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1 Einleitung

1.1 Galleria mellonella

Galleria mellonella (G. m.), die Grolle Wachsmotte aus der Familie der
Lepidoptera, hat sich zu einem erfolgreichen und zuverlassigen Wirtsmodell
unter den Insekten entwickelt (Mukherjee et al., 2014). Der Einsatz des
wirbellosen Organismus G. m. im Larvenstadium findet in der Wissenschaft
zunehmend an Bedeutung, da er zahlreiche experimentelle Vorteile bietet. G. m.
kann unter einfachen Laborbedingungen gezuchtet werden und ist durch eine
kurze Reproduktionszeit fruhzeitig vor der Verpuppung fur Experimente
verfugbar. Zusatzlich ermdglicht die Groe der Larven eine einfache
Handhabung, die muhelose Injektion von Pathogenen (Inokulation) und die
Entnahme von Hamolymphe. Uberdies toleriert G. m. eine Temperatur von 37°C,
was die Nachahmung der thermalen Bedingungen im menschlichen Koérper
ermoglicht und somit die Relevanz fur die Erforschung humanpathogener
Prozesse erhoht (Wu et al., 2014). Auf Grund dieser Eigenschaften erweist sich
G. m. als ein zeit- und kostensparendes Versuchsmodell in der Erforschung
bakterieller Pathogenesen (Brennan et al., 2002). Daruber hinaus stellt G. m. als
wirbelloser Organismus eine ethisch vertretbare Alternative zu Experimenten an
Wirbeltieren dar (Mukherjee et al., 2014). AuRerdem wurde das Genom von G.
m. bereits sequenziert und von Lange et al. (2018) veroffentlicht. Dies ermoglicht
die differentielle Genexpression nach Inokulation in. G. m. zu untersuchen, um
beispielsweise Homologien zu Wirbeltieren zu identifizieren (Lange et al., 2018).
In vorangehenden Studien konnte bereits nachgewiesen werden, dass die
Virulenz einiger humaner Pathogene in G. m. positiv mit der in Mausen und
Makrophagen korreliert (Brennan et al., 2002, Wand et al., 2011) und dass die
Ergebnisse der Infektion durch die Injektion der Pathogene direkt in die
Hamolymphe Homologien mit denen &hnlicher Studien an Saugetieren
aufweisen (Barros et al., 2019).

G. m. Larven werden bereits vielfaltig eingesetzt: Sie eignen sich fur das schnelle
Screening neuartiger Bakterien, die Untersuchung antimikrobieller Wirksamkeit,
die Bestimmung der Toxizitat von Medikamenten und als Bioindikator fur die



mikrobielle Qualitat von Wasser (Barros et al., 2019, Hernandez et al., 2019).
Durch die Infektion von G. m. mit humanpathogenen Erregern wie Pseudomonas
aeruginosa (Benthall et al., 2015, Chadwich, 1971, Koch et al., 2014),
Enterococcus faecium (Lebreton et al., 2011), Staphylococcus aureus (Gibreel et
al., 2013), Streptococcus pyogenes (Loh et al., 2013) und Candida albicans
(Jacobsen, 2014) konnte die Virulenz dieser Erreger weiter charakterisiert
werden. DarUber hinaus kann G. m. zur Untersuchung der angeborenen
Abwehrreaktionen auf Krankheitserreger verwendet werden, da das angeborene
Immunsystem von G. m. Parallelen, mit dem der Wirbeltiere und des Menschen

aufweist, wie es nachfolgend ausfuhrlicher beschrieben wird.

1.2 Immunsystem der G. mellonella

Ein interessantes Merkmal des Immunsystems von Insekten ist, dass es im
Vergleich zu Wirbeltieren keine spezifische Immunantwort auf Pathogene,
basierend auf Lymphozyten und Immunglobulinen, besitzt (Ratcliffe, 1985). Das
angeborene Immunsystem verfugt Uber in der Keimbahn kodierte Faktoren zur
Identifizierung und Abtotung von Fremdkorpern. Das erworbene Immunsystem
indessen bildet durch somatische Rekombination Immunzellrezeptoren und
Immunglobuline zur hochspezifischen Erkennung von Antigenen und schafft die
Grundlage fur die Entwicklung eines immunologischen Gedachtnisses (Lavine et
al., 2002). Das bedeutet, dass der Abwehrreaktion von Invertebraten die hohe
Spezifitat von Vertebraten fehlt (Boman et al., 1987). Dennoch ist das
Immunsystem der Invertebraten aufgrund schnell mobilisierbarer und effektiver
humoraler und zellularer Komponenten und ihrer komplexen Interaktion aulRerst
effizient (Ratcliffe, 1985, Mowlds et al., 2010, Vilmos et al., 1998). Die
Korperhohle der Insekten wird als Hamocoel bezeichnet. Darin befindet sich die
Hamolymphe, die funktionell mit dem Blut der Wirbeltiere vergleichbar ist. Sie
transportiert Nahrstoffe, Abfallprodukte und Signalmolekule (Bergin et al., 2003).
AuBerdem enthalt sie zellulare Bestandteile, die Hamozyten, und humorale
Bestandteile, wie antimikrobielle Peptide (AMP), wodurch das Immunsystem in
der Lage ist den Organismus vor Eindringlingen zu schutzen (Bergin et al., 2003).



Die Abwehrzellen der G. m., die Hdmozyten, konnen in verschiedene Typen
unterteilt werden. Dazu gehéren unter anderen die Plasmatozyten und die
Granulozyten. Diese stimulieren die Interaktion zwischen Immunzellen und
Fremdkorpern und sind am Prozess der Phagozytose beteiligt (Tojo et al., 2000).
Ein Teil der Hamozyten zirkulieren frei im Hamocoel, wahrend die Mehrzahl in
Organen wie dem Fettkorper und dem Darm stationiert sind und bei
Entzindungsgeschehen mobilisiert werden konnen (Ratcliffe, 1985). Die
Verkapselung stellt neben der Phagozytose einen weiteren wichtigen
Verteidigungsmechanismus bei Infektionen dar. Parasiten oder eine grolle
Anzahl an Mikroorganismen, die in den Organismus eindringen und fur die
phagozytierenden Zellen zu grol3 sind, kdnnen durch den Mechanismus der
Verkapselung mit mehrschichtigen Hulllen aus Zellverbanden isoliert werden.
Durch diesen komplexen und interaktiven Prozess ist es mdglich innerhalb
kurzester Zeit eine grof3e Anzahl von Bakterien vor dem Kreislauf abzuschirmen.
Toxische Produkte sorgen dann fur die Abtotung des Kapselinhalts (Ratcliffe,
1985). Daruber hinaus, ahnlich wie die Neutrophilen bei Wirbeltieren, sind
Hamozyten von G. m. nach einer Injektion von Bakterien in der Lage sogenannte
Extracellular Traps (ET), in Form von extrazellularen Geflechten aus DNA und
toxischen Granula-Inhalten zu produzieren, um den Organismus vor einer
bakteriellen Infektion zu schiutzen (Chen et al., 2021). Als zusatzliche Reaktion
des Immunsystems konnen eindringende Pathogene im Rahmen der
enzymatischen Melanisierung von einer Melaninschicht Uberzogen werden. Es
entsteht ein dunkles, den Erreger umhullendes Proteingeflecht. In dieser Isolation
werden die Erreger durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und Nahrungskarenz
abgetotet oder konnen phagozytiert oder durch die Nodulation vernichtet werden.
Dabei werden viele Enzyme und Pattern Recognition Receptors der
Melanisierungsreaktionen von den Hamozyten gebildet (Hillyer, 2016). Diese
Melanisierung kann bei einer letalen Infektion der G. m. mit Salmonella enterica
Serovar Typhimurium (S. T.) makroskopisch beobachtet werden. Die Larven
verfarben sich mit der Zeit von weil3 bis graulich-schwarz, woraufhin sie
versterben. Bei dem Prozess der Nodulation (Knétchenbildung) konnen ebenfalls
groRe Anhaufungen von Bakterien durch Hamozyten und deren Degranulation



gebunden und umhullt werden. Die dabei entstehende Bakterienaggregate

melanisieren zu knotenahnlichen Strukturen (Hillyer, 2016).

Zu der humoralen Immunantwort gehort die durch eine Infektion induzierte
Bildung von Abwehrmolekulen, die Gerinnung der Hamolymphe und der
Mechanismus der Wundheilung (Dekkerova-Chupacova et al., 2018). Da
Insekten ausschlielBlich auf das angeborene Immunsystem angewiesen sind,
mussen die dazugehdrigen antimikrobiell wirksame Substanzen (wie AMPs) der
humoralen Immunantwort sehr effizient sein (Bolouri Moghaddam et al., 2016).
AMPs wirken haufig gegen ein breites Spektrum an Mikroben und verhindern
eine Infektion (Barros et al., 2019). Zu den Wirkmechanismen der AMPs gehoren
die Storung der Membranintegritdat der mikrobiellen Zellwand und die
Suppression intrazellularer Prozesse einschliellich der Proteinbiosynthese und
DNA-Synthese der Pathogene. Insekten produzieren strukturell und funktionell
unterschiedliche antimikrobiell wirksame Substanzen. Dabei ermdglicht deren
Kombination molekulare Wechselwirkungen und erhoht die Effektivitat und
Robustheit der AMPs und eine im Kollektiv erfolgreiche Bekampfung der

Pathogene (Bolouri Moghaddam et al., 2016).

G. m. bildet mindestens 18 bekannte oder mutmalliche AMPs verschiedener
Arten. Dazu gehdort Cecropin A, ein starkes AMP welches durch den Einbau in
die Zellmembran oder deren direkte Zerstorung das Pathogen schwacht (Bolouri
Moghaddam et al., 2016). Bei dem hydrolytischen Enzym Lysozym von G. m.
wurde eine geringe enzymatisch antimikrobielle Aktivitat gegen gramnegative
Bakterien dokumentiert. Auflerdem wird vermutet, dass Lysozym durch eine
synergistische Wirkung mit anderen Substanzen (wie Cecropin und Defensinen)
deren Aktivitat gegen gramnegative Bakterien erhohen konnte (Zdybicka-
Barabas et al., 2013). Cecropin D ist ein wichtiges AMP der Lepidoptera. Es
interagiert effektiv mit bakteriellen Zellhillen, wie Lipopolysaccharide (LPS), und
fuhrt dadurch zu einer Diskontinuitdt und Permeabilitat der Zellmembran
(Zdybicka-Barabas et al., 2019). Gloverin ist ein weiteres wirksames AMP gegen
Bakterien. Es wird vermutet, dass dessen antimikrobielle Aktivitat ebenfalls auf
Interaktionen mit bakteriellen LPS basiert, die zu einer Permeabilitat der

bakteriellen Zellmembran fuhrt oder die Bildung der bakteriellen AuRenmembran
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hemmt (Zitzmann et al., 2017). Weitere bekannte AMPs sind Gallerimycin und
Galiomycin (Dekkerova-Chupacova et al., 2018). Apolipophorin Il spielt sowohl
bei der Immunantwort als auch bei dem Lipidtransport eine Rolle. Es erkennt und
bindet Zellbestandteile von Bakterien und Pilzen. Zusatzlich ist es an der
Interaktion zwischen Hamolymphe, Hamozyten und Fettkorperzellen beteiligt. Es
wurde eine antimikrobielle Aktivitat gegen grampositive und gramnegative
Bakterien nachgewiesen und auf3erdem, dass die antimikrobielle Aktivitat von
Lysozym in Gegenwart von Apolipophorin Ill erhoht ist (Zdybicka-Barabas et al.,
2013). Zu der humoralen Immunantwort geh6ren auch Opsonine. Sie erkennen
und markieren Pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMP) und
beglnstigen die Anhaftung humoraler oder zellularer Bestandteile des
angeborenen Immunsystems an die Oberflache der Pathogene. Opsonine liegen
frei um den Fremdkorper oder sind an dessen Oberflachenrezeptoren gebunden.
Zu diesen Molekulen gehoren Agglutinine, komplementahnliche Faktoren und
Produkte der Prophenolaseaktivierung (Ratcliffe, 1985). Hemolin der G. m. dient
als Opsonin zur Verteidigung gegen potenzielle Pathogene. Es wird in
verschiedenen Organen produziert und nach einer Infektion verstarkt exprimiert
(Shaik et al., 2009). Es gibt weitere weniger spezifische immunmodulierende
Faktoren. Dazu gehdrt Stickstoffmonoxid (NO). NO tUbernimmt als Vorlaufer der
reaktiven Stickstoffspezies (RNS) bei der Immunantwort sowohl eine
Signalfunktion als auch eine zytotoxische Rolle. Ein mutmaRlich durch eine
Infektion induziertes Enzym, welches NO in der Hamolymphe produziert, ist die
Stickstoffsynthase (NOS) (Semenova et al., 2014). Der Metalloprotease-Inhibitor
der Insekten (IMPI) wird von G. m. eingesetzt, um Erregern, die Uber Proteasen
in den Organismus eindringen, entgegenzuwirken (Grizanova et al., 2021).

1.3 Salmonella enterica Serovar Typhimurium

Mit dem Ziel, Experimente an Mausmodellen zu reduzieren und aufgrund von
Ahnlichkeiten zwischen dem Immunsystem von Wirbeltieren und dem
angeborenen Immunsystem von Insekten, wird Galleria mellonella zunehmend
verwendet, um die Virulenz von bakteriellen Krankheitserregern wie Salmonella

Typhimurium zu untersuchen (Seribelli et al., 2020).
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Nicht-typhoide Salmonellen (NTS) sind gramnegative Enterobakterien und
gehoren weltweit unter den humanpathogenen Erregern zu den haufigsten
Verursachern von akuten Darmerkrankungen (Haraga et al., 2008, Majowicz et
al., 2010). Speziell der Serovar Typhimurium der Salmonella enterica ist eine der
Hauptursachen fur eine Enterokolitis beim Menschen (Barthel et al., 2003). Nach
einer Schatzung gab es im Jahr 2017 weltweit 535.000 Falle von invasiven
Salmonellosen mit 77.500 Todesfallen (Collaborators, 2019). Eine Salmonellose
wird meistens durch die orale Aufnahme von kontaminierten Lebensmitteln (Eier,
Fleisch, Milchprodukte oder Gemuse) oder Wasser erworben (Haraga et al.,
2008). AuRerdem ist die Ubertragung Uber den fakal-oralen Kontakt von Mensch
zu Mensch moglich. Auch kontaminierte symptomfreie Haustiere konnen
Ubertrager sein (Seribelli et al., 2020).

Durch spezifische Virulenzfaktoren sind Salmonellen in der Lage auch bei
ungiinstigen Bedingungen zu (iberleben und sich zu vermehren (Alvarez-
Ordoriez et al., 2011). Sie konnen die saure Magenpassage Uberwinden, in das
Darmlumen gelangen, dort die Darmbarriere durchdringen und das Darmepithel
infizieren. Ein grundlegende Fahigkeit dabei ist das intrazellulare Uberleben und
die intrazellulare Proliferation der S. T. (Richter-Dahlfors et al., 1997).

Die Immunantwort des Wirts auf eine S. T.-Infektion beginnt mit der Aktivierung
der angeborenen Immunabwehr, wobei Makrophagen und Neutrophile zur
Phagozytose angeregt werden. Ein wesentliches Virulenzmerkmal der
phagozytierten Salmonellen ist es, in den Makrophagen zu Uberleben, indem sie
spezielle Mechanismen wie das Salmonella Pathogenicity Island 2 (SPI-2) nutzt,
die es vor der Zerstorung durch antimikrobielle Substanzen schitzen. S. T. sind
in der Lage sich zu reproduzieren und die Apoptose der Makrophagen einzuleiten
(Dougan, 2011, Figueiredo et al., 2015). Die Interaktion mit der Wirtszelle und
deren Manipulation, mit Veranderung von intrazellularen Wirtsreaktionen und
schlie8lich die Kolonisation, fihren zu einer lokalen Entzindungsreaktionen im
Darm oder sogar zu einem systemischen Entzindungsprozess. Es ist wichtig
anzumerken, dass das Spektrum von Pathomechanismen in den verschiedenen

Salmonellenstammen sehr unterschiedlich sein kann (Haraga et al., 2008).
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Zu den Symptomen einer Salmonellose beim Menschen gehdren Diarrhoe,
Magenkrampfe und Fieber (Seribelli et al., 2020). Die Gastroenteritiden sind
meist selbstlimitierend. Bei bis zu 5 % der Betroffenen kann es zu Bakteriamien
und schweren Infektionen kommen. Dabei sind vorwiegend
immunkompromittierte Patienten und Patientinnen betroffen. Nur bei schweren
Salmonellosen oder infizierten immunsupprimierten Patienten und Patientinnen
ist eine antibiotische Therapie in Abhangigkeit vom Antibiogramm indiziert. Eine
Gefahr stellen dabei die zunehmenden Resistenzen der Salmonellen gegen
Erstlinientherapeutika dar (Hohmann, 2001).

Die Virulenz der S. T. kann sich auch unter den Wirbeltieren verschieden
darstellen. Eine Infektion beim Menschen kann, wie bereits erlautert, zu einer
Enterokolitis fuhren. Einige Isolate von promiskuitiven NTS-Serovaren, wie S. T.,
konnen bei empfanglichen Mausen hingegen eine invasive und systemische
typhusahnliche Infektion durch den Befall des darmassoziierten lymphatischen
Gewebes verursachen. Folglich wurde das Salmonella enterica Serovar
Typhimurium-Modell der Maus in der Wissenschaft erfolgreich als Surrogat fur
eine typhoide und allgemeine Salmonellose verwendet (Hormaeche, 1979,
Barthel et al., 2003, Dougan, 2011).

Da die durch Pathogene ausgeloste komplexe Immunreaktion wirbelloser Tiere
begrenzt Homologien zur angeborenen Immunreaktion von Wirbeltieren (Barros
et al., 2019) und des Menschen aufweist (Bergin et al., 2003), wurden
Salmonellen bereits mit verschiedenen Fragestellungen auch im G. m.-
Versuchsmodell erforscht. Dazu gehdren zum Beispiel die Untersuchung von:
reaktiven Sauerstoffspezies als Schutzmechanismus gegen Salmonella enterica
(Bismuth et al.,, 2021), speziellen Virulenzfaktoren der S. T. als
Abwehrmechanismus gegen das Immunsystems des Wirts (Viegas et al., 2013),
der Schutzfunktion probiotischen Bakterien gegen S. T. (Scalfaro et al., 2017),
des Potentials von Phagentherapien gegen Salmonellen (Nale et al., 2020), des
Einflusses von Quorum-Sensing-Induktoren auf die Virulenz der Salmonellen
(Luiz de Freitas et al., 2021) und bakterieller Resistenzmechanismen gegen
AMPs (Silva et al., 2021).
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1.4 Immune Priming

Die Koevolution von Pathogenen und dem Immunsystem ihrer wirbellosen
Zielorganismen ist ein sehr altes und komplexes Phanomen. Es entstanden
hochspezialisierte Angriffsmechanismen der Erreger und
Verteidigungsstrategien der Wirte (Grizanova et al., 2021). Wie bereits dargelegt,
weist das Immunsystem wirbelloser Tiere keine adaptive Immunantwort oder
Gedachtniszellen vor, wie das der Vertebraten (Fearon, 1997). Dennoch sind
Insekten in der Lage nach einer Exposition mit einem pathogenen Erreger eine
Art Resistenz gegen eine spatere Infektion mit dem gleichen Erreger zu
entwickeln. Dieses Phanomen wird als Immune Priming bezeichnet (Wu et al.,
2014). Das Immune Priming basiert auf einer Zunahme der Anzahl zirkulierender
Hamozyten in der Hamolymphe und einer erhdhten Produktion antimikrobieller
Peptide (Sheehan et al., 2020). AuRerdem besitzen Insekten eine besondere
Form des immunologischen Gedachtnisses, welches als Transgenerational
Immune Priming (TgIP) bezeichnet wird. Dieses bewirkt die Weitergabe einer
Schutzreaktion nach einem Pathogenkontakt des Elterninsekts an dessen
Nachkommen Uber einen Anstieg differenzierter Hamozyten und deren
Produktion spezifischer AMPs, welche die bakterielle Clearance erhdhen
(Sheehan et al., 2020). Arbeiten aus den letzten Jahren zeigen, dass der
Mechanismus des Immune Priming ebenfalls in G. m. vorzufinden ist. Dieser
wurde beschrieben im Zusammenhang mit Pathogenen wie Photorhabdus
luminescens (Wu et al., 2014), Candida albicans (Vertyporokh et al., 2020),
Bacillus thuringiensis (Tasztow et al., 2017) und aufRerdem mit probiotischen
Bakterienstammen (Vilela et al., 2015, Upadhyay et al., 2016, Ribeiro et al., 2017,
Scalfaro et al., 2017). Obwohl das Immune Priming letztlich keine funktionelle
Aquivalenz der adaptiven Immunantwort mit B- und T-Zellreaktion von
Vertebraten darstellt, ist es mit einer Bildung von Immunitat und Stresstoleranz
verbunden (Sheehan et al., 2020).
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1.5 Forschungsfragen

In der vorliegenden Doktorarbeit standen Forschungsfragen im Mittelpunkt, die
das Verstandnis des Immune Priming und seine Anwendungsmoglichkeiten in
der Infektionsforschung vertiefen sollten. Diese Forschungsfragen zielten darauf
ab, das Potenzial von Galleria mellonella als alternatives In-vivo-Modell fur die
Untersuchung von Infektionen mit Salmonella enterica Serovar Typhimurium zu
erforschen, molekulare und zellulare Mechanismen des Immune Priming
aufzuklaren und die Relevanz dieses Modells fur zuklnftige Studien zu

evaluieren.

Immune Priming und Uberlebensvorteil: Kann eine erste Exposition von G.
m. mit einer nicht-letalen Dosis von S. T. das Uberleben der Larven bei einer
spateren Infektion mit einer letalen Dosis signifikant erhdhen? Diese Frage war
von zentraler Bedeutung, da sie direkt auf die Effektivitat des Immune Primings
abzielte. Es wurde erwartet, dass das Immune Priming das Immunsystem der
Larven so konditionieren konnte, dass es auf eine spatere Infektion effizienter

reagierte.

Molekulare Mechanismen des Immune Priming: Welche spezifischen Gene
und deren Produkte (insbesondere antimikrobielle Peptide) sind an der
verstarkten Immunantwort nach einem Immune Priming beteiligt und korreliert
deren Expression mit der Bakterienlast in den geprimten Larven? Diese
Untersuchung war entscheidend, um Grundlagen des Immune Priming zu
verstehen. Eine verstarkte AMP-Expression, die mit einer verringerten
Bakterienlast einhergeht, wirde darauf hinweisen, dass das Immune Priming auf
molekularer Ebene eine robuste Schutzwirkung entfalten und die

Pathogenvermehrung effektiv eindammen konnte.

Zellulare Immunantwort: In welchem Umfang tragt die erhohte Prasenz von
Hamozyten nach einem Immune Priming zur Abwehr von S. T. bei, und verandert
sich die zellulare Immunantwort im Vergleich zu nicht geprimten Larven? Diese
Frage war besonders relevant, da Hamozyten eine Schlusselrolle bei der
Phagozytose und der Abwehr von Pathogenen spielen. Eine erhohte
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Hamozytenaktivitat wurde darauf hindeuten, dass das Immune Priming nicht nur

die humorale, sondern auch die zellulare Immunabwehr beeinflussen konnte.

Zusammenfassend zielten die Forschungsfragen dieser Arbeit darauf ab, das
Phanomen des Immune Priming in G. m. umfassend zu untersuchen. Die
Ergebnisse konnten nicht nur das Verstandnis der angeborenen Immunitat
vertiefen, sondern auch neue Perspektiven fur die Entwicklung innovativer
Therapieansatze und den Einsatz von G. m. als alternatives Modell in der

Infektionsforschung eroffnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Organismus — G. mellonella: Anzucht und Monitoring

Die Galleria mellonella-Larven wurden von der b.t.b.e. Insektenzucht GmbH
erworben. Bei der Lieferung befanden sich die Larven in verschiedenen
Entwicklungsstadien. Zur Anzucht wurden die Larven nach Grolde (klein, mittel,
grof3) sortiert und jeweils bis zu 50 Tiere in einer 2,3 | grolen Anzuchtbox
untergebracht, die bis zu einem Drittel mit Nahrmedium gefullt war. Die Boxen
wurden bei einer konstanten Temperatur von 30 °C im Dunkeln inkubiert. Um die
Lebensbedingungen zu optimieren, wurden die Futterboxen regelmafig geluftet,
und die Larven wurden visuell auf ihr Wachstum und ihre Gesundheit Gberpruft.
Vor Beginn der Experimente wurden die Larven mittels einer Prazisionswaage
gewogen. Larven mit einem Gewicht von 130-250 pg wurden fur die Versuche
ausgewahlt, um eine homogene Testpopulation zu gewahrleisten. Nach dem
Wiegen und wahrend der Experimente wurden die Larven einzeln in 6-Well-Cell-
Culture-Plates mit Nahrsubstrat platziert, um eine individuelle Uberwachung zu
ermoglichen. Diese Platten wurden bei einer Temperatur von 30 °C bzw. 37 °C
im Dunkeln inkubiert, je nach den spezifischen Anforderungen der Versuche.

2.1.2 Bakterienstamm — S. Typhimurium

Zur Induktion des Immune Priming-Mechanismus in Galleria mellonella diente
der Wildtypstamm Salmonella enterica Serovar Typhimurium (Stamm SB300),
der intern unter der Bezeichnung CS274 gefuhrt wurde. Dieser Bakterienstamm
wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Wagner vom Institut fur Medizinische
Mikrobiologie und Hygiene des Universitatsklinikums Tubingen zur Verfugung
gestellt. Vor den Experimenten mussten die Bakterien zunachst angezuchtet und
auf die gewunschte Bakterienkonzentration eingestellt werden.

Wachstumskonditionen und Kultivierung

Die Aufbewahrung des S. T.-Stammes erfolgte bei -80 °C in LB-Bouillon mit
einem Glycerolanteil von 20 %. Zur Reaktivierung der Bakterien wurde eine

Impfése  verwendet, um eine Ubernachtkultur in einem  14-ml-
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Rundbodenréhrchen mit 2 ml LB-Medium anzusetzen. Diese Kultur wurde Uber
Nacht im Inkubationsschuttler bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden
die gezuchteten Bakterien bei 6 °C gelagert und innerhalb von maximal funf
Tagen fur die Versuche verwendet. Um die Bakterien fur die Experimente in die
Log-Phase (maximale Teilungsrate) zu bringen, wurden taglich 100 pl der
Ubernachtkultur in einem 14-ml-Rundbodenréhrchen mit 5 ml LB-Medium
inokuliert und far zwei Stunden im Schuttler bei 37 °C inkubiert, bis eine leichte
Trubung des Mediums erreicht wurde. Dieses Vorgehen sollte sicherstellen eine

bessere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu erreichen.
Einstellung der Zielkonzentrationen fur die Infektion von Galleria mellonella

Zur Einstellung der Zielkonzentration fur die Infektion der G. m.-Larven wurde die
Tageskultur von S. T. bei 4000 g fur 5 Minuten zentrifugiert, um die Bakterien
vom LB-Medium zu trennen. Der Uberstand wurde entfernt, und das
verbleibende Bakterienpellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert. Die Konzentration
der S. T.-Suspension wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) bei 600
nm mit einem Photometer bestimmt. Die optische Dichte von zwei entsprach
einer Konzentration von 10° Bakterien/ 1 ml. Um die gewlinschte Injektionsdosis
herzustellen, wurde eine Verdunnungsreihe der S. T.-Suspension in PBS
durchgefuhrt. Das Mischverhaltnis betrug 1:10. Zur Kontrolle der hergestellten
Infektionsdosen wurden bei jedem Versuch die Colony Forming Units (CFU) aus
den S. T.-Suspensionen bestimmt, um die tatsachliche Bakterienkonzentration

zu Uberprufen.
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2.1.3 Gerate und Hilfsmittel
Die in dieser Studie verwendeten Gerate und Hilfsmittel sind in Tabelle 1

aufgefuhrt.

Tabelle 1: Verwendete Gerate

Gerat Produzent

Sicherheitswerkbank BDK, Luft- und Reinraumtechnik

Inkubator Heraeus, Thermo Scientific
Heratherm

BioPhotometer Eppendorf

Vortexmischer, Vortex 2 Genie Scientific Industries

Zentrifuge, Multizentrifuge 3 S-R Heraeus

Zentrifuge, mini Spin plus Eppendorf

Manual Microsyringe Pump (MMP) World Precision Instruments, Inc.

Pazisionswaage, CPA225D-0CE Sartorius

Inkubationsschuttler, AK82 Infors HT

Lichtmikroskop, Axiovert 25 Zeiss

Zahlkammer, 0,1 mm Tiefe Neubauer

NanoDrop™ One Thermo Fisher Scientific

Lightcycler 480 Roche

2.1.4 Programme/ Software

Der Lightcycler 480 wurde fur die Auswertung der qRT-PCR verwendet, Microsoft
Office Excel fur die Dokumentation der Methoden und Berechnungen der
Ergebnisse, GraphPadPrism 8 fur die Graphische Darstellung und statistische

Auswertung, und Adobe Photoshop CS6 Extended fur die Visuelle Darstellung.

2.1.5 Verbrauchsmaterialien
Die in dieser Studie verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 2
aufgefuhrt.
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Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Material Produzent
Columbia-Blutagar, COLS+ 5% Schafsblut ~ ThermoFisher Scientific

Handelsubliche Nahrungsboxen, 2,3 |

Kuvetten Sarstedt

LB Bouillon BD

Micro-Fine™+ Demi U-100 Spritze 0.3 x 8 BD

mm (30G)

Mikrotiterplatte 96 x 0,2 ml Nerbe plus

Polystyrene Round-Bottom-Tube, 14 ml Falcon

Reaktionsgefalle 1,5 ml und 2 ml Eppendorf

Test-Agar nach Kundrat Merck
6-Well-Cell-Culture-Plate Greiner bio-one, CELLSTAR®

2.1.6 Puffer, Medien, Reagenzien und Primer

Puffer
DPBS: Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline von Gibco® (folgend nur PBS

genannt).

IPS: Insect Physiological Saline. Der Puffer wurde nach Wago und Ichikawa
(1988) hergestellt: 150 mM NaCl, 5 mM KCI und 0,1 M Tris-HCI. Der pH-Wert
betrug 6,9 nach Titration mit NaOH.

Reagenzien und Kits

Die in dieser Studie verwendeten Reagenzien und Kits sind in Tabelle 3 und
Tabelle 4 aufgefuhrt.

Tabelle 3: Reagenzien

Reagenz Produzent
TRIzol Sigma Aldrich
1-Bromo-3-Chloropropan (BCP) Sigma Aldrich
RNasin Ribonuclease Inhibitor Promega
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Tabelle 4: Kits

Kit Produzent
RNeasy-Kit Qiagen
DNA-free™ Kit Invitrogen, Thermo Fisher Scientific

QuantiFast SYBR®Green gRT-PCR Kit Qiagen

Medien

Das Substrat fur G. mellonella wurde aus den in Tabelle 5 aufgefuhrten Zutaten
angesetzt.

Tabelle 5: Substratherstellung fur G. mellonella

Zutaten Anteil in %
Maisgrield 22
Weizenschrot 22

Magermilchpulver 11

Trockenhefeflocken 5,5

Bienenwachs 17,5
Honig 11
Glycerin 11

Alle Zutaten wurden durchmischt und fur 60 Minuten bei 60 °C inkubiert. Die
Zutaten stammten aus Okologischer Produktion, um eine Pestizidbelastung der

Nahrungsbestandteile zu vermeiden.

Primer

Die in dieser Studie fur die RT-qPCR (siehe Methoden 2.2.8) verwendeten Primer
sind in Tabelle 6 aufgefuhrt.
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Tabelle 6: Primerliste

. Referenznummer/
Gen Primer Sequenz 5‘-3°
Quelle
Ubiquitin Forward TCAATGCAAGTAGTCCGGTTC LOC113509582
9 Reverse CCAGTCTGCTGCTGATAAACC
. Forward CTGTTCGTGTTCGCTTGTGT Dr. Anna Lange
Cecropin ;
Reverse GTAGCTGCTTCGCCTACCAC AG Frick
. . Forward GAAGTCTACAGAATCACACGA LOC11352344
Gallerimycin 0C113523440
Reverse ATCGAAGACATTGACATCCA
IMPI Forward ATACGTTCGCGTCGTTCCAT (Mukherjee et al.,
Reverse GGGGAATGTTGCATTTGTGGA 2012)
Hemolin Forward cTCCCTCACGGAGGACAAAC LOC113510107
Reverse GCCACGCACATGTATTCACC
NOS Forward ATGAAGGTGCTGAAGTCACAA LOC113517211
Reverse GCCATTTTACAATCGCCACAA
. . Forward GGATCCATGGCGAAAAATTTCCAGTCC (Mukherjee et al.,
Galiomycin
Reverse GTCGACTTACTCGCACCAACAATTGACGTT  2012)
) . Forward AGACTTGCACGCCATCAAGA LOC113521068
Apolipophorin
Reverse TGCATGCTGTTTGTCACTGC
Gloverin Forward GTGTTGAGCCCGTATGGGAA LOC113523269
Reverse CCGTGCATCTGCTTGCTAAC
Forward GGACTGGTCCGAGCACTTAG LOC113510919
Lysozym
Reverse CGCATTTAGAGGCAACCGTG
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2.2 Methoden

2.2.1 Systemische Infektion der G. mellonella

Die systemische Infektion beschreibt die direkte Injektion einer S. T. - Suspension
in das Hamocoel des Organismus. Diese Methode, auch als Hamocoel-Injektion
(HI) bezeichnet, ermaoglicht eine kunstliche Infektion des Organismus.

Fir die Injektion wurden eine Insulinspritze sowie eine Manual Microsyringe
Pump verwendet. Pro Larve wurden 10 ul der Bakteriensuspension oder PBS in
den rechten oder linken letzten Bauchful® injiziert. Larven wurden vom
Experiment ausgeschlossen, wenn ein Teil der Injektion oder Hamolymphe aus
dem Stichkanal austrat, Anzeichen einer versehentlichen inneren Verletzung
auftraten, wie eine anhaltende Immobilitat, oder die Nadel versehentlich den
gesamten Korper der Larve durchdrang. Diese Ausschlusskriterien sollten
sicherstellen, dass nur unversehrte Larven in die Analyse einbezogen wurden,

um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten.

2.2.2 Titration der Infektionsdosis

Fir die Experimente wurden sowohl subletale als auch letale Dosierungen von S.
T. ermittelt. Dazu wurde eine Dosis-Wirkungs-Kurve mittels einer Survival-
Analyse erstellt. Es wurden Infektionsdosierungen von 10°, 108, 107, 108 und 10°
S.T./ ml verwendet. Zusatzlich wurde eine Kontrollgruppe angelegt, in der die
Larven PBS injiziert bekamen. Jede Versuchsgruppe umfasste 10 Larven. Nach
der Injektion wurden die Larven uber einen Zeitraum von funf Tagen alle 24
Stunden auf ihr Uberleben untersucht. Larven, die sich schwarz verfarbten und
auf taktile Reize mit einer Pinzette nicht mehr reagierten, wurden als verstorben
gewertet. Diese Methodik ermoglichte es, die letale und subletale Dosis prazise
zu bestimmen, was fur die nachfolgenden Immune Priming-Experimente von

zentraler Bedeutung war.

2.2.3 Abnahme von Hamolymphe der G. mellonella
Die Hamolymphe der Larven enthalt sowohl humorale als auch zellulare

Bestandteile des Immunsystems und ist ein Ort, an dem S. T. proliferiert. Daher

23



war die Entnahme von Hamolymphe aus dem Hamocoel der Larven ein

wesentlicher Schritt der Experimente.

Um die Hamolymphe zu entnehmen, wurde die Larve distal an einer Seite des
Korpers gezielt mit einer Kanule punktiert, wodurch die gelblich klare
Hamolymphe austrat. Ein Tropfen von 10 bis 13 pl wurde mithilfe einer Pipette
gesammelt. Die entnommene Hamolymphe wurde fur verschiedene
nachfolgende Analysen verwendet, darunter die Quantifizierung von S. T. in G.
m.-Hamolymphe, der Hemmstofftest zum Nachweis antimikrobiell wirksamer
Substanzen in G. m.-Hamolymphe und die Bestimmung der Hamozytenzahl in
G. m.-Hamolymphe mittels Lichtmikroskopie.

2.2.4 Immune Priming der G. mellonella mit S. Typhimurium

Um das Immune Priming in G. mellonella zu untersuchen, wurde den Larven
zunachst eine subletale Dosis von 10° S. T./ml injiziert. Nach einer
Inkubationszeit von 24 Stunden bei 37 °C im Dunkeln in 6-Well-Cell-Culture-
Plates mit einer kleinen Menge Futter, erhielten die Larven eine zweite Injektion
mit einer letalen Dosis von 107 S. T./ml (siehe Tabelle 7: Versuchsgruppe C).
Zusatzlich wurden drei Kontrollgruppen eingefihrt (siehe Tabelle 7: A, B und D),

um die Ergebnisse interpretieren zu kdnnen.

Tabelle 7: Versuchsaufbau Doppelstimulation

Gr. 1. Injektion (10 pl) am Tag 0 2. Injektion (10 pyl) am Tag 1
A PBS PBS

B 10°S. T./ mi PBS

C 10°S. T./ mi 107 S. T./ mi

D PBS 107 S. T./ ml

Um die Immunantwort der G. m. nach einer einfachen Stimulation mit S. T. zu
bewerten und diese mit der durch die zweifache Stimulation hervorgerufene
Antwort zu vergleichen, wurde ein erganzendes Experiment durchgefuhrt.
Hierbei wurden die Larven mit 10 pl einer Suspension von 10° S. T./ ml, 107 S.
T./ ml oder PBS als Kontrolle injiziert (siehe Tabelle 8: E-G).
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Tabelle 8: Versuchsaufbau Einfache Stimulation

Gr. Injektion (10 pl) am Tag 0
PBS

F 10°S. T./ mi

G 107 S. T./ mi

Auf der Grundlage dieser Stimulationsprotokolle wurden verschiedene
immunologische und mikrobiologische Parameter untersucht, um die Wirkung
des Immune Priming umfassend zu charakterisieren. Zu den durchgefuhrten
Experimenten zahlten die Survival-Analyse, die Quantifizierung von S.T.-CFU,
der Hemmstofftest nach Kundrat, die Analyse der immunrelevanten
Genexpressionen und die Bestimmung der Hamozytenzahl (Abbildung 1). Die
Parameter wurden in einer Zeitreihe zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6, 8 und 24

Stunden nach der ersten und zweiten Injektion ermittelt.

1. Injektion 2. Injektion
105S. T/ ml 107 S. T./ ml
+ Kontrollgruppen: + Kontrollgruppen:
24 h

- PBS \;_a_,..,pn_n_u_.-,_:;( (\;:’-,—ﬂﬂn —-} = PBS +PBS

q___,___——’ e EE—— i, e
= 107 8. T./ml ———_ —_— Immune priming gy s = 10°S. T./ml + PBS
= PBS+107S. T./ml

Einfache Zweifache

Stimualtion Stimulation

Readouts
1. Survival 2. CFU 3. Hemmstoffe 4. mRNA - Expression 5. Hamozytendichte

Abbildung 1: Ubersicht der Methodik.

Die Aktivitat des Immunsystems der G. m.-Larven wurde sowohl nach einfacher als auch nach zweifacher
Stimulation durch verschiedene Experimente untersucht. Zusatzlich wurden den Versuchen Kontrollgruppen
hinzugefiigt.

2.2.5 Survival - Analyse von G. mellonella

Zu Beginn der Experimente wurde eine Survival-Analyse durchgefuhrt, um die
Uberlebensrate der Larven nach der Infektion mit S. T. zu bestimmen. Zusétzlich
wurde eine parallellaufende Survival-Analyse wahrend der weiteren Experimente

durchgefuhrt, um die Stabilitdt und Reproduzierbarkeit der Immune Priming-
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Versuche sicherzustellen. Dazu wurden vier Versuchsgruppen erstellt, mit der

Systematik wie in Tabelle 7.

Die Larven wurden nach der ersten Injektion mit S. T. fur 24 Stunden in 6-Well-
Cell-Culture-Plates mit Futter bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend
erhielten sie die zweite Injektion und wurden unter denselben Bedingungen
erneut inkubiert. Das Uberleben der Larven wurde alle 24 Stunden (ber einen
Zeitraum von funf Tagen visuell und taktil Uberpruft. Insgesamt wurden funf

Replikate mit einer Anzahl von vier bis zehn Larven pro Experiment durchgefuhrt.

2.2.6 Quantifizierung von S. Typhimurium in G. mellonella-Hamolymphe

Der Versuch der Quantifizierung der CFU von S. T. in der Hdmolymphe wurde
erstellt, um die Proliferation der Bakterien nach einfacher und doppelter
Stimulation zu messen und deren Einfluss auf das Uberleben der Larven zu

analysieren.

Fir diese Experimente wurden die Versuchsgruppe C (10° S. T./ ml + 107 S. T./
ml) und die Kontrollgruppen B und D (10° S. T./ ml + PBS und PBS + 107 S. T./
ml) erstellt. Die Injektionen erfolgten im Abstand von 24 Stunden. Zusatzlich
wurden die CFU in Larven nach einer einfachen Injektion von 10° S. T./ ml
bestimmt. Zu festgelegten Zeitpunkten (0, 2, 4, 6, 8 und 24 Stunden nach der
ersten bzw. zweiten Injektion) wurden 13 pl Hamolymphe enthommen und in PBS
im Verhaltnis 1:10 verdinnt. Aus diesen Ansatzen wurde eine serielle
Verdunnungsreine mit einer 10-fachen Verdlinnung erstellt. Von den
Verdunnungen wurden jeweils 100 ul auf Blutagarplatten aufgetragen und fur 24
Stunden bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Die CFU wurden anschlieRend manuell
ausgezahlt und auf die ursprungliche Menge der entnommenen Hamolymphe (10

ul) zurtckgerechnet.

Die Experimente zur einfachen und doppelten Stimulation wurden jeweils
zweimal durchgefuhrt, wobei bei der einfachen Stimulation je 6 Tiere und bei der
doppelten Stimulation 10 bzw. 5 Tiere verwendet wurden. Die unregelmallige
Anzahl der Versuchstiere erklart sich durch die Verfugbarkeit der Larven.
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2.2.7 Hemmstofftest zum Nachweis antimikrobiell wirksamer Substanzen
in G. mellonella-Hamolymphe

Der Hemmstofftest wurde durchgefuhrt, um die Hamolymphe von G. m. auf

antimikrobielle Aktivitat zu untersuchen, die als modgliche Ursache fur die

Hemmung der Proliferation von S. T. bis hin zur Eradikation dienen konnte.

Zwei unabhangige Experimente wurden durchgefuhrt: Im ersten Experiment
wurden die Larven zwei Mal im Abstand von 24 Stunden stimuliert, wobei die
Versuchsgruppe C und die drei Kontrollgruppen A, B, und D (Tabelle 7)
verwendet wurden. Erganzend wurde ein Experiment durchgefuhrt, bei dem die
Larven eine einfache Injektion von PBS oder 10° S. T./ ml erhielten. Die Larven
wurden nach der ersten bzw. zweiten Injektion entsprechend einer Zeitreihe (O,
2, 4, 6, 8 oder 24 Stunden) bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 10 pl
Hamolymphe entnommen und auf Test-Agar nach Kundrat von Merck pipettiert.
Sechs unbehandelte (native) Larven dienten als zusatzliche Kontrolle. Die
Testorganismen auf den Agarplatten waren Sporen von Geobacillus
stearothermophilus, die ursprunglich zum Nachweis antimikrobieller Rickstande
verwendet wurden. Geobacillus stearothermophilus wurde aufgrund seiner
spezifischen Eigenschaften fur unseren Hemmstofftest ausgewahlt. Es ist
besonders empfindlich gegenuber Hemmstoffen und seine thermophilen
Eigenschaften ermoglichen gezielte Beobachtungen, da sein Wachstum weniger
durch andere Mikroorganismen gestort wird. Dank einer hohen
Stoffwechselaktivitat liefert es schnelle Testergebnisse und seine
reduktometrischen Fahigkeiten erleichtern den Nachweis von
Stoffwechselaktivitaten. Als Sporenbildner bietet es eine konsistente und
homogene Ausgangsbasis fur das Bakterienwachstum, wobei die
Sporenkeimung fur ein klares und sichtbares Wachstumsmuster sorgt und die
eindeutige Unterscheidung zwischen Wachstums- und Hemmzonen erleichtert
(Kundrat, 1968).

In unseren Versuchen wird das Wachstum der Bakterien durch antimikrobiell
wirksame Substanzen gehemmt, was durch das Auftreten von Hemmhofen
sichtbar wird. Nach einer 24-stundigen Inkubation bei 57 °C im Dunkeln unter

anaeroben Bedingungen schlagt die Farbe des Indikators im Agarnahrboden,
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ausgelost durch Redoxreaktionen des Bakteriums, von Lila nach Gelb um. Fehlt
dieser Farbumschlag, zeigt dies eine Hemmung des Bakterienwachstums an, die
als Hemmbhof sichtbar und messbar ist. Es wurde eine Nachweisgrenze von 10
mm Durchmesser festgelegt.

Fur die Versuche zur Einfachstimulation wurden zwei Replikate mit 4 und 6
Tieren und fur die Doppelstimulation zwei Replikate mit jeweils 3 Tieren
durchgefuhrt.

2.2.8 Analyse von immunrelevanten Genexpressionen in G. mellonella
durch die qRT-PCR

Um potenziell entscheidende Gene in der Immunantwort gegen S. T. zu

identifizieren, wurde deren differenzielle Expression nach einfacher und

zweifacher Stimulation mittels quantitativer Real-Time-PCR (qRT-PCR)

untersucht.
Versuchsaufbau

Die Experimente zur einfachen Stimulation mit 10° S. T. /ml wurden mit sechs
Tieren pro Versuch durchgefuhrt. Die RNA-Isolation erfolgte zu verschiedenen
Zeitpunkten (0, 2, 4 oder 6 Stunden) nach der Injektion, wobei "0 Stunden" den
Zeitpunkt unmittelbar (Sekunden bis wenige Minuten) nach der ersten Injektion
markiert. FUr den Versuch der zweifachen Stimulation wurden ebenfalls 6 Tiere
pro Versuchsgruppe eingesetzt (Tabelle 9: A1-D4). Auch hier wurde die RNA-
Isolation zu den Zeitpunkten 0O, 2, 4 oder 6 Stunden nach der zweiten Injektion
durchgefuhrt. Der Zeitpunkt "0 Stunden" bezieht sich hierbei auf den Moment
direkt nach der zweiten Injektion, was gleichzeitig 24 Stunden nach der ersten
Injektion entspricht. Parallel zu den RNA-Isolationen wurde eine Survival-Analyse
mit jeweils 6 Tieren pro Versuchsgruppe durchgefuhrt, um die experimentellen

Ergebnisse zu validieren.
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Tabelle 9: Versuchsaufbau Genexpression bei zweifacher Stimulation

Gruppe 1. Injektion (10 pl) 2. Injektion (10 pl) RNA-Isolation
(h nach 2. Injektion)

Aq PBS PBS 0
Az PBS PBS 2
As PBS PBS 4
A4 PBS PBS 6
B1 S. T. 105/ml PBS 0
B2 S. T. 105/ml PBS 2
Bs S. T. 105/ml PBS 4
Ba S. T. 105/ml PBS 6
(oF S. T. 10%/ml S. T.107/ml 0
C S. T. 10%/ml S. T.107/ml 2
Cs S. T. 10%/ml S. T.107/ml 4
Cs S. T. 10%/ml S. T.107/ml 6
D+ PBS S. T.107/ml 0
D2 PBS S. T.107/ml 2
D3 PBS S. T.107/ml 4
Da4 PBS S. T.107/ml 6
RNA-Isolation

Zu den festgelegten Zeitpunkten wurden die Larven in flissigem Stickstoff
schockgefroren, mit einem Pistill zerkleinert und in einem Eppendorfgefal® mit 1
ml TRIzol gel6st, um RNA, DNA und Proteine zu extrahieren. Die Losung wurde
durch Vortexen durchmischt und fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde das Material bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C

konserviert.

Nach dem Auftauen bei Raumtemperatur wurden die Proben bei 8000 g fur 15
Minuten zentrifugiert, um die RNA vom Zelldetritus zu trennen. Der Uberstand
wurde in 200 pyl BCP (Phasentrennungsreagenz) pipettiert, fur 15 Sekunden
vortexiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur sowie 10 Minuten auf Eis inkubiert.
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Nach einer Zentrifugation bei 18000 g und 4°C fur 15 Minuten wurde die obere
wassrige Phase in 500 yl Isopropanol Uberfuhrt, um die RNA zu prazipitieren.
Nach erneutem Vortexen wurden die Proben 5 Minuten invertiert und bei 18000
g und 4°C fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, und das
RNA-Pellet mit 500 yl 75% Ethanol gewaschen. Nach einer abschlielenden
Zentrifugation bei 18000 g und 4°C fir 15 Minuten wurde der Uberstand
abpipettiert, das Pellet fir 10 Minuten getrocknet und in 100 pl RNasin-Losung
(1:50 mit destilliertem Wasser) gelost, gevortexiert und fur 10 Minuten auf Eis
inkubiert. Die RNA-Quantitat wurde mit einem Nanodrop in ng/ul gemessen, und

die Proben wurden bei -80°C aufbewahrt.
DNA-Verdau

Die RNA-Proben wurden auf eine einheitliche Konzentration von 5 uyg RNA/50 pl
mit nukleasefreiem Wasser verdunnt. Zur Verdauung und Ausfallung der DNA
wurden 5 pl DNase-Puffer, 1 yl RNasin und 2 yl DNase hinzugefugt. Nach einer
kurzen Zentrifugation wurden die Proben bei Raumtemperatur fur 30 Minuten
inkubiert. Anschliefend wurde 6 pyl DNase-Inactivation-Losung hinzugefugt, die
Proben fir 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und zwischendurch
vortexiert. Nach einer Zentrifugation bei 10000 g fur 1 Minute wurde der klare
Uberstand in ein neues Eppendorfgefal pipettiert. Die RNA-Konzentration wurde
auf 1 pg/10 pl eingestellt, und zusatzliche 1:10-Verdinnungen wurden

hergestellt.
Quantitative Real Time PCR - qRT-PCR

Als Mock-Sample (Referenzprobe fur die Stimulations-Probe) diente die
Versuchsgruppe, die bei der ersten und zweiten Injektion nur mit PBS stimuliert
wurde. Die quantitative Expression der untersuchten Gene wurde in Relation zu
dem Housekeeping-Gen Ubiquitin bestimmt. Untersucht wurden die als
immunrelevant diskutierten Gene fur folgende Genprodukte: Gallerimycin,
Lysozym, Hemolin, Galiomycin, NOS, IMPI, Cecropin, Gloverin und

Apolipophorin (siehe Tabelle 6).
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Tabelle 10: Mastermix

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

Fir die gRT-PCR wurden 9 yl Mastermix (Tabelle 10) und 1 pl der isolierten RNA
in 96-Well-Plates pipettiert. Die Well-Plates wurden mit Deckfolien verschlossen,
zentrifugiert und anschlieend mittels qRT-PCR im LightCycler® quantifiziert
(Tabelle 11). Die Quantifizierung erfolgte mittels der SybrGreen-
Detektionsmethode. SybrGreen bindet an dsDNA und fluoresziert dann

besonders stark. Diese Fluoreszenz wurde gemessen.

Tabelle 11: Programm qRT-PCR

Programm Zyklen Temperatur Dauer
Reverse Transkription 1 50 °C 10 min
Denaturierung 1 95 °C 5 min
Amplifikation 40 95 °C 10s
60 °C 30s
Schmelzkurve 1 46 °C bis 2,5°C/s
95 °C

Die Effizienz der qRT-PCR wurde durch eine Verdinnungsreihe (3
Verdinnungen je 1:5 verdunnt) aus einem Pool isolierter G. mellonella-RNA
bestimmt. Negative Kontrollen ohne RNA wurden ebenfalls eingeschlossen. Um
RNase-Kontaminationen zu vermeiden, wurden RNase-Exitus (zur

Neutralisierung von RNasen) und gestopfte Pipettenspitzen verwendet. Die RNA-
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Proben wurden bei -80°C gelagert und nur auf Eis gekuhlt transportiert, um den

Abbau der RNA zu verlangsamen.

Die Datenanalyse erfolgte mit der LightCycler® 480 Software. Die Schritte
umfassten: Berechnung der relativen Quantifizierung der Standardverdinnung
zur Kontrolle der gRT-PCR-Spezifitat und Bestimmung der qRT-PCR-Effizienz
(tatsachliche Replikation pro Zyklus, Idealwert = 2); Bestimmung der relativen
Quantifizierung der Stimulus-Proben im Vergleich zum Housekeeping-Gen
Ubiquitin sowie Berechnung der entsprechenden Ct-Werte. (Cycle threshold =
Anzahl der Zyklen, bei denen eine spezifische Fluoreszenzstarke erreicht wird);
Schmelzkurvenanalyse zur Beurteilung der Qualitat des Primerdesigns bzw.
Spezifitat der Reaktion, da SybrGreen an jede dsDNA bindet und jede dsDNA
eine spezifische Schmelztemperatur hat.

Die weitere Verarbeitung der Daten beinhaltete: Berechnung der relativen
transkriptionellen Unterschiede zwischen den Mock-Sample-Werten und
Stimulus-Proben mit der AACt-Methode:

Ct(MocK)Testgen Ct(Stimulation)restgen
ETestgen g /ETestgen g

Ct(MOCk)Ubiquitin/EUb, iti Ct(Stimulation)Ubiquitin
iquitin

R =

EUbiquitin

Mock-Samples und Stimulusproben wurden in getrennten Laufen gemessen,
wobei beide Effizienzen berucksichtigt wurden. Jeder Mock-Sample-Wert wurde
mittels Excel mit jeder Stimulusprobe desselben Zeitpunkts verglichen und
daraus wurden Mittelwerte berechnet. Auffallige Ct-Werte, die auf technische
Fehler hindeuteten, wurden markiert und gegebenenfalls ausgeschlossen
(Abbildung 2).

Gen Ubiquitin ~ Hemolin Gen Ubiquitin  Hemolin

Effizienz 19,67 2,101 Effizienz 19,95 2,101
G.m. Gruppe G.m. Gruppe
2756 S.T. +PBSOh 19,62 16,96 2732  Mock1: PBS+PBS0Oh 19,95 23,25
2757 S.T. +PBSOh 19,75 17,97 2733  Mock2:PBS+PBSOh 20,1 24,65
2758 S.T. +PBSOh 19,77 15,98 2734  Mock3: PBS +PBS0h 20,09 23,16
2759 S.T. +PBSOh 19,7 15,84 2735 Mock4:PBS+PBSOh 20,27 22,55
2760 S.T. +PBSOh 19,76 16,56 2736  Mock5:PBS+PBS0h 19,93 19,81
2761 S.T. +PBSOh 19,84 17,28 2737 Mock6:PBS+PBS0Oh 20,53 24,04

Abbildung 2: Berechnung der Genexpression

Die qRT-PCR-Daten wurden zunachst in Excel verarbeitet. Dabei wurden die Mock-Werte eines Zeitpunkts
mit allen Werten einer Gruppe desselben Zeitpunkts verglichen. AnschlieRend wurden Mittelwerte aus den
berechneten Ergebnissen ermittelt. Diese Mittelwerte wurden dann in Graphpad Prism fur die statistische
Analyse und die grafische Darstellung weiterverarbeitet.
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2.2.9 Bestimmung der Hamozytenzahl in der G. mellonella-Hamolymphe
mittels Lichtmikroskopie

Um die Hamozyten, die Immunzellen von Galleria mellonella, als entscheidenden

Faktor fir das Uberleben bei einer Infektion mit Salmonella Typhimurium zu

untersuchen, wurde die Hamozytendichte in der Hamolymphe der Larven mittels

Lichtmikroskopie bestimmt.

Nach der einfachen und doppelten Stimulation wurden die Larven in 6-Well-Cell-
Culture-Plates bei 37 °C inkubiert. Zu festgelegten Zeitpunkten (0, 2, 4, 6, 8 oder
24 Stunden nach der ersten oder zweiten Injektion) wurden den Larven jeweils
10 pl Hamolymphe entnommen. Dazu wurden die Larven seitlich mit einer Nadel
punktiert, und die austretende Hamolymphe wurde mit einer Pipette aufgefangen.
Um Kontaminationen zu vermeiden, wurde fur jede Larve eine neue Kanule und
Pipettenspitze verwendet. Die 10 pyl Hamolymphe wurden in ein 1,5-ml-
Eppendorf-Gefall mit 90 pl Insektenphysiologischer Losung (IPS) pipettiert (1:10-
Verdunnung) und vorubergehend bei 7 °C gekuhlt, um den Zerfall der Hamozyten
in vitro zu verlangsamen. Von dieser 1:10-Verdinnung wurden 10 pl in ein
weiteres Eppendorf-Gefal® mit 40 ul IPS pipettiert (1:50-Verdunnung), um die
Zahlbarkeit der Zellen unter dem Lichtmikroskop zu gewahrleisten. Anschliel3end
wurden 10 pl der 1:10- oder 1:50-Verdinnung in eine Neubauer-Zahlkammer
pipettiert, und die Hamozyten wurden unter dem Lichtmikroskop in einem
definierten Bereich von zwei bis vier Eckquadraten ausgezahlt. Aus den
gezahlten Zellen wurde ein Mittelwert berechnet. Ein Eckquadrat der Neubauer-
Zahlkammer umfasst 0,1 mm?® bzw. 0,1 yl. Die Hamozytenzahl wurde als Anzahl
pro 10 yl angegeben.

Zusatzlich zu den Kontrollgruppen A, B und D (Tabelle 7) wurde eine weitere
Kontrollgruppe ohne jegliche Injektion (nativ) eingefuhrt, um die Hamozytenzahl
nicht stimulierter G. m. als Referenzwert zu bestimmen. Die Versuche der
Einfach- und Doppelstimulation wurden zweimal durchgefuhrt. Fur die
Doppelstimulation wurden 3 und 5 Tiere pro Versuchsgruppe und Zeitpunkt der
Zeitreihe eingesetzt. Bei der Einfachstimulation mit PBS oder 10° S. T./ ml
wurden jeweils 6 Tiere verwendet. Parallel dazu wurde eine Survival-Analyse mit

5 Larven pro Versuchsgruppe durchgefuhrt.
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In einem erganzenden Versuch wurde die Veranderung der Hamozytenzahl nach
einer Punktion mit einer Kanule im Vergleich zur Injektion von PBS untersucht.
Die Larven wurden zweimal im Abstand von 24 Stunden entweder durch Punktion
oder durch Injektion von PBS stimuliert. Anschlielend wurden sie nach der
zweiten Stimulation gemal einer festgelegten Zeitreihe (0, 2, 4, 6 oder 8
Stunden) bei 37 °C inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde
Hamolymphe entnommen wund die Hamozytenzahl nach dem oben
beschriebenen Verfahren bestimmt. Es wurden 6 Tiere pro Versuchsgruppe
eingesetzt. Zusatzlich wurde eine Kontrollgruppe eingefuhrt, die keine
Stimulation erhielt, um die Hamozytenzahl nicht stimulierter G. m. als

Referenzwert zu ermitteln.

2.2.10 Statistische Mittel und Visualisierung

Die statistische Auswertung und die graphische Darstellung der Analysen wurden
unter Verwendung der Software GraphPad Prism 8.4.0 durchgefuhrt. Dieser
Prozess umfasste mehrere Schritte, um die Daten auf ihre Validitadt und
Aussagekraft hin zu profen. Zunachst erfolgte die Bestimmung der
Normalverteilung der Daten durch den Kolmogorov-Smirnov-Test. Fur
Datensatze, die eine Normalverteilung aufwiesen, wurde der ANOVA-Test
(Analysis of Variance) verwendet. Der ANOVA-Test ermdglicht es festzustellen,
ob statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten von mehr als
zwei unabhangigen Gruppen bestehen, unter der Berucksichtigung der
Variabilitdt innerhalb der Gruppen. Der Kruskal-Wallis-Test ermdglichte den
Vergleich von mehr als zwei unabhangigen Gruppen und war somit eine
Alternative zum ANOVA-Test, wenn die Annahme der Normalverteilung nicht
erfullt wurden. Zusatzlich wurde der Vergleich der Ergebnisse der Survival-
Analyse mit dem log-rank (Mantel-Cox, conservative) Test durchgefuhrt. Der log-
rank Test ist speziell fiir den Vergleich der Uberlebenszeiten von zwei oder mehr
Gruppen im Zeitverlauf konzipiert und liefert Informationen Uber den Einfluss
verschiedener experimenteller Bedingungen auf das Uberleben der untersuchten
Organismen. Durch die Kombination dieser statistischen Verfahren konnte eine
umfassende und differenzierte Analyse der erhobenen Daten gewahrleistet

werden, die die Grundlage fur die Schlussfolgerungen dieser Studie bildet.
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3 Ergebnisse

3.1 Infektion: Die Letalitat der G. mellonella ist abhangig von der S.
Typhimurium Injektionsdosis

Zu Beginn der Studie wurde die optimale Infektionsdosis ermittelt, um die
Grundlage fur die folgenden Versuche zu schaffen. Es war notwendig, eine
subletale Dosis von S. T. zu identifizieren — eine Konzentration, die nahe an der
letalen Grenze liegt und eine Immunantwort auslost, ohne jedoch den
Organismus G. m. zu toten. Gleichzeitig wurde die Infektionsdosis titriert, die eine
hohe Mortalitat verursacht. Dazu wurden G. m.-Larven PBS und verschiedenen
Konzentrationen von S. T. injiziert und Uber funf Tage hinweg beobachtet (Abb.
3).

Die systemische Infektion von G. m. mit S. T. fuhrte bei den hochsten getesteten
Injektionsdosen von 10° S. T./ ml und 108 S. T./ ml zu einer Letalitat der Larven
von 100 % bzw. 90 % innerhalb der ersten 24 Stunden des
Beobachtungszeitraums. Die Injektionsdosis von 107 S. T./ ml erwies sich als
optimale letale Dosis, da die Larven schrittweise Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum hinweg starben, was zu einer Gesamtmortalitat von 80 %
fihrte. Bei einer Injektionsdosis von 10° S. T./ ml Uberlebten alle 10 Larven,
weshalb diese Konzentration als subletale Dosis fur die Hauptversuche
festgelegt wurde. Wie erwartet Uberlebten alle Larven, die als Kontrolle PBS

injiziert bekamen.

35



100 f
80— -1~ PBS
© f —&—  S.T.10%ml
§ 60— —&-  S.7.10%ml
T O ST10'ml
o]
S 40— —&-  S.T.10%ml
—O- S.T7.10%ml
20 — n=10
o
0 L T T T T
0 1 2 3 4 5

Zeit [Tage]

Abbildung 3: Dosisabhangiges Uberleben von G. m.-Larven nach systemischer Infektion mit S. T.

G. m. wurden mit verschiedenen Konzentrationen von S.T. infiziert, 5 Tage bei 37°C im Dunkeln inkubiert
und alle 24 Stunden auf das Uberleben begutachtet. Als Kontrolle wurde G. m. PBS injiziert. Jede
Versuchsgruppe bestand aus 10 Larven.

3.2 Survival-Analyse: G. mellonella mit Inmune Priming tiberleben
Dieser Versuch zielte darauf ab, die Hypothese zu Uberprufen, dass eine erste
Infektion der G. m. Larven mit einer subletalen Dosis von 10° S. T./ ml eine
Immunantwort auslost, die die Larven vor einer zweiten, normalerweise letalen
Infektionsdosis von 107 S. T./ ml schitzt und somit die
Uberlebenswahrscheinlichkeit ~ signifikant ~erhoht. Dazu wurde eine
Versuchsgruppe erstellt, bei der die Larven zunachst 10° S. T./ ml injiziert
bekamen und nach 24 Stunden eine zweite Injektion mit 107 S. T./ ml erhielten.
Zusatzlich wurden drei Kontrollgruppen eingefuhrt (Abb. 4).

Die Larven der Versuchsgruppe, die die Injektion von 10° S. T./ ml gefolgt von
107 S. T./ ml erhielten, zeigten eine Uberlebensrate von 88,5 % (23/26). In der
Kontrollgruppe, die zunachst PBS und anschlieBend die letale Dosis von 107 S.
T./ ml erhielt, Uberlebten nur 11,5 % (3/26) der Larven. Die auffallend grol3e
Differenz in der Mortalitat zwischen diesen beiden Gruppen zeigt deutlich, dass

die G. m.-Larven mit Immune Priming signifikant haufiger Uberlebten. Der
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Unterschied war statistisch signifikant (p < 0,0001). In der Kontrollgruppe, die
zweimal PBS erhielt, Uberlebten 100 % der Larven, wahrend in der Gruppe, die
zuerst 10° S. T./ ml und anschlieRend PBS erhielt, 96 % (24/25) der Larven
uberlebten.

100 ul
o =
E — O

80+
-+ PBS+PBS

604 -8 ST (10%ml) + PBS
skkk = ST (10%ml) + ST (107/ml)

404 .—l —& PBS + ST (107/ml)
n = 25-26
20 l

0 T T T T T
0 1 2 3 4 5

Uberleben G. m. [%]

Zeit [Tage]

Abbildung 4: Survival-Analyse von G. mellonella nach systemischer Injektion einer subletalen und letalen
Dosis von S. Typhimurium.

Den G. m.-Larven wurde eine erste Injektion von 10° S. T./ ml oder PBS und nach 24 Stunden eine zweite
Injektion von 107 S. T./ ml oder PBS verabreicht. Zeitpunkt 0 Tage auf der X-Achse entspricht 0 Tage nach
der zweiten Injektion. Die G. m.-Larven wurden fiir finf Tage bei 37°C inkubiert und auf das Uberleben
begutachtet. Es wurden 5 unabhangige Replikate mit 3-6 Tieren pro Experiment erstellt (insgesamt 25-26

Larven pro Gruppe). Die Unterschiede wurden mit dem Log-rank (Mantel Cox) Test statistisch ausgewertet.
**** = P <0,0001.

3.3 Quantifizierung: S. Typhimurium kann in G. mellonella mit Immune

Priming nicht proliferieren

Um die Unterschiede in der Bakterienlast zwischen den Versuchsgruppen von G.
mellonella zu ermitteln, wurden die CFU von S. Typhimurium in der Hamolymphe
der Larven wahrend des Infektionsverlaufs bestimmt (Abb. 5).

Nach einer einzelnen Injektion von 10° S. T./ml (entsprechend 103 Bakterien pro
Larve bei einem Injektionsvolumen von 10 pl) zeigte sich lediglich ein

geringfugiger Anstieg der Bakterienkonzentration in der Hamolymphe Uber einen
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Zeitraum von 8 Stunden. Der hochste durchschnittliche CFU-Wert wurde 2
Stunden nach der Injektion mit 1,16 x 103 CFU/10 ul gemessen. Innerhalb von
24 Stunden reduzierte sich die Bakterienzahl auf einen durchschnittlichen Wert
von 1,18 CFU/10 pyl Hamolymphe, wobei bei vier von elf Larven (4/11) die CFU/ul
unterhalb der Nachweisgrenze lag, und daher wahrscheinlich von einer

vollstandigen Eradikation des Pathogens ausgegangen werden kann.

In der Kontrollgruppe, der zunachst PBS und anschlieRend 107 S. T./ml injiziert
wurde, stieg die Bakterienlast in den ersten 8 Stunden nach der zweiten Injektion
kontinuierlich von durchschnittlich 7,03 x 10° auf 4,75 x 10° CFU/10 upl
Hamolymphe an. Nach 24 Stunden wurde ein leicht reduzierter Wert von 1,94 x
10° CFU/10 ul gemessen. An diesem Zeitpunkt waren jedoch nur noch 2 von 14
Larven (2/14) am Leben und konnten ausgewertet werden. Im Gegensatz dazu
zeigte die Versuchsgruppe, der zuerst 10° S. T./ml und nach 24 Stunden 107 S.
T./ml injiziert wurde, keinen signifikanten Anstieg der CFU-Werte. Der hochste
durchschnittliche Wert lag bei 1,99 x 102 CFU/10 ul 4 Stunden nach der zweiten
Injektion. Innerhalb von 24 Stunden sank die Bakterienzahl drastisch auf 1,4
CFU/M0 ul, nahe der Nachweisgrenze, und lediglich eine Larve (1/15) verstarb.
Der Unterschied in der Bakterienlast zwischen dieser Versuchsgruppe und der
Kontrollgruppe war statistisch signifikant (p = 0,0037). In der Kontrollgruppe, die
zuerst 10° S. T./ml und anschlieRend PBS injiziert bekamen, wurde nach 4
Stunden der zweiten Injektion ein unerwartet leichter Anstieg der Bakterienlast
auf 53 CFU/10 yl Hamolymphe beobachtet. Dieser Wert Uberschritt jedoch nicht
die CFU-Werte der geprimten Versuchsgruppe und sank nach 24 Stunden wieder
nahe an die Nachweisgrenze auf einen durchschnittlichen Wert von 4,6 CFU/10

pl ab.

Die Ergebnisse dieser Quantifizierung zeigen, dass eine initiale subletale
Infektion mit S. T. bei G. m. die Entwicklung einer hohen Keimlast nach einer
Zweitinfektion mit einer letalen Dosis verhindert. Dies deutet darauf hin, dass das
Immunsystem von G. m. in der Lage ist, durch Immune Priming eine schutzende

Antwort gegen eine sekundare S. T.-Infektion aufzubauen.
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Abbildung 5: CFU aus G. mellonella-Hamolymphe nach einfacher oder zweifacher systemischer Infektion
mit S. Typhimurium.

Darstellung von zwei verschiedenen Versuchen in einer Graphik. Den G. m.-Larven wurde eine subletale
Dosis von 10% S. T./ ml injiziert und bei 37°C inkubiert. In einem zweiten Experiment wurde den G. m.-Larven
eine subletale Dosis von 10 S. T./ ml oder PBS injiziert und nach 24 Stunden eine zweite letale Dosis von
107 S. T./ ml oder PBS injiziert und bei 37°C inkubiert. Entsprechend der Zeitreihe wurde den Larven bei
beiden Versuchen nach 0, 2, 4, 6, 8 oder 24 Stunden Inkubation die Hamolymphe abgenommen, auf
Blutagar ausplattiert und inkubiert. Nach 24 Stunden Wachstum der Bakterienkolonien wurden die CFU
ausgezahlt. Bei dem 48 h Wert von PBS + 107 S. T./ ml waren nur noch 2 von 14 Larven am Leben. Zeitpunkt
0 h der X-Achse entspricht 0 h nach der einfachen Injektion von 10° S. T./ ml in die G. m.-Larven. Zeitpunkt
24 h der X-Achse entspricht 0 h nach der zweiten Injektion der Doppelstimulation. Es wurden 2 unabhangige
Replikate mit 5 und 10 Larven pro Experiment erstellt. Die Unterschiede wurden mit dem Kolmogorov-
Smirnov-Test und, weil die Daten nicht normalverteilt waren (Anzahl der Versuchstiere von PBS + 107 S. T./
ml zu klein, da verstorben), mit dem Kruskal-Wallis-Test statistisch ausgewertet. ** = P < 0,01. Fehlerbalken
sind zur Darstellung der Standardabweichung.
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3.4 Hemmstofftest: Die Hamolymphe der G. mellonella mit Inmune
Priming hemmt die Proliferation von Bakterien

In diesem Versuch wurde mit dem Geobacillus stearothermophilus-

Hemmstofftest untersucht, wie sich die antimikrobiellen Eigenschaften in der G.

m.-Hamolymphe unter verschiedenen Infektionsbedingungen verandern (Abb.

6).

Bereits nach einer Injektion mit PBS zeigte sich ein leichter Anstieg der
antimikrobiellen Aktivitat in der Hamolymphe, der nach 4 Stunden mit einem
Maximum von 129 mm? seinen Hohepunkt erreichte, um anschlieRend wieder
auf Werte nahe dem Ausgangsniveau von 102 mm?, wie bei nicht stimulierten
Larven, abzusinken. Bei einer einzelnen Injektion von 10° S. T./ml war hingegen
eine kontinuierliche Zunahme der Hemmhof-Flache von durchschnittlich 118
mm? unmittelbar nach der Injektion (0 Stunden) auf 189 mm? nach 24 Stunden
zu beobachten. Dies deutet auf eine kontinuierliche Zunahme der
antimikrobiellen Aktivitat in der Hamolymphe hin. Ein Maximum dieser Aktivitat
wurde im Bereich von 0 bis 4 Stunden nach der zweiten Injektion festgestellt,
gefolgt von einem allmahlichen Riickgang. Bei den Larven, die zuerst 10° S. T./ml
und 24 Stunden spater 107 S. T./ml injiziert bekamen, war der Hemmhof
unmittelbar nach der zweiten Injektion am groten und erreichte einen
Maximalwert von 214 mm?. Dieser Wert nahm im Laufe der nachsten 24 Stunden
kontinuierlich auf 168 mm? ab. Ahnlich verhielt sich die Hemmhofentwicklung bei
der Kontrollgruppe, der zunachst 10° S. T./ml und dann PBS injiziert wurde. Hier
zeigte sich nach der ersten Injektion kaum ein Unterschied, ob die zweite
Injektion mit PBS oder einer letalen Dosis von 107 S. T./ml erfolgte. Die
Kontrollgruppe, der zuerst PBS und dann 107 S. T./ml injiziert wurde, zeigte
innerhalb von 24 Stunden nach der zweiten Injektion eine Zunahme des
Hemmbhofes von 114 mm? nahe der Nachweisgrenze auf ein Maximum von 185
mm?Z. Ein signifikant unterschiedlicher antimikrobieller Effekt wurde zwischen den
Gruppen 10°S. T./ml + 10’ S. T./ml und PBS + 10" S. T./ml festgestellt,
insbesondere beim Vergleich der Hemmhofgro3en unmittelbar nach der zweiten
Injektion (p = 0,0051). Die Larven, die das Immune Priming durchlaufen hatten,

zeigten eine ausgepragte antimikrobielle Aktivitat. Bemerkenswert ist, dass diese
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Aktivitat nach der eigentlich letalen Injektion von 107 S. T./ml nicht stagnierte oder

anstieg, sondern sich der Hemmhof im weiteren Verlauf wieder verringerte.

Die Ergebnisse dieses Hemmstofftests deuten darauf hin, dass die
antimikrobielle Aktivitat in der Hamolymphe von G. mellonella nach einer
subletalen Primarinfektion signifikant ansteigt. Diese verstarkte antimikrobielle

Aktivitat kdnnte eine entscheidende Rolle dabei spielen, die Mortalitat der Larven

nach einer letalen Sekundarinfektion deutlich zu reduzieren.
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Abbildung 6: Hemmstofftest nach Kundrat zum Nachweis antimikrobiell wirksamer Substanzen in der G.
mellonella Hamolymphe nach einfacher oder zweifacher Infektion mit S. Typhimurium.

Darstellung von zwei verschiedenen Versuchen in einer Graphik. Den G. m.-Larven wurde eine subletale
Dosis von 10° S. T./ ml oder PBS injiziert und bei 37°C inkubiert. In einem zweiten Experiment wurde den
G. m.-Larven eine subletale Dosis von 10° S. T./ ml oder PBS injiziert und nach 24 Stunden eine zweite
letale Dosis von 107 S. T./ ml oder PBS injiziert und bei 37°C inkubiert. Entsprechend der Zeitreihe wurde
den Larven bei beiden Versuchen nach 0, 2, 4, 6, 8 oder 24 Stunden Inkubation die Hamolymphe
abgenommen und auf Test-Agar nach Kundrat pipettiert und inkubiert. Nach 24 Stunden wurden die
Hemmhofe ausgemessen. Zeitpunkt 0 h der X-Achse entspricht 0 h nach der einfachen Injektion von 10° S.
T./ ml oder PBS in G. m. Larven. Zeitpunkt 24 h der X-Achse entspricht 0 h nach der zweiten Injektion der
Doppelstimulationen. Bei dem 48 h Wert von PBS + 107 S. T./ ml waren nur noch 3 von 6 Larven am Leben.
Die Hemmzone ist ein Mittelwert der Hemmhdfe der nicht stimulierten G. m. Larven. Es wurden 2
unabhangige Replikate mit 3 Larven pro Versuchsreihe durchgefiihrt. Die Unterschiede wurden mit dem
Kolmogorov-Smirnov-Test und, weil die Daten nicht normalverteilt waren (n zu klein), dem Kruskal-Wallis-
Test statistisch ausgewertet. ** = P < 0,01. Fehlerbalken sind zur Darstellung der Standardabweichung.
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3.5 Genregulation nach Infektion: Die Injektion von S. Typhimurium in G.
mellonella-Hamocoel bewirkt eine differentielle Expression
antimikrobiell wirksamer Substanzen

Um den Verlauf der Immunreaktion zu untersuchen, wurde die Genexpression

von Genen bestimmt, die fur antimikrobiell wirksame Substanzen (wie AMPs)

kodieren. Zu den untersuchten Genen gehorten diejenigen, die fur Cecropin,

Gallerimycin, Galiomycin, Hemolin, IMPI, Gloverin, Lysozym, NOS und

Apolipophorin kodieren.

Einige antimikrobielle Peptide kdnnen praktisch als Marker zur Uberwachung des
Verlaufs der Immunreaktion verwendet werden. Besonders hervorzuheben sind
Cecropin, Gallerimycin, Galiomycin, Hemolin und IMPI, die in ihren

Expressionsmustern konsistente Ergebnisse vorweisen konnten.

Bei diesen Genen zeigte sich in den ersten 6 Stunden nach der primaren Injektion
mit 10° S. T./ml ein kontinuierlicher Anstieg der Genexpression, der bis zur
Sekundarinfektion nach 24 Stunden wieder abnahm. Nach der letalen Infektion
stieg die Genexpression der untersuchten Entzindungsmarker in den Gruppen
mit Immune Priming teilweise langsamer und weniger stark an und erreichte nicht
das Niveau der Primarinfektion mit 10° S. T./ml. Der starke Anstieg der
Genexpression wahrend der primaren Infektion scheint ausreichend zu sein, um
eine durch die letale Injektion von 107 S. T./ml ausgel6ste Infektion abzuwehren.
Besonders auffallig war der starke Anstieg der Genexpression
von Gallerimycin und Galiomycin nach der ersten Injektion von 10° S. T./ml.

Im Gegensatz dazu war die Immunantwort der Kontrollgruppe, die zuerst PBS
erhielt, unzureichend, um die letale Infektion zu begrenzen. Dies zeigt sich daran,
dass nach der letalen Infektion die Expression der untersuchten Gene
kontinuierlich und stark anstieg, &hnlich wie nach der ersten Injektion mit 10° S.
T./ml. Wenn nach einer ersten Injektion mit 10° S. T./ml die zweite Injektion PBS
war, nahm die Genexpression im Vergleich noch weiter ab, was auf eine

erfolgreiche Abwehr der Infektion hindeuten kdnnte.

Interessanterweise  zeigte  die  einfache Injektion mit 10> S.

T./ml bei Galiomycin und Gallerimycin bereits zum Zeitpunkt 0 Stunden ein leicht
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uber den Werten der Referenzprobe (PBS) liegendes Expressionsniveau (Abb.
7).

Cecropin (Abb. 7): Auffallig ist der niedrige Ausgangswert der Kontrollgruppe
PBS + 107 S. T./ml 0 Stunden nach der zweiten Injektion. Der Unterschied
zwischen den Gruppen mit und ohne Immune Priming bei 0 Stunden nach der
zweiten Injektion war signifikant (p = 0,0015). Ebenso zeigten Gallerimycin (Abb.
7), Galiomycin (Abb. 7), Hemolin (Abb. 8) und IMPI (Abb. 8) signifikante
Unterschiede zwischen diesen Versuchsgruppen bei 0 Stunden nach der zweiten
Injektion (p = 0,0022; p = 0,029 und p = 0,0128). Einzig die Genexpression von
IMPI (Abb. 8) zeigte nach der zweifachen Stimulation in der Gruppe 10° S. T./ml
+ PBS im Vergleich zu 10° S. T./ml + 10" S. T./ml ein leicht erhohtes

Expressionsniveau im Verlauf.

Die Gene die fur Gloverin, Lysozym, NOS und Apolipophorin kodieren, zeigten
inkongruente Ergebnisse und inkonsistente Verlaufe der Genexpression nach
den Injektionen.

Gloverin (Abb. 8): Nach der einfachen Stimulation mit 10° S. T./ml
zeigte Gloverin einen ahnlichen Verlauf wie die zuvor beschriebenen AMPs und
erreichte das hochste Expressionsniveau aller untersuchten AMPs mit einem
Maximum von 10130-facher Expression nach 6 Stunden. Bei der zweifachen
Stimulation waren die Genexpressionen in allen Gruppen ahnlich, zeigten jedoch
einen deutlichen Abfall nach 2 Stunden, gefolgt von einem erneuten Anstieg nach
6 Stunden. Es konnte ein signifikanter Unterschied 0 h nach der zweiten Injektion
festgestellt werden (p = 0,0089). Der Verlauf der einfachen Injektion von 10° S.
T./ml war inkongruent im Vergleich zur Versuchsgruppe PBS + 107 S. T./ml.
Auffallig war, dass die Gruppe PBS + 107 S. T./ml bereits zum Zeitpunkt 0
Stunden nach der letalen Dosis eine 392,72-fach erhohte Genexpression
aufwies, obwohl die Larven zuvor nur mit PBS stimuliert wurden. Daruber hinaus
zeigte die einfache Injektion mit 10° S. T./ml bereits zum Zeitpunkt 0 Stunden ein

Expressionsniveau, das deutlich Uber den Werten der Referenzprobe (PBS) lag.

Lysozym (Abb. 9): Bei Lysozym wurden, mit Werten unter der 10-fach erhohten
Expression innerhalb von 6 Stunden, keine signifikanten Unterschiede in der
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Expression festgestellt. Allerdings zeigte die Gruppe 10° S. T./ml + PBS 0
Stunden nach der zweiten Injektion eine auffallige, 80-fach erhohte Expression
im Vergleich zu 10° S. T./ml + 107 S. T./ml, obwohl beide Gruppen vor der zweiten
Injektion die gleiche Stimulation erhielten.

NOS (Abb. 9): NOS zeigte nach einfacher Stimulation keinen Anstieg der
Expression und blieb unterhalb der Werte der Referenzprobe (PBS). Bei der
zweifachen Stimulation stieg die Expression in der Kontrollgruppe PBS + 107 S.
T./ml kontinuierlich auf das 20-fache an, wahrend die Gruppe mit Immune

Priming konstant bei etwa 1-fach blieb.

Apolipophorin (Abb. 9): In den Versuchsgruppen wurden keine deutlichen
Veranderungen bei insgesamt niedrigen Genexpressionen beobachtet,
abgesehen von einem leichten Abfall im Verlauf von 6 Stunden nach der zweiten
Injektion in der Kontrollgruppe PBS + 107 S. T./ml.

Die Genexpressionsanalysen nach der einmaligen Stimulation von Galleria
mellonella mit 10° S.T./ml der Gene, die fliir NOS und IMPI kodieren, wurden von
Dr. Lisa Nagel generiert (Nagel, 2024) und in dieser Studie im Kontext des
Immune Priming bei zweifacher Stimulation analysiert (Abb. 8, Abb. 9).
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Abbildung 7: S. Typhimurium induzierte RNA-Expressionen in G. mellonella der Gene fir Cecropin,
Galiomycin und Gallerimycin im Zeitverlauf. Darstellung von zwei verschiedenen Versuchen in einer
Graphik. Abgebildet sind die Genexpressionen nach einfacher Stimulation mit 105 S. T./ ml und nach
zweifacher Stimulation. Bei der zweifachen Injektion wurde zunachst eine subletale Dosis von 10% S. T./ ml
oder PBS injiziert, gefolgt von einer zweiten Injektion mit einer letalen Dosis von 107 S. T./ ml oder PBS nach
24 Stunden. Die relativen Genexpression wurde in beiden Versuchen nach 0, 2, 4 oder 6 Stunden mittels
gRT-PCR bestimmt. Der Zeitpunkt 0 h der X-Achse entspricht 0 Stunden nach der einfachen Stimulation mit
10° S. T./ ml. Der Zeitpunkt 24 h der X-Achse entspricht 0 Stunden nach der zweiten Injektion der
Doppelstimulation. Die Genexpression wurde relativ zur Expression bei der Stimulation mit PBS fir jeden
Zeitpunkt berechnet. Es wurden 6-8 Larven pro Versuchszeitpunkt verwendet. Die statistische Auswertung
erfolgte unter Verwendung des Kolmogorov-Smirnov-Tests und der ANOVA. Bei nicht normalverteilten
Daten wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. * = P < 0,05; ** = P < 0,01. Fehlerbalken sind zur
Darstellung der Standardabweichung.
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Abbildung 8: S. Typhimurium induzierte RNA-Expressionen in G. mellonella der Gene fur Hemolin, IMPI und
Gloverin im Zeitverlauf. Darstellung von zwei verschiedenen Versuchen in einer Graphik. Abgebildet sind
die Genexpressionen nach einfacher Stimulation mit 10° S. T./ ml und nach zweifacher Stimulation. Bei der
zweifachen Injektion wurde zunachst eine subletale Dosis von 10° S. T./ ml oder PBS injiziert, gefolgt von
einer zweiten Injektion mit einer letalen Dosis von 107 S. T./ ml oder PBS nach 24 Stunden. Die relativen
Genexpression wurde in beiden Versuchen nach 0, 2, 4 oder 6 Stunden mittels qRT-PCR bestimmt. Der
Zeitpunkt O h der X-Achse entspricht 0 Stunden nach der einfachen Stimulation mit 10° S. T./ ml. Der
Zeitpunkt 24 h der X-Achse entspricht 0 Stunden nach der zweiten Injektion der Doppelstimulation. Die
Genexpression wurde relativ zur Expression bei der Stimulation mit PBS fur jeden Zeitpunkt berechnet. Es
wurden 6-8 Larven pro Versuchszeitpunkt verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte unter
Verwendung des Kolmogorov-Smirnov-Tests und der ANOVA. Bei nicht normalverteilten Daten wurde der
Kruskal-Wallis-Test angewendet. * = P < 0,05; ** = P < 0,01. Fehlerbalken sind zur Darstellung der
Standardabweichung. IMPI 10% S. T./ ml wurde generiert von L. Nagel (2024).
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Abbildung 9: S. Typhimurium induzierte RNA-Expressionen in G. mellonella der Gene fir Lysozym, NOS,
und Apolipophorin im Zeitverlauf. Darstellung von zwei verschiedenen Versuchen in einer Graphik.
Abgebildet sind die Genexpressionen nach einfacher Stimulation mit 10% S. T./ ml und nach zweifacher
Stimulation. Bei der zweifachen Injektion wurde zunachst eine subletale Dosis von 10° S. T./ ml oder PBS
injiziert, gefolgt von einer zweiten Injektion mit einer letalen Dosis von 107 S. T./ ml oder PBS nach 24
Stunden. Die relativen Genexpression wurde in beiden Versuchen nach 0, 2, 4 oder 6 Stunden mittels qRT-
PCR bestimmt. Der Zeitpunkt 0 h der X-Achse entspricht 0 Stunden nach der einfachen Stimulation mit 10°
S. T./ ml. Der Zeitpunkt 24 h der X-Achse entspricht 0 Stunden nach der zweiten Injektion der
Doppelstimulation. Die Genexpression wurde relativ zur Expression bei der Stimulation mit PBS fiir jeden
Zeitpunkt berechnet. Es wurden 6-8 Larven pro Versuchszeitpunkt verwendet. Die statistische Auswertung
erfolgte unter Verwendung des Kolmogorov-Smirnov-Tests und der ANOVA. Bei nicht normalverteilten
Daten wurde der Kruskal-Wallis-Test angewendet. Fehlerbalken sind zur Darstellung der
Standardabweichung. NOS 10° S. T./ ml wurde generiert von L. Nagel (2024).
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3.6 Immune Priming beeinflusst die Anzahl der Inmunzellen in G.
mellonella-Hamolymphe

Um die zellulare Immunantwort der G. m.-Larven auf die Stimulation mit S. 7. zu

untersuchen und deren Rolle im Rahmen des Immune Priming zu

charakterisieren, wurde die Anzahl der Hamozyten in der Hamolymphe

lichtmikroskopisch bestimmt. Es wurde angenommen, dass die Unterschiede in

der Survival-Analyse mit der differenziellen Anzahl der Hamozyten in

Zusammenhang stehen konnten.

Bei der einfachen Stimulation, sowohl mit 10° S. T./ml als auch mit PBS, stieg die
Hamozytenzahl nach 24 Stunden auf etwa 250.000 Hamozyten pro 10 ul
Hamolymphe an. Dies weist darauf hin, dass eine Immunantwort in den Larven
ausgelost wurde, unabhangig davon, ob ein Pathogen injiziert wurde oder nicht.
Auffallig ist der Verlauf in der Kontrollgruppe, die nur PBS injiziert bekam: Hier
stieg die Hdmozytenzahl schnell innerhalb von zwei Stunden auf eine mittlere
Anzahl von 175.069 Zellen an, fiel dann nach 8 Stunden auf 107.069 Zellen ab
und erreichte nach 24 Stunden den Hochstwert von 241.358 Zellen.

Bei der zweifachen Stimulation zeigten die Kontrollgruppen PBS + PBS und
10° S. T./ml + PBS unerwartet die hochsten mittleren Hamozytendichten. Diese
erreichten 6 Stunden nach der zweiten Injektion ihren Maximalwert mit 194.071
bzw. 274.464 Hamozyten pro 10 pl Hamolymphe. Im Gegensatz dazu nahm die
Hamozytenzahl in der Versuchsgruppe, der zuerst 10° S. T./ml und 24 Stunden
spater 107 S. T./ml injiziert wurde, innerhalb von 6 Stunden nach der zweiten
Injektion kontinuierlich ab und erreichte ein Minimum von 105.156 Hamozyten
pro 10 pl, ein Wert nahe der Hamozytenzahl von nativen, nicht stimulierten
Larven. Bei der Kontrollgruppe PBS + 107 S. T./ml sank die Hamozytenzahl
innerhalb der ersten zwei Stunden nach der zweiten Injektion rasch auf 104.583
Hamozyten pro 10 pl und blieb anschliel3end bis zum Ende der Beobachtungszeit
von 24 Stunden im Bereich der Hamozytenzahl der nativen Larven.

Zusammenfassend lasst sich in dieser Studie feststellen, dass die
Hamozytenzahlen in den Larven ohne Immune Priming (PBS + 107 S. T./ml) im
Vergleich zur Versuchsgruppe mit Immune Priming (10° S. T./ml + 107 S. T./ml)
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zwar tendenziell niedriger ausfielen, jedoch keine gravierenden Unterschiede
zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen ermittelt werden konnten. Bei
insgesamt hohen Standardabweichungen der aufgezeichneten Daten konnten
keine statistisch signifikanten Unterschiede ermittelt werden.
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Abbildung 10: Bestimmung der Hamozytenzahl in G. mellonella-Hamolymphe nach einfacher und
zweifacher Infektion mit S. Typhimurium.

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse zweier Experimente in einer Grafik. Im ersten Experiment wurde den
Larven von G. mellonella eine subletale Dosis von 10° S. T./ ml oder PBS injiziert. Im zweiten Experiment
erhielten die Larven zunachst eine subletale Dosis von 10° S. T./ ml oder PBS, gefolgt von einer letalen
Dosis von 107 S. T./ ml oder PBS nach 24 h. Die Hamolymphe wurde zu den Zeitpunkten 0, 2, 4, 6, 8 und
24 Stunden entnommen und die Hdmozyten wurden unter einem Lichtmikroskop manuell ausgezahlt. Auf
der X-Achse entspricht der Zeitpunkt 0 h dem Zeitpunkt unmittelbar nach der ersten Injektion, wahrend der
Zeitpunkt 24 h dem Zeitpunkt unmittelbar nach der zweiten Injektion in der Doppelstimulation entspricht. Es
ist zu beachten, dass zum Zeitpunkt 48 Stunden in der Gruppe PBS + 107 S. T./ ml nur noch 4 von 7 Larven
Uberlebten. Die Experimente wurden in zwei unabhangigen Replikaten mit jeweils 3 und 5 Tieren pro Gruppe
durchgefihrt. Fehlerbalken sind zur Darstellung der Standardabweichung.

3.6.1 PBS in G. mellonella-Hamocoel induziert nicht den Anstieg der

Hamozytenanzahl

Im vorherigen Experiment (siehe Abb. 10) wurde beobachtet, dass die Injektion
von PBS einen starken Anstieg der Hamozytendichte in der Hamolymphe von G.
m. induzierte. Um diese Beobachtung zu validieren, wurde ein
Vergleichsexperiment durchgefuhrt. Hierbei wurde die Veranderung der
Hamozytendichte nach einer PBS-Injektion mit derjenigen nach einer bloRRen
Punktion des Hamocoels, ohne Injektion von Flussigkeit, verglichen. Zusatzlich
wurde die Hamozytenzahl in 6 nativen Larven bestimmt, um Referenzwerte zu

generieren.
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Sowohl die PBS-Injektion als auch die blof3e Punktion des Hamocoels fuhrten zu
einem deutlichen Anstieg der Hamozytenzahl in der Hamolymphe von G. m.
(Abb. 11). Zwei Stunden nach der Stimulation erreichte die Hamozytenzahl ihren
Hochstwert mit einem Durchschnitt von 233.333 Hamozyten pro 10 ul
Hamolymphe bei der PBS-Injektion und 197.375 Hamozyten pro 10 pl bei der
reinen Punktion. Danach nahm die Hamozytenzahl innerhalb von 8 Stunden
wieder ab und naherte sich den Mittelwerten der unbehandelten Larven an. Die
nicht stimulierten Larven wiesen unmittelbar nach der Entnahme einen
durchschnittlichen Hamozytenwert von 79.875 pro 10 yl Hamolymphe auf, wobei
die Werte zwischen 52.000 und 116.500 Hamozyten variierten.

Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
Hamozytenzahlen nach der PBS-Injektion und der bloRen Punktion des
Hamocoels festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass der beobachtete
Anstieg der Hamozytenzahl moglicherweise eher auf den mechanischen Eingriff
selbst als auf die PBS-Injektion zurtckzufuhren ist. Zudem wurden sehr hohe
Standardabweichungen in den gemessenen Hamozytenzahlen festgestellt, was

die Variabilitat der Hdmozytendichte in den Larven widerspiegelt.
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Abbildung 11: Vergleich der G. mellonella-Hamozytenzahl bei Injektion mit PBS und Punktion des
Hamocoel.

Den G. m.-Larven wurde PBS injiziert oder es wurde mit einer Kantle das Hamocoel punktiert. Entsprechend
der Zeitreihe wurde den Larven nach 0, 2, 4, 6 oder 8 h Inkubation die Himolymphe abgenommen, in IPS
verdinnt und mit dem Lichtmikroskop visuell ausgezahlt. Es wurden 6 Tiere pro Versuchsgruppe verwendet.
Der Mittelwert der nativen Larven betrug 109850. Fehlerbalken sind zur Darstellung der
Standardabweichung.
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4 Diskussion

Mit der vorliegenden Studie konnten wir nachweisen, dass ein Immune Priming
der Galleria mellonella mit einer nicht letalen Dosis von Salmonella enterica
Serovar Typhimurium vor einer 24 Stunden spater injizierten letalen S. T.-Dosis
schutzt. Die Larven mit Immune Priming zeigen eine erhdhte Uberlebensrate,
eine geringere Erregerlast und eine erhohte antimikrobielle Aktivitat in der
Hamolymphe im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Potenzielle Erklarungen fur
den Schutz der G. m., 24 bis 48 Stunden nach dem Immune Priming, bieten die
erhohte Prasenz humoraler Faktoren (erhdhte Genexpression immunrelevanter
Peptide und Proteine) und zellularer Immunparameter (Hamozytendichte) als

Mechanismen des Immune Priming.

4.1 Uberleben der G. mellonella nach S. Typhimurium Infektion

Unsere Ergebnisse zeigen, dass unterschiedliche Konzentrationen der
humanpathogenen Erreger getestet werden mussen, um die individuelle
Konzentration des  Pathogens herauszufiltern, die effizient den
Schutzmechanismus des Immune Priming auslosen. In der Survival-Analyse der
einfachen Infektion zur Bestimmung der subletalen und letalen Infektionsdosis
wird ersichtlich, dass die Dosis der Infektion mit der Mortalitat der Larven
korreliert. Einzig bei einer Injektion von 10° S. T./ ml Uberlebten alle Larven.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei einer Infektion der G. m. mit 10° S.
T./ ml kein unwiederbringlicher Schaden entstanden ist und sich die G. m.
erfolgreich gegen die Infektion behaupten konnten. Wu et al. (2014) konnten in
ihrer Studie mit dem fur Insekten todliche Photorhabdus Iluminescens
nachweisen, dass die Dosis des Immune Priming wesentlich am Schutz vor einer
Infektion beteiligt ist. Dabei korrelierte die HOhe der Dosis des Immune Priming
sowohl mit dem Uberleben der Larven nach einer spateren Injektion als auch mit

der Dauer der Schutzwirkung durch das Immune Priming.

Survival-Analysen in einem Galleria mellonella-Infektionsmodell mit einem
Wildtyp-Stamm der Salmonella Typhimurium SL1344 wurden bereits in
vergangenen Studien gewonnen (Viegas et al., 2013). Sie beschreiben G. m.
auch als valides Infektionsmodell fur die Charakterisierung der Virulenzfaktoren
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von S. T.-Stammen. Auch unsere erganzenden Ergebnisse deuten darauf hin,

dass G. m. fur Experimente mit S. T. ein stabiles Versuchsmodell ist.

4.2 Uberleben der G. mellonella mit Inmune Priming

In der vorliegenden Studie bot eine Vorabinjektion einer nicht letalen Dosis des
humanen Pathogens Salmonella enterica Serovar Typhimurium bei der Larve
Galleria mellonella eine protektive Wirkung gegen eine eigentlich letale S. T.-
Infektion. Dieses Ergebnis bestatigt unsere Hypothese, dass auch der obligat
humanpathogene Erreger S. T. den Mechanismus des Immune Priming bewirken
kann. Vergleichbare Studien mit ahnlichen Ergebnissen bei denen die G. m. mit
Immune Priming eine schutzende Wirkung aufbauten, wurden bereits mit dem
opportunistischen humanen Erreger Candida albicans (Bergin et al., 2006), das
fur Insekten todliche Photorhabdus luminescens (Wu et al., 2014) und Bacillus
thuringiensis (Tasztow et al., 2017) durchgefuhrt. Zusatzlich fuhrten Scalfaro et
al. (2017) eine Studie mit humanpathogenen Erregern wie enteropathogene
Escherichia coli, Listeria monocytogenes und Salmonella enterica Serovar
Typhimurium nach der Vorabbehandlung der G. m. mit den Probiotika
Lactobacillus rhamnosus und Clostridium butyricum durch. Ein aktivierender
Einfluss auf das Immunsystem der Larve wird als Schutzfaktor beschrieben.
Dazu gehoren die Produktion antibakterieller Eigenschaften und die Erhohung

der Hamozytendichte (Scalfaro et al., 2017).

Es gibt inzwischen zahlreiche Studien, bei denen eine Vorabexposition der G. m.
mit diversen abgeschwachten, vorbehandelten oder probiotischen Erregern oder
Stoffen (wie LPS) die Larven vor einer anschlielend letalen Bakterien- oder Pilz-
Infektion schutzten (Browne et al., 2014, de Oliveira et al., 2017, Rossoni et al.,
2017, Barros et al., 2019, Huang et al., 2020). Dabei kamen alle Autoren und
Autorinnen zu derselben Schlussfolgerung: Eine Vorabexposition 16st protektive
immunmodulatorische Mechanismen aus, die die G. m. vor einer letalen Infektion

schutzen.

4.3 Effektive Clearance der S. Typhimurium
Unsere Versuche zeigen, dass das Uberleben der infizierten G. m. mit der

Clearance der S. T. im Organismus assoziiert ist. Die Larven mit Immune Priming
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sind in der Lage, die S. T.-Proliferation nach der Injektion von 107 S. T./ ml im
Verlauf effektiv zu inhibieren und 24 Stunden nach der Infektion die S. T.-
Population annahernd zu eliminieren. Im Vergleich dazu, kann in der
Kontrollgruppe PBS + S. T. eine starke Vermehrung der S. T. beobachtet werden,
sodass ein statistischer Unterschied zwischen diesen Gruppen ermittelt werden
konnte. Hier muss angemerkt werden, dass nur 2 von 6 Larven den Zeitpunkt 24
Stunden nach der hohen Injektionsdosis Uberlebten. Die bakterielle Belastung in
verstorbenen G. m. wurde nicht erfasst. Die statistische Auswertung war nur
begrenzt moglich bei einer geringen Anzahl an vitalen Versuchstieren.

Unsere Studie untermauert ahnliche Versuchsaufbauten mit anderen Erregern.
Wu et al. (2016b) konnten nachweisen, dass ein Immune Priming von G. m. mit
hitzegetoteten Photorhabdus luminescens 48 Stunden vor einer Infektion mit
einer letalen Dosis von P. luminescens zu einer signifikant niedrigeren
Bakterienzelldichte im Vergleich zu einer Kontrollgruppe fuhrte. Andere Studien
arbeiteten mit bakteriellen Probiotika (Lactobacillus rhamnosus und Lactobacillus
paracasei) als Immune Priming vor einer Infektion mit Candida albicans. Sie
verzeichneten in den Hamolymphekulturen der G. m. ebenfalls ein statistisch
signifikant geringeres Wachstum des Pathogens im Vergleich zu den
unbehandelten Larven (de Oliveira et al., 2017, Rossoni et al., 2017).

4.4 Bakterizide Wirkung der Hamolymphe in vitro
Zur Detektion antimikrobieller Aktivitat in der Hamolymphe der infizierten G.
mellonella wurde ein ,disc diffusion assay“ angewendet, basierend auf dem von

Kundrat (1968) entwickelten Hemmstofftest.

In unseren Versuchen konnte gezeigt werden, dass eine Infektion von G. m.
mit S. T. zu einer signifikanten Erhohung der antimikrobiellen Aktivitat in der
Hamolymphe flhrte. Diese antibakterielle Eigenschaft nahm im Verlauf der Zeit
nach der Inokulation zu und erreicht 24 Stunden nach dem Immune Priming ein
Maximum. Dadurch konnte 0 Stunden nach der letalen Injektion ein signifikanter
Unterschied im Vergleich zu der Kontrollgruppe ermittelt werden. Dies bedeutet,
dass die Hamolymphe von Larven, die einem Immune Priming unterzogen

wurden, bereits vor der letalen Dosis von S. T. eine erhohte antimikrobielle
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Eigenschaft aufwiesen. Dieser Effekt kdnnte einen wichtigen Uberlebensvorteil
darstellen, der durch das Immune Priming vermittelt wurde. Die Fahigkeit von G.
m., nach dem Immune Priming eine antimikrobielle Aktivitat zu entwickeln,
korreliert mit der Reduktion der Pathogenbelastung in der Hamolymphe und dem
verbesserten Uberleben der Larven nach einer letalen Infektionsdosis.

Das Immune Priming mitS. T.fuhrt eindeutig zu einer verstarkten
antimikrobiellen  Aktivitat, die auch die Proliferation von Geobacillus
stearothermophilus hemmt. Die Ergebnisse legen nahe, dass eine initiale
Infektion das angeborene Immunsystem zu einer unspezifischen protektiven
Antwort stimuliert, die vor verschiedenen pathogenen Erregern schitzen kdnnte.
Eine frUhere Studie von Scalfaro et al. (2017) untersuchte die Rolle der
potenziellen Probiotika Lactobacillus rhamnosus und Clostridium  butyricum
Miyairi als Immune Priming und deren schitzende Wirkung auf das
Immunsystem gegen die gastrointestinalen Erreger EHEC (enteropathogene
Escherichia coli), Listeria monocytogenes und Salmonella enterica Serovar
Typhimurium. Die Studie zeigte, dass die Vorbehandlung mit diesen Bakterien
eine unspezifische Immunantwort in den Larven auslost, die sowohl die
Uberlebensrate erhoht als auch die Hamozytendichte signifikant steigert
(Scalfaro et al., 2017). Es stellt sich die Frage, inwiefern eine unspezifische
Immunantwort der G. m. durch erregerspezifische Mechanismen erganzt wird,
die es dem Wirt ermdglichen, Pathogene zu erkennen und gezielte

Abwehrreaktionen einzuleiten.

Um zu verstehen, wie spezifisch der Schutz nach einer Erstinfektion ist, mussten
weitere Untersuchungen durchgefuhrt werden. Es bleibt zu klaren, ob das
Immune Priming gegen ein bestimmtes Pathogen einen spezifischen Schutz
bietet oder ob es allgemein gegen ein breites Spektrum von Erregern wirkt. Die
detaillierte Charakterisierung dieser Schutzwirkung ware von grol3em Interesse.

AuRerdem ist derzeit unklar, inwieweit Salmonella enterica, ein obligat
humanpathogener Erreger, in der Umwelt von G. mellonella vorkommt und ob
gegenseitig spezifische Virulenzfaktoren des Bakteriums oder

Abwehrmechanismen des Insekts evolutionar entwickelt wurden. In einer Studie
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in der G. mellonella mit dem opportunistischen Erreger Candida albicans infiziert
wurde, vermuteten Vertyporokh et al. (2020), dass allgemeine Virulenzfaktoren
dem Erreger die Infektion des Wirts ermoglichen, wahrend allgemeine
Verteidigungsmechanismen der G. mellonella zur erfolgreichen Bekampfung des
Pathogens beitragen (Vertyporokh et al., 2020).

4.5 Zellulare Abwehr - Himozyten

In vorangehenden Studien konnte nachgewiesen werden, dass die Anwesenheit
pathogener Stimuli im Hamocoel die Anzahl der Hamozyten in G. m. verandert.
Zudem wurde festgestellt, dass die Hamozytendichte als Indikator fur eine
Infektion herangezogen werden kann (Mowlds et al., 2010, Bergin et al., 2003).
In unserer Arbeit haben wir einen Anstieg der Hamozytendichte als eine Reaktion
auf ein Immune Priming und eine Infektion beobachtet. Es ist vorwegzunehmen,
dass auf Grund der hohen Standardabweichungen keine signifikanten
Ergebnisse der verschiedenen Testreihen ermittelt werden konnten. Es lie3en
sich lediglich unterschiedliche Tendenzen der Versuchsgruppen analysieren.

In einer Studie von Barros et al. (2019) lie3en sich signifikante Unterschiede des
Anstiegs der Hamozytendichte beim Immune Priming mit Bacillus subtilis und
Bacillus atrophaeus und deren Sporen im Vergleich zur Kontrollgruppe (PBS)
erzielen. Wu et al. (2016b) konnten zusatzlich eine positive Korrelation zwischen
der Dosis der Stimulation des Immune Priming und der Anzahl der Hamozyten
aufzeigen (Wu et al., 2016b). In unserer Studie kdnnen wir bis einschliel3lich 24
Stunden nach der Injektion keine signifikanten Unterschiede der
Hamozytendichte zwischen der Stimulation mit 10° S. T./ ml als Immune Priming
und der Kontrolle mit PBS ermitteln. Das bedeutet, dass die subletale Dosis von
S. T. die Quantitat von Hamozyten im Hamocoel im Vergleich zu PBS nicht
signifikant verandert. Huang et al. (2020) veroffentlichten eine an G. m.
durchgefuhrte Studie, bei der ein schiutzender Effekt vor diversen letalen
Pilzinfektionen durch eine Candida glabrata Exposition entstand. Sie
untersuchten unter anderem als vermutlich protektiven Mechanismus ebenfalls
die variierende Hamozytenzahl in der Hamolymphe nach dem Immune Priming

mit Candida glabrata. Es konnten, wie auch in unseren Versuchen, keine
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signifikanten Unterschiede zu der Kontrollgruppe (PBS) ermittelt werden. Huang
et al. (2020) erganzten ihre Versuche, indem zusatzlich aus den G. m. extrahierte
Hamozyten in vitro auf ihre bakterizide Aktivitat untersucht wurden. Es konnte
festgestellt werden, dass die Hamozyten mit Immune Priming durch Candida
glabrata im Vergleich zur Kontrolle eine signifikant hohere bakterizide Aktivitat
gegen Candida albicans und Candida tropicalis aufwiesen. Es wurde vermutet,
dass die schitzende Wirkung des Immune Priming hauptsachlich auf eine
Aktivierung der Hamozyten zurtckzufuhren ist (Huang et al., 2020). Daraus lasst
sich schlielen, dass nicht nur die Anzahl der Hamozyten, sondern auch eine
spezifische Hamozyten-Aktivierung ein Aspekt des protektiven =zellularen
Geschehens des Immune Priming darstellt.

In unseren Versuchen konnten wir beobachten, dass es in allen
Versuchsgruppen bereits 2 Stunden nach den Injektionen zu einem Anstieg der
Hamozyten kommt. Dieser erste schnelle Anstieg der Hamozytendichte konnte
auf die Punktion des Hamocoel zurlckgefuhrt werden. Es wird davon
ausgegangen, dass bei den Lepidoptera neben humoralen Faktoren der
Hamolymphe auch die Hamozyten an der Hamolymphegerinnung und dem
Wundverschluss bei Verletzungen beteiligt sind (Hoffmann, 1995). Eine Funktion
der Hamozyten ist, dass sie durch eine Ansammlung an der Wunde zur
Gerinnselbildung beitragen und durch eine Degranulation ein unldsliches Gel im
Hamocoel bilden (Lavine et al, 2002, Hoffmann, 1995). Eine erhoOhte
Hamozytendichte nach Nadelstichverletzungen bei G. m., im Vergleich zu den
unbehandelten G. m., wurde ebenfalls in einer Studie von Titball et al. (2020)
beobachtet. Auch wurde die Injektion von PBS mit der reinen Punktion des
Hamocoel verglichen. Es konnte kein signifikanten Unterschied in dem Anstieg
der Hamozytendichte bei der Injektion von PBS ermittelt werden (Senior et al.,
2020). Unsere Ergebnisse in 3.6.1 stutzen die Hypothese, dass PBS als Trigger
fur den Anstieg der Hamozytenzahl ausgeschlossen werden kann, da sich keine
signifikanten Unterschiede der Hamozytendichte zwischen PBS-behandelten
und rein punktierten Larven feststellen lassen. Dieser Versuch lasst ebenfalls
vermuten, dass die Punktion der G. m. der hauptursachliche Induktor fur den
anfanglichen Anstieg der Hamozytenzahl in der Hamolymphe ist. Senior et Titball
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(2020) konnten keine Anzeichen fur Wachstum oder Replikation von Hamozyten
nach Nadelstichverletzungen beobachten, was bedeutet, dass Hamozyten nach
einer Injektion oder Verletzung aus Organen freigesetzt werden mussen (Senior
et al.,, 2020). Auch Ratcliffe (1985) stellte die Hypothese auf, dass bei
Entzindungsgeschehen Hamozyten als Immunreaktion schnell aus Organen
mobilisiert werden konnen. Bereits physischer Stress der Larven oder eine
Temperaturveranderung fuhrt dazu, dass die Anzahl der zirkulierenden
Hamozyten im Hamocoel steigt (Mowlds et al., 2008a, Mowlds et al., 2008b). Die
Hamozyten konnen in an Organe gebundene sessile und im Hamocoel
zirkulierende Hamozyten unterschieden werden. Die sessilen Hamozyten
konnen sich I6sen und in den Kreislauf gelangen (Hillyer, 2016). Aulderdem
werden Hamozyten in  strukturell und funktionell unterschiedliche
Unterpopulationen differenziert (Hillyer, 2016). Trotz des Erkennens
morphologischer Unterschiede der Hamozyten bei der mikroskopischen
Bestimmung der Hamozytendichte, wurden in dieser Studie die Hamozyten nicht
differenziert betrachtet oder bestimmt. In einer Studie von Wu et al. (2016a)
wurden vier Typen von im Hamocoel zirkulierenden Hamozyten identifiziert. Dazu
gehoren Plasmatozyten, Granulozyten, Spherulozyten und Oenozyten. Im
Verlauf der G. m.-Larvenentwicklung konnte eine signifikante Veranderung des
jeweiligen Anteils der Hamozyten beobachtet werden. Es wurde angenommen,
dass die Hamozyten an der Entwicklung der G. m. beteiligt sind (Wu et al.,
2016a).

Die Gegebenheiten, dass es sich bei den Versuchen um lebendige Organismen
handelt, die sich zwar im Allgemeinen als widerstandsfahig erweisen, jedoch
sensibel auf aul3ere Einflusse wie Temperaturveranderungen, Nahrungsangebot
und taktile Reize reagieren, sowie die Verwendung eines breiten Spektrums an
Larven in unterschiedlichen Entwicklungsstadien (130 bis 250 mg), werden die
Anzahl der freien Hamozyten im Hamocoel beeinflusst und zu der hohen
Standardabweichung in den Experimenten beigetragen haben. Unsere
Ergebnisse legen dennoch die Vermutung nahe, dass ein Zusammenhang
besteht zwischen der hoheren Anzahl an Hamozyten im Hamocoel und der
Fahigkeit S. T. zu bekampfen. Dies lasst sich dadurch belegen, dass in der
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Versuchsgruppe mit Immune Priming (10° S. T./ ml + 107 S. T./ ml) nach der
zweiten Injektion eine hohere Hamozytendichte im Vergleich zu der
Kontrollgruppe (PBS + 107 S. T./ ml) vorliegt. Ein Erklarungsansatz fiir diese
Beobachtung ware, dass die erste Infektion vermutlich dazu fuhrt, dass
Hamozyten dem Hamocoel durch protektive Mechanismen entzogen werden und
dem Immunsystem als freie Hamozyten im Hamocoel nicht mehr zur Verfugung
stehen, wodurch sowohl deren Mobilisierung aus Organen als auch ihre
Proliferation angeregt werden konnte.

Es konnte bereits festgestellt werden, dass die hohere Anzahl an Hamozyten im
Hamocoel positiv mit der Fahigkeit eindringende Krankheitserreger erfolgreich zu
phagozytieren oder abzutéten (Wu et al., 2016a) sowie mit dem Uberleben
gegenuber infektiosen Erregern (Bergin et al., 2003) korreliert. De Oliveira et al.
(2017) analysierten die immunmodulatorischen Effekte des Immune Priming mit
Lactobacillus rhamnosus auf eine Candida albicans-Infektion im G. m.-Modell.
Die Ergebnisse der Studie zeigten, dass eine vorherige Exposition mit
Lactobacillus rhamnosus eine Immunantwort auslost, die es ermdglicht eine
letale Infektionsdosis mit Candida albicans zu uberleben. Diese Reaktion wird
von den Autoren und Autorinnen neben anderen immunmodulatorischen
Mechanismen ebenfalls auf eine Zunahme der zirkulierenden Hamozyten
zuruckgefuhrt, welche pathogene Erreger eliminieren kdnnen (de Oliveira et al.,
2017). In einer Studie von Bergin et al. (2003) konnte ein linearer Zusammenhang
zwischen der Hamozytendichte und der Uberlebensrate von G. m. nach
Inokulation aufgezeigt werden. Eine hohe Pathogenitat der Mikroben konnte mit
einer hohen Mortalitédt, einer hohen Erregerlast sowie einer geringeren
Hamozytendichte im Hamocoel der inokulierten Larven in Zusammenhang
gebracht werden. Eine Infektion mit Erregern niedrigerer Pathogenitat wurde von
den Larven uberlebt, wobei eine geringere Erregerlast und eine geringere
Variation der Hamozytenzahl im Vergleich zu den Kontrollgruppen zu beobachtet
wurde. Die Ergebnisse der Studie lassen den Schluss zu, dass eine Inokulation
von Erregern geringerer Pathogenitat eine effektive Immunantwort des
Organismus zur Folge hatte. Demgegenuber konnten Erreger mit einer hohen
Pathogenitat die zellulare Immunantwort Uberwinden. Als Ergebnis konnte eine
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verringerte Hamozytendichte sowie eine weitere Proliferation der Erreger in der
Hamolymphe beobachtet werden. Dies bedeutet, dass die Pathogenitat der
Erreger mit dem Uberleben und der Hamozytendichte korreliert (Bergin et al.,
2003).

4.6 Gesteigerte RNA-Expression immunrelevanter Proteine

Wir analysierten durch das Monitoring differentieller RNA-Expressionen
immunmodulierender Gene in G. m., inwiefern eine Infektion der Larven mit einer
nicht letalen Dosis von S. T. Genprodukte wie AMPs induziert. Diese
antimikrobiell wirksamen Substanzen konnten einen protektiven Einfluss auf S.
T.-Reinfektionen haben. Dazu untersuchten wir die RNA-Expression nach der
Infektion mit S. T. in subletaler Dosierung und zusatzlich in letalen Dosierungen
mit oder ohne vorherigem Immune Priming in Relation zur Stimulation mit PBS.
Zudem sollte gepruft werden, ob ein Zusammenhang zwischen der Regulation
der RNA-Expression und dem Uberleben der inokulierten Larven besteht.

Antimikrobielle Peptide sind kurze Ketten von Aminosauren, die naturlicherweise
in Insekten vorkommen und eine wichtige Rolle bei der Abwehr von
Krankheitserregern wie Bakterien, Viren und Pilzen spielen (Yi et al., 2014). Zu
den wichtigsten Orten dieser Produktion gehdren im Insekt der Fettkorper, die
Hamozyten, der Verdauungstrakt, die  Speicheldrisen und der
Fortpflanzungstrakt (Ratcliffe, 1985). AMPs konnen die Zellmembranen von
Mikroorganismen durchdringen und diese abtoten oder ihr Wachstum hemmen.
Sie werden viel schneller produziert als die IgM der Wirbeltiere und sie konnen
durch ihre geringe GroRe leicht durch die Hamolymphe diffundieren und
Eindringlinge bekampfen, um einer Infektion entgegenzuwirken. AMPs sind Teil
der humoralen Antwort des angeborenen Immunsystems und bieten somit eine
schnelle Verteidigung gegen Infektionen. Ahnliche Peptide sind auch bei
Wirbeltieren, wirbellosen Tieren und Pflanzen bekannt (Salzet, 2001, Mowlds et
al., 2008b, Yi et al., 2014).

In unseren Versuchen zeigten wir, dass nur die Larven, die primar 10° S. T./ml
injiziert bekamen, die Infektion mit der letalen Dosis erfolgreich bekampfen
konnten. Diese Beobachtungen legten nahe, dass eine einmalige Stimulation mit
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10°S. T./mlausreicht, um eine effektive und praventive Immunreaktion

auszulosen.

Zu den von uns untersuchten antimikrobiell wirksamen Substanzen gehorten die
G. m.-spezifischen Defensin-ahnlichen Abwehrmolekile Galiomycin und
Gallerimycin. Diese Abwehrmolekiile weisen signifikante Ahnlichkeiten zu den
humanen, dem angeborenem Immunsystem angehorigen, cysteinreichen
Peptiden aus der Gruppe der Defensine auf (Dekkerova-Chupacova et al., 2018).
Defensine wurden in fast allen lebenden Organismen nachgewiesen (Yi et al.,
2014). In unseren Versuchen zeigten wir, dass die Gene, die fur Galiomycin und
Gallerimycin kodieren, bei der einfachen subletalen Stimulation der Larven mit S.
T. in Relation zur PBS-Kontrolle deutlich erhoht exprimiert wurden. Dabei stieg
das Expressionsniveau nach der Infektion auf ein Vielfaches an. Die
Genexpression der Larven mit Immune Priming zeigten deutliche Unterschiede
im Vergleich zu den Larven, die 24 h zuvor keine Exposition mit S. T. erfahren
haben. Unmittelbar nach der letalen Infektionsdosis bestand bereits eine deutlich
erhohte Expression dieser Gene auf Grund der vorherigen Exposition mit dem
Erreger. Larven ohne Immune Priming begannen dagegen bei einem
Expressionsniveau nahe der PBS-Kontrollgruppe. Dies kdnnte darauf hindeuten,
dass das bereits bestehende hohe Mall an RNA zum Zeitpunkt der letalen
Infektion einen Uberlebensvorteil darstellte. Erhdhte mRNA-Werte von Genen,
die fur antimikrobielle Peptide kodieren, wurden bereits in vergangen Arbeiten
bei Larven festgestellt, die mit Bakterien infiziert wurden. Bergin et al. (2006)
haben mit ihrer Studie nachgewiesen, dass eine Infektion von G. m. mit Candida
albicans und Saccharomyces cerevisiae in nicht letalen Dosierungen zu erhohten
Expressionen der Gene von Galiomycin, Gallerimycin, Transferrin und IMPI
fuhrte. In einer weiteren Studie wurde festgestellt, dass die Gallerimycin-
Genexpression zwar durch bakterielle Infektionen stark induziert wurde, dass
Gallerimycin als AMP an sich jedoch keinen direkten Effekt gegen Bakterien
vorweisen konnte. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass Gallerimycin
gramnegative Bakterien durch die Induktion einer Membrandepolarisation
angreifbar machte und dadurch die eigentlich vernachlassigbare Wirkung von
AMPs wie Cecropin verstarkte (Bolouri Moghaddam et al., 2016).
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Cecropine sind die am langsten bekannten AMPs bei Insekten. Sie weisen eine
breites Wirkspektrum gegen Bakterien, Viren und Pilze auf. (Yi et al., 2014). Die
erhohte Genexpression nach bakterieller Exposition von Cecropin ahnelt unseren
Ergebnissen der Genexpressionsanalysen von Gallerrimycin, Galiomycin und
Hemolin. Wu et al. (2016b) zeigten in ihren Versuchen, dass die Expression von
Cecropin, Gallerimycin und Galiomycin von dem Immune Priming mit
hitzegetoteten Photorhabdus luminescens abhangt. Je hoher die Priming-Dosis,
desto starker die Expression der fur AMPs kodierenden Gene (Wu et al., 2016b).

IMPI, der Insekten-Metalloprotease-Inhibitor, spielt, ahnlich wie bei AMPs, eine
wichtige Rolle bei der Immunitat. IMPl wurde in infizierten G. m.-Larven
nachgewiesen und wird als Reaktion auf eine bakterielle oder pilzliche Exposition
in die Hamolymphe sezerniert. Er bindet irreversibel an mikrobielle
Metalloenzyme und inhibiert deren Aktivitat (Grizanova et al., 2021, Wojda et al.,
2020a). IMPI zeigt in unseren Versuchen signifikant erhohte Genexpressionen
nach dem Immune Priming der G. m. Es konnte bereits bei einer mykotischen
Infektion von G. m. mit Beauveria bassiana eine Induktion von IMPI nach der
Infektion nachgewiesen werden. Sie zeigten ebenfalls in ihrer Studie, dass
anitmykotische Peptide wie Gallerimycin und Galiomycin im Vergleich zu IMPI
unterschiedlich stark reguliert werden (Vertyporokh et al., 2017).

Gloverin ist ein AMP, das speziell bei Lepidoptera nachzuweisen ist (Yi et al.,
2014). Die Expression des Gens, welches fur Gloverin kodierte, wurde bereits
durch die Injektion der G. m.-Larven mit 10° S. T./ ml stimuliert und zeigte in der
Versuchsreihe mit Immune Priming O h nach der letalen Infektionsdosis, einen
deutlichen Anstieg. Es konnte zu diesem Messzeitpunkt ebenfalls ein
signifikanter Unterschied im Vergleich zu der Kontrollgruppe PBS + 107 S. T./ ml
ermittelt werden. Antimikrobielle Peptide bieten die Moglichkeit, auf Grund ihrer
breiten Aktivitat gegen Mikroorganismen und unterschiedlichen Wirkweisen eine
Alternative zu herkommlichen Antibiotika zu sein (Aoki et al., 2012). Dabei stellt
sich G. m. als sehr nutzliches Modell zur ldentifizierung und Prufung von AMPs
dar (Seitz et al., 2003). Die Gloverine der G. m. konnten bereits in Makrophagen-

ahnlichen Zellen von Drosophila melanogaster (stabile rekombinante S2-Zellen)
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effizient und zuverlassig produziert werden, um im nachsten Schritt fur die

Forschung Verwendung zu finden (Zitzmann et al., 2017).

In einer kurzlich verdffentlichten Studie von Vertyporokh and Wojda (2020)
wurden nach subletalen und letalen Infektionen von G. m. mit Candida albicans
die variierenden Expressionen der kodierenden Gene fur Gallerimycin,
Galiomycin, IMPI und Hemolin im Fettkdrper untersucht. Es wurde ebenfalls
festgestellt, dass sich die Expression der untersuchten Gene nach der subletalen
Infektionsdosis in Relation zu der Kontrolle signifikant erhohte. Aulderdem wurde
beobachtet, dass die Verabreichung der letalen Pathogenkonzentration die
Genexpression deutlich starker initiierte als die subletale Infektionsdosis. Die
letale Infektion fuhrte zu einer erhdhten Expression immunmodulierender Gene
und korrelierte mit einer erhohten antimikrobiellen Aktivitat und einer hoheren
Menge an Polypeptiden in der Hamolymphe (Vertyporokh et al., 2020). Dazu
wurde bereits die These aufgestell, dass das Expressionsniveau
immunrelevanter Gene von der Virulenz der injizierten Pathogene abhangt
(Dekkerova-Chupacova et al., 2018). Hemolin hat selbst keine antibakteriellen
Eigenschaften, aber es wurden Zelladhasionseigenschaften an bakteriellen
Zelloberflachen nachgewiesen. Es dient als immunrelevantes Opsonin zur
Verteidigung gegen potentielle Pathogene (Shaik et al., 2009). In unseren
Versuchen verlief die Induktion des Gens, das fur Hemolin kodiert, nach den
Infektionen nahezu identisch zu Gallerimycin und Galiomycin. Da die
Genexpression fur Hemolin in der Versuchsreihe mit Immune Priming O Stunden
nach der letalen Infektionsdosis bereits deutlich erhdht war, konnte ebenfalls ein
signifikanter Unterschied im Vergleich zu der Kontrollgruppe PBS + 107 S. T./ ml

ermittelt werden.

Tasztow et al. (2017) untersuchten die Expression immunrelevanter Gene bei G.
m. sowohl mit und als auch ohne Immune Priming durch Bacillus thuringiensis
sowie nach einer Reinfektion mit einer letalen Dosis desselben Erregers. Zu den
analysierten Genen gehorten Cecropin, Gallerimycin, Galiomycin, Hemolin, IMPI,
anionisches Peptid 2 und Apolipophorin Ill. Es zeigte sich, dass die
Genexpressionen im Verlauf nach der Inokulation der hohen Dosis anstiegen.

Die Larven mit Immune Priming wiesen im Vergleich zu den Larven ohne Immune
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Priming keine signifikanten Unterschiede im Expressionsniveau auf. Lediglich
beim anionischen Peptid 2 und Apolipophorin Il wurde nach der Infektion mit der
hohen Dosis ein Riuckgang der Genexpression festgestellt. Unter der
Verwendung von Antikérpern konnte allerdings in den Versuchsgruppen kein
Unterschied der Anzahl des Protein Apolipophorin lll detektiert werden (Tasztow
et al., 2017). Apolipophorin Il spielt unter anderem bei der Erkennung von
Pathogenen eine Rolle, indem es Komponenten der bakteriellen Zellwand bindet.
AuRerdem weist es selbst antimikrobielle Aktivitat auf (Zdybicka-Barabas et al.,
2013). In unseren Versuchen konnten wir keinen Anstieg der Expression von
Apolipophorin Il beobachten. Durch einen Abfall des Expressionsniveaus nach
der letalen Infektion der Larven ohne Immune Priming konnte zum Zeitprunkt 6
Stunden nach der Infektion ein signifikanter Unterschied im Vergleich zu den
Larven mit Immune Priming ermittelt werden. Das konnte bedeuten, dass eine
konstante Produktion von Apolipophorin einen Uberlebensvorteil fiir die Larven
darstellt. Wie bereits erwahnt konnte nachgewiesen werden, dass ein
synergistisches Wirken gegen eindringende Pathogene zwischen den
verschiedenen AMPs besteht. In einer frUheren Studie war zum Beispiel die
permeabilisierende Aktivitat von Lysozym gegen gramnegative Bakterien in
Gegenwart von Apolipophorin 1ll verstarkt. Die Vermutung war, dass
Apolipophorin Ill eine Veranderung der bakteriellen Zelloberflache induziert, mit
der Folge, dass diese angreifbarer flr antimikrobielle Enzyme wie Lysozym
wurde. Apolipophorin Il der G. m. war allein allerdings nicht in der Lage das
Wachstum von gramnegativen Bakterien wie Salmonella enterica Serovar

Typhimurium zu hemmen (Zdybicka-Barabas et al., 2013).

Lysozym wurde bereits fruh als wichtiger antimikrobieller Faktor von Insekten
beschrieben (Mohrig, 1968a). Dieses antimikrobielle Enzym kann bakterielle und
mykotische Zellwande hydrolysieren. Obwohl die meisten gramnegativen
Bakterien gegen die enzymatische Aktivitat von Lysozym resistent sind, zeigen
Lysozyme von Lepidoptera wie G. m. eine geringe antimikrobielle Wirkung gegen
diese Bakterien (Wojda et al., 2020a). Wir konnten durch unsere Versuche eine
Induktion der Genexpression von Lysozym durch eine Infektion darstellen, aber
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eine Interpretation auf Grund des inkonsistenten Verlaufs war nur eingeschrankt

moglich.

Die Stickstoffmonoxid-Synthase NOS ist ein Produzent von NO, welches bei
Immunreaktionen als Signalmolekul dient oder an zytotoxischen Reaktionen
beteiligt ist (Semenova et al., 2014). Wir kdnnen durch unsere Studie annehmen,
dass NOS ebenfalls an der Immunantwort beteiligt ist und einer Regulation,
abhangig von der Virulenz des injizierten Erregers, unterliegt. Semenova et al.
(2014) untersuchten in ihrer Studie die Stickstoffoxidproduktion in Hamozyten
von G. m. und kamen zu dem Schluss, dass Stickstoffoxidproduktion als
Immunreaktion nicht von einer erhdhten NOS-Aktivitat ausgeht, sondern durch
die Aktivierung der Nitritreduktase erfolgt. Die NOS-Aktivitat in den Hamozyten
von G. m.-Larven ist moglicherweise zu gering, um nachgewiesen zu werden

(Semenova et al., 2014).

Zusammenfassend konnen wir folgendes erortern: Die Genexpression stieg in
den ersten 6 Stunden nach der initialen Injektion deutlich an, sank aber im Verlauf
bis zum Zeitpunkt 24 Stunden nach der ersten Injektion wieder ab. Daraufhin
bewirkte die Sekundarinfektion nur eine quantitativ moderate Hochregulierung
der Genexpression. Dieser Ablauf kdnnte darauf hinweisen, dass das Immune
Priming eine schnelle und starke Immunreaktion ausloste, die jedoch wieder
abklang. Zum Zeitpunkt der Sekundarinfektion blieb eine effiziente Immunantwort
bestehen, welche die Erregerlast direkt reduzieren konnte, was zu einer
moderateren Immunreaktion nach der zweiten Injektion fuhrte. Das konnte
bedeuten, dass die injizierten Bakterien bei Larven mit Immune Priming schneller
eliminiert wurden, wodurch weniger Reize fur eine starke Immunreaktion
vorhanden waren. Daruber hinaus zeigten die analysierten Entzindungsmarker
nach einer Primarinfektion mit einer subletalen Dosis von 10° S. T./ml und einer
Sekundarinfektion mit einer letalen Dosis von 107 S. T./ml mit vorheriger PBS-
Injektion ein ahnliches Muster der Genexpression. Allerdings reichte die
Immunreaktion bei der subletalen Dosis aus, um die Infektion zu kontrollieren und
das Uberleben der Larven zu gewahrleisten, wahrend sie bei der
Versuchsgruppe der zweifachen Injektion von zuerst PBS und dann der letalen

Dosis von 107 S. T./ml nicht genligte. Dies fihrt zu einer hohen Mortalitat der
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Larven, trotz quantitativ vergleichbar erhohter Genexpression antimikrobieller

Peptide.

Bolouri Moghaddam et al. (2016) schlussfolgerten in ihrer Studie, dass G. m. ihre
Immunantwort auf Pathogene durch die Produktion einer grolen Menge an
funktionell und strukturell unterschiedlicher AMPs effizienter gestalte. Durch das
Zusammenwirken dieser AMPs gegen eindringende Pathogene erhdhe sich die
Effektivitat einzelner AMPs (minimale Hemmkonzentration niedriger), wahrend
gleichzeitig ein breites Aktivitatsspektrum gegen Erreger entstehe (Bolouri
Moghaddam et al.,, 2016). Tasztow et al. (2017) vermuteten auf Basis ihrer
Ergebnisse, dass eine erneute Exposition der G. m. mit Erregern die Effizienz der
Immunanwort steigere. Eine spezifische Modulation der Synthese von Proteinen
des Immunsystems, ausgelost durch bakterielle Faktoren, optimiere die
Abwehraktivitat und bleibe gleichzeitig energieeffizient. Diese Modulationen finde
unter anderen im FettkOrper statt, in dem auch die Synthese von Hamozyten der
Hamolymphe erfolge (Tasztow et al., 2017).

4.7 Trained Immunitiy und Immune Priming

Wirbellose Tiere zeigen Anzeichen eines immunologischen Gedachtnisses
innerhalb ihrer angeborenen Immunantwort. Eine erhdhte Resistenz gegenuber
Zweitinfektionen, ausgelost durch eine vorherige Infektion, kann durch zwei
Hauptmechanismen erklart werden. Zum einen durch eine unspezifische,
quantitative Verstarkung der Immunantwort, wie die Hochregulierung der Toll-
und Imd-Signalwege, und zum anderen durch spezifische, qualitative
Mechanismen, die zur somatischen Diversitat beitragen, wie alternatives
Spleilen und Diversifizierung von Rezeptorproteinen (Watson et al., 2005, Netea
et al., 2011).

Die Trained Immunity beschreibt eine Form der angeborenen Immunreaktion, die
bei Saugetieren sowie einigen wirbellosen Tieren und Pflanzen auftreten kann
(Netea et al., 2011). Anders als die adaptive Immunitat, die auf B- und T-Zellen
basiert, entsteht die Trained Immunity ahnlich wie bei dem Immune Priming in
Zellen des angeborenen Immunsystems, wie Monozyten, Makrophagen und

naturlichen Killerzellen. Diese Immunzellen durchlaufen bei einer ersten
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Exposition gegenuber einem Pathogen oder Antigen eine funktionelle
Umprogrammierung, die auf epigenetischen und metabolischen Veranderungen
beruht. Den Immunzellen wird ermdglicht, auf zukUnftige Stimuli mit einer
verstarkten und schnelleren Immunantwort zu reagieren (Kurtz, 2005, Netea et
al., 2011). Die Trained Immunity stellt eine evolutionar entwickelte Strategie dar,
die Effektivitat des angeborenen Immunsystems zu verbessern und das

Uberleben des Organismus zu sichern (Netea et al., 2016).

Die Phanomene der angeborenen Immunitat - Immune Priming und Trained
Immunity - sind eng miteinander verbunden und uberschneiden sich teilweise in
ihren grundlegenden molekularen Mechanismen (epigenetisch, transkriptionell
und metabolisch). Beide fuhren zu einer verstarkten Immunantwort bei einer
erneuten Pathogenexposition. Dennoch gibt es Unterschiede in der Auspragung
der adaptiven Prozesse und in Bezug auf spezifische Marker und Pfade der
molekularen Veranderungen. Der Hauptunterschied besteht in dem
Funktionsstatus der Immunzellen, die diese verschiedenen immunologischen
Programme durchlaufen, bevor sie eine sekundare Infektion erfahren (Divangahi
et al., 2021).

Durch einen initialen Stimulus werden Zellen des angeborenen Immunsystems
in einen aktiven, innerhalb eines Entzindungsprozesses dynamischen
Funktionszustand versetzt (Ochando et al., 2023). Bei dem Immune Priming
werden die Immunzellen im aktivierten Funktionszustand erneut stimuliert, bevor
der durch den ersten Stimulus ausgeloste Immunstatus (die aktive
Genexpression) in  das Ausgangsniveau zurlckgekehrt ist.  Die
Entzindungsreaktion dieser geprimten Zellen wird additiv oder synergistisch
verstarkt (Divangahi et al., 2021, Ochando et al., 2023, Wojda et al., 2020b). Die
Trained Immunity basiert auf stabilen epigenetischen und metabolischen
Modifikationen, die nach einer primaren Infektion oder einem ersten Stimulus
auftreten. Obwohl die Zelle funktionell zur Homoostase zurlckkehrt, bleiben
langanhaltende epigenetische Marker erhalten. Bei einer Restimulation durch
homologen oder heterologen Antigenkontakt werden dadurch verstarkte
Gentranskriptionen und Zellfunktionen ermaoglicht. Dieses Phanomen stellt eine
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Form des Immungedachtnisses dar (Aegerter et al., 2020, Divangahi et al., 2021,
Ochando et al., 2023).

Insgesamt verdeutlichen die Trained Immunity und das Immune Priming die
Vielschichtigkeit des angeborenen Immunsystems. Es Iasst sich festhalten, dass
Trained Immunity und Immune Priming unterschiedliche Phanomene darstellen,
die jedoch ahnliche Mechanismen nutzen. Immune Priming tritt vor allem bei
wirbellosen Organismen auf und bietet eine Verstarkung der Immunantwort, die
durch eine vorubergehende Genaktivitat gesteuert wird. Trained Immunity
hingegen kommt vor allem bei Wirbeltieren vor und resultiert aus stabilen
epigenetischen und metabolischen Veranderungen, die eine langanhaltende,
unspezifische Immunverstarkung bewirken. Beachtenswert ist, dass bei
infizierten G. mellonella-Larven Veranderungen in der Aktivitat von Enzymen der
epigenetischen Regulation, wie Methylasen/Demethylasen und
Acetylasen/Deacetylasen, beobachtet wurden (Vilcinskas, 2016). Die
Erforschung  des Immune  Primingin  wirbellosen  Modellen  wie G.
mellonella bleibt wertvoll, da sie hilft, grundlegende Mechanismen des
immunologischen Gedachtnisses zu verstehen, die evolutionar sowohl bei
Wirbeltieren als auch bei Wirbellosen relevant sind. Epigenetische
Veranderungen, wie die oben erwahnten Enzymaktivitdten weisen darauf hin,
dass erste adaptive Schritte bereits im Immunsystem von Invertebraten
vorhanden sind. So konnte das Immune Priming in Wirbellosen wichtige
Hinweise auf die grundlegende Evolution des immunologischen Gedachtnisses
liefern, das spater bei Wirbeltieren zu einer langfristig stabilen Trained Immunity

weiterentwickelt wurde.

4.8 G. mellonella als Ersatzmodell — Begrenztheit und Moglichkeiten

Die Einschrankungen und das Potenzial des Galleria mellonella-Modells wirken
sich direkt auf die oben genannten Forschungsfragen zur Untersuchung von
Immune Priming aus. Dabei ist die Ubertragbarkeit der Erkenntnisse auf hohere

Organismen wie Wirbeltiere eine zentrale Herausforderung.

Die Erforschung humaner Infektionen musste direkt am Menschen durchgefuhrt
werden, um die Interaktion zwischen Pathogen und Wirt bestmoglich beurteilen
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zu konnen. Dies ist auf Grund ethischer, technischer und finanzieller Argumente
schwer durchfuhrbar (Garcia-Lara et al., 2005). Deshalb sind Tiermodelle
unerlasslich, um mehr Informationen zu Infektionen zu generieren. Dabei stellt
kein Versuchsmodell den perfekten Ersatz dar. Es sollte im Rahmen ethischer,
wirtschaftlicher und wissenschaftlicher Grundlagen das am besten geeignete
Tiermodell ausgewahlt werden (Ménard et al., 2021). Um den unangemessenen
Einsatz von Tieren in der Forschung zu verringern, wurden die Regulierungen
erheblich verscharft und Tierschutzrichtlinien werden routinemafig, basierend
auf den 3R-Regeln von Russel und Burch, Replace, Reduce und Refine,
Uberpruft (Tannenbaum et al., 2015). Das Galleria mellonella-Modell wurde als
alternatives Versuchsmodell entwickelt. Es weist allerdings nur eine begrenzte
Vergleichbarkeit auf, um komplexe immunologische Mechanismen interpretieren

zu konnen (Ménard et al., 2021).

Eine gro3e Einschrankung der wissenschaftlichen Vergleichbarkeit bei der
Verwendung des G. m.-Versuchsmodells ist, dass bislang international keine
standardisierten Verfahren existieren. Das betrifft besonders den Gewinn, die
Lagerung und die Auswahl der Versuchstiere in Bezug auf deren Gewicht und
Larvenstadium (Ménard et al., 2021). Diese grofe Variabilitat fuhrt zu
inkonsistenten Ergebnissen. Die Tiere haben zum Beispiel in der Aufzucht sehr
unterschiedlichen Kontakt zu Hormonen oder Antibiotika, was sich auf die
Anfalligkeit fur Infektionen auswirken kann (Champion et al., 2018, Tsai et al.,
2016). Um einheitliche Wachstumsbedingungen und letztlich vergleichbare
Larven fur die Forschung bereitzustellen mussten standardisierte Zuchtstationen
eingerichtet werden. Bereits bestehende Ansétze wie die G. m. TruLarv™ von
Biosystem Technology Ltd. zielen darauf ab, Referenzpopulationen mit
definierten Genotypen zu kreieren (Ménard et al., 2021). Faktoren wie die
Temperatur des Inkubators, die Dauer der Vorinkubation und die verwendeten
Lichtquellen beeinflussen die Aktivitat des Immunsystems und kdnnen dadurch
die experimentellen Resultate variieren lassen (Browne et al., 2015). Daruber
hinaus I0st selbst die Futterung der Larven eine immunologische Reaktion aus,
wie die Veranderung der Hdmozytendichte, was wiederum das Uberleben mit
einer Infektion beeinflussen kann (Banville et al., 2012, Ramarao et al., 2012).
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Erste Leitlinien zu der Auswahl von Larven fur Experimente, einer
standardisierten Inokulation der G. m. und Versuche ein an das G. m.-
Infektionsmodell angepasstes Bewertungssystem des Gesundheitsindexes zu
etablieren sind bereits entwickelt (Loh et al., 2013, Andrea et al., 2019, Fredericks
et al., 2020). Die fehlende Standardisierung bedeutet fur unsere Fragestellung
nach spezifischen immunmodulierenden Genen und deren Produkte (z.B.
AMPs), dass Unterschiede in der Bakterienlast und Immunantwort schwer isoliert

und eindeutig zu betrachten sind.

Vorrangig ist die Vergleichbarkeit der Immunsysteme von Wirbeltieren und
Lepidoptera begrenzt, da Insekten keine adaptive Immunantwort besitzen.
Dennoch weist ihre komplexe angeborene Immunantwort, bestehend aus
zellularen und humoralen Faktoren, bemerkenswerte Ahnlichkeiten mit der
Immunantwort von Wirbeltieren auf (Tsai et al.,, 2016). Auf Grund der
vergleichbaren strukturellen und funktionellen Homologie der angeborenen
Immunsysteme von Insekten und S&ugetieren konnten bereits Korrelationen
zwischen der Virulenz von Pathogenen in G. m. und Mausen aufgezeigt werden
(Brennan et al., 2002). Hamozyten konnen, wie die Neutrophilen der Saugetiere,
reaktive Sauerstoffspezies bilden, um Erreger abzutdten. Hamozyten und
Neutrophile besitzen Toll-like-Rezeptoren, [-Glucan- und Interleukin-1-
Rezeptoren, und NFkB-Wege dienen der Signallbertragung. AuRerdem ahnein
sich die von den Hamozyten und Neutrophilen produzierten immunrelevanten
Peptide und Proteine. Dazu gehoren Lysozym, Transferrin und Defensine. Neben
Neutrophilen sind auch Hamozyten in der Lage NETs zu bilden, um Erreger zu
bekampfen (Browne et al., 2013). Zudem &hnelt die Uberlebensfahigkeit von S.
T. in den Hamozyten von G. mellonella dem Uberleben der S. T. in Makrophagen
von Wirbeltieren. Die Funktion von Hamozyten weist Gemeinsamkeiten mit den
phagozytischen Zellen von Saugetieren auf, und es gibt Hinweise darauf, dass
Hamozyten fur S. T. moglicherweise eine Nische zur Persistenz darstellen
kénnten (Brennan et al., 2002). Dieses intrazellulare Uberleben kdnnte helfen
chronische oder latente Infektionen zu simulieren, wie sie bei bestimmten
Wirbeltieren vorkommen, und konnte Aufschluss Uber bakterielle Mechanismen

zur Immunevasion geben, die auch bei humanen Infektionen eine Rolle spielen.
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Die Art der Infektion von S. Typhimuriumin G. mellonella und die damit
verbundene Immunantwort variieren je nach Infektionsweg. Wie bereits erwahnt,
wurden die naturlichen Infektionen durch die orale Aufnahme von kontaminierter
Nahrung erfolgen. Im Labormodell wird S. T.in der Regel direkt in die
Hamolymphe injiziert, um eine systemische Infektion auszulésen und die
natlrlichen Barrieren zu umgehen. Besonders relevant fiir die Ubertragung der
Erkenntnisse auf Wirbeltiere oder den Menschen ware deshalb die Untersuchung
beider Wege, um aufzuzeigen wie sich die Virulenz und Immunreaktion je nach
Eintrittspforte unterscheiden. Um den naturlichen Infektionsweg beim Menschen
und anderen Wirbeltieren zu simulieren, haben wir Galleria mellonella-Larven
zunachst oral mit Salmonella Typhimurium infiziert. Hierbei war jedoch eine
deutlich hohere Dosierung mit einer letalen Dosis von 10° S.T./ml erforderlich.
Diese Methode fuhrte zu groReren Standardabweichungen und die orale
Infektion der Larven gestaltete sich insgesamt schwieriger und zeitintensiver.
Zudem traten haufiger Verletzungen auf, was die Durchfihrung zusatzlich
erschwerte. Fur die Vergleichbarkeit unserer Experimente mit der aktuellen
Studienlage entschieden wir uns fur den systemischen Infektionsweg, da die

meisten Studien ebenfalls auf diese Weise arbeiteten.

Zusammengefasst ist das G. mellonella-Modell fur explorative Infektionsstudien
und das Testen von Hypothesen zum Immune Priming und zur
Pathogenresistenz nitzlich. Die Einschrankungen der Ubertragbarkeit auf
Wirbeltiere bedeuten jedoch, dass die Ergebnisse, insbesondere wenn ein
,kunstlicher” Infektionsweg genutzt wird, in der Untersuchung der zellularen
Immunantwort und adaptiver Mechanismen mit Vorsicht interpretiert und bei
weiterfuhrenden Studien an hoher entwickelten Modellsystemen validiert werden

mussen.

71



5 Fazit und Perspektiven

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zentrale Forschungsfragen zur Untersuchung
des Immune Primings bei Galleria mellonella in Zusammenhang mit Salmonella
enterica Serovar Typhimurium bearbeitet. Diese Forschungsfragen zielten
darauf ab, das Potenzial des Immune Primings durch S. T.-Infektionen bei dem
alternativen In-vivo-Modell G. m. zu evaluieren, die molekularen und zellularen
Mechanismen des Immune Primings aufzuklaren und die Bedeutung dieses

Modells fur zukunftige Studien zu bewerten.

5.1 Immune Priming und Uberlebensvorteil

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass eine initiale Infektion mit einer niedrigen,
nicht letalen Dosis von S. Typhimurium das Immunsystem von G. mellonella auf
nachfolgende Infektionen vorbereitet und einen signifikanten Uberlebensvorteil
bietet. Diese Konditionierung des Immunsystems manifestierte sich in einer
verbesserten Immunantwort, die sowohl auf humoraler als auch auf zellularer
Ebene beobachtet werden konnte. Die Hypothese, dass das Immune Priming ein
robustes und effektives System zur Verbesserung der Uberlebenschancen bei
erneuter Infektion darstellt, konnte damit verifiziert werden. Unsere
Beobachtungen weisen darauf hin, dass G. mellonella in der Lage ist eine Art
immunologisches Gedachtnis zu entwickeln, das auf eine erneute Exposition mit
dem gleichen Pathogen protektiv reagiert, was fur das Verstandnis des Immune
Primings von entscheidender Bedeutung ist.

5.2 Molekulare Mechanismen des Immune Priming

Die Untersuchung der zugrunde liegenden Mechanismen des Immune Priming
bei G. mellonella zeigte eine signifikante Steigerung der antibakteriellen Aktivitat
in der Hamolymphe der geprimten Larven. Auf molekularer Ebene fuhrte die erste
Infektion zu einer erhohten Expression von Genen, die fur antimikrobiell
wirksamen Substanzen (wie AMPs) kodieren, welche eine Schllisselrolle bei der
humoralen Immunantwort spielen. Diese verstarkte Expression korrelierte mit
einer signifikant verringerten Bakterienlast in der Hamolymphe. Dies zeigt, dass

das Immune Priming auf molekularer Ebene zu einer effizienten Immunantwort
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fuhrt, die die Vermehrung des Erregers eindammt und das Uberleben der Larven
erhoht.

5.3 Zellulare Immunantwort

Es konnte gezeigt werden, dass die Hamozytendichte nach dem Immune Priming
tendenziell erhoht war, was auf eine verstarkte zellulare Immunantwort hinweist
und darauf hindeutet, dass das Immune Priming nicht nur die humorale, sondern
auch die zellulare Abwehr stimuliert. Beide Mechanismen — die humorale und die
zellulare Immunantwort — tragen somit wesentlich zur protektiven Wirkung des
Immune Priming bei. Diese Ergebnisse liefern wichtige Einblicke in die
Mechanismen, die G. mellonella in die Lage versetzen wiederholte Infektionen
effizient zu bekampfen, und legen nahe, dass ahnliche Mechanismen auch in

anderen Modellsystemen vorhanden sein konnten.

5.4 G. mellonella als alternatives In-vivo-Modell

Unsere Untersuchungen bestatigen und erweitern die Rolle von Galleria
mellonella als wertvolles alternatives In-vivo-Modell zur Erforschung des Immune
Priming bei Infektionen mit humanpathogenen Erregern. Die Mdglichkeit sowohl
humorale als auch zellulare Immunreaktionen zu untersuchen, macht G. m. zu
einem nutzlichen Modell fur die Infektionsforschung. Die gewonnenen
Erkenntnisse zeigen die Vielseitigkeit von G. m. auf, insbesondere im Hinblick
auf die ethische und methodische Uberlegenheit gegeniiber herkdmmlichen
Saugetiermodellen.

Die Erkenntnisse dieser Studie eroffnen zahlreiche Moglichkeiten fur zukunftige
Forschungsprojekte. Eine wichtige Perspektive ist die weiterfUhrende
Untersuchung der molekularen Mechanismen, die dem Immune Priming
zugrunde liegen. Es ware von grollem Interesse die Signalwege und
regulatorischen Netzwerke zu identifizieren, die an der verstarkten Immunantwort
durch das Priming beteiligt sind. Diese Untersuchungen konnten dazu beitragen
neue Ziele fur die therapeutische Modulation des Immunsystems zu
identifizieren. Die Erkenntnisse konnten auch auf andere Modellsysteme
Ubertragen werden, was das Potenzial von Galleria mellonella als
eigenstandiges System zur Untersuchung der Wirt-Pathogen-Interaktion weiter
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unterstreichen wurde. Zudem konnte in weiteren Studien das Modell G.
mellonella auf andere humanpathogene Erreger Ubertragen werden, um die
Generalisierbarkeit der Ergebnisse zu prifen. Insbesondere die Untersuchungen
von multiresistenten Bakterien und die Entwicklung neuer Antibiotika konnten von
solchen Modellen profitieren. Durch das bessere Verstandnis der Reaktionen des
angeborenen Immunsystems auf mikrobielle Erreger kdnnten neue Therapien
entwickelt werden, die gezielt die korpereigene Abwehr starken und so die
Anfalligkeit fur Infektionen verringern. Durch den Einsatz alternativer
Versuchsmodelle lasst sich das Verstandnis von Infektionskrankheiten begrenzt
erweitern. Versuche an Wirbeltieren lassen sich niemals vollstandig ersetzen,
dennoch bietet das G. m.-Versuchsmodell einen wertvollen Nutzen fur die

Forschung, um die Anzahl an Saugetierversuchen zu reduzieren.
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6 Zusammenfassung

Die Larve der Galleria mellonella hat sich als alternatives In-vivo-Modell fur die
Untersuchung verschiedener menschlicher Krankheitserreger, einschlielich
Bakterien und Viren, erwiesen. Im Vergleich zu Saugetiermodellen erfordert die
Arbeit mit G. mellonella weniger Ressourcen, ist ethisch weniger problematisch
und ermoglicht eine hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. DarUber hinaus
verfugt G. mellonella Uber ein angeborenes Immunsystem, das dem von
Saugetieren ahnelt und sowohl eine zellulare als auch eine humorale Reaktion
umfasst. In dieser Studie wurde das Potenzial der G. mellonella-Larve als
innovatives Infektionsmodell fur die Untersuchung des Immune Priming durch
den menschlichen enteropathogenen Erreger Salmonella enterica Serovar
Typhimurium analysiert. Immune Priming beschreibt einen Prozess, bei dem eine
erste Exposition mit einem Krankheitserreger das Immunsystem so konditioniert,
dass es sich besser gegen eine nachfolgende potenziell todliche Infektion
verteidigen kann. Daher stimulierten wir G. mellonella-Larven zunachst mit einer
niedrigen, nicht letalen Dosis von lebendem S. Typhimurium durch eine Injektion
in das Hamocoel, gefolgt von einer zweiten, letalen Injektionsdosis der Bakterien
24 Stunden spater. Wir verglichen die Immunreaktion auf zellularer und
humoraler Ebene, sowie die Bakterienlast im Hamocoel und das Uberleben der
geprimten Larven mit denen, die kein Immune Priming erhalten hatten. Die
Ergebnisse zeigen deutlich, dass Larven, die einer nicht letalen Dosis von S.
Typhimurium ausgesetzt waren, einen erheblichen Uberlebensvorteil hatten,
wenn sie spater einer letalen Dosis desselben Erregers ausgesetzt wurden. Auf
molekularer Ebene wurde nach der Infektion eine erhdhte Expression von Genen
festgestellt, die fur die Produktion antimikrobiell wirksamer Substanzen (wie
AMPs) verantwortlich sind. Diese Peptide spielen eine SchlUsselrolle bei der
humoralen Immunabwehr, indem sie die Vermehrung von Krankheitserregern in
der Hamolymphe hemmen. Unsere Daten deuten darauf hin, dass die erhohte
Genexpression von AMPs mit einer verringerten bakteriellen Belastung in der
Hamolymphe und einem Uberlebensvorteil der geprimten Larven einhergeht.
Daruber hinaus konnten wir auf zellularer Ebene einen Trend zu einem erhdhten

Vorkommen von Hamozyten im Hamocoel der geprimten Larven feststellen.
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Hamozyten fungieren als angeborene Immunzellen und spielen eine
entscheidende Rolle bei der Phagozytose und der Abwehr von
Krankheitserregern. Diese verstarkte zellulare Aktivitat tragt
hochstwahrscheinlich zur wirksamen Bekampfung des Erregers bei und
unterstreicht, dass die schutzende Wirkung des Immune Priming sowohl zellulare
als auch humorale Immunreaktionen umfasst. Die Ergebnisse dieser Studie
machen G. mellonella zu einem wertvollen alternativen In-vivo-Modell fur die
Untersuchung der molekularen Mechanismen, die dem Immune Priming
zugrunde liegen. Ein besseres Verstandnis der Reaktionen des angeborenen
Immunsystems auf mikrobielle Krankheitserreger konnte zur Entwicklung neuer
Therapien fuhren, die gezielt die korpereigenen Abwehrkrafte starken und die

Anfalligkeit fur Infektionen verringern.
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