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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Die Amerikanische Faulbrut

Die Westliche Honigbiene (Apis mellifera) nimmt durch ihre breite Bestaubungstatigkeit in
natlrlichen als auch landwirtschaftlich genutzten Okosystemen eine bedeutende Rolle ein
(Aizen et al., 2008; Klein et al., 2007; Steffan-Dewenter et al., 2002). Eine effiziente
Bestaubung der Pflanzen, sowie die Gesundheit und Leistungsfahigkeit der Honigbiene, sind
in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses gerickt
(Aizen et al., 2008; Grozinger & Robinson, 2015; Klein et al., 2007; Morse & Calderon, 2000;
Oldroyd, 2007; Potts et al., 2016). Honigbienen sind wie alle Organismen Pathogenen, wie
Bakterien, Pilzen, Viren, Protozoen und Parasiten ausgesetzt, welche zu Erkrankungen und
letztlich zum Tod fiihren kdnnen. Eine der verheerendsten Erkrankungen der Honigbiene ist
die weltweit vorkommende Amerikanische Faulbrut (AFB), welche durch das grampositive,
sporenbildende Bakterium Paenibacillus larvae verursacht wird (Genersch et al., 2006). Die
AFB ist eine hochansteckende bakterielle Erkrankung der Bienenbrut (Hitchcock J.D. et al.,
1979; Wilson, 1971), die Uber sporenhaltiges Futter auf die Bienenlarven Ubertragen wird
(Abb. 1 A). Die infektidse Form des Erregers P. larvae sind die Sporen (Hornitzky, 1998;
Tarr, 1937). Lediglich junge Larven im Alter von 12-48 h nach Eischlupf sind flr eine
Infektion mit P. larvae anféllig (Hitchcock J.D. et al., 1979; Wilson, 1971; Woodrow, 1942;
Woodrow & Holst, 1942). Nach Auskeimung der Sporen kommt es im Mitteldarm zu einer
massiven Vermehrung der vegetativen Bakterien (Abb. 1 B). In dieser Phase findet keine
sichtbare Schadigung des Darmgewebes der Larve statt. P. larvae lebt zunadchst kommensal
im Darm der Honigbienenlarve und erndhrt sich vom Futter der Larve (Genersch, 2010;
Julian & Bulla, 1971; Neuendorf et al., 2004; Yue et al., 2008). Ist der Darm ganzlich mit
Bakterien geflllt, erfolgt der Wechsel zur invasiven Lebensphase. P. larvae zerstért das
Darmwandepithel und wandert Gber die parazellulare Route ins Hamocoel ein (Yue et al.,
2008). Zeitgleich mit dem Durchbruch der Darmwand stirbt die Honigbienenlarve. Die
LarvenUberreste werden vollstandig zersetzt, lediglich eine charakteristische fadenziehende
Masse bleibt zurick (Abb. 1 C). P.larvae befindet sich nun in der saprophytische
Lebensphase. Die fadenziehende Masse trocknet im weiteren Verlauf an der Wand der
Brutzelle zu einem festanhaftenden Schorf ('Faulbrutschorf') ein, welcher aus Millionen von
Sporen besteht (Bailey & Ball, 1991; Gregorc & Bowen, 1998; Lindstrom, 2008; Sturtevant,
1932).
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Abb. 1: Infektionsverlauf der AFB. (A+B) P. larvae Sporen werden Uber das Futter von bis zu 36 h
alten Larven aufgenommen und keimen im Darm der Larve zu vegetativen Bakterien aus. Es kommt
zur massiven Vermehrung der Bakterien im Larvendarm. Im weiteren Verlauf durchbricht P. larvae
das Darmepithel, dringt tUber die parazelluldre Route in das Hamocoel der Larve ein und zersetzt das
Larvengewebe zu einer charakteristischen fadenziehenden Masse (C). Diese Masse besteht aus
Millionen von P. larvae Sporen. Durch die Beseitigung der klebrigen fadenziehenden Masse
kontaminieren sich Ammenbienen mit Sporen und kommt es zur weiteren Verbreitung der Sporen im
Volk.

A. Elektronenmikroskopische Aufnahme der Sporen (obere Reihe) der P. larvae Genotypen ERIC |
und ERIC Il (Balken 1 yM). Koloniemorphologie (untere Reihe) der P. larvae Genotypen ERIC | und
ERIC Il auf CSA (Balken 1 mm) (modifiziert nach Genersch et al., 2006).

B. Fluorescence in situ hybridization (FISH)-Analyse eines Langsschnitts einer Larve an Tag vier nach
Infektion mit P. larvae (Balken 80 pM) (modifiziert nach Yue et al., 2008). Eingesetzt wurden
spezifische Sonden fir die 16S rRNA von P. larvae (grin) sowie fur die 18S rRNA (rot) von
eukaryotischen Zellen. Die Zellkerne eukaryotischer Zellen sind blau dargestellt.

C. Klinische Diagnose der AFB mit Hilfe der Streichholzprobe. An AFB gestorbene Larven werden zu
einer klebrigen fadenziehenden Masse zersetzt, welche mittels Streichholzprobe dargestellt werden
kann und so die klinische Diagnose der AFB bestatigt (Genersch, 2007).

Durch die Beseitigung des Faulbrutschorfes durch die Ammenbienen und den
anschliefenden Kontakt zu Artgenossen verbreiteten sich die Sporen rasant innerhalb des
Bienenvolkes. Aber auch zwischen den Vélkern geschieht die Ubertragung der Sporen von
P. larvae leicht (Fries & Camazine, 2001). Durch imkerliches Management der Voélker
(Austausch von Materialien, hohe Anzahl von Vdlkern an einem Standort) oder das
natirliche Verhalten der Bienen (Brutpflege, Verflug, Rauberei) sind einmal eingebrachte
Sporen schnell verbreitet (Fries & Camazine, 2001). Ist ein Volk erkrankt, kommt es durch
den fortschreitenden Verlust der Brut zur Schwachung und bei nicht Behandlung letztlich
zum Kollaps des Volkes. Aber auch aufierhalb des Bienenvolkes sind die Sporen in der
Umwelt aulerordentlich widerstandsfahig und auch nach Jahrzehnten noch infektiés
(Hasemann, 1961). Da Sanierungsverfahren (Kunstschwarmverfahren) meist nicht zur
Tilgung der Seuche fiihren, ist momentan die Verbrennung kontaminierter Vélker und aller
Materialien die einzige effektive Bekampfungsmethode (Ohe, 2003; Pernal et al., 2008).
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In den meisten europaischen Landern ist der Einsatz von Antibiotika zur Bekdmpfung von
Bienenkrankheiten gesetzlich verboten (Honigverordnung; VO (EG) 470/2009;
VO (EU) 37/2010). In den Landern, in denen der Antibiotikaeinsatz zugelassen ist, wird
Ublicherweise Oxytetrazyklin oder Sulfathiazol als Praventions- und Behandlungsmaflinahme
eingesetzt. Diese Vorgehensweise flhrt lediglich zum Verschleiern der Symptome und nicht
zur Tilgung der Seuche. Die Sporen Ulberdauern eine antibiotische Behandlung und nach
Absetzten der Medikamente bricht die AFB erneut aus (Genersch, 2010). Die mégliche Folge
einer solchen Behandlung ist die Weiterverbreitung von Resistenzen in P. larvae (Evans,
2003; Lodesani & Costa, 2005; Miyagi et al., 2000; Mussen, 2000; Piccini & Zunino, 2001).
Dariber hinaus sind Antibiotikariickstdnde ein Risiko fir den Verbraucher und
beeintrachtigen die Qualitat des Lebensmittels Honig (Lodesani & Costa, 2005; Martel et al.,
2006). Daruber hinaus kann es durch den Einsatz von Antibiotika zu Stérungen der larvalen
Entwicklung und der Lebensdauer adulter Bienen kommen (Peng et al., 1992).

Aufgrund der hohen Ansteckungsgefahr und Letalitat gehort die AFB in Deutschland zu den
anzeigepflichtigen Tierseuchen und ist in der Verordnung Utber anzeigepflichtige Tierseuchen
(TierSeuchAnzV) aufgefihrt. Durch diese Einstufung muss bereits der Verdacht dem
zustandigen Amtstierarzt angezeigt werden. Die Bekampfung der AFB st im
Tiergesundheitsgesetzt (TiersGesG) und der Bienenseuchenverordnung (BienSeuV) in der
jeweils geltenden Fassung geregelt. Mit der Leitlinie zur Bekampfung der Amerikanischen
Faulbrut vom Bundesministerium fir Ernahrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz
(Januar 2013) wurden die in den Bundeslandern sehr unterschiedlich geregelte Bekampfung
der AFB bundesweit weiter vereinheitlicht (Genersch, 2012). Diese Leitlinie stellt jedoch
lediglich eine Empfehlung dar und hat noch keinen Einfluss auf die unterschiedlichen
landesrechtlichen Regelungen. Wie wichtig eine bundeseinheitliche Bekampfung ist, zeigt
die zwischen 2008-2012 kontinuierlich angestiegene Zahl offiziell gemeldeter AFB-
Ausbriche. Wurden im Jahr 2008 noch 154 offiziell gemeldete AFB-Ausbriiche verzeichnet,
waren es im Jahr 2012 bereits 265 AFB-Ausbriiche deutschlandweit (TSN-
Tiergesundheitsjahresberichte 2008-2012, FLI Wusterhausen). P. larvae ist ein aulRerst
erfolgreiches und verheerendes Pathogen und es ist von grollem Interesse weitere

molekulare Details der Pathogen-Wirt-Beziehung aufzuklaren.
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1.2. Der Wirt - die Honigbiene

Neben der Bestaubung von Wildpflanzen nimmt die Honigbiene eine zentrale Rolle bei der
Bestaubung landwirtschaftlich extensiv genutzter Flachen ein. Weltweit hat die Flache von
Bestaubungsabhangigen Pflanzen massiv zugenommen und der Bedarf an Bestaubung
wachst (Aizen et al., 2008). Aufgrund der vielseitigen, giinstigen und einfachen Handhabung
gehort die Honigbiene zu einem der wichtigsten Nutztiere (Morse & Calderon, 2000). Obwohl
die Bestaubung durch die Honigbiene nicht essentiell flir die menschliche Ernahrung ist, tragt
diese erheblich zur Vielseitigkeit und Ausgewogenheit bei (Klein et al., 2007; Morse &
Calderon, 2000; Steffan-Dewenter et al., 2005). Trotz steigender Nachfrage wird in den USA
und Europa von sinkenden Voélkerzahlen innerhalb der letzten Jahrzehnte berichtet (Aizen &
Harder, 2009; Potts et al.,, 2010). Neben der Bedeutung flr die Landwirtschaft, ist die
facettenreiche Honigbiene auch fir die Wissenschaft von grollem Interesse. Die
Organisation im Volk, das Verhalten, die Neurobiologie, die Genetik sowie die Immunologie
der Honigbiene waren bereits Gegenstand in vielen Studien. Im Gegensatz zu anderen
Insekten-Modellen kdénnen in der Honigbiene natirlich vorkommende Krankheiten durch
Infektionen mit Pathogenen untersucht werden. Dies ist ein gro3er Vorteil zu anderen
Insekten wie beispielsweise der Fruchtfliege Drosophila melanogaster, welche kinstlich mit
Bakterien infiziert werden (z.B. per Injektion), diese aber in der Natur keine Ausldser von
Krankheiten sind. Die Honigbiene eréffnet die Maoglichkeit Krankheiten und deren
Verbreitung sowie die Immunantwort realititsnah und im Labormalistab genauer zu
untersuchen. Die Untersuchung der Wirt-Pathogen-Interaktion zwischen der Honigbienen-
larve und dem Bakterium P. larvae ist also auf 6konomischer und wissenschaftlicher Ebene
von grofiem Interesse.

In einem Bienenvolk erfolgt die Unterteilung der Individuen in verschiedene Kasten. Das
Kastensystem setzt sich zusammen aus einer eierlegenden Koénigin, mehreren zehntausend
nicht-reproduzierenden Arbeiterinnen und ungefahr eintausend Drohnen. Als eusoziale
Insekten betreiben Honigbienen eine gemeinsame Brutpflege und die reproduzierbare
Teilung der Arbeit bei der sich mindestens zwei Generationen in der Kaste der Arbeiterinnen
Uberlappen (Wilson, 1975). Die Entwicklung der einzelnen Biene erfolgt vom Ei Uber ein
Larven- und Puppenstadium bis hin zum Imago. Der Schlupf aus dem Ei erfolgt nach drei
Tagen und fir weitere drei Tage erfolgt die Fitterung mit Gelée Royale. Anschliel3end erfolgt
eine Anderung der Fltterung je nach Zugehérigkeit zur Kaste. Kéniginnen-Larven erhalten
weiterhin Gelée Royale, im Gegensatz dazu erhalten Arbeiterinnen-Larven mit Zuckerlésung
verdinntes Gelée Royale. Ja nach Kaste schllpft nach 16 Tagen eine Kdénigin, nach 21
Tagen eine Arbeiterin oder nach 24 Tagen ein Drohn aus einer verdeckelten Brutwabe
(Britannica, 1998).
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Die hohe Anzahl von Individuen in einem Bienenvolk lasst vermuten, dass Krankheiten sich
rasant verbreiten und hohen Schaden anrichten. Die Honigbiene hat jedoch verschiedene

Abwehrmechanismen entwickelt, um sich vor Krankheiten zu schitzen.

1.3. Das Immunsystem der Honigbienenlarve

1.3.1 Mechanische Barrieren im Larvendarm

P. larvae lebt zunachst nicht-invasiv als Kommensale im Darm der Honigbienenlarve. Die
vegetativen Bakterien vermehren sich massiv im Darmlumen (Yue et al.,, 2008). Nachdem
das von der Larve aufgenommene Futter nicht mehr ausreicht, um die Masse der Bakterien
zu ernahren, muss larvales Gewebe als weitere Nahrstoffquelle erschlossen werden. Bevor
ein Durchbruch ins Hamocoel der Larve erfolgen kann, missen verschiedene mechanische
Barrieren Uberwunden werden. Die erste Barriere auf die P. larvae ftrifft, ist die peritrophe
Membran, eine chitinreiche Schutzschicht des Darmepithels, gefolgt vom Darmepithel und
der Basalmembran (Yue et al.,2008).

Die peritrophe Membran (PM) ist eine zellfreie, semipermeable Auskleidung des Mitteldarm-
lumens, welche schiitzend zwischen Lumen und Darmepithel liegt. Die Aufgaben der PM als
mechanische Barriere sind neben der Kompartimentierung, Schutz vor Abrieb durch grobe
Futterpartikel sowie vor schadlichen Substanzen und eindringenden Pathogenen
(Barbehenn, 2001; Hegedus et al., 2009; Terra, 2001). Unterschieden werden vom
gesamten Mitteldarmepithel gebildete Typ| PMs oder von spezialisierten Zellen des
vorderen Mitteldarms oder der Cardia des Mitteldarms gebildete Typ Il PMs (Peters, 1992;
Waterhouse, 1957). Die PM von Hymenopteren wurden bereits als Typ | (Hegedus et al.,
2009; Terra, 2001) beschrieben. Jedoch gab es auch gegensatzliche Berichte, welche die
Sezernierung der PM nur in bestimmten Regionen des Mitteldarms schilderten (Jimenez &
Gilliam, 1990). Uber die PM in Honigbienen ist erst wenig bekannt und eine genaue
Charakterisierung steht noch aus. Im Allgemeinen besteht die PM aus Chitin sowie aus
integrierten Proteinen und Glykoproteinen (Lehane, 1997; Richards & Richards, 1977; Terra,
2001). Der Hauptbestandteil der PM ist Chitin, welches aus B-(1,4) verknlipften N-Acetyl-D-
Glukosaminen (GlcNac) besteht. Das in der PM enthaltene Chitin ist in Fibrillen angeordnet,
welche netzartig durch chitinbindende Proteine verbunden sind. Die im Netz entstandenen
Zwischenraume sind mit Glykanen aufgefillt, wodurch ein molekulares Sieb mit
verschiedenster Porengrolie entsteht (Hegedus et al., 2009). Fir die erfolgreiche Invasion
eines Pathogens muss zunachst die PM lGberwunden werden. Dies geschieht meist mit vom
Pathogen sezernierten Enzymen wie z.B. Chitinasen. Ein Angriff auf das in der PM

enthaltene Chitin konnte bereits bei Plasmodium, dem Erreger der Malaria, gezeigt werden
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(Langer & Vinetz, 2001). Die von der Plasmodium Ookinete produzierte Chitinase ermoglicht
den Abbau der PM und die Invasion des Moskito-Mitteldarms. Auch fir P. larvae konnte
bereits gezeigt werden, dass die PM im Verlauf einer Infektion abgebaut wird und der
Virulenzfaktor PICBP49 fiir diesen Abbau essentiell ist (Garcia-Gonzalez & Genersch, 2013;
Garcia-Gonzalez et al., 2014c).

Im weiteren Verlauf muss P.larvae das Mitteldarmepithel sowie die Basalmembran
Uuberwinden. Das Mitteldarmepithel der Insekten besteht allgemein aus einer einzelligen
Epithelzellschicht. An der apikalen dem Lumen zugewandten Seite ist das Mitteldarmepithel
mit Mikrovilli besetzt, um die Oberflache fiir die Nahstoffaufnahme zu vergroRern und
Verdauungsenzyme zu sekretieren (Whitten et al., 2006). Die einzelnen Zellen des Mittel-
darmepithels sind Uber undurchlassige und haftende Zellkontakte (occluding / adhering
junctions) verbunden. Fir eine erfolgreiche Invasion miissen Pathogene diese mechanische
Barriere Uberwinden in dem sie die Epithelzellen abtéten, durchdringen oder sich zwischen
den Zellen hindurchwinden. AnschlieBend muss die Basalmembran eine zellfreie flexible
Schicht aus Laminin, Kollagen IV sowie Nidogen und Perlecan Uberwunden werden
(Ashhurst, 1982). Mit Hilfe genotypspezifischer Virulenzfaktoren greift P.larvae das
Mitteldarmepithel an (siehe auch Abb. 5). P.larvae Genotyp ERIC | attackiert das
Mitteldarmepithel aus der Entfernung mit den Toxinen PIx1/2 (Finfhaus et al., 2013). Im
Gegensatz dazu heftet P. larvae ERIC Il sich mit Hilfe des S-layer Proteins SplA direkt an
das Darmepithel an (Poppinga et al., 2012). Der genaue molekulare Mechanismus wie
P. larvae das Mitteldarmepithel und die Basalmembran Uberwindet ist noch unklar. Es konnte
aber bereits gezeigt werden, dass P. larvae Uber die parazellulare Route in das Hamocoel
eindringt (Yue et al., 2008).

1.3.2 Lokale und systemische Immunantwort

Das Immunsystem der Honigbienen besteht, wie bei allen Invertebraten, ausschliel3lich aus
der angeborenen Immunantwort. Die angeborene Immunantwort setzt sich aus der lokalen
und der systemischen Immunantwort zusammen. Die systemische Immunantwort wird
ausgelést sobald einer der Immunsignalwege im Fettkdrper, dem Speicher- und
Syntheseorgan der Insekten, aktiviert wird und vom Fettkdrper sekretierte Effektoren werden
in die gesamte Koérperhdhle abgegeben. Im Gegensatz dazu wird die lokale Immunantwort
bei der Erkennung von Pathogenen durch die Zellen des Mitteldarmepithels umgesetzt. Nach
Erkennung von Pathogenen kommt es zur Ausldsung entsprechender Immunsignalwege und
anschlieBend zur lokalen Ausschittung von Effektoren. Pathogene im Mitteldarm kdnnen
sowohl eine lokale als auch eine systemische Immunantwort auslésen (Broderick et al.,

2009; Lemaitre & Hoffmann, 2007). Das Mitteldarmepithel Ubernimmt also neben der
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Nahrstoffaufnahme und der Funktion als mechanische Barriere, auch wichtige
immunologische Aufgaben.

Die angeborene Immunantwort von Insekten wird durch die Erkennung von eindringenden
Pathogenen (ber pathogen-associated molecular patterns (PAMP) mittels spezifischer
Rezeptoren ausgel6st. Je nach infizierendem Pathogen (Bakterien, Pilze, Viren, Parasiten)
werden verschiedene Immunsignalwege aktiviert. Grampositive Bakterien und Pilze flihren
zur Aktivierung des Toll-Signalwegs, dagegen wird von gramnegativen Bakterien, Bacilli und
Paenibacilli der Imd-Signalweg initiiert (Buchon et al., 2014; Hillyer, 2016; Schleifer &
Kandler, 1972; Shida et al., 1997). Die Erkennung von eindringenden Pathogenen erfolgt
Uber peptidoglycan recognition proteins (PGRP) und Gram-negative binding proteins
(GNBP). Die Unterscheidung von grampositiven bzw. gramnegativen Bakterien erfolgt
anhand spezifischer Peptidoglykane (PGN) in der Zellwand der eindringenden Bakterien
(Lemaitre & Hoffmann, 2007). Die PGNs in den Zellwanden der Bakterien sind quervernetzt
Uber Peptide mit meso-Diaminopimelinsaurerest (meso-DAP-Typ) oder Uber Peptide mit
Lysin-Diaminopimelinsaurerest (Lys-DAP-Typ) (Schleifer & Kandler, 1972). Die PGNs von
gramnegativen Bakterien sowie Mitgliedern der grampositiven Genera Bacilli und Paenibacilli
sind vom meso-DAP-Typ (Shida et al.,, 1997), im Gegensatz dazu sind die PGNs von
grampositiven Bakterien und Pilzen vom Lys-DAP-Typ. Die PGNs vom meso-DAP-Typ in
den Zellwanden von gramnegativen Bakterien und einigen Mitgliedern der Genera Bacilli und
Paenibacilli werden von den Erkennungsmolekilen PGRP-LC gebunden und der Imd-
Signalweg ausgelost (Abb. 2 A) (Neyen & Lemaitre, 2016). PGNs vom Lys-DAP-Typ
dagegen werden von den vom Wirt sekretierten Erkennungsmolekilen PGRP-SA und
GNBP1 gebunden. Es kommt zu einer proteolytischen Kaskade in der Spatzle aktiviert und
der Toll-Signalweg ausgel6st wird (Abb. 2 B) (Lemaitre & Hoffmann, 2007; Royet & Dziarski,
2007). Die Signalkaskaden des Toll- und des Imd-Signalwegs sind zu meist in Drosophila
untersucht. Fir die Honigbiene ist jedoch bekannt, dass alle notwendigen Komponenten der
Signalwege im Genom vorhanden sind (Elsik et al., 2014; Evans, 2006; Weinstock et al.,
2006).
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Abb. 2: Aktivierung des Imd- und Toll-Signalwegs liber verschiedene Peptidoglykane (PGN).
(A) PGN in der Zellwand von gramnegativen Bakterien, Bacilli und Paenibacilli sind vom meso-DAP-
Typ. Die Bindung des meso-DAP-Typ PGNs erfolgt in Insekten Uber das membrangebundene
Erkennungsmolekil PGRP-LC, welches den Imd-Signalweg aktiviert und schlie8lich zur Translokation
des Transkriptionsfaktors Relish (Rel) in den Kern fiihrt. Relish bindet an NFkB-Bindungselemente
und es kommt zur Transkription eines spezifischen Sets von Genen. Zu diesen Genen gehdren
antimikrobielle Peptide (AMPs), welche als Effektoren der Immunantwort bereits bekannt sind. (B) In
der Zellwand grampositiver Bakterien und Pilze dagegen finden sich PGNs des Lys-Typ. Die Bindung
von Lys-Typ PGN an die Erkennungsmolekile PGRP-SA und GNBP1 initiiert eine proteolytische
Kaskade, welche zur Aktivierung von Spatzle fihrt. Es kommt zur Phosphorylierung von Cactus (Cac),
woraufhin es zur Translokation von Dorsal in den Kern kommt. Dorsal bindet an NFkB-
Bindungselemente und es kommt zur Transkription eines spezifischen Gensets. Zu diesen Genen
gehodren unter anderem AMPs. (modifiziert von Lemaitre & Hoffman, 2007)

Nachdem die PAMPs eindringender Pathogene erkannt wurden und entsprechende
Signalkaskaden ausgel6st worden sind, kommt es zur Translokation von Mitgliedern der
NFkB-Familie (Dif, Dorsal, Relish) in den Kern. Diese Transkriptionsfaktoren fUhren zur
Transkription spezifischer Gene wie zum Beispiel der Antimikrobiellen Peptide (AMPs) (Abb.
2). In der Honigbiene sind verschiedene AMPs bekannt, welche der lokalen und
systemischen Abwehr gegen eindringende Mikroben dienen: Abaecin, Apidaecin, Apisimin,
Defensin 1, Defensin 2 und Hymenoptaecin. Die AMPs Royalisin (= Defensin 1), Jellein und
Apisimin werden im Gelée Royale gefunden sowie Mellitin im Bienengift (Bilikova et al.,
2002; Casteels et al., 1993; Casteels et al., 1989; Casteels et al., 1990; Casteels-Josson et
al., 1994; Evans & Armstrong, 2006; Evans et al., 2006; Fujiwara et al., 1990; Jefferson et
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al., 2013; Klaudiny et al., 2005). Bei mikrobieller Infektion erfolgt meist die gemeinsame
Expression mehrerer AMPs. Eine Potenzierung der Wirkung einiger AMPs bei gemeinsamer
Expression konnte bereits gezeigt werden (Rahnamaeian et al., 2015; Yu et al., 2016). Es ist
naheliegend, dass die gemeinsame Expression verschiedener AMPs notwendig ist, um eine
optimale Abwehr gegen Pathogene zu gewahrleisten (Rahnamaeian et al., 2015; Yu et al.,
2016).

Die lokale Immunantwort in den Zellen des Mitteldarmepithels wird hauptsachlich tGber den
Imd-Signalweg reguliert. Eine Beteiligung des Toll-Signalwegs wie bei der systemischen
Immunantwort konnte bis jetzt noch nicht nachgewiesen werden. Um eine schnelle
Expression der AMPs bei eindringenden Pathogenen zu gewahrleisten und Uberschielliende
Reaktionen gegentber der kommensalen Darmflora zu vermeiden, ist eine engmaschige
Regulierung der lokalen Immunantwort notwendig. Der Imd-Signalweg zeigt auch beim
Fehlen einer Infektion eine kontinuierliche Aktivierung. Diese wird vermutlich durch das
Mikrobiom ausgeldést (Buchon et al, 2014; Charroux & Royet, 2010). Der
Transkriptionsfaktor Relish (NFkB Familie) wird der Aktivierung entsprechend kontinuierlich
in den Kern transloziert. Dieses Signal reicht dennoch nicht aus, um eine kontinuierliche
Transkription der AMPs zu verursachen, da der Transkriptionsfaktor Caudal dies blockiert.
Dartiber hinaus induziert Relish einen negativen Feedback-Mechanismus, welcher zur
Transkription der PGN-Rezeptoren PGRP-LC und PGRP-SC fihrt. PGN wird so gespalten
und die Aktivierung des Imd-Signalwegs eingedammt (Buchon et al., 2014; Charroux &
Royet, 2010). Kommt es im Mitteldarm zur massiven Vermehrung von Pathogenen, wird der
negative Feedback-Mechanismus Gberwunden. Durch groRe Mengen von PGNs kommt es
zu einer verstarkten Aktivierung des Imd-Signalwegs und der Auslésung der lokalen
Immunantwort (Bosco-Drayon et al., 2012; Charroux & Royet, 2010).

Neben der lokalen Immunantwort kénnen Pathogene im Mitteldarm auch die systemische
Immunantwort auslosen. Die molekularen Details sind noch unklar, aber es werden
verschiedene Mechanismen diskutiert. Mdglich ware, dass kleine PGN Fragmente ins
Hamocoel vordringen und dort eine systemische Immunantwort auslésen (Gendrin et al.,
2009; Zaidman-Remy et al., 2006). Dariber hinaus wurden Stickoxide (NO) als mdgliche
Signalmolekile diskutiert. Nach bakterieller Infektion werden NO in das Hamocoel sekretiert
und aktivieren vermutlich Hamatozyten (Bogdan, 2001; Foley & O'Farrell, 2003; Nappi et al.,
2000).

Pathogene, die in das Hamocoel eingedrungen sind, aktivieren die systemische Immun-
antwort. Die Sekretion von AMPs im Fettkérper wird durch die Bindung von PGNs an
entsprechende PGRPs ausgeldst. Dartiber hinaus gehéren in der Hamolymphe zirkulierende
Hamatozyten zur systemischen Immunantwort. Diese binden eindringende Pathogene und

machen diese durch Einkapselung oder Phagozytose unwirksam (Hillyer, 2016).
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Bei einer Infektion von Honigbienenlarven mit P. larvae wird vermutlich durch die massive
Vermehrung der vegetativen Bakterien im Darmlumen eine lokale Immunantwort im
Mitteldarmepithel ausgelést. Nach Bindung der PGNs vom meso-DAP-Typ an PGRP-LC
kommt es zur lokalen Produktion von AMPs Uber den Imd-Signalweg. Eine systemische
Immunantwort zu diesem Zeitpunkt kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, jedoch ist
bereits bekannt, dass der Durchbruch des Mitteldarmepithels zeitgleich mit dem Tod der
Larve stattfindet (Yue et al., 2008). Das Auslésen einer systemischen Immunantwort durch in
das Hamocoel eindringende vegetative P. larvae ist naheliegend, jedoch ist der Wirt, die
Honigbienenlarve, zu diesem Zeitpunkt bereits verstorben.

Die systemische Immunantwort in Honigbienenlarven nach Infektion mit P. larvae war bereits
Gegenstand verschiedener Studien (Chan et al., 2009; Cornman et al., 2013; Evans, 2004;
Evans et al., 2006; Evans & Lopez, 2004; Evans & Pettis, 2005; Krongdang et al., 2018).
Keine dieser Studien untersuchte die Immunantwort in ERIC l-infizierten Larven bzw.
ERIC ll-infizierten Larven im Vergleich zu einer nicht-infizierten Kontrollgruppe. Der
infizierende P. larvae Genotyp wurde nicht weiter beachtet. Chan und Kollegen (2009)
untersuchten mittels Massenspektroskopie den Einfluss einer Infektion mit P. larvae auf das
Proteom der Hamolymphe finf Tage alter Larven. Neben einer starken Hochregulierung
einiger metabolischer Enzyme und Chaperone, waren Gelée Royal Proteine und Proteine
der Energiespeicherung herunterreguliert. Immunfaktoren wie die Prophenoloxidase,
Lysozym und AMPs wie Hymenoptaecin konnten in gesteigerten Mengen nach Infektion mit
P. larvae nachgewiesen werden. Einige weitere Studien beschaftigten sich mit der
Regulierung immunrelevanter Gene, jedoch waren die Ergebnisse widersprichlich. Das AMP
Abaecin konnte je nach Studie zu verschiedenen Zeitpunkten als signifikant hochreguliert
beobachtet werden. Im Gegensatz dazu war die Expression von Defensin 1 zunachst nur
gesteigert und unterschied sich nicht signifikant (Evans, 2004; Evans & Lopez, 2004). In
einer nachfolgenden Studie im Jahr 2006 wurden abweichende Ergebnisse von Larven 24 h
nach P. larvae-Infektion veroffentlicht. Hier wurde die Hochregulierung immunrelevanter
Gene der intermediaren Signalebene (z.B. dorsal-1, dredd, basket) und der Ebene der
Effektoren (z.B. defensin 2, lysozym-2, ppoact) beschrieben. Im Gegensatz zu zuvor
veroffentlichten Ergebnissen wurde in dieser Studie fir die AMPs abaecin und defensin 1
keine veranderte Regulierung beschrieben (Evans, 2006). Auch auf Ebene des
Transkriptoms erfolgte die Untersuchung der Immunantwort bei einer Infektion mit P. larvae.
Cornman und Kollegen (2013) verglichen P. larvae infizierte Larven nach 72 h mit einer
nicht-infizierten Kontrolle. Die Analyse der RNA-Seqg-Daten identifizierte 75 Gene mit
signifikant erhdhter Expression und 6 signifikant herunterregulierte Gene. In der Gruppe der
signifikant hochregulierten Gene fanden sich unter anderem die AMPs hymenoptaecin,
apidaecin und defensin 1. Desweiteren waren Gene kodierend fir extrazellulare

Matrixproteine, Proteasen/Proteaseinhibitoren und Mitglieder der Familie der Osirisgene
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hochreguliert (Cornman et al., 2013). Die verschiedenen Studien berichteten immer wieder
unterschiedliche Regulationen fiir einzelne Gene. Die hochvariable Expression einzelner
Gene in individuellen Larven koénnte eine mdgliche Erklarung fir die abweichenden
Ergebnisse sein. Dartiber hinaus wurde in keiner der beschriebenen Studien der infizierende
P. larvae Genotyp beachtet. Es ist bereits bekannt, dass die verschiedenen P. larvae
Genotypen mit Hilfe unterschiedlicher Virulenzfaktoren und sich daraus ergebenden
Pathogenesestrategien zum Tod der Larve fuhren (Kap. 1.5.) (Djukic et al., 2014). Die
Beeinflussung der larvalen Immunantwort durch den infizierenden P. larvae Genotyp ist also
sehr wahrscheinlich und kénnte eine Erklarung fir die unterschiedlichen Ergebnisse der

veroffentlichten Studien sein.

1.4. Der Erreger - Paenibacillus larvae

1.4.1 Klassifizierung von P. larvae

Der Erreger der AFB ist das grampositive, sporenbildende, stdbchenférmige petrichial
begeilielte Bakterium Paenibacillus larvae (P. larvae) (Genersch et al., 2006). Seit der ersten
Isolierung des Erregers und der Bezeichnung als '‘Bacillus larvae' vor tber 100 Jahren
(White, 1906) kam es mehrfach zur Umbenennung. Ein eng verwandtes Bakterium namens
B. pulvifaciens, der Erreger der Bruterkrankung "powdry scale disease", wurde im Jahr 1950
beschrieben (Katznelson, 1950). Basierend auf einer rRNA-Gensequenzanalyse und
phanotypischer Charakterisierung erfolgte die Einordnung beider Bakterien in die Familie der
Paenibacilli als P. larvae und P. pulvifaciens (Ash et al., 1993). Eine polyphasischen
Neubewertung fiihrte zur Einordnung beider Spezies als Unterarten (Subspezies) von
P. larvae, welche als P. larvae subsp. larvae und P. larvae subsp. pulvifaciens bezeichnet
wurden (Heyndrickx et al., 1996). Im Jahr 2006 erfolgte durch Genersch und Kollegen eine
schlissige Reklassifizierung beider Subspezies zusammen als eine Spezies P. larvae ohne
weitere Unterteilung. Dies erfolgte durch klassische Methoden wie die Morphologieanalyse
der Bakterienkolonien, elektronenmikroskopische Darstellung der Sporenmorphologie sowie
molekularer Analysen wie der Pulsed-Field-Gelelektrophorese (PFGE), SDS-PAGE, und
repetitive-element PCR (rep-PCR) (Genersch & Otten, 2003; Versalovic et al., 1994) mit

Enterobacterial Repetitiv Intergenic Concensus (ERIC) Primern (Genersch et al., 2006).

1.4.2 P. larvae Genotypen

Die eindeutige Subtypisierung von P. larvae erfolgte basierend auf Unterschieden des
Phanotyps, in der Virulenz und mittels rep-PCR mit ERIC Primern. Die Einteilung in die vier
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Genotypen, ERIC I-1V, erwies sich auch in weiteren Analysen wie dem multilocus sequence
typing (MLST) (Morrissey et al., 2015), der Matrix-assoziierten Laser-Desorption-lonisation
Flugzeitanalyse (MALDI TOF) (Schéafer et al., 2014), der Sequenzierung des Genoms (Djukic
et al., 2014) sowie der multiple locus variable number of tandem repeat analysis (MLVA)
(Descamps et al., 2016) als konstant. Aus gegenwartigen Ausbriichen werden regelmalig
die P.larvae Genotypen ERIC | und ERIC Il isoliert. Im Gegensatz dazu existieren die
P. larvae Genotypen ERIC Il und ERIC IV nur als historische Isolate in Kultursammlungen
und wurden in den vergangenen Jahrzehnten nicht nachgewiesen (Alippi et al., 2004;
Antunez et al., 2007; Descamps et al., 2016; Genersch & Otten, 2003; Peters et al., 2006;
Schéafer et al., 2014). Neben Unterschieden im Phanotyp, wie z.B. der Morphologie (Abb. 3)
oder auch im Metabolismus, unterscheiden sich die Genotypen vor allem in der Virulenz
(Ashiralieva & Genersch, 2006; Finfhaus et al., 2013; Genersch et al., 2005; Genersch et
al., 2006; Neuendorf et al., 2004; Poppinga et al., 2012).

Paenibacillus larvae

Kolonien| Sporen

Abb. 3: Sporen- und Koloniemorphologie der P. larvae Genotypen ERIC I-IV. Auf den elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen der Sporen (obere Reihe) sind die Unterschiede in der Gestalt der
Sporen zwischen den vier Genotypen deutlich zu erkennen. Balken = 1 ym. Auch die Morphologie der
Kolonien auf CSA (untere Reihe) unterscheiden sich deutlich. Balken =1 mm. (modifiziert von
Genersch et al., 2006, Design inspiriert von Poppinga, 2012)

In Larveninfektionsversuchen mit den P. larvae Genotypen ERIC II-IV konnte beobachtet
werden, dass alle infizierten Larven innerhalb von nur sieben Tagen versterben. Dagegen
sterben Larven bei einer Infektion mit P. larvae ERIC | Uber einen Zeitraum von zwoIf Tagen.
Auf Ebene der Larve sind die Genotypen ERIC II-IV hochvirulent, im Gegensatz dazu ist der
Genotyp ERIC | niedrig virulent fir die individuelle Larve (Abb. 4) (Genersch, 2010;
Genersch et al., 2005).
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Abb. 4: Virulenz der verschiedenen P. larvae Genotypen. Die P. larvae Genotypen ERIC II-IV téten
alle infizierten Larven in nur sieben Tagen nach Infektion. P. larvae Genotyp ERIC | dagegen benétigt
bis zu zwdlf Tage bis der Tod infizierter Larven eintritt. Infektionen mit dem P. larvae Genotyp ERIC |
sind daher niedrig virulent fur die einzelne Larve. Eine Infektion mit den P.larvae Genotypen
ERIC II-IV ist im Gegensatz dazu hochvirulent. Durch die unterschiedlichen Krankheitsverldufe wird
das Hygieneverhalten der Ammenbienen beeinflusst und dies filhrt zu einer entgegengesetzten
Virulenz auf Volksebene. Bei einer Infektion mit den P. larvae Genotypen ERIC II-IV sterben alle
infizierten Larven bis zum Zeitpunkt der Zellverdeckelung (orange markiert) an Tag 6/7 (rotgestrichelte
Linie). Da die Brutzellen bis zu diesem Zeitpunkt offen sind, kénnen kranke oder verstorbene Larven
von Ammenbienen entdeckt und ausgerdumt werden. Bei einer Infektion mit P. larvae Genotyp ERIC |
sterben auch nach Zellverdeckelung Larven bis einschlie3lich Tag zwdlf nach Infektion (rotgestrichelte
Linie). Nach Zellverdeckelung verstorbene Larven werden von den Ammenbienen nicht entdeckt und
ausgeraumt. Es erfolgt die Zersetzung des Kadavers zu fadenziehender Masse, welche aus Millionen
von Sporen besteht. Diese wird von Ammenbienen schlieBlich ausgerdumt und es kommt zur
Weiterverbreitung der Sporen. (modifiziert von Genersch et al., 2006; Larvenentwicklung entnommen
von http://www.imkerverein-reutlingen.de; Design modifiziert von Hertlein, 2016)

Die Unterschiede im Krankheitsverlauf bei Infektion mit den verschiedenen Genotypen
beeinflussen das Hygieneverhalten der Ammenbienen im Bienenvolk und flihren zu einer
entgegengesetzten Virulenz auf Volksebene. Im Rahmen des Hygieneverhaltens werden
kranke oder tote Larven von Ammenbienen entfernt und so Brutpathogene beseitigt, damit
gehort dieses Verhalten zur sozialen Immunantwort im Bienenvolk (Evans & Spivak, 2010;
Spivak & Reuter, 2001; Spivak, 1998; Spivak & Gilliam, 1998; Wilson-Rich et al., 2009). Bei
einer Infektion mit den P. larvae Genotypen lI-IV sterben fast alle infizierten Larven vor der
Verdeckelung der Wabenzellen (Tag sieben). Die moribunden oder toten Larven werden mit
einer Uber 90%igen Wahrscheinlichkeit von Ammenbienen entdeckt und ausgerdumt. Eine

Weiterverbreitung der Erkrankung innerhalb und zwischen den Bienenvoélkern wird dadurch
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eingedammt. Larven infiziert mit den P. larvae Genotypen ERIC II-IV werden friihzeitig durch
Ammenbienen entdeckt und im Rahmen des Hygieneverhalten werden erkrankte Larven
ausgeraumt. Im Gegensatz dazu werden mit Genotyp ERIC | infizierte Larven nur zu 60%
ausgeraumt, da 40% der erkrankten Larven erst nach der Verdeckelung sterben und nicht
von Ammenbienen detektiert werden. Infizierte Larven die nach der Verdeckelung sterben,
werden zu einer charakteristischen fadenziehenden Masse zersetzt und trocknen zum
sogenannten Faulbrutschorf ein, welcher aus Millionen von Sporen besteht. Der langsamere
Krankheitsverlauf bei einer Infektion mit P. larvae Genotyp ERIC | flhrt durch die groere
Anzahl nicht ausgeraumter zersetzter Larven und der damit entstehenden hohen
Sporenbelastung, zu einer massiven Verbreitung der Erkrankung in und zwischen den
Voélkern (Genersch et al., 2005; Rauch et al., 2009). Damit ist eine Infektion mit P. larvae
ERIC | auf Volksebene wesentlich schadlicher und fiihrt eher zum Zusammenbruch eines
Bienenvolks. Durch die partielle Aufdeckung der verschiedenen Pathogenesestrategien mit
Hilfe genotypspezifischer Virulenzfaktoren in den P. larvae Genotypen ERIC | und ERIC II
konnten bereits einige Unterschiede in den Krankheitsverlaufen aufgeklart werden. Die
weitere Charakterisierung genotypspezifischer Virulenzfaktoren und Aufklarung der
Pathogenesestrategien wird das Verstidndnis der Pathogenese einer Infektion von

Bienenlarven mit P. larvae weiter vorantreiben.

1.5. Bestitigte Virulenzfaktoren

1.5.1 P. larvae chitinbindendes Protein 49 (PICBP49)

Um das Hamocoel erfolgreich zu besiedeln, muss P. larvae zunachst die peritrophe
Membran (PM) abbauen. Diese semipermeable, chitinreiche, nicht-zellulare Schicht kleidet
das Darmlumen von Invertebraten aus und schitz das Darmepithel (Barbehenn, 2001;
Hegedus et al., 2009; Terra, 2001) (siehe auch Kap.1.3.1). Der Abbau der PM wurde bereits
als Schlusselschritt wahrend der Pathogenese einer Infektion mit P. larvae identifiziert
(Garcia-Gonzalez & Genersch, 2013). Der entscheidende Virulenzfaktor flir diesen Abbau ist
das chitinbindende und -abbauende Protein 49 (PICBP49), welches sowohl von P. larvae
Genotyp ERIC | als auch Genotyp ERIC Il exprimiert wird (Garcia-Gonzalez et al., 2014c).
Zunachst wird aus der PM abgebautes Chitin als zusatzliche Nahrstoffquelle (Kohlenstoff)
genutzt. Nachdem die PM vollstindig abgebaut wurde, erfolgt der Angriff des
Larvendarmepithels mit Hilfe genotypspezifischer Virulenzfaktoren (siehe Abb. 5, Kap. 1.5.2,
1.5.3) und es erfolgt der Ubertritt des Bakteriums in die invasive Lebensphase (Garcia-
Gonzalez & Genersch, 2013; Garcia-Gonzalez et al., 2014c; Yue et al., 2008). Die
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Schlusselrolle von PICBP49 konnte in Infektionsversuchen mit den P. larvae Wildtypen der
Genotypen ERIC | und ERIC Il sowie den zugehérigen Knockout-Mutanten, welche PICBP49
nicht exprimierten, belegt werden. Bei fehlender Expression von PICBP49 war der Abbau der
PM deutlich reduziert und die Virulenz von P. larvae beinahe vollstdndig aufgehoben
(Garcia-Gonzalez et al., 2014c). Mit Hilfe von in vitro und in vivo Assays konnte aul3erdem
gezeigt werden, dass PICBP49 in der Lage ist I16sliches und kristallines Chitin abzubauen
(Garcia-Gonzalez & Genersch, 2013; Garcia-Gonzalez et al., 2014c). Die Beschreibung und
Charakterisierung des Virulenzfaktors PICBP49 konnte endlich klaren, wie P. larvae die
chitinreiche PM (berwindet, obwohl im Genom keine vollstdndigen und vermeintlich
funktionellen Chitinasen entdeckt werden konnten (Djukic et al., 2014). Der genaue
Mechanismus wie PICBP49 Chitin in der PM abbaut ist noch unklar und soll im Rahmen
dieser Arbeit weiter aufgeklart werden. Die noch unbekannten Zwischenschritte dieses
Abbaus koénnten mdgliche Interventionspunkte im Verlauf der Pathogenese einer Infektion
mit P. larvae darstellen. Fir andere Pathogene wurde der Abbau der PM und die
Verhinderung des Abbaus bereits als Interventionspunkt diskutiert (Hegedus et al., 2009;
Langer & Vinetz, 2001; Terra, 2001). Strukturelle Gemeinsamkeiten von PICBP49 mit
Mitgliedern der AA10 Familie (Auxiliary Activity Family 10, friher CBM33, (Lombard et al.,
2014)) lytischer Polysaccharid Monooxygenasen (LPMOs) konnten bereits gezeigt werden
(Garcia-Gonzalez et al.,, 2014c). Mitglieder der AA10 Familie bauen Chitinsubstrate Uber
einen kupferabhangigen oxidativen Mechanismus ab. Die strukturellen Gemeinsamkeiten
legen nahe, dass PICBP49 in der PM enthaltenes Chitin ebenfalls tber einen metallionen-
abhangigen oxidativen Mechanismus abbaut. Als erste Mitglieder der AA10 Familie mit
nachgewiesener katalytischer Aktivitat wurden CBP21 (Serratia marcescens), EfCBM33A
(Enterococcus faecalis) und GbpA (Listeria monocytogenes) beschrieben (Loose et al.,
2014; Paspaliari et al., 2015; Vaaje-Kolstad et al., 2012; Vaaje-Kolstad et al., 2010). Das
vierte Mitglied dieser Familie und bestatigter Virulenzfaktor ist PICBP49.

1.5.2 P. larvae binadre Toxine

Bakterielle Toxine sind multifunktionelle Proteine, die Bakterien als Virulenzfaktoren dienen,
indem sie essentielle Funktionen und Stoffwechselwege eukaryotischer Zellen unterdriicken
und storen (Barth et al., 2004; Carpusca et al., 2006). Vergleichende Analysen der P. larvae
Genotypen zeigten, dass die Genotypen ERICI wund ERICII unterschiedliche
Virulenzfaktoren nutzen und diese genotypspezifisch sind (Finfhaus et al., 2009; Finfhaus
et al.,, 2013; Poppinga et al., 2012). Fur P. larvae Genotyp ERIC | konnten zwei binare

Toxine (PIx1, PIx2) identifiziert werden, welche nicht im Genotyp ERIC Il exprimiert werden
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(Finfhaus et al., 2009; Finfhaus et al., 2013). Diese als AB-Toxine klassifizierten
Substanzen erméglichen dem Genotyp ERIC 1 nach Abbau der PM den Angriff des
Larvendarmepithels aus der Distanz, welcher schlieBlich zum Durchbruch des Epithels flhrt
(Abb. 5). Sie sind wie alle AB-Toxine aus einer enzymatisch aktiven A-Untereinheit und einer
fur die Bindung an die Zielzelle und die Translokation in die Zielzelle verantwortlichen B-
Untereinheit aufgebaut. Bindre Toxine sind bereits in zahlreichen anderen grampositiven,
sporenbildenden Bacilli wie beispielsweise Clostridium botulinum, Clostridium difficile,
Clostridium perfringens oder auch Bacillus anthracis beschrieben (Barth et al., 2004). PIx1
und PIx2 wurden bereits in vivo charakterisiert und als Virulenzfaktoren bestatigt (Flinfhaus
et al., 2013). Die A-Untereinheit von PIx2 wurde kirzlich weiter biochemisch und funktionell
charakterisiert und es konnte gezeigt werden, dass es sich um eine mono-ADP-
Ribosyltransferase (mART) mit RhoA als Zielmolekll handelt (Ebeling et al., 2017). Ein
weiteres Toxin von P. larvae ist C3larvin, welches ebenfalls zur Familie der mART gehért.
Die A-Untereinheit dieses Toxins wurde bereits biochemisch und strukturell charakterisiert,
jedoch blieb die Rolle als Virulenzfaktor ungeklart (Krska et al., 2015).

1.5.3 P. larvae S-layer Protein (SplA)

Der erste fur P. larvae ERIC Il identifizierte und funktionell charakterisierte Virulenzfaktor ist
das S-layer-Protein SplA (Poppinga et al, 2012). S-Layer (Glyko)-Proteine sind
wasserunldsliche Peptide, die sich in einer zweidimensionalen, parakristallinen Schicht mit
einer organisierten Struktur im Nanometerbereich auf der Bakterienoberflache selbst
organisieren kdnnen. Die dadurch entstehende Oberflachenschicht (surface layer, S-layer)
findet sich an der Oberflache vieler Eubakterien und Archaeen. Sie dient einerseits der
Formgebung der Bakterienzellen und stellt einen Schutzmantel und eine Barriere gegen
Umwelteinflisse dar. Auf der anderen Seite vermittelt diese Oberflachenschicht Adhéasion-
und Zellerkennungsmechanismen (Beveridge et al., 1997; Sleytr et al., 2007a; Sleytr et al.,
2007b). Vergleichende Proteomanalysen und Genomanalysen konnten zeigen, dass SplA fir
den Genotyp ERIC Il spezifisch ist und nach Abbau der PM die direkte Anheftung der
Bakterien an die Larvendarmzellen vermittelt (Abb. 5)(Finfhaus & Genersch, 2012;
Poppinga et al., 2012). Diese Adhasion kénnte in der Pathogenese der AFB eine zentrale
Rolle spielen, wie dies fiir S-layer-exprimierende Bakterien bei Vertebraten bereits gezeigt
werden konnte (Konstantinov et al., 2008; Sekot et al., 2011). Die entscheidende Rolle des
S-layers fir die Virulenz von P. larvae ERIC Il konnte in Larveninfektionsversuchen im
Vergleich zu einer S-layer-defizienten Knockout-Mutante gezeigt werden. Wird das S-layer
Protein nicht exprimiert, kommt es zum signifikanten Abfall der Larvenmortalitat. Darlber

hinaus bewirken S-layer-exprimierende Bakterien bei Vertebraten eine Modulierung der
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Immunantwort (Fagan & Fairweather, 2014). Dies koénnte auch bei Infektionen von
Honigbienenlarven mit P. larvae Genotyp ERIC Il eine mdgliche weitere Funktion sein. Falls
die Hypothese einer immunmodulierenden Wirkung durch das S-layer Protein zutreffend ist,
musste die Immunantwort in ERIC ll-infizierten Larven geringer ausfallen. Das S-layer
Protein kénnte P. larvae ERIC Il vor dem Immunsystem der Larve maskieren und das
Bakterium bliebe unentdeckt. Vertreter des P.larvae Genotyps ERIC | weisen eine
Punktmutation und somit eine Leserasterverschiebung im sp/A-Gen auf, wodurch das Gen
nicht exprimiert wird (Poppinga et al, 2012). Sofern das S-layer Protein eine
immunmodulierende Funktion hat, misste die Immunantwort in ERIC I-infizierten Larven

starker ausfallen, da hier keine Maskierung durch ein S-layer Protein stattfindet.

P. larvae ERIC | P. larvae ERIC |l
B
Darmlumen ¥ * o
é g 7“7/:4S
* Q\Im/‘: ;//-hn\é: é E
§ S Vv 2
i I T I
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v PICBP49 e/e PIx1/2 S-layer v PICBP49

Abb. 5: Pathogenesestrategien von P. Jarvae Genotyp ERIC | und ERIC Il. P. /arvae Genotyp
ERIC | und ERIC Il sekretieren PICBP49 (rote Dreiecke), um die peritrophe Membran (orange
Schicht), die chitinreiche Schutzschicht des Darmepithels, abzubauen und weitere Nahrstoffquellen zu
erschlieRen. Dieser Schritt makiert den Ubergang in die invasive Lebensphase von P. larvae. (A)
Nach Abbau der peritrophen Membran kann P. larvae ERIC | mit seinen Toxinen PIx1/2 (blaue Kreise)

das Darmepithel aus der Entfernung angreifen, zellulare Funktionen stéren und Uber die parazellulare

Route in das Hamocoel eindringen. (B) Nach dem Abbau der peritrophen Membran heftet sich

P. larvae Genotyp ERIC Il mit Hilfe des S-layer Proteins (gelb) direkt an das Darmepithel an. Auch
P. larvae Genotyp ERIC Il dringt Gber die parazellulare Route in das Hamocoel der Larve ein, jedoch
sind die molekularen Details, die auf die Anheftung folgen noch unklar. (modifiziert von (Ebeling et al.,

2016; Poppinga & Genersch, 2015))
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1.6. Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die weitere Aufklarung molekularer Details zur Pathogen-Wirt-
Beziehung im Verlauf der Pathogenese einer Infektion von Bienenlarven mit
Paenibacillus larvae.

Der Verlauf einer Infektion mit P. larvae lasst sich in drei verschiedene Phasen einteilen. In
der ersten Phase keimen Uber das Futter aufgenommene P. larvae Sporen im Mitteldarm
aus und die vegetativen Bakterien vermehren sich massiv im Darm der Larve. P. larvae lebt
zunachst kommensal im Larvendarm. Ab einem bestimmten Punkt erfolgt der Ubergang in
die zweite invasive Lebensphase. P. larvae bricht durch das Darmepithel und dringt in das
Hamocoel der Larve. Zeitgleich mit dem Durchbruch der Darmwand kommt es zum Tod der
Larve. In der dritten und letzten Lebensphase von P. larvae werden die Larvenlberreste zu
einer fadenziehenden Masse zersetzt, welche aus Millionen von Sporen besteht (Yue et al.,
2008).

Im ersten Teil dieser Arbeit lag der Fokus auf dem Pathogen P. larvae. Der Virulenzfaktor
PICBP49 baut die peritrophe Membran, eine chitinreiche Schutzschicht des Darmepithels ab
(Garcia-Gonzalez & Genersch, 2013; Garcia-Gonzalez et al., 2014c) und ermoglicht
P. larvae den Angriff des Darmepithels mittels Toxinen (ERIC ) oder S-layer Protein
(ERIC 1l). Der Abbau der peritrophen Membran makiert den Ubergang von nicht-invasiver zu
invasiver Lebensphase von P. larvae (Yue et al.,, 2008). Der genaue Mechanismus des
Chitinabbaus ist nicht bekannt. Durch die biochemische Charakterisierung im Rahmen dieser

Arbeit sollten weitere Erkenntnisse zum Chitinabbau durch PICBP49 gewonnen werden.

Im zweiten Teil der Arbeit lag der Fokus auf dem Wirt der Larve der Honigbiene. Aufgrund
der unterschiedlichen Pathogenesestrategien der P. larvae Genotypen ERIC | und ERIC Il
lag die Vermutung nahe, dass es Unterschiede in der individuellen Immunantwort der Larve
geben kénnte und diese Einfluss auf den Verlauf der Larvenmortalitat haben. In dieser Arbeit
erfolgte die Untersuchung der Immunreaktion der Larve bei einer Infektion mit den P. larvae
Genotypen ERIC | oder ERIC Il mittels RNA-Seq und gPCR.
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2. Material und Methoden
2.1. Materialien

2.1.1 Chemikalien & Reagenzien

Tab. 1: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien und Reagenzien

Name

Hersteller

Aceton (C3HgO)
Acetonitril (C2H3N)

Acrylamid (Acrylamid/Bis-Acrylamid Lésung , 37.5:1, 30%)

Agar (Agar-Agar, bakteriologisch)
Agarose - fir die Elektrophorese
Albumin Fraktion V (BSA)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin Natriumsalz (C16H1sN3NaO4S)
Antischaummittel

Ascorbat (CeH7O06Na)

B-Chitin (Schulp, Tintenfisch)

BHI (Hirn-Herz-Bouillon)

BIS-TRIS (CgH19NOs)

Bromphenolblau Natriumsalz (C19HoBrsOsSNa)
Calcofluor white stain

Chelex 100 resin

Chitin Resin

Chitin from shrimp shells (a-Chitin)
Chloroform (CHCIs)

Chloramphenicol (C11H12CI2N205)
Columbia-Blutagarbasis

DE(+)-Glucose Monohydrat (CsH1206 - H20)
2,5-Dihydroxybenzoesaure (C7HsO4) (DHB)
di-Kaliumhydrogenphosphat (K;HPOj4)
di-Natriumhydrogenphosphate (Na;HPOj4)
DNA-Leiter, 100bp PLUS

DNA-Leiter, 1kb

6x DNA Loading Dye, Orange

dNTP Mix, peqGOLD (10mM)

Ethylendiamin-tetraessigsaure (EDTA)

Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
Bio-Rad, Miinchen, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Biozym, Oldendorf, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Fluka, Steinheim, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE

Sigma, St. Louis, MO, US
VWR Prolabo Chemicals, Leuven,
BE

France Chitin, Orange, FR
Merck, Darmstadt, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
Fluka, Steinheim, DE

Bio-Rad, Miinchen, DE

New England Biolabs, Ipswich,
MA, US

Sigma, St. Louis, MO, US
Merck, Darmstadt, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Oxoid, Wesel, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Sigma, St. Louis, MO, US
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
Peqlab, Erlangen, DE

Peqlab, Erlangen, DE

Thermo Fisher Scientific,
Mannheim, DE

Peqlab, Erlangen, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
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Name

Hersteller

Erythromycin (C37Hg7NO13)
Essigséaure (CH3COOH) 100%
Essigsaureanhydrid (C4HsO3)
Essigsaureethylester (C4HsO2)
Ethidiumbromidiésung (1%)
Ethanol 99,8% (C2HsO)
Fructose (CsH1206) >99,5%

Gelée Royale

Gelée Royale

Glycerin (C3HgO3)

Glycin (C2HsNOy)

Harnstoff (CH4N20)

Hefeextrakt

Isopropanol (2-Propanol) (C3HsO)
Isopropyl-B-DE-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumacetat (C2H3KO,)

Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,)
Kanamycinsulfat (C1gH3sN4O+1 - H2SOy4)
Kupfersulfat (CuSO4)

Magnesiumchlorid Hexahydrat (MgCl, [1 6H,0)

Magnesiumsulfat Hydrat (MgSQ4 (1 H,0)
Methylenblau (C16H1sCIN3S)
Methanol (CH3zOH)

Mercaptoethanol (C,HsOS) (2-Mercaptoethanol)

Milchpulver
Mdiller-Hinton-Boullion
Natriumacetat (CoH3NaO5)
Natriumazid (NaN3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumcitrat (CsHsNazO7)
Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumpyruvat (C3sH3sNaOs)

PageBlue Proteinfarbelésung (Coomassie Blau)

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, 10x)
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Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Fluka Steinheim, DE

Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE

Werner Seip, Butzbach-
Ebersgons, DE

Naturprodukte Lembcke GbR,

Faulenrost, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Sigma, St. Louis, MO, US
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe,DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Oxoid, Wesel, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE

Thermo Fisher Scientific,
Mannheim, DE

Carl-Roth, Karlsruhe, DE
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Name

Hersteller

Penta-His Alexa Fluor 488 Conjugate
Pepton/Trypton

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (C7H7FO.S)
Precision Plus Protein, Unstained Protein Standard

Primer

Protease Inhibitor Cocktail (cOmplete)

Roti Histofix 4%

Roti®-Mark 10-150 PLUS Proteinmarker

Saccharose (C12H22014)

Salzsaure rauchend 37% (HCI)

Schafblut, defibriniert

SDS ultra pure (Natriumdodecylsulfat) (C12H25Na04S)
SDS Blue Loading Buffer (3x)

SigmaFAST, Proteaseinhibitor Tabletten
Schwefelsaure (H2SO4) 95-97%
Tris (C4H11NO3)

Triton X-100 Detergent (Polyethyleneglycol-[4-(1,1,3,3-
tetramethylbutylphenyl]-ether)

TRIzol® Reagent

Wasser, Nuklease-frei, autoklaviert, DEPC-behandelt

Qiagen, Hilden, DE
Sigma, St. Louis, MO, US
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Bio-Rad, Minchen, DE

Eurofins MWG GmbH,
Ebersberg, DE

Sigma, St. Louis, MO, US
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Sigma, St. Louis, MO, US
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Oxoid, Wesel, DE

Carl-Roth, Karlsruhe, DE

New England Biolabs, Ipswich,
MA, US

Sigma, St. Louis, MO, US
Merck, Darmstadt, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Bio-Rad, Minchen, DE
Thermo Fisher Scientific,
Mannheim, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE

2.1.2 Gerate

Tab. 2: In dieser Arbeit verwendete Gerate

Name

Hersteller

Acquity UPLC BEH Amide, 150 mm

Agilent 1290 Infinity UHPLC system

Autoklav Systec 2540EL, VX-150

Binocular SZ_PT

BioPhotometer

Biowizard Golden Line, Kojair (Laminar flow cabinet)

ChemiDoc XRS Molcular Imager

Waters Corporation, Milford, MA,
us

Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, US

Systec GmbH, Osnabriick, DE
Olympus, Tokio, JP

Eppendorf, Hamburg, DE

Kojair, Nieuwe Niedorp, BE

Bio-Rad, Minchen, DE
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Name

Hersteller

Certomat MO II, B. Braun, Certomat HK (Inkubationshaube)
Concentrator 5301

Criterion Stain Free Imaging System

Densitometer GS-800

Digitalkamera C 5060

DPU-414 Thermal Printer Seiko Instruments
Elektroporator 2510

Fluoreszenzmikroskop Eclipse Ti-E, Inverses Mikroskop, Filterblock: DAPI
EX- 340-380

Gelkammer Class Il

HeraSafe KS, Class Il Safety Cabinet

HiLoad 16/600 Superdex 200pg

Inkubator

Inverses Mikroskop (VWR IT 400)

Magnetrtihrer (MR3001)

MALDI-TOF/TOF (Ultraflex)

Mikrozentrifuge

Mini-PROTEAN Tetra Cell Elektrophorese System
MTP 384 target plate ground steel TF

Multilmage Light Cabinet

Orbital Schittler DRS-12

Peltier Thermal Cycler, PTC-200 & Chromo4 Detector
pH-Meter MP220

Pinzetten

Pipetten Biomaster 4843, Reference 2, Research plus
Prazisionswaage 573

QlAcube

Sonifier 250

Spectrafuge Mini

Standzentrifuge, Beckman Coulter Avanti JXN-26
Superloop, 150 ml, complete

Synergy HT

Take3 Mikro-Volume Plate

Thermocycler S1000, C1000 Touch

ThermoMixer C, comfort
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B. Braun, Sartorius Group,
Géttingen, DE

Eppendorf, Hamburg, DE
Bio-Rad, Miinchen, DE
Bio-Rad, Miinchen, DE
Olympus, Tokio, JP

Sll, Chiba, JP

Eppendorf, Hamburg, DE

Nikon Instruments, Diisseldorf, DE

PeqLab, Erlagen, DE

Thermo Scientific, St. Leon-
Roth, DE

GE Healtcare, Uppsala, SE
Memmert, Schwabach, DE
VWR, Darmstadt, DE
Heidolph, Schwabach, DE
Bruker Daltonics, Bremen, DE
Neolab, Heidelberg, DE
Bio-Rad, Miinchen, DE
Bruker Daltonics, Bremen, DE
Biozym, Oldendorf, DE
neolLab, Heidelberg, DE
Bio-Rad, Miinchen, DE

Mettler Toledo, Gielten, DE

A. Dumont & Fils, Montignez, CH

Eppendorf, Hamburg, DE
Kern, Balingen, DE

Qiagen, Hilden, DE

neolLab, Heidelberg, DE
neolLab, Heidelberg, DE
Beckman Coulter GmbH,
Krefeld, DE

GE Healtcare, Uppsala SE
Biotek, Bad Friedrichshall, DE
Biotek, Bad Friedrichshall, DE
Bio-Rad, Miinchen, DE

Eppendorf, Hamburg, DE
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Name

Hersteller

Thermoshake Inkubatorschuttler

Thermostat plus

Umlarvitffel (Umsetzen der Honigbienenlarven)
Ultrasound desintegrator

Ultraviolet sterilizing PCR workstation
Ultrazentrifuge, Beckman Coulter Optima Max-XP
Vacusafe

Vibrating platform shaker

Vibra Cell Ultrasonic Processor

Vortexer (Reax top)

Vortex- Genie 2

Wasserbad SUB6

Wage (Discovery), Semi-Mikro, Analyse

XK 16/20 Column

Zentrifuge 5415D, 5415R, 5427R, 5810R

AKTA Chromatographie System

Gerhardt, Bonn, DE
Eppendorf, Hamburg, DE

Graze Bienenzuchtgerate,
Weinstadt, DE

VWR International GmbH,
Dresden, DE

Peqlab, Erlangen, DE

Beckman Coulter GmbH,

Krefeld, DE

Integra Biosciences, Fernwald, DE
Heidolph, Schwabach, DE

Sonics & Materials, Newtown, CT,
us

Heidolph, Schwabach, DE
Scientific Industries, Bohemia, NY,
us

Grant, Cambrigeshire, GB
OHAUS, Nanikon,CH

GE Healtcare, Uppsala SE
Eppendorf, Hamburg, DE

GE Healtcare, Uppsala SE

2.1.3 Verbrauchsmittel

Tab. 3: In dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmittel

Name

Hersteller

Flaschenaufsatzfilter (Nalgene,150 ml, 500 ml)

Einweg-Pipetten steril
Elektroporationskuvetten, 1mm

Eppendorf Tubes (1.5 ml, 2 ml), PCR clean
Falkonréhrchen (15 ml, 50 ml)

Impfésen

KimTechScience Precision Wipes, white

Loch-Platten (6, 24, 96)

Objekttrager HistoBond Adhasion
Objekttrager SuperFrost®/Plus
PCR Reaktionsgefalie

PD MidiTrap G-25 (GE Healthcare)

VWR International GmbH,
Dresden, DE

Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
neolLab, Heidelberg, DE

VWR, Darmstadt, DE

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, DE

Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Carl-Roth, Karlsruhe, DE
Biozym, Oldendorf, DE

GE Healthcare, Freiburg, DE
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Name

Hersteller

Petrischalen

Pipettenspitzen mit Filter, SafeGuard (100 ul)
Pipettenspitzen mit Filter, SafeSeal Tips (10 pl, 1000pl)
Pipettenspitzen ohne Filter

gPCR Reaktionsgefalie (8-Tube Streifen, weild),
Deckel (8-Cap Streifen, optical ultraclear)

Spritzen, steril

Spritzenfilter (0,22 ym)

Uvetten

Zentrifugenfiltereinheiten (Amicon Ultra)

Zentrifugenfiltereinheiten (PALL Nanosep)

Greiner, Nurtingen, DE
Peqlab, Erlangen, DE
Biozym, Oldendorf, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Bio-Rad, Minchen, DE

Braun, Melsungen, DE
Braun, Melsungen, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Merck, Darmstadt, DE

PALL Life Sciences, Ann Arbor,
MI, US

21.4 Enzyme und Kits

Tab. 4: In dieser Arbeit verwendete Enzyme

Name

Hersteller

DNase |

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase

Fast Digest Ncol, EcoRI, Sphl, Xbal, Xhol

Hindlll, Ndel

HotStar HiFidelity DNA Polymerase
HotStar Tag DNA Polymerase
Lysozym

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

RNase-Free DNase

T4 DNA Ligase

Taq 2X Master Mix

Qiagen, Hilden, DE

Thermo Fisher Scientific,
Mannheim, DE

Thermo Fisher Scientific,
Mannheim, DE

New England Biolabs, Ipswich,
MA, US

Qiagen, Hilden, DE
Qiagen, Hilden, DE
Merck, Darmstadt, DE

New England Biolabs, Ipswich,
MA, US

Qiagen, Hilden, DE

Thermo Fisher Scientific,
Mannheim, DE

New England Biolabs, Ipswich,
MA, US
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Tab. 5: In dieser Arbeit verwendete Kits

Name

Hersteller

DNeasy Blood & Tissue Kit

In-Fusion Cloning Kit

MasterPure DNA purification Kit
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit
NucleoSpin Plasmid Kit

Protein Assay (Bradford)

QlAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit
QlAshredder

RNeasy MinElute Cleanup Kit

Qiagen, Hilden, DE

Takara Bio, Mountain View, CA,

us

Epicentre, Madison, WI, US
Macherey-Nagel, Dirren, DE
Macherey-Nagel, Dirren, DE
Bio-Rad, Miinchen, DE
Qiagen, Hilden, DE

Qiagen, Hilden, DE

Qiagen, Hilden, DE

Qiagen, Hilden, DE

Qiagen, Hilden, DE

2.1.5 Anzuchtmedien

Alle Medien wurden vor Gebrauch fir 15 min bei 120°C autoklaviert. Thermolabile

Bestandteile wurden sterilfiltriert und nach Abkiihlung den autoklavierten Medien zugegeben.

Alle Medien wurden mit MilliQ (Merck) Reinstwasser oder mit nuklease-freiem,

autoklaviertem, DEPC-behandelten Wasser (Carl-Roth) hergestellit.

Tab. 6: In dieser Arbeit verwendete Medien (% beziehen sich auf (w/v))

Medium

Zusammensetzung

Brain-heart-infusion (BHI)

Columbia-Schafblut-Agar (CSA)

LB (Luria Bertani)-Medium
M9 Minimal-Medium

10 x M9 Salze
MYPGP-Medium

TB (Terrific Broth) -Medium

3.7% (w/v) brain-heart-infusion

3,9% Columbia Agar Base; autoklavieren und auf ~50°C abkiihlen
lassen, 7% defibriniertes Schafsblut hinzugeben

0,5 % Pepton; 1,6 % Hefeextrakt; 1 % NaCl, (1,5% Agar)

1 ml (10x M9 Salze); 9ml dest. H20; 0,99 mM MgSOy;
0,045 mM CaCl,

0,46 M NazHPOy4; 1,1 M KH2POy4; 0,43 M NaCl; 0,93 M NH4CI

1,6% Hefeextrakt; 1% Muiller Hinton Medium; 0,3% K>HPOy;
0,1% Natriumpyruvat; (2% Agar)

1,2% Trypton; 2,4% Hefeextrakt; 0,4% Glyzerin
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2.1.6 Puffer und Gele

Tab. 7: In dieser Arbeit verwendete Puffer

Puffer Zusammensetzung

HPLC Puffer 0,24% Tris-HCI pH 8,0

TB Puffer (Harbinger System) 1,3% Trypton, 2,7% Hefeextrakt, 0,4% Glyzerin (100%), 0,011%
Antischaummittel

10 x TBE 10,8% Tris, 5,5% Borate, 0,6% EDTA, pH 8.3

10 x TGX 0,3% Tris, 192 mM Glycin; 0,1% SDS; pH 8,3

SDS PAGE 5 x Probenpuffer 26,4%Urea, 0,08% B-Mercaptoethanol, 1,9%Tris (pH 6.8), 5,8% SDS, 2.7%
Nonidet P-40, 4.2% Glycerin, 0.05% Bromphenolblau

SDS PAGE Fixierungspuffer 20% Ethanol (v/v), 20% (v/v) Essigsaure, 50% dest. H,O

SDS PAGE 10 x Laufpuffer 25 mM Tris-HCI, 200 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS

Akta Elutionspuffer (PICBP49) 0,15% Essigsaure

Akta Elutionspuffer (SplA) 0,8% Tris-HCI, 0,1% MgCl,, 36% Harnstoff (pH 7,2)

Akta Laufpuffer (PICBP49) 0,7% NacCl, 0,1% CaCl,, 0,4% Tris-HCI (pH 7,5)

Tab. 8: In dieser Arbeit verwendete Gele

Gel Zusammensetzung

1% Agarosegel 1% Agarose in TBE Puffer

Mini PROTEAN TGX Precast Tris, eXtended Glycin, any kD, 4-20% Gel

Gel, Bio-Rad

SDS PAGE Sammelgel (4%) 0,6 ml 30% acrylamide, 1.25 ml 0.5 M Tris pH 6.8, 3.1 ml H20O dest., 25 pl

TEMED, 25 pl 10% APS

SDS PAGE Trenngel (10%) 4 ml 30% Acrylamid; 3 ml 1,5 M Tris pH 8,0; 4,9 ml H2O dest.; 50 ul TEMED,
50 ul 10% APS

2.1.7 Oligonukleotide
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Tab. 9: P. larvae Primer

Name Sequenz (5'-3) Amplikon- Annealing Elongations- Verwendung Referenz
grél&e [bp] Temp. [°C] zeit [min]
El.1_EcoRI.F GAATTCATGATCTCTAATTTGGGTATTAAAA ca. 1330 52 1,5 Screening Garcia-
El1_SmalR CCCGGGTTATTCAATCACCGTCCATA cbp49, Gonzalez
Amplifizierung (2012)
cbp RTF GGCATGGGGCCCTGAGCTTG - - - cbp49 mittig Garcia-
cbp_RTR AAGCGGCCCCGGTATCTGCT g%qzj'ez
pRSETB_Seq_F GATCTCGATCCCGCGAAATT - - - Sequenzierung diese Arbeit
PRSETB_Seq R TGTTAGCAGCCGGATCAAGC i : i PRSETB+cbp4a9
PICBP49 pRSETB_F CGCAACAGGCGAATGCCCACGGATACGTT ca. 1250 52 1,5 Screening diese Arbeit
GAAGCAC cbpa9,
Sequenzierung
PICBP49 pRSETB_ R CAGCCGGATCAAGCTTTTATTCAATCA
CCGTCCATAAAGAT
CBP49 pRSETBint F TATAAACATCCCTACTGATCGC - - - Screening diese Arbeit
cbp49,

CBP49 pRSETBint_R
CBP49pRSETintFIl
CBP49pRSETintFIII
SPCBP49_pRSETBRn

CTCTGTATTTGGTTTTAATTCGGTA
CTCTCGTATAGATTTGATGTGGA
CCAAGTGCTGCCTATAAAAAA
AAGGAGATATACATAATGATCTCTAATTTG
GGTATTAAAAAAGA

Sequenzierung
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Name Sequenz (5'-3) Amplikon- Annealing Elongations- Verwendung Referenz
gréBe [bp] Temp. [°C] zeit [min]

IBS_sp/A_101 AAAAAAGCTTATAATTATCCTTAATAGCCCTG 3. 350 55 0.5 spIA KO Poppinga
EBS1d_sp/A_ 101  GAAGTGCGCCCAGATAGGGTG Konstruktion 26?12
EBS2_sp/A_101 CAGATTGTACAAATGTGGTGATAACAGATAA

GTCCTGGAAACTAACTTACCTTTCTTTGT

TGAACGCAAGTTTCTAATTTCGGTTGCTATCC

GATAGAGGAAAGTGTCT
sl-Xbal-F GCGTCTAGAATGAGGAATATGGGCTCCGC 3039 58 1 Konstruktion Poppinga
siLinker-R1 CCCCCCCCCAAGGTTTTTAACAAGATTACC 3039 58 1 ﬂ’gﬁf‘r"s””*' (2012)
sl-Hisg-Sphl-R2 GCGGCATGCTTAATGATGATGATGATGATGC 3048 58 1

CCCCCCCCAAG
SplA-F ATATGGGCTCCGCTATTTCC wt 1530 KO 58 5 Screening sp/A, Poppinga
SpIA-R AATCCGCAGAACCTTTAGCA 2445 Nachweis KO efal.
SplA-F1 ATGAGGAATATGGGCTCCG - - -
SplA-R1 CTGTTTTTTCGTTAAGCATGGTT ] ] ] glt)alunenzierung ztogf,mga
SplA-F2 ACTATCAGCAAATCGTTATTGAAGG - - - 2012
SplA-R2 TCAACTGTTGTTGCACCGG - - -
SplA-F3 TATTAAACCTGGAAAAGTAGATGTCC - - -
SplA-R3 TTAAAGGTTTTTAACAAGATTACCAGC - - -
SplA-F4 GGTTAGCCAATATTGAAGCTCTG - - -
SplA-R4 AATCCGCAGAACCTTTAGCA - - -
SplA-F5 AAGATTTAATTGAAACTCTTAATGCAG - - -
SplA-R5 TCGGTACTGCAGAAAACTTTG - -
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Name Sequenz (5'-3) Amplikon- Annealing Elongations- Verwendung Referenz
gréBe [bp] Temp. [°C] zeit [min]
Ery-Smal-F2 GGTCCCGGGCGCCTACGAGGAATTTGTATC 1536 58 3 Nachweis der Poppinga
Ery-Smal-R2 GGTCCCGGGCGCCTACGAGGAATTTGTATC Erythromycin-  (2012)
ry kassette

purH_F GACGGACACCCGTCATAATCATGG 386 57,5 1 RT-PCR Garcia-

purH_R CGGGCTGAGTGAAAGTGACCTTAAA Referenzgen Gonzalez
P. larvae (2012)
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Tab. 10: A. mellifera Primer

Name Sequenz (5'-3") Typ Zielgen Effizienz  Produkt- Herkunft
grél&e [bp]
Actin_F AGGAATGGAAGCTTGCGGTA - Actin related protein 1 - 181 Geschenk
Actin_R AATTTTCATGGTGGATGGTGC (Gene ID 406122) von Dr.
Méckel
Aba_F GGTAGTGATATTTATCTTCGC Target Abaecin 0,89 148 Aronstein
Aba_R TTGAGGCCATTTAATTTTCGG (Gene ID 406144) etal., 2010
ATu E F GCACGTGAAGATCTAGCAGCTC Referenz ~ Alpha-Tubulin 1,06 80 Cornman et
ATu_E R GCACCTTCTCCTTCACCTTCAG (Gene ID 550827) al., 2013
Api E F TAGTCGCGGTATTTGGGAAT Target Apidaecin 0,80 926 Cornman et
Api_ E_ R TTTCACGTGCTTCATATTCTTCA (Gene ID 406115) al., 2013
Apis_F TGAGCAAAATCGTTGCTGTC Target Apisimin 0,84 116 Evans et
Apis_R AACGACATCCACGTTCGATT (Gene ID 406093) al., 2006
Def F GTTGAGGATGAATTCGAGCC Target Defensin1 1,0 225 Aronstein
Def R TTAACCGAAACGTTTGTCCC (Gene ID 406143) etal.,, 2010
Dorsall_ H4 F TATCAGAGCCGACGGAAAGG Target Dorsal1 0,76 162 diese Arbeit
Dorsall_H4 R ACTCCATTGGCGATGTACGA (Gene ID 406086)
Glu_E_F CACGGATACATCCTGCAGTCATC Referenz ~ Glucuronyltransferase 1,05 117 Cornman et
Glu_E_R GAGAATGACGAGATACAGAACTGTCAC (Gene ID 409203) al., 2013
Hym_E F CTCTTCTGTGCCGTTGCATA Target Hymenoptaecin 1,03 200 Cornman et
Hym_E_R GCGTCTCCTGTCATTCCATT (Gene ID 406142) al., 2013
MGS_E_F TTGCTCTGTAAGGTTGTTTTGC Referenz  Microsomal gluthathione- 0,87 122 Cornman et
MGS_E_R TGTCTGGTTAACTACAAATCCTTCTG S-transferase al., 2013
(Gene ID 410837)
MyD88 H2 F GCTCAAGCATTGGGCATTGG Target Myeloid differentiation 0,94 77 diese Arbeit
MyD88 H2 R TGAGGTGGTAGTCGACATCT primary response factor
88 (Gene ID 413194)
RPS5 _F AATTATTTGGTCGCTGGAATTG Referenz  Ribosomal Protein S5 0,96 115 Evans et
RPS5 R TAACGTCCAGCAGAATGTGGTA (Gene ID 409728) al., 2006
Ubi_E_F ACAGCTGGAAGATGGTCGTACAC Referenz ~ Ubiquitin 0,92 72 Cornman et
Ubi E R CGAAGTACAAGGTGAAGAGTCGATTC (Gene ID 409657) al., 2013
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2.1.8 Software

Tab. 1: In dieser Arbeit verwendete Software

Name

Hersteller

Adobe Creative suite CS6
Bruker FlexAnalysis

ChemStation rev.B.04.02 chromatography
Software

Geneious R9
GraphPadPrism 6

Image Lab (Version 5.2.1)
Microsoft Office 2010, 2011
NIS-Elements

Opticon Monitor 3

Qbase+ (Version 3.1)
QuantityOne (Version 4.6.9)
R (Version 3.3.1.)

Bioconductor (Version 3.3)

DESeq2 (Version 1.12.4)

Kallisto (Version 0.43.1)

Tximport (Version 1.0.3.)
Snapgene Viewer (Version 3.3.3)

Vector NTI (Version 11.0)

Adobe Systems Incorporated, San José, CA, US
Bruker Daltonics, Bremen, DE

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, US

Biomatters Ltd., Auckland, NZ
GraphPad Software, San Diago, CA, US
Bio-Rad, Miinchen, DE

Microsoft, Minchen, DE

Nikon GmbH, Dusseldorf, DE

Bio-Rad, Miinchen, DE

Biogazelle, Gent, BE

Bio-Rad, Miinchen, DE

(R Development Core Team, 2016), The R
Foundation, mit den Packages:

(Gentleman et al., 2004),
https://www.bioconductor.org

(Love et al., 2014)

(Bray et al., 2016)

(Soneson et al., 2015)

GSL Biotech LLC, Chicago, IL, US

Thermo Fisher Scientific, Mannheim, DE
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2.1.9 Bakterienstamme

Tab. 12: In dieser Arbeit verwendete P. larvae Stamme

Stamm Herkunft ERIC
ATCC9545** ATCC I
ATCC9545+pAD43-25+splA-Hisg diese Studie I
DSM25430** (04-309) Honig Il
DSM25430AsplA Geschenk von Dr. Poppinga, Il

Poppinga et al., 2012

** charakterisiert in (Finfhaus & Genersch, 2012; Genersch et al., 2005; Genersch et al., 2006;
Neuendorf et al., 2004).

Tab. 13: Selektive Anzucht verwendeter manipulierter Stamme

Wirt Vektor Herkunft Selektivmedium
E. coli Stellar pRSETB+chp49 diese Arbeit LB Amp 100 pg/ml
Competent Cells
E. coli BL21 pRSETB+cbp49 diese Arbeit LB Amp 100 pg/mi
P. larvae pAD43-25-ery Geschenk von CSA Ery 0,3 pg/ml
Dr. Poppinga MYPGP Ery 0,3 pg/mi
pAD43-25-splA-ery diese Arbeit CSA Ery 0,3 pg/ml

MYPGP Ery 0,3 pg/mi

Tab. 14: Weitere verwendete Bakterienstamme

Stamm Gramfarbung Herkunft

B. amyloliquefaciens + Laborsammlung

B. megaterium 32 + DSMZ

B. megaterium 786 + DSMZ

B. subtilis + Laborsammlung

B. thuringiensis + Laborsammlung

E. coli DH5a - Invitrogen, Darmstadt
E. faecalis + Laborsammlung

P. alvei + Laborsammlung

P. larvae + Laborsammlung
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2.2. Verwendete P. larvae Stamme

In dieser Arbeit wurden verschiedene P.larvae Stamme (Tab. 12) der am haufigsten
vorkommenden Genotypen verwendet. Als Vertreter des Genotyps ERIC | wurden in dieser
Arbeit ATCC9545 aus der American Type Culture Collection eingesetzt (Genersch & Otten,
2003). Als Reprasentant des Genotyps ERIC Il wurde in dieser Arbeit der Stamm DSM25430
(04-309) eingesetzt (Genersch et al., 2005). Diese Stamme wurden bereits eingehend
charakterisiert (Ashiralieva & Genersch, 2006; Finfhaus et al., 2009; Genersch et al., 2005;
Rauch et al., 2009) und erfolgreich genetisch manipuliert (Finfhaus et al., 2013; Garcia-
Gonzalez & Genersch, 2013; Garcia-Gonzalez et al., 2014a; Garcia-Gonzalez et al., 2014b;
Hertlein et al., 2014; Hertlein et al., 2016; Poppinga, 2012; Poppinga & Genersch, 2012;
Poppinga et al., 2012).

2.2.1 Anzucht von P. larvae

Die Anzucht der verwendeten Wildtyp-Stamme erfolgte bei 37°C Uber zwei bis drei Tage auf
Columbia Sheep Blood Agar (CSA) oder in MYPGP-Medium, wie bereits beschrieben
(Genersch & Otten, 2003; Neuendorf et al., 2004). Manipulierte P. larvae Stdmme mit dem
pAD43-25+sp/A Vektor wurden auf CSA bzw. in MYPGP-Medium mit zusatzlich 3 uyg/ml

Erythromycin unter gleichen Bedingungen kultiviert.

2.2.2 Herstellung von Sporensuspension und Konzentrationsbestimmung

Fur die Herstellung von Sporensuspensionen erfolgte die Kultivierung der verwendeten
P. larvae Stamme (Tab. 12) wie bereits beschrieben (Genersch & Otten, 2003; Neuendorf et
al., 2004). Frisch gewachsene Kolonien der P. larvae Stamme wurden von jeweils zwei CSA
Platten mit sterilen Osen entnommen. Die Bakterien wurden in 300 yl BHI-Medium
resuspendiert und mit einer sterilen Glaspipette in Schragblutagarréhrchen Uberflhrt. Die
luftdichtverschlossenen Schragblutagarréhrchen wurden mindestens zehn Tagen bei 37°C
inkubiert. Die Sporensuspensionen wurden in 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefalle Uberfihrt
und bei 4°C gelagert. Die Bestimmung der Sporenkonzentration (in cfu/ml; ,colony forming
units“) erfolgte durch wiederholte Kultivierung serieller Verdlinnungsreihen der
Sporensuspensionen auf CSA. Nach einem Hitzeschock von 90°C flir 5 min wurden von
jeder Verdiinnung 5 x 200 pl auf CSA ausplattiert und flir sechs Tage bei 37°C inkubiert. Die
optimale Sporenverdiinnung (5-50 cfu/Platte) wurde erneut auf CSA ausplattiert und fir

weitere sechs Tage bei 37°C inkubiert. Es wurden drei Wiederholungen der finalen
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Verdinnung mit je fiinf CSA Platten durchgefiihrt und daraus der Mittelwert bestimmt. Die
Herstellung und Konzentrationsbestimmung der Sporensuspension erfolgte unter sterilen
Bedingungen.

2.2.3 Herstellung elektrokompetenter P. larvae Zellen

Fir die Herstellung elektrokompetenter P. larvae Zellen (Murray & Aronstein, 2008) wurden
Vorkulturen mit je 2 ml MYPGP-Medium mit einer Kolonie der verwendeten P. larvae
Wildtypen (ATCC9545 bzw. DSM25430) angeimpft. Fur die Hauptkultur wurden 10-15 pul der
Vorkultur in 200 ml vorgewarmtes MYPGP-Medium Uberfihrt und bei 37°C und 180 rpm
(Certomat MO II, B. Braun) Uber Nacht inkubiert. Nach Erreichen einer ODgg von 0,3
(exponentielle Wachstumsphase) erfolgte die Abkihlung der Kultur fir 15-20 min auf Eis und
anschlieRend die Zellernte mittels Zentrifugation (20 min, 3200 g, 4°C). Das erhaltene Pellet
wurde dreimal mit eiskalter, steriler 0,625 M Saccharose-Lésung gewaschen. Das finale
Pellet wurde in 0,4 ml Medium aufgenommen, resuspendiert und in 40 ul Aliquots abgefillt
und bei -70°C gelagert.

2.3. Expression rekombinanter Proteine in E. coli

2.3.1 Anzucht von Escherichia coli

Fur die Isolation und Vermehrung von Plasmiden wurden Escherichia coli DH5a Zellen
(Invitrogen) verwendet. In dieser Arbeit verwendete E. coli Wildtyp-Stdmme wurden in LB-
Medium bzw. auf LB-Agar bei 37°C uber 16 h kultiviert. Nach erfolgter Transformation mit
genetisch veranderten Plasmiden erfolgte die selektive Anzucht auf LB-Agar mit
entsprechendem Antibiotikum (Tab. 13). Fur eine effiziente Expression und die weitere
Aufreinigung von Proteinen wurden manipulierte Plasmide in E. coli BL21 (Invitrogen, Sigma-
Aldrich) transformiert und anschlieRend auf LB-Agar mit dem jeweiligen Antibiotikum (Tab.
13) ausplattiert.

2.3.2 Herstellung chemokompetenter E. coli Zellen

Hitzekompetente E. coli Zellen wurden nach den Beschreibungen von (Mandel & Higa, 1970)
hergestellt. Fur die Hauptkultur wurden 100 ml LB-Medium mit einem Milliliter einer E. coli
Vorkultur (5 ml LB-Medium, 200 rpm, 37°C, U.N.) (Certomat MO IlI, B. Braun) angeimpft und
anschliefend 2 h bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Im 30 min Rhythmus wurde die ODggo
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bestimmt und die Kultur bei einer optischen Dichte zwischen 0,3 und 0,5 (exponentielle
Wachstumsphase) geerntet. Die Abkuhlung der Bakterienkultur erfolgte fir ca. 10 min auf
Eis. Fir die Zellernte wurde die Bakterienkultur anschlieBend 10 min bei 2057 g und 4°C
zentrifugiert. Die geernteten Zellen wurden mit 50 ml einer eiskalten 0,1 M MgCl,-L6sung
gewaschen und erneut fur 10 min bei 2057 g und 4°C zentrifugiert. Das erhaltene Pellet
wurde in 10 ml einer 0,1 M CaCl,-Lésung resuspendiert, 20 min auf Eis inkubiert und erneut
zentrifugiert (2057 g, 4°C). Das erhaltene Zellmaterial wurde in 2,06 ml einer 0,1 M CaCl,-
Lésung und 0,44 ml 85% Glycerol gelést und Aliquots von 100 ul abgefillt. Die kompetenten
E. coli Zellen wurden bis zur Verwendung in einer Transformationsreaktion bei -80°C
gelagert.

2.3.3 Transformation chemokompetenter E. coli Zellen

Fir die Transformation manipulierter Plasmide in chemokompetente E. coli Zellen wurde ein
100 pl Aliguot chemokompetenter E. coli Zellen auf Eis aufgetaut. Je nach Ansatz wurde 1 pl
(50-100ng Plasmid DNA) oder 8-10 ul Ligationsansatz zu den chemokompetenten E. coli
Zellen pipettiert. Wahrend der zehnminltigen Inkubation auf Eis erfolgte alle 2 min
vorsichtiges Durchmischen des Ansatzes. Um die Aufnahme der DNA in die Bakterienzelle
zu induzieren, wurde das DNA-Bakterienzellen-Gemisch einem Hitzeschock bei 42°C fir
90 s unterzogen. Direkt im Anschluss wurde der Ansatz erneut kurz auf Eis gekihlt, 750 pl
erwarmtes LB-Medium (37°C) zur Regeneration der Zellen hinzugegeben, und bei 37°C und
350 rpm (Thermomixer comfort, Eppendorf) fir 1 h inkubiert. AbschlieRend wurde der Ansatz
auf den entsprechenden LB-Selektionsagarplatten ausplattiert, 16 h bei 37°C im Brutschrank
inkubiert und rekombinante E. coli Klone isoliert und auf Aufnahme des Plasmids mittels
PCR untersucht.

2.4. Klonierung - Herstellung von Mutanten

2.4.1 Knockout Konstruktion

Bei vielen Mitglieder der Gattungen Bacilli oder Paenibacilli war die genetische Manipulation
lange nicht erfolgreich. Im Jahr 2012 gelang Poppinga und Kollegen (Poppinga et al., 2012)
die Integration eines Typ Il Introns in das sp/A-Gen von P. larvae DSM25430 (ERIC Il). Das
verwendete Targetron Protokoll (Sigma) erwies sich als praxistauglich. Fur die Herstellung
von Knockout-Mutanten von P.larvae wurde der modifizierte Vektor pTT_wsfA243
verwendet (Zarschler et al., 2009). Dieser Vektor wurde bereits erfolgreich flir den Knockout
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des S-layers Proteins SplA, der Toxine PIx1 und PIx2, des chitinbindenden Proteins
PICBP49 und der Proteine verschiedener Sekundarmetabolite verwendet (Funfhaus et al.,
2013; Garcia-Gonzalez et al., 2014a; Garcia-Gonzalez et al., 2014b; Garcia-Gonzalez et al.,
2014c; Hertlein et al., 2014; Hertlein et al., 2016; Poppinga et al., 2012). Fur die Konstruktion
eines Knockouts mussten spezifische Insertionsstellen fur das Typ Il Intron im offenen
Leseraster (ORF) des Zielgens, hier sp/A, gefunden werden. Zur Identifizierung von
Insertionsstellen wurde ein Computeralgorithmus  (https://www.sigmaaldrich.com/life-
science/functional-genomics-and-rnai/targetron) verwendet, welcher potentielle
Insertionsstellen erkennt und passende Primer fur die Modifikation des LI.LtrB Targetrons
designt (Tab. 9). Spezifische Targetron Vektoren wurden nach Angaben des Herstellers
generiert und anschlieRend fir die Vermehrung der Plasmide in E. coli DH5a transformiert.
Nach der Praparation und Uberpriifung der Plasmide mittels Restriktionenzymverdau und
Gelelektrophorese, erfolgte die Elektroporation in elektrokompetente P. larvae Zellen (siehe
Kap. 2.2.3). Der in dieser Arbeit verwendete SplA-Knockout wurde von Dr. Poppinga
generiert (Poppinga et al., 2012) und ist Bestandteil der laboreigenen Stammsammlung.

2.4.2 Klonierung von cbp49 in den E. coli Expressionsvektor pPRSETB

Zur weiteren biochemischen Charakterisierung des von P. larvae Genotyp ERIC | und
ERIC Il exprimierten Virulenzfaktors PICB49, wurde das cbp49-Gen in den E. coli
Expressionsvektor pRSETB (Invitrogen) kloniert. Der pRSETB Vektor wurde wie bereits
beschrieben (Vaaje-Kolstad et al.,, 2005b) mit den Restriktionsenzymen Ndel und Hindlll
(New England Biolabs) verdaut, der komplette Restriktionsansatz gelelektrophoretisch
getrennt und das Ruickgrat (2900 bp) des Plasmids durch Gelextraktion mit dem NucleoSpin
Gel & PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben aufgereinigt. In einer
weiteren PCR wurde cbp49 mit den Primer El.1_EcoRI.F und El.1_Smal.R aus ultrareiner
DNA (MasterPure DNA Purification Kit, Epicentre) des P.larvae Stamms DSM25430
(ERIC II) mit der Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs) amplifiziert
(Tab. 9). Das Insert wurde ebenfalls mit den Restriktionsenzymen Ndel und Hindlll verdaut
und anschlielend gereinigt. Nach Anleitung des In-Fusion Cloning Kits (Takara Bio USA)
wurden Ruckgrat und cbp49 mit Hilfe des 5x In-Fusion HD Enzyme Premix im molaren
Verhaltnis 1:3 ligiert. AnschlieRend wurde pRSETB+cbp49 nach Herstellerangaben in E. coli
Stellar Competent Cells transformiert. Eine zusatzliche auf dem Vektor enthaltene
Ampicillinkassette (Abb. 6) ermdglichte die selektive Anzucht der E. coli Klone auf LB-Agar
Platten mit 100 pg/ml Ampicillin. Von ber Nacht gewachsenen Klonen wurde eine Ose mit
Koloniematerial in 25 pl Tag 2X Master Mix (New England Biolabs) gegeben, die Primer
El.1_EcoRILF und El.1_Smal.R (Tab. 9) hinzugeflgt und die Aufnahme des Inserts Uberpruft.
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Von positiv getesteten Klonen wurden Vorkulturen in 5 ml LB-Medium und 100 pg/ml
Ampicillin mit einer Ose Koloniematerial angeimpft und (iber Nacht bei 30°C inkubiert. Die
Isolierung des Plasmids erfolgte nach Angaben des Herstellers mit dem NucleoSpin Plasmid
Kit (Macherey-Nagel) aus 5 ml Vorkultur. Mit Hilfe eines Qubit Fluorometers (Invitrogen)
wurde die Konzentration des aufgereinigten Plasmids bestimmt. Positiv getestete Plasmide
wurden zur Uberpriifung der cbp49-Sequenz an die Firma MWG Eurofins (ibergeben und mit
verschiedenen Primern (Tab. 9) Uberpruft. Die Sequenzanalyse erfolgte mit der Software
ClustalW2 (Larkin et al., 2007). Fir eine effiziente Expression und die weitere Aufreinigung
von PICBP49 aus E. coli wurden Plasmide mit korrekter Sequenz in E. coli BL 21 (Invitrogen)
transformiert, anschliefend auf LB-Agar mit 100 pg/ml Ampicillin ausgestrichen und mittels
PCR auf die Aufnahme des Plasmids untersucht. Heterolog in E. coli exprimiertes PICBP49
wird im weiteren Verlauf als recPICBP49 (recombinant PICBP49) bezeichnet.

Die Klonierung von cbp49 in den Expressionsvektor pPRSETB erfolgte in Zusammenarbeit mit
Frau Dr. Loose und Herrn Prof. Vaaje-Kolstad an der Norwegian University of Life Sciences

(NMBU, As Norwegen).
Ndel

cbp4d9

+
oRSE]Rcbned

Abb. 6: Schematische Vektorkarte von pRSETB+cbp49. Das in den Vektor klonierte cbp49 ist in
violett dargestellt, die zur selektiven Anzucht der E. coli Klone genutzte Ampicillicinresistenzkassette
in grau. Vektor und cbp49-Insert wurden mit den Restriktionsenzymen Ndel und Hindlll verdaut,
aufgereinigt und anschlieBend nach Anleitung des In-Fusion Cloning Kits (Takara Bio USA) ligiert.
Das entstandene Plasmid hat eine GréRe von 4089 bp und dient der heterologen Expression von
recPICBP49 in E. coli BL 21. bla = Ampicillinresistenzkassette.
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2.4.3 Klonierung von splA in den Expressionsvektor pAD43-25-ery

Zur weiteren Analyse der Funktion des S-layer Proteins SplA, wurde dieses in den
E. coli-Bacillus-Shuttle Vektor pAD43-25 (Bacillus Genetic Stock Centre) kloniert und
erfolgreich heterolog im SplA-defizienten Genotyp ERIC | (ATCC9545) exprimiert. Der Vektor
pAD43-25 wurde bereits erfolgreich genutzt um Gene heterolog in P. larvae zu exprimieren
(Poppinga & Genersch, 2012). In dieser Arbeit wurde das Plasmid pAD43-25-ery verwendet
(konstruiert von Dr. Poppinga), welches zusatzlich eine Erythromycinresitenzkassette
enthalt. Zur Herstellung des Plasmids pAD43-25+splA-Hisg-ery wurde zunachst das
urspringlich auf dem Plasmid enthaltene grinfluoreszierende Protein (gfpmut3a) durch
Restriktionsenzymverdau mit Xbal und Sphl (Fermentas) entfernt. Der komplette
Restriktionsansatz wurde gelelektrophoretisch getrennt, und das Rickgrat (8020 bp) des
Plasmids durch Gelextraktion (QlAquick Gel Extraction Kit, Qiagen) nach Herstellerangaben
aufgereinigt. Das splA-Gen wurde in einer weiteren PCR aus ultrareiner DNA (MasterPure
DNA Purification Kit, Epicentre) des P. larvae Stamms DSM25430 (ERIC Il) mit den Primern
sl-Xbal-F  und sl-Linker-R1 amplifiziert (Tab. 9). Hierdurch wurde eine Xbal
Restriktionsschnittstelle an das 5'-Ende und ein Linker (GlyGlyGly) an das 3'-Ende des sp/A
Gens amplifiziert. In einer weiteren PCR mit den Primern sl-Xbal-F und sl-Hisg-SpHI-R2
(Tab. 9) erfolgte die Fusionierung von sp/A mit sechs Histidinresten, einem Stopp-Codon,
sowie die Inserierung einer Restriktionsschnittstelle am 3'-Ende. Beide PCRs wurden mit der
HotStar HiFidelity Polymerase (Qiagen) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Das Insert
wurde ebenfalls mit den Restriktionsenzymen Xbal und Sphl verdaut und anschliel’iend mit
Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) gereinigt. Insert und Vektorrickgrat wurden
im molaren Verhaltnis 1:6 gemischt und bei 22°C ber Nacht ligiert (T4 DNA Ligase, Thermo
Fisher Scientific). Das entstandene Plasmid wurde pAD43-25+sp/A-Hisg-ery genannt (Abb.
7). Zur Vermehrung des Plasmids erfolgte die Transformation in chemokompetente E. coli
DH5a Zellen (Kap. 2.3.3). Die Bakterien wurden auf LB-Agar mit 100 ug/ml Ampicillin
ausgestrichen und bei 37°C inkubiert. Um gewachsene Klone auf die Aufnahme des
Plasmids zu untersuchen, wurde eine Ose mit Koloniematerial auf einer neuen Agarplatte
ausgestrichen und bei 37°C lber Nacht inkubiert. Koloniematerial wurde mit einer Ose
entnommen und in 50 pl dd H,O resuspendiert, flir 5 min bei 95°C erhitzt und anschlielend
fir 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert. 1 yl des DNA-haltigen Uberstandes wurde in der PCR
Analyse mit den Primer SplA-F und SplA-R (Tab. 9) eingesetzt, um die Aufnahme des
Plasmids zu prifen. Von positiv getesteten Klonen wurden Kulturen mit 5 ml LB-Medium und
100 pg/ml Ampicillin inokuliert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Isolierung des
Plasmids erfolgte mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). Die Konzentration des
gereinigten Plasmids wurde mit Hilfe des Take3 Synergy HT (Biotek) bestimmt. Zur

Uberpriifung der Sequenz des sp/A-Inserts wurde das Plasmid zur Sequenzierung
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eingeschickt (MWG Eurofins) und mittels der Primer SplA-F1/R1 - SplA-F5/R5 uUberprift
(Tab. 9). Die Auswertung der erhaltenen Sequenzen erfolgte mit VectorNTI. Nach
Uberpriifung der Sequenz erfolgte die Elektroporation des Plasmids in kompetente P. larvae
Zellen (siehe Kap. 2.2.3). Zu 40yl gefrorenen elektrokompetenten P. larvae Zellen
(ATCC9545, Genotyp ERIC I) wurde 1 ug Plasmid-DNA gegeben. AnschlieRend wurde der
Ansatz fir 10-15 min auf Eis inkubiert und alle 5 min vorsichtig durchmischt. Die
Elektroporation erfolgte mit einer Feldstarke von 9 kV/cm (P. larvae ERIC |, ATCC9545) in
eiskalten 1 mm Elektroporationskiivetten (Eppendorf), bei einem Wiederstand von 600 Q
(Poppinga & Genersch, 2012). Geschockte Zellen wurden sofort in 1 ml vorgewarmtes
MYPGP-Medium Uberfuhrt und fir 16 h bei 37°C und 350 rpm regeneriert. Anschlieend
wurden die Ansatze auf selektiven MYPGP-Agarplatten mit 0,3 uyg/ml Erythromycin
ausplattiert und die Aufnahme des Plasmid mittels PCR berpruft.

bla

pAD43-25+splA-Hisg-ery

cat | 11089 bp Xbal

Sphl

Abb. 7: Schematische Vektorkarte von pAD43-25+spl/A-Hisg-ery. Das in den Vektor eingefligte
SplA-Hisgist rot dargestellt. Alle weiteren ORFs sind in griin dargestellt. Vektor und Insert wurden mit
den Restriktionsenzymen Xbal und Sphl verdaut, aufgereinigt und mit der T4 DNA Ligase (Fermentas)
ligiert. Das entstandene Plasmid hat eine Grélke von 11089 bp und dient der heterologen Expression
von splA-Hisg in ERIC | (ATCC9545). bla = Ampicillinresistenzkassette; cat = Chloramphenicol-
resistenzkassette; ery = Erythromycinresistenzkassette; 'glyA = letzte 1010 bp des B. cereus Gens fir
Glycine/Serine Hydroxymethyltransferase.
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2.5. Proteinexpression und Charakterisierung
2.5.1 Detektion des heterolog exprimierten SplA-Hisgin P. larvae ERIC |

In der konstruierten Mutante ATCC9545+sp/A (Kap. 2.4.3) erfolgte die heterologe
Expression von SplA fusioniert mit einem C-terminalen Histiding-Rest. Um SplA-Hisg
nachzuweisen wurden Alexa Fluor*® konjugierte Antikdrper (PentaHis Alexa Fluor, Qiagen)
verwendet. Diese konjugierten monoklonalen Antikérper binden spezifisch an flnf
aufeinanderfolgende Histidinreste im Peptid und ermdglichten die in vivo Darstellung mittels
Fluoreszenzmikroskopie. Dazu erfolgte die Anzucht des ERIC | Wildtyps ATCC9545 in 8 ml
MYPGP-Medium und der P. larvae Mutante mit dem Plasmid pAD 43-25+sp/A-ery unter
Zusatz von 0,3 pg/ml Erythromycin. Die Inkubation der Kulturen erfolgte bei 37°C und
200 rpm (Certomat MO II, B. Braun) bis zu einer ODggo von 0,5. Die Anzucht des P. larvae
Wildtyps ATCC9545 (ERICI) unter gleichen Bedingungen diente als jeweilige
Negativkontrolle flr den Versuch. Je 2 ml Kultur wurden entnommen und fir die Zellernte
zentrifugiert (3341 g, 5 min, 4°C). Das erhaltene Bakterienpellet wurde dreimal mit je 2 ml
PBS gewaschen, das finale Bakterienpellet in 200 yl PBS resuspendiert und unter

Lichtausschluss 10 pl Alexa Fluor*®

(Qiagen) hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von
2 h bei Raumtemperatur (~22°C) und 400 rpm (Thermomixer comfort, Eppendorf), erfolgte
die Zellernte durch Zentrifugation (4°C, 3341 g, 5 min) und dreimaliges Waschen mit je
0,5 ml PBS Puffer. Die erhaltenen Bakterienpellets wurden in 350 pyl PBS gelést und 10 pl
zur Analyse auf einen Objekttrager Uberflihrt. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mit
einem Nikon Ti-E (Inverses Mikroskop) erstellt. Fir die lichtmikroskopischen Aufnahmen
wurde Differenzialinterferenzkontrast (DIC) und fir die fluoreszenzmikroskopischen

Aufnahmen ein Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) - Filtersystem eingesetzt.

2.5.2 Expression und Aufreinigung von recPICBP49 aus E. coli

Fur eine effiziente Expression und die weitere Aufreinigung von recPICBP49 wurden korrekte
pRSETB+cbp49 Klone (siehe Kap. 2.4.2) nach Sequenzierung in E. coli BL21 (Invitrogen)
transformiert und anschlieBend auf LB-Agar mit Ampicillin (100 pug/ml) ausplattiert. Uber
Nacht gewachsene Klone wurden mittels PCR auf die Aufnahme des Plasmids untersucht
(Tab. 9). Fir die Aufreinigung von recPICBP49 wurden Vorkulturen mit 4 ml LB-Medium
unter Zusatz von 100 ug/ml Ampicillin, Gber Nacht bei 35°C und unter schitteln angezogen.
Fur die Kultivierung der Hauptkulturen wurden je 450 ml TB-Medium mit 100 mg/ml
Ampicillin in einem LEX-48 High Throughput Bioreactor System (Harbinger Biotechnology
and Engineering, Canada) Uber Nacht bei 30°C kultiviert. Die Aufreinigung von recPICBP49

erfolgte aus dem periplasmatischen Extrakt, welcher durch kalten osmotischen Schock und
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mehreren Zentrifugationsschritten gewonnen wurde (Vaaje-Kolstad et al, 2005b).
AnschlieRend wurde recPICBP49 (ber ein Akta Purifier System mit einer starken Anionen-
Saule (HiTrap QFF, GE Healthcare) mittels lonenaustausch aufgereinigt. Mit Hilfe eines
Laufpuffers (20 mM Tris, pH 8,3) wurden die Proben auf die Anionen-Saule aufgetragen und
anschlielend mit einem Elutionspuffer (20 mM Tris, 1M NaCl, pH 8,3) recPICBP49 von der
Saule eluiert. AbschlieRend wurde der pH der aufgefangenen Fraktionen angepasst,
Proteaseinhibitor hinzugegeben und bis zur weiteren Verwendung alle ausgewahlten
Fraktionen bei 4°C gelagert. Die aufgefangenen Fraktionen der Aufreinigung wurden mittels
SDS-PAGE auf Reinheit gepruft und selektiert. Ausgewahlte Fraktionen wurden
zusammengefihrt und aufkonzentriert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte
mittels Bradford-Assay (Protein-Assay, BioRad). Die Expression und Aufreinigung von
recPICBP49 aus E. coli erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Loose und Herrn Prof.
Vaaje-Kolstad an der Norwegian University of Life Sciences (NMBU, As Norwegen).

2.5.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Natriumdodecylsulfat (SDS) - Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) (Laemmli, 1970)
dient der Auftrennung von Proteingemischen entsprechend ihrer Moleklimasse. In dieser
Arbeit wurden 10%ige Trenngele mit 4%igen Sammelgelen verwendet (Tab. 8). Zur
Bestimmung der MolekulgréRen wurden der Roti-Mark 10-150 PLUS Proteinmarker (Carl-
Roth) und der Precision Plus Protein Unstained Standard (Bio-Rad) verwendet. Zu
untersuchende Proben wurden mit 5x SDS-Ladepuffer versetzt, fir 10 min bei 95°C
denaturiert und anschlieRend auf das Gel aufgetragen. Beladene Gele wurden in einem Mini-
Protean Tetra Cell Elektrophoresesystem (Bio-Rad) entwickelt (30 min 90 V, 90 min 120 V).
Anschlieend erfolgte flir 30 min die Fixierung der Gele in einem Fixierungspuffer (20%
Ethanol (v/v), 20% Essigsaure (v/v), 50% H,0) und die Farbung mit Coomassie Brilliant Blue
(Page Blue, Fermentas) nach Herstellerangaben. Bilder gefarbter Gele wurden mit dem
Densitometer GS-800 (Bio-Rad) aufgenommen und mit Hilfe der Software Quantity One
(Bio-Rad) ausgewertet. AuRerdem wurden in dieser Arbeit vorgefertigte Gele der Firma Bio-
Rad verwendet (10%-20% bzw. Any kD, Mini-PROTEAN TGX stainfree, Precast Gel). Zu
untersuchende Proben wurden nach Herstellerangaben mit 10 x reducing agent (NuPAGE,
New England Biolabs) und SDS blue Ladepuffer (New England Biolabs) vermischt und fir
5 min bei 95°C erhitzt. AnschlieRend erfolgte die Auftrennung der Proben auf einem 10%
Mini-PROTEAN TGX stainfree, Precast Gel (Bio-Rad) bei 300 V fur 17 min. Aufnahmen der
ungefarbten und gefarbten Gele (Page Blue, Fermentas) erfolgte mit einem Criterion Stain
Free Imaging System (Bio-Rad).

41



MATERIAL & METHODEN

2.5.4 Chitinabbau-Assay

Fur die weitere Charakterisierung von recPICBP49 wurde zunachst ein geeignetes
Chitinsubstrat bestimmt. Hierzu erfolgte die Inkubation verschiedener Chitinsubstrate
(a-Chitin, B-Chitin, Chitin Resin) mit recPICBP49 Uber 4 h. Die Aufbereitung der verwendeten
B-Chitin Partikel (France Chitin) erfolgte wie bereits beschrieben (Fan et al., 2008).
Zusammenfassend wurden 75 mg B-Chitin Partikel in 1,8 mM Essigsaure bis zu einer
Endkonzentration von 10 mg/ml geldst. Die Suspension wurde anschlielend 4 min bei einer
Amplitude von 35% mit einem Vibra Cell Ultrasonic Processor (Sonics) sonifiziert. Vor jeder
Verwendung von recPICBP49 in funktionellen Assays erfolgte eine Sattigung mit Kupfersulfat
(Cu(INS0O,4) (Loose et al., 2014). RecPICBP49 wurde im molaren Verhaltnis 1:3 mit
Cu(l)SO, versetzt und fir 30 min bei 22°C inkubiert. Uberschiissiges Kupfersulfat wurde
anschlieRend Uber eine PD MidiTrap G-25 (GE Healthcare) bzw. eine Zentrifugenfiltereinheit
(Amicon Ultra, Merck) nach Angaben der Hersteller entfernt. Fur die Bestimmung eines
geeigneten Substrates wurden in einem 200 pl Inkubationsansatz jeweils 50 pl der
verschiedenen Substrate mit 0,1 mg/ml kupfergesattigtem recPICBP49, 50 mM BisTris Puffer
(pH 6,8), 1 mM Ascorbat mit Wasser vermischt und tber 4 h bei 37°C und 300 rpm
(ThermoMixer C, Eppendorf) inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Trennung des flissigen
Uberstands und des festen Substrates durch Zentrifugation mit 5000 rpm fir 3 min. Mittels
SDS-PAGE (Mini-PROTEAN TGX Precast Gels, Bio-Rad) (siehe auch Kap. 2.5.3) erfolgte
eine visuelle Inspektion der Bindung von recPICBP49 an die verschiedenen Substrate. Alle
weiteren Chitinabbau-Assays wurden mit dem préaferierten Substrat, B-Chitin, durchgefihrt.
Um Beeinflussungen durch den pH auszuschlief3en, erfolgte die Inkubation von recPICBP49
mit dem praferierten Chitinsubstrat in einen pH-Bereich von pH 6-pH 11 mit jeweils 3
technischen Replikaten.

2.5.5 Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time of Flight (MALDI-TOF)

Fur die qualitative Analyse der Abbauprodukte von B-Chitin nach Inkubation mit recPICBP49
(Kap. 2.5.6), wurden Proben aus den Uberstéanden der Inkubationsansatze des Chitinabbau-
Assays entnommen. Zu 1 pl Uberstand wurden 2 ul 2,5-Dihydroxybenzoesédure (9 mg/ml,
geldst in 30% Acetonitril) auf einer MTP 384 Probenplatte (Bruker Daltonics) gemischt und
mit warmer Luft getrocknet. Die Massenspektrometrie wurde im positiven Erfassungsmodus
mit einem Ultraflex MALDI-TOF/TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time of
Flight) der Firma Bruker Daltonics GmbH durchgefiihrt und die Analyse der Ausschlage
erfolgte mit der Bruker FlexAnalysis Software (Version 3.3). Im Durchschnitt wurden 400
Lasereinheiten auf eine Probe appliziert, um ein Produktprofil des Chitinabbaus zu erhalten.
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Bei der Auswertung der Proben wurde die geringste notwendige Laserintensitat verwendet,

um ein ausreichendes Signal im Verhaltnis zum Hintergrundrauschen zu erhalten.

2.5.6 High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Die Auftrennung und Quantifizierung der Abbauprodukte von (B-Chitin nach Inkubation mit
recPICBP49 in den Uberstanden des Chitinabbau-Assays (Kap. 2.5.4) erfolgte durch
hydrophile Interaktionschromatographie (Hydrophilic Interaction Chromatography, HILIC).
Die entstandenen oxidierten Oligosaccharide wurden Uber ein Agilent 1290 Infinity UHPLC
System (Agilent Technologies) ausgertstet mit einer Acquity UPLC BEH Amide (150 mm,
Waters Corporation) Saule aufgetrennt und die Messung der Absorption erfolgte bei 205 nm.
Die Auftrennung erfolgte mit 74% Acetonitril und einem Laufpuffer (15 mM Tris-HCI pH 8,0)
als mobiler Phase. Jeweils 7 ul Probe wurden mit einer FlieRgeschwindigkeit von 0,4 ml/min
auf die Saule appliziert. Als Referenz wurden Aldonsaurestandards mit einem
Polymerisationsgrad von 1-6 verwendet (Loose et al., 2014; Vaaje-Kolstad et al., 2010). Die
erhaltenen Chromatogramme wurden mit ChemStation rev.B.04.02 chromatography
Software (Agilent Technologies) ausgewertet. Aus den Uberstdnden eines Chitinabbau-
Assays erfolgte die Quantifizierung des oxidierten Hexamers nach Inkubation von
recPICBP49 und B-Chitin im Bereich pH 6-11 sowie der Vergleich des Substratumsatzes bei
pH 7 Gber 6 h. Es wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten (0,5 h, 2 h, 6 h) Proben aus
den Uberstadnden des Chitinabbau-Assays entnommen und die Menge an oxidiertem
Hexamer bestimmt. Die Quantifizierung des oxidierten Hexamers erfolgte aus drei

technische Replikate aus Uberstanden des Chitinabbau-Assays.

2.6. Larveninfektionsversuch

Zur weiteren Untersuchung der Rolle von SplA fir die Virulenz von P. larvae wahrend der
molekularen Pathogenese erfolgte die Durchflihrung von Larveninfektionsversuchen (Abb. 8)
mit Honigbienenlarven wie bereits beschrieben (Ashiralieva & Genersch, 2006; Genersch et
al., 2005; Genersch et al., 2006). Fur den Genotyp ERIC | erfolgte der Vergleich vom Wildtyp
(ATCC9545) mit der konstruierten Mutante, ATCC9545+splA, welche zusatzlich SplA
exprimiert. Zusatzlich wurde flr Genotyp ERIC Il der Wildtyp (DSM25430) mit dem SplA-
defizienten Knockout, DSM25430Aspl/A, verglichen. Fir die Infektionsversuche wurden bis
zu 12 h alte Honigbienenlarven aus mindestens drei verschiedenen Bienenvdlkern (A.
mellifera carnica) des Landerinstituts fir Bienenkunde Hohen Neuendorf e.V. enthommen.
Die Entnahme der Larven aus verschiedenen Volkern diente der Minimierung

volksspezifischer Effekte. In jede Vertiefung einer 24-Loch-Platte (Mikrotiterplatte) wurden 10
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Larven auf 300 ul Larvenfutter (66 % Gelee Royale (v/v), 3% Glukose (w/v) und 3% Fruktose
(w/v)) gesetzt. Das Larvenfutter enthielt die ersten 24 h des Versuchs eine definierte Menge
an Sporen(~ LCgy), anschlielfend wurde den Larven nomales Larvenfutter (sporenfrei)
angeboten. Die Kontrollgruppe erhielt Gber den gesamten Zeitraum normales Larvenfutter.
Wahrend des gesamten Versuchs wurden die Larven bei 35°C und hoher Luftfeuchtigkeit in
einem Inkubator gehalten. Nach der Defakation erfolgte das Umsetzten jeder Larve in eine
einzelnes mit Papierwischtiichern ausgekleidete Vertiefung einer 24-Loch-Platte. Taglich
erfolgte das Umsetzten der Larven in eine neue Vertiefung mit frischem Futter bzw.
Papierwischtlcher, eine Beurteilung der Vitalitat und die Dokumentation der Mortalitat bis
mindestens Tag 14 nach Infektion. Ein Larveninfektionsversuch bestand aus drei
unabhangig voneinander durchgefuhrten Wiederholungen mit jeweils 30 Larven fir jeden zu
testenden P. larvae Stamm (P. larvae Wildtyp, P. larvae Mutante) und einer nicht infizierten
Kontrollgruppe. Die Sterblichkeit in der Kontroligruppe diente als Qualitditsmerkmal der
Larveninfektionsversuche und durfte 20% nicht Uberschreiten (Crailsheim et al., 2013).
Larven aus denen RNA fir die vergleichende Transkriptomanalyse (RNA-Seq) oder die
quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) aufbereitet werden sollte, wurden in jedem biologischen
Replikat in separaten Gruppen (P.larvae Wildtyp, P.larvae Mutante, nicht-infizierte
Kontrolle) infiziert und bis zur Entnahme an Tag 3 nach Infektion taglich kontrolliert und in
neues Futter gesetzt.

Tote Larven wurden auf CSA ausgestrichen und bei 37°C Uber Nacht inkubiert (Abb. 8 D).
Die gewachsenen Kolonien wurden phanotypisch und auf molekularer Ebene mittels PCR
Uberpruft, um den verwendeten P. larvae Stamm (P. larvae Mutante oder Wildtyp) zu
bestatigen (Genersch et al., 2005). Aulerdem wurde mit Hilfe der PCR die Stabilitat der
verwendeten Kockout-Mutante (DSM25430Asp/A) uUberprift. Die spezifischen Knockout
Primer flankierten hierbei die Insertionstelle des Introns. Fir die Analyse mittels PCR wurde
eine Ose mit Koloniematerial in 50 yl DEPC Wasser resuspendiert und bei 95°C fiir 10 min
denaturiert. AnschlieRend wurden Zelldebris und DNA-haltiger Uberstand durch
Zentrifugation bei 5000 rpm fiir 5 min getrennt und der Uberstand bei -20°C bis zur Analyse
gelagert. Die Produkte der PCR wurden mittels Gelelektrophorese auf 1%igen Agarosegelen
Uberpruft, mit Ethidiumbromid gefarbt und durch UV-Licht sichtbar gemacht.
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Entnahme frisch ge- B c D
schliipfter Larven, Transfer Aufzucht in -
in 24-Loch-Platte 24 Loch Platten Detektion toter Larven
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Inkubatlon toter Larven

»

Abb. 8: Ubersicht Larveninfektionsversuch. (A) Entnahme frisch geschliipfter Larven und
Uberfihrung in eine 24-Loch-Platte. Die mit sporenhaltigem Futter infizierten Larven werden (ber
einen Zeitraum von mindestens 14 Tagen nach Infektion taglich begutachtet, gefittert (bis zur
Defakation) und umgesetzt. (B) Die Aufzucht der Larven erfolgte in 24-Loch-Platten. Hier dargestellt
sind Larven ca. 4 Tage nach Infektion. (C) Larven wurden als tot beurteilt, wenn sie im
Entwicklungsstadium  zurlickblieben, keine Atmung mehr festzustellen war und die
Oberflachenspannung deutlich nachgelassen hatte. (D) Uberreste toter Larven wurden auf CSA
ausgestrichen und bei 37°C inkubiert. Gewachsene Bakterien wurden mittels PCR untersucht.
(Abbildung inspiriert durch Poppinga, 2012)

2.7. Genexpressionsanalyse

2.7.1 Versuchsaufbau der Genexpressionsanalyse

Um zu untersuchen ob sich die Immunantwort der Larve gegenuber dem infizierenden
P. larvae Genotyp (ERICI1 oder ERICIl) unterscheidet, wurden verschiedene
Larveninfektionsversuche durchgefiihrt (siehe auch Kap. 2.6). Aufgrund der VersuchsgrofRe
und der bendtigten Anzahl an Larven erfolgten die Infektionsversuche mit den P. larvae
Genotypen ERIC 1 und ERICIlI nicht parallel, sondern =zeitlich gestaffelt. In der
experimentellen Gruppe | wurden ERIC I-infizierte Larven, infiziert mit dem P. larvae Stamm
ATCC9545, mit einer nicht-infizierten Kontrolle verglichen. In der experimentellen Gruppe I
erfolgte der Vergleich von ERIC ll-infizierten Larven, infiziert mit dem P. /arvae Stamm
DSM25430, mit der zugehdrigen nicht-infizierten Kontrolle. Im Larveninfektionsversuch 1
erfolgte in drei biologischen Replikaten (Abb. 9 A, a-c) mit jeweils 30 Larven pro P. larvae
Stamm (Genotyp ERICI bzw. ERICI) bzw. Kontrollgruppe ein Monitoring der
Larvenmortalitat (Abb. 9 A) Uber mindestens 14 Tage, um eine erfolgreiche Infektion, den
Infektionsverlauf und bereits beschriebene Qualitatsstandards zu Uberpriifen. Die Mortalitat
der Kontrollgruppen lag in allen Versuchen unter 20% und keine der Kontrolllarven wies eine
Infektion mit P. larvae auf. Im Larveninfektionsversuch 2 wurden aus den biologischen

Replikaten d-f (Abb. 9 B) jeweils 10 von insgesamt 30 Larven an Tag 3 nach Infektion zufallig
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entnommen, die RNA extrahiert (siehe Kap. 2.7.2), zu gleichen Anteilen gemischt und zur
Sequenzierung (RNA-Seq) eingeschickt (siehe Kap. 2.7.4). Aus den Sequenzierungsdaten
erfolgte die vergleichende Analyse der Transkriptome, wobei jeweils eine nicht-infizierte
Kontrolle mit P. larvae ERIC l-infizierten bzw. P. larvae ERIC ll-infizierten Larven verglichen
wurde (siehe Kapitel 2.7.5). Im Larveninfektionsversuch 3 erfolgte die Verifizierung der
Genexpressionsmuster aus der vergleichenden Transkriptomanalyse anhand der Expression
ausgewahlter Immungene (Abb. 9 C). Hierflir wurden jeweils drei Larven von insgesamt 30
Larven aus den biologischen Replikaten g-i zuféllig entnommen, die RNA extrahiert und in
cDNA umgeschrieben. AnschlieRend erfolgte die Untersuchung ausgewahlter Immungene
mittels gPCR (siehe Kapitel 2.7.6) aus der RNA individueller Larven.
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Abb. 9: Monitoring der Larvenmortalitit, Analyse des Transkriptoms und der
Immungenexpression. Mit Kreuzen ist die jeweilige Anzahl beurteilter bzw. entnommener Larven
gekennzeichnet. Die Buchstaben a-i kennzeichnen die biologischen Replikate in den
Larveninfektionsversuchen 1-3. (A) Monitoring der Larvenmortalitat mit P. /arvae ERIC |- oder
P. larvae ERIC ll-infizierten Larven. Larven die mit P. larvae ERIC Il infiziert wurden, starben schneller
als Larven die mit P. larvae ERIC | infiziert wurden (siehe Kasten Larvenmortalitat). (B) RNA-Seq-
Analyse der Transkriptome mit P. larvae ERIC |- oder P. larvae ERIC ll-infizierten Larven im Vergleich
zur jeweiligen nicht-infizierten Kontrollgruppe. Die experimentellen Gruppen zeigten Unterschiede in
den Genexpressionsmustern. Mit ERIC ll-infizierte Larven zeigten eine hohere Anzahl und Amplitude
differentiell exprimierter Gene (DEGs) als P. larvae ERIC l-infizierte Larven (siehe Kasten Anteil
DEGs). (C) Die qPCR Analyse ausgewahlter Immungene bestatigte die Unterschiede in den
Genexpressionsmustern zwischen den experimentellen Gruppen. Mit ERIC I-infizierte Larven zeigten
eine schwachere Immunantwort (Anzahl der Gene und Amplitude der Expression) als Larven, die mit
P. larvae ERIC Il infiziert waren (siehe Kasten Immunreaktion). Biologische Replikate mit
unterschiedlichen Buchstaben unterschieden sich signifikant, wogegen biologische Replikate mit
gleichen Buchstaben nicht signifikant verschieden sind.

2.7.2 RNA-Isolierung

Die Isolierung der RNA erfolgte mittels TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific) nach
Herstellerangaben. Jede entnommene Larve wurde separat in 1 ml TRIzol Reagent manuell
mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze zerkleinert. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die Proben bei maximaler Geschwindigkeit (25.000 g, Centrifuge 5427R, Eppendorf)
zentrifugiert, um Zelltrimmer zu entfernen. Alle weiteren Zentrifugationsschritte wurden bei
4°C durchgefiihrt. Die Uberstande wurden in neue Reaktionsgefafe Uberfiihrt und jeweils
200 pl Chloroform hinzugefigt. AnschlieRend wurden alle Proben fiir 15 s gemischt (Vortex-
Genie 2, Scientific Industries), 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und schlief3lich fir
15 min zentrifugiert (16.000 g). Nach der Zentrifugation war die Auftrennung der einzelnen
Proben in drei Phasen zu beobachten. Die obere RNA enthaltene wassrige Phase wurde in
ein neues Reaktionsgefald Uberfiihrt und mit 500 ul Isopropanol vermischt. Nach 10 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die prazipitierte RNA mittels Zentrifugation (8 min,
16.000 g) pelletiert. Das entstandene Pellet wurde jeweils in 1 ml 75% Ethanol geldst, kraftig
gemischt und erneut zentrifugiert (8.000 g, 5 min). Der Uberstand wurde verworfen und das
RNA-Pellet in 25 yl DEPC-H,0 resuspendiert. Um eventuelle Verunreinigungen durch larvale
DNA oder die Trizol-Aufreinigung zu beseitigen, wurden alle Proben zunachst mit DNase |
(Qiagen) verdaut und anschlieend mit dem RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen) nach

Herstellerangaben aufgereinigt.
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2.7.3 RNA-Qualitatskontrolle

Um abzusichern, dass nur infizierte Larven aus den P. larvae infizierten Gruppen (P. larvae
Genotyp ERIC | oder ERIC Il) in die weitere Analyse eingingen, wurde jede aufgereinigte
Larve auf Infektion mit P. larvae mittels OneStep RT-PCR Kit (Qiagen) untersucht. Hierflr
wurden Primer gegen das P. larvae Gen purH (Garcia-Gonzalez, 2012) verwendet (siehe
Tab. 9, Abb. 10). Ausschliel3lich positiv getestete Larven des gleichen infizierenden P. larvae
Stamms, ATCC9545 fir P. larvae Genotyp ERIC | bzw. DSM25430 fiur P. larvae Genotyp
ERIC Il, wurden in Poolproben vereinigt. Zusatzlich wurden alle Larven aus den
Kontrollgruppen auf eine Infektion mit P. larvae Uberprift und in keiner konnte eine Infektion
mit P. larvae nachgewiesen werden. Um Verfalschungen der Sequenzierungsergebnisse
durch kontaminierende larvale DNA zu vermeiden, wurde die aufbereitete RNA mit DNase |
(Qiagen) verdaut und anschlieRend mit dem RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen) nach
Herstellerangaben aufgereinigt. Alle aufbereiteten RNA Proben wurden auf noch vorhandene
larvale DNA Verunreinigungen, in einer PCR mit Primern gegen das A. mellifera
Referenzgen Glucuronyltransferase (Glu) (siehe Tab. 10), untersucht. Bei Nachweis einer
DNA Verunreinigung (Amplikon in der PCR) wurden der DNasel Verdau und die
anschlieBende Aufreinigung wiederholt bis keine Verunreinigung mittels PCR mehr
festgestellt werden konnte. Nur RNA Proben mit einem 260/280 nm - Verhaltnis von ber 1,8
wurden weiter verwendet. Jeweils 10 RNA Proben infiziert mit dem gleichen P. larvae
Genotyp oder der nicht infizierten Kontrolle wurden in gleichen Anteilen zu Poolproben
vereint. Insgesamt wurden 15 Poolproben aus RNA von Larven infiziert mit dem P. larvae
Genotyp ERIC 1 (ATCC9545) bzw. ERICII (DSM25430) sowie der ERIC | Mutante
(ATCC9545+spl/A) und den zugehdérigen Kontrollen aus den drei biologischen Replikaten

generiert.
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DNA-Leiter
Infiziert

Nicht infiziert
DNA-Leiter

Abb. 10: Reverse Transkriptase (RT)-PCR zur Uberpriifung des Infektionsstatus der
verwendeten Larven-RNA. In der RT-PCR wurden Primer gegen das P. larvae Gen purH (Garcia-
Gonzalez, 2012) verwendet, welche die Anwesenheit von RNA aus P. larvae in der larvalen RNA
Uberpruft. Bei erfolgreicher Infektion der Larve mit P. larvae wurde ein Amplikon mit einer Gréke von
386 bp aus der Larven-RNA amplifiziert. Bei RNA aus Larven die nicht erfolgreich infiziert werden
konnten, konnte kein Amplikon detektiert werden. Zur weiteren Analyse wurden ausschliellich RNAs
von erfolgreich infizierten Larven verwendet. Larven aus allen Kontrollgruppen wurden ebenfalls auf
eine P. larvae Infektion Uberpruft. Bei keiner konnte eine Infektion mit P. larvae nachgewiesen werden.
Als Positivkontrolle wurde DNA von P. larvae verwendet. Hier dargestellt sind reprasentative RNA
Proben in denen mittels RT-PCR und Primern fir das P. larvae Gen purH, eine Infektion mit P. larvae
Uberprift wurde. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte auf einem 1% Agarosegel, die Proben
wurden mit Ethidiumbromid gefarbt und mittels UV Licht visualisiert. PK = Positivkontrolle,
NK = Negativkontrolle, kB = Kilobasen.

2.7.4 RNA-Seq: Herstellung einer cDNA-Bibliothek und RNA Sequenzierung

Fur die Herstellung einer cDNA-Bibliothek und anschlieRende Sequenzierung wurden der
Firma LGC Genomics (Berlin) 15 RNA-Poolproben Ubergeben. Die Sequenzierung erfolgte

paired end 100bp mit einem lllumina HiSeq2000 Sequenzierer.

2.7.5 RNA-Seq: Genexpressionsanalyse

Die genetische Kartierung (‘mapping') der Fragmente der RNA-Sequenzierung (RNA-Seq)
erfolgte an einem von Dr. Yvonne Péschl (iDiv, Deutsches Zentrum fir integrative
Biodiversitatsforschung, Halle-dJena-Leipzig) erstellten A. mellifera Transkriptom, das auf
dem veréffentlichten A. mellifera Genom Amel_4.5 (Elsik et al., 2014) basiert. Die Zahlung
sequenzierter Fragmente und die anschlielende Zuordnung zum Referenztranskriptom

erfolgte nach Qualitatsfilterung jeder Poolprobe mit dem Programm Kallisto (Bray et al.,
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2016) in Standardeinstellung. Fragmente, die sich nicht eindeutig zu einem Gen zuordnen
lieRen, wurden aus der Zahlung der Fragmente pro zuzuordnendem Gen ausgeschlossen.
Dadurch wurden Spleivarianten oder auch Genhomologe nicht weiter bertcksichtigt. Nach
Normalisierung erfolgte die Zahlung eindeutig zuordenbarer Fragmente sowie die statistische
Analyse mit R (Version 3.3.1., (R Development Core Team, 2016)) und dem Bioconductor
Softwarepacket (Version 3.3., https://www.bioconductor.org). Das R/Bioconductor
Softwarepacket DESeq2 (Love et al., 2014) wurde verwendet, um differentiell exprimierte
Gene zu bestimmen. Die Rohdaten aller Fragmente aus der RNA-Seq wurden in DESeq2
mit Hilfe des tximport Softwarepackets (Soneson et al., 2015) eingespeist. Zwischen
3.575.028 und 9.472.183 eindeutig zuordenbaren Fragmenten wurden gezahlt (zusatzliche
Tab. Z1, Kap. 8.1). Auch nicht eindeutig zuordenbare Fragmente wurden zusammen mit
zuordenbaren Fragmenten zur Normalisierung in DESeq2 verwendet.

AnschlieBend erfolgte die Umwandlung der Zahldaten (Anzahl der Fragmente) mittels
regularisierten Logarithmus (rlog, regularized-logarithm) in eine logarithmische (log2)
Skalierung. Hierbei wurden die Gesamtanzahlen aller Fragmente pro Poolprobe
gegeneinander normalisiert, um eine Fehlinterpretation bei geringer Gesamtanzahl von
Fragmenten zu vermeiden. AbschlieRend wurden die Anzahlen der Fragmente pro Gen in
Beziehung zueinander gesetzt und gruppenweise verglichen. Vor der genauen
Untersuchung einzelner Gene, erfolgte eine Qualitatsiberprifung aller verwendeten
Poolproben. Hierzu wurden alle Poolproben auf Ausreifler sowie Vergleichbarkeit und
Reproduzierbarkeit der Daten untersucht. Zusatzlich wurde die Haufigkeitsverteilung und
Varianz von bereits beschriebenen Haushalts- und Referenzgenen Uber alle Datensatze
geprift (siehe Tab. 10, Herkunft). Die Verwendung bereits verdffentlichter Primer mit einer
ausreichenden Effizienz erwies sich als schwierig. Fir die Gene dorsal 1 und myd88
mussten im Rahmen dieser Studie neue Primer designt werden, da die verdffentlichten
Primer entweder keine oder sehr unspezifische Bindung zeigten

Die berechneten Genhaufigkeiten wurden als beobachtete Genexpression interpretiert und
im weiteren Verlauf als Genexpression bezeichnet. Die Beschreibung von Genen,
funktionelle Zuordnungen sowie die Zugehdrigkeit zu Signaltransduktionswegen erfolgte wie
bereits beschrieben (Doublet et al., 2017; Evans et al., 2006; Kanehisa et al., 2017;
Kanehisa & Goto, 2000; Kanehisa et al., 2016). Fur die Bestimmung differentiell exprimierter
Gene (DEGs) erfolgte der Vergleich der experimentellen Gruppen mit dem DESeq2
Softwarepacket. Jede experimentelle Gruppe bestand aus RNA infizierter und nicht-infizierter
Larven. In der experimentellen Gruppe | wurde RNA ERIC l-infizierter Larven (ATCC9545)
mit der RNA der nicht-infizierten Kontrolle | verglichen. In der experimentellen Gruppe Il
erfolgte der Vergleich von RNA ERIC ll-infizierter Larven (ERIC IIDSM25430) mit der RNA
der nicht infizierten Kontrolle Il. Ein Gen wurde als differentiell exprimiert bezeichnet, wenn
es einen Benjamini-Hochberg korrigierten p-Wert gleich oder kleiner als 0,05 aufwies.
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Zusétzlich erfolgte eine Sortierung der DEGs nach den in DESeq2 bestimmten Anderungen
in der Expression (log2change, Ifc). Vier verschiedene Kategorien wurden bestimmt: extrem
hochregulierte DEGs ("++", Ifc > 1); hochregulierte DEGs ("+", 0 < Ifc < 1); herunterregulierte
DEGs ("-", -1 < Ifc < 0) und extrem herunterregulierte DEGs ("--", Ifc < -1). Die Anzahl der
DEGs fiur hoch- bzw. herunterregulierte Gene wurde in den experimentellen Gruppen mit
Hilfe des Chi-Quadrat Tests verglichen. Die Genexpressionsanalyse wurde in Kooperation
mit Frau Dr. Y. Péschl vom iDiv Halle-Jena-Leipzig durchgefihrt.

2.7.6 Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)

Die Genexpressionsmuster aus der RNA-Seq wurden mittels quantitativer Echtzeit-PCR
(gPCR) in RNA aus individuellen Larven duberpruft. Vorab wurde aus 1 pg RNA
kontaminierende genomische DNA (gDNA wipeout Puffer) entfernt und diese anschlieend
in cDNA umgeschrieben (QuantiTect Reverse Transkriptase Kit, Qiagen). Um die
Genexpression zu untersuchen wurde die generierte cDNA im Verhaltnis 1:5 mit Wasser
verdinnt und von dieser Verdunnung 1 pl verwendet. Die gPCR (Tab. 15) wurde mit dem
QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. In jeder
PCR wurde eine Positiv- und Negativkontrolle mitgeflhrt. Die Effizienz der Primerpaare
wurde, wie von Pfaffl beschrieben, Gber eine Verdinnungsreihe bestimmt (Pfaffl, 2001). Far
die Uberpriifung der RNA-Seq Ergebnisse wurden aus jedem biologischen Replikat Larven
jedes verwendeten P.larvae Stamms bzw. der nicht-infizierten Kontrolle verglichen. Fir
P. larvae Genotyp ERIC | wurde ATCC9545 sowie die konstruierte Mutante ATCC9545+sp/A
mit einer nicht-infizierten Kontrolle verglichen. Fir P. larvae Genotyp ERIC Il wurde
DSM25430 sowie die Knockout-Mutante DSM25430Asp/A mit einer nicht-infizierten Kontrolle
verglichen. Es wurden jeweils 3 Larven aus jedem der drei unabhangigen
Larveninfektionsversuche (Abb. 9 C, g-i) untersucht. Pro Probe wurden 3 technische
Replikate durchgefiihrt. Die gemessene Genexpression jeder Probe wurde gegen 5
Referenzgene (ATu, Glu, MGS, RPS5, Ubi, siehe auch Tab. 10) normalisiert. Die
Gesamtegenexpression wurde relativ zur Genexpression in nicht-infizierten Kotrolllarven
berechnet. Aufgrund der hohen Probenanzahl erfolgte die Untersuchung der Expression
unterschiedlicher Gene in separierten Laufen. Um einen gleichbleibenden Ablauf zu
garantieren, wurden mit jedem PCR-Lauf interne Kontrollen durchgefuhrt. Die Berechnung
der Genexpression erfolgte mit gbase (Biogazelle, Zwijnaarde, Belgium-
www.gbaseplus.com). Alle Daten der Genexpression wurden anschlieRend logarithmiert
(logz) und fir die weitere statische Auswertung in die Software GraphPad Prism Ubertragen.
Die statistische Auswertung erfolgte mit one-way ANOVA, gefolgt vom Bonferroni Test, um
den Mehrfachvergleich zu korrigieren und Fehler 1. Art (falsch positiv) zu minimieren.
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AulRerdem wurde ein Barlett's Test durchgefihrt um die Varianzverteilung zwischen den
Gruppen zu untersuchen.

Tab. 15: Protokoll der quantitativen Echtzeit-PCR (qPCR)

Schritt Dauer Temperatur
Aktivierung Taq Polymerase 15 min 95°C
Denaturierung 1 min 94°C
Anlagerung 1 min 60°C
Verlangerung 1 min 72°C
Plattenscan - Ja
Entfaltung 20 s 78°C
Plattenscan - Ja
zurlick zu Schritt 2 - 40 x
Schmelzkurve 1 min/°C 75-90°C

2.8. Platteninhibitionsassays

Zur Untersuchung des Wirkungsspektrums der larvalen Immunantwort wurden die
antimikrobielle Peptide (AMPs) Abaecin und Hymenoptacein in Platteninhibitionsassays
gegen P. larvae Genotyp ERIC | und ERIC Il sowie weitere Bakterien getestet (Tab. 12, Tab.
14). Die Synthetisierung der AMPs erfolgte durch die Firma peptides & elephants GmbH
(Potsdam). Je 5 ml Medium (LB- bzw. MYPGP-Medium) wurden mit den verschiedenen
Erregern angeimpft und Gber Nacht bei 37°C und 80 rpm inkubiert. Am nachsten Morgen
wurde die ODgoo der Vorkulturen photometrisch bestimmt (Eppendorf, BioPhotometer), LB-
Agar bzw. MYPGP-Agar verflissigt, abgekihlt und jeweils 15 ml Agar auf eine ODgyo von
0,01 mit den jeweiligen Bakterien angeimpft. 125 yM der AMPs wurden mit Medium Uber
Nacht bei 23°C in 0,5 ml PCR Reaktionsgefallen in einem Thermocycler (Biorad) inkubiert.
Je nach aufzutragendem Volumen des AMPs wurden unter sterilen Bedingungen, mit der
Ruckseite einer sterilen 10 yl bzw. 100 ul Pipettenspitzen (Eppendorf), Locher in die mit
Bakterien beimpften Agarplatten gestanzt. Die gestanzten Lécher wurden mit dem
inkubierten AMP-Medium-Gemisch gefillt und fir 48 h bei 37°C inkubiert. Nach Inkubation
wurden die Agarplatten begutachtet, die Ergebnisse dokumentiert (Olympus C-5060
Digitalkamera) und entstandene Hemmhdofe vermessen.
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3. Ergebnisse

3.1. Weitere Untersuchung zur Relevanz von PICBP49

In der Vergangenheit wurden bereits mehrere Virulenzfaktoren von P. larvae identifiziert
(Kap. 1.5), u.a. ein Schlisselfaktor flr die Pathogenese und Virulenz: das chitinbindende
und -abbauende Protein PICBP49 (P. larvae chitin-binding protein 49) (Garcia-Gonzalez et
al., 2014c). PICBP49 wird von P. larvae Genotyp ERIC | sowie Genotyp ERIC Il exprimiert
und baut die peritrophe Membran, eine chitinreiche Schutzschicht des Darmepithels ab
(Garcia-Gonzalez et al., 2014c), sodass im weiteren Verlauf der Pathogenese einer Infektion
mit P. larvae das Darmepithel durch weitere Virulenzfaktoren angegriffen werden und die
Invasion in die Kérperhéhle erfolgen kann (Yue et al., 2008). Strukturelle Gemeinsamkeiten
von PICBP49 mit Mitgliedern der AA10 Familie (Auxiliary Activity Family 10, friher CBM33)
lytischer Polysaccharid Monooxygenasen (LPMOs) wurden bereits gezeigt (Garcia-Gonzalez
et al., 2014c) und legen nahe, dass PICBP49 in der peritrophen Membran vorhandenes
Chitin Gber einen metallionen-abhangigen oxidativen Mechanismus abbaut. Die Arbeiten zur
biochemischen Charakterisierung erfolgten in Zusammenarbeit mit Prof. Vaaje-Kolstad und

Dr. Loose an der Nowegian University of Life Sciences (As, Norwegen).

3.1.1 Identifizierung eines praferierten Substrats

Das Verstandnis des Virulenzfaktors PICBP49 ist Voraussetzung, um die molekulare
Pathogenese der AFB genauer zu verstehen. Fir die weitere biochemische
Charakterisierung des Virulenzfaktors PICBP49 erfolgte die heterologe Expression in E. coli
(recPICBP49). Hierfur wurde cbp49 in den Vektor pRSETB kloniert und der manipulierte
Vektor anschlielend in E. coli Stellar Competent Cells transformiert (Abb. 11). Mit diesem
Vektor wurden bereits Proteine anderer Mitglieder der AA10 Familie heterolog exprimiert
(Vaaje-Kolstad et al., 2005b). Da PICBP49 in E. coli nicht Uberexprimiert wurde, erfolgte die
Anpassung der Kultivierungsbedingungen. Hierfir wurden gréRere Kulturvolumina und ein
Hochdurchsatz Bioreaktor (LEX-48 High Throuput Bioreactor System, Harbinger

Biotechnology and Engineering, Canada) fur die Anzucht der Hauptkulturen verwendet.
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pRSETB+cbhp49

DNA-Leiter

Abb. 11: Erfolgreiche Aufnahme des Vektors pRSETB+cbp49 in E. coli Stellar Competent Cells.
Cbp49 flankierende Primer amplifizieren ein ca 1250 bp groRes Fragment aus DNA (iber Nacht
gewachsener Klone. PK = Positivkontrolle, NK = Negativkontrolle.

Um die Funktionsweise von recPICBP49 weiter zu untersuchen, wurde zunachst ein
bevorzugtes Substrat bestimmt. Aufgereinigtes und mit Kupfersulfat gesattigtes recPICBP49
wurde mit a-Chitin und B-Chitin sowie Chitin Resin (New England Biolabs) tber 4 h inkubiert
(Abb. 12 A). Nach Inkubation wurden flissiger Uberstand und feste Substrate durch
Zentrifugation getrennt und mittels SDS-PAGE analysiert. Die SDS-PAGE Analyse zeigte,
dass recPICBP49 an alle getesteten Substrate bindet. Die intensivste Bande konnte im
Inkubationsansatz mit B-Chitin festgestellt werden.
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Uberstand Substrat

Abb. 12: Identifizierung eines bevorzugten Substrats von recPICBP49. (A) SDS-PAGE der
Inkubationsansatze des Chitinabbau-Assays zur Identifizierung eines geeigneten Substrats.
RecPICBP49 wurde mit a-Chitin, - Chitin und Chitin Resin Uiber 4 h, bei 37°C und schiitteln inkubiert.
Proben der Uberstéande und der verschiedenen Substrate des Assays wurden voneinander getrennt
und mittels SDS-PAGE analysiert. Die Intensitat der Banden veranschaulicht das Verhaltnis von
freiem und an die Substrate gebundenem recPICBP49. Bei allen gepriften Substraten war eine
Doppelbande sichtbar, welche mit Hilfe von Massenspektrometrie untersucht wurde. Die intensivsten
Banden konnten bei 3-Chitin beobachtet werden (Pfeil). (B) Mittels Massenspektrometrie konnte die
obere Bande als recPICBP49 mit allen vier Domanen (N-terminale CBM33 (AA 10), 2 FN-IlI-
Wiederholungen, CBM5/12 Domane) (Stern) identifiziert werden und die untere Bande als
recPICBP49 ohne die CBMS5/12 Domane (Dreieck). (Domanenstruktur modifiziert aus Garcia-
Gonzalez et al., 2014) M = Marker, K = Kontrolle, a = a-Chitin, = B-Chitin, R = Chitin Resin (NEB).

Die starke Bindung an B-Chitin I&sst vermuten, dass es sich hierbei um ein préferiertes
Substrat handelt. Alle weiteren Assays wurden mit B-Chitin durchgefiihrt. Bei allen
getesteten  Substraten wurde eine Doppelbande festgestellt, welche mittels
Massenspektrometrie untersucht wurde. Die obere Bande wurde als recPICBP49 mit allen
vier Doméanen (N-terminale CBM33 (AA 10), 2 FN-llII-Wiederholungen, CBM5/12 Domaéne)
identifiziert. Bei der unteren Bande handelte es sich ebenfalls um recPICBP49, jedoch fehlte
die CBM5/12 Domane (Abb. 12 B, zusatzliche Abb. A3).
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3.1.2 Kinetik von recPICBP49

Um den Abbau von B-Chitin durch recPICBP49 genauer zu verstehen, erfolgte die
quantitative und qualitative Untersuchung der oxidierten Abbauprodukte. Nach Inkubation
von recPICBP49 mit p-Chitin im pH-Bereich 6-11 erfolgte die Quantifizierung des oxidierten
Hexamers im Uberstand mittels hydrophiler Interaktionschromatographie (HILIC). Die
Quantifizierung erfolgte reprasentativ am oxidierten Hexamer, da dieser bereits bei CBP21
von S. marcescens als eines der Hauptprodukte nachgewiesen werden konnte (Vaaje-
Kolstad et al.,, 2010). Im Vergleich der verschiedenen pH-Bereiche konnte bei pH7
signifikant mehr oxidierter Hexamer detektiert werden (Abb. 13 A) als bei den anderen

getesteten pHs (analysiert mit one-way ANOVA, Tukey's multiple comparison mit a < 0,05).
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Abb. 13: Bestimmung des optimalen pHs und der optimalen Inkubationszeit von recPICBP49

mit B-Chitin anhand des oxidierten Hexamers. (A) Quantifizierung des oxidierten Hexamers nach
2 h Inkubation von recPICBP49 mit 3-Chitin im pH-Bereich von pH 6-11. Der Substratumsatz bei pH 7
war signifikant héher als bei allen anderen getesteten pHs. Saulen mit unterschiedlichen Buchstaben
unterschieden sich signifikant, wogegen Saulen mit gleichen Buchstaben nicht signifikant verschieden
sind. Es wurden drei technische Replikate durchgefiihrt, welche als Mittelwerte £ SD dargestellt sind
(analysiert mit one-way ANOVA, Tukey's multiple comparison mit a < 0.05). mAU*min = milli
absoption units per min. (B) Vergleich des Substratumsatzes des oxidierten Hexamers bei pH 7 ber
einen Zeitverlauf von 6 h aus demselben Assay. RecPICBP49 wurde mit B-Chitin inkubiert und zu drei
verschiedenen Zeitpunkten (0,5 h, 2 h, 6 h) wuden Proben aus dem Uberstand entnommen. Nach 2 h
Inkubationszeit konnte signifikant mehr oxidierter Hexamer detektiert werden. Eine Verlangerung der
Inkubationszeit auf insgesamt 6 h brachte keine signifikante Steigerung des Substratumsatzes von
oxidiertem Hexamer. Es wurden drei technische Replikate durchgefiihrt, welche als Mittelwerte £ SD
dargestellt sind (analysiert mit one-way ANOVA, Tukey's multiple comparison mit a<0.05). mAU*min =
milli absoption units per minute.
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Nachdem pH 7 als optimaler pH flir den Umsatz des oxidierten Hexamers bestimmt wurde,
erfolgte im selben Assay die Analyse des Umsatzes von oxidiertem Hexamer lber 6 h. Nach
einer Inkubationszeit von 2 h konnte signifikant mehr oxidierter Hexamer als nach einer
Inkubationszeit von 0,5 h festgestellt werden (Abb. 13 B). Die Inkubation von recPICBP49 mit
B-Chitin in weiteren Assays kann Uber einen Zeitraum von 2 h erfolgen, da dies ausreichend
Zeit fur den optimalen Umsatz von oxidiertem Hexamer unter den gegebenen
Versuchsbedingungen zu sein scheint. Eine verlangerte Inkubationszeit von 6 h zeigte keine
signifikante Erhohung der Menge oxidierten Hexamers und wurde somit nicht weiter
angewendet.

Nachdem ein praferiertes Substrat, ein optimaler pH sowie eine effektive Inkubationszeit
bestimmt werden konnten, erfolgte die Analyse des Produktprofils von recPICBP49. Hierzu
wurde recPICBP49 2 h mit B-Chitin bei pH 7 inkubiert und anschlieRend der Uberstand des
Chitinabbau-Assays mittels hydrophiler  Interaktionschromatographie untersucht.
Geradzahlige oxidierte Produkte (A4 ox, A6 ox) waren in grokeren Mengen feststellbar als
ungeradzahlige oxidierte Produkte (Abb. 14). Eine Praferenz flr geradzahlige oxidierte
Produkte wurde bereits bei anderen Vertretern der AA-10 Familie beschrieben (Vaaje-
Kolstad et al., 2010)(Vaaje-Kolstad et al., 2010). Diese Gemeinsamkeiten im Produktprofil
legen nahe, dass recPICBP49 Chitin ebenfalls liber einen metallionen-abhangigen oxidativen
Mechanismus abbaut. Um eine Beeinflussung des erhaltenen Produktprofils durch den pH
auszuschlieRen, erfolgte die Uberpriifung des Produktprofils im pH Bereich 6-11. Fir alle
getesteten pHs konnten ahnliche Produktprofile festgestellt werden, eine Verzerrung durch

den pH ist somit auszuschliel3en.
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Abb. 14: Produktprofil von recPICBP49 nach zweistiindiger Inkubation mit B-Chitin bei
pH 7. Eine grélkere Menge an geradzahligen oxidierten Produkten (A4 ox, A6 ox; Pfeile)
konnte beobachtet werden, wie es auch schon bei anderen Vertretern der AA10 Familie der
Fall war.
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3.2. Weitere Untersuchung zur Relevanz von SplA

Der erste fur P.larvae Genotyp ERIC Il identifizierte und funktionell charakterisierte
Virulenzfaktor ist das S-layer-Protein SplA (Poppinga et al., 2012). Die entscheidende Rolle
des S-layers fiir die Virulenz von P. larvae ERIC Il konnte in Larveninfektionsversuchen im
Vergleich zu einem S-layer-defizienten Knockout gezeigt werden. Wird das S-layer Protein
nicht exprimiert, kommt es zum signifikanten Abfall der Larvenmortalitat. Die Expression von
SplA scheint ein entscheidender Schritt in der Strategie von P.larvae ERIC Il zu sein,
welcher in dieser Arbeit weiter untersucht wurde. Hierzu erfolgte die heterologe Expression
von SplA in P.larvae Genotyp ERIC I, welcher natlrlicherweise kein S-layer Protein

exprimiert.

3.2.1 Heterologe Expression von sp/A in P. larvae Genotyp ERIC |

Zur weiteren Analyse der Funktion des S-layer Proteins SplA erfolgte die Klonierung von
sp/A in den E. coli-Bacillus-Shuttle Vektor pAD43-25 (siehe 2.5.1; (Poppinga, 2012)). Die
heterologe Expression des S-layer Proteins erfolgte wie bereits beschrieben (Poppinga et al.,
2012) im SplA-defizienten P. larvae Genotyp ERIC |, in dieser Studie jedoch zum ersten Mal
im P. larvae Stamm ATCC9545. Nachdem das sp/A zunachst mit 6 Histidinresten am C-
terminalen Ende fusioniert wurde, erfolgte die Ligation von splA-Hisg in den pAD43-25-ery-
Vektor. Die Aufnahme des ligierten Vektors wurde Uber den Nachweis der

Erythromycinkassette mittels PCR Uberprift (Abb. 15).
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Abb. 15: Uberpriifung der Aufnahme des Plamids pAD43-25+splA-Hisg¢-ery. Nachweis der
Erythromycinkassette in Uber Nacht gewachsenen P. /arvae Klonen, um die Aufnahme des Plasmids
pAD43-25+splA-Hisg-ery zu Uberprifen. PCR Analysen mit Primern, welche die Erythromycinkassette

des Vektors flankieren, amplifizierten wie erwartet ein Stiick von ca. 1500 bp.
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Die SplA-Hisg exprimierende Mutante (ATCC9545+sp/A) sowie der zugehdrige ERIC |
Wildtyp (ATCC9545) wurden wie beschrieben (Kap.2.5.1) mit monoklonalen His-
Antikérpern, welche mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind (PentaHis Alexa Fluor,
Qiagen), behandelt. AnschlieRend erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Analyse der
Mutante und des Wildtyps mit Hilfe eines inversen Mikroskops und einem FITC-Filtersystem.
Bei der Mutante ATCC9545+sp/A konnte Fluoreszenz detektiert werden (Abb. 16). Der
Wildtyp des P. larvae Genotyps ERIC | (ATCC9545) zeigte nach Behandlung mit PentaHis
Alexa Fluor*® keine Fluoreszenz. Heterolog exprimiertes SplA-Hisg ordnete sich wie bereits
gezeigt (Poppinga, 2012) auf der Oberflache der manipulierten Bakterienzellen an. Diese
Ergebnisse zeigen, dass heterlog exprimiertes SplA-Hiss der Mutante ATCC9545+sp/A an
die Zelloberflache exportiert wird und sich dort organisiert. Diese Ergebnisse belegen, dass
SplA funktionell in ERIC | exprimiert wird und Larveninfektionsversuche mit dieser

moglicherweise hypervirulenten Mutante durchgefiihrt werden kdénnen.

nach PentaHis Alexa Fluor?88 Behandlung
DIC FITC

ERIC |
ATCC9545
(Wildtyp)

ERIC I+sp/A

ATCC9545+
pAD43-25+splA-Hisg

Abb. 16: Fluoreszenzmikroskopische Detektion des heterolog exprimierten SplA-Hisg in
P. larvae ERIC | (ATCC9545). Die Bakterienzellen wurden mit Alex Fluor488 konjugierten Antikérpern
behandelt, welche spezifisch an Histidinreste binden. Der behandelte Wildtyp ATCC9545 zeigte
keinerlei Fluoreszenz. Die Mutante ATCC9545+pAD43-25+splA-Hisg zeigte eine deutliches
Fluoreszenzsignal. SplA-Hisg organisierte sich an der Oberflache der Bakterien (weiller Pfeil), was
durch die Abgrenzung einer aufieren griinen Schicht und einem dunkleren Inneren der Bakterien
deutlich wird (Design Ubernommen aus Poppinga, 2012).
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3.2.2 Larveninfektionsversuche mit der Mutante ATCC9545+spi/A

Um die Rolle von SplA fur die Virulenz von P. larvae weiter zu untersuchen, wurde die
ERIC I Mutante (ATCC9545+sp/A) im Vergleich zum Wildtyp (ATCC9545) im
Larveninfektionsversuch (siehe auch Kap. 2.6) getestet. Vom Wildtyp und der Mutante
wurden Sporensuspensionen hergestellt, die Sporenkonzentration bestimmt (Kap. 2.2.2) und
die Larven mit definierter Sporenmenge (~LCg) infiziert (Genersch et al., 2005; Genersch et
al., 2006). Ein Larveninfektionsversuch bestand aus drei unabhangig voneinander
durchgefiihrten biologischen Replikaten mit jeweils 30 Larven infiziert mit dem P. larvae
Wildtyp (ATCC9545), der P. larvae Mutante (ATCC9545+splA) bzw. der nicht-infizierten
Kontrollgruppe. Die nicht-infizierte Kontrollgruppe wurde mitgefiihrt, um die natlrliche
Mortalitatsrate der Larven zu bestimmen und den jeweiligen Versuch zu validieren. Die
Gesamtmortalitdt der Larven wurde ermittelt, indem die Zahl der Larven, die an AFB
gestorben waren, in Relation zur eingesetzten Gesamtzahl der Larven gesetzt wurde. Eine
Infektion der Larven mit dem P. Jarvae Stamm ATCC9545 (ERIC I), welcher naturlicherweise
nur die Toxine, nicht aber SplA exprimiert, flihrte zu 63,33% + 10,19% Gesamtmortalitat. Die
Gesamtmortalitdt in den Gruppen, die mit der P.larvae Mutante ATCC9545+splA
(ERIC I+splA, Toxin+SplA-Mutante) infiziert wurden, lag bei 67,78% +7,78% und
unterschied sich nicht signifikant vom P. larvae Wildtyp (p = 0,7463, Abb. 17 A). Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem unpaired Student's t-test. Bei der Berechnung der
kumulativen Mortalitat entsprachen 100% allen an AFB gestorbenen Larven. Am Ende des
Versuchs wurde ermittelt, welcher Anteil der an AFB gestorbenen Larven an den jeweiligen
Tagen bereits tot war. Es konnte kein signifikanter Unterschied (p > 0,05) in der kumulativen
Mortalitat bei Larven, die mit ATCC9545 oder mit ATCC9545+splA infiziert wurden,
beobachtet werden (Abb. 17 B). Die statistische Analyse erfolgte mit two-way ANOVA. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass die zusatzliche Expression des ERIC ll-spezifischen
Virulenzfaktors SplA in ERIC I-Stdmmen nicht zu einer erhdhten Virulenz fuhrt, obwohl in der
getesteten Mutante sowohl die ERIC I-spezifischen Toxine als auch das S-layer Protein aktiv
waren (siehe auch Kap. 3.2.1).
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Abb. 17: Bestimmung der Gesamt- und kumulativen Mortalitit in der mit ATCC9545 und der
ATCC9545+splA) infizierten Gruppe. (A) Die Gesamtmortalitdt der Larven, die mit ATCC9545
(ERIC I, Wildtyp) oder ATCC9545+splA (SplA-exprimierende Mutante infiziert wurden, wurde ermittelt.
Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden. Die Experimente
wurden dreimal unabhangig voneinander durchgefihrt und sind dargestellt als Mittelwerte + SD
(analysiert mit unpaired Student’s t-Test, p-Wert = 0,7463). wt = Wildtyp, +sp/A = SplA Knock-in-
Mutante, ns = nicht signifikant. (B) Die kumulativen Mortalitdt wurde berechnet, wobei 100% aller an
AFB gestorbenen Larven entsprach. Die Analyse der kumulativen Mortalitdt zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen dem Wildtyp ATCC9545 (Kreise) und der Mutante
ATCC9545+splA (Dreiecke). Die Experimente wurden dreimal unabhangig voneinander durchgefihrt
und sind dargestellt als Mittelwerte £ SD (analysiert mit two-way ANOVA, p-Wert > 0,05).

3.3. Untersuchung der Immunantwort

Um zu untersuchen ob sich die Immunantwort der Larve gegeniber dem infizierenden
Genotyp P. larvae ERIC | bzw. P. larvae ERIC Il unterscheidet, erfolgte die Durchflihrung
von Larveninfektionsversuchen mit beiden Genotypen (Kap. 2.6). Aus zusatzlichen Gruppen
der Larveninfektionsversuchen wurden Larven der verschiedenen Zustiande (ERIC I-infiziert,
nicht-infizierte Kontrolle I, ERIC ll-infiziert, nicht-infizierte Kontrolle Il) flr die Untersuchung
der Immunantwort entnommen (Abb. 9), RNA aus den entnommenen Larven isoliert (Kap.
2.7.2) und auf Infektion mit P. larvae untersucht (Abb. 10). Nach Uberpriifung der Reinheit
und Qualitat der aufgereinigten RNA (Kap. 2.7.3) erfolgte das anteilige Zusammenfiihren von
jeweils 10 Einzel-RNAs infiziert mit demselben P. larvae Stamm bzw. der nicht-infizierten
Kontrolle zu einer Poolprobe. Die insgesamt 12 Poolproben (3 x ATCC9545, 3 x Kontrolle,
3 x DSM25430, 3 x Kontrolle) wurden zur Sequenzierung eingeschickt (LGC Genomics). Im
Anschluss erfolgte die bioinformatische Analyse der RNA-Seqg-Daten in Kooperation mit Dr.
Y. Péschl (iDiv, Halle-Jena-Leipzig).
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3.3.1 Qualitiatskontrolle der RNA-Seq-Daten

Vor einer vertiefenden Analyse einzelner Gene erfolgte die Uberpriifung der Qualitat der
RNA-Seqg-Daten. Die Expressionsdaten aller Poolproben wurden auf Vergleichbarkeit und
Reproduzierbarkeit untersucht. Der Vergleich der Verteilung der Genexpressionsdaten aller
Poolproben erfolgte durch visuelle Inspektion an Hand einer Kastengrafik (Boxplot) mit den
DESeq2 korrigierte Fragmentanzahlen (Abb. 18). Die Mediane (horizontaler Strich), der
Interquartilsabstand (IQA, Begrenzung des Kastens) und die Antennen (‘whisker') sowie die
Ausreil3er (definiert als > 1,5 x > IQAs) waren in allen 12 Poolproben ahnlich verteilt. Um zu
testen, ob eine vergleichbare Verteilung vorlag, wurde anschlieRend ein Kruskal-Wallis Test
durchgefuhrt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede (p = 0,99) in der Verteilung der
Genexpressionsdaten festgestellt werden, eine vertiefende Analyse war somit méglich.

RN RNEN
EEEENEEEEEE

10(|)00

DESeq2 korrigierte
Fragmentanzahlen

Kontrolle Il d —{} ------
Kontrolle Il e | ------
Kontrolle Il f | }
ERIC Ill-inf. d —{} --
ERIC Il-inf. e }--
ERIC ll-inf. f -{}

ERIC l-inf. f —|--

ERIC I-inf.d —}--
ERIC l-inf. e -{}--

Kontrolle | d —}
Kontrolle | e —}
Kontrolle | f —}

Abb. 18: Verteilung der Genexpressionsdaten aller sequenzierten Poolproben. Dargestellt sind
die DESeq?2 korrigierten Fragmentanzahlen aller 12 Poolproben. Die Mediane (horizontaler Strich),
der Interquartilsabstand (IQA, Begrenzung des Kastens), die Antennen (‘whisker') sowie die Ausreiller
(definiert als > 1,5 x > IQAs) waren ahnlich verteilt. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Verteilung festgestellt werden (Kruskal-Wallis Test, p = 0,99). Die vorliegenden Daten konnten fiir eine
vertiefende Analyse verwendet werden. Die Analyse erfolgte in Kooperation mit Dr. Y. Pdschl vom iDiv
(Halle-Jena-Leipzig).

Anschlielend erfolgte die Untersuchung der Beschaffenheit der durchgefiihrten biologischen
Replikate der experimentellen Gruppen. Dies erfolgte durch den paarweisen Vergleich der
r-log (regularisierter Logarithmus) transformierten Rohexpressionsdaten. Der Vergleich
erfolgte jeweils zwischen den biologischen Replikaten infiziert mit dem gleichen P. larvae
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Stamm sowie den nicht-infizierten Kontrollen, mittels visueller Uberpriifung in einem
Streudiagramm (Scatterplot) und der Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach
Pearson (Abb. 19). Die Streudiagramme in den Quadraten in der jeweiligen oberen rechten
Ecke der Abbildung zeigen den paarweisen Vergleich aller r-log transformierten rohen
Expressionsdaten pro Gen fir die biologischen Reolikate. Alle Punkte der paarweisen
Vergleiche bilden die Diagonale des jeweiligen Quadrats. Diese lineare Anordnung zeigt an,
dass die biologischen Replikate reproduzierbar sind. Die Berechnung der Pearson-
Korrelation in den Quadraten der jeweiligen unteren linken Ecke, bestatigte die
Reproduzierbarkeit der biologischen Replikate (r=0,99). Hierbei entspricht ein
Korrelationskoeffizient (r) nahe 1 einer positiven (linearen) Korrelation. Liegt dieser Betrag

nahe 0, liegt keine (lineare) Korrelation vor.
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Abb. 19: Uberpriifung der Beschaffenheit der durchgefiihrten biologischen Replikate. Vergleich
die rlog-transformierten Rohxpressionsdaten. Gruppen infiziert mit dem gleichen P. larvae Stamm
sowie nicht-infizierten Kontrollen aller 12 Poolproben wurden innerhalb der biologischen Replikate
paarweise gegenlbergestellt. Alle Punkte des paarweisen Vergleichs ordneten sich in der Diagonalen
des entsprechenden Quadrats an (Quadrate jeweils rechte obere Ecken). Diese lineare Anordnung
zeigt die Reproduzierbarkeit der biologischen Replikate. Die Berechnung der Pearson-Korrelation
belegte die Reproduzierbarkeit mit einer positiven Korrelation (r = 1) (Quadrate jeweils linke untere
Ecken). Die Analyse wurde in Kooperation mit Dr. Y. Pdschl (iDiv, Halle-Jena-Leipzig) durchgeflihrt.
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Zusatzlich erfolgte die Analyse der Expression der ausgewahlten Haushalts- und
Referenzgene in allen Poolproben. Insgesamt erfolgte die Untersuchung von sieben
Haushaltsgenen und finf Referenzgenen, welche bereits in vorherigen Studien verwendet
wurden (Herkunft siehe Tab. 10). Mit Hilfe von Kastengrafiken wurden die
Genexpressionslevel verglichen, gefolgt vom AusreilRertest nach Grubbs (basierend auf log,-
transformierten Werten, Abb. 20). Bei allen untersuchten Haushalts- (Abb. 20, grau
dargestellt) und Referenzgenen (Abb. 20, braun dargestellt) konnte lediglich bei dem
Haushaltsgen gapdh (Gen ID: 410122) ein signifikanter Ausreiler bestimmt werden
(AusreilRertest nach Grubbs, p=0,01). Alle anderen Gene wiesen im Vergleich der
Expressionsdaten Uber alle Poolproben keine Ausreil3er auf. Mit Hilfe des Cochran-Mantel-
Haenszel-Tests erfolgte die Untersuchung der Varianz der Expressionsleveldaten aller
ausgewahlten Haushalts- und Referenzgene. Das Referenzgen glucuronyltransferase (Glu,
Gen ID: 409203) zeigte eine groRere, jedoch nicht signifikante Varianz als alle anderen
untersuchten Gene. Ahnliche Expressionslevel der Haushalts- und Referenzgene in allen
Poolproben belegten die Vergleichbarkeit der erhobenen Daten und ermdglichen den
Ausschluss systematischer Fehler.
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Abb. 20: Expressionslevel der Haushalts- und Referenzgene uber alle Poolproben. Dargestellt
sind die DESeq2 normalisierten Fragmentanzahlen fir die sieben ausgewahlten Haushaltsgene (grau)
und funf Referenzgene (braun) als Kastengrafik mit Median (horizontaler Strich), Interquartilsabstand
(IQA, Begrenzung des Kastens), Antennen sowie Ausreifern (definiert als > 1,5 x > IQAs). Lediglich
das Haushaltsgen gapdh (Gen ID 410122) wies einen signifikanten Ausreiser auf (analysiert mit dem
Ausreilertest nach Grubbs, p < 0,05). Das Referenzgen glucuronyltransferase (Gen ID 409203)
zeigte eine grofRere, jedoch nicht signifikante Varianz der gemessenen Expressionslevel als alle
anderen getesteten Gene (analysiert mit Cochran-Mantel-Haenszel-Test, p > 0,05). Die Analysen
wurden in Kooperation mit Dr. Y. Pdschl (iDiv, Halle-Jena-Leipzig) durchgefihrt.

3.3.2 Analyse der Genexpressionsmuster

Zur Bestimmung differentiell exprimierter Gene wurden die Transkriptome von
P. larvae-infizierten Larven und der jeweiligen nicht-infizierten Kontrollgruppe mit Hilfe des
Softwarepackets DESeq2 (Bioconductor, (Love et al., 2014)) verglichen. Der Vergleich
erfolgte jeweils innerhalb der experimentellen Gruppen. In der experimentellen Gruppe |
wurden P. larvae ERIC I-infizierte Larven mit nicht-infizierten Kontrolllarven verglichen (Abb.
21 A). Dementsprechend wurden in der experimentellen Gruppe Il P. larvae ERIC ll-infizierte
Larven mit nicht-infizierten Kontrolllarven verglichen (Abb. 21 B). Die Anzahl und Amplitude
differentiell exprimierter Gene (DEGs) wurde fir beide experimentellen Gruppen bestimmt
(Abb. 21). Es erfolgte der Vergleich der Mittelwerte der Expression (x-Achse) in Abhangigkeit
von der Anderung der Expressionswerte (log2 fold change, Ifc; y-Achse) einschlieRlich der
Standardfehler, basierend aus der Kombination der Datensatze der biologischen Replikate,
fir beide experimentellen Gruppen. Differenziell hochregulierte Gene wiesen eine Anderung

der Expression von 0<Ifc<1 und einen p-Wert < 0,05 auf ("+", orange), wogegen
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differenziell herunterregulierte Gene eine Anderung der Expression von 0 > Ifc >-1 und
einen p-Wert < 0,05 aufwiesen("-", blau). Zusatzlich erfolgte die Filterung von Genen die
einen Ifc > 1 bzw. Ifc < -1 aufwiesen, diese Gene wurden als extrem regulierte Gene ("++",
dunkelorange bzw. "--", dunkelblau) bezeichnet. Nicht differenziell regulierte Gene (non-
DEG, grau) zeigten keine signifikante Anderung der Expression (p > 0,05) im Vergleich zur
jeweiligen nicht-infizierten Kontrolle. Beide experimentellen Gruppen reagierten auf die
Infektion mit P. larvae (Abb. 18 A, B). Im Vergleich der Anzahl der DEGs konnten jedoch

signifikant mehr DEGs in der experimentellen Gruppe |l beobachtet werden (Abb. 21 C, Kap.
8.2 Tab. Z2).
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Abb. 21: Bestimmung differenziell exprimierter Gene (DEGs). (A+B) Vergleich der Mittelwerte der
Expression aller untersuchten Gene (x-Achse) und deren Anderungen der Expression (y-Achse,
Ifc £ SD) der P. larvae-infizierten Gruppen mit der jeweiligen nicht-infizierten Kontrollgruppe.

(A) Experimentelle Gruppe |: P. larvae ERIC I-inf. im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle. (B)
Experimentelle Gruppe Il: P. larvae ERIC ll-inf. im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle. (C) Balken-
diagramm der Anzahl der DEGs in den experimentellen Gruppen | und Il. In der experimentellen
Gruppe Il konnten signifikant mehr DEGs gefunden werden. Die Anzahl der bestimmten DEGs wurde
mit dem Chi-Quadrat-Test verglichen (siehe *** p =0,0008, ** p = 0,001, Kap. 8.2 Tab. Z2). Die
Anderung der Expressionswerte wird dargestellt als Ifc + SD. Hochregulierte DEGs (0 <Ifc<1; p <
0,05) sind in orange hervorgehoben. Herunterregulierte DEGs sind in blau hervorgehoben (0 > Ifc > -
1; p < 0,05). Extreme DEGs (Ifc > 1 bzw. Ifc < -1) sind in dunklerem orange bzw. blau gekennzeichnet.
Gene die nicht differenziell exprimiert waren (non-DEG, p > 0,05) sind in grau dargestellt. Die Analyse
erfolgte in Kooperation mit Dr. Y. Péschl (iDiv, Halle-Jena-Leipzig).
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Die signifikant hdhere Anzahl von DEGs in der experimentellen Gruppe Il lie3 vermuten,
dass der infizierende P. larvae Genotyp einen Einfluss auf die Immunantwort der Larve hat.
Um dies genauer zu untersuchen, erfolgte die weitere Analyse ausgewahlter Gene unter
Beriicksichtigung der Zuordnung zu bereits beschriebenen immunrelevanten Signalwegen
der Honigbiene (Doublet et al., 2017; Evans et al., 2006). Hierbei erfolgte die Unterscheidung
zwischen intermediaren Signalkomponenten der verschiedenen Signalwege und regulierten
Effektoren wie antimikrobiellen Peptiden (AMPs) (Abb. 22). Insgesamt waren wenige Gene
der intermediaren Signalkomponenten differenziell exprimiert.

In P. larvae ERIC ll-infizierten Larven waren die zur Apoptose zugehérigen Gene, kodierend
fir Homologe des death-associated-protein-1 und caspase-1, signifikant hochreguliert und
der apoptosis inducing factor (aif), welcher bei der Initiierung eines Caspase-unabhangigen
Apoptose-Signalwegs beteiligt ist, signifikant herunterreguliert. In ERIC I-infizierten Larven
konnten flr den Apoptose-Signalweg dagegen keine signifikant regulierten Gene gefunden
werden. Im RNAIi-Signalweg war das Gen tudor-sn protein (tudor-sn) in beiden
experimentellen Gruppen signifikant herunterreguliert. Im Gegensatz dazu waren die
Transkripte des Gens kodierend fir FMR1 (fragile X mental retardation syndrome-related
protein 1) ausschlieBlich in ERIC I-infizierten Larven signifikant herunterreguliert. Keine
intermediaren Signalkomponenten des JAK/STAT-Signalwegs waren differentiell reguliert
(siehe Kap. 8.2, Tab. Z3).

Im Toll- und Imd/UJNK-Signalweg waren jeweils drei Gene signifikant differentiell exprimiert.
Im Toll-Signalweg waren die Gene serine protease 14 (sp14) und petidoglycan recognition
protein s2 (pgrp-s2) ausschlieBlich in ERIC ll-infizierten Larven signifikant hochreguliert,
wogegen cact2, Inhibitor des kappaB-Orthologs Cactus 2, in beiden experimentellen
Gruppen signifikant hochreguliert war. Fir dorsal, den sequenzspezifischen Transaktivator
der AMP Genexpression, konnte keine transkriptionelle Regulation beobachtet werden. Fr
den Imd/JNK-Signalweg waren die Gene kodierend fir den Rel/ NF-kB Transkriptionsfaktor
relish und den Transkriptionsfaktor kayak, Homolog des humanen Protoonkogens c-Fos,
ausschliel3lich in ERIC ll-infizierten Larven signifikant hochreguliert. Die Expression des
Jun-related antigen (jra) war in beiden experimentellen Gruppen signifikant hochreguliert. Bei
allen anderen Genen konnte keine differentielle Expression in den experimentellen Gruppen
im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden. Die Expression der Mehrheit der Gene, die
intermediare Signalkomponenten kodieren, war einheitlich, was nahe legt, dass diese
Komponenten bei einer Infektion eher nicht transkriptionell reguliert werden.

Im Gegensatz dazu ist flr antimikrobielle Effektorgene eine transkriptionelle Regulierung
bekannt. Insgesamt waren 6 von 10 Effektoren signifikant differentiell exprimiert, wobei
wesentlich mehr Gene in ERIC ll-infizierten Larven im Vergleich zur nicht-infizierten
Kontrolle Il signifikant hochreguliert waren. Die fiir Abaecin, Apidaecin 1, Apidaecin 73 und

Hymenotaecin kodierenden Gene waren signifikant in ERIC ll-infizierten Larven
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hochreguliert. Die Expression von Defensin 1 war in beiden experimentellen Gruppen stark
hochreguliert, wobei nur bei einer Infektion mit P. Jarvae ERIC | eine signifikante
Hochregulierung im Vergleich zur Kontrolle | beobachtet werden konnte. Eine signifikante
Hochregulierung konnte ebenfalls flr Lysozyme 3 in der experimentellen Gruppe |
beobachtet werden. Keine differentielle Regulation konnte fir die Effektoren Apisimin,

Lysozyme 1, Lysozyme 2 und die Prophenoloxidase beobachtet werden.

69



ERGEBNISSE

Anderung der
Expression (Ifc)

4 05 0 05 1
Signal-
weg Gen Bezeichnung

ERIC I-inf.
vs. Kontrolle |
ERIC ll-inf.
vs. Kontrolle Il

serine protease 14 (sp14) *
peptidoglycan recognition protein s1 (pgrp-s1)
peptidoglycan recognition protein s2 (pgrp-s2) e
peptidoglycan recognition protein s3 (pgrp-s3)

spaetzle 2 (spz2)

spaetzle 6 (spz6)

toll-1

myD88

pelle

tube protein (tub)

cactus 1 (cact1)
cactus 2 (cact2) = « *

cactus 3 (cact3)

cactin protein (cactin)

dorsal-1 (dl)

dorsal-2 (dI-2)

Toll

peptidoglycan recognition protein LC (pgrp-ic)
imd

tak1

iap2

ird5

ikky-kenny (ikkgamma)

bg4-like (fadd)

death related ced-3/nedd2-like protein (dredd)
tab

hem

basket (bsk)

relish (rel)

jun-like (jra) % o

kayak (kay)

Imd/JNK

*

*

apoptosis inducing factor (aif)
death-associated protein 1-like
caspase-1-like *

i *

tudor-sn protein (tudor-sn) | e e
fragile X mental retardation syndrome-rel. prot. 1
(fmr1)
abaecin
apidaecin 1 (apid1)
apidaecin 73 (apid73)
apisimin
defensin 1 (def1) "% <
hymenoptaecin ok [
phenoloxidase subunit a3 (ppo)
lysozyme 1 (lys-1)
lysozyme 2 (lys-2)
lysozyme 3 (lys-3) | w

Fis

Antimikrobielle Effektoren! RNAi {Apoptose

Abb. 22: Vergleich der Veridnderung der Expression ausgewidhlter Gene, unter
Beriicksichtigung der Zugehorigkeit zu bereits beschriebenen immunrelevanten Signalwegen.
Die Anderung der Expression (Ifc) ausgewahlter Gene wurde in ERIC I-infizierten Larven im Vergleich
zur Anderung der Expression in nicht-infizierten Larven der Kontrolle | betrachtet. Die Anderung der
Expression ausgewahlter Gene wurde ebenfalls in ERIC ll-infizierten Larven mit der nicht-infizierten
Kontrolle Il verglichen. Es erfolgte die Unterscheidung zwischen intermedidren Signalkomponenten
und regulierten Effektoren (antimikrobielle Peptide, AMPs). Dargestellt sind die Anderungen der
Expression in Ifc (log, fold change), wobei hochregulierte Gene (Ifc > 0) in orange, herunterregulierte
Gene (Ifc < 0) in blau und nicht-regulierte Gene in grau dargestellt sind. Signifikant unterschiedlich
exprimierte Gene im Vergleich zur Kontrollgruppe sind mit *** (p < 0,001), ** (p < 0,01) oder * (p <
0,05) gekennzeichnet (Benjamini-Hochberg  korrigierter ~ p-Wert). Die  Aktivitat  der
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Transkriptionsfaktoren ist mit Pfeilen gekennzeichnet. Die Analyse erfolgte in Kooperation mit Dr. Y.
Pdéschl (iDiv, Halle-Jena-Leipzig).

3.3.3 Verifizierung der Genexpressionsmuster

Um die bioinformatischen Ergebnisse der RNA-Seq-Datenanalyse zu verifizieren, erfolgte die
Bestimmung der mRNA-Level von sieben ausgewahlten immunrelevanten Genen mittels
gPCR in RNA aus individuellen Larven (Kap. 2.7.6.). Hierfur wurden Larven aus drei
unabhangigen Replikaten aus Larveninfektionsversuchen entnommen (Abb. 9 C, g-i), die
RNA aufgereinigt und diese in cDNA umgeschrieben. Die Berechnung der Genexpression
erfolgte mit gbase (Biogazelle) in kalibrierten normalisierten relativen Einheiten (calibrated
normalized relative quantities, CNRQ). Nach Normalisierung gegen finf Referenzgene (ATu,
Glu, MGS, RPS5, Ubi, siehe auch Tab. 10), wurden die Daten logarithmiert (log,
transformiert) und die statistische Auswertung erfolgte anschlieend in GraphPad Prism. Die
Auswahl einer ausreichenden Anzahl von Referenzgenen und die Abdeckung der
verschiedenen Genexpressionslevel ermdglicht die Erhebung verlasslicher Daten, eine
valide Normalisierung und damit eine valide Einordnung hoch- bzw. herunterregulierter Gene
(Hellemans et al., 2007). Im Vergleich der mRNA-Level ERIC l-infizierter Larven und nicht-
infizierter Kontrolllarven war die Expression von defensin 1 signifikant hochreguliert. Bei den
Effektorgenen abaecin, apidaecin 73 und hymenoptaecin konnte keine differentielle
Regulation von ERIC l-infizierten Larven im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle |
festgestellt werden ( Abb. 23, Tab. 16). Im Gegensatz dazu konnten in der experiementellen
Gruppe Il signifikant héhere mRNA-Level fir abaecin, apidaecin 73, defensin 1 und
hymenoptaecin in P. larvae ERIC ll-infizierten Larven im Vergleich zur nicht-infizierten
Kontrolle Il gemessen werden. Die Gene der intermediaren Signalkomponenten myD88 und
dorsal 1 zeigten in beiden experimentellen Gruppen keine unterschiedliche Regulation im
Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (Tab. 16). Fur apisimin konnte, wie auch in der
Analyse der RNA-Seg-Daten, in keiner der beiden experimentellen Gruppen eine signifikant
unterschiedliche Regulation im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle festgestellt werden. Die
Ergebnisse der gPCR bestatigten die in der bioinformatischen Analyse der RNA-Seqg-Daten
bereits beobachtete Hochregulation von defensin 1 in ERIC l-infizierten Larven im Vergleich
zu nicht-infizierten Kontrolllarven. AuRerdem konnte die Hochregulation von abaecin,
apidaecin 73 und hymenoptaecin in ERIC ll-inf. Larven im Vergleich zur nicht-infizierten
Kontrolle in der gPCR bestatigt werden (Abb. 23, Tab. 16).
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Abb. 23: Verifizierung der bioinformatischen Ergebnisse der RNA-Seq-Daten mittels qPCR.
Verglichen wurde die Genexpression individueller Larven infiziert mit ERIC | mit der nicht-infizierten
Kontrolle I, und ERIC ll-infizierten Larven mit nicht-infizierten Kontrolllarven. Dargestellt sind die log,
transformierten CNRQs (calibrated normalised relative quantities) ausgewahlter immunrelevanter
Effektorgene. Die farblich hervorgehobenen Quadrate markieren die Mittelwerte £SD der Expression
der jeweilige Gene aus 3 individuell untersuchten Larven aus 3 unabhangigen Gruppen (g-i). Die
gemessene Expression der verschiedenen Gene wurde gegen fiinf Referenzgene normalisiert.
Gruppen die mit unterschiedlichen Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich signifikant,
wahrend Gruppen mit gleichen Buchstaben sich nicht signifikant unterscheiden. Die Analyse erfolgte
mit One-way ANOVA, gefolgt von einer Bonferroni-Korrektur mit a < 0,05.
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Tab. 16: Vergleichende Ubersicht der Ergebnisse aus der RNA-Seq und der qPCR. Verglichen

wurde die Expression sieben ausgewahlter immunrelevanter Gene in der experimentellen Gruppen |

(ERIC I-inf. vs. nicht-infizierte Kontrolle 1) und der experimentellen Gruppe Il (ERIC Il-inf. vs. nicht-

infizierte Kontrolle Il). Die Ergebnisse sind fir jedes Gen und den Vergleich innerhalb einer

experimentellen Gruppe aufgelistet. Die Anderung der Expression der Gene ist angegeben in Ifc (log,

fold change) und wurde fir die qPCR mit gbase berechnet, gegen funf Referenzgene normalisiert,

anschlielend transfomiert (log,) und mit GraphPad Prism ausgewertet. Die entsprechenden Ifcs der

RNA-Seq wurden mit DESeq2 berechnet und ausgewertet. Das Ausgangsmaterial der RNA-Seq war

gepoolte RNA, wogegen die gqPCR mit RNA aus individuellen Larven durchgefihrt wurde. Mit *

gekennzeichnet sind signifikant unterschiedlich regulierte Gene (adj. p-Wert,

*** b < 0,001, * p < 0,01, * p<0,05, - p > 0,05).

**** p < 0,0001,

ERIC l-inf. vs. ERIC ll-inf. vs.
nicht-infizierte Kontrolle | nicht-infizierte Kontrolle Il
Seq qPCR Seq qPCR
Bezeichnung RNA-Seq Adij. gPCR Adj. RNA-Seq Ad;j. gqPCR Adj.
(Gen ID) (Ifcs) p-Wert (Ifcs) p-Wert |(Ifcs) p-Wert (Ifcs) p-Wert
myD88
(413194) -0,01 - 072 - 0,21 - 1,40 -
‘?%S;égm 018 - 036 - 0,11 : 057 -
abaecin
(406144) 0,19 - 1,05 - 0,88 *ox 466  *hrx
apidaecin 73
(406115) 0,24 - 2,28 - 1,26 ok 6,69  *¥**
apisimin
(406093) 0,12 - 09 - -0,47 - 0,76 -
defensin 1
(406143) 0,76 * 368 * 0,66 - 5,07  kxx
hymenoptaecin
(406142) 0,12 - 0,67 - 1,55 Fkk 8,16  *wwx
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Die bioinformatische Analyse der RNA-Seqg-Daten aus RNA Poolproben und die
Ergebnisse der gPCR aus RNA individueller Larve zeigten, dass es unterschiedliche
Reaktionen in P. larvae ERIC l-infizierten Larven und in P. larvae ERIC ll-infizierten
Larven im Vergleich zur jeweiligen nicht-infizierten Kontrolle gab. Die unterschiedliche
Immunreaktion der Larven kénnte mit den unterschiedlichen Pathogenesestrategien der
beiden Genotypen zusammenhangen (Kap. 4.2.3). Das fir Genotyp P. larvae ERIC II-
spezifische S-layer Protein SplA (Poppinga et al., 2012) vermittelt die Adhasion an das
Larvendarmepithel und ist ein relevanter Virulenzfaktor fiir diesen Genotyp. Der Genotyp
P. lavae ERIC | exprimiert AB-Toxine (Finfhaus et al., 2013) und attackiert das
Mitteldarmepithel der Larve aus der Entfernung ohne direkten Kontakt zwischen dem
Bakterium und den Zellen des Darmepithels. Die Entdeckung einer Infektion mit P. larvae
ERIC | ist fur das Immunsystem der Larve somit erschwert. Das ERIC ll-spezifische
S-layer Protein scheint geeigneter zu sein, um den Einfluss der verschiedenen
Pathogenesestrategien auf die Immunreaktion der Larve genauer zu untersuchen. Fur
den Knockout konnte bereits gezeigt werden, dass ohne Expression des S-layer Protein
keine Adhasion an das Mitteldarmepithel der Larve mehr maoglich ist (Poppinga et al.,
2012). Um zu untersuchen, ob die Expression des S-layer Proteins SplA allein die
Pathogenesestrategie von P. larvae ERIC Il auslésen kann, wurden mit der in dieser
Arbeit konstruierten Mutante ERIC I+sp/A (ATCC9545+splA) zusatzliche Gruppen in den
Larveninfektionsversuchen infiziert (Kap. 2.6). Aus 3 unabhangigen
Larveninfektionsversuchen wurden Larven infiziert mit ERIC |+sp/A und ERIC lIAsp/A an
Tag drei nach Infektion entnommen und aus diesen RNA isoliert. Nach Synthese der
cDNA erfolgte ebenfalls die Bestimmung der mRNA-Level von sieben ausgewahlten
immunrelevanten Genen. Nach Berechnung und Normalisierung (gegen finf
Referenzgene) der gemessenen CNRQs, erfolgte die statistische Auswertung der
logarithmierten Daten in GraphPad Prism. Im Vergleich der mRNA-Level von
ERIC |+spl/A-infizierten Larven im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle I, konnte fir
keines der untersuchten Gene ein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Fur
Larven die mit der ERIC llIAsp/A Knockout-Mutante infiziert waren, konnten ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede der mRNA-Level der untersuchten Gene im Vergleich

zur Kontrolle festgestellt werden (Abb. 24).
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Abb. 24: Untersuchung der Genexpression ausgewahlter immunrelevanter Gene in
individuellen Larven infiziert mit der Mutante ERIC I+sp/A bzw. dem Knockout ERIC IIAspl/A.
Dargestellt sind die log, transformierte CNRQ (calibrated normalised relative quantities) ausgewahlter
immunrelevanter Effektorgene normalisiert gegen flinf Referenzgene. Die farblich hervorgehobenen
Quadrate markieren die Mittelwerte + SD der Expression der jeweilige Gene aus 3 individuell
untersuchten Larven aus 3 unabhangigen Gruppen (g-i). Gruppen die mit unterschiedlichen
Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich signifikant, wahrend Gruppen mit gleichen
Buchstaben sich nicht signifikant unterschieden. Die Analyse erfolgte mit One-way ANOVA, gefolgt
von einer Bonferroni-Korrektur mit a < 0,05.
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3.3.4 Platteninhibitionsassay

Um die Wirksamkeit der Immunantwort der Larve gegen P. larvae und andere
Bakterienstamme zu testen wurden Platteninhibitionsassays durchgefihrt. Hierfir wurden
Agarplatten mit verschiedenen Bakterien (Tab. 12, Tab. 14) beimpft und synthetisch
hergestellte AMPs der Biene, Abaecin bzw. Hymenoptaecin, in gestanzte Lécher eingefillt
und inkubiert. Lediglich bei Agarplatten beimpft mit E. coli DH5a (gramnegativ) konnte ein
Hemmbhof nach Inkubation mit 125 yM Hymenoptaecin beobachtet werden (Abb. 25). Bei
allen getesteten grampositiven Bakterien (Tab. 12, Tab. 14), einschlief3lich P. larvae
ATCC9545 (ERICI) und DSM25430 (ERICII), konnte keine Hemmung des
Bakterienwachstums durch Abaecin oder Hymenoptaecin beobachtet werden.

Hymenoptaecin

P. larvae P. larvae E. coli
ATCC9545 DSM25430

Abb. 25: Platteninhibitionsassay mit Hymenoptaecin gegen verschiedene Bakterien. Agarplatten
wurden mit P. larvae ATCC9545 (ERIC 1), P. larvae DSM25430 (ERIC Il) oder E. coli DH5a beimpft
und LAcher mit einer Pipettenspitze gestanzt. Die gestanzten Lécher wurden mit einem Gemisch aus
125 pM Hymenoptaecin und Medium befillt und Gber 48 h bei 37°C inkubiert. Lediglich beim
gramnegativen Bakterium E. coli DH5a konnte ein Hemmhof beobachtet werden.
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4. Diskussion

4.1. Rolle von zwei gezeigten Virulenzfaktoren

4.1.1 Das chitinbindende und -abbauende Protein PICBP49

Im Jahr 2014 wurde das chitinbindende und -abbauende Protein PICBP49 als zentraler
Virulenzfaktor von P. larvae identifiziert, welcher im Bienenlarvendarm die chitinreiche
peritrophe Matrix (PM) abbaut (Garcia-Gonzalez & Genersch, 2013; Garcia-Gonzalez et al.,
2014c). PICBP49 wird von P. larvae Genotyp ERIC | als auch ERIC II exprimiert. Die PM ist
die erste Barriere fir vegetative P. larvae Bakterien, die es zu Uberwinden gilt, bevor das
Darmepithel angegriffen und zerstért werden kann (Yue et al., 2008). Der Abbau der PM ist
ein entscheidender Schritt in der Pathogenese einer Infektion mit P. larvae und stellt den
Ubergang von der nicht-invasiven zur invasiven Lebensphase des Erregers dar (Yue et al.,
2008). Der genaue Mechanismus des Chitinabbaus durch PICBP49 ist bis jetzt unklar und
beinhaltet Zwischenschritte fir die Pathogenese von P. larvae, welche Interventionspunkte
im Verlauf einer Erkrankung darstellen kdénnten. Die PM konnte bereits als Ziel fur
Pathogene identifiziert werden und die Verhinderung des Abbaus als Interventions-
maflinahme wurde diskutiert (Hegedus et al., 2009; Langer & Vinetz, 2001; Terra, 2001).
Auch bei Infektionen mit P. larvae wurde die PM schon lange als Schutzschicht vermutet
(Bamrick, 1964; Bamrick, 1967; Davidson, 1970) und es konnte gezeigt werden, dass die PM
bei infizierten Larven fehlt (Yue et al., 2008), wobei der Virulenzfaktor PICBP49 eine
entscheidende Rolle beim Abbau spielt (Garcia-Gonzalez et al., 2014c).

Ziel dieser Arbeit war es PICBP49 weiter zu charakterisieren und damit zusatzliche Details
des Abbaus der PM aufzuklaren. Strukturelle Gemeinsamkeiten von PICBP49 mit Mitgliedern
der AA10 Familie (Auxiliary Activity Family 10, friher CBM33) lytischer Polysaccharid-Mono-
oxygenasen (LPMOs) konnten bereits gezeigt werden (Garcia-Gonzalez et al., 2014c). Diese
strukturellen Gemeinsamkeiten zur AA10 Familie legen nahe, dass PICBP49 das Chitin in
der PM auch Uber einen metallionen-abhangigen oxidativen Mechanismus abbaut, wie dies
fur weitere Mitglieder dieser Familie gezeigt wurde (Garcia-Gonzalez et al., 2014c; Vaaje-
Kolstad et al., 2010). Eines der am besten charakterisierten Proteine von Mitgliedern der
AA10 Familie ist CBP21, welches von Serratia marcescens sezerniert wird. Dieser
gramnegative Bodenkeim wurde fir viele Organismen, wie Pflanzen, Reptilien, Insekten und
Saugetieren (Flyg et al., 1980; Grimont & Grimont, 1978; Grimont et al., 1979; Hejazi &
Falkiner, 1997; Kurz et al., 2003; Mahlen, 2011; Nehme et al., 2007) auch als Pathogen

beschrieben. CBP21 kdnnte also auch beim Abbau der chitinhaltigen PM in Insekten eine
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entscheidende Rolle spielen. In Drosophila melanogaster konnte bereits gezeigt werden,
dass es in Stammen, in denen ein integrales Protein der PM (Drosocrystallin) ausgeschaltet
wurde, zu einer erhéhten Permeabilitat der PM kommt und eine héhere Anfalligkeit flr eine
orale Infektion mit S. marcescens besteht (Kuraishi et al., 2011). Bei einer oralen Infektion
mit S. marcescens ist die Integritat der PM also von entscheidender Bedeutung und deren
Abbau, wie auch bei PICBP49 von P. larvae, vermutlich ein Teil der Pathogenesestrategie
des Erregers.

Zur weiteren biochemischen Charakterisierung von PICBP49 orientierte sich die Klonierung,
Aufreinigung sowie weiterfihrende Assays an der bereits fur CBP21 von S. marcescens
beschriebenen Herangehensweise (Vaaje-Kolstad et al., 2005b). PICBP49 konnte erfolgreich
heterolog in E. coli (recPICBP49) exprimiert werden (Kap.2.4.2,3.1). Im Gegensatz zu
CBP21 konnte mit dem von Vaaje-Kolstad und Kollegen (2005) beschriebenen Protokoll
recPICBP49 nicht in E. coli Uberexpimiert werden. Um fir weitere Untersuchungen
ausreichend Protein gewinnen zu koénnen, erfolgte eine Adaptation der
Kultivierungsbedingungen. Mit grofieren Kulturvolumina und Hochdurchsatz-Kultivierung in
einem Bioreaktor (LEX-48 High Throuput Bioreactor System, Harbinger Biotechnology and
Engineering, Canada) wurde ausreichend Protein gewonnen.

Nach Anpassung des Aufreinigungsprotokolls von CBP21 fiir recPICBP49 (Kap. 2.5.2) wurde
zunachst ein praferiertes Substrat bestimmt (Kap. 3.1.1). Fir CBP21 als auch PICBP49 ist
bereits bekannt, dass diese in der Lage sind Chitin abzubauen (Aachmann et al., 2012;
Garcia-Gonzalez & Genersch, 2013; Neuendorf et al., 2004; Vaaje-Kolstad et al., 2010). Als
chitinhaltige Substrate sind vor allem a-Chitin aus Krebstieren (Crustacea) und B-Chitin aus
dem Schulp von Tintenfischen (Cephalopoden) kommerziell erhaltlich. Die Unterschiede der
verschiedenen Chitine ergeben sich aus der Anordnung der Grundbausteine. Die Bausteine
des Chitins, B-1,4-N-Acetylglucosamine (GIcNAc), sind im a-Chitin in antiparallelen
Polysaccharidketten angeordnet, hierbei entstehen starke intra- und intermolekulare
Bindungen. Im B-Chitin sind die Polysaccharidketten aus GIcNAcs parallel angeordnet,
zwischen diesen entstehen eher schwache intramolekulare Bindungen. Das in Insekten
vorhandene y-Chitin, welches kaum kommerziell erhaltlich ist, weist jeweils zwei parallele
und eine antiparallele Polysaccharidketten auf (Jang et al., 2004; Kurita, 2006).

Fur die Bestimmung eines bevorzugten Substrats von chitinbindenden Proteinen (CBPs)
wurden meist a-Chitin, B-Chitin und/oder kolloidales Chitin getestet (Chu et al., 2001; Garcia-
Gonzalez & Genersch, 2013; Mehmood et al., 2011; Suzuki et al., 1998; Vaaje-Kolstad et al.,
2012). Da bereits gezeigt wurde, dass PICBP49 kolloidales Chitin abbaut (Garcia-Gonzalez
& Genersch, 2013) wurden in der vorliegenden Arbeit a-Chitin, B-Chitin sowie Chitin Resin
(New England Biolabs) als Substrate getestet. Hierflr erfolgte die Inkubation von
recPICBP49 mit den Substraten (Kap. 3.1.1). RecPICBP49 zeigte eine bevorzugte Bindung

an B-Chitin, welches das praferierte Substrat zu sein scheint, direkt gefolgt von der Bindung
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an a-Chitin (Abb. 12). Diese Ergebnisse decken sich mit der fir CBP21 von S. marcescens
beobachteten bevorzugten Bindung an B-Chitin (Suzuki et al., 1998). Obwohl B-Chitin
maritimer Herkunft (Schulp von Tintenfischen, Cephalopoden) ist, scheint es ein bevorzugtes
Substrat fir CBPs verschiedener Bakterien zu sein (Manjeet et al., 2013; Mehmood et al.,
2011; Suzuki et al., 1998). Dies liegt vermutlich an der besseren Zuganglichkeit des Substrat
(Kurita, 2006; Purushotham et al., 2012). Neben der bevorzugten Bindung an B-Chitin ist die
Bindung weiterer Chitine, wie zum Beispiel a-Chitin, nicht ungewdhnlich (Chu et al., 2001;
Manjeet et al., 2013; Mehmood et al., 2011; Mekasha et al., 2016; Moser et al., 2008; Vaaje-
Kolstad et al., 2012).

Bei allen getesteten Substraten konnten Doppelbanden beobachtet werden (Abb. 12). Mittels
Massenspektrometrie konnte bestatigt werden, dass es sich bei der unteren Bande um
recPICBP49 mit N-terminaler CBM33 (AA 10) Domaéane, 2 Fibronectin (FN) Typ-llI-&hnlichen
Domanen handelt, jedoch fehlte die CBM5/12 Doméane. Die CBM5/12 Domane ist bereits flr
andere chitinbindende Proteine, wie Cbp50 von Bacillus thuringiensis (Mehmood et al.,
2011) und LmLPMO10 von Listeria monocytogenes (Paspaliari et al., 2015), beschrieben
und spielt neben der CBM33 (AA10) Doméane und den FN-Illl-4hnlichen Domane eine Rolle
bei der Bindung an Chitin (Cantarel et al., 2009; Hashimoto et al., 2000; Mehmood et al.,
2011; Watanabe et al., 1994). Der Verlust der CBM5/12 Domane geschah vermutlich durch
suboptimale Aufreinigungs- und/oder Lagerungsbedingungen. Die fehlende CBMS5/12
Domane schien flir PICBP49 nur einen geringen Verlust der chitinbindenden Eigenschaften
an B-Chitin zu bewirken. Trotz der fehlenden Domane konnte weiterhin die chitinbindende
und -abbauende Wirkung von recPICBP49 in Inkubationsversuchen beobachtet und mittels
qualitativer (MALDI-TOF Kap. 2.5.5) und quantitativer (HPLC, Kap. 2.5.6) Methoden belegt
werden. Zu beachten ist, dass durch den Verlust der CBM5/12 Doméne die erhaltenen
Ergebnisse nur teilweise die chitinbindenden Eigenschaften von PICBP49 wiedergeben. In
weiteren Versuchen missen die Aufreinigungs- und Lagerbedingungen optimiert werden, um
den Verlust der CBM5/12 Domane zu verhindern. Die Gewinnung und Aufreinigung von
PICBP49 aus P. larvae-Kulturiberstand ware eine weitere Mdglichkeit, um
Strukturveranderungen des Proteins zu vermeiden. In ersten Versuchen konnte PICBP49
aus P. larvae aufgereinigt werden und trotz einer pH Veranderung, um PICBP49 vom
Substrat (Chitin Resin) zu eluieren, konnte ausschlieBlich eine Bande korrekter GrofRe in
SDS-PAGE-Analysen beobachtet werden (zusatzliche Abb. A4).

Nachdem [B-Chitin als praferiertes Substrat fir recPICBP49 bestimmt wurde, erfolgte die
quantitative und qualitative Untersuchung der oxidierten Abbauprodukte (Kap. 2.5.5, 2.5.6,
3.1.2). Die Quantifizierung erfolgte mittels hydrophiler Interaktionschromatographie
beispielhaft am oxidierten Hexamer, welches bereits bei anderen Mitgliedern der AA10
Familie lytischer Polysaccharid-Monooxygenasen (LPMOs) als eines der Hauptabbau-

produkte beschrieben wurde (Mekasha et al., 2016; Paspaliari et al., 2015; Vaaje-Kolstad et
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al., 2012; Vaaje-Kolstad et al., 2010). Die Menge an oxidiertem Hexamer wurde nach 2 h
Inkubation von recPICBP49 mit B-Chitin im pH-Bereich von pH 6-pH 11 bestimmt (Abb. 13
A). Der Substratumsatz an oxidiertem Hexamer war bei pH 7 signifikant hoher als bei allen
anderen getesteten pHs. Auch fir CBP21 wurde die beste Bindung an B-Chitin bei pH 7
bereits beschrieben (Suzuki et al., 1998). Dieses Ergebnis betont die Ahnlichkeit zu CBP21
und lasst vermuten, dass weitere Ahnlichkeiten beim Abbau von Chitin bestehen. Durch die
Auswertung des Substratumsatzes anhand des oxidierten Hexamers wurde nicht der
gesamte Substratumsatz durch recPICBP49 berlcksichtigt. In weiteren Versuchen sollte
eine Quantifizierung aller oxidierten Produkte erfolgen, um einen vollstdndigen Eindruck des
Substratumsatzes zu erhalten und diesen mit anderen Mitgliedern der AA 10 Familie LPMOs
vergleichen zu koénnen. Zur Bestimmung der geeigneten Inkubationszeit erfolgte der
Vergleich der umgesetzten Menge an oxidiertem Hexamer lber eine Zeit von 6 h. Nach einer
Inkubationszeit von 2 h konnte im Vergleich signifikant mehr oxidierter Hexamer festgestellt
werden als nach 0,5h. Eine Verlangerung der Inkubationszeit auf 6 h brachte keine
signifikante Erhéhung im Substratumsatz (Abb. 13 B). AbschlieRend erfolgte die Analyse des
Produktprofils von recPICBP49 nach 2 h Inkubation mit B-Chitin bei pH 7 mittels hydrophiler
Interaktionschromatographie. Eine groRere Menge geradzahliger oxidierter Produkte (A4ox,
A60ox) konnte festgestellt werden (Abb. 14). Das Uberwiegen geradzahlige oxidierte Produkte
im Produktprofil wurde bereits fir mehrere Mitglieder der AA10 Familie berichtet (Mekasha et
al., 2016; Nakagawa et al., 2015; Paspaliari et al., 2015; Vaaje-Kolstad et al., 2010). Dies
steht in Zusammenhang mit der doppelten Schraubenachse des kristallinen Substrats, da
nur jede zweite Zuckereinheit des Chitins flir den Abbau zuganglich ist (Vaaje-Kolstad et al.,
2010). Die Untersuchung der oxidierten Abbauprodukte unterstreichen die Ahnlichkeiten im
Substratabbau zu CBP21 und bestarken die Hypothese, dass PICBP49 Chitin ebenfalls tber
einen oxidativen, metallionen-abhangigen Mechanismus abbaut.

Neben den Gemeinsamkeiten in der Enzymkinetik ist auch die Expression chitinbindender
Proteine (CBPs) wahrend der Kultivierung ein interessanter Aspekt, der weiteren Aufschluss
zur Funktion und Wirkungsweise geben kann. Proteine mit ahnlicher Struktur wie PICBP49,
wie beispielsweise CBP21 von S. marcescens (Suzuki et al., 1998; Vaaje-Kolstad et al.,
2005b), Chb von Bacillus amyloliquefaciens (Chu et al., 2001) und CHB1-3 von
Streptomyces spp. (Kolbe et al., 1998; Saito et al., 2001; Schnellmann et al., 1994), werden
produziert, sobald Chitin wahrend der Kultivierung als einzige Kohlenstoffquelle zur
Verfigung steht. Die Expression von PICBP49 in P. larvae-Kulturiberstanden dagegen
erfolgt kontinuierlich (Garcia-Gonzalez, 2012) und nicht erst wenn ausschlieBlich Chitin als
Kohlenstoffquelle vorhanden ist. Dies wurde bestatigt durch in vivo Versuche, die zeigten,
dass PICBP49 bereits zu Beginn einer Infektion im Larvendarm prasent ist und es im Verlauf
der Pathogenese einer Infektion mit P. larvae zu einer Steigerung der Expression von

PICBP49 kommt (Garcia-Gonzalez, 2012). Nach erfolgter Aufnahme von P. larvae Sporen
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Uber das Futter keimen diese im Larvendarm aus. P. larvae lebt zunachst als Kommensale
vom zuckerhaltigen Larvenfutter (Genersch, 2010; Neuendorf et al., 2004). Es kommt zur
massiven Vermehrung der vegetativen Bakterien bis diese den Larvendarm komplett
ausfillen (Yue et al, 2008). Ab einem bestimmten Zeitpunkt kommt es zur
Nahrungsknappheit. Eine mogliche weitere Versorgung der Bakterien kénnte durch den
Abbau der peritrophen Membran (PM) durch PICBP49 erfolgen (Garcia-Gonzalez et al.,
2014c), wie dies bereits flr chitinbindende und -abbauende Proteine anderer Bakterien
beschrieben ist (Bhattacharya et al., 2007; Vaaje-Kolstad et al., 2012). Neben der moglichen
Deckung des Nahrstoffbedarfs dient PICBP49 dem Abbau der chitinhaltigen PM (Garcia-
Gonzalez et al., 2014c), der ersten Barriere, die es flr P. larvae zu Uberwinden gilt. Mit dem
Abbau der PM wird P. larvae der Ubergang in die invasive Lebensphase mdglich (Yue et al.,
2008) und Virulenzfaktoren (z.B. Toxine flr ERIC I, SplA fir ERIC IlI) kénnen das unter der
PM liegende Darmepithel angreifen. Die kontinuierliche Sezernierung von PICBP49 ist also
in jeder Lebensphase von P. larvae von groliem Vorteil.

Im Gegensatz zu anderen CBPs dient PICBP49 nicht nur dazu, das unldsliche Substrat
Chitin zuganglich zu machen, wie dies bereits fir CBP21 beschrieben wurde (Suzuki et al.,
1998; Vaaje-Kolstad et al., 2005b), sondern auch dem Chitinabbau (Garcia-Gonzalez et al.,
2014c). Dies ist ungewdhnlich, da fiir viele Bakterien wie z.B. E. faecalis, L. monocytogenes
oder S. marcescens ein System aus CBPs und Chitinasen beschrieben ist (Paspaliari et al.,
2015; Suzuki et al., 1998; Vaaje-Kolstad et al., 2012; Vaaje-Kolstad et al., 2005a). Fur
P. larvae dagegen konnten keine funktionellen Chitinasen oder vorgeschalteten Faktoren zur
Aktivierung von PICBP49 gefunden werden (Djukic et al.,, 2014; Garcia-Gonzalez et al.,
2014c). PICBP49 ist strukturell keine Chitinase im klassischen Sinne (Garcia-Gonzalez et al.,
2014c) und Ubernimmt im Lebenszyklus von P. larvae als unabhangiger Virulenzfaktor der
Genotypen ERIC | und ERIC Il Gbergreifende Funktionen.

In dieser Arbeit konnten weitere Parallelen zu Mitgliedern der AA10 Familie LPMOs gezogen
werden. Neben der Bestimmung eines bevorzugten Substrates konnten erstmals
Substratumsatz und Produktprofil von PICBP49 genauer untersucht werden. Dies dient als
Basis flr die weitere Aufklarung des Abbaumechanismus der PM durch PICBP49 und bringt

uns einer Bekdmpfungsstrategie der AFB naher.

4.1.2 Das ERIC lI-spezifische S-layer Protein SplA

Im Verlauf einer Infektion mit P.larvae kommt es nach massiver Vermehrung der
Bakterienzellen zum Abbau der PM und anschlieBend zum Angriff des freigelegten
Darmepithels (Garcia-Gonzalez & Genersch, 2013; Garcia-Gonzalez et al., 2014c; Yue et al.,
2008). Der Angriff des Darmepithels erfolgt bei den P. larvae Genotypen ERIC | und ERIC II
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auf verschiedene Weise mit Hilfe genotypspezifischer Virulenzfaktoren. Der P. larvae
Genotyp ERIC | greift mit den Toxinen PIx1 und PIx2 aus der Entfernung das Darmepithel an
(Funfhaus et al., 2013). Dagegen exprimiert der P. larvae Genotyp ERIC Il das S-layer
Protein SplA, welches die Anheftung an die Larvendarmzellen vermittelt (Poppinga et al.,
2012). Bisher ist nicht klar, ob es lediglich diese beiden unterschiedlichen Virulenzfaktoren
sind, die die Virulenz der Genotypen bestimmen, oder ob PIx1/2 und SplA jeweils nur
Zwischenschritte zweier unterschiedlicher, komplex aufgebauter Pathogenesestrategien
sind. Anhand der zusatzlichen Expression von SplA in ERIC | sollte untersucht werden, ob
durch die zusatzliche Expression eines Virulenzfaktors die Strategie des P. larvae Genotyps
ERIC Il ausgelést werden kann. Eine Mutante die sowohl Toxine als auch das S-layer
Protein SplA exprimiert, kbnnte eine Hypervirulenz zeigen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte SplA erfolgreich im P. larvae Genotyp ERIC | und erstmals
im P. larvae Stamm ATCC9545 heterolog exprimiert werden (Kap. 3.2.1). Der Nachweis der
Expression erfolgte mittels PentaHis Alexa Fluor*®  konjugierter  Antikdrper
fluoreszenzmikroskopisch und orientierte sich an der bereits beschriebenen Manipulation
von P. larvae (Poppinga, 2012; Poppinga & Genersch, 2012). Das heterolog exprimierte
SplA organisierte sich korrekt an der Bakterienoberflache (Abb. 16). Nachdem eine
funktionelle ERIC I+sp/A Mutante konstruiert werden konnte, erfolgte die Untersuchung
dieser Mutante im Larveninfektionsversuch (Kap. 3.2.2). Larven infiziert mit dem ERIC |
Wildtyp zeigten eine Gesamtmortalitdt von 63,33 % + 10,19 %. Im Vergleich dazu zeigten
Larven infiziert mit der Mutante ERIC |+spl/A eine Gesamtmortalitat von 67,78 % + 7,78 %. In
Larven infiziert mit der konstruierten Mutante ERIC I+sp/A konnte keine gesteigerte
Gesamtmortalitat festgestellt werden. Die zusatzliche Expression von SplA im Genotyp
ERIC | fihrte nicht zu einer Hypervirulenz der Mutante. Auch die Untersuchung ausgewabhiter
immunrelevanter Gene mittels qPCR zeigte keine signifikant Anderung der Expression in
ERIC I+splA-infizierten Larven im Vergleich zu Larven der Kontrolle (Kap. 3.3.3, Abb. 24).
Eine mogliche Erklarung fiir die fehlende Hypervirulenz der ERIC I+sp/A Mutante ist, dass
SplA und die von SplA vermittelte Adhasion an das Larvendarmepithel lediglich ein
Faktor/Schritt in einer komplexen mehrstufigen Virulenzstrategie ist. Wird lediglich ein
Baustein dieser Strategie (hier: SplA) in einem Bakterienstamm exprimiert, der die anderen,
bisher noch nicht identifizierten Bausteine nicht besitzt, kommt es zu keiner Anderung der
Virulenz, da der zusatzliche Virulenzfaktor nicht genutzt werden kann. Bisher sind die
Faktoren, die von P. larvae ERIC Il im Anschluss an die Adhasion an das Darmepithel
genutzt werden, um die epitheliale Barriere zu lberwinden, nicht bekannt. Sollten P. larvae
ERIC I-Stdmme diese Faktoren nicht besitzen, kann die Expression von SplA in diesen
Stammen keine Hypervirulenz verursachen, da die Adhasion an das Epithel bei der Mutante
eine Sackgasse ist. Die beiden Genotypen unterscheiden sich offensichtlich nicht nur in

Bezug auf einzelne Virulenzfaktoren sondern auch in Bezug auf ihre Virulenzstrategien.
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4.2. Die larvale Inmunanwort auf eine Infektion mit P. larvae

Die Immunantwort der Larve auf eine Infektion mit P. larvae war bereits Gegenstand vieler
Studien. Neben transkriptionellen Veranderungen von Immuneffektoren (Evans, 2004; Evans
et al., 2006; Evans & Lopez, 2004) und Genen der Immunsignalwege wurden ganze
Transkriptomanalysen durchgeflihrt (Cornman et al., 2013). Darlber hinaus wurden auch auf
Ebene des Proteoms vergleichende Studien durchgefuhrt, in denen die Hamolymphe
infizierter Larven mit einer nicht-infizierten Kontrolle verglichen wurde (Chan et al., 2009).
Obwohl viele Studien mit Fokus auf die Immunantwort der Larve durchgefiihrt worden sind,
bauen die Erkenntnisse nicht aufeinander auf und wiedersprechen sich sogar. In allen
Studien erfolgte zwar eine Infektion von Larven mit P. larvae, aber deren Erfolg wurde nie
Uberpruft. Dartber hinaus fehlen in diesen Studien jegliche Informationen zum infizierenden
P. larvae Genotyp, welcher nie genauer erwahnt oder bestimmt wurde. Nachtraglich
Ruckschlisse auf den verwendeten Genotyp anhand von Krankheitsverlauf, Kolonie-
morphologie oder anderer genotypspezifischer Merkmale sind nicht mdglich, da diese
Informationen in den erwahnten Studien nicht weiter ausgefihrt wurden.

Basierend auf den bereits beschriebenen verschiedenen Pathogenesestrategien der
P. larvae Genotypen ERIC | und ERIC Il (Ashiralieva & Genersch, 2006; Djukic et al., 2014;
Finfhaus et al., 2009; Finfhaus & Genersch, 2012; Finfhaus et al., 2013; Genersch et al.,
2005; Genersch et al.,, 2006; Yue et al., 2008) liegt die Hypothese nahe, dass der
infizierende Genotyp die Immunantwort der Larve beeinflusst. Um diese Hypothese zu
untersuchen erfolgte in dieser Arbeit eine vergleichende Transkriptomanalyse von ERIC I-
infizierten Larven im Vergleich zu einer nicht-infizierten Kontrolle (experimentelle Gruppe I)
und von ERIC ll-infizierten Larven im Vergleich zu einer nicht-infizierten Kontrolle

(experimentelle Gruppe II).

4.21 Untersuchung immunrelevanter Gene in A. mellifera wahrend einer Infektion
mit P. larvae

Aufgrund der signifikant héheren Anzahl von DEGs in ERIC ll-infizierten Larven im Vergleich
zur Kontrolle Il (Abb. 21C) lag die Vermutung nahe, dass der infizierende P. larvae Genotyp
einen Einfluss auf die Immunantwort der Larve hat. Um diese Hypothese zu Uberprifen,
erfolgte die gezielte Untersuchung immunrelevanter Gene. Es erfolgte die Unterscheidung
zwischen intermediaren Signalkomponenten der verschiedenen Signalwege und Effektoren
wie antimikrobiellen Peptiden (AMPs) (Abb. 22). Von insgesamt 11.014 untersuchten Genen
konnten 107 den Signalwegen Toll, Imd/JNK, JAK/STAT, Apoptose, RNAi oder der Ebene
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der antimikrobiellen Effektoren zugeordnet werden (Kap. 8.2, Tab. Z3). Fir einen Teil der
betrachteten Gene ist die Funktion in A. mellifera noch nicht beschrieben, in diesen Fallen
wurde nach homologen Genen in Drosophila gesucht, um auf die moéglche Funktion in
A. mellifera zu schlie3en.

In der vorliegenden Studie waren auf Ebene der intermediaren Signalkomponenten nur
wenige Gene differentiell exprimiert (Abb. 22). Im Apoptose-Signalweg waren in ERIC II-
infizierten Larven insgesamt drei Gene im Vergleich zur Kontrolle Il signifikant reguliert. Die
Homologe des death-associated protein 1 und caspase 1 waren signifikant hochreguliert. Im
Gegensatz dazu war der apoptosis inducing factor (aif), welcher bei der Initiierung eines
Caspase-unabhangigen Apoptose-Signalwegs beteiligt ist, signifikant herunterreguliert. Im
RNAI-Signalweg war das Gen tudor-sn protein (tudor-sn) in beiden experimentellen Gruppen
signifikant herunterreguliert. In Drosophila wurde tudor-sn als Untereinheit des RISC Enzyms
bereits beschrieben, welcher der Herunterregulation der Genexpression dient (Caudy et al.,
2003). Dagegen war fmr1 (fragile X mental retardation syndrome-related protein 1)
ausschlie3lich in ERIC l-infizierten Larven signifikant herunterreguliert. In Drosophila konnte
eine Interaktion von Fmr1 mit Dicer, einer weiteren essentiellen Komponente des RNAI-
Signalwegs und Aktivator des RISC Enzyms, bereits gezeigt werden (Ishizuka et al., 2002)
und eine ahnliche Rolle von fmr1 im RNAIi-Signalweg von A. mellifera ist wahrscheinlich. Im
JAK/STAT-Signalweg konnte keine differentielle Regulierung der intermediaren
Signalkomponenten festgestellt werden. Dies ist nicht weiter (berraschend, da auch in
anderen Studien mit A. mellifera keine differentielle Regulierung festgestellt werden konnte
(Doublet et al., 2017).

Unter den Genen des Toll-Signalwegs war die serine protease 14 (sp14) in ERIC II-
infizierten Larven im Vergleich zur Kontrolle Il signifikant hochreguliert. Sp74 weil3t
strukturelle Gemeinsamkeiten zu snake in Drosophila auf und neben der Beteiligung an der
frihen embryonalen Entwicklung und der Nahrungsverwertung wurde die Beteiligung in der
Immunantwort beschrieben (Evans et al., 2006; Zou et al., 2006). Das Gen pgrp-s2
(peptidoglycan recognition protein s2) war ebenfalls nur in ERIC ll-infizierten Larven im
Vergleich zur Kontrolle Il signifikant hochreguliert. Das Mitwirken von pgrp-s2 und sp74 im
Toll-Signalweg sowie eine positive Korrelation der Expression zusammen mit einigen AMPs
wurde bereits beschrieben (Doublet et al., 2017; Evans et al., 2006) und konnte mit dieser
Studie weiter bestatigt werden. Von den drei orthologen Genen fiir den NF-kB Inhibitor
Cactus war ausschlieBlich cactus 2 in beiden experimentellen Gruppen signifikant
hochreguliert (Abb. 26). Die Hochregulierung des Orthologs cactus 1 und eine geringflgige
Anderung der Expression des Orthologs cactus 2 wurde bereits in A. mellifera Larven nach
oraler Infektion mit P. larvae beobachtet, jedoch wurde die Funktion in A. mellifera noch
nicht weiter untersucht (Evans et al., 2006). In Versuchen mit Drosophila konnte bei

Infektionen mit Micrococcus luteus (grampositives Bakterium) und Beauveria bassiana (Pilz)
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eine dreifache Hochregulierung von cactus festgestlit werden (Irving et al.,, 2001). Die
Hochregulierung des NF-kB Inhibitors Cactus tragt zum Beenden der Expression
immunrelevanter Gene bei (Hillyer, 2016). Die Immunantwort ist fir den Wirt immer
kostspielig und eine engmaschige, ressourcenschonende Regulierung notwendig (Buchon et
al., 2014). Aufgrund der wichtigen regulatorischen Aufgabe in der Immunantwort von
Drosophila ist es naheliegend, dass cactus in A. mellifera eine ahnliche Aufgabe erfillt. Fir
keines der beiden Homologe flir Dorsal (dl, dl-2), dem Transaktivator der AMP
Genexpression, konnte eine transkriptionelle Regulierung beobachtet werden (Abb. 22). Dies

geht einher mit bereits veroffentlichten Versuchen mit A. mellifera (Evans et al., 2006).

Toll PGRP-LC
v Imd
Cytosol * * X

NN Apoptose
ERIC I-inf. vs. AMPs

Kontrolle |
Eﬁlc II-ir|||f. \Ills. Apidaecin 1
ontrolle Apidaecin 73

[Defensin 1| [Hymenoptaecin]

Abb. 26: Ubersicht der signifikant hochregulierten Gene des Toll- und Imd-Signalwegs. Im Toll-
Signalweg (siehe auch Kap. 1.3, Abb. 22) konnte die signifikant gesteigerte Expression eines
Homologs des NF-kB Inhibitors Cactus sowohl in ERIC l-infizierten Larven im Vergleich zur
Kontrolle I, als auch in ERIC ll-infizierten Larven im Vergleich zur Kontrolle Il beobachtet werden. Fur
keines der Homologe fir Dorsal, den Transaktivator der AMP-Genexpression, konnte eine
transkriptionelle Regulierung festgestellt werden. Im Imd-Signalweg konnte eine gesteigerte
Expression des Transkriptionsfaktors Relish sowie Jra und Kay in ERIC ll-infizierten Larven im
Vergleich zur Kontrolle Il festgestellt werden. Auf Ebene der antimikrobiellen Effektoren waren die
AMPs Abaecin, Apidaecin 1, Apidaecin 73 und Hymenoptaecin in ERIC ll-infizierten Larven im
Vergleich zur Kontrolle Il signifikant mehr exprimiert. Das AMP Defensin 1 war in ERIC I-infizierten
Larven im Vergleich zur Kontrolle | signifikant starker exprimiert. Gene die in ERIC I-infizierten Larven
im Vergleich zur Kontrolle | signifikant hochreguliert waren sind griin eingerahmt. Gene die in ERIC II-
infizierten Larven im Vergleich zur Kontrolle Il signifikant hochreguliert waren sind rot eingerahmt.
Genen die in beiden experimentellen Gruppen signifikant hochreguliert waren, werden rot-grin
eingerahmt.
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Im Imd/UNK-Signalweg waren ebenfalls nur wenige intermediare Signalkomponenten
reguliert. Der Transkriptionsfaktor relish war signifikant in ERIC ll-infizierten Larven im
Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle hochreguliert (Abb. 22). In Drosophila ist bereits
bekannt, dass relish die Transkription aller wichtigen AMPs induziert. Die gemeinsame
Aktivierung des Imd-Signalwegs und Toll-Signalwegs durch verschiedene Bakterien und
Pilze sowie die dadurch gesteigerte Expression antimikrobieller Effektoren und anderer
immunrelevanter Gene konnte bereits in verschiedenen Studien mit Drosophila gezeigt
werden (De Gregorio et al., 2002; Dushay et al., 1996; Hultmark, 2003; Lemaitre et al.,
1996). Die Aktivierung beider Signalwege ermaoglicht Drosophila eine spezifische Reaktionen
auf verschiedene Pathogene (Georgel et al., 2001; Han & Ip, 1999; Hedengren et al., 1999;
Lemaitre et al., 1996; Leulier et al.,, 2000). Fir A. mellifera liegen unterschiedliche
Ergebnisse zur Regulierung von relish vor. Bei Infektion von A. mellifera mit Viren konnte
eine Hochregulierung von relish und die gesteigerte Expression von AMPs beobachtet
werden (Doublet et al., 2017). Dagegen wurde bei Infektionen von A. mellifera Larven mit
P. larvae keine nennenswerte differentielle Regulierung von relish, aber eine gesteigerte
Expression von AMPs bereits gezeigt (Evans et al., 2006). Eine Erklarung fir diese
gegensatzlichen Ergebnisse kénnte sein, dass in der Studie von Evans und Kollegen (2006)
weder die Infektion mit P. larvae Uberprift, noch der P. larvae Genotyp weiter berlicksichtigt
wurde. In der vorliegenden Studie konnte die gesteigerte Expression von relish in ERIC II-
infizierten Larven im Vergleich zur Kontrolle und die signifikant gesteigerten Expression von
vier AMPs beobachtet werden. Es konnte wie in Drosophila eine Aktivierung des Imd- und
Toll-Signalwegs festgestellt werden.

Kayak (kay), Homolog des humanen Protoonkogens c-Fos, war in ERIC ll-infizierten Larven
im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle Il signifikant hochreguliert (Abb. 22). In Drosophila
konnte bereits eine entscheidende Rolle flir kayak bei der Wundheilung gezeigt werden
(Ramet et al., 2002). Kayak kann seine regulatorische Funktion als Teil des dimeren
Transkriptionsfaktors AP-1 in Verbindung mit jra oder auch unabhangig von jra ausflihren
(Riesgo-Escovar & Hafen, 1997). Eine mdgliche Erklarung fir die gesteigerte Expression in
Honigbienenlarven infiziert mit P. larvae ERIC Il kénnte in der Pathogenesestrategie liegen
(siehe auch Kap. 4.2.3). P. larvae ERIC |l adhariert tGber das S-layer Protein SplA direkt an
das Darmepithel und schadigt dieses, entweder allein oder unter Mithilfe weiterer
unbekannter Faktoren. Durch den schnelleren Krankheitsverlauf von P. larvae ERIC Il sowie
die direkte Schadigung des Darmepithels kénnte in der Larve eine Kaskade zur Wundheilung
ausgeldst werden, welche aber nicht erfolgreich ist und nur weitere Ressourcen verbraucht.
Jra (Jun-related antigen, d-jun Homolog) war in beiden experimentellen Gruppen signifikant
hochreguliert (Abb. 22, Abb. 26). In Versuchen mit Drosophila konnte eine erhdéhte
Expression von d-jun nach Infektion bereits gezeigt und eine gemeinsame Regulierung von

Imd- und JNK-Signalweg belegt werden. Obwohl dieses Gen nicht zu den klassischen
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immunregulierenden Genen gezahlt wird, kdnnte es doch eine immunrelevante Aufgabe
erfillen (Boutros et al., 2002; De Gregorio et al., 2001; Park et al., 2004). Dies muss jedoch
in weiteren Studien noch genauer untersucht werden.

Neben der Expression von AMPs konnte kirzlich eine weitere Funktion des Imd-Signalwegs
in Drosophila aufgezeigt werden: die Aufrechterhaltung der epithelialen Barriere im Darm.
Das Ablésen von Enterozyten bei Infektion wird durch den Imd-Signalweg, unabhangig von
Apoptose durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), kontrolliert. Das Zusammenwirken der
AMP-Produktion und die Aufrechterhaltung der epithelialen Barriere ermoglicht eine
intestinale antibakterielle Antwort im Darm (Buchon et al., 2009; Zhai et al., 2018). Die
beobachtete starkere Aktivierung des Imd-Signalwegs in ERIC ll-infizierten Larven (Abb. 22)
bestarkt die Vermutung einer starkeren Schadigung des Larvendarmepithels durch die
direkte Anheftung von P. larvae ERIC Il mit Hilfe des S-layer Proteins. Die Larve kdnnte
durch die gesteigerte Expression von Genen des Imd-Signalwegs neben der Produktion von
AMPs versuchen, die epitheliale Barriere aufrechtzuerhalten.

Die Anderung der Expression von Genen kodierend fiir intermedidre Signalkomponenten
aller betrachteten Signalwege war in beiden experimentellen Gruppen verhaltnismalig
gering und meist einheitlich, was vermuten lasst, dass diese Komponenten bei einer
Infektion eher nicht transkriptionell reguliert werden. Die Regulierung erfolgt hier vermutlich
Uber Phosphorylierung, wie dies bereits in Drosophila gezeigt werden konnte (Broderick et
al., 2009; Drier et al., 1999).

Im Gegensatz dazu ist die transkriptionelle Regulierung der antimikrobiellen Effektoren
bekannt und hier konnten wesentlich mehr Anderungen in der Genexpression im Vergleich
der Gruppen infiziert mit P. larvae ERIC | bzw. ERIC Il zur jeweiligen nicht-infizierten
Kontrolle beobachtet werden (siehe Kap. 3.3.2, Abb. 22). In ERIC ll-infizierten Larven im
Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle waren die Transkripte der AMPs  abaecin,
apidaecin 1, apidaecin 73 sowie hymenoptaecin signifikant hochreguliert. In ERIC |-
infizierten Larven konnte eine signifikante Hochregulierung von defensin 1 und lysozyme 3
im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden.

Die Regulierung der Expression der AMPs in dieser Studie geschieht hauptsachlich tUber den
Imd/JNK-Signalweg. Insgesamt waren mehr AMPs in ERIC ll-infizierten Larven im Vergleich
zur nicht-infizierten Kontrolle signifikant hochreguliert, als in ERIC I-infizierten Larven im
Vergleich zur Kontrolle I. Dies weist auf eine starkere Immunantwort in ERIC ll-infizierten
Larven im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle hin. Mit Ausnahme von defensin 1 werden
je nach infizierendem Genotyp verschiedene AMPs angesprochen. Dies bekraftigt die
Hypothese, dass in Abhangigkeit vom infizierenden P. larvae Genotyp (ERIC | oder ERIC II),

unterschiedliche Immunreaktionen in der Larve ausgelOst werden.
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Die Expression antimikrobieller Effektoren als Teil der Immunantwort der Larve war bereits
Gegenstand verschiedener Studien. Der Vergleich dieser Studien untereinander sowie mit
der vorliegenden Arbeit zeigen einige Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede auf.

Die Expression der AMPs Abaecin und Defensin 1 wurde bereits in verschiedenen Studien
untersucht (Evans, 2004; Evans et al., 2006; Evans & Lopez, 2004; Krongdang et al., 2018).
Je nach Studie konnte fiir Abaecin zu bestimmten Zeitpunkten eine Regulierung beobachtet
werden (Evans, 2004; Evans et al., 2006; Krongdang et al., 2018). Fiur defensin 1 konnte
zunachst kein signifikanter Unterschied in der Expression beobachtet werden (Evans, 2004;
Evans & Lopez, 2004). Dies anderte sich mit den im Jahr 2006 vero6ffentlichten Daten
derselben Arbeitsgruppe, in denen neben abaecin und defensin 1, auch apidaecin und
hymenoptaecin als signifikant hochreguliert gezeigt werden konnten (Evans et al., 2006).
Diese AMPs wurden in einer aktuelleren Studie ebenfalls als differentiell reguliert
beschrieben (Krongdang et al., 2018). Zu verschiedenen Zeitpunkten waren defensin,
abaecin und hymenoptaecin signifikant in ERIC I-infizierten Larven hochreguliert. Apidaecin
war in dieser Studie lediglich 6 h nach Infektion signifikant hochreguliert. In der vorliegenden
Arbeit konnte eine signifikante Hochregulierung von abaecin, der apidaecine 1 & 73 und
hymenoptaecin in P. larvae ERIC ll-infizierten Larven im Vergleich zur nicht-infizierten
Kontrolle beobachtet werden. Dagegen wurde in P.larvae ERIC l-infizierten Larven
defensin 1 im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle signifikant hochreguliert.

Im Gegensatz zu Evans und Kollegen (2006) konnte in der vorliegenden Arbeit kaum eine
Regulierung intermediarer Signalkomponenten festgestellt werden. Zusatzlich geben Evans
und Kollegen keine genaueren Angaben zur Einordnung der Genexpressionswerte als hoch-
bzw. herunterreguliert. In der beigefiigte Tabelle ist nur eine Orientierung (hoch- bzw.
herunterreguliert) angegeben. AuRerdem erfolgt die Normalisierung der gemessenen
Genexpression gegen leidiglich ein Referenzgen.

In einer Studie von Cornman und Kollegen (2013) konnte in infizierten Larven drei Tage nach
Infektion mit P. larvae mittels RNA-Seq ebenfalls eine signifikante Hochregulierung von
defensin 1, nicht aber abaecin gezeigt werden. Aulierdem konnte eine gesteigerte
Expression von Apidaecin und Hymenoptaecin beobachtet werden. Es werden keine
weiteren Informationen zu intermediaren Signalkomponenten oder deren Regulierung
gegeben. In einer weiteren umfassenden Studie erfolgte der Vergleich der Proteome
P. larvae infizierter Honigbienenlarven und einer Kontrollgruppe (Chan et al., 2009). Chan
und Kollegen untersuchten die Hamolymphe vier Tage nach Infektion mit P. larvae und
konnten eine signifikante Steigerung der Expression von hymenoptaecin und lysozyme
zeigen. Es konnten keine Veranderungen der Expression von abaecin oder defensin im
Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle beobachtet werden.

Die Ergebnisse der aufgeflihrten Studien erscheinen gegensatzlich, trotzdem gibt es

Ubereinstimmungen mit den RNA-Seq Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Nach einer
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Infektion mit P. larvae kommt es in allen Studien zu einer gesteigerten Expression von
AMPs. In der vorliegenden Studie werden nach einer Infektion mit dem P. larvae Genotyp
ERIC Il vier von zehn AMPs signifikant hochreguliert. Bei einer Infektion mit dem P. larvae
Genotyp ERIC | werden nur zwei von zehn Antimikrobiellen Effektoren signifikant
hochreguliert. Die gesteigert Expression der AMPs im Vergleich zur jeweiligen nicht-
infizierten Kontrollgruppe zeigt die Aktivierung des Immunsystems der Honigbienenlarve
nach Infektion mit P. larvae, wobei eine starkere Reaktion in ERIC ll-infizierten Larven im
Vergleich zur Kontrollgruppe zu beobachten war. Dariiber hinaus werden verschiedene
Kombinationen von AMPs bei Infektion mit den verschiedenen P.larvae Genotypen
gesteigert exprimiert. Dies deckt sich mit Untersuchungen, in denen bereits gezeigt werden
konnte, dass AMPs in Kombination wesentlich wirksamer sind (Rahnamaeian et al., 2015;
Yu et al., 2016). Rahnamaian und Kollegen (2015) konnten zeigten, dass porenbildende
glycinreiche AMPs wie Hymenoptaecin die Wirkung von intrazellular wirksamen prolinreichen
AMPs wie Abaecin potenzierten. Die gemeinsame Expression von AMPs fir die eine
funktionelle Interaktion gezeigt werden konnte (Rahnamaeian et al., 2015), wurde in der
vorliegenden Studie bestatigt. In der vorliegenden Arbeit konnte in ERIC lI-infizierten Larven
im Vergleich zur Kontrolle eine signifikant gesteigerte Expression von Abaecin und
Hymenoptaecin gezeigt werden. Auch andere prolinreiche AMPs wie die Apidaecine waren
signifikant hochreguliert. Die unterschiedliche Anzahl differentiell exprimierter sowie
immunrelevanter Gene und die gesteigerte Expression verschiedener AMPs bekraftigen die
Hypothese einer unterschiedlichen Immunantwort je nach infizierendem P. larvae Genotypen
(ERIC I oder ERIC 1I).

Um die vorliegenden Ergebnisse und bereits publizierten Daten besser einordnen zu kénnen,
muss der Studienaufbau, die Methodik und die Wahl der auszuwertenden Proben beachtet
werden. In Evans et al. (2006) werden detaillierte Informationen zur Expression intermediarer
Signalkomponenten sowie AMPs gegeben. Diese Untersuchungen wurden jedoch mittels
gPCR durchgefiihrt und es liegen keine RNA-Seq-Daten fiir einen Vergleich mit den RNA-
Seqg-Daten aus dieser Studie vor. Auch die Studie von Krongdang und Kollegen (2018)
untersuchte die Expression ausgewahlter AMPs mittels gPCR nach 6 h, 12 h, 24 h, 36 h und
48 h nach Infektion mit P. larvae. Die differentiell exprimierten AMPs konnten in der
vorliegenden Arbeit zu einem spateren Zeitpunkt (3 d p.i.) ebenfalls beobachtet werden,
jedoch gab es auch in dieser Studie keine RNA-Seg-Daten flir einen Vergleich.

Die von Cornman und Kollegen (2013) veréffentlichte Studie ist eine der wenigen Arbeiten,
welche ebenfalls eine RNA-Seqg-Analyse P. larvae-infizierter Honigbienenlarven durchfiihrte.
Ein Vergleich mit den in dieser Studie erhobenen Daten ist aufgrund des ahnlichen
Studiendesigns teilweise mdglich. Eine gesteigerte Expression von AMPs konnte auch hier

gezeigt werden. Der Ubergreifende Vergleich verschiedener Zeitpunkte (48 h, 72 h) nach
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Infektion mit P. larvae mit verschiedenen Verfahren (RNA-Seq, qPCR) ist differenziert zu
betrachten. Eine interne Kontrolle, die in die Auswertung miteinbezogen werden kénnte,
wurde nicht weiter erwahnt. Darlber hinaus ist die Verwendung zweier verschiedener
P. larvae Aufbereitungen aus verschiedenen Jahren von verschiedenen Kolonien ohne
Bestimmung des P. larvae Genotyps als aulderst kritisch zu bewerten. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass es sich bei den beiden verwendeten P. larvae Aufbereitungen
um verschiedene P. larvae Genotypen handelte. Dariiber hinaus wurde der Erfolg der
Infektion mit P. larvae nicht untersucht und nahere Informationen zum infizierenden Genotyp
wurden nicht gegeben. Hinzu kommt die Verwendung von Larven aus zwei verschiedenen
Kolonien und aus zwei nicht aufeinander folgenden Jahren mit sehr unterschiedlichen
Entnahmezeitpunkten innerhalb der Jahre (Mai / September).

In der vorliegenden Studie wurde ein anderes Protokoll zur Aufreinigung der RNA sowie fiir
die Sequenzierung genutzt. Darlber hinaus unterschied sich die bioinformatische Analyse
der Sequenzierungsdaten in der vorliegenden Studie stark von der von Cornman et al.
(2013) und erschwert somit einen direkten Vergleich. Chan und Kollegen wahlten in ihrer
Studie zur Untersuchung der Immunantwort die Hamolymphe von Honigbienenlarven nach
Infektion mit P. larvae (Chan et al., 2009). Ein direkter Vergleich mit der vorliegenden Arbeit
ist nicht moglich, da hier keine Hamolymphe sondern ganze Larven fir die Aufbereitung von
RNA verwendet wurden. Ein Vergleich mittels bioinformatischer Analysen bestimmter,
unterschiedlich exprimierter Gene war dartber hinaus nicht méglich, da eine Auflistung der
Expressionswerte der einzelnen Gene von Chan und Kollegen nicht zur Verfiigung steht.
Trotz aller aufgefiihrten Unterschiede konnte die erhéhte Expression verschiedener AMPs in
allen Studien, inklusive der vorliegenden Arbeit, beobachtet werden. Diese Ergebnisse
unterstreichen die wichtige Rolle dieser AMPs in der Immunantwort der Honigbienenlarve.
Allerdings wiedersprechen sich die Ergebnisse teilweise. Eine Ursache hierflir kbnnte die
Tatsache sein, dass in den aufgeflhrten Studien der infizierende P. larvae Genotyp nie
berlicksichtigt wurde. Mit dieser Vernachlassigung wurde den bereits gezeigten
unterschiedlichen Virulenzfaktoren und den daraus resultierenden unterschiedlichen
Pathogenesestrategien von P. larvae keine Rechnung getragen, was ein Grund flir die

unterschiedlichen Ergebnisse sein kénnte.

4.2.2 Immunantwort in individuellen Larven

Das Ziel dieser Arbeit war die weitere Aufklarung molekularer Details der Pathogen-Wirt-
Interaktion zwischen P. larvae und der Honigbienenlarve. Da die bisher veréffentlichten
Studien zur Immunantwort der Larve nach Infektion mit P. larvae widerspriichlich sind, liegt

die Vermutung nahe, dass die Immunantwort vom infizierenden Genotyp beeinflusst wird.
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Um die Immunantwort der Larve zu untersuchen, erfolgte in dieser Studie zunachst der
Vergleich von mit P. larvae infizierten Larven, infiziert mit den verschiedenen Genotypen
ERIC | bzw. ERIC Il, mit jeweils einer nicht-infizierten Kontrollgruppe mittels RNA-Seq. Mit
der Untersuchung der erstellten Poolproben sollte ein Uberblick dariiber gewonnen werden,
wie die Immunantwort bei einer Infektion mit P. larvae beeinflusst wird. RNA-Seqg-Analysen
werden meist mit Poolproben durchgefiihrt, da so ein durchschnittiches Gen-
expressionsprofil einer Kohorte erstellt und kosteneffektiv gearbeitet werden kann. Durch
diese Herangehensweise geht die biologische Information des Individuums verloren (dos
Santos et al., 2015). Um auszuschliel3en, dass die Ergebnisse der RNA-Seg-Analyse durch
Poolproben und die Berechnung von Mittelwerten der Genexpression beeinflusst wurden,
erfolgte die Uberpriifung der Genexpression in individuellen Larven mittels gPCR. Wenn die
Hypothese einer genotypspezifischen Immunantwort der Larve zutreffend ist, sollte in
individuellen Larven mittels gqPCR ahnliche Expression ausgewahlter Gene zu beobachten
sein. Insgesamt wurden sieben Gene in je neun Larven (drei aus jedem biologischen
Replikat, Abb. 9), in drei technischen Replikaten mittels gqPCR untersucht. Auf Ebene der
intermediaren Signalkomponenten wurden die Gene myD88 und dorsal 1 untersucht sowie
auf Ebene der Effektoren abaecin, apidaecin 73, apisimin, defensin 1 und hymenoptaecin.
Wie auch in der RNA-Seg-Analyse (Tab. 16) konnte mittels qPCR keine Anderung der
Expression von myD88 und dorsal 1 beobachtet werden. In ERIC I-infizierten Larven konnte
lediglich defensin 1 als signifikant hochreguliert im Vergleich zur Kontrolle | bestimmt
werden. In ERIC ll-infizierten Larven waren abaecin, apidaecin 73, hymenotaecin sowie
defensin 1 signifikant hochreguliert im Vergleich zur Kontrolle Il (Abb. 23). Larven die mit
P. larvae ERIC ll-infiziert wurden zeigten also eine starkere Immunreaktion. Die Ergebnisse
der bioinformatischen Analyse der RNA-Seqg-Daten konnten somit in einem unabhangigen
Experiment bestattigt werden. Eine Verzerrung der Ergebnisse durch die Berechnung oder
die eingesetzten Poolproben ist somit unwahrscheinlich (siehe auch Tab. 16, zusatzliche
Abb. A2). Die hohe Anzahl untersuchter Larven aus drei biologischen Replikaten sowie die
Ubereinstimmenden Ergebnisse aus zwei verschiedenen Experimenten starkt zusatzlich die
Verlasslichkeit der erhobenen Daten. Die mittels gPCR bestatigte differentielle Expression
der verschiedenen AMPs stimmt mit bereits veroffentlichten Ergebnissen Uberein. Evans und
Kollegen konnten bereits eine gesteigerte Expression von Abaecin, Apidaecin, Defensin 1
und Hymenoptaecin beobachten (Evans et al.,, 2006). In der bereits beschriebenen Studie
von Cornman et al. (2013) war Apidaecin zu verschiedenen Zeitpunkten signifikant starker
exprimiert. Einige Ergebnisse widersprechen sich jedoch mit friiheren Beobachtungen. Fur
defensin 1 beispielsweise war zunachst keine unterschiedliche Regulierung beobachtet
worden (Evans, 2004; Evans & Lopez, 2004) und flr abaecin nur zu bestimmten Zeitpunkten
(Evans, 2004; Evans et al., 2006). Der verwendete P.larvae Genotyp wurden in den

erwahnten Studien nie berilcksichtigt. Dies ware eine mogliche Erklarung fir die
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unterschiedlichen Ergebnisse. Darlber hinaus ist der Erfolg der kiinstlichen Infektion mit
P. larvae nie weiter untersucht worden.

In einer kirzlich verédffentlichten Studie erfolgte die Infektion von A. mellifera Larven mit
P. larvae Genotyp ERIC | (Krongdang et al., 2018). Wie in der vorliegenden Studie konnte
eine signifikante gesteigerte Expression von defensin 1 (6 h, 24 h, 48 h p.i.) beobachtet
werden. Zusatzlich waren abaecin, apidaecin und hymenoptaecin zu verschiedenen
Zeitpunkten ebenfalls gesteigert exprimiert. Ein Vergleich mit diesen Daten ist nur bedingt
moglich, da der Verlauf der Infektion von dem bereits publizierten Verlauf einer ERIC |-
Infektion abweicht (Genersch et al., 2005; Genersch et al., 2006). Krongdang und Kollegen
(2018) fuhrten Infektionsversuche mit P. larvae Uber lediglich 11 Tage nach Infektion anstatt
Ublicher 14 Tage durch. Fir den P. larvae Genotyp ERIC | ist bekannt, dass alle infizierten
Larven Uber einen Zeitraum von 12 Tagen p.i. sterben. Zusatzlich erreicht die Mortalitat der
Kontrollgruppe am 11. Tag p.i. einen Wert von 20%. Fur Larveninfektionsversuche sollte eine
Kontrolimortalitdt von unter 20% angestrebt werden (Crailsheim et al., 2013). Es ist sehr
wahrscheinlich, dass am Tag 12 p.i. weitere Larven versterben und damit die
Kontrollmortalitat Gber 20 % liegen wirde, wodurch die Auswertung der durchgefiihrten
Versuche nicht den anerkannten wissenschaftlichen Standards entsprechen wirde
(Crailsheim et al., 2013). Auch der Gesundheitsstatus der Voélker aus denen die Larven
entnommen wurden, blieb unbeschrieben. Die vorliegende Arbeit kann dagegen durch
Uberpriifung des Erfolgs der Infektion mit P. larvae sowie der differenzierten Untersuchung
von Larven infiziert mit P. larvae ERIC | bzw. ERIC Il (siehe auch Kap. 2.7) weiteren
Aufschluss zur Immunantwort der Larve geben.

Auf Grund der unterschiedlichen Krankheitsverlaufe der P. larvae Genotypen ERIC | und
ERIC Il befinden sich infizierte Larven in unterschiedlichen weit fortgeschrittenen Stadien der
Pathogenese. Die untersuchten Larven wurden an Tag drei nach Infektion enthommen und
kénnen im Falle einer Infektion mit P. larvae ERIC | (iber weitere neun Tage bzw. bei einer
Infektion mit P. larvae ERIC Il (iber weitere drei Tage sterben. Die Larven sind an Tag drei
nach Infektion also in unterschiedlichen Stadien der Pathogenese und somit mehr oder
weniger moribund. Die unterschiedliche Geschwindigkeit der Krankheitsverlaufe kénnte eine
mogliche Erklarung flr die beobachtete unterschiedliche Expression von AMPs sowie die
unterschiedlichen Expressionsniveaus in den individuellen Larven eines biologischen
Replikats, sein. Um auszuschlielen, dass die beobachteten Ergebnisse damit begriindet
werden kénnen, dass ERIC ll-infizierte Larven weiter im Krankheitsverlauf fortgeschritten
waren und deswegen eine starkere Immunantwort zeigten, sollten in zukilnftigen Studien

weitere Zeitpunkte untersucht werden.
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4.2.3 Pathogenesestrategien der P. larvae Genotypen ERIC | und ERIC Il

In den letzten Jahren konnten grofRe Fortschritte zum Verstédndnis der molekularen
Pathogenese von P.larvae erzielt und verschiedene Virulenzfaktoren identifiziert und
charakterisiert werden (Fiinfhaus et al., 2013; Poppinga et al., 2012; Yue et al., 2008). Die
Ergebnisse dieser Arbeit geben Aufschluss Uber weitere Details der Pathogen-Wirt-
Interaktion zwischen P. larvae und A. mellifera, welche dazu beitragen genauer zu verstehen
wie P. larvae erfolgreich das Immunsystem der Larve Uberstehen kann. Im Rahmen dieser
Studie erfolgte die Untersuchung der Immunantwort von Honigbienenlarven nach Infektion
mit P. larvae, um zu untersuchen ob der infizierende P. larvae Genotyp einen Einfluss auf die
Immunantwort hat. Die Unterschiede in der Immunantwort der Larve konnten durch die
verschiedenen  Pathogenesestrategien, bedingt durch die  genotypspezifischen
Virulenzfaktoren (Djukic et al., 2014; Finfhaus et al., 2013; Poppinga et al., 2012) oder durch
die unterschiedlichen Krankheitsverldufe der beiden P. larvae Genotypen entstehen. Der
P. larvae Genotyp ERIC | benétigt zwolf Tage, um alle infizierten Larven zu téten. Im
Gegensatz dazu totet P.larvae ERIC Il in nur sieben Tage alle infizierten Larven. Mit
P. larvae ERIC ll-infizierte Larven sterben somit schneller und zeigen einen beschleunigten
Krankheitsverlauf (Genersch et al., 2005; Rauch et al., 2009). In Ubereinstimmung mit dem
schnelleren Krankheitsverlauf konnte in der vorliegenden Studie bestatigt werden, dass
ERIC ll-infizierten Larven schneller sterben als ERIC I-infizierte Larven und im Vergleich zur
Kontrolle insgesamt mehr Gene differentiell exprimiert waren (Abb. 21). Darlber hinaus
waren in ERIC ll-infizierten Larven im Vergleich zur Kontrolle Il mehr als doppelt so viele
Immungene signifikant differentiell exprimiert (Abb. 22), was besonders auf Ebene der
antimikrobiellen Effektoren deutlich wurde. In ERIC ll-infizierten Larven waren im Vergleich
zur Kontrolle Il insgesamt vier AMPs signifikant hochreguliert. In ERIC I-infizierten Larven im
Vergleich zur Kontrolle | konnten lediglich zwei AMPs als signifikant hochreguliert bestimmt
werden. Diese Ergebnisse lassen auf eine unterschiedliche Immunantwort der Larve,
abhangig vom infizierenden P. larvae Genotyp, schlief3en.

Die beobachtete Immunantwort in P. larvae ERIC l-infizierten Larven lasst sich Uber die
Pathogenesestrategie mittels genotypspezifischer Virulenzfaktoren erklaren. P. larvae ERIC |
exprimiert zwei genotypspezifische AB-Toxine (Fiinfhaus et al., 2013), welche nach Abbau
der PM den Angriff des Larvendarmepithels aus der Distanz ermdglichen. Durch den Angriff
von P. larvae ERIC | auf das Larvendarmepithel aus der Entfernung und fehlendem direkten
Kontakt, kann das Immunsystem der Larve das Pathogen nicht erkennen und folglich kommt
es zu keiner gesteigerten Genexpression. Diese Vermutung wird durch die in dieser Studie
beobachtete geringere Immunantwort in ERIC I-infizierten Larven im Vergleich zur Kontrolle
bestatigt. Ein Grund fir die starke Immunantwort in ERIC ll-infizierten Larven kénnte das S-
layer Protein SplA sein (Poppinga et al., 2012). Die zunachst aufgestellte Vermutung es

kdnnte dazu beitragen P. larvae ERIC Il vor dem Immunsystem der Larve zu maskieren, wie
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dies in S-layer exprimierenden Bakterien in Vertebraten gezeigt wurde (Konstantinov et al.,
2008; Sekot et al., 2011), konnte mit der in dieser Studie gezeigten, starkeren Immunantwort
bei ERIC ll-infizierten Larven widerlegt werden. Fir Invertebraten lagen diesbezlglich bis
jetzt keine Daten vor. Die vorliegende Studie ist die erste Untersuchung an Invertebraten mit
einem so umfassenden Datensatz. Bei einer erfolgreichen Maskierung von P. larvae ERIC II
durch SplA ware mit einer geringeren Immunantwort in ERIC ll-infizierten Larven im
Vergleich zur Kontrolle zu rechnen gewesen. Die vorliegende Studie legt nun nahe, dass
P. larvae SplA es den Bakterien eher nicht ermdglicht die Immunantwort der Larven durch
eine Maskierung zu unterlaufen. Die beobachtete starkere Immunantwort in ERIC II-
infizierten Larven hangt vermutlich mit der bereits gezeigten Anheftung durch SplA an das
Larvendarmepithel (Poppinga et al., 2012) zusammen. Durch die direkte Anheftung an das
Larvendarmepithel wird das Pathogen P. larvae vom Immunsystem der Honigbienenlarve
erkannt und eine starke lokale Immunantwort ausgelést. Wird das S-layer Protein nicht
exprimiert, wie im getesteten Knockout DSM25430Asp/A, kommt es zum signifikanten Abfall
der Adhasion an Darmzellen (Poppinga et al., 2012). Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die
Untersuchung der Immunantwort von DSM25430Asp/A im Vergleich zur nicht-infizierten
Kontrolle | und es konnte gezeigt werden, dass bei fehlender Expression von SplA eine
Immunantwort ausgeldst wird, die ahnlich der in ERIC I-infizierten Larven ist (siehe Kap.
3.3.3, Abb. 23, Abb. 24). Diese Ergebnisse weisen stark darauf hin, dass die durch das
ERIC ll-spezifische SplA vermittelte Adhasion an das Darmepithel, einen Einfluss auf die
Immunantwort hat. Weitere Faktoren sind jedoch notwendig, um die gesamte
Pathogenesestrategie auszulésen. Mit der vorliegenden Arbeit konnte also gezeigt werden,
dass die Expression eines einzelnen Virulenzfaktors, hier SplA, nicht die Strategie des
P. larvae Genotyps ERIC Il auslésen kann (Kap. 3.2.2, 3.3.3, Abb 23, Abb. 24). Vielmehr ist
die Expression von SplA und die von SplA vermittelte Anheftung an das Larvendarmepithel,
ein Teil einer komplexeren Virulenzstrategie. Dies wird weiter durch die Ergebnisse der
Larveninfektionsversuche mit der Mutante ERIC I+sp/A bestatigt (Kap. 3.2.2), in denen bei
Expression von SplA in ERIC | keine Hypervirulenz beobachtet werden konnte. Auch die
Untersuchung der Expression ausgewahlter immunrelevanter Gene mittels qPCR zeigte in
ERIC I+spl/A-infizierten Larven im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle keine
unterschiedliche Regulation (Abb. 24). Zusammenfassend ist die Expression eines einzelnen
Bausteins (z.B. SplA) einer Pathogenesestrategie nicht ausreichend, um die komplette
Pathogenesestrategie von P. larvae ERIC Il auszuldsen.

Ein weiterer entscheidender Unterschied zwischen den P.larvae Genotypen ist der
Krankheitsverlauf. Bei einer typischen Infektion von Larven mit P. larvae ERIC Il sterben alle
infizierten Larven innerhalb von sieben Tagen. Im Gegensatz dazu sterben mit P. larvae
ERIC l-infizierte Larven Uber einen Zeitraum von zwolf Tagen. Alle Larven fir diese Studie

wurden an Tag drei nach Infektion enthommen. Dieser Zeitpunkt wurde bereits in anderen
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Studien untersucht (Evans, 2004; Evans et al., 2006) und so konnten die Ergebnisse dieser
Studie mit den bereits publizierten Daten verglichen werden. Dartber hinaus wurde Tag drei
nach Infektion gewahlt, da ein Groliteil der Larven unabhangig vom infizierenden Genotyp
hier noch lebendig sind (Abb. 4). Die an Tag drei nach Infektion enthommenen Larven
kénnen also in unterschiedlichen Stadien und damit mehr oder weniger moribund sein. Es ist
naheliegend, dass moribunde Larven starker von einer Infektion mit P. larvae betroffen sind
und eine starke Immunreaktion zeigen oder aber zu geschwacht sind, um Utberhaupt noch
eine Immunantwort auszuldsen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine wesentlich starkere
Immunantwort in ERIC ll-infizierten Larven im Vergleich zur Kontrolle gezeigt werden. Um
abzuklaren, dass dieses Ergebnis auf dem infizierenden Genotyp beruht und nicht auf dem
fortgeschrittenen Krankheitsverlauf, sollten in zukinftigen Untersuchungen Larven zu

anderen Zeitpunkten untersucht werden.

4.2.4 Immunantwort von A. mellifera und die Uberwindungsstrategie von P. larvae

Die Immunantwort von Insekten beruht auf verschiedenen Signalwegen, welche durch
bestimmte Zellwandkomponenten eindringender Pathogene (grampositive Bakterien,
gramnegative Bakterien, Pilze) ausgelést werden (Abb. 2). Zunachst wurde eine
abgegrenzte und geradlinige Auslésung der einzelnen Signalwege angenommen. Die in den
Zellwanden von grampositiven Bakterien vorkommenden Peptidoglykane vom Lys-DAP-Typ
sowie die in den Zellwdnden von Hefen und Pilzen enthaltenen B-Glykane |6sen demnach
den Toll-Signalweg aus. Die Zellwande von gramnegativen Bakterien sowie Bacilli und
Paenibacilli weisen Peptidoglykane vom meso-DAP-Typ in den Zellwanden auf, was zur
Aktivierung des Imd-Signalwegs fuhrt (Kaneko et al., 2004; Lemaitre & Hoffmann, 2007;
Leulier et al., 2003). Je mehr Details Uber die einzelnen Schritte der Signalwege bekannt
werden, desto mehr werden auch Verbindungen zwischen den einzelnen Signalwegen
aufgedeckt (Broderick et al., 2009). Das hier verwendete Modell der Pathogen-Wirt-
Interaktion von P. larvae und A. mellifera bietet die seltene Moglichkeit zu untersuchen, wie
zwei verschiedene Genotypen eines Erregers die Immunantwort des Wirts beeinflussen
kbnnen und so weitere Details der Immunantwort des Wirts, aber auch der
Pathogenesestrategie des Erregers aufklaren. Honigbienenlarven infizieren sich Uber die
orale Aufnahme von sporenhaltigem Futter mit P. larvae. Nachdem die Sporen im
Larvendarm ausgekeimt sind, besiedeln vegetative P. larvae Bakterienzellen den Darm. Von
diesem Zeitpunkt an versorgt die Honigbienenlarve Uber aufgenommenes Futter nicht nur
sich selbst, sondern auch das Pathogen P. larvae. Obwohl P. larvae zu diesem Zeitpunkt als
Kommensale im Darm lebt, konnte in verschiedenen Studien bereits gezeigt werden, dass
die Larve Zeichen von Entkraftung und Mangelerndhrung aufweist (Chan et al., 2009;

Hertlein et al., 2014). Ab einem bestimmten Zeitpunkt wechselt P. larvae von der nicht-

95



DISKUSSION

invasiven in die invasive Lebensphase. Die Details und die einzelnen Schritte zum Ubergang
von einer Phase in die nachste sind noch nicht bekannt. Bevor das Darmepithel mit den
genotypspezifischen Virulenzfaktoren PIx1/PIx2 (ERIC I) bzw. SplA (ERIC IlI) angegriffen
werden kann, muss zunachst die peritrophe Matrix, eine chitinreiche Schutzschicht des
Darmepithels, abgebaut werden. Dies geschieht durch den Virulenzfaktor PICBP49, welcher
vom P. larvae Genotyp ERIC | als auch ERIC Il exprimiert wird. Weitere Details zum Abbau
von Chitin durch PICBP49 konnten im Rahmen dieser Studie aufgedeckt werden (Kap.3.1).
Um sich gegen das Pathogen zu wehren, I6st die Larve eine lokale Immunantwort aus,
welche zu einer erhdhten Expression von AMPs flhrt. In der vorliegenden Arbeit konnten
signifikant mehr differentiell regulierte Gene in ERIC ll-infizierten Larven festgestellt werden
(Abb. 21). Bei den untersuchten immunrelevanten Genen konnten ebenfalls mehr signifikant
differentiell exprimierte Gene in der experimentellen Gruppe |l festgestellt werden (Abb. 22).
Trotz der Expression verschiedener AMPs bei einer Infektion mit P. larvae ERIC | als auch
P. larvae ERIC Il, gelingt es der A. mellifera-Larve nicht P. larvae effektiv zu bekampfen und
ein Fortschreiten der Infektion zu verhindern. Die Wirkung von Bienen-AMPs wurde bereits
gegen P. larvae getestet (Khilnani, 2015), jedoch wurden hier die verschiedenen P. larvae
Genotypen nicht weiter berlcksichtigt. In der vorliegenden Arbeit konnte in ersten
Platteninhibitionsversuchen keine Hemmung von P. larvae ERIC | bzw. ERIC Il durch die
einzelnen AMPs Abaecin oder Hymenoptaecin beobachtet werden (Abb. 25). In weiteren
Versuchen sollten verschiedene Kombinationen von AMPs sowie verschiedene
Konzentrationen getestet werden, da dies eher der natlrlichen Immunantwort der Larve
entspricht (Rahnamaeian et al., 2015). Aulkerdem sollten neben den Platteninhibitionstests
weitere sensitivere Verfahren, wie ein 96-Loch-Platten Assay, genutzt werden um eine
mdogliche Hemmung von P. larvae genauer zu untersuchen (Khilnani, 2015).

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass Larven nach Infektion mit P. larvae
ERIC Il eine starkere Immunantwort im Vergleich zur Kontrolle aufwiesen, als nach Infektion
mit P. larvae ERIC | im Vergleich zur Kontrolle. Bereits bekannt ist, dass bei einer P. larvae
ERIC llI-Infektion die infizierten Larven schneller sterben als bei einer P. larvae ERIC I-
Infektion (Genersch et al., 2005; Genersch et al., 2006). Die individuelle Immunantwort
scheint also auch einen Einfluss auf die Mortalitat der Larven zu haben. In Drosophila konnte
bereits gezeigt werden, dass eine Immunantwort immer mit energetischen Kosten flir den
Wirt verbunden ist, da Ressourcen von anderen physiologischen Prozessen abgezogen
werden mussen (Buchon et al., 2014). Das Ausldsen einer exzessiven Immunantwort wirde
zu Ungunsten des Individuums ausfallen (Paredes et al., 2011). Eine Immunantwort ist also
immer kostspielig und kénnte auch bei einer Infektion mit P. larvae zum schnelleren Tod der
Honigbienenlarve beitragen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Honigbiene bis jetzt noch keine effiziente

Strategie gegen P. larvae entwickelt hat, was bei der Anpassungsfahigkeit dieses Erregers
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aulert schwierig erscheint. Diese Anpassungsfahigkeit wiederum macht P. larvae zu einem
aulerst interessanten und erforschenswerten Bakterium. Hinzu kommt, dass durch die
Haltung in menschlicher Obhut eine Weiterentwicklung der Abwehrmechanismen von
A. mellifera verhindert wird und daher weiter nach effektiven Behandlungsstrategien der AFB

gesucht werden muss.
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5. Zusammenfassung

Weitere Aufklarung molekularer Details zur Pathogen-Wirt-Beziehung im Verlauf der

Pathogenese einer Infektion von Bienenlarven mit Paenibacillus larvae

Eine der verheerendsten weltweit verbreiteten Erkrankungen der Honigbiene ist die durch
Paenibacillus larvae verursachte Amerikanische Faulbrut (AFB), welche ausschlieBlich die
Brut schadigt. Honigbienenlarven infizieren sich (ber sporenhaltiges Futter und nach
Auskeimung der Sporen lebt P. larvae zunachst kommensal im Larvendarm, wo er sich
massiv vermehrt. P. larvae baut die peritrophe Membran ab und geht ab einem bestimmten
Zeitpunkt in die invasive Lebensphase Uber und greift das Darmepithel der Larve an. Nach
dem Durchbruch des Darmepithels kommt es mit dem Ubertritt von P.larvae in das
Hamocoel zu einer generalisierten Infektion und zum Tod der Larve. Ziel der vorliegenden
Arbeit war die weitere Aufklarung molekularer Details der Wirt-Pathogen-Interaktion im
Verlauf der Pathogenese einer Infektion von Bienenlarven mit P. larvae. Dazu erfolgte die
weitere Untersuchung zweier bereits gezeigter Virulenzfaktoren: das von den P. larvae
Genotypen ERIC | und ERIC Il produzierte PICBP49 sowie das ERIC ll-spezifische S-layer
Protein SplA.

Zunachst erfolgte die weitere Charakterisierung von PICBP49, einem Virulenzfaktor mit
chitinbindender und -abbauender Aktivitat. Dieser allgemeine Virulenzfaktor wird sowohl vom
P. larvae Genotyp ERIC | als auch dem Genotyp ERIC Il genutzt, um die peritrophe
Membran (PM) abzubauen. Da der Abbau der PM den Ubergang von der nicht-invasiven zur
invasiven Lebensphase von P.larvae markiert und PICBP49 von beiden P. larvae
Genotypen sezerniert wird, kdnnte dies ein mdglicher Interventionspunkt in der Bekampfung
der AFB sein. Im Rahmen dieser Arbeit konnten weitere Gemeinsamkeiten von PICBP49
und CBP21 von Serratia marcescens, einem bereits beschriebenen Mitglied der AA10
Familie lytischer Polysaccharid-Monooxygenasen (LPMOs), gezeigt werden. Hierfir wurde
cbp49 erstmals erfolgreich heterolog in E. coli exprimiert und in funktionellen Assays weiter
biochemisch charakterisiert. Neben der Substratpraferenz fir B-Chitin konnten die besten
Substratumsatze bei zweistliindiger Inkubation bei pH 7 beobachtet werden. Diese
Ergebnisse sowie das erstmals gezeigte Produktprofii von PICBP49 weisen viele
Gemeinsamkeiten mit CBP21 auf. Die Vermutung, dass PICBP49 Chitin wie CBP21
ebenfalls tGber einen metallionen-abhangigen oxidativen Mechanismus abbaut, konnte weiter
bekraftigt werden und die Ergebnisse dieser Arbeit beschreiben die Rahmenbedingungen fiir
vertiefende Studien.

Das ERIC lI-spezifische S-layer Protein SplA wurde im Rahmen dieser Arbeit in dem
natlrlicherweise SplA-defizienten ERIC | Stamm ATCC9545 exprimiert. Die heterologe

Expression konnte in vivo mit Fluoreszenzfarbstoff markierten monoklonalen Antikérpern und
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Fluoreszenzmikroskopie erfolgreich nachgewiesen werden. In Larveninfektionsversuchen mit
der ERIC I+sp/A Mutante konnte keine Hypervirulenz im Vergleich zum Wildtyp festgestellt
werden. Die Klonierung eines einzelnen Virulenzfaktors reicht demnach nicht aus, um die
Pathogenesestrategie von P. larvae ERIC Il auszuldésen. Es sind also vermutlich noch
weitere unbekannte Faktoren notwendig, um die komplexe Pathogenesestrategie
auszulésen.

Die Untersuchung der Immunantwort der Larve bei Infektion mit P. larvae war bereits
Gegenstand einiger Studien und flhrte meist zu widersprichlichen Ergebnissen. Der
Einfluss des infizierenden P. larvae Genotyps wurde dabei nicht weiter beachtet. Durch die in
dieser Studie durchgeflihrte vergleichende Transkriptomanalyse mittels RNA-Seq konnte
gezeigt werden, dass die Infektion mit den P. larvae Genotypen ERIC | bzw. ERIC Il drei
Tage nach Infektion zu einer veranderten Expression immunrelevanter Gene fiihrt. Die
gesteigerte Expression antimikrobieller Peptide (AMPs) trat besonders hervor. Je nach
infizierendem P. larvae Genotyp wurde eine unterschiedliche Kombination von AMPs
signifikant exprimiert. Aullerdem konnte eine starkere Immunantwort in ERIC ll-infizierten
Larven festgestellt werden, was die vermutete Maskierung von P. larvae ERIC Il durch das
S-layer Protein widerlegt. Diese Ergebnisse weisen stark auf eine genotypspezifische
Immunantwort der Larve hin. Obwohl Insekten kein adaptives Immunsystem besitzen, konnte
in dieser Studie gezeigt werden, dass nicht nur die Spezies des Pathogens, sondern auch
der infizierende Genotyp von entscheidender Bedeutung ist und die Immunantwort des Wirts
malfigebliche beeinflusst. Bei der weiteren Untersuchung der Wirt-Pathogen-Interaktionen
zwischen der Bienenlarve und P. larvae muss der infizierende Genotyp des Pathogens
ebenfalls berlcksichtigt werden.

In einem weiteren Experiment konnte die Analyse der Expression ausgewahlter Immungene
in individuellen Larven, die Ergebnisse der bioinformatischen Analyse der RNA-Seqg-Daten
bestatigten. Neben der Expression unterschiedlicher AMPs, je nach infizierendem Genotyp,
konnte eine starkere Immunreaktion in ERIC lI-infizierten Larven bestatigt werden. Da
ERIC ll-infizierte Larven innerhalb kirzester Zeit versterben und eine starkere
Immunreaktion aufweisen, liegt die Vermutung nahe, dass die aufgebrachte kostspielige
Immunantwort am vorzeitigen Tod der Larve beteiligt sein kénnte.

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Arbeit der allgemeine Virulenzfaktor PICBP49
weiter biochemisch charakterisiert sowie die Pathogenesestrategie von P. larvae ERIC Il
durch die heterologe Expression von SplA in P. larvae ERIC | weiter untersucht. Dartber
hinaus wurde die Immunantwort der Larve untersucht und es konnte gezeigt werden, dass
nicht nur die Spezies des Pathogens, sondern auch dessen Genotyp entscheidend fir die
Immunantwort des Wirts sind. Diese Ergebnisse erweitern das Verstandnis molekularer

Details der Pathogen-Wirt-Interaktion zwischen P. larvae und der Honigbienenlarve.
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6. Summary

Further elucidation of molecular details of the host-pathogen interaction during

pathogenesis of an infection of bee larvae with Paenibacillus larvae

One of the most devastating diseases of honey bees worldwide is the epizootic American
Foulbrood (AFB) caused by Paenibacillus larvae, which exclusively damages the brood.
Honey bee larvae become infected by ingesting spore contaminated food. After germination
of the spores in the midgut lumen, P. lavae follows a non-invasive, commensal lifestyle and
vegetative bacteria start to massively proliferate. After degradation of the peritrophic
membrane P. larvae switches to an invasive, destructive lifestyle and attacks the midgut
epithelium of the larva. After breaching the midgut epithelium, P. larvae enters the hemocoel
leading to a generalized infection and the death of the host. The aim of this thesis was the
further elucidation of molecular details of the host-pathogen interaction during pathogenesis
of an infection of bee larvae with P. larvae. For this purpose two confirmed virulence factors
were further investigated: PICBP49 secreted by P. larvae genotypes ERIC | and ERIC Il, as
well as the ERIC Il specific S-layer protein SplA.

At first a further characterization of PICBP49, a virulence factor with chitin-binding
and -degrading activity, was performed. This general virulence factor is used by P. larvae
genotypes ERIC | and ERIC Il to degrade the peritrophic membrane (PM). Since the
degradation of the PM marks the transition from non-invasive to invasive lifestyle and
PICBP49 is secreted from both P. larvae genotypes, this could be a possible intervention
point in the control of AFB. In context of this work additional similarities of PICBP49 and
CBP21 of Serratia marcescens, a well described member of the AA10 family of Iytic
polysaccharide monooxygenases (LPMOs), could be demonstrated. Therefor cbp49 was
successfully expressed in E. coli and assays were performed to further functionally and
biochemically characterize PICBP49. Besides the preference for p-chitin as substrate, the
best substrate turnover was achieved after two hours of incubation at pH 7. These results
and the first product profile of PICBP49 illustrate many similarities with CBP21. The
assumption that PICBP49 degrades chitin substrates like CBP21 over a metal
ion-dependent, oxidative mechanism could be sustained and the results of this work describe
basic parameters for future in-depth studies.

In this study the ERIC lI-specific S-layer Protein SplA was expressed in the naturally SplA-
deficient ERIC | strain ATCC9545. The heterologous expression could be verified in vivo by
fluorescence-labelled monoclonal antibodies and fluorescence microscopy. In exposure
bioassays with the ERIC I+sp/A mutant no hyper-virulence in comparison with the wild type

could be detected. Cloning of only one virulence factor is not sufficient to initiate the
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complete pathogenetic strategy of P. larvae ERIC II. Additional not yet known factors are
presumably necessary to trigger the complex pathogenetic strategy.

The investigation of the immune response of larva during an infection with P. larvae was
already subject of several studies with contradicting results. The influence of the infecting
P. larvae genotype has been utterly neglected. Through the comparative transcriptome
analysis, via RNA-Seq, it could be demonstrated that an infection of larvae with the different
P. larvae genotypes ERIC | or ERIC Il, results in a change of expression of immune-relevant
genes three days after infection. The increased expression of antimicrobial peptides (AMPs)
was outstanding. Depending on the infecting P. larvae genotype different combinations of
AMPs were expressed. Furthermore a stronger immune response was observed in ERIC II-
infected larvae and the assumed masking of P. larvae ERIC Il through the S-layer protein
could be rejected. These results point to a genotype-specific immune response of larvae to a
P. larvae infection. Although insects are devoid of an adaptive immune system, in the
present study it could be demonstrated that not solely the species of the pathogen, but also
the infecting genotype is a crucial factor and has profound influence on the host immune
response. Further investigations of the host-pathogen interaction of honey bee larvae and
P. larvae need to consider the infecting genotype of the pathogen.

In an additional experiment the expression of selected immune-relevant genes was analysed
in individual larvae and the results of the comparative transcriptome analysis could be
verified. In addition to the expression of different AMPs, depending on the infecting genotype,
a stronger immune response in ERIC ll-infected larvae could be approved. Since ERIC II-
infected larvae die within a very short time and mount a stronger immune response, it seems
likely that the costly immune response contributes to the premature death of the larva.

Taken together in this thesis the general virulence factor PICBP49 was further biochemically
characterized. In addition the investigation of the pathogenetic strategy of P. larvae ERIC Il
was advanced through the heterologous expression of SplA in P. larvae ERIC |. Furthermore
the immune response of the larva was analysed and it could be demonstrated that not only
the pathogen species, but also the genotype is crucial for the host immune response. These
results broaden our understanding of host-pathogen interaction of honey bee larvae and
P. larvae.
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8. Anhang
8.1. Zusatzliche Abbildungen

pAD43-25+
splA-Hisg-ery

S
o)
=
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Zusatzliche Abbildung A 1: Erfolgreiche Klonierung von sp/A-Hisg in den Vektor pAD43-25-ery.
Der Restriktionsenzymverdau mit den Enzymen Xbal und Sphl und anschlieRender Auftrennung des
Verdaus mittels Gelelektrophorese zeigte 2 Banden korrekter GroRe. Die mit einem roten Stern
makierten Banden entsprechen dem inserierten sp/A (3051bp) und dem Plasmidrickgrat (8020 bp).
Bei der obersten Bande bei ca. 10,0 kb (blauer Stern) handelt es sich um nicht verdauten Vektor.
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Zusitzliche Abbildung A 2: Anderung der Expression ausgewihlter Gene aus der qPCR und
der RNA-Seq-Analyse. Dargestellt sind die Anderungen der Expression in Ifc (log,fold change) fiir
sechs ausgewahlte Gene untersucht mittels qPCR (y-Achse) und RNA-Seq (x-Achse). Das
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Konfidenzintervall fur das Konfidenzniveau von 95% ist grau unterlegt. Der R®Wert des

entsprechenden linearen Modells ist in der rechten unteren Ecke angegeben.

100% 12917 632,38 m/z, 2+, 1.262,75 Da, Parent Error: 0,39 ppm |
A K N+1 G \ | Y \Y; G H R
g 80% = H G v Vv I v G N+ K A I
2 60%
3
[
o 40% y9
% 20% 2100,1? . v6 v8
® Yl y3 bayé Y y7 ‘ 10
0% [] y2b3 l 1 | l | yx
100 200 300 400 500 6r(r)1(/)z 700 800 900 1000 1100 1200
Sequence coverage | [T T 1 11 [T ]
Protein P 49
Accession gi|402172923
Prob 100%
%Spec 1,6%
#Pep 45
#Unique 67
#Spec 96
%Cov 74%
m.w. 49 kDa

Zusitzliche Abbildung A 3: MS-Orbitrap Spektrum und Sequenzanalyse der unteren Bande des
recPICBP49. Bei der unteren Bande handelt es sich um recPICBP49 mit N-terminaler CBM33
Domaéane und 2 FN-IlII-Doméanen, die C-terminale CBM5/12 Doméane fehlt jedoch (vgl. Abb. 12).
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Zusitzliche Abbildung A 4: SDS-PAGE Analyse von Akta-Fraktionen nach Aufreinigung von
P. larvae Uberstinden iiber Chitin Resin (NEB) mittels Affinititschromatographie. Auf der Hohe

von 49 kDa ist lediglich eine Bande detektierbar. PICBP49 liegt in der naturlichen Form mit 4

Domanen vor. M =

Xl
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8.2. Zusatzliche Tabellen

Tab. Z1: Zugeordnete Fragmentanzahlen der RNA-Seq Poolproben

zugeordnete mehrfach eindeutig
Probe Fragmentanzahl  zugeordnete zugeordnete
(gesamt) Fragmentanzahlen = Fragmentanzahlen
ATCC9545d 7065046 260922 6804124
o ATCC9545e 7822669 282969 7539700
% é_ ATCC9545f 6871163 290035 65611204
g 2 6581128
:-). G Kontrolle d 8998898 301434 8697464
w Kontrolle e 9331242 321118 9010124
Kontrolle f 8959696 309968 8649728
DSM25430d 3743951 168923 3575028
% _ DSM25430e 7110330 283836 6826494
g % DSM25430f 9573386 328610 9244776
E’_ 8 Kontrolle d 9019846 312664 8707182
Jj Kontrolle e 8520775 295760 8225015
Kontrolle f 9805112 332929 9472183

Tab. Z2: Anzahl differentiell exprimierter Gene (DEGs) in den experimentellen Gruppen. Die

Sortierung der DEGs in extrem hochregulierte Gene (“++”, Ifc > 1), hochregulierte Gene (“+”, 0 < Ifc <

“ o

1), herunterregulierte Gene (“-“, -1 < Ifc < 0) und extrem herunterregulierte Gene (“--”, Ifc < -1). Die
Vergleich der Anzahl der DEGs erfolgte mittels Chi-Quadrat-Test (Homogenitatstest).

lfc>1 0O<lfc<1

(-1)<lfc<0 Ifc<(-1)

++ + -
Experimentelle Gruppe |
(ERIC I-inf. vs. nicht-inf. 9 102 91 3
Kontrolle 1)
Experimentelle Gruppe Il
(ERIC ll-inf. vs. nicht-inf. 40 127 134 10
Kontrolle II)

*k%* *%
Chi-Quadrat-Test (p-Wert) 0,0007832 0,001191
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Tab. Z3: DESeq2-Werte von Genen mit Zuordnung zu Signalwegen.

ERIC | vs. control |

ERIC Il vs. control Il

log2Fol
base d base |log2Fold BEEBASE
gene Mean |Change| padj | Mean | Change | padj | pathway| ID |gene ID ID name_gff description

gene10328 gene serine protease
412536 56,62 |0,09 0,8681 156,62 0,04 0,9668 [Toll 10328 412536 |GB17012 [serpin-1 inhibitor 1
genel1279_ gene
725154 353,87 10,45 0,1509 353,87 |0,72 0,0111 [Toll 1279 [725154 |GB14044 |[SP14 serine protease 14

myeloid differentiation
gene2252_ gene primary response factor
413194 233,34 |-0,01 0,9795)233,34 |0,21 0,6693 [Toll 2252 1413194 |GB12344 |Myd88 88
gene237_ gene TNF-receptor-associated
551819 86,82 |-0,28 0,4472186,82 |-0,13 0,8370 [Toll 237 551819 |GB10539 (Traf6 factor 6
gene2929 gene
412703 465,51 |-0,01 0,9916 465,51 |0,14 0,8486 [Toll 2929 412703 |GB18520 |Toll-1 toll like receptor 1
gene3079_ gene NF-kappa-B inhibitor
725124 349,29 10,22 0,6237 349,29 (0,34 0,5149 [Toll 3079 [725124 |GB10655 |cact1 cactus 1
gene3108_ gene NF-kappa-B inhibitor
411012 446,70 (0,66 0,0304 j446,70 (0,65 0,0284 [Toll 3108 (411012 |GB13520 |cact2 cactus 2

GB19066,

gene3119_ gene GB19537,
406086 446,25 |-0,18 0,6618 |446,25 |0,11 0,8609 [Toll 3119 1406086 |GB30211 |DI dorsal
gene3365_ gene
552594 883,67 (0,14 0,6828 1883,67 (0,12 0,8201 [Toll 3365 |[552594 |GB13677 |cactin cactin protein
gene4970_ gene
411712 5,06 0,44 NA 5,06 0,28 NA Toll 4970 411712 |GB18032 |DI-2 dorsal-2
gened5221_ gene
725368 286,61 |-0,30 0,3435]286,61 |-0,18 0,7083 [Toll 5221 [725368 |GB15684 |tub tube protein
gened227_ gene
552034 342,65 |-0,01 0,9835|342,65 |-0,01 0,9873 [Toll 5227 552034 |GB17961 |[Tollip toll interacting protein
gened5890_ gene peptidoglycan
727472 109,97 0,10 0,8672]109,97 10,41 0,4876 [Toll 5890 (727472 |GB17879 |PGRP-S3 |recognition protein S3
geneb386_ gene NF-kappa-B inhibitor
552778 172,53 0,00 0,99801172,53 |-0,02 0,9788 [Toll 6386 |552778 |GB11883 |cact3 cactus 3
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Tab. Z3: DESeq2-Werte von Genen mit Zuordnung zu Signalwegen.

ERIC | vs. control |

ERIC Il vs. control Il

log2Fol
base d base |log2Fold BEEBASE

gene Mean |Change| padj | Mean | Change | padj | pathway| ID |gene ID ID name_gff description
geneb568 gene
413749 2871,97 (0,13 0,6475 §2871,97 |0,26 0,4012 JToll 6568 413749 |GB19582 [serpin-5 serine protease inhibitor 5
gene6581_ gene
410229 141,69 10,52 0,1831 141,69 |0,34 0,5414 [Toll 6581 [410229 |GB17781 [Toll-6 toll like receptor 6
geneb583 gene
410231 58,40 |-0,04 0,9558 158,40 |-0,04 0,9668 [Toll 6583 [410231 |GB10640 (Toll-8 toll like receptor 8
gene6630_ gene
410235 47,38 10,01 0,991047,38 10,07 0,9433 [Toll 6630 [410235 |GB16299 |[Toll-10 toll like receptor 10
gene7612_ gene
408317 119,34 |-0,07 0,9208 119,34 |-0,39 0,5223 [Toll 7612 408317 |GB13812 |spz6 spatzle 6
gene7617_ gene
409070 808,88 |-0,13 0,61801808,88 |-0,18 0,5645 [Toll 7617 1409070 |GB16970 |PIli pellino
gene8074 _ gene
725353 181,69 |-0,06 0,9131]1181,69 |0,14 0,8421 [Toll 8074 |725353 |GB11869 |spz2 spatzle 2
gene8106_ gene serine/threonine-protein
551608 211,58 |-0,08 0,87521211,58 |-0,05 0,9515 [Toll 8106 [551608 |GB16397 |pelle kinase pelle
gene8573_ gene peptidoglycan
725158 55,57 0,11 0,8625155,57 |-0,17 0,8341 [Toll 8573 |725158 |GB15371 |PGRP-S1 [recognition protein S1
gene8574_ gene peptidoglycan
412484 83,71 0,39 0,3147 183,71 0,89 0,0064 [Toll 8574 (412484 |GB19301 |Pgrp-s2 recognition protein S2
gene9395 gene
724250 50,59 0,06 0,9185150,59 10,20 0,7850 [Toll 9395 |724250 |GB17927 |SP10 serine protease 10
gene9565 gene
726698 263,19 |-0,07 0,82721263,19 |-0,20 0,5509 [Toll 9565 |726698 |GB15640 |SP13 serine protease 13
gene9835_ gene K(lysine)
552646 228,34 0,01 0,9894 228,34 |-0,23 0,5547 [Toll 9835 |552646 |GB19492 |LOC552646 [acetyltransferase 2A
gene10115_ gene
552062 100,69 10,11 0,82101100,69 |-0,11 0,8759 |RNAI 10115 |552062 |GB12654 |AGO1 argonaute 1
gene1104_ gene endoribonuclease Dicer-
726766 393,42 |-0,20 0,4107 393,42 10,26 0,3814 |RNAI 1104 |726766 |GB15170 [LOC726766 |like
gene1350_ gene
725388 316,96 |-0,17 0,5016 316,96 |-0,22 0,4809 JRNA. 1350 |725388 |GB15508 [|armi armitage
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Tab. Z3: DESeq2-Werte von Genen mit Zuordnung zu Signalwegen.

ERIC | vs. control | ERIC Il vs. control Il
log2Fol
base d base |log2Fold BEEBASE

gene Mean |Change| padj | Mean | Change | padj | pathway| ID |gene ID ID name_gff description
gene2125_ gene
410968 225,60 |-0,10 0,7527 ]225,60 (0,15 0,6909 | RNAI 2125 |410968 |GB12740 |drosha drosha protein
gene2158_ gene
408762 148,03 |-0,31 0,4294 1148,03 10,15 0,8214 | RNAI 2158 |408762 |GB12617 |Pimet piRNA methyltransferase
gene3533 _ gene
727113 172,21 |-0,41 0,22441172,21 |-0,38 0,3682 | RNAI 3533 [727113 |GB13563 |spn-E spindle E
gene3617_ gene endoribonuclease Dicer-
552127 229,18 |-0,33 0,3462 229,18 |-0,13 0,8388 | RNAI 3617 552127 |GB11966 |Dcr-1 1
gened746_ |15092,7 15092,7 gene uncharacterized
409410 5 -0,21 0,353215 -0,31 0,1737 | RNAI 4746 1409410 |GB14907 |LOC409410|LOC409410
gene4933 gene
552259 3299,55 |-0,62 0,0008 13299,55 |-0,61 0,0002 |RNAI 4933 |552259 |GB12860 (Tudor-SN [tudor-SN protein
gene5409 gene microprocessor complex
414009 95,47 |0,38 0,3794 195,47 |-0,10 0,9097 | RNAI 5409 414009 |GB18188 |LOC414009 |subunit DGCRS8-like
geneb5744_ gene
409557 181,08 10,05 0,92091181,08 0,36 0,3852 | RNAI 5744 1409557 |GB17844 |mael maelstrom
gene6870_ gene
411577 662,91 |-0,13 0,70141662,91 10,48 0,0835 | RNAI 6870 |411577 |GB15464 |AGO2 argonaute 2
gene724_ gene
409093 3148,59 (0,19 0,3557 13148,59 |-0,04 0,9181 |RNAI 724 1409093 |GB10259 |Chro chromator
gene8218 _ gene chromobox protein
410395 1302,25 |-0,02 0,952911302,25 |-0,21 0,5315 |RNAI 8218 |410395 |GB11864 |LOC410395homolog 1-like
gene8744_ gene
726768 1539,11 |-0,17 0,4107 |1539,11 |-0,16 0,5944 | RNAI 8744 |726768 |GB15283 |LOC726768
gene8782_ gene DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)
412313 420,63 |0,00 0,9988 1420,63 10,07 0,8955 | RNAI 8782 (412313 |GB11852 |DDX17 box polypeptide 17
gene9123_ gene
410561 120,20 |-0,15 0,75521120,20 |-0,14 0,8440 |RNAI 9123 |410561 |GB13061 |zuc zucchini

fragile X mental

gene9741_ gene retardation syndrome-
410580 802,03 |-0,46 0,03921802,03 |-0,37 0,1204 | RNAI 9741 |410580 |GB13449 |Fmr1 related protein 1
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Tab. Z3: DESeq2-Werte von Genen mit Zuordnung zu Signalwegen.

ERIC | vs. control | ERIC Il vs. control Il
log2Fol
base d base |log2Fold BEEBASE

gene Mean |Change| padj | Mean | Change | padj | pathway| ID |gene ID ID name_gff description
gene10000_4 gene tyrosine-protein
12529 374,94 1-0,31 0,2334 374,94 |-0,33 0,2704 |Jak/STAT (10000 412529 |GB10063 |csw phosphatase corkscrew
gene10111_4 gene thiolester-containing
13980 110,24 |-0,50 0,23341110,24 |-0,32 0,6028 |Jak/STAT [10111 413980 |GB18789 |TEPA protein A
gene10367_ gene signal transducing
551140 345,98 0,01 0,9786 345,98 10,06 0,8892 |Jak/STAT |10367 551140 |GB12395 |Stam adaptor molecule
gene1038_ gene phosphotidylinositol 3
408577 826,20 0,17 0,6013 826,20 |-0,10 0,8440 |Jak/STAT 1038 [408577 |GB10673 |LOC408577 |kinase 21B ortholog
gene10693 gene suppressor of cytokine
413772 117,53 }-0,32 0,41691117,53 10,28 0,5996 |Jak/STAT 10693 413772 |GB13951 |Socs7 signaling 7
genel1477_ gene sprouty-related protein
412008 49,71 -0,63 0,1013 |49,71 -0,02 0,9789 |Jak/STAT 1477 412008 |GB13001 |Spred with EVH-1 domain
gene3310_ gene protein inhibitor of
551174 352,35 0,13 0,6997 352,35 10,10 0,8440 |Jak/STAT |3310 |551174 |GB18362 |D-PIAS activated STAT
gene3615_ gene
726002 441,88 |-0,02 0,9610 441,88 10,06 0,9036 |Jak/STAT |3615 [726002 |GB16422 |hop hopscotch
gene4537_ gene thiolester-containing
726883 302,69 |0,01 0,97951302,69 |-0,02 0,9756 |Jak/STAT 4537 [726883 |GB11563 |TEPB protein B
gened947_ gene thiolester-containing
408926 1451,49 (0,04 0,944011451,49 10,09 0,8877 |Jak/STAT (4947 |408926 |GB12605 |TEP7 protein 7
gened417_ gene
413183 279,43 |-0,20 0,65701279,43 |-0,03 0,9717 |Jak/STAT (5417 413183 |GB14028 |CycD cyclin D
gene7771_ gene RAC serine/threonine-
413430 331,37 |-0,26 0,2961 1331,37 |-0,09 0,8486 |Jak/STAT (7771 413430 |GB15685 |Akt1 protein kinase

phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase

gene7864 _ gene catalytic subunit delta
551500 422,27 |-0,19 0,4626 |422,27 |-0,04 0,9313 |Jak/STAT |7864 |551500 |GB19635 |LOC551500|isoform-like
gene804 _ gene suppressor of cytokine
552036 429,41 |-0,42 0,1166 429,41 |-0,16 0,7334 |Jak/STAT |804 552036 |GB18949 |Socs-5 signaling 5
gene8142_ gene
552718 685,61 |-0,06 0,8826 1685,61 10,05 0,9368 |Jak/STAT |8142 |552718 |GB13686 |Sos son of sevenless
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Tab. Z3: DESeq2-Werte von Genen mit Zuordnung zu Signalwegen.

ERIC | vs. control | ERIC Il vs. control Il
log2Fol
base d base |log2Fold BEEBASE
gene Mean |Change| padj | Mean | Change | padj | pathway| ID |gene ID ID name_gff description
gene8816_ gene downstream of receptor
550857 621,51 |-0,47 0,1057 621,51 |-0,33 0,3876 |Jak/STAT [8816 550857 |GB15989 |drk kinase
gene883 gene e3 ubiquitin-protein
411982 212,25 |-0,02 0,9669 212,25 |-0,20 0,6978 |Jak/STAT |883 411982 |GB16551 |LOC411982|ligase CBL-B-like
signal-transducer and
gene9654 _ gene STAT92E- |activator of transcription
413742 527,91 |-0,12 0,7950 527,91 |-0,04 0,9546 |Jak/STAT [9654 413742 |GB18923 |like protein at 92E ortholog
gene9949 gene
725117 373,66 |-0,31 0,3226 1373,66 |-0,11 0,8572 |Jak/STAT |9949 [725117 |GB12262 |sty
gene10405_ gene [1005776 LOC100577 juncharacterized
100577690 (71,43 |-0,04 0,9393171,43 10,19 0,7312 |iImd/JNK {10405 |90 690 LOC100577690
gene10643_ gene TGF-beta activated
413809 284,19 |-0,46 0,0709 284,19 |-0,31 0,3550 [Imd/JNK {10643 413809 |GB14664 |Tak1 kinase 1
inhibitor of nuclear factor
genel1413_ gene kappa-B kinase subunit
550741 70,92  |-0,31 0,4669170,92 |-0,37 0,4840 [Imd/JNK [1413 550741 |GB15273 |ird5 beta
gene2080_ gene
409286 625,80 0,30 0,3564 1625,80 10,15 0,7791 |iImd/JNK 2080 [409286 |GB16401 |bsk JNK MAP kinase basket
gene2098 gene
413389 435,00 [0,07 0,80351435,00 0,19 0,5616 [Imd/JNK [2098 (413389 |GB17167 |hem HEM-protein
gene3431_ gene
724169 35,38 |0,05 0,9380135,38 10,90 0,0249 |Imd/UNK 3431 |724169 |GB12212 |Kay
gene3962_ gene [1003025
100302584 190,93 0,53 0,1224 190,93 10,18 0,7691 [Imd/JNK (3962 |84 Imd
gene4578 gene
724930 84,13 |0,01 0,9937184,13 |0,14 0,8609 [Imd/JNK 4578 (724930 |GB17683 |LOC724930|caspase-10-like
gene5006_ gene peptidoglycan
408924 157,36 |0,40 0,2555]157,36 0,00 0,9997 [Imd/JNK 5006 408924 |GB17188 |PGRP-LC |recognition protein LC
geneb366_ gene
726289 1972,85 |0,83 0,0260 ]1972,85 |0,97 0,0036 [Imd/JNK 6366 (726289 |GB12004 |Jra
gene8016_ 897,13 0,08 0,7856 1897,13 10,46 0,0165 |Imd/JNK |gene [552247 |GB13742 |Rel NF-kappaB transcription
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ANHANG

Tab. Z3: DESeq2-Werte von Genen mit Zuordnung zu Signalwegen.

ERIC | vs. control | ERIC Il vs. control Il
log2Fol
base d base |log2Fold BEEBASE

gene Mean |Change| padj | Mean | Change | padj | pathway| ID |gene ID ID name_gff description
552247 8016 factor relish
gene842 gene
413374 233,31 |-0,04 0,9249 233,31 (0,04 0,9486 |Imd/JNK (842 413374 |GB11057 |lap2 inhibitor of apoptosis 2
gene8623 gene inhibitor of kappaB
724728 706,48 10,19 0,5787)706,48 |0,11 0,8424 limd/IJNK (8623 724728 |GB17106 |IKKgamma kinase gamma
gene9178_ gene
726947 496,38 0,35 0,3867 }496,38 (0,27 0,6341 Jimd/JNK (9178 726947 |GB18650 |Tab Tak1-binding protein
gene10106_ gene transcription factor BTF3
726620 3292,68 |-0,29 0,2381 13292,68 |-0,31 0,2808 Japoptosis (10106 (726620 LOC726620|homolog 4-like
gene10731_ gene
412235 173,84 |-0,58 0,0992 173,84 |-0,01 0,9885 Japoptosis [10731 412235 |GB19042 |LOC412235 |caspase-1-like
gene1643_ gene [1005783 LOC100578|apoptotic protease-
100578356 64,46 |-0,77 0,0530164,46 |-0,49 0,3280 |apoptosis (1643 |56 356 activating factor 1-like
gene1650_ gene e3 ubiquitin-protein
726899 177,42 |-0,18 0,6896 |177,42 |-0,18 0,7782 Japoptosis [1650 (726899 |GB12440 |LOC726899 |ligase IAP-3-like
gene2233 _ gene TNF receptor-associated
408754 166,92 |-0,14 0,6871]1166,92 |-0,14 0,7759 Japoptosis 2233 408754 |GB10394 |LOC408754 [factor 4-like
gene2510_ gene
411613 137,33 |-0,03 0,95901137,33 10,19 0,7671 |apoptosis 2510 411613 |GB18455 |LOC411613 buffy
gene304_ gene
412212 1708,30 [-0,26 0,1607 |1708,30 [-0,40 0,0203 Japoptosis {304 412212 |GB16024 |AIF apoptosis inducing factor
gene3142_ gene death-associated protein
408918 2862,59 (0,47 0,0561 ]2862,59 0,59 0,0077 Japoptosis |3142 408918 |GB16354 |LOC408918|1-like
gene3609_ gene baculoviral IAP repeat-
411115 2075,00 |0,21 0,4710J2075,00 (0,14 0,7544 |apoptosis |3609 411115 |GB15652 |LOC411115|containing protein 6-like
gene3664 _ gene
408844 1199,36 |0,03 0,964111199,36 (0,52 0,1737 Japoptosis |3664 408844 |GB19901 |puc puckered
gene3886_ gene
411381 210,46 |-0,56 0,0966 210,46 |-0,53 0,1686 |apoptosis |3886 411381 |GB16450 |LOC411381|caspase-like
gene3969_  |29270,2 29270,2 gene
409728 8 0,35 0,0644 18 0,07 0,8440 Japoptosis |3969 409728 |GB11132 |RpS5a
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ANHANG

Tab. Z3: DESeq2-Werte von Genen mit Zuordnung zu Signalwegen.

ERIC | vs. control | ERIC Il vs. control Il
log2Fol
base d base |log2Fold BEEBASE
gene Mean |Change| padj | Mean | Change | padj |pathway| ID |gene ID ID name_gff description
gene8312_ gene |1005768 LOC100576
100576819 70,61 -0,47 0,2766 |70,61 |-0,12 0,8934 |apoptosis [8312 |19 819 caspase-2-like
gene9189 gene [1005764 LOC100576 [serine/threonine-protein
100576402 |264,67 |-0,39 0,2519 264,67 |-0,16 0,7872 |apoptosis {9189 |02 402 kinase atr-like
gene9420_ gene |1005771 LOC100577
100577122 196,83 0,01 0,99181196,83 |-0,14 0,8440 |apoptosis [9420 |22 122 tumor protein p73-like
gene9609 _ gene transcription factor mblk-1-
408521 223,76 |0,56 0,1149 223,76 0,46 0,2772 fapoptosis |9609 408521 |GB17328 |Mblk-1 like
gene10035_ gene
406140 583,61 |0,14 0,7552 583,61 |1,17 0,0000 |effector {10035 |406140 |GB13473 |Apid1 apidaecin 1
gene10123_ gene
409663 2925,38 (0,68 0,0009 ]2925,38 10,19 0,5623 |effector {10123 409663 |[GB19988 |Lys-3 lysozyme 3
gene4022_ gene
406142 1312,81 0,12 0,8009 |1312,81 |1,55 0,0000 |effector 4022 406142 |GB17538 |LOC406142|hymenoptaecin
gene4329_ gene
406143 619,42 (0,76 0,02401619,42 |0,66 0,0516 |effector 4329 406143 |GB19392 |Def1 defensin 1
gened4452_ gene
406093 43,91 0,12 0,8129143,91 |-0,47 0,3024 |effector 4452 406093 |GB19468 |LOC406093 apisimin
gene7069_ gene
406144 56,46 0,19 0,6304 156,46 |0,88 0,0018 |effector {7069 406144 |GB18323 |LOC406144 [abaecin
gene8533 gene
725110 1243,10 |0,02 0,9606 |1243,10 |-0,02 0,9703 |effector |8533 |725110 |GB10231 |Lys-1 lysozyme 1
gene8534 gene
724899 119,32 |-0,01 0,98301119,32 |0,27 0,6595 |effector |8534 724899 |GB15106 |Lys-2 lysozyme 2
gene8853 gene
406155 227,66 (0,14 0,8009 |227,66 |0,23 0,7347 |effector 8853 406155 |GB18313 |PPO phenoloxidase subunit A3
gene9879_ gene
406115 440,86 |0,24 NA 440,86 |1,26 0,0000 |effector {9879 406115 Apid73 apidaecin
gene9986 gene
413397 0,07 0,00 NA  ]o,07 -0,01 NA Jeffector 19986 413397|GB10036  |Def2 defensin 2
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