

membran nach Herstellerangaben unter Schütteln für 15 Sekunden bei RT in 100 % Metha-

nol aktiviert. Unmittelbar nach Abschluss der Gelelektrophorese wurden das Transfergel 

(70 x 80 0,75 mm) und die Transfermembran (70 x 90 mm) für 15 min bei RT in Towbin-Trans-

ferpuffer äquilibriert. Währenddessen wurden Whatman® Filterpapier-Zuschnitte (Gel-Blotting-

Papier, GB 002, Dicke: 0,4 mm, Schleicher & Schuell®, Katalog-Nr.: 26 02 26694) in einer 

Größe von 72 x 92 mm und Zellophanfolie (Zellulosehydrat) für 5 min in Towbin-Transferpuffer 

inkubiert. Die Anode des Semi-Dry-Elektroblotters (Carl Roth, Katalog-Nr.: T788.1) wurde 

nach Herstellerangaben vollständig mit einer in Transferpuffer eingeweichten Lage Zellophan-

folie abgedeckt, bevor je Transfergel ein Blotting-Sandwich bestehend aus 9 mit Transferpuffer 

durchtränkten Whatman® Filterpapier-Zuschnitten, der PVDF-Transfer-membran, dem Trans-

fergel und erneut 9 mit Transferpuffer durchtränkten Whatman® Filter-papier-Zuschnitten luft-

blasenfrei auf der Anode zusammengelegt wurde (Abb. 3.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Kontaktfläche jedes Blotting-Sandwiches mit der Kathode wurde abschließend mit einer in 

Transferpuffer eingeweichten Lage Zellophanfolie (80 x 100 mm) abgedeckt, bevor die im 

Transfergel getrennten Proteine mittels Semi-Dry Elektroblot bei 0,8 mA/cm2 Blotmembran 

für 2,5 h auf die PVDF-Transfermembran übertragen wurden. Zur anschließenden Immuno-

detektion von MsDSCAM wurde die Transfermembran nach abgeschlossenem Elektroblot für 

Kathode (-)

Anode (+)

Whatman-Filter in Towbin-Puffer (9 Lagen)

Whatman-Filter in Towbin-Puffer (9 Lagen)

PVDF-Transfermembran in Towbin-Puffer

PA-Transfergel in Towbin-Puffer

Zellulosehydratfolie

Zellulosehydratfolie

Abbildung 3.3: Aufbau eines Semi-Dry Blotting-Sandwich. 

Das Blotting-Sandwich ist modifiziert für den Transfer von Proteinen mit einem Molekulargewicht von 
20 kDa bis ≥ 200 kDa auf die Immobilon®-P Transfermembran (Merck Millipore) mittels Semi-Dry-
Elektroblotter mit Edelstahl-Kathode und Platin-beschichteter Anode im kontinuierlichen Tris-Gylcin-
Puffersystem nach Towbin et al. (1979). 
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5 min in 1x TBS gewaschen und danach für 60 min in 3 % BSA in TBS blockiert, bevor die 

Transfermembran über Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper (Kaninchen-anti-DmDSCAM 

EC 19545, AG Schmucker, 1 : 1000 in 3 % BSA in TBS verdünnt, Kapitel 3.9.1.1, Tab 3.20) 

auf einem Kippschüttler inkubiert wurde. Am darauffolgenden Tag wurde die Primäranti-kör-

perlösung abgenommen, ungebundener Primärantikörper durch dreimaliges Waschen der 

Transfermembran in Tween-TBS für jeweils 5 min entfernt und anschließend abgedunkelt für 

60 min mit alkalische Phosphatase-gekoppeltem Sekundärantikörper (AP-konjugierter Ziege-

anti-Kaninchen IgG, Carl Roth, 1 : 4000 in 3 % BSA in TBS, Kapitel 3.9.1.2, Tab 3.21) inku-

biert. Ungebundener Sekundärantikörper wurde durch dreimaliges Waschen der Transfer-

membran in Tween-TBS für jeweils 5 min entfernt, bevor die Transfermembran durch zwei-

maliges Waschen in AP-Puffer für jeweils 5 min präinkubiert wurde. Die Visualisierung der 

Antikörperbindung erfolgte anschließend durch Inkubation der Transfermembran in AP-Ent-

wicklungslösung für 5 min unter Sicht, wobei der Substratumsatz der an den Sekundäranti-

körper konjugierten alkalischen Phosphatase durch den Einsatz des chromogenen Substrates 

5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) in Kombination mit dem Farbverstärker Nitroblau-

Tetrazoliumchlorid (NBT) nachgewiesen wurde. Während der chromogenen Entwicklung des 

Western Blots im Zuge des Substratumsatzes der alkalischen Phosphatase wurde darauf ge-

achtet eine Exposition der Transfermembran gegenüber direkter Sonneneinstrahlung zu ver-

meiden. Bei Erreichen des gewünschten Grades der Farbentwicklung (nach ca. 3 – 7 min) 

wurde die Enzymreaktion durch dreimaliges Waschen der Transfermembran in Reinstwasser 

für jeweils 1 min gestoppt. Überschüssiges Reinstwasser wurde mit Whatman® Filterpapier 

(Gel-Blotting-Papier, GB 002, Dicke: 0,4 mm, Schleicher & Schuell®, Katalog-Nr.: 26 02 2669 

4) aufgesaugt und die Transfermembran für 2 h vollständig im Luftstrom eines Abzuges trock-

nen lassen, bevor der Western Blot dokumentiert und ausgewertet wurde. Alle Wasch- und 

Inkubationsschritte mit Ausnahme der Inkubation des Primärantikörpers erfolgten unter Schüt-

teln auf einem Kippschüttler bei RT. 
 
 
3.8.4 Microbial Binding Assay 
 
Zur Detektion der in-vitro-Interaktion von löslichem DSCAM im Hämolymphplasma (Köder-

Proteingemisch, engl. Bait-Proteingemisch) unbehandelter M. sexta L5d2-Larven mit unter-

schiedlichen Gruppen von Mikroorganismen (Beute-Organismen, engl. Prey-Organismen) 

wurden PFA-abgetötete Staphylococcus aureus Wood 46 exemplarisch für grampositive Bak-

terien, PFA-abgetötete Escherichia coli K12 D31-Y exemplarisch für gramnegative Bakterien 

und lebende Trophozoitenstadien des Chloroquin-sensitiven Plasmodium falciparum-Stam-

mes NF54attB stellvertretend für einzellige, eukaryotische Parasiten im Rahmen eines Micro-

bial Binding Assays in-vitro in Hämolymphplasma von M. sexta inkubiert und die Bindung von 
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DSCAM an die Mikroorganismen proteinbiochemisch mittels Semi-Dry Western Blot analy-

siert. 

3.8.4.1 Vorbereitung des Bait-Proteingemisches 
 
Vollhämolymphe (Hämolymphplasma + Hämozyten) unbehandelter M. sexta L5d2-Larven 

wurde unter Verwendung von PTU präpariert (Kapitel 3.3.3), je mg mit 0,5 μL 10x Protease-

inhibitor-Cocktail (PIC) gemischt und mittels Zentrifugation von den Hämozyten getrennt. Das 

daraus resultierende zellfreie Hämolymphplasma einer unbehandelten L5d2-Larve in einer 

Massenkonzentration von 0,666 mg Hämolymphplasma/μL Probenvolumen wurde anschlie-

ßend in drei sterile 1,5 mL Reaktionsgefäße zu jeweils 300 μL aliquotiert. Zur in-vitro-Inter-

aktion der Hämolymphplasmaproteine (Bait-Proteingemisch) mit Prey-Organismen wurde das 

Hämolymphplasma von Aliquot 3 für 1 h bzw. für 12 h mit einer definierten Anzahl S. aureus, 

E. coli oder P. falciparum-Trophozoiten auf einem Rotationsschüttler bei RT inkubiert (Tab. 

3.18). Das Hämolymphplasma von Aliquot 2 wurde als dazugehörige Leerkontrolle ohne Prey-

Organismen für dieselbe Zeit auf demselben Rotationsschüttler bei RT inkubiert, während Ali-

quot 1 zur Proteolyse-Kontrolle während der Inkubation der Hämolymphplasma-Aliquots 2 und 

3 bei -20 °C gelagert wurde (Tab. 3.18). 
 
Tabelle 3.18: Aliquots einer Hämolymphplasma-Probe (Bait-Proteingemisch) einer unbehandelten M. sexta L5d2-
Larve mit Zuweisung von Kontroll- und Experimentaltreatment beim Microbial Binding Assay 

Aliquot-
Nr. Treatment Inkubation mit 

Prey-Organismus Erläuterung 

1 Kontrolle 1: Proteo-
lyse-Kontrolle Nein 

Lagerung bei -20 °C während der In-
kubation von Aliquot 2 & 3 auf dem 

Rotationsschüttler 

2 Kontrolle 2: Leerkon-
trolle Nein Inkubation ohne Prey-Organismus auf 

einem Rotationsschüttler bei RT 

3 Prey-Organismus-In-
kubation Ja Inkubation mit Prey-Organismus auf 

einem Rotationsschüttler bei RT 
 
3.8.4.2 Vorbereitung der Prey-Organismen 
 
Tabelle 3.19: Totalzellzahl der Prey-Organismen zur Inkubation in 300 μL Bait-Proteingemisch. 

Prey-Organis-
mus 

Mikroorganismen-
Gruppe Größe [μm] 

Zellzahl 
pro 300 μl 

Bait-Protein 
Treatment 

S. aureus 
Wood 46 

Bakterium, 
grampositiv Ø = 0,8 – 1,2 μm 2 • 109 S. aureus 

E. coli 
K12 D31-Y 

Bakterium, 
gramnegativ 

Ø = 1,1 – 1,5 μm 
L = 2,0 – 6,0 μm 1 • 109 E. coli 

P. falciparum 
NF54attB 

Trophozoiten 

einzelliger, eukary-
otischer Parasit 

Ø = 2,0 – 5,0 μm 
D = 1,0 – 2,0 μm 2,5 • 107 P. falciparum 

Erythrozyten Humane Erythrozy-
ten, A Rh+/0 Rh+ 

Ø ~ 7,5 μm 
D = 1,0 – 2,0 μm 1,25 • 107 

Kontrolle 1: 
Plasmodien-Kon-

trolle 
Glas-Beads 

(Sigma-Aldrich®, 
Kat.-Nr.: G-3753) 

Borosilikatglas-kü-
gelchen Ø = 75 – 150 μm 1,25 • 106 Kontrolle 2: 

Leerkontrolle 
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Abhängig vom Größenverhältnis von S. aureus, E. coli und P. falciparum Trophozoiten zuein-

ander wurden die Zellzahlen der drei Prey-Organismen sowie der Kontrollen mit humanen 

Erythrozyten und Glas-Beads mit dem Ziel vergleichbarer gegenüber dem Bait-Proteinge-

misch (Hämolymphplasma) exponierter Zelloberflächen eingestellt (Tab. 3.19). 

 
3.8.4.2.1 S. aureus Wood 46 
 
S. aureus Stamm Wood 46 (Katalog-Nr.: S-2014) wurde als Formalin-fixierte Zellsuspension 

in Kaliumphosphat-Puffer von Sigma-Aldrich® bezogen. Ein Aliquot von 2,5 mL der Bakterien-

suspension wurde in ein steriles 15 mL Reaktionsgefäß überführt, dreimal für jeweils 10 min 

bei 1500 x g und 4 °C zentrifugiert und anschließend mit 5 mL frischer, steril filtrierter MS- ge-

waschen. Nach dem dritten Waschschritt wurden die Bakterien erneut zentrifugiert, durch Zu-

gabe von frischer, steril filtrierter MS- auf eine Zellzahl von 2 • 1010 Bakterien/mL MS- 

(Stammsuspension) eingestellt und bei 4 °C gelagert. Zur Vorbereitung der Inkubation der 

Bakterien in Bait-Proteingemisch wurde ausgehend von der Stammsuspension eine Total-zell-

zahl von 2 • 109 Bakterien in 1 mL MS- in konische, sterile 1,5 mL Reaktionsgefäße vorge-

legt (Tab. 3.19) und bis zur Inkubation bei 4 °C gelagert. 

 
3.8.4.2.2 E. coli K12 D31-Y 
 
E. coli K12 D31-Y wurde in Flüssigübernachtkulturen kultiviert (Kapitel 3.4.1). Bei ausreich-

ender Bakteriendichte wurde die Bakteriensuspension für 10 min bei 1500 x g und 21 °C zent-

rifugiert, das Medium vollständig abgenommen und die Bakterien mit 3,5 % Paraform-alde-

hyd in steril filtrierter MS- für 45 min auf einem Rotationsschüttler bei RT und 225 U/min abge-

tötet. Anschließend wurden die Bakterien dreimal für jeweils 10 min bei 1500 x g und 21 °C 

zentrifugiert und mit 5 mL frischer, steril filtrierter MS- gewaschen. Nach dem dritten Wasch-

schritt wurden die Bakterien erneut zentrifugiert, durch Zugabe von frischer, steril filtrierter MS- 

auf eine Zellzahl von 2 x 1010 Bakterien/mL MS- (Stammsuspension) eingestellt und bei 4 °C 

gelagert. Zur Vorbereitung der Inkubation der Bakterien in Bait-Proteingemisch wurde ausge-

hend von der Stammsuspension eine Totalzellzahl von 1 • 109 Bakterien in 1 mL MS- in koni-

sche, sterile 1,5 mL Reaktionsgefäße vorgelegt (Tab. 3.19) und bis zur Inkubation bei 4 °C 

gelagert. 

 
3.8.4.2.3 P. falciparum NF54attB Trophozoiten 
 
Erythrozytäre, asexuelle Entwicklungsstadien des Chloroquin-sensitiven P. falciparum-Stam-

mes NF54attB wurden in-vitro kultiviert (Kapitel 3.5.2.1) und synchronisiert (Kapitel 3.5.2.2). 

Ausgehend vom Zeitpunkt der Sorbitol-Synchronisation wurde die Parasitenkultur 48 h, 96 h 

oder 144 h bis zu einer Parasitämie von ≥ 5 % kultiviert, bevor die Plasmodien im Tropho-

zoiten-Stadium durch Permeabilisierung der Erythrozyten mittels Saponin-Lyse zur Inkubation 
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in Bait-Proteingemisch nach der Methode von Sturm et al. (2009) präpariert wurden. Dazu 

wurden die Parasitenkulturen aus vier 25 cm2 Zellkulturflaschen in einem sterilen 15 mL Re-

aktionsgefäß vereint, für 10 min bei 600 x g und 21 °C zentrifugiert und der klare Überstand 

des Plasmodien-Zellkulturmediums abgenommen. Zur Membranpermeabilisierung und Lyse 

der Erythrozyten wurde das Erythrozytenpellet anschließend in 10 mL steril filtriertem Sapo-

nin-Lysepuffer resuspendiert und für 10 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert, bevor die in-

takten Parasiten für 10 min bei 600 x g und 21 °C zentrifugiert wurden. Der Überstand (Zyto-

sol lysierter Erythrozyten) wurde abgenommen, das Parasitenpellet erneut in 5 mL sterilem 

Saponin-Lysepuffer resuspendiert und die Saponin-Lyse noch ein- bis zweimal wie-derholt bis 

alle Erythrozyten lysiert wurden. Nach abgeschlossener Saponin-Lyse wurden die lebenden 

Trophozoiten-Stadien dreimal für jeweils 10 min bei 600 x g und 21 °C zentrifugiert und mit 

steril filtriertem 1x P-PBS + c0mplete™, Mini-Proteaseinhibitor-Cocktail (Roche Diag-

nostics, Katalog-Nr.: 04 693 124 001) gewaschen, bevor die Plasmodien in einer Zellzahl von 

1 • 109 Parasiten/mL in sterilem 1x P-PBS (Stammsuspension) resuspendiert wurden. Zur 

Vorbereitung der Inkubation der Trophozoiten in Bait-Proteingemisch wurde ausgehend von 

der Stammsuspension eine Totalzellzahl von 2,5 • 107 Parasiten in 1 mL steriler 1x P-PBS in 

konische, sterile 1,5 mL Reaktionsgefäße vorgelegt (Tab. 3.19) und bis zur Hämolymphplas-

ma-Inkubation im Zellkultur-Inkubator bei 37 °C gelagert. 

 
3.8.4.2.4 Humane Erythrozyten 
 
Erythrozyten wurden mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation nach der Methode von 

Bøyum (1968) aus humanem, antikoaguliertem und stabilisiertem Vollblut-Konzentrat (Buffy- 

Coat) der Blutgruppen A Rh+ und 0 Rh+, bezogen von der Blutbank des Universitätsklini-

kums Gießen und Marburg (Prof. Dr. Bein, Zentrum für Transfusionsmedizin und Hämothera-

pie, UKGM Gießen), isoliert (Kapitel 3.4.5). Gewaschene Erythrozyten wurden in einer Zell-

zahl von 1 • 109 Zellen/mL in steriler 1x HBSS (Stammsuspension) resuspendiert. Zur Vor-be-

reitung der Inkubation der Erythrozyten in Bait-Proteingemisch wurde ausgehend von der 

Stammsuspension eine Totalzellzahl von 1,25 • 107 Zellen in 1 mL steriler 1x HBSS in ko-ni-

sche, sterile 1,5 mL Reaktionsgefäße vorgelegt (Tab. 3.19) und bis zur Hämolymphplasma-

Inkubation im Zellkultur-Inkubator bei 37 °C gelagert. 

 
3.8.4.2.5 Glas Beads 
 
Glas-Beads aus Borosilikatglas mit einem Durchmesser von 75 – 150 μm (Sigma-Aldrich®, 

Katalog-Nr.: G-3753) wurden in einer Partikelzahl von 1 • 107 Kügelchen in steriler 1x MS- re-

suspendiert (Stammsuspension) und mehrfach gewaschen. Zur Vorbereitung der Inkubation 

der Glas-Beads in Bait-Proteingemisch wurde ausgehend von der Stammsuspension eine To-

talpartikelzahl von 1,25 • 106 Kügelchen in 1 mL steriler 1x MS- in konische, sterile 1,5 mL 
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Reaktionsgefäße vorgelegt (Tab. 3.19) und bis zur Hämolymphplasma-Inkubation bei RT ge-

lagert. 

 
3.8.4.3 Prey-Organismus-Inkubation in Bait-Proteingemisch 
 
Vorbereitete Inkubations-Suspensionen (Kapitel 3.8.4.2) mit einer definierten Zellzahl an Prey-

Organismen (S. aureus, E. coli und P. falciparum Trophozoiten) wurden zur Pelletierung der 

Mikroorganismen für 5 min bei 500 x g und 21 °C zentrifugiert. Der Pufferüberstand wurde an-

schließend vollständig abgenommen, bevor die Prey-Organismen im vorbereiteten Bait-Pro-

teingemisch (Hämolymphplasma-Aliquot Nr. 3, Kap. 3.8.4.1, Tab. 3.18) resuspendiert und für 

1 h bzw. für 12 h auf einem Rotationsschüttler bei RT im Hämolymphplasma inkubiert wurden. 

Zur Kontrolle genereller Bindungseffekte von DSCAM an Oberflächenstrukturen (un-abhängig 

von organischer oder anorganischer Beschaffenheit) wurden Glas-Beads in Bait-Proteinge-

misch unter gleichen Bedingungen wie die Prey-Organismen inkubiert (Leerkon-trolle). Zu-

sätzlich wurden humane Erythrozyten, zur Kontrolle falsch positiver Ergebnisse bei der an-

schließenden proteinbiochemischen Analyse der Trophozoiten nach Inkubation in Bait-Pro-

teingemisch, unter den gleichen Bedingungen wie P. falciparum im Hämolymphplasma inku-

biert (Plasmodien-Kontrolle). Hintergrund der Plasmodien-Kontrolle sind potentielle Bin-dun-

gen von DSCAM an Membranrückstände von Erythrozyten, die infolge der Präparation der 

Plasmodien durch Saponin-Lyse der Erythrozyten im Parasitenpellet verbleiben und nach ge-

meinsamer Inkubation mit den Plasmodien im Bait-Proteingemisch zu einem falsch positiven 

Ergebnis führen könnten. Nach abgeschlossener Inkubation der Prey-Organismen und Kon-

trollen in Bait-Proteingemisch wurden die Mikroorganismen bzw. Partikel für 5 min bei 500 x g 

und 21 °C zentrifugiert, bevor der Hämolymphplasmaüberstand abgenommen und zurück in 

Aliquot-Reaktionsgefäß Nr. 3 überführt wurde. Die Mikroorganismen bzw. Partikel wurden in 

hypertonischer 1x TBS resuspendiert, gewaschen und anschließend für 5 min bei 500 x g 

zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Pufferüberstand abgenommen und verworfen 

und der Waschvorgang noch zweimal wiederholt. 

 
3.8.4.4 Western Blot-Analyse 
 
Nach Inkubation der Prey-Organismen und Kontrollen in Bait-Proteingemisch wurden die ge-

waschenen Mikroorganismen und Partikel (Kapitel 3.8.4.3) sowie das Hämolymphplasma (Ali-

quot-Nr. 1 – 3) zur elektrophoretischen Proteintrennung mittels denaturierender SDS-PAGE 

vorbereitet (Kapitel 3.8.1). Dazu wurden die Prey-Organismen und Kontrollen nach dem drit-

ten Waschgang mit hypertonischer 1x TBS für 5 min bei 500 x g zur Pelletierung zentrifugiert, 

bevor der Pufferüberstand vollständig abgenommen und verworfen wurde und die Mikroorga-

nismen und Kontrollen pauschal in 25 μL Solubilisierungspuffer homogenisert und mittels Ult-

raschallbehandlung lysiert wurden. Anschließend wurden sowohl die Prey-Organismen und 
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Kontrollen als auch die entsprechenden drei Hämolymphplasma-Aliquots 1 : 1 mit 2x SDS-

PAGE-Probenpuffer nach Laemmli (1970) gemischt (1 μL SDS-PAGE Pro-benpuf-

fer je 1 μL Probenvolumen), bevor alle Proben für 5 min im Heizblock bei 96 °C erhitzt wurden. 

Daraus ergibt sich für die Hämolymphplasmaproben eine finale Massenkonzentra-tion von 

0,333 mg Hämolymphplasma/μL Probenvolumen. Die anschließende proteinbioche-mische 

Analyse aller Proben mittels diskontinuierlicher SDS-PAGE (Kapitel 3.8.2) und Wes-

tern Blot (Kapitel 3.8.3) wurde durchgeführt wie zuvor beschrieben. 
 
 
3.8.5 Far-Western Blot 
 
Zur Analyse von in vitro-Protein-Protein-Interaktionen von löslichem DSCAM im Hämolymph-

plasma unbehandelter M. sexta L5d2-Larven (Prey-Proteingemisch) mit Pathogen-assoziier-

ten molekularen Mustern (engl. Abk. PAMPs) von P. falciparum Trophozoiten (Bait-Protein-

gemisch) wurden Far-Western Blot-Experimente nach der Methode von Wu et al. (2007) 

durchgeführt. 

 
 
3.8.6 Ermittlung der relativen molekularen Masse unbekannter Proteine 
 
Die relative molekulare Masse unbekannter Proteine wurde in Relation zu Protein-Standards 

nach der Methode von Hames (1998) ermittelt. Dazu wurden Proteinproben gemeinsam mit 

Proteinen mit standardisierter molekularer Masse (Protein-Standards) mittels SDS-PAGE 

elektrophoretisch getrennt (Kapitel 3.8.2) und mittels Semi-Dry-Elektroblot auf eine PVDF-

Membran transferiert (Kapitel 3.8.3). Nach abgeschlossenem Western Blot wurde die Migra-

tionsdistanz der Bromphenolblau-Lauffront sowie jeder Standard-Proteinbande ausgehend 

vom Trenngeleingang gemessen. Mit den Werten der Migrationsdistanz in Millimeter wurde 

für jede Standard-Proteinbande die relative Migrationsdistanz (Rf) als Quotient der Migra-ti-

onsdistanz der Proteinbande und der Lauffront berechnet (Formel 6). 
 
Formel 6: Berechnung der relativen Migrationsdistanz (Rf) einer Proteinbande. 

Rf = 
Migrationsdistanz der Proteinbande [mm]

Migrationsdistanz der Bromphenolblau-Lauffront [mm] 

 
Anschließend wurde der Logarithmus der molekularen Masse (log m) aller Protein-Standards 

als Funktion der relativen Migrationsdistanz der entsprechenden Standard-Proteinbande mit 

Microsoft® Excel Version 16.45 grafisch dargestellt. Mit der daraus resultierenden linearen 

Funktionsgleichung vom Typ y = m • x + b wurde durch Einsetzen der fehlenden Variable x 

(Rf-Wert unbekannter Proteine) der Logarithmus der relativen molekularen Masse (log MR) un-

bekannter Proteine ermittelt, die im selben Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt wur-

den (Formel 7). 
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Formel 7: Berechnung des Logarithmus der relativen molekularen Masse (log MR) unbekannter Proteine. 

y = m • x + b 
 

log MR = Steigung • Rf + y-Achsenabschnitt 
 
Der Zusammenhang zwischen abhängiger (log m) und unabhängiger Variable (Rf) ist dabei 

umso reliabler durch eine lineare Funktion beschreibbar, je näher der Wert des Bestimmt-

heitsmaßes (r2) einem Wert von 1,0 ist. Mittels Exponentialfunktion wurde anschließend die 

relative molekulare Masse (MR) unbekannter Proteine als dimensionsloser Zahlenwert ermit-

telt (Formel 8). 

 
Formel 8: Berechnung der relativen molekularen Masse (MR) unbekannter Proteine. 

MR = 10log MR 
 
Voraussetzung für die exakte Ermittlung der relativen molekularen Masse unbekannter Pro-

teine ist ein starker linearer Zusammenhang zwischen dem Logarithmus der molekularen 

Masse der Protein-Standards und der relativen Migrationsdistanz der entsprechenden Stan-

dard-Proteinbanden (0,99 ≤ r2 ≤ 1,0). Bedingt durch die Verwendung vorgefärbter Protein-

Standards, die verglichen mit gleichen ungefärbten Protein-Standards aufgrund kovalent ge-

bundener Farbstoffe eine unterschiedliche molekulare Masse haben, und aufgrund von Mes-

sungenauigkeiten kann das Bestimmtheitsmaß vom Wert eines idealen linearen Zu-sammen-

hangs abweichen. Zusätzlich können sich Proteine hinsichtlich der Proteinstruktur, posttrans-

lationalen Modifikationen (Glykosylierung, Lipidierung, Phosphorylierung) und der Amino-

säure-Zusammensetzung (positiv/negativ geladene Aminosäuren) unterscheiden, wo-durch 

die Migration in der SDS-PAGE und damit auch die detektierbare molekulare Masse beein-

flusst wird. In der Summe kann sich die mittels SDS-PAGE ermittelte relative moleku-lare 

Masse eines Proteins um bis zu ± 10 % von der absoluten molekularen Masse unter-scheiden 

(Hames 1998). Daher ist die relative molekulare Masse eines Proteins als Schätz-wert anzu-

sehen. Zur Steigerung der Reliabilität wurden die Einzelwerte der relativen mole-kularen 

Masse gleicher Proteine eines Probentyps unterschiedlicher Tiere (biologischer Re-plikate), 

die im selben Polyacrylamidgel elektrophoretisch getrennt wurden, zu einem Mit-telwert ver-

rechnet. 
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3.9 Zyto- und histochemische Methoden 
 
3.9.1 Verwendete Antikörper 
 
Als primäre Antikörper wurden monoklonale Antikörper (mAk, engl. Abk. mAb) in zellfreiem 

Medienüberstand kultivierter Hybridoma-Zellkulturen (Kapitel 3.4.4), polyklonale Immunseren 

oder affinitätsgereinigte polyklonale Antikörper verwendet (Tab. 3.20). Als Sekundärantikör-

per wurden mit Fluorochromen oder Enzymen konjugierte Antikörper verwendet (Tab. 3.21). 

Verdünnungen für immunzytochemische (immuncytochemische, Abk. ICC) und immunhisto-

chemische (IHC) Anwendungen wurden standardmäßig mit 5 % Ziegenserum-3 % BSA in 

TBS (Superblock, Abk. SB) angesetzt. Bei Mehrfachmarkierungen wurden Primärantikörper 

unterschiedlicher Wirtsspezies gleichzeitig aufgetragen und entsprechend der angegebenen 

Zeiten für Einfachmarkierungen inkubiert, bevor die Sekundärantikörper ebenfalls gleichzeitig 

aufgetragen und entsprechend der Standardzeiten für Einfachmarkierungen inkubiert wurden. 

 
3.9.1.1 Primäre Antikörper 
 
Bei der Markierung von Antigenen außerhalb der publizierten Antikörperspezifität wurden die 

für den jeweiligen Primärantikörper spezifischen Antigene in Form biologischer Proben (Zellen 

oder Gewebe) bei jeder Immunmarkierung als Positivkontrolle parallel mitmarkiert. 

 
Tabelle 3.20: Primäre Antikörper. 1) Bezeichnung des Primärantikörpers: *Laborinterne Bezeichnung, †Bezeich-
nung mit Bezug auf das gebundene Antigen, 2) Reaktivität des Primärantikörpers gegen Antigene einer Zielspezies 
(Spezies-Reaktivität) / spezifisches Antigen des Primärantikörpers (Antikörperspezifität) / Antikörperbindungsstelle 
(Epitop) eines Antigens / markierte subzelluläre Struktur (Markierungscharakteristik), 3) Spezies, die zur Herstel-
lung des Primärantikörpers immunisiert wurde (Wirtsspezies), 4) Abstammung von antikörperproduzierenden B-
Lymphozyten-Klonen (Klonalität), 5) Isotyp, Subtyp oder Fragment des Immunglobulins, 6) Hersteller des Primär-
antikörpers bzw. Referenzpublikation, 7) eingesetzte Arbeitsverdünnung in der Immunzytochemie (ICC), Immun-
histochemie (IHC), in-situ-Hybridisierung (ISH) oder beim Western Blot (WB). 

Primär- 
antikörper1 

Spezies-Reakti-
vität/ 

Spezifität 
(Antigen)/ 

Epitop/ 
Charakteristik2 

Wirts-
spezies3 Klonalität4 

Ig-Isotyp/ 
Ig-Subtyp/ 

Ig-Frag-
ment5 

Hersteller/ 
Referenz6 

Arbeits-Ver-
dünnung7 

mAb MS2* 

M. sexta/ 
Granuläre Zel-
len, Oenozyto-

ide/ 
unbekannt/ 

Zellmembran 

Maus monoklonal IgG1 
Willot et al. 

1994, 
Beetz et al. 2004 

ICC: unver-
dünnter Hyb-
ridoma-Über-

stand 

mAb MS7* 

M. sexta/ 
Granuläre Zel-

len/ 
unbekannt/ 
Granulen 

Maus monoklonal IgG1 Willot et al. 1994 

ICC: unver-
dünnter Hyb-
ridoma-Über-

stand 

mAb MS13* 

M. sexta/ 
Plasmatozyten/ 

β-Integrin/ 
Zellmembran 

Maus monoklonal IgG2b 

Willot et al. 
1994, 

Wiegand et al. 
2000, 

Levin et al. 
2005, 

Beetz et al. 2004 

ICC: unver-
dünnter Hyb-
ridoma-Über-

stand 

mAb MS73* M. sexta/ Maus monoklonal -  ICC: unver-
dünnter 
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Oenozytoide, 
Granuläre Zel-

len/ 
unbekannt/ 

Zellmembran 
und Granulen 

Hybridoma-
Überstand 

mAb MS75* 

M. sexta/ 
Plasmatozyten/ 

unbekannt/ 
Zellmembran 

Maus monoklonal IgG1 
Willot et al. 

1994, 
Beetz et al. 2004 

ICC: unver-
dünnter Hyb-
ridoma-Über-

stand 

mAb MS77* 

M. sexta/ 
Plasmatozyten/ 

unbekannt/ 
Zellmembran 

Maus monoklonal IgM 
Willot et al. 

1994, 
Beetz et al. 2004 

ICC: unver-
dünnter Hyb-
ridoma-Über-

stand 

mAb 
NG3B11* 

M. sexta/ 
Neuroglian Maus monoklonal IgG1 Nardi 1993 

ICC: unver-
dünnter Hyb-
ridoma-Über-

stand 

mAb 1D4*/ 
anti-Fasciclin 

II† 

D. melanogas-
ter/ 

ZNS & PNS, 
Fasciclin II 

Maus monoklonal IgG1 Hummel et al. 
2000 

ICC: unver-
dünnter Hyb-
ridoma-Über-

stand 

anti-Dscam 
IC† (357*) 

D. melanogas-
ter/ 

Dscam1/ 
Intrazellular-do-

mäne 

Kaninchen polyklonal Immunserum 
Schmucker Lab 
Dascenco et al. 

2015 

ICC: 1 : 100 
IHC: 1 : 100 
WB: 1 : 1000 

anti-Dscam 
IC† (358*) 

D. melanogas-
ter/ 

Dscam1/ 
Intrazellular-do-

mäne 

Kaninchen polyklonal Immunserum 
Schmucker Lab 
Dascenco et al. 

2015 

ICC: 1 : 100 
IHC: 1 : 100 
WB: 1 : 1000 

anti-Dscam 
EC† (19545*) 

D. melanogas-
ter/ 

Dscam1/ 
Ig 1 – 4 

Kaninchen polyklonal Immunserum 
Schmucker Lab 
Dascenco et al. 

2015 

ICC: 1 : 100 
IHC: 1 : 100 
WB: 1 : 1000 

anti-Dscam 
EC† (19546*) 

D. melanogas-
ter/ 

Dscam1/ 
Ig 1 – 4 

Kaninchen polyklonal Immunserum 
Schmucker Lab 
Dascenco et al. 

2015 

ICC: 1 : 100 
IHC: 1 : 100 
WB: 1 : 1000 

anti-proPO 

M. sexta/ 
Prophenol-oxi-
dase (proPO), 
Oenozytoide/ 

proPO/ 
Cytoplasma 

Kaninchen polyklonal Immunserum Jiang et al. 1997 ICC: 1 : 1000 
IHC: 1 : 1000 

anti-Digoxi-
genin-AP† Digoxigenin Schaf polyklonal 

IgG/ 
Fab-Frag-

mente 

Roche Diagnos-
tics, 

Kat.-Nr.: 
11 093 274 910 

ISH: 1 : 500 
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3.9.1.2 Sekundäre Antikörper 
 
Tabelle 3.21: Sekundäre Antikörper. 1) Bezeichnung des Sekundärantikörpers, 2) Reaktivität des Sekundäranti-
körpers gegen Antigene (Antikörper, sog. Primärantikörper) einer Zielspezies (Spezies-Reaktivität) / spezifisches 
Antigen des Sekundärantikörpers (Antikörperspezifität), 3) Spezies, die zur Herstellung des Sekundärantikörpers 
immunisiert wurde (Wirtsspezies) / Ig-Isotyp des Sekundärantikörpers, 4) Abstammung von antikörperproduzieren-
den B-Lymphozyten-Klonen (Klonalität), 5) Konjugation des Sekundärantikörpers mit einem Enzym oder Fluoro-
chrom (Konjugat-Typ) / konjugiertes Enzym oder Fluorochrom, 6) Hersteller des Sekundärantikörpers / Katalog-
Nummer des Herstellers bzw. des Vertriebsunternehmens, 7) Konzentration des Sekundärantikörpers in unver-
dünnter Stammlösung / eingesetzte Arbeitsverdünnung in der Immunzytochemie (ICC), Immunhistochemie (IHC) 
oder beim Western Blot (WB). 

Sekundär-
antikörper1 

Spezies-Reakti-
vität/ 

Spezifität 
(Antigen)2 

Wirts-
spezies/ 
Ig-Iso-

typ3 

Klonalität4 
Konjugat-

Typ/ 
Konjugation5 

Hersteller/ 
Kat.-Nr.6 

Antikörper-
Konz./ 

Arbeits-Ver-
dünnung7 

anti-Mouse 
Alexa Fluor® 

488 
Maus/ 

IgG (H&L) 
Ziege/ 

IgG polyklonal 
Fluorochrom/ 
Alexa Fluor® 

488 

Invitrogen™ by 
Thermo Fisher 

Scientific/ 
A-11001 

2,0 mg/mL/ 
ICC: 1 : 1000 
IHC: 1 : 800 

anti-Mouse 
Alexa Fluor® 

532 
Maus/ 

IgG (H&L) 
Ziege/ 

IgG polyklonal 
Fluorochrom/ 
Alexa Fluor® 

532 

Invitrogen™ by 
Thermo Fisher 

Scientific/ 
A-11002 

2,0 mg/mL/ 
ICC: 1 : 1000 
IHC: 1 : 800 

anti-Mouse 
Cy3-Affini-

Pure 
Maus/ 

IgG & IgM (H&L) 
Ziege/ 

IgG polyklonal Fluorochrom/ 
Cy3 

Jackson Immu-
noResearch/ 
115-165-044 

1,5 mg/mL/ 
ICC: 1 : 600 
IHC: 1 : 200 

anti-Mouse 
Cy5-Affini-

Pure 
Maus/ 

IgG (H&L) 
Ziege/ 

IgG polyklonal Fluorochrom/ 
Cy5 

Jackson Immu-
noResearch/ 
115-175-146 

1,5 mg/mL 
ICC: 1 : 100 
IHC: 1 : 80 

anti-Mouse 
AP 

Maus/ 
IgG (H&L) 

Ziege/ 
IgG polyklonal 

Enzym/ 
alkalische 

Phosphatase 
abcam/ 

ab97020 
1 mg/mL 

WB: 1 : 5000 

anti-Rabbit 
DyLight® 549 

Kaninchen/ 
IgG (H&L) 

Ziege/ 
IgG polyklonal Fluorochrom/ 

DyLight® 549 
Thermo Fisher 

Scientific/ 
DI-1549-1.5 

1,5 mg/mL/ 
ICC: 1 : 2500 
IHC: 1 : 2000 

anti-Rabbit 
AP 

Kaninchen/ 
IgG 

Ziege/ 
IgG polyklonal 

Enzym/ 
alkalische 

Phosphatase 
Carl Roth/ 

4751.1 
1 mg/mL 

WB: 1 : 5000 

 
 
3.9.2 Mehrfach-Immunfluoreszenzmarkierung von whole-mount Embryonen 
 
Zur Validierung der Spezifität der polyklonalen anti-DSCAM-Immunseren (Kapitel 3.9.1.1, 

Tab. 3.20) wurden Mehrfach-Immunfluoreszenzmarkierungen von D. melanogaster (Kapitel 

3.9.2.1) und M. sexta whole-mount Embryonen (Kapitel 3.9.2.2) durchgeführt und lichtmikro-

skopisch mittels Differential-Interferenzkontrastmikroskopie, Fluoreszenzmikroskopie und 

konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie auf die spezifische Markierung der embryonalen 

Konnektive und Kommissuren des zentralen Nervensystems analysiert (Schmucker et al. 

2000). 
 
3.9.2.1 Mehrfach-Immunfluoreszenzmarkierung von D. melanogaster Embryonen 
 
Mehrfach-Immunfluoreszenzmarkierungen von D. melanogaster whole-mount Embryonen 

wurden mit beginnender Differenzierung des zentralen Nervensystems im Zuge der axonalen 

Faszikulierung und Entwicklung von Konnektiven und Kommissuren (Hartenstein & Campos-

Ortega 1984, Hartenstein et al. 1987) an Embryonen der Entwicklungsstadien 13 – 17 (Cam-
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pos-Ortega & Hartenstein 1997) unter Verwendung der anti-Dscam-Immunseren (Kapitel 

3.9.1.1, Tab. 3.20) und Fluorochrom-konjugierter Sekundärantikörper (Kapitel 3.9.1.2, Tab. 

3.21) wie von Schmucker et al. (1992) beschrieben durchgeführt. 

 
3.9.2.2 Mehrfach-Immunfluoreszenzmarkierung von M. sexta Embryonen 
 
Mehrfach-Immunfluoreszenzmarkierungen von M. sexta whole-mount Embryonen wurden mit 

beginnender Neurogenese an Embryonen mit einer abgeschlossenen Entwicklungszeit von 

25 – 65 % der maximalen Entwicklungszeit unter Verwendung der anti-Dscam-Immunseren 

(Kap. 3.9.1.1, Tab. 3.20) und Fluorochrom-konjugierter Sekundärantikörper (Kap. 3.9.1.2, 

Tab. 3.21) wie von von Bredow et al. (2020) beschrieben durchgeführt. 

 
3.9.3 Mehrfach-Immunfluoreszenzmarkierung von Hämozyten-Monolayern 
 
Zur immunzytochemischen Identifizierung larvaler Hämozytentypen (Plasmatozyten, Granu-

läre Zellen, Oenozytoide und Sphärule Zellen; von Bredow et al. 2021) und Detektion larvaler 

Hämozytenantigene wurden Mehrfach-Immunfluoreszenzmarkierungen mittels antigenspezi-

fischer Primärantikörper unterschiedlicher Wirtsspezies und Fluorochrom-konjugierter Sekun-

därantikörper (indirekte Immunfluoreszenz) durchgeführt. Dazu wurden fixierte und einge-fro-

rene Hämozyten nach Entnahme von Hämozyten-Monolayern aus der Lagerung bei -20 °C 

(Kapitel 3.3.2) zweimal für jeweils 5 min in 1x TBS aufgetaut und gewaschen. Zur Perme-abi-

lisierung der Membran wurden die Hämozyten danach optional für (max.) 5 min in Triton-

TBS (0,1 % Triton™ X-100 in 1x TBS) inkubiert und drei- bis viermal für jeweils 5 min mit 

1x TBS gewaschen bis die Oberflächenspannung wiederhergestellt wurde. Zur Blockierung 

unspezifischer Antikörperbindestellen wurden die Hämozyten anschließend für 60 min in Su-

perblock (5 % Ziegenserum-3 % BSA in TBS) bei RT inkubiert, bevor die Hämozyten über 

Nacht in 20 μL Primärantikörperlösung (Primärantikörper verdünnt in Superblock, bei Mehr-

fachmarkierung: Primärantikörper unterschiedlicher Wirtsspezies, Kapitel 3.9.1.1, Tab. 3.20) 

je Kammer bei 4 °C inkubiert wurden. Ungebundener Primärantikörper wurde am darauf-fol-

genden Tag durch viermaliges Waschen der Hämozyten mit 1x TBS für jeweils 5 min ausge-

waschen. Anschließend erfolgte die Inkubation des Sekundärantikörpers, indem die Hämozy-

ten für 60 min in 20 μL Sekundärantikörperlösung (Sekundärantikörper verdünnt in Super-

block, bei Mehrfachmarkierung: unterschiedliche Fluorochrom-Konjugate, Kap. 3.9.1.2, 

Tab. 3.21) abgedunkelt bei RT inkubiert wurden. Ungebundener Sekundärantikörper wurde 

danach erneut durch viermaliges Waschen der Hämozyten mit 1x TBS für jeweils 5 min aus-

gewaschen, bevor die Hämozyten zur Markierung der Zellkerne für 5 min in Kernfärbe-lö-

sung (βGebrauchslösung: 1 μg DAPI/mL 1x TBS) inkubiert wurden. Nach drei weiteren Wasch-gän-

gen mit 1x TBS und zwei weiteren Waschgängen mit Reinstwasser für jeweils 5 min wurden 

die Hämozyten in Fluoromount-G® (SouthernBiotech, Katalog-Nr.: 0100-01) nach 
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Herstellerangaben (https://www.southernbiotech.com/techbul/0100-01.pdf) eingebettet. Vor 

der lichtmikroskopischen Analyse der Monolayer mittels Differential-Interferenzkontrastmi-kro-

skopie und Fluoreszenzmikroskopie (Kapitel 3.10) wurde das Einbettmedium über Nacht bei 

RT aushärten lassen. Mit Ausnahme der Primärantikörperinkubation wurden alle Arbeits-

schritte der Antikörpermarkierung bei RT durchgeführt. Zur Verhinderung der Austrocknung 

der Hämozyten während der Antikörpermarkierung wurden alle Arbeitsschritte an den Hä-

mozyten-Monolayern in einer lichtundurchlässigen Feuchtkammer mit Deckel unter Verwen-

dung einer Vakuumpumpe durchgeführt. Wenn nicht explizit festgelegt entsprach das Arbeits-

volumen bei allen Arbeitsschritten einem Tropfen einer Pasteurpipette. 
 
 
3.9.4 Oenozytoid-Markierung mittels Nachweis endogener Phenoloxidasen an Hä-

mozyten-Monolayern 
 
Zur enzymzytochemischen Identifizierung larvaler Oenozytoide wurde endogene Tyrosinase-

Typ-Phenoloxidase (PO) in Hämozyten unbehandelter M. sexta L5d3-Larven mit dem chro-

mogenen Substrat Diaminobenzidin (DAB) unter Verwendung von Wasserstoffperoxid (H2O2) 

als Quelle molekularen Sauerstoffs (O2) und des Peroxidase-Inhibitors Natriumazid (NaN3; Or-

tiz de Montellano et al. 1988, Zollner 1999) nachgewiesen. Aufgrund der Fähigkeit zur De-

hydrierung einer Vielzahl organischer Substrate auf Basis aromatischer Kohlenwasserstoffe 

mit Amino- oder Hydroxygruppen in ortho-Position kann Tyrosinase-Typ-PO unter oxischen 

Bedingungen potentiell die Oxidation von DAB anstelle von ortho-Diphenolen (L-DOPA, Do-

pamin und 5,6-Dihydroxyindol) katalysieren (Renwrantz et al. 1996, Haavik & Toska 1998). 

Infolgedessen polymerisiert das oxidierte DAB-Kation zum in wässrigen und organischen Lö-

sungsmitteln unlöslichen, braunen Indamin-Polymer, wodurch Hämozyten mit endogenen 

PO (Oenozytoide) selektiv chromogen gefärbt wurden (Hormozi Jangi et al. 2020, von Bre-

dow et al. 2021). Dazu wurden Hämozyten von unbehandelten M. sexta L5d3-Larven präpa-

riert (Kapitel 3.3.1) und als Hämozyten-Monolayer auf Mehrkammer-Objektträgern aufgetra-

gen (Kapitel 3.3.2), bevor die endogene Prophenoloxidase (proPO) der Oenozytoide aktiviert 

und mittels DAB nachgewiesen wurde. Dementsprechend wurden gespreitete und adhärente 

Hämozyten nach einer Absitzzeit von 45 – 60 min auf Mehrkammer-Objektträgern für 4 min in 

100 % Aceton bei -20 °C inkubiert, um das endogene Zymogen (inaktive Enzymvorstufe) 

proPO in den Oenozytoiden in die aktive Form PO zu überführen (von Bredow et al. 2021). 

Anschließend wurden die Hämozyten dreimal für jeweils 10 min mit PP-Puffer (Tris: 50 

mmol/L, pH 7,5) gewaschen, bevor die in Tris-Puffer präinkubierten Hämozyten zum Nach-

weis endogener PO unter Sicht (Kapitel 3.10.3.1) in PP-Entwicklungspuffer (Tris: 50 mmol/L, 

DAB: 2,33 mmol/L, H2O2: 8,91 mmol/L, NaN3: 50 mmol/L, pH 7,5; Tab. 3.22) inkubiert wur-

den. Zur vollständigen Inhibition sowohl von Peroxidasen als auch von Phenoloxidasen wurde 

in der Negativkontrolle zusätzlich Phenylthioharnstoff (PTU), der spezifische Inhibitor kupfer-
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haltiger Phenoloxidasen, zugegeben (Ryazanova et al. 2012, Tab. 3.22), was zur vollständi-

gen Inhibition endogener Tyrosinase-Typ-PO führt (Zufelato et al. 2004). Sobald die zyto-plas-

matische Braunfärbung der Oenozytoide im Zuge der Phenoloxidase-katalysierten Oxi-dation 

und Polymerisierung des chromogenen Substrates DAB ohne Verlust der Zellmor-phologie 

deutlich sichtbar war, wurde die Enzymreaktion durch dreimaliges Waschen der Hämozyten 

mit 1x TBS für jeweils 5 min gestoppt. Nach abgeschlossenem Phenoloxidase-nachweis wur-

den die Hämozyten durch Inkubation in 3,5 % PFA-MS- für 5 min fixiert und zweimal für jeweils 

10 min mit 1x TBS gewaschen, bevor die Hämozyten-Monolayer bis zur Antikörpermarkierung 

bei -20 °C halbfeucht eingefroren und gelagert wurden. Zur weiteren immunzytochemischen 

Charakterisierung der Oenozytoide wurden anschließend Mehrfach-Immunfluoreszenzmar-

kierungen mittels antigenspezifischer Primärantikörper (Kapitel 3.9.1.1, Tab. 3.20) und Flu-

orochrom-konjugierter Sekundärantikörper (Kapitel 3.9.1.2, Tab. 3.21) nach dem Routine-Pro-

tokoll für Antikörpermarkierungen von Hämozyten-Monolayern durchgeführt (Kapitel 3.9.3). 

 
Tabelle 3.22: Zusatz von Inhibitoren zum PP-Entwicklungspuffer (Tris: 50 mmol/L, DAB: 2,33 mmol/L, H2O2: 8,91 
mmol/L, pH 7,5) zur Inhibition von Peroxidasen und/oder Phenoloxidasen. 

Treatment 
proPO-Ak-
tivierung 

mit Aceton 

Inhibitor Färbung 
der Oeno-

zytoide Name 
Stoffmengen-
konzentration 

[mol/L] 
Inhibition Referenz 

Negativkontrolle 1 Nein Na-Azid 50 mmol/L Peroxidasen 
Ortiz de Montel-
lano et al. 1988, 
Zufelato et al. 

2004 
Nein 

Positivkontrolle 1 Ja - - - - Ja 

Positivkontrolle 2 Ja Na-Azid 50 mmol/L Peroxidasen 
Ortiz de Montel-
lano et al. 1988, 
Zufelato et al. 

2004 
Ja 

Negativkontrolle 2 Ja 

Na-Azid 50 mmol/L Peroxidasen 
Ortiz de Montel-
lano et al. 1988, 
Zufelato et al. 

2004 Nein 

PTU 50 mmol/L Phenoloxi-
dasen 

Ryazanova 
et al. 2012, 

Zufelato et al. 
2004 

 
Mit Ausnahme der Aktivierung der proPO und der Primärantikörperinkubation wurden alle Ar-

beitsschritte bei RT durchgeführt. Zur Verhinderung der Austrocknung der Hämozyten wäh-

rend des Enzymnachweises und der Antikörpermarkierung wurden alle Arbeitsschritte an den 

Hämozyten-Monolayern in einer lichtundurchlässigen Feuchtkammer mit Deckel unter Ver-

wendung einer Vakuumpumpe durchgeführt. Wenn nicht explizit festgelegt entsprach das Ar-

beitsvolumen bei allen Arbeitsschritten einem Tropfen einer Pasteurpipette. 
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3.10 Mikroskopische Verfahren 
 
Abhängig vom Zell- und Gewebetyp, der damit einhergehenden Zellgröße und der verwen-

deten Färbungs- bzw. Markierungstechnik wurden unterschiedliche lichtmikroskopische Ver-

fahren zur Visualisierung von Präparaten mit dem Ziel bestmöglicher Kontrastverhältnisse ein-

gesetzt (Tab. 3.23). 

 
Tabelle 3.23: Verwendete optische Systeme zur mikroskopischen Analyse von Zellen und Geweben. 

Mikros-ko-
pische An-
wendung 

Präparat/ 
Komplexi-

tät 
Aus-wer-

tung 
Mikros-ko-

pisches 
Verfahren 

verwendetes optisches System 

Mikroskop/ 
Mikroskop-

typ 

Objektiv/ 
Objektivklasse/ 
Vergrößerung/ 

N.A./ 
Immersions-

medium 

Soft-
ware 

Her-
steller 

Lebendzell-
Mikroskopie 

(Kap. 3.10.1) 

Hybridoma-
zellkultur/ 
einzellig 

qualitativ 

Hellfeld-mik-
roskopie/ 

Phasen-kon-
trast-mikro-

skopie 

Olympus 
IMT-2/ 

inverses 
Mikroskop 

Olympus 
SPlan 10PL/ 

Achromat für Pha-
senkontrast/ 
10x/0,30/Luft 

- Olympus 

Zellzahl-er-
mittlung 

(Kap. 3.10.2) 

Bakterien, 
unmarkiert/ 

einzellig 
quantitativ 

Phasen-kon-
trast-mikro-

skopie Olympus 
BX 60/ 

aufrechtes 
Mikroskop 

Olympus UP-
lanFl 40x Ph/ 

Semi-Apochromat 
für Phasen-kon-

trast/ 
40x/0,75/Luft 

Olympus 
cellSens 

Entry 
1.14 

Olympus Bakterien, 
FITC-mar-

kiert/ 
einzellig 

quantitativ 
Epifluores-
zenz-mikro-

skopie 

Hämozyten/ 
einzellig quantitativ 

Hellfeld-mik-
roskopie/ 

Phasen-kon-
trast-mikro-

skopie 

Olympus 
IMT-2/ 

inverses 
Mikroskop 

Olympus 
SPlan 10PL/ 

Achromat für Pha-
senkontrast/ 
10x/0,30/Luft 

- Olympus 

Beobacht-
ung zyto-

chemischer 
Enzym-re-
aktionen 

(Kap. 3.10.3.1) 

Hämozyten 
einzellig qualitativ Hellfeld-mik-

roskopie 

Olympus 
IMT-2/ 

inverses 
Mikroskop 

Olympus 
LWD CDPlan 

20PL/ 
Achromat für Pha-

senkontrast/ 
20x/0,40/Luft 

- Olympus 

Imaging 
chromo-ge-
ner Enzym-
nachweise 
(Kap. 3.10.3.2) 

Hämozyten/ 
einzellig 

quantitativ 

Differential-
Interferenz-

kontrast-
mikroskopie 

Olympus 
BX 60/ 

aufrechtes 
Mikroskop 

Olympus UP-
lanXApo 20x/ 

erweitert kompen-
siertes Apochro-

mat/ 
20x/0,80/Luft 

Olympus 
cellSens 

Entry 
1.14 

Olympus 

qualitativ 

Differential-
Interferenz-

kontrast-
mikroskopie 

Olympus 
BX 60/ 

aufrechtes 
Mikroskop 

Olympus UP-
lanXApo 40x/ 

erweitert kompen-
siertes Apochro-

mat/ 
40x/1,40/Öl 

Immun-fluo-
reszenz-
Imaging 

(Kap. 3.10.3.3 
& 3.10.4) 

Hämozyten/ 
einzellig 

quantitativ 
Epifluores-
zenz-mikro-

skopie 

Olympus 
BX 60/ 

aufrechtes 
Mikroskop 

Olympus UP-
lanXApo 20x/ 

erweitert kompen-
siertes Apochro-

mat/ 
20x/0,80/Luft 

Olympus 
cellSens 

Entry 
1.14 

Olympus 

qualitativ 
Epifluores-
zenz-mikro-

skopie 

Olympus 
BX 60/ 

aufrechtes 
Mikroskop 

Olympus UP-
lanXApo 40x/ 

erweitert kompen-
siertes Apochro-

mat/ 
40x/1,40/Öl 

qualitativ 

konfokale 
Laser-Scan-
ning-Mikro-

skopie 

Leica 
TCS SP2/ 
aufrechtes 
Konfokal-
mikroskop 

Leica 
HCX PL APO 63x/ 

Apochromat/ 
63x/1,20/Wasser 

Leica 
Confocal 
Software 

2.61 

Leica 
Micro-

systems 
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Embryo-
nen/ 

mehrzellig 
(whole 
mount) 

qualitativ 

konfokale 
Laser-Scan-
ning-Mikro-

skopie 

Leica 
TCS SP2/ 
aufrechtes 
Konfokal-
mikroskop 

Leica 
HCX PL APO 63x/ 

Apochromat/ 
63x/1,20/Wasser 

Leica 
Confocal 
Software 

2.61 Leica 
Micro-

systems 

qualitativ 
Epifluores-
zenz-mikro-

skopie 

Leica 
DM6 B/ 

vollauto-ma-
tisches, auf-
rechtes Mik-

roskop 

Leica 
HCX PL APO 63x/ 

Apochromat/ 
63x/1,30/Glycerin 

Leica Ap-
plica-tion 
Suite X 

4.12.0.86
/ 

THUNDER 

 
3.10.1 Lebendzell-Mikroskopie 
 
Die Beobachtung lebender Zellen im Zuge der in-vitro-Kultivierung von Hybridoma-Zellkultu-

ren zur Gewinnung hämozytenspezifischer, monoklonaler Antikörper (Kapitel 3.5.3) erfolgte 

lichtmikroskopisch mittels Hellfeld- und Phasenkontrastmikroskopie mit einem Olympus IMT-

2 (inverses Mikroskop für die Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie) unter Verwendung ei-

nes Olympus SPlan 10PL Phasenkontrastobjektivs mit 10-facher Vergrößerung. 

 
 
3.10.2 Zellzahlermittlung 
 
3.10.2.1 Ermittlung der Bakterienanzahl in Suspension 
 
Die Ermittlung der Bakterienanzahl pro mL zur Einstellung einer definierten Anzahl von Bak-

terien (S. aureus, E. coli) zur anschließenden Immunstimulation unbehandelter M. sexta L5d2-

Larven mittels Hämocoel-Injektion (Kapitel 3.5) oder Inkubation in zellfreiem Hämolymph-

plasma (Kapitel 3.8.4) erfolgte lichtmikroskopisch mit einem Olympus BX60 (aufrechtes Mi-

kroskop für die Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie) unter Verwendung eines Olympus 

UPlanFl (Plan-korrigiertes Semi-Apochromat-Objektiv) Phasenkontrastobjektivs mit 40-facher 

Vergrößerung und eines Neubauer-Hämozytometer (Neubauer Improved). Mit dem Fluores-

zenzfarbstoff Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) markierte Bakterien wurden mittels Fluores-

zenzmikroskopie visualisiert und gezählt, während nicht markierte Bakterien zur Zählung der 

Bakterienanzahl mittels Phasenkontrastmikroskopie visualisiert wurden. 

 
3.10.2.2 Ermittlung der totalen Hämozytenanzahl in Suspension 
 
Die Ermittlung der totalen Hämozytenanzahl pro mL Vollhämolymphe (engl. total hemocyte 

count, Abk. THC) als Vitalparameter zur Beurteilung des Vitalstatus von M. sexta-Larven im 

Zuge der Probennahme erfolgte lichtmikroskopisch mittels Hellfeld- und Phasenkontrast-mik-

roskopie mit einem Olympus IMT-2 (inverses Mikroskop für die Durchlicht- und Fluores-zenz-

mikroskopie) unter Verwendung eines Olympus SPlan 10PL Phasenkontrastobjektivs mit 10-

facher Vergrößerung und eines Neubauer-Hämozytometer (Neubauer Improved). 
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3.10.3 Imaging von Hämozyten-Monolayer 
 
3.10.3.1 Beobachtung zytochemischer Enzymreaktionen 
 
Die Färbung von Hämozyten-Monolayern im Zuge des Enzym-katalysierten Umsatzes chro-

mogener Substrate wurde lichtmikroskopisch mittels Hellfeldmikroskopie mit einem Olympus 

IMT-2 (inverses Mikroskop für die Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie) unter Verwen-

dung der Olympus SPlan 10PL und Olympus LWD CDPlan 20PL Phasenkontrastobjektive  

mit 10- bzw. 20-facher Vergrößerung kontrolliert. 
 
3.10.3.2 Chromogene Enzymnachweise 
 
Zur Visualisierung chromogen nachgewiesener alkalischer Phosphatase im Rahmen von       

in-situ-Hybridisierungen in Hämozyten mit genspezifischen RNA-Sonden und alkalische  

Phosphatase-gekoppeltem anti-Digoxigenin-Antikörper (Kapitel 3.7.9) bzw. chromogen nach-

gewiesener endogener Tyrosinase-Typ-PO (Kapitel 3.9.4) wurden Hämozyten-Monolayer 

lichtmikroskopisch mittels Differential-Interferenzkontrastmikroskopie mit einem Olympus 

BX60 (aufrechtes Mikroskop für die Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie) unter Verwen-

dung einer Olympus XC10 CCD-Farbkamera und der Life Science Imaging Software Olym-

pus cellSens Entry 1.14 analysiert. Zur quantitativen Auswertung und anschließenden Be-

rechnung der differentiellen Hämozytenanzahl (Kapitel 3.12.1) wurde ein Olympus UPlanX 

Apo 20x (Plan-korrigiertes Apochromat-Objektiv) Trockenobjektiv mit 20-facher Vergrößerung 

und einer numerischen Apertur (NA) von 0,80 verwendet, während zur qualitativen Auswer-

tung ein Olympus UPlanXApo 40x (Plan-korrigiertes Apochromat-Objektiv) mit 40-facher Ver-

größerung und einer NA von 1,40 unter Ölimmersion verwendet wurde. 

 
3.10.3.3 Immunfluoreszenzmarkierungen 
 
Zur Visualisierung von Immunfluoreszenzmarkierungen an Hämozyten und fluoreszierend 

markierter, phagozytierter Bakterien wurden Hämozyten-Monolayer lichtmikroskopisch mittels 

Fluoreszenzmikroskopie mit einem Olympus BX60 (aufrechtes Mikroskop für die Durchlicht- 

und Fluoreszenzmikroskopie) unter Verwendung einer Olympus XC10 CCD-Farbkamera und 

der Life Science Imaging Software Olympus cellSens Entry 1.14 analysiert. Zur quantitativen 

Auswertung und anschließenden Berechnung der differenziellen Hämozytenanzahl (Kapitel 

3.12.1) bzw. des totalen Phagozytoseindex (Kapitel 3.12.2) wurde ein Olympus UPlanXApo 

20x (Plan-korrigiertes Apochromat-Objektiv) Trockenobjektiv mit 20-facher Vergrößerung und 

einer numerischen Apertur (NA) von 0,80 verwendet, während zur qualitativen Auswertung  

ein Olympus UPlanXApo 40x (Plan-korrigiertes Apochromat-Objektiv) mit 40-facher Vergrö-

ßerung und einer NA von 1,40 unter Ölimmersion verwendet wurde. Die Visualisierung von 

Immunfluoreszenzmarkierungen an Hämozyten in gezielten Z-Ebenen erfolgte mittels kon-fo-

kaler Laser-Scanning-Mikroskopie mit einem Leica TCS SP2 unter Verwendung eines 
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Leica HCX PL APO 63x mit 63-facher Vergrößerung und einer NA von 1,20 unter Wasser-

immersion sowie der Leica Confocal Software (LCS, Leica Microsystems) Version 2.61. 

 
 
3.10.4 Imaging von whole-mount Embryonen 
 
Die Visualisierung von Immunfluoreszenzmarkierungen an D. melanogaster und M. sexta 

whole mount Embryonen in gezielten Z-Ebenen (Fokalebenen) erfolgte mittels konfokaler La-

ser-Scanning-Mikroskopie mit einem Leica TCS SP2 unter Verwendung eines Leica 

HCX PL APO (Plan-korrigiertes Apochromat-Objektiv) mit 63-facher Vergrößerung und einer 

NA von 1,20 unter Wasserimmersion sowie der Leica Confocal Software (LCS, Leica Micro-

systems) Version 2.61. Die Erstellung einer zusammengesetzten, multidimensionalen Abbil-

dung bestehend aus dem Fluoreszenzsignal aller Fokalebenen (Z-Stapel-Maximum-Projek-

tion) in unterschiedlichen Farbkanälen wurde direkt in der LCS durchgeführt. Alternativ wurde 

das Gesamtsignal der Immunfluoreszenzmarkierung aller Z-Ebenen in unterschiedlichen 

Farbkanälen mittels Epifluoreszenzmikroskopie mit einem THUNDER Imager 3D Tissue-Sys-

tem bestehend aus einem Leica DM6 B (vollautomatisches aufrechtes Mikroskopsystem für 

die Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie) und der Life Science Softwareplattform 

Leica Application Suite X (LAS X) Version 4.12.0.86 analysiert und aufgenommen. Zur Er-

stellung einer zusammengesetzten, multidimensionalen Abbildung bestehend aus dem Flu-

oreszenzsignal aller Fokusebenen eines Z-Stapels in unterschiedlichen Farbkanälen (Z-Sta-

pel-Maximum-Projektion) ohne gleichzeitige Darstellung des Hintergrundsignals wurden Fluo-

reszenzsignale außerhalb der Fokusebene mit der opto-digitalen THUNDER Imaging-Funk-

tion in LAS X mittels Computational Clearing ausgeblendet und das verbleibende Fluores-

zenzsignal aller Fokusebenen unterschiedlicher Farbkanäle zusammengefügt. 

 
 
3.11 Fotodokumentation & Bildbearbeitung 
 
3.11.1 Fotodokumentation 
 
Die Fotodokumentation aller Präparate erfolgte mit der zum verwendeten optischen System 

kompatiblen Imaging Software des jeweiligen Herstellers (Kapitel 3.10, Tab. 3.23). Zum Ver-

gleich von Bildern innerhalb einer Bildserie wurde bei der Bildaufnahme darauf geachtet alle 

zu einer Fragestellung gehörenden Bilder unter identischen Parametern (Bildauflösung, Be-

lichtungszeit, Anregungsintensität, Anzeigenhelligkeit, Anzeigenkontrast, digitale Vergrö-ße-

rung) aufzunehmen. Zur Weiterverarbeitung wurden alle Bilder im TIFF- und PNG-Format ge-

speichert. 

 
 



Material und Methoden 

 87 

3.11.2 Bildbearbeitung 
 
3.11.2.1 Erstellung von Mehrkanal-Fluoreszenzbildern 
 
Im Anschluss an die Fotodokumentation (Kapitel 3.11.1) eines mittels indirekter Immun-fluo-

reszenz (IIF) mit mehreren Fluorochrom-gekoppelten Antikörpern markierten Hämozyten-Mo-

nolayers (Kapitel 3.9.3) unter Verwendung unterschiedlicher Fluorochrom-Konjugate (Ka-pi-

tel 3.9.1.2, Tab. 3.21) wurden mehrere zweidimensionale Einkanal-Fluoreszenzbilder (Ka-pi-

tel 3.10.3.3) einer identischen Probe zur Darstellung der Mehrfach-Immunfluoreszenzmar-kie-

rung und Kolokalisierung unterschiedlicher Fluoreszenzsignale mit dem Open-Source-Raster-

grafik-Editor GIMP Version 2.8.14 (https://www.gimp.org) zu einem mehrfarbigen Mehrkanal-

Fluoreszenzbild zusammengefügt. Dazu wurden mehrere einfarbige Fluoreszenz-bilder einer 

identischen Probe eines Hämozyten-Monolayers mit jeweils einem abgebildeten Farbka-

nal (DAPI, TRITC, FITC) in GIMP importiert und unter Entfernung des Bildhintergrun-des digi-

tal zu einem mehrfarbigen Mehrkanal-Fluoreszenzbild (Overlay) übereinandergelegt. 

 
3.11.2.2 Erstellung multidimensionaler Fluoreszenzbilder 
 
Zur grafischen Darstellung der Mehrfach-Immunfluoreszenzmarkierung von whole-mount 

Embryonen und Kolokalisierung unterschiedlicher Fluoreszenzsignale wurden zweidimensio-

nale Einkanal-Fluoreszenzbilder einer identischen Probe mit der zum verwendeten optischen 

System kompatiblen Imaging Software des jeweiligen Herstellers (Kapitel 3.10, Tab. 3.23) zu 

multidimensionalen Fluoreszenzbildern bestehend aus den Dimensionen X-Position, Y-Posi-

tion, Z-Position und den verwendeten Farbkanälen zusammengefügt. Mittels konfokaler La-

ser-Scanning-Mikroskopie aufgenommene, einfarbige Einkanal-Fluoreszenzbilder aller Fokal-

ebenen einer Probe in unterschiedlichen Farbkanälen wurden mit der Imaging Software 

Leica Confocal Software (LCS, Leica Microsystems) zu einer mehrfarbigen, multidimensio-na-

len Abbildung (Z-Stapel-Maximum-Projektion) zusammengesetzt (Kapitel 3.10.4). Alterna-tiv 

wurde das Hintergrundsignal mittels Epifluoreszenzmikroskopie aufgenommener, einfar-biger 

Einkanal-Fluoreszenzbilder entfernt, indem Fluoreszenzsignale außerhalb der Fokus-ebene 

mit der opto-digitalen THUNDER Imaging-Funktion der Life Science Softwareplattform 

Leica Application Suite X (LAS X, Leica Microsystems) mittels Computational Clearing aus-

geblendet wurden (Kapitel 3.10.4). Das verbleibende Fluoreszenzsignal der zweidimensio-na-

len Einkanal-Bilder aller Fokusebenen eines Z-Stapels in allen verwendeten Farbkanälen 

wurde anschließend mit der LAS X Version 4.12.0.86 zu einer zusammengesetzten, mehr-far-

bigen, multidimensionalen Abbildung (Z-Stapel-Maximum-Projektion) ohne gleichzeitige Dar-

stellung des Hintergrundsignals zusammengesetzt. 
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3.11.2.3 Erstellung von Bildtafeln 
 
Zum Vergleich dokumentierter Bilder von Hämozyten und whole-mount Embryonen (Kapitel 

3.10.3 & 3.10.4) unterschiedlicher Treatments, Zeitpunkte und Markierungen wurden Diffe-

rential-Interferenzkontrastbilder, Ein- und Mehrkanal-Fluoreszenzbilder sowie multidimen-sio-

nale Fluoreszenzbilder mit dem Open-Source-Rastergrafik-Editor GIMP Version 2.8.14 

(https://www.gimp.org) beschriftet und zu Bildtafeln zusammengestellt. 

 
3.11.2.4 Erstellung von Schemazeichnungen 
 
Zur grafischen Darstellung der Ergebnisse wurden aus zweidimensionalen Vektorgrafiken be-

stehende Schemazeichnungen mit dem Open-Source-Vektorgrafik-Editor Inkscape Ver-

sion 0.91 (https://inkscape.org) erstellt. 

 
 
3.12 Zytometrische Methoden 
 
3.12.1 Ermittlung der differenziellen Hämozytenanzahl 
 
3.12.1.1 Definition: DHC 
 
Die differenzielle Hämozytenanzahl (differential hemocyte count, DHC), definiert als prozen-

tualer Anteil einer definierten Hämozyten-Subpopulation an der Gesamtpopulation der zir-ku-

lierenden (durch Hämolymphentnahme analysierbaren) Hämozyten, wurde mittels digitaler Zy-

tometrie durch computergestützte Auswertung chromogen markierter Hämozyten mit dem O-

pen-Source-Bildverarbeitungsprogramm ImageJ2 Version 2.1.0/1.53c (Rueden et al. 2017) 

und dem ImageJ-Plug-in Cell Counter (programmiert von Kurt De Vos, University of Sheffield, 

abrufbar unter: https://imagej.nih.gov/ij/plugins/cell-counter.html; Abràmoff et al. 2004) ermit-

telt. 
 
3.12.1.2 Mikroskopische Analyse & Fotodokumentation 
 
Dazu wurden Hämozyten-Monolayer im Anschluss an den chromogenen Nachweis alkalische 

Phosphatase-gekoppelter anti-Digoxigenin-Antikörper im Rahmen von in-situ-Hybridisierung-

en dscam-spezifischer RNA-Sonden (Kapitel 3.7.9) lichtmikroskopisch mittels Differenzial- In-

terferenzkontrastmikroskopie (engl. differential interference contrast, Abk. DIC) und Fluo-res-

zenzmikroskopie mit einem Olympus BX60 unter Verwendung eines Olympus UPlanXApo 

20x (Plan-korrigiertes Apochromat-Objektiv) mit 20-facher Vergrößerung quantitativ analy-

siert (Kapitel 3.10.3.2, Tab. 3.23). Zur exemplarischen Ermittlung der Anzahl der Hämozyten 

der zirkulierenden Hämozyten-Gesamtpopulation eines Tieres wurden die mit dem Fluo-res-

zenzfarbstoff 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) markierten Zellkerne der Hämozyten in min-

destens drei unterschiedlichen Bereichen des Hämozyten-Monolayers mittels Fluores-
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zenzmikroskopie unter Verwendung des Fluoreszenz-Filtermoduls Olympus U-MNU (DAPI-

Kanal) visualisiert und als Einkanal-Fluoreszenzbild dokumentiert. Zur exemplarischen Ermitt-

lung der Anzahl der Hämozyten einer definierten Hämozyten-Subpopulation (dscam exprimie-

rende Hämozyten) desselben Tieres wurden die identischen (mind. drei) Ausschnitte des Hä-

mozyten-Monolayers mittels DIC-Mikroskopie visualisiert und als DIC-Bild dokumen-tiert. 

 
3.12.1.3 Quantifizierung: DHCdscam 
 
Die dokumentierten Bildpaare, bestehend aus jeweils einem Fluoreszenzbild und einem DIC-

Bild, wurden anschließend unverändert in ImageJ2 importiert und die markierten Hämozyten 

mit dem Plug-in Cell Counter (Kurt De Vos, University of Sheffield; Abràmoff et al. 2004) 

quantifiziert. Die Anzahl der im Fluoreszenzbild sichtbaren, fluoreszierend markierten Zell-

kerne entspricht dabei der zirkulierenden Hämozyten-Gesamtpopulation, während die Anzahl 

der im entsprechenden DIC-Bild des identischen Bildausschnittes sichtbaren, chromogen mar-

kierten Hämozyten der Subpopulation der dscam exprimierenden Hämozyten entsprechen 

(Kapitel 3.12.1.2). Aus beiden Werten eines Bildpaares wurde anschließend die differenzielle 

Hämozytenanzahl (DHC) der dscam exprimierenden Hämozyten (DHCdscam, Prozentzahl p) 

mittels Prozentrechnung in Microsoft® Excel Version 16.45 ermittelt, die sich aus dem Quo-

tienten der Anzahl der Hämozyten der Subpopulation der dscam exprimierenden Hämozyten 

(Prozentwert W) und der Anzahl der Hämozyten der zirkulierenden Gesamtpopulation (Grund-

wert G), multipliziert mit einhundert, ergibt und als DHCdscam-Einzelwert bezeichnet wird (For-

mel 6a & b). 
 
Formel 9: Berechnung der a) differenziellen Hämozytenanzahl (engl. differential hemocyte count, Abk. DHC) mit-
tels Prozentrechnung, angegeben in % und angewendet zur b) Berechnung der differenziellen Hämozytenanzahl 
der dscam exprimierenden Hämozyten (DHCdscam), angegeben in % und bezeichnet als DHCdscam-Einzelwert. 

a) Differenzielle Hämozytenanzahl [%] = 
Anzahl der Hämozyten einer Subpopulation X

Anzahl der Hämozyten der zirkulierenden Gesamtpopulation  • 100 
 

b) DHCdscam [%] = 
Anzahl der dscam exprimierenden Hämozyten

Anzahl der Hämozyten der zirkulierenden Gesamtpopulation  • 100 

 
Zur Ermittlung eines für das Hämozytenbild der entsprechenden Larve unter den gegebenen 

experimentellen Bedingungen (Aufzucht, Geschlecht, Entwicklungsstadium, Treatment, Im-

munstatus, Präparationsmethode, etc.) repräsentativen DHCdscam wurde der arithmetische Mit-

telwert aus den DHCdscam-Einzelwerten der Bildpaare von mindestens drei unterschiedlichen 

Bildausschnitten berechnet, welcher als tierspezifischer DHCdscam-Mittelwert bezeichnet wird. 

Zum Ausgleich Tier- und Treatment-bedingter Schwankungen wurde der arithmetische Mittel-

wert aus den tierspezifischen DHCdscam-Mittelwerten von jeweils drei unterschiedlichen, gleich 

behandelten Tieren pro Treatment berechnet, um einen für das jeweilige Treatment (Kapi-

tel 3.7.9.4, Tab. 3.13) reliablen und mit anderen Treatments vergleichbaren Wert (treatment-
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spezifischer DHCdscam-Mittelwert) zu erhalten. Insgesamt wurden je Treatment durchschnitt-

lich 1500 Hämozyten von jeweils drei Tieren (n = 3) analysiert. 

 
3.12.1.4 Statistische Analyse tierspezifischer DHCdscam-Mittelwerte 
 
Die tierspezifischen DHCdscam-Mittelwerte jedes Treatments (Kapitel 3.12.1.3) wurden mittels 

Kolmogorov-Smirnov-Test und Shapiro-Wilk-Test mit RStudio© Version 1.3.1056 (R Core 

Team 2018) auf Normalverteilung überprüft. Dazu bildeten die tierspezifischen DHCdscam-Mit-

telwerte der drei biologischen Replikate eines Treatments (z.B. E. coli 24h) eine Test-gruppe 

mit n = 3, innerhalb derer die Daten auf Normalverteilung getestet wurden. Bei gege-bener 

Normalverteilung der Daten aller Treatments (Kapitel 3.7.9.4, Tab. 3.13) wurden sta-tistisch 

signifikante Unterschiede zwischen den tierspezifischen DHCdscam-Mittelwerten des Experi-

mentaltreatments E. coli 24h und dem entsprechenden Kontrolltreatment MS- 24h mittels pa-

rametrischem Testverfahren (ungepaarter, zweiseitiger Zweistichproben-t-Test bei Varianzin-

homogenität) mit Microsoft® Excel Version 16.45 ermittelt. Ein p-Wert von ≤ 0.05    gilt dabei 

als statistisch signifikant. 

 
3.12.1.5 Graphische Darstellung tierspezifischer DHCdscam-Mittelwerte 
 
Die statistisch analysierten tierspezifischen DHCdscam-Mittelwerte aller Treatments (Kapitel 

3.12.1.4) wurden mit Microsoft® Excel Version 16.45 in Form von Balkendiagrammen gra-

phisch dargestellt. Der arithmetische Mittelwert (MW) aus den tierspezifischen DHCdscam-Mit-

telwerten von jeweils drei biologischen Replikaten (n = 3) pro Treatment (treatmentspezi-fi-

scher DHCdscam-Mittelwert) wurde durch einen Balken, die Standardabweichung (SD, Streu-

ung der tierspezifischen DHCdscam-Mittelwerte um den treatmentspezifischen DHCdscam-Mittel-

wert) der Stichprobe (s) durch eine Antenne (Whisker) dargestellt. Statistisch signifikante Un-

terschiede zwischen zwei Treatments sind mit * (p ≤ 0.05), ** (p ≤ 0.01) und *** (p ≤ 0.001) an-

gegeben. 

 
 
3.12.2 Ermittlung des totalen Phagozytoseindex 
 
3.12.2.1 Definition: total-PI 
 
Der totale Phagozytoseindex (engl. total phagocytic index, Abk. total-PI), definiert als prozen-

tualer Anteil aller phagozytotisch aktiven Hämozyten an der Gesamtpopulation der zirkulie-

renden (durch Hämolymphentnahme analysierbaren) Hämozyten, wurde mittels digitaler Zy-

tometrie durch computergestützte Auswertung der Kolokalisation fluoreszierend markierter 

Zellkerne und Bakterien mit dem Open-Source-Bildverarbeitungsprogramm ImageJ2 Version 

2.1.0/1.53c (Rueden et al. 2017) und dem ImageJ-Plug-in Cell Counter (programmiert von 

Kurt De Vos, University of Sheffield, abrufbar unter: https://imagej.nih.gov/ij/plugins/cell-coun 
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ter.html; Abràmoff et al. 2004) ermittelt. Dementsprechend ist bei nachfolgender Verwen- 

dung des Begriffes Phagozytoseindex der Anteil mit E. coli-kolokalisierter Hämozyten an der 

Gesamtpopulation der zirkulierenden Hämozyten gemeint (Kap. 4.2). 

 
3.12.2.2 Mikroskopische Analyse & Fotodokumentation 
 
Hämozyten-Monolayer von M. sexta L5d2/3-Larven nach zeitabhängiger Immunstimulation 

(Tab. 3.24) durch Injektion FITC-markierter E. coli K12 D31-Y (Kapitel 3.4.2 & 3.5) wurden im 

Anschluss an Immunfluoreszenzmarkierungen (Kapitel 3.9.3) mittels Differenzial-Interferenz-

kontrastmikroskopie (engl. differential interference contrast, Abk. DIC) und Fluoreszenzmi-

kroskopie mit einem Olympus BX60 unter Verwendung eines Olympus UPlanXApo 20x mit 

20-facher Vergrößerung analysiert (Kapitel 3.10.3.3, Tab. 3.23). 

 
Tabelle 3.24: Immunstimulation unbehandelter M. sexta L5d2 Larven durch Hämocoel-Injektion PFA-abgetöteter, 
FITC-markierter E. coli K12 D31-Y vor Präparation und Immunfluoreszenzmarkierung von Hämozyten-Monolayern 
zur Ermittlung des totalen Phagozytoseindex (engl. total phagocytic index, Abk. total-PI) im Verlauf von 24h post 
Injektion. 

Treatment E. coli 

Immunstimulator E. coli K12 D31-Y 
Injektions-suspen-

sion PFA-abgetötete FITC-markierte E. coli K12 D31-Y in MS- 

Injektionsdosis 
(Bakterien/g Körper-ge-

wicht der Larve) 
2 • 107 

Zeit nach Injektion 1h 6h 10h 15h 20h 24h 
 
Zur exemplarischen Ermittlung der Anzahl der Hämozyten der zirkulierenden Hämozyten-Ge-

samtpopulation eines Tieres wurden die mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4‘,6-Diamidin-2-pheny-

lindol (Abk. DAPI) markierten Zellkerne der Hämozyten in mindestens drei unterschied-lichen 

Bereichen eines Sichtlochs des Hämozyten-Monolayers mittels Fluoreszenzmi-kroskopie un-

ter Verwendung des Fluoreszenz-Filtermoduls Olympus U-MNU (DAPI-Kanal) visualisiert und 

als Einkanal-Fluoreszenzbild dokumentiert. Zur exemplarischen Ermittlung der Anzahl aller 

E. coli-kolokalisierten Hämozyten desselben Tieres wurden die mit den Hämozyten kolokali-

sierten, FITC-markierten E. coli K12 D31-Y der identischen (mind. drei) Ausschnitte des Hä-

mozyten-Monolayers mittels Fluoreszenzmikroskopie unter Verwendung des Fluoreszenz-Fil-

termoduls Olympus U-MWIB (FITC-Kanal) visualisiert und als Einkanal-Fluoreszenzbild doku-

mentiert. Zur Kontrolle der anhand der DAPI-markierten Zellkerne ermittelten Hämozytenanz-

ahl der zirkulierenden Hämozyten-Gesamtpopulation und zum Ausschluss falsch positiver Ko-

lokalisationen von E. coli und Hämozyten wurden die iden-tischen (mind. drei) Ausschnitte des 

Hämozyten-Monolayers zusätzlich mittels DIC-Mikros-kopie visualisiert und dokumentiert. 
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3.12.2.3 Quantifizierung: Total-PIE. coli 
 
Die dokumentierten Bildpaare bestehend aus jeweils einem Einkanal-Fluoreszenzbild DAPI-

markierter Hämozyten-Zellkerne und FITC-markierter E. coli K12 D31-Y wurden anschlie-

ßend unverändert in ImageJ2 importiert, mit der Overlay-Funktion digital zu einem Zwei-  ka-

nal-Fluoreszenzbild übereinandergelegt und die markierten Zellkerne und Bakterien mit dem 

Plug-in Cell Counter (Kurt De Vos, University of Sheffield; Abràmoff et al. 2004) quan-tifiziert. 

Die Anzahl der im Zweikanal-Fluoreszenzbild sichtbaren Zellkerne entspricht dabei  der zirku-

lierenden Hämozyten-Gesamtpopulation, während die Anzahl der mit Bakterien kolokalisierten 

Zellkerne der Population der E. coli-kolokalisierten Hämozyten entspricht (Kapitel 3.12.2.2). 

Zum Ausschluss falsch positiver Kolokalisationen und Doppel-Kolokali-sationen wurden die 

Zuweisungen der FITC-markierten E. coli K12 D31-Y zu Hämozyten-Zellkernen mit dem DIC-

Bild des identischen Bildausschnittes kontrolliert. Aus beiden Wer-  ten eines Bildpaares wurde 

anschließend der totale Phagozytoseindex (total-PI) der mit  E. coli kolokalisierten Hämozyten 

(total-PIE. coli, Prozentzahl p) mittels Prozentrechnung in Microsoft® Excel Version 16.45 ermit-

telt. Der total-PIE. coli ergibt sich aus dem Quotienten       der Anzahl der mit E. coli kolokalisierten 

Hämozyten (Prozentwert W) und der Anzahl der Hämozyten der zirkulierenden Gesamtpopu-

lation (Grundwert G), multipliziert mit einhundert, und wird als total-PIE. coli-Einzelwert bezeich-

net (Formel 7a & b). 
 
Formel 10: Berechnung des a) totalen Phagozytoseindex (engl. total phagocytic index, Abk. total-PI) mittels Pro-
zentrechnung, angegeben in % und angewendet zur Berechnung des b) totalen Phagozytoseindex der mit E. coli 
kolokalisierten Hämozyten (total-PIE. coli), angegeben in % und bezeichnet als total-PIE. coli-Einzelwert. 

a) Totaler Phagozytoseindex [%] = 
Anzahl der mit Bakterien kolokalisierten Hämozyten

Anzahl der Hämozyten der zirkulierenden Gesamtpopulation  • 100 

 
b) Total-PIE. coli [%] = 

Anzahl der mit E. coli K12 D31-Y kolokalisierten Hämozyten
Anzahl der Hämozyten der zirkulierenden Gesamtpopulation  • 100 

 
Zur Ermittlung eines für den totalen Phagozytoseindex der Hämozyten der entsprechenden 

Larve unter den gegebenen experimentellen Bedingungen (Aufzucht, Geschlecht, Entwick-

lungsstadium, Treatment, Immunstatus, Präparationsmethode, etc.) repräsentativen total-

PIE. coli wurde der arithmetische Mittelwert aus den total-PIE. coli-Einzelwerten der Bildpaare von 

mindestens drei unterschiedlichen Bildausschnitten berechnet und als tierspezifischer total-

PIE. coli-Mittelwert bezeichnet. Zum Ausgleich Tier- und Treatment-bedingter Schwankungen 

wurde der arithmetische Mittelwert aus den tierspezifischen total-PIE. coli-Mittelwerten von je-

weils drei unterschiedlichen, gleich behandelten Tieren pro Treatment berechnet, um einen für 

das jeweilige Treatment (Tab. 3.24) reliablen und mit anderen Treatments vergleichbaren Wert 

(treatmentspezifischer total-PIE. coli-Mittelwert) zu erhalten. Insgesamt wurden je Treatment 

durchschnittlich 1500 Hämozyten von jeweils drei Tieren (n = 3) analysiert. 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Sektion I: Charakterisierung von Dscam in der angeborenen Immunantwort lar-

valer Hämozyten 
 
4.1.1 Expression von dscam in unbehandelten Larven 
 

 
Die Expression von dscam in den Geweben und Organen unbehandelter M. sexta L5d2-Lar-

ven wurde jeweils zusammen mit der Expression des Haushaltsgens eEF1A mittels RT-PCR 

analysiert (Abb. 4.1). Je Gewebe- bzw. Organtyp wurde total-RNA aus den gepoolten Gewe-

ben bzw. Organen von neun Larven (Kohorte) extrahiert. Je Gewebe bzw. Organ wurden drei 

unabhängige RT-PCR-Replikate durchgeführt (n = 3). Für jedes RT-PCR-Replikat wurde der 

total-RNA-Extrakt einer unabhängigen Kohorte verwendet. Je RT-PCR-Reaktion wurden 

12,5 ng total-RNA-Extrakt zur Amplifikation von Transkript verwendet. Zur Amplifikation von 

dscam wurden Exonkassette 5-flankierende Primer verwendet, die mit spezifischen Berei-

chen der konstitutiven Exone 4 & 6 von dscam-Transkript (i5k@NAL-Sequenz-ID: Msex2. 

09537-RA) hybridisieren (Tab. 3.9). Zur Ermittlung des absoluten mRNA-Levels von dscam 

wurden die Grauwerte der cDNA-Banden mit ImageJ2 quantifiziert und mit dem eukaryoti-

schen Elongationsfaktor 1-alpha (eEF1A) normalisiert (normalisiertes mRNA-Level, Abb. 4.1 

C). Zur semiquantitativen Auswertung der dscam-Expression wurde das dscam-mRNA-Level 

jedes Gewebes bzw. Organs mit dem niedrigsten, detektierbaren dscam-mRNA-Level eines 

Gewebes bzw. Organs innerhalb einer Replikatserie relativiert. Dazu wurde das (absolute) 

normalisierte dscam-mRNA-Level jedes Gewebes bzw. jedes Organs einer Replikatserie mit 

dem normalisierten dscam-mRNA-Level des Fettkörpers derselben Replikatserie relativiert 

(relatives mRNA-Level, Abb. 4.1 D). 

Nach elektrophoretischer Trennung der mit dscam-spezifischen Primern amplifizierten Tran-

skripte konnte in den RT-PCR-Produkten ausgehend von total-RNA-Extrakt von Hämozy-    

ten, Flügelanlagen, Fettkörper, Mitteldarm und zentralem Nervensystem eine trennscharfe 

cDNA-Bande inzwischen der Migrationshöhe standardisierter DNA-Moleküle mit einer Län-   

ge von 200 bp und 300 bp detektiert werden (Abb. 4.1 B). Das entspricht der in silico zu er-

wartenden Amplifikatlänge von ca. 245 bp, abhängig vom alternativ gespleißten Exon der 

Exonkassette 5. Im RT-PCR-Produkt des total-RNA-Extraktes des zentralen Nervensystems 

konnte eine zweite cDNA-Bande mit geringerer Signalintensität auf Migrationshöhe standardi-

sierter DNA-Moleküle mit einer Länge von 300 bp detektiert werden (Abb. 4.1 B). Dementspre-

chend konnte die Expression von dscam in zirkulierenden Hämozyten, Flügelanlagen, Fett-

körper, Mitteldarm sowie im zentralen Nervensystem unbehandelter M. sexta L5d2-Larven 

Fragestellung 
In welchen Geweben und Organen unbehandelter Larven ist dscam exprimiert? 
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nachgewiesen werden (Abb. 4.1 B). Das höchste absolute dscam-mRNA-Level war dabei mit 

0,60 ± 0,05 normalisierten Grauwerteinheiten (NGE) im zentralen Nervensystem (ZNS) detek-

tierbar (Abb. 4.1 C). Im Vergleich zum ZNS waren die absoluten dscam-mRNA-Level in allen 

anderen Geweben bzw. Organen niedriger. So konnte im Mitteldarm ein absolutes mRNA-

Level von 0,30 ± 0,03 NGE, in den Flügelanlagen von 0,24 ± 0,02 NGE und in den zirkulie-

renden Hämozyten von 0,13 ± 0,01 NGE nachgewiesen werden (Abb. 4.1 C). Im Fettkörper 

wurde mit 0,08 ± 0,01 NGE das niedrigste dscam-mRNA-Level aller präparierten Gewebe   

und Organe nachgewiesen (Abb. 4.1 C). 
 

 
 
Abbildung 4.1: sqRT-PCR Analyse von dscam in Geweben und Organen unbehandelter L5d2-Larven. 
A: Exonstruktur der prä-mRNA des Down-Syndrom-Zelladhäsionsmoleküls von M. sexta (MsDscam, i5k@NAL-
Sequenz-ID: Msex2.09537-RA). Exons 2 & 3 (rot) kodieren für das Signalpeptid, die Exonkassetten 5 (blaugrün), 
7 (pink), 14 (gelb) und 32 (blau) beinhalten 15, 27, 17 bzw. 2 alternative Exons, Exon 35 (braun) ist ein optiona-  
les Exon. Die schwarze Linie zeigt den in der RT-PCR amplifizierten Transkriptbereich an. B: Expressionsprofil  
von dscam in larvalen Geweben und Organen unbehandelter L5d2-Larven. Das Expressionslevel von dscam in   
mRNA-Proben präparierter Gewebe und Organe wurde jeweils zusammen mit dem Haushaltsgen eEF1A mittels 
RT-PCR analysiert. Je Gewebe- bzw. Organtyp wurde total-RNA aus den gepoolten Geweben bzw. Organen        
von neun Larven (Kohorte) extrahiert. Je Gewebe bzw. Organ wurden drei unabhängige RT-PCR-Replikate durch-
geführt (n = 3). C: Absolutes mRNA-Level (Mittelwert ± SD) von dscam in larvalen Geweben und Organen, norma-
lisiert mit dem Haushaltsgen eEF1A. Die Grauwerte der RT-PCR-Banden wurden mit ImageJ2 quantifiziert. D: 
Heatmap des relativen mRNA-Levels (Mittelwert) von dscam in larvalen Geweben und Organen, innerhalb einer 
Replikatserie relativiert zum absoluten mRNA-level von dscam im Fettkörper. 
Abkürzungen: HZ, Hämozyte; HO, Hämatopoetisches Organ; FA, Flügelanlage; FK, Fettkörper; VD, Vorderdarm; 
MD, Mitteldarm; HD, Hinterdarm; ZNS, zentrales Nervensystem; LBD, Labialdrüse. 
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In den larvalen Hämatopoetischen Organen im Meso- und Metathorax sowie in den Labial-

drüsen konnte keine Expression von dscam nachgewiesen werden (Abb. 4.1 B & C). In Re-

lation zum dscam-mRNA-Level im Fettkörper entsprach das Expressionslevel von dscam       

im zentralen Nervensystem einem 7,79 ± 0,79-fach höheren mRNA-Level (Abb. 4.1 D). Das 

relative dscam-mRNA-Level im Mitteldarm war 3,93 ± 0,79-fach, in den Flügelanlagen 3,21 

± 0,64-fach und in den zirkulierenden Hämozyten 1,66 ± 0,33-fach höher als das dscam-

mRNA-Level im Fettkörper (Abb. 4.1 D). Aufgrund des Relationsbezuges ergab sich für das 

relative mRNA-Level von dscam im Fettkörper ein Quotient von eins. In Folge der unter den 

gewählten experimentellen Bedingungen nicht detektierbaren Expression von dscam in den 

Hämatopoetischen Organen und den Labialdrüsen ergab sich für das relative dscam-mRNA-

Level in beiden Organen ein Quotient von null. 

Zur Bestimmung der Sequenzidentität wurden RT-PCR-Amplifikate, die mit total-RNA-Extrakt 

von zirkulierenden Hämozyten und dem zentralen Nervensystem sowie Msex2.09537-RA-

spezifischen Primern amplifiziert wurden, exemplarisch kloniert und sequenziert. Dazu wurde 

die rekombinante Plasmid-DNA einzelner, zufällig ausgewählter Klone präpariert und die von 

den Promotoren SP6 und T7 flankierte Multiple Cloning Site (MCS) von Microsynth Seqlab 

(Göttingen, Deutschland) sequenziert. Die von Seqlab ermittelten Nukleotidsequenzen der 

MCS rekombinanter Plasmide wurden anschließend mittels Nukleotid-BLAST-Analyse (blastn) 

mit dem im i5k Workspace (i5K Consortium 2013) veröffentlichten Transkriptom von M. sexta 

verglichen, um die Transkript-Sequenz-ID der RT-PCR-Amplifikate in silico zu ermitteln. Zur 

wahrscheinlichkeitsbasierten in silico-Ermittlung der Gen- und Transkriptidentität wurden die 

Nukleotidsequenzen der RT-PCR-Amplifikate mittels Nukleotid-BLAST-Analyse (blastn) mit 

bekannten, artgleichen und artfremden Transkriptsequenzen der NCBI-Datenbank Transcript 

Reference Sequences (cDNA) sowie mit den mit D. melanogaster korrespondierenden Se-

quenzen der NCBI-Datenbank Non-Redundant Nucleotide Collection (mixed DNA) verglich-

en. 

Die BLAST-Analyse der Nukleotidsequenzen aller sequenzierten Klone mit dem Manduca-

Transkriptom in i5k ergab die Sequenz-IDs Msex2.09537-RA & -RB als Einträge mit den sta-

tistisch signifikantesten Erwartungswerten (engl.: Expect-value, Abk.: E-value, Abb. 12.1 im 

Appendix). Dabei ergab die BLAST-Analyse von Klonen mit dscam-Insert, welches mit RNA-

Template von Hämozyten amplifiziert wurde, einheitlich die Transkript-Isoform Msex2.09537-

RA als Eintrag mit dem gleichzeitig höchsten bit score (Abb. 12.1 A im Appendix). Bei der 

BLAST-Analyse von Klonen mit dscam-Insert, welches mit dem total-RNA-Extrakt des zentra-

len Nervensystems amplifiziert wurde, waren sowohl die Isoform Msex2.09537-RA als auch 

die Isoform Msex2.09537-RB unter den Einträgen mit dem gleichzeitig höchsten bit score ver-

treten (Abb. 12.1 B im Appendix). Die anschließende BLAST-Analyse der Nukleotidsequen-

zen der RT-PCR-Amplifikate von dscam mit der NCBI-Datenbank Transcript Reference 
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Sequences ergab Transkriptsequenzen, welche für das in silico prognostizierte Down syn-

drome cell adhesion molecule-like protein Dscam2 unterschiedlicher Vertreter der Lepidop-

tera (Trichoplusia ni, Bombyx mori, Vanessa tameamea und Spodoptera litura) kodieren, als 

statistisch signifikanteste Einträge (Abb. 12.2 im Appendix). Bei Beschränkung der Suchan-

frage auf mit D. melanogaster korrespondierende Sequenzen ergab die BLAST-Analyse mit 

der NCBI-Datenbank Nucleotide collection Gen- und Transkriptsequenzen, die für unter-

schiedliche Spleißformen des Down syndrome cell adhesion molecule 1 von D. melanogaster 

kodieren, als statistisch signifikanteste Einträge (Abb. 12.3 im Appendix). Die Sequenz-Align-

ment-Analyse der Nukleotidsequenzen der RT-PCR-Inserts aller sequenzierten Klone zeigte, 

dass es sich bei den Transkript-Amplifikaten von dscam sowohl in Hämozyten als auch im 

zentralen Nervensystem um unterschiedliche Spleißformen (Transkriptvarianten) mit unter-

schiedlichen alternativen Exonen der Exonkassette fünf handelte (Abb. 12.4 im Appendix). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ergebnisfazit 
• In unbehandelten L5d2-Larven ist dscam in zirkulierenden Hämozyten, Flügelan-

lagen, Fettkörper, Mitteldarm und im zentralen Nervensystem exprimiert. 
o Hohes mRNA-Level: Zentrales Nervensystem 
o Mittleres mRNA-Level: Mitteldarm, Flügelanlagen 
o Niedriges mRNA-Level: Hämozyten, Fettkörper 

• In den Hämatopoetischen Organen und in den Labialdrüsen unbehandelter L5d2-
Larven ist keine Expression von dscam nachweisbar. 

• BLAST-Analyse der RT-PCR-Amplifikate von dscam ergibt: 
o wahrscheinliche i5k-Sequenz-ID: Msex2.09537-RA bzw. -RB 
o ähnliche Nukleotidsequenzen: 

§ Lepidoptera: Dscam-like protein Dscam2 
§ D. melanogaster: dscam1 

• In mRNA-Proben von Hämozyten und dem zentralem Nervensystem sind jeweils 
unterschiedliche Spleißformen von dscam nachweisbar. 
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4.1.2 Expression von dscam und immunrelevanter Gene in Hämozyten bakteriell sti-
mulierter Larven 

 

 
Die Expression von dscam sowie der immunrelevanten Gene eater, lysozym, attacin und glo-

verin in Hämozyten bakteriell stimulierter M. sexta L5d2- & L5d3-Larven wurde 1 h – 36 h nach 

E. coli-Injektion unter Verwendung genspezifischer Primer (Tab. 3.9) mittels RT-PCR analy-

siert (Abb. 4.2). Zur bakteriellen Stimulation wurde unbehandelten L5d2-Larven eine Suspen-

sion aus PFA-abgetöteten E. coli K12 D31-Y in MS- in einer Dosis von 2 • 107 Bakterien/g Kör-

pergewicht injiziert. Zur Kontrolle wurden unbehandelte Larven des gleichen Entwicklungssta-

diums (L5d2/3) mittels Injektion steriler Saline (MS-) stimuliert. Je Zeitpunkt wurde total-RNA 

aus den gepoolten Hämozyten von sieben Larven (= eine Tierkohorte) der Experimental- 

(E. coli injiziert) bzw. Kontrollgruppe (Saline injiziert) extrahiert. Je RT-PCR-Reaktion wurden 

12,5 ng total-RNA-Extrakt zur Amplifikation von Transkript verwendet. Zur Amplifikation von 

dscam wurden Primer verwendet, die spezifisch mit einem Sequenzbereich von Exon 31 & 34 

(Transmembrandomäne) hybridisieren (Tab. 3.9). Die Grauwerte der RT-PCR-Banden wur-

den mit ImageJ2 quantifiziert und mit dem eukaryotischen Elongationsfaktor 1-alpha (eEF1A, 

Haushaltsgen) normalisiert (normalisiertes mRNA-Level, Abb. 4.2 B – F). Zur Visualisierung 

des Einflusses der E. coli-Injektion auf die Genexpression wurden die normalisierten mRNA-

Level zur entsprechenden Saline-Kontrollgruppe relativiert (relatives mRNA-Level, Abb. 4.2 

B‘ – D‘). 

 
4.1.2.1 dscam 
 
In Hämozyten unbehandelter L5d2- (unbehandelt 0 h) und L5d3-Larven (unbehandelt 24 h) 

konnte dscam-Transkript mit einem absoluten mRNA-Level von 0,12 ± 0,04 (L5d2) bzw. 0,12 

± 0,06 (L5d3) normalisierten Grauwerteinheiten (NGE) in ähnlichen Mengen nachgewiesen 

werden (Abb. 4.2 A). In Hämozyten bakteriell stimulierter L5d2- und L5d3-Larven war das ab-

solute mRNA-Level von dscam 24 h nach E. coli-Injektion mit 0,26 ± 0,11 NGE am höchsten 

und unterschied sich signifikant vom mRNA-Level Saline-stimulierter Kontrolllarven (p∆S, Ec 24 h 

= 0,0373, Abb. 4.2 B). In Relation zur jeweiligen Saline-stimulierten Kontrollgruppe war das 

relative mRNA-Level von dscam dabei 6 h nach E. coli-Injektion signifikant um das 

10,74 ± 2,57-fache (p = 0,0189), 24 h nach Injektion signifikant um das 14,37 ± 4,79-fache 

Fragestellung 
Zu welchen Zeitpunkten im Verlauf von 36 h nach E. coli-Injektion ist dscam im Vergleich 
zu den immunrelevanten Genen eater, lysozym, attacin und gloverin in den zirkulierenden 

Hämozyten bakteriell stimulierter Larven exprimiert? 
Ist das Expressionsniveau von dscam, eater, lysozym, attacin und gloverin in den zirkulie-
renden Hämozyten bakteriell stimulierter Larven im Verlauf von 36 h nach E. coli-Injektion 

signifikant verändert? 
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(p = 0,036) und 36 h nach Injektion signifikant um das 3,71 ± 1,02-fache (p = 0,0254) erhöht 

(Abb. 4.2 B‘). 

 
4.1.2.2 eater 
 
In Hämozyten unbehandelter L5d2- und L5d3-Larven konnte eater-Transkript mit einem abso-

luten mRNA-Level von 0,24 ± 0,04 (L5d2) und 0,22 ± 0,10 (L5d3) NGE in ähnlichen Mengen 

nachgewiesen werden (Abb. 4.2 A). In Hämozyten bakteriell stimulierter L5d2- und L5d3-Lar-

ven war das absolute mRNA-Level von eater 6 h nach E. coli-Injektion mit 1,00 ± 0,04 NGE 

(p∆S, Ec 6 h < 0,001) und 20 h nach E. coli-Injektion mit 0,96 ± 0,04 NGE (p∆S, Ec 20 h < 0,001) am 

höchsten (Abb. 4.2 C). In Relation zur entsprechenden Saline-stimulierten Kontrollgruppe war 

die relative Expression von eater 1 h bis 36 h nach E. coli-Injektion signifikant erhöht 

(Abb. 4.2 C‘). Das relative mRNA-Level von eater war dabei in der Spitze 6 h nach E. coli-

Injektion um das 10,10 ± 2,33-fache (p = 0,0188), 20 h nach Injektion um das 8,62 ± 2,94-fa-

che (p = 0,0416) und 24 h nach Injektion um das 7,80 ± 1,42-fache (p = 0,0103) erhöht. 

 
4.1.2.3 lysozym 
 
In Hämozyten unbehandelter L5d2- und L5d3-Larven konnte lysozym-Transkript mit einem 

absoluten mRNA-Level von 0,44 ± 0,02 (L5d2) und 0,41 ± 0,08 (L5d3) NGE in ähnlichen Men-

gen nachgewiesen werden (Abb. 4.2 A). In Hämozyten bakteriell stimulierter L5d2- und L5d3-

Larven war das absolute mRNA-Level von lysozym an allen getesteten Zeitpunkten von 1 h 

bis 36 h nach E. coli-Injektion höher als das mRNA-Level der entsprechenden Saline-stimu-

lierten Kontrolle bzw. als das mRNA-Level unbehandelter Hämozyten (Abb. 4.2 D). Dabei war 

das mRNA-Level von lysozym 6 h bis 36 h nach E. coli-Injektion annähernd gleich hoch, mit 

einem Maximalwert von 1,04 ± 0,14 NGE 10 h nach E. coli-Injektion (p∆S, Ec 10 h = 0,0201) und 

einem Minimalwert von 0,92 ± 0,11 NGE 36 h nach E. coli-Injektion (p∆S, Ec 36 h = 0,0101). In 

Relation zur entsprechenden Saline-stimulierten Kontrollgruppe war die relative Expression 

von lysozym zu keinem Zeitpunkt nach E. coli-Injektion signifikant erhöht (Abb. 4.2 D‘). 

 
4.1.2.4 attacin 
 
Attacin-Transkript konnte in Hämozyten unbehandelter und Saline-stimulierter L5d2- und 

L5d3-Larven zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden (Abb. 4.2 A). Erst 6 h bis 20 h nach 

E. coli-Injektion war attacin-Transkript in Hämozyten bakteriell stimulierter L5d2- und L5d3-

Larven nachweisbar. Das höchste absolute mRNA-Level wurde dabei 6 h nach E. coli-Injek-

tion mit 0,67 ± 0,16 NGE (p∆S, Ec 6 h = 0,0196) detektiert (Abb. 4.2 E). Die mRNA-Level 10 h, 

15 h und 20 h nach Injektion waren zunehmend niedriger. 
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Abbildung 4.2, vorherige Seite: sqRT-PCR Analyse von dscam und immunrelevanten Genen in zirkulieren-
den Hämozyten E. coli-injizierter L5d2- & L5d3-Larven. 
A: Expressionsprofil von dscam, eater, lysozym, attacin und gloverin in larvalen M. sexta Hämozyten unbehan-
delter L5d2-Larven (unbehandelt 0 h), unbehandelter L5d3-Larven (unbehandelt 24 h) sowie in Saline- (Kontroll-
gruppe) und E. coli-stimulierten (Experimentalgruppe) L5d2- & L5d3-Larven. Das Expressionslevel der Transkripte 
in mRNA-Proben von Hämozyten wurde jeweils zusammen mit eEF1A mittels RT-PCR analysiert. Je Zeitpunkt 
(Treatment) wurde total-RNA aus den gepoolten Hämozyten von sieben Larven (Kohorte) der Experimental- bzw. 
Kontrollgruppe extrahiert. Je RT-PCR-Reaktion wurden 12,5 ng total-RNA-Extrakt zur Amplifikation von Transkript 
verwendet. Die Grauwerte der RT-PCR-Banden wurden mit ImageJ2 quantifiziert und semiquantitativ (B‘ – D‘) aus-
gewertet. Zur bakteriellen Stimulation wurde unbehandelten L5d2-Larven eine Suspension aus PFA-abgetöteten 
E. coli K12 D31-Y in MS- in einer Dosis von 2 • 107 Bakterien/g Körpergewicht injiziert. Zur Kontrolle wurde sterile 
Saline (MS-) injiziert. B – F: absolutes mRNA-Level (Mittelwert ± SD) in Hämozyten, normalisiert mit eEF1A. 
B‘ – D‘: Relatives mRNA-Level (Mittelwert ± SD) in Hämozyten E. coli-injizierter Larven, relativiert zum mRNA-
Level in Hämozyten MS--injizierter Larven des gleichen Treatments. Je Treatment wurden drei unabhängige RT-
PCR-Replikate durchgeführt (n = 3). Für jedes RT-PCR-Replikat wurde der total-RNA-Extrakt aus den Hämozyten 
einer unabhängigen Tierkohorte verwendet. Die Normalverteilung der Daten wurde mittels Kolmogorov-Smirnov-
Test und Shapiro-Wilk-Test analysiert. Statistisch signifikante Unterschiede wurden mittels parametrischem Test-
verfahren (ungepaarter, zweiseitiger Zweistichproben-t-Test bei Varianzinhomogenität) ermittelt und sind mit 
* (p ≤ 0.05), ** (p ≤ 0.01) und *** (p ≤ 0.001) angegeben. 
 
 
4.1.2.5 gloverin 
 
Gloverin-Transkript konnte in Hämozyten unbehandelter und Saline-stimulierter L5d2- und 

L5d3-Larven zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden (Abb. 4.2 A). Erst 6 h bis 36 h nach 

E. coli-Injektion war gloverin-Transkript in Hämozyten bakteriell stimulierter L5d2- und L5d3-

Larven nachweisbar. Die höchsten absoluten mRNA-Level wurden dabei 6 h nach E. coli-In-

jektion mit 1,02 ± 0,02 NGE (p∆S, Ec 6 h < 0,001) bzw. 10 h nach E. coli-Injektion mit 1,05 ± 

0,05 NGE (p∆S, Ec 10 h < 0,001) detektiert (Abb. 4.2 F). Die mRNA-Level 15 h, 20 h, 24 h und 

36 h nach Injektion waren zunehmend niedriger. 

 
 

Ergebnisfazit 
 

Gen 
absolutes mRNA-

Level am höchsten 
[h nach E. coli-Injektion] 

relatives mRNA-Level 

signifikant erhöht 
[h nach E. coli-Injektion] 

am höchsten 
[h nach E. coli-Injektion] 

dscam 24 6, 24, 36 24 

eater 6, 20 1 – 36 6 

lysozym 6 – 15 - - 

attacin 6 nicht quantifizierbar 

gloverin 6, 10 nicht quantifizierbar 
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4.1.3 Differenzielle Expression von dscam in Hämozyten bakteriell stimulierter Lar-
ven 

 

 
Auf der Grundlage des Expressionsprofils von dscam in Hämozyten bakteriell stimulierter 

M. sexta L5d2/3-Larven (Abb. 4.2) wurde die Expression von dscam zusätzlich mittels chro-

mogener in situ-Hybridisierung mit einer Digoxigenin-markierten dscam-antisense-RNA-Son-

de (dscam Exon 31 – 34, Transmembrandomäne) in Hämozyten unbehandelter, Saline-sti-

mulierter und bakteriell stimulierter M. sexta Larven in situ analysiert (Abb. 4.3 A – D). Zur 

Sondenkontrolle wurden die Hämozyten mit einer revers komplementären dscam-sense- 

RNA-Sonde (dscam Exon 9 – 11) hybridisiert (Abb. 4.3 E). Anschließend wurde der prozen-

tuale Anteil dscam exprimierender Hämozyten (DHCdscam) berechnet (Abb. 4.3 F). Expres- 

sion von dscam wurde in 2,5 % ± 0,7 % (Mittelwert ± Standardabweichung) der zirkulieren-

den Hämozyten unbehandelter L5d2-Larven (unbehandelt 0 h, Abb. 4.3 A – A‘) und 2,4 % ± 

0,8 % der zirkulierenden Hämozyten unbehandelter L5d3-Larven (unbehandelt 24 h, Abb. 

4.3 B – B‘) detektiert. 24 h nach Injektion steriler MS- war dscam in 4,1 % ± 1,7 % der zirkulie-

renden Hämozyten Saline-stimulierter L5d3-Larven (Saline injiziert 24 h) exprimiert (Abb. 4.3 

C – C‘). Morphologisch handelte es sich bei den dscam exprimierenden Hämozyten unbehan-

delter und MS--stimulierter L5d2- & L5d3-Larven um große, im Querschnitt kreisrunde Zellen 

mit mittelgroßem bis großem, rundem Zellkern (Abb. 4.3 A, A‘ – C, C‘, graue Pfeilspitze). 24 h 

nach Injektion PFA-abgetöteter E. coli konnte die Expression von dscam in 22,1 % ± 1,9 % 

der zirkulierenden Hämozyten bakteriell stimulierter L5d3-Larven (E. coli injiziert 24 h) detek-

tiert werden (Abb. 4.3 D – D‘). Unter den dscam exprimierenden Hämozyten konnten nach 

E. coli-Injektion drei unterschiedliche Subpopulationen aufgrund der Zell- und Zellkernmorpho-

logie identifiziert werden: Große, spindelförmig gespreitete Hämozyten mit großem, unregel-

mäßigem Zellkern (Abb. 4.3 D – D‘, weiße Pfeilspitze); kleine bis mittelgroße Hämozyten mit 

kleinem, rund bis unregelmäßigem Zellkern (grauer Pfeil) und mittelgroße bis große, runde 

Hämozyten mit mittelgroßem bis großem, rundem Zellkern (graue Pfeilspitze). Insgesamt war 

der DHCdscam E. coli-stimulierter Larven mit 22,1 % dscam exprimierenden Hämozyten signifi-

kant (p < 0.001) erhöht verglichen mit der Saline-Kontrolle (Abb. 4.3 F). Zwischen unbehan-

delten und Saline-stimulierten L5d3-Larven konnte kein signifikanter Unterschied im DHCdscam 

festgestellt werden (p = 0.22). 

 

Fragestellung 
Wie groß ist der Anteil zirkulierender, dscam exprimierender Hämozyten bakteriell stimu-

lierter Larven 24 h nach E. coli-Injektion? 
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A – E: Chromogene in situ-Hybridisierung (CISH) lar-
valer M. sexta Hämozyten unbehandelter L5d2-Larven 
(unbehandelt 0 h, A – A‘), unbehandelter L5d3-Larven 
(unbehandelt 24 h, B – B‘), Saline-stimulierter L5d3-
Larven 24 h nach MS--Injektion (Saline injiziert 24 h, 
C – C‘) und bakteriell stimulierter L5d3-Larven 24 h 
nach E. coli-Injektion (E. coli injiziert 24 h, D, D‘ – E, 
E‘) mit einer Digoxigenin-markierten dscam-antisense-
RNA-Sonde (dscam AS, dscam Exon 31 – 34 (Trans-
membrandomäne); A – D), Sondenkontrolle mit einer 
dscam-sense-RNA-Sonde (dscam S, dscam Exon 9 – 
11; E), visualisiert mittels Differenzial-Interferenzkon-
trastmikroskopie (DIC). Zur bakteriellen Stimulation 
wurde unbehandelten M. sexta L5d2-Larven eine Sus-
pension aus PFA-abgetöteten E. coli K12 D31-Y in 
MS- in einer Dosis von 2 • 107 Bakterien/g Körperge-
wicht injiziert. Zur Kontrolle wurden unbehandelte Lar-

ven des gleichen Entwicklungsstadiums (L5d2) mittels Injektion steriler Saline (MS-) stimuliert. Pfeile: Dscam ex-
primierende Hämozyten. Der Pfeiltyp bezieht sich auf den Hämozytentyp. Der Messbalken entspricht 20 μm. 
A‘ – E‘: Hämozyten-Zellkerne, markiert mit DAPI, visualisiert mittels Fluoreszenzmikroskopie. F: Anteil dscam ex-
primierender Hämozyten an der Gesamtpopulation der zirkulierenden Hämozyten (DHCdscam). Je Treatment wurden 
die Hämozyten von 3 Larven (n = 3) analysiert, je Larve wurden 1500 Hämozyten ausgewertet. Die Daten jeder 
Stichprobe (DHCdscam von 3 Larven je Treatment) sind als Mittelwert (MW, Balken) ± Standardabweichung der 
Stichprobe (SD, Whisker) dargestellt. Die Normalverteilung der Daten wurde mittels Kolmogorov-Smirnov-Test und 
Shapiro-Wilk-Test analysiert. Statistisch signifikante Unterschiede wurden mittels parametrischem Testverfahren 
(ungepaarter, zweiseitiger Zweistichproben-t-Test bei Varianzinhomogenität) ermittelt und sind mit * (p ≤ 0.05), 
** (p ≤ 0.01) und *** (p ≤ 0.001) angegeben. 
 
Nach Hybridisierung mit der dscam-sense-RNA-Sonde konnten bei gleicher Entwicklungszeit 

keine Hämozyten mit positiver chromogener Markierung detektiert werden (Abb. 4.3 E). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 4.3, inkl. vorherige Seite: In situ Ex-
pressionsanalyse von dscam in zirkulierenden Hä-
mozyten E. coli-injizierter L5d3-Larven. 

Ergebnisfazit 
• Anteil dscam exprimierender Hämozyten (DHCdscam): 

o Unbehandelt 0 h (L5d2): 2,5 % ± 0,7 % 
o Unbehandelt 24 h (L5d3): 2,4 % ± 0,8 % 
o Saline injiziert 24 h (L5d3): 4,1 % ± 1,7 % (p = 0.22) 
o E. coli injiziert 24 h (L5d3): 22,1 % ± 1,9 % (p < 0.001) 
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4.1.4 Immunzytochemische Charakterisierung dscam-exprimierender Hämozyten 
bakteriell stimulierter Larven 

 

 
Zur Identifizierung der Population der zirkulierenden, dscam exprimierenden Hämozyten wur-

den Hämozyten-Monolayer bakteriell stimulierter M. sexta L5d3-Larven 24 h nach E. coli-In-

jektion mittels chromogener in situ-Hybridisierung mit einer Digoxigenin-markierten dscam- 

antisense-RNA-Sonde (Transmembrandomäne: Exon 31 – 34) hybridisiert (Abb. 4.4 A – E). 

Zur Sondenkontrolle wurden die Hämozyten mit einer dscam-sense-RNA-Sonde (Exon 9 – 11) 

hybridisiert (Abb. 4.3 E). Anschließend wurden die Hämozyten zur Identifizierung von Subpo-

pulationen mittels indirekter Immunmarkierung mit den murinen monoklonalen Antikörpern 

(mAk) MS77, MS75 und MS7 markiert. Zur bakteriellen Stimulation wurde unbehandelten 

L5d2-Larven eine Suspension aus PFA-abgetöteten und FITC-markierten E. coli K12 D31-Y 

in MS- entsprechend einer Dosis von 2 • 107 Bakterien/g Körpergewicht injiziert. 

Insgesamt konnten in der Population der zirkulierenden, dscam-exprimierenden Hämozyten 

bakteriell stimulierter L5d3-Larven 24 h nach E. coli-Injektion MS77-, MS75- und MS7-posi-

tive Hämozyten detektiert werden (Abb. 4.4). Markierung mit dem mAk MS77 zeigte, dass es 

sich bei der Subpopulation der MS77-positiven, dscam-exprimierenden Hämozyten um große, 

gespreitete und nicht gespreitete Hämozyten mit großem, unregelmäßigem Zellkern handelte 

(Abb. 4.4 A – A‘‘‘, B – B‘‘‘, weiße Pfeilspitze). MS77-positive Hämozyten, in denen kein chro-

mogenes Signal sichtbar war, das heißt keine Expression von dscam nachweisbar war, konn-

ten nicht detektiert werden. Nicht alle dscam exprimierenden Hämozyten waren allerdings 

auch MS77-positiv. So konnten große, runde bis ovale, nicht gespreitete Hämozyten mit mit-

telgroßem, unregelmäßigem bis rundem Zellkern und stark ausgeprägtem chromogenem Sig-

nal als MS77-negativ identifiziert werden (Abb. 4.4 A – A‘‘‘, B – B‘‘‘, graue Pfeilspitze). Markie-

rung mit dem mAk MS75 zeigte, dass es sich bei der Subpopulation der MS75-positiven, 

dscam exprimierenden Hämozyten um großflächig gespreitete und mittelgroße, runde, nicht 

gespreitete Hämozyten mit mittelgroßem bis großem, unregelmäßigem Zellkern handelte 

(Abb. 4.4 C – C‘‘‘, D – D‘‘‘, weiße Pfeilspitze). MS75-positive Hämozyten, in denen keine Ex-

pression von dscam nachweisbar war, konnten nicht detektiert werden. Mittelgroße, runde, 

nicht gespreitete Hämozyten mit mittelgroßem, rundem Zellkern und stark ausgeprägtem chro-

mogenem Signal konnten als MS75-negativ identifiziert werden (Abb. 4.4 D – D‘‘‘, graue Pfeil-

spitze). 

Fragestellung 
In welchen zirkulierenden Hämozyten-Subpopulationen bakteriell stimulierter Larven ist 

dscam 24 h nach E. coli-Injektion exprimiert? 
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Abbildung 4.4: Kombinierte CISH und Antikörpermarkierung von Hämozyten E. coli-injizierter L5d3-Larven. 
Mehrfachmarkierung zirkulierender Hämozyten bakteriell stimulierter M. sexta L5d3-Larven 24 h nach E. coli-In-
jektion. A – E: Chromogene in situ-Hybridisierung (CISH) larvaler Hämozyten mit einer Digoxigenin-markierten 
dscam-antisense-RNA-Sonde (dscam AS, Transmembrandomäne: Exon 31 – 34), visualisiert mittels Differenzial-
Interferenzkontrastmikroskopie (DIC). A‘ – E‘: Hämozyten-Zellkerne, markiert mit DAPI (blau), visualisiert mittels 
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Fluoreszenzmikroskopie. A‘‘ – E‘‘: Indirekte Immunmarkierung larvaler Hämozyten mit den murinen monoklonalen 
Antikörpern (mAk) MS77 (A‘‘ – B‘‘), MS75 (C‘‘ – D‘‘) und MS7 (E‘‘) und einem Cy3-konjugierten Sekundärantikörper 
(rot), visualisiert mittels Fluoreszenzmikroskopie. A‘‘‘ – E‘‘‘: Overlay von Kernfärbung und Antikörpermarkierung 
mit ImageJ2. Weiße Pfeilspitze: Hämozyte ist dscam-positiv und mAk-positiv, graue Pfeilspitze: Hämozyte ist 
dscam-positiv und mAk-negativ, schwarze Pfeilspitze: Hämozyte ist dscam-negativ und mAk-positiv. Der Messbal-
ken entspricht 20 μm. 
 
Markierung mit dem mAk MS7 zeigte, dass es sich bei der Subpopulation der MS7-positiven, 

dscam exprimierenden Hämozyten um kleine bis große, runde, nicht gespreitete Hämozyten 

mit kleinem bis mittelgroßem, rundem Zellkern handelte (Abb. 4.4 E – E‘‘‘, weiße Pfeilspitze). 

Nicht in allen MS7-positiven Hämozyten konnte allerdings auch Expression von dscam detek-

tiert werden. So konnten mittelgroße, runde, gespreitete und MS7-positive Hämozyten mit klei-

nem, rundem Zellkern und einer hohen Anzahl markierter Granulen ohne nachweisbare Ex-

pression von dscam detektiert werden (Abb. 4.4 E – E‘‘‘, schwarze Pfeilspitze). Mittelgroße, 

runde bis große, spindelförmige, nicht gespreitete Hämozyten mit großem, unregelmäßigem 

Zellkern und stark ausgeprägtem chromogenem Signal konnten als MS7-negativ identifiziert 

werden (Abb. 4.4 E – E‘‘‘, graue Pfeilspitze). Das Fluoreszenzsignal der FITC-markierten 

E. coli konnte nicht detektiert werden. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ergebnisfazit 
• Subpopulationen in dscam exprimierenden Hämozyten E. coli-stimulierter L5d3-

Larven 24 h nach Injektion: 
o MS77+ 
o MS75+ 
o MS7+ 
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4.1.5 Charakterisierung MS73-positiver Hämozyten unbehandelter Larven 
 

 
Zur Charakterisierung MS73-positiver Hämozyten unstimulierter Larven wurden Monolayer 

von zirkulierenden Hämozyten unbehandelter M. sexta L5d3-Larven präpariert und enzym- 

und immunzytochemisch markiert (Abb. 4.5). Nach enzymzytochemischem Nachweis endo-

gener Tyrosinase-Typ-Phenoloxidasen (PO) mit dem chromogenem Substrat 3,3‘-Diamino-

benzidin (DAB) und molekularem Sauerstoff wurden die Hämozyten von Einzeltieren mit-     

tels indirekter Immunfluoreszenz mit dem monoklonalen Antikörper (mAk) MS73 (Maus) und 

polyklonalem anti-M. sexta-Prophenoloxidase (proPO)-Immunserum (Kaninchen, Jiang et al. 

1997) doppelmarkiert (Abb. 4.5 1A – E). Die Aktivität endogener Peroxidasen wurde dabei    

mit Natriumazid inhibiert. Zusätzlich wurden Hämozyten unabhängiger, gleich behandelter 

Einzeltiere mittels indirekter Immunfluoreszenz mit dem mAk MS73 (Maus) und polyklo-         

nalem anti-D. melanogaster-DSCAM-Immunserum anti-DmDSCAM EC 19545 (Kaninchen, 

Dascenco et al. 2015), spezifisch für die extrazellulären Ig-Domänen 1 – 4 von D. melano-

gaster Dscam1, doppelmarkiert (Abb. 4.5 2A – E & 3A – E). Die Spezifität des Antikörpers  

anti-DmDSCAM EC 19545 wurde vorab mittels indirekter Immunfluoreszenz an D. melano-

gaster und M. sexta whole-mount Embryonen validiert (Abb. 12.6 A & 12.6 B im Appendix). 

Antigenspezifische Primärantikörper wurden mit Alexa Fluor 488- (grün) und DyLight 549-kon-

jugierten Sekundärantikörpern (rot) markiert. Hämozyten-Zellkerne wurden mit DAPI (blau) 

markiert. Die mikroskopische Analyse der Fluoreszenzmarkierungen erfolgte mittels Epifluo-

reszenzmikroskopie (Abb. 4.5 1 & 2) und konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie (Abb. 4.5  

3). 

Anhand des zytoplasmatisch lokalisierten chromogenen Signals von oxidiertem und polymeri-

siertem DAB (braunes Präzipitat) konnten nach enzymzytochemischem Nachweis endogener 

PO ausschließlich mittelgroße bis große, runde, ungespreitete Hämozyten mit großem Zell-

kern als PO-positiv identifiziert werden (Abb. 4.5 1A & B, weiße Pfeilspitze). Die fluoreszenz-

mikroskopische Analyse PO-positiver Hämozyten zeigte dabei Kolokalisationen der MS73- 

und proPO-Markierung (Abb. 4.5 1C – E, weiße Pfeilspitze). Vielmehr konnte keine PO-posi-

tive Hämozyte detektiert werden, die nicht auch proPO- und MS73-positiv war (eigene Be-

obachtung). Bezüglich der Charakteristik der Antikörpermarkierungen konnte infolge der Inku-

bation mit dem mAk MS73 eine membranständige Markierung mit einzelnen markierten Spots 

mit hoher Fluoreszenzintensität detektiert werden (Abb. 4.5 1C, weiße Pfeilspitze), während 

Fragestellung 
Um welche Hämozytentypen handelt es sich bei zirkulierenden, MS73-positiven Hämozy-

ten unbehandelter Larven? 
Welche Subpopulationen der zirkulierenden, MS73-positiven Hämozyten unbehandelter 

Larven sind DSCAM-positiv? 
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die Inkubation mit anti-M. sexta-proPO-Immunserum zur zytoplasmatischen Markierung  

führte (Abb. 4.5 1D, weiße Pfeilspitze). Die Lokalisation (membranständige vs. Zytoplasmati-

sche Markierung) der markierten Spots konnte auf der Grundlage der epifluoreszenzmikrosko-

pischen Analyse nicht ausgewertet werden. Ebenso konnte die Zellkernmorphologie dieser 

dreifach-positiv markierten Hämozyten-Population aufgrund von Fluoreszenz-Quenching-Ef-

fekten zytoplasmatisch lokalisierter chromogener Präzipitate nicht ausgewertet werden (Abb. 

4.5 1B, weiße Pfeilspitze). 

Außer der Population der PO-, proPO- und MS73-positiven Hämozyten konnten kleine bis 

mittelgroße, runde, ungespreitete Hämozyten mit kleinem bis mittelgroßem, unregelmäßig  

rundem Zellkern als MS73-positiv identifiziert werden (Abb. 4.5 1A – C, graue Pfeilspitze). Die 

Charakteristik der MS73-Markierung unterschied sich allerdings von den zuvor beschrieben-

en dreifach-positiven Hämozyten, insofern bei Hämozyten dieser Population keine membran-

ständige Markierung, sondern ausschließlich vereinzelte markierte Spots detektierbar waren 

(Abb. 4.5 1C, graue Pfeilspitze). Hämozyten dieser Population waren weder PO- noch proPO-

positiv (Abb. 4.5 1A & D, graue Pfeilspitze). 

MS73-Markierungen von Hämozyten unabhängiger, gleich behandelter L5d3-Larven ohne   

enzymzytochemischem Nachweis endogener PO bestätigten mittelgroße bis große, runde, 

ungespreitete Hämozyten mit mittelgroßem bis großem, rundem Zellkern als MS73-positiv 

(Abb. 4.5 2A – C & 3A – C, weiße Pfeilspitze). Hämozyten dieser Population konnten eben-

falls als DSCAM EC-positiv identifiziert werden (Abb. 4.5 2D & 3D, weiße Pfeilspitze). Konfo-

kale Analysen MS73- und DSCAM EC-positiver Hämozyten zeigen, dass es sich sowohl bei 

MS73 als auch bei DSCAM um eine membranständige Markierung handelte (Abb. 4.5 3C & 

D, weiße Pfeilspitze). Kleine bis mittelgroße, ungespreitete Hämozyten mit kleinem bis mittel-

großem, rundem Zellkern konnten erneut als MS73-positiv identifiziert werden (Abb. 4.5 

3A – C, graue Pfeilspitze). Konfokale Analysen einzelner Fokusebenen (Z-Ebenen) bestäti-

gen dabei die differente Markierungscharakteristik dieser zweiten MS73-positiven Subpopula-

tion in Form intrazellulär markierter Spots (Abb. 4.5 3C, graue Pfeilspitze). Ηämozyten dieser 

Zellpopulation konnten ebenfalls als DSCAM EC-positiv identifiziert werden (Abb. 4.5 3D, 

graue Pfeilspitze). Große, gespreitete Hämozyten mit großem, unregelmäßigem Zellkern 

konnten hingegen als MS73-negativ identifiziert werden (Abb. 4.5 2A – C, graue Pfeilspitze). 

Das Signal der DSCAM EC-Markierung von Hämozyten dieser Subpopulation war schwach, 

weshalb diese Population nicht als eindeutig DSCAM EC-positiv identifiziert werden konnte 

(Abb. 4.5 2D, graue Pfeilspitze). 
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Abbildung 4.5, vorherige Seite: Enzym- und immunzytochemische Mehrfachmarkierung zirkulierender Hä-
mozyten unbehandelter L5d3-Larven. 
1: Indirekte Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung larvaler Hämozyten mit dem mAk MS73 und anti-M. sexta-Pro-
phenoloxidase-Immunserum (proPO) nach enzymzytochemischem Nachweis endogener Phenoloxidasen (PO) mit 
3,3‘-Diaminobenzidin und molekularem Sauerstoff. 2 & 3: Indirekte Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung larvaler 
Hämozyten mit dem mAk MS73 und anti-D. melanogaster-DSCAM-Immunserum (anti-DmDSCAM EC 19545). A: 
Differenzial-Interferenzkontrast- bzw. Hellfeldbild. B: Hämozyten-Zellkerne, markiert mit DAPI (blau). C & D: Pri-
märantikörper wurden mit Alexa Fluor 488- (grün) und DyLight 549-konjugierten Sekundärantikörpern (rot) mar-
kiert. E: Overlay von Kernfärbung und Antikörpermarkierungen mit ImageJ2. Die Analyse der Fluoreszenzmarkie-
rungen erfolgte mittels Epifluoreszenzmikroskopie (1 & 2) und konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie (3). 3B – E: 
Einzelne Fokalebene (Z-Ebene) eines Z-Stapels. Der Messbalken entspricht 20 μm. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ergebnisfazit 
• MS73-positive Subpopulationen: 

o 1) große, runde, ungespreitete Hämozyten mit großem, rundem Zellkern 
(proPO+, PO+) 

o 2) kleine bis mittelgroße, runde, ungespreitete Hämozyten mit kleinem bis 
mittelgroßem, unregelmäßig rundem Zellkern (proPO-, PO-) 

• MS73- & DSCAM-positive Subpopulationen: 
o 1) große, runde, ungespreitete Hämozyten mit großem, rundem Zellkern 
o 2) Kleine bis mittelgroße, ungespreitete Hämozyten mit kleinem bis mittel-

großem, rundem Zellkern 
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4.1.6 Muster anti-DSCAM-positiver Proteine in bakteriell stimulierten Larven 
 

 
Zum Nachweis und Vergleich des Musters anti-DSCAM-positiver Proteine larvaler Gewebe 

und Organe von M. sexta wurden das zellfreie Hämolymphplasma, zirkulierende Hämozy-   

ten, das zentrale Nervensystem, der Fettkörper und die Labialdrüsen unbehandelter L5d2- 

(UB 0 h) und L5d3-Larven (UB 24 h) sowie Saline- (MS- 24 h) und E. coli-stimulierter L5d3-

Larven 24 h nach Injektion (EC 24 h) präpariert, die Proteine der entsprechenden Probenly-

sate mittels SDS-PAGE getrennt und anti-DSCAM-positive Proteine mittels Western Blot 

nachgewiesen. Zur bakteriellen Stimulation wurde unbehandelten L5d2-Larven eine Suspen-

sion aus PFA-abgetöteten E. coli K12 D31-Y in MS- entsprechend einer Dosis von 2 • 107  

Bakterien/g Körpergewicht injiziert. Zur Kontrolle wurden unbehandelte Larven des gleichen 

Entwicklungsstadiums mittels Injektion steriler Saline (MS-) stimuliert. Im Anschluss an das 

Treatment wurden die Gewebe und Organe präpariert und entsprechend Kap. 3.8.1 lysiert  

und vorbereitet. Dabei wurden die Hämozyten, das zentrale Nervensystem, der Fettkörper  

und die Labialdrüsen von jeweils fünf Larven (Kohorte) sortenrein vereint und als Pool-Probe 

weiterverarbeitet, während das Hämolymhplasma als Einzeltierprobe verarbeitet wurde. Die 

denaturierende, elektrophoretische Trennung der Proteine erfolgte mittels diskontinuierlicher 

SDS-PAGE mit einem 4 % Sammelgel und 7 % Trenngel. Je Geltasche wurde ein Volumen 

Probenlysat entsprechend 1 mg Hämolymphplasma bzw. 1 mg lysiertem Gewebe aufgetra-

gen. Als experimentelle Positivkontrolle wurde jedes Polyacrylamidgel (PA-Gel) zusätzlich    

mit Probenlysat aus D. melanogaster Embryonen der Entwicklungsstadien 13 – 17 beladen 

(Schmucker et al. 2000, Watson et al. 2005), während das larvale zentrale Nervensystem 

(ZNS) von M. sexta als interne Positivkontrolle verwendet wurde (Abb. 12.6 im Appendix). 

Nach abgeschlossener elektrophoretischer Trennung der Proteine erfolgte der Proteintransfer 

auf eine hydrophobe PVDF-Membran mittels Semi-Dry-Elektroblot. Zur anschließenden Im-

mundetektion anti-DSCAM-positiver Proteine wurden transferierte Proteine auf der PVDF-

Membran mit polyklonalem anti-D. melanogaster-DSCAM-Immunserum (anti-DmDSCAM EC 

19545, Kaninchen, Dascenco et al. 2015), spezifisch für die extrazellulären Ig-Domänen 1 – 4 

von D. melanogaster Dscam1, sowie mit alkalische Phosphatase-konjugiertem Sekundäranti-

körper inkubiert. Je Treatment wurden die Gewebe und Organe von drei Einzeltieren bzw. 

Kohorten (n = 3) analysiert. Potenziell unspezifische Markierungen wurden durch Inkubation 

mit dem Präimmunserum eines unabhängigen Spenderorganismus (Abb. 12.7 im Appendix) 

Fragestellung 
In welchen Geweben und Organen unbehandelter, Saline- und E. coli-stimulierter Larven 

sind anti-DSCAM-positive Proteine nachweisbar? 
Ist das Muster anti-DSCAM-positiver Proteine E. coli-stimulierter Larven 24 h nach Injek-

tion qualitativ verändert? 
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und mittels Sekundärantikörperkontrolle (Abb. 12.8 im Appendix) exemplarisch für alle präpa-

rierten Gewebe- und Organtypen kontrolliert. 

Insgesamt konnten in allen getesteten Geweben und Organen unbehandelter L5d2-Larven 

sowie unbehandelter und Saline-stimulierter L5d3-Larven anti-DSCAM-positive Proteine mit 

gleichen Proteinmustern detektiert werden (Abb. 4.6). Unterschiede im Muster anti-DSCAM-

positiver Proteine konnten im Hämolymphplasma und im Fettkörper E. coli-stimulierter L5d3-

Larven detektiert werden. Im Vergleich zu Saline-stimulierten L5d3-Larven konnten im Hä-

molymphplasma bakteriell stimulierter L5d3-Larven 24 h nach E. coli-Injektion keine anti-

DSCAM-positiven Proteine detektiert werden (Abb. 4.6 a), während im Fettkörper E. coli-sti-

mulierter L5d3-Larven ein verändertes Muster anti-DSCAM-positiver Proteine nachweisbar 

war (Abb. 4.6 d). Detaillierte Analysen der vollständigen Muster anti-DSCAM-positiver Prote-

ine der Gewebe und Organe aller Treatments einer Kohorte sind den Kapiteln 4.1.6.1 – 4.1.6.5 

zu entnehmen. 

 

 
Abbildung 4.6: Western Blot-Analyse anti-DSCAM-positiver Proteinmuster in larvalen Geweben und Orga-
nen nach E. coli-Stimulation in vivo. 
Western Blot nach denaturierender, elektrophoretischer Trennung von Proteinen mittels diskontinuierlicher SDS-
PAGE mit einem 4 % Sammelgel und 7 % Trenngel. Zellfreies Hämolymphplasma (a), zirkulierende Hämozyten 
(b), das zentrale Nervensystem (c), der Fettkörper (d) und die Labialdrüsen (e) unbehandelter M. sexta L5d2-Lar-
ven (UB 0 h), unbehandelter L5d3-Larven (UB 24 h), Saline-stimulierter L5d3-Larven 24 h nach MS--Injektion 
(MS- 24 h) und bakteriell stimulierter L5d3-Larven 24 h nach E. coli-Injektion (EC 24 h) wurden als Probe verwen-
det. Je Spur wurde ein Volumen Probenlysat entsprechend 1 mg Hämolymphplasma bzw. 1 mg lysiertem Gewebe 
verwendet. Zur Immundetektion wurden transferierte Proteine auf einer PVDF-Membran mit anti-D. melanogaster-
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DSCAM-Immunserum (anti-DmDSCAM EC 19545) und alkalische Phosphatase-konjugiertem Sekundärantikörper 
inkubiert. 
Abkürzungen: HLP, zellfreies Hämolymphplasma; HZ, zirkulierende Hämozyten; ZNS, zentrales Nervensystem; 
FK, Fettkörper; LBD, Labialdrüsen; Dm, Drosophila melanogaster; UB, unbehandelt; MS-, Stimulation mittels In-
jektion von Manduca-Saline; EC, bakterielle Stimulation mittels Injektion von E. coli; ProtStan, Proteine mit stan-
dardisierter molekularer Masse (m), angegeben in Kilodalton (kDa). 
 
 
4.1.6.1 Zellfreies Hämolymphplasma 
 
Nach Semi-Dry-Blotting elektrophoretisch getrennter, larvaler Hämolymphplasmaproteine   

und Antikörpermarkierung mit anti-DmDSCAM EC 19545-Immunserum konnte ein Protein-

bandenmuster bestehend aus bis zu einer Bande je Plasmaprobe detektiert werden (Abb. 4.7 

a & weiße Pfeilspitze). 

 
Abbildung 4.7: Western Blot-Analyse anti-DSCAM-positiver Proteinmuster in larvalem Hämolymphplasma 
nach E. coli-Stimulation in vivo. 
Western Blot nach denaturierender, elektrophoretischer Trennung von Proteinen mittels diskontinuierlicher SDS-
PAGE mit einem 4 % Sammelgel und 7 % Trenngel. Zellfreies Hämolymphplasma unbehandelter M. sexta L5d2-
Larven (UB 0 h), unbehandelter L5d3-Larven (UB 24 h), Saline-stimulierter L5d3-Larven 24 h nach MS--Injektion 
(MS- 24 h) und bakteriell stimulierter L5d3-Larven 24 h nach E. coli-Injektion (EC 24 h) wurde als Einzeltierprobe 
verwendet. Je Spur wurde ein Volumen Probenlysat entsprechend 1 mg Hämolymphplasma bzw. 1 mg lysiertem 
Gewebe verwendet. Zur Immundetektion wurden transferierte Proteine auf einer PVDF-Membran mit anti-D. me-
lanogaster-DSCAM-Immunserum (anti-DmDSCAM EC 19545) und alkalische Phosphatase-konjugiertem Sekun-
därantikörper inkubiert. 
Abkürzungen: Dm, Drosophila melanogaster; ZNS, zentrales Nervensystem; FK, Fettkörper; HZ, zirkulierende Hä-
mozyten; UB, unbehandelt; MS-, Stimulation mittels Injektion von Manduca-Saline; EC, bakterielle Stimulation mit-
tels Injektion von E. coli; ProtStan, Proteine mit standardisierter molekularer Masse (m), angegeben in Kilodalton 
(kDa). 
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Im Bereich der Migrationsdistanz standardisierter Proteine mit einer molekularen Masse       

von 250 kDa konnte im Hämolymphplasma unbehandelter L5d2-Larven sowie unbehandel- 

ter und Saline-stimulierter L5d3-Larven jeweils eine Bande mit einer relativen molekularen 

Masse von 253.017,7 (UB 0 h), 250.816,2 (UB 24 h) und 248.633,9 (MS- 24 h) detektiert wer-

den (Abb. 4.7, weiße Pfeilspitze). In äquivalenter Migrationsdistanz konnte im Probenlysat  

von D. melanogaster Embryonen (Positivkontrolle) eine Proteinbande mit einer relativen mo-

lekularen Masse von 260.666,8 detektiert werden (Abb. 4.7, schwarze Pfeilspitze). Eine kor-

respondierende Proteinbande in vergleichbarer Migrationsdistanz konnte im Hämolymph-

plasma bakteriell stimulierter L5d3-Larven 24 h nach E. coli-Injektion nicht detektiert werden 

(Abb. 4.7, weißer Pfeil). So konnten im Hämolymphplasma E. coli-stimulierter Larven keine 

anti-DSCAM-positiven Proteine detektiert werden. Im Vergleich zum Bandenmuster im       

zentralen Nervensystem (interne Positivkontrolle), Fettkörper und Hämozyten unbehandelter 

L5d3-Larven befanden sich die Hämolymphplasmabanden in vergleichbarer Migrationsdis-

tanz zur oberen Bande der Doppelbanden, die im Bereich des 250 kDa Proteinstandards mi-

grierte (Abb. 4.7, graue Pfeilspitze). 

 
 
4.1.6.2 Zirkulierende Hämozyten 
 
Nach Semi-Dry-Blotting elektrophoretisch getrennter Proteine larvaler, zirkulierender Hämo-

zyten und Antikörpermarkierung mit anti-DmDSCAM EC 19545 konnte ein Proteinmuster     

bestehend aus bis zu vier Banden je Hämozytenprobe detektiert werden (Abb. 4.8 a – d). Im 

Bereich der Migrationsdistanz standardisierter Proteine mit einer molekularen Masse von 250 

und 180 kDa konnte in Hämozyten unbehandelter L5d2- und L5d3-Larven sowie Saline- und 

E. coli-stimulierter L5d3-Larven 24 h nach Injektion jeweils eine Doppelbande detektiert wer-

den (Abb. 4.8 a & b, weiße Pfeilspitze & weißer Pfeil). Die durchschnittliche relative moleku-

lare Masse der Doppelbande betrug 225.173,81 (Abb. 4.8, weiße Pfeilspitze; Tab. 4.1a) bzw. 

199.296,34 (Abb. 4.8, weißer Pfeil; Tab. 4.1b). In äquivalenter Migrationsdistanz konnte in 

D. melanogaster Embryonen (Positivkontrolle) eine Proteindoppelbande mit einer relativen 

molekularen Masse von 239.355,69 (Abb. 4.8, schwarze Pfeilspitze) und 208.112,78 (Abb. 

4.8, schwarzer Pfeil) detektiert werden. Der Migrationsdistanz von Bande a entsprechende 

Proteine zirkulierender Hämozyten befanden sich in vergleichbarer Migrationsdistanz der Hä-

molymphplasmabande unbehandelter L5d3-Larven mit einer relativen molekularen Masse  

von 239.355,69 (Abb. 4.8, grauer Pfeil). Hingegen migrierten anti-DSCAM-positive Proteine 

von Hämozyten entsprechend Bande b in vergleichbarer Distanz einer Bande des zentralen 

Nervensystems unbehandelter L5d3-Larven (interne Positivkontrolle) mit einer relativen mole-

kularen Masse von 223.188,21 (Abb. 4.8, graue Pfeilspitze). Im Bereich der Migrationsdistanz 

standardisierter Proteine mit einer molekularen Masse von 72 kDa konnte in Hämozyten un-

behandelter L5d3-Larven eine Proteindoppelbande mit relativen molekularen Massen von 
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72.897,27 und 70.392,27 detektiert werden (Abb. 4.8 c). In vergleichbarer Migrationsdistanz 

konnte auch in Hämozyten E. coli-stimulierter L5d3-Larven eine relativ schwach gefärbte Ein-

zelbande detektiert werden. Zusätzlich konnte in den Hämozyten unbehandelter L5d3-Larven 

im Bereich des 42 kDa Proteinstandards eine Bande mit einer relativen molekularen Masse 

von 43.143,71 detektiert werden (Abb. 4.8 d). 

 
Abbildung 4.8: Western Blot-Analyse anti-DSCAM-positiver Proteinmuster in larvalen Hämozyten nach 
E. coli-Stimulation in vivo. 
Western Blot nach denaturierender, elektrophoretischer Trennung von Proteinen mittels diskontinuierlicher SDS-
PAGE mit einem 4 % Sammelgel und 7 % Trenngel. Zirkulierende Hämozyten von jeweils fünf unbehandelten 
M. sexta L5d2-Larven (UB 0 h), unbehandelten L5d3-Larven (UB 24 h), Saline-stimulierten L5d3-Larven 24 h nach 
MS--Injektion (MS- 24 h) und bakteriell stimulierten L5d3-Larven 24 h nach E. coli-Injektion (EC 24 h) wurden als 
Pool-Probe verwendet. Je Spur wurde ein Volumen Probenlysat entsprechend 1 mg lysiertem Gewebe verwen- 
det. Zur Immundetektion wurden transferierte Proteine auf einer PVDF-Membran mit anti-D. melanogaster-
DSCAM-Immunserum (anti-DmDSCAM EC 19545) und alkalische Phosphatase-konjugiertem Sekundärantikörper 
inkubiert. 
Abkürzungen: Dm, Drosophila melanogaster; ZNS, zentrales Nervensystem; HZ, zirkulierende Hämozyten; UB, 
unbehandelt; MS-, Stimulation mittels Injektion von Manduca-Saline; EC, bakterielle Stimulation mittels Injektion 
von E. coli; ProtStan, Proteine mit standardisierter molekularer Masse (m), angegeben in Kilodalton (kDa). 
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Tabelle 4.1: Relative molekulare Massen unbekannter anti-DSCAM-positiver Proteine in zirkulierenden Hämozy-
ten. 

Bande 
Relative molekulare Masse anti-DSCAM-positiver Proteine: 

Hämozyten 

UB 0 h UB 24 h MS- 24 h EC 24 h 

a 231.130,63 223.188,21 223.188,21 223.188,21 

b 208.112,78 200.961,33 194.055,63 194.055,63 

c1  72.897,27   

c2  70.392,27  70.392,27 

d  43.143,71   

 
 
4.1.6.3 Zentrales Nervensystem 
 
Nach Semi-Dry-Blotting elektrophoretisch getrennter Proteine des larvalen zentralen Nerven-

systems (Abk.: ZNS) und Antikörpermarkierung mit anti-DmDSCAM EC 19545 konnte ein 

Bandenmuster anti-DSCAM-positiver Proteine bestehend aus bis zu acht Banden je ZNS-

Probe detektiert werden (Abb. 4.9 a – h). Im Bereich der Migrationsdistanz standardisierter 

Proteine mit einer molekularen Masse von 250 kDa konnte im ZNS unbehandelter L5d2- und 

L5d3-Larven sowie Saline- und E. coli-stimulierter L5d3-Larven 24 h nach Injektion die Pro-

teinbande mit dem jeweils deutlichsten Signal detektiert werden (Abb. 4.9 c & weiße Pfeil-

spitze). Dabei handelte es sich um anti-DSCAM-positive Proteine mit einer durchschnittlichen 

relativen molekularen Masse von 225.823,76 (Abb. 4.9, weiße Pfeilspitze, Tab. 4.2 c). In ver-

gleichsweise größerer Migrationsdistanz konnte im ZNS unbehandelter, Saline- und E. coli-

stimulierter Larven eine zweite Proteinbande mit einer durchschnittlichen relativen molekula-

ren Masse von 208.087,44 detektiert werden (Abb. 4.9 d & weißer Pfeil; Tab. 4.2 d). In äqui-

valenter Migrationsdistanz zu den Banden c & d konnte in D. melanogaster Embryonen (Posi-

tivkontrolle) eine Proteindoppelbande mit einer relativen molekularen Masse von 236.799,76 

(Abb. 4.9, schwarze Pfeilspitze) und 206.621,26 (Abb. 4.9, schwarzer Pfeil) detektiert werden. 

Oberhalb der Migrationsdistanz des 315 kDa Proteinstandards konnte im ZNS unbehandelter 

L5d2-Larven eine zweite Proteindoppelbande mit deutlichem chromogenem Signal detektiert 

werden (Abb. 4.9 a). Eine äquivalente Proteindoppelbande in vergleichbarer Migrationsdistanz 

konnte im ZNS E. coli-stimulierter Larven detektiert werden (Abb. 4.9 Kreis). Im Bereich der 

Migrationsdistanz des 55 kDa Proteinstandards konnte im ZNS unbehandelter, Saline- und 

E. coli-stimulierter Larven eine dritte Proteinbande mit deutlich ausgeprägtem chromogenem 

Signal detektiert werden (Abb. 4.9 h & Dreieck). Dabei handelte es sich um anti-DSCAM-po-

sitive Proteine mit einer durchschnittlichen relativen molekularen Masse von 50.890,73 (Abb. 

4.9 Dreieck; Tab. 4.2 h). Weitere anti-DSCAM-positive Proteine konnten mit einer durch-
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schnittlichen relativen molekularen Masse von 278.887,31 (Abb. 4.9 b & Kreuz), 171.892,39 

(Abb. 4.9 e), 97.629,48 (Abb. 4.9 f) und 63.113,31 (Abb. 4.9 g) detektiert werden. 

 
Abbildung 4.9: Western Blot-Analyse anti-DSCAM-positiver Proteinmuster im larvalen zentralen Nerven-
system nach E. coli-Stimulation in vivo. 
Western Blot nach denaturierender, elektrophoretischer Trennung von Proteinen mittels diskontinuierlicher SDS-
PAGE mit einem 4 % Sammelgel und 7 % Trenngel. Das zentrale Nervensystem von jeweils fünf unbehandelten 
M. sexta L5d2-Larven (UB 0 h), unbehandelten L5d3-Larven (UB 24 h), Saline-stimulierten L5d3-Larven 24 h nach 
MS--Injektion (MS- 24 h) und bakteriell stimulierten L5d3-Larven 24 h nach E. coli-Injektion (EC 24 h) wurde als 
Pool-Probe verwendet. Je Spur wurde ein Volumen Probenlysat entsprechend 1 mg lysiertem Gewebe verwendet. 
Zur Immundetektion wurden transferierte Proteine auf einer PVDF-Membran mit anti-D. melanogaster-DSCAM-
Immunserum (anti-DmDSCAM EC 19545) und alkalische Phosphatase-konjugiertem Sekundärantikörper inkubiert. 
Abkürzungen: Dm, Drosophila melanogaster; UB, unbehandelt; MS-, Stimulation mittels Injektion von Manduca-
Saline; EC, bakterielle Stimulation mittels Injektion von E. coli; ProtStan, Proteine mit standardisierter molekularer 
Masse (m), angegeben in Kilodalton (kDa). 
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Tabelle 4.2: Relative molekulare Massen unbekannter anti-DSCAM-positiver Proteine des zentralen Nervensys-
tems. 

Bande 
Relative molekulare Masse anti-DSCAM-positiver Proteine: 

Zentrales Nervensystem 

UB 0 h UB 24 h MS- 24 h EC 24 h 

b 278.887,31 278.887,31 278.887,31 278.887,31 

c 218.201,38 230.430,52 224.232,60 230.430,52 

d 201.063,74 212.332,39 206.621,26 212.332,39 

e 170.720,73   173.064,05 

f 96.298,61   98.960,36 

g/g1 62.252,96   63.973,67 

g2 60.578,53    

h/h1 50.052,99 52.858,22 51.436,48 50.052,99 

h2   50.052,99  

 
 
4.1.6.4 Fettkörper 
 
Nach Semi-Dry-Blotting elektrophoretisch getrennter Proteine des larvalen Fettkörpers und 

Antikörpermarkierung mit anti-DmDSCAM EC 19545 konnte ein Muster anti-DSCAM-positiver 

Proteine bestehend aus bis zu zwölf Banden je Fettkörperprobe detektiert werden (Abb. 4.10 

a – i). Im Bereich der Migrationsdistanz standardisierter Proteine mit einer molekularen Masse 

von 250 kDa und 180 kDa konnte im Fettkörper unbehandelter, Saline- und E. coli-stimulierter 

Larven eine Proteindoppelbande detektiert werden (Abb. 4.10 b & c, weiße Pfeilspitze & wei-

ßer Pfeil). Dabei handelte es sich um anti-DSCAM-positive Proteine mit einer durchschnittli-

chen relativen molekularen Masse von 222.316,29 (Abb. 4.10, weiße Pfeilspitze, Tab. 4.3 b) 

und 211.049,46 (Abb. 4.10, weißer Pfeil, Tab. 4.3 c). In äquivalenter Migrationsdistanz zu den 

Banden b & c konnte in D. melanogaster Embryonen (Positivkontrolle) eine Proteindoppel-

bande mit einer relativen molekularen Masse von 243.658,10 (Abb. 4.10, schwarze Pfeil-

spitze) und 222.716,36 (Abb. 4.10, schwarzer Pfeil) detektiert werden. Im Bereich des 72 kDa 

Proteinstandards konnte im Fettkörper unbehandelter L5d2-Larven sowie Saline- und E. coli-

stimulierter L5d3-Larven eine Mehrfachbande bestehend aus jeweils drei Einzelbanden detek-

tiert werden (Abb. 4.10 f & Kreis). Dabei handelte es sich um anti-DSCAM-positive Proteine 

mit einer durchschnittlichen relativen molekularen Masse von 83.546,13, 79.407,03 und 

75.473,00 (Abb. 4.10 Kreis, Tab. 4.3 f). Eine weitere Mehrfachbande bestehend aus jeweils 

zwei Einzelbanden konnte im larvalen Fettkörper aller Treatments im Migrationsbereich zwi-

schen dem 72 kDa und 55 kDa Proteinstandard detektiert werden (Abb. 4.10 g & Kreuz). Da-

bei handelte es sich um anti-DSCAM-positive Proteine mit einer durchschnittlichen relativen 
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molekularen Masse von 65.754,72 und 62.497,05 (Abb. 4.10 Kreuz, Tab. 4.3 g). Weitere anti-

DSCAM-positive Proteine konnten mit einer durchschnittlichen relativen molekularen Masse 

von 176.005,35 (Abb. 4.10 d & graue Pfeilspitze), 140.053,12 (Abb. 4.10 e & grauer Pfeil), 

54.003,82 (Abb. 4.10 h & Dreieck) und 44.071,22 (Abb. 4.10 i & Viereck) detektiert werden. 

Oberhalb des 315 kDa Proteinstandards konnte im Fettkörper unbehandelter L5d3-Larven zu-

sätzlich eine Einzelbande detektiert werden (Abb. 4.10 a). In vergleichbarer Migrationsdistanz 

konnten im Fettkörper E. coli-stimulierter Larven zwei Einzelbanden detektiert werden, die in 

keinem anderen Treatment beobachtbar waren. Dabei handelte es sich um anti-DSCAM-po-

sitive Proteine, die jeweils oberhalb (Abb. 4.10 grauer Stern) und unterhalb (Abb. 4.10 schwar-

zer Stern) des 315 kDa Proteinstandards migrierten. 

 
Abbildung 4.10: Western Blot-Analyse anti-DSCAM-positiver Proteinmuster im larvalen Fettkörper nach 
E. coli-Stimulation in vivo. 
Western Blot nach denaturierender, elektrophoretischer Trennung von Proteinen mittels diskontinuierlicher SDS-
PAGE mit einem 4 % Sammelgel und 7 % Trenngel. Der Fettkörper von jeweils fünf unbehandelten M. sexta L5d2-
Larven (UB 0 h), unbehandelten L5d3-Larven (UB 24 h), Saline-stimulierten L5d3-Larven 24 h nach MS--Injektion 
(MS- 24 h) und bakteriell stimulierten L5d3-Larven 24 h nach E. coli-Injektion (EC 24 h) wurde als Pool-Probe ver-
wendet. Je Spur wurde ein Volumen Probenlysat entsprechend 1 mg lysiertem Gewebe verwendet. Zur Immunde-
tektion wurden transferierte Proteine auf einer PVDF-Membran mit anti-D. melanogaster-DSCAM-Immunserum 
(anti-DmDSCAM EC 19545) und alkalische Phosphatase-konjugiertem Sekundärantikörper inkubiert. 
Abkürzungen: Dm, Drosophila melanogaster; UB, unbehandelt; MS-, Stimulation mittels Injektion von Manduca-
Saline; EC, bakterielle Stimulation mittels Injektion von E. coli; ProtStan, Proteine mit standardisierter molekularer 
Masse (m), angegeben in Kilodalton (kDa). 
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Tabelle 4.3: Relative molekulare Massen unbekannter anti-DSCAM-positiver Proteine des Fettkörpers. 

Bande 
Relative molekulare Masse anti-DSCAM-positiver Proteine: 

Fettkörper 

UB 0 h UB 24 h MS- 24 h EC 24 h 

b 223.445,92 223.445,92 221.186,67 221.186,67 

c 215.637,98 210.228,49 208.102,89 210.228,49 

d 180.505,10 171.562,40 175.976,95 175.976,95 

e - 143.610,54 136.495,69 - 

f1 86.399,78 - 82.119,30 82.119,30 

f2 82.119,30 - 78.050,90 78.050,90 

f3 78.050,90 - 74.184,05 74.184,05 

g1 67.015,58 65.334,43 65.334,43 65.334,43 

g2 63.695,45 62.097,59 62.097,59 62.097,59 

h 54.689,80 54.689,80 53.317,85 53.317,85 

i 44.631,02 44.631,02 43.511,41 43.511,41 

 
 
4.1.6.5 Labialdrüsen 
 
Nach Semi-Dry-Blotting elektrophoretisch getrennter Proteine der larvalen Labialdrüsen und 

Antikörpermarkierung mit anti-DmDSCAM EC 19545 konnte ein Muster anti-DSCAM-positiver 

Proteine bestehend aus bis zu sieben Banden je Labialdrüsenprobe detektiert werden (Abb. 

4.11 a – f). Im Bereich der Migrationsdistanz standardisierter Proteine mit einer molekularen 

Masse von 250 kDa und 180 kDa konnte in den Labialdrüsen unbehandelter, Saline- und 

E. coli-stimulierter Larven eine Proteindoppelbande detektiert werden (Abb. 4.11 b & c, weiße 

Pfeilspitze & weißer Pfeil). Dabei handelte es sich um anti-DSCAM-positive Proteine mit einer 

relativen molekularen Masse von 230.596,62 (Abb. 4.11 weiße Pfeilspitze) und 211.555,11 

(Abb. 4.11 weißer Pfeil). In vergleichbarer Migrationsdistanz konnte im zentralen Nervensys-

tem (interne Positivkontrolle) unbehandelter L5d3-Larven eine Proteindoppelbande bestehend 

aus anti-DSCAM-positiven Proteinen mit einer relativen molekularen Masse von 224.066,26 

(Abb. 4.11 graue Pfeilspitze) und 207.939,81 (Abb. 4.11 grauer Pfeil) detektiert werden. Ver-

glichen mit den Banden b & c konnte im Hämolymphplasma unbehandelter L5d3-Larven eine 

Bande mit größerer relativer molekularer Masse von 244.233,87 (Abb. 4.11 schwarzer Stern) 

detektiert werden. In äquivalenter Migrationsdistanz konnte in D. melanogaster Embryonen 

(Positivkontrolle) eine Proteindoppelbande mit relativen molekularen Massen von 251.352 

(Abb. 4.11 schwarze Pfeilspitze) und 224.066,3 (Abb. 4.11 schwarzer Pfeil) detektiert wer-

den. Weitere anti-DSCAM-positive Proteine konnten in den Labialdrüsen aller Treatments mit 



Ergebnisse 

 121 

durchschnittlichen relativen molekularen Massen von 110.056,98 (Abb. 4.11 d & Kreis, Tab. 

4.4 d), 78.295,65 (Abb. 4.11 e & Dreieck, Tab. 4.4 e) und 64.223,62 (Abb. 4.11 f & Viereck, 

Tab. 4.4 f) detektiert werden. Zusätzlich konnte sowohl in den Labialdrüsenproben aller Trea-

tments als auch im ZNS unbehandelter L5d3-Larven eine Proteindoppelbande oberhalb des 

315 kDa Proteinstandards detektiert werden (Abb. 4.11 a & grauer Stern). Dabei handelte es 

sich jeweils um anti-DSCAM-positive Proteine mit einer relativen molekularen Masse von 

354.813,39 und 344.765,28 (Abb. 4.11 grauer Stern). 

 
Abbildung 4.11: Western Blot-Analyse anti-DSCAM-positiver Proteinmuster in larvalen Labialdrüsen nach 
E. co-li-Stimulation in vivo. 
Western Blot nach denaturierender, elektrophoretischer Trennung von Proteinen mittels diskontinuierlicher SDS-
PAGE mit einem 4 % Sammelgel und 7 % Trenngel. Die Labialdrüsen von jeweils fünf unbehandelten M. sexta 
L5d2-Larven (UB 0 h), unbehandelten L5d3-Larven (UB 24 h), Saline-stimulierten L5d3-Larven 24 h nach MS--In-
jektion (MS- 24 h) und bakteriell stimulierten L5d3-Larven 24 h nach E. coli-Injektion (EC 24 h) wurden als Pool-
Probe verwendet. Je Spur wurde ein Volumen Probenlysat entsprechend 1 mg lysiertem Gewebe verwendet. Zur 
Immundetektion wurden transferierte Proteine auf einer PVDF-Membran mit anti-D. melanogaster-DSCAM-Immun-
serum (anti-DmDSCAM EC 19545) und alkalische Phosphatase-konjugiertem Sekundärantikörper inkubiert. 
Abkürzungen: Dm, Drosophila melanogaster; HLP, zellfreies Hämolymphplasma; ZNS, zentrales Nervensystem; 
UB, unbehandelt; MS-, Stimulation mittels Injektion von Manduca-Saline; EC, bakterielle Stimulation mittels Injek-
tion von E. coli; ProtStan, Proteine mit standardisierter molekularer Masse (m), angegeben in Kilodalton (kDa). 
 
 
 
 
 
 
 



Ergebnisse 

 122 

Tabelle 4.4: Relative molekulare Massen unbekannter anti-DSCAM-positiver Proteine der Labialdrüsen. 

Bande 
Relative molekulare Masse anti-DSCAM-positiver Proteine: 

Labialdrüse 

UB 0 h UB 24 h MS- 24 h EC 24 h 

b 230.596,62 230.596,62 230.596,62 230.596,62 

c 211.555,11 211.555,11 211.555,11 211.555,11 

d 112.445,27 109.260,88 109.260,88 109.260,88 

e 78.295,65 78.295,65 78.295,65 78.295,65 

f 63.301,17 63.301,17 65.146,07 65.146,07 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ergebnisfazit 
 

Treatment 
anti-DSCAM-positive Proteine in larvalen Geweben und Organen von 

M. sexta 
HLP HZ ZNS FK LBD 

UB 0 h      
UB 24 h      
MS- 24 h      
EC 24 h X     

Legende: HLP, zellfreies Hämolymphplasma; HZ, zirkulierende Hämozyten; ZNS, zentrales Nervensystem; 
FK, Fettkörper; LBD, Labialdrüsen; UB 0 h, unbehandelte L5d2-Larven; UB 24 h, unbehandelte L5d3-Larven; 
MS- 24 h, Saline-stimulierte L5d3-Larven 24 h nach Injektion; EC 24 h, E. coli-stimulierte L5d3-Larven 24 h 
nach Injektion; Häkchen, anti-DSCAM-positive Proteine sind nachweisbar; X, anti-DSCAM-positive Proteine 
sind nicht nachweisbar. 
 

• Muster anti-DSCAM-positiver Proteine nach E. coli-Stimulation 
o unverändert: HZ, ZNS und LBD 
o verändert: HLP und FK 
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4.1.7 In vitro-Interaktion von Mikroorganismen und αDSCAM-positiven Proteinen 
 

 
Zur Analyse der Interaktion anti-DSCAM-positiver Proteine und unterschiedlicher Typen von 

Mikroorganismen wurden Formalin-fixierte S. aureus Wood 46 (grampositiv), PFA-abgetötete 

E. coli K12 D31-Y (gramnegativ) bzw. lebende erythrozytäre Trophozoiten von P. falciparum 

NF54attB in vitro in zellfreiem Hämolymphplasma unbehandelter M. sexta L5d2-Larven inku-

biert (Abb. 12.9 im Appendix). Je Inkubationsansatz wurden Mikroorganismen einer Art in ei-

ner Plasmaprobe einer einzelnen Larve inkubiert. Abhängig von der Größe der Mikroorganis-

men wurden 2 • 109 S. aureus, 1 • 109 E. coli und 2,5 • 107 P. falciparum Trophozoiten je An-

satz schüttelnd inkubiert. Zur Ermittlung des Einflusses der Inkubationszeit wurden die Mikro-

organismen jeweils 1 h und 12 h im Hämolymphplasma inkubiert. Zur Ermittlung der Abhän-

gigkeit der DSCAM-Interaktion von biologischen Oberflächen wurden in einem Kontrollansatz 

Glas Beads im Plasma inkubiert. Zur proteinbiochemischen Analyse der DSCAM-Interaktion 

wurden inkubierte Mikroorganismen und Hämolymphplasmaproben anschließend mittels 

SDS-PAGE elektrophoretisch getrennt und mittels Semi-Dry-Elektroblot auf eine PVDF-

Membran transferiert. Je Geltasche wurde ein Probenvolumen entsprechend 3,33 mg Hä-

molymphplasma aufgetragen. Zur Immundetektion anti-DSCAM-positiver Proteine wurden 

transferierte Proteine auf einer PVDF-Membran mit anti-D. melanogaster-DSCAM-Immunse-

rum (anti-DmDSCAM EC 19545, polyklonal, Kaninchen, Dascenco et al. 2015), spezifisch für 

die extrazellulären Ig-Domänen 1 – 4 von D. melanogaster Dscam1, sowie mit alkalische 

Phosphatase-konjugiertem Sekundärantikörper inkubiert. Potenziell unspezifische Markie-

rungen wurden durch Inkubation mit dem Präimmunserum eines unabhängigen Spenderor-

ganismus (Abb. 12.7 im Appendix) und mittels Sekundärantikörperkontrolle (Abb. 12.8 im Ap-

pendix) exemplarisch für alle präparierten Gewebe- und Organtypen kontrolliert. Zur Kontrolle 

falsch positiver Interaktionen bei der Trophozoiten-Inkubation wurden humane Erythrozyten 

unbehandelt bzw. nach Saponin-Lyse in Hämolymphplasma inkubiert (Plasmodien-Kontrolle, 

Abb. 12.10 im Appendix). Je Mikroorganismus und Treatment wurden drei Replikate (n = 3) 

durchgeführt und analysiert. 

Nach einstündiger in vitro-Inkubation von Mikroorganismen in larvalem Hämolymphplasma 

konnten anti-DSCAM-positive Proteine im Probenlysat von P. falciparum Trophozoiten detek-

tiert werden (Abb. 4.12 c, graue Pfeilspitze). Die Proteinbande war dabei im Bereich der Mi-

grationsdistanz standardisierter Proteine mit einer molekularen Masse von 250 und 180 kDa 

detektierbar (Abb. 4.12 c, graue Pfeilspitze). In vergleichbarer Migrationsdistanz konnte in den 

Fragestellung 
Sind anti-DSCAM-positive Plasmaproteine an unterschiedlichen in vitro inkubierten Mikro-

organismen proteinbiochemisch nachweisbar? 
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Probenlysaten inkubierter S. aureus und E. coli ein schwaches (Abb. 4.12 a, schwarzer Stern) 

bzw. gar kein chromogenes Signal anti-DSCAM-positiver Proteine detektiert werden (Abb. 

4.12 b). Nach in vitro-Inkubation für 12 h konnten anti-DSCAM-positive Proteine hingegen in 

den Probenlysaten aller drei inkubierten Mikroorganismen nachgewiesen werden (Abb. 4.12 

a – c, weiße Pfeilspitze). 

 

 
 
Abbildung 4.12: Western Blot-Analyse von Mikroorganismen nach Hämolymphplasmainkubation in vitro. 
Western Blot nach elektrophoretischer Trennung von Proteinen mittels SDS-PAGE mit einem 4 % Sammelgel und 
7 % Trenngel. Formalin-fixierte S. aureus Wood 46 (a), Formaldehyd-fixierte E. coli K12 D31-Y (b), lebende Tro-
phozoiten von P. falciparum NF54attB (c) und Glas Beads (d) wurden für jeweils 1 h bzw. 12 h in vitro in zellfreiem 
Hämolymphplasma unbehandelter M. sexta L5d2-Larven inkubiert. Je Inkubationsansatz wurden Mikroorganismen 
eines Typs im Plasma einer einzelnen Larve inkubiert. Zur Immundetektion wurden transferierte Proteine auf einer 
PVDF-Membran mit anti-D. melanogaster-DSCAM-Immunserum (anti-DmDSCAM EC 19545) und alkalische 
Phosphatase-konjugiertem Sekundärantikörper inkubiert. Anti-DSCAM-positive Proteine sind mit weißen, grauen 
und schwarzen Pfeilspitzen markiert. Je Treatment wurden drei Replikate (n = 3) durchgeführt und analysiert. 
Abkürzungen: Ms, Manduca sexta; Dm, Drosophila melanogaster; HLP, zellfreies Hämolymphplasma; ZNS, zen-
trales Nervensystem; - Ink. MO, ohne in vitro-Inkubation von Mikroorganismen (Plasmakontrolle); + Ink. MO, nach 
in vitro-Inkubation von Mikroorganismen (Inkubationskontrolle); ProtStan, Proteine mit standardisierter molekula-
rer Masse (m), angegeben in Kilodalton (kDa). 
 
 
Die Proteinbanden inkubierter S. aureus, E. coli und P. falciparum Trophozoiten waren dabei 

im Bereich der Migrationsdistanz der 250 kDa und 180 kDa Proteinstandards detektierbar. In 

vergleichbarer Migrationsdistanz waren in den Hämolymphplasmaproben nach in vitro-Inku-

bation derselben Mikroorganismen ebenfalls anti-DSCAM-positive Proteine detektierbar (In-

kubationskontrollen, Abb. 4.12 a – c, schwarze Pfeilspitze). Im Vergleich zu anti-DSCAM-po-

sitiven Proteinen in Plasmaproben ohne Inkubation von Mikroorganismen (Plasmakontrollen) 

konnte kein Unterschied in der Migrationsdistanz bzw. der relativen molekularen Masse de-

tektiert werden (Ms HLP -Ink. MO). Unter gleichen experimentellen Bedingungen konnten in 

Probenlysaten nicht inkubierter Kontroll-Mikroorganismen und Glas Beads sowie in Glas 
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Bead-Kontrollen 1 h bzw. 12 h nach Plasmainkubation keine anti-DSCAM-positiven Proteine 

detektiert werden (Abb. 4.12 a – d). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ergebnisfazit 
• Nach in vitro-Inkubation von Mikroorganismen in larvalem Hämolymphplasma für 

12 h sind anti-DSCAM-positive Proteine an inkubierten S. aureus, E. coli und P. fal-
ciparum Trophozoiten detektierbar. 
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4.2 Sektion II: Differenzielle Analyse larvaler Hämozyten nach systemischer E. coli-
Stimulation 

 
4.2.1 2D-Analyse: Zell-Bakterien-Kolokalisation 
 

 
Zur Charakterisierung zirkulierender, E. coli-kolokalisierter Hämozyten bakteriell stimulier-     

ter M. sexta Larven wurden Hämozyten-Monolayer von L5d2- und L5d3-Larven an ausge-

wählten Zeitpunkten im Verlauf von 24 h (1 h, 6 h, 10 h, 15 h, 20 h & 24 h) nach E. coli-Injek-

tion präpariert. Zur bakteriellen Stimulation wurde unbehandelten L5d2-Larven eine Suspen-

sion aus Formaldehyd-abgetöteten, FITC (grün)-markierten E. coli K12 D31-Y in MS- entspre-

chend einer Dosis von 2 • 107 Bakterien / g Körpergewicht injiziert. Präparierte larvale Hämo-

zyten wurden mittels indirekter Immunfluoreszenz mit polyklonalem anti-D. melanogaster-

DSCAM-Immunserum (anti-DmDSCAM EC 19545, Kaninchen, Dascenco et al. 2015), spezi-

fisch für die extrazellulären Ig-Domänen 1 – 4 von D. melanogaster Dscam1, und Dy 

Light 549-konjugiertem Sekundärantikörper (rot) markiert (Abb. 4.13 A‘ – F‘). Die Spezifität 

des Primärantikörpers anti-DmDSCAM EC 19545 wurde vorab mittels indirekter Immunfluo-

reszenz an D. melanogaster und M. sexta whole-mount Embryonen validiert (Abb. 12.6 A &   

B im Appendix). Hämozyten-Zellkerne wurden mit DAPI (blau) markiert (Abb. 4.13 A‘ – F‘).  

Die mikroskopische Analyse der Hämozyten-Monolayer erfolgte mittels Differenzial-Interfe-

renzkontrastmikroskopie (DIC, Abb. 4.13 A – F) und Epifluoreszenzmikroskopie (Abb. 4.13 

A‘ – F‘). Potenziell phagozytotisch aktive Hämozyten wurden anhand von Kolokalisation mit 

FITC-markierten E. coli identifiziert (weiße Pfeilspitze). Zur Quantifizierung E. coli-kolokali-

sierter Hämozyten wurde der totale PhagozytoseindexE. coli (total-PIE. coli) für die Gesamtpopu-

lation der zirkulierenden Hämozyten berechnet (Abb. 4.13 G). Je Larve wurden 1500 Hämozy-

ten mittels digitaler Zytometrie mit dem ImageJ2-Plug-in Cell Counter auf Kolokalisation mit 

FITC-markierten E. coli analysiert. Je Treatment wurden die Hämozyten von drei Larven 

(n = 3) analysiert. Der total-PIE. coli wurde als Mittelwert ± Standardabweichung des prozentua-

len Anteils E. coli-kolokalisierter Hämozyten an der Gesamtpopulation der zirkulierenden Hä-

mozyten dargestellt (Abb. 4.13 G). 

Insgesamt war der total-PIE. coli von L5d2-Larven 10 h nach E. coli-Injektion mit 8,58 ± 2,88 % 

E. coli-kolokalisierten Hämozyten am höchsten (Abb. 4.13 G). Bei der Population der E. coli-

kolokalisierten Hämozyten handelte es sich allgemein um große, gespreitete Hämozyten mit 

großem, unregelmäßigem Zellkern (Abb. 4.13 A & A‘, weiße Pfeilspitze) sowie um kleine bis 

Fragestellung 
Wie groß ist der Anteil zirkulierender, E. coli-kolokalisierter Hämozyten bakteriell stimulier-

ter Larven im Verlauf von 24 h nach E. coli-Injektion? 
Welche zirkulierenden Hämozyten-Subpopulationen E. coli-stimulierter Larven sind im 

Verlauf von 24 h nach Injektion als E. coli-kolokalisiert detektierbar? 
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mittelgroße Hämozyten mit kleinem bis mittelgroßem, rundem Zellkern (Abb. 4.13 B & B‘, 

weiße Pfeilspitze). 

 
 
4.2.1.1 1 h post Injektion 
 
1 h nach E. coli-Injektion konnten in der Population der zirkulierenden Hämozyten stimulierter 

L5d2-Larven 2,19 ± 0,17 % E. coli-kolokalisierte Hämozyten detektiert werden (Abb. 4.13 G). 

Größtenteils handelte es sich dabei um große, gespreitete Hämozyten mit großem, unregel-

mäßigem Zellkern (Abb. 4.13 A & A‘, weiße Pfeilspitze). Kolokalisiert mit den wenigen zirku-

lierenden Hämozyten dieser Subpopulation konnten unbestimmbar große Anzahlen E. coli de-

tektiert werden. Die für E. coli charakteristische Morphologie in Form gerader, zylindrischer, 

abgerundeter Stäbchen war in der Bildgebung erkennbar. Bei den Hämozyten dieser Subpo-

pulation waren zusätzliche, kolokalisierte Zellkerne detektierbar (Abb. 4.13 A‘, weiße Pfeil-

spitze). Dabei handelte es sich um kleine bis mittelgroße, unregelmäßige Zellkerne. Kleine bis 

mittelgroße, ungespreitete Hämozyten mit kleinem bis mittelgroßem, rundem Zellkern konnten 

in diesem Treatment als zweite E. coli-kolokalisierte Subpopulation identifiziert werden (per-

sönliche Beobachtung). Kolokalisiert mit den Hämozyten dieser Subpopulation waren oft ein-

zelne E. coli detektierbar. Allgemein konnten E. coli-kolokalisierte Hämozyten auch als 

DSCAM-positiv identifiziert werden (Abb. 4.13 A‘, weiße Pfeilspitze). 

 
 
4.2.1.2 6 h post Injektion 
 
In der Population der zirkulierenden Hämozyten stimulierter L5d2-Larven 6 h nach E. coli-In-

jektion konnten 3,49 ± 1,37 % E. coli-kolokalisierte Hämozyten detektiert werden (Abb. 4.13 

G). Größtenteils handelte es sich dabei um kleine bis mittelgroße, leicht gespreitete Hämozy-

ten mit kleinem bis mittelgroßem, unregelmäßig rundem Zellkern (Abb. 4.13 B & B‘, weiße 

Pfeilspitze). Kolokalisiert mit den Hämozyten dieser Subpopulation waren ein bis wenige 

E. coli detektierbar. Die für E. coli charakteristische Morphologie in Form gerader, zylindri-

scher, abgerundeter Stäbchen war erkennbar (Abb. 4.13 B‘, weiße Pfeilspitze). Allgemein 

konnten 6 h nach Injektion kaum bis gar keine großen, gespreiteten Hämozyten mit großem, 

unregelmäßigem Zellkern detektiert werden (persönliche Beobachtung). Die in Hämolymph-

zirkulation detektierbaren E. coli-kolokalisierten Hämozyten konnten auch als DSCAM-positiv 

identifiziert werden (Abb. 4.13 B‘, weiße Pfeilspitze). 

 
 
4.2.1.3 10 h post Injektion 
 
10 h nach E. coli-Injektion konnte mit einem total-PIE. coli von 8,58 ± 2,88 % der im Durchschnitt 

größte Anteil E. coli-kolokalisierter Hämozyten der Testreihe detektiert werden (Abb. 4.13 G). 
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Größtenteils handelte es sich dabei um große, gespreitete Hämozyten mit großem, unregel-

mäßigem Zellkern, die 10 h nach E. coli-Injektion wieder in Hämolymphzirkulation detektierbar 

waren (Abb. 4.13 C & C‘, weiße Pfeilspitze). Kolokalisiert mit den Hämozyten dieser Subpo-

pulation waren oft mehrere voneinander abgegrenzte FITC-Signale markierter E. coli erkenn-

bar. Die für E. coli charakteristische Morphologie war nicht mehr erkennbar. Das mit den Hä-

mozyten kolokalisierte FITC-Signal war meist ähnlich der Morphologie von Phagolysosomen 

detektierbar, sodass die Anzahl der kolokalisierten E. coli nicht mehr quantifizierbar war 

(Abb. 4.13 C‘, weiße Pfeilspitze). Zusätzlich konnte bei vielen Hämozyten dieser Subpopula-

tion eine Kolokalisation von FITC- und DSCAM-Signal in identischer Ausprägung detektiert 

werden (Abb. 12.5 im Appendix). Kleine bis mittelgroße, ungespreitete Hämozyten mit kleinem 

bis mittelgroßem, rundem Zellkern konnten als zweite E. coli-kolokalisierte Subpopulation 

identifiziert werden (persönliche Beobachtung). Allerdings konnten nur wenige Hämozyten die-

ser Subpopulation mit einzelnen kolokalisierten E. coli identifiziert werden. Allgemein konnten 

E. coli-kolokalisierte Hämozyten auch als DSCAM-positiv identifiziert werden (Abb. 4.13 C‘, 

weiße Pfeilspitze). 

 
 
4.2.1.4 15 h post Injektion 
 
In der Population der zirkulierenden Hämozyten stimulierter L5d3-Larven 15 h nach E. coli-

Injektion konnten 6,70 ± 1,09 % E. coli-kolokalisierte Hämozyten detektiert werden (Abb. 4.13 

G). In Relation zum im Durchschnitt größten, detektierbaren total-PIE. coli 10 h nach Injektion 

(Kap. 4.2.1.3) war der detektierbare Anteil E. coli-kolokalisierter Hämozyten 15 h nach Injek-

tion geringer. Qualitativ handelte es sich beim Großteil der E. coli-kolokalisierten Hämozyten 

um mittelgroße bis große, gespreitete Hämozyten mit großem, unregelmäßigem Zellkern (Abb. 

4.13 D & D‘, schwarze Pfeilspitze). Kolokalisiert mit den Hämozyten dieser Subpopulation wa-

ren mehrere bis viele E. coli bzw. mehrere voneinander abgegrenzte FITC-Signale markierter 

E. coli detektierbar. Die für E. coli charakteristische stäbchenförmige Morphologie war teil-

weise erkennbar. Erstmals konnten auch DSCAM-negative Hämozyten innerhalb der Subpo-

pulation detektiert werden (Abb. 4.13 D‘, schwarze Pfeilspitze). Kleine bis mittelgroße, un-

gespreitete Hämozyten mit kleinem bis mittelgroßem, rundem Zellkern konnten als zweite 

E. coli-kolokalisierte Subpopulation identifiziert werden (Abb. 4.13 D & D‘, weiße Pfeilspitze). 

Nur wenige Hämozyten dieser Subpopulation konnten mit einzelnen kolokalisierten E. coli    

detektiert werden (persönliche Beobachtung). Allgemein konnten E. coli-kolokalisierte Hä-

mozyten auch als DSCAM-positiv identifiziert werden (Abb. 4.13 D‘, weiße Pfeilspitze). 
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4.2.1.5 20 h post Injektion 
 
20 h nach E. coli-Injektion konnten in der Population der zirkulierenden Hämozyten stimulierter 

L5d3-Larven 4,15 ± 0,58 % E. coli-kolokalisierte Hämozyten detektiert werden (Abb. 4.13 G). 

Damit war der total-PIE. coli geringer als 10 bzw. 15 h nach Injektion (Kap. 4.2.1.3 bzw. 4.2.1.4). 

Beim Großteil der Population der E. coli-kolokalisierten Hämozyten handelte es sich um mit-

telgroße bis große, gespreitete Hämozyten mit großem, unregelmäßigem Zellkern (Abb. 4.13 

E & E‘, weiße Pfeilspitze). Kolokalisiert mit den Hämozyten dieser Subpopulation waren meh-

rere bis viele E. coli bzw. mehrere voneinander abgegrenzte FITC-Signale markierter E. coli 

detektierbar. Die für E. coli charakteristische Morphologie in Form gerader, zylindrischer, ab-

gerundeter Stäbchen war in der Bildgebung erkennbar. Bei einigen Hämozyten dieser Subpo-

pulation waren zusätzliche kolokalisierte Fragmente von Zellkernen detektierbar (Abb. 4.13 E‘, 

weiße Pfeilspitze). Kleine bis mittelgroße, ungespreitete Hämozyten mit kleinem bis mittelgro-

ßem, rundem Zellkern konnten als zweite E. coli-kolokalisierte Subpopulation identifiziert wer-

den (persönliche Beobachtung). Wenige Hämozyten dieser Subpopulation konnten mit einzel-

nen kolokalisierten E. coli detektiert werden (persönliche Beobachtung). Allgemein konnten 

E. coli-kolokalisierte Hämozyten auch als DSCAM-positiv identifiziert werden (Abb. 4.13 E‘, 

weiße Pfeilspitze). In Relation zu den Treatments 1 h bis 15 h nach Injektion war die Signalin-

tensität der DSCAM-Markierung heterogen ausgeprägt (Abb. 4.13 E‘, weiße und schwarze 

Pfeilspitze im Vergleich). So konnten 20 h nach E. coli-Injektion erstmals viele Hämozyten mit 

schwachem DSCAM-Signal detektiert werden (Abb. 4.13 E‘, schwarze Pfeilspitze). 
 
 
4.2.1.6 24 h post Injektion 
 
24 h nach E. coli-Injektion konnte mit einem total-PIE. coli von 0,90 ± 0,33 % der im Durchschnitt 

geringste Anteil E. coli-kolokalisierter Hämozyten der Testreihe detektiert werden (Abb. 4.13 

G). Dementsprechend konnten nur wenige Hämozyten mit einzelnen kolokalisierten E. coli bis 

gar keine E. coli-kolokalisierten Hämozyten identifiziert werden (Abb. 4.13 F‘). Die Signalin-

tensität der DSCAM-Markierung war heterogen ausgeprägt, insofern sowohl DSCAM-positive 

als auch DSCAM-negative Hämozyten detektiert werden konnten. Bei den DSCAM-positiven 

Hämozyten handelte es sich größtenteils um mittelgroße, ungespreitete Hämozyten mit gro-

ßem, unregelmäßigem Zellkern (Abb. 4.13 F & F‘, graue Pfeilspitze). Bei DSCAM-negativen 

Hämozyten handelte es sich hingegen um kleine bis mittelgroße, ungespreitete und gesprei-

tete Hämozyten mit kleinem bis mittelgroßem, unregelmäßig rundem Zellkern (Abb. 4.13 

F & F‘, schwarze Pfeilspitze). 
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Abbildung 4.13, inklusive vorherige 
Seite: Der Anteil zirkulierender, 
E. coli-kolokalisierter Hämozyten bak-
teriell stimulierter M. sexta L5d2-Lar-
ven ist 10 h nach E. coli-Injektion am 
höchsten. 
Charakterisierung und Quantifizierung 
zirkulierender, E. coli-kolokalisierter Hä-
mozyten bakteriell stimulierter Manduca 
sexta L5d2- und L5d3-Larven 1 – 24 h 
nach Injektion PFA-abgetöteter, FITC-
markierter E. coli K12 D31-Y. 
A – F: Differenzial-Interferenzkontrast-
mikroskopie (DIC) larvaler Hämozyten. 
A‘ – F‘: Indirekte Immunmarkierung lar-

valer Hämozyten mit anti-D. melanogaster-DSCAM-Immunserum (anti-DmDSCAM EC 19545) und DyLight 549-
konjugiertem Sekundärantikörper (rot), visualisiert mittels Epifluoreszenzmikroskopie. Hämozyten-Zellkerne, mar-
kiert mit DAPI (blau). FITC-markierte E. coli (grün). Der Overlay von Antikörpermarkierung, Kernfärbung und     
FITC-markierten E. coli wurde mit ImageJ2 erstellt. Weiße Pfeilspitze: DSCAM-positive Hämozyte, kolokalisiert    
mit E. coli; graue Pfeilspitze: DSCAM-positive Hämozyte; schwarze Pfeilspitze: DSCAM-negative Hämozyte. Der 
Messbalken entspricht 20 μm. G: Totaler PhagozytoseindexE. coli (Mittelwert ± SD) larvaler Hämozyten. Je Treat-
ment wurden die Hämozyten von drei Larven (n = 3) analysiert. Je Larve wurden 1500 Hämozyten analysiert. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ergebnisfazit 
• Anteil zirkulierender, E. coli-kolokalisierter Hämozyten bakteriell stimulierter L5d2- 

und L5d3-Larven nach E. coli-Injektion: 
o am höchsten: 10 h nach Injektion (total-PIE. coli: 8,58 ± 2,88 %) 
o am niedrigsten: 24 h nach Injektion (total-PIE. coli: 0,90 ± 0,33 %) 

• Bei E. coli-kolokalisierten Hämozyten bakteriell stimulierter L5d2- und L5d3-Larven 
im Verlauf von 24 h nach E. coli-Injektion handelt es sich um: 

o große, gespreitete Hämozyten mit großem, unregelmäßigem Zellkern 
o kleine, ungespreitete Hämozyten mit kleinem, rundem Zellkern 
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4.2.2 3D-Analyse: Intrazelluläre Bakterienaufnahme 
 

 
Zur Bestimmung der intra- bzw. extrazellulären Lage kolokalisierter E. coli wurden zirkulie-

rende Hämozyten bakteriell stimulierter M. sexta L5d2-Larven 1 h nach E. coli-Injektion mittels 

Epifluoreszenzmikroskopie analysiert. Daraus resultierende zweidimensionale Bildaufnahmen 

(xy-Ebene, Abb. 4.14 1B & C) wurden mittels z-Ebenen-Rekonstruktion und computergestütz-

tem Clearing (THUNDER Technologie, Leica Microsystems) zu einem dreidimensionalen Bild 

(xyz) zusammengesetzt (Abb. 4.14 2A). Alle drei Ebenen des 3D-Bildes (xy, xz und yz) wurden 

separat dargestellt und die Lage der kolokalisierten E. coli (FITC) in Relation zum Zellkern 

(DAPI) und DSCAM-Signal analysiert. 

In der Population der mit E. coli kolokalisierten Hämozyten konnten hauptsächlich große, ge-

spreitete Hämozyten mit großem, unregelmäßigem Zellkern detektiert werden (Abb. 4.14 1A-

C Pfeilspitze). Hämozyten dieser Subpopulation waren kolokalisiert mit nicht quantifizierbaren 

Anzahlen E. coli sowie mit ein, zwei oder mehreren zusätzlichen Zellkernen wie zuvor in Kap. 

4.2.1.1 beschrieben (Abb. 4.14 1B Pfeilspitze, vgl. Abb. 4.13 A‘). Kolokalisierte E. coli waren 

dabei anhand des FITC-Signals in Form gerader, zylindrischer, abgerundeter Stäbchen detek-

tierbar. Im Querschnitt (xy-Ebene) der 3D-Rekonstruktion sind die E. coli an gegenüberliegen-

den Zellpolen um die Zellkerne herum angeordnet (Abb. 4.14 2B). In der orthogonalen x-Ach-

sen-Ansicht (xz-Ebene) ist die Anordnung des FITC-Signals kolokalisierter E. coli (graue und 

schwarze Pfeilspitze) in derselben z-Ebene des Zellkernsignals (weiße Pfeilspitze) ersichtlich 

(Abb. 4.14 2C). E. coli- und Kernsignal liegen dabei unmittelbar nebeneinander und sind distal 

von DSCAM-Signal in derselben z-Ebene begrenzt (Abb. 4.14 2C weiße & graue Pfeilspitze). 

Die gleiche Anordnung zeigt sich ebenfalls in der orthogonalen y-Achsen-Ansicht (yz-Ebene), 

wobei die FITC-Signale mehrerer E. coli beiderseits distal von DSCAM-Signal begrenzt sind 

(Abb. 4.14 2D graue und gestreifte Pfeilspitze). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fragestellung 
Wie sind das DSCAM-Signal von Hämozyten und kolokalisierte Zellkern- und E. coli- 

Signale in der z-Ebene angeordnet? 
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Abbildung 4.14: Vergleichende 3D-Analyse einer E. coli-kolokalisierten Hämozyte. 
Z-Ebenen-Analyse mikroskopischer 1: 2D-Aufnahmen und 2: 2D- bzw. 3D-Rekonstruktionen einer larvalen Hä-
mozyte und kolokalisierter E. coli. 1A: Differenzial-Interferenzkontrastmikroskopie (DIC) und 1B & C: Epifluores-
zenzmikroskopie nach Immunmarkierung von Hämozyten bakteriell stimulierter L5d2-Larven mit anti-DmDSCAM 
EC 19545 und DyLight 549-konjugiertem Sekundärantikörper (rot). Hämozyten-Zellkerne, markiert mit DAPI (blau). 
PFA-abgetötete, FITC (grün) markierte E. coli K12 D31-Y wurden zur systemischen Stimulation injiziert. Hämozy-
ten-Monolayer wurden 1 h nach Injektion präpariert. 1B: Einzelebenenprojektion ohne und 1C: mit optodigitalem 
Clearing (THUNDER). 2A: Z-Ebenen-Rekonstruktion (xyz) von 1C. Xy-Ebene (blaue Linie), xz-Ebene (rote Linie), 
yz-Ebene (grüne Linie). Einzelebenenprojektionen der 2B: xy-Ebene, 2C: xz-Ebene und 2D: yz-Ebene von 2A. 
Overlays, THUNDER Clearing und z-Ebenen-Rekonstruktionen wurden mit LAS X erstellt. Der Messbalken ent-
spricht 20 μm. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ergebnisfazit 
• DSCAM-Signal von Hämozyten und kolokalisierte Zellkern- und E. coli-Signale sind 

in derselben z-Ebene angeordnet. Kern- und E. coli-Signale sind distal von DSCAM-
Signal umschlossen. 
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5 Diskussion 
 
5.1 Sektion I: Charakterisierung von Dscam in der angeborenen Immunantwort lar-

valer Hämozyten von M. sexta 
 
5.1.1 Expression von dscam in unbehandelten Larven 
 
Genexpression in Vertebraten: Maus & Mensch im Vergleich 
Trotz struktureller Unterschiede in molekularer Diversität ist Dscam sowohl in Vertebraten als 

auch in Invertebraten an der Entwicklung des Nervensystems beteiligt und vermittelt neuronale 

Vernetzung, Bildung von Nervenbahnen und Axonführung (Hizawa et al., 2024b). Gleicherma-

ßen ist auch die Expression von Dscam in beiden Organismengruppen hauptsächlich in neu-

ronalem Gewebe dokumentiert (Schmucker & Chen, 2009). In der Maus wie im Mensch ist 

Dscam im embryonalen bzw. fetalen und adulten zentralen Nervensystem exprimiert 

(Yamakawa et al., 1998b; Barlow et al., 2002). Im Verlauf der Ontogenese zeigt sich in Mus 

musculus ein dynamisches Transkriptmuster. Northern Blotting und in-situ-Hybridisierung 

konnten zeigen, dass Dscam ab Woche zwei der murinen Embryogenese konstitutiv in Gehirn 

und Rückenmark sowie in den Augen exprimiert ist (Agarwala et al., 2001). In einzelnen Ent-

wicklungsstadien konnte Dscam Transkript auch in nicht-neuronalen Geweben im fetalen 

Herz, der Lunge, Leber und in den Extremitätenanlagen nachgewiesen werden. In adulten 

Mäusen wie auch im Mensch ist die Expression hingegen auf das Gehirn beschränkt 

(Yamakawa et al., 1998b; Barlow et al., 2002). 

 
Genexpression & Funktion in der Wirbeltier-Netzhaut 
Auffällig ist die extensive Expression von Dscam im embryonalen Auge, die im Stratum gangli-

onare (Ganglienzellschicht) sowie im Stratum nucleare internum (Innere Körnerschicht) der 

sich entwickelnden Retina lokalisiert werden konnte (Fuerst et al., 2008). Die Anordnung re-

tinaler Neuronen in zelluläre Schichten, welche wiederum in geordnete Mosaikreihen mit dis-

tinkten interzellulären Abständen organisiert sind, ist essentiell für die Struktur und Funktion 

der Wirbeltiernetzhaut (Galli-Resta et al., 2008). Voraussetzungen dafür sind zelluläre Erken-

nungsmechanismen und Kommunikation sowie die Homöostase von Zelladhäsion und Zellab-

stoßung (engl. repulsion). Loss-of-function Studien in Gallus domesticus und Mus musculus 

konnten die Beteiligung von Dscam insbesondere an letzteren physiologischen Prozessen zei-

gen. Dscam und drei nah verwandte Mitglieder der Ig-Superfamilie (Dscaml1, Sidekick-1 und 

Sidekick-2) sind in Amakrin-, Bipolar- und Ganglienzellen in nicht überlappenden Netzhaut-

schichten von Hühnerembryonen exprimiert (Yamagata et al., 2002) und an der Vermittlung 

von homophiler Zelladhäsion zwischen retinalen Neuronen beteiligt (Yamagata & Sanes, 

2008). Funktionsverlust resultierte in veränderter Synapsenbildung und fehlerhafter Vernet-

zung retinaler Neuronen im Stratum plexiforme internum. Zusätzlich zur Adhäsionsfunktion in 
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Gallus ist Dscam in Mus musculus auch an der Verzweigung, Organisation und Selbstvermei-

dung retinaler Neuronen beteiligt. Phänotypen mit Funktionsverlust von Dscam zeigten unre-

gelmäßig verzweigte Amakrinzellen mit hyperfaszikulierten Dendriten sowie aggregierte statt 

in regelmäßigen Mosaiken angeordnete Zellkörper (Fuerst et al., 2008). Diese Ergebnisse lie-

fern Indizien für die Beteiligung von murinem Dscam an iso- (engl. dendrite arborization) und 

heteroneuraler Selbstvermeidung (engl. axon tiling) bei retinalen Neuronen während der Emb-

ryonalentwicklung (Fuerst et al., 2009), was die Funktion von Dscam bei der Synapsenbildung 

bestätigt und dessen Relevanz für die Netzhautanatomie von Vertebraten unterstreicht (S. Li 

et al., 2015). 
 
Genexpression & Funktion in Invertebraten: Drosophila melanogaster 
Im Rahmen der Erstbeschreibung von Dscam in Drosophila melanogaster konnten Protein-

muster auf der Oberfläche von Hemiganglien, Komissuren und Konnektiven des embryonalen 

ZNS nachgewiesen werden (Schmucker et al., 2000). Nach Funktionsverlustmutation ist eine 

Bandbreite unterschiedlicher Phänotypen im ZNS detektierbar wie disruptierte Komissuren 

und longitudinale Faszikel bis hin zur Abwesenheit von Dscam Protein in homozygoten 

Dscam-Mutanten mit Heteroallelen. Generell zeigten sich alle Allele als larval letal, was auch 

bei Invertebraten eine essenzielle Rolle von Dscam bei der Neurogenese vermuten lässt. 

Analog zu Vertebraten ist Dscam auch in Drosophila an der Innervierung optischer Sinnesor-

gane beteiligt. Das Bolwig-Organ beschreibt eine larvale Struktur in Drosophila bestehend aus 

zwölf photosensitiven Rezeptorneuronen (Friedrich, 2013), welche vom Bolwig-Nerv innerviert 

werden, einem optischen Nerv, der auf einem konservierten Pfad mit einem Axonbündel in 

das larvale Zentralhirn projiziert (Schmucker et al., 1997). In Dscam Mutanten sind Phänoty-

pen mit verfehlter Innervierung detektierbar, was die Funktion von Dscam in der Axonführung 

unterstreicht (Schmucker et al., 2000). 

Mittels RT-PCR mit Exonkassetten flankierenden Primern und anschließender Einzelstrang-

Konformationspolymorphismus-Gelelektrophorese (engl.: Single-strand conformation poly-

morphism gel electrophoresis, Abk.: SSCP-Gelelektrophorese) wurde die Sequenzidentität al-

ternativer Dscam Spleißformen in RNA-Isolaten unterschiedlicher Entwicklungsstadien und 

Körperteile von Drosophila untersucht. Elektrophoretische Analyse der PCR-Amplifikate ergab 

distinkte Spleißformenprofile von Exonkassette vier in embryonalen, larvalen und adulten Ent-

wicklungsstadien (Celotto & Graveley, 2001a). Gemessen an der Gesamtheit der Dscam Exon 

vier Transkripte innerhalb eines Entwicklungsstadiums fiel der Anteil des alternativen Exons 

4.8 im Embryo am höchsten aus, während Exon 4.2 das prominenteste in adulten Fliegen war. 

Ebenso zeigten Körperteil-spezifische RNA-Isolate vom adulten Kopf, den Antennen, Flügeln 

und thorakalen Extremitäten unterschiedliche Spleißformenprofile. Insgesamt legen die Daten 

entwicklungs- und körperteilspezifische Expression nahe. Trotz anatomischer Unterschiede 

der präparierten Proben müssen potenzielle Kontaminationen durch Tracheen, Nerven-, Fett- 
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und Muskelgewebe berücksichtigt werden, weshalb keine gewebespezifischen Aussagen 

möglich sind. Die entwicklungsabhängige Expression unterschiedlicher Spleißformenprofile 

von Dscam konnte im Rahmen einer Microarray-Studie bestätigt und um Transkriptionsdaten 

der Exonkassetten sechs und neun erweitert werden (Neves et al., 2004). Distinkte Expressi-

onsprofile der drei Exonkassetten in embryonalen, larvalen und adulten Fliegen lassen Rück-

schlüsse auf Regulation im Verlauf der Ontogenese zu, wobei Expressionsunterschiede inner-

halb von Kassette neun am größten waren. Mittels spezifischer Organpräparation bzw. Fluo-

reszenz-aktivierter Zellsortierung (engl.: fluorescence activated cell sorting, Abk.: FACS) konn-

ten zusätzlich gewebespezifische Expressionsprofile von Exonkassette neun im larvalen Zent-

ralhirn sowie in distinkten Photorezeptor-Subpopulationen und Hämozyten detektiert werden. 

Im Unterschied zum Nervengewebe setzt sich der Großteil (80 – 90 %) des Transkript-Reper-

toires larvaler Hämozyten aus den fünf Spleißvarianten 9.6, 9.9, 9.13, 9.30 und 9.31 zusam-

men (Neves et al., 2004). Das gleiche Spleißformenprofil konnte auch in Fettkörperzellen un-

stimulierter Stadium drei Larven detektiert werden (Watson et al., 2005a). Beide Microarray-

Studien zeigen, dass sich die im Fettkörper und in Hämozyten exprimierten Exon neun Spleiß-

varianten ähneln und distinkt vom Zentralhirn unterscheiden (Neves et al., 2004; Watson et 

al., 2005a). Die Ähnlichkeit der Spleißformenprofile legt nahe, dass die Regulation der Gen-

expression von Dscam in immunkompetenten Geweben und Organen der Insekten wie den 

Hämozyten und dem Fettkörper zusammenhängt und sich von neuronalem Gewebe unter-

scheidet (Hillyer, 2016). Einzelzellsortierung zirkulierender Hämozyten und postmitotischer 

Neuronen von Stadium drei Larven zeigte zudem die Expression multipler Spleißformen einer 

Exonkassette in einer einzigen Zelle (Neves et al., 2004). 

 
Konstitutive Genexpression in Tribolium castaneum 
Homolog zu Drosophila ist Dscam1 auch in allen Entwicklungsstadien (Embryo, Larve, Puppe 

und Adult) von Tribolium castaneum exprimiert, wobei das konstitutive Transkriptniveau im 

larvalen und adulten Gehirn am höchsten war (Peuß et al., 2016). In larvalen und adulten 

immunkompetenten Geweben (Fettkörper und Hämozyten) sowie in adulten Testis und Ova-

rien war das konstitutive Expressionsniveau von Dscam1 niedrig im Vergleich zum Nervenge-

webe bzw. zu den für antimikrobielle Peptide kodierenden Genen Attacin2 und Coleoptericin1 

nach Immunstimulation. 
 
Vergleichende Genexpression in Crustaceen 
Innerhalb der Pancrustaceae stammt ein Großteil der Daten zur gewebespezifischen Expres-

sion von dscam über das ZNS, den Fettkörper und die Hämozyten hinaus aus Transkriptions-

studien in marinen Vertretern der Crustaceae. Quantitative RT-PCR-Analysen von RNA-Isola-

ten aus Geweben und Organen adulter Chinesischer Wollhandkrabben (Eriocheir sinensis) 

zeigten Expression von dscam in allen getesteten Proben des Herz-Kreislauf-, Verdauungs-, 
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Immun- und Nervensystems sowie in der Muskulatur und Stoffwechsel-, Atem- und Reproduk-

tionsorganen (Jin et al., 2013; J. Wang et al., 2013; X. Zhang et al., 2023). Mit Ausnahme der 

Expression von dscam in den Zerebralganglien und Kiemen unterscheiden sich die detektier-

ten relativen Transkriptniveaus im adulten Herz, Magen, Darm und Hepatopankreas sowie in 

der Muskulatur und den Hämozyten in allen drei Studien voneinander. Die Fähigkeit der In-

secta und Crustaceae zum Aufbau eines Immungedächtnisses, Befunde über signifikant er-

höhte dscam Expression nach Infektion (Armitage et al., 2015a) und substantielle Expressi-

onsunterschiede in immunkompetenten Geweben und Organen wie dem Darm und den Hä-

mozyten (Jin et al., 2013; X. Zhang et al., 2023) unterstreichen die Relevanz kontrollierter, 

hygienischer und aseptischer Zuchtbedingungen um immunnaive Expressionsmuster von 

Dscam detektieren zu können. Die prominente Expression von dscam im lymphoiden Organ 

adulter Schwarzer Tigergarnelen (Penaeus monodon), einem exklusiv in der Familie der Gar-

nelen (Penaeidae) vorkommenden Immunorgan mit Phagozytosekompetenz (Rusaini & 

Owens, 2010), legt zudem eine Funktion von Dscam im Rahmen der angeborenen Immunan-

twort nahe (Chou et al., 2011a). 

 
Expression von dscam in Manduca sexta: Erstbeschreibung & Annotation 
Die Erstbeschreibung von Dscam im Amerikanischen Tabakschwärmer geht auf das 

„Manduca sexta genome and transcriptome project“ zurück. Ziel des Projektes war die Anno-

tation des Manduca-Genoms anhand von Transkriptom-Daten aus Geweben und Organen 

(Kopf, Fettkörper, Mitteldarm, Malpighische Gefäße, Muskulatur, Testis und Ovarien) unter-

schiedlicher Entwicklungsstadien (Embryo, Larve, Puppe und Imago) (Cao & Jiang, 2015). Mit 

Ausnahme der Testis zeigte die Analyse der cDNA-Bibliotheken mittels Illumina-Sequenzie-

rung (Next-Generation Sequencing, Abk.: NGS) niedrige Transkript-Level von Dscam in allen 

getesteten Geweben, Organen und Entwicklungsstadien (X. Zhang et al., 2015), was auf nied-

rige mRNA-Expression in unstimulierten bzw. immunnaiven Tieren schließen lässt.  

 
Dscam-Expression in larvalen Geweben und Organen von Manduca sexta 
In allen untersuchten Spezies der Vertebraten und Invertebraten ist dscam im zentralen Ner-
vensystem unterschiedlicher Entwicklungsstadien konstitutiv mit hohem Transkriptionsniveau 

exprimiert. Die RT-PCR-Analyse von RNA-Isolaten des ZNS unbehandelter M. sexta L5d2-

Larven bestätigt die Befunde in artfremden Organismen (siehe Abbildung 4.1 C) und unter-

streicht einmal mehr die evolutionär konservierte Expression von dscam im Nervensystem. 

Neben der vielfach bestätigten Funktion von Dscam in der Neurogenese wird aufgrund von 

Befunden in Drosophila und Anopheles eine zweite Funktion in der angeborenen Immunant-

wort von Invertebraten extensiv diskutiert (Watson et al., 2005a; Dong et al., 2006a; Armitage 

et al., 2015a). Trotz einer Vielzahl unterschiedlicher Expressionsdaten ist das Transkriptions-

profil von Dscam in immunkompetenten Geweben und Organen der Insekten bis heute nicht 
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vollständig untersucht und stützt sich hauptsächlich auf Microarray-Daten aus dem Fettkörper 

und den Hämozyten von Drosophila. Hämozyten sind die primären Immunzellen der Insekten, 

welche im Rahmen der zellulären Immunantwort an Phagozytose sowie an der Sekretion hu-

moraler Immunfaktoren beteiligt sind (Strand, 2008; Hillyer & Strand, 2014a). Beim Fettkörper, 

Mitteldarm und den Labialdrüsen handelt es sich primär um Verdauungs- und Stoffwechselor-

gane der Insekten mit sekundär humoralen Immunfunktionen wie der Sekretion von antimik-

robiell, lytisch bzw. zytotoxisch wirksamen Molekülen (Hillyer, 2016). Unter den vier immun-

kompetenten Geweben und Organen unbehandelter L5d2-Larven konnte das höchste relative 

Dscam mRNA-Level im Mitteldarm detektiert werden, während die Expression in zirkulieren-

den Hämozyten und im Fettkörper niedriger ist (siehe Abbildung 4.1 C), was Transkriptions-

daten in Eriocheir und Tribolium bestätigt (Jin et al., 2013; Peuß et al., 2016). In den Labial-
drüsen unbehandelter Larven konnte auch nach RT-PCR mit 34 Reaktionszyklen (siehe Ta-

belle 3.8) keine Transkription detektiert werden. Diese distinkten Expressionsmuster von 

dscam können mit einem unterschiedlichen Maß an Exposition gegenüber Mikroorganismen 

einhergehen, insofern Diversität und Abundanz im Mitteldarm-assoziierten Mikrobiom von In-

sekten unter physiologischen Bedingungen größer sind als im Hämocoel (Hammer et al., 

2017a; Blow & Douglas, 2019a). Ebenso wie in den Labialdrüsen war in den larvalen häma-
topoetischen Organen, die an der Bildung von Plasmatozyten und Prohämozyten beteiligt 

sind (Nardi et al., 2003; C.-R. von Bredow et al., 2021), keine Transkription von Dscam nach-

weisbar (siehe Abbildung 4.1 C). Proximal der hämatopoetischen Organe sind die larvalen 

Flügelanlagen lokalisiert (C.-R. von Bredow et al., 2021), deren relatives Dscam mRNA-Level 

vergleichbar mit dem Transkriptniveau im Mitteldarm ist (siehe Abbildung 4.1 C). In Imagi-

nalscheiben projizierende Nervenbahnen sowie Expressionsprofile Neuronen-assoziierter 

Gene legen nahe (Jan et al., 1985; Klebes et al., 2002), dass die prominente Expression von 

dscam in den Flügelanlagen auf Nervenzellen zurückzuführen ist. 
 
Fazit 
Die Transkriptionsdaten von Dscam im zentralen Nervensystem unbehandelter Manduca 

sexta L5d2-Larven bestätigen Befunde zur Genexpression in neuronalen Geweben der In-

secta (D. melanogaster, A. mellifera), Crustaceae (D. pulex), Chordata (D. rerio), Amphibia (X. 

laevis), Aves (G. gallus) und Mammalia (M. musculus, H. sapiens) und betonen eine evolutio-

när konservierte Funktion von Dscam in der Neurogenese aller Metazoa (Schmucker & Chen, 

2009; Hizawa et al., 2024b). Das hohe relative mRNA-Level im ZNS des fünften und letzten 

Larvenstadiums von Manduca legt zudem eine über die Embryonalentwicklung hinaus anhal-

tende Funktion von Dscam in der Aufrechterhaltung neuronaler Verschaltungen nahe, wie be-

reits für retinale Synapsen adulter Mäuse beschrieben (Fuerst et al., 2016; Simmons et al., 

2016, 2017). Auffällig ist das relative mRNA-Level von Dscam in den larvalen Flügelanlagen 

von Manduca, was auf Expression in sensorischen Nervenzellen der Imaginalscheiben 
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zurückzuführen sein könnte (Edwards et al., 1978; Murray et al., 1984; Huang et al., 1991). In 

zirkulierenden Hämozyten, Fettkörper und Labialdrüsen unbehandelter Larven sind Dscam 

Transkripte nur mit niedrigem mRNA-Level bzw. gar nicht nachweisbar. Die Transkriptionsda-

ten legen nahe, dass dscam in immunkompetenten Geweben und Organen immunnaiver Lar-

ven nicht bzw. nur schwach exprimiert ist, aktive Expression in diesen Geweben reguliert und 

abhängig von Entzündung, Infektion oder Immunaktivierung ist (W. Li, 2021). Mit dem höchs-

ten relativen Dscam mRNA-Level unter immunkompetenten Geweben und Organen stellt der 

Mitteldarm eine Ausnahme dar. Die Transkriptionsdaten deuten auf konstitutive Expression 

von dscam in immunnaiven Larven, was mit dem Darm-assoziierten Mikrobiom und der dau-

erhaften Exposition des Mitteldarms gegenüber Mikroorganismen zusammenhängen könnte 

(Hammer et al., 2017b; McMillan & Adamo, 2020; Spencer et al., 2025). Orale Infektionsver-

suche und Dscam-Spleißformenanalyse mittels whole transcriptome sequencing (NGS) könn-

ten neue Erkenntnisse zur Rolle von Dscam in Darm-assoziierter angeborener Immunität lie-

fern. Insgesamt würden qRT-PCR-Analysen und NGS von RNA-Isolaten immunkompetenter 

Gewebe und Organe unterschiedlicher Entwicklungsstadien und unter Immunstimulation ein 

ganzheitliches Bild der organspezifischen Expression von dscam in Manduca und dessen 

Funktion in angeborener Immunität ermöglichen. 
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5.1.2 Expression von dscam und immunrelevanter Gene in Hämozyten bakteriell sti-
mulierter Larven 

 
Dscam gehört zur Immunglobulin-Superfamilie (Ig-SF) der Zelloberflächenrezeptoren und ist 

in Invertebraten durch hohe molekulare Diversität in Folge extensiven alternativen Spleißens 

charakterisiert. Strukturell besteht Dscam aus einer extrazellulären Region mit mehreren Im-

munglobulin- und Fibronektin-Domänen, einer einzelnen Transmembrandomäne sowie einem 

zytoplasmatischen Abschnitt, der an Signaltransduktion beteiligt ist (vgl. Abbildung 2.2). Ur-

sprünglich in der neuronalen Entwicklung beschrieben, wird Dscam inzwischen in vielen In-

sekten und Krebstieren mit einer Rolle in der angeborenen Immunität als Pathogenerken-

nungsrezeptor diskutiert. 

Allgemein konnte in Hämozyten immunstimulierter Insekten Hochregulation und Diversifizie-

rung der dscam-Expression beobachtet werden. In Drosophila melanogaster ist starke Expres-

sion in Plasmatozyten in Folge bakterieller Infektion dokumentiert (Celotto & Graveley, 2001b). 

Nach septischer Infektion ist die Expression membranständiger und löslicher Dscam-Formen 

beschrieben, die an Opsonisierung und Phagozytose von Bakterien beteiligt sind (Watson et 

al., 2005b). In Anopheles gambiae ist die Transkription von dscam als induzierbar beschrie-

ben, insofern Immunstimulation zur Bildung Pathogen-spezifischer Spleißvarianten führt 

(Dong et al., 2006b). So konnten mittels qRT-PCR-Analysen und Transkriptomsequenzierung 

distinkte Spleißformenrepertoires gezeigt werden, die jeweils spezifisch nach Stimulation mit 

Bakterien, Pilzen oder Parasiten nachweisbar sind (Dong et al., 2006b). In zirkulierenden Hä-

mozyten von Manduca sexta konnte nach bakterieller Stimulation ein um das 1,5-fach erhöhte 

mRNA-Level von Dscam nachgewiesen werden (Gunaratna & Jiang, 2013). Damit ergibt sich 

ein konsistentes Muster erhöhter Dscam-mRNA-Expression nach mikrobieller Stimulation. 

 
Eater ist ein transmembraner Phagozytoserezeptor der Nimrod-Familie, die aufgrund struktu-

reller Homologie der Immunglobulin-Superfamilie zugeordnet wird (Melcarne et al., 2019). Die 

extrazelluläre Domäne von Eater besteht aus EGF-ähnlichen Motiven (sog. Nimrod-Repeats), 

die direkte Bindung von Bakterien vermitteln (Kurucz et al., 2007). In Drosophila melanogaster 

ist die Expression von eater ausschließlich in Plasmatozyten ist nachgewiesen (Kocks et al., 

2005; Kroeger Jr. et al., 2012). Dementsprechend bilden Eater und Paraloga wie Nimrod C1 

eine konservierte Rezeptorfamilie in Dipteren und Coleopteren (Estévez-Lao & Hillyer, 2014). 

Im Allgemeinen ist die Expression von eater in Hämozyten nach mikrobieller Stimulation hoch-

reguliert. In Drosophila melanogaster ist eine konstitutiv hohe Expression dokumentiert, die 

bakterielle Bindung und Phagozytose ermöglicht (Kocks et al., 2005). In A. gambiae ist Induk-

tion der Genexpression nach bakterieller Infektion beschrieben (Estévez-Lao & Hillyer, 2014). 

Somit ergibt sich ein Muster konstitutiv hoher oder induzierter Expression, was eine konser-

vierte Funktion im Rahmen der angeborenen Immunantwort der Insekten nahelegt. 
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Insbesondere ist für Eater Bindungsaffinität gegenüber Gram-positiven Bakterien dokumen-

tiert (Melcarne et al., 2019). 

 
Lysozyme sind antimikrobielle Proteine der Glykosidase-Familie (Muramidasen) mit enzyma-

tischer Wirkung. Erstmals wurde Lysozym 1922 von Alexander Fleming beschrieben (Fleming, 

1997; Wohlkönig et al., 2010). Durch Spaltung β-1,4-glykosidischer Bindungen im Peptidogly-

kan bakterieller Zellwände entfalten Lysozyme lytische Wirkung primär bei Gram-positiven 

Bakterien (T. Wu et al., 2019). Im Zuge von Genduplikation und funktioneller Diversifizierung 

sind in Insekten-Genomen meist mehrere Lysozym-Gene nachweisbar, die für c-Typ-Lysozym 

codieren und mit Funktionen in Immunität und Verdauung dokumentiert sind (Daffre et al., 

1994; Hultmark, 1996; Bachali et al., 2002). Im Genom von Drosophila sind 17 potenzielle 

Lysozym-Gene beschrieben, in Anopheles gambiae acht (Zou et al., 2007; Marra et al., 2021). 

Allgemein ist nach Immunstimulation eine erhöhte Expression von lysozym in Hämozyten be-

schrieben. Transkriptom-Screening mittels RT-PCR zeigte konstitutive Expression von 

lysozym im larvalen Fettkörper, Epidermis und Hämozyten von Bombyx mori während nach 

bakterieller Stimulation durch Hämocoel-Injektion von Enterobacter cloacae erhöhte mRNA-

Level in allen drei Geweben detektiert werden konnten (Lee & Brey, 1995; Tanaka et al., 2008). 

Eine Studie zur Expression immunrelevanter Gene im adulten Reismehlkäfer Tribolium cas-

taneum bestätigt diesen Befund. So konnte die Expression von zwei der vier Isoformen im 

Genom von Tribolium (Tc-lysozyme2, Tc-lysozyme3) mittels quantitativer RT-PCR nach mik-

robieller Stimulation als stark induzierbar dokumentiert werden (Zou et al., 2007). Mittels 

Northern Blot-Analyse von Total-RNA-Isolaten aus primären Zellkulturen von Aedes aegypti 

Embryonen (Aag-2 Zellen) wurde die Expression von lysozym an unterschiedlichen Zeitpunk-

ten 1 – 72 h nach Stimulation untersucht. Bereits 3 h nach bakterieller Stimulation in vitro mit 

Hitze-inaktivierten E. coli und M. luteus konnte ein erhöhtes Lysozym-mRNA-Level detektiert 

werden, während in unstimulierten Kontrollen konstitutive Expression auf niedrigem Niveau 

nachgewiesen werden konnte (Gao & Fallon, 2000). 

Mittels organspezifischer Northern Blot Analysen konnte der larvale Fettkörper von Manduca 

sexta als primäre Quelle konstitutiver Expression von lysozym identifiziert werden (Mulnix & 

Dunn, 1994). 24 h nach Hämocoel-Injektion von Peptidoglykanfragmenten konnten in zirkulie-

renden Hämozyten sowie im Mitteldarm, Labialdrüsen, abdominaler Muskulatur, Ventralherz-

gefäß und perikardialem Komplex, Epidermis, Malpighischen Gefäßen und dem Fettkörper 

erhöhte Lysozym-mRNA-Level detektiert werden. 

In Futterexperimenten mit Bacillus thuringiensis und Escherichia coli konnte gewebsübergrei-

fende Signaltransduktion dokumentiert werden, insofern orale Infektion bei Manduca-Larven 

zu erhöhten Lysozym-mRNA-Leveln in zirkulierenden Hämozyten führte (Y. M. von Bredow et 

al., 2023). Nach Hämocoel-Infektion konnten keine erhöhten mRNA-Level in zirkulierenden 

Hämozyten detektiert werden. Insgesamt zeigt sich in Hämozyten eine konsistent erhöhte 
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Expression von lysozym nach Immunstimulation, was einen Beitrag von Hämozyten zur hu-

moralen Immunabwehr nahelegt. 

 
Attacine sind antimikrobielle Peptide mit hohem Glycin-Gehalt, die erstmals 1983 in der Hä-

molymphe von Hyalophora cecropia Puppen beschrieben wurden (Hultmark et al., 1983). At-

tacine zeigen Wirkspezifität gegen Gram-negative und Gram-positive Bakterien durch Desta-

bilisierung der äußeren Membran und Hemmung der bakteriellen Proteinsynthese (Engström 

et al., 1984; Buonocore et al., 2021). Basierend auf der Abwesenheit von konstitutiver Genex-

pression werden Attacine der Gruppe der induzierbaren antimikrobiellen Peptide zugeordnet 

und sind im Genom von Lepidopteren, Dipteren und Coleopteren codiert (Mylonakis et al., 

2016). 

In larvalen Hämozyten von Manduca sexta zählen vier von sechs Attacin-Genen zu den am 

stärksten hochregulierten Transkripten (Gunaratna & Jiang, 2013; He et al., 2015). In Tribolium 

castaneum ist insbesondere die Genexpression von Tc-attacin-2 als systemisch induziert do-

kumentiert (Zou et al., 2007). Insgesamt sind für Attacine konsistent erhöhte mRNA-Level in 

Hämozyten und Fettkörper nach Immunstimulation dokumentiert, wodurch Attacine als zent-

rale Effektoren der humoralen Immunität diskutiert werden (Buonocore et al., 2021). 

 
Gloverin codiert für Lepidoptera-spezifische, hitzestabile antimikrobielle Peptide mit hohem 

Glycin-Gehalt (Yi et al., 2014; Lian et al., 2025), die erstmals 1997 aus der Hämolymphe von 

Hyalophora gloveri Puppen nach Immunstimulation mit Enterobacter cloacae isoliert werden 

konnten (Axén et al., 1997). Das Wirkspektrum der Gloverine unterschiedlicher Vertreter der 

Lepidoptera umfasst primär Gram-negative Bakterien wie E. coli sowie artspezifische, selek-

tive Wirkung gegen Gram-positive Bakterien und Pilze wie Bacillus cereus, Staphylococcus 

aureus und Candida-Hefen (Xu et al., 2012; Lian et al., 2025). Der Wirkmechanismus beruht 

auf Bindung an oberflächlich präsentierte Moleküle und bakterielle Zellwandbestandteile wie 

Lipopolysaccharide, Lipoteichonsäure, Peptidoglykan und β-Glukane, wobei es über Destabi-

lisierung und Permeabilisierung zur Lyse bakterieller Zellmembranen kommt (Yi et al., 2013; 

Lian et al., 2025). 

Transkriptionsdaten von Spodoptera exigua und Manduca sexta zeigen Gloverin-mRNA in zir-

kulierenden Hämozyten immunnaiver Larven in niedriger, aber nachweisbarer Menge, was 

konstitutive Expression auf niedrigem Niveau in Hämozyten nahelegt (Hwang & Kim, 2011; Xu 

et al., 2012). Quantitative RT-PCR Analysen von Total-RNA-Isolaten aus larvalen Hämozyten, 

Fettkörper, Seidendrüsen, Mitteldarm und Malpighischen Gefäßen von Bombyx mori zeigten 

hingegen erst nach bakterieller Stimulation mit E. coli signfikante Transkriptmengen, insbe-

sondere für die Genisoformen Bmgloverin 4 in Hämozyten und Bmgloverin 2 & 3 im larvalen 

Fettkörper, was de novo Expression nach Immunstimulation nahelegt (Kaneko et al., 2007). 
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Die Transkription von dscam, eater, lysozym, attacin und gloverin in Hämozyten immunstimu-

lierter Manduca sexta-Larven wurde unter Verwendung genspezifischer DNA-Oligonukleotide 

(vgl. Tabelle 3.9) und Total-RNA-Isolate aus Hämozyten (vgl. 3.7.2) 1 h bis 36 h nach E. coli-

Injektion (vgl. Tabelle 3.6) mittels RT-PCR (vgl. 3.7.3) untersucht. Nach elektrophoretischer 

Auftrennung der PCR-Amplifikate (vgl. 3.7.4.2) wurden Grauwerte fokussierter cDNA-Banden 

aller RNA-Isolate digital bestimmt. Zum Ausgleich potenzieller Variabilität in Quantität und 

Qualität der RNA sowie in der Effizienz der Reversen Transkription wurden mRNA-Level mit 

Hilfe des Haushaltsgens eEF1A (Jorgensen et al., 2006; Araya et al., 2008; Morga et al., 2010; 

Sasikumar et al., 2012) normalisiert (vgl. Formel 2). Mögliche Effekte der Saline-Injektion auf 

die Genexpression bedingt durch mechanische Verwundung der Epidermis bzw. Störung des 

physiologischen Ionenhaushalts im Hämolymphplasma wurden mit Hilfe von Saline-Kontrollen 

korrigiert (vgl. Formel 3). Der isolierte Effekt bakterieller Stimulation mittels E. coli-Injektion ist 

dementsprechend im relativen mRNA-Level abgebildet Formel 4, während das normalisierte 

mRNA-Level Rückschlüsse auf den Total-Gehalt genspezifischer Transkripte ermöglicht. 

In zirkulierenden Hämozyten unbehandelter L5d2- & L5d3-Larven konnte aktive Transkription 

von dscam, eater und lysozym nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 4.2 A), was konstitutive 

Genexpression in Hämozyten immunnaiver Larven in Zusammenhang mit der Aufrechterhal-

tung von Mikrobiom-Homöostase nahelegt (Lee & Brey, 1995; Blow & Douglas, 2019b; Y. M. 

von Bredow et al., 2023; G. Wang et al., 2025). Im Vergleich mit Saline-injizierten Kontrollen 

konnten nach E. coli-Injektion für alle fünf immunrelevanten Gene signifikant höhere normali-

sierte mRNA-Level detektiert werden (vgl. Abbildung 4.2 B – F). Das Transkriptionsprofil des 

Phagozytoserezeptors Eater zeigt 6 h und 20 h nach E. coli-Injektion die quantitativ höchsten 

und signifikant erhöhten relativen mRNA-Level (vgl. Abbildung 4.2 C‘). In Relation zu den je-

weiligen Saline-Kontrollen ist nach Stimulation mit E. coli ein um das 8- bis 10-fach erhöhte 

mRNA-Level nachweisbar, was auf einen spezifischen Effekt bakterieller Stimulation und er-

höhte Genexpression in Hämozyten nach Immunstimulation schließen lässt. Zeitlich versetzte 

Höhepunkte im Transkriptionsniveau liefern darüberhinaus einen ersten Hinweis zur Expres-

sion von eater im zeitlichen Verlauf nach Immunstimulation und legen differenzierte Genex-

pression während akuter, zellulärer (Minuten – 2 h) und später, humoraler Immunantwort 

(6 h – 48 h) nahe (Erler et al., 2011; Johnston et al., 2014; Bruno et al., 2021; Schlamp et al., 

2021). Trotz höherer normalisierter mRNA-Level nach E. coli-Injektion zeigt das Transkripti-

onsprofil von lysozym in Relation zu Saline-Kontrollen keine signifikant erhöhten relativen 

mRNA-Level nach bakterieller Stimulation (vgl. Abbildung 4.2 D – D‘). Ähnliches konnte mit-

tels Northern Blotting in Bombyx mori gezeigt werden, wobei erhöhte Expression von lysozym 

im Fettkörper nach Immunstimulation mit DAP-Typ Peptidoglykan aus E. coli detektierbar war 

(Morishima et al., 1995). Die Wirkspezifität von Lysozym gegen Gram-positive Bakterien sowie 

Berichte erhöhter Lysozym-mRNA-Level nach Injektion steriler Sephadex-Beads in 
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Puppenstadien von Pieris rapae legen eine niederschwellig erhöhte Genexpression infolge 

unspezifischer Immunaktivierung nahe (Fang et al., 2016). Charakteristisch für attacin und 

gloverin ist die Abwesenheit aktiver Genexpression in immunnaiven Lepidopteren bei Induk-

tion hochaktiver Expression nach Immunstimulation (Sugiyama et al., 1995). Die Analyse der 

Hämozyten-Isolate aus Manduca bestätigt Transkriptionsdaten von Heliothis, Spodoptera und 

Bombyx (X.-J. Rao & Yu, 2010; Hwang & Kim, 2011; Shelby & Popham, 2012), insofern Tran-

skription von attacin und gloverin ausschließlich nach bakterieller Stimulation nachweisbar ist. 

Die quantitativ höchsten normalisierten mRNA-Level beider Gene konnten 6 h bzw. 10 h nach 

E. coli-Injektion detektiert werden (vgl. Abbildung 4.2 E & F). Mit zunehmender Zeit nach In-

jektion konnten für beide Transkripte progressiv abfallende mRNA-Level detektiert werden, 

was den Höhepunkt der Genexpression zu Beginn der Spätphase-Antwort humoraler Immuni-

tät nahelegt. Eine Berechnung relativer mRNA-Level ist aufgrund nicht nachweisbarer Tran-

skription in Hämozyten-Isolaten unbehandelter und Saline-injizierter Kontrollen weder möglich 

noch notwendig (vgl. Abbildung 4.2 A). Dscam-mRNA ist sowohl in zirkulierenden Hämozyten 

unbehandelter als auch bakteriell stimulierter Manduca-Larven mit niedrigen normalisierten 

mRNA-Leveln nachweisbar (vgl. Abbildung 4.2 A). Signifikant erhöhte relative mRNA-Level 

6 h bzw. 24 h nach E. coli-Injektion deuten auf spezifisch erhöhte Genexpression infolge von 

Immunstimulation (vgl. Abbildung 4.2 B‘). Im direkten Vergleich legen die normalisierten 

mRNA-Level nahe, dass dscam auch nach E. coli-Injektion auf niedrigerem Niveau exprimiert 

ist als eater, lysozym, attacin und gloverin (vgl. Abbildung 4.2 B – F). Das Transkriptionsprofil 

von dscam ist dementsprechend weder wie im Fall von eater durch ein hohes normalisiertes 

mRNA-Level im Rahmen der Akutphase-Antwort noch wie im Fall von attacin und gloverin 

durch Inaktivität bei Immunnaivität und hohe Induzierbarkeit nach Immunstimulation charakte-

risiert. Die Anwendung von qRT-PCR würde die sensitive Ermittlung quantitativer Unter-

schiede in der Expression von MsDscam im zeitlichen Verlauf nach E. coli-Stimulation bzw. 

den direkten Vergleich zu weiteren immunrelevanten Genen ermöglichen. Vergleichende Im-

munstimulation mit Gram-positiven und -negativen Bakterien sowie mit Pilzen und Parasiten 

ließen Rückschlüsse auf Pathogen-spezifische Einflüsse auf die Expression von MsDscam zu. 
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5.1.3 Differenzielle Expression von dscam in Hämozyten bakteriell stimulierter Lar-
ven 

 
Sowohl in Insekten als auch in Krebstieren sind Hämozyten die primären zellulären Effektoren 

angeborener Immunität und vermitteln zelluläre und humorale Abwehrreaktionen wie Pha-

gozytose, Einkapselung und Melanisierung (Hillyer & Strand, 2014). In mehreren Transkrip-

tomstudien konnte die Expression von dscam in Hämozyten nachgewiesen werden, was auf 

eine Funktion in zellulärer Immunität hindeutet (Watson et al., 2005; Dong et al., 2006). Me-

thoden wie RT-PCR (vgl. Abbildung 4.1 und Abbildung 4.2) oder RNA-Sequenzierung liefern 

zwar Hinweise auf die Expression, können allerdings nicht auflösen, ob und in welchen Hä-

mozytenpopulationen Dscam-Transkript räumlich lokalisiert ist. In situ-Hybridisierung hinge-

gen ermöglicht eine direkte Visualisierung der Transkriptverteilung (Levsky & Singer, 2003; 

Young et al., 2020) und wurde mit unterschiedlicher Intensität in verschiedenen Taxa ange-

wendet. 

Watson et al. lieferten den ersten in situ-Nachweis für die Expression von dscam in Immunzel-

len von Drosophila melanogaster. Dscam-Transkripte konnten in zirkulierenden Hämozyten 

und im Fettkörper von Larven lokalisiert werden (Watson et al., 2005b). Neben dem Nerven-

system konnte Expression von dscam dementsprechend auch in immunassoziierten Geweben 

gezeigt werden. Mittels RNAi konnte bestätigt werden, dass genomisches Silencing von 

dscam Hämozyten-vermittelte Phagozytose von Bakterien reduzierte. Ähnliches konnte für 

Anopheles gambiae beobachtet werden. Dong et al. zeigten, dass Silencing von Dscam mittels 

RNAi in einer als Hämozyten-ähnlich beschriebenen Zelllinie (Sua5b) zur Reduktion von in 

vitro Phagozytose führt (Dong et al., 2006b). 

In mehreren Vertretern der Crustaceae konnten weitere Belege für die Expression von dscam 

in Hämozyten gezeigt werden. Beim Flusskrebs Pacifastacus leniusculus konnte die Expres-

sion von dscam mittels in situ-Hybridisierung in Hämozyten lokalisiert werden 

(Watthanasurorot et al., 2011). Ebenso identifizierten Chou et al. bei der Garnele Penaeus 

monodon eine membrangebundene Form von Dscam und lokalisierten dessen mRNA in hä-

mozytenreichen Geweben (Chou et al., 2011b). Insgesamt legen die Ergebnisse nahe, dass 

dscam in zirkulierenden Hämozyten von Crustaceen exprimiert ist und die räumliche Lokali-

sierung der Transkripte Beobachtungen bei Dipteren entspricht. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die räumliche Verteilung von Dscam-Transkript in 

Hämozyten von Dipteren wie Drosophila melanogaster und Anopheles gambiae sowie in meh-

reren Crustaceen mittels in situ-Hybridisierung nachgewiesen werden konnte. In Tribolium 

castaneum beschränken sich Nachweise auf die Transkript-Detektion in whole-mount Larven 

(Armitage et al., 2015b). In Vertretern der Lepidoptera wie Bombyx und Manduca ist die Ex-

pression von dscam in Hämozyten bisher noch nicht räumlich gezeigt und beschrieben. 
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Generell liegen für keine Spezies veröffentlichte Berichte zur Phänotypisierung dscam-expri-

mierender Hämozyten vor. 

In situ-Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten RNA-Sonden, spezifisch für die Transmem-

brandomäne (Exon 31 - 34) von MsDscam, zeigt Transkription von Dscam in unterschiedlichen 

Hämozytenpopulationen E. coli-stimulierter Larven (vgl. Abbildung 4.3 D). Darunter befinden 

sich kleine bis große, ungespreitete und gespreitete Hämozyten mit kleinen, runden bzw. gro-

ßen, unregelmäßigen Zellkernen, die im Durchschnitt 22 % der zirkulierenden Hämozyten bak-

teriell stimulierter L5d3-Larven ausmachen. In unstimulierten bzw. Saline-stimulierten L5d2- 

und L5d3-Larven konnte Dscam-mRNA ausschließlich in einer homogenen Population von 

großen (10 bis 15 μm), runden ungespreiteten Hämozyten mit großem, rundem Zellkern de-

tektiert werden (vgl. Abbildung 4.3 A - C). Die Markierungsergebnisse legen nahe, dass die 

differenzielle Expression von dscam in zirkulierenden Hämozyten durch bakterielle Stimulation 

beeinflusst wird. Entsprechend der Klassifizierung von Hämozytentypen nach von Bredow & 

Trenczek anhand zell- und kernmorphologischer Kriterien (Bredow & Trenczek, 2022) ist 

dscam in immunnaiven Larven ausschließlich in Oenozytoiden aktiv exprimiert. Nach systemi-

scher E. coli-Infektion zeigt sich ein verändertes Transkriptionsmuster mit markierten Oenozy-

toiden, granulären Zellen und Plasmatozyten. Gemessen am prozentualen Anteil dscam ex-

primierender Hämozyten ist dieser Effekt auf die bakterielle Stimulation zurückzuführen, wenn-

gleich anhand der Saline-Kontrolle Verwundungs-assoziierte Expression von dscam in einzel-

nen Hämozyten sichtbar ist (vgl. Abbildung 4.3 C). Unabhängig von Art und Weise der Stimu-

lation zeigt sich bei allen markierten Hämozyten ein perinukleäres, chromogenes Signal, was 

auf intrazelluläre Lokalisation des Dscam-Transkripts hindeutet. Insgesamt deutet die erhöhte 

differenzielle Anzahl dscam exprimierender Hämozyten nach bakterieller Stimulation auf 

Hochregulation des Total-mRNA-Levels, was mittels quantitativer RT-PCR validierbar ist. Mar-

kierung mit Lineage-spezifischen Hämozytenmarkern (MS7, MS13, MS77, anti-βGRP-1/anti-

proPO, anti-esterase) (Bredow & Trenczek, 2022) in Kombination mit Fluoreszenz-in-situ-Hyb-

ridisierung und Durchflusszytometrie (sog. FISH-Flow-Methode (Baerlocher et al., 2006; 

Arrigucci et al., 2017)), würde eine reliable Phänotypisierung dscam exprimierender Hämozy-

ten ermöglichen. Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (engl. Abk. FACS) dscam exprimieren-

der Hämozyten und Einzelzell-RNA-Sequenzierung (engl. Abk. scRNAseq) könnte einen Bei-

trag zum funktionalen Verständnis pathogenspezifischer Spleißformen liefern und bestehende 

Hypothesen um dedizierte Hämozytentypen erweitern. 
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5.1.4 Immunzytochemische Charakterisierung dscam-exprimierender Hämozyten 
nach bakterieller Stimulation in vivo 

 
Hämozyten sind aus mesodermalen Stammzellen differenzierte Zellen, die in der Hämolym-

phe von Invertebraten zirkulieren und sowohl zelluläre als auch humorale angeborene Immun-

antworten vermitteln (Lavine & Strand, 2002). Im Gegensatz zu peripheren Blutzellen von Ver-

tebraten – zu denen sauerstofftransportierende Erythrozyten sowie dedizierte myeloide und 

lymphoide Immunzellen gehören – sind Hämozyten von Invertebraten sowohl Mediatoren an-

geborener Immunität als auch teilweise am Sauerstofftransport beteiligt (F. Wu et al., 2019; 

Shin et al., 2024). Ähnlich wie myeloide Wirbeltierleukozyten sind Hämozyten an angeborener 

Immunabwehr beteiligt: Sie erkennen und beseitigen Krankheitserreger mittels Phagozytose, 

kapseln größere Krankheitserreger ein, koagulieren, um Wunden zu verschließen und initieren 

Melanisierungsreaktionen (Du Pasquier, 2001; Buchmann, 2014). 

Unter Vertretern der Crustaceae werden zirkulierende Hämozyten klassischerweise in hya-

line, semigranuläre und granuläre Zellen unterteilt (Xin & Zhang, 2023). Hyaline Zellen sind 

klein, agranulär und weisen ein hohes Kern-Zytoplasma-Verhältnis auf. Sie sind phagozyto-

tisch aktiv und nehmen Mikroorganismen und zellulären Debris auf (Bouallegui, 2021). Mittel-

große, semigranuläre Zellen vermitteln die Einkapselung großer Parasiten und tragen zur Bil-

dung von Noduli bei. Granuläre Zellen sind größer, reich an dichten Granula und speichern 

Immun-Effektoren wie Prophenoloxidase für die Melanisierung. Zusammen koordinieren se-

migranuläre und granuläre Zellen die Einkapselung und Melanisierung, während hyaline Zel-

len für eine kontinuierliche Phagozytose sorgen. Diese dreiteilige Klassifizierung kann bei 

Zehnfußkrebsen wie Eriocheir sinensis beobachtet werden und ist repräsentativ für die zellu-

läre Immunität von Crustaceen mit konservierten morphologischen und funktionellen Rollen. 

Larvale Hämozyten von Drosophila melanogaster werden im Wesentlichen in drei Klassen 

unterteilt. Plasmatozyten (~90 – 95 %) sind kleine, makrophagenähnliche Zellen, die auf die 

Phagozytose von Mikroorganismen und apoptotischen Körperchen spezialisiert sind und die 

primäre zelluläre Immunabwehr darstellen (Hultmark & Andó, 2022). Kristallzellen (~5 – 10 %) 

enthalten kristalline Einschlüsse endogener Prophenoloxidase. Sie ruptieren bei mechani-

scher Verletzung oder Infektion und setzen Enzyme frei, die Melanisierung und Gerinnung 

auslösen. Lamellozyten stellen die dritte Hämozyten-Population dar, die erst nach Immunsti-

mulation durch Parasitoiden-Eier oder Mikroorganismen auftreten. Kristallzellen sind durch 

ihre abgeflachte Morphologie charakterisiert und an Einkapselung von Mikroorganismen be-

teiligt, die anschließend melanisiert werden. Adulte Fliegen besitzen hauptsächlich Plasmato-

zyten, während Kristallzellen und Lamellozyten in Zirkulation prozentual abnehmen 

(Bouallegui, 2021). 

Lepidoptera wie der Seidenspinner Bombyx mori besitzen unter Vertretern der Insecta mit 

fünf distinkten Zellpopulationen die komplexeste und differenzierteste Zusammensetzung 
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zirkulierender Hämozyten. Unterschieden werden: Prohämozyten, Plasmatozyten, Granulozy-

ten, Sphärozyten und Oenozytoide (Beaulaton, 1979). Prohämozyten sind Vorläuferzellen mit 

hohem Kern-Zytoplasma-Verhältnis, die sich zu anderen Zelllinien differenzieren können. 

Plasmatozyten sind spindelförmige, multipotente Zellen, die Granulozyten, Sphärozyten und 

Oenocytoide bilden können. Granulozyten sind die wichtigsten Phagozyten und vermitteln 

über Degranulation auch Pinozytose, Nodulation und Gerinnung. Sphärozyten enthalten große 

refraktile Einschlüsse von Mucopolysacchariden oder Glykoproteinen und können die Wund-

heilung oder Speicherung unterstützen. Oenozytoide, die reich an Prophenoloxidase sind, rup-

tieren, um Melanisierung auszulösen. 

Der Tabakschwärmer Manduca sexta (Lepidoptera) ist ein Modellorganismus für die Insek-

tenimmunologie und zeigt alle für Lepidopteren typischen Hämozyten-Populationen. Bei Lar-

ven und Puppen werden ebenfalls wie bei Bombyx fünf zirkulierende Hämozytenklassen un-

terschieden: Prohämozyten, Plasmatozyten, granuläre Zellen, sphärule Zellen und Oenozyto-

ide (Bredow & Trenczek, 2022). Frühe Klassifizierungen basierten auf Mikroskopie und Ult-

rastruktur (Price & Ratcliffe, 1974; Ribeiro & Brehélin, 2006), während Bredow & Trenczek die 

Hämozytenklassifizierung um immunologische Marker ergänzt und validiert hat. Prohämozy-
ten sind die kleinsten, runden Hämozyten mit einem großen Kern-Zytoplasma-Verhältnis. 

Diese stammzellähnlichen Vorläuferzellen proliferieren und differenzieren zu reifen Hämozy-

ten, die in der Hämolymphe zirkulieren (Bredow & Trenczek, 2022). Unter Homöostase kom-

men sie in Zirkulation nur selten vor und befinden sich hauptsächlich in hämatopoetischen 

Organen. Plasmatozyten sind mittelgroße bis große, morphologisch plastische und MS13pos 

bzw. MS77pos Hämozyten. In Suspension erscheinen sie rund oder oval während sie nach 

Kontakt mit Oberflächen durch Extension von Pseudopodien spreiten. Ihre Zellkerne können 

oval oder gelappt sein und viele sind polyploid, was auf eine aktive Synthese hindeutet. Gra-
nuläre Zellen (Granulozyten) sind unter allen zirkulierenden Hämozytenklassen die Popula-

tion mit höchster Abundanz. Sie zeigen sich morphologisch kugelförmig mit mäßigem Sprei-

tungsverhalten und zahlreichen sichtbaren zytoplasmatischen, MS7pos Granula. Sie enthalten 

typischerweise runde, zentrale Kerne und sind etwas kleiner als gespreitete Plasmatozyten. 

Sphärule Zellen sind klein (4 – 6 µm) und weisen eine oder mehrere große refraktile Ein-

schlüsse auf, die ihre unregelmäßigen oder sichelförmigen Kerne verdrängen. Verglichen mit 

gespreiteten granulären Zellen reagieren sphärule Zellen bedingt durch intrazelluläre Estera-

sen stark positiv auf anti-Esterase-Markierung. Oenozytoide gehören zu den größten (10 – 

15 µm) runden Hämozyten mit exzentrisch angeordneten Kernen und zytoplasmatischen Vesi-

keln, die Prophenoloxidase (proPO) und Aktivierungsfaktoren enthalten. Markierung mit 

βGRP-1 ist monospezifisch für Oenozytoide. Funktionell zeigen die Hämozyten-Populationen 

von Manduca sexta große Ähnlichkeiten mit anderen Insekten wie Drosophila, wenngleich sich 

deren Spezialisierung stark voneinander unterscheidet. Plasmatozyten und granuläre Zellen 
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stellen bei Manduca den Großteil der zirkulierenden Hämozyten dar und sind beide an zellu-

lärer Immunabwehr beteiligt (Horohov & Dunn, 1983; Ling & Yu, 2006b). Granuläre Zellen sind 

in der Literatur als professionelle Phagozyten beschrieben und an der Abwehr von Bakterien, 

Hefen und kleinen Partikeln beteiligt (Hultmark & Andó, 2022). Beide Hämozytenpopulationen 

sind zusammen an Noduli-Bildung beteiligt (Pech & Strand, 1996). Dabei bilden granuläre Zel-

len ein Gerüst, welches die Ausbreitung von Plasmatozyten ermöglicht (Levin et al., 2005; Ling 

& Yu, 2006a; Nardi et al., 2006). Oenozytoide spielen eine zentrale Rolle im Rahmen der 

humoralen Immunantwort. Nach mechanischer Verletzung oder Infektionen ruptieren Oenozy-

toide und schütten intrazellulär vorliegende Prophenoloxidase (proPO) in die Hämolymphe aus 

(Bredow & Trenczek, 2022). Aktivierte Phenoloxidase initiiert die Melaninsynthese, was Wund-

verschluss und Einkapselung fördert, Krankheitserreger immobilisiert und abtötet. Im Rahmen 

der Melanisierungskaskade entstehen zusätzlich reaktive Sauerstoffspezies und Chinone mit 

antimikrobieller Wirkung. Trotz der geringen Abundanz in Zirkulation stellen Oenozytoide da-

mit eine potente Immunzellpopulation dar. Der Beitrag von sphärulen Zellen zur angeborenen 

Immunantwort von Manduca ist größtenteils noch ungeklärt. Sie sind weder an Phagozytose 

noch an der proPO-Synthese beteiligt. Evidenzen legen eine Beteiligung an Gerinnung oder 

Wundheilung nahe, indem der adhäsive Inhalt der Sphäroide freigesetzt wird (Beaulaton, 

1979). Einige Hinweise deuten auf eine Rolle bei der Kutikula-Bildung oder der Gewebsum-

gestaltung hin. Prohämozyten sind an der Aufrechterhaltung und Homöostase zirkulierender 

Hämozyten beteiligt. Nach Immunstimulation proliferieren Prohämozyten in hämatopoetischen 

Organen und differenzieren zu Plasmatozyten und granulären Zellen, wodurch die Totalhä-

mozytenanzahl in Hämolymphzirkulation zunimmt (Beetz et al., 2008). 

 
In Manduca sexta werden die für Lepidopteren typischen fünf Populationen zirkulierender Hä-

mozyten unterschieden: Plasmatozyten, granuläre Zellen, sphärule Zellen, Oenozytoide und 

Prohämozyten. Trotz Unterschiede in Anzahl, Zusammensetzung und Morphologie ähneln 

sich die unterschiedlichen Hämozyten-Populationen der Invertebraten funktionell und lassen 

sich in Phagozyten (granuläre Zellen, Plasmatozyten, hyaline/semigranuläre Zellen), Melani-

sierungszellen (Oenozytoide, Kristallzellen, granuläre Zellen) und kapselbildende Zellen (Plas-

matozyten, Lamellozyten, semigranuläre Hämozyten) unterteilen. Mittels in-situ Hybridisierung 

und Immunphänotypisierung mit M. sexta-spezifischen monoklonalen Antikörpern (Willott et 

al., 1994) konnten in der Subpopulation dscam exprimierender Hämozyten nach systemischer 

Stimulation mit E. coli granuläre Zellen (MS7pos) sowie MS75pos und MS77pos Plasmatozyten 

identifiziert werden (siehe Abb. 4.4). Gemessen an der Intensität des chromogenen Signals 

zeigen sich unterschiedliche Signalqualitäten, die auf das zellspezifische Expressionsniveau 

von dscam zurückgeführt werden könnten. Intensive chromogene Markierungen zeigen sich 

in ungespreiteten, runden MS75pos Plasmatozyten, während sich in granulären Zellen und 
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gespreiteten Plasmatozyten nur eine schwache Färbung zeigt. Unterschiede im Transkripti-

onsniveau auf Einzelzellebene müssten mittels single cell qRT-PCR validiert werden. 
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5.1.5 Charakterisierung MS73-positiver Hämozyten unbehandelter Larven 
 
Oenozytoide bilden eine konservierte Hämozytenpopulation, die in allen Insekten durch die 

Fähigkeit zur Initiierung von Melanisierung charakterisiert ist. Es handelt sich um große, nicht 

phagozytotisch aktive Hämozyten, die konstitutiv Prophenoloxidase (PPO) speichern, den 

Vorläufer der Phenoloxidase (PO), welche die Melaninbildung an Wunden und um Krankheits-

erreger herum katalysiert (Lavine & Strand, 2002; Eleftherianos et al., 2021a). Im Gegensatz 

zu granulären Zellen oder Plasmatozyten sind Oenozytoide durch ihre runde, kugelförmige 

Morphologie gekennzeichnet, nicht adhäsiv und setzen PPO durch Exozytose oder Ruptur frei 

(Meister & Lagueux, 2003). Bei Drosophila melanogaster ist das funktionelle Äquivalent die 

Kristallzelle, die 5 – 10 % der larvalen Hämozyten ausmacht und kristalline PPO-Einschlüsse 

enthält (Rizki, 1957; Dudzic et al., 2015, 2019). 

Oenozytoide kommen in verschiedenen Taxa der Insekten vor. Beim Reismehlkäfer Tribolium 

castaneum sind sie Teil des larvalen Hämozytenrepertoires (Martins & Ramalho-Ortigão, 

2012). Bei Anopheles gambiae machen sie weniger als 10 % der zirkulierenden Hämozyten 

aus und zeichnen sich durch PPO-Aktivität und fehlende Kompetenz zur Phagozytose aus 

(Castillo et al., 2006; Bryant & Michel, 2016). Bei Drosophila sind Kristallzellen für die Einkap-

selung von Parasitoideneiern und die Melanisierung von Wunden unerlässlich (Carton et al., 

2008). Bei Vertretern der Lepidoptera wie Bombyx mori und Manduca sexta sind Oenozytoide 

wichtige PPO-Produzenten, die für die Immunabwehr von zentraler Bedeutung sind (Lavine & 

Strand, 2002). Vergleichbare Zellen kommen auch bei Galleria mellonella (Elmekawy et al., 

2023) und Plodia interpunctella (Ebrahimi & Ajamhassani, 2020) vor. 

Morphologisch gehören Oenozytoide zu den größten Hämozyten und zeichnen sich durch ihre 

runde, kugelförmige Morphologie, homogenem Zytoplasma und exzentrischen Zellkernen aus 

(Akai & Sato, 1973; Giulianini et al., 2003). Bedingt durch fehlende Granula ist PPO bei den 

meisten Insekten diffus gespeichert, während die Kristallzellen von Drosophila charakteristi-

sche kristalline Einschlüsse enthalten (Rizki, 1957; Dudzic et al., 2015). 

Funktionell vermitteln Oenozytoide Melanisierung durch Freisetzung von PPO, was zur Ver-

klumpung von Melanin und Einkapselung von Krankheitserregern führt (Eleftherianos et al., 

2021b). Neben Einkapselung sind Oenozytoide auch an Wundheilung beteiligt (Carton et al., 

2008; Dudzic et al., 2015). Während alle Hämozytenpopulationen bei Anopheles gambiae in-

duzierbar PPO exprimieren können (Bryant & Michel, 2016), bleiben Oenozytoide bei Insekten 

das primäre PPO-Reservoir. 

Neben zell- und kernmorphologischen Kriterien sind Oenozytoide von Manduca sexta im-

munzytochemisch als proPOpos, MS73pos und βGRP-1pos charakterisiert (Jiang et al., 1997; Y. 

M. von Bredow et al., 2020; Bredow & Trenczek, 2022). Mittels immun- und enzymzytochemi-

scher Mehrfachmarkierung konnten große, runde und ungespreitete MS73pos Hämozyten spe-

zifisch als proPOposPOpos Oenozytoide identifiziert werden (Abbildung 4.5 1A - E). Sowohl der 
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Enzymnachweis endogener Phenoloxidase als auch Antikörperfärbung mit anti-Bombyx mori 

proPO (Ashida et al., 1988) zeigen monospezifische Markierung von Oenozytoiden in 

Manduca. Hingegen markiert der monoklonale Antikörper anti-Manduca sexta MS73 Oenozy-

toide und granuläre Zellen (Y. M. von Bredow et al., 2020). Bei granulären Zellen zeigt MS73 

eine typische Färbung intrazellulärer Granulen, während bei Oenozytoiden die Zellmembran 

und exzentrisch um den Zellkern angeordnete Granula gefärbt sind. Mittels Doppelmarkierung 

mit anti-Drosophila melanogaster DSCAM EC 19545 konnten MS73pos Hämozyten mit Memb-

ranmarkierung als einzige membranständig markierte DSCAMpos Hämozytenpopulation in Hä-

molymphzirkulation unstimulierter L5d3-Larven identifiziert werden (Abbildung 4.5 2 & 3A - E). 

MS73pos Hämozyten mit Granula-Markierung sind hingegen auch bei Markierung mit anti-

DSCAM mit selbigem intrazellulären Färbungsmuster aufgefallen. Das Markierungsergebnis 

legt nahe, dass membranständiges DSCAM in immunnaiven Larven konstitutiv auf der Zell-

oberfläche von Oenozytoiden präsentiert ist während es in granulären Zellen intrazellulär ge-

speichert vorliegt. Durchflusszytometrische Analyse von Doppelmarkierungen mit Lineage-

spezifischen Hämozytenmarkern (MS7, MS13, MS77, anti-βGRP-1/anti-proPO, anti-esterase) 

und Antikörpern spezifisch für Manduca sexta DSCAM könnte zur Validierung der DSCAM 

Phänotypisierung von Hämozyten beitragen sowie Quantifizierung ermöglichen. Markierung 

mit Antikörpern spezifisch für intra- bzw. extrazelluläre Domänen von MsDSCAM würde 

darüberhinaus funktionelle Erkenntnisse zu Proteinsynthese, -transport und Opsonisierung er-

möglichen. 
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5.1.6 Muster anti-DSCAM positiver Proteine in bakteriell stimulierten Larven 
 
Abhängig von Struktur und Funktion sind zwei kodierte Dscam-Proteinformen beschrieben: 

eine transmembrane Variante (Engl. membrane-bound Dscam, Abk. mDscam) mit Intrazellu-

larregion und Transmembrandomäne sowie eine lösliche Form (Engl. soluble Dscam, Abk. 

sDscam), die durch Proteolyse der Transmembranregion entsteht (Schmucker et al., 2000; 

Schramm et al., 2012). Beide Varianten enthalten die extrazellulären Ig- und FNIII-Domänen, 

unterscheiden sich jedoch in Lokalisation und Funktion. Watson et al. haben mDscam in lar-

valen Hämozyten, dem Fettkörper und zentralen Nervensystem von Drosophila nachgewie-

sen, während sDscam in der Hämolymphe zirkuliert. Western Blot-Analysen mit Antikörpern 

spezifisch für die Extrazellular- bzw. Zytoplasmadomäne nach Immunpräzipitation zeigten 

membranständige Proteine mit einer molekularen Masse von etwa 210 kDa und die lösliche 

Variante mit etwa 160 kDa (Watson et al., 2005a). In der Hämolymphe konnte sDscam unab-

hängig von Immunstimulation nachgewiesen werden, was mit konstitutiver Sekretion in Dro-

sophila diskutiert wird. In der Wollhandkrabbe Eriocheir sinensis wurde mDscam auf Hämozy-

tenmembranen und sDscam in Geweben und Hämolymphe beschrieben (X.-J. Li et al., 

2018a). Nach Immunstimulation konnten artspezifische Unterschiede festgestellt werden. In 

Krebstieren stiegen mDscam-Level in Hämozyten nach Injektion von Staphylococcus aureus 

sowie von bakteriellen Komponenten an, während sDscam verstärkt sezerniert wurde (Hung 

et al., 2013; X.-J. Li et al., 2018b). De novo gebildete Proteinisoformen zeigten spezifische 

Bindung an mikrobielle Erreger; RNAi-vermittelter Funktionsverlust führte zu verringerter anti-

mikrobieller Peptidproduktion und reduzierter Bakterienelimination (X.-J. Li et al., 2018b). 

Funktionell wird sDscam als Opsonin diskutiert, welches Pathogene binden und die intrazellu-

läre Aufnahme über mDscam-vermittelte Phagozytose initiieren kann (Watson et al., 2005a; 

X.-J. Li et al., 2018b). 

Zur Charakterisierung von Präsenz und molekularer Masse von gewebsassoziiertem DSCAM 

in Folge von Immunstimulation wurden anti-DSCAM positive Proteine immunkompetenter Ge-

webe und Organe von E. coli-injizierten L5d3-Larven proteinbiochemisch analysiert (vgl. Ka-

pitel 4.1.6). Dazu wurden Proteingemische aus Probenlysaten von zellfreiem Hämolymph-

plasma, zirkulierenden Hämozyten, Fettkörper, Labialdrüsen und dem zentralen Nervensys-

tem elektrophoretisch mittels SDS-PAGE aufgetrennt (vgl. Kapitel 3.8.2). Nach Western Blot-

ting (vgl. Kapitel 3.8.3) erfolgte der Proteinnachweis unter Verwendung eines polyklonalen 

Antikörpers, spezifisch für die extrazelluläre Domäne von Drosophila melanogaster DSCAM 

(anti-DmDSCAM EC 19545, vgl. Tabelle 3.20). Änderungen des Proteinmusters in Zusam-

menhang mit bakterieller Stimulation wurden durch vergleichende Analyse E. coli-injizierter 

Larven sowie unbehandelter und Saline-injizierter Kontrollen identifiziert. Vor kreuzreaktiver 

Verwendung mit Probenlysaten von Manduca wurde die Spezifität der polyklonalen anti-

DmDSCAM-Immunseren (vgl. Tabelle 3.20) mittels immunhistochemischer Markierung von 
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Drosophila- und Manduca-Embryonen validiert (vgl. Kapitel 3.9.2 und Abbildung 9.6). Spezifi-

sche Markierung von Konnektiven und Kommissuren des zentralen Nervensystems sowohl in 

Drosophila- als auch in Manduca-Embryonen war ausschließlich bei Verwendung des Immun-

serums anti-DmDSCAM EC 19545 detektierbar (Daten nicht gezeigt). Entsprechend der Spe-

zifität für Epitope in den extrazellulären Immunglobulindomänen 1 bis 4 ist bei Verwendung 

des Immunserums 19545 die Markierung von löslichem und membrangebundenem Dscam-

Protein zu erwarten. Auf Grundlage von in silico-Prädiktion von MsDscam ist bei Vorhanden-

sein von membranständiger und löslicher Proteinvariante mit einem Doppelbandenmuster be-

stehend aus Proteinen mit molekularen Massen von 215 bzw. 175 kDa zu rechnen (vgl. Abbil-

dung 2.2). Mit Ausnahme des zellfreien Hämolymphplasmas konnte in allen immunkompeten-

ten Geweben und Organen unbehandelter, Saline- und E. coli-injizierter Manduca-Larven ein 

Doppelbandenmuster in der Nähe der Proteinstandards mit einer molekularen Masse von 

250 kDa bzw. 180 kDa detektiert werden (vgl. Abbildung 4.6). Muster und Migrationsdistanz 

der Doppelbanden entsprechen dem Muster anti-DSCAM positiver Proteine im Probenlysat 

von Drosophila-Embryonen, was durchgehende Präsenz von membrangebundenem und lös-

lichem DSCAM in larvalen Hämozyten sowie im Fettkörper und den Labialdrüsen nahelegt. 

Das Muster anti-DSCAM positiver Proteine im zentralen Nervensystem bestehend aus einer 

prominenten Bande im Migrationsbereich des 250 kDa Proteinstandards lässt hingegen primär 

auf Präsenz der membrangebundenen Proteinform schließen (vgl. Abbildung 4.9). Zellfreies 

Hämolymphplasma ist als einziges Probenlysat mit nur einer fokussierten Bande in der Nähe 

des Proteinstandards mit einer molekularen Masse von 250 kDa aufgefallen (vgl. Abbil-

dung 4.7). 24 h nach systemischer E. coli-Stimulation konnten keine anti-DSCAM positiven 

Proteine mehr im Hämolymphplasma nachgewiesen werden, was Interaktion mit E. coli nahe-

legt. Die Hypothese von Interaktion mit Mikroorganismen wird im nachfolgenden Kapitel im 

Rahmen eines funktionellen In vitro-Assays diskutiert (siehe Kapitel 5.1.7). Im Rahmen von 

Immunpräzipitation berichten Watson et al. von einem verkürzten Protein im larvalen Hä-

molymphplasma von Drosophila mit einer molekularen Masse von ca. 160 kDa (Watson et al., 

2005a). Der Unterschied in der molekularen Masse könnte in Zusammenhang mit posttrans-

lationaler Modifikation von löslichem MsDSCAM stehen (vgl. Kapitel 2.3). 
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5.1.7 In vitro-Interaktion von Mikroorganismen und anti-DSCAM positiven Hä-
molymphplasmaproteinen 

 
In Zusammenhang mit der Abwesenheit detektierbarer anti-DSCAM positiver Proteine im Hä-

molymphplasma E. coli-stimulierter Larven (vgl. Abbildung 4.7) wurde die Interaktion von Hä-

molymphplasma-DSCAM mit Mikroorganismen nach in vitro-Inkubation proteinbiochemisch 

analysiert (vgl. Kapitel 3.8.4). Dazu wurden inaktivierte E. coli, S. aureus und P. falciparum für 

1 bzw. 12 h in zellfreiem Hämolymphplasma unbehandelter L5d2-Larven in vitro inkubiert (vgl. 

Abbildung 9.9). Anschließend wurden die sedimentierten und gewaschenen Mikroorganismen 

mittels Immunoblotting auf Adhäsion bzw. Bindung anti-DSCAM positiver Hämolymphplasma-

proteine untersucht. Nach einer Dauer von 1 h waren anti-DSCAM positive Proteine exklusiv 

im Probenlysat inkubierter Plasmodium-Trophozoiten nachweisbar, während der Proteinnach-

weis 12 h nach Inkubation in den Lysaten aller drei Mikroorganismen positiv ausfiel (vgl. Ab-

bildung 4.12). Muster und Migrationsdistanz anti-DSCAM positiver Proteine an inkubierten 

Mikroorganismen entsprechen den Plasmakontrollen, was oberflächliche Bindung, Adhäsion 

bzw. Interaktion von bzw. mit löslichem DSCAM im Hämolymphplasma immunnaiver 

Manduca-Larven nahelegt. Methodisch ähnliche Ansätze sind für aufgereinigte Dscam-Spleiß-

formen aus Hämozyten von Eriocheir und Litopenaeus beschrieben, wobei der Fokus im Zuge 

von in vitro-Inkubation mit rekombinanten Fragmenten der hypervariablen Ig-Domänen auf Pa-

thogen-Spezifität nachgewiesener Interaktionen liegt (Dong et al., 2006a). Selektive Interak-

tion rekombinanter Fragmente der Ig-Domänen 2 und 3 wird dementsprechend mit Opsonisie-

rung von Mikroorganismen durch Pathogen-spezifische lösliche Dscam-Isoformen diskutiert, 

was nachgeschaltet zu erhöhter Phagozytose mittels homophiler Interaktion mit membran-

ständigem Dscam zirkulierender Hämozyten führt (Hung et al., 2013; X.-J. Li et al., 2018b). 

Bedingt durch die Verwendung von Hämolymphplasma unbehandelter Larven zielt der vorlie-

gende Assay hingegen primär auf die Interaktion mit dem Dscam-Isoformen-Repertoire im-

munnaiver Larven unter physiologischen Bedingungen ab. Bereits 1 h nach bakterieller Stimu-

lation konnten E. coli-kolokalisierte Hämozyten detektiert werden (vgl. Abbildung 4.13), was 

die Dynamik zellulärer Mustererkennung sowie Zytoskelettmodellierung zur Aktivierung von 

Phagozytose im Rahmen der Akutphase-Immunantwort unterstreicht (Shandala et al., 2013). 

Im Kontext von Abwesenheit eines positiven Nachweises anti-DSCAM positiver Plasmaprote-

ine 1 h nach in vitro-Inkubation von E. coli erscheint eine Beteiligung persistierender, löslicher 

DSCAM-Isoformen im Rahmen der Akutphase-Immunantwort nach Erstinfektion mit E. coli un-

wahrscheinlich. Die vergleichende Evaluation unabhängiger Beobachtungen zur in vivo Pha-

gozytose und in vitro Bindung von E. coli legt nahe, dass ein Großteil der Bakterien bereits in 

der ersten Stunde nach Stimulation hocheffektiv und unabhängig von DSCAM-vermittelter Op-

sonisierung durch hyperphagozytäre Hämozyten aufgenommen werden (Dean et al., 2004). 

Die Beobachtung von Expression Pathogen-spezifischer Dscam-Spleißformen nach 
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Erstinfektion und erhöhter in vitro-Phagozytose von Bakterien nach Opsonisierung mit rekom-

binanten Fragmenten Erreger-spezifischer Proteinisoformen (X.-J. Li et al., 2018b) lässt Spiel-

raum für eine mögliche DSCAM-vermittelte Immunantwort nach Zweitinfektion. Damit liefert 

der vorliegende „physiologische“ in vitro Microbial Binding Assay zusätzliche Evidenz für eine 

funktionelle Verbindung von Dscam und dem Phänomen des „Immunpriming“ in Insekten (Ar-

mitage et al., 2015a; W. Li, 2021). Anwendung von Far-Western Blotting (Far WB), Ko-Immun-

präzipitation (Co-IP), Förster-Resonanzenergietransfer (FRET) oder Massenspektrometrie zur 

Analyse von Protein-Protein-Interaktion könnte einen Beitrag zur Identifizierung der Bindungs-

partner und Evaluierung der Bindungsspezifität von löslichem und membranständigem 

DSCAM leisten (Y. Wu et al., 2007; V. S. Rao et al., 2014; Bonilla & Shrestha, 2024). Analyse 

der Interaktion von Mikroorganismen und löslichem Hämolymphplasma-DSCAM im Rahmen 

von Survival Assays mit Manduca-Larvenstadien könnte erstmals experimentelle Evidenz für 

funktionelle Beteiligung von Dscam am Immunpriming liefern. 
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5.2 Vergleichende Diskussion 
 
Mit Ausnahme des Mitteldarms deutet die Analyse von RNA-Isolaten zirkulierender Hämozy-

ten sowie des Fettkörpers unbehandelter Manduca-Larven mittels RT-PCR auf niedrige dscam 

Expression in immunkompetenten Geweben und Organen immunnaiver Larven, während 

Transkription von dscam im larvalen ZNS konstitutiv mit hohem mRNA-Level nachweisbar ist 

(vgl. Abbildung 4.1). Trotz niedriger bzw. nicht nachweisbarer aktiver Genexpression sind anti-

DSCAM positive Proteine im Hämolymphplasma, zentralen Nervensystem und Fettkörper so-

wie in den Labialdrüsen und zirkulierenden Hämozyten unbehandelter Larven proteinbioche-

misch mittels Western Blot detektierbar (vgl. Abbildung 4.6), was Evidenz für konstitutive Prä-

senz von DSCAM in Geweben und Organen immunnaiver Larven im Zuge langer Proteinhalb-

wertszeit zeigt. Im Kontext der immunrelevanten Gene eater, lysozym, attacin und gloverin 

zeigt die vergleichende Analyse von RNA-Isolaten zirkulierender Hämozyten zu unterschiedli-

chen Zeitpunkten nach E. coli-Stimulation Belege, die gemessen am mRNA-Level für gering-

fügig veränderte Expression von dscam nach Immunstimulation sprechen (vgl. Abbildung 4.2). 

Unabhängig von quantitativer Veränderung des mRNA-Levels zeigt die räumliche Analyse von 

Dscam Transkript mittels RNA-in-situ-Hybridisierung ein qualitativ verändertes Expressions-

muster in zirkulierenden Hämozyten bakteriell stimulierter Larven (vgl. Abbildung 4.3). Diffe-

renzierte Analyse des Hämozytenbildes unbehandelter L5d3-Larven mittels Zell- und Kern-

morphologie, enzymzytochemischem Nachweis endogener Phenoloxidase und Immunphäno-

typisierung (vgl. Abbildung 4.5) legt konstitutive Expression von dscam exklusiv in Oenozytoi-

den nahe, die 2 – 3 % der zirkulierenden Hämozyten immunnaiver ausmachen (vgl. Abbil-

dung 4.3). 24 h nach E. coli-Injektion ist Transkription von dscam hingegen in morphologisch 

unterschiedlichen Plasmatozyten-Subpopulationen und granulären Zellen nachweisbar (vgl. 

Abbildung 4.3 und Abbildung 4.4). Damit fällt die aktive Expression von dscam in ca. 22 % der 

zirkulierenden Hämozyten immunstimulierter Larven auf einen Zeitpunkt, der im Zuge niedri-

ger Phagozytoserate (ca. 1 %, vgl. Abbildung 4.13) sowie niedriger bzw. nicht mehr nachweis-

barer Hämozyten-assoziierter Expresssion von gloverin bzw. attacin (vgl. Abbildung 4.2) die 

auslaufende Spätphase-Immunantwort nach E. coli-Stimulation darstellt. 
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6 Fazit und Konklusion 
 
Sowohl in Vertebraten als auch in Invertebraten ist Dscam im Rahmen von „Axon Guidance“ 

und „Neuronal Wiring“ an essenziellen Prozessen der neuronalen Entwicklung beteiligt, indem 

evolutionär konservierte homophile Interaktion Repulsion zur Vermeidung von Selbstadhäsion 

sich entwickelnder Neuronen („Self-Avoidance“) auslöst (Schmucker, 2007; Millard & Zipursky, 

2008; Zipursky & Grueber, 2013). Entsprechend funktioneller Implikationen in der Entwicklung 

retinaler Neuronen von Mus musculus, Gallus und Xenopus (Fuerst et al., 2008; Yamagata & 

Sanes, 2008; Santos et al., 2022) ist die Expression von dscam in Vertebraten hauptsächlich 

in neuronalen Geweben dokumentiert (Hizawa et al., 2024a). Im Zusammenhang mit Genex-

pression in immunkompetenten Geweben und Organen liegen in unterschiedlichen Vertretern 

der Pancrustacea unabhängige Hinweise über eine Rolle von Dscam in angeborener Immuni-

tät vor (Ng & Kurtz, 2020). Hämozyten-spezifischer Funktionsverlust von Dscam nach RNAi, 

Antikörperblockierung oder homozygoter Mutation in isolierten larvalen Hämozyten bzw. stabi-

len Hämozyten-ähnlichen Zelllinien S2 (Drosophila ,Schneider, 1972) und Sua5b (Anopheles, 

Dimopoulos et al., 1997; Müller et al., 1999; Rasgon et al., 2006) ist methodenübergreifend 

mit reduzierter in vitro Phagozytose von Bakterien und Hefen beschrieben (Watson et al., 

2005a; Dong et al., 2006a). Zufallsbasierte Sequenzierung klonierter RT-PCR-Amplifikate va-

riabler Exonkassetten zeigte zudem die Expression pathogen-spezifischer Dscam-Spleißfor-

men in zirkulierenden Hämozyten von Eriocheir sinensis (Chinesische Wollhandkrabbe) und 

Litopenaeus vannamei (Weißfußgarnele) nach bakterieller Infektion (Hung et al., 2013; X.-J. 

Li et al., 2018a), was eine spezifische Modulation der angeborenen Immunantwort von 

Crustacea nach Immunstimulation nahelegt. Trotz Progresses in der Deskription von Genak-

tivität und molekularer Spleißformen-Diversität nach Infektion sowie des funktionellen Beitra-

ges Pathogen-spezifischer, löslicher Isoformen an Hämozyten-vermittelter Phagozytose bleibt 

die Hämozytentyp-spezifische Expression von dscam im Rahmen zellulärer Immunantworten 

in vivo weiterhin unbekannt. Mit molekularbiologischen, proteinbiochemischen und histologi-

schen Methoden wurde MsDscam im Rahmen der zellulären Immunantwort zirkulierender Hä-

mozyten von Manduca sexta-Larven nach bakterieller Stimulation in vivo charakterisiert. Erst-

mals konnte mittels Analyse der räumlichen Transkriptverteilung eine distinkte, morphologisch 

homogene Hämozytenpopulation in unbehandelten Larven identifiziert werden, in der dscam 

in Abwesenheit von Immunstimulation konstitutiv exprimiert ist. Zell- und kernmorphologische 

Kriterien in Zusammenhang mit immunzytochemischer Phänotypisierung und enzymzytoche-

mischem Nachweis endogener Phenoloxidasen liefern Hinweise, dass es sich bei dieser sel-

tenen Immunzellpopulation um MS73posDSCAMposproPOpos Oenozytoide handelt. 24 h nach 

systemischer E. coli-Stimulation in vivo zeigt sich ein qualitativ und quantitativ verändertes 

Transkriptionsmuster, charakterisiert durch aktive dscam-Expression in MS75pos und MS77pos 
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Plasmatozyten sowie in MS7pos granulären Zellen. Insgesamt ist damit nach Hämocoel-Injek-

tion Formaldehyd-inaktivierter E. coli K12 D31 ein typspezifisch verändertes Expressionsmus-

ter von MsDscam-mRNA in zirkulierenden Hämozyten detektierbar, während das Muster anti-

DSCAM positiver Proteine in larvalen Geweben und Organen mit Ausnahme des Hämolymph-

plasmas unverändert bleibt. In Bezug zu den Transkriptleveln der immunrelevanten Gene ea-

ter, lysozym, attacin und gloverin nach E. coli-Stimulation ist die Expression von dscam in Hä-

mozyten nur durch ein geringfügig erhöhtes relatives mRNA-Level charakterisiert. Hingegen 

ist das differenzielle Transkriptionsmuster nach E. coli-Injektion in spezifischen Hämozytenpo-

pulationen verändert, was typspezifische Regulation der Genexpression nahelegt. Die Detek-

tion des höchsten Dscam-mRNA-Levels in Hämozyten 24 h nach Injektion bei gleichzeitig aus-

laufender Immunantwort liefert Evidenz für eine mögliche Beteiligung von Dscam am Phäno-

men des Immunpriming in Insekten und eine potenzielle Rolle Pathogen-spezifischer Dscam-

Isoformen im Rahmen einer Zweitinfektion (Cooper & Eleftherianos, 2017; W. Li, 2021; 

Krejčová & Bajgar, 2025). Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS) spezifischer Hämozy-

tentypen von Manduca sexta und Einzelzell-Transkriptomsequenzierung (scRNAseq) im Rah-

men von Immunpriming- und Survival-Assays (Cabrera et al., 2023; Prakash et al., 2024) 

könnte weiterführende Einblicke in Spezifität angeborener Immunantworten ermöglichen 

(Kurtz, 2005; Schulenburg et al., 2007) und einen Beitrag zum tieferen Verständnis des Kon-

zeptes Transgenerationalen Immunprimings bei Insekten leisten (Vilcinskas, 2021). Der selek-

tive Nachweis von Dscam-Transkript in MS73posproPOpos Hämozyten unbehandelter 

Manduca-Larven bei Abwesenheit von Transkript in allen anderen Hämozytentypen legt nahe, 

dass konstitutive Expression von dscam eine exklusive Kompetenz von Oenozytoiden ist. Da-

mit liefert die vorliegende Dissertationsarbeit erstmals experimentelle Evidenz für eine Beteili-

gung von larvalen Oenozytoiden an Dscam-vermittelter Mustererkennung in Manduca sexta. 

Die Untersuchung des Beitrages von Dscam an Oenozytoid-vermittelten Immunantworten in 

Insekten und Crustaceen hat das Potenzial, nicht nur die Regulation spezifischer Dscam-

Spleiß-Signaturen aufzudecken (Dong et al., 2012), sondern auch ein tieferes Verständnis von 

Oenozytoiden als zelluläre Regulatoren angeborener Immunantworten zu ermöglichen 

(Eleftherianos et al., 2021a; Kwon et al., 2021). 
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8 Eidesstattliche Versicherung 
 
„Ich erkläre: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstständig und ohne unerlaubte fremde 
Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. Alle Text-
stellen, die wörtlich oder sinngemäß aus veröffentlichten Schriften entnommen sind, und alle 
Angaben, die auf mündlichen Auskünften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Ich 
stimme einer evtl. Überprüfung meiner Dissertation durch eine Antiplagiat-Software zu. Bei 
den von mir durchgeführten und in der Dissertation erwähnten Untersuchungen habe ich die 
Grundsätze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der „Satzung der Justus-Liebig-Univer-
sität Gießen zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis“ niedergelegt sind, eingehalten.“ 
 
Angaben zu auf künstlicher Intelligenz (KI) basierender Hilfen wie ChatGPT oder SchulKI von 
OpenAI oder Gemini von Google zur Erstellung meiner Dissertation (Zutreffendes angekreuzt): 

 Ich habe bei der Erstellung dieses Textes kein KI-Tool verwendet. 
 Ich habe ein KI-Tool in den folgenden Bereichen eingesetzt (Mehrfachnennungen möglich): 

 Ideen finden, meine Kreativität anregen 
 Verstehen von Konzepten, Recherche von Fakten und Definitionen 
 Optimierung eines von mir verfassten Textes 
 Erstellen ganzer Textpassagen nach meinen Vorgaben 

 
Folgende KI-Tools habe ich verwendet, damit aufgeführte Teile meines Textes von dem Tool 
wie folgt profitiert haben: 
 
Im Rahmen der Erstellung der Diskussion (siehe Kapitel 5) wurde ChatGPT, Modellversion 
GPT-5 Thinking (OpenAI, San Francisco, Kalifornien, USA) zu folgenden Zwecken verwen-
det: 

• Literaturrecherche 
• Exzerption 
• Übersetzung 
• Validierung, Zusammenfassung und Lektorierung eigener Texte 

 
Eingabeaufforderungen (engl. prompts) und originale Textausgaben durch ChatGPT wurden 
protokolliert und außerhalb der vorliegenden Dissertationsarbeit gespeichert. Textausgaben 
wurden im Rahmen eigener Recherche kontrolliert und validiert, bevor einzelne Textpassagen 
oder Informationen zur Anfertigung der Diskussion verwendet wurden. Alle weiteren Kapitel 
wurden ohne Verwendung von künstlicher Intelligenz erstellt. 
 
 
 
 
____________________________________ 
Ort, Datum 
 
 
 
____________________________________ 
Unterschrift 
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9 Appendix 
 
9.1 Nukleotidsequenzen und Aminosäuresequenzen 
 
9.1.1 Sequenz-ID: Msex2.09537-RA 
 
9.1.1.1 Nukleotidsequenz (cDNA) 
 
Host:    i5k Workspace (i5K Consortium 2013) 
Organismus:   Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae) 
Datenbank:   Transkriptom (Manduca_sexta_OGS_v2.0_transcript, 
    Kanost et al. 2016) 
Sequenz-ID:   Msex2.09537-RA 
Anzahl der Basen:  8.115 
 
>gnl|Manduca_sexta_transcript_OGS_v2.0|Msex2.09537-RA 
JH668578.1:92198-155888(-) 
TTTCTCGGACGGGTCGGTCGTCGCCGCTCGTCCTCTCGTGTGTGTTGTGGTTCTAGTGTT 
GTGGTGCAGCGCCATACCACCTCTTCATCTCCGCAGATTCCGTCTAATCTCGGCCGCATC 
GCGGCCATCTGAGTTTATTTTTTTTGTTCAGTGGAATTTTGTTTTGTGTTGTCCAGTGAC 
TCTAGTGATCAGTGAAGTGTCGTGACTGTGAATATGGCTTATAAAGGATTCCTCGCCCTC 
GTGGCGCTGGCCATTATAGGGTCAGCGCTATGCGAGGACGAAACTATCGGCCCGATTTTC 
ATGAAGGAACCCCCAAACCGAGTTGACTTCAGCAACACGACCGGCGCGACTGTAGAATGT 
GCTGCACGTGGATCCCCTGCTCCTGACATCATTTGGGTACGCGCTGATGGAACTGCCGTT 
GGAGATGTCCCTGGACTGCGTCAAGTACAAGCGAATGGAAATCTGTTGTTCCCGCCCTTC 
CGTGCCGAGGATTATCGTCAAGAGGTCCACGCTCAGGTGTACGCTTGCCTTGCCCGTAAC 
TCTGTCGGTACCATTCACTCCAAGGACGTTAATGTACGCGCCGTGGTGGCACAGCAATAC 
GATACCGACGTGAACAAGGAATATGTTATCATGGGAAACAGCATCATATTAAAATGTCAG 
GTCCCATCTTTCGTCGCTGATTTTATAGAAGTACTCTCATGGCACACCGACGAAAAAGAA 
GACTTCTTCCCTGGCAATAACTATGACGGCAAATATTTAGTCTTACCATCGGGAGAATTG 
CATATCCGTGATGTCGGACCCGAGGACGGTTACAAATCATACCAATGTCGTACTAAGCAC 
AGACTCACTGGTGAAACTCGATTATCCGCTACTAAAGGAAGGCTGGTCATTACGGAGCCG 
GTGGGTCATGTTCCTCCGAAGGTTCCCAGTGCGCAGACAACCATTGGCTTCCAGTTTAGC 
GAACATACAAGTCTCGCAGTTTTGTGCCCAGCACAGGCTTTTCCTGCACCTCTTTACCGA 
TGGTATAAATTCATTGATGGCACCACTCGAAAACAACCAGTCACCCTTGACGACAGAGTG 
AAACAAGTATCTGGAACCCTGATCATTAAGGAAGCTAAAGTTGAAGATTCTGGAAAGTAC 
TTATGCGTTGTTAACAATTCCGTTGGAGGTGAATCCGTGGAAACCGTACTGACCGTAACA 
GCTCCTCTGAAAGCTACTGTTGAACCAGCCACGCAAACTGTAGACTTTGGACGCCCAGCA 
GTCTTCACTTGCAGATACGAAGGCAATCCCGTTAAGACTATTACCTGGCTTAAAGACGGA 
AAGGATATCAAGCACCACGACACCATTTTAAGGATTGAATCGGTAAAGAAGGAAGACAAG 
GGAATGTACCAATGCTTTATTAGAAACGATCAAGAGAGCGCAGGTGCTAGTGCTGAACTG 
AAACTCGGAGGACGATTCGAACCACCCCAGATTAGACACAGCTTTGGCGAACAGACCTTC 
CGCTCCGGCCCGTCCCTGCGCTTAAAGTGCGTTGCATCTGGAAACCCCACTCCTGACATC 
ACATGGCTCTTGGACGGTGAGAAGCTGAACAGCGGAGATCGCCTGCAAATTGGACAATTC 
GTTACTGCTGACGGCAACGTGGAATCCCATCTTAACATCTCCTCTGTACACACCAACGAC 
GGCGGTCTTTACACTTGCTCTGCTTCTAGCAAGGTCGGAAGTGCATCCCACTCATCTCGC 
GTCAACGTTTATGGCCTGCCCTACGTCCGACCCATGAAGAAACGCCCCGTGGTCGCTGGA 
GACACCCTCATCGTGCACTGCCCAGTTGCCGGCTACCCGATTGAATCTATTGTTTGGGAA 
CGTGATGGACGTGTGCTGCCAATCAACCGCAAACAGAAGGTATTCCCCAACGGCACACTG 
GTAATCGAGAACGTTGAACGCATGAGCGACGAAGCTACCTACACGTGTGTTGCCAAGAAC 
TCCCAGGCCTTCACCTCCAAGGGCACACTTGAACTGCAAGTCATGGTGCCACCACAAATC 
ACGCCTTTTGAATTTGGAGAAGAAATACTGAATGAAGGAGAAACTGCATCAGTGCAATGC 
GTAGTAAGCAAGGGGGATCTTCCAATTACATACAAATGGTTATTTAATGGCGAAGAAATC 
AAGACACAAAATACACTCGGAATTCTCATCACAAAAATTAGCAAAAAAACATCCATATTA 
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AACATTGAAGCCGTGAGTGCAATTCATCGAGGTTCCTACACGTGTGAGATCAAAAATGCA 
GCCGGAATGACCAATCACACCACGGTTCTAAGTGTTAACGTACCTCCTCGCTGGATCTTA 
GAACCTACTGATAAGGCTTTTGCTCAAGGTTCCGATGCTAAAGTTGAATGTAAAGCCGAT 
GGCTTCCCCAAGCCCCAAGTCACATGGAAGAGAGCTGAAGGGGATACGCCTGGCGATTAC 
AAAGACTTGAAACCCAACAACCCTAATGTAAAGGTTGAGGACGGTACATTGGCTATTACT 
AACATCCAGAAAACAAATGAAGGCTATTATCTTTGCGAAGCTGTAAACGGAATTGGATCA 
GGATTATCCGCTGTCATTCTTATTAGTGTACAAGCTCCCCCTCAATTCGAAATTAAAATG 
AGGAATCAAACTGCTCGCCGAAGTGAACCCGCTGTGCTGCAATGTCAAGCTAAAGGAGAA 
AAGCCTATTGGAATTATCTGGAACATGAACAACAAACGCCTCGAACCTAAATCCGACCCT 
CGTTACACGATCCGCGAAGAAATTCTGCCCGGTGGAGTTGTCTCTGATCTCAGCATTAGA 
AGGACTGAACGTTCCGACAGCGCCCTTTTCACCTGTGTTGCGACTAACGCCTTTGGATCC 
GATGATACTAGCATTAACATGATTATCCAAGAGGTACCCGAAGCACCCTATGGCTTAAAA 
GTATTGGACAAATCTGGAAGGACCGTTCAGTTGTCGTGGGCTGCACCATACGACGGAAAC 
TCGCCTATCAAGAAGTTCCTCATTGAATACAAACGCGCTAAAGGCAACTGGGAAAAAGAT 
ATTGACAGAGTTCTCGTACCAGGAGATGCTACTGAAGCCGGTGTATTTGGACTTAGACCT 
GCTACTGCTTACCACATCAGGATTGTTGCTGAAAATGAACTCGGAACTTCTGAACCCTCT 
GAGACTGTTACAATTATCACTGCCGAAGAAGCTCCTACTGGCCCTCCCCAAGACGTGAAA 
ATCGATGCTATTGACAAACACACTCTGCGAGTTACCTGGAAACCCCCTCCGCCCCAGGAC 
TGGAACGGCGAACTGCAAGGATACTACGTTGGGTACAAGCTGGCCTCAAGCAACAAGTCT 
TTTGTCTTTGAAACCGTTGATATTTCCAAGGAATCCGGCAAGGAACATCATCTTGACATT 
TTGAATCTGAAGACATACACCCAATACGCTGTAGTTGTACAAGCCTTCAACAAAATGGGT 
TCCGGACCAGTCTCTGGTGAAGTGCGCGCGTACACTGCTGAAGGTGCCCCCTCTGCCCCG 
CCTCAAGATGTCCTCTGCACTACTCTTACTGCCCAGACTATCCGCGTCTCCTGGATTTCT 
CCGCCTCTTGCCGCTGCCAATGGACTTATCAAGGCTTACAAAGTTATTTACGGACCTAGC 
GAGACCTGGTATGACGAGAAGACAAAAGACACCAAGATCACGGCGAGCAGCGAAACTATT 
CTTCACGGACTTAAGAAATTCACCAACTACTCTATGGAAGTACTTGCTACGACTAACGGC 
GGAGATGGCGTACGCTCTGCACCAATTCACTGCCAGACTGAACAAGATGTACCCGAAGCC 
CCACGTGCCGTGAAAGCTCTCGTCATGGGACAGGACTCGATTTTAGTTTCTTGGAGGCCC 
CCAGCGCAGCCTAACGGTGTTGTCACCCATTACAACGTTTATACCCAGGCTCAGAACTCG 
GAACCTCATCCTAACAAGGTACCTGCATCTCAAACCAGCTATTCCGCAACCGAACTTAAA 
GCCGGCCGTTATGACTTCTGGGTTACTGCATCCACAATCATCGGTGAAGGCCAACCTTCG 
GCAACCGCTTCCTGCAGCCCAAGCGACAAAGTTCCTGCTAAAATTGCGTCCTTCGATGAA 
TCGTTCACTGCGACCTACAAGGAAGATGTCAAACTGCCCTGCCTTGCCGTCGGTGTTCCT 
CCCCCTAATATTGTCTGGAAGGTAAAAGGCCAGCCCCTGGAAGCTTCGGAACGCGTTCGT 
CAACTGCCTGAAGGATCGTTGCAGATTGCTGGAGTAGCACGCGAGGACGCCGGGGAATAT 
TCTTGCCACGTTGACAACCAATTCGGAACTGACACAGTCACTCATACGCTCTCGGTTCTT 
GCTCCTCCCTTCCCCCCTCAACTGACTATTGCTTCGTCTTCTGTTTCCTCCCTGACTCTC 
CGCTTGAAGCCATCCGTCGAAGTTGACCAATCGCCCGCCGCTGGTTACACTATCCACTAC 
AAACAAGAATTCGGAGATTGGGAAACTGTTCAGATTCCAAGCTCAACTGACACCTACACT 
TTGGAAAACTTGTTCTGCGGCTCTAGATATCAGCTCTACGTTACGGCTTACAATGGAATC 
GGCACTGGCGAAGCTTCAGACGTAGTGATCGCTCGCACCCGTGGTTCCAAGCCTCCTGTA 
CCTCGCGCCACTGATTTCATTGAAGTTGGATCTTCGTCCGTGACCCTCCATCTCAAACAA 
TGGCTGGATGGCGGCTGCCCCATGAGCCACTTCGTTGTCGAAAATAAGAAGAAGGGAGCT 
GCTGAATGGAACCAGATCTCAAACGCTGTGAAACCTGGCGGAAACTTCGTTGTTCTTGAT 
CTCGAACCTGCGACTTGGTATGTCTTGAGGATCACTGCGCACAATAACGCTGGATTTAAC 
GTAGCCGAATACGAATTTGCGACTCTTACTATGACTGGAGGTACGATCGCGCCCGCGCGC 
GACGTCGGCGGCAACACCCTTACCACCGAACAAACGCTCAAGATAATCCTCACGCACCTC 
AACCTTATCGTGCCTGTCGTCGCCTCTATTCTCGTCATTATTATCGCTATTGTCGTCGTG 
TGCGTTGTACGAGGAGCAAGGGATCATCACAAAGATGATGCGGTCTACAACGCGTCCCAG 
GCTGCTCTGGGCGGCGGCGGCGGCACTCTCGACAAGCGCGGCGGACTCCGCGACGAACTC 
GGCTACATCGCTCCCCCCAACCGCAAACTCCCCCCTGTACCCGGCTCCAACTACAACACT 
TGCGACCGCGTCAAACGACAGGCTGTGATTATGGGGGCGCATTCGACGTGGGACCCCCGA 
CGCCATCACTACGAGCGCGTGCGACGACCGCGCCTGCGCCGCACCGGCTCTGGTGACACC 
ATATCTACAGGCATGGAAGACGAGATCTGCCCCTATGCGACCTTCCACCTGCTCGGCTTC 
CGCGAAGAGATGGACCCCAGCAAGGCCTTGGCGTTCCCCCACCACCACCCAGCGCACGCC 
GGCACCCTGGCCCACCCTCATCCTCATCACCCTGCTCACTCGCGCGCTGGATCTCAGAGC 
ATGCCCCGTGCTAACAGCCGCTACGCCCGCAAGAACTCCCAGGGAGGACAGAGCGCCATC 
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TATTCCACTGCCCCCGAGTATGATGACCCCGCCACCTGCGCTGAAGAGGACCAATACCGC 
GCCCGCTACTCCCGGCCTATGTACGCTTGCGGCCCCGAGTACGACGAGCCCGCGTGCTGC 
GCCCCTGAGGACGACCAGTACACCGGCGCCTACGGCACGCCCTACTCCGACCACTACGGA 
TCTCGCCCTAGCATTGGAACCCGCAAATGCGGCGGATCCCCCGAGCCTCCCCCACCCCCA 
CCACGCAACGCGAACAACGACAACAACTGTTCTTCCTCCTTCAATGAGAGCAAGGACTCA 
AACGAAATCTCCGAAGCCGAATGCGACCAGCCACGCAACTACCCTGTCAGGGCCCACACT 
GCCAAGGACGGTTTGCACAGCGAGGAAATGAGGAAACTCATTGACAGACCAGAAGCAAAC 
ACCCCAATCCCCCAGCAAGCAGTCCACGGGCGGGGACTCACAGCCTACGATACTGTGGCA 
GTGTAACCTGTAAATCGAAAAATTGAAATTGCGCTGCGACACACACCTATTATTTGTTTA 
TTTAGATGTTATGGTCCATCACCACCTTGCTGAAGTGTCGCTCTTTAGCTTGAACGCTGC 
TATTTATTTTTGCCGCCTTTTATTTAAATTTTTAGCTCCCTCGTCCCAAAGAGCTACTCG 
TCCAACAAGATGGTGATACCTGTGCCAAATAATTTCATCTTGTCTGTGTGTCGCGTTTAT 
GTTGCTATTTATTTTATAATTACCCCAACTAAGTTGGCTAAATTTGGTCTTTCCTAGTTT 
TAATTTCAAACATGCACAATAGTACCATTGTTCGGTCAAATCTGTGGTAAACTTGACAAG 
TTGGGTTATGTACAAATTAGCACTTACCTTCCCAATTTAGCATTATACAACACGTCACTG 
AGTAGTGATACAATTACAGAAAATCATGGTTGTGGTAGTCATTCAAAATATATATTCCCA 
TTATGTGACGTGGAATGAAACCTATCTAATACATGCGTAGTAGGTACCCAACTTAGCATT 
TACTACAGAATTTGCTGTATGTGCAGTTTAATTATAGTTACTTTGTTTTGTCTTATTTGT 
TTAGCTTAATTTAAATATTTTAACTGCTGACGGTTTGGGGTGAATTTTACTCATTCATTT 
AAATTAAGCTCAACACGTAGGTAATATGTATGTGATATTTTCTATTTTATCCCATTTTTT 
ACGTAAAATAACGTTATTGATACTTGCGTAGGCACACGTACGATAGTAATAACAACCTTT 
GAGTTGTAATCATGCTTCCATTTTGATGTTATTAGTTTTCACAATGCTTTTTACCATTTA 
CGTTATTGCCAACTTGTGTCATTAATTTAAGGTTTTTAATGTTTGATTTGCATTTAATCA 
TATACTATTTAGAATAAGACTAGGTATACATTCTTCATTACTAGTAATTAATTCTTTAAA 
AGTGACTATATAATCGATAGTTATTAGTCAGTAATAATGTGTTACACAATATAATAATTA 
TTATGAGATTTTAATCTAATCAATTTTAGCTATAATCTATCTATCTATGGACGCATCGCA 
TACAATATACAAACAAAATAATACTATGATAGTTACCTTCAAAACAATATACGTACTTGA 
CGTTTGTACCCGTCGCAAAATGAAATAAGTACTATTGACACGGAATTCGAAGTTTTAACA 
TTACCTACCTACTATAGGAATTAAGATGCATTTTTAATAATCATTATCGTAACTATATGC 
TCCTATATTACACAAATACTAGATTTAAGACACGTGCGTGTCACTTTCTAGATGTTTCCC 
TTTATGTGTTGTGTATTGTGGTGTAAGCTTGGCAAATTTAGGCTTGTAGCTAGGTTTTCG 
CAACTTCCTACCAACCGATATCTTCTCTCAACCTTCCAATTAGGAAATTCGGATTATTAA 
GACTTGTTAAAATTAAATATGAACAAATATAAACTTTATTCGAAATTATAAAATTTAAAA 
TTAATTCCAAAAGATTAGATTAATACAGTTTTATTAGGTAATTATTATTTTTTCGGTTGT 
CTGCTTATGTGCATTAGGTTTGCGCTAGTTGGAACTAAGTTTTGTATTACGCTAAGCAAC 
ATGTCTACCAACATATTATTAAATGTACCAAAGTGTTTGATTTGTGTTAAATAAACTACT 
CCAACATTAACTGCACATTGCTGTTTCATTGGAAACCCTTATTCCAAACCCAAAAATAAT 
TGTTATGAATGATTAAAAAGGATATTTCTATCAGCATGGACCTAAGTTCTTCAGGTCTGC 
TTGATATCTTAGAATGTTGTTAATAGATTCTCAGGATATTTTAAGACATGAAGTGCCTCA 
TAAATTTTATTAGAAAAGCATTAACAGATGCATAATAGTATAGATTTCAAATACGGAATC 
TATTTGCATTTAACTTTGCCAGGGGTCAATTCAAAGTCAACGCCACCTTGCTTTTCTTAA 
AGCCATGTTGATCAG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Appendix 

 176 

9.1.1.2 Aminosäuresequenz (Protein) 
 
Host:    i5k Workspace (i5K Consortium 2013) 
Organismus:   Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae) 
Datenbank:   Proteom (Manduca_sexta_OGS_v2.0_peptide,  
    Kanost et al. 2016) 
Sequenz-ID:   Msex2.09537-RA 
Anzahl der Aminosäuren: 1.970 
 
>gnl|Manduca_sexta_protein_OGS_v2.0|Msex2.09537-RA JH668578.1:92198-
155888(-) 
MAYKGFLALVALAIIGSALCEDETIGPIFMKEPPNRVDFSNTTGATVECAARGSPAPDII 
WVRADGTAVGDVPGLRQVQANGNLLFPPFRAEDYRQEVHAQVYACLARNSVGTIHSKDVN 
VRAVVAQQYDTDVNKEYVIMGNSIILKCQVPSFVADFIEVLSWHTDEKEDFFPGNNYDGK 
YLVLPSGELHIRDVGPEDGYKSYQCRTKHRLTGETRLSATKGRLVITEPVGHVPPKVPSA 
QTTIGFQFSEHTSLAVLCPAQAFPAPLYRWYKFIDGTTRKQPVTLDDRVKQVSGTLIIKE 
AKVEDSGKYLCVVNNSVGGESVETVLTVTAPLKATVEPATQTVDFGRPAVFTCRYEGNPV 
KTITWLKDGKDIKHHDTILRIESVKKEDKGMYQCFIRNDQESAGASAELKLGGRFEPPQI 
RHSFGEQTFRSGPSLRLKCVASGNPTPDITWLLDGEKLNSGDRLQIGQFVTADGNVESHL 
NISSVHTNDGGLYTCSASSKVGSASHSSRVNVYGLPYVRPMKKRPVVAGDTLIVHCPVAG 
YPIESIVWERDGRVLPINRKQKVFPNGTLVIENVERMSDEATYTCVAKNSQAFTSKGTLE 
LQVMVPPQITPFEFGEEILNEGETASVQCVVSKGDLPITYKWLFNGEEIKTQNTLGILIT 
KISKKTSILNIEAVSAIHRGSYTCEIKNAAGMTNHTTVLSVNVPPRWILEPTDKAFAQGS 
DAKVECKADGFPKPQVTWKRAEGDTPGDYKDLKPNNPNVKVEDGTLAITNIQKTNEGYYL 
CEAVNGIGSGLSAVILISVQAPPQFEIKMRNQTARRSEPAVLQCQAKGEKPIGIIWNMNN 
KRLEPKSDPRYTIREEILPGGVVSDLSIRRTERSDSALFTCVATNAFGSDDTSINMIIQE 
VPEAPYGLKVLDKSGRTVQLSWAAPYDGNSPIKKFLIEYKRAKGNWEKDIDRVLVPGDAT 
EAGVFGLRPATAYHIRIVAENELGTSEPSETVTIITAEEAPTGPPQDVKIDAIDKHTLRV 
TWKPPPPQDWNGELQGYYVGYKLASSNKSFVFETVDISKESGKEHHLDILNLKTYTQYAV 
VVQAFNKMGSGPVSGEVRAYTAEGAPSAPPQDVLCTTLTAQTIRVSWISPPLAAANGLIK 
AYKVIYGPSETWYDEKTKDTKITASSETILHGLKKFTNYSMEVLATTNGGDGVRSAPIHC 
QTEQDVPEAPRAVKALVMGQDSILVSWRPPAQPNGVVTHYNVYTQAQNSEPHPNKVPASQ 
TSYSATELKAGRYDFWVTASTIIGEGQPSATASCSPSDKVPAKIASFDESFTATYKEDVK 
LPCLAVGVPPPNIVWKVKGQPLEASERVRQLPEGSLQIAGVAREDAGEYSCHVDNQFGTD 
TVTHTLSVLAPPFPPQLTIASSSVSSLTLRLKPSVEVDQSPAAGYTIHYKQEFGDWETVQ 
IPSSTDTYTLENLFCGSRYQLYVTAYNGIGTGEASDVVIARTRGSKPPVPRATDFIEVGS 
SSVTLHLKQWLDGGCPMSHFVVENKKKGAAEWNQISNAVKPGGNFVVLDLEPATWYVLRI 
TAHNNAGFNVAEYEFATLTMTGGTIAPARDVGGNTLTTEQTLKIILTHLNLIVPVVASIL 
VIIIAIVVVCVVRGARDHHKDDAVYNASQAALGGGGGTLDKRGGLRDELGYIAPPNRKLP 
PVPGSNYNTCDRVKRQAVIMGAHSTWDPRRHHYERVRRPRLRRTGSGDTISTGMEDEICP 
YATFHLLGFREEMDPSKALAFPHHHPAHAGTLAHPHPHHPAHSRAGSQSMPRANSRYARK 
NSQGGQSAIYSTAPEYDDPATCAEEDQYRARYSRPMYACGPEYDEPACCAPEDDQYTGAY 
GTPYSDHYGSRPSIGTRKCGGSPEPPPPPPRNANNDNNCSSSFNESKDSNEISEAECDQP 
RNYPVRAHTAKDGLHSEEMRKLIDRPEANTPIPQQAVHGRGLTAYDTVAV* 
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9.1.1.3 Exonstruktur und konservierte Proteindomänen der alignierten Nukleotid- (cDNA) 
und Aminosäuresequenz (Protein) 

 
Host:    i5k Workspace (i5K Consortium 2013) 
Organismus:   Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae) 
Datenbank:   Transkriptom (Manduca_sexta_OGS_v2.0_transcript, 
    Kanost et al. 2016) 

Proteom (Manduca_sexta_OGS_v2.0_peptide,  
 Kanost et al. 2016) 

Sequenz-ID:   Msex2.09537-RA 
Anzahl der Basen:  8.115 
Anzahl der Aminosäuren: 1.970 
 
 
Tttctcggacgggtcggtcgtcgccgctcgtcctctcgtgtgtgttgtggttctagtgtt 60 
 F  L  G  R  V  G  R  R  R  S  S  S  R  V  C  C  G  S  S  V  20  
Gtggtgcagcgccataccacctcttcatctccgcagattccgtctaatctcggccgcatc 120 
 V  V  Q  R  H  T  T  S  S  S  P  Q  I  P  S  N  L  G  R  I  40 
Gcggccatctgagtttattttttttgttcagtggaattttgttttgtgttgtccagtgac 180 
 A  A  I  -  V  Y  F  F  C  S  V  E  F  C  F  V  L  S  S  D  60 
Tctagtgatcagtgaagtgtcgtgactgtgaatatggcttataaaggattcctcgccctc 240 
 S  S  D  Q  -  S  V  V  T  V  N  M  A  Y  K  G  F  L  A  L  80 
Gtggcgctggccattatagggtcagcgctatgcgaggacgaaactatcggcccgattttc 300 
 V  A  L  A  I  I  G  S  A  L  C  E  D  E  T  I  G  P  I  F  100 
Atgaaggaacccccaaaccgagttgacttcagcaacacgaccggcgcgactgtagaatgt 360 
 M  K  E  P  P  N  R  V  D  F  S  N  T  T  G  A  T  V  E  C  120 
Gctgcacgtggatcccctgctcctgacatcatttgggtacgcgctgatggaactgccgtt 420 
 A  A  R  G  S  P  A  P  D  I  I  W  V  R  A  D  G  T  A  V  140 
Ggagatgtccctggactgcgtcaagtacaagcgaatggaaatctgttgttcccgcccttc 480 
 G  D  V  P  G  L  R  Q  V  Q  A  N  G  N  L  L  F  P  P  F  160 
Cgtgccgaggattatcgtcaagaggtccacgctcaggtgtacgcttgccttgcccgtaac 540 
 R  A  E  D  Y  R  Q  E  V  H  A  Q  V  Y  A  C  L  A  R  N  180 
Tctgtcggtaccattcactccaaggacgttaatgtacgcgccgtggtggcacagcaatac 600 
 S  V  G  T  I  H  S  K  D  V  N  V  R  A  V  V  A  Q  Q  Y  200 
Gataccgacgtgaacaaggaatatgttatcatgggaaacagcatcatattaaaatgtcag 660 
 D  T  D  V  N  K  E  Y  V  I  M  G  N  S  I  I  L  K  C  Q  220 
Gtcccatctttcgtcgctgattttatagaagtactctcatggcacaccgacgaaaaagaa 720 
 V  P  S  F  V  A  D  F  I  E  V  L  S  W  H  T  D  E  K  E  240 
Gacttcttccctggcaataactatgacggcaaatatttagtcttaccatcgggagaattg 780 
 D  F  F  P  G  N  N  Y  D  G  K  Y  L  V  L  P  S  G  E  L  260 
Catatccgtgatgtcggacccgaggacggttacaaatcataccaatgtcgtactaagcac 840 
 H  I  R  D  V  G  P  E  D  G  Y  K  S  Y  Q  C  R  T  K  H  280 
Agactcactggtgaaactcgattatccgctactaaaggaaggctggtcattacggagccg 900 
 R  L  T  G  E  T  R  L  S  A  T  K  G  R  L  V  I  T  E  P  300 
Gtgggtcatgttcctccgaaggttcccagtgcgcagacaaccattggcttccagtttagc 960 
 V  G  H  V  P  P  K  V  P  S  A  Q  T  T  I  G  F  Q  F  S  320 
Gaacatacaagtctcgcagttttgtgcccagcacaggcttttcctgcacctctttaccga 1020 
 E  H  T  S  L  A  V  L  C  P  A  Q  A  F  P  A  P  L  Y  R  340 
Tggtataaattcattgatggcaccactcgaaaacaaccagtcacccttgacgacagagtg 1080 
 W  Y  K  F  I  D  G  T  T  R  K  Q  P  V  T  L  D  D  R  V  360 
Aaacaagtatctggaaccctgatcattaaggaagctaaagttgaagattctggaaagtac 1140 
 K  Q  V  S  G  T  L  I  I  K  E  A  K  V  E  D  S  G  K  Y  380 
Ttatgcgttgttaacaattccgttggaggtgaatccgtggaaaccgtactgaccgtaaca 1200 
 L  C  V  V  N  N  S  V  G  G  E  S  V  E  T  V  L  T  V  T  400 
Gctcctctgaaagctactgttgaaccagccacgcaaactgtagactttggacgcccagca 1260 
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 A  P  L  K  A  T  V  E  P  A  T  Q  T  V  D  F  G  R  P  A  420 
Gtcttcacttgcagatacgaaggcaatcccgttaagactattacctggcttaaagacgga 1320 
 V  F  T  C  R  Y  E  G  N  P  V  K  T  I  T  W  L  K  D  G  440 
Aaggatatcaagcaccacgacaccattttaaggattgaatcggtaaagaaggaagacaag 1380 
 K  D  I  K  H  H  D  T  I  L  R  I  E  S  V  K  K  E  D  K  460 
Ggaatgtaccaatgctttattagaaacgatcaagagagcgcaggtgctagtgctgaactg 1440 
 G  M  Y  Q  C  F  I  R  N  D  Q  E  S  A  G  A  S  A  E  L  480 
Aaactcggaggacgattcgaaccaccccagattagacacagctttggcgaacagaccttc 1500 
 K  L  G  G  R  F  E  P  P  Q  I  R  H  S  F  G  E  Q  T  F  500 
Cgctccggcccgtccctgcgcttaaagtgcgttgcatctggaaaccccactcctgacatc 1560 
 R  S  G  P  S  L  R  L  K  C  V  A  S  G  N  P  T  P  D  I  520 
Acatggctcttggacggtgagaagctgaacagcggagatcgcctgcaaattggacaattc 1620 
 T  W  L  L  D  G  E  K  L  N  S  G  D  R  L  Q  I  G  Q  F  540 
Gttactgctgacggcaacgtggaatcccatcttaacatctcctctgtacacaccaacgac 1680 
 V  T  A  D  G  N  V  E  S  H  L  N  I  S  S  V  H  T  N  D  560 
Ggcggtctttacacttgctctgcttctagcaaggtcggaagtgcatcccactcatctcgc 1740 
 G  G  L  Y  T  C  S  A  S  S  K  V  G  S  A  S  H  S  S  R  580 
Gtcaacgtttatggcctgccctacgtccgacccatgaagaaacgccccgtggtcgctgga 1800 
 V  N  V  Y  G  L  P  Y  V  R  P  M  K  K  R  P  V  V  A  G  600 
Gacaccctcatcgtgcactgcccagttgccggctacccgattgaatctattgtttgggaa 1860 
 D  T  L  I  V  H  C  P  V  A  G  Y  P  I  E  S  I  V  W  E  620 
Cgtgatggacgtgtgctgccaatcaaccgcaaacagaaggtattccccaacggcacactg 1920 
 R  D  G  R  V  L  P  I  N  R  K  Q  K  V  F  P  N  G  T  L  640 
Gtaatcgagaacgttgaacgcatgagcgacgaagctacctacacgtgtgttgccaagaac 1980 
 V  I  E  N  V  E  R  M  S  D  E  A  T  Y  T  C  V  A  K  N  660 
Tcccaggccttcacctccaagggcacacttgaactgcaagtcatggtgccaccacaaatc 2040 
 S  Q  A  F  T  S  K  G  T  L  E  L  Q  V  M  V  P  P  Q  I  680 
Acgccttttgaatttggagaagaaatactgaatgaaggagaaactgcatcagtgcaatgc 2100 
 T  P  F  E  F  G  E  E  I  L  N  E  G  E  T  A  S  V  Q  C  700 
Gtagtaagcaagggggatcttccaattacatacaaatggttatttaatggcgaagaaatc 2160 
 V  V  S  K  G  D  L  P  I  T  Y  K  W  L  F  N  G  E  E  I  720 
Aagacacaaaatacactcggaattctcatcacaaaaattagcaaaaaaacatccatatta 2220 
 K  T  Q  N  T  L  G  I  L  I  T  K  I  S  K  K  T  S  I  L  740 
Aacattgaagccgtgagtgcaattcatcgaggttcctacacgtgtgagatcaaaaatgca 2280 
 N  I  E  A  V  S  A  I  H  R  G  S  Y  T  C  E  I  K  N  A  760 
Gccggaatgaccaatcacaccacggttctaagtgttaacgtacctcctcgctggatctta 2340 
 A  G  M  T  N  H  T  T  V  L  S  V  N  V  P  P  R  W  I  L  780 
Gaacctactgataaggcttttgctcaaggttccgatgctaaagttgaatgtaaagccgat 2400 
 E  P  T  D  K  A  F  A  Q  G  S  D  A  K  V  E  C  K  A  D  800 
Ggcttccccaagccccaagtcacatggaagagagctgaaggggatacgcctggcgattac 2460 
 G  F  P  K  P  Q  V  T  W  K  R  A  E  G  D  T  P  G  D  Y  820 
Aaagacttgaaacccaacaaccctaatgtaaaggttgaggacggtacattggctattact 2520 
 K  D  L  K  P  N  N  P  N  V  K  V  E  D  G  T  L  A  I  T  840 
Aacatccagaaaacaaatgaaggctattatctttgcgaagctgtaaacggaattggatca 2580 
 N  I  Q  K  T  N  E  G  Y  Y  L  C  E  A  V  N  G  I  G  S  860 
Ggattatccgctgtcattcttattagtgtacaagctccccctcaattcgaaattaaaatg 2640 
 G  L  S  A  V  I  L  I  S  V  Q  A  P  P  Q  F  E  I  K  M  880 
Aggaatcaaactgctcgccgaagtgaacccgctgtgctgcaatgtcaagctaaaggagaa 2700 
 R  N  Q  T  A  R  R  S  E  P  A  V  L  Q  C  Q  A  K  G  E  900 
Aagcctattggaattatctggaacatgaacaacaaacgcctcgaacctaaatccgaccct 2760 
 K  P  I  G  I  I  W  N  M  N  N  K  R  L  E  P  K  S  D  P  920 
Cgttacacgatccgcgaagaaattctgcccggtggagttgtctctgatctcagcattaga 2820 
 R  Y  T  I  R  E  E  I  L  P  G  G  V  V  S  D  L  S  I  R  940 
Aggactgaacgttccgacagcgcccttttcacctgtgttgcgactaacgcctttggatcc 2880 
 R  T  E  R  S  D  S  A  L  F  T  C  V  A  T  N  A  F  G  S  960 
Gatgatactagcattaacatgattatccaagaggtacccgaagcaccctatggcttaaaa 2940 
 D  D  T  S  I  N  M  I  I  Q  E  V  P  E  A  P  Y  G  L  K  980 
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Gtattggacaaatctggaaggaccgttcagttgtcgtgggctgcaccatacgacggaaac 3000 
 V  L  D  K  S  G  R  T  V  Q  L  S  W  A  A  P  Y  D  G  N  1000 
Tcgcctatcaagaagttcctcattgaatacaaacgcgctaaaggcaactgggaaaaagat 3060 
 S  P  I  K  K  F  L  I  E  Y  K  R  A  K  G  N  W  E  K  D  1020 
Attgacagagttctcgtaccaggagatgctactgaagccggtgtatttggacttagacct 3120 
 I  D  R  V  L  V  P  G  D  A  T  E  A  G  V  F  G  L  R  P  1040 
Gctactgcttaccacatcaggattgttgctgaaaatgaactcggaacttctgaaccctct 3180 
 A  T  A  Y  H  I  R  I  V  A  E  N  E  L  G  T  S  E  P  S  1060 
Gagactgttacaattatcactgccgaagaagctcctactggccctccccaagacgtgaaa 3240 
 E  T  V  T  I  I  T  A  E  E  A  P  T  G  P  P  Q  D  V  K  1080 
Atcgatgctattgacaaacacactctgcgagttacctggaaaccccctccgccccaggac 3300 
 I  D  A  I  D  K  H  T  L  R  V  T  W  K  P  P  P  P  Q  D  1100 
Tggaacggcgaactgcaaggatactacgttgggtacaagctggcctcaagcaacaagtct 3360 
 W  N  G  E  L  Q  G  Y  Y  V  G  Y  K  L  A  S  S  N  K  S  1120 
Tttgtctttgaaaccgttgatatttccaaggaatccggcaaggaacatcatcttgacatt 3420 
 F  V  F  E  T  V  D  I  S  K  E  S  G  K  E  H  H  L  D  I  1140 
Ttgaatctgaagacatacacccaatacgctgtagttgtacaagccttcaacaaaatgggt 3480 
 L  N  L  K  T  Y  T  Q  Y  A  V  V  V  Q  A  F  N  K  M  G  1160 
Tccggaccagtctctggtgaagtgcgcgcgtacactgctgaaggtgccccctctgccccg 3540 
 S  G  P  V  S  G  E  V  R  A  Y  T  A  E  G  A  P  S  A  P  1180 
Cctcaagatgtcctctgcactactcttactgcccagactatccgcgtctcctggatttct 3600 
 P  Q  D  V  L  C  T  T  L  T  A  Q  T  I  R  V  S  W  I  S  1200 
Ccgcctcttgccgctgccaatggacttatcaaggcttacaaagttatttacggacctagc 3660 
 P  P  L  A  A  A  N  G  L  I  K  A  Y  K  V  I  Y  G  P  S  1220 
Gagacctggtatgacgagaagacaaaagacaccaagatcacggcgagcagcgaaactatt 3720 
 E  T  W  Y  D  E  K  T  K  D  T  K  I  T  A  S  S  E  T  I  1240 
Cttcacggacttaagaaattcaccaactactctatggaagtacttgctacgactaacggc 3780 
 L  H  G  L  K  K  F  T  N  Y  S  M  E  V  L  A  T  T  N  G  1260 
Ggagatggcgtacgctctgcaccaattcactgccagactgaacaagatgtacccgaagcc 3840 
 G  D  G  V  R  S  A  P  I  H  C  Q  T  E  Q  D  V  P  E  A  1280 
Ccacgtgccgtgaaagctctcgtcatgggacaggactcgattttagtttcttggaggccc 3900 
 P  R  A  V  K  A  L  V  M  G  Q  D  S  I  L  V  S  W  R  P  1300 
Ccagcgcagcctaacggtgttgtcacccattacaacgtttatacccaggctcagaactcg 3960 
 P  A  Q  P  N  G  V  V  T  H  Y  N  V  Y  T  Q  A  Q  N  S  1320 
Gaacctcatcctaacaaggtacctgcatctcaaaccagctattccgcaaccgaacttaaa 4020 
 E  P  H  P  N  K  V  P  A  S  Q  T  S  Y  S  A  T  E  L  K  1340 
Gccggccgttatgacttctgggttactgcatccacaatcatcggtgaaggccaaccttcg 4080 
 A  G  R  Y  D  F  W  V  T  A  S  T  I  I  G  E  G  Q  P  S  1360 
Gcaaccgcttcctgcagcccaagcgacaaagttcctgctaaaattgcgtccttcgatgaa 4140 
 A  T  A  S  C  S  P  S  D  K  V  P  A  K  I  A  S  F  D  E  1380 
Tcgttcactgcgacctacaaggaagatgtcaaactgccctgccttgccgtcggtgttcct 4200 
 S  F  T  A  T  Y  K  E  D  V  K  L  P  C  L  A  V  G  V  P  1400 
Ccccctaatattgtctggaaggtaaaaggccagcccctggaagcttcggaacgcgttcgt 4260 
 P  P  N  I  V  W  K  V  K  G  Q  P  L  E  A  S  E  R  V  R  1420 
Caactgcctgaaggatcgttgcagattgctggagtagcacgcgaggacgccggggaatat 4320 
 Q  L  P  E  G  S  L  Q  I  A  G  V  A  R  E  D  A  G  E  Y  1440 
Tcttgccacgttgacaaccaattcggaactgacacagtcactcatacgctctcggttctt 4380 
 S  C  H  V  D  N  Q  F  G  T  D  T  V  T  H  T  L  S  V  L  1460 
Gctcctcccttcccccctcaactgactattgcttcgtcttctgtttcctccctgactctc 4440 
 A  P  P  F  P  P  Q  L  T  I  A  S  S  S  V  S  S  L  T  L  1480 
Cgcttgaagccatccgtcgaagttgaccaatcgcccgccgctggttacactatccactac 4500 
 R  L  K  P  S  V  E  V  D  Q  S  P  A  A  G  Y  T  I  H  Y  1500 
Aaacaagaattcggagattgggaaactgttcagattccaagctcaactgacacctacact 4560 
 K  Q  E  F  G  D  W  E  T  V  Q  I  P  S  S  T  D  T  Y  T  1520 
Ttggaaaacttgttctgcggctctagatatcagctctacgttacggcttacaatggaatc 4620 
 L  E  N  L  F  C  G  S  R  Y  Q  L  Y  V  T  A  Y  N  G  I  1540 
Ggcactggcgaagcttcagacgtagtgatcgctcgcacccgtggttccaagcctcctgta 4680 
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 G  T  G  E  A  S  D  V  V  I  A  R  T  R  G  S  K  P  P  V  1560 
Cctcgcgccactgatttcattgaagttggatcttcgtccgtgaccctccatctcaaacaa 4740 
 P  R  A  T  D  F  I  E  V  G  S  S  S  V  T  L  H  L  K  Q  1580 
Tggctggatggcggctgccccatgagccacttcgttgtcgaaaataagaagaagggagct 4800 
 W  L  D  G  G  C  P  M  S  H  F  V  V  E  N  K  K  K  G  A  1600 
Gctgaatggaaccagatctcaaacgctgtgaaacctggcggaaacttcgttgttcttgat 4860 
 A  E  W  N  Q  I  S  N  A  V  K  P  G  G  N  F  V  V  L  D  1620 
Ctcgaacctgcgacttggtatgtcttgaggatcactgcgcacaataacgctggatttaac 4920 
 L  E  P  A  T  W  Y  V  L  R  I  T  A  H  N  N  A  G  F  N  1640 
Gtagccgaatacgaatttgcgactcttactatgactggaggtacgatcgcgcccgcgcgc 4980 
 V  A  E  Y  E  F  A  T  L  T  M  T  G  G  T  I  A  P  A  R  1660 
Gacgtcggcggcaacacccttaccaccgaacaaacgctcaagataatcctcacgcacctc 5040 
 D  V  G  G  N  T  L  T  T  E  Q  T  L  K  I  I  L  T  H  L  1680 
Aaccttatcgtgcctgtcgtcgcctctattctcgtcattattatcgctattgtcgtcgtg 5100 
 N  L  I  V  P  V  V  A  S  I  L  V  I  I  I  A  I  V  V  V  1700 
Tgcgttgtacgaggagcaagggatcatcacaaagatgatgcggtctacaacgcgtcccag 5160 
 C  V  V  R  G  A  R  D  H  H  K  D  D  A  V  Y  N  A  S  Q  1720 
Gctgctctgggcggcggcggcggcactctcgacaagcgcggcggactccgcgacgaactc 5220 
 A  A  L  G  G  G  G  G  T  L  D  K  R  G  G  L  R  D  E  L  1740 
Ggctacatcgctccccccaaccgcaaactcccccctgtacccggctccaactacaacact 5280 
 G  Y  I  A  P  P  N  R  K  L  P  P  V  P  G  S  N  Y  N  T  1760 
Tgcgaccgcgtcaaacgacaggctgtgattatgggggcgcattcgacgtgggacccccga 5340 
 C  D  R  V  K  R  Q  A  V  I  M  G  A  H  S  T  W  D  P  R  1780 
Cgccatcactacgagcgcgtgcgacgaccgcgcctgcgccgcaccggctctggtgacacc 5400 
 R  H  H  Y  E  R  V  R  R  P  R  L  R  R  T  G  S  G  D  T  1800 
Atatctacaggcatggaagacgagatctgcccctatgcgaccttccacctgctcggcttc 5460 
 I  S  T  G  M  E  D  E  I  C  P  Y  A  T  F  H  L  L  G  F  1820 
Cgcgaagagatggaccccagcaaggccttggcgttcccccaccaccacccagcgcacgcc 5520 
 R  E  E  M  D  P  S  K  A  L  A  F  P  H  H  H  P  A  H  A  1840 
Ggcaccctggcccaccctcatcctcatcaccctgctcactcgcgcgctggatctcagagc 5580 
 G  T  L  A  H  P  H  P  H  H  P  A  H  S  R  A  G  S  Q  S  1860 
Atgccccgtgctaacagccgctacgcccgcaagaactcccagggaggacagagcgccatc 5640 
 M  P  R  A  N  S  R  Y  A  R  K  N  S  Q  G  G  Q  S  A  I  1880 
Tattccactgcccccgagtatgatgaccccgccacctgcgctgaagaggaccaataccgc 5700 
 Y  S  T  A  P  E  Y  D  D  P  A  T  C  A  E  E  D  Q  Y  R  1900 
Gcccgctactcccggcctatgtacgcttgcggccccgagtacgacgagcccgcgtgctgc 5760 
 A  R  Y  S  R  P  M  Y  A  C  G  P  E  Y  D  E  P  A  C  C  1920 
Gcccctgaggacgaccagtacaccggcgcctacggcacgccctactccgaccactacgga 5820 
 A  P  E  D  D  Q  Y  T  G  A  Y  G  T  P  Y  S  D  H  Y  G  1940 
Tctcgccctagcattggaacccgcaaatgcggcggatcccccgagcctcccccaccccca 5880 
 S  R  P  S  I  G  T  R  K  C  G  G  S  P  E  P  P  P  P  P  1960 
Ccacgcaacgcgaacaacgacaacaactgttcttcctccttcaatgagagcaaggactca 5940 
 P  R  N  A  N  N  D  N  N  C  S  S  S  F  N  E  S  K  D  S  1980 
Aacgaaatctccgaagccgaatgcgaccagccacgcaactaccctgtcagggcccacact 6000 
 N  E  I  S  E  A  E  C  D  Q  P  R  N  Y  P  V  R  A  H  T  2000 
Gccaaggacggtttgcacagcgaggaaatgaggaaactcattgacagaccagaagcaaac 6060 
 A  K  D  G  L  H  S  E  E  M  R  K  L  I  D  R  P  E  A  N  2020 
Accccaatcccccagcaagcagtccacgggcggggactcacagcctacgatactgtggca 6120 
 T  P  I  P  Q  Q  A  V  H  G  R  G  L  T  A  Y  D  T  V  A  2040 
Gtgtaacctgtaaatcgaaaaattgaaattgcgctgcgacacacacctattatttgttta 6180 
 V  -  P  V  N  R  K  I  E  I  A  L  R  H  T  P  I  I  C  L  2060 
Tttagatgttatggtccatcaccaccttgctgaagtgtcgctctttagcttgaacgctgc 6240 
 F  R  C  Y  G  P  S  P  P  C  -  S  V  A  L  -  L  E  R  C  2080 
Tatttatttttgccgccttttatttaaatttttagctccctcgtcccaaagagctactcg 6300 
 Y  L  F  L  P  P  F  I  -  I  F  S  S  L  V  P  K  S  Y  S  2100 
Tccaacaagatggtgatacctgtgccaaataatttcatcttgtctgtgtgtcgcgtttat 6360 
 S  N  K  M  V  I  P  V  P  N  N  F  I  L  S  V  C  R  V  Y  2120 
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Gttgctatttattttataattaccccaactaagttggctaaatttggtctttcctagttt 6420 
 V  A  I  Y  F  I  I  T  P  T  K  L  A  K  F  G  L  S  -  F  2140 
Taatttcaaacatgcacaatagtaccattgttcggtcaaatctgtggtaaacttgacaag 6480 
 -  F  Q  T  C  T  I  V  P  L  F  G  Q  I  C  G  K  L  D  K  2160 
ttgggttatgtacaaattagcacttaccttcccaatttagcattatacaacacgtcactg 6540 
 L  G  Y  V  Q  I  S  T  Y  L  P  N  L  A  L  Y  N  T  S  L  2180 
Agtagtgatacaattacagaaaatcatggttgtggtagtcattcaaaatatatattccca 6600 
 S  S  D  T  I  T  E  N  H  G  C  G  S  H  S  K  Y  I  F  P  2200 
Ttatgtgacgtggaatgaaacctatctaatacatgcgtagtaggtacccaacttagcatt 6660 
 L  C  D  V  E  -  N  L  S  N  T  C  V  V  G  T  Q  L  S  I  2220 
Tactacagaatttgctgtatgtgcagtttaattatagttactttgttttgtcttatttgt 6720 
 Y  Y  R  I  C  C  M  C  S  L  I  I  V  T  L  F  C  L  I  C  2240 
Ttagcttaatttaaatattttaactgctgacggtttggggtgaattttactcattcattt 6780 
 L  A  -  F  K  Y  F  N  C  -  R  F  G  V  N  F  T  H  S  F  2260 
Aaattaagctcaacacgtaggtaatatgtatgtgatattttctattttatcccatttttt 6840 
 K  L  S  S  T  R  R  -  Y  V  C  D  I  F  Y  F  I  P  F  F  2280 
Acgtaaaataacgttattgatacttgcgtaggcacacgtacgatagtaataacaaccttt 6900 
 T  -  N  N  V  I  D  T  C  V  G  T  R  T  I  V  I  T  T  F  2300 
Gagttgtaatcatgcttccattttgatgttattagttttcacaatgctttttaccattta 6960 
 E  L  -  S  C  F  H  F  D  V  I  S  F  H  N  A  F  Y  H  L  2320 
Cgttattgccaacttgtgtcattaatttaaggtttttaatgtttgatttgcatttaatca 7020 
 R  Y  C  Q  L  V  S  L  I  -  G  F  -  C  L  I  C  I  -  S  2340 
Tatactatttagaataagactaggtatacattcttcattactagtaattaattctttaaa 7080 
 Y  T  I  -  N  K  T  R  Y  T  F  F  I  T  S  N  -  F  F  K  2360 
Agtgactatataatcgatagttattagtcagtaataatgtgttacacaatataataatta 7140 
 S  D  Y  I  I  D  S  Y  -  S  V  I  M  C  Y  T  I  -  -  L  2380 
Ttatgagattttaatctaatcaattttagctataatctatctatctatggacgcatcgca 7200 
 L  -  D  F  N  L  I  N  F  S  Y  N  L  S  I  Y  G  R  I  A  2400 
Tacaatatacaaacaaaataatactatgatagttaccttcaaaacaatatacgtacttga 7260 
 Y  N  I  Q  T  K  -  Y  Y  D  S  Y  L  Q  N  N  I  R  T  -  2420 
Cgtttgtacccgtcgcaaaatgaaataagtactattgacacggaattcgaagttttaaca 7320 
 R  L  Y  P  S  Q  N  E  I  S  T  I  D  T  E  F  E  V  L  T  2440 
Ttacctacctactataggaattaagatgcatttttaataatcattatcgtaactatatgc 7380 
 L  P  T  Y  Y  R  N  -  D  A  F  L  I  I  I  I  V  T  I  C  2460 
Tcctatattacacaaatactagatttaagacacgtgcgtgtcactttctagatgtttccc 7440 
 S  Y  I  T  Q  I  L  D  L  R  H  V  R  V  T  F  -  M  F  P  2480 
Tttatgtgttgtgtattgtggtgtaagcttggcaaatttaggcttgtagctaggttttcg 7500 
 F  M  C  C  V  L  W  C  K  L  G  K  F  R  L  V  A  R  F  S  2500 
Caacttcctaccaaccgatatcttctctcaaccttccaattaggaaattcggattattaa 7560 
 Q  L  P  T  N  R  Y  L  L  S  T  F  Q  L  G  N  S  D  Y  -  2520 
Gacttgttaaaattaaatatgaacaaatataaactttattcgaaattataaaatttaaaa 7620 
 D  L  L  K  L  N  M  N  K  Y  K  L  Y  S  K  L  -  N  L  K  2540 
Ttaattccaaaagattagattaatacagttttattaggtaattattattttttcggttgt 7680 
 L  I  P  K  D  -  I  N  T  V  L  L  G  N  Y  Y  F  F  G  C  2560 
Ctgcttatgtgcattaggtttgcgctagttggaactaagttttgtattacgctaagcaac 7740 
 L  L  M  C  I  R  F  A  L  V  G  T  K  F  C  I  T  L  S  N  2580 
Atgtctaccaacatattattaaatgtaccaaagtgtttgatttgtgttaaataaactact 7800 
 M  S  T  N  I  L  L  N  V  P  K  C  L  I  C  V  K  -  T  T  2600 
Ccaacattaactgcacattgctgtttcattggaaacccttattccaaacccaaaaataat 7860 
 P  T  L  T  A  H  C  C  F  I  G  N  P  Y  S  K  P  K  N  N  2620 
Tgttatgaatgattaaaaaggatatttctatcagcatggacctaagttcttcaggtctgc 7920 
 C  Y  E  -  L  K  R  I  F  L  S  A  W  T  -  V  L  Q  V  C  2640 
Ttgatatcttagaatgttgttaatagattctcaggatattttaagacatgaagtgcctca 7980 
 L  I  S  -  N  V  V  N  R  F  S  G  Y  F  K  T  -  S  A  S  2660 
Taaattttattagaaaagcattaacagatgcataatagtatagatttcaaatacggaatc 8040 
 -  I  L  L  E  K  H  -  Q  M  H  N  S  I  D  F  K  Y  G  I  2680 
tatttgcatttaactttgccaggggtcaattcaaagtcaacgccaccttgcttttcttaa 8100 
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 Y  L  H  L  T  L  P  G  V  N  S  K  S  T  P  P  C  F  S  -  2700 
Agccatgttgatcag          8115 
 S  H  V  D  Q           2705 
 
 
Legende 

• Start-/Stopp-Kodon 
• Exonstruktur 

o Exonkassetten-flankierende Exons (konstitutiv) 
o Exonkassetten 5, 7, 14 & 33 (mit alternativen Exons) 
o Optionales Exon 35 

• Proteindomänen 
o Signalpeptid 
o Immunoglobulin-ähnlich 
o Immunoglobulin 
o Immunoglobulin c2-Typ 
o Fibronektin Typ-3 
o Transmembranhelix 
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9.1.1.4 Aminosäuresequenz alternativer Exone der Exonkassetten 
 
Quelle:   Prof. Dr. Haobo Jiang 
Organismus:   Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae) 
Datenbank:   Proteom (Manduca_sexta_OGS_v2.0_peptide,  
    Kanost et al. 2016) 
Sequenz-ID:   Msex2.09537-RA 
 
9.1.1.4.1 Exonkassette 5: 15 alternative Exone 
 
VVAQQYDTDVNKEYVIMGNSIILKCQVPSFVADFIEVLSWHTDEKEDFFPGNNY  
VVQQQYESEVNNEYVIRGNSAIVKCSIPSFVADFVNVISWLDESNNSYTSEESKEGD  
VVTQYYEAEVVSEYVIRGNTAVLKCNIPSFVGDFIKVEAWVDSEGGEYLLTDDI  
VVNQFYEAEILTEYVIRGNAAILKCSIPSFVADFVKVEEWIDEEETIISYSNEI  
VVSQQYVTEAENEYVIRGNAAIVHCKIPSFVSDFVYVEAWLMDDGEILTINNTNTIK  
VVSQPFEAEADNEYVIRGNAAIMKCEVPSFVSDFVYVEMWMDSEGGTYYPGNGE  
AVLQAYEARVNDEFVLRGNTAILKCIVPSFVADFVHVVAWIVDNDTVSTEDRVNLD  
VIHQSYEPRVIDEDVLRGNSAIVKCTIPSFVADYVQVTDWVANGDSLSLFSYNSSEIDY  
AVNQFYESQVYDIYVIRGNAAVFKCHIPSFVSDHVQVVSWHDTDGGEYILNSNY  
VVSQAYTVNLVEENVLRGNAAIFKCLIPSFVTEYVSVASWIISEGDIDEVEIKISDITDNY  
VVSQAYTVNILEESVLRGNAVVLKCHISTFVTEYVSVSSWIISEGETDELEIKADSIDF  
VVRQAYTVNLMEENVLRGNSAVVKCHIPSFVSEYVFVSSWIISEGELDDIEIPLNESSSL  
VVSQSYTVHLWEESVLRGNAAVLKCHISTFVTEYVSVSSWIISEGDKDELEIQADSNDS  
VVSQSYTVQFWEESVLRGNAAVLKCLISTFVTEYVSVSSWIISEGDTDELEIKANTNDS 
VVTQLYTVYLWEEMVLRGNSVVLKCHIPSFVTEYVTVTSWIISEGDQDEMEIHLNTSSTL  
 
9.1.1.4.2 Exonkassette 7: 27 alternative Exone 
 
EPVGHVPPKVPSAQTTIGFQFSEHTSLAVLCPAQAFPAPLYR  
EPVGRVPPKFASILTGTMFEVKKGDSYALQCPAQAFPTPLFR  
EPVGRVPPKFASVVMGTMIGIKKDQSLALQCPAQAFPVPIFR  
EPMGKVSPKFPSLEKSRLFNFDANQSFSLLCPAQAFPAPMFR  
EPMGKVSPKFPTGDISRTFIASSKDSVPLLCPAQGFPAPAFR  
EPMGKVSPKFPSMETGRSFTYSSQSCVTMLCPAQAFPSPVFR  
EPVGRVPPKFPSMDSSRSFSAVLNENLTILCPAQAFPVPLFR  
EPVGQVRPKFTTGDKSRAFDTMGGDNVTILCPAQGYPAPAFR  
EPMGSAAPKVATKVIDITEILTNNTVSLLCPAQAFPVPMFR  
EPVGRVSPKFPTMDNVRGFNTFLNTSVTLLCPAQAFPVPLFR  
EPINNAPPKVPSKIIEFLEVKMNSSVTLLCLAQAFPIPMFR  
EPVGLKAPTFSTDFKLAWYVKDVKQGFALLCPAQGYPAPLFR  
EPIGFKSPSFSSGSKLAWFEITSRQNFALICPAQAFPVPVFR  
EPIDSKSPTLSTDDKLAWCMRKIGENISLICPAQGHPIPIFR  
EPIGSKSPTFSTDNKFSWYVRNVGQSLNILCPAQGFPVPVFR  
EPVGFKSPTFSNDVQFSGITRKTGQDFALLCQAQAFPVPLFR  
EPIGFKAPSFSMEFKSTTLTKVLDQAIVLLCQAQAHPPPIFK  
EPVTAKAPAFATSASAYNYEIERNSSGSMLCQAQGYPKPMFR  
EPVGAKAPSFSTDSKGSIFIREVGQSFALLCQAQASPIPIFR  
EPVSSKPPTFSTDFTLSAVTRYKGHSFTMLCQAQAFPTPIFR  
EPVGSKAPSFSTESALSSLKRHEGQSFALLCQAQAFPVPIFR  
EPVGAKSPTFSSESMGSIFRKRLGQGFALLCQAQSYPAPIFR  
EPVGSKAPTFSTDARSITFVRNVGQSFSLLCEAQASPVPIFR  
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EPIASAAPSITATPKPTVLSPQLSPLTLLCPAQGYPVPISR  
EPTNKIAPRKDTSKIFEGWEVFIVPRGDIAYLTCQVAAYPA  
EPSGRTGPKVTGDGLNRQIGRASESLALLCEVQANPAPLTR  
EPTNSLPPKLSSGRLQESQLGFGETGTMLCLGQGYPVPSFR  
 
9.1.1.4.3 Exonkassette 14: 17 alternative Exone 
 
VPPQITPFEFGEEILNEGETASVQCVVSKGDLPITYKWLFNGEEIKTQNTLGILITKISKKTSILNIEAVSAIHRGSYTCEIKNAAGMTNHTTVLSVN  
VPPQISPFEFGDEPANAGDTVSVQCVMNKGDLPANFSWSLNGKKISQGNTVGIAIGSMSRKMSILNIDSVNGTHRGVYTCHVENFAGQVNHSSTLEVN 
VLPQIHPFTFGEDPANAGDTVGIQCMVTKGDVPVNLTWHLNGKPVNQIQGITVTKIGHKASSLSIDSVASIHTGAYTCSARNQAGHANYSSDLAVN  
VVPQVTPFDFGEEILNQGDTVSLTCTVGKGDLPLKIHWQLNGQLLNSGNGVLINRNGKRISMLSIENVQHEHVGNYTCIAENEAGRSSHSAVLNVN  
VAPQILPFDFGTEPLNDQEMAVVICTASKGDLPLNITWYFNGKPVKSESNGIILSNTKRTSQLTIESVTHHNQGNYFCIVKNQAGMANHTAELYVN  
VAPIIAPFDFDESIFYGEGVQVTCYVPKGDKPLNFKWNFSEEDVSLLAGVNIMNVGDRGSALIIPMVTAKHSGNYSCTASNIVASASHHAMLNVK  
VAPIISPFEFDDAVFYGESIQVMCHIPKGDMPLTLTWSFRGHILQKSGDIIITKVGHRSSILAIPAVTEKHTGNYTCTASNTVASTNHTAILNVQ  
VPPHIVPFVAEEPVFAGESVQLTCHVSKGDGPLTITWSFHGKELSSHQGITTMKIGERTSLLTISSATASHSGEYSCHVANQAGLAVHSTTVNVH  
VLPYIVPFEADESVFAGEPVQLNCHVSKGDLPLDIKWHFHGFENTSSHLGILTTKMTSRTSFLSIAAATASHSGNYTCVATNSAGSTNHSTVLNVH 
VIPNILPFDVDQALFFGESVQMMCHISKGDTPLEVYWEFNGKKLSRELGTFTRVGDRSSVLMLPSVTDAHSGNYTCVAKNRAGTTSYTTTLKII  
VAPYIIPFEVEESIFAGESVHLTCHVSKGDRPLQITWSFQAQDIPYHNNMGITTTKLGEKASVLSIATAMGHHSGNYTCTASNRAGRVNYTATVNVH  
VPPHIMPFEIEESVYYGESVQMTCHASKGDRPMTVTWTFEGKDLLTHTGIKTMKMAEQTSFLSIASVTGAHSGNYTCIAKNRAGEDRYTAILNVQ  
VLPHIKPFELDEAVFAGESVHLDCHVSKGDTPLNISWRFQGQPITHRMGVKYTTLSDRVSVLDIASVMGYNSGNYTCIANNKAGTATHTAILNVI  
VPPVVQPFSFGEVAMNSGQVVTAPCSVIEGDHPLRLKWLFNEKPVKNMPGVSVFQIGEKSAILSIGSVSHNHAGNYTCMAENEAGIHYHTSTLIIN  
VPPHILPFAFGEKPANVGEYLQAACTVNLGDLPLTITWAFNGQLISQRNNDYVLTNSKRSSLLIIESVNAKHAGAYTCVGENRAGRNTHSADLVVY  
VPPKIAPFVAGPEPAFLGDYFALQCIITHGDQPVRIEWSVNNKSANSFPGIRVSTIDRRSSVLTIESVDAKHAGLYNCTSSNSAGVTSHTTELVVR  
VPPLIMPFSFGDVPSNPGDTAVVNCVATKGDQPLEISWTFSSETIDSSLQRDITTMPLGPRASVLTINSVSANHQGNYTCIVQNAAGRAEHAATLVVN  

 
9.1.1.4.4 Exonkassette 33: 2 alternative Exone 
 
GTIAPARDVGGNTLTTEQTLKIILTHLNLIVPVVASILVIIIAIVVVCVVRGARDHHK 
GTIAPLPGNGDDKELPPWVKAWLEPEVLVPILATIVVFIVGVVVICLTLARRNTPHRLR  
 
9.1.1.4.5 Optionales Exon 35 
 
MGAHSTWDPRRHHYERVRRPRLRRTGSGDTIST  
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9.1.2 Sequenz-ID: Msex2.09537-RB 
 
9.1.2.1 Nukleotidsequenz (cDNA) 
 
Host:    i5k Workspace (i5K Consortium 2013) 
Organismus:   Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae) 
Datenbank:   Transkriptom (Manduca_sexta_OGS_v2.0_transcript, 
    Kanost et al. 2016) 
Sequenz-ID:   Msex2.09537-RB 
Anzahl der Basen:  8.391 
 
>gnl|Manduca_sexta_transcript_OGS_v2.0|Msex2.09537-RB 
JH668578.1:96073-149166(-) 
TAGAAGTGTATTTTTATTTCAGACGAACCGACTTAAATTCCGTCTAATCTCGGCCGCATC 
GCGGCCATCTGAGTTTATTTTTTTTGTTCAGTGGAATTTTGTTTTGTGTTGTCCAGTGAC 
TCTAGTGATCAGTGAAGTGTCGTGACTGTGAATATGGCTTATAAAGGATTCCTCGCCCTC 
GTGGCGCTGGCCATTATAGGGTCAGCGCTATGCGAGGACGAAACTATCGGCCCGATTTTC 
ATGAAGGAACCCCCAAACCGAGTTGACTTCAGCAACACGACCGGCGCGACTGTAGAATGT 
GCTGCACGTGGATCCCCTGCTCCTGACATCATTTGGGTACGCGCTGATGGAACTGCCGTT 
GGAGATGTCCCTGGACTGCGTCAAGTACAAGCGAATGGAAATCTGTTGTTCCCGCCCTTC 
CGTGCCGAGGATTATCGTCAAGAGGTCCACGCTCAGGTGTACGCTTGCCTTGCCCGTAAC 
TCTGTCGGTACCATTCACTCCAAGGACGTTAATGTACGCGCCGTAATACATCAAAGTTAT 
GAACCTCGGGTTATTGATGAGGATGTTTTGCGCGGGAATTCTGCCATTGTTAAATGTACG 
ATCCCCTCGTTTGTAGCTGACTACGTTCAAGTTACAGATTGGGTGGCGAATGGAGATTCA 
CTGTCTCTGTTTTCCTACAACAGCTCCGAGATAGATTATGCTGTTAATCAGTTCTATGAA 
TCGCAAGTCTATGACATATACGTGATACGAGGTAATGCTGCTGTGTTCAAGTGTCATATA 
CCTTCTTTCGTATCAGATCACGTGCAAGTAGTTTCGTGGCATGATACTGACGGTGGCGAA 
TACATTTTAAATAGCAATTATGTTGTATCACAAGCATATACCGTAAACTTGGTAGAGGAA 
AATGTATTGCGAGGAAACGCCGCTATTTTCAAGTGTCTTATCCCAAGTTTCGTAACCGAA 
TATGTGTCAGTAGCATCTTGGATAATATCTGAAGGAGATATAGATGAGGTCGAAATCAAA 
ATTAGCGACATAACTGATAATTATGTCGTATCTCAGGCTTACACGGTCAATATTTTGGAA 
GAAAGTGTGTTGCGAGGAAACGCAGTAGTTCTCAAATGTCATATATCTACTTTTGTAACG 
GAATATGTTAGTGTTTCCTCTTGGATTATCTCCGAAGGAGAAACAGATGAGTTGGAAATC 
AAGGCCGACTCCATTGATTTCGTTGTTAGACAAGCTTATACAGTGAACTTAATGGAAGAA 
AATGTTCTCCGTGGCAACTCCGCTGTAGTAAAGTGTCACATACCAAGTTTTGTGTCAGAA 
TATGTCTTTGTATCATCATGGATAATAAGTGAAGGAGAGCTAGACGACATAGAAATCCCA 
TTAAACGAATCCTCCAGCTTAATGGTATCTCAGTCATATACAGTACATCTTTGGGAAGAG 
AGCGTGTTACGGGGAAATGCAGCAGTTCTCAAATGTCATATCTCTACTTTTGTAACGGAA 
TACGTTAGCGTCTCCTCTTGGATTATATCTGAAGGAGATAAAGATGAACTAGAAATCCAG 
GCAGATTCTAATGATTCCGTGGTAACTCAACTGTACACTGTATATCTTTGGGAGGAAATG 
GTGTTGCGCGGTAATTCGGTAGTACTGAAATGTCACATACCGAGTTTCGTCACTGAGTAC 
GTCACGGTCACATCCTGGATTATTTCTGAAGGGGACCAAGACGAAATGGAAATACATTTA 
AATACTAGTTCCACTTTAGTCGTATCTCAGGCTTACGATGTAAAATTTTGGGAAGAATAT 
GTTTTGCGAGGAAACGCCGCCATATTGAAATGTCAAATCCCAAGTTTCGTCTCTGAATAC 
GTTTCGGTTAGCTCTTGGATAATTTCTGAAGATGAAAACGAACAAGAAATCAAATTAAAT 
TCGTCTTCAAGTTTAGTGGTTTCTCAGTCGTACGCAGTCAATCTAATGGAGGAGTACGTT 
CTGAGAGGAAATAGTGCTATTTTAAAATGCCACATTCCGAGTTTCGTCTCTGAATATGTT 
TTCGTCACTTCGTGGATCATCAGTGAGGGCGAGACGGATCTTGATGAGATCAAACTCGAT 
TCAAATCAAAATTTAAACGACGGCAAATATTTAGTCTTACCATCGGGAGAATTGCATATC 
CGTGATGTCGGACCCGAGGACGGTTACAAATCATACCAATGTCGTACTAAGCACAGACTC 
ACTGGTGAAACTCGATTATCCGCTACTAAAGGAAGGCTGGTCATTACGGAGCCGGTGGGT 
CATGTTCCTCCGAAGGTTCCCAGTGCGCAGACAACCATTGGCTTCCAGTTTAGCGAACAT 
ACAAGTCTCGCAGTTTTGTGCCCAGCACAGGCTTTTCCTGCACCTCTTTACCGATGGTAT 
AAATTCATTGATGGCACCACTCGAAAACAACCAGTCACCCTTGACGACAGAGTGAAACAA 
GTATCTGGAACCCTGATCATTAAGGAAGCTAAAGTTGAAGATTCTGGAAAGTACTTATGC 
GTTGTTAACAATTCCGTTGGAGGTGAATCCGTGGAAACCGTACTGACCGTAACAGCTCCT 
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CTGAAAGCTACTGTTGAACCAGCCACGCAAACTGTAGACTTTGGACGCCCAGCAGTCTTC 
ACTTGCAGATACGAAGGCAATCCCGTTAAGACTATTACCTGGCTTAAAGACGGAAAGGAT 
ATCAAGCACCACGACACCATTTTAAGGATTGAATCGGTAAAGAAGGAAGACAAGGGAATG 
TACCAATGCTTTATTAGAAACGATCAAGAGAGCGCAGGTGCTAGTGCTGAACTGAAACTC 
GGAGGACGATTCGAACCACCCCAGATTAGACACAGCTTTGGCGAACAGACCTTCCGCTCC 
GGCCCGTCCCTGCGCTTAAAGTGCGTTGCATCTGGAAACCCCACTCCTGACATCACATGG 
CTCTTGGACGGTGAGAAGCTGAACAGCGGAGATCGCCTGCAAATTGGACAATTCGTTACT 
GCTGACGGCAACGTGGAATCCCATCTTAACATCTCCTCTGTACACACCAACGACGGCGGT 
CTTTACACTTGCTCTGCTTCTAGCAAGGTCGGAAGTGCATCCCACTCATCTCGCGTCAAC 
GTTTATGGCCTGCCCTACGTCCGACCCATGAAGAAACGCCCCGTGGTCGCTGGAGACACC 
CTCATCGTGCACTGCCCAGTTGCCGGCTACCCGATTGAATCTATTGTTTGGGAACGTGAT 
GGACGTGTGCTGCCAATCAACCGCAAACAGAAGGTATTCCCCAACGGCACACTGGTAATC 
GAGAACGTTGAACGCATGAGCGACGAAGCTACCTACACGTGTGTTGCCAAGAACTCCCAG 
GCCTTCACCTCCAAGGGCACACTTGAACTGCAAGTCATGGTGGCACCAATTATAGCTCCC 
TTTGATTTCGACGAATCAATATTTTACGGCGAAGGAGTGCAAGTAACATGCTACGTTCCT 
AAAGGAGACAAACCTTTAAATTTCAAGTGGAACTTTAGTGAAGAAGATGTGAGTTTACTA 
GCCGGGGTGAACATCATGAATGTTGGGGACAGGGGTTCAGCTCTTATTATACCTATGGTG 
ACGGCCAAACATTCTGGCAATTACTCATGCACCGCCTCCAATATTGTCGCCAGTGCTAGT 
CATCACGCCATGCTCAATGTCAAGGTACCTCCTCGCTGGATCTTAGAACCTACTGATAAG 
GCTTTTGCTCAAGGTTCCGATGCTAAAGTTGAATGTAAAGCCGATGGCTTCCCCAAGCCC 
CAAGTCACATGGAAGAGAGCTGAAGGGGATACGCCTGGCGATTACAAAGACTTGAAACCC 
AACAACCCTAATGTAAAGGTTGAGGACGGTACATTGGCTATTACTAACATCCAGAAAACA 
AATGAAGGCTATTATCTTTGCGAAGCTGTAAACGGAATTGGATCAGGATTATCCGCTGTC 
ATTCTTATTAGTGTACAAGCTCCCCCTCAATTCGAAATTAAAATGAGGAATCAAACTGCT 
CGCCGAAGTGAACCCGCTGTGCTGCAATGTCAAGCTAAAGGAGAAAAGCCTATTGGAATT 
ATCTGGAACATGAACAACAAACGCCTCGAACCTAAATCCGACCCTCGTTACACGATCCGC 
GAAGAAATTCTGCCCGGTGGAGTTGTCTCTGATCTCAGCATTAGAAGGACTGAACGTTCC 
GACAGCGCCCTTTTCACCTGTGTTGCGACTAACGCCTTTGGATCCGATGATACTAGCATT 
AACATGATTATCCAAGAGGTACCCGAAGCACCCTATGGCTTAAAAGTATTGGACAAATCT 
GGAAGGACCGTTCAGTTGTCGTGGGCTGCACCATACGACGGAAACTCGCCTATCAAGAAG 
TTCCTCATTGAATACAAACGCGCTAAAGGCAACTGGGAAAAAGATATTGACAGAGTTCTC 
GTACCAGGAGATGCTACTGAAGCCGGTGTATTTGGACTTAGACCTGCTACTGCTTACCAC 
ATCAGGATTGTTGCTGAAAATGAACTCGGAACTTCTGAACCCTCTGAGACTGTTACAATT 
ATCACTGCCGAAGAAGCTCCTACTGGCCCTCCCCAAGACGTGAAAATCGATGCTATTGAC 
AAACACACTCTGCGAGTTACCTGGAAACCCCCTCCGCCCCAGGACTGGAACGGCGAACTG 
CAAGGATACTACGTTGGGTACAAGCTGGCCTCAAGCAACAAGTCTTTTGTCTTTGAAACC 
GTTGATATTTCCAAGGAATCCGGCAAGGAACATCATCTTGACATTTTGAATCTGAAGACA 
TACACCCAATACGCTGTAGTTGTACAAGCCTTCAACAAAATGGGTTCCGGACCAGTCTCT 
GGTGAAGTGCGCGCGTACACTGCTGAAGGTGCCCCCTCTGCCCCGCCTCAAGATGTCCTC 
TGCACTACTCTTACTGCCCAGACTATCCGCGTCTCCTGGATTTCTCCGCCTCTTGCCGCT 
GCCAATGGACTTATCAAGGCTTACAAAGTTATTTACGGACCTAGCGAGACCTGGTATGAC 
GAGAAGACAAAAGACACCAAGATCACGGCGAGCAGCGAAACTATTCTTCACGGACTTAAG 
AAATTCACCAACTACTCTATGGAAGTACTTGCTACGACTAACGGCGGAGATGGCGTACGC 
TCTGCACCAATTCACTGCCAGACTGAACAAGATGTACCCGAAGCCCCACGTGCCGTGAAA 
GCTCTCGTCATGGGACAGGACTCGATTTTAGTTTCTTGGAGGCCCCCAGCGCAGCCTAAC 
GGTGTTGTCACCCATTACAACGTTTATACCCAGGCTCAGAACTCGGAACCTCATCCTAAC 
AAGGTACCTGCATCTCAAACCAGCTATTCCGCAACCGAACTTAAAGCCGGCCGTTATGAC 
TTCTGGGTTACTGCATCCACAATCATCGGTGAAGGCCAACCTTCGGCAACCGCTTCCTGC 
AGCCCAAGCGACAAAGTTCCTGCTAAAATTGCGTCCTTCGATGAATCGTTCACTGCGACC 
TACAAGGAAGATGTCAAACTGCCCTGCCTTGCCGTCGGTGTTCCTCCCCCTAATATTGTC 
TGGAAGGTAAAAGGCCAGCCCCTGGAAGCTTCGGAACGCGTTCGTCAACTGCCTGAAGGA 
TCGTTGCAGATTGCTGGAGTAGCACGCGAGGACGCCGGGGAATATTCTTGCCACGTTGAC 
AACCAATTCGGAACTGACACAGTCACTCATACGCTCTCGGTTCTTGCTCCTCCCTTCCCC 
CCTCAACTGACTATTGCTTCGTCTTCTGTTTCCTCCCTGACTCTCCGCTTGAAGCCATCC 
GTCGAAGTTGACCAATCGCCCGCCGCTGGTTACACTATCCACTACAAACAAGAATTCGGA 
GATTGGGAAACTGTTCAGATTCCAAGCTCAACTGACACCTACACTTTGGAAAACTTGTTC 
TGCGGCTCTAGATATCAGCTCTACGTTACGGCTTACAATGGAATCGGCACTGGCGAAGCT 
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TCAGACGTAGTGATCGCTCGCACCCGTGGTTCCAAGCCTCCTGTACCTCGCGCCACTGAT 
TTCATTGAAGTTGGATCTTCGTCCGTGACCCTCCATCTCAAACAATGGCTGGATGGCGGC 
TGCCCCATGAGCCACTTCGTTGTCGAAAATAAGAAGAAGGGAGCTGCTGAATGGAACCAG 
ATCTCAAACGCTGTGAAACCTGGCGGAAACTTCGTTGTTCTTGATCTCGAACCTGCGACT 
TGGTATGTCTTGAGGATCACTGCGCACAATAACGCTGGATTTAACGTAGCCGAATACGAA 
TTTGCGACTCTTACTATGACTGGAGGTACGATCGCGCCCGCGCGCGACGTCGGCGGCAAC 
ACCCTTACCACCGAACAAACGCTCAAGATAATCCTCACGCACCTCAACCTTATCGTGCCT 
GTCGTCGCCTCTATTCTCGTCATTATTATCGCTATTGTCGTCGTGTGCGTTGTACGAGGA 
GCAAGGGATCATCACAAAGATGATGCGGTCTACAACGCGTCCCAGGCTGCTCTGGGCGGC 
GGCGGCGGCACTCTCGACAAGCGCGGCGGACTCCGCGACGAACTCGGCTACATCGCTCCC 
CCCAACCGCAAACTCCCCCCTGTACCCGGCTCCAACTACAACACTTGCGACCGCGTCAAA 
CGACAGGCTGTGATTAGCATGGAAGACGAGATCTGCCCCTATGCGACCTTCCACCTGCTC 
GGCTTCCGCGAAGAGATGGACCCCAGCAAGGCCTTGGCGTTCCCCCACCACCACCCAGCG 
CACGCCGGCACCCTGGCCCACCCTCATCCTCATCACCCTGCTCACTCGCGCGCTGGATCT 
CAGAGCATGGTTCGTTTGAAATATTCTACGGTTGATGGTATCCGACTTTAACTGACTCCA 
CCTAATAACCGCACTGAAGTTGTTAGTGTTTGAACAGACGTCCAATAAAAAGTATTTGTC 
CATCCATCGGAAACGAAGTCTGTTCGCCAAAGAAGTTTAACGAATTTGAACAGGCCACCG 
TATTAGGTGAAAGTTCCTCCGTGGAATTTAATTTTAAGTCAGCGTAGAAACTATATTGGT 
TTAAAGCGTCAACCCTTCTAAATTCTGGATCTGCTGAATCTGAATTCATGCAAGAGCTAC 
TAATATTGTGTTTCAAATTACCTAAATAACATGTAGCAAATTAATATTATGCAATTAAAA 
CTTTTAAAAACTACGCTTGGTACGGCAGCCCCGTGCTAACAGCCGCTACGCCCGCAAGAA 
CTCCCAGGGAGGACAGAGCGCCATCTATTCCACTGCCCCCGAGTATGATGACCCCGCCAC 
CTGCGCTGAAGAGGACCAATACCGCGCCCGCTACTCCCGGCCTATGTACGCTTGCGGCCC 
CGAGTACGACGAGCCCGCGTGCTGCGCCCCTGAGGACGACCAGTACACCGGCGCCTACGG 
CACGCCCTACTCCGACCACTACGGATCTCGCCCTAGCATTGGTAATACACATTACACACA 
TACATGCTGCCACGCGCTACTCAAGCAAACAACAACTCGCTCAATGTCACCGGCTTTTGA 
ATATTTAATTGCTGATGGTAAAAAACGATAATTTATAATATGATTTAAAAGACAAAATGG 
ATAATTGATGATAATACGTACGACGTATTCAATTCTTCGCCTCCGCAATTCGCTTTCGCG 
TTGCTACTAAAAAACCGACCGAAACTTAGTTCCGATATTTACTAAAGTGATGCATTTGAA 
GTAAAATCTGCAGGAACCCGCAAATGCGGCGGATCCCCCGAGCCTCCCCCACCCCCACCA 
CGCAACGCGAACAACGACAACAACTGTTCTTCCTCCTTCAATGAGAGCAAGGACTCAAAC 
GAAATCTCCGAAGCCGAATGCGACCAGCCACGCAACTACCCTGATATATTCAGCAGCCAA 
CAAACAAGAACCCTAGAGGATTATACATTGTATTTGCACGTTACCCGCTCTTTACGTGAC 
ACTTGGAGTTTTACTTGAAAAAATACAAGCACTTAAAATACATGAAAAAATAGTATACTA 
TGAAAAACATTTATTAGGTTAGTAACATACCTGTTTGCGCATAATTCATATTTACAATTC 
ACATAAAATCCATTGTGGCTCCTTCACCATTTATCTATGAACTCATGACGATATTACAAA 
TTCTAAATTAAAAATAAATACCCAAATTGGTCCATGCGTACTTTGGGTGTCAACTGAACA 
GAAGACGGTAATAATATTTTTTAATAAAGTATTACTTAAACCTTTTATGTTTATAATAAT 
TGTGACTGACCGCATGCAACATTTGTATCAGTTATAACAAATTTTAAAATCAAGCTTCAA 
AATTAGATCTTTCTGCAATTGGCTTACCTACTCTTATTTTCAAAATTTAAA 
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9.1.2.2 Aminosäuresequenz (Protein) 
 
Host:    i5k Workspace (i5K Consortium 2013) 
Organismus:   Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae) 
Datenbank:   Proteom (Manduca_sexta_OGS_v2.0_peptide,  
    Kanost et al. 2016) 
Sequenz-ID:   Msex2.09537-RB 
Anzahl der Aminosäuren: 2.245 
 
>gnl|Manduca_sexta_protein_OGS_v2.0|Msex2.09537-RB JH668578.1:96073-
149166(-) 
MAYKGFLALVALAIIGSALCEDETIGPIFMKEPPNRVDFSNTTGATVECAARGSPAPDII 
WVRADGTAVGDVPGLRQVQANGNLLFPPFRAEDYRQEVHAQVYACLARNSVGTIHSKDVN 
VRAVIHQSYEPRVIDEDVLRGNSAIVKCTIPSFVADYVQVTDWVANGDSLSLFSYNSSEI 
DYAVNQFYESQVYDIYVIRGNAAVFKCHIPSFVSDHVQVVSWHDTDGGEYILNSNYVVSQ 
AYTVNLVEENVLRGNAAIFKCLIPSFVTEYVSVASWIISEGDIDEVEIKISDITDNYVVS 
QAYTVNILEESVLRGNAVVLKCHISTFVTEYVSVSSWIISEGETDELEIKADSIDFVVRQ 
AYTVNLMEENVLRGNSAVVKCHIPSFVSEYVFVSSWIISEGELDDIEIPLNESSSLMVSQ 
SYTVHLWEESVLRGNAAVLKCHISTFVTEYVSVSSWIISEGDKDELEIQADSNDSVVTQL 
YTVYLWEEMVLRGNSVVLKCHIPSFVTEYVTVTSWIISEGDQDEMEIHLNTSSTLVVSQA 
YDVKFWEEYVLRGNAAILKCQIPSFVSEYVSVSSWIISEDENEQEIKLNSSSSLVVSQSY 
AVNLMEEYVLRGNSAILKCHIPSFVSEYVFVTSWIISEGETDLDEIKLDSNQNLNDGKYL 
VLPSGELHIRDVGPEDGYKSYQCRTKHRLTGETRLSATKGRLVITEPVGHVPPKVPSAQT 
TIGFQFSEHTSLAVLCPAQAFPAPLYRWYKFIDGTTRKQPVTLDDRVKQVSGTLIIKEAK 
VEDSGKYLCVVNNSVGGESVETVLTVTAPLKATVEPATQTVDFGRPAVFTCRYEGNPVKT 
ITWLKDGKDIKHHDTILRIESVKKEDKGMYQCFIRNDQESAGASAELKLGGRFEPPQIRH 
SFGEQTFRSGPSLRLKCVASGNPTPDITWLLDGEKLNSGDRLQIGQFVTADGNVESHLNI 
SSVHTNDGGLYTCSASSKVGSASHSSRVNVYGLPYVRPMKKRPVVAGDTLIVHCPVAGYP 
IESIVWERDGRVLPINRKQKVFPNGTLVIENVERMSDEATYTCVAKNSQAFTSKGTLELQ 
VMVAPIIAPFDFDESIFYGEGVQVTCYVPKGDKPLNFKWNFSEEDVSLLAGVNIMNVGDR 
GSALIIPMVTAKHSGNYSCTASNIVASASHHAMLNVKVPPRWILEPTDKAFAQGSDAKVE 
CKADGFPKPQVTWKRAEGDTPGDYKDLKPNNPNVKVEDGTLAITNIQKTNEGYYLCEAVN 
GIGSGLSAVILISVQAPPQFEIKMRNQTARRSEPAVLQCQAKGEKPIGIIWNMNNKRLEP 
KSDPRYTIREEILPGGVVSDLSIRRTERSDSALFTCVATNAFGSDDTSINMIIQEVPEAP 
YGLKVLDKSGRTVQLSWAAPYDGNSPIKKFLIEYKRAKGNWEKDIDRVLVPGDATEAGVF 
GLRPATAYHIRIVAENELGTSEPSETVTIITAEEAPTGPPQDVKIDAIDKHTLRVTWKPP 
PPQDWNGELQGYYVGYKLASSNKSFVFETVDISKESGKEHHLDILNLKTYTQYAVVVQAF 
NKMGSGPVSGEVRAYTAEGAPSAPPQDVLCTTLTAQTIRVSWISPPLAAANGLIKAYKVI 
YGPSETWYDEKTKDTKITASSETILHGLKKFTNYSMEVLATTNGGDGVRSAPIHCQTEQD 
VPEAPRAVKALVMGQDSILVSWRPPAQPNGVVTHYNVYTQAQNSEPHPNKVPASQTSYSA 
TELKAGRYDFWVTASTIIGEGQPSATASCSPSDKVPAKIASFDESFTATYKEDVKLPCLA 
VGVPPPNIVWKVKGQPLEASERVRQLPEGSLQIAGVAREDAGEYSCHVDNQFGTDTVTHT 
LSVLAPPFPPQLTIASSSVSSLTLRLKPSVEVDQSPAAGYTIHYKQEFGDWETVQIPSST 
DTYTLENLFCGSRYQLYVTAYNGIGTGEASDVVIARTRGSKPPVPRATDFIEVGSSSVTL 
HLKQWLDGGCPMSHFVVENKKKGAAEWNQISNAVKPGGNFVVLDLEPATWYVLRITAHNN 
AGFNVAEYEFATLTMTGGTIAPARDVGGNTLTTEQTLKIILTHLNLIVPVVASILVIIIA 
IVVVCVVRGARDHHKDDAVYNASQAALGGGGGTLDKRGGLRDELGYIAPPNRKLPPVPGS 
NYNTCDRVKRQAVISMEDEICPYATFHLLGFREEMDPSKALAFPHHHPAHAGTLAHPHPH 
HPAHSRAGSQSMVRLKYSTVDGIRL* 
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9.1.3 Aminosäuresequenz-Alignment: Msex2.09537-RA & Msex2.09537-RB 
 
Msex2.09537-RA      MAYKGFLALVALAIIGSALCEDETIGPIFMKEPPNRVDFSNTTGATVECAARGSPAPDII 60 
Msex2.09537-RB      MAYKGFLALVALAIIGSALCEDETIGPIFMKEPPNRVDFSNTTGATVECAARGSPAPDII 60 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      WVRADGTAVGDVPGLRQVQANGNLLFPPFRAEDYRQEVHAQVYACLARNSVGTIHSKDVN 120 
Msex2.09537-RB      WVRADGTAVGDVPGLRQVQANGNLLFPPFRAEDYRQEVHAQVYACLARNSVGTIHSKDVN 120 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      VRAVVAQQYDTDVNKEYVIMGNSIILKCQVPSFVADF----------------------- 157 
Msex2.09537-RB      VRAVIHQSYEPRVIDEDVLRGNSAIVKCTIPSFVADYVQVTDWVANGDSLSLFSYNSSEI 180 
                    ****: *.*:  * .* *: *** *:** :******:                        
 
Msex2.09537-RA      ------------------------------------------------------------ 157 
Msex2.09537-RB      DYAVNQFYESQVYDIYVIRGNAAVFKCHIPSFVSDHVQVVSWHDTDGGEYILNSNYVVSQ 240 
                                                                                 
 
Msex2.09537-RA      ------------------------------------------------------------ 157 
Msex2.09537-RB      AYTVNLVEENVLRGNAAIFKCLIPSFVTEYVSVASWIISEGDIDEVEIKISDITDNYVVS 300 
                                                                                 
 
Msex2.09537-RA      ------------------------------------------------------------ 157 
Msex2.09537-RB      QAYTVNILEESVLRGNAVVLKCHISTFVTEYVSVSSWIISEGETDELEIKADSIDFVVRQ 360 
                                                                                 
 
Msex2.09537-RA      ------------------------------------------------------------ 157 
Msex2.09537-RB      AYTVNLMEENVLRGNSAVVKCHIPSFVSEYVFVSSWIISEGELDDIEIPLNESSSLMVSQ 420 
                                                                                 
 
Msex2.09537-RA      ------------------------------------------------------------ 157 
Msex2.09537-RB      SYTVHLWEESVLRGNAAVLKCHISTFVTEYVSVSSWIISEGDKDELEIQADSNDSVVTQL 480 
                                                                                 
 
Msex2.09537-RA      ------------------------------------------------------------ 157 
Msex2.09537-RB      YTVYLWEEMVLRGNSVVLKCHIPSFVTEYVTVTSWIISEGDQDEMEIHLNTSSTLVVSQA 540 
                                                                                 
 
Msex2.09537-RA      -----------------------------IEVLSWHTDEKED------------------ 170 
Msex2.09537-RB      YDVKFWEEYVLRGNAAILKCQIPSFVSEYVSVSSWIISEDENEQEIKLNSSSSLVVSQSY 600 
                                                 :.* **  .*.*:                   
 
Msex2.09537-RA      ------------------------------------------------FFPGNNYDGKYL 182 
Msex2.09537-RB      AVNLMEEYVLRGNSAILKCHIPSFVSEYVFVTSWIISEGETDLDEIKLDSNQNLNDGKYL 660 
                                                                        *  ***** 
 
Msex2.09537-RA      VLPSGELHIRDVGPEDGYKSYQCRTKHRLTGETRLSATKGRLVITEPVGHVPPKVPSAQT 242 
Msex2.09537-RB      VLPSGELHIRDVGPEDGYKSYQCRTKHRLTGETRLSATKGRLVITEPVGHVPPKVPSAQT 720 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      TIGFQFSEHTSLAVLCPAQAFPAPLYRWYKFIDGTTRKQPVTLDDRVKQVSGTLIIKEAK 302 
Msex2.09537-RB      TIGFQFSEHTSLAVLCPAQAFPAPLYRWYKFIDGTTRKQPVTLDDRVKQVSGTLIIKEAK 780 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      VEDSGKYLCVVNNSVGGESVETVLTVTAPLKATVEPATQTVDFGRPAVFTCRYEGNPVKT 362 
Msex2.09537-RB      VEDSGKYLCVVNNSVGGESVETVLTVTAPLKATVEPATQTVDFGRPAVFTCRYEGNPVKT 840 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      ITWLKDGKDIKHHDTILRIESVKKEDKGMYQCFIRNDQESAGASAELKLGGRFEPPQIRH 422 
Msex2.09537-RB      ITWLKDGKDIKHHDTILRIESVKKEDKGMYQCFIRNDQESAGASAELKLGGRFEPPQIRH 900 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      SFGEQTFRSGPSLRLKCVASGNPTPDITWLLDGEKLNSGDRLQIGQFVTADGNVESHLNI 482 
Msex2.09537-RB      SFGEQTFRSGPSLRLKCVASGNPTPDITWLLDGEKLNSGDRLQIGQFVTADGNVESHLNI 960 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      SSVHTNDGGLYTCSASSKVGSASHSSRVNVYGLPYVRPMKKRPVVAGDTLIVHCPVAGYP 542 
Msex2.09537-RB      SSVHTNDGGLYTCSASSKVGSASHSSRVNVYGLPYVRPMKKRPVVAGDTLIVHCPVAGYP 1020 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      IESIVWERDGRVLPINRKQKVFPNGTLVIENVERMSDEATYTCVAKNSQAFTSKGTLELQ 602 
Msex2.09537-RB      IESIVWERDGRVLPINRKQKVFPNGTLVIENVERMSDEATYTCVAKNSQAFTSKGTLELQ 1080 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      VMVPPQITPFEFGEEILNEGETASVQCVVSKGDLPITYKWLFNGEEIKTQNTLGILITKI 662 
Msex2.09537-RB      VMVAPIIAPFDFDESIF-YGEGVQVTCYVPKGDKPLNFKWNFSEEDVSLLA--GVNIMNV 1137 
                    *** * *:**:*.*.*:  ** ..* * * *** *:.:** *. *::.     *: * :: 
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Msex2.09537-RA      SKKTSILNIEAVSAIHRGSYTCEIKNAAGMTNHTTVLSVNVPPRWILEPTDKAFAQGSDA 722 
Msex2.09537-RB      GDRGSALIIPMVTAKHSGNYSCTASNIVASASHHAMLNVKVPPRWILEPTDKAFAQGSDA 1197 
                    ..: * * *  *:* * *.*:*  .* .. :.* ::*.*:******************** 
 
Msex2.09537-RA      KVECKADGFPKPQVTWKRAEGDTPGDYKDLKPNNPNVKVEDGTLAITNIQKTNEGYYLCE 782 
Msex2.09537-RB      KVECKADGFPKPQVTWKRAEGDTPGDYKDLKPNNPNVKVEDGTLAITNIQKTNEGYYLCE 1257 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      AVNGIGSGLSAVILISVQAPPQFEIKMRNQTARRSEPAVLQCQAKGEKPIGIIWNMNNKR 842 
Msex2.09537-RB      AVNGIGSGLSAVILISVQAPPQFEIKMRNQTARRSEPAVLQCQAKGEKPIGIIWNMNNKR 1317 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      LEPKSDPRYTIREEILPGGVVSDLSIRRTERSDSALFTCVATNAFGSDDTSINMIIQEVP 902 
Msex2.09537-RB      LEPKSDPRYTIREEILPGGVVSDLSIRRTERSDSALFTCVATNAFGSDDTSINMIIQEVP 1377 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      EAPYGLKVLDKSGRTVQLSWAAPYDGNSPIKKFLIEYKRAKGNWEKDIDRVLVPGDATEA 962 
Msex2.09537-RB      EAPYGLKVLDKSGRTVQLSWAAPYDGNSPIKKFLIEYKRAKGNWEKDIDRVLVPGDATEA 1437 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      GVFGLRPATAYHIRIVAENELGTSEPSETVTIITAEEAPTGPPQDVKIDAIDKHTLRVTW 1022 
Msex2.09537-RB      GVFGLRPATAYHIRIVAENELGTSEPSETVTIITAEEAPTGPPQDVKIDAIDKHTLRVTW 1497 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      KPPPPQDWNGELQGYYVGYKLASSNKSFVFETVDISKESGKEHHLDILNLKTYTQYAVVV 1082 
Msex2.09537-RB      KPPPPQDWNGELQGYYVGYKLASSNKSFVFETVDISKESGKEHHLDILNLKTYTQYAVVV 1557 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      QAFNKMGSGPVSGEVRAYTAEGAPSAPPQDVLCTTLTAQTIRVSWISPPLAAANGLIKAY 1142 
Msex2.09537-RB      QAFNKMGSGPVSGEVRAYTAEGAPSAPPQDVLCTTLTAQTIRVSWISPPLAAANGLIKAY 1617 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      KVIYGPSETWYDEKTKDTKITASSETILHGLKKFTNYSMEVLATTNGGDGVRSAPIHCQT 1202 
Msex2.09537-RB      KVIYGPSETWYDEKTKDTKITASSETILHGLKKFTNYSMEVLATTNGGDGVRSAPIHCQT 1677 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      EQDVPEAPRAVKALVMGQDSILVSWRPPAQPNGVVTHYNVYTQAQNSEPHPNKVPASQTS 1262 
Msex2.09537-RB      EQDVPEAPRAVKALVMGQDSILVSWRPPAQPNGVVTHYNVYTQAQNSEPHPNKVPASQTS 1737 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      YSATELKAGRYDFWVTASTIIGEGQPSATASCSPSDKVPAKIASFDESFTATYKEDVKLP 1322 
Msex2.09537-RB      YSATELKAGRYDFWVTASTIIGEGQPSATASCSPSDKVPAKIASFDESFTATYKEDVKLP 1797 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      CLAVGVPPPNIVWKVKGQPLEASERVRQLPEGSLQIAGVAREDAGEYSCHVDNQFGTDTV 1382 
Msex2.09537-RB      CLAVGVPPPNIVWKVKGQPLEASERVRQLPEGSLQIAGVAREDAGEYSCHVDNQFGTDTV 1857 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      THTLSVLAPPFPPQLTIASSSVSSLTLRLKPSVEVDQSPAAGYTIHYKQEFGDWETVQIP 1442 
Msex2.09537-RB      THTLSVLAPPFPPQLTIASSSVSSLTLRLKPSVEVDQSPAAGYTIHYKQEFGDWETVQIP 1917 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      SSTDTYTLENLFCGSRYQLYVTAYNGIGTGEASDVVIARTRGSKPPVPRATDFIEVGSSS 1502 
Msex2.09537-RB      SSTDTYTLENLFCGSRYQLYVTAYNGIGTGEASDVVIARTRGSKPPVPRATDFIEVGSSS 1977 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      VTLHLKQWLDGGCPMSHFVVENKKKGAAEWNQISNAVKPGGNFVVLDLEPATWYVLRITA 1562 
Msex2.09537-RB      VTLHLKQWLDGGCPMSHFVVENKKKGAAEWNQISNAVKPGGNFVVLDLEPATWYVLRITA 2037 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      HNNAGFNVAEYEFATLTMTGGTIAPARDVGGNTLTTEQTLKIILTHLNLIVPVVASILVI 1622 
Msex2.09537-RB      HNNAGFNVAEYEFATLTMTGGTIAPARDVGGNTLTTEQTLKIILTHLNLIVPVVASILVI 2097 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      IIAIVVVCVVRGARDHHKDDAVYNASQAALGGGGGTLDKRGGLRDELGYIAPPNRKLPPV 1682 
Msex2.09537-RB      IIAIVVVCVVRGARDHHKDDAVYNASQAALGGGGGTLDKRGGLRDELGYIAPPNRKLPPV 2157 
                    ************************************************************ 
 
Msex2.09537-RA      PGSNYNTCDRVKRQAVIMGAHSTWDPRRHHYERVRRPRLRRTGSGDTISTGMEDEICPYA 1742 
Msex2.09537-RB      PGSNYNTCDRVKRQAVI---------------------------------SMEDEICPYA 2184 
                    *****************                                 .********* 
 
Msex2.09537-RA      TFHLLGFREEMDPSKALAFPHHHPAHAGTLAHPHPHHPAHSRAGSQSMPRANSRYARKNS 1802 
Msex2.09537-RB      TFHLLGFREEMDPSKALAFPHHHPAHAGTLAHPHPHHPAHSRAGSQSMVRLKYSTVDGIR 2244 
                    ************************************************ * :   .     
 
 
 



Appendix 

 191 

Msex2.09537-RA      QGGQSAIYSTAPEYDDPATCAEEDQYRARYSRPMYACGPEYDEPACCAPEDDQYTGAYGT 1862 
Msex2.09537-RB      L----------------------------------------------------------- 2245 
                                                                                 
 
Msex2.09537-RA      PYSDHYGSRPSIGTRKCGGSPEPPPPPPRNANNDNNCSSSFNESKDSNEISEAECDQPRN 1922 
Msex2.09537-RB      ------------------------------------------------------------ 2245 
                                                                                 
 
Msex2.09537-RA      YPVRAHTAKDGLHSEEMRKLIDRPEANTPIPQQAVHGRGLTAYDTVAV 1970 
Msex2.09537-RB      ------------------------------------------------ 2245 

 
 
Legende 

• Signalpeptid 
• Ig-Domäne 1 (Ig-ähnlich) 
• Ig-Domäne 2 (Ig) 
• Ig-Domäne 3 (IgC2) 
• Variable Aminosäuresequenz, kodiert von alternativen Exons der 

Exonkassetten 
• Konstante Aminosäuresequenz 
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9.2 Abbildungen 
 

 
 
Abbildung 9.1: Multiplex-BLAST-Analyse von Transkript-Amplifikaten von dscam mit dem im i5k Work-
space@NAL (i5k Consortium 2013) veröffentlichten Transkriptom von M. sexta. 
BLAST-Analyse (blastn) von Nukleotidsequenzen der Multiple Cloning Site rekombinanter Plasmide mit RT-PCR-
Insert von dscam (Exon 4 – 6), amplifiziert mit total-RNA-Extrakt aus A: den zirkulierenden Hämozyten und B:    
dem zentralen Nervensystem unbehandelter M. sexta L5d2-Larven. Je RT-PCR-Amplifikat wurden die rekombi-
nanten Plasmide von drei Klonen sequenziert und mittels Multiplex-BLAST analysiert. Alle Einträge sind nach auf-
steigendem E-value, d. h. nach absteigender statistischer Wahrscheinlichkeit, sortiert. Grün markiert sind Einträge 
mit der Transkript-Sequenz-ID Msex2.09537-RA. 



Appendix 

 193 

 
 
Abbildung 9.2: Multiplex-BLAST-Analyse von Transkript-Amplifikaten von dscam (i5k@NAL-Sequenz-ID: 
Msex2.09537-RA) mit der NCBI-Datenbank Transcript Reference Sequences. 
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BLAST-Analyse (blastn) der Nukleotidsequenzen von RT-PCR-Amplifikaten von dscam (Exon 4 – 6), amplifiziert 
mit total-RNA-Extrakt aus A: den zirkulierenden Hämozyten und B: dem zentralen Nervensystem unbehandelter 
M. sexta L5d2-Larven. Je RT-PCR-Amplifikat wurden die rekombinanten Plasmide von drei Klonen sequenziert 
und mittels Multiplex-BLAST (Datenbank: NCBI Transcript Reference Sequences (cDNA), BLAST-Algorithmus: 
Somewhat similar sequences (blastn), Expect threshold: 0,05, Word size: 11) analysiert. Alle Einträge sind nach 
aufsteigendem E-value, d. h. nach absteigender statistischer Wahrscheinlichkeit, sortiert. 
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Abbildung 9.3: Multiplex-BLAST-Analyse von Transkript-Amplifikaten von dscam (i5k@NAL-Sequenz-ID: 
Msex2.09537-RA) mit der NCBI-Datenbank Nucleotide collection (nr/nt), spezifisch für mit D. melanogaster 
korrespondierende Sequenzen. 
BLAST-Analyse (blastn) der Nukleotidsequenzen von RT-PCR-Amplifikaten von dscam (Exon 4 – 6), amplifiziert 
mit total-RNA-Extrakt aus A: den zirkulierenden Hämozyten und B: dem zentralen Nervensystem unbehandelter 
M. sexta L5d2-Larven. Je RT-PCR-Amplifikat wurden die rekombinanten Plasmide von drei Klonen sequenziert 
und mittels Multiplex-Nukleotid-BLAST (BLAST-Algorithmus: Somewhat similar sequences (blastn), Expect 
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threshold: 0,05, Word size: 7) mit den Nukleotidsequenzen der NCBI-Datenbank Nucleotide collection (nr/nt) ver-
glichen. Die Suchanfrage wurde auf die mit D. melanogaster korrespondierenden Sequenzen beschränkt. Alle Ein-
träge sind nach aufsteigendem E-value, d. h. nach absteigender statistischer Wahrscheinlichkeit, sortiert. 
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Abbildung 9.4: Multi-Sequenz-Alignment der Nukleotidsequenzen von Transkript-Amplifikaten von dscam 
(i5k@NAL-Sequenz-ID: Msex2.09537-RA) mittels Clustal Omega. 
Sequenz-Alignment der Nukleotidsequenzen von RT-PCR-Amplifikaten von dscam (Exon 4 – 6), amplifiziert mit 
total-RNA-Extrakt aus zirkulierenden Hämozyten (HZ) und dem zentralen Nervensystem (ZNS) unbehandelter 
M. sexta L5d2-Larven, mit der Nukleotidsequenz der Exone 4 – 6 der i5k-Transkriptsequenz Msex2.09537-RA 
(i5K Consortium 2013, Kanost et al. 2016). 
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Abbildung 9.5: Intrazelluläre Kolokalisation von FITC- und DSCAM-Signal in zirkulierenden, phagozyto-
tisch aktiven Hämozyten detektierbar. 
Lichtmikroskopische Analyse einer zirkulierenden, phagozytotisch aktiven Hämozyte einer bakteriell stimulierten 
M. sexta L5d2-Larve 10 h nach Injektion PFA-abgetöteter, FITC-markierter E. coli K12 D31-Y mittels C1: Diffe-ren-
zial-Interferenzkontrastmikroskopie (DIC) und C2 – C4: Epifluoreszenzmikroskopie. C2: Hämozyten-Zellkern, mar-
kiert mit DAPI (blau). C3: Phagozytierte, FITC-markierte E. coli (grün). C4: Indirekte Immunmarkierung der larvalen 
Hämozyte mit anti-D. melanogaster-DSCAM-Immunserum (anti-DmDSCAM EC 19545) und DyLight    549-konju-
giertem Sekundärantikörper (rot). Weiße Pfeilspitze: Kolokalisierte Fluoreszenzsignale phagozytierter, FITC-mar-
kierter E. coli und DSCAM. Der Messbalken entspricht 20 μm. 
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Abbildung 9.6: Hemiganglien, Kommissuren und Konnektive des embryonalen Zentralnervensystems  von 
D. melanogaster und M. sexta sind α-DSCAM-positiv. 
A – A‘‘: Dorsalansicht eines D. melanogaster Embryos nach indirekter Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung mit 
anti-D. melanogaster-DSCAM-Immunserum (anti-DmDSCAM EC 19545, rot) und anti-Fasciclin II (grün). A‘‘: De-
tailansicht des zentralen Nervensystems im Bereich der gestrichelten Box (A‘) in höherer Vergrößerung. B & B‘: 
Ventrolaterale Ansicht eines M. sexta Embryos nach indirekter Immunfluoreszenzmarkierung mit anti-DmDSCAM 
EC 19545 (grün). Die Markierung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (violett). B‘: Detailansicht des zentralen Nerven-
systems im Bereich der gestrichelten Box (B) in höherer Vergrößerung. Die mikroskopische Analyse erfolgte mittels 
Differenzial-Interferenzkontrastmikroskopie (A), Epifluoreszenzmikroskopie (A‘ & A‘‘) und konfokaler Laser-Scan-
ning-Mikroskopie (B & B‘). 
Abkürzungen: ZNS, zentrales Nervensystem; Hg, Hemiganglion; Km, Kommissur; Kn, Konnektiv; lF, longitudina-
ler Faszikel; pN, peripherer Nerv; K, Kopf; T, Thoraxsegment; A, Abdominalsegment; S, Stigma; tEx, thorakale 
Extremität; P, Pygopodium; *, Artefakt. Messbalken entsprechen: A, A‘, 150 μm; A‘‘, 50 μm; B, 300 μm; B‘, 100 μm. 
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Abbildung 9.7: Inkubation mit Scolexin-Präimmunserum führt zu keiner Markierung anti-DSCAM-spezi-fi-
scher Proteinmuster. 
Western Blot nach denaturierender, elektrophoretischer Trennung von Proteinen mittels diskontinuierlicher SDS-
PAGE mit einem 4 % Sammelgel und 7 % Trenngel. Je Spur wurde ein Volumen Probenlysat entsprechend 1 mg 
lysiertem Gewebe verwendet. Zur Immundetektion wurden transferierte Proteine auf einer PVDF-Membran mit 
Scolexin-Präimmunserum eines unabhängigen Spenderorganismus (Kaninchen) und alkalische Phosphatase-kon-
jugiertem Sekundärantikörper inkubiert. Ausgewählte Scolexin-Präimmunserum-positive Proteine sind mit ei-ner 
weißen Pfeilspitze markiert. 
Abkürzungen: Ms, Manduca sexta; Dm, Drosophila melanogaster; Hs, Homo sapiens; Ec, Escherichia coli K12 
D31-Y; Pf, Plasmodium falciparum NF54attB Trophozoiten; HLP, zellfreies Hämolymphplasma; HLP+Ec/Pf, zell-
freies Hämolymphplasma nach Inkubation mit E. coli/P. falciparum; Ec/Pf inku., in zellfreiem Hämolymphplasma 
inkubierte und gewaschene E. coli/P. falciparum; Ec/Pf Ktr., nicht in Hämolymphplasma inkubierte E. coli/P. falci-
parum (Kontrolle); Ery A+, Erythrozyten der Blutgruppe A Rhesus-positiv; UB, unbehandelt; L5d2, Larvenstadium 
fünf, Entwicklungstag zwei; ProtStan, Proteine mit standardisierter molekularer Masse (m), angegeben in Kilodal-
ton (kDa); LF, Lauffront. 
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Abbildung 9.8: Inkubation mit alkalische Phosphatase-konjugiertem Sekundärantikörper führt zu keiner 
Markierung anti-DSCAM-spezifischer Proteinmuster. 
Western Blot nach denaturierender, elektrophoretischer Trennung von Proteinen mittels diskontinuierlicher SDS-
PAGE mit einem 4 % Sammelgel und 7 % Trenngel. Je Spur wurde ein Volumen Probenlysat entsprechend 1 mg 
lysiertem Gewebe verwendet. Zur Immundetektion wurden transferierte Proteine auf einer PVDF-Membran mit a) 
anti-D. melanogaster-DSCAM-Immunserum (α-DmDSCAM EC 19545) und alkalische Phosphatase-konjugiertem 
Sekundärantikörper (α-Kaninchen-AP) sowie b) ausschließlich mit α-Kaninchen-AP inkubiert. Anti-DSCAM-posi-
tive Proteine sind mit einer weißen Pfeilspitze markiert. 
Abkürzungen: Ms, Manduca sexta; Dm, Drosophila melanogaster; Hs, Homo sapiens; Ec, Escherichia coli K12 
D31-Y; Pf, Plasmodium falciparum NF54attB Trophozoiten; HLP, zellfreies Hämolymphplasma; HLP+Ec/Pf, zell-
freies Hämolymphplasma nach Inkubation mit E. coli/P. falciparum; Ec/Pf inku., in zellfreiem Hämolymphplasma 
inkubierte und gewaschene E. coli/P. falciparum; Ec/Pf Ktr., nicht in Hämolymphplasma inkubierte E. coli/P. falci-
parum (Kontrolle); Ery A+, Erythrozyten der Blutgruppe A Rhesus-positiv; UB, unbehandelt; L5d2, Larvenstadium 
fünf, Entwicklungstag zwei; ProtStan, Proteine mit standardisierter molekularer Masse (m), angegeben in Kilodal-
ton (kDa); LF, Lauffront. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Appendix 

 202 

 
 
Abbildung 9.9: Durchführung des in vitro Microbial Binding Assay. 
Abkürzungen: PTU, Phenylthioharnstoff; PIC, Proteaseinhibitor-Cocktail; Mikroorg., Mikroorganismus; RT, Raum-
temperatur. 
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Abbildung 9.10: An/in humanen Erythrozyten/Erythrozytenbestandteilen sind nach in vitro-Inkubation in 
Hämolymphplasma von M. sexta keine α-DSCAM-positiven Proteine detektierbar. 
Western Blot nach denaturierender, elektrophoretischer Trennung von Proteinen mittels diskontinuierlicher SDS-
PAGE mit einem 4 % Sammelgel und 7 % Trenngel. Zirkulierende humane Erythrozyten der Blutgruppe A Rh+ wur-
den unbehandelt und nach Saponin-Lyse für 12 h in vitro in zellfreiem Hämolymphplasma unbehandelter 
M. sexta L5d2-Larven inkubiert. Je Spur wurde ein Volumen Probenlysat entsprechend 3,33 mg Hämolymph-
plasma bzw. Gewebe verwendet. Zur Immundetektion wurden transferierte Proteine auf einer PVDF-Membran mit 
anti-D. melanogaster-DSCAM-Immunserum (anti-DmDSCAM EC 19545) und alkalische Phosphatase-konjugier-
tem Sekundärantikörper inkubiert. Anti-DSCAM-positive Proteine sind mit einer weißen Pfeilspitze markiert. 
Abkürzungen: Ms, Manduca sexta; Dm, Drosophila melanogaster; Hs, Homo sapiens; HLP, zellfreies Hämo-
lymphplasma; Ery, Erythrozyten; Ery + Sapo, Saponin-lysierte Erythrozyten; – Ery, ohne Inkubation humaner 
Erythrozyten; + Ery – Sapo, nach in vitro-Inkubation humaner Erythrozyten; + Ery + Sapo, nach in vitro-Inkubation 
Saponin-lysierter humaner Erythrozyten; Ktr., Kontrolle; inku. 12 h, 12 h inkubiert; ZNS, zentrales Nervensystem; 
UB, unbehandelt; L5d2, Larvenstadium fünf, Entwicklungstag zwei; BP, Blutplasma; ProtStan, Proteine mit stan-
dardisierter molekularer Masse (m), angegeben in Kilodalton (kDa). 
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Abbildung 9.11: In silico-Prädiktion posttranslationaler Phosphoryl-Modifikationsstellen der Proteinse-
quenz Msex2.09537-RA. 
Potenzielle posttranslationale Phosphorylierungen des Proteins mit der i5k-Sequenz-ID Msex2.09537-RA in Form 
reversibel kovalent gebundener Phosphoryl-Modifikationen an Serin- (rote Balken), Threonin- (grüne Balken) und 
Tyrosin-Residuen (blaue Balken) wurden mittels der Web-Applikation NetPhos 3.1 (Blom et al. 1999, Blom et al. 
2004) in silico für alle 1.970 Aminosäuren von N-terminal (Sequence position 1) bis C-terminal (Sequence posi-  
tion 1.970) ermittelt. Y-Werte (Phosphorylation potential) oberhalb des Threshold von 0.50 (pinke Linie) repräsen-
tieren prognostizierte Phosphorylierungsstellen. A) Insgesamt sind 206 potenzielle Phosphoryl-Modifikationsstel-
len (Phosphorylation potential > 0.50) in silico prognostizierbar. B) Mit hoher Wahrscheinlichkeit (Phosphorylation 
potential > 0.90) sind 65 potenzielle Phosphorylierungsstellen in silico prognostizierbar. 
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Abbildung 9.12: In silico-Prädiktion posttranslationaler N-Acetylglucosamin-Modifikationsstellen der Pro-
teinsequenz Msex2.09537-RA. 
Potenzielle posttranslationale Glykosylierungen des Proteins mit der i5k-Sequenz-ID Msex2.09537-RA in Form β-
glykosidisch gebundener N-Acetylglucosamin-Modifikationen (O-GlcNAc Potential, grüne Balken) wurden mittels 
der Web-Applikation YinOYang 1.2 (Gupta & Brunak 2002) in silico für alle 1.970 Aminosäuren von N-terminal (Se-
quence position 1) bis C-terminal (Sequence position 1.970) ermittelt. Werte (O-glycosylation potential) ober-halb 
des Threshold (rote Linie) gelten als statistisch signifikant und lassen eine positive Prognose zu. Mit hoher Wahr-
scheinlichkeit (O-GlcNAc Potential > Threshold – 2) sind N-Acetylglucosamin-Modifikationen der Aminosäuren an 
den Sequenzpositionen 1.122 (FN3), 1.398 (FN5) und 1.783 (intrazellulärer Bereich) in silico prognostizierbar. 
Abkürzungen: FN, Fibronektin-Typ-III-Domäne. 
 
 

 
 
Abbildung 9.13: In silico-Prädiktion posttranslationaler N-Glykosyl-Modifikationsstellen der Proteinse-
quenz Msex2.09537-RA. 
Potenzielle posttranslationale Glykosylierungen des Proteins mit der i5k-Sequenz-ID Msex2.09537-RA in Form 
kovalent an Asparagin gebundener N-Glykosyl-Modifikationen (Potential, grüne Balken) wurden mittels der Web-
Applikation NetNGlyc 1.0 (Gupta & Brunak 2002) in silico für alle 1.970 Aminosäuren von N-terminal (Sequence 
position 1) bis C-terminal (Sequence position 1.970) ermittelt. Y-Werte (N-glycosylation potential) oberhalb des 
Threshold von 0.5 (rote Linie) repräsentieren prognostizierte N-Glykosylierungen. Mit hoher Wahrscheinlichkeit    
(Potential > 0.5 + Übereinstimmung bei 9/9 neuronalen Netzwerken oder Potential > 0.75) sind Glykosyl-Modifi-
kationen der Asparagin-Residuen an den Sequenzpositionen 481 (Ig5) und 1.178 (FN3) in silico prognostizierbar. 
Weitere potenzielle N-Glykosylierungsstellen (Potential > 0.5) sind an den Sequenzpositionen 41 (Ig1), 566 (Ig6), 
694 & 811 in silico prognostizierbar. 
Abkürzungen: Ig, Immunglobulin-Domäne; FN, Fibronektin-Typ-III-Domäne. 
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Abbildung 9.14: In silico-Prädiktion posttranslationaler S-Nitrosyl-Modifikationsstellen in der Proteinse-
quenz Msex2.09537-RA. 
Potenzielle posttranslationale S-Nitrosylierungen des Proteins mit der i5k-Sequenz-ID Msex2.09537-RA in Form 
kovalent an Cystein-Residuen gebundener Stickstoffmonoxid-Gruppen (S-Nitrosyl-Modifikation, SNO-Modifikati-
on) wurden mittels GPS-SNO 1.0 (Xue et al. 2010) für alle 1.970 Aminosäuren in silico ermittelt. Bei auf Medium 
eingestelltem Threshold sind potenzielle S-Nitrosyl-Modifikationsstellen an Cystein-Residuen (C) in Sequenzpo-
sition 20 (SigP), 394 (Ig4), 629 (Ig7) und 1.371 (Ig10) in silico prognostizierbar. 
Abkürzungen: SigP, Signalpeptid; Ig, Immunglobulin-Domäne. 
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9.3 Tabellen 
 
Tabelle 9.1: Zusammensetzung des Kunstfutters für Manduca sexta-Larven, modifiziert nach Yamamoto (1969). 

Zutaten Volumenanteil φ [%], Stoffmengen-
konzentration c [mol/L] 

Vollkornmehl 
(Roggenmehl : Weizenmehl = 1 : 1) 5,27 % (w/v) 

Sojamehl 5,70 % (w/v) 
Agar-Agar Kobe I 2,55 % (w/v) 
Casein 1,40 % (w/v) 
Pflanzenöl 0,16 % (v/v) 
Ascorbinsäure 30,02 mmol/L 
Methylparaben 11,54 mmol/L 
Sorbinsäure 15,66 mmol/L 
Formaldehyd 5,33 mmol/L 
Calciumcarbonat 5,28 mmol/L 
Kochsalz 9,03 mmol/L 
Nikotinsäure 97,47 μmol/L 
Riboflavin 15,94 μmol/L 
Folsäure 6,34 μmol/L 
Pyridoxin 16,55 μmol/L 
Thiaminhydrochlorid 9,31 μmol/L 
Biotin 9,28 μmol/L 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


