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Einleitung

1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit hat das Ziel neue Erkenntnisse Uber sehr frihe Ereignisse
wahrend einer Immunantwort in der Hamolymphe des Amerikanischen Tabak-
schwarmers Manduca sexta (L.) infolge einer Infektion zu gewinnen. Zu den
ersten wichtigen Schritten zahlen die Coagulation der Hamolymphe, das
Markieren von Pathogenstrukturen, und die Aktivierung von Chemotaxis und
Adhasion immunkompetenter Zellen. Diese Zellen, bei Insekten Hamozyten
genannt, kdnnen zum Wundverschluss beitragen oder pathogene Eindringlinge
aus dem Hamocol durch Phagozytose oder Einkapselung entfernen und somit
unschadlich machen. Vermittelt werden solche Aktivitaten durch Proteine mit sehr
unterschiedlichen Aufgaben: antimikrobielle Effektoren, wie z.B. Lysozym oder die
Attacine wirken unmittelbar auf die Pathogene. Andere Proteine dienen als
membrangebundene oder ,freie“ Rezeptoren zur Erkennung und Bindung von
Fremdstrukturen, wie z.B. das peptidoglycan recognition protein PGRP (YosHipa et
al. 1986) oder der Toll-Rezeptor (Ao et al. 2008).

Eine groRe Rolle in der Immunreaktion bei Insekten generell spielt die
Melanisierung. Dabei wird aus Tyrosin Uber mehrere Schritte Hydrochinon
gebildet, aus dem schlieBlich das Melanin entsteht. Diese Reaktion wird
malfdgeblich durch die Phenoloxidase (PO) katalysiert, welche ihrerseits zuvor Gber
eine Enzymkaskade, die aus einer Reihe von Serinproteasen besteht, infolge
einer Fremderkennung aktiviert werden muss (Kanost et al. 2004). Sie wird als
inaktive Prophenoloxidase (PPO) von den Oenozytoiden, ein Hamozytentyp, in die
Hamolymphe ausgeschuttet (AsHipa & Brey 1995). Dieses Beispiel von Interaktion
zwischen zellularer und humoraler Aktivitat innerhalb derselben Immunantwort ist
keine Besonderheit, sondern eher die Regel. Obwohl vornehmlich die Fettkérper-
zellen als Syntheseort fur immunrelevante Proteine bekannt sind, kann man
mithilfe molekularbiologischer Techniken nachweisen, dass auch in Hamozyten
eine Vielzahl von immunrelevanten Hamolymphproteinen exprimiert und bei
Bedarf sezerniert wird (Zou et al. 2009). Darlber hinaus scheinen Hamozyten aktiv

an der Coagulation der Hamolymphe beteiligt zu sein (DusHay 2009, JiIRAVANICHPAISAL
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et al. 2006). In vitro-Versuche mit der Wanderheuschrecke Locusta migratoria
belegen sogar, dass in Abwesenheit von Hamozyten die Coagulation vollstandig
blockiert sein kann (BrereLin 1979).

Diese beschriebenen Interaktionen geben jedoch nur einen Teil der Funktionen
von Hamozyten wieder. Den grofdten Beitrag zur Immunabwehr leisten die beiden
Hauptvertreter der Hamozyten, die Plasmatozyten und die Granularen Zellen,
durch ihre Fahigkeit Fremdpartikel oder Mikroorganismen in der Hamolymphe zu
phagozytieren oder grolRere Eindringlinge einzukapseln.

Die Einkapselung setzt voraus, dass sich das Adhasionsverhalten der, in diesem
Fall, Plasmatozyten verandert, woran malfdgeblich die Expression von Hamozyten-
spezifischem Integrin und Neuroglian beteiligt ist (Levin et al. 2005, Naro! et al.
2006). Induziert wird dieses Verhalten durch Erkennung von Fremdstrukturen
mittels sogenannter Mustererkennungsproteine (pattern recognition proteins), wie
z.B. Immulectin-2 (Yu & Kanost 2004). Die eigentliche Formation einer Ein-
kapselung besteht aus Schichten von Plasmatozyten und Granularen Zellen.
Einhergehend mit der Einkapselungsreaktion ist meist auch eine lokale
Melanisierung, sodass die eingekapselten Fremdkorper fast immer als

melanisierte Noduli (Einkapselungsknoétchen) vorliegen (Ling & Yu 2005).

Zu den bisher bekannten Hamolymphproteinen, die sowohl die humorale als auch
die zellulare Abwehr beeinflussen, zahlen Scolexin und Hamolin, welche im
Mittelpunkt dieser Arbeit stehen. Ilhre Bedeutung innerhalb einer Immunantwort
kann man daran ablesen, dass ihre Genexpression infolge einer Infektion
hochreguliert wird (Horrmann et al. 1981). In der Literatur werden ihre Funktionen
sehr vielfaltig angegeben und reichen vom Verklumpen von Pathogenen bis zur
antiviralen Wirkung. Wahrend jedoch Uber die eigentliche Funktion des Scolexin
immer noch keine stringenten Daten vorliegen, wird Uber Hamolin das Bild eines
LAllrounders® gezeichnet, das in fast allen Abwehrreaktionen in irgendeiner Weise
involviert ist, und somit gerade deswegen die Frage aufwirft, ob bis heute die
biologische Funktion des Hamolin Uberhaupt richtig erkannt worden ist. Aus
diesem Grund wurden diese beiden unterschiedlichen Proteine ausgewahlt und

mit neuen, modernen Methoden analysiert. Dabei wurden unterschiedliche
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Techniken zur Untersuchung aus den Bereichen Immunhistochemie, Proteinbio-
chemie und Molekularbiologie eingesetzt. Insbesondere die gezielte Manipulation
der Expression der Proteine in vivo mithilfe der nicht-transgenen RNA-Interferenz
(RNAI) ist eine interessante Mdoglichkeit zur Untersuchung innerhalb des
naturlichen und intakten Systems.

Daruber hinaus sollen die dadurch erlangten Erkenntnisse einer eventuellen Neu-
bewertung der bisherigen Datenlage Uber die beiden Proteine Scolexin und
Hamolin dienen.

Um die Datenlage zu verdeutlichen, empfiehlt sich eine kurze Rekapitulation

dessen, was bisher Uber beide Proteine bekannt ist.

1.1 Scolexin

Die Untersuchungen Uber induzierbare, immunrelevante Hamolymphproteine
begannen bereits in den siebziger Jahren zunachst an Puppen des Riesen-
seidenspinnners Hyalophora cecropia und des Goétterbaumspinners Samia cynthia
(Boman et al. 1974, Fave et al. 1975). Die erste umfangreiche Darstellung der
Hamolymphproteine von Puppen und Larven von Manduca sexta nach elektro-
phoretischer Auftrennung wurde von HuchHes et al. (1983) verodffentlicht. In dieser
Arbeit wird erstmals das Protein M13 beschrieben, welches spater den Namen
Scolexin bekommen sollte (Spence et al. 1992). M13 wurde sowohl in Enterobacter
cloacae-infizierten Larven als auch in infizierten Puppen nachgewiesen, und zwar
als 36 kDa Glykoprotein, welches nativ als Dimer ohne Disulfidbindungen vorliegt.
Rupp & Spence (1985) beschreiben, dass ebenfalls durch die orale Verabreichung
von Bacillus thuringiensis HD-1 Endotoxin M13 in der M. sexta-Hamolymphe
nachweisbar ist, und sie weisen das Mitteldarmepithel als Syntheseort aus. Im
selben Jahr zeigten Hurlbert et al. (1985) mittels 2D-Elektrophorese, dass M13 in
3 Isoformen mit unterschiedlichen Ladungseigenschaften vorliegen kann: M13 A
(pl 5,0) und M13 C (pl 7,1), deren Synthese in Larven nach einer Infektion
induziert wird; auRerdem einer konstitutiv in Larven- und Puppenhamolymphe
synthetisierten M13 B-Isoform (pl 7,0), die jedoch bei einer herkdmmlichen,

elektrophoretischen Auftrennung nicht erscheint (einer der oben genannten
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Widerspruchlichkeiten in der Literatur). Zudem beschreiben sie als Erste, dass
Scolexin nicht antimikrobiell aktiv ist.

Den ersten Hinweis auf die Funktion des Scolexin in der Hamolymphe geben
Minnick et al. (1986), indem sie erklaren, dass aufgereinigtes M13 die Coagulation
von Hamozyten in vitro bewirkt, sowie eine agglutinierende Wirkung auf Schafs-
erythrozyten hat. Die Behandlung mit Trypsin und das Erhitzen des isolierten
Scolexin verhindert die Coagulation, beeintrachtigt jedoch nicht die erwahnte
Hamagglutinationsfahigkeit, wohingegen die Zugabe von Glukose beide
Wirkungen inhibiert. Diese Arbeitsgruppe hatte zum ersten Mal Antikdrper gegen
M13 hergestellt und im Western Blot-Verfahren eingesetzt. Spater untersuchte sie,
in welchen Geweben sich das Protein nach einer Infektion nachweisen lie
(Minnick & Spence 1988). Im Gegensatz zu naiven Larven konnten sie Scolexin in
der Epidermis und im Mitteldarm infizierter Larven nach einer Aceton-Extraktion
nachweisen. Interessanterweise wird postuliert, dass weder im Fettkdrper noch in
den Hamozyten von naiven und infizierten Tieren Scolexin nachweisbar gewesen
sei. Darauf wird im Laufe der Arbeit noch detaillierter eingegangen. Bebovan et al.
(1992) zeigen, dass durch exzessive Verfutterung von Glukose (10 mal mehr als
im herkdmmlichen Kunstfutter), und dem dadurch bedingten Anstieg des
Glukosespiegels in der Hamolymphe der M. sexta- Larven, es offensichtlich zu
einer starkeren Glykosilierung des Scolexin kommt. Diese Aussage basiert auf
einem Western Blot, der mit einem entsprechenden Scolexin-spezifischem
Antikérper durchgefuhrt worden ist, und eine positive Bande bei ca. 40 kDa
aufweist. In einer spateren Arbeit stellte sich heraus, das die Scolexin-Expression
in der Epidermis, ebenso wie der Scolexingehalt in der Hamolymphe, wahrend der
Wanderphase der M. sexta-Larven, das bedeutet kurz vor der Verpuppung,
abnimmt. Von Bedeutung ist hierbei, dass es sich nicht um einen direkten
Expressionsnachweis via PCR handelt, wie man heutzutage vermuten wirde,
sondern auf einer in vitro-Translation epidermaler mRNA nach einer Infektion
basiert (Spence 1992). Erste in vivo-Studien nach radioaktiver Markierung von
Scolexin belegen, dass Scolexin nach einer bakteriellen Infektion der Versuchs-
tiere vornehmlich an Hamozyten in Noduli assoziiert vorkommt (Kyriakipes 1993).

Eine erste Sequenzanalyse wurde von Kyriakipes et al. (1995) durchgeflhrt, wobei
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Scolexin aus der Hamolymphe nativ aufgereinigt und N-terminal ansequenziert
wurde. Beide Untereinheiten wiesen dabei die identische AS-Sequenz auf. Es wird
beschrieben, dass ein Western Blot nativ aufgetrennten Scolexins mit an-
schlieBender Immunodetektion zwei Isoformen zeigt, hier benannt als Scolexin-1
und Scolexin-2, die sich nur in ihrer Glykosilierungskomposition unterscheiden.
FinnerTy & Granapos erweiterten 1997 die Reihe der Scolexin-induzierenden
Provokatoren um Granuloseviren von Erynnis ello, die sie ebenfalls oral
verabreichten, sowie Saccharomyces cerevisiae und Lipopolysaccharid (LPS),
welche sie in ihren Versuchsreihen den M. sexta-Larven injizierten. Zwei Jahre
spater veroffentlichten sie schliellich 2 unvollstandige cDNA-Sequenzen flr
Scolexin (A und B) aus einer epidermalen M. sexta-cDNA-Expressionsbibliothek
(FinnerTy et al. 1999), die als Basis fur alle molekularbiologischen Experimente
dieser vorliegenden Arbeit dient. Beide Untereinheiten werden dort identifiziert als
Serinproteasen der Chymotrypsinfamilie mit ausgewiesenen Glykosilierungs-
stellen. Entgegen den Erwartungen anhand friherer, funktionaler Versuche konnte
keine Lektindomane nachgewiesen werden. Somit bleibt die Hamagglutinations-
wirkung im Wesentlichen unerklart. Die letzte funktionale Analyse des Scolexin
beschreibt den immunhistochemischen Nachweis von Scolexin in der Epidermis
und ihren Derivaten, in Mitteldarmzellen, sowie erstmals in Hamozyten
wandernder Larven von M. sexta (MoLnar et al. 2001).

Schlief3lich wurden 2006 bzw. 2009 jeweils homologe Sequenzen von Bombyx
mori (Niuv et al. 2006) und Heliothis virescens (SHewey & PorHam 2009) aus

expressed sequence tag (EST)-Datenbanken veroffentlicht.

1.2 Hamolin

Das Hamolymphprotein Hamolin wurde erstmals als Protein P4 beschrieben und
aus infizierten Puppen von Hyalophora cecropia isoliert (Fave et al. 1975, Rasmuson
& Boman 1979). Spater wurde Hamolin auch in der Hamolymphe anderer
Lepidopteren nachgewiesen, wie z.B. in Manduca sexta und Lymantria dispar
(LapenporFF et al. 1990, Lee et al. 2002). Nach heutigem Wissensstand beschrankt

sich das Vorkommen ausschlieRlich auf Vertreter dieser Ordnung.
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Erste Untersuchungen des aus M. sexta isolierten Hamolin weisen es als ein
47 kDa Molekul aus der Familie der Immunglobuline aus (Fave & KanosT 1998, Yu
& KanosT 1999).

In M. sexta wird die Expression von Hamolin sowohl hormonell reguliert (Yu &
Kanost 1999), als auch infolge mikrobieller Infektion induziert (LabenporrrF et al.
1990, Wane et al. 1995). In aktuellen Studien wird eine Rolle von Hamolin in der
antivirale Immunantwort diskutiert (Terenius 2007, Terenus et al. 2009), auf die
jedoch hier nicht weiter eingegangen wird.

Hamolin gehodrt zu den ersten Hamolymphproteinen, bei denen die Eigenschaft
endeckt wurde, an Oberflachenstrukturen von Bakterien zu binden (Sun et al.
1990). Nahere Untersuchungen ergaben, dass es sich dabei um Lipoteichon-
saure- sowie zwei LPS-Bindestellen handelt: eine fur eine Komponente im O-
Antigen und eine fur Phosphatgruppen des Lipid A. In vitro-Versuche zeigten, dass
Hamolin zur Agglutination von Bakterien fiuhrt (Yu & Kanost 2002). Eine
antimikrobielle Wirkung des Hamolin hingegen war bis jetzt nicht nachweisbar.
Neben diesen Eigenschaften wurde aber zudem gezeigt, dass Hamolin ebenfalls
an Hamozyten bindet. In diesem Fall verhindert es jedoch eine Aggregation der
Hamozyten (Labenporrr & Kanost 1991). Aufgrund seiner Bindungseigenschaft an
Bakterien und Hamozyten wird eine opsonierende Funktion angenommen (Kanost
& ZHao 1996).
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2 Material & Methoden

Fur die verschiedenen Experimente dieser Arbeit wurden, sofern nicht aus-
dricklich Abweichendes erwahnt, Larven von Manduca sexta des funften Ent-

wicklungsstadiums am Tag ihrer Hautung verwendet (L5d0).

2.1 Zucht des Amerikanischen Tabakschwarmers Manduca sexta

Die Larven von M. sexta wurden auf kinstlichem Futter in Anlehnung an YawmamoTo
(1969) aufgezogen. Die Zuchtbedingungen lagen bei ca. 25 °C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 60 %, sowie einem Tag-Nacht-Rhythmus von 16 h zu 8 h.
Nach Beendigung der Fressphase im funften (letzten) Larvenstadium und dem
Einleiten der Wanderphase, welches durch das Sichtbarwerden des
Dorsalgefales erkennbar ist, wurde das Futter entfernt. Die anschlielRende
Verpuppung fand im Dauerdunkeln statt. Der Schlupf der Schwarmer erfolgte
ca. 20 Tage spater in einem Kafig mit einer Tabakpflanze (Nicotiana tabacum) fur
die Eiablage und einem Gefald mit gesattigter Zuckerlosung als Nektarersatz. Die
Eier wurden in regelmafligen Abstanden von der Pflanze abgesammelt und mit
etwas Kunstfutter der Laborzucht zugefuhrt. Nach ca. vier Tagen schlipften die
jungen L1-Raupen.

In regelmaligen Abstanden wurden stichprobenhaft Larven aus der Zucht auf
Immunaktivitat getestet (s. Abschnitt 2.2.4), um auf eventuelle Infektionen
innerhalb der Zucht aufmerksam zu werden. Bei einer hohen Infektionsrate (> 1/3
der getesteten Larven) wurden MalRnahmen zur Verhinderung der Ausbreitung der
Infektion getroffen: die eingesammelten Eier wurden kurzzeitig in 70 %igem
Ethanol zur Desinfektion gespult, die verwendeten Zuchtschalen wurden durch
neue ersetzt bzw. mit 70 %igem Ethanol gereinigt, das Futter wurde haufiger
durch frisches ersetzt und die groReren Larven in den Zuchtschalen wurden samt
Futter auf erhohte Gitter gesetzt, um nicht mit den herabgefallenen Kotkugelchen
in Kontakt zu kommen. In aller Regel hielten diese MaRnahmen die Infektionsrate
in der Zucht gering. Dennoch waren individuelle Infektionen bei Versuchstieren vor

Versuchsbeginn nicht auszuschlieen, sodass vor allem bei unbehandelten
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Kontrolltieren oder bei Versuchstieren, die zu Versuchsbeginn nicht immunaktiv

sein durften, immer ein Aktivitatstest durchgefihrt worden ist.

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Anzucht der Bakterien

Luria-Bertani-(LB-)Medium
3,5 g LB-Pulver (Roth®)
ad 100 ml Milli-Q-H2.O

Standard-1-Medium

2,5 g Standard-1-Nahrbouillon (Roth®)
ad 100 ml Milli-Q-H.0O

(autoklavieren) (autoklavieren)

I1BS

20 mM Tris
0,5 M NaCl
pH 7,5

Ein Abstrich einer Kolonie aus der jeweiligen Masterplatte eines Bakterien-
stammes wurde in je 5 ml LB-Medium bzw. alternativ in Standard-1-Medium
suspendiert und Uber Nacht beim jeweiligen Temperaturoptimum unter Schatteln
inkubiert. AnschlieBend wurden aus den Uber-Nacht-Kulturen je 100
Suspension in jeweils 5 ml frisches Medium Uberflhrt und erneut Gber Nacht unter
den gleichen Bedingungen inkubiert. Die so gewachsenen Bakterien wurden bei
3000 x g 5 min bei 4 °C zentrifugiert und einmal in TBS resuspendiert
(,Waschen®). Nach erneuter Pelletierung standen sie fur die weitere Verwendung

zur Verfligung.

2.2.2 Anzucht der Hefe (Saccharomyces cerevisiae)

Hefemedium IBS
100 mg Hefeextrakt (s. Abschnitt 2.2.1)
200 mg Glukose

50 mg Peptone

ad 100 ml Milli-Q-H.0
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Fur die Anzucht der Hefesuspension wurde frische Backerhefe verwendet. Die
Backerhefe wurde in sterilem Hefemedium bei RT fur 4 Stunden unter Schitteln
inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (3000 x g, 4 °C, 5 min). Die Hefezellen
wurden dreimal mit TBS gewaschen (s. Abschnitt 2.2.1) und standen nun zur

weiteren Verwendung zur Verflgung.

2.2.3 Herstellung von E. coli-Agarplatten

Agarmedium Bakterien
1 g Oxoid Agar No. 1 Escherichia coli D31

2,5 g Standard-1-N&hrbouillon (Roth®)
ad 100 ml Milli-Q-H0
(autoklavieren)

Zunachst wurde eine E. coli-Suspension angezogen, wie in Abschnitt 2.2.1
beschrieben. Zum Ende der logarithmischen Wachstumsphase (OD = 0,6 - 1) der
Bakterien wurde die Suspension mit flissigem Agarmedium (ca. 47 °C) durch
heftiges Vortexen vermischt (Konzentration 10° Bakterien/ml Agar). Anschlief3end
wurde das Gemisch in nivellierte Petrischalen ausgegossen und nach Abkuhlen
mit Parafilm versiegelt. Die Platten konnten bis zu zwei Wochen bei 4 °C

aufbewahrt werden.

2.2.4 Hamolymphtest auf Inmunaktivitat

Gentamycin (Roth®)

Um zu testen, ob die verwendeten Versuchstiere Immunaktivitat aufwiesen, wurde
ein Aliquot der aufgefangenen Hamolymphe durch Zentrifugation von den
Hamozyten befreit (s. Abschnitt 2.3.3) und zusatzlich mit PTU versetzt. In den
Agar der vorgefertigten E. coli-Platten wurden Locher mit einem Durchmesser von
3 mm gestanzt, und je 3 ul der zu testenden Hamolymphe wurden luftblasenfrei in
die Locher pipettiert. Als Referenzprobe konnte Gentamycin (Roth®) in bekannter

Konzentration aufgetragen werden. Nach einer Uber-Nacht-Inkubation bei 37 °C
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wurde gepruft, ob sich Hemmhofe, d.h. bakterienfreie Hofe um die Locher herum,

gebildet hatten.

2.2.5 Abtoten der Pathogene

MS~-Saline TBS
(s. Abschnitt 2.2.6) (s. Abschnitt 2.2.1)

4.5 % Paraformaldehyd in MS™-Saline
4,5 % Paraformaldehyd in MS*-Saline (w/v)
auf 70 °C erhitzen (Abzug!), filtrieren

Die Pathogene in Suspension wurden durch Zentrifugation pelletiert ( 3000 x g,
10 min, RT) und in reichlich 4,5 %igem Paraformaldehyd in MS™-Saline re-
suspendiert. Dabei wurden die Pathogene mehrfach durch eine Spritzenkanile
gezogen, um auch kleinste Verklumpungen zu I6sen. Die Abtétung erfolgte unter
Schwenken bzw. im Roll-over-Verfahren mit einer Inkubationszeit von ca. 20 min.
AnschlieBend wurden sie durch Zentrifugieren pelletiert, zweimal in TBS
gewaschen und schliellich in Injektionsmedium auf eine Stammkonzentration von
10° Pathogene/ml Medium eingestellt. Zur Aufbewahrung wurden sie bei -20 °C

eingefroren.

2.2.6 Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Markierung von Bakterien

0.1 % Fluoresceinisothiocyanat (FITC) in Natriumbicarbonatpuffer (w/v)

MS"-Saline
(s. Abschnitt 2.2.6)

Natriumbicarbonatpuffer (0,05 M) PBS

9 ml 0,2 M Na,CO; 14 mM NacCl

41 ml 0,2 M NaHCO; 3mM KCI

ad 200 ml Milli-Q-H.O 10 mM Na,HPO,
pH 9,4 2 mM KH,PO,

18



Material & Methoden

Die Markierung der Bakterien mit FITC erfolgte in Anlehnung an die Werks-
vorgaben der Firma Sigma®. Die abgetoteten Bakterien (s. Abschnitt 2.2.5) wurden
pelletiert und in 1 ml Natriumbicarbonatpuffer aufgenommen. Zum Vereinzeln der
Bakterien wurden sie mehrfach durch eine Spritzenkanule gezogen. Anschliel3end
wurden sie mindestens 10 min oder Uber Nacht im Puffer inkubiert. Nach dem
Zentrifugieren (4000 x g, 5 min, 4 °C) wurde das Bakterienpellet in 1 ml FITC-
Lésung resuspendiert und erneut mehrfach durch eine Spritzenkantile gezogen.
Nach 30-minutiger Inkubationszeit im Dunkeln bei RT wurden die Bakterien erneut
pelletiert (s.0.) und einmal mit 8 ml Natriumbicarbonatpuffer gewaschen (4000 x g,
5 min, 4 °C). AnschlielRend wurden die Bakterien so oft in PBS gewaschen (s.0.),
bis der Uberstand nicht mehr gelblich, sondern farblos war. AbschlieRend wurden
die nun Bakterien in MS-Saline aufgenommen und auf 10° Bakterien/ml

eingestellt.

2.3 Tierexperimentelle Anwendungen

2.3.1 Injektion von Pathogenen bzw. Saline

Pathogene MS--Saline
Escherichia coli D31 (s. Abschnitt 2.2.6)

Bacillus megaterium V

Saccharomyces cerevisiae

Fir diverse Versuche wurden die Larven vorab je nach Versuchsanforderung mit
den jeweiligen Pathogenen infiziert. Dabei wurden den Versuchstieren jeweils ca.
10® Bakterien bzw. Hefen in MS™-Saline/L5d0-Raupe injiziert. Als Versuchs-
kontrolle wurde MS™-Saline verwendet. Zu diesem Zweck wurden die Tiere
gesaubert und die zuvor ausgewahlte Injektionsstelle mit 70 %igem Ethanol
desinfiziert. AnschlieBend wurden die Tiere ca. 10 min auf Eis gekuhlt. Der
maoglichst flache Einstich erfolgte lateral am vorletzten abdominalen Segment in

anteriorer Richtung.
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2.3.2 Injektion und orale Verabreichung von dsRNA

doppelstrangige RNA M. sexta-Kunstfutter
(s. Abschnitt 2.6.3) nach Yamamoto (1969)

Die Injektion von dsRNA erfolgte wie in Abschnitt 2.3.1 beschrieben. Es wurden
100 ng/Versuchstier injiziert.

In einem weiteren Versuch wurde die dsRNA verfuttert. Zu diesem Zweck wurde
die 10-fache Injektionsmenge, also 1 pg/Versuchstier, auf einen schmalen Streifen
Futter aufpipettiert, und den Versuchstieren zu fressen gegeben. Nach 12 Stunden
fand die anschlieRende Infektion statt. Die Inkubationszeit fur die RNAi wurde also

im Vergleich zu den Injektionsversuchen verdoppelt.

2.3.3 Hamolymphentnahme

Die Larven wurden vor der Hamolymphentnahme zum definierten Zeitpunkt mit
A. bidest gesaubert und die Schnittstelle mit 70 %igem Ethanol desinfiziert.
Anschlie®end wurde ein hinteres Scheinflul3chen,oder alternativ die Hornspitze,
abgeschnitten. Die austretende Hamolymphe wurde in geeigneten Gefallen,
welche ein wenig PTU enthielten, auf Eis aufgefangen. Anschlielend wurden die
Hamozyten kurz abzentrifugiert ( 4600 x g, 5 min, RT) und verworfen. Der
Hamolymphuberstand wurde schliel3lich bei -20 °C flr weitere Verwendung ein-
gefroren.

Zur Entnahme der Hamolymphe bei Puppen wurde nach Desinfektion mit einem
Skalpell die Cuticula einer Flugelanlage in Langsrichtung angeschnitten, und die
austretende Hamolymphe wie oben beschrieben aufgefangen.

Den Imagines wurden die Schuppen am Thorax und am Abdomen unter
flieRendem Wasser entfernt. Nach Desinfektion wurde am Thorax in Langsrichtung
die Cuticula angeschnitten, und die austretende Hamolymphe wie oben

beschrieben aufgefangen.
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2.3.4 Hamozytengewinnung

Dieser Abschnitt, sowie Abschnitt 2.4, in denen die Anleitung von der Hamozyten-
gewinnung bis zur immunhistochemischen Behandlung der Hamozyten-Monolayer
beschrieben wird, stellt das Standardprotokoll in Anlehnung an WiLLot et al (1994)

dar.

Antikoagulanz-Saline (Ac-Saline)
4 mM NacCl

40 mM KCiI

1,46 M Saccharose

1,7 mM PIPES

8 mM EDTA

9,5 mM Citrat-1-Hydrat

0,27 mM Na-Citrat

0,1 g/l Polyvinylpyrrolidon

pH 6,5

Zur Gewinnung der Hamozyten wurden die Versuchstiere, wie zur Hamolymph-
entnahme beschrieben, vorbereitet. In geeigneten Gefallen auf Eis wurden je 5 mi
eisgekuihlte Ac-Saline mit etwas PTU vorgelegt, in welche die austretende
Hamolymphe aufgefangen wurde. Nach sanftem Mischen der gewonnenen
Hamolymphe mit der Ac-Saline wurden die Hamozyten bei 400 x g fur 15 min bei
4 °C zentrifugiert. Die nun pelletierten Hamozyten wurden zweimal mit 5 ml
frischer, eiskalter Ac-Saline durch abwechselndes Resuspendieren und
Zentrifugieren gewaschen und waren danach fur die weitere Verwendung bereit.
Wichtig wahrend dieser gesamten Prozedur war es, dass die verwendeten
Losungen, und auch die Hamozyten, immer eisgekuhlt gehalten wurden, da die

Hamozyten sonst adhasiv wurden, und zu hohe Verluste an Zellen auftraten.

2.3.5 Praparation der Larven (,,Einkapselungsversuch®)

Die Larven wurden ca. 10 min auf Eis heruntergekihlt und anschlieend ventral
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liegend in Wachsschalen am anterioren und posterioren Ende mit Prapariernadeln
fixiert. Mit einem flachen, dorsalen Querschnitt des Integuments hinter der
Kopfkapsel vom linken Stigma zum rechten Stigma, einem parallelen Schnitt am
posterioren Ende vor dem Hornchen und einem lateralen Langsschnitt, der zwei
Schnittenden der Querschnitte auf einer Seite miteinander verbindet, wurden die

Tiere aufprapariert und anschlieRend unter TBS (s. Abschnitt 2.2.1) gesetzt.

2.4 Immunhistochemische Methoden
2.4.1 Herstellung von Hamozyten-Monolayern

4.5 % Paraformaldehyd in MS™-Saline Grace Insect Medium (Serva®)

(s. Abschnitt 2.2.5)

1B

(s. Abschnitt 2.2.1)

Am Ende einer Hamozytengewinnung wurde die Ac-Saline so grundlich wie
moglich entfernt, und die Hamozytenpellets je nach Grolde des Pellets in 200-
500 ul eisgekuhltem Grace Insect Medium resuspendiert. Ein Tropfen der Zell-
suspension wurde auf einen Objektrager gegeben, und unter dem Mikroskop die
Zelldichte bestimmt, um abschatzen zu konnen, wieviel Insektenmedium noch
hinzugegeben werden musste, um einen gleichmafRigen Zellrasen (Monolayer) auf
den Objekttragern zu erhalten. Anschlielend wurden je 15-20 i
Hamozytensuspension pro Loch auf 10-well-Objekttrager aufgetragen, und die
Zellen 30-60 Minuten bei RT in Feuchtekammern absitzen gelassen. Abschlie3end
wurden die Zellen fur 10 min mit 4,5 % Paraformaldehyd fixiert. Nach zweimaligem
Waschen mit TBS konnten die Monolayer nun weiterverwendet oder zur

Aufbewahrung in -20 °C eingefroren werden.
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2.4.2 Verwendung der Himozyten-Monolayer fur immunhistochemische

Nachweise
3 % bzw. 1 % BSA-TBS (w/v) TBS
3 gbzw. 1 gBSA (Abschnitt 2.2.1)
ad 100 ml TBS

Fluoromount G (Southern Biotech®)

Scolexin-Antikorper (polyklonal) aus Kaninchen (AB-Service Pineda)

Anti-Kaninchen IgG H+L FITC-konjugiert aus Ziege (Dianova®111-095-003)

Die eingefrorenen Praparate wurden in Feuchtekammern durch Zugabe von je
einem Tropfen TBS aufgetaut. Mit 3 %igem BSA-TBS wurden unspezifische
Bindungsstellen der Praparate fur mindestens 30 min blockiert. Anschliel3end
wurde fur den spezifischen Nachweis der primare Antikorper, in diesem Fall der
polyklonale Scolexin-Antikdper aus Kaninchen (s. Abschnitt 2.5.1), zu den Zellen
gegeben und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach viermaligem Waschen fur 5 min
mit 1 %igem BSA-TBS des ungebundenen Scolexin-Antikdrpers wurde zur
Detektion des gebundenen Scolexin-Antikdrpers der sekundare, (FITC)-
gekoppelte Anti-Kaninchen-Antikérper (1: 200 verdinnt in 1 %igem BSA-TBS)
hinzugegeben und fur 1 h bei RT inkubiert. Nach erneutem viermaligem Waschen
mit TBS wurden die Praparate in Fluoromount G (Southern Biotech®) eingedeckelt

und am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

2.4.3 Herstellung von Hamozyten-Monolayern/Coagulationsfaden

Grace Insect Medium (Serva®)

4.5 % Paraformaldehyd in MS™-Saline TBS
(s. Abschnitt 2.2.5) (Abschnitt 2.2.1)

In Anlehnung an die Arbeiten von Kilic (Diplomarbeit 2009, Arbeitsgruppe Prof. Dr.
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T. Trenczek) und Scholz (Dissertation 2002, Arbeitsgruppe Prof. Dr. T. Trenczek)
wurde auf einen Objekttrager ein Tropfen vorgelegt, und ein Aliquot einer frisch
gewaschenen Hamozytensuspension hinzugeflgt. AnschlieRend wurde eine
Prapariernadel in den Tropfen getaucht und vorsichtig herausgezogen. Der
entstandene Coagulationsfaden wurde dann vorsichtig Uber den Objektrager
gelegt, und nach einer halbstindigen Absitzzeit mit 4,5 %igem Paraformaldehyd
10 min fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit TBS je 5 Minuten wurden die

fixierten Praparate bei 20 °C aufbewabhrt.

2.5 Proteinbiochemische Methoden
2.5.1 Aufreinigung des Hamolymphproteins Scolexin

Die Expression des Scolexin in den Versuchstieren wurde zunachst durch die
Infektion mit E. coli (s. Abschnitt 2.3.1) stimuliert. Nach 48 Stunden wurden den
Larven die Hamolymphe entnommen (s. Abschnitt 2.3.3) und gepoolt. Dabei
wurde darauf geachtet, dass ausreichend PTU hinzugegeben wurde. Das

Volumen an gesammelter Hamolymphe betrug schliel3lich ca. 100 ml.

2.5.1.1 Proteinnachweis nach Brabrorp (1976)

Bradford-Reagenz (lichtempfindlich!)

7 mg Coomassie Brilliant Blue G (Sigma®)
5 ml Ethanol

10 ml o-Phosphorsaure (85%)

ad 100 ml Milli-Q-H20

Fur einen qualitativen Proteinnachweis wurden 4 ul der zu testenden Probe in
einem Mikroreaktionsgefald oder einem Loch einer Mikrotiterplatte vorgelegt, und
anschlielend 196 ul Bradford-Reagenz hinzugefugt. Bei einem sichtbaren
Farbumschlag von Braun zu Blau war der Proteinnachweis positiv. Auf einen
quantitativen bzw. photometrischen Nachweis von Proteinen wurde im Rahmen

dieser Arbeit verzichtet.
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2.5.1.2 Fraktionierung durch Ammoniumsulfat

gesattigte Ammoniumsulfat-Losung 0.1 M Tris-Puffer
917 g (NH4).SO4 0,1 M Tris
ad 1 | Milli-Q-H,0O pH 7,5

Als ersten Aufreinigungsschritt wurden die Proteine mithilfe einer gestuften
Ammoniumsulfat (AS)-Fraktionierung gefallt. Durch das Bestimmen des Misch-
verhaltnisses der gesattigten AS-Ldsung, die als 100 % definiert ist, und des
Hamolymphpools kann man je nach Loslichkeit der Proteine eine Fraktionierung
vornehmen. In diesem Fall wurde gesattigte AS-Losung (100 %) mit Hamolymphe
tropfenweise gemischt. Es wurden folgende Fraktionen erstellt: 0-30 %, 30-45 %,
45-55 %, 55-75 % und 75- 95 %. Dabei galt es fUr die erste Fraktionierung die
zuvor bestimmte Menge gesattigter AS-Losung tropfenweise zum gesamten
Hamolymphpool unterzurtihren und weitere 2 Stunden zu inkubieren. Die gesamte
Prozedur sollte dabei auf Eis stattfinden. AnschlieRend wurden die gefallten
Proteine bei 3800 x g flr 1 h bei 4 °C zentrifugiert. Die enstandenen Proteinpellets
wurden in moglichst geringem Volumen 0,1 M Tris-Puffer aufgenommen. Der
Uberstand mit den noch gelésten Proteinen wurde fiir die nachste Fraktionierungs-
stufe wie zuvor beschrieben erneut verwendet. Nachdem alle Fraktionierungs-
stufen hergestellt worden waren, wurde der Uberstand nach der letzten
Zentrifugation aufgehoben und zum spateren Zeitpunkt per Proteinbestimmung
nach Braprorp (1976) auf Ruckstande tberprift (s. Abschnitt 2.5.1.1).

2.5.1.3 Entfernen des Ammoniumsulfat aus den gefillten Proteinfraktionen

Sephadex-G50-Matrix (GE Healthcare®)

0.1 M Tris-Puffer
(s. Abschnitt 2.5.1.2)

Trotz des Pelletierens der Proteine und der Aufnahme in Tris-Puffer war die AS-

Konzentration in den Fraktionen dennoch hoch. Dies konnte sich storend in der
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weiteren Bearbeitung der Fraktionen auswirken. Aus diesem Grund war es
notwendig die Proben vom Ammoniumsulfat zu befreien. Hierfir wurden die
Proben auf eine Saule mit einer Sephadex-G50-Matrix (GE Healthcare®)
aufgetragen, die zuvor mit dem entsprechendem 0,1 Tris-Puffer pH 7,5 equilibriert
worden war. Nach dem Prinzip der GréRenaufschlusschromatographie wurden die

Proteinfraktionen vor dem Ammoniumsulfat aus der Matrix eluiert.

2.5.1.4 Auftrennung der Proben durch Sephacryl-Gelfiltration

Hi-PrepSephacryl-S200 (GE Healthcare®)

Blue Dextran (Sigma®)

RNase A (Sigma®)

0.5 M Tris-Puffer
0,5 M Tris
pH 7,5

Nachdem die Fraktionierung durch die AS-Fallung qualitativ mithilfe einer SDS-
PAGE (s. Abschnitt 2.5.2) und einer anschlieRenden Silberfarbung der Gele nach
BLum (1980) (s Abschnitt 2.5.2.6) Uberpruft worden war, wurden die Proteine der
sog. Scolexin-Fraktion mithilfe einer Hi-PrepSephacryl-S200 (GE Healthcare®)
aufgetrennt und in Aliquots zu je 500 ul aufgefangen. Es wurden je 500 ul der
Scolexin-Fraktion auf die zuvor mit 0,5 M Tris-Puffer equilibrierten Saule aufge-
tragen und bei konstanter FlieRgeschwindigkeit die Proteine getrennt. Wegen der
besonderen Eigenschaften der Sephacryl-Matrix kam es auf dem Weg durch die
Saule zur Auftrennung der Proteine nach ihrer Grdolke, sodass zunachst die
grolkeren Proteine, gefolgt von den kleineren Proteinen, heraustropften. Zuvor
waren jedoch bereits mehrmals Markerstoffe bei variierten Laufbedingungen durch
die Saule geschickt worden, um die optimalen Parametereinstellungen zu finden.
Als Marker dienten hierbei das sehr grof3e, dunkelblaue Blue Dextran mit einem

MW > 2000000, dessen Weg auch optisch durch die Saule zu verfolgen war, und
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die sehr kleine RNase A (ca. 13 kDa), beide je 20 mg/ml konzentriert. Mit diesen
Markern liel3 sich die Saule flr die eigentliche Auftrennung eichen.

Nach der Auftrennung wurden die aufgefangenen Aliquots mithilfe der SDS-PAGE
(s. Abschnitt 2.5.2) analysiert und die Unterfraktionen mit einer sichtbaren,

vermuteten Scolexinbande vereint.

2.5.1.5 Volumenminderung der Scolexinprobe durch GroRenausschluss-

zentrifugation

Vivaspin cut-off-Zentrifugationsréhrchen (VWR®)

Ein Nebeneffekt der Auftrennung durch die Sephacryl-Saule war eine starke
Verdinnung der Proben. Um sie wieder aufzukonzentrieren wurden Vivaspin cut-
off-Zentrifugationsrohrchen (10 kDa) verwendet. Die Zentrifugation erfolgte nach
Herstelleranleitung. Die Proteine blieben als Retentat bis zu 10-fach konzentriert
zurtck. Das Filtrat wurde mithilfe Bradford-Assay (s. Abschnitt 2.5.1.1) auf einen

moglichen Proteindurchlauf getestet und gegebenenfalls wiederholt eingesetzt.

2.5.1.6 Identifizierung der mutmaBlichen Scolexinbande

Zur Vorbereitung fur die N-terminale Ansequenzierung der vermuteten Scolexin-
bande wurde ein 5-12 %iges, kontinuierliches Gradienten-PAA-Trenngel (s.
Abschnitt 2.5.2) eingesetzt. Ein Aliquot der Scolexinfraktion wurde, wie in Abschnitt
2.5.2.3 beschrieben, vorbereitet. Nach der elektrophoretischen Auftrennung und
anschlieendem Transfer auf eine PVDF- Membran via Western Blot -Anleitung (s.
Abschnitt 2.5.3.1) wurde die Membran mit den gebundenen Proteinen eine Stunde
in Coomassie-Fixier-Farbelésung inkubiert und anschlieRend in Coomassie-
Entfarber entfarbt. Die relativen Molekulargewichte der sichtbaren Proteinbanden
wurden anhand des ebenfalls transferierten Proteinmarkers (s. Abschnitt 3.2.1.3)
identifiziert, die vermutete Scolexinbande ausgeschnitten und zur Sequenzierung
eingesandt. Die Sequenzierung wurde von der Einrichtung ,Protein Analytik“ des
Biochemischen Instituts der Medizinischen Fakultat der Justus-Liebig-Universitat

Giessen Ubernommen.
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2.5.1.7 Isolierung des Scolexin und Aufbereitung als Antigen zur

Antikorperherstellung

0.1 M Tris-Puffer 1 % Triton-Tris-Puffer
(s. Abschnitt 2.5.1.2) 1 % Triton in 0,1 M Tris-Puffer

Der letzte Aufreinigungsschritt wurde durchgefuhrt in Anlehnung an Sczewczvck et
al (2009). Zunachst wurde die gesamte restliche Scolexinfraktion in Probenpuffer
aufgenommen und denaturiert (s. Abschnitt 2.5.2.3). AnschlieRen wurde sie
elektrophoretisch in einem kontinuierlichem Gradienten-Gel (5-12 % TG) aufge-
trennt (s. Abschnitt 2.5.2.4). SchlieBlich wurden die aufgetrennten Proteine per
Western Blot-Verfahren auf eine PVDF-Membran transferiert (s. 2.5.3.1). Die auf
der Membran gebundenen Proteine wurden in einer 0,2 %igen Coomassie-Losung
(s. Abschnitt 2.5.2.5) inkubiert und anschlief3end in 30 %igem Ethanol entfarbt. Die
Scolexinbande wurde ausgeschnitten und der Membranausschnitt Gber Nacht bei
4 °C in 1 % Triton-haltiger Tris-Losung inkubiert. Das eluierte Scolexin wurde mit
dem vierfachen Volumen eiskaltem Aceton gemischt und tber Nacht bei -20 °C
gefallt. Nach dem Zentrifugieren (11000 x g, 15 min, 4 °C) wurden die Pellets mit
500 ul eiskaltem Aceton gewaschen (s.0), in 50 ul 0,1 M Tris-Puffer pH 7,5
aufgenommen und standen nun als Antigen zur Verfiugung. Die fertige Probe
wurde der Firma Pineda AB-Service® in Berlin zur Antikorperherstellung
zugesandt. Nach einem Test von 4 Praimmunseren auf mogliche Reaktion mit
Immunisierter Hamolymphe wurde ein geeignetes Kaninchen zur Immunisierung in

Auftrag gegeben.

2.5.2 Proteinauftrennung und -nachweis durch SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (verandert nach Lavmu 1970)

Als Molekulargewichtsmarker wurde in elektrophoretischen Proteinauftrennungen

der Unstained Protein Molecular Weight Marker der Firma Fermentas® verwendet.
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2.5.2.1 Herstellung der diskontinuierlichen Gradienten-Gele

Trenngelpuffer Sammelgelpuffer

77 g Tris base 29,4 g Tris base

19,6 g Tris acid 2,0g SDS

2 g SDS ad 1| Milli-Q-H.0

ad 1 | Milli-Q-H-.O pH 6,8

pH 8,8

Elektrodenpuffer (10x) 30 %ige Acrylamidstammldsung
60,6 g Tris base 300 g Acrylamid

144 g Glycin 8 g Bis-Acrylamid

10 g SDS ad 1 | Milli-Q-H.0, filtrieren

ad 1 | Milli-Q-H.O

Ammoniumperoxodisulfat (APS) 10 %

1 g Ammoniumperoxodisulfat
ad 10 ml Milli-Q-H.O

FUr die analytische Verwendung wurden 12 %ige Trenngele hergestellt. Die
Komponenten wurden entsprechend gemischt, wobei TEMED und APS kurz vor
dem GielRen zugesetzt wurden. Die Gelansatze wurden anschlieBend mit A. dest

Uberschichtet. Das Sammelgel wurde stets 5 %ig angesetzt.

2.5.2.2 Herstellung der kontinuierlichen Gradienten-Gele

Zur Herstellung kontinuierlicher Gradienten-Gele wurden zwei Methoden genutzt.
Fir sogenannte ,Mini-Gele“ wurden die zwei ,Randkonzentrationen® angesetzt, in
dieser Arbeit 5 %ig und 12 %ig. Dann wurde zunachst die Halfte des Volumens
des niedrigerprozentigen Ansatzes, welches fur ein Trenngel bendtigt wurde, mit
einer Glaspipette aufgezogen, und anschlieBend das gleiche Volumen des
héherprozentigen Ansatzes luftblasenfrei in dieselbe Pipette aufgezogen, sodass

im ldealfall 2 Phasen verschiedenprozentiger Acrylamidldsungen enstanden.
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Durch leichtes Neigen der Pipette entstand eine Luftblase an der unteren Offnung,
die beim Hochperlen durch die Pipette die beiden Phasen gleichmaRig durchzog
und einen Gradienten schuf, der sich anschlieRend einfach in die Gelapparatur
auspipettieren lief3.

Fur groRere Volumina, sogenannte Maxi-Gele, empfahl sich eine Vorrichtung aus
2 hintereinandergeschalteten Kammern flr die beiden unterschiedlich prozentigen
Lésungen. Nach einem kurzen Vorlauf lie3 man die beiden Lésungen durch einen
Schlauch zusammen- und direkt in die Gelapparatur hineinflieRen, sodass sich

nach und nach ein Gradient aufbaute.

2.5.2.3 Probenaufbereitung fiir die elektrophoretische Auftrennung im

Polyacrylamidgel

2x Probenpuffer 5x Probenpuffer

2 ml SG-Puffer 5 ml SG-Puffer

2 ml Glycerin 5 ml Glycerin

1 ml R-Mercaptoethanol 2,5 ml B-Mercaptoethanol
20 ul Bromphenolblau (2 %) 20 ul Bromphenolblau (2 %)
0,4 g SDS 19 SDS

4,5 ml Milli-Q-H20

Die Proteine wurden ggf. mit SG-Puffer vorverdinnt und dann in Probenpuffer

aufgenommen. AnschlielRend wurden die Proben bei 95 °C fur 5 min erhitzt.

2.5.2.4 Konditionen fiir die elektrophoretische Auftrennung

Falls nicht anders angegeben wurden die Proteine im Sammelgel bei konstanten
50 V fokussiert. Nach Eintreten in das Trenngel wurde die konstante Voltzahl auf

100 erhdht und die Proteine getrennt.

2.5.2.5 Coomassie-Farbung

Coomassie-Fixier-Farbelosung Coomassie-Entfarber
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1,25 g Coomassie Brilliant Blue R250

46 ml Essigsaure
227 ml Ethanol
227 ml Milli-Q-H,0

100 ml Essigsaure
300 ml Ethanol
600 ml Milli-Q-H.O

Am Ende der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden die Gele

mindestens 1 Stunde in Coomassie-Fixier-Farbelésung gefarbt und anschliel3end

in Coomassie-Entfarber nach Sicht entfarbt,

sichtbar wurden.

2.5.2.6 Silberfarbung

Fixierlosung
500 ml Methanol

120 ml Essigsaure
0,5 ml Formaldehyd (37 %)
ad 11 Milli-Q-H.0

Vorbehandlungslésung

0,2 g Natriumthiosulfat
ad 1 | Milli-Q-H,O

Entwicklungslosung

4 mg Natriumthiosulfat

60 g Natriumcarbonat

0,5 ml Formaldehyd (37 %)
ad 11 Milli-Q-H.0

Wasch- und Lagerlésung
500 ml Methanol
ad 1 | Milli-Q-H,0O

Waschlésung
500 ml Ethanol

ad 1 | Milli-Q-H-0

Impragnier- und Farbeldsung

2 g Silbernitrat
0,75 ml Formaldehyd (37 %)
ad 1 | Milli-Q-H.O

Stopplosung
500 ml Methanol

120 ml Essigsaure
ad 1 | Milli-Q-H.0

bis die Proteinbanden deutlich
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Die Silberfarbung nach Brum (1980) soll hier nur stichpunktartig aufgefuhrt werden,
da es sich um ein reines Wechseln der Inkubationsldsungen handelt. Letztendlich
wird die Farbung der Proteinbanden nach Sicht (Schritt 7, s.u.) bestimmt und
abgestoppt. Die Silberfarbung hat gegenuber der Coomassie-Farbung den Vorteil,

dass die Nachweisgrenze bis zu 200-fach empfindlicher ist. Jedoch ist sie nicht

reversibel.
1. Fixierldsung: >1h
2. Waschldsung: 20 min.
3. Vorbehandlungslosung: 1 min.
4. Milli-Q-H:0: 3 x 20 sec.
5. Impragnier- und Farbelosung: 20 min.
6. Milli-Q-H.0O: 3 x 20 sec.
7. Entwicklungslésung: nach Sicht
8. Stoppldsung: 10 min.
9. Wasch- und Lagerl6sung: > 20 min.

2.5.3 Proteintransfer und -nachweis (Western Blotting)

(verandert nach Towsin et al. 1979)

2.5.3.1 Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran

Transferpuffer A Transferpuffer B
300 mM Tris base 25 mM Tris base
pH 10,4 pH 10,4

Transferpuffer C
25 mM Tris base

40 mM 6-Amino-n-hexanoic acid

pH 9,4

Amidoschwarz-Farbelésung Amidoschwarz-Entfarber
0,1 g Amidoschwarz 10 B 25 ml Isopropanol

25 ml Isopropanol 10 ml Essigsaure
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10 ml Essigsaure ad 100 ml Milli-Q-H.O
ad 100 ml Milli-Q-H.O

Fur den Transfer der Proteine durch das Western Blotting wurden Filterpapiere auf
Grolle des jeweiligen Trenngels zurechtgeschnitten und in den entsprechenden
Puffern eingeweicht. Eine ebenso zurechtgeschnittene PVDF-Membran wurde in
Methanol 15 s aktiviert und 3 x 2 min in Milli-Q-H,O gewaschen. Anschlief3end
wurde sie in Transferpuffer B inkubiert. Das Gel wurde kurz in Transferpuffer C
geschwenkt, bevor es auf die Membran gelegt wurde (s. Grafik.). Gemal} der sog.

~>emi-dry“-Methode wurde der Western Blot wie folgt aufgebaut.

I <athode

’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’’ Einmachfolie
Transferpuffer C 9 Lagen Filterpapier
e PAA-Gel

PVDF-Membran

Transferpuffer B 3 Lagen Filterpapier
Transferpuffer A 9 Lagen Filterpapier
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Einmachfolie

]
Anode

Die Transferbedingungen wurden auf 0,8 mA/cm? Blotflaiche und eine Stunde
Transferzeit eingestellt. AnschlieBend wurde das Gel zur Transferkontrolle mit
Coomassie und ein Kontrollstreifen mit Amidoschwarz fur 2 min gefarbt und in den

entsprechenden Entfarberldsungen differenziert.
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2.5.3.2 Proteinnachweis durch Antikorper

5 %iges Milch-TBS Tween-BSA-TBS

5 g Milchpulver TBS

ad 100 ml TBS 0,05 % Tween-20
0,1 % BSA

ALP-Entwicklungspuffer
100 mM Tris base

100 mM NacCl

5 mM MgCl,

ad 11 Milli-Q-H.0O

pH 9,5

Nach dem Transfer wurden die freien Bereiche und die unspezifischen
Bindestellen auf der Membran in Milch-TBS 1 h bei RT blockiert. Anschliel3end
wurde die Membran uber Nacht bei 4 °C unter sanftem Schutteln mit dem
spezifischen Antikorper inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit Tween-BSA-
TBS (10 min) wurde der sekundare, in diesem Fall alkalische-Phosphatase-
gekoppelte Antikorper, hinzugegeben und fir 1 h bei RT inkubiert. Nach erneutem
Waschen (s.0.) wurde zunachst fur 10 min in ALP-Entwicklungspuffer vorinkubiert
und anschlie®fend die Nachweisreaktion durch Zugabe von Nitro Tetrazolium Blue
Chloride (NBT) (66 pl) und 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat (BCIP) (33 pl) in 10
ml Pufferldsung gestartet. Die Reaktion wurde nach Sicht mit Milli-Q-H20

gestoppt, und die Membran lichtgeschutzt nach dem Trocknen aufbewahrt.

2.6 Molekularbiologische Methoden
2.6.1 Anwendungen zur Expressionsanalyse
2.6.1.1 RNA-Extraktion (TRI®-Reagenz)

TRI®-Reagenz (Sigma®)

RNase-freies Wasser
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0,1 %iges Diethylpyrocarnbonat (DEPC)-LAsung

autoklavieren

Aus Hamozyten:

Am Ende einer Hamolymphernte wurden die Hamozytenpellets in je 500 ml TRI®-
Reagenz (Sigma®) resuspendiert und in RNase-freie Mikroreaktionsgefalle
Ubertragen. AnschlieRend wurden die Zellen durch abwechselndes Vortexen (je
10 s bei hochster Drehzahl) und Ultraschallbehandlung (je 10 s) zerstort und die
Proben bei 11000 x g fur 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Die Pellets mit den
Zelltrimmern wurden verworfen. Die Uberstande wurden mit jeweils 200 pl
Chloroform gemischt und grundlich gevortext. Nach einer Inkubationszeit von
10 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Proben erneut zentrifugiert
(11000 x g, 15 min, 4 °C). Die oberen, wassrigen Phasen wurden abgenommen,
der Rest verworfen. Die wassrigen Phasen wurden grindlich mit je 500 ul
Isopropanol gemischt und wieder 10 min bei RT inkubiert. Danach wie im letzten
Schritt beschrieben zentrifugiert. Die Uberstande wurden verworfen, die Pellets in
1 ml 70 %igem Ethanol gewaschen und zentrifugiert (4400 x g, 5 min, 4 °C). Das
Ethanol wurde so gut wie moglich entfernt und die RNA-Pellets unter dem Abzug
mit geodffneten GefalRdeckeln luftgetrocknet. AbschlieRend wurden die Pellets in

50 pl RNase-freiem Wasser aufgenommen.

Aus Tabakblattern:

Als unspezifische Kontrolle fir den Knockdown der Scolexin-Expression durch
RNAIi und der in-situ Hybridisierung wurden dsRNA und ISH-Sonden, spezifisch
fur das Rieske-Protein in Chloroplasten, synthetisiert (s. auch Abschnitt 2.6.5). Zu
diesem Zweck wurde die ,Rieske-RNA* aus Blattern der Tabakpflanze (Nicotiana
tabacum), wie oben beschrieben, extrahiert, nachdem die Blatter zuvor

homogenisiert worden waren.
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2.6.1.2 RNA-Extraktion aus Hamozyten (High Pure RNA Isolation nach

Roche®)
RNase-freies Wasser PBS
(s. Abschnitt 2.6.1.1) (s. Abschnitt 2.2.6)

High Pure RNA Isolation Kit (Roche®)

Bei der Verwendung des High Pure RNA Isolation Kit (Roche®) zur RNA-Extraktion
wurden die Hamozyten nach dem letzten Waschschritt der Ernteprozedur in 200 pl
PBS resuspendiert und in ein Mikroreaktionsgefal® tGberfuhrt. Alle weiteren Schritte
bis zur isolierten RNA erfolgten nach der Firmenanweisung. Das Prinzip der
Extraktion folgt der Isolierung und Reinigung der RNA durch die Bindung an eine
Silica-Matrix Uber mehrere Behandlungsschritte und der anschlieenden Elution

mit RNase-freiem \Wasser.

2.6.1.3 DNase I-Behandlung

RNase-free DNase Set (Qiagen®)

Um mdgliche Reste von genomischer DNA zu entfernen, wurde routinemaRig eine
DNase |-Behandlung an die RNA-Extraktion angeschlossen. Hierzu wurde das Kit
RNase-free DNase Set (Qiagen®) verwendet. Die extrahierte RNA wurde nach
Firmenvorgaben mit DNase-Puffer und entsprechender Menge DNase | versetzt

und inkubiert. AnschlieRend wurde die DNase 10 min bei 75 °C inaktiviert.

2.6.1.4 Elektrophoretische Auftrennung von DNA- bzw. RNA-Proben

1-2 %iges Agarosegel Tris-Acetat-EDTA(TAE)-Puffer (50x)
1-2 g Agarose 242,2 g Tris base
100 ml TAE-Puffer 18,6 g Na,-EDTA
0,05 % Ethidiumbromid 57,1 ml Eisessig
ad 1| Milli-Q-H.0O
pH 7,8

36



Material & Methoden

Ethidiumbromid (Roth®)
Endkonzentration 0,2 pg/ml

DNA oder RNA der verschiedenen Proben wurde elektrophoretisch in Agarose-
Gelen aufgetrennt bzw. aufgereinigt. Fur analytische Zwecke wurden je 5 ul Probe
in Probenpuffer aufgetragen und bei 100 V unter Verwendung von TAE-Puffer
aufgetrennt. Durch Ethidiumbromid, welches sich an die DNA interkalierend lagert.
wurden die aufgetrennten Nukleotidfragmente im UV-Transilluminator sichtbar

gemacht und dokumentiert.

2.6.1.5 cDNA-Synthese

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche®)

Die cDNA-Synthese mithilfe von oligo-d(T)-Primern liefert Kopien der gesamten
extrahierten RNA in Form von cDNA. Fur diesen Zweck wurde das Transcriptor
High Fidelity cDNA Synthesis Kit der Firma Roche® verwendet.

Die einzelnen Komponenten wurden nach Herstellervorgaben gemischt und
inkubiert.

2.6.1.6 Amplifikation der Zielsequenz

Taq Polymerase (Qiagen®)

Taq PCR Kit (New England Biolabs®)

PCR Purification Kit (Qiagen®)

Jetquick Gel Extraction Spin Kit (Genomed®)

Der nun synthetisierte cDNA-Pool diente als Vorlage (template) fur die
anschlieBende Amplifikation durch die polymerase chain reaction (PCR) der
gesuchten Sequenzen. HierfUr wurden zuvor ausgewahlte, spezifische Primer

(s. Abschnitt 2.6.5) fUr die jeweiligen gesuchten Sequenzen eingesetzt. Die PCR
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wurde mithilfe der Taqg Polymerase der Firma Qiagen® bzw. des Taqg PCR Kit von
New England Biolabs® durchgefiihrt. Fiir die weitere Verwendung der PCR-
Produkte war es wichtig, dass eine Tag-Polymerase zum Einsatz kam, da sie
jeweils am Ende jedes Transkriptionsprozesses am 3'-Ende des PCR-Produktes
einen Adenin-Uberhang schafft, welcher von entscheidender Bedeutung bei der
anschlieRenden Verwendung des TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen®) zum Einbau
der PCR-Produkte in einen entsprechenden Vektor (s. Abschnitt 2.6.3.1) ist.

Die PCR-Produkte wurden anschlie®end aufgereinigt, entweder mit dem PCR
Purification Kit der Firma Qiagen® oder dem Jetquick Gel Extraction Spin Kit
(Genomed®). Die Konzentration der PCR-Produkte wurde photospektrometrisch

ermittelt.

2.6.1.7 Sequenzierung der PCR-Produkte

Fir eine prazise Idendifizierung der Sequenz wurden die PCR-Produkte vor ihrer
weiteren Verwendung zum Sequenzieren nach den Vorgaben des Sequenzier-
dienstleisters vorbereitet. Die Sequenzierungen wurden durch die Firma Seqglab
GmbH in Gottingen durchgefuhrt (s. Abschnit 3.2.3).

2.6.2 5'-Rapid amplification of cDNA ends (RACE) der unvollstandigen
Scolexin A-Nukleotidsequenz

GeneRacer Kit (Invitrogen®)

Zur Vervollstandigung des 5'-Ende der Scolexin A- Nukleotidsequenz wurde aus
Hamozyten extrahierte und DNase I-behandelte RNA (s. Abschnitt 2.6.1.1-2.6.1.3)
als template verwendet. Die Durchfiihrung der 5'-rapid amplification of cDNA ends
(RACE) erfolgte mithilfe des GeneRacer Kit der Firma Invitrogen®. Wahrend der
Prozedur wurde schrittweise die gewtinschte mRNA in der template-Probe gezielt
fur die folgende Ligation mit einem GeneRacer RNA Oligo (Invitrogen®) durch
eine RNA-Ligase vorbereitet. Nach der Ligation erfolgte die Erststrangsynthese
mithilfe eines GeneRacer Oligo d(T) Primer (Invitrogen®). Die anschlieRende PCR

mit GeneRacer 5' Primer (Invitrogen®), welches die zuvor angeheftete RNA-
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Oligosequenz erkannte, und spezifischen 3'-Scolexin A-Primern lieferte ein

ausreichendes Produkt fur die Sequenzierung (s. Abschnitt 2.6.1.7).

2.6.3 Herstellung und Anwendung der RNA-Interferenz (RNAi)-Reagenzien
2.6.3.1 Klonierung der Zielsequenz

Luria-Bertani-Ampicillin (LB-amp*)-Agarplatten

3,5 g LB-Pulver (Roth®) in 100 ml Milli-Q-H.O
(autoklavieren und auf ca. 40 °C auskuhlen lassen)
100 mg Ampicillin/ | LB-Agar

TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen®)

Bakterienstamm

Escherichia coli DH5a™ (Invitrogen®)

Nach eindeutiger ldentifizierung der PCR-Produkte durch die Sequenzierung
wurden unter Verwendung des TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen®) und der
Befolgung der Firmenanleitung die PCR-Fragmente in den pCR®II-TOPQO® -Vektor
(unten dargestellt) eingeflgt.
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locZa ATG
W13 Reversa Pdmer | Spfi Promoter +

CAG GAA ACR GCT A

pCRII-TOPO®
4.0 kb

Comments for pC RENI-TOPO®
397 3 nucleotides

Lac7a gene: bases 1-589

M13 Reverse priming site: bases 205-221

Sp6 promoter. bases 239-256

Multiple Cloning Site: bases 268-383

T7 promoter: bases 406-425

M13 (-20) Forward priming site; bases 433-448
f1 orgin: bases 590-1027

Kanamycin resistance ORF: bases 1361-2155
Ampicillin resistance ORF: bases 2173-3033
plUC origin: bases 3178-3851

Quelle: TOPO TA Manual (Invitrogen®), S. 24

Die dem Kit beiliegenden, kompetenten Bakterien wurden entsprechend
vorbereitet und transformiert. Nach einer Stunde Inkubationszeit wurden die
Bakterien auf zuvor erstellten LB-amp*-Agarplatten ausgestrichen und Gber Nacht
im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Von den gewachsenen Kolonien wurden 5 bis
10 nach dem Zufallsprinzip teilenthommen und jeweils in schon fertig angesetzte
PCR-Reaktionsldsungen gebracht. Die restlichen Teile der verwendeten Kolonien
verblieben zunachst auf der Platte- Die PCR-Reaktionslésungen beinhalteten T3-

und T7-Primer entsprechend den Promotoren auf dem Vektor, die die eingebauten
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PCR-Fragmente flankieren. In diesem Fall dienten die Plasmide in den Bakterien
selbst als templates fur die PCR, auch colony pcr genannt. Die Zyklus-

bedingungen fur die colony pcr wurden wie folgt eingestellt:

Initialisierung: 95 °C fur 5 min

Schritt 1: 95°Cfur30s
Schritt 2: 50°Cfur30s
Schritt 3: 72 °C flr 2 min

Finalschritt 4: 72 °C flr 10 min
34-malige, zyklische Wiederholung der Schritte 1-3

Die positiven, auf der Platte verbliebenen Teilkolonien wurden entnommen und
Uber Nacht in LB-amp*-Medium inkubiert. Ein Teil wurde anschliel’end flr

Lagerungszwecke in Agar eingebracht und versiegelt.

2.6.3.2 Plasmidextraktion

Plasmid Purification Kit (Qiagen®)

Der Uberwiegende Teil der Bakterien zur Gewinnung der Zielsequenz wurde
zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Fiir die Plasmidextraktion wurde das
Plasmid Purification Kit von Qiagen® nach Herstellervorgaben verwendet. Die
extrahierten Plasmide konnten nun wiederum als template flir weitere PCRs mit
T3-/T7-Primern fungieren, um die Identitat der in den Vektor eingefligten Sequenz

(insert) zu verifizieren.

2.6.3.3 Reverse Transkription der Zielsequenz

T3/T7 Megascript Kit (Ambion®)

Einer reversen Transkription der Zielsequenz wurde immer eine PCR mit T3- und
T7-Primern und dem extrahierten Plasmiden vorangestellt. Das entstandene PCR-

Produkt wurde aufgereinigt und als template fur die reverse Transkription
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verwendet. Das jeweilige Umschreiben der komplementaren Strange der PCR-
Fragmente erfolgte mithilfe des T3 Megascript Kit bzw. T7 Megascript Kit von
Ambion® nach Herstelleranleitung. Hierbei musste von nun an wieder auf striktes
RNase-freies Arbeiten geachtet werden. Das Ergebnis waren jeweils
komplementare RNA-Einzelstrange (ssRNA) mit der gewlnschten, spezifischen

Zielsequenz.

2.6.3.4 Herstellung der doppelstrangigen RNA (dsRNA)

Zur Erstellung der doppelstrangigen RNA wurden die komplemetaren ssRNA-
Proben im Verhaltnis 1:1 gemischt und im Heizblock 10 min auf 70 °C erhitzt, um
Dimer- und Sekundarstrukturen aufzulésen. AnschlieRend wurde der Heizblock
ausgeschaltet und auf RT ausgekuhlt, sodass sich die komplemetaren Strange
durch annealing aneinander anlagern konnten. Die Konzentration der auf diese
Weise entstandenen dsRNA wurde photospektrometrisch bestimmt. Die Lagerung
erfolgte idealerweise auf Eis flr bis zu 2 bis 3 Wochen ohne Integritatsverlust,
oder bei -20 °C; alternativ auch Uber langeren Zeitraum im gefallten Zustand in
LiCl-Lésung (s. Anleitung Megascript Kit von Ambion®).

2.6.3.5 Anwendung der doppelstrangigen RNA-Reagenzien

Die endgultige Injektionsmenge pro Versuchstier (L5d0) betrug 100 ng dsRNA.
Das RNAi-Reagenz wurde in MS-Saline (s. Abschnitt 2.2.6) verdinnt und wie
bereits in Abschnitt 2.3.2 beschrieben in die Versuchstiere injiziert.

Als Zeitplan fur einen Standard-Knockdown-Versuch galt die Injektion des RNAi-
Reagenz', eine anschlieRende 6-stindige Inkubationszeit, dann die Infektion des
Tieres mit einem Pathogen bzw. die Behandlung mit einer Kontrollsaline (MS-
Saline), einer erneuten, 18-stindigen Inkubationszeit und der letzendlichen

Hamolymph- bzw. Hdmozytenentnahme.

2.6.4 In situ-Hybridisierung (ISH)

Die Durchfiihrung orientiert sich gréf3tenteils an den Vorgaben der Firma Roche
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Applied Science®, die die Methode der Digoxigenin-gekoppelten Sondendetektion

entwickelt hat.

2.6.4.1 Sondensynthese

Hybridisierungspuffer
50 % Formamid

5x SSC pH 4,5

0,1 % Tween-20

1 % SDS

50 pg/ml Heparin

100 pg/ml Lachssperma-DNA

T3/T7 Megascript Kit (Ambion®)

pCR®II-TOPQO®-Vektor (Invitrogen®)

Digoxigenin-konjugiertes-UTP oder DIG-11-UTP_(Roche Applied Science®)

Zunachst wurde die gewulnschte Zielsequenz als aufgereinigtes PCR-Produkt in
einen pCR®II-TOPO® -Vektor (Invitrogen®) eingebaut (nach Firmenanleitung
Invitrogen®). Auf die anschlieRende Klonierung, wie in Abschnitt 2.6.3.1
beschrieben, wurde in diesem Fall verzichtet. Das Plasmid mit der Zielsequenz,
flankiert von den fir die spatere reverse Transkription erforderliche T3- und T7-
Promotersequenzen, diente nun direkt als template fur die Amplifikation der
Zielsequenz mithilfe von T3-und T7-Primern, welches das erforderliche PCR-
Produkt mit T3- und T7-Promotersequenzenden liefert. Nach erneuter
Aufreinigung (s. Abschnitt 2.6.1.6) des Produkts erfolgte die eigentliche
Sondensynthese mithilfe des Megascript Kits von Ambion®. Dabei wurde die
komplementare Sequenz der Zielsequenz des templates in RNA synthetisiert. Die
Durchfuhrung der reversen Transkription erfolgte nach Kitprotokoll. Durch die
Zugabe des DIG-11-UTP in das Nukleotidgemisch wurde das DIG-11-UTP in

einem bestimmten Verhaltnis in die synthetisierte Sonde eingebaut und konnte mit
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entsprechendem Digoxigenin-spezifischem Antikdrper detektiert werden. Nach
einer Synthesezeit von 4 bis 6 Stunden bei 37 °C wurde das template durch
DNase-Zugabe degradiert (s. Kitprotokoll). Die Sonde wurde prazipitiert und die
Konzentration photospektrometrisch bestimmt. Schliellich wurde die Sonde in

Hybridisierungspuffer (50 ng / yl) aufgenommen und bei -20 °C aufbewahrt.

2.6.4.2 Hybridisierung der Sonde

PBT Hybridisierungspuffer
PBS (s. Abschnitt 2.2.6) (s. Abschnitt 2.6.4.1)
0,1 % Tween-20

Wahrend der gesamten Prozedur wurde auf RNase-freies Arbeiten geachtet.
Sofern nicht anders beschrieben, fanden die einzelnen Schritte bei RT statt.

Die Hamozytenmonolayer wurden, wie in Abschnitt 2.4.1 beschrieben, hergestellt,
jedoch wurden statt 10-Loch-Objekttrager runde Deckglaschen in passenden
Zellkulturplatten zum Auftropfen der Zellsuspensionen verwendet. Dieses hatte
den Vorteil, dass man erstens wegen der erhohten Verdunstungsgefahr in
manchen Inkubationsschritten groflere Volumina an Losungen auf die Deck-
glaschen geben konnte, und zweitens die Deckglaschen sehr leicht umgedreht auf
herkdmmliche Objekttrager aufbringen und versiegeln konnte.

Nach dem Fixieren und Waschen wurden die Zellen in einer aufsteigenden
Alkoholreihe je 2 min mit 50 %igem, 70 %igem und 100 %igem Ethanol dehydriert
und anschlielend an der Luft angetrocknet. Daraufhin wurden sie auf dem
gleichen Weg zurlick in einer absteigenden Reihe rehydriert (angelehnt an Jiang &
Kanost 1997) und anschliellend 5 min mit Hybridisierungspuffer gewaschen. Die
Monolayer wurden dann mit frischem Hybridisierungspuffer 2 Stunden bei 55 °C
im Hybridisierungsofen blockiert. AnschlieRend fand die Hybridisierung mit der
DIG-11-UTP-gekoppelten Sonde (100 ng/100ml Hybridisierungspuffer) bei 65 °C
uber Nacht im versiegeltem Behalter (Verdunstungsschutz) im Hybridisierungofen
statt. Anschliefend wurden die Zellen viermal 10 min mit PBT gewaschen, um

ungebundene Sonden zu entfernen.
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2.6.4.3 Detektion der Sonde

Blockierpuffer (Roche®)

10-fach Blockierldsung (Roche®) verdiinnen in Maleinsaurepuffer (1:10)

Maleinsaurepuffer (E-)PBT

100 mM Maleinsaure PBS (s. Abschnitt 2.2.6)
150 mM NaCl 0,1 % Tween-20

pH 7,5 (50 mM EDTA)
ALP-Puffer

100 mM NaCl

50 mM Mg CI2

100 mM Tris base
0,5 % Tween-20
pH 9,5

Fur die Detektion des Digoxigenin wurde ein alkalische-Phophatase-konjugierter-
anti-DIG-Antikorper (Roche®) verwendet.

Zuvor wurden die Zellen jedoch 2 Stunden mit Blockierpuffer (Roche®) inkubiert.
AnschlielRend erfolgte die Bindung des Antikorpers bei 4 °C uber Nacht. Der
Antikorper wurde nach Herstellervorgaben 1:10000 verdunnt in Blockierlosung
(Roche®) verwendet. Danach wurden die ungebundenen Antikorper viermal 10 min
mit PBT weggewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen 5 min mit ALP-Puffer
inkubiert. Der Nachweis der Hybridisierung erfolgte durch die Zugabe von je 66 pli
NBT und 33 pl BCIP in 10 ml ALP-Puffer nach Sichtkontrolle der Farbentwicklung.
Die Reaktion wurde gestoppt durch das Waschen mit E-PBT.

2.6.5 Verwendete Primer

Ziel Sequenz (5'—3') Produkt / Zweck | NCBI Accession-Nr.
Hemolin 0,8 |fwd: ggtagaagggtcatggctca -831 bp- cDNA, u11879
(M. sexta) rev: gtctcagcgtaggcatctcc dsRNA
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Hemolin 1,2 | fwd: acagcaacaacacaggtgaa -1273 bp- cDNA u11879
(M. sexta) rev: ttaagcaacaatcacgagcg dsRNA
PGRP fwd: acggtatcacttccgtccac -516- cDNA AF413068
(M. sexta) rev: cattctggccatctcctgat
Immulectin-2 | fwd: gactcttcggagtcgtgtga -953- cDNA AF242202
(M. sexta) rev: gactgtttggttccttttcg
Scolexin A fwd: tctgcggaggaaccattatc -744 bp- cDNA, AF087004
(M. sexta) rev: cccaactctccacttcegta dsRNA, ISH-Sonde
Scolexin B fwd: cgaagcagtcggttgtgtt -1045 bp- cDNA AF087005
(M. sexta) rev: cgtaacaacactgacgagaaatc
Lysozym fwd: tttgccttcgcatatcacag -636 bp- cDNA S70589
(M. sexta) rev: aatgagccatatcgccaaag
Cecropin fwd: ttcttcgtcttcgettgett -161 bp- cDNA AM293323
(M. sexta) rev: cctttgaaaatggcggttg
mnS3 0,2 fwd: ctggctgaggatggctactc -186- cDNA u12708
(M. sexta) rev: ttttctcagcgtacagctcca
mnS3 0,25 fwd: tcaggccgagtctttigagat -246 bp- cDNA u12708
(M. sexta) rev: agcactccttgcctgcctgagaag
Catalase 1 fwd: div. -var.- cDNA, AF170272
(M. esculenta) |rev: div. dsRNA
Rieske FeS |fwd: tgcttcttttgggtgctctt -170 bp- cDNA, X66009
(N. tabacum) |rev: gttgccaggtggatgagttt dsRNA, ISH-Sonde
ScoA-RACE-rev |fwd: cgactggagcacgaggacactga® -329 bp- cDNA, AF087004
(M. sexta) rev: aggccgctccccgcatagagtatcg RACE-Fragment

*GeneRacer Oligo Primer (Invitrogen®) (s. Abschnitt 2.6.2)

2.8 Verwendete Gerate

Die verwendeten Gerate entsprechen der Routineaustattung von histologischen,

molekularbiologischen und biochemischen Universitatslaboren. Auf eine
detaillierte Auflistung wird hier dementsprechend verzichtet. Erwahnt werden
sollen nur einige spezielle Gerate, mit denen die Arbeiten durchgefihrt worden

sind.

Mikroskope
Fluoreszenzmikroskop BX60 (Olympus®)
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Inversmikroskop SM-Lux (Leitz®)

Proteinaufreinigung und -analyse

Biologic Chromatography System (Biorad®)
Protean Il xi Cell (Biorad®)

Mini Protean Il (Biorad®)

2.7 Verwendete Software

Bildbearbeitung
IrfanView 4.25

Primerdesign und -analyse

Primer3 Web Interface (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm)

Integrated DNA Technologies Oligo Analyzer 3.1
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx)

Sequenzalignment

NCBI Blast (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)

Boxshader (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html)
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3 Ergebnisse

3.1 Hamolin
3.1.1 Expression von Hamolin, Immulectin-2 und PGRP

Zur Analyse der Expression von Hamolin, Immulectin-2 und PGRP in Hamozyten
nach einer E.coli-Infektion im Vergleich zu unbehandelten bzw. PBS-injizierten
Kontrollarven wurde die RNA nach der TRI-Reagenz-Methode extrahiert
(s. Abschnitt 2.6.1.1). Zur Kontrolle des Erfolges der Extraktion und der Integritat
der RNA wurde ein Aliquot der RNA-Probe in einem Agarose-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. Exemplarisch fur Kontrollen aller weiteren Versuche ist die Auftren-

nung in Abb. 2 dargestellt.

mRNA

2kb - ¥ 28S rRNA

Abb. 1:

Darstellung der elektrophoretischen
Auftrennung extrahierter Gesamt-RNA
nach einer DNase-Behandlung

[M: Marker, kb: Kilobasenpaare]

18S rRNA

Nach der erfolgreichen Extraktion und der nachgewiesenen Intaktheit der Gesamt-
RNA wurde mithilfe einer RT-PCR die Expression der entsprechenden m-RNA
nachgewiesen (s. Abschnitt 2.6.1.5).
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Ec PBS ub

Hem | S— 1,2 kb

PGRP | 0,5 kb

Iml-2 1,0 kb

ps3 I | - 0,2 kb
Abb. 2:

Darstellung der Expressionsanalyse von Hiamolin, PGRP

und Immulectin-2 in Hamozyten von E. coli-infizierten,
PBS-behandelten und unbehandelten L5d1-Larven durch RT-PCR.
[rpS3: ribosomales Protein S3 (Ladekontrolle), kb: Kilobasenpaare]

Die Expression von Hamolin und PGRP wurde im Gegensatz zu Immulectin-2

durch E. coli-Infektion induziert. Die Kontrolltiere wiesen keine Expression der

untersuchten Gene auf (Abb. 3).

3.1.2 Knockdown der Hamolin-Expression durch RNAi

Das durch RT-PCR gewonnene PCR-Fragment von Hemolin wurde aufgereinigt

und als template fur die Synthese von Hamolin-spezifischer doppelstrangiger RNA

verwendet. Nach dem Klonieren des Fragments wurde Uber in-vitro reverse
Transkription das RNAi-Reagenz hergestellt (Abb. 4).

750 bp -

PR Y ]
Wi

| R ]

L o F

Abb. 3:

Darstellung von aufgereinigter, synthetisierter
doppelstrangigen RNA

[M: Marker, dsRNA: doppelstrangige RNA]
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Zum Verhindern der Hamolin-Expression wurde je Versuchstier (L5d0) 100 ng
Hamolin-spezifische dsRNA injiziert. Nach 6 Stunden Inkubationszeit wurden die-
selben Tiere mit je 10% E. coli infiziert. Die RNA-Extraktion erfolgte 18 Stunden
nach der Infektion. Der Expressionsgrad wurde per RT-PCR untersucht.

Die Kontrolltiere durchliefen den gleichen Prozess, wobei die dsRNA durch PBS
bzw. einer unspezifischen dsRNA (dsCon) mit einem Sequenzabschnitt aus einer
pflanzlichen Katalase (s. Abschnitt 2.6.5) und E. coli ebenso durch PBS ersetzt

wurden.

‘ : ) 2
¢ & e & L
xQ" (\x @ ><Q < 0@
o &P ¥ P 8
L ¥ ¥ < RS ¥®
Hem o s 1,2 kb

o 1 | | 1 | ] e

Abb. 4:

Ergebnis der RT-PCR eines Knockdown-Versuches der Hamolin-Expression
[Hem: Hamolin, rpS3: ribosomales Protein S3, PBS: phosphate-buffered

saline, E.c.: E. coli, dsHem: doppelstrangige RNA spezifisch fir Hamolin,

dsCon: unspezifische, doppelstrangige Kontroll-RNA, ub: unbehandelt,

kb: Kilobasenpaare, bp: Basenpaare]

Der spezifische Knockdown der Hamolin-Expression bei den Tieren, die mit
dsHem behandelt und anschlieRend mit E. coli infiziert wurden, im Vergleich zu
den Kontrolltieren, die vor der Infektion PBS bzw. dsCon injiziert bekommen
haben, war erfolgreich (Abb. 5). Desweiteren ist die Induzierbarkeit der Hamolin-

expression durch E. coli-Infektion deutlich.

3.1.3 Effekt des Hamolin-Knockdowns auf die Fahigkeit infizierter Tiere zur
Nodulibildung

Es wurden Versuchstiere mit E. coli infiziert. Die Kontrolltiere wurden dabei statt

mit dsScoA mit PBS bzw. mit dsCon vorbehandelt. Nach der 18-stindigen
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Inkubationszeit wurden die Tiere aufprapariert und auf Nodulibildung untersucht.

dsCon+E.c.

Abb. 5:

Darstellung der Nodulationsaktivitit bei Knockdown-Tieren im Vergleich zu
Kontrolltieren

[PBS: phosphate-buffered saline, E.c.: E. coli, dsHem: doppelstrangige RNA
spezifisch fir Hamolin, dsCon: unspezifische, doppelstrangige Kontroll-RNA]

Wahrend die Kontrollitiere wie erwartet z.T. starke Nodulibildung mit einher-
gehender Melanisierung aufwiesen, zeigten die Knockdown-Tiere fast keine
Nodulibildung (Abb. 6). Die Ansicht der aufpraparierten Tiere glich annahernd den
Uninfizierten (hier nicht dargestellt).

3.2 Scolexin

3.2.1 Aufreinigung des nativen Scolexins aus der Himolymphe von M.
sexta

3.2.1.1 Ammoniumsulfatfallung der Hamolymphproteine

In Anlehnung an Kvriakipes et al. (1996) wurden die Proteine der zuvor vereinigten
Hamolymphproben durch eine Ammoniumsulfat-Fallung fraktioniert (s. Abschnitt
2.5.1.2) und anschlielend entsalzt (s. Abschnitt 2.5.1.3). Der Proteingehalt der

entsalzten Fraktionen wurde nur qualitativ mithilfe des Bradford-Tests kontrolliert
(s. Abschnitt 2.5.1.1).
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Die Fraktionen unterscheiden sich bezuglich ihrer AS-Prozentigkeit voneinander.
Im vorliegenden Fall wurden folgende Fraktionen erstellt:

Fraktion 0-30 %, Fraktion 30-45 %, Fraktion 45-55 %, Fraktion 55-75 %, sowie die
Fraktion der noch Ubrigen Proteine in Losung (hier >75 % genannt).

Die erste Fraktion 0-35 % und die letzte Fraktion >75 % wurde im weiteren Verlauf

nicht bertcksichtigt, da sie keinen nennenswerten Proteingehalt aufwiesen.

B

“u

4

LA

al -

L]
L}

1 -

=
35 kDa - - Abb. 6;
Ergebnis der Fraktionierung der
Hamolymphproteine durch Ammonium-
" sulfat-Fallung

(silbernitratgefarbte SDS-PAGE/15% TG)
[M Marker, A Fraktion 30-45 %, B Fraktion
45-55 %, C 55-75 %, ]

¢ au)

Bereits vor der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine war in den einzelnen
Fraktionen die erfolgreiche Fraktionierung zu erkennen, da die Fraktion 55-75 %
im Gegensatz zu den anderen Fraktionen eine intensive blaugrine Farbung
aufwies.

Anhand des Fraktionierungsergebnisses (s. Abb. 6) wurde mit der Fraktion 45-
55 % weitergearbeitet, da sich der grofte Teil des Scolexins in dieser Fraktion
befand. Der Einfachheit halber wird in den weiteren Ausflihrungen diese Fraktion
als ,Scolexin-Fraktion® bezeichnet. Abbildung 6 zeigt, dass die Fraktionierung
erfolgreich war, vor allem gut zu erkennen an der grun markierten Bande, die fast

ausschliefYlich in der letzten Fraktion auftaucht.
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3.2.1.2 GroRenaufschlusschromatographie der Scolexin-Fraktion durch
Sephacryl-200

Nach der Eichung der Sephacryl-200-Saule (s. Abschnitt 2.5.1.4) wurde die
gesamte Scolexin-Fraktion in je 500 ul Aliquots Uber die Saule aufgetrennt. Abb. 7
zeigt exemplarisch die Auftrennung eines Scolexin-Fraktion-Aliquots. Mit den
ersten Proteinen, die die Saule vollstandig passiert haben, wurden je 500 ul-
Aliquots als Unterfraktionen aufgefangen.

Die Unterfraktionen, die grin unterlegt sind, wurden anschlieRend separat mithilfe
SDS-PAGE analysiert (Abb. 8).

Anhand des Ergebnisses der elektrophoretischen Proteinauftrennung der
einzelnen Unterfraktionen konnte man das Erscheinen des Scolexin eingrenzen.
Im vorliegendem Beispiel fiel die Entscheidung auf die Unterfraktionen 23 bis 32,
welche in der Chromatographieaufzeichnung gelb unterlegt sind.

Diese Unterfraktionen wurden vereint (Abb. 9) und durch cut-off-Zentrifugation

eingeengt.

Fractions
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Abb. 7:

Chromatogramm der GroRenauftrennung der Scolexin-Fraktion durch eine Sephacryl-
200-Saule

[blau: UV-Absorption, rot: elektrische Widerstand, griine Flache: durch SDS-PAGE
untersuchte Unterfraktionen, gelbe Flache: weiterverwendete Unterfraktionen]

M1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M 32 33 34 35 36 Iy 38 39

Abb. 8:

Darstellung der elektrophoretische Auftrennung der ausgewahlten Unterfraktionen
11-39

[gelb: umrandet Marker- und entsprechende mutmaRliche Scolexin-Bande bei 35 kDa]

=

-
35 kDa — F E
Abb. 9:

s S0 Darstellung der elektrophoretische Auftrennung der
vereinigten Proben
[M: Marker, Sco: mutmaRliche Scolexin-Bande]

3.2.1.3 N-terminale Sequenzierung der mutmaBlichen Scolexin-Bande

Ein Aliquot der vereinigten und eingeengten Probe wurde elektrophoretisch
aufgetrennt und per Western Blot auf einer PVDF-Membran gebunden. Die
Membran wurde anschlie®end mit Coomassie-Fixierfarbeldsung gefarbt und die
mutmallliche Scolexin-Bande wurde ausgeschnitten. Dieser Streifen wurde

anschlieBend zum Ansequenzieren eingeschickt (s. Abschnitt 2.5.1.7).
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Abb. 10:

Darstellung der Coomassie-Farbung des Western Blottings
der zur Ansequenzierung aufgetrennten Scolexinfraktion (A)
und des entsprechenden Kontrollgels (B)

Die Sequenzierung ergab folgende abgeleitete N-terminale Sequenz der ersten 10

Aminosauren:

(GT)ANDIQLNQK

Das Ergebnis deckt sich zu 100 % mit der von Kvriakipes et al. (1995)
veroffentlichten N-terminalen Sequenz von Scolexin. Auch der tblast liefert ein
eindeutiges Ergebnis (Abb. 11). Nach der Identifikation der mutmallichen
Scolexinbande wurde das Scolexin aus der aufgereinigten Probe nach Szewczyck
et al. (2009) isoliert und fur die Antikorperproduktion vorbereitet (s. Abschnitt
2.51.7).

Die Spezifitat des gelieferten Scolexin-Antikorpers wurde mittels Western Blotting
an aufgereinigter Scolexin-Probe bzw. einer Hamolymphprobe nachgewiesen

(nicht dargestellt).
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Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gb|AAB35164.1| scolexin-2=immune protein {N-terminal} [Manduc... 32.0 6.5
gb|AAD14591.1| scolexin A [Manduca sexta] 32.0 6.5
gb|AAD14592.1| scolexin B [Manduca sexta] 32.0 6.5
gb|EEQ83526.1| conserved hypothetical protein [Ajellomyces de... 26.5 296

=gb|AAB35164.1| scolexin-2=immune protein {N-terminal} [Manduca sexta, larvae,
hemolﬁmgh, Peptide Partial, 21 aal
Length=21

Score = 32.0 bits (68), Expect = 6.5
Identities = 9/9 (100%), Positives = 9/9 (100%), Gaps = 0/9 (%)

Query 1 ANDIQLNQK 9
_ ANDIQLNQK
Sbjct 1 ANDIQLNQK 9

=gh|AAD14591.1| scolexin A [Manduca sextal
Length=279

Score = 32.0 bits (68), Expect = 6.5
Identities = 9/9 (100%), Positives = 9/9 (100%), Gaps

Query 1 ANDIQLNQK 9
. ANDIQLNQK
Shjet 24 ANDIQLNQK 32

0/9 (0%)

>gb|AAD14592.1| scolexin B [Manduca sextal
Length=279

Score = 32.0 bits (68), Expect = 6.5
Identities = 9/9 (100%), Positives = 9/9 (100%), Gaps = 8/9 (%)

Query 1 ANDIQLNQK 9
_ ANDIQLNQK
Sbjct 25 ANDIQLNQK 33

=gh|EEQ83526.1| conserved hypothetical protein [Ajellomyces dermatitidis ER-3]
Length=1134

Score = 26.5 bits (55), Expect = 296
Identities = 7/7 (100%), Positives = 7/7 (100%), Gaps = 0/7 (0%)

Query 2 NDIQLNQ 8
_ NDIQLNQ
Shjet 850 NDIQLNQ 856

Abb. 11:
Ergebnis der Blastanfrage blastp der ersten 10 N-terminalen Aminoséauren der
aufgereinigten Scolexinprobe (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

56


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Ergebnisse

3.2.2 Immunhistochemischer Scolexin-Nachweis mithilfe des Scolexin-

Antikorpers
3.2.2.1 Scolexin-Nachweis an Hamozyten-Monolayern

Zum Nachweis des Scolexins in Hamozyten wurde der Scolexin-Antikorper auf
den hergestellten Hadmozyten-Monolayern (s. Abschnitt 2.4.1) angewandt. Dabei
wurden E. coli-infizierte Tiere (MS+E. coli) verglichen mit Scolexin-Knockdown-
Tieren (dsScoA+E. coli). Als Negativ-Kontrolle wurden Praparate ausschlielich

mit sekundarem Antikorper behandelt.

dsScoA + E.coli MS™+ E.coli MS™+ E.coli

FITC

PH

Scolexin-Antikérper Scolexin-Antikérper Kontrolle
(nur sek. Antikdrper)

Abb. 12:

Darstellung des Scolexin-Nachweis an Himozyten-Monolayern

Darstellung der Detektion von Scolexin an fixierten Hdmozytenpraparaten mithilfe des
polyklonalen Scolexin-Antikérpers. Fluoreszenzmarkierung durch FITC-markierten
sekundéren Anti-Kaninchen-Antikérper (Dianova®)

[gelber Pfeil: Hamozyte (exemplarisch), Balken: 15 um]

Im Vergleich zur Negativ-Kontrolle ist bei beiden Versuchsansatzen mit Scolexin-
Antikorperbehandlung eine deutliche Fluoreszenz zu beobachten, wobei die

Intensitat der Fluoreszenz marginal schwacher beim Knockdown-Ansatz (dsScoA
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+E. coli) ist als beim E. coli-Ansatz (MS+E. coli) (Abb. 12). Eine Differenzierung in
Bezug auf die markierten Zelltypen unter Einbeziehung der Phasen-Kontrast-
Darstellungen ist nicht auszumachen, da in beiden Ansatzen alle Zellen als

Scolexin-positiv zu identifizieren sind.

3.2.2.2 Scolexin-Nachweis an Coagulationsfasern

Der Nachweis des Scolexins an Coagulationsstrukturen in der Hamolymphe
erfolgte an E. coli-infizierten Larven. Wie in Abb. 13 zu ersehen ist, bindet der
Scolexin-Antikorper sowohl an Coagulationsfaden in der Hamolymphe, als auch

an assoziierten Hamozyten.

Scolexin-Antikdrper

FITC FITC PH

Abb. 13:

Darstellung des Scolexin-Nachweis an Coagulationsfasern

Darstellung der Detektion von Scolexin an fixierten Coagulationspraparaten mithilfe des
polyklonalen Scolexin-Antikérpers. Fluoreszenzmarkierung durch FITC-markierten
sekundaren Anti-Kaninchen-Antikorper (Dianova®)

[gelbe Pfeile: Himozyten, roter Pfeil: Coagulationsfaden (exemplarisch), Balken: 15 ym]

3.2.2.3 Scolexin-Nachweis an einem Gewebeschnitt

Um Scolexin an Hamozyten in Paraffin-eingebetteten Ganzkérperquerschnitten
nachzuweisen, wurde der Scolexin-Antikdrper auf diversen Schnittfolgen des Ab-

domens von M. sexta angewandt.
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Scolexin-Antikorper

Abb. 14:

Darstellung des Scolexin-Nachweis an
einem Gewebeschnitt

Darstellung der Detektion von Scolexin am
paraffineingebetteten Abdomenquerschnitt
mithilfe des polyklonalen Scolexin-Antikdrpers
Fluoreszenzmarkierung durch FITC-markierten
sekundaren Anti-Kaninchen-Antikérper
(Dianova®)

[gelber Pfeil: Hamozyte, FK: Fettkorper; M:
Muskel, Balken: 15 um]

FITC

Die exemplarische Darstellung einer deutlich markierten Hamozyte in Abb. 14
belegt die Spezifitat des Scolexin-Antikorpers, da die Ubrigen Gewebe nur auto-
fluoreszierend sichtbar sind. Eine spezifische Markierung von Epidermis oder

Mitteldarmepithel war nicht nachweisbar (hier nicht dargestellt).

3.2.3 5'-RACE der Scolexin A-Sequenz

Die Prozedur zur Durchfuhrung der RACE zur Bestimmung des unbekannten 5'-
Abschnitts der Scolexin A-Sequenz ist unter Abschnitt 2.6.2 beschrieben. Die
nachfolgende Abb. 15 zeigt das Ergebnis der Sequenzierung des amplifizierten

RACE-Produkts.

1 TTCNNCTGGAGCACGAGGACACTGACATGGACTGAAGGAGTAGAAAACTAC

51 AATGTTCAGCTCGAAGCAGTCGGTTGTGTTGGCGGTTGCGGCGGTGCTCTT
101 CGGGTGCGCGTGCGCAGCGCCCAATCCTGGCGCCAACGACATACAACTTAA
151 TCAAAAATTAAGTATNGAAGCTAAGGGGGCAAAGCAGCCAATTGATNCGAG
151 GGCAGTGAAGGAATCGGTATCCATACGCAGTTCGGAGTTTCGGAGGCTTCT

201 GCGGAGGAACCATTATTCAGTCCCACCTGATACTNTTNTC. ..

Abb. 15:
Hot-Shot-Sequenzierergebnis der 5'-RACE des Scolexin A aus infizierten L5d0-

M. sexta-Hamozyten-RNA.
[unterstrichen: unbekanntes 5'-Ende]
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Zur eindeutigen Identifikation der in Abb. 15 erlangten Sequenz wurde diese in der

NCBI-Datenbank mit den Scolexin-Sequenzen abgeglichen.

Sequences producing significant alignments:
(Cclick headers to sort columns)

Descrpton | e | o | e |Avame | |
AF087004.1 | Manduca sexta scolexin A (SCA1) mRNA, partial cds 361 361 73% 9e-97 97%
AFD87005.1  Manduca sexta scolexin B (SCB1) mRNA, partial cds 273 273 75% 3e-70 87%
DOS840514.1 | Manduca sexta putative octopamine receptor (OAR) mRNA, complete 54,2 54,2 16% 3e-13 96%

>[]gb|AFOSTOO4.1|AFOS?OO4 Manduca sexta scolexin A (SCAl) mRNA, partial cds
Length=1030

Score = 361 bits (400), Expect
Identities = 212/218 (97%), Gaps
Strand=Plus/Plus

9e-97
2/218 (0%)

Query 67 GCAGTCGGTTGTGTTGGCGGTTGCGGCGETGCTCTTCGGGTGCGCGTGCGCAGCGCCCRARA 126

e et e e e e e e e e e e e e
sbijct 3 GCAGTCGGTTGTGTTGGCAGTGECGECEETGCTCTTCGEGTGCGCGTGCGCAGCGCCCAR 62

Query 127 TCCTGGCGCCRACGACATACAACTTAATCAAAAATTAAGTATNGAAGCTAAGGGGGCRAAR 186
Ferrrrrerrrrrrerrrrreerrrreerrrrrerrrrr et trrrrrrrr et
Sbjct 63 TCCTGGCGCCARCGACATACAACTTAATCARARAATTAAGTATCGAAGCTAAGGGGGCAAR 122

Query 187 GCAGCCRATTGATNCGAGGGCAGTGAAGGAATCGGTATCCATACGCAGTTCGGAGTTTCG 246

Lererrrerrrrr eerrrreerrrrrerrr reerrrr e e e e e
Sbjct 123 GCAGCCAATTGATACGAGGGCAGTGAAGGAA-CGGTATCCATACGCAGTTCGGAGTTTCG 181

Query 247 GAGGCTTCTGCGGAGGAACCATTATTCAGTCCCACCTG 284

FEEEEErrr et e trr e
Sbjct 182 GAGGCTITCTGCGGAGGAARCCATTA-TCAGTCCCACCTG 218

Abb. 16:
Darstellung des Abgleichs des Hot-Shot-Sequenzierergebnises der 5'-RACE des
Scolexin A mit der NCBI-Nukleotiddatenbank

Zur praziseren Einordnung der ,geracten“ Sequenz wurde ein Alignment mit dem
5'-Ende der Scolexin-A-Sequenz durchgefuhrt. Auf diese Weise konnte auch das
korrekte Leseraster Uberpruft werden.

Abb. 17 zeigt, dass 18 Nucleotide (blau), welche auch das Startcodon fur die
Translation enthalten (unterstrichen), am 5'-Ende der Scolexin-A-Sequenz die von
FinnerTy et al. (1999) verodffentlichte Sequenz vervollstandigen.

Vorangestellt und rot markiert ist das Gene Racer Oligo-Molekl (Invitrogen®).

60



Ergebnisse

RACE 1 TTCNNCTGGAGCACGAGGACACTGACATGGACTGAAGGAGTAGAAAACTACAATGTTCAG
ScoA 1 -

RACE 61 CTCGAAGCAGTCGGTTGTGTTGGCGGTTGCGGCGGTGCTCTTCGGGTGCGCGTGCGCAGC
ScoA 1 ----CGGCAGTCGGTTGTGTTGGCAGTGGCGGCGGTGCTCTTCGGGTGCGCGTGCGCAGC

RACE 121 GCCCAATCCTGGCGCCAACGACATACAACTTAATCAAAAATTAAGTATNGAAGCTAAGGG
ScoA 57 GCCCAATCCTGGCGCCAACGACATACAACTTAATCAAAAATTAAGTATCGAAGCTAAGGG

RACE 181 GGCAAAGCAGCCAATTGATNCGAGGGCAGTGAAGGAATCGGTATCCATACGCAGTTCGGA
ScoA 117 GGCAAAGCAGCCAATTGATACGAGGGCAGTGAAGGAA-CGGTATCCATACGCAGTTCGGA

RACE 241 GTTTCGGAGGCTTCTGCGGAGGAACCATTATTCAGTCCCACCTIG-———————————— .
ScoA 176 GTTTCGGAGGCTTCTGCGGAGGAACCATTAT-CAGTCCCACCTGGATCCTGACCGCC o

Abb. 17:
Alignment der 5'-RACE-Sequenz mit der Scolexin-A-Sequenz (FinnerTy et al. 1999)
[rot: Gene Racer Oligo-Sequenz, blau: ,geracte” 5'-Sequenz]

3.2.4 Expressionsanalysen des Scolexin

Die Expressionsanalysen sind im Folgenden meist als Ergebnisse von reverser
Transkription extrahierter mRNA und anschlieBender Amplifikation mithilfe PCR
durch Geldokumentationen dargestellt. lhre Aussagekraft ist immer relativ zur
Signalstarke des rpS3, das als Ladekontrolle zu jedem Versuchsansatz mitgefihrt
worden ist. Das ribosomale Protein S3 in M. sexta wird konstitutiv exprimiert und

eignet sich ausgezeichnet als Referenzprobe.

3.2.4.1 Expression der Scolexin-Isoformen in Himozyten von L5d0-Larven

nach Infektion mit unterschiedlichen Pathogenen

Die Durchfuhrung der Infektion der Versuchstiere und die anschlieliende Prozedur
der Hamozytengewinnung, der RNA-Extraktion und der Amplifikation der Ziel-
sequenzen des Scolexin A und B durch PCR wurde in den Abschnitten 2.3.1, 2.3.4
und 2.6.1 beschrieben. Abb. 18 belegt, dass Scolexin A nach einer Infektion mit
E. coli, B. megaterium und S. cerevisiae exprimiert wird, jedoch unbehandelte,

sowie verwundete, aber nicht infizierte, und Saline-behandelte Larven keine
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Expression von Scolexin A aufweisen. Der Nachweis der Scolexin-Isoform B

gelang in keinem der untersuchten Ansatze.

4
@
s &8

o ’ o
& of
Sco A L2

%. %
E 740 bp
ScoB : : ; : 1 kb

S 3 [ N e S (S S 250 bp

Abb. 18:

Darstellung der Expression der Scolexin-lsoformen in
Hamozyten von L5d0-Larven nach Infektion mit
unterschiedlichen Pathogenen

[ScoA: Scolexin A, rpS3: ribosomales Protein 3, MS™:
Manduca-Saline~ ub: unbehandelt, E.c.: E. coli, B.m.:
Bacillus megaterium, S.c.: Saccharomyces cerevisiae

bp: Basenpaare]

3.2.4.2 Nachweis der Scolexin-A-mRNA in Hamozyten durch in situ-

Hybridisierung

Die in situ-Hybridisierung wurde wie in Abschnitt 2.6.4 beschrieben durchgefuhrt
an Zellpraparaten von naiven (ub) und von E. coli-infizierten Tieren (ScoA). Als
Spezifitatskontrolle wurde in einem Kontrollansatz (FeS) eine Sonde eingesetzt,
die spezifisch einen Abschnitt der Nukleotidsequenz fur das Rieske-FeS-Proteins
in Chloroplasten der Tabakpflanze Nicotiana tabacum erkennt (s. Abschnitt 2.6.5).
Weitere Kontrollen waren ein Ansatz ohne ScoA-Sonde mit Antikérper (KoSmAK)
und ein Ansatz ohne ScoA-Sonde ohne Antikorper (KoSoAk). Nur im Versuchs-
ansatz ScoA/E.coli konnte die Expression von Scolexin nachgewiesen werden,

und zwar in allen Hamozytentypen (Abb. 9).
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E. coli E. coli E. coli E. coli

Abb. 19:

Darstellung der Detektion der Scolexin-A-mRNA in Himozyten durch in situ-
Hybridisierung

[DL: Durchlicht, PH: Phasen-Kontrast, ub: unbehandelt, ScoA: Scolexin-A-Sonde,
FeS: unspezifische Kontrollsonde, KoSmAk: Kontrolle ohne Sonde mit Antikorper,
KoSoAk: Kontrolle ohne Sonde ohne Antikdrper, Balken: 15 um]

3.2.4.3 Expression der Scolexin-Isoformen in unterschiedlichen

Entwicklungsstadien von M. sexta

Nachdem die Expression von Scolexin im 5. Larvenstadium von M. sexta
analysiert worden war (Abschnitt 3.2.4.1), wurden auch die ubrigen Ent-
wicklungsstadien auf Expression von Scolexin in Hamozyten untersucht. Zu
diesem Zweck wurde exemplarisch Hamozyten-RNA von Puppen (d0) und
Imagines (d0), sowie RNA von homogenisierten Embryonen unterschiedlichen
Alters (48 h, 72 h, 96 h) fUr die Expressionsanalysen verwendet (Abb. 20).
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Sco A
ScoB

mS3 e

Abb. 20:

Darstellung der Expression der Scolexin-lsoformen

in unterschiedlichen Entwicklungsstadien von M. sexta
ScoA: Scolexin A, rpS3: ribosomales Protein 3, P 0: Puppe Tag 0,
1 0: Imago Tag 0, E: Embryo, bp: Basenpaare]

Auch in diesem Fall konnte in keinem Stadium eine Expression von Scolexin B

nachgewiesen werden.

Die Expression von Scolexin A in Hamozyten von Imagines war nicht nachweisbar,

und nur sehr schwach erkennbar in Puppen. Deutlicher konnte sie in 72 h und 96

h alten Embryonen nachgewiesen werden, wahrend sie in den 48 h-Proben nicht

erkennbar war.

3.2.5 Knockdown der Scolexin-A-Expression durch RNA.i

Den L5d0-Versuchstieren wurde dsScoA, bzw. dsFeS, oder MS™-Saline als

Kontrolle, injiziert. Nach 6-stlindiger Inkubation wurden die Larven anschliel3end

mit E. coli infiziert, bzw. mit Saline behandelt (Kontrolle) und nach Abschnitt 2.6.3

fur die Expressionsanalyse vorbereitet.

0»
< Q/.("
s . X
, xQ ® . xQ’o Oov Q;o')x
¥ ¥
ScoA D “ 740 bp

S 3 (| . e s 250 bp

Abb. 21:

Darstellung des Knockdown der
Scolexin-A-Expression durch RNAi
[ScoA: Scolexin A, rpS3: ribosomales
Protein 3, MS": Manduca-Saline™ E.c.:

E. coli, dsScoA: doppelstrangige RNA mit
Scolexin-A-Ziel, dsFeS: doppelstrangige
RNA mit unspezifischer Kontroll-
Sequenz, bp: Basenpaare]
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Wie erwartet, zeigen die doppelt-MS-Saline-behandelten Kontrolltiere keine
Scolexin-A-Expression, wahrend die MS™-Saline+E. coli-infizierten Tiere Scolexin A
exprimieren. Ebenso zeigen die dsFeS+E. coli-Tiere Scolexin-A-Expression. Der

dsScoA+E.coli-Ansatz hingegen weist keine Expression auf (Abb. 21).

3.2.5.1 Einfluss des Knockdowns der Scolexin-A-Expression auf die

Expression anderer immuninduzierbarer Gene

Um die Frage zu klaren, ob der Knockdown der Scolexin-A-Expression innerhalb
der Immunantwort auch die Expression anderer, immuninduzierbarer Gene
beeinflusst, wurde exemplarisch die Expression von Lysozym, Hamolin und

Cecropin in Hamozyten von L5d0-Knockdown-Versuchstieren untersucht.

& & <
) » Q
oov 60’1/ Q)((\O @c}o %(b
2 3 & @] N
dsScoA+E.c. -

Abb. 22:

Darstellung des Einflusses des Knockdowns der
Scolexin-A-Expression auf die Expression anderer
immuninduzierter Gene

[ScoA: Scolexin A, dsScoA: doppelstrangige RNA

mit Scolexin-A-Ziel, E.c.: E. coli, rpS3: ribosomales
Protein 3, bp: Basenpaare]

Die Expression von allen drei Genen konnte in den Scolexin-A-Knockdown-Tieren

nachgewiesen werden.

3.2.5.2 Orale Verabreichung von dsScoA an L5d0-Versuchstieren

Um herauszufinden, ob die orale Aufnahme von dsScoA einen ebenso nachweis-
baren Knockdown der Scolexin-A-Expression hervorrufen wirde, wurde jeweils
eine definierte und sterilisierte Kunstfuttermenge mit der entsprechenden Mengen-

einheit pro Tier dsScoA-Lésung versetzt und den L5d0-Versuchstieren zu Fressen
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gegeben. Nachdem das gesamte Futter aufgenommen worden war (t=0), wurden
die Tiere nach 6-stlindiger Inkubationszeit mit E. coli infiziert (s. Abschnitt 2.3.1).
Als Kontrolle diente ein paralleler Ansatz mit der herkdmmlichen Behandlung mit
injizierter dsScoA und anschlielRender Infektion (Abb. 23).

Die Tiere des ,Futteransatz” zeigen eine, wenn auch schwache, Expression des
Scolexin A, wahrend eine Expression in den Kontrolltieren (,Injektionsansatz®)

nicht nachweisbar ist.

SR
S
Q N
\© Q
r x Abb. 23:
%%o N %“oo o Darstellung der Scolexin-A-Expression nach
S & G & Verabreichung von dsScoA an L5d0-Versuchstiere
ScoA: Scolexin A, dsScoA: doppelstrangige RNA
ScoA - - 740 bp mit Scolexin-A-Ziel, rpS3:ribosomales Protein 3,

bp: Basenpaare]
ps3 [ I 250 bp

3.2.5.3 Infektion der L5d0-Versuchstiere mit FITC-markierten E. coli

Zur Vorbereitung von Untersuchungen Uber den Einfluss von Scolexin auf die
Phagozytoseaktivitat von Hamozyten infolge einer Infektion wurden die Versuchs-
tiere mit FITC-markierten E. coli infiziert, anstelle von unmarkierten E. coli wie
bisher (s. Abschnitt 2.3.1). Uberraschenderweise zeigten in den Vorversuchen
neben den Knockout-Tieren jedoch auch die Kontrolltiere, die mit Saline anstelle
von dsScoA behandelt worden sind und anschliel3end mit FITC-markierten E. coli

infiziert wurden, keine Scolexin-A-Expression (Abb. 24).

%ooz,@.(’ ) @9
& <<\& N\ (é& Abb. 24:

x x Ergebnis der Infektion der L5d0-Versuchstiere mit
ScoA 740 bp FITC-markierten E. coli
[ScoA: Scolexin A, rpS3: ribosomales Protein 3, dsScoA:

_— doppelstrangige RNA mit Scolexin-A-Ziel, MS™:

S 3 250 bp Manduca-Saline®, FITC-E.c.: FITC-markierte E. coli, bp:
Basenpaare]
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Um ausschlielen zu konnen, dass dieses Ergebnis ein Artefakt war oder
aufgrund anderer Fehlerquellen zustande kam, wurde es eingehender analysiert.
Dabei wurden in einem Versuchsansatz L5d0-Larven FITC-markierte E. coli und in
einem Kontrollansatz unmarkierte E. coli injiziert. Beide Proben wurden daraufhin
auf Scolexin-A-Expression getestet. DarlUberhinaus wurden sie ebenso auf

Lysozym- und Hamolin-Expression als Positivkontrolle untersucht.

o Abb. 25:
&Q,Q/ o Darstellung des Vergleichs von E. coli- und
< < FITC-E.coli- infizierten Versuchstieren
= hinsichtlich der Scolexin-, Lysozym- und
ScoA W 740 bp Hamolin-Expression

[ScoA: Scolexin A, E.c.: E. coli, FITC-E.c.: FITC-

Lysozym M 630 bp markierte E. coli, bp: Basenpaare]

Hemolin =  sssss 800 bp

Wie erwartet, wurden in beiden Ansatzen Lysozym- und Hamolin-Expression
nachgewiesen. Die Expression fur Scolexin A liel3 sich nur beim Kontrollansatz mit
den unmarkierten E. coli-behandelten Larven nachweisen. Das Ergebnis fur die

FITC markierten E. coli-behandelten Versuchstiere von Abb. 24 wurde bestatigt.

Die Markierung der E. coli mit FITC erfolgt in zwei wesentlichen Schritten: erstens
die Vorbehandlung der E. coli durch Natriumbicarbonatpuffer, zweitens die an-
schlieliende Kopplung der Bakterien mit dem Fluoreszenzmolekil FITC.

Um die Frage zu klaren, welche dieser Schritte die entscheidende Veranderung
der E. coli verursacht, sodass nach einer Infektion mit dieser keine Scolexin-A-
Expression nachgewiesen werden kann, wurden Versuchstiere sowohl mit
Natriumbicarbonatpuffer-behandelten, aber unmarkierten E. coli, als auch mit
Natriumbicarbonatpuffer-behandelten, und FITC-markierten E. coli als Kontrolle

infiziert.
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A Abb. 26:
Qﬁ\o o(§° Darstellung des Vergleichs von carbonatbehandelten
E.coli- und FITC-E. coli-infizierter Versuchstiere
ScoA 740 bp hinsichtlich der Scolexin-Expression
[ScoA: Scolexin A, FITC-E.c.: FITC-markierte E. coli,
S3 L 250 bp carb-E.c.: carbonatbehandelte E.coli, rppS3:ribosomales
Protein 3, bp: Basenpaare]

In beiden Fallen ist keine Scolexin-A-Expression nachweisbar. Somit ist schon die
Bicarbonat-Behandlung der entscheidende Faktor fur die fehlende Scolexin-
Expression (Abb. 26).

Aus diesem Grund waren zudem die geplanten Phagozytose-Untersuchungen

nicht mehr durchfiihrbar.

3.2.5.4 Einfluss des Knockdown der Scolexin-A-Expression auf die

Clearence

Ein Weg, die Fahigkeit der Hamozyten Eindringlinge aus der Hamolymphe zu
entfernen, ist die Bestimmung der sogenannten Clearence. Hierbei wird eine
ausgezahlte Anzahl von lebenden Bakterien in das Versuchstier injiziert. Nach
entsprechender Inkubationszeit wird dem Tier die gesamte Hamolymphe ent-
nommen (s. Abschnitt 2.3.3), verdinnt und auf Standard-1-Medium-Agarplatten
ausgestrichen. Die Anzahl der entstehenden Kolonien wird hochgerechnet auf die
Anzahl der Bakterien im Hamocdol des Versuchstieres zum Zeitpunkt der
Hamolymphentnahme, und in Relation zu der Gesamtzahl der injizierten Bakterien
gesetzt.

In diesem Fall wurden je Versuchstier 10® lebende E. coli injiziert, zum einen in
zuvor Ms™-behandelten Tieren (MS-+E. coli), und zum anderen in zuvor dsScoA-
behandelten Tieren (dsScoA+E. coli).

Wie in Abb. 27 zu ersehen ist, gibt es einen geringen, jedoch keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Anzahl der wiedergewonnen Bakterien bei den

Knockdown-Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren. Somit kann man festhalten,
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dass die Clearence-Kapazitat durch den Knockdown der Scolexin-Expression

kaum beeinflusst wird.

1000

900

800

700

600

500

400

300

200

100

Gesamtzahl der injizierten E. coli-Bakterien [x10°]

Ms+E.c. dsScoA+E.c.

. nicht wiedergewonnene E. coli-Bakterien

. wiedergewonnene, freie E. coli-Bakterien

Abb. 27:

Darstellung der ,,Clearence® injizierter, lebender E. coli
aus der Hamolymphe

[E.c.: E. coli, dsScoA: doppelstrangige RNA mit Scolexin-A-Ziel,
MS": Manduca-Saline]

3.2.5.5 Einfluss des Knockdown der Scolexin-A-Expression auf die

Einkapselungsfahigkeit der Himozyten

Da die Einkapselung von Eindringlingen durch Hamozyten meist einhergeht mit
der Melanisierung der gebildeten Noduli, wurden nach der Infektion der

Knockdown-Versuchstiere (dsScoA+E.coli) und die Kontrolltiere (MS™-+E.coli)
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aufprapariert (s Abschnitt 2.3.5), und die Anzahl der melanisierten Noduli

verglichen (Abb. 28). Als Referenz wurden zuvor unbehandelte Tiere (ub) und E.

coli-infizierte Tiere gegenulbergestellt und dokumentiert

anterior

anterior

unbehandelt E. coli-behandelt

anterior

anterior

Ms +E. coli dsScoA+E. coli

Abb. 28:
Darstellung des Einflusse des Knockdowns der Scolexin-A-Expression
auf die Einkapselungsfahigkeit der Himozyten
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Durch optische Analyse der Knockout-Tiere konnte kein Unterschied zu den
Kontrolltieren festgestellt werden. Der Knockdown der Scolexin-A-Expression
scheint keinen signifikanten Einfluld auf die Einkapselungsfahigkeit der Hamozyten
zu haben. Auffallig ist, dass sowohl die Knockdown-Tiere als auch ihre Kontroll-

ansatze eine geringe Melanisierung vor allem des Dorsalgefales aufweisen.
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4 Diskussion

4.1 Anwendung der RNA-Interferenz (RNAI) in dieser Arbeit

Die rasante Verbreitung der Anwendung von RNAI in der Forschung innerhalb der
letzten zehn Jahre hat vor allem zwei Grunde: Es scheint bei allen Eukaryoten
gleichermal3en zu funktionieren, und man kann die Expression eines einzelnen
Gens innerhalb eines intakten Systems zu einem bestimmten Zeitpunkt
beeinflussen.

Bis zu diesem Zeitpunkt war es nur in transgenen Versuchs- oder Mutations-
organismen maoglich, diese Art von punktuellem Expression-Knockdown zu
untersuchen. Es muss jedoch in diesen Versuchsansatzen in Kauf genommen
werden, dass solche dauerhaften Knockdowns beispielsweise die Entwicklung
dieser Individuen beeinflussen konnen. Somit ist ein natlrliches, intaktes System
nicht gegeben, und auch nicht mit den Vorgangen in einem gesunden Organismus
vergleichbar.

Die induzierte RNA-Interferenz erlaubt den restriktiven Knockdown eines
einzelnen Gens. Dies wurde auch in dieser Arbeit belegt (s. Abschnitt 3.1.2 und
3.2.5). Als Werkzeug diente die in vitro-synthetisierte, doppelstrangige RNA, die
den Versuchstieren injiziert worden war. Aktuell waren auch kommerziell
erhaltliche RNAi-Reagenzien von diversen Anbietern einsetzbar, bestehend aus
synthetischen siRNA (small interfering RNA) oder shRNA (short hairpin RNA), die
mit der gewulnschten Zielsequenz bestellt werden kénnen, auf die hier aber nicht
naher eingegangen wird.

Zum Verstandnis soll hier ein kurzer Uberblick Giber den Ablauf der RNAi-Methode
gegeben werden (McManus & SHarp 2002, SasHitaL & Doubna 2010): Nach dem
Einbringen der dsRNA-Molekule in das Versuchstier werden die dsRNA-Molekule
von den Zellen aufgenommen. Die dsRNA wird im Cytoplasma vom sogenannten
Dicer-Molekdul, einer Typ-lll-Ribonuclease, erkannt, welche die Bildung des sog.
RISC (RNA-induced silencing complex) initiert. In dem RISC, bestehend aus dem
erwahnten Dicer, einem dsRNA-bindendem Proteinkomplex, und Argonaut-2, einer

Endonuklease der Argonaut-Proteinfamilie, wird zunachst die dsRNA durch den
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Dicer in 20-25 Nukleotide lange, doppelstrangige RNA-Fragmente geschnitten.
Anschlie®end l6sen sich die Einzelstrange der dsRNA, und der zur Ziel-mRNA
komplementare Einzelstrang lagert sich an die passende Sequenz der Ziel-mRNA
an. Das Argonaut-2-Protein schneidet nun diese dsRNA bestehend aus Ziel-
MmRNA und komplementarem Fragment. Die so zerstuckelte mRNA wird im
Cytoplasma nach Dissoziation des RISC durch Exonucleasen vollstandig
abgebaut. Somit wird die Translation des Zielgens verhindert, wenn auch nicht
vollstandig.

Es liegt auf der Hand, dass der Knockdown von diversen Faktoren, wie
beispielsweise der Intensitat der Genregulation, von der Menge des zugefihrten
RNAi-Reagenz' und Ahnlichem abhangig sein kann. Ein vollstandiger Ausfall wie
bei einer Punktmutation oder einer Deletion in einem gentechnisch verandertem
Organismus ist nicht zu erwarten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Erfolg des
Knockdowns mittels Nachweis der mRNA in Hamozyten durch Reverse
Transkription-PCR (RT-PCR) Uberpruft. Auch wenn in den meisten Féllen ein
vollstandiges Fehlen der mRNAs belegt worden war, so kann dieses nur auf eine
so geringe Menge mRNA im extrahierten RNA-Pool zurtckzuflihren sein, dass
diese Menge unterhalb der Nachweisgrenze des RT-PCR-Ansatzes liegt. Somit ist
auch in der Interpretation der Ergebnisse zu beachten, dass im Rahmen der
jeweiligen Knockout-Versuche durchaus Scolexin oder Hamolin synthetisiert

worden sein kann, wenn auch in geringsten Mengen.

4.2 Hamolin
4.21 Expression und Knockdown des Hamolin

Neben dem Fettkdrper als Hauptsyntheseort fir Hamolin (Fave & Wyart 1980)
haben speziell fur Manduca sexta Trenczek & Fave (1988) auch die Hamozyten als
Produzenten nachgewiesen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte diese Aussage
bestatigt werden (s. Abschnitt 3.1.1). Auch die Ergebnisse zur Expression von
PGRP und Immulectin-2 entsprachen den Erwartungen, d.h. wie sie bereits Yu &
KanosT (2000) beschrieben.

Nach der Synthese des RNAi-Reagenz und des erfolgreichen Knockdowns der
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Hamolin-Expression wurde der Effekt des ,Hamolin-Knockdowns® auf die
Einkapselungsfahigkeit der Hamozyten getestet. Zunachst sei in diesem
Zusammenhang erwahnt, dass die Kontrollen fur den erfolgreichen Knockdown
allesamt anhand extrahierter Hamozyten-mRNA als template fur RT-PCR genutzt
worden sind. Es wird hierbei vorausgesetzt, dass die doppelstrangige RNA durch
das Injizieren in das Hamocdl jedes Gewebe, welches Hamolin synthetisiert
(Fettkorper, Hdmozyten und andere), erreicht und aufgenommen werden kann. Da
seit der Entdeckung des RNA-Interferenz (Fire et al. 1998) keine Restriktionen
bezuglich der unspezifischen Aufnahme von dsRNA durch Zellen bekannt sind,

wurde auf den Nachweis des Knockdowns im Fettkdrper verzichtet.

4.2.2 Effekt des Hamolin-Knockdowns auf die Fahigkeit infizierter Tiere zur
Nodulibildung

Abbildung 5 (Abschnitt 3.1.3) zeigt den Effekt des Hamolin-Knockdowns
(dsHem+E.c.) im Vergleich zu den Kontrolltieren (dsCon+E.c. und PBS+E.c.).
Deutlich ist die verminderte Einkapselungseffektivitdt nachgewiesen worden. Eine
Melanisierung, die mit der Einkapselung meist einhergeht, ist nicht zu erkennen.
Somit ist Hamolin nachweislich entscheidend an der Einkapselungsreaktion
beteiligt. Doch welche Funktion nimmt Hamolin im Einkapselungsprozess wahr?
Es sind zwei Eigenschaften des Proteins bekannt, die einen Erklarungsansatz
erlauben:

Eine bereits erwahnte Eigenschaft des Hamolin ist, dass es in vitro an Hdmozyten
bindet (Lapenporrr & Kanost 1991). Dabei inhibiert es die Aggregation der
Hamozyten. Man kann also folgern, dass Hamolin einen unmittelbaren Effekt auf
das Adhasionsverhalten von Hamozyten hat, welcher in gleichem Male die
Einkapselungsreaktion beeinflusst.

Es sind die beiden Hamozytentypen Plasmatozyten und Granulare Zellen, die fur
die Einkapselung verantwortlich sind. Um diese Funktion erfillen zu koénnen,
mussen sie bestimmte Oberflachenstrukturen aufweisen, die nur dann zum Tragen
kommen, wenn sie bendtigt werden. In Plasmatozytenmembranen wurde von

Wieeano et al. (2000) ein durch Antikorper inhibierbares Adhasionsmolekil
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nachgewiesen, das als ein Integrin identifiziert wurde und eine entscheidende
Rolle bei der Aktivierung der Adhasion der Zellen innehat (Levin et al. 2005). Etwas
spater beschreiben Naror und Mitarbeiter (Naroi et al. 2006) anhand von in vitro-
Untersuchungen uber die Expression von Neuroglian, ebenfalls ein Adhasions-
molekul, die Adhasionseigenschaften der Hamozyten, und unterscheiden dabei
Fremdstruktur-adhasive, Neuroglian-positive Plasmatozyten, die sie mithilfe
spezifischer Antikbrpermarkierungen von Neuroglian-negativen Plasmatozyten mit
nicht-Fremdstruktur-adhasiven Eigenschaften unterscheiden koénnen. Diese
Neuroglian-positiven Plasmatozyten verhalten sich adhasiv an fremden Ober-
flachenstrukturen, allerdings nur in Anwesenheit von Granularen Zellen, wahrend
Neuroglian-negative Plasmatozyten an Granulare Zellen binden, jedoch nicht an
fremde Oberflachen adharieren. Der Einkapselungsprozess wird somit vermutlich
durch die Adhasion Neuroglian-positiver Plasmatozyten an eingedrungenen
Fremdkorpern eingeleitet und durch weitere Anlagerung von Neuroglian-negativen
Plasmatozyten und Granularen Zellen fortgefuhrt wird. Einschrankend muss
gesagt werden, dass dieses Modell bisher nur fur anorganische Oberflachen-
strukturen Gultigkeit hat und in vitro durchgeflihrt worden ist. Ob es sich auch
vorbehaltlos auf das Geschehen in vivo und einer beispielsweise Bakterien-
oberflache als Adhasionsfocus Ubertragen laft, bleibt offen.

Die in Abb. 5 dargestellten Ergebnisse lassen zwei Interpretationsmoglichkeiten
zu: entweder beschrankt sich der Einfluss des Hamolin ausschlieBlich auf das
Adhasionsverhalten der Hamozyten auf die Adhasivitat der Zellen untereinander
und der Einfluss des Hamolin auf die Einkapselungsfahigkeit von Fremdkdrpern
hat keinen Bezug zu diesem Adhasionsverhalten. Dieses setzt naturlich voraus,
dass die Ergebnisse der Lapenoorrr'schen Untersuchungen, die ausschlieBlich in
vitro durchgefuhrt worden sind, auch in vivo glltig sind, was durchaus mit
Vorbehalt zu betrachten ist.

Oder der unmittelbare Einfluss des Hamolin wahrend der Nodulation auf die
beteiligten Hamozyten ist ohne Bezug zur Wechselwirkung der Adhasions-
vorgange. In diesem Fall 1aRt sich die genaue Funktion des Hamolin nicht

ermitteln.
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Die andere relevante Eigenschaft des Hamolin wurde von Yu und Kanost (2002)
beschrieben. Die Zugabe von isolietem Hamolin in eine E. coli-Suspension flhrt
zur Aggregation der E. coli-Zellen. Als Ursache fur diese Bakterienaggregation
wurde der Bindungsnachweis des Hamolins an das Lipopolysaccharid (LPS)
angefuhrt. Eine mogliche Hypothese ist, dass erst die Bindung des Hamolins an
die Bakterien den Aggregationsprozess moglich macht. Wie dies im Detail erfolgt,
ob eine Hamolin-Hamolin-homophile Bindung wie von Fave & Wvart (1980)
angenommen zugrunde liegt, oder Cofaktoren aus der Hamolymphe die
Aggregation vermitteln, ist weiterhin offen. Eine ahnliche Funktion fur das Hamolin
wurde schon bezuglich der Phagozytose von Bakterien durch Hamozyten
diskutiert (Kanost & Znao 1996). Die vorliegenden Ergebnisse lassen diese
Diskussion auch auf die Nodulation ausweiten. Entsprechend der Opsonierungs-
wirkung von Hamolin bei der Phagozytose von Bakterien (Kanost & ZHao 1996),
konnte die Bindung von Hamolin an E.coli von den Hamozyten als Aktivierung
oder Verstarkung einer Nodulibildung Grundlage sein. Jedoch sollten einige
Punkte dabei bedacht werden: Fur das Erkennen des gebundenen Hamolin,
genauer gesagt des Hamolin-Bakterien-Komplexes, bedarf es eines weiteren
Erkennungssystems, im einfachsten Fall einem membranstandigen Rezeptor an
den Hamozyten. Bis dato ist in der Literatur, auch trotz moderner Transkriptom-
analysen (Znou et al. 2008), nichts dergleichen bekannt. Daruberhinaus musste fur
die Erkennung des gebundenen Hamolin durch einen hypothetischen Rezeptor
das Hamolin selbst eine strukturelle Veranderung erfahren oder es miusste
oberflachlich verandert werden, um sich von ungebundenem Hamolin zu
unterscheiden. Andernfalls konnte freies, ungebundenes Hamolin, z.B. von den
Hamozyten selbst exprimiert und sezerniert, an den Rezeptor binden und die
Hamozyten zur Einkapselung aktivieren. Da, wie bereits erwahnt, hierflr keinerlei
Indizien existieren, bleiben diese Annahmen spekulativ.

Betrachtet man nicht die Bindung des Hamolin an die Bakterien als maf3geblich,
sondern den Aggregationseffekt, vorausgesetzt er findet gleichermalen in vivo
statt, so ergibt sich eine einfache, moégliche Erklarung. Da Bakterien (1-2 ym) um
ein Vielfaches kleiner sind als Hamozyten (15-25 ym) werden wohl einzelne

Bakterien wahrend der Immunabwehr eher phagozytiert als in Noduli geschlossen.
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Entstehen jedoch durch das Hamolin Bakterienaggregationen im Hamocal,
konnten diese, weil von groRerem Ausmall, wiederum eingekapselt werden.
Verhindert man jedoch durch Knockdown-Versuche die Synthese von Hamolin und
infiziert die Tiere anschlielend, verbleiben die Bakterien vereinzelt, und es finden
keine oder fast keine Einkapselungen statt. Die Annahme, dass Hamolin in vivo
denselben aggregierenden Effekt auf Mikroorganismen hat wie in vitro, erscheint
folgerichtig, da auch der Nutzen fur den Organismus offensichtlich ist. Durch die
Aggregation der eingedrungenen Bakterien wird ihre Ausbreitung und somit ihr
pathogenes Potential begrenzt. Sie sind dadurch leichter zu bekampfen.

In Anbetracht der Ausflhrungen stellt sich diese letzte und einfachste Deutung der

Ergebnisse als die wahrscheinlichste dar.

4.3 Scolexin

4.3.1 Aufreinigung des nativen Scolexins aus der Himolymphe von M.

sexta

Die Aufreinigung des Scolexins aus der Hamolymphe von L5d0-Raupen von
M. sexta hatte zum Ziel, das mdglichst reine Scolexin als Antigen fur die Anti-
kdrpergewinnung zu verwenden. Die einzelnen Schritte sollen der Ubersicht-

lichkeit wegen noch einmal kurz dargestellt werden:

* Fraktionierung der Hamolymphproteine durch Ammoniumsulfatfallung

* Auftrennung der Proteine der ,Scolexin-Fraktion® durch GroRenauschluss-
chromatographie

* |dentifizierung des Scolexins durch N-terminale Ansequenzierung

» |solierung des Gesamt-Scolexins nach Sczewczyck et al. (2009) und Auftrag

zur Antikorperentwicklung

Ausgangspunkt der Aufreinigung war zunachst die Darstellung des Scolexins in
einem PAA-Gel. Hierbei musste, auch in folgenden Anwendungen der SDS-PAGE
als Kontrolle, beachtet werden, dass die Hamolymphproteine wahrend der

sonstigen Aufreinigungsprozeduren im nativen Zustand verblieben, jedoch fur die
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Auftrennung in analytischen Gelen denaturiert wurden. Dieses war notwendig, da
das Vorhandensein bzw. die Menge des Scolexins in einer Probe nur Uber die
Darstellung der Untereinheiten mit der bekannten relativen Molekulmasse 36 kDa
nachzuweisen war. In diversen Vorversuchen wurden auch andere Moglichkeiten
der elektrophoretischen Auftrennung getestet. Sie, und die mit ihnen erhaltenen
Ergebnisse, werden in dieser Arbeit nicht naher beschrieben, da sie im Zuge des
endgultigen Aufreinigungsprozesses nicht angewandt worden sind. Der Voll-
standigkeit halber sollen sie hier dennoch kurz beschrieben werden. Neben der
bereits erwahnten denaturierenden PAGE als Kontrolle wurde auch die Auf-
trennung der Proteine in nativer Umgebung, sowohl zur Analyse, als auch
praparativ getestet.

FiUr die sogenannte ,native PAGE" werden die Proteine nicht denaturiert, sondern
sie behalten ihre dreidimensionale Struktur und ihre Zusammenlagerung der
Untereinheiten bei, was im Falle des Scolexins bedeutet, dass es in seiner
Dimerform vorlage. Dieses wiederum lasst keine eindeutige Zuordnung des
Scolexins in einem nativen Gel zu, was sich auch in der Praxis gezeigt hat. Aus
diesem Grund kam die native Auftrennung nicht zum Einsatz. Jedoch bleibt es
eine interessante Methode, da man nun mithilfe des im Anschluss der erfolgten
Aufreinigung erworbenen Antikorpers in der Lage ist, das Scolexin auf eine andere
Art detektieren zu kdnnen als ausschlieRlich Uber die relative Moleklilmasse.
Durch die Western Blot-Methode einer nativ aufgetrennten Scolexinprobe und
anschlielender Detektion mit dem Antikorper lielde sich fur zukinftige, beispiels-
weise funktionelle, Untersuchungen die Lage des Solexin in nativen Gelen ein-
ordnen und somit viele neue Mdglichkeiten eréffnen, die im Rahmen dieser Arbeit
aus zeitlichen Grunden nicht durchgefuhrt werden konnten.

Eine andere Moglichkeit der schnellen Isolierung von Scolexin aus dem Hamo-
lymphpool ware die Auftrennung mithilfe einer praparativen Gelektrophorese,
welche auch im Vorfeld getestet worden ist. Der gro3e Vorteil dieser Methode ist,
dass sich auch ohne aufwendige Voraufreinigung relativ reine Fraktionen der
gewlnschten Proteine gewinnen lassen. Dabei erfolgt eine Auftrennung der
Proteine so weit, dass sie aus der Gelmatrix als Fraktion herauswandern und in

einer Losung aufgefangen werden konnen. In den Vorversuchen ergaben sich
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jedoch Schwierigkeiten, sodass auch diese Methode keine Berucksichtigung fand.
Es kam aus nicht eindeutigen Griinden zu hohen Verlusten der Proteine nach dem
Austritt aus dem Gel. Zudem gestattete die verfliigbare Apparatur nur eine geringe
Auftragsmenge einer Hamolymphprobe, sowie eine stark limitierte Auftrags-

konzentration fur eine saubere Auftrennung.

Bei der Fallung von Proteinen durch Ammoniumsulfat hydratisieren die lonen des
Salzes und entziehen dabei den Proteinen die Hydrathiulle. Durch hydrophobe
Wechselwirkungen aggregieren und prazipitieren diese. Neben der Fraktionierung
hat die AS-Fallung einen weiteren Vorteil fur die nachfolgende Aufreinigungs-
prozedur: es fallen ausschlieBlich Proteine aus. Lipide, Kohlenhydrate oder
Verunreinigungen bleiben in Loésung und werden nicht in den nachsten Auf-
reinigungsschritt mitgefuhrt.

Die drei Fraktionen, die aus der AS-Fallung hervorgingen, unterschieden sich
bereits optisch voneinander. Wahrend die erste, untersuchte Fraktion (30-45 %
AS) farblos war, zeigte die zweite, die spater als ,Scolexin-Fraktion“ identifizierte
Fraktion, einen zarten Turkisstich, wahrend die letzte Fraktion (55-75 % AS) eine
starke Turkisfarbung aufwies. Diese Farbung geht auf das Chromoprotein Insecti-
cyanin zuruck. Insecticyanin besitzt ein annahernd gleiches Molekulargewicht wie
Scolexin, besteht aus drei Untereinheiten mit 23 kDa und ist durch Komplexierung
mit Biliverdin fur die charakteristische Turkisfarbung der Hamolymphe und der
Epidermis verantwortlich (Gooowman et al. 1985). In Abb. 6 im Abschnitt 3.2.1.1 stellt
das denaturierende Gel in der dritten Fraktion die Untereinheiten des Insecti-
cyanins sehr wahrscheinlich als die unterste, deutlich sichtbare Bande dar.

Es erwies sich wahrend des Entsalzens Uber die Sephadex-Saule und im Verlauf
der weiteren Aufreinigung des Scolexins als auferst hilfreich, dass auch die
Fraktion 45-55 % durch Spuren von Insecticyanin in der Fraktion ebenfalls turkis
gefarbt war. Dadurch war es maglich, die Fraktion auch optisch und quasi ,in

Echtzeit” zu kontrollieren.

Das Prinzip der GroRenauschlusschromatographie funktioniert durch die

Beschaffenheit der spharischen und pordsen Gelpartikel der Matrix, in diesem Fall
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des Sephacryls. Schickt man ein Proteingemisch durch diese Matrix, so wandern
grol’e Proteine an den fur sie zu kleinen Poren der Gelpartikel vorbei, wahrend
kleinere Molekiile in die Poren diffundieren kbnnen und somit einen langeren Weg
zurlcklegen mussen. Diese Poren konnen unterschiedliche GrofRen haben,
sodass es letztlich zu einer statistisch gleichmaRigen Auftrennung der grofen
Proteine, die frlher die Matrix passieren, vor den kleinen Proteinen kommt (vgl.
Herstellerangaben).

Der Auftrennung Uber die Hi-Prep Sephacryl-S200-Matrix (GE Healthcare®),
dessen linearer Auftrennungsbereich nach Herstellerangaben bei 5-250 kDa flr
globulare Proteine liegt, gingen mehrere Testlaufe mit dem hochmolekularem
Marker Blue Dextran (Roth®) und niedrigmolekularem RNase A (Roth®) voraus.
Diese Testlaufe dienten der Ermittlung der optimalen Parameter zur extakten Auf-
trennung der Proteine der ,Scolexin-Fraktion®. Unter anderem waren die ent-
scheidenden Faktoren fir eine optimale Auftrennung die richtige Fliel3-
geschwindigkeit des Puffers und die korrekte Auftragsmenge der Probe. Durch die
Verwendung der Marker liel3 sich der Bereich eingrenzen, indem die Proteine der
,ocolexin-Fraktion® bei gleichen Auftrennungsbedingungen zu erwarten waren.
Damit wurde der Probenverlust eingeschrankt, da das separate Auffangen der
Unterfraktionen praktisch ,blind“ geschehen musste und die Unterfraktionen,
welche Scolexin enthielten, erst nachtraglich mithilfe der SDS-PAGE identifiziert
werden konnten (Abb. 8, Abschnitt 3.2.1.2).

Das Chromatogramm in Abb. 7 =zeigt die typische Auftrennungskurve der
~Scolexin-Fraktion“. Der erste, groRe Peak reprasentiert die hochmolekularen
Speicherproteine, die in Spuren noch in der ,Scolexin-Fraktion® vorhanden sind.
Das Scolexin kann in dem nachfolgenden Bereich (grun dargestellt) vermutet
werden, was die anschlieBende Uberpriifung mittels SDS-PAGE belegt (Abb. 8).
Bemerkenswert ist die noch vor dem Scolexin bei ca. Unterfraktion 19 deutlich
auftretende Bande unter dem Scolexin. Hierbei handelt es sich mit Sicherheit mit
dem bereits erwahntem Insecticyanin. Wahrend es im nativen Zustand die gleiche
Grolde wie das Scolexin (ca. 72 kDa) hat, und somit bei der Auftrennung ungefahr
in den selben Unterfraktionen vorkommt, werden die Proteine bei der Proben-

aufbereitung fur die PAGE denaturiert, und Scolexin wird als 36 kDa-Bande
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sichtbar, wahrend Insecticyanin bei ca. 23 kDa auftritt.

Die positive Identifizierung des Scolexin und die anschlieende Isolierung von den
restlichen Proteinen der vereinten Fraktionen nach Sczewczvck et al. (2009) lieferte
aufgereinigtes Scolexin. Dabei mufite in Kauf genommen werden, dass das
Protein seine Aktivitat durch die Denaturierung vor dem Transfer auf die PVDF-
Membran irreversibel eingebuf3t hatte. Da jedoch keine Versuche mit nativem bzw.
aktivem Scolexin geplant waren und die isomeren Untereinheiten als Antigene zur

Antikorperentwicklung ausreichten, war dieses akzeptabel.

4.3.2 Immunhistochemischer Scolexin-Nachweis mithilfe des Scolexin-

Antikorpers
4.3.2.1 Scolexin-Nachweis an Hamozyten-Monolayern

Die Anwendung des Scolexin-Antikdrpers sollte zuallererst, auch im Hinblick auf
spatere Untersuchungen, bei denen der Antikorper vor allem von anderen
Labormitarbeitern verwendet werden wurde, die Frage klaren, ob die Herstellung
der Hamozyten-Monolayer nach WiLLot et al (1994) auch fir diesen Antikorper
funktioniert. Es besteht bei jeder histologischen Vorbehandlung der Praparate die
Moglichkeit, dass das Antigen, in diesem Fall das Scolexin, durch z.B. die Fixans
so verandert oder denaturiert wird, dass es der Antikorper anschlielend nicht zu
erkennen vermag und ein falsch negatives Signal gibt. Dieser Hinweis ist in
diesem Zusammenhang insofern relevant, da hier der erste Nachweis Uberhaupt
von Scolexin an Hamozyten-Monolayern dargestellt wurde.

Abb. 12 (Abschnitt 3.2.2.1) belegt, dass das Protokoll fir den Scolexin-Nachweis
funktioniert und der Antikérper die Hamozyten eindeutig markiert. Vergleicht man
dartberhinaus die Fluoreszenz-Aufnahmen mit den deckungsgleichen Phasen-
Kontrastbildern, so kann man anhand der morphologischen Unterscheidung der
Hamozyten im Phasen-Kontrastbild belegen, dass der Antikdrper alle Hamozyten
markiert. Somit scheint es keine Spezialisierung eines oder mehrerer Zelltypen zur
Scolexin-Synthese zu geben. Offensichtlich exprimieren alle Hdmozytentypen im
Zuge einer Immunantwort Scolexin. Im Vergleich hierzu ist beispielsweise die

Hamolin-Expression beschrankt. Wane et al. (1995) haben nachgewiesen, dass
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ausschlieRlich Granulare Zellen Hamolin synthetisieren.
Dass alle Zellen das synthetisierte Scolexin auch sezernieren erscheint wahr-

scheinlich, ist jedoch mit diesen Daten nicht zu belegen.

Desweiteren wurde der Anti-Scolexin-Antikbrper fur einen Vergleich von
Hamozyten-Monolayern der Knockdown-Tiere (dsScoA+E. coli) und Kontrolltieren
(MS+E. coli) eingesetzt. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied in der
Signal-starke. Es ist moglich, dass die Inkubationszeit des Expression-
Knockdowns flr die Zellen nicht ausgereicht hat, um das bereits vorhandene
Scolexin vollstandig sezerniert zu haben, und so zum Zeitpunkt der Fixierung die
Zellen ,scolexinfrei“ waren. Die Erwartung war, dass das eventuell bereits in den
Zellen vorhandene Scolexin nach der Infektion sezerniert werden wuirde, jedoch
infolge der dsRNA-Behandlung praktisch kein neues Scolexin nachsynthetisiert
werden wurde. Es ist auch mdglich, dass infolge einer einmaligen Infektion, wie es
im Rahmen des Versuches durchgefuhrt worden ist, von den Hamozyten nicht das
gesamte, synthetisierte Scolexin in die Hdmolymphe abgegeben wird, und immer
ein detektierbarer Rest in den Zellen verbleibt. Diese Frage mussten weitere
Untersuchungen klaren, insbesondere die Verlangerung der Inkubationszeit bzw.
eine mehrfache Behandlung der Knockdown-Tiere mit dsRNA waren aufschluss-

reich.

4.3.2.2 Scolexin-Nachweis an Coagulationsfasern

Scolexin konnte mittels des Antikorpers ebenfalls an Coagulationsstrukturen
nachgewiesen werden (Abb. 13, Abschnitt 3.2.2.2). Er band sowohl an die Coagu-
lationsfaden als auch an die assoziierten Hamozyten.

Die Vorgange, welche zur Coagulation der Hamolymphe bei Insekten fuhren, sind
am besten bei Drosophila und auch bei Galleria mellonella beschrieben (RowLey &
Gacen 1977, RowLey & RatcLiFre 1978; THeoroLp et al. 2002, ScHerrer et al. 2004).
Neben Lipophorinen und calciumabhangigen Transglutaminasen ist vor allem die
Beteiligung des von-Willebrand-Faktor-Homologs Hemolectin nachgewiesen

(LescH et al. 2007) unter anderem auch mit RNAi-Experimenten (Goto et al. 2003).
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Far Drosophila wird also folgendes, stark vereinfachtes Coagulationsmodell
angenommen: Aufgrund einer Infektion oder eines anderen Signals sezernieren
Hamozyten Coagulationsfaktoren wie Lipophorine in die Hamolymphe. Daraufhin
kommt es zur Bildung von Coagulationsfaden und -querverbindungen durch
Transglutaminasen und ahnliche ,Crosslinker“-Moleklle. Im weiteren Verlauf
konnen sich durch die Aktivierung der Melanisierungskaskade durch assoziierte
Oenozytoide weitere, sekundare Immunreaktionen anschlie3en (DusHay 2009).
Minnick et al. (1986) zeigten schon, dass die Hamolymphe durch Zugabe von
aufgereinigtem nativen Scolexin in vitro um das Vielfache schneller coaguliert als
ohne externe Zugabe. Da Scolexin unmittelbar als Teil der Coagulationsstrukturen
detektiert wurde, liegt die Annahme nahe, dass es ebenfalls eine ,crosslinker*-
Rolle im Coagulationsprozess spielt, vielleicht sogar diesen Prozess initiert
(s. Minnick et al. 1986). Eine Lektineigenschaft des Scolexin wurde mehrfach in der
Literatur postuliert , vor allem aufgrund der Hamagglutination von Erythrocyten
durch aufgereinigtes Scolexin in in vitro-Versuchen (Minnick et al. 1986, Bepovan et
al. 1992). Molekulare Strukturanalyse ergaben jedoch keine Lektindomane
(Finnerty et al. 1999). Moglicherweise entfaltet das Scolexin seine ,Crosslinker*-
Funktion erst in Gegenwart eines Co-Faktors.

Nichtsdestotrotz konnte die These Uber die zentrale Rolle des Scolexins innerhalb
der Coagulation mit den Ergebnissen aus Abschnitt 3.2.2.2 untermauert werden.
Es sei darauf hingewiesen, dass homologe Sequenzen bis zu diesem Zeitpunkt
ausschlielich bei Bombyx mori und Heliothis virescens, beides weitere Vertreter
der Ordnung Lepidoptera, gefunden worden sind (s. auch Abschnitt 1.1). Somit

lassen sich diese Ergebnisse nicht auf Drosophila (s.o.) Ubertragen.

4.3.2.3 Scolexin-Nachweis an einem Gewebeschnitt

Die verwendeten Praparate waren abdominale Querschnitte von L5d0-Larven von
M. sexta (Leihgabe des Labors der Arbeitsgruppe von Prof. Trenczek). Wie bei
den Hamozyten-Monolayern sind nach der Paraffineinbettung und Entparaf-
finierung der Epitope des Scolexin als Antigen flir den Antikdrper erkennbar
geblieben. Die Detektion der Hamozyte in Abb 14 (Abschnitt 3.2.2.3) ist ein Beleg
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hierfir. Obwohl! die Literatur die Epidermis und das Mitteldarmepithel als die
Hauptsyntheseorte des Scolexin in M. sexta-Larven angeben (Minnick & SPeNcE
1988, Mownar et al. 2001), konnte diese Aussage mit der Anwendung des
Scolexin-Antikorpers im Rahmen dieser Arbeit nicht bestatigt werden (Ergebnisse
nicht dargestellt). Bei Larven des 5. (letzten) Stadiums von M. sexta unterscheidet
man zwischen der sogenannten ,Fressphase®, die von der letzten Larvalhdutung
bis zu mehrere Tage, je nach aufleren Bedingungen, dauert, und der an-
schlielenden ,Wanderphase®, die den Abschnitt, bei dem ein geeigneter Ort zur
Verpuppung aufgesucht wird. Da die Expression des Scolexin in der Epidermis
naiver Tiere erst gegen Ende der Fressphase abnimmt (Kvriakipes et al. 1995),
|&sst sich die fehlende Expression in der Epidermis nicht erklaren.

Nach Mownar et al. 2001 fallt in denselben Zeitraum, der Umstellung von der
Fress- zur Wanderphase, dass das Scolexin im Mitteldarmepithel zunachst in den
Goblet-Zellen, die fir die Regeneration des Epithels zustandig sind, spater jedoch
in den Columnarzellen immunhistochemisch nachweisbar ist. Jedoch war auch im
Mitteldarmepithel der Scolexinnachweis negativ. Zur Klarung dieses Phanomens

sind weitere Untersuchungen erforderlich.

4.3.3 5'-RACE der Scolexin-A-Sequenz

Als Grundlage und als Referenz zur Vervollstdndigung der bekannten Scolexin-
Sequenz diente die Arbeit von FinnerTy et al. (1999). Die beiden veroffentlichten
Sequenzen fur Scolexin A und B (NCBI Accession No. AF087004 und AF087005,
s. auch Abschnitt 2.6.5) sind jeweils am 5'-Ende unvollstandig. Da Im Rahmen
dieser Arbeit die Expression der Isoform B nicht nachgewiesen werden konnte
(s. Abschnitt 3.2.4.1), konnte mithilfe der 5-RACE zumindest die Nukleotid-
sequenz des Scolexin A vervollstandigt werden (Abb. 29). Es sei noch einmal
darauf hingewiesen, dass die im Ergebnisteil dargestellten und hier diskutierten
Sequenzen nicht die genomische Information darstellen, sondern die mRNA-
Sequenz reprasentieren, da als template fur die RACE extrahiete mRNA

verwendet worden ist.
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RACE 1 ACTACAATGTTCAGCTCGAAGCAGTCGGTTGTGTTGGCHGTHGCGGCGGTGCTCTTCGGG
ScoA 1 - CGGCAGTCGGTTGTGTTGGCAGTGGCGGCGGTGCTCTTCGGG
ScoB 1 - CGTCGAAGCAGTCGGTTGTGTTGGCAGTGGCGGCGGCGCTCGTCGCG

AKAkKRkhkAkk kA kA, khkhkk khkhkk, **k K )k, kk k*x*k *k*k*x **kk*k%

RACE 61 TGCGCGTGCGCAGCGCCCAATCCTGGCGCCAACGACATACAACTTAATCAAAAATTAAGT

ScoA 43 TGCGCGTGCGCAGCGCCCAATCCTGGCGCCAACGACATACAACTTAATCAAAAATTAAGT

ScoB 48 TGCGCGTGCGCAGCGCCCGACCCCGGCGCCAACGATATACAACTTAATCAAAAATTAAGT
kKA hkhkkhkkhkhAhkhkhkrhkhkkhkhkhkhkd * **k K Ahhhhhhkhkhkhkh *rhdrhhkhkhkhhrrrhxkkhkhkhhhrxx*x*%x%

RACE 121 e e o

ScoA 103 e e

ScoB 108 e e

Abb. 29:

Alignment der 5'-terminalen Scolexin-Nukleotidsequenzen

blau: ,geracte” 5'-Sequenz, unterstrichen: Startcodon, gelb: ibereinstimmende Nukleotide
des ersten Tripletts (match), rot: nicht-tbereinstimmende Nukleotide (mis-match), *: voll-
standige Nukleotid-Ubereinstimmung]

Wie bereits in Abschnitt 3.2.3 erwahnt, konnten 18 bis dahin unbeschriebene
Nukleotide der Scolexin-A-Sequenz identifiziert werden. Ausgehend vom
Startcodon (Position 7-9) fugt sich das neue, vervollstandigende Fragment nahtlos
an das Leseraster der bekannten Sequenz. Auffallend ist, dass das erste Triplett
(Position 19-21), welches dem neuen Fragment folgt, und somit wie der Rest der
RACE-Sequenz identisch mit der Scolexin-A-Sequenz sein musste, von der A-
Isoform abweicht. Mehr noch, es ist erstaunlicherweise identisch mit der B-
Isoform. Vergleicht man die entsprechenden Aminosauren (Abb. 30), handelt es
sich um Lysin (bei der RACE- und Scolexin-B-Sequenz) bzw. Arginin (bei Scolexin
A). Funktionell wirde sich dieser Unterschied nicht bemerkbar machen, da beide
Aminosauren basischen und polaren Charakter haben, sowie hydrophobe
Seitenketten. Theoretisch wéare auch eine zuféllige Ubereinstimmung durch
Fehlsequenzierung mdglich, wenn auch wenig wahrscheinlich. Um die Hypothese
aufzugreifen, dass Scolexin A und B keine Isoformen sind, sondern allelische
Varianten eines Proteins, wie es in Abschnitt 4.3.4.1 detaillierter diskutiert wird,
kann man schlieen, dass es sich bei den in dieser Arbeit verwendeten Proben

nicht um mismatches handelt, sondern um das zufallige Ergreifen einer der
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allelischen Varianzen. Dieses erklart jedoch nicht die ausschlieBliche und
vollstandige Ubereinstimmung der restlichen RACE-Sequenz mit der Scolexin-A-
Sequenz.

Abgesehen von dieser Unregelmaligkeit, zeigt der Vergleich der restlichen,
exemplarisch aufgefiihrten Basensequenzen, dass die erwartete Uberein-
stimmung der RACE-Sequenz mit der Scolexin-A-Sequenz wiedergegeben ist. Die
punktuellen Abweichungen an Position 39 und 42 der RACE-Sequenz sind
hdchstwahrscheinlich auf Fehlsequenzierungen, entweder bei dieser Arbeit oder
bei Finnerty et al. (1999), zurlckzuflUhren. Jedenfalls haben sie keine Aus-
wirkungen auf die AS-Komposition.

Die mdgliche Signalpeptidschnittstelle liegt zwischen der AS-Position 24 und 25
(Abb. 30, Quelle: SignalP 3.0 Server, s Abschnitt 2.7). Die ,immunrelevante®
Region des reifen Proteins beginnt also erst danach. Die Signalsequenz dient dem
Transport des synthetisierten Proteins innerhalb der Zelle. Somit muss die
Aussage praziser formuliert werden, dass die Sequenz des immunrelevanten
Proteins bereits bekannt war, jedoch durch die 5'-RACE die gesamte mRNA-

Sequenz, inklusive des Signalbereichs, offengelegt worden ist.

v
RACE 1 TTMFSSKQSVVLAVAAVLFGCACAAPNPGANDIQLNQKL e e
SCoOA 1 ————- ROSVVLAVAAVLEGCACAAPNPGANDIQLNQKL o
ScoB 1 ———- SKQSVVLAVAAALVACACAAPDPGANDIQLNQKL e o
Kok kkkkkkk Kk kkkokkk  kokokokkokokkokokkk
Abb. 30:

Alignment der N-terminalen Scolexin-Proteinsequenzen
[blau: ,geracte AS-Sequenz®, unterstrichen Start-AS,

gelb: Ubereinstimmende, erste AS (match), rot: nicht-
Ubereinstimmende AS (mis-match), V¥ : Signalpeptid-
schnittstelle, *: vollstandige AS-Ubereinstimmung]

4.3.4 Expressionsanalyse des Scolexin

4.3.4.1 Expression der Scolexin-lsoformen in Himozyten von L5d0-Larven

nach Infektion mit unterschiedlichen Pathogenen

Seit der ersten Beschreibung des Scolexin unter dem alten Namen M13 durch

86



Diskussion

HucHes et al. 1983 wurden ausschlieBlich Epidermis und Mitteldarmepithel als
Syntheseorte des Scolexin beschrieben. In dieser Arbeit wurden erstmals per RT-
PCR auch die Hamozyten als Scolexin-exprimierend identifiziert. Abb. 18
(Abschnitt 3.2.4.1) zeigt eindeutig die Expression von Scolexin A infolge einer
Infektion der Versuchstiere mit Gram-negativen Escherichia coli, Gram-positiven
Bacillus megaterium und dem Hefepilz Saccharomyces cerevisae. Die
Kontrolltiere ,unbehandelt, ,steril verletzt* und ,MS-injiziert® wiesen keine
Expression auf. Diese Ergebnisse stehen im Einklang zum Nachweis des Scolexin
in der Hamolymphe nach Infektion von Versuchstieren mit Gram-negativen
Enterobacter cloacae (Huches et al. 1983), Gram-positiven Streptococcus faecalis
(Kyriakipes et al. 1993) und S. cerevisae (FINNErTY & GRaNADOS 1997).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine blole Verwundung ohne
mikrobielle Infektion keine Scolexin-Expression in den Hamozyten hervorruft.
Jedoch ware genau dieses zu erwarten gewesen, sollte das Scolexin die
postulierte Rolle im Coagulationsprozess innehaben. Bekanntermalien setzt die
Coagulation nicht nur nach einer Infektion, sondern auch nach einer Verwundung
ein. Unter anderem dient sie dem Verschluss der Wundstelle, um dem Austritt von
Hamolymphe entgegenzuwirken. Ein mdgliche Erklarung fur dieses Phanomen ist,
dass bei einer Verwundung im Gegensatz zu einer Infektion nur in dem
verwundeten Abschlussgewebe, in diesem Fall der Epidermis, die Scolexin-
Expression initiiert wird, sodass die Coagulation an dieser Stelle lokal begrenzt
stattfindet. Es mussten weitere Untersuchungen zeigen, insbesondere in situ-
Hybridisierungen an Gewebeschnitten um die Wunde herum, ob Expression des
Scolexin A in den Epidermiszellen nach einer Verwundung nachweisbar waren.
Maoglicherweise wird die Scolexin-Expression in den Hamozyten erst induziert,
wenn es entweder zum direkten Kontakt mit pathogenen Fremdstrukturen kommt,
oder infolge der Ausbreitung der Eindringlinge im Hamoco6l metabolische oder
physiologische Veranderungen in der Larve stattfinden. Neben den hier
eingesetzten Pathogenen sind auch Viren als Initiatoren fur die Scolexin-
Expression beschrieben worden (Finnerty &  Granapos 1997). Eine sehr
spezifische, d.h. nur Uber einen Rezeptor vermittelte, Regulation der Expression

scheint daher unwahrscheinlich.
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Eine Expression von Scolexin B war in keinem der Versuchsansatze
nachzuweisen. Dieses Ergebnis deckt sich mit einer aktuellen Proteom-
Sequenzierungsuntersuchung von Hamolymphproteinen von M. sexta-Larven
(Furusawa et al. 2008), bei der nur die Scolexin A-Isoform nachgewiesen wurde.
Aulerdem wird die bereits formulierte Hypothese, dass es sich bei Scolexin B um

eine allelische Variation handelt, bekraftigt.

4.3.4.2 Nachweis der Scolexin-A-mRNA in Hamozyten durch in situ-

Hybridisierung

Die Ergebnisse der in situ-Hybridisierung (Abb. 19, Abschnitt 3.2.4.2) bestatigen
die vorangegangenen Ergebnisse Uber die Expression des Scolexin A mittels RT-
PCR nach einer E. coli-Infektion in Hamozyten von M. sexta (vgl. Abschnitt
4.3.4.1) . Auch die Tatsache, dass offensichtlich alle Zelltypen expressionsaktiv
sind, entspricht dem Nachweis von Scolexin mithilfe des Scolexin-Antikdrpers in
allen Hamozytentypen. Diese Betrachtungen zusammengenommen erharten die
Annahme, dass das in den Zellen nachgewiesene Scolexin tatsachlich von den
Hamozyten synthetisiert und nicht aus der Hamolymphe aufgenommen wird.
Somit kann man zur bisherigen Annahme Uber die Herkunft des Hamolymph-
Scolexins neben der Epidermis und dem Mitteldarmepithel erganzend auch die
Hamozyten hinzuflgen.

Der in situ-Nachweis der Scolexin-mRNA in den Hamozyten-Monolayern ist
spezifisch, wie die Kontrollansatze mit der unspezifischen Sonde FeS, sowie die
methodischen Kontrollen mit und ohne Dig-11-UTP-Antikérper (KoSmAK und
KoSoAK) belegen. Fir eine quantitaive Analyse eignet sich die ISH wie
durchgefuhrt nicht. Jedoch koénnte es mit einer Optimierung der Methoden-
anwendung mdglich sein anhand morphologischer Differenzierung und mit einer
kirzeren Entwicklungszeit flr die Farbreaktion diejenigen Zelltypen zu

identifizieren, die eine héhere Rate der Scolexin-Expression besitzen.

4.3.4.3 Expression der Scolexin-lsoformen in unterschiedlichen

Entwicklungsstadien von M. sexta
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Es konnte mittels RT-PCR nachgewiesen werden, dass Hamozyten von
unbehandelten Puppen (Tag 0) und Imagines (Tag 0) von M. sexta praktisch keine
Scolexin-Expression aufweisen (Abb. 20, Abschnitt 3.2.4.3). Dieses Ergebnis ist
erwartet worden, da die Versuchstiere nicht experimentell infiziert wurden, und
somit nicht immunaktiv sein sollten. Das schwache Signal bei den Puppen mag
durch eine unerkannte Infektion oder dem Abbau von Strukturen hervorgerufen
sein. Fruhere Untersuchungen des Scolexin ergaben, dass in der Hdmolymphe
von infizierten, jedoch nicht in naiven Puppen Scolexin nachweisbar ist (HucHEs et
al. 1983). Wie schon erwahnt, sinkt die Scolexin-Syntheserate naiver Tiere im
Laufe des letzten Larvenstadiums, bis sie vor dem Ubergang zur Wanderphase
eingestellt wird (Mownar et al. 2001). Es wird jedoch ebenso eine hormonelle
Steuerung der Scolexin-Expression diskutiert (Mownar et al. 2001). Es ware
mdglich, dass das Scolexin in der Puppenhamolymphe nicht nur von den
Epidermis- oder Mitteldarmepithelzellen stammt, sondern auch von den
Hamozyten synthetisiert worden ist. Somit koénnten die hormonellen
Veranderungen vor und wahrend der Puppenhautung die Scolexin-Expression
beeinflussen.

Vergleicht man 48-, 72- und 96-Stunden alte Embryonen, so erkennt man eine
eindeutige Expression von Scolexin A bei den 72- und 96-Stunden-Proben.

Unter den Bedingungen, bei denen die Eier nach der Eiablage (t = 0) gehalten
wurden, dauerte die embryonale Entwicklung der Tiere 100 Stunden. Die 96-
Stunden alten Embryonen waren demnach fast vollstandig entwickelte, schlupf-
bereite Larven. Das Ergebnis der Scolexin-Expression ist insofern interessant, da
zum Einen Embryonen als Ganzes zur RNA-Extraktion verwendet wurden. Das
bedeutet, von welchem Gewebe oder welchen Zellen dieses Signal stammt, lasst
sich nicht zurickverfolgen. Zum Anderen wurden auch hier keine Infektionen der
Versuchstiere durchgefuhrt. Somit stellt sich die Frage nach der Funktion des
Scolexin in der Embryonalentwicklung Uber dessen immunrelevante Rolle hinaus.
Ein Beispiel fur ein Protein mit funktionsubergreifenden Fahigkeiten ist das
Hamolin. Yu & Kanost (1999) wiesen es in Embryonen von M. sexta nach und
postulieren, dass es eine wichtige Rolle in Entwicklungsvorgangen spielt.

Ahnliches kénnte auch fiir das Scolexin gelten.
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Dieses Phanomen, namlich der Nachweis der Scolexin-Expression ab dem 72-
Stunden-Stadium in der Embryonalentwicklung Kkorreliert sehr prazise mit
Ergebnissen einer friheren Studie an M. sexta-Embryonen Uber die Entwicklung

der Immunkompetenz von Hamozyten (Diplomarbeit Gokcen 2003, Arbeitsgruppe
Prof. Dr. T. Trenczek). In dieser Arbeit wurden monoklonale Antikorper, welche
spezifisch sind gegen larvale Hamozyten-Antigene, auf histologischen Schnitten
von Embryonen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien getestet. Dabei wurde
festgestellt, dass einer der Antikdrper (MAK #75, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Trenczek)
in den alteren Schnittpraparaten eindeutig frei im Hamocol vorkommende oder an
Organen assoziierte, zellulare Strukturen erkannte. Ebenso wie die Scolexin-
Expression lieferte diese Antikbrperbehandlung ein positives Ergebnis erst ab dem
72-Stunden-Stadium. Im Fall des mAK #75, dessen Antigen unbekannt ist, wurde
diskutiert, dass die Ausbildung des hamozytenspezifischen Antigens, und dessen
Detektion in Embryonen, ein Hinweis ist auf die Differenzierung der Hamozyten
und ihre mogliche Immunkompetenz bereits in der Embryonalphase. Wichtiger
jedoch, vor allem in Bezug auf die Scolexin-Expression, ist der Zeitpunkt des
Auftauchens dieses hamozytenspezifischen Antigens. Fur Manduca sexta ist der
sogenannte Dorsalschluss bei ca. 60 % der Embryonalentwicklung angegeben
(Broapie et al. 1990). Da die Entwicklung der Embryonen in unserer Arbeitsgruppe
ca. 100 Stunden dauert, findet der Dorsalschluss nach ca. 60 Stunden statt. Diese
Annahme wird durch eigene Beobachtungen bestatigt. Der Dorsalschluss ist ein
ontogenetisch wichtiges Ereignis in der Insektenembryogenese, da mit diesem
Ereignis eine geschlossene Kdrperhdhle entsteht, und die Organogenese beginnt
(CHapvan 1998). Somit kann man festhalten, dass sowohl die Ausdifferenzierung
der Hamozyten als auch der Beginn der Scolexin-Expression nach dem Dorsal-

schluss einsetzt.

4.3.5 Knockdown der Scolexin-A-Expression durch RNAi

Abb. 21 (Abschnitt 3.2.5) zeigt den erfolgreichen Knockdown der Scolexin-
Expression in Hamozyten von M. sexta- Larven des letzten Stadiums. Diesem

Erfolg gingen mehrere erfolglose Versuche des Knockdowns voraus, die hier
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Erwahnung finden sollten. Als Ursache konnte nach einigen Tests eine
vorangegangene, unspezifische Immunaktivitat der Versuchstiere ermittelt werden.
Der Grund fur diese Immunaktivitdt war vermutlich eine Ubergreifende, allgemeine
Infektion der Zucht. Es wurde daraufhin die Hypothese aufgestellt, dass eine
Aktivierung des Immunsystems vor der Injektion der dsRNA den RNAi-Effekt
egalisiert oder zumindest abschwacht. Diese Hypothese wurde Uberprift, indem
Knockdown-Versuche mit nachweislich immunaktiven und nicht-immunaktiven
Tiere durchgefuhrt wurden. Der Vergleich der Ergebnisse (hier nicht dargestellt)
zeigte einen deutlich hdheren Knockdown-Erfolg bei nicht-immunaktiven Tieren.

Der Grund fur den Misserfolg des Knockdowns bei zuvor immunaktiven Tieren
liegt wahrscheinlich darin, dass durch die Zugabe von gleicher Menge dsRNA, wie
sie fur naive Tiere zum RNAi-Knockdown ausreichend ware, die vorzeitige
Aktivierung der Expression immunrelevanter Gene und somit die Erhéhung der
MmRNA-Konzentration nicht kompensiert werden kann. Somit war es aus zwei
Grinden unabdingbar, dass die Versuchstiere fur die Knockdown-Versuche zu
Versuchsbeginn nicht-immunaktiv waren: erstens erhohte sich die Erfolgsquote
des Knockdowns signifikant, zweitens mussten die Ergebnisse vergleichbar mit
den Kontrolltieren, die z. T. nicht-immunaktiv sind, sein. Damit schloss sich auch
eine einfache Erhéhung der dsRNA-Injektionsmenge fir eine héhere Erfolgsquote

aus.

4.3.5.1 Einfluss des Knockdowns der Scolexin-A-Expression auf die

Expression anderer immuninduzierbarer Gene

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Behandlung der Versuchstiere mit
dsScoA einen spezifischen Knockdown der Scolexin-A-Expression verursacht,
jedoch die Expression der anderen untersuchten, immunrelevanten Proteinen
Lysozym, Hamolin und Cecropin nicht beeinflusst wurde (Abb. 22, Abschnitt
3.2.5.1).

Lysozym und Cecropin sind antimikrobielle Effektormolekile, deren Expression
infolge einer Infektion hochreguliert wird (Spies et al. 1986). Lysozym wurde als

erstes antibakterielles Molekll Uberhaupt bei Insekten beschrieben (Monric &
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Messner 1968). Cecropin gehort zu einer Familie von basischen, bakteriolytisch
wirkenden Peptiden, die zunachst bei Hyalophora cecropia beschrieben wurden
(STeINErR et al. 1981).

Das Ergebnis dieses Versuchs ist erwartet worden. Es war dennoch wichtig zu
belegen, dass der Knockdown durch die Scolexin-dsRNA spezifisch die Ex-
pression des Zielproteins trifft, jedoch ein eventueller Einfluss auf die Immun-
reaktion unmittelbar als Auswirkung des Knockdowns zu beobachten ist, und nicht
von der dsRNA selbst. Desweiteren ist Scolexin offensichtlich nicht an der

Signalkette beteiligt, die zur humoralen Antwort fuhrt.

4.3.5.2 Orale Verabreichung von dsScoA an L5d0-Versuchstieren

Die Verfutterung von dsRNA hat bei den Versuchstieren nicht zu den erwarteten
Knockdown-Ergebnissen gefuhrt (Abb. 23, Abschnitt 3.2.5.2).

Das Verfuttern von RNAi-Reagenzien und das erfolgreiche Auslésen von RNA-
Interferenz ist bei Insekten mehrfach beschrieben, jedoch nur einmal erfolgreich
bei einer Lepidopterenart angewandt worden, namlich der Apfelmotte Epiphyas
postvittana (Turner et al. 2006). Der Expressionsort des Zielgens lag in diesen
Untersuchungen in den Antennen. Dies belegt, dass die verabreichte dsRNA
durch den Darm aufgenommen wird und den Zielort unbeschadet erreichen kann.
Ein wahrscheinlicher Grund flr das negative Ergebnis kdnnte die zu geringe
Menge der verabreichten dsRNA gewesen sein. Es ware auch mdglich, dass die
dsRNA bis zur vollstandigen Aufnahme durch das Tier im Futter stark degradiert

worden ist und somit nicht mehr funktionsfahig war.

4.3.5.3 Infektion der L5d0-Versuchstiere mit FITC-markierten E. coli

Die Verwendung von FITC-markierten E. coli fur einen Knockdown-Versuchs-
ansatz sollte nur als Vorbereitung zu anschliellenden Phagozytosestudien dienen,
in denen der Einfluss des Scolexin auf das Phagozytoseverhalten der Hamozyten
untersucht werden sollte. FITC-markierte E. coli werden routinemassig innerhalb
der Arbeitsgruppe fur Phagozytose-Assays wegen ihrer einfachen Herstellung und

Handhabung verwendet. Zudem eignen sie sich als zuverlassige Provokatoren,
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um eine Immunantwort in den Versuchstieren auszulésen (Dean et al. 2004). Das
Ausbleiben der Scolexin-Expression im Kontrollansatz (MS+FITC-E.c.) (s. Abb.
24, Abschnitt 3.2.5.3) ist somit ein unerwartetes Ergebnis. Weitere Wieder-
holungen konnten dieses Ergebnis bestatigen. DarUberhinaus konnte gezeigt
werden, dass dieses Phanomen nicht die Expression der als Kontrolle ebenfalls
untersuchten, immunrelevanten Proteine Lysozym und Hamolin beeintrachtigt hat
(Abb. 25). Fasst man nun die Fakten zusammen, so zeichnet sich ab, dass die
Verwendung von FITC-markierten E. coli speziell die Scolexin-Expression beein-
trachtigt, wahrend die Verwendung unmarkierter E. coli zur Expression fuhrt.
Offensichtlich liegt die Ursache dieses Phanomens in der veranderten Oberflache
der Bakterien nach der Markierung mit dem Fluoreszenzmolekul. Nun stellt sich
die Frage, ob die Anwesenheit dieses Molekuls selbst oder die Markierungs-
prozedur in irgendeiner Form fur die Oberflachenveranderung verantwortlich ist,
sodass FITC-markierte E. coli keine Scolexin-Expression provozieren. Zur
Beantwortung dieser Frage wurden E. coli der FITC-Markierungprozedur unter-
zogen, wobei ein Aliquot vorzeitig, namlich nach der Uber-Nacht-Inkubation im
Bicarbonatpuffer, entnommen wurden (carb.-E.c.), wahrend die Ubrigen E. coli die
Prozedur bis zum Ende durchliefen und mit FITC markiert wurden (FITC-E.c.).
Abb. 26 zeigt eindeutig, dass nicht die FITC-Markierung, sondern bereits die
Behandlung mit Bicarbonatpuffer fur die Nicht-Expression des Scolexin ver-
antwortlich ist. Daraus lasst sich folgern, das die Bicarbonat-Behandlung in
irgendeiner Form die Oberflache der E. coli verandert. Tatsachlich besteht die
Méoglichkeit, dass Proteine durch das Bicarbonat aus der Oberflache herausgelost
werden. Eine Eigenschaft, die man sich bei bestimmten Proteinaufreinigungs-
prozeduren zunutze macht, bei denen ebenfalls alkalische Carbonatpuffer
verwendet werden. Sollte dieses der Fall sein, so kann man eine rezeptor-
vermittelte Initiation der Scolexin-Expression zumindest nicht ausschlielRen.
Daruberhinaus muss die Oberflachenveranderung auflerst spezifisch sein, da es
scheinbar keinen Einflud auf andere Signalwege zum Auslésen einer
Immunantwort zu haben scheint. Dieses Phanomen bedarf einer naheren
Untersuchung, die nicht mehr im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrt werden

konnte. Jedenfalls deutet die Tatsache, dass Bicarbonat-behandelte E. coli keine
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Scolexin-Expression auslosen, darauf hin, dass Scolexin in die Phagozytose-
reaktion nicht involviert ist, da bekanntermalien FITC-E. coli sehr wohl phago-
zytiert werden. Fur Hamolin im Vergleich dazu wurde in ahnlichen Knockdown-
Experimenten dessen Einfluss auf die Phagozytose nachgewiesen (ELEFTHERIANOS
et al. 2007).

Als alternativen Provokator, um dennoch Phagozytose-Untersuchungen in Bezug
auf den Einfluss des Scolexin durchfihren zu kénnen empfehlen sich andere
Markierungsmethoden, wie zum Beispiel BacLight (Molecular Probes®)
(ELertHERIANOS et al. 2007) oder der Einsatz von gentechnisch-veranderten green

fluorescent protein (GFP)-E. coli.

4.3.5.4 Einfluss des Knockdown der Scolexin-A-Expression auf die

Clearence

Der sogenannte Clearence-Versuch soll die Fahigkeit der Versuchstiere doku-
mentieren, die injizierten Bakterien aus der Hamolymphe zu entfernen. Anhand
der Ergebnisse des Clearence-Versuchs lassen sich Rickschlisse auf die
Phagozytose- und Einkapselungsaktivitat ziehen. Abgesehen von humoralen
Verteidigungsmoglichkeiten, wie dem Einsatz von antimikrobiellen Peptiden
(KanosT et al. 2004), stehen den Tieren zu diesem Zweck zwei zellulare Abwehr-
mechanismen zur Verfigung: die Phagozytose und die Einkapselung. Der Aspekt
Phagozytose wurde bereits im vorangegangenen Kapitel behandelt, wahrend in
Bezug auf die Einkapselung auf das nachste Kapitel verwiesen werden soll.

Es sei hier darauf hingewiesen, dass im Gegensatz zu den bisherigen Versuchs-
ansatzen notwendigerweise lebende E. coli eingesetzt wurden, da nach der Ruck-
gewinnung der verbliebenen Bakterien aus der Hamolymphe ihre Anzahl durch
das Anwachsen und Ausbilden von Kolonien bestimmt werden sollte.

Der Vergleich der Anzahl der wiedergewonnenen Bakterien aus den Knockdown-
Tieren und den infizierten Kontrolltieren zeigt keinen signifikanten Unterschied
(Abb. 27, Abschnitt 3.2.5.4). Unter Berucksichtigung der Fehlertoleranz kann man
festhalten, dass der Knockdown der Scolexin-Expression die Clearence nicht

beeinflusst. Scolexin scheint somit nicht in die Prozesse der Phagozytose
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und/oder der Einkapselung involviert zu sein, wie dies im Gegensatz dazu fur

Hamolin gezeigt wurde (s. Abschnitt 4.2.2).

4.3.5.5 Einfluss des Knockdown der Scolexin-A-Expression auf die

Nodulibildung der Hamozyten

Abb. 28 (Abschnitt 3.2.5.5) belegt, dass der Knockdown der Scolexin-Expression
im Vergleich zu den infizierten Kontrolltieren keinen signifikanten Einfluss auf die
Nodulibildung der Hamozyten hat. Dieses Ergebnis korreliert mit dem Ergebnis
des Clearence-Versuchs (Abschnitt 3.2.5.4).

Es wurde bereits erwahnt, dass die wichtigsten Eliminierungsmechanismen von
Bakterien oder anderen Eindringlingen aus dem Hamocdl die Phagozytose und
die Einkapselung sind. Vernachlassigt man die tbrigen humoralen Immunfaktoren,
so kann man das Verhaltnis von Phagozytose, Einkapselung und Clearence
zueinander am anschaulichsten in einer stark vereinfachten Gleichung be-
schreiben:

Phagozytose + Einkapselung = 100 % Clearence

Der jeweilige Anteil von Phagozytose und Einkapselung an der Clearence kann
stark variieren, und ist zudem fur die weitere Diskussion nicht relevant. Da in
beiden Versuchen keine Beteiligung des Scolexin nachgewiesen werden konnte,
kann man rdckschlieRen, dass ein Knockdown des Scolexin im Vergleich zu
infizierten Kontrolltieren auch keinen signifikanten Einfluss auf die Phagozytose

haben wirde.

4.4 AbschlieBende Betrachtungen

Die Erkenntnisse, die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen wurden Uber die beiden
untersuchten Proteine Hamolin und Scolexin erweitern die bereits bekannten
Daten. Nichtsdestotrotz bleiben viele Erklarungsmodelle Uber die genaue Rolle
beider Proteine fragmentarisch und unvollstandig, was vor allem der Komplexitat
des untersuchten Systems, namlich der molekularen Vorgange wahrend einer
Immunantwort in der Hamolymphe, geschuldet ist. Unter anderem der auller-

ordentliche Einfluss des Hamolin auf die Einkapselung von Bakterien durch die
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Hamozyten, welches in dieser Arbeit nachgewiesen wurde, spiegelt die vielseitige
Rolle des Hamolin im Immungeschehen wieder, die in Anbetracht des heutigen
Kenntnisstands flr das Hamolin gefordert werden muss. Dagegen spricht jedoch
die vermeintliche Beliebigkeit in den zahlreichen Funktionen an fast allen
Schaltstellen des Immungeschehens, die in der Literatur beschrieben sind,
wodurch das Bild des ,Allrounders” unglaubwtrdig erscheint. Bei naherer Be-
trachtung ist es wahrscheinlicher, dass die Interpretation des Kenntnisstands nicht

vollstandig erfasst ist.

Etwas anders stellen sich die Umstande bezlglich des Scolexin dar. Mit dieser
Arbeit ist es gelungen, neue Erkenntnisse Uber das bisher nur fragmentarisch
untersuchte Protein zu erlangen, welche dartber hinaus interessante Ansatze fr
weitere Untersuchungen liefern. Ein sehr interessanter Ansatz ist das Phanomen,
dass FITC-markierte bzw. carbonatbehandelte E. coli keine Expression von
Scolexin verursachen. Untersuchungen auf molekularer Ebene Uber die Ursache
dieses Phanomens koénnten Grundlage flr Erkenntnisse bezlglich der Spezifitat
der Scolexin-Expression sein, und somit wertvolle Hinweise Uber die Rolle des
Scolexin im Immungeschehen liefern. Obwohl diese Arbeit mehrere Erkenntnisse
der bisherigen Datenlage hinzufligt, bleibt die Rolle des Scolexin schwer zu
bestimmen. Eine Neubewertung des Kenntnisstands, in der die Rolle eines
Modulators innerhalb der Immunantwort fir das Scolexin angenommen wird,

konnte wichtige Impulse in der Konzeption weiterer Untersuchungen geben.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Proteine Hamolin und Scolexin auf aus-
gewahlte Vorgange des Immungeschehens in der Hamolymphe des Tabak-
schwarmers Manduca sexta untersucht. Zu diesem Zweck wurden immunhisto-
chemische, proteinbiochemische und molekularbiologische Methoden eingesetzt.

Die Expression von Hamolin in den Hamozyten infizierter M. sexta-Larven wurde
mittels RT-PCR nachgewiesen. Im Anschluss wurde RNA-Interferenz durch die
Behandlung der Tiere mit spezifischer, doppelstrangiger RNA induziert, und somit
die Expression des Hamolin unterbunden. Die darauffolgenden Infektionsversuche
mit E. coli zeigten eine nahezu vollstandig ausgeschaltete Nodulationsfahigkeit der

Kockdown-Tiere.

Der Fokus der Untersuchungen an Scolexin lag auf dessen Einfluss auf die
Hamozyten wahrend einer Immunantwort. Scolexin wurde aus einem Hamolymph-
pool infizierter Tiere aufgereinigt und isoliert, welches anschlielend fir die
Generierung eines polyklonalen Antikorper gegen Scolexin eingesetzt wurde.
Unter Verwendung des Antikdrpers konnte an Hamozyten-Monolayern von
infizierten Larven Scolexin in allen Hamozytentypen nachgewiesen werden. Auch
in Gewebeschnitten konnten auf diese Weise Hamozyten sichtbar gemacht
werden. Entgegen der Erwartung aus dem bisherigen Kenntnisstand konnte man
jedoch keine Markierung von Epidermis und Mitteldarmepithel, welche als Haupt-
syntheseorte des Scolexin postuliert sind, nachweisen. Darlber hinaus markierte
der Antikérper auch Coagulationsfaden und Hamozyten von Frischzellpraparaten.
Die Expression der beiden Isoformen A und B von Scolexin wurde per RT-PCR in
Hamozyten von Larven nach Infektion mit E. coli, B. megaterium und S. cerevisiae
nachgewiesen, wobei ausschlieBlich die Expression der Isoform A nachgewiesen
werden konnte. Aus diesem Grund wurde auf weitere Untersuchungen des
Scolexin B verzichtet.

Mittels in situ-Hybridisierung unter Einsatz spezifischer Sonden konnte zusatzlich

gezeigt werden, dass alle Hamozyten-Typen Scolexin exprimieren. Der Nachweis
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gelang ebenso in Embryonen-Homogenaten von M. sexta ab dem Entwicklungs-
alter von 72 Stunden, welches der Zeit nach dem Dorsalschluss entspricht.
Mumallich in Puppen, jedoch sicher in Imagines, konnte keine Expression nach-
gewiesen werden.

Desweiteren wurde die Expression von Scolexin, wie bei den Untersuchungen zu
Hamolin, durch RNAI unterdriickt. Die Spezifitdt des Knockdowns wurde bestatigt,
indem die Expression anderer immunrelevanter Proteine Lysozym und Cecropin in
denselben Tieren nachgewiesen werden konnte. Es wurde auch ein anderer
Ansatz zum Knockdown der Expression getestet, namlich durch das Verfuttern
von dsRNA an die Versuchstiere. Dieser Ansatz war nicht erfolgreich.
AbschlieRend wurde der Einfluss des Knockdowns der Expression auf die
Nodulationsfahigkeit und die Clearence untersucht. Dabei wurde kein signifikanter
Effekt auf beide Vorgange nach einer Infektion von Larven beobachtet. Der Ansatz
zur Untersuchung der Phagozytosefahigkeit der Hamozyten in Knockdown-Tieren
konnte nicht durchgefuhrt werden, da die Verwendung von FITC-markierten E. coli
Uberraschenderweise erst gar keine Expression des Scolexin verursacht hatte.
AbschlieRend wurde mittels 5-RACE das 5'-Ende der bekannten Scolexin A-
Sequenz bestimmt. Das Ergebnis der 5-RACE und das Fehlen der Scolexin B-
Expression in den Hamozyten ist Anlass fir die Hypothese, dass es sich bei den

Scolexin-Isoformen eher um allelische Variationen handelt.
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