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1 Einleitung
1.1 Galleria mellonella

1.1.1 Der Einsatz von Galleria mellonella als Modellorganismus

Insekten besitzen ein angeborenes Immunsystem, das sich aus zellularen und
humoralen Komponenten zusammensetzt. Eine adaptive Immunantwort, wie sie
beispielsweise bei Saugetieren die Regel ist, ist bei ihnen nicht ausgebildet
(Hultmark, 1993). Was zunachst als sehr einfaches und kaum mit Saugetieren
vergleichbares System erscheint, stellt bei genauerer Betrachtung einen
entscheidenden Vorteil fur den wissenschaftlichen Einsatz im Vergleich zum
Beispiel zum Mausmodell dar: das angeborene Immunsystem der Insekten kann
unabhangig von adaptiven Immunreaktionen beobachtet werden. In dieser Arbeit
wurden die Larven der GroRen Wachsmotte Galleria mellonella (G. mellonella)
als Modellorganismus eingesetzt. G. mellonella gehdéren der Ordnung
Lepidoptera (Schmetterlinge) und der Familie Pyralidae (Zinsler) an. Sie sind
von Imkern gefurchtet, da sie das Wachs der Bienenstocke fressen und diese
somit zerstéren (Dickman, 1933). Die Tiere durchlaufen in ihrer Entwicklung vom
Ei bis zur adulten Motte acht bis zehn Larvenstadien und nehmen
wahrenddessen an GroRe und Gewicht zu. Am Ende des Larvenstadiums
verpuppen sich die Tiere, woraus schliel3lich die adulten Motten schlipfen
(Charriére und Imdorf, 1999). Als Modellorganismen kommen vor allem Larven
kurz vor der Verpuppung zum Einsatz. Die Tiere haben zu diesem Zeitpunkt eine
GrolRe von rund 2 cm und ein Gewicht von bis zu 250 mg (Ramarao et al., 2012).
Das G. mellonella Genom wurde im Jahr 2018 erstmals sequenziert und durch
Lange et al. verdffentlicht. Hierdurch wurde die Basis fur weitere
Untersuchungen, wie beispielsweise Vergleiche mit Saugetieren wie
Mus musculus (M. musculus) und Homo sapiens (H. sapiens), geschaffen
(Lange et al., 2018).

Das Modell G. mellonella bietet mehrere Vorteile gegenlber bereits langer
bestehenden Insektenmodellen. Durch ihre Grdle ist eine prazise Infektion mit

Pathogenen sowie die Abnahme von Hamolymphe durchfihrbar. AuRerdem



kénnen Versuche mit G. mellonella Larven bei 37°C durchgefuhrt werden, was
der menschlichen Korperkerntemperatur entspricht (Ramarao et al.,, 2012;
Wojda, 2017). Die Haltung von G. mellonella ist in groem Umfang und mit
einfachen Mitteln moglich (Ramarao et al., 2012). Neben der eigenen Zucht der
Tiere kdnnen auch bereits geschllipfte Larven kostenglinstig erworben werden.
Da G. mellonella zu den Wirbellosen zahlen, bestehen weniger ethische
Bedenken fur den Einsatz in der Infektionsforschung als beim Einsatz von

Wirbeltieren.

Die Anzahl wissenschaftlicher Untersuchungen, die G. mellonella als
Modellorganismus nutzen, ist in den letzten Jahren stark angestiegen. Allein im
Jahr 2020 sind rund 300 Artikel im Zusammenhang mit G. mellonella als
Modellorganismus auf der Plattform Pubmed erschienen. Es wurde bereits die
Wirkung vieler Humanpathogene auf G. mellonella untersucht, beispielsweise
Streptococcus pyogenes (Loh et al., 2013), Staphylococcus aureus (Desbois und
Coote, 2011), Escherichia coli (Alghoribi et al., 2014), Klebsiella spp. (Wand et
al., 2013) und Acinetobacter spp. (Peleg et al., 2009). Diese Untersuchungen
legten den Schwerpunkt dabei hauptsachlich auf Pathogenitat und Virulenz
einzelner Bakterien fur G. mellonella. Aulderdem wurden G. mellonella Larven als
Modellorganismus zur Entwicklung und Testung antibakterieller Therapeutika
eingesetzt (Peleg et al., 2009; Desbois und Coote, 2011; Tsai et al., 2016).

1.1.2 Die Hamolymphe von Galleria mellonella

Als Hamolymphe wird die zirkulierende Korperflissigkeit von G. mellonella
bezeichnet. Sie wird in der Literatur haufig als ein Medium dargestellt, das mit
dem menschlichen Blut vergleichbar oder gar analog ist (Tsai et al., 2016; Pereira
et al., 2018; Asai et al., 2021). Bergin et al. (2005) beschrieben beispielsweise
Gemeinsamkeiten zwischen der Hamolymphe und dem Blut auf zellularer Ebene
wie die Phagozytose durch Hamozytenzellen und Neutrophile Granulozyten.
Sheehan et al. (2018) stelten Gemeinsamkeiten in Rezeptoren,
Transkriptionsfaktoren und Signalwegen sowie im Gerinnungssystem und in der
Produktion von Antimikrobiellen Peptiden und Metalloproteinasen dar. Die bisher
in der Literatur beschriebenen Ahnlichkeiten zwischen der Hamolymphe der



Insekten und dem Blut des Menschen bestehen also vorrangig in der
Funktionsweise von zellularen und humoralen Mechanismen des Immunsystems
und nicht in den fir den Menschen so essenziellen Blutfunktionen wie
beispielsweise dem Sauerstofftransport. Bei Insekten ist ein Transport des
aufgenommenen Sauerstoffs durch die Hamolymphe nicht notwendig, da bei
ihnen der Sauerstoff durch Diffusion direkt von den Tracheolen in die

umliegenden Zellen gelangt (Burmester und Hankeln, 2007; Nys et al., 2020).

1.1.3 Das Immunsystem von Galleria mellonella

Das angeborene Immunsystem von G. mellonella besteht aus zellularen und
humoralen Anteilen. Die vollstandige Trennung des angeborenen Immunsystems
in das humorale und das zellulare System ist jedoch nicht sinnvoll méglich, da
humorale Komponenten Einfliisse auf die zellularen Komponenten haben und
umgekehrt viele humorale Komponenten von den zellularen produziert werden
(Lavine und Strand, 2002). Um die Ubersichtlichkeit zu gewahrleisten, werden

die beiden Komponenten hier nacheinander naher beschrieben.

Das zellulare Immunsystem besteht aus den Hamozytenzellen, die sich in der
Hamolymphe befinden. Es sind flinf verschiedene G. mellonella
Hamozytenzellen bekannt: Prohamozyten, Plasmatozyten, Granulozyten,
Spherulozyten und Oenozyten (Price und Ratcliffe, 1974). Um sich mechanisch
vor dem Eindringen von Pathogenen zu schutzen, enthalt die dufere Haut, die
Trachea sowie Teile des Gastrointestinaltrakts von G. mellonella Chitin (Wojda,
2017). Dringen trotz dieser schutzenden Schicht Pathogene in den Kérper ein,
werden diese durch Phagozytose und Nodulation von den Hamozyten bekampft.
Die Phagozytose von Bakterien erfolgt in G. mellonella durch die Plasmatozyten
und die Granulozyten, welche zusammen uUber die Halfte der Hamozyten
ausmachen (Boman und Hultmark, 1987; Lavine und Strand, 2002). Eine grélere
Anzahl an Bakterien in der Hamolymphe eliminiert G. mellonella durch
Nodulation. Dabei verbinden sich Granulozyten und Plasmatozyten so
miteinander, dass die Pathogene eingeschlossen werden (Ratcliffe und Gagen,
1977).



Die humorale Immunantwort besteht aus Abwehrmolekulen, die vorrangig im
Fettkdrper, einem der menschlichen Leber ahnlichen Organ, synthetisiert
werden. Weitere Orte der Synthese sind die Hamozyten, der Verdauungstrakt,
die Speicheldrisen und der Fortpflanzungstrakt von G. mellonella (Hoffmann,
1995; Tsai et al., 2016). Zum breiten Spektrum der synthetisierten
Abwehrmolekile sind antimikrobielle Peptide, Opsonine sowie Enzyme zu

nennen, die hier kurz vorgestellt werden sollen.

Antimikrobielle Peptide (AMPs) kommen aul3erst vielfaltig in allen Lebensformen
vor (Zasloff, 2002). Wojda fasste (2017) die Eigenschaften der AMPs in einem
Artikel ausfuhrlich zusammen. Demnach wirken AMPs vor allem Uber eine
Destabilisierung der Zellmembran des Pathogens. Durch ihre Vielfaltigkeit wirken
sie gegen viele verschiedene Pathogene. AulRerdem ist ihre Wirkung selektiv
gegenuber Pathogenen und schneller als deren Verdopplungszeit.
Brown et al. (2009) beschrieben insgesamt 18 bekannte oder vermutete AMPs in
G. mellonella. Bereits gut charakterisierte G. mellonella AMPs stellen Moricin,
Cecropin, Gallerimycin sowie Lysozym dar. Moricin und Cecropin sind a-helikale
Molekule, die bakterielle Zellwande penetrieren und dadurch einen Verlust von
lonen verursachen konnen (Hara und Yamakawa, 1995; Kim et al., 2004; Tsai et
al.,, 2016). Sie sind wirksam gegenuber grampositiven und gramnegativen
Bakterien sowie Pilzen (Vilcinskas, 2011). Gallerimycin besitzt eine antifungale
Wirkung (Schuhmann et al., 2003). Lysozym hydrolysiert durch seine
Muramidase-Aktivitat Peptidoglykane in bakteriellen Zellmembranen. Auf3erdem
ist eine nichtenzymatische Aktivitat gegenuber Pilzen beschrieben (Sowa-Jasitek
et al., 2014; Tsai et al., 2016).

G. mellonella Opsonine sind Proteine, die dazu in der Lage sind, konservierte
Mikroben-assoziierte bzw. Pathogen-assoziierte molekulare Muster (MAMPs
bzw. PAMPs) auf Pathogenoberflachen zu erkennen. PAMPs sind vorrangig
Bestandteile der Zellmembran von Pathogenen wie beispielsweise
Lipopolysaccharide (LPS), Lipoteichonsauren (LTA), B-1,3-Glucan sowie fungale
Konidien. Opsonine haben also eine mit Mustererkennungsrezeptoren (Pattern-
recognition receptors, PRRs) der Saugetiere vergleichbare Funktion. Aulerdem
markieren sie durch ihre Bindung Pathogene fir die Phagozytose durch



Phagozyten (Opsonierung) (Tsai et al., 2016). Ein G. mellonella Opsonin, das
bereits naher charakterisiert ist, ist Apolipophorin-Ill (ApoLp-Ill) (Wojda, 2017).
Tsai et al. (2016) fassten zusammen, dass ApoLp-Ill in der Lage ist, LPS, LTA,
B-1,3-glucan und fungale Konidien zu binden und dartber hinaus die Aktivitat
antimikrobieller Peptide und des Cecropins stimulieren kann. AuRerdem wirkt
ApoLp-Illl synergistisch mit Lysozym in der Wirkung gegen Gram-negative
Bakterien (Zdybicka-Barabas et al., 2013). Weitere Opsonine, die unter anderem
in G. mellonella vorkommen, sind Peptidoglykan-Erkennungsproteine. Sie
nehmen ebenfalls Erkennungs- und Signalfunktionen in angeborenen
Immunabwehr ein (Dziarski und Gupta, 2006). Hemolin, ein weiteres
G. mellonella Opsonin, bindet LPS und LTA und tragt damit zur Pathogenabwehr
bei (Yu und Kanost, 2002; Tsai et al., 2016). Ein Opsonin, das erst im Jahr 2010
aus G. mellonella isoliert wurde, ist GmCP8. Es zeigt Bindungsaktivitat
gegenuber LPS, LTA, und 3-1,3-glucan (Kim et al., 2010).

Eine weitere wichtige Komponente der G. mellonella Immunabwehr ist die
Melanisierung, die auRerdem ein Beispiel fur eine direkte Verbindung zwischen
dem zellularen und dem humoralen System darstellt. Die Melanisierungs-
Reaktion wird durch das Eindringen von Pathogenen und deren Bindung durch
Opsonine sowie durch dulere Verletzungen der Haut aktiviert (Sheehan et al.,
2018). Sie ist makroskopisch durch die dunkle Farbung von G. mellonella sichtbar
und beginnt unmittelbar nach dem schadigenden Ereignis (Soderhall und
Cerenius, 1998). Das Enzym, das die Reaktion katalysiert, ist die Phenoloxidase
(PO). Sie wird in den Hamozyten als Proenzym Prophenoloxidase (ProPO)
gebildet und gespeichert (Schmit et al., 1977). Bei einer Invasion oder Verletzung
wird die ProPO in kiirzester Zeit durch eine Kaskade von Serinproteasen zur PO
aktiviert und in die Hamolymphe freigesetzt (Cerenius et al., 2008; Wojda, 2017).
PO katalysiert dort die Reaktion von Phenolen zu Chinonen, die dann zu Melanin
polymerisieren (Sdderhall und Cerenius, 1998). Die Phenoloxidase-Kaskade
tragt aullerdem dazu bei, dass Pathogene eingekapselt sowie Wunden durch
Koagulation verschlossen werden (Li et al., 2002; Cerenius et al., 2008). Bei der
Reaktion entstehen Nebenprodukte wie Dihydroxyphenylalanin (DOPA) und freie

Radikale, die die eingedrungenen Pathogene direkt schadigen. Aulerdem



werden weitere antimikrobielle Substanzen induziert (Cerenius et al., 2008;
Wojda, 2017). Um Schaden des Organismus durch eine Uberschiel3ende
Reaktionskaskade zu vermeiden, wird die Reaktion unter anderem durch
Protease-Inhibitoren wie zum Beispiel Serinprotease-Inhibitoren (SERPINe)

genau reguliert (Cerenius et al., 2008).

Auch die Produktion reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies (reactive oxygen
species (ROS) und reactive nitrogen species (RNS)) durch die Enzyme
Stickoxidsynthase (NOS) und NADPH-Oxidase (NOX) in den Hamozyten ist Teil
der Abwehrreaktionen von G. mellonella (Krishnan et al., 2006; Bismuth et al.,
2021). Die Wirkungsweise, sowie die die Reaktion auslosenden Mechanismen
sind noch nicht im Detail verstanden. Da die stark reaktiven ROS/RNS auch die
Wirtszellen des Organismus angreifen, missen entgiftende und regulierende
Substanzen produziert werden. Beispiele fur antioxidative Enzyme stellen
Glutathion-S-Transferasen (GST), Superoxid-Dismutase (SOD), Katalase (CAT)
oder Glutathion-Peroxidasen (GPx) dar (Enayati et al., 2005; Erdem et al., 2016).

Metalloproteasen sind Virulenzfaktoren, die von Bakterien und Pilzen sezerniert
werden. Sie wirken im humanen Organismus pathogen und kénnen nekrotische
sowie hamorrhagische Gewebsschadigungen verursachen (Miyoshi und
Shinoda, 2000). Das Metalloproteinase-Inhibitor Protein (IMPI) wurde 1998
erstmals aus G. mellonella isoliert (Wedde et al., 1998). Es wird als Reaktion auf
eine Infektion mit Bakterien oder Pilzen induziert und wirkt in der Hamolymphe
inhibitorisch gegenuber zinkhaltigen mikrobiellen Metalloproteinasen (Vilcinskas
und Wedde, 2002). IMPI stellt neben den AMPs einen vielversprechenden
Ansatz in der Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten fir Infektionen des
Menschen dar (Vilcinskas, 2011).

1.2 Neue Methoden, neue Mdglichkeiten

Die Summe aller Gene, die zu einem Zeitpunkt in einer Zelle in mRNA
transkribiert werden, wird als Transkriptom bezeichnet. Ein Ziel der
Transkriptomik ist die Charakterisierung aller Transkripte einer Zelle sowie die
Interpretation ihrer Funktionen im Organismus. Um ein Verstandnis Uber den

Zustand einer Zelle in einem Organismus zu erlangen, ist es von grolder



Bedeutung, die sich unter verschiedenen Versuchsbedingungen verandernden
Expressionsniveaus der Transkripte untersuchen zu konnen. Dieses Wissen
kann entscheidend zum Verstandnis uber die Entstehung von Krankheiten und
deren Behandlung beitragen (Wang et al., 2009). Es sind verschiedene
Analysemethoden der Expressionsniveaus moglich. Wahrend ab Mitte der
1990er-Jahre vor allem Microarray-basierte Methoden Anwendung fanden,
werden mittlerweile Genexpressionsanalysen durch RNA-Seq durchgefuhrt,
einer auf Next-Generation Sequencing (NGS) basierenden Methode (Marioni et
al., 2008). Hierbei wird eine RNA Probe in cDNA umgeschrieben und in kirzere
Fragmente aufgeteilt. Die Lange der Fragmente ist dabei abhangig vom
verwendeten Sequenzierungs-Verfahren und betragt rund 30-400 Basenpaare
cDNA. Die Fragmente werden sequenziert und die Ergebnisse anschliel3end
einem Referenz-Genom oder Referenz-Transkriptom zugeordnet (sog. ,read
mapping“). Diese bioinformatische Aufarbeitung der Daten stellt eine
Herausforderung der RNA-Seqg-Methode dar (Wang et al., 2009). Die Methode
hat jedoch mehrere Vorteile gegenuber alteren Verfahren: es ist beispielsweise
madglich, unbekannte Transkripte und Varianten zu finden und es besteht dartiber
hinaus eine hohe Sensitivitat auch fur nur schwach exprimierte Transkripte (Li et
al., 2016; Wang et al., 2009).

In dieser Arbeit sollte unter anderem durch eine RNA-Seq der
Expressionsunterschied zwischen Bakterien-stimulierten und nicht-stimulierten
G. mellonella gemessen werden. Die Sequenzierung erfolgte dabei auf Basis des

lllumina NextSeq™500-Systems (lllumina).

1.3 Bedeutung im medizinischen Kontext

Nach aktuellem Stand der Forschung wird eine Sepsis als lebensbedrohliche
Organdysfunktion, die durch eine fehlregulierte Wirtsantwort auf eine Infektion
verursacht wird, definiert (Singer et al., 2016). Dieser Zustand kann Folge einer
Infektion mit Bakterien, Pilzen, Parasiten oder Viren sein und unabhangig von
Alter und Geschlecht des betroffenen Menschen auftreten (Fleischmann-Struzek
et al., 2021). Die Sepsis ist eine haufige Erkrankung und kann weltweit mit jedem
5. Todesfall assoziiert werden. Dartber hinaus ist die Letalitat der Sepsis auch in
Deutschland noch immer sehr hoch und wird in der Literatur mit 30-50% der



Sepsis-erkrankten angegeben (Engel et al., 2007; Fleischmann-Struzek et al.,
2021). Diese hohe Letalitat kommt unter anderem dadurch zustande, dass eine
Erkennung und Behandlung dieses kritischen Zustandes oftmals (zu) spat erfolgt
(Fleischmann et al., 2016). Des Weiteren sind die Daten zur Sepsis Inzidenz und
Letalitat oftmals unzureichend genau, da diesbezlgliche Untersuchungen haufig
auf Abrechnungsdaten basieren, die eine korrekte Kodierung der Erkrankungen
erfordert. Diese ist aber bei einem so breitgefacherten Krankheitsbild wie der
Sepsis nicht immer gegeben (Fleischmann-Struzek et al., 2021). Die
Verflgbarkeit effektiver Antiinfektiva ist fur eine adaquate Sepsis-Therapie und
der Therapie von Infektionen im Allgemeinen von héchster Bedeutung.
Besonders bedenklich ist dabei jedoch die Tatsache, dass in den letzten
Jahrzehnten antibiotikaresistente Bakterienstamme schneller auftreten, als neue
Therapiemoglichkeiten entwickelt werden. Die Weltgesundheitsorganisation
(WHO) sieht die Zunahme von Antibiotika-Resistenzen als eines der
bedeutendsten Gesundheitsprobleme unserer Zeit an. Die hohe Letalitat der
Sepsis sowie die sich zuspitzende Resistenzlage vieler Pathogene machen die
Notwendigkeit der Grundlagenforschung zur Entwicklung neuer Diagnostika und

Therapeutika in diesem Bereich deutlich.

Laut eines Berichts der WHO waren Gastroenteritiden sowie Infektionen der
unteren Atemwege die Hauptursachen der weltweiten septischen Mortalitat im
Jahr 2017 (WHO, 2020). Gastroenteritiden werden haufig durch Bakterien wie
Escherichia coli (E. coli) oder Salmonella enterica und Atemwegserkrankungen
durch Bakterien wie Staphylococcus aureus (S. aureus) oder Pseudomonas

aeruginosa (P. aeruginosa) ausgeldst (Stoll et al., 2011; Rudd et al., 2020).

P. aeruginosa stellt in den Kliniken aufgrund einer ansteigenden Zahl an
Patienten mit Immunsuppression sowie der intrinsischen Resistenz gegenuber
vielen Antibiotika ein Gesundheitsproblem dar (Botelho et al.,, 2019).
P. aeruginosa ist ein bewegliches, obligat aerobes, gram-negatives
Stabchenbakterium, das nicht in der Lage ist, Kohlenhydrate fermentativ
abzubauen. Es besteht eine hohe Umweltpersistenz bei gleichzeitig
bescheidenen Nahrstoffanspriichen. Als Erreger nosokomialer Infektionen sind
hauptsachlich immunsupprimierte sowie hospitalisierte Patienten gefahrdet



(Lyczak et al., 2000). P. aeruginosa verursacht meist zunachst lokale eitrige
Infektionen, die dann im Verlauf septisch generalisieren kénnen (Wu et al., 2011).
Eine hinreichende Therapie ist aufgrund verschiedener Virulenzfaktoren sowie
zunehmender Antibiotikaresistenzen oftmals schwierig. Beispielsweise kann
P. aeruginosa Biofilme bilden, in denen sich die Bakterien vor antimikrobiellen

Faktoren sowie der Phagozytose schitzen kénnen (Costerton et al., 1999).

Salmonella enterica Serovar Typhimurium (S. Typhimurium) ist ein weit
verbreitetes, aerobes, gram-negatives Stabchenbakterium. Eine Infektion mit
S. Typhimurium ist weltweit eine der Hauptursachen flr infektidse
Gastroenteritiden, die Infektion erfolgt meist Uber kontaminierte Nahrungsmittel
und ist somit vorrangig im Gastrointestinaltrakt lokalisiert (Majowicz et al., 2010).
Nicht nur in Entwicklungslandern sondern auch in Industrienationen wie
Deutschland gehéren Salmonellosen zu den haufigsten bakteriellen
Infektionskrankheiten  (Robert-Koch-Institut, 2020). Eine Infektion mit
S. Typhimurium kann auf verschiedene Weise verlaufen: asymptomatische
Dauerausscheider, Gastroenteritiden, fokale eiternde Infektionen sowie
bakteriamische Verlaufe sind moglich (Gordon, 2008). In der Regel besteht fur
immunkompetente Patienten keine Behandlungsnotwendigkeit, jedoch sind
Neugeborene, altere oder immunsupprimierte Patienten bei einer Infektion mit
S. Typhimurium besonders durch eine Blutstrominfektion hochgefahrdet.
Aulerdem hat sich die Resistenzlage in den letzten Jahren verschlechtert
(Crump et al.,, 2015). Die Blutstrominfektion von S. Typhimurium sowie
P. aeruginosa soll im G. mellonella Alternativmodell durch eine systemische

Applikation simuliert werden.

1.4 Zielsetzung

Die Grundlage dieses Projektes ist ein mMRNA-Seq Datensatz von G. mellonella
Larven nach einer systemischen Infektion mit E. coli, S. aureus oder C. albicans.
Durch die Analyse der von den G. mellonella Larven transkribierten mRNA,
kénnen Veranderungen in der Genexpression von G. mellonella als Reaktion auf
eine Infektion in einer Momentaufnahme sichtbar gemacht werden. Auf dieser

Basis sollen neue Transkripte, die auf Infektionen und Sepsis hinweisen kdnnen,



in G. mellonella gefunden werden. AnschlieRend sollen die daraus resultierenden
Ergebnisse in gRT-PCR Messungen verifiziert und durch Proben von
G. mellonella nach zwei weiteren bakteriellen Infektionen und zu weiteren
Zeitpunkten erganzt werden. Als weitere Bakterien wurden hierfur P. aeruginosa
und S. Typhimurium ausgewahlt. Perspektivisch kdnnten diese neuen
Erkenntnisse in der Humanmedizin in Form von Biomarkern fur Infektion und
Sepsis oder neuer Therapieansatze genutzt werden. AulRerdem tragen die
Erkenntnisse, die durch die Untersuchungen mit verschiedenen Bakterien im
Modell G. mellonella gewonnen werden, dazu bei, die eingesetzten Bakterien im
Hinblick auf ihre Virulenz fir G. mellonella naher zu charakterisieren, das
angeborene Immunsystem der Insekten besser zu verstehen sowie das Modell

G. mellonella in der medizinischen Forschung weiter zu etablieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

21.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate
Gerat Hersteller
Photometer Eppendorf
Brutschrank Heraeus
ELISA Messgerat Infinite F50 TECAN
ELISA Waschgerat M8/4R Columbus TECAN

Injektor Manual Microsyringe Pump
Mikroskop Axiovert 25

NanoDrop™ One

World Precision Instruments
Zeiss

Thermo Fisher Scientific

Neubauer-Zahlkammer Preciss
Lightcycler 480 Roche
2.1.2 Verbrauchsgegenstande
Tabelle 2: Verbrauchsgegenstande
Gegenstand Hersteller
Columbia-Blutagar mit 5% Schafblut ~ Oxoid
Kavetten Sarstedt
Mikrotiterplatte 96 x 0,2 mL Nerbe plus
Reaktionsgefalle 1,5 mL und 2 mL Eppendorf

Spitzboden-Réhrchen 15 mL
Spitzboden-Réhrchen 50 mL
U-100 Spritze 0.3 x 8 mm
Zellkulturflaschen 200 mL
Zellkulturplatten 6-Well
Zellschaber

Zuchtboxen G. m. Larven

Becton Dickinson Bioscience Falcon
Becton Dickinson Bioscience Falcon
Becton Dickinson

Greiner bio-one, CELLSTAR®
Greiner bio-one

BD Falcon

Handelslbliche Kunststoffboxen 2,8 L
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2.1.3 Reagenzien

Tabelle 3: Reagenzien

Reagenz

Hersteller

Advanced Dulbecco’s Modified Eagle

Medium (DMEM) High Glucose
(4,5g/1) mit Glutamin
1-Bromo-3-Chloropropan (BCP)
Fetales Kalberserum (FCS)
Gentamycin sulfat

Na-Pyruvat
Penicillin/Streptomycin

RNasin Ribonuclease Inhibitor

PAA Cell Culture Company

Sigma Aldrich, MERCK
Sigma Aldrich, MERCK
AppliChem, A4854,0005
Gibco

Gibco

Promega

Trypanblau Sigma Aldrich, MERCK
TRIzol Sigma Aldrich, MERCK
2.1.4 Kits
Tabelle 4: Kits
Kit Hersteller

DNA-free™ Kit

Mouse CHI3L1 ELISA Kit

Mouse MRC1 ELISA Kit

BD OptEIA Mouse TNFa ELISA Set
QuantiFast SYBR®Green qRT-PCR
Kit

RNeasy-Kit

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
Cusabio

Cusabio

Becton Dickinson Bioscience

Qiagen

Qiagen
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2.1.5 Medien und Puffer

2.1.5.1 G. mellonella Substrat

Fir die Herstellung des Substrats zur Anzucht von G. mellonella Larven wurden

die Zutaten, die in Tabelle 5 aufgelistet sind, miteinander vermischt und
anschlie®end bei 60 °C fur 60 min erwarmt, um eine gleichmaflige Verteilung zu
gewahrleisten. Bei der Auswahl der Rohstoffe ist auf Bioqualitdt ohne
Ruckstande von Pestiziden zu achten. Die Boxen zur Zucht der Larven wurden

zu maximal einem Drittel mit dem Substrat gefulit.

Tabelle 5: Zutaten G. mellonella Substrat

Anteil Zutat Hersteller

22 % Maisgrield Ostermuhle Naturkost

22 % Weizenschrot Ostermuhle Naturkost

17,5%  Bienenwachs Mixed-store creativity & fantasy
11 % Magermilchpulver Sucofin

1 % Blutenhonig Deutscher Imkerverbund

Imker Hubert Hoffmann
11 % Glycerin Sigma Aldrich

55 % Trockenhefeflocken Rapunzel

2.1.5.2 Insektenphysiologische Kochsalzldsung (IPS-Puffer)

IPS-Puffer wird zur Verdinnung der G. mellonella Hamolymphe nach
Hamolymph-Abnahme eingesetzt. Der Puffer sowie das Lagern der Proben auf
Eis hemmen die Reaktion der Phenoloxidase. Der Puffer wurde nach Wago und
Ichikawa (1988) in folgendem Verhaltnis angesetzt: 150mM NaCl, 5mM KClI, 0,1
MTris-HCI Puffer und einigen Phenylthiourea (PTU) Kristallen. Der pH-Wert
betragt 6,9 (zitert nach Tojo et al., 2000).

2.1.5.3 RAW 264.7 Zellkultur Medium
Das Medium zur Kultivierung der RAW 264.7 Zellen bestand aus DMEM High

Glucose mit Glutamin, dem 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin sowie 1%

Natrium-Pyruvat zugesetzt wurden.
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2.1.6 Primer gRT-PCR
Tabelle 6: Oligonukleotidsequenzen qRT-PCR

Gen Sequenz 5‘-3°
ACER1 Forward GTGGCAGTTTGTCTGTTGGC
Reverse ATATGCCAGACACCGTGCAT
Cecropin Forward CTGTTCGTGTTCGCTTGTGT
Reverse GTAGCTGCTTCGCCTACCAC
CHI3L1 Forward TTGCATCGCCTACAACAGAGT
Reverse TAAACGGAACAGTCAGGGGC
GST Forward GACAGAAGTCCTCCGGTCAG
Reverse TCCGTCTTCAAGCAAAGGCA
IMPI Forward ATACGTTCGCGTCGTTCCAT
Reverse GGGGAATGTTGCATTTGTGGA
MRC1 Forward GTGCGCACTCAATTCGTGTT
Reverse AACGCTGTTCGATTCTGCCT
NOS Forward ATGAAGGTGCTGAAGTCACAA
Reverse GCCATTTTACAATCGCCACAA
SERPINB1 Forward CGTTTGCTGTTGTCGCGTTA

Reverse GCTGCTTTGTTGTCCCACAG

2.1.7 Bakterienstamme und Pilzstamm

2.1.7.1 Escherichia coli MG1655/K-12 DSM 18039
Fir die Infektion mit E. coli wurde der Stamm K-12/ MG1655, DSM 18039

(Leibniz-Institut, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)

verwendet.

2.1.7.2 Staphylococcus aureus DSM 20231
Far die Infektion mit S. aureus wurde der Referenzstamm DSM 20231 (Leibniz-

Institut, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) verwendet.
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2.1.7.3 Candida albicans DSM 11225

Fir die Infektion mit C. albicans wurde der Referenzstamm DSM 11225 (Leibniz-

Institut, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) verwendet.

2.1.7.4 Pseudomonas aeruginosa DSM 19880

Fiar die Infektion mit P. aeruginosa wurde der Referenzstamm DSM 19880

(Leibniz-Institut, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)

verwendet.

2.1.7.5 Salmonella enterica Serovar Typhimurium SB300

Fir die Infektion mit S. Typhimurium wurde der Stamm SB300 verwendet. Der
Stamm enthalt eine intrinsische Resistenz gegen Streptomycin und wurde von
der AG Wagner, Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Uniklinikum

Tubingen, bezogen.

2.1.8 G. mellonella Larven

G. mellonella Larven wurden von b.t.b.e. Insektenzucht GmbH bezogen und
direkt nach Ankunft in das eigenhergestellte Substrat gegeben. Die Larven
wurden im Dunkeln bei 30 °C gehalten. Frihestens 7 Tage nach Lieferung der
Tiere wurden diese fir Versuche verwendet, um einen Einfluss von
Stressreaktionen der Tiere auf das Versuchsergebnis zu verhindern. Aufderdem
wurden ausschliel3lich Tiere mit einem Gewicht Gber 130 mg aber noch reger
Beweglichkeit ausgewahlt, um zu gewahrleisten, dass sich alle Tiere im letzten

Larvenstadium befinden.

2.1.9 Zellkultur: Raw 264.7 Zellen

Es wurden Raw 264.7 Mausmakrophagen verwendet. Die Zelllinie stammt aus
dem Bauchwasser einer mit dem Abselon Leukaemia Virus (A-MuLV) infizierten
Balb/C Maus. Raw 264.7 Zellen sind adharente, schnell wachsende Zellen mit

den Eigenschaften normaler Makrophagen (Raschke et al., 1978).
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2.2 Methoden

2.2.1 Bakterienanzucht

Um Bakterienldsungen zur Infektion von G. mellonella Larven herzustellen,
wurde ein kleiner Teil der jeweiligen Bakterienprobe am Vortag des Experiments
auf Columbia-Blutagar ausgestrichen. Am Tag der Infektion wurden 2-3 Kolonien
von der Agarplatte abgenommen, in LB-Medium tUberimpft und 2-3 h bei 37 °C
unter aeroben Bedingungen inkubiert. Die Losung wurde bei 4000 x g 5 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 2 mL PBS gel6st.
Die Messung der im PBS enthaltenen Bakterienzahl erfolgte mittels Photometer
bei einer Wellenlange von 600 nm, wobei davon ausgegangen wurde, dass eine
Extinktion von E = 2 einer Bakterienzahl von 10° Bakterien/ mL entspricht.
Anschlieend wurde die Ldsung bis zur erforderlichen Keimzahl mit PBS
verdunnt. Um sicherzustellen, dass die erforderliche Keimzahl durch die
Verdunnung erreicht wurde, wurden je 100 yL der Infektionslosung auf eine
Columbia-Blutagarplatte ausgestrichen und Gber Nacht inkubiert. Durch Zahlung

der gewachsenen Kolonien kann so die Infektionsdosis kontrolliert werden.

2.2.2 Systemische Infektion von G. mellonella Larven

Zur Durchfuhrung einer systemischen Infektion wurde eine U-100 Insulin Spritze
0.3 x 8 mm (Becton Dickinson) in einem Prazisionsinjektor (World Precision
Instruments) verwendet. Die Injektion von 10 uL Bakteriensuspension erfolgte in
eines der beiden hinteren BauchfiRe. Es wurde darauf geachtet, die
Infektionslosung zwischen den Infektionen der einzelnen Larven kiuhl zu halten,

um eine konstante Zielkonzentration zu erreichen.

2.2.3 Vorbereitung der Proben fir die mRNA-Seq Genexpressionsanalyse
Die Vorbereitung des Versuchs von der Infektion der Larven bis zur isolierten
RNA erfolgte bereits vor Beginn dieser Arbeit durch Dr. Anna Lange, AG Frick.
Geeignete Keimzahlen zur systemischen Infektion von G. mellonella Larven
wurden durch Vorversuche ermittelt: E. coli 107/ mL, S. aureus 10 mL und
C. albicans 10%/ mL. Es wurden je drei Larven mit 10 uL einer Infektionslésung
infiziert. Drei Larven wurde lediglich 10 pL PBS injiziert. Nach einer
Inkubationszeit von 3 h bei 37 °C und Dunkelheit wurden die Tiere in
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Reaktionsgefalle gegeben und in ihnen in flissigem Stickstoff schockgefroren.
Anschlieflend wurden die Larven einzeln mit Mérser und Pistill zerrieben. Mit Hilfe
des RNeasy Kits (Qiagen) wurde nach Herstelleranweisung RNA isoliert und
anschlie®end die noch enthaltene DNA mit dem DNAfree Kit (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific) entfernt. Die mMRNA-Seq der Proben sowie die bioinformatische
Aufarbeitung erfolgte durch c.ATG, Institut fir Medizinische Genetik und

Angewandte Genomik, Universitatsklinikum Tubingen.

2.2.4 Analyse der mRNA-Seq Daten

Die relative ~ Veranderung der  Genexpression  zwischen  zwei
Versuchsbedingungen wird als Expressionsverhaltnis bzw. ,fold-change® (FC)
angegeben. Durch die Logarithmierung der Werte zur Basis 2 wird erreicht, dass
Hoch- sowie Herabregulation auf ein kontinuierliches Intervall abgebildet werden.
Als miteinander zu vergleichende Versuchsbedingungen lagen in diesem Fall
stimulierte Proben im Vergleich zu PBS Kontrollproben vor. Der mRNA-Seq
Datensatz wurde nach hochregulierten und herabregulierten Genen strukturiert.
Als Bedingung hierfir wurde ein Expressionsverhaltnis von logFC >1,00 als
hochreguliert, ein Expressionsverhaltnis von logFC <-1,00 als herabreguliert

gewertet. Die Daten wurden ab einem p-Wert <0.05 als verlasslich angenommen.

2.2.5 Vergleich von Aminosauresequenzen aus G. mellonella mit
M. musculus und H. sapiens Sequenzen

Der Datensatz wurde nach Genen, flur die in der Literatur bereits eine Rolle fir
die Immunreaktion vermutet wird, durchsucht. Die Proteinsequenzen dieser
Gene wurden mit entsprechenden M. musculus und H. sapiens
Aminosauresequenzen aus der Datenbank des NCBI (National Center for
Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine) verglichen. Hierflr
wurde die Anwendung ,Protein Blast (BLASTX)“ des NCBI verwendet. BLAST
stellt die englische Abkurzung fur ,Basic Local Alignment Search Tool“ dar. Der
Erwartungswert (E-value) der Untersuchung gibt an, wie viele zufallige
Ubereinstimmungen beim Durchsuchen einer Datenbank zu erwarten sind. Je
kleiner der Erwartungswert, desto signifikanter ist die Ubereinstimmung zwischen

den beiden Vergleichssequenzen. Protein zu Protein Vergleiche sind sensibler
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als Untersuchungen auf DNA-Ebene. In der Literatur werden Protein zu Protein
Vergleiche mit Erwartungswerten, die < 102 unterschreiten, als homolog
angenommen (Pearson, 2013). Die Sequenzabdeckung (query coverage) gibt
an, wie viel Prozent der beiden Vergleichssequenzen miteinander in Verbindung
gebracht werden kénnen. Der Wert ,identity“ beschreibt dabei den Prozentsatz
der Positionen, fir die eine absolute Ubereinstimmung vorliegt. In dieser Arbeit
wurde Homologie zwischen zwei Sequenzen ab Erwartungswerten < 104, einer
Ubereinstimmung von > 30 % und einer Sequenzabdeckung von > 65%
angenommen.

Die Erstellung eines MAFFT-Alignments (,Multiple Alignment using Fast Fourier
Transform®) erfolgte mit dem Programm Unipro UGENE. Als Einstellung wurde
eine strikte Ubereinstimmung (,consensus type“) gewahlt, mit einem

Schwellenwert von 90%.

2.2.6 Titration der P. aeruginosa oder S. Typhimurium Keimzahl zur
Infektion von G. mellonella

Um eine geeignete P. aeruginosa sowie S. Typhimurium Infektionsdosis flr
weitere Versuche zu ermitteln, wurde eine Titration verschiedener Keimzahlen
durchgefuhrt. Dazu wurden Larven mit je 10 pL einer Bakterienldsung systemisch
infiziert. Die Infektionsdosen pro Larve sind in den Tabellen 7 und 8 zu finden.
Einer Kontrollgruppe wurde PBS-L6sung injiziert. Fur funf aufeinanderfolgende
Tage wurden die Tiere bei 37 °C in Dunkelheit inkubiert und taglich auf
Lebendigkeit kontrolliert. Die Auswertung erfolgte mit der Anwendung ,survival®

der Software GraphPad 8 Prism.

Tabelle 7: Verwendete Infektionsdosen P. aeruginosa Titration

Konzentration Bakterienzahl pro Tier Anzahl Tiere
5 x 10%/ mL 5 24
103/ mL 10 23
2,5 x 103/ mL 25 23
5 x 103/ mL 50 23
PBS - 23
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Tabelle 8: Verwendete Infektionsdosen S. Typhimurium Titration

Konzentration Bakterienzahl pro Tier Anzahl Tiere
104/ mL 102 12
10% mL 103 12
108/ mL 104 12
107/ mL 10° 12
108/ mL 108 12
PBS - 12

2.2.7 Bestimmung koloniebildender Einheiten (KbE) aus G. mellonella
Hamolymphe

G. mellonella Larven wurden mit je 10 yL PBS-Lésung, die S. Typhimurium
(105 mL) oder P. aeruginosa (5x10%/ mL) enthielt, systemisch infiziert. Nach
15 min sowie nach 2, 3, 4, 6 und 24 h Inkubationszeit bei 37 °C wurde bauchseitig
Hamolymphe entnommen. Dazu wurde mit einer Nadelspitze die Haut an der
Bauchseite vorsichtig verletzt und 13 uL der austretenden Hamolymphe mittels
Pipettenspitze abgenommen. Die Hamolymphe wurde in 117 pL IPS geldst und
mehrere Verdinnungen im Abstand von je einer Zehnerpotenz angefertigt, um
spater eine genaue Auszahlung zu gewahrleisten. Es wurden 100 pL pro
Verdinnungsstufe auf Columbia-Blutagar ausplattiert. Die Agarplatten wurden
24 h bei 37 °C unter aeroben Bedingungen inkubiert. Nach der Inkubation wurden
die gewachsenen Kolonien ausgezahlt und das Ergebnis in KbE pro 10 uL

Hamolymphe angegeben.

2.2.8 Bestimmung der Haimozytenzahl in G. mellonella Hamolymphe

G. mellonella Larven wurden mit je 10 yL PBS-L6sung, die S. Typhimurium
(105 mL) oder P. aeruginosa (5x10%/ mL) enthielt, systemisch infiziert.
AuRerdem wurde Larven als Kontrollgruppe (Mock) lediglich 10 yL PBS injiziert.
Nach 2, 4, 6, 8 sowie 24 h Inkubation bei 37 °C und Dunkelheit erfolgte eine
bauchseitige Abnahme von 10 yL Hamolymphe von den stimulierten Tieren.
Aulerdem wurde nicht-stimulierten, nativen Tieren als weitere Kontrollgruppe

Hamolymphe abgenommen. Die Hamolymphe wurde in 90 uL IPS-Puffer
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gegeben. Der IPS-Puffer sowie das Kihlen der Reaktionsgefale auf Eis
hemmen die Reaktion der Phenoloxidase. Eine Reaktion der Phenoloxidase
ware an einer schwarzen Verfarbung der Losung zu erkennen. Die Anzahl der
Hamozytenzellen wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Dabei
wurden alle runden Zellen gezahlt, eine Bestimmung der Zellart erfolgte nicht.

Entrundete Zellen oder Zelltrimmer wurden nicht mitgezahit.

2.2.9 Genexpressionsanalyse G. mellonella durch qRT-PCR

Es handelt sich bei der quantitativen Reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (QRT-PCR) um eine erweiterte Form der herkdmmlichen PCR.
Die zuvor isolierte RNA wird hierbei mithilfe der reversen Transkriptase in cDNA
umgeschrieben, welche in den darauffolgenden Zyklen der gPCR vervielfaltigt
und quantifiziert wird. Die Quantifizierung erfolgte durch den Einsatz eines in
doppelstrangige DNA interkalierenden Fluoreszensfarbstoffs, dem SYBR®Green
(Qiagen) (Zipper et al., 2004).

FUr die Genexpressionsanalyse wurden G. mellonella Larven mit 10 pL
P. aeruginosa (5x10%/ mL) oder S. Typhimurium (10% mL) infiziert. AuRerdem
wurden Mock-Kontrollen je 10 uL PBS gespritzt. Die Durchfihrung der Infektion

erfolgte wie bereits in 2.2.2 beschrieben.

Die mit E. coli (107/ mL) bzw. S. aureus (10%/ mL) infizierten Larven entsprechen
den Proben aus 2.2.3. Von einem Teil der in 2.2.3 zerriebenen G. mellonella
Larven wurde mittels RNeasy Kit (Qiagen) RNA isoliert und fur die mRNA-Seq
verwendet. Das restliche Pulver wurde hier weiter fur die qRT-PCR Messungen
verwendet, bei dem die RNA-Isolation mittels einer TRIzol-basierten Methode
erfolgte (2.2.9.1).

2.2.9.1 RNA-Isolation
Zur RNA-Isolation wurde ein TRIzol-basiertes Protokoll (Sigma-Aldrich)

verwendet. Dazu wurden G. mellonella mit flissigem Stickstoff schockgefroren,
mit einem Pistill zerrieben und in 1 mL TRIzol gegeben. Nach einer Stunde
Inkubationszeit wurden die Proben gevortext und bei 8.000 x g fur 15 min bei
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefall gegeben und mit 200 uL 1-Bromo-3-chloropropan (BCP, Sigma-
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Aldrich) versetzt. Nach sorgfaltigem vortexen wurde die Probe zunachst 5 min
bei RT und anschlieBend 10 min auf Eis inkubiert. Die Proben wurden
anschlieRend bei 18.000 x g fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand
in ein neues Reaktionsgefal® gegeben. Nach Zugabe von 500 uL Isopropanol
wurden die Proben fur 5 min invertiert und erneut bei 18.000 x g flr 15 min bei
4 °C zentrifugiert. Nach Abnehmen des Uberstands wurden zum Waschen des
Pellets 500 pL 75% Ethanol zugegeben, gevortext und bei 18.000 x g fir 15 min
bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet an der Luft
getrocknet. Das Pellet wurde in 100 yL H20 mit RNasin (Promega) (Verhaltnis
1:50) geldst und auf Eis inkubiert. Die Qualitat und Konzentration der isolierten
RNA wurde via NanoDrop™ One (Thermo Fisher Scientific) gemessen. Um DNA-
Verunreinigungen der Proben zu entfernen, wurde nach der RNA-Isolation ein
DNase-Verdau durchgefiihrt. Verwendet wurde das DNA-free™ Kit, Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific. Bis zum Einsatz in der gRT-PCR wurden die Proben
bei -80 °C gelagert.

2.2.9.2 Primererstellung

Um Primer fur die quantitative RT-PCR zu erstellen, wurde das Primer-BLAST
design tool des NCBI verwendet. Die Oligonukleotide wurden von Biomers.net
GmbH 2020 produziert. Anhand eines G. mellonella-RNA-Probenpools wurde
mittels qRT-PCR die Spezifitat sowie die Amplifikationseffizienz gepruft. In

Tabelle 6 sind die verwendeten Oligonukleotidsequenzen aufgelistet.

2.2.9.3 Durchfuhrung der gqRT-PCR
Zunachst wurde fur alle Proben zusammen ein Mastermix pipettiert (Tabelle 9).
Anschlieend wurden 100 ng RNA-Probe pro Well auf die 96-Well-Platte

aufgetragen und 9 pL des Mastermix hinzu pipettiert. Zur Bestimmung der

Amplifikationseffizienz wurden aus einem G. mellonella-RNA-Probenpool
Standards vier Mal in einer 1:5 Verdunnungsreihe verdunnt und eingesetzt.
Aulerdem wurde eine Negativkontrolle eingesetzt, bei der die RNA-Probe durch
Wasser im entsprechenden Volumenanteil ersetzt wurde. Die gqRT-PCR wurde
im LightCycler® 480 SW 1.5 (Roche) durchgefihrt (Tabelle 10). Zur

Quantifizierung der entstehenden PCR-Produkte wurde das QuantiFast
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SYBR®Green gqRT-PCR Kit (Qiagen) nach Herstelleranweisung verwendet. Die
Spezifitat der Reaktion wurde durch die Analyse der Schmelzkurven bestimmt.
Dazu werden im Anschluss des gRT-PCR Durchlaufs die doppelstrangigen PCR-
Produkte durch Erhitzung auf bis zu 95 °C wieder in Einzelstrange
aufgeschmolzen. Hierbei wird folglich auch das SYBR®Green wieder freigesetzt.
Durch die Messung der Fluoreszenzabnahme kann die Schmelztemperatur des
PCR-Produkts bestimmt werden. Dabei unterscheiden sich die Schmelzpunkte
von spezifischen und unspezifischen Genprodukten, beispielsweise weisen
unspezifische Primerdimere geringere Schmelztemperaturen als spezifische
PCR-Produkte auf.

Tabelle 9: Mastermix qRT-PCR

Reagenz Pro Probe
QuantiFast SYBR®Green qRT-PCR Master MIX 5uL
Forward Primer 0,1 yL
Reverse Primer 0,1 yL
Nucleasefreies Wasser 3,7 uL
QuantiFast RT Mix (Reverse Transkriptase) 0,1 uL
Gesamt 9 uL

Tabelle 10: Programm qRT-PCR

Zyklen Temperatur Dauer

Reverse Transkription 1 50 °C 10 min

Denaturierung 1 95 °C 5 min

Amplifikation 40 95 °C 10 sek

60 °C 30 sek

Schmelzkurve 1 46 °C 0,06 °C/ sek
95 °C

Kuhlung 1 40 °C -
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2.2.9.4 Quantitative RT-PCR Auswertung
Die Auswertung der qRT-PCR erfolgte semiquantitativ mit Hilfe der 222¢'-Methode

(Livak und Schmittgen, 2001). Hierfur wird ein Referenzgen bendtigt, das
konstitutiv exprimiert und weder in der stimulierten noch in der Kontrollprobe
reguliert wird (sog. ,Housekeepinggen®). Hierzu wurde Ubiquitin eingesetzt. Als
Kontrollproben wurden PBS-stimulierte G. mellonella verwendet. Der Ct-Wert
(cycle threshold) stellt den Zyklus der PCR dar, bei dem die Fluoreszensintensitat
des SYBR®Greens eine bestimmte Schwelle liberschreitet. Der Ct-Wert ist also
umgekehrt proportional zu Konzentration des Transkriptes. Je mehr Transkript in
der Probe vorhanden war, desto friher Uberschreitet die Fluoreszenzintensitat
des SYBR®Greens den Schwellenwert und desto kleiner ist demnach der Ct-
Wert.

Berechnung durch die AAct-Methode:

ACt = CtTestgen - CtUbiquitin

AACt = ACtstimutation — ACtkontrotie

Ratio = 27AAct

An der Zahl 2 wird ersichtlich, dass von einer idealen Amplifikationseffizienz, also
der konstanten Verdopplung der Genprodukte in jedem Zyklus, ausgegangen
wird. Durch das Einsetzen der tatsachlichen Effizienz der jeweiligen Paarung
kénnen unterschiedliche Bindungsaffinitaten der Primer ausgeglichen werden.
Damit die Spezifizitat der Reaktion dabei nicht vernachlassigt wird, wurden nur
Messungen mit Effizienzen zwischen 1,8 und 2,2 akzeptiert. Die Effizienz der

Reaktion berechnet sich nach folgender Formel:

_1
E=10m

m 2 Steigung der Standardkurve
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Die relativen transkriptionellen Unterschiede wurden schlieBlich nach folgender

Formel berechnet:

ETestgen

Ct(Kontrolle)ypiquitin— Ct(Stimulation)ypiquitin

R =

EUbiquitin

2.2.10 Zellkultur

2.2.10.1 Anzucht der Raw 264.7 Zellen
Die Kultivierung der Raw 264.7 Maus Makrophagen erfolgte im unter 2.1.5.3
bereits beschriebenen Medium im Inkubator bei 37 °C und 5% CO.. Alle 2-3 Tage

wurde das Medium erneuert. Falls mehr als 80% der Kulturflasche bedeckt

waren, wurden die Zellen aufgeteilt.

2.210.2 Vorbereitung der Zellen fir die Infektion

Die Zellen wurden mittels Zellschaber in das Medium abgekratzt. Das die Zellen

enthaltende Medium wurde bei 300 x g fur 5 min zentrifugiert und der Uberstand
abgesaugt. Das Pellet wurde in frischem Medium resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde mit Trypanblau in einer 1:20 Verdlnnung gefarbt. Zur
Bestimmung der Zellzahl wurde die Suspension in eine Neubauer-Zahlkammer
gegeben und unter dem Lichtmikroskop die Zellzahl pro Milliliter bestimmt.
Trypanblau wird nur von abgestorbenen Zellen aufgenommen. Lebende Zellen
nehmen den Farbstoff nicht auf. So kann sichergestellt werden, dass nur intakte
Zellen mitgezahlt werden. Es wurden 2 x 108 Zellen pro Well in 6-Well-Platten

ausgesat und die Zellen Uber 24 h zum Anwachsen in den Inkubator gegeben.

2.2.10.3 Infektion der Raw 264.7 Zellen

Am Versuchstag wurde das Medium durch frisches Medium, das kein

Penicillin/Streptomycin enthielt, ersetzt und nochmals 2 h inkubiert, um restliche

Spuren des Antibiotikums aus den Zellen zu entfernen. Anschliel3end erfolgte die
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Infektion der Zellen. Hierzu wurde das Medium durch Medium ersetzt, das
S. Typhimurium bzw. P. aeruginosa in einer MOI (multiplicity of infection) von 1
enthielt. Dies bedeutet, dass gleich viele Bakterien wie Zellen im
Reaktionsansatz vorhanden waren, das Infektionsverhaltnis betrug also 1:1. Die
infizierten Zellen wurden bei 37 °C und 5 % COz2 inkubiert. Nach 1 h erfolgte die
Abtétung der Bakterien im Medium durch Zugabe von 2 pL Gentamicin
(10 pg/ mL).

22104 Probengewinnung

Die Probengewinnung erfolgte nach 0O, 2, 3, 4, 6 und 24 h. Hierbei wurden die
Zellkulturiberstande aus den Wells in Spitzboden-Rdohrchen pipettiert und far
1 min bei 4 °C und 10 000 x g zentrifugiert. Die Uberstande wurden anschlieend

in ein neues Spitzboden-Réhrchen gegeben und bei -20 °C eingefroren.

Die Reste des in den Wells verbliebenen Uberstands wurden vollstéandig
abgesaugt. Es wurden 500 pL PBS-Lésung pro Well hinzugegeben und die
adharenten Zellen mittels Zellschaber in die PBS-Losung abgekratzt. Die nun in
PBS suspendierten Zellen wurden in Spitzboden-Roéhrchen pipettiert. Zur Lyse
der Zellen wurde die Suspension je drei Mal eingefroren und unter griindlichem
vortexen wieder aufgetaut. Um Uberschissige Zellbestandteile zu entfernen,
wurde 5 min bei 5000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand, der den lysierten

Zellinhalt enthielt, wurde abgenommen und bei -20 °C eingefroren.

2.2.10.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Durchfuhrung der ELISA Messungen erfolgte nach Herstelleranweisung des

jeweiligen Kits. Zum Waschen der Platten wurde ein Waschgerat (Tecan M8/4R
Columbus Plus) verwendet. Die Messungen erfolgten im Absorptions-
Mikroplatten-Reader fur ELISA TECAN infinite F50 und der Software Magellan
for 50.

2.2.11 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software GraphPad
Prism 8. Durch einen Kolmogorov-Smirnov Test wurde bestimmt, ob eine

Normalverteilung der Daten vorlag. Bei zwei zu vergleichenden Gruppen wurde,
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sofern eine Normalverteilung vorlag, ein Welchs-t-test angewandt, bei nicht
normalverteilten Daten wurde ein Mann-Whitney-Test durchgefuhrt. Bei
unterschiedlichen Standardabweichungen in den zu vergleichenden Gruppen
wurde eine Wells-Korrektur durchgefihrt. Um mehr als zwei Gruppen
miteinander zu vergleichen, wurde je nach Anzahl der zu analysierenden
Faktoren eine einfaktorielle oder multiple Varianzanalyse (one-way bzw. two-way
ANOVA) durchgeflnhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Galleria mellonella Genexpressionsanalyse durch mRNA-Seq
Profilierung

Durch die Sequenzierung der mRNA einer Zelle (mRNA-Seq) kann eine
Momentaufnahme der zu diesem Zeitpunkt transkribierten Gene geschaffen
werden. Sie eignet sich somit als Blick in die Zellen eines Organismus und erlaubt
damit eine Analyse der Genaktivitat beispielsweise nach einer Infektion. Bereits
vor Beginn dieser Arbeit wurde durch Dr. rer. nat. Anna Lange, AG Frick bei
G. mellonella Larven eine systemische Infektion mit E. coli, S. aureus sowie
C. albicans durchgefliihrt und nach 3 h Inkubationszeit die RNA aus den Larven
isoliert. Als Negativkontrolle wurde Larven PBS injiziert und die RNA isoliert. Die
Durchfuhrung der mRNA-Seq dieser Proben sowie die bioinformatische
Aufarbeitung erfolgte durch das Institut fir Medizinische Genetik und
Angewandte Genomik des Universitatsklinikums Tubingen. Auf dem daraus

resultierenden Datensatz basiert der folgende Teil der Arbeit.

Die Anzahl der regulierten Gene fir die jeweilige Versuchsbedingung ist in
Tabelle 11 zusammengefasst. Bei der Versuchsbedingung der E. coli Infektion
war bei 1.134 Genen eine vermehrte Transkription durch G. mellonella messbar
(Hochregulation). 1.336 Gene wurden in den E. coli stimulierten Larven im
Vergleich zu den PBS stimulierten Larven weniger stark transkribiert
(Herabregulation). Nach einer Infektion mit S. aureus waren 660 Gene hoch- und
657 Gene herunterreguliert. Eine Infektion mit C. albicans verursachte lediglich
in 209 Fallen eine Hoch- und in 125 Fallen eine Herabregulation. Daher wurde
mit den Ergebnissen der beiden Bakterien weitergearbeitet. In dieser Arbeit
wurde im weiteren Verlauf auRerdem vorrangig auf Gene eingegangen, die

hochreguliert waren.
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Tabelle 11: Genexpression nach Infektion
Anzahl der regulierten Gene 3 h nach einer systemischen Stimulation von G. mellonella Larven
mit C. albicans (102/ Larve), E. coli (10% Larve) oder S. aureus (10%/ Larve).

Stimulus Beschreibung Hoch- Herab- Gesamt
regulation regulation

C. albicans Effekt der C. albicans Infektion 209 125 334

E. coli Effekt der E. coli Infektion 1.134 1.336 2470

S. aureus Effekt der S. aureus Infektion 660 657 1.317

3.1.1 Regulation von Muster-Erkennungs-Rezeptoren nach Infektion

Muster-Erkennungs-Rezeptoren (pattern recognition receptors (PRRs)) sind
Strukturen, die Oberflachenmerkmale von Mikroorganismen anhand von
Mikroben-assoziierten molekularen Mustern (MAMPs) bzw. Pathogen-
assoziierten molekularen Mustern (PAMPs) erkennen und binden kénnen. In
Tabelle 12 sind G. mellonella PRRs-Gene aus dem mRNA-Seq Datensatz
dargestellt, die 3 h nach der systemischen Infektion reguliert waren. Sieben
Peptidoglykan-Erkennungs-Proteine waren hochreguliert, bei einer Isoform
wurde dabei allerdings das Signifikanzniveau von p < 0,05 nicht unterschritten.
Es wurden insgesamt neun Toll-like Rezeptoren reguliert, wovon drei nur bei der
E. coli Versuchsbedingung hochreguliert waren, nicht jedoch bei der S. aureus
Versuchsbedingung. Zwei der Toll-ike Rezeptoren waren nach beiden
Infektionen vermindert exprimiert. Hemolin war besonders stark hochreguliert.
Interessanterweise waren die beiden Beta-1,3-Glucan-Erkennungs-Proteine nur
bei E. coli infizierten Proben hochreguliert, bei S. aureus infizierten Proben fand

keine Regulation statt.
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Tabelle 12: Regulation Muster-Erkennungs-Rezeptoren
Regulation von Muster-Erkennungs-Rezeptoren 3 h nach systemischer Infektion von
G. mellonella Larven mit E. coli (105/ Larve) bzw. S. aureus (104 Larve).

Beschreibung E. coli S. aureus

logFC PValue Effekt logFC PValue Effekt

Peptidoglykan-Erkennungs-Proteine

PREDICTED: peptidoglycan recognition
protein-like [Amyelois transitella]
peptidoglycan recognition protein-like,
partial [Galleria mellonella]
PREDICTED: peptidoglycan recognition
protein-like [Papilio machaon]

PREDICTED: peptidoglycan recognition
protein-like [Amyelois transitella]
peptidoglycan recognition protein-like,
partial [Galleria mellonella]
PREDICTED: peptidoglycan recognition
protein-like [Papilio machaon]

uncharacterized protein LOC113515206
[Galleria mellonella]

peptidoglycan recognition protein B
[Antheraea pernyi]
peptidoglycan-recognition protein LB-like
[Helicoverpa armigera]

uncharacterized protein LOC113515206
[Galleria mellonella]
peptidoglycan-recognition protein-S
[Galleria mellonella]
peptidoglycan-recognition protein-LB,
partial [Galleria mellonella]
peptidoglycan-recognition protein LB-like
[Galleria mellonella]

peptidoglycan recognition protein D
[Helicoverpa armigera]
peptidoglycan-recognition protein LB-like
[Helicoverpa armigera]

PREDICTED: peptidoglycan recognition
protein-like [Amyelois transitella]
peptidoglycan recognition-like protein B,
partial [Galleria mellonella]

PREDICTED: peptidoglycan recognition
protein-like [Papilio machaon]
peptidoglycan-recognition protein SB2-like
isoform X3 [Galleria mellonella]
peptidoglycan-recognition protein SB2-like
isoform X2 [Galleria mellonella]
peptidoglycan-recognition protein SB2-like
isoform X1 [Galleria mellonella]

3x104 up | 4,89 0,006 up

6,26 0,0046 up 3,03 0,0687

586 10° up 372 10% up

571  2x10% up | 3,33 0,0034 up

563 107 up 1,12 0,001  up

5,39 0,0571 4,17 0,1088

236 4x10° up 1,55 8x10%  up
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Tabelle 12, Fortsetzung 1:

Beschreibung E. coli S. aureus

logFC PValue Effekt logFC PValue Effekt

Hemolin

hemolin-like [Galleria mellonella]
PREDICTED: hemolin-like [Amyelois
transitella]

hemolin [Heliothis virescens]
hypothetical protein B5V51_93 [Heliothis
virescens]

587 2x10° up 3,97 3x10% up

Toll-like Rezeptoren

protein toll-like, partial [Galleria mellonella]
protein toll-like [Galleria mellonella]

protein toll-like, partial [Galleria mellonella] 2,20 0,002 up 0,85 0,1310

uncharacterized protein LOC113514683,
partial [Galleria mellonella] 1,86 0,009 up 1,03 0,1007
protein toll-like, partial [Galleria mellonella]

toll-like receptor 13, partial [Galleria
mellonella]

protein toll-like, partial [Galleria mellonella]

hypothetical protein evm_013120 [Chilo

suppressalis] 1,38 0,0205 up 1,15 0,0437 up
uncharacterized protein LOC113509183

[Galleria mellonella]

protein toll-like, partial [Galleria mellonella]

PREDICTED: protein toll-like [Amyelois

transitella] 1,34 0,0172 up 1,13 0,0364 up
hypothetical protein evm_013120 [Chilo
suppressalis]

toll-like receptor 7 [Galleria mellonella]
toll-like receptor 7 [Helicoverpa armigera]
PREDICTED: slit homolog 2 protein-like
[Amyelois transitella]

toll-like receptor Tollo [Galleria mellonella]
PREDICTED: slit homolog 3 protein
[Amyelois transitella]

toll protein 8 [Leguminivora glycinivorella]

uncharacterized protein LOC113514683,
partial [Galleria mellonella]

protein toll-like, partial [Galleria mellonella]
protein toll-like [Galleria mellonella]

2,46 0,0027 up 0,77 0,2285

1,86 3x10% up 1,97 2x10% up

-1,66 0,0036 down -1,29 0,0137 down

-2,21 0,004 down -1,49 0,0278 down

1,11 0,1584 3,29 0,0018 up
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Tabelle 12, Fortsetzung 2:

Beschreibung E. coli

S. aureus

logFC PValue Effekt logFC PValue Effekt

Beta-1,3-glucan-Erkennungs-Proteine

hypothetical protein evm_006509 [Chilo
suppressalis]

beta-1,3-glucan-binding protein-like
[Helicoverpa armigera]

RecName: Full=Beta-1,3-glucan-binding
protein; Short=BGBP; AltName: Full=Beta-
1,3-glucan recognition protein;
Short=BetaGRP; AltName: Full=Gram
negative bacteria-binding protein; Flags:
Precursor

uncharacterized protein LOC113498223
[Trichoplusia ni]

beta-1,3-glucan recognition protein
precursor [Galleria mellonella]
PREDICTED: beta-1,3-glucan-binding
protein-like [Amyelois transitella]
hypothetical protein B5V51_2038 [Heliothis
virescens]

346 10° up 0,97

2,30 3x10° up 0,81

0,0901

0,0247
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3.1.2 Hochregulation Antimikrobieller Peptide nach Infektion

Antimikrobielle Peptide (AMPs) sind ein Bestandteil der humoralen
Immunantwort von G. mellonella. In Tabelle 13 ist die Regulation von AMPs
aufgelistet. Es wurden drei Gloverin Gene reguliert. Eine Isoform wurde bei
Infektion mit E. coli sowie bei Infektion mit S. aureus als deutlich hochreguliert
gemessen. Zwei weitere Gloverin-lsoformen zeigten sich nur in der
Versuchsbedingung der E. coli Infektion hochreguliert. AulRerdem wurden zwei
Lysozym-Gene reguliert. Die eine Lysozym-lsoform wurde bei beiden
Versuchsbedingungen hochreguliert, die weitere Lysozym-Isoform wurden nur in
der mit E. coli infizierten Gruppe hochreguliert. Weitere in der Literatur
beschriebene G. mellonella AMPs wie beispielsweise Cecropin, Galiomycin,

Gallerimycin oder Moricin konnten 3 h nach der Infektion nicht gemessen werden.

Tabelle 13: Regulation Antimikrobieller Peptide
Regulation der antimikrobiellen Peptide Gloverin und Lysozym 3 h nach systemischer Infektion
von G. mellonella Larven mit E. coli (10% Larve) bzw. S. aureus (10%/ Larve).

Beschreibung E. coli S. aureus
logFC PValue Effekt logFC PValue Effekt

Gloverin

hypothetical protein evm_009769 [Chilo
suppressalis]

gloverin [Chilo suppressalis]
gloverin-like protein [Antheraea mylitta]

10° up 440 00004 up

gloverin-like [Galleria mellonella]
PREDICTED: gloverin-like [Amyelois 3,56 0,0254 up 0,42 0,7404
transitella]

gloverin-like [Galleria mellonella]
PREDICTED: gloverin-like [Amyelois 3,43 0,0247 up 1,10 0,3787
transitella]

Lysozym

lysozyme [Galleria mellonella]
RecName: Full=Lysozyme; AltName:
Full=1,4-beta-N-acetylmuramidase
lysozyme-like [Galleria mellonella]

3,46 0,0106 up 1,30 0,2311

uncharacterized protein LOC113509430

isoform X2 [Galleria mellonella]

lysozyme-like [Trichoplusia ni] 1,51 0,0011 up 2,39 4x10° up
uncharacterized protein LOC113499265

[Trichoplusia ni]
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3.1.3 Hochregulation des Insekten Metalloproteinase-Inhibitor Proteins
(IMPI) nach Infektion

Es wurden zwei Transkripte des Induzierbaren Metalloproteinase-Inhibitor

Proteins detektiert (Tabelle 14). Beide IMPI Isoformen wurden 3 h nach der

Infektion mit E. coli sowie nach der Infektion mit S. aureus deutlich hochreguliert.

Die Regulation fiel dabei in der Gruppe der E. coli Infektion starker aus als in der

Gruppe der S. aureus Infektion.

Tabelle 14: Regulation IMPI
Regulation des Insekten Metalloproteinase-Inhibitor Proteins 3 h nach systemischer Infektion von
G. mellonella Larven mit E. coli (105/ Larve) bzw. S. aureus (10%/ Larve).

Beschreibung E. coli S. aureus
logFC PValue Effekt logFC PValue Effekt

inducible metalloproteinase inhibitor protein-
like [Galleria mellonella]

PREDICTED: venom peptide BmKAPI-like
[Amyelois transitella]

venom peptide BmKAPI-like [Spodoptera
litura]

411 4x10% up | 252 2x10% up

inducible metalloproteinase inhibitor protein-

like [Galleria mellonella]

zonadhesin-like [Galleria mellonella] 4,08 0,001 up 3,05 | 0,005 up
Serine protease inhibitor 28, partial

[Operophtera brumatal]
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3.1.4 Regulation des Enzyms Stickoxid-Synthase (NOS) nach Infektion

Vom Enzym Stickoxid-Synthase wurden drei Transkripte detektiert (Tabelle 15).
Nach der E. coli Infektion waren zwei dieser drei Transkripte signifikant
hochreguliert. Nach einer Infektion mit S. aureus war ein Transkript signifikant

hochreguliert.
Tabelle 15: Regulation NOS

Regulation des Enzyms Stickoxidsynthase (NOS) 3 h nach systemischer Infektion von
G. mellonella Larven mit E. coli (10% Larve) bzw. S. aureus (104 Larve).

Beschreibung E. coli S. aureus

logFC PValue Effekt logFC PValue Effekt

nitric oxide synthase-like isoform X2 [Galleria

mellonella]

nitric oxide synthase-like isoform X1 [Galleria 2,12 0,1505 0,64 10,6382
mellonella]

nitric oxide synthase [Manduca sexta]

nitric oxide synthase-like isoform X2 [Galleria
mellonella]

nitric oxide synthase-like isoform X1 [Galleria
mellonella]

PREDICTED: nitric oxide synthase-like
[Amyelois transitella]

nitric oxide synthase-like isoform X1 [Galleria
mellonella]

nitric oxide synthase-like isoform X2 [Galleria 2,56 0,0027 up 245 0,0034 up
mellonella]

nitric oxide synthase [Manduca sexta]

0,0275 up -0,70 0,6125

3.1.5 Hochregulierte Sequenzen unbekannter Funktion

Eine Schwierigkeit der Genexpressionsanalyse mit der mRNA-Seqg-Methode ist
die Zuordnung der detektierten Sequenzen zu ihrer Funktion im jeweiligen
Organismus. Dies gelang bei 323 hochregulierten Sequenzen der mit E. coli
infizierten Larven sowie bei 213 der mit S. aureus infizierten Larven nicht. In der
Abbildung 1 ist dargestellt, in welchem logFC-Bereich sich wie viele der
unbekannten hochregulierten Gene befinden. Es ist deutlich zu erkennen, dass
sich die Uberwiegende Mehrheit der hochregulierten Gene mit unbekannter
Funktion bei beiden Versuchsbedingungen in einem schwach regulierten Bereich
mit logFC < 2 befindet. Es ist jedoch auch sichtbar, dass es noch unbekannte
Gene gibt, die im Rahmen einer Infektion sehr stark reguliert werden. So konnten
beispielsweise in der Versuchsbedingung der E. coli Infektion 42 Gene detektiert
werden, die um logFC Werte > 5 hochreguliert waren. In der S. aureus

Versuchsbedingung zeigten sich 18 Gene um logFC Werte > 5 reguliert.
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Abbildung 1: Anzahl unbekannter, hochregulierter Gene nach E. coli bzw. S. aureus
Infektion

Die Anzahl der nach systemischer Infektion hochregulierten G. mellonella Gene unbekannter
Funktion wurden gegenlber dem logFC-Wert aufgetragen. (A) Infektion mit E. coli (n=323).
(B) Infektion mit S. aureus (n=213).

3.1.6 Ausgewahlte Sequenzen zur naheren Untersuchung

Von besonderem Interesse flr die Humanmedizin sind die G. mellonella Gene,
die auch im menschlichen Organismus vorkommen und hier eine Rolle im
Immunsystem spielen. Aus diesem Grund wurden in den mRNA-Seqg-Daten
Gene bestimmt, die eine deutliche Hochregulation nach beiden Infektionen
aufwiesen und fir die in der Literatur bereits Hinweise auf eine Rolle im humanen

oder murinen Immunsystem vorhanden sind.
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In Tabelle 16 sind vier G. mellonella Transkripte aus dem RNA-Seq Datensatz
aufgelistet, deren Regulation nach systemischen Infektionen mittels gRT-PCR
weiter untersucht werden soll. lhnen ist die Hochregulation nach Infektion mit
E. coli bzw. S. aureus sowie die vermutete Rolle im Immunsystem von
G. mellonella, M. musculus und H. sapiens gemeinsam. Die
Aminosauresequenzen der Transkripte sind in Tabelle 21 im Anhang zu finden.
Durch gqRT-PCR Messungen sollen die Zeitpunkte erweitert sowie die Daten

durch Infektionen mit weiteren Bakterien erganzt werden.

Tabelle 16: Zur ndheren Untersuchung ausgewahlte Sequenzen
Regulation der Gene ACER1, CHI3L1, MRC1 und SERPINB1 3 h nach systemischer Infektion
von G. mellonella Larven mit E. coli (10% Larve) bzw. S. aureus (10%/ Larve).

Verwendetes Kiirzel und Beschreibung E. coli S. aureus

logFC Pvalue Effekt logFC PValue Effekt

ACER1

alkaline ceramidase isoform X1 [Galleria
mellonella]

alkaline ceramidase isoform X2 [Galleria
mellonella]

alkaline ceramidase [Bombyx mori]
CHI3L1

chitinase-3-like protein 1 [Galleria mellonella]
PREDICTED: probable chitinase 2 [Papilio
polytes]

PREDICTED: probable chitinase 2 [Papilio
machaon]

MRC1

macrophage mannose receptor 1-like [Galleria
mellonella]

PREDICTED: uncharacterized protein 3,33 6x10* up 2,63 0,0024 up
LOC105394158 isoform X1 [Plutella xylostella]
PREDICTED: uncharacterized protein
LOC105394158 isoform X3 [Plutella xylostella]

SERPINB1

leukocyte elastase inhibitor-like [Galleria
mellonella]

PREDICTED: antichymotrypsin-2-like [Amyelois = 3,83 1077 up 246 4x10% up
transitella]

hypothetical protein B5V51_7444 [Heliothis
virescens]

0,0127  up 5,57  0,0342 up

2x10%4  up 2x10%  up
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3.1.7 G. mellonella, M. musculus und H. sapiens weisen homologe
Proteinsequenzen auf

Um mogliche evolutionare Beziehungen der vier G. mellonella Gene (Tabelle 16)
mit M. musculus und H. sapiens zu ermitteln, wurde ein Sequenzvergleich auf
Proteinebene mittels BLASTX durchgefuhrt (Tabelle 17). Die G. mellonella
Aminosauresequenzen stammen aus den DNA-Seq Daten und sind im Anhang
zu finden (Tabelle 21). Die Vergleichssequenzen von M. musculus und
H. sapiens stammen aus der Datenbank des NCBI und sind Uber ihre Kennung

(Accession) abrufbar.

Die hochste Ubereinstimmung besteht zwischen dem Protein Alkaline-
Ceramidase 1 (ACER1) aus G. mellonella und lIsoformen von ACER von
M. musculus und H. sapiens. Interessanterweise war eine hohere Identitat
zwischen G. mellonella ACER1 und M. musculus bzw. H. sapiens ACER2 als
zwischen G. mellonella ACER1 und M. musculus bzw. H. sapiens ACER1 zu
beobachten. Bei einer Sequenzabdeckung (query coverage) von 97% gegenuber
der M. musculus und 98% gegenlUber der H. sapiens Sequenz war das
G. mellonella Protein ACER1 zu 47% identisch mit den M. musculus und
H. sapiens ACER?2 Isoformen. Der Erwartungswert (E-value) des Vergleichs von
ACER1 aus G. mellonella und ACER2 aus M. musculus betrug 2 x 10-56 und fiir
den Vergleich mit ACER2 aus H. sapiens 6 x 10-%°. Auch die M. musculus und
H. sapiens Isoformen ACER1 und ACER3 erreichten im Vergleich zur
G. mellonella ACER1-Sequenz E-values < 10%. Somit wurde Homologie

zwischen allen untersuchten Sequenzen angenommen.

Das G. mellonella Protein Chitinase-3-like Protein 1 (CHI3L1) war bei einer
Sequenzabdeckung von 67% zu 37% identisch mit CHI3L1 Sequenzen von
M. musculus bzw. H. sapiens. Die E-values betrugen dabei 3 x 1053 fiir den
Vergleich mit CHI3L1 aus M. musculus und 7 x 1056 fiir den Vergleich mit CHI3L1
aus H. sapiens. Die Sequenzen kénnen somit als homolog bezeichnet werden.
Zwei weitere M. musculus CHI3L1 Isoformen (CHI3L1 Isoform 2; putative
Chitinase precursor) und eine weitere H. sapiens CHI3L1 Isoform (CHI3L2)
wiesen Vergleichswerte in ahnlichen Bereichen auf und sind damit ebenfalls als

homolog anzusehen.
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Es waren drei Isoformen des G. mellonella Proteins Makrophagen-Mannose-
Rezeptor 1 nach der Infektion mit E. coli bzw. S. aureus reguliert (1 MRCA1,
2 MRC1, 3 MRC1). Das Protein 1 MRC1 war bei einer Sequenzabdeckung von
72% zu 40% identisch mit M. musculus MRC1 und zu 41% identisch mit
H. sapiens MRC1 messbar. Die E-Werte lagen bei 4 x 10-1° fiir den Vergleich mit
M. musculus MRC1 und bei 3 x 10-"° fiir den Vergleich mit H. sapiens MRC1. Die
Sequenzen sind demnach homolog. AuRerdem ist eine weitere M. musculus
Isoform (CD209 antigen-like Protein E) als homolog zu G. mellonella MRC1
anzunehmen. Fur die zweite G. mellonella Isoform konnten keine homologen
Sequenzen in M. musculus bzw. H. sapiens gefunden werden. Fir das
G. mellonella Protein 3 MRC1 konnten je zwei homologe M. musculus und
H. sapiens Sequenzen bestimmt werden. Allerdings zeigte sich die Homologie in
diesem Fall nicht so stark ausgepragt wie zwischen der G. mellonella 1 MRCA1

Sequenz und den M. musculus und H. sapiens MRC1 Isoformen.

Das G. mellonella Protein Leukozyten-Elastase-Inhibitor (SERPINB1) war bei
einer Sequenzabdeckung von 52% zu 32% identisch mit der M. musculus
Sequenz (Serin protease Inhibitor) und zu 30% identisch mit den beiden
H. sapiens Sequenzen (squamous cell carcinoma antigen 1 bzw. Leucocyte
elastase inhibitor). Die E-values betrugen 8 x 10-33 fiir den Vergleich mit dem
M. musculus Protein und 8 x 103! bzw. 3 x 103 flir den Vergleich mit den
H. sapiens Proteinen. Es kann also Homologie zwischen den Sequenzen von

G. mellonella, M. musuclus und H. sapiens angenommen werden.

Anschlieltend wurde ein MAFFT Protein Alignment der Sequenzen durchgefihrt,
das am Beispiel von ACER in Abbildung 2 dargestellt ist. Die Darstellung erfolgte
mit der Anwendung Unipro UGENE. Die G. mellonella Sequenzen sind im
Anhang zu finden (Tabelle 21), die M. musculus und H. sapiens entsprechen den
Sequenzen aus Tabelle 17. Hydrophobe Aminosauren wurden rot, hydrophile
Aminosauren blau gefarbt. Die Ubereinstimmungen, die schon in der BLASTX
Analyse zu sehen waren, sind hier nochmals deutlicher sichtbar. In Abschnitten,
in denen die Aminosauren nicht Ubereinstimmen und daher bei der BLASTX
Analyse nicht als gleich gewertet werden, besteht oftmals trotzdem eine deutliche
Ahnlichkeit in der Polaritat und Struktur der einzelnen Aminosauren.
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Tabelle 17: Homologie-Analyse von G. mellonella, M. musculus und H. sapiens Sequenzen
Vergleich von G. mellonella Proteinsequenzen mit Sequenzen von M. musculus und H. sapiens.
Vergleichssequenzen stammen aus der Datenbank des NCBI. Durchfihrung des Vergleichs mit
der Anwendung BLASTX. Die mit einem Stern (*) markierten G. mellonella Transkripte wurden

Die G. mellonella Sequenzen aus der Sequenzierung befinden sich im Anhang (Tabelle 21), die
anschlielend nicht weiter in der qRT-PCR untersucht.
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Abbildung 2: MAFFT-Alignment des Proteins Alkaline Ceramidase (ACER)

Es wurden die Isoformen des Proteins ACER von G. mellonella, M. musculus und H. sapiens aus
Tabelle 17 gegenlibergestellt. Hydrophobe Bereiche wurden rot, hydrophile Bereiche blau
gefarbt. Die Darstellung erfolgte mit dem Programm Unipro UGENE.
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3.2 Charakterisierung von systemischen Pseudomonas aeruginosa und
Salmonella enterica Serovar Typhimurium Infektionen in
Galleria mellonella
Fur die mMRNA-Seq wurde zur systemischen Infektion von G. mellonella Larven
lediglich je ein Referenzstamm von E. coliund S. aureus verwendet. Im nachsten
Schritt sollte untersucht werden, ob die mRNA-Expression der ausgewahlten
Gene auch durch die Infektion mit weiteren Bakterien reguliert wird. Hierfur
wurden je ein S. Typhimurium und P. aeruginosa Stamm fur die Versuche
ausgewahlt. Um eine geeignete Infektionsdosis zu ermitteln, wurden zunachst
Uberlebenszeitanalysen von G. mellonella wahrend einer systemischen Infektion

mit P. aeruginosa oder S. Typhimurium durchgefuhrt.

3.2.1 Eine systemische Infektion mit P. aeruginosa ist fur G. mellonella
letaler als eine systemische Infektion mit S. Typhimurium

Eine fur die Fragestellung optimale systemische Infektionsdosis stellt die Dosis
dar, bei der eine Immunantwort von G. mellonella hervorgerufen wird, es jedoch
nicht zu schnell zum Versterben der Tiere kommt. Um eine optimale
Infektionsdosis von P. aeruginosa und S. Typhimurium zu bestimmen, wurden
Larven mit verschiedenen Bakteriendosen infiziert und einer Kontrollgruppe PBS
injiziert. Die Tiere wurden anschlie3end bei 37 °C und Dunkelheit inkubiert und
uber funf Tage beobachtet (Abbildung 3).

Eine systemische Infektion mit P. aeruginosa fuhrte bei einer Infektionsdosis von
50 und 25 Bakterien pro Larve zum Versterben aller Larven bis zum zweiten
Beobachtungstag. Die Infektionsdosis 10 Bakterien pro Larve fuhrte in 96 % der
Falle zum Versterben der Larven innerhalb des Beobachtungszeitraums.
Lediglich Larven mit der kleinsten Infektionsdosis, 5 Bakterien pro Larve, konnten
die Infektion langerfristig Uberstehen, am Ende des Beobachtungszeitraums von
5 Tagen waren noch 33 % der Larven am Leben (Abbildung 3A; Tabelle 18).
Somit wurde die Infektionsdosis 5 P. aeruginosa pro Larve (5 x 102 mL) fir die

nachfolgenden Versuche mit systemischen P. aeruginosa Infektionen festgelegt.
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Die systemische Infektion mit S. Typhimurium flhrte im Vergleich zur Infektion
mit P. aeruginosa erst bei deutlich héheren Infektionsdosen zum Versterben der
Larven. Bei einer Infektionsdosis von 10 Bakterien pro Larve verstarben alle
Larven spatestens am 2. Beobachtungstag. Bei einer Infektionsdosis von 10° pro
Larve uberlebten 8 % der Larven den gesamten Beobachtungszeitraum von
5 Tagen. Eine Infektionsdosis von 10* Bakterien tberlebten 75 % der Larven. Alle
Larven, die mit Keimzahlen von 103 sowie 102 Bakterien pro Larve infiziert
wurden, uberlebten die Infektion (Abbildung 3B; Tabelle 18). Die Infektionsdosis
103 S. Typhimurium pro Larve (10° /mL) wurde fir die weiteren Versuche mit

systemischen S. Typhimurium Infektionen festgelegt.
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Abbildung 3: Uberlebenskurven von G. mellonella nach systemischer Infektion mit

P. aeruginosa oder S. Typhimurium

Infektion von G. mellonella Larven mit 10 pL einer Bakterien-enthaltenden PBS-L&sung
verschiedener Keimzahlen. Inkubation bei 37° C und Dunkelheit Gber 5 Tage und tagliche
Kontrolle auf Lebendigkeit. (A) Injektion von 10 yL PBS bzw. P. aeruginosa in den
Infektionsdosen 5/ Larve, 10/ Larve, 25/ Larve und 50/ Larve (n=23; 5/ Larve: n=24). (B) Injektion

von 10 pL PBS bzw. S. Typhimurium in den in den Infektionsdosen 10% Larve, 103/ Larve,
10%/ Larve, 105/ Larve und 108/ Larve (n=12).
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Tabelle 18: Anteile der am Ende des Beobachtungszeitraums lebenden Larven

Die Anzahl sowie der prozentuale Anteil an Larven, die die systemische Infektion mit
P. aeruginosa bzw. S. Typhimurium Uber 5 Tage Uberlebt haben, ist in dieser Tabelle dargestellt.
Die Larven wurden im Beobachtungszeitraum einmal téglich auf Lebendigkeit Gberprift.

Infektionsdosis Uberlebende Larven Infektionsdosis  Uberlebende Larven
Anzahl Anteil Anzahl Anteil
5P. a. (n=24) 8 33,3 % 102S. T. (n=12) 12 100 %
10 P. a. (n=23) 1 4,3 % 103 S. T. (n=12) 12 100 %
25 P. a. (n=23) 0 0% 104 S. T. (n=12) 9 75 %
50 P. a. (n=23) 0 0% 105 S.T. (n=12) 1 8,3 %
108 S. T. (n=12) 0 0%
PBS (n=23) 21 91,3 % PBS (n=12) 12 100 %

3.2.2 G. mellonella eliminiert S. Typhimurium nach Infektion aus der
Hamolymphe, P. aeruginosa kann persistieren

Dieser Versuch sollte die Frage beantworten, ob G. mellonella dazu in der Lage

sind, die P. aeruginosa bzw. S. Typhimurium Bakterien nach einer systemischen

Infektion aus der Hamolymphe zu beseitigen. Daher wurde die Anzahl der

koloniebildenden Einheiten (KbE) aus der Hamolymphe im Zeitverlauf bestimmt.

Hierzu wurden Larven systemisch mit P. aeruginosa oder S. Typhimurium infiziert
und nach der jeweiligen Inkubationszeit Hamolymphe entnommen. Diese wurde
auf Columbia-Blutagar ausplattiert und die nach 24 h darauf gewachsenen

Kolonien ausgezahlt.

Die systemische Infektion mit P. aeruginosa (Abbildung 4A; Tabelle 19) flhrte zu
einem Anstieg der KbE ab einer Inkubationszeit von 4 h. Ein Maximum wurde
nach 6 h erreicht. Zu diesem Zeitpunkt konnte bei neun Larven eine sehr hohe
Anzahl an KbE ausgezahlt werden, bei vier Larven waren keine KbE messbar.
Eine Larve war zum Zeitpunkt 6 h bereits verstorben. Nach 24 h waren lediglich
noch drei Larven lebendig, von denen keine KbE P. aeruginosa auszahlbar
waren. Diese drei Larven, die die Infektion Gber 24 h Uberlebt haben, zeigten
deutliche Krankheitsanzeichen wie eine Melanisierung der Haut sowie eine

reduzierte Beweglichkeit.
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Die systemische Infektion mit S. Typhimurium (Abbildung 4B; Tabelle 19) fuhrte
ab dem Zeitpunkt 2 h bei allen Larven zu einem messbaren Anstieg der KbE aus
der Hamolymphe. Der Anzahl der KbE stieg im Vergleich zu der Infektion mit
P. aeruginosa (Abbildung 4A) im Zeitverlauf deutlich friher an. Wahrend bei der
P. aeruginosa Infektion der Anstieg der KbE erst zum Zeitpunkt 4 h begann,
wurde bei der S. Typhimurium Infektion zum Zeitpunkt 4 h bereits ein Maximum
erreicht. Nach 6 h sowie 24 h waren kaum mehr KbE in der Hamolymphe
nachzuweisen. An allen sechs Zeitpunkten waren alle Larven, die mit
S. Typhimurium infiziert wurden, lebendig und zeigten keine Anzeichen einer

Melanisierung der Haut.
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Abbildung 4: Koloniebildende Einheiten (KbE) aus G. mellonella Hamolymphe

G. mellonella Larven wurden systemisch mit P. aeruginosa (5/ Larve; n=14) oder S. Typhimurium
(10%/ Larve; n=6) infiziert. Nach Inkubation der Larven bei 37 °C (0,25, 2, 3, 4, 6, 24 h) wurden
10 yL Hadmolymphe bauchseitig enthommen, auf Columbia-Blutagar ausplattiert und 24 h unter
aeroben Bedingungen inkubiert. Zdhlung der Kolonien nach 24 h. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test (*p= <0,05, **p=<0,01, ***p=<0,001). (A) Infektion mit
P. aeruginosa. Nach 24 h konnte lediglich bei drei Larven eine Abnahme erfolgen (leere Kreise).
(B) Infektion mit S. Typhimurium.
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Tabelle 19: Anzahl der iiberlebenden Larven nach P. aeruginosa bzw. S. Typhimurium
Infektion vor der Hamolymph-Abnahme und dem anschlieBenden Ausplattieren

In dieser Tabelle ist aufgetragen, wie viele Tiere zum Zeitpunkt der Hamolymph-Abnahme
lebendig waren. Hdmolymphe wurde nur von lebendigen Tieren abgenommen.

Uberlebende Larven P. a. (n=14) Uberlebende Larven S. T. (n=6)
Zeit [h] Anzahl Anteil Zeit [h] Anzahl Anteil
0,25 14 100 % 0,25 6 100 %
2 14 100 % 2 6 100 %
3 14 100 % 3 6 100 %
4 14 100 % 4 6 100 %
6 13 929 % 6 6 100 %
24 3 21,4 % 24 6 100 %

3.2.3 Systemische Infektion von G. mellonella resultiert in einer erhohten
Hamozytenzellzahl in der Hamolymphe

Bei einer systemischen Infektion von G. mellonella kommen die Hamozytenzellen

der Larve raumlich direkt mit dem Pathogen in Kontakt. In diesem Versuch sollte

der Frage, ob sich eine systemische Infektion auf die Zellzahl in der Hamolymphe

auswirkt, nachgegangen werden.

Um eine mogliche Veranderung der Zellzahl in Reaktion auf eine Infektion
messen zu kénnen, wurde G. mellonella Larven nach systemischer Stimulation
mit PBS, P. aeruginosa oder S. Typhimurium, sowie Larven ganzlich ohne
Stimulation (nativ), Hamolymphe bauchseitig entnommen. Unter dem
Lichtmikroskop wurde die enthaltene Zellzahl ausgezahlt. Dabei wurden alle
sichtbaren und runden Zellen gewertet und nicht zwischen der Art der Zelle
unterschieden. Entrundete oder offensichtlich defekte Zellen wurden nicht

mitgezanhlt.

Die Hamozytenzahl war zum Zeitpunkt 2 h bei allen systemischen Stimulationen
im Vergleich zu den nativen Larven auf rund das Doppelte erhdht (Abbildung 5).
Dabei war es nicht von Bedeutung, ob die Injektionslosung Bakterien enthielt,
oder es sich lediglich um PBS-Losung handelte. Zwischen der Anzahl der
Hamozyten nativer Larven und PBS-injizierter Larven sowie zwischen nativen

Larven und der P. aeruginosa Infektion war diese Differenz am Zeitpunkt 2 h
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signifikant. Wahrend sich die Zellzahl der mit PBS stimulierten Larven nach 24 h
wieder der Zellzahl der nativen Larven annaherte, blieb die Zellzahl der mit
S. Typhimurium infizierten Larven auf konstant hohem Niveau. Die Zellzahl der
Larven, die mit P. aeruginosa infiziert wurden, sank nach einem Maximum bei 2 h
ab. Ein 24 h Wert der P. aeruginosa Infektion konnte nur von drei Larven (n=10)
bestimmt werden, da die weiteren 7 Larven nach 24 h bereits verstorben waren
(Tabelle 20). Die Hamozytenzahl in der Hadmolymphe dieser drei Larven war im
Vergleich zu den anderen Messergebnissen stark erniedrigt und lag auch
deutlich unter dem Niveau der nativen Larven. Zum Zeitpunkt 24 h bestanden
signifikante Unterschiede in der Zellzahl von P. aeruginosa infizierten Larven im
Vergleich zu PBS-injizierten Larven sowie im Vergleich zu S. Typhimurium
infizierten Larven. AuRerdem zeigten diese drei Larven am Zeitpunkt 24 h
deutliche Krankheitsanzeichen wie eine Melanisierung der Haut und eine

verminderte Beweglichkeit.
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Abbildung 5: Himozytenzahl aus G. mellonella Hamolymphe nach systemischer Infektion
G. mellonella Larven wurden systemisch 10 uL PBS (n=15), P. aeruginosa (5/ Larve; n=10) oder
S. Typhimurium (10%/ Larve; n=15) injiziert. Nach Inkubation bei 37 °C wurden 10 pL
Hamolymphe bauchseitig enthommen. Larven ohne Injektion (nativ) wurde lediglich 10 pL
Hamolymphe enthommen. Die enthaltenen Hamozyten wurden in einer Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt. Von den mit P. aeruginosa infizierten Larven waren nach 24 h nur noch drei Larven
lebendig, bei den restlichen 7 Larven konnte demnach keine Abnahme erfolgen. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels ANOVA und anschlieRendem Tukey-Test (*p= <0,05, **p=<0,01,
***p=<0,001).
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Tabelle 20: Probenanzahl Hamozyten Auszahlung

In dieser Tabelle ist aufgetragen, von wie vielen Tieren eine Hamolymph-Abnahme erfolgreich
durchgefiihrt werden und somit eine Zellzahl bestimmt werden konnte. Hamolymphe wurde nur
von lebendigen Tieren abgenommen. Die nativen Larven sind nicht aufgefihrt, da diese nicht
stimuliert wurden.

Zeit PBS 5 P. aeruginosa 10° S. Typhimurium
(n=15) (n=10) (n=15)

Anzahl Anteil Anzahl Anteil Anzahl Anteil
2h 15 100 % 10 100 % 13 86,7 %
4h 14 93,3 % 10 100 % 13 86,7 %
6h 15 100 % 9 90 % 15 100 %
8h 15 100 % 10 100 % 12 80 %

24 h 12 80 % 3 30 % 13 86,7 %

3.3 Wirkung systemischer Infektionen auf die Expression
infektionsspezifischer Gene von Galleria mellonella

Nach der Durchfuhrung und Auswertung der mRNA-Seq Daten und der

Charakterisierung systemischer P. aeruginosa und S. Typhimurium Infektionen

von G. mellonella sollte in diesem dritten Schritt die Genexpression der Larven

mittels quantitativer gRT-PCR untersucht werden. Ziel war es, die gewonnenen

Daten mit einer weiteren Methode zu validieren und zu erweitern.

Fir die Messungen der E. colibzw. S. aureus Versuchsbedingung in der qRT-
PCR wurden dieselben Proben wie bei der mMRNA-Seq Analyse verwendet. Die
Versuchsbedingungen, unter denen die Proben entstanden sind, sind somit
identisch und damit die Ergebnisse der beiden Methoden vergleichbar. Zusatzlich
wurden weitere Larven mit P. aeruginosa oder S. Typhimurium infiziert und die
Genexpression dieser Proben im Vergleich zu PBS-stimulierten Proben mittels

gRT-PCR an vier Zeitpunkten gemessen.
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3.3.1 E. coli, S. aureus, P. aeruginosa und S. Typhimurium induzieren eine
vermehrte Expression von Cecropin und IMPI in G. mellonella
Die Auswirkung einer systemischen Infektion mit E. coli, S. aureus, P. aeruginosa
oder S. Typhimurium auf die Genexpression von G. mellonella sollte per qRT-
PCR bestimmt werden. Zunachst wurde der mRNA-Gehalt bereits bekannter
Infektionsmarker gemessen, um zum einen die erfolgreiche Stimulation der
Larven und die Funktion der Methode zu Uberprifen und um zum anderen die
Wirkung der vier Infektionen auf die Larven miteinander vergleichen zu konnen.
Dazu wurde via gqRT-PCR der Cecropin, IMPI, GST sowie NOS mRNA-Gehalt
der Proben im Vergleich zu PBS stimulierten Negativkontrolle (Mock Probe)
bestimmt. Durch die Normierung der Messwerte auf die Mock-Proben kénnen
Stressreaktionen, die neben der Infektion durch die Versuchsbedingungen in den

Tieren entstehen, vernachlassigt werden.

Alle vier untersuchten Bakterienstamme induzierten eine Hochregulation der
MRNA-Expression von Cecropin und IMPI in G. mellonella (Abbildung 6). Die
Induktion von Cecropin war bei einer Infektion mit E. coli oder S. aureus
signifikant starker als bei einer Infektion mit P. aeruginosa oder S. Typhimurium
(Abbildung 6A). Auch die mMRNA-Expression von IMPI wurde tendenziell starker
durch eine Infektion mit E. coli oder S. aureus als durch eine Infektion mit

P. aeruginosa oder S. Typhimurium beeinflusst (Abbildung 6B).
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Abbildung 6: mRNA-Expression immunrelevanter Proteine

Die Messung der mRNA-Expression erfolgte 3 h nach systemischer Infektion von G. mellonella
Larven mit E. coli (n=5; 105/ Larve), S. aureus (n=6; 10%/ Larve), P. aeruginosa (n=8; 5/ Larve)
oder S. Typhimurium (n=8; 103 Larve). Die Ergebnisse wurden auf PBS-injizierte G. mellonella
Larven (Mock) normiert. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen Brown-Forsythe
ANOVA Test mit Wells-Korrektur (*p= <0,05, ****p=<0,0001). (A) gRT-PCR Messung der mRNA-
Expression von Cecropin. (B) gqRT-PCR Messung der mRNA-Expression von IMPI.
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Keine der vier untersuchten Infektionen (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa und
S. Typhimurium) rief in G. mellonella eine Hochregulation der mMRNA-Expression
von GST hervor (Abbildung 7A). Die GST mRNA-Expression der mit E. coli
infizierten Larven war als herabreguliert und signifikant kleiner gegenuber der

GST mRNA-Expression bei der S. Typhimurium Infektion zu messen.

Eine Induktion der NOS mRNA-Expression war lediglich bei mit E. coli oder
S. aureus infizierten Proben messbar (Abbildung 7B). Bei den Larven, die mit
P. aeruginosa infiziert wurden, war die NOS mRNA-Expression herabreguliert.
Die NOS mRNA-Expression, der mit S. Typhimurium infizierten Larven, wurde

nicht reguliert.
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Abbildung 7: mRNA-Expression stressinduzierter Proteine

Die Messung der mRNA-Expression erfolgte 3 h nach systemischer Infektion von G. mellonella
Larven mit E. coli (n=5; 105/ Larve), S. aureus (n=6; 10%/ Larve), P. aeruginosa (n=8; 5/ Larve)
oder S. Typhimurium (n=8; 103 Larve). Die Ergebnisse wurden auf PBS-injizierte G. mellonella
(Mock) normiert. (A) gqRT-PCR Messung der mRNA-Expression von GST. Die statistische
Auswertung erfolgte durch einen Kruskal-Wallis Test (*p=<0,05). (B) gqRT-PCR Messung der
mRNA-Expression von NOS. Die statistische Auswertung erfolgte durch einen Brown-Forsythe
ANOVA Test mit Wells Korrektur (*p=<0,05, ***p=<0,001).
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3.3.2 Anstieg der MRC1 und SERPINB1 mRNA-Expression in

G. mellonella nach allen untersuchten bakteriellen Infektionen
Nach der Messung der Genexpression von Cecropin, IMPI, GST und NOS nach
Infektion in Versuch 3.3.1, sollte in diesem Versuch der Frage nachgegangen
werden, ob die Hochregulation der aus dem mRNA-Seq Datensatz ausgewahlten
Gene ACER1, CHI3L1, MRC1 und SERPINB1 (Tabelle 16) auch in gRT-PCR

Messungen nachweisbar ist (Abbildung 8).

Die ACER1 mRNA-Expression von G. mellonella war 3 h nach einer
systemischen Infektion mit P. aeruginosa erhéht (Abbildung 8A). Nicht reguliert
war die mRNA-Expression von ACER1 3 h nach einer E. coli oder S. aureus
Infektion. Nach einer Infektion mit S. Typhimurium war die mRNA-Expression von
ACER1 erniedrigt.

Die CHI3L1 mRNA-Expression war 3 h nach einer systemischen Infektion mit
P. aeruginosa hochreguliert (Abbildung 8B). Nicht reguliert wurde CHI3L1 3 h

nach einer E. coli, S. aureus oder S. Typhimurium Infektion.

Die MRC1 mRNA-Expression von G. mellonella wurde durch alle vier

untersuchten Infektionen induziert (Abbildung 8C).

SERPINB1 wurde am starksten reguliert, eine Hochregulation war dabei bei allen
vier untersuchten bakteriellen Infektionen (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa oder
S. Typhimurium) messbar (Abbildung 8D). Die héchste mRNA-Expression wurde

bei der Versuchsbedingung der S. Typhimurium Infektion gemessen.
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Abbildung 8: mRNA-Expression von ACER1, CHI3L1, MRC1 und SERPINB1

Die Messung der mRNA-Expression via gRT-PCR erfolgte 3 h nach systemischer Infektion von
G. mellonella Larven mit E. coli (n=5; 10% Larve), S. aureus (n=6; 10%/ Larve), P. aeruginosa
(n=8; 5/ Larve) oder S. Typhimurium (n=8; 10% Larve). Die Ergebnisse wurden auf PBS-injizierte
G. mellonella (Mock) normiert. (A) mRNA-Expression von Alkaline Ceramidase 1 (ACER1). Die
statistische Auswertung erfolgte durch einen Brown-Forsythe ANOVA Test mit Wells Korrektur
(*p=<0,05, **p=<0,01). (B) mRNA-Expression von Chitinase-3-like-Protein 1 (CHI3L1). Die
statistische Auswertung erfolgte durch einen Brown-Forsythe ANOVA Test mit Wells Korrektur
(**p=<0,01, ***p=<0,001). (C) mRNA-Expression von Makrophagen-Mannose-Rezeptor 1
(MRCH1). Die statistische Auswertung erfolgte durch einen Kruskal-Wallis Test, es konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden. (D) mRNA-Expression von Leukozyten-Elastase-
Inhibitor (SERPINB1). Die statistische Auswertung erfolgte durch einen Brown-Forsythe ANOVA
Test mit Wells Korrektur (*p=<0,05, ***p=<0,001).
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3.3.3 P. aeruginosa und S. Typhimurium induzieren im Zeitverlauf
ansteigende RNA-Expressionslevel von Cecropin und IMPI

Um den Verlauf der mRNA-Expression nach einer systemischen Infektion
genauer beurteilen zu konnen, wurden die Messungen der schon in 3.3.1
bestimmten Gene durch Messungen an weiteren Zeitpunkten erweitert.
Hierdurch kénnen auf’erdem die Einflisse der Infektionen mit P. aeruginosa und
S. Typhimurium auf die Genexpression von G. mellonella besser miteinander
verglichen werden. Die Bestimmung des mRNA-Gehalts der Proben erfolgte an
vier Zeitpunkten in einem Zeitraum von insgesamt sechs Stunden nach einer

systemischen Infektion mit P. aeruginosa bzw. S. Typhimurium.

In den mit P. aeruginosa bzw. mit S. Typhimurium infizierten G. mellonella war
eine vermehrte mRNA-Expression von Cecropin und von IMPI messbar. Umso
langer die Larve dem Stimulus ausgesetzt war (Inkubationszeit), desto starker
wurden Cecropin und IMPI exprimiert (Abbildung 9). Die Cecropin mRNA-
Expression war bereits nach 2 h erhoht, stieg weiter bis zum Zeitpunkt 4 h und
anschlieend nur noch leicht bis zum Zeitpunkt 6 h (Abbildung 9A). Es bestand
kein signifikanter Unterschied in der mRNA-Expression von Cecropin im Verlauf

zwischen den beiden Infektionen.

Im Gegensatz zum Cecropin war zum Zeitpunkt 2 h nach Infektion noch keine
Erhéhung des IMPI mRNA-Gehalts in den Proben messbar (Abbildung 9B). Ein
Anstieg des IMPI mRNA-Gehalts begann bei der mit S. Typhimurium infizierten
Gruppe nach 3 h und bei der mit P. aeruginosa infizierten Gruppe erst nach 4 h
Inkubationszeit. Die mMRNA-Expression von IMPI war bei den mit S. Typhimurium
infizierten Larven nach 4 h und 6 h signifikant héher als bei den mit P. aeruginosa

infizierten Larven.
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Abbildung 9: mRNA-Expression immunrelevanter Proteine von G. mellonella im
Zeitverlauf

G. mellonella Larven wurden mit P. aeruginosa (n=8;5/ Larve) oder S. Typhimurium
(n=8; 10%/ Larve) infiziert. Der mMRNA-Gehalt der Proben wurde mittels qRT-PCR bestimmt und
die Ergebnisse auf PBS-stimulierte Larven (Mock) normiert. (A) gRT-PCR Messung der mRNA-
Expression von Cecropin nach 2 h, 3 h, 4 h und 6 h. Die statistische Auswertung erfolgte an den
Zeitpunkten 2 h, 3 h und 4 h durch einen Welch-t-Test und am Zeitpunkt 6 h durch einen Mann-
Whitney-Test. Es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. (B) qRT-PCR
Messung der mMRNA-Expression von IMPI nach 2h, 3h, 4h und 6h. Die statistische Auswertung
erfolgte an den Zeitpunkten 2 h, 3 h und 4 h durch einen Welch-t-Test und am Zeitpunkt 6 h durch
einen Mann-Whitney-Test (**p=<0,01, ***p=<0,001).
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GST war zum Zeitpunkt 2 h bei P. aeruginosa und S. Typhimurium Infektion leicht
hochreguliert (Abbildung 10A). Anschlie3end verringerte sich die GST mRNA-
Expression bei beiden Infektionsgruppen und blieb dann an den Zeitpunkten 3 h,
4 h, und 6 h auf einem gleichbleibenden, leicht gegeniber den Mock-Larven
hochregulierten Niveau. Es gab zwischen den beiden Versuchsbedingungen
Uber den gesamten Messzeitraum keine signifikanten Unterschiede in der

mRNA-Expression von GST.

Die mRNA-Expression von NOS veranderte sich im Zeitverlauf bei beiden
Versuchsbedingungen kaum (Abbildung 10B). Bei den Larven, die mit
S. Typhimurium infiziert wurden, war NOS an den Zeitpunkten 4 h und 6 h leicht
hochreguliert. Die Larven, die mit P. aeruginosa infiziert wurden, exprimierten
signifikant weniger NOS mRNA als die Larven, die mit S. Typhimurium infiziert

bzw. denen PBS injiziert wurde (Herabregulation).
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Abbildung 10: mRNA-Expression stressinduzierter Proteine von G. mellonella im
Zeitverlauf
G. mellonella Larven wurden mit P. aeruginosa (n=8;5/ Larve) oder S. Typhimurium

(n=8; 10%/ Larve) infiziert. Der mRNA-Gehalt der Proben wurde mittels gRT-PCR bestimmt und
die Ergebnisse auf PBS-stimulierte Larven (Mock) normiert. (A) mMRNA-Expression von GST nach
2 h, 3 h, 4 hund 6 h. Die statistische Auswertung erfolgte an den Zeitpunkten 2 h, 4 h und 6 h
durch einen Welch-t-Test und am Zeitpunkt 3 h durch einen Mann-Whitney-Test. Es konnten
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. (B) mRNA-Expression von NOS nach 2 h,
3 h, 4 hund 6 h. Die statistische Auswertung erfolgte an den Zeitpunkten 2 h und 3 h durch einen
Welch-t-Test und an den Zeitpunkten 4 h und 6 h durch einen Mann-Whitney-Test
(***p=<0,001, ****p=<0,0001).
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3.3.4 P. aeruginosa und S. Typhimurium induzieren einen starken
Anstieg der MRC1 und SERPINB1 mRNA-Expression im Zeitverlauf

Auch die mRNA-Expression der infektionsrelevanten G. mellonella Gene

ACER1, CHI3L1, MRC1 und SERPINB1 (Tabelle 16) sollte im Zeitverlauf nach

einer P. aeruginosa bzw. S. Typhimurium Infektion beobachtet werden.

Die mRNA-Expression von ACER1 unterschied sich zwischen den beiden
Versuchsbedingungen signifikant (Abbildung 11A). Die mRNA-Expression von
ACER1 war bei der P. aeruginosa Infektionsgruppe um den Faktor 10
hochreguliert, wahrend die Expression von ACER1 bei der S. Typhimurium
Infektionsgruppe um rund den Faktor 10 herabreguliert war. Die ACER1 mRNA-

Expression veranderte sich im Zeitverlauf bei beiden Infektionen kaum.

Die mRNA-Expression von CHI3L1 war bei der P. aeruginosa Infektionsgruppe
nach 2 h leicht und bei der S. Typhimurium Infektionsgruppe kaum erhoht
(Abbildung 11B). Im Zeitverlauf nahm der CHI3L1-mRNA Gehalt bei beiden
Infektionsgruppen ab und naherte sich der Expression von Mock-Larven an. Die
CHI3L1 mRNA-Expression der mit P. aeruginosa infizierten Larven war Gber den
gesamten Messzeitraum signifikant hoher als die CHI3L1-Expression der mit

S. Typhimurium infizierten Larven.

Die mRNA-Expression von MRC1 verlief bei beiden Infektionsgruppen im
Zeitverlauf ansteigend (Abbildung 11C). Nach 6 h war MRC1 bei beiden
Infektionen rund 10-fach starker exprimiert als bei Mock-Larven, denen PBS
injiziert wurde. Ahnlich wie bei dem Verlauf von IMPI (Abbildung 9B) begann auch
bei MRC1 der Anstieg der mRNA-Expression bei den mit S. Typhimurium
infizierten Larven friher als bei den mit P. aeruginosa infizierten Larven.
Zwischen den beiden Infektionsgruppen bestand ein signifikanter Unterschied in
der MRC1 mRNA-Expression 2 h und 4 h nach der Infektion, jedoch nicht nach
3 hund6 h.
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Die mRNA-Expression von SERPINB1 war bereits nach 2 h hochreguliert und
stieg bei beiden Versuchsbedingungen im Verlauf weiter an (Abbildung 11D). Die
mit S. Typhimurium infizierten Larven exprimierten an allen Zeitpunkten
signifikant mehr SERPINB1 mRNA als die mit P. aeruginosa infizierten Proben.
Die Larven, die mit S. Typhimurium infiziert wurden, wiesen nach 6 h SERPINB1
MRNA-Level, die bis zu 100-fach Uber denen der Mock-Larven lagen, auf. Die
Larven, die mit P. aeruginosa infiziert wurden, erreichten rund 10-fach
hochregulierte SERPINB1 mRNA-Level.
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Abbildung 11: mRNA-Expression ACER1, CHI3L1, MRC1 und SERPINB1 von G. mellonella
im Zeitverlauf

G. mellonella Larven wurden mit P. aeruginosa (n=8;5/ Larve) oder S. Typhimurium
(n=8; 10% Larve) infiziert. Der mMRNA-Gehalt der Proben wurde an den Zeitpunkten 2 h, 3 h, 4 h
und 6 h mittels gRT-PCR bestimmt und die Ergebnisse auf PBS-stimulierte Larven (Mock)
normiert. (A) mRNA-Expression von Alkaline Ceramidase 1 (ACER1). Die statistische
Auswertung erfolgte an den Zeitpunkten 2 h, 3 h und 4 h durch einen Welch-t-Test und am
Zeitpunkt 6 h durch einen Mann-Whitney-Test. (B) mRNA-Expression von Chitinase-3-like-
Protein 1 (CHI3L1). Die statistische Auswertung erfolgte am Zeitpunkt 4 h durch einen Welch-t-
Test und an den Zeitpunkten 2 h, 3 h und 6 h durch einen Mann-Whitney-Test. (C) mRNA-
Expression von Makrophagen-Mannose-Rezeptor 1 (MRC1). Die statistische Auswertung
erfolgte an den Zeitpunkten 2 h, 3 h und 4 h durch einen Welch-t-Test und am Zeitpunkt 6 h durch
einen Mann-Whitney-Test (ns=nicht signifikant). (D) mRNA-Expression von Leukozyten-
Elastase-Inhibitor (SERPINB1). Die statistische Auswertung erfolgte an allen Zeitpunkten durch
einen Welch-t-Test. Fur (A)-(D) gilt als Signifikanzniveau *p=<0,05, **p=<0,01 ***p=<0,001
und ****p=<0,0001.
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3.3.5 Mit P. aeruginosa oder S. Typhimurium infizierte Raw 264.7 Zellen
sezernieren TNFa

Nachdem die Wirkung einer P. aeruginosa oder S. Typhimurium Infektion auf die

MRNA-Expression der vier Gene ACER1, CHI3L1, MRC1 und SERPINB1 von

G. mellonella Larven untersucht wurde, sollten im nachsten Schritt die

Ergebnisse in eine Zellkultur muriner Zellen Ubertragen werden, um die

Immunreaktionen auf die Infektionen verschiedener Spezies besser vergleichen

zu kdnnen.

Um sicherzustellen, dass eine regelrechte Infektion der Zellen stattgefunden hat,
wurde zunachst ein ELISA fur das proinflammatorische Zytokin
Tumornekrosefaktor a (TNFa) durchgefuhrt. TNFa ist ein Zytokin der TNF-
Superfamilie, das bei akuter oder chronischer Inflammation von aktivierten
Makrophagen, Lymphozyten und Monozyten ausgeschuttet wird und als
multifunktionales Signalmolekdl im Immunsystem wirkt (Hehlgans und Pfeffer,
2005; Rahman und McFadden, 2006). Gemessen wurde die von den Zellen in
den ZellkulturUberstand sezernierte Zytokin-Menge an verschiedenen
Zeitpunkten nach der Stimulation (Abbildung 12). Verwendet wurden Raw 264.7
Zellen der Maus, die mit P. aeruginosa bzw. S. Typhimurium im Verhaltnis MOI 1
infiziert wurden. MOI bedeutet Multiplizitat der Infektion und beschreibt das

Verhaltnis von Zellen zu Bakterien in einem Versuchsansatz.

Die Zellen, die lediglich mit PBS versetzt wurden (Mock), sezernierten zu keinem
Zeitpunkt TNFa (Abbildung 12). Im Uberstand der Zellen, die mit P. aeruginosa
infiziert wurden, wurden im Zeitverlauf ansteigende TNFa Mengen gemessen.
Eine Messung nach 24 h konnte bei ihnen nicht durchgefuhrt werden, da die
Zellen die Infektion mit P. aeruginosa nicht Uberlebt haben. Die TNFa-
Konzentration im Uberstand der Zellen, die mit S. Typhimurium infiziert wurden,
stieg ebenfalls im Zeitverlauf. Im Uberstand der mit P. aeruginosa infizierten
Zellen wurde im Vergleich zu den mit S. Typhimurium infizierten Zellen nach 6 h
rund die doppelte Menge TNFa gemessen. Die Zellen zeigten durch die
steigende TNFa Konzentration im Uberstand eine Reaktion auf die bakterielle

Infektion, welche im folgenden Abschnitt nun genauer charakterisiert wurde.
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Abbildung 12: TNFa-Sekretion nach Infektion

Raw 264.7 Zellen wurden mit P. aeruginosa oder S. Typhimurium infiziert (n=6, MOI=1). Nach
Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurden Zellkulturiberstande abgenommen. In den
Zellkulturiberstanden wurde die sezernierte TNFa Menge mittels ELISA gemessen. Die
statistische Auswertung erfolgte durch einen Kruskal-Wallis-Test (ns=nicht signifikant,

**=p<0,01).
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3.3.6 Anstieg der CHI3L1-Sekretion von mit P. aeruginosa oder

S. Typhimurium infizierten Raw 264.7 Zellen
In diesem Versuch sollte Uberpruft werden, ob Raw 264.7 Zellen der Maus nach
einer Infektion mit P. aeruginosa oder S. Typhimurium eine erhdhte Sekretion
des Proteins CHI3L1 bzw. Gehalt des Proteins MRC1 aufweisen (Abbildung 13).
Als Kontrollgruppe (Mock) wurde zu Zellen reines PBS gegeben.

Die Menge des in die Zellkulturiberstande sezernierten Proteins CHI3L1 wurde
mittels ELISA gemessen (Abbildung 13A).

Bei der Kontrollgruppe war zu keinem Zeitpunkt eine Sekretion von CHI3L1
nachzuweisen. In zwei Proben der Zellen, die mit P. aeruginosa infiziert wurden,
war sekretiertes CHI3L1 nach 6 h Inkubationszeit mittels ELISA nachweisbar.
Eine Messung nach 24 h Inkubationszeit war nicht moglich, da die Zellen die
P. aeruginosa Infektion Uber diesen Zeitraum nicht Gberlebt haben. In allen
Zellkulturiberstanden der mit S. Typhimurium infizierten Zellen konnte das

Protein CHI3L1 zum Zeitpunkt 24 h nachgewiesen werden.

Das Protein MRC1 wurde zunachst als Membranrezeptor beschrieben, konnte
aber als auch als I6sliche Form in humanem Serum detektiert werden (Martinez-
Pomares, 2012; Kjaergaard et al., 2014). Um das membrangebundene Protein zu
messen, wurden die Raw 264.7 Zellen lysiert und daraus ELISA-Messungen
durchgefuhrt (Abbildung 13B).

Bei der Kontrollgruppe sank die MRC1-Menge zwischen den Zeitpunkten 0 h und
3 h auf rund die Halfte ab und stieg dann innerhalb von 24 h wieder bis auf uber
das Ausgangsniveau zurlck an. Bei den Zellen, die mit P. aeruginosa infiziert
wurden, waren an den Zeitpunkten 0 h und 3 h niedrigere MRC1-Mengen als bei
der Kontrollgruppe messbar. Die Verlaufe der Kontroligruppe und der
P. aeruginosa Infektion sind sich ahnlich, bei beiden sank die gemessene
Proteinmenge zunachst ab, um dann nach 6 h wieder anzusteigen. Die Zell-
Lysate der mit S. Typhimurium infizierten Zellen enthielten zum Zeitpunkt 0 h
vergleichbar viel MRC1 wie die Zellen der Kontrollgruppe. Innerhalb des
Messzeitraums von 24 h fiel die Proteinkonzentration stark ab. Am Zeitpunkt 24 h
war in den Mock-Proben ein im Mittel dreifach héherer MRC1-Gehaltim Vergleich

zu den S. Typhimurium infizierten Proben vorhanden.
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Abbildung 13: CHI3L1 und MRC1 ELISA nach Infektion von Raw 264.7 Zellen

Raw 264.7 Zellen wurden mit P. aeruginosa oder S. Typhimurium infiziert (n=6, MOI1). Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden Zellkulturiberstande abgenommen und die Zellen lysiert. Die
ELISA-Messung erfolgte bei der P. aeruginosa Versuchsbedingung an den Zeitpunkten 0, 3 und
6 h und bei der S. Typhimurium Versuchsbedingung an den Zeitpunkten 0, 3 und 24 h. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test (ns=nicht signifikant, ****=p<0,0001).
(A) In den Zellkulturuberstdnden wurde die Konzentration von CHI3L1 mittels ELISA gemessen.
Die CHI3L1-Konzentration der Mock-Proben lag unter der Nachweisgrenze. Zum Zeitpunkt 6 h
konnte in 2 Proben der P. aeruginosa Versuchsbedingung CHI3L1 gemessen werden. Zum
Zeitpunkt 24 h konnte in allen Proben der S. Typhimurium Versuchsbedingung CHI3L1 gemessen
werden. (B) Aus Zelllysaten wurde die Menge an MRC1 mittels ELISA gemessen. In allen Proben

lag die Menge des Proteins MRC1 Uber der Nachweisgrenze.
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4 Diskussion

4.1 Veranderung der Genexpression nach Infektion

Einleitend wurden bereits der weit verbreitete Einsatz von G. mellonella in der
Infektionsforschung sowie einige Vorteile des Modells dargestellt. Auch
Vogel et. al (2011) stellten fest, dass G. mellonella Larven vor allem durch ihre
handliche Grolle einen deutlichen Vorteil gegenuber anderen etablierten
Modellen wie beispielsweise D. melanogaster oder C. elegans bieten. Sie sahen
jedoch einen entscheidenden Nachteil des Modells in erheblichen Wissenslicken
in Genom und Transkriptom gegenlber anderen Insektenmodellen. Durch die
Durchfihrung und Analyse eines Transkriptoms von G. mellonella
unterschiedlicher Entwicklungsstadien sowie von Larven, die mit LPS stimuliert
wurden, konnten Vogel et. al (2011) grundlegende Daten Uber das Modell
G. mellonella bereitstellen. Nachdem Lange et. al (2018) schliel3lich das Genom
von G. mellonella verotffentlichten, war eine gute Basis flr weitere
Untersuchungen im Modell G. mellonella gegeben. Die Durchfuhrung einer
Transkriptom-Sequenzierung (RNA-Seq) von G. mellonella nach spezifischen
bakteriellen Infektionen und der Vergleich der Auswirkungen dieser Infektionen
auf den Organismus von G. mellonella in dieser Arbeit stellt ein weiterer wichtiger

Schritt in der Weiterentwicklung des Modells G. mellonella dar.

Es konnte gezeigt werden, dass ein mittels RNA-Seq messbarer Zusammenhang
zwischen einer bakteriellen Infektion mit E. coli bzw. S. aureus und der
Regulation von G. mellonella Transkripten besteht. Besonders stark waren nach
der Infektion Peptidoglykan-Erkennungs-Proteine exprimiert. In der Gruppe der
AMPs war Gloverin sehr stark nach der Infektion hochreguliert. Unklar ist,
weshalb von den 18 in der Literatur beschriebenen AMPs lediglich Gloverin und
Lysozym sequenziert werden konnten (Brown et al., 2009). Wie in Abbildung 1
dargestellt, wurden einige Transkripte sequenziert, die in stimulierten Larven im
Vergleich zu PBS-infizierten Larven deutlich hochreguliert sind, die aber nicht
einem bereits bekannten Gen zugeordnet werden konnten. Mdglicherweise
konnten einige AMP-Transkripte nicht bestimmt werden und befinden sich unter

den Sequenzen mit unbekannter Funktion. Ein weiterer wichtiger Schritt stellt
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also die Bestimmung der Funktion dieser unbekannten Transkripte im
G. mellonella Organismus dar. Uber die dargestellten Ergebnisse hinaus konnten
durch die Sequenzierung gro3e Datenmengen gewonnen werden, die im
Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht vollumfanglich analysiert werden konnten.

Beispielsweise erfolgte keine Analyse der herabregulierten Gene.

Fir eine perspektivische klinische Anwendung ist es interessant, ob es Proteine
im Organismus von G. mellonella gibt, die im menschlichen Organismus die
gleichen oder ahnliche Funktionen einnehmen. Hierzu wurden nach Infektion
hochregulierte G. mellonella Transkripte mit Proteinsequenzen aus M. musculus
und H. sapiens verglichen. Es konnten hierbei zu den G. mellonella Sequenzen
von ACER1, CHI3L1, MRC1 und SERPINB1 homologe Sequenzen in
M. musculus und H. sapiens bestimmt werden (Tabelle 17). Fir diese vier Gene
ist auch eine immunrelevante Funktion im murinen oder humanen Organismus
bereits in der Literatur beschrieben worden (Coant et al., 2017; Di Rosa et al.,
2016; Martinez-Pomares, 2012; Torriglia et al., 2017).

Zwei Sequenzen werden in der Regel als homolog bezeichnet, wenn die beiden
Sequenzen mehr Ahnlichkeiten zueinander aufweisen, als es durch Zufall zu
erwarten ware. In diesem Fall erscheint ein gemeinsamer Vorfahre dieser
Sequenzen sehr wahrscheinlich. Diese gemeinsame Vergangenheit ist jedoch
nicht zu Uberschatzen — selbst Sequenzen mit sehr hoher Ubereinstimmung
konnen im jeweiligen Organismus und unter den dort vorherrschenden
Bedingungen unterschiedliche Funktionen einnehmen (Pearson, 2013). Obwohl
fur die vier Transkripte von G. mellonella homologe Sequenzen in M. musculus
bzw. H. sapiens gefunden werden konnten, sind also weitergehende Analysen
notwendig, um auf eine vergleichbare Funktion schlieen zu kénnen und es
genugt nicht, alleinig die Sequenzen zueinander zu betrachten. Aus diesem
Grund war der nachste, auf die rein theoretischen Vergleiche zwischen dem
Organismus G. mellonella und M. muculus/ H. sapiens folgende Schritt, der
Versuch die in G. mellonella produzierten Daten in murinen Zellen zu
reproduzieren. Hierzu wurde eine Zellkultur mit murinen Raw 264.7 Zellen
verwendet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden unter der Uberschrift

4.3 naher erlautert. Auch wenn homologe Proteinsequenzen nicht zwangslaufig
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eine Ubereinstimmung in ihrer Funktion in unterschiedlichen Spezies bedeuten,
kénnen grundlegende Pathomechanismen von bakteriellen Infektionen sowie

des angeborenen Immunsystems in Modellorganismen nachvollzogen werden.

4.2 Charakterisierung von P. aeruginosa und S. Typhimurium Infektionen
in G. mellonella

Es konnten deutliche Unterschiede in der Virulenz von S. Typhimurium und
P. aeruginosa flr G. mellonella gezeigt werden. Wahrend die letale Dosis 50
(LD50) fur P. aeruginosa PAO1 in G. mellonella bei < 5 injizierten Bakterien pro
Larve lag, lag die LD50 fiir S. Typhimurium SB300 in G. mellonella zwischen 10#
und 10% injizierten Bakterien pro Larve (Abbildung 3).

Diese Ergebnisse sind mit den Ergebnissen von Jander et al. (2000) und Bismuth
et al. (2021) in Einklang zu bringen. Sie stellten fest, dass die LD50 einer
P. aeruginosa Infektion bei rund 10 Bakterien pro Larve (Jander et al., 2000) und
die LD50 flr eine S. Typhimurium Infektion bei rund 10* Bakterien pro Larve liegt
(Bismuth et al.,, 2021). Um unter anderem diese deutlichen Unterschiede
zwischen den Bakterien zu erklaren, wurden zwei weitere Versuche zur
Immunitat von G. mellonella gegen P. aeruginosa PAO1 und S. Typhimurium
SB300 durchgefuhrt. Zum einen wurde durch eine Zahlung von KbE aus G.
mellonella-Hamolymphe bestimmt, ob sich P. aeruginosa PAO1 bzw.
S. Typhimurium SB300 in G. mellonella weiter vermehren kdnnen oder ob sie
von den Immunreaktionen der Larve abgetdtet werden (Abbildung 4). Zum
anderen wurde der Einfluss von P. aeruginosa PAO1 bzw. S. Typhimurium
SB300 auf die Anzahl der Hamozyten in der Hamolymphe von G. mellonella

gemessen (Abbildung 5).

Beim Betrachten der Abbildung 4 wird ersichtlich, dass P. aeruginosa PAO1 mit
einer initialen Dosis von 5 Bakterien pro Larve von G. mellonella in der
uberwiegenden Anzahl der Falle nicht aus der Hamolymphe entfernt werden
kann. Es stellt sich die Frage, warum am Zeitpunkt 6 h bei rund ein Viertel der
Larven weniger als 3 KbE pro 10uL Hamolymphe messbar waren, wahrend die
restlichen Larven einen starken Anstieg der Bakterien in ihrem Organismus auf

uber 200 KbE pro 10uL Hamolymphe bis hin zu ihrem Tod erlebten. Bis zum
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Zeitpunkt 24 h Uberlebte lediglich ein Viertel der Larven die Infektion. Die Larven,
die die Infektion Uber 24 h Uberlebt haben, wiesen keine KbE in der Hamolymphe
auf.

Jander et al. (2000) konnten ahnliche Ergebnisse mit dem P. aeruginosa Stamm
PA14 zeigen. Auch in ihren Untersuchungen wiesen die Larven, die eine Infektion
Uberlebt haben, keine Anzeichen von PA14 in der Hamolymphe auf. Ferner
konnten sie einen Zusammenhang zwischen starker Melanisierung und dem Tod
der Larven feststellen. So wiesen die toten Larven eine starke Melanisierung auf,
die Larven, die die Infektion Uberlebt haben, im Vergleich dazu jedoch kaum.
Die Larven, die der vorliegenden Arbeit beobachtet und mit 5 KbE PAO1/ Larve
infiziert wurden, zeigten jedoch, wenn sie die Infektion Uberlebt haben und sich
keine KbE mehr nachweisen liel3en, eindeutige Melanisierungs-Reaktionen
sowie weitere Krankheitsanzeichen wie eine reduzierte Beweglichkeit. Diese
Beobachtungen konnten auf eine starke Abwehrreaktion dieser Larven
hinweisen, die vermutlich erfolgreich die Pathogene bekampft, aber auch den
Organismus der Larve stark geschadigt hat. Dies ist beispielsweise der Fall,
wenn die Phenoloxidase-Reaktion, die neben der Melanisierung auch zur Bildung
von Radikalen fuhrt, stark aktiviert wird (s. Einleitung).

Jander et. al (2000) stellten aulRerdem fest, dass bei einer initialen Infektionsdosis
von 25 PA14 die Larven nach etwa 48 h und einer dann im Organismus
vorliegenden Bakterienkonzentration von 10° sterben. In der vorliegenden Arbeit
konnte vergleichend dazu gezeigt werden, dass PAO1 bereits nach 24 h und
einer initialen Dosis von 10 KbE PAO1 bei rund 80% der Tiere zum Tod flhrt.
Eine aus der verstarkten Melanisierungs-Reaktion sowie der hoheren Letalitat
folgende Vermutung ist, dass der Stamm PAO1 fur G. mellonella virulenter ist als

der von Jander et. al untersuchte Stamm PA14.

Vergleicht man die S. Typhimurium SB300 Infektion mit der P. aeruginosa PAO1
Infektion in Bezug auf die Vermehrung in der Larve nach Infektion fallt auf, dass
bei der Infektion mit S. Typhimurium trotz der deutlich héheren initialen Dosis von
103 Bakterien pro Larve die Pathogene vollstandig aus der Hamolymphe entfernt

werden konnten. Die Larven missen also erfolgreiche Abwehrmechanismen
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gegenuber S. Typhimurium besitzen. Interessanterweise wiesen die Larven nach
der S. Typhimurium Infektion zu keinem Zeitpunkt makroskopisch sichtbare
Krankheitsanzeichen auf, aul3erdem erlag keine Larve der Infektion.

Cerenius et al. (2008) kamen in ihrer Ubersichtsarbeit zur Phenoloxidasereaktion
zu dem Schluss, dass die Aktivitat der Melanisierungs-Reaktion eine bedeutende
Rolle bei der Frage spielt, ob die Larven eine Infektion Uberleben oder ob die
Infektion zum Tod der Larve fuhrt. Sie stellten die Hypothese auf, dass die
Melanisierung vor allem eine fruhe, effiziente Reaktion gegenliber wenigen,
hoch-pathogenen Organismen ist. Dies wirde erklaren, warum eine
Melanisierungs-Reaktion bei den P. aeruginosa infizierten Larven deutlich
sichtbar, bei den S. Typhimurium infizierten Larven jedoch nicht zu beobachten
ist. Vermutlich kann die S. Typhimurium Infektion durch effiziente und die Larve
weniger schadigende Abwehrmechanismen wie beispielsweise AMPs bekampft
werden, die P. aeruginosa Infektion hingegen nicht. Bei einer P. aeruginosa
Infektion scheint eine exzessive Melanisierungs-Reaktion notwendig zu sein, die
dann durch die reaktiven Produkte allerdings auch bei vielen Larven zum Tod
fuhrt. Zusammenfassend ist festzustellen, dass G. mellonella Abwehr-
mechanismen besitzen muss, die erfolgreich eine systemische S. Typhimurium
SB300 Infektion kontrollieren und bekampfen kénnen. Im Vergleich dazu ist die
Immunantwort von G. mellonella auf systemische P. aeruginosa PAO1

Infektionen weniger erfolgreich und mit Schaden des Organismus verbunden.

Arteaga Blanco et al. (2017) untersuchten in Infektionsstudien mit verschiedenen
Stammen des Bakteriums Actinobacillus pleuropneumoniae den Einfluss der
Virulenz eines Pathogens auf die Entwicklung der Zellzahl in der Hamolymphe
von G. mellonella nach einer Infektion. Sie stellten fest, dass eine Injektion mit
PBS genauso wie eine Infektion mit einem wenig virulenten A. pleuropneumoniae
Stamm zu einem Anstieg der Hamozytenzahl in der Hamolymphe flhrt, wahrend
aus einer Infektion mit einem hochvirulenten Stamm eine geringere
Hamozytenzahl in der Hamolymphe resultiert. Als proliferierenden Zelltyp, der
den Hamozyten-Anstieg in den Larven mit PBS-Injektion bzw. einer niedrig

virulenten Infektion erklart, beschrieben sie Prohamozyten. Die absoluten
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Zellzahlen der Arbeit von Arteaga Blanco et. al (2017) kdnnen nicht direkt mit den
absoluten Zellzahlen aus der vorliegenden Arbeit verglichen werden, da hier eine
in Teilen abweichende Methode in der Probengewinnung zum Einsatz kam. Ein
Vergleich der jeweiligen Verlaufe ist dagegen moglich.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass 2-8 h nach einer Infektion
mit P. aeruginosa eine Erhdéhung der Zellzahl in der G. mellonella Hamolymphe
messbar ist (Abbildung 5). Die Zellzahl nach 24 h Inkubationszeit ist jedoch stark
abgesunken. Der 24 h Wert liegt dabei auch deutlich unter der Zellzahl der
nativen Larven und signifikant unter der Zellzahl der Larven, denen PBS injiziert
wurde. Anzumerken ist, dass lediglich 3 Larven die Infektion Uber 24 h Uberlebt
haben und somit gemessen werden konnten.

Arteaga Blanco et al. (2017) erklarten den Hamozyten-Abfall bei Infektion mit
hochvirulenten Bakterien durch ein Entkommen der Pathogene aus der zellularen
Immunitat. Hierdurch kénnen sie sich im Organismus vermehren, wahrend die
Hamozyten durch Apoptose zugrunde gehen. Fur diesen Mechanismus spricht
auch die Auszahlung der KbE (Abbildung 4), in der deutlich wurde, dass sich
P. aeruginosa in der Uberwiegenden Zahl der Larven stark vermehren kann.
Auch bei der Infektion mit S. Typhimurium ist die Hamozytenzahl deutlich
gegenuber der Hamozytenzahl der nativen Larven erhdht. Sie bleibt jedoch im
Gegensatz zur P. aeruginosa Infektion Uber  den gesamten
Beobachtungszeitraum auf einem konstanten, hohen Niveau. Es ist weder eine
Normalisierung der Hdmozytenzahl, wie sie bei der PBS-Injektion zu beobachten
ist, noch ein starker Abfall der Hamozytenzahl messbar. Monack et al. (1996)
zeigten, dass invasive S. Typhimurium Stamme in der Lage sind, in
Mausmakrophagen einzudringen und diese zur Apoptose zu bringen. Aeissen
(2018) konnte im Rahmen ihrer Masterarbeit in unserer Arbeitsgruppe zeigen,
dass der Stamm S. Typhimurium SB300, der auch in der vorliegenden Arbeit zum
Einsatz kam, in der Lage ist, in einem in vitro Modell in Mausmakrophagen
einzudringen und die Zellen abzutéten. Wenn S. Typhimurium SB300 in der Lage
ware, auch in Hamozytenzellen von G. mellonella in vivo einzudringen und diese
zur Apoptose zu bringen, ware vermutlich ein Absinken der Hamozytenzahl nach

systemischer S. Typhimurium Infektion die Folge. Dies scheint jedoch nicht der

69



Fall zu sein, da die gemessene Zellzahl gleichbleibend hoch war und kein Abfall
beobachtet werden konnte. Es stellt sich die Frage, ob S. Typhimurium
grundsatzlich invasiv und zytotoxisch fur Hamozytenzellen von G. mellonella ist.
Die Tatsache, dass im zuvor beschriebenen Versuch gezeigt werden konnte,
dass G. mellonella in der Lage ist S. Typhimurium aus der Hamolymphe zu
eliminieren (Abbildung 4), spricht fir eine erfolgreiche Immunantwort von
G. mellonella gegen eine systemische S. Typhimurium Infektion. Ein Absinken
der Hamozytenzahl zu einem spateren Zeitpunkt kann auf dieser Datengrundlage
allerdings nicht ausgeschlossen werden. Um diese Frage vollstandig zu klaren,
sollte die Untersuchung mit Inkubationszeitraumen, die Uber 24 h hinausgehen,
sowie mit hoheren Infektionsdosen erweitert werden. Aullerdem sollte naher
untersucht werden, ob S. Typhimurium invasiv und cytotoxisch fur G. mellonella

Hamozyten ist.

4.3 Genexpression infektionsrelevanter Proteine in G. mellonella,
M. musculus und H. sapiens

In den qRT-PCR Messungen konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Expression
des AMPs Cecropin von G. mellonella durch alle vier untersuchten Bakterien,
E. coli, S. aureus, P. aeruginosa und S. Typhimurium, induziert wird (Abbildung
6). Es waren dabei signifikante Unterschiede im Ausmal’ der Induktion
feststellbar. Die Cecropin mRNA-Expression war 3 h nach Infektion mit E. coli
rund 100-fach erhoht, im Gegensatz dazu war die Cecropin mRNA-Expression
3 h nach der Infektion mit P. aeruginosa bzw. S. Typhimurium lediglich 10-fach
erhoht. Betrachtet man die mRNA-Expression des Cecropins im Zeitverlauf
(Abbildung 9) wird ersichtlich, dass die mRNA-Expression innerhalb des
Zeitraums von 6 h auch bei P. aeruginosa sowie S. Typhimurium Infektion auf
rund eine 100-fach erhdhte Expression ansteigt. Unklar ist, wie sich die mRNA-
Expression nach Infektion mit S. aureus bzw. E. coli im Zeitverlauf Gber die 3 h
hinaus verhalt, was im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wurde.

Andrejko et al. (2009) stellten in ihren Messungen fest, dass die antimikrobielle
Aktivitat des Cecropins nach P. aeruginosa sowie nach E. coli Infektion von
G. mellonella ansteigt. Die Aktivitat war jedoch nach der Infektion mit einem nicht-

pathogenen E. coli Stamm hdéher und langer anhaltend als nach der
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P. aeruginosa Infektion. Diese hdhere Cecropin-Aktivitat nach E. coli Infektion im
Vergleich zur Aktivitat bei Infektion mit P. aeruginosa lasst sich mit der Hohe der
MRNA-Expression des Cecropins nach diesen beiden Infektionen in Einklang
bringen (Abbildung 6, Abbildung 9).

Wenn tatsachlich Hamozyten im Rahmen einer Infektion mit hochvirulenten
Bakterien zugrunde gehen, wie es von Arteaga Blanco et al. (2017) beschrieben
wird und worauf die Hdmozytenzahlung in Abbildung 5 ebenfalls hinweist, dann
konnen diese apoptotischen Hamozyten in diesem Moment auch nicht mehr die
Bildung von AMPs induzieren (Dziarski und Gupta, 2006). Dies ware eine
mdgliche Erklarung, warum die Cecropin mRNA-Expression bei Infektion mit
P. aeruginosa nicht so stark induziert wird wie beispielsweise bei E. coli Infektion.
Es lasst sich hierdurch allerdings nicht erklaren, warum S. Typhimurium eine
signifikant schwachere Regulation als E. coli auslost. Dies wiederrum flhrt zu der
Hypothese, dass das Cecropin vermutlich nicht fir die effektive Abwehr von
S. Typhimurium, wie sie in Abbildung 4 dargestellt ist, hauptverantwortlich ist.
Brady et al. (2019) fassten zusammen, was bisher zur therapeutischen
Anwendung von Cecropin bekannt ist. Sie konnten darlegen, dass Cecropin ein
vielversprechender Ansatzpunkt flr die Entwicklung neuer antiinfektioser
Therapeutika auch gegen hoch-virulente und multiresistente Bakterien darstellt.
Auch ein prophylaktischer Einsatz beispielsweise als Beschichtung von
Medizinprodukten gegen fremdmaterialassoziierte Infektionen und Biofilmbildung
wurde diskutiert. Ein Ansatz stellt dabei die Veranderung von Wildtyp-AMPs zu
effektiver wirksamen synthetischen AMPs dar. Onate-Garzén et al. (2017)
synthetisierten zwei Varianten des G. mellonella Cecropins, die eine signifikant
starkere antimikrobielle Wirkung gegen E. coli, S. aureus und P. aeruginosa im
Vergleich zu WT-Cecropin aufwiesen. Durch Veranderung der NH2-terminalen
Region tragen diese synthetisierten Cecropin-Varianten eine positive Ladung,
das Wildtyp-Cecropin ist im Gegensatz dazu in dieser Region nicht geladen.
Durch die positive Ladung wird eine starkere Interaktion des Molekuls mit der
anionischen mikrobiellen Oberflache und damit eine starkere antimikrobielle
Aktivitat erreicht. Die Arbeit von Ofate-Garzon et al. (2017) unterstreicht die
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Bedeutung des Cecropins fur G. mellonella und den Menschen sowie die

Notwendigkeit, weitere Untersuchungen auch in in vivo Modellen durchzufthren.

Der Insekten-Metalloproteinase-Inhibitor (IMPIl) wurde 1998 erstmals durch
Wedde et al. aus G. mellonella isoliert und stellt ein einzigartiges Protein dar, das
bei Aktivierung des angeborenen Immunsystems von G. mellonella gemeinsam
mit AMPs in die Hamolymphe ausgeschuttet wird. Es konnten bisher keine
Sequenzahnlichkeiten mit bereits bekannten Proteinen von Wirbeltieren oder
Invertebraten gefunden werden (Wedde et al., 1998; Vilcinskas und Wedde,
2002; Wojda et al., 2020). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
die mRNA-Expression von IMPI in Folge einer systemischen Infektion mit E. coli
oder S. aureus induziert, bei P. aeruginosa sowie S. Typhimurium Infektion
dagegen kaum verandert wird. Diese Beobachtung deckt sich mit der bereits
beschriebenen Regulation der mRNA-Expression des Cecropins. Dies kdnnte
darauf hinweisen, dass G. mellonella ihnre Abwehrmechanismen spezifisch auf
die Art des Pathogens ausrichtet. Es muss also bakterielle Faktoren geben, von
denen das Ausmal der Expression von Abwehrmolekilen wie IMPI und AMPs
abhangt.

Es ist bereits bekannt, dass der P. aeruginosa Virulenzfaktor Elastase B (LasB
oder auch Pseudolysin) antimikrobielle Peptide von G. mellonella wie das
Cecropin B, das apoLP-Ill sowie weitere Abwehrmolekule degradiert (Andrejko
et al., 2009; Andrejko und Mizerska-Dudka, 2012). Pseusomonas Elastase B ist
eine Zink-abhangige Metallopeptidase, die zur M4-Familie zahlt (Andrejko und
Mizerska-Dudka, 2012). Da IMPI in vivo eine starke neutralisierende Wirkung
gegen toxische mikrobielle Metalloproteinasen aufweist, gibt es Bestrebungen,
die Wirkungsweise von IMPI fir Therapeutika gegen bakterielle Infektionen des
Menschen zu nutzen (Vilcinskas, 2011). Eisenhardt et al. (2018) konnten erst
kirzlich zeigen, dass das von ihnen fusionierte Protein IMPI-GST in vitro die
Elastase B von P. aeruginosa PAO1 inhibiert. In ihren Untersuchungen kam
dabei der gleiche P. aeruginosa PAO1 Referenzstamm (DSM 19880) zum
Einsatz wie in der vorliegenden Arbeit. Diese Vergleichbarkeit ist bedeutsam, da

es bei dem Bakterium P. aeruginosa grof3e Unterschiede in Virulenz und
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Resistenz zwischen verschiedenen Stammen gibt (Huber et al., 2016). Die
Fusion von IMPI mit GST ist laut Eisenhardt et al. (2018) notwendig, um ein
stabiles, chargen-unabhangiges Molekul bereitstellen zu kdonnen. Das GST
beeintrachtigt dabei die Funktion des IMPI nicht. Neben der Inhibition der
Elastase B wurde in in vitro Untersuchungen mit Hautzellen sowie in ex vivo
Schweine-Wundmodellen die Wirksamkeit von IMPI-GST gegen P. aeruginosa
auf zellularer, molekularer und morphologischer Ebene nachgewiesen. IMPI-
GST hat also das Potential, auch bei Pseudomonas Infektionen, die Uber
Wundinfektionen hinausgehen, wirksam zu sein (Eisenhardt et al., 2018). Dies
wirft wiederum die Frage auf, warum in der vorliegenden Arbeit IMPI bei
P. aeruginosa Infektion von G. mellonella auf mRNA-Ebene nicht starker
hochreguliert wurde (Abbildung 6, Abbildung 9). Um dieser Fragestellung
nachzugehen ware es interessant, in zukinftigen Studien das Molekul IMPI-GST
bei einer P. aeruginosa Infektion von G. mellonella in einem in vivo Modell zu
untersuchen.

Eisenhardt et al. (2018) wiesen daruber hinaus darauf hin, dass das Bakterium
S. aureus mit Aureolysin eine M4-Metalloproteinase als Virulenzfaktor produziert,
die ebenfalls eine mogliche Zielstruktur des Molekils IMPI-GST darstellen
konnte. Die in der vorliegenden Arbeit dargelegte starke Hochregulation von IMPI
nach E. coli bzw. S. aureus Infektion (Abbildung 6) konnte auf eine
moglicherweise gute Wirksamkeit eines Molekuls in der Art von IMPI-GST
hinweisen. Daher sollten Molekiile wie IMPI-GST auch an G. mellonella getestet

werden, die mit E. coli bzw. S. aureus infiziert wurden.

Wahrend die antimikrobiellen Peptide in G. mellonella sowie in Insekten im
Allgemeinen schon gut untersucht sind und wie bereits erlautert schon bald
Therapieoptionen bestehen kdnnten, ist die Produktion reaktiver Sauerstoff- und
Stickstoffspezies sowie die Entgiftung dieser noch nicht ausreichend verstanden.
Das antioxidative G. mellonella Enzym GST wurde sowohl in der RNA-Seq sowie
in der qRT-PCR nach Infektion untersucht. Im RNA-Seq Datensatz sind 17
verschiedene GST Transkripte zu finden, die 3 h nach der E. coli bzw. S. aureus
Infektion jedoch kaum reguliert sind (Daten nicht gezeigt). Eine Tendenz zu einer

Herabregulation ist bei manchen Isoformen zu erkennen, diese ist jedoch nur in
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Einzelfallen signifikant. In der qRT-PCR war zum Zeitpunkt 3 h eine dezente
Herabregulation der GST mRNA-Expression nach E. coli Infektion messbar, die
anderen untersuchten Infektionen Iosten keine Regulation aus (Abbildung 7). In
den gRT-PCR Messungen der GST mRNA-Expression im Zeitverlauf nach
P. aeruginosa bzw. S. Typhimurium Infektion ist eine leichte Hochregulation,
jedoch lediglich am Zeitpunkt 2 h, sichtbar (Abbildung 10).

Diese Ergebnisse sind Uberraschend, da GST als Entgiftungsenzym verstanden
und somit die Hypothese einer Hochregulation bei Infektion aufgestellt wurde. Es
konnte jedoch in den Versuchen keine deutliche Regulation der GST mRNA-
Expression gemessen werden. Eine madgliche Erklarung stellt eine ungunstige
Auswahl der Messzeitpunkte dar. Ein Anstieg der GST mRNA-Expression in den
ersten zwei Stunden nach der Infektion sowie ein Anstieg zu einem Zeitpunkt
spater als 6 h kann somit nicht ausgeschlossen werden. Es scheint jedoch
wahrscheinlich, dass das Enzym GST flir G. mellonella im Rahmen von
Infektionen nicht von grofler Bedeutung ist, daher sollten stattdessen die
Auswirkungen einer Infektion auf andere Entgiftungsenzyme untersucht werden.
Maoglicherweise setzt G. mellonella Entgiftungssysteme gegen reaktive Spezies

ein, die bisher noch nicht bekannt oder verstanden sind.

Das G. mellonella Enzym NOS, welches die Bildung reaktiver Stickstoffspezies
katalysiert, wurde ebenfalls in der RNA-Seq sowie in der qRT-PCR nach Infektion
untersucht (Krishnan et al., 2006). Im RNA-Seq Datensatz sind drei verschiedene
NOS Transkripte zu finden, die 3 h nach der E. coli bzw. S. aureus Infektion
teilweise signifikant hochreguliert waren (Tabelle 15). In der qRT-PCR konnte
dies bestatigt werden, die NOS mRNA-Expression von Larven 3 h nach E. coli
bzw. S. aureus Infektion ist auch hier hochreguliert. Interessanterweise ist die
NOS mRNA-Expression im Zeitraum von 2 h bis 6 h nach der P. aeruginosa
Infektion herabreguliert. Die NOS mMRNA-Expression nach S. Typhimurium
Infektion ist nicht reguliert. Eine vorstellbare Erklarung der Herabregulation von
NOS nach Pseudomonas-Infektion ist die durch diese Infektion sehr stark
induzierte Phenoloxidase-Reaktion. Diese wurde beispielsweise im Rahmen der

Versuche 3.2.2 und 3.2.3 in Form einer schnelleren und starkeren Melanisierung
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im Vergleich zu anderen systemischen Infektionen beobachtet. Die freien
Radikale, die wahrend einer NOS-Aktivitat entstehen, kdnnen, wie auch die
Radikale der Phenoloxidase-Reaktion auf den Organismus von G. mellonella
zytotoxisch wirken (Krishnan et al., 2006; Wojda, 2017). Vermutlich ware die
gleichzeitige Induktion beider Abwehrmechanismen zu reaktiv und Organismus
schadigend, sodass die NOS-Aktivitat bei P. aeruginosa Infektion eher
zurlickgehalten wird. Um diese Hypothese zu stutzen, sind weitere

Untersuchungen notwendig.

Bei der Analyse des G. mellonella RNA-Seq Datensatzes fiel eine starke
Hochregulation des Enzyms Alkalische-Ceramidase 1 (ACER1) in beiden
Infektionsgruppen auf (Tabelle 16). Dies fluhrte zu der Frage, welche Rolle
ACER1 in der Immunantwort von G. mellonella spielt und ob es dartber hinaus
auch Parallelen im menschlichen Organismus gibt.

Ceramide sind Sphingolipide und bestehen aus einem Sphingosinmolekul, das
uber eine Amidbindung mit einer Fettsaure verbunden ist. Fir den humanen
Organismus ist bekannt, dass Ceramidasen die Spaltung von Ceramiden in
Sphingosin und eine freie Fettsaure katalysieren. Im Menschen sind flnf
Ceramidasen beschrieben, deren Namen sich vom optimalen Umgebungs-pH
ableiten: saure Ceramidase (AC), neutrale Ceramidase (NC) und drei Formen
alkalischer Ceramidasen (ACER1, ACER2, ACERS3). Die ACER Enzyme sind
zueinander homolog, Unterschiede bestehen jedoch im Expressionsort. So wird
ACER1 im Menschen vor allem in der Haut exprimiert und spielt dort eine Rolle
bei der Keratinozyten-Differenzierung. ACER2 und ACER3 sind ubiquitar
exprimiert sowie in der Plazenta besonders stark exprimiert (Mao und Obeid,
2008; Coant et al., 2017).

In der vorliegenden Arbeit konnte dargelegt werden, dass auf Proteinebene hohe
Ubereinstimmungen zwischen den alkalischen Ceramidasen von Maus (Acer)
und Mensch (ACER) im Vergleich zu ACER1 von G. mellonella bestehen (Tabelle
17, Abbildung 2). Das Enzym, das dabei dem G. mellonella Enzym ACER1 am
Ahnlichsten ist, ist in Maus und Mensch die Alkalische Ceramidase 2
(Acer2/ACER?2).
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Wang et al. (2016) konnten zeigen, dass eine LPS-Stimulation verschiedener
Maus-Zellen zu einer Herabregulation von Acer3 fihrt. Aulerdem berichteten
sie, dass Acer3-defiziente Mause starker von Colitis und Colitis-assoziierter
Tumorgenese betroffen sind als Mause, die Acer3 regelhaft exprimieren.
Zusatzlich zu den Ergebnissen zu Acer3 stellten sie dartber hinaus fest, dass
eine LPS-Stimulation von Maus-Zellen (mononukleare Zellen des Blutes sowie
peritoneale Makrophagen) zu einer Hochregulation der mRNA von Acer2 fuhrt.
Unklar ist, inwieweit diese Erkenntnisse mit den Erkenntnissen der vorliegenden
Arbeit vergleichbar sind. G. mellonella ACER1 und M. musculus Acer2 weisen
auf Proteinebene die héchsten Ubereinstimmungen auf, jedoch lasst sich
hieraus, wie bereits im Abschnitt 4.1 erlautert, noch keine identische Funktion fur
den jeweiligen Organismus ableiten. Die Hochregulation von ACER1 nach
Stimulation in dieser Arbeit und die Hochregulation von Acer2 in der Arbeit von
Wang et al. (2016) stellen also eine mogliche Gemeinsamkeit dar, die jedoch
noch weiter untersucht werden muss.

Ebenso ist unklar, warum die deutliche Hochregulation von G. mellonella ACER1
in der mRNA-Seq mit logFC=7,07 nach E. coli Infektion und logFC=5,57 nach
S. aureus Infektion nicht auch in den gRT-PCR Messungen sichtbar ist
(Abbildung 8). Da die mit E. coli bzw. S. aureus stimulierten Proben fur die RNA-
Seq sowie fur die qRT-PCR dieselben waren, kommt eigentlich nur eine
technische Komplikation bei der qRT-PCR dieser Proben oder aber eine
Ungenauigkeit der Sequenzierung in Betracht. Eine Hochregulation der
G. mellonella ACER1 mRNA-Expression konnte in der gqRT-PCR lediglich nach
einer P. aeruginosa Infektion nachgewiesen werden, die G. mellonella ACER1
MRNA-Expression nach S. Typhimurium Infektion ist dagegen im Zeitraum von
2 h bis 6 h nach der Infektion herabreguliert. Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass G. mellonella den Sphingolipid-Metabolismus in Abhangigkeit von der
vorliegenden Infektion reguliert und zeigen, dass ACER1 kein allgemeiner
Marker fur Infektionen darstellen kann. Eine weitere Untersuchung des
Sphingolipid-Metabolismus und speziell des ACER1 von G. mellonella bleibt auf
Basis der hohen Expression in der mMRNA-Seq weiterhin interessant.
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Fir den Sphingolipid-Metabolismus des Menschen wurden neben den
Ceramidasen bereits weitere Enzyme und Reaktionsprodukte beschrieben.
Ceramide werden durch Kinasen zu Ceramid-1-Phospat (C1P) und Sphingosine
zu Sphingosin-1-Phosphat (S1P) phosphoryliert. Ceramide und S1P scheinen flr
die Immunitat eine wichtige Rolle zu spielen (Maceyka und Spiegel, 2014).
Erkenntnisse Uber den Sphingolipid-Metabolismus fuhrten in der Vergangenheit
bereits zur Entwicklung des Wirkstoffes Fingolimod (Gilenya®, Novartis). Dies ist
ein  S1P-Rezeptor-Modulator, der zur Behandlung der hochaktiven,
schubférmigen Multiplen Sklerose eingesetzt wird. Ein Subtyp des S1P-
Rezeptors wird auf Lymphozyten exprimiert und spielt eine wichtige Rolle bei der
Auswanderung der Lymphozyten aus den Lymphknoten. Durch die Bindung des
Wirkstoffes kommt es zu einem funktionellen Antagonismus, der die Migration
von Lymphozyten in das ZNS inhibiert und somit die entzlindliche Aktivitat bei
der Multiplen Sklerose positiv beeinflusst (Chaudhry et al., 2017). Dieses Beispiel
aus der klinischen Medizin verdeutlicht das Potential, das im Sphingolipid-
Metabolismus steckt und unterstreicht die Notwendigkeit weiterer Forschung auf

diesem Gebiet.

Das Chitinase-3-like Protein 1 (CHI3L1) ist ein Glykoprotein, das Heparine, Chitin
sowie Kollagene binden kann, jedoch keine enzymatische Aktivitat zur Spaltung
von Chitin besitzt (Di Rosa et al.,, 2016). Chitin ist das nach der Cellulose
zweithaufigste natlrliche Kohlenhydratpolymer und ist ein Hauptbestandteil der
Zellwande von Pilzen sowie des Exoskeletts von Wirbellosen. Durch die
Fahigkeit Chitin zu binden liegt die Vermutung nahe, dass CHI3L1 eine Art
Erkennungsprotein fur Mikroben oder Pathogene sein kdnnte, die Chitin auf ihrer
Oberflache tragen (Adrangi und Faramarzi, 2013). Die Bildung von CHI3L1
erfolgt beim Menschen unter anderem in Neutrophilen, Monozyten und
Osteoklasten und wird durch die Zytokine Interferon-y (INFy) sowie Interleukin-6
(IL-6) induziert (Di Rosa et al., 2016). Eine weitere Bezeichnung von CHI3L1 ist
YKL-40, die sich auf die enthaltenen terminalen Aminosauren Tyrosin (Y),
Lysin (K) und Leucin (L) sowie die GroRe von 40 kDa bezieht. Die Bedeutung des

CHI3L1 fur den Organismus wurde bereits im Menschen und im Mausmodell in
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vielerlei Hinsicht untersucht. So wurden beispielsweise Zusammenhange mit
chronisch  entzindlichen  Darmerkrankungen (Mizoguchi, 2006), mit
Asthmaerkrankungen  (Specjalski und Jassem, 2011) oder mit
Tumorerkrankungen (Johansen et al., 2006) hergestellt. Der im Kontext dieser
Arbeit wichtigste Bezug ist jedoch der Bezug zur Immunitat (Di Rosa et al., 2016).
In der vorliegenden Arbeit konnte in mMRNA-Seq Daten nun erstmals gezeigt
werden, dass auch im Modellorganismus G. mellonella eine starke
Hochregulation von CHI3L1 wahrend einer Infektion mit E. coli oder S. aureus
stattfindet (Tabelle 16). Diese Erkenntnisse aus der mRNA-Seq konnten jedoch
nicht mit gRT-PCR Messungen bestatigt werden. Lediglich nach P. aeruginosa
Infektion von G. mellonella sind in der gqRT-PCR nennenswerte Hochregulationen
von CHI3L1 nachzuweisen (Abbildung 8, Abbildung 11). Wie bereits fur ACER1
beschrieben, kommen entweder eine technische Komplikation bei der qRT-PCR
oder eine Ungenauigkeit bei der Sequenzierung als Erklarungsansatze in
Betracht. Die qRT-PCR wurde an den Zeitpunkten 2, 3, 4 und 6 h durchgefluhrt.
Di Rosa et al. (2013) untersuchten unter anderem die mRNA-Expression von
CHI3L1 nach LPS- sowie nach IFN-y-Stimulation von Makrophagen, die aus dem
Blut gesunder Probanden isoliert wurden via gRT-PCR. Sie konnten zeigen, dass
die Expression des CHI3L1 bei beiden Stimulationen nach 8 h sowie nach 24 h
verstarkt ist und schlossen daraus auf eine wichtige Rolle der Chitinase wahrend
der fruhen Phase der Immunantwort. Die Messungen von Di Rosa et al. fanden
also nach einer langeren Inkubationszeit nach der Infektion statt. Dies lasst, ein
zwischen dem Menschen und G. mellonella vergleichbarer Zeitabstand von einer
Stimulation bis zur Hochregulation der CHI3L1 mRNA vorausgesetzt, auf eine zu
frihe Messung der mMRNA-Expression in der vorliegenden Arbeit schliel3en.

In ELISA-Messungen aus Zellkulturen mit P. aeruginosa bzw. S. Typhimurium
infizierten Raw 264.7 Zellen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass mit
P. aeruginosa bzw. S. Typhimurium infizierte Raw 264.7 Zellen das Protein
CHI3L1 sezernieren (Abbildung 13). Eine Schwierigkeit der P. aeruginosa
Infektion von Raw 264.7 Zellen war jedoch das Uberleben der Zellen (ber 24 h.
Die laut Resistenztestung fir das Antibiotikum Gentamicin sensiblen Bakterien

sollten 1 h nach der Infektion durch die Zugabe des Antibiotikums abgetotet
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werden. Unter dem Mikroskop waren allerdings 3 h nach Infektion noch eindeutig
bewegliche Bakterien im Medium zu erkennen. Eine Erklarung fur das schnelle
Absterben der Zellen ist also neben der hohen Virulenz von P. aeruginosa die
unvollstandige Abtotung der Bakterien im Zellkulturmedium und dadurch das
vermutlich langere Einwirken der Infektion auf die Zellen.

Nordenbaek et al. (1999) zeigten, dass mit S. pneumoniae Bakteriamie
hospitalisierte Patienten signifikant hdhere Serumspiegel von YKL-40/CHI3L1
aufwiesen als gesunde Probanden. Die hochsten YKL-40/CHI3L1 Serum-
Konzentrationen wurden an Tag 1 gemessen, anschlieRend sank die
Konzentration wieder ab. Aullerdem konnte ein Zusammenhang zwischen hohen
YKL-40/CHI3L1 Serum-Konzentrationen und einer schlechteren Prognose
hergestellt werden. Marion et al. (2016) untersuchten die Veranderung der
Sekretion von CHI3L1 wahrend einer P. aeruginosa Infektion der Maus in aus
dem Knochenmark gewonnenen Makrophagen via ELISA. Sie stimulierten
zunachst fur 2 h mit LPS und anschlielend mit P. aeruginosa, dabei wurde
jedoch im Vergleich zur vorliegenden Arbeit eine deutlich héhere Infektionsdosis
(MOI=20) ausgewahlt, auRerdem erfolgte die Messung des CHI3L1 zu friheren
Zeitpunkten (15, 45, 75 min). Die hochste CHI3L1-Sekretion wurde dabei bereits
15 min nach P. aeruginosa Infektion gemessen. Daraus schlossen sie, dass das
Protein CHI3L1 vermutlich praformiert zur direkten Freisetzung in den Zellen
gespeichert ist.

Aus diesen Arbeiten kann geschlussfolgert werden, dass die Zeitpunkte zur
Messung der CHI3L1-Expression sowie der CHI3L1-Sekretion in der
vorliegenden Arbeit ungunstig gewahlt wurden. Die Bestimmung der CHI3L1
MRNA-Expression von G. mellonella sollte erneut zu einem spateren Zeitpunkt
nach der Infektion wiederholt werden, um langerfristige Auswirkungen einer
Infektion erfassen zu kénnen. Moglicherweise wird von den Makrophagen
sezerniertes CHI3L1 im Medium schnell abgebaut oder gebunden und konnte
aus diesem Grund zum Zeitpunkt 3 h nicht mehr gemessen werden. Um dies zu
beantworten, sollten weitere ELISA-Messungen von CHI3L1 bereits in der ersten

Stunde nach Infektion erfolgen.
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass das Protein CHI3L1 nun mittlerweile seit
drei Jahrzehnten im Maus- und Humanorganismus untersucht wird. Wie bereits
beschrieben, wurden vielerlei Zusammenhange gefunden, eine genaue Funktion
des Proteins ist jedoch noch immer unklar. In dieser Arbeit konnte nun gezeigt
werden, dass auch die Immunitat von G. mellonella im Zusammenhang mit
CHI3L1 steht. Die weitere Forschung zu CHI3L1 im Modellorganismus
G. mellonella ist auch aufgrund der Abwesenheit einer adaptiven Immunitat und
der hierdurch maoglichen isolierten Betrachtung des angeborenen Immunsystems

vielversprechend und sollte fir weitere Erkenntnisse fortgesetzt werden.

Ein weiteres Protein, das in G. mellonella nach Infektion mit E. colibzw. S. aureus
stark hochreguliert war, ist der Makrophagen-Mannose-Rezeptor 1 (MRC1), der
in der Literatur auch oftmals als Makrophagen-Rezeptor (MR) oder als CD206
benannt wird. MRC1 wird fir den menschlichen Organismus neben drei weiteren
Rezeptoren zur Mannose-Rezeptor-Familie gezahlt, die wiederrum der C-typ
Lektin Superfamilie, einer groRen Gruppe an transmembran- sowie I6slichen
Rezeptoren, angehort (East und Isacke, 2002). Rgdgaard-Hansen et al. (2014)
konnten erstmals zeigen, dass MRC1 neben der Expression als
Transmembranrezeptor auch als I6slicher Rezeptor im Serum (sMR) gemessen
werden kann. Die hdchsten sMR-Konzentrationen wurden bei Patienten mit
Sepsis, Organversagen oder Lebererkrankung gemessen. Auch Kjaergaard et al.
(2014) berichteten Uber hohere sMR-Werte bei septischen Patienten im
Vergleich zu kritisch kranken, nicht-septischen Patienten und bezeichneten sMR
als vielversprechenden Biomarker der Sepsis.

Welche Rolle spielt MRC1 aber in der Immunitat von G. mellonella?

MRC1 war sowohl in der mMRNA-Seq als auch in der gqRT-PCR bei allen vier
untersuchten Infektionen hochreguliert (Tabelle 16, Abbildung 8). Im Zeitverlauf
nach P. aeruginosa bzw. S. Typhimurium Infektion wird deutlich, dass der
Anstieg der mRNA-Expression von MRC1 rund 3 h nach der Infektion beginnt
und sich ab hier weiter fortsetzt (Abbildung 11). Rgdgaard-Hansen et al. (2014)
und Kjeergaard et al. (2014) vermuteten bereits, dass MRC1 bei kritischen

Infektionen unabhangig von der Art des Pathogens erhoht ist. Die vorliegenden

80



Ergebnisse sind also mit diesen Untersuchungen in Einklang zu bringen. Sie
bestatigen darlber hinaus die Hypothese, dass MRC1 nicht nur im Menschen
sondern auch in G. mellonella eine bedeutende Rolle in der angeborenen
Immunitat einnimmt. Allerdings sind noch Fragen ungeklart, zum Beispiel ob es
in G. mellonella ebenfalls eine I6sliche Form des MRC1 gibt und inwieweit sich
die Ergebnisse aus G. mellonella mit den Ergebnissen aus den Kklinischen
Untersuchungen am Menschen vergleichen lassen. Unklar ist ebenfalls die
Bedeutung der Ergebnisse der MRC1 ELISA-Messungen aus P. aeruginosa bzw.
S. Typhimurium infizierten Raw 264.7 Zellen (Abbildung 13). Wahrend die
Kurven der Mock-Gruppe und der P. aeruginosa Infektion einen ahnlichen
Verlauf zeigen, sinkt die MRC1 Konzentration in den mit S. Typhimurium
infizierten Zellen stetig ab. Es kann in diesem Versuchsaufbau nicht differenziert
werden, ob der I6sliche oder der gebundene Rezeptor detektiert wurde, durch die
Lyse der Zellen ist allerdings davon auszugehen, dass vorrangig der gebundene
Rezeptor gemessen wurde. Um weitere Erkenntnisse zu MRC1 im G. mellonella
Modellorganismus zu erlangen ist es notwendig in Erfahrung zu bringen, ob
G. mellonella ebenfalls eine lésliche Form des Rezeptors exprimiert und
inwieweit sich nach einer Infektion die Expression des gebundenen und des

|6slichen Rezeptors unterscheiden.

Das vierte Protein, das durch die mRNA-Seq nach E. colibzw. S. aureus Infektion
in den Fokus geruckt ist, ist der G. mellonella Leukozyten-Elastase-Inhibitor 1,
der in der Literatur meist als SERPINB1 bezeichnet wird. Serpine stellen eine
Superfamilie stark konservierter Proteine dar, die in allen Eukaryoten vorkommen
und nach ihrer Fahigkeit Serin-Proteasen zu Inhibieren benannt wurden. Es
werden jedoch daruber hinaus viele weitere Funktionen vermutet, wie
beispielsweise eine Rolle in der embryologischen Entwicklung, in der
Entwicklung von Immunzellen oder der Modulation der Apoptose (Gatto et al.,
2013; Torriglia et al., 2017). Mangan et al. (2008) beschaftigten sich vorrangig
mit der Klasse der B Serpine und verdeutlichten die Rolle vor allem von
SERPINB1, SERPINB6 und SERPINB9 fir die Immunitat. Die meisten Serpin-

Formen werden nach extrazellular sezerniert. Fir SERPINB1 des Menschen ist
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jedoch eine intrazellulare Lokalisation, vorrangig in Granulozyten und
Makrophagen, beschrieben. Hier kann es seiner Funktion nachgehen, dem
Schutz der Zelle vor der neutrophilen Elastase, eine Protease, die in Neutrophilen
und Makrophagen exprimiert wird und bei Stressreaktionen oder zur
Phagozytose im Zytoplasma wirkt. Proteasen sind wichtige Effektoren des
Immunsystems, sie degradieren eingedrungene Erreger sowie infizierte,
abnorme oder fremde Zellen (Mangan et al., 2008; Torriglia et al., 2017).

In dieser Arbeit konnte dargelegt werden, dass SERPINB1 auch fur G. mellonella
ein wichtiger Baustein des Immunsystems darstellt. SERPINB1 ist in der RNA-
Seq nach E. coli sowie nach S. aureus Infektion deutlich hochreguliert. In der
gRT-PCR konnte diese Beobachtung bestatigt werden. Aul3erdem ist SERPINB1
in G. mellonella auch nach P. aeruginosa und nach S. Typhimurium Infektion
deutlich hochreguliert. Die Regulation nach allen vier untersuchten Infektionen
weist auf eine Funktion in der Pathogenabwehr hin, die unabhangig von der Art
des Pathogens in einem grof3en Ausmal stattfindet.

Eindruckliche Ergebnisse zur Funktion von SERPINB1 konnten auch Benarafa
et al. (2007) in einem Modell SerpinB1-defizienter Mause zeigen. Wildtyp (WT)
sowie SerpinB1-defiziente Mause wurden intranasal mit P. aeruginosa infiziert,
hierbei kamen ein nicht-mukoider Stamm PAO1 sowie ein mukoider Stamm
PA M57-15, der aus einem Patienten mit cystischer Fibrose isoliert wurde, zum
Einsatz. Die PAO1-infizierten Serpin-defizienten Mause zeigten eine signifikant
geringere Uberlebenswahrscheinlichkeit und ein kiirzeres medianes Uberleben
im Vergleich zu den WT Mausen. Aullerdem konnte eine Ausbreitung von der
Atemwegsinfektion hin zu einer systemischen Infektion bei den SerpinB1-
defizienten Mausen, nicht jedoch bei den WT Mausen gezeigt werden. Die WT
Mause waren in der Lage, den Stamm PA M57-15 zu beseitigen, wohingegen
SerpinB1-defiziente Mause dazu nicht in der Lage waren. In mehreren in vitro
Studien konnten Benarafa et al. (2007) jedoch keine direkte antibakterielle
Aktivitat von SERPINB1 nachweisen. Daraus schlussfolgerten sie, dass die
positive Wirkung von SerpinB1 auf den Verlauf von P. aeruginosa Infektionen in
der Inhibition der den Organismus schadigenden neutrophilen Serinproteasen

begrindet liegt. Dies wirde erklaren, warum SERPINB1 in G. mellonella
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unabhangig von der Art der Infektion hochreguliert ist. SERPINB1 stellt also auch
in G. mellonella einen potenziellen Marker fir systemische bakterielle Infektionen

dar.

4.4 Grenzen des G. mellonella Alternativmodells und Ausblick
AbschlieBend ist zum Einsatz von G. mellonella als Infektionsmodell
anzumerken, dass es sich trotz aller standardisierten Laborbedingungen und
Prazisionsinstrumenten noch immer um ein Modell lebendiger Organismen
handelt. Es wurde die Erfahrung gemacht, dass die Tiere anfallig sind flr
Stressreaktionen, wie sie beispielsweise bei einem Transport entstehen. Daher
wurden die Larven in der vorliegenden Arbeit immer zunachst eine Woche in den
Zuchtboxen im Inkubator akklimatisiert sowie die Umgebungsbedingungen wie
beispielsweise Temperatur, Umgebung oder das Substrat standardisiert. Trotz
dieser standardisierten Bedingungen konnen individuelle Stressreaktionen der
Tiere nie vollstandig ausgeschlossen werden. Auf3erdem sind Versuche, die mit
sehr geringen Infektionsdosen, wie beispielsweise 5 PAO1 pro Larve, arbeiten,
besonders anfallig fur Schwankungen der Ergebnisse. Trotz sorgfaltigstem
Arbeiten ist eine geringe Abweichung von der gewunschten Infektionsdosis nie
komplett auszuschlie®en. In der Titration verschiedener Infektionsdosen von
P. aeruginosa (Abbildung 3) wurde jedoch gezeigt, dass gerade hier eine kleine
Anderung der Infektionsdosis von einzelnen Bakterien pro Larve zu stark
abweichenden Resultaten fuhren kann. Diese Besonderheiten treten jedoch
zumindest zum Teil auch beim Einsatz anderer in vivo Modelle auf und kénnen
durch eine ausreichende Anzahl an Untersuchungen, Replikate und
Kontrollgruppen minimiert werden.

Unter standardisierten Bedingungen gezuchtete G. mellonella Larven kdnnen
derzeit lediglich von einem Hersteller bezogen werden (TruLarv™, BioSystems
Technology). Diese Larven sind vergleichsweise teuer und es besteht ein langer
Anlieferungsweg, was einen grof3en Vorteil des Modells wieder zunichtemacht.
Derzeit noch deutlich weiter verbreitet sind daher Larven, die nicht standardisiert
als Tierfuttermittel geziuchtet wurden. Bei diesen Larven ist es jedoch nicht
auszuschlielen, dass ein unterschiedlicher Genotyp zwischen den Tieren
verschiedener Zlichter vorliegt. Bei nicht standardisierter Aufzucht der Larven ist
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es aullerdem moglich, dass unterschiedliche Umgebungen und Futtermittel
beispielsweise eine veranderte bakterielle Flora bewirken, die dann wiederum die
Empfanglichkeit fir und die Reaktionen auf Infektionen beeinflusst (Cook und
McArthur, 2013).

Aulerdem sind im Vergleich zum Beispiel zum Modell D. melanogaster noch
keine genetisch veranderten Individuen erhaltlich. Um das G. mellonella
Infektionsmodell weiter zu etablieren, sollte an diesen Punkten gearbeitet
werden. Diese Notwendigkeit wurde auch durch Cook und McArthur (2013) sowie
durch Tsai et al. (2016) verdeutlicht. Ein bereits erwahnter groRer Fortschritt im
Modell G. mellonella war die Genomsequenzierung im Jahr 2018 (Lange et al.,
2018). Die vorliegende Arbeit konnte nun darauf aufbauend weitere Erkenntnisse

zur Veranderung des Transkriptoms nach spezifischen Infektionen liefern.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Immunantwort von G. mellonella Larven auf die
Bakterien P. aeruginosa, S. Typhimurium, S. aureus und E. coli untersucht. Durch
die Analyse des Transkriptoms von G. mellonella nach einer systemischen
Infektion sollten neue spezifische Infektionsmarker oder therapeutische
Ansatzpunkte fur den klinischen Einsatz gefunden werden. Auf3erdem sollten
Differenzen in der Immunantwort der Larven auf die verschiedenen Pathogene
bestimmt werden. Als methodische Grundlage kam eine Transkriptom-
Sequenzierung (RNA-Seq) zum Einsatz. Diese wurde durch gRT-PCR- sowie
ELISA-Messungen erganzt, um ein umfassendes Bild zu generieren sowie auch
einen Vergleich der Methoden und ihren Grenzen zu erméglichen. Des Weiteren
wurde uber eine Auszahlung der Zellen in der Hamolymphe die Immunreaktion
von G. mellonella nach systemischer Applikation von Pathogenen untersucht und
durch Bakterienanzucht aus G. mellonella Hamolymphe die Fahigkeit der Larven
die Pathogene zu eliminieren bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, dass nach einer Infektion eine Regulation vieler
Transkripte durch RNA-Seq messbar ist. Einige Transkripte sind dabei stark
reguliert, jedoch in ihrer Funktion noch unbekannt. Die Abwehrmechanismen von
G. mellonella unterscheiden sich in Abhangigkeit vom injizierten Pathogen.
S. Typhimurium konnte von G. mellonella bei systemischer Infektion eliminiert
werden und die Infektion flhrte nicht zu einem Untergang der Zellen in der
Hamolymphe. Bei einer systemischen Infektion mit P. aeruginosa war ein
Eliminieren der Bakterien aus der Hamolymphe trotz geringer Infektionsdosis
uberwiegend nicht moglich und es kam zu einer starken Abnahme der Zellzahl
sowie zu einem schnellen Versterben der Tiere. Das Protein SERPINB1 kénnte
einen universellen Marker fur systemische Infektionen in G. mellonella darstellen
und sollte daher weiter untersucht werden. Daruber hinaus konnten die
Bedeutung der Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten bei Infektionen sowie
Beispiele flr bereits bestehende, vielversprechende Ansatze dargelegt werden.
Zusammenfassend ist der Einsatz von G. mellonella Larven ein fur die
grundlegende Infektionsforschung geeignetes und erfolgreiches Modell, an dem

das angeborene Immunsystem isoliert und in vivo betrachtet werden kann.
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Es sind die Aminosauresequenzen von ACER1, CHI3L1, MRC1 und SERPINB1 aus der RNA-

Tabelle 21: G. mellonella Aminosauresequenzen der zu untersuchenden Proteine
Seq aufgelistet.
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