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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die eusoziale HonigbienApis mellifera

1.1.1. Superorganismus Bienenvolk

Schon 1911, vor genau 100 Jahren, beschrieb WhaelieBeispiel von Ameisenkolonien
warum Insektenkolonien als eigene Organismen blezetcwerden sollten. Den Begriff
~Superorganismus” pragte er allerdings erst 192&eliner Arbeit von 1911 definiert er einen
,Organismus” als System von Aktivitdten. Die Basigivitdten beschreibt er als Nahrung
(Aufnahme oder Suche), Fortpflanzung und Schutznfudich Selbstschutz). Schon die
einfachsten Zellaggregate weisen diese Eigenschafie Spezialisierte Tiere kdnnen sich zu
Sozietaten zusammenschlielBen, deren Leitmotiv diprdriuktion ist. Solche Sozietaten
kénnen sehr komplexe Strukturen annehmen, wobdeerMenschen als Beispiel anfihrt.
Ausgehend von dieser Arbeit sprechen im Wesentliaweei Griinde dafir, Insektenkolonien
als Organismen zu bezeichnen: 1. Die Individualdér Kolonie: sie verhalt sich als
einheitliches Ganzes, was auch im Charakter detaNiaus gesehen werden kann, denn
jedes Nest ist einzigartig und widersetzt sich mindusammenschluss mit einem anderen
Nest. 2. Eine Kolonie besteht aus einer Keimbahh, der Konigin, den jungfraulichen
Kdniginnen und Mannchen, und dem Soma, d.h. deflestéArbeiterinnen, die sich um die
Aufzucht des Nachwuchses und alle anderen Aufgatiemiern.

Wahrend alle Ameisen- und Termitenarten eusoziad,sbefinden sich viele Bienen- und
Wespenarten noch am Anfang oder in einem Zwischdnsh der Kolonieevolution
(Holldobler und Wilson, 2009, S. 13). Honigbiendleraings haben schon den Sprung zur
echten Eusozialitat geschafft und kénnen daher ethRals ,Superorganismus” bezeichnet
werden. Ein Bienenvolk besteht aus einer Konigid im Sommer bis zu 50.000 sterilen
Arbeiterinnen (Tautz, 2007, S. 13). Wahrend detpftanzungsfahigen Zeit im Frihjahr
werden zudem mehrere Jungkoniginnen und einige er@u®rohnen grol3gezogen. Beim
Schwarmen kommt es zur Teilung des Bienenvolkes.dlle Konigin verlasst dabei mit ca.
70 % der Arbeiterinnen den alten Nistplatz und ssath einen Neuen (Tautz, 2007, S. 41).
Die Jungkoénigin tbernimmt den alten Nistplatz ure zliriickgebliebenen Arbeiterinnen und
fangt mit dem Eier legen an sobald sie vom Jundiggrduriickkehrt, auf dem sie sich mit
mehreren Drohnen paart (Page und Peng, 2001).elhmge Aufgabe besteht von nun an

darin Eier zu legen. Im Sommer legt die Konigin 106002000 Eier pro Tag, je eines in eine
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1. Einleitung

leere, saubere Wabenzelle. Aus befruchteten Eiewiekeln sich Arbeiterinnen und
Kdniginnen, aus unbefruchteten Eiern Drohnen. Allei Kasten der Honigbiene, d.h.
Konigin, Arbeiterin und Drohne, durchlaufen eine ttaorphose vom Ei bis zur Imago.
Allerdings unterscheidet sich die Dauer der Metgshose der drei Kasten deutlich und ist
zudem abhangig von Temperatur, Erndhrung und Bressa. Das Embryonalstadium im Ei
dauert im Durchschnitt 3 Tage fur alle Kasten. Dshliel3t sich das Larvenstadium an, das
bei Koniginnen durchschnittlich 4,6 Tage dauert, Agbeiterinnen ca. 5,5 Tage und bei
Drohnen ca. 6,3 Tage (Winston, 1987, S. 48-49). Mfithdes Larvenstadiums kommt es zu
einer gewaltigen Gewichtszunahme. Zudem wird Ulerkenge und Qualitat des von den
Ammenbienen produzierten Futtersaftes entschienlesich aus einem befruchteten Ei eine
Arbeiterin oder eine Konigin entwickelt. Am Endesdearvenstadiums wird die Wabenzelle
von den Ammenbienen mit einem Wachsdeckel versdbeibeginnt das Prapuppenstadium.
Die Larven entleeren ihren Darm und spinnen siobreiKokon. Anschliel3end gehen sie Uber
ins Puppenstadium. Wahrend diesem bilden sich dipekiichen Merkmale einer adulten
Biene aus. Anhand der Augenfarbe, die langsam eutagund dunkler wird, und anhand der
Farbung der Kutikula kann das Alter der Puppenniefi werden. Das Préapuppen- und
Puppenstadium dauert bei Kdniginnen insgesamt @Tdge, bei Arbeiterinnen ca. 11-14
Tage und bei Drohnen ca. 12-15 Tage. Am Ende dppdnstadiums kauen sich die Tiere
mithilfe ihrer Mandibeln einen Weg durch den Wadakdekl ihrer Wabenzelle. Die komplette
Entwicklungszeit von der Eiablage bis zum Erscheiner Imago dauert insgesamt bei
Koniginnen durchschnittlich 16 Tage, bei Arbeiteen 21 Tage und bei Drohnen 24 Tage
(Winston, 1987, S. 49-51). Eine Besonderheit demiglmenen ist die altersabhangige
Arbeitsteilung (Abb. 1). Interessant ist hierbeasd die zeitlichen Ablaufe der Arbeitsteilung
die zeitlich unterschiedliche Entwicklung der Dniisder Biene widerspiegeln. So wird
Futtersaft in den Hypopharynxdriisen von jungen &weproduziert, wahrend in mittelalten
Bienen die Wachsdriusen aktiver sind. In alterem&meproduzieren die Hypopharynxdrisen
dann Enzyme, um Nektar in Honig umzuwandeln. AlemirAlter von ca. 21 Tagen beginnen
die Bienen auszufliegen, um Nektar und Pollen marsaln.

Wahrend die allgemeine Abfolge der Arbeiten flue &ienen relativ stabil ist, so gibt es doch
eine enorme Varianz auf der Ebene der einzelneneBiglanche Bienen tben eine Tatigkeit
nur sehr kurz oder gar nicht aus, wahrend sich rendehrere Tage damit beschaftigen
(Seeley, 1995, S. 29-31). Die hohe Flexibilitat Aeoeitsteilung erlaubt es der Kolonie auf
unterschiedliche innere und dufRere Gegebenheiteeagieren und sich so anzupassen, dass
ihre Bedurfnisse erfullt werden (Winston, 1987182).
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Abb. 1: Altersabhéangige Arbeitsteilung der Honigbiene (Seely, 1995).

1.1.2. Sommerbienen, Winterbienen und der Fettkorpe

Wahrend der kalten Jahreszeit rotten sich die \Wbrgaen zu einer annahernd kugelférmigen
Wintertraube, mit der Konigin in der Mitte, zusammmend halten sich durch Muskelzittern
warm (Tautz, 2007, S. 25). Sobald die Tage langaden fangen die Winterbienen in ihrer
Wintertraube an die Temperatur auf ein Brutoptimnaurerh6hen und die Koénigin legt wieder
verstarkt Eier. Mit der Zeit wachst die Kolonie iramschneller. Wéhrend der Phase des
grofdten Koloniewachstums werden auch JungkonigimmenhDrohnen zur Reproduktion der
Kolonie grof3gezogen (Seeley, 1995, S. 36). Zur Haislon kann ein Volk aus bis zu 50.000
Bienen bestehen, wahrend es im Winter lediglichasigu 20.000 Individuen bestehen kann
(Tautz, 2007, S. 13). Ab Spatsommer/Herbst gehAdigahl an Bienen langsam zuriick und
es werden immer mehr Bienen produziert, die zwaBedich keinerlei Unterschiede

aufweisen, sich in ihrer Physiologie aber von deorzlebigeren Sommerbienen
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unterscheiden. Diese langlebigen Winterbienen kort¥® Tage und alter werden, wéahrend
Sommerbienen durchschnittlich nur ca. 20-35 Tageatden (Fluri, 1993). Wie es zu diesen
Unterschieden zwischen Sommerbienen und Winterbidoenmt, wo doch beide Gruppen
die gleichen genetischen Voraussetzungen erfilisin,noch nicht vollstandig geklart.
Wesentliche Rollen spielen die Bienenrasse, die riNgjsverfigbarkeit, die Art der
durchgefuhrten Aktivitaten, aber auch saisonale dfakt Es ist hier anzumerken, dass
Koniginnen, die sich von normalen Arbeiterinnen teltin ihrer Anatomie und Physiologie
unterscheiden, im Allgemeinen 1-3 Jahre alt weldamen (Winston, 1987, S. 55-56).
Wahrend das Verhalten und die Physiologie der Saimisreen relativ gut erforscht sind, gibt
vor allem die Physiologie der Winterbienen noch ggniRatsel auf. Ein wichtiger
anatomischer Unterschied zwischen SommerbienerWinterbienen betrifft die Grol3e des
Fettkdrpers. Bei Winterbienen ist er viel starkesgepragt als bei Sommerbienen (Imdorf et
al., 2008). Die Fettkdrperzellen von Insekten koltigren die Synthese und den Verbrauch
von Energiereserven wie Fette und Glykogen, syisieetn und sekretieren gleichzeitig aber
auch grol3e Mengen an Lipophorinen, die verantvebrtiind fur den Lipidtransport, und an
Speicherproteinen, die wahrend der MetamorphoseAatinosaurequelle dienen. Auch
antimikrobielle Peptide werden im Fettkdrper gehildeinige metabolische Prozesse sind
abhangig vom Entwicklungsstadium. Wahrend in Larwsrwiegend Speicherproteine
synthetisiert werden, so sind es in adulten Tiegevf3e Mengen an Vitellogenin, einem
wichtigen Protein fur die Eireifung (Arrese und &wmes, 2010). Bei Bienen ist Vitellogenin
nicht nur das Hauptprotein der Hamolymphe von Kimmign, sondern auch von
Ammenbienen und Winterbienen. Wéahrend es bei Kinggn wohl in erster Linie tatsachlich
der Eireifung dient, so sehen Amdam und Omholt 22@fxs in grol3en Mengen vorhandene
Speicherprotein Vitellogenin als Hauptgrund fur dianglebigkeit in Winterbienen. Sie
zeigen, dass nach dem Schlupf zwischen Tag 3 unttd¥Witellogenin-Titer rapide ansteigt.
Gleichzeitig steigt die Menge an Proteinen in deypdpharynxdrisen, die wahrend der
Ammenphase zu Futtersaft verarbeitet werden. Hieser Proteine ist Vitellogenin, denn
Amdam et al. (2004a) fanden, dass sich radioaktB/ésus Vitellogenin in den Képfen von
injizierten Arbeiterinnen akkumuliert und innerhatbn 12 h auch in Futtersaft, Larven und
anderen, nicht-injizierten Bienen finden lasst. giadie Biene mit dem Sammeln an sinkt der
Vitellogenin-Titer sehr schnell, innerhalb von vi€agen, bis auf Null. Winterbienen, die
weder Brutpflegetatigkeit noch Sammeltatigkeit irfregten, zeigen einen extremen Anstieg
an Vitellogenin, starker noch als Ammenbienen. Bielsohe Vitellogenin-Titer halt sein

Niveau fiur ca. 3 Monate, bevor er zum Frihjahr himgsam absinkt.
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Es gibt mehrere Arbeiten, die versuchen die Frageeantworten, auf welche Art und Weise
Vitellogenin zur Langlebigkeit in Bienen beitragfmdam et al. (2004b) zeigten, dass ein
Mangel an Zink in Zellkulturen zu einem AbsterbenHamozyten fuhrt. Da Vitellogenin als
Haupt-Zinktrager in Honigbienen fungiert, ist eshivaus einem einfachen Grund fiur die
Langlebigkeit verantwortlich: je mehr Vitellogenitesto mehr Zink, desto mehr Hamozyten,
desto starker die zellulare Immunantwort. Kurzleb®8ammelbienen z.B. kénnen nur geringe
Mengen an Hamozyten vorweisen (Bedick et al., 20@dlerdings fanden Schmid et al.
(2008), dass es wohl doch nicht so einfach zu seleint, da ein temporarer Rickgang an
Hamozyten nicht allein Sammlerinnen betrifft, saimdauch in Drohnen und langlebigen
Koniginnen beobachtet werden kann. So haben Kamegireinen Hamozyten-Tiefpunkt bei
einem Alter von ca. 12 Monaten. Gleichzeitig zesyth keinerlei Auswirkung auf die
Phenoloxidase-Aktivitdt, einem wesentlichen Bestahdler Immunantwort. Eine andere
maogliche Erklarung der Langlebigkeit besteht dadisss Vitellogenin vor oxidativem Stress
schitzt. Es wurde gezeigt, dass die Herunter-Remgumg von Vitellogenin mittels RNAI zu
einer erhohten Sterblichkeit der Bienen nach Impgkvon Paraquat fuhrt, einer Substanz, die
reaktive Sauerstoff-Spezies induziert (Seehus.ef@06). Da Altern sehr komplex ist und
momentan in vielen Organismen intensiv erforschidwsind in den néchsten Jahren sicher

noch mehr Arbeiten zu diesem Thema zu erwarten.

1.1.3. Bedeutung fiir Biodiversitat und Wirtschaft

Geschatzte 40 % der Weltwirtschaft basieren aubgisthen Produkten und Prozessen. Vor
allem Menschen in Regionen mit geringen Ertraged stark abhangig von der genetischen
Diversitat ihrer Umwelt. Der sinnvolle Nutzen die€iodiversitét ist daher Voraussetzung
fur nachhaltige Entwicklung. Leider fiihrt gerade nse&hliches Verhalten dazu, dass
Pflanzen- und Tierarten mit einer Geschwindigkesgeldscht werden, die hoher ist als die
naturliche Aussterberate (UNEP, 2010). Eine wemdml Grundvoraussetzung fir
Biodiversitat ist Bestdubung, unter anderem duramigbienen, Wildbienen, Hummeln,
Wespen, aber auch durch Kéfer, Motten, Fliegenntetterlinge, Vogel, Flederméuse und
sogar Primaten. In den USA sind allein Honigbienmit ihrer Bestaubungsleistung
verantwortlich fur 1/3 der Nahrungsmittel, dazu @&m viele Frichte, Gemuse, Nusse, aber
auch verschiedene Getreidesorten (Johnson, 201@erlEU ist es ahnlich. Hier gibt es ca.
700.000 Imker, davon sind ca. 97 % Hobby-Imker wméniger als 150 Volkern. Der
Honigertrag allein belauft sich auf ca. 200.000 ff@m (European Union, 2010).
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1.2. Bienenkrankheiten und Colony Collapse DisordefCCD)

Aufgrund der hohen Bevolkerungsdichte und der nahemvandtschaftsverhaltnisse ist eine
Kolonie stéandig von verschiedenen Krankheiten badmdren Verursacher Bakterien, Pilze
oder auch Viren sein kdnnen. Interessanterweisedimmmeisten Krankheiten entweder brut-
spezifisch oder spezifisch flur adulte Bienen. Hikmuimmen einige Parasiten, deren Befall
sich ebenfalls stark negativ auf die Volksentwickjuauswirken kann, bis hin zum Tod der
Kolonie. Im Folgenden sind einige der wichtigsteraikheiten aufgefihrt.

Die ,Amerikanische Faulbrut® wird vom gram-positiveBakterium Paenibacillus larvae
hervorgerufen. Dd@aenibacillusin Form von Sporen Hitze- und Trockenphasen Ubleeste
kann gilt er als bosartigste Bruterkrankung. Befal Larven und jingere Puppen werden
durch ein bakterielles Enzym verdaut und endersetisvarze Schuppe am Boden der Zelle.
Die ,Europaische Faulbrut® wird voistreptococcus plutoineuer NameMelissococcus
pluton) hervorgerufen. Dabei handelt es sich ebenfallssimgram-positives Bakterium, das
allerdings nicht ganz so gefahrlich ist, da es &eSporen bildet. Es erkranken vor allem
jungere Larven, die dann ebenfalls als schwarzeu@mh am Zellboden enden. Bei der
.Kalkbrut® erscheint die infizierte Brut als feskdumpen, die an Kalkstticke erinnert, daher
der Name. Ausloser ist der PAscosphaera apiDie ,Kalkstiicke* kdnnen neben weil auch
grau oder schwarz erscheinen, je nachdenAstosphaeraggerade Fruchtkorper ausbildet.
Hohe Luftfeuchtigkeit und kiihle Temperaturen begiges einen Befall (Sanford, 1987).

Fur adulte Bienen sehr gefahrlich werden kann &ifektion mit Nosema api®derNosema
ceranae Diese Mikrosporidie wird als Spore aufgenommen veignehrt sich im Mitteldarm
(Bailey, 1955). Neben vielen anderen Symptomenlast Hauptsymptom fir Nosemose ein
schwerer Durchfall. Die erste Arbeit, die sich mNt apis und dem Krankheitsverlauf
beschatftigt, ist schon tUber 100 Jahre alt (Zant@d9). Im Gegensatz dazu Nt ceranae
ursprungliches Pathogen véipis ceranain Europa noch relativ neu und wurde erst 2005 in
Spanien nachgewiesen (Higes et al., 2006). Schiohskellte sich heraus, dabk ceranadn
Apis melliferavirulenter ist aldN. apis(Higes et al., 2007). Klee et al. (2007) konnteree
weltweite Verbreitung vom. ceranaenachweisen und vermuten, dass diese erst im tetzte
Jahrzehnt stattfand. Zudem sieht es so aus, alk apisvonN. ceranaeverdrangt wird.

Eine weitere Bienenpest, die vor tUber 30 Jahren $i@grung vonApis ceranaauf Apis
melliferageschafft hat, ist di¢arroa-Milbe (Abb. 2).
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Abb. 2: Varroa-Milbe auf Jungbiene.(Foto: Mario Pahl)

Es existieren zwei ArtenVarroa jacobsoniund Varroa destructor Von beiden existieren
zudem mehrere Haplotypen, von denen es interessmige ausschliel3lich der Korea-
Haplotyp vonVarroa destructorist, der sich in Europa durchgesetzt hat (Andersond
Trueman, 2000). Inzwischen hat sich die Milbe weltwerbreitet, mit Ausnahme von
Australien, und wirde ohne regelmalige BehandlusrgBienenvélker innerhalb von 2-3
Jahren zu deren Kollaps fuhreviarroa vermehrt sich in den verdeckelten Brutzellen und
ernahrt sich dort von der Hamolymphe der Pupperfdethalb der Brutzellen sitzt die Milbe
auf adulten Bienen und erndhrt sich von deren Hgmohe (Rosenkranz et al., 2009).
Abgesehen von dieser allgemeinen Schwachung dereBieurch den Hamolymphverlust
gibt es Hinweise darauf, daS&rroa das Immunsystem seines Wirtes negativ beeinflusst
(Yang und Cox-Foster, 2005). Aul3erdem scheint eilbevibefall das Lernverhalten von
Sammelbienen derart negativ zu beeinflussen, da&sssechlechter zum Bienenstock
zuruckfinden (Kralj et al., 2006). Der schlimmsteb¢neffekt eine¥arroa-Befalls ist aber
wohl die Ubertragung von Viren durch die Milbe. I\gewiesenermafRen Ubertragen werden
das Akute Bienen Paralyse Virus (ABPV; Ball undehl] 1988), das Deformed Wing Virus
(DWYV; Bowen-Walker et al., 1999), das IsraeliscHeut® Paralyse Virus (IAPV; Di Prisco et
al., 2011) und das Kashmir Bienen Virus (KBV; Stetnal., 2005a). Das Sackbrut Virus
(SBV) wurde zwar direkt invarroa gefunden, was eine Ubertragung nahelegt, allesding
konnte in Bienenproben augarroa-befallenen Kolonien keine erhdhte Menge an SBV
festgestellt werden, ganz im Gegensatz zu denide@ththten Mengen an KBV und DWV
(Shen et al., 2005a, b).

Als ob die Varroa-Milbe allein nicht schon ein groRes Problem ddlestewirde, tauchte

2006 eine neue Bedrohung auf: das Colony Collapssor@er (CCD) Phanomen.
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Schatzungsweise 23 % der Imker in Amerika warenNimter 2006/2007 betroffen, einige
verloren bis zu 90 % ihrer Volker (Stokstad, 200dhd auch im darauffolgenden Winter
fuhrte CCD zu hohen Verlusten. Merkmale des Phansmén betroffenen Vdélkern
verschwinden innerhalb kirzester Zeit alle Bieralgerdings werden keine toten Bienen im
Stock oder in dessen Nahe gefunden. Schlielicibtbheir noch die Kénigin mit einigen
frischgeschlipften Arbeiterinnen und der verde@teBrut zurtick. Die Ublicherweise gleich
auftretende Rauberei der zurtckbleibenden Futenves erfolgt mit einer deutlichen
Verzogerung. Eine grof3angelegte Untersuchung dkrofora von betroffenen Stécken und
Vergleich mit gesunden Stdcken brachte vor allens @& dahin relativ unbekannte
Israelische Akute Paralyse Virus (IAPV) mit CCD Werbindung. Zudem sind CCD-
betroffene Volker wesentlich haufiger von mehreRathogenen gleichzeitig befallen (Cox-
Foster et al.,, 2007). Allerdings wurde das Problesid komplexer, da eine Infektion mit
IAPV in Australien keine stark negativen Auswirkemgzeigt. Wobei das wiederum auch
damit zusammenh&ngen konnte, dass es in AustradiaeXarroa-Milben gibt, die das Virus
Ubertragen und eventuell das Immunsystem der Biscawachen. Eine weitere mogliche
Erklarung far CCD liegt im Stress, dem Wandervolkeisgesetzt sind, die im Jahr grol3e
Entfernungen zurticklegen (Stokstad, 2007). Auch @@&D-Proben von Cox-Foster et al.
(2007) stammen allesamt aus Wandervélkern. Inzwisajght man davon aus, dass es
mehrere Faktoren sind, die vermutlich zusammerapidDazu gehoéren unter anderem die
bereits bekannten Bienenkrankheiten und Parasitéserdem Pestizide und Stress, schlechte
Wetterbedingungen und Nahrungsmangel bzw. einseliimahrung (Ratnieks und Carreck,
2010; vanEngelsdorp und Meixner, 2010).

1.3. Bienenviren

Im Jahr 1913 wurde erstmals ein Virus als Ausléseer spezifischen Bienenkrankheit
ausgemacht. Da infizierte, gestorbene Larven &esswie kleine geschlossene Séacke war
der Name schnell gefunden: Sackbrut Virus (Whig4,3). Seitdem kamen immer mehr Viren
hinzu. Bailey und Ball (1991) beschreiben insgeshmApis-spezifische Viren, von denen 3
spezifisch sind fuApis ceranaAllen und Ball (1996) zahlen hingegen 18 Virer weltweit
Honigbienen befallen, allerdings wird hier nichaklwo der Unterschied zwischen dem
Deformed Wing Virus (DWV) vonApis melliferaund Apis ceranaliegen soll. Neu
hinzugekommen sind inzwischen das Kakugo Virus (Kdgs sehr nahe verwandt ist zum
DWV (Fujiyuki et al., 2004) und das Israelische A&kuwaralyse Virus (IAPV; Maori et al.,



1. Einleitung

2007). Bis auf zwei Ausnahmen werden alle Bienemvizur Superfamilie der Picorna-
ahnlichen gezahlt. Grinde dafur sind das positientierte, einzelstrangige RNA-Genom mit
einem kleinen Protein (VPg) anstelle einer Cap#®tmu am 5-Ende und zudem die
ikosahedrische Struktur der Capsidhulle, mit eirl@anchmesser von ca. 17-30 nm (Bailey
und Ball, 1991; Chen und Siede, 2007). Durch varargtende Sequenzierungen der
Genome vieler Insektenviren fand man vor einigehrela auch Unterschiede in der
Genomorganisation vieler Bienenviren. Die Genome 88V, DWV, KV und SBPV (Slow
Bee Paralysis Virus) sind monocistronisch, d.h.kmsitzen ein fir picorna-ahnliche Viren
typisches, singulares offenes Leseraster (ORR)Jlem die Capsidproteine am 5-Ende und
die Nichtstrukturproteine am 3’-Ende codiert siAdlf. 3A). Die Genome von ABPV, KBV,
IAPV und BQCV (Black Queen Cell Virus) hingegen sen zwei offene Leseraster (ORF)
auf, die durch eine Intergenomische Region (IGRyewsander getrennt sind. In diesem
dicistronischen Genom sind die Nichtstrukturproteim ORF1 am 5-Ende angeordnet,
wéhrend die Capsidproteine im ORF2 am 3’-Ende c¢bdied (Abb. 3B).

A

IRES
() VP3 Helikase 3C-Protease Replikase (RdRp) (A)n
VPg >
AUG UAG
179 8755
/\
Y YT
Capsidproteine Nichtstrukturproteine
B
IRES IGR IRES
Q Helikase 3C-Protease Replikase (RdRp) Q VP1 VP4‘(A)n
VP@
AUG UAA AUG UAA
605 6325 6509 9253
\_ AN J
I Y
Nichtstrukturproteine (ORF1) Capsidproteine (ORF2)

Abb. 3: Monocistronische und dicistronische Genomaganisation von Bienenviren.(A) Monocistronischer
Genomaufbau am Beispiel von SBWB) dicistronischer Genomaufbau am Beispiel von ABRUG und UAG
bzw. UAA = Startcodon und Stoppcodons mit jeweilijikleotidposition, VP = Capsidprotein, RARp = RNA
abhangige RNA-Polymerase, VPg = Viral Protein geedimked, IRES = Interne Ribsomen-Eintrittsstell@R

= Intergenomische Region, ORF = Offenes Leseraster.

Aufgrund dieser Unterschiede werden ABPV, KBV, IAR¥d BQCV in der Gattung der
Cripaviren zusammengefasst und der neuen Famiti®idestroviridae zugeordnet, wahrend

SBV, DWV, KV und SBPV in der Gattung der Iflaviremsammengefasst werden, die noch
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keiner Familie zugeordnet sind (Mayo, 2002). Diechtigsten Merkmale aller bereits

sequenzierten Bienenviren, die zufallig alle canB0grol3 sind, finden sich in Tabelle 1.

Tabelle 1. Merkmale bereits sequenzierter Bienenvén.

] Lange o Acc. Number
Virus Genom Genomorganisation Aufbau der Hille
(+PolyA) (NCBI)
o . 4 Strukturproteine
ABPV + ssRNA 9.491 Nt Dicistronisch AF 150629
(35, 33, 24 und 9,4 kDa
o ] 4 Strukturproteine
IAPV + SSRNA 9.499 Nt Dicistronisch EF 21938(
(35, 33, 26, 17 kDa)
o ) 4 Strukturproteine
KBV + ssSRNA 9.524 Nt Dicistronisch AY 275710 )
(kleinstes 5,6 kDa)
o ) 4 Strukturproteine
BQCV + ssRNA 8.550 Nt Dicistronisch AF 183905
(34, 32, 29 und 6 kDa)
) _ 3 Strukturproteine
SBV + ssSRNA 8.832 Nt Monocistronisch AF 092924
(29,5, 30,5 und 31,5 kD4
4 Strukturproteine
DWV + ssRNA 10.166 Nt Monocistronisch AY 292384 (44, 32, 28 und
vermutlich 2,3 kDa)
10.152 Nt . ) Vermutlich 3-4
KV + ssRNA Monocistronisch AB 070959 ]
(-PolyA) Strukturproteine
3 Strukturproteine
SBPV + SSRNA ~9.500 Nt Monicistronisch | EU 035616
GU 938761 (46, 29 und 27 kDa)

Literaturquellen: ABPV (Govan et al., 2000), IAPM{ori et al., 2007), KBV (de Miranda et al., 200BQCV
(Leat et al., 2000), SBV (Ghosh et al., 1999), D\W¥nzi et al., 2006), KV (Fujiyuki et al., 2004)BBV (de
Miranda et al., 2010b).

Die Ubertragung dieser Viren innerhalb einer Biemdmkie kann auf verschiedenen Wegen
erfolgen. So wird bei einer vertikalen Ubertragutag Virus direkt von der Konigin an ihre
Nachkommen weitergegeben, wobei das Virus schodem Eiern nachgewiesen werden
kann. Zudem gibt es mehrere Formen der horizontdleertragung, wobei das Virus von
Biene zu Biene oder Biene zu Larve Ubertragen wekd@n. Eine horizontale Ubertragung
kann durch gegenseitiges Fittern stattfinden odechdwlie Aufnahme von mit Kot
verunreinigten Honig- oder Pollenvorraten. Zudemrkas sein, dass die Jungkonigin bei der
Paarung von virus-infizierten Drohnen angestecktiwicine weitere Form der horizontalen
Ubertragung erfolgt durch di¢arroa-Milbe, die Viren von einer Biene oder Puppe auf di
andere Ubertragen kann (Chen et al., 2006; CherSigdkt, 2007). Blieben Infektionen mit
ABPV und KBV vor der weltweiten Verbreitung voviarroa meistens unauffallig bzw.
unentdeckt (Allen und Ball, 1996), so wurden ABPKBV und DWV seitdem immer
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virulenter (Genersch und Aubert, 2010). Ein Grusdwohl die fir DWV nachgewiesene
Virusvermehrung in den Milben (Gisder et al., 2QG9h Anderer wohl die Suppression des
Immunsystems durctarroa (Yang und Cox-Foster, 2005).

1.4. Die angeborene Immunantwort der Honigbiene

Bei der staatenbildenden Honigbiene erfolgt eintdtgenabwehr auf verschiedenen Ebenen,
zuallererst auf Kolonieebene. Man spricht auch ysmzialer Immunitat”. In diese Kategorie
fallt z.B. das Hygieneverhalten, das dazu fuhrgsdiranke Brut erkannt und aktiv entfernt
wird (Spivak und Reuter, 2001) oder das B@is ceranadazu fihrt, dass ca. 50 % der
Varroa-Milben aktiv entfernt werden (Rath, 1999). Auf déyene der einzelnen Biene gibt es
physikalische und chemische Barrieren wie den wiutiringlichen Chitinpanzer oder den
Darm, der durch seinen pH und vorhandene Enzynaéivejut vor Pathogenen geschutzt ist.
Sind diese ersten Verteidigungslinien durchbrochengd das Pathogen gelangt in die
Leibeshbhle, kommt das angeborene Immunsystem zosatZ. Wie alle Insekten besitzt die
Honigbiene lediglich ein angeborenes und kein zlisées, adaptives Immunsystem, d.h. sie
ist nicht in der Lage Gedachtniszellen auszubilded Antikdrper zu generieren und wird
daher auch nie im klassischen Sinn gegen eine Keahgeimpft werden kdnnen. Aber allein
schon das angeborene Immunsystem erweist sichedais effektiv in der Abwehr von
eindringenden Pathogenen. Im Falle des Menschemeweschatzungsweise 95 % der
Angriffe vom angeborenen Immunsystem abgewehrtrunds % fiihren tatsachlich zu einer
Erkrankung (Heine, 2004). Das angeborene Immunsysker Honigbiene lasst sich in drei
Komponenten aufteilen: in das Prophenoloxidasesgkénde System, die zellulare und die
humorale Immunantwort (Abb. 4).

Die zellulare Komponente umfasst verschiedene AvtemHamozyten, die in der Lage sind
zwischen korperfremd und koérpereigen zu unterscheitmter Phagocytose versteht man
dabei die Einverleibung und Zerstérung kleinerendénglinge wie Bakterien oder
Pilzsporen. Bei der Nodulation werden groRere Mangdg@von in Aggregaten gefangen und
somit unschadlich gemacht. Grol3ere Eindringlinge evikaryotische Parasiten werden durch
Einkapselung aus dem Kreislauf entfernt (Trenci818).

Bei der humoralen Immunantwort werden bestimmt@|wgonar konservierte, molekulare
Muster (PAMPs = ,pathogen associated molecularepadt) von Bakterien, Pilzen oder
Viren durch spezifische Rezeptoren (PRRs = ,pattegognition receptors”) erkannt und
Signalkaskaden aktiviert (Toll, Imd, JNK, Jak/STAa) deren Ende die Expression einer
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1. Einleitung

ganzen Reihe von antimikrobiellen Peptiden (AMPsH ummunspezifischen Proteinen
(IRps) stent.

Angeborenes Immunsystem

Zellulare Immunantwort Humorale Immunantwort

Pilze  Bakterien Viren
Pro-PO aktivierendes System VAN v 2

Hamozyten:
TOLL IMD JINK JAK/STAT
;/;:_é«;;- Prophenoloxidase
= Serlnprotease
ATE; PhenoIOX|dase Antlmlkroblelle Peptide (AMPS)
‘ Defensin
Chmone
Melanln
* Wundheilung . -
« Melanisi » Anderung der Membranpermeabilitat
elanisierung « Bildung spannungsabhangiger Kanéle
* Phagocytose « Inhibition der Zellwand-Synthese
» Nodulation * Lyse der Zellwande (Peptidoglycan)

 Einkapselung

Abb. 4: Die drei Komponenten des angeborenen Immugstems der Honigbiene.

Immunproteine werden hauptsachlich im Fettkorpebildet, konnen aber auch in den
Hamozyten, den Epithelzellen der Kutikula, dem Damen Speicheldrisen und dem
Fortpflanzungstrakt gebildet werden (Vilimos und kam, 1998). Bekannte AMPs der
Honigbiene sind Hymenoptaecin, Defensinl, Abaecid wie Apidaecine. Alle vier
Immunproteine der Honigbiene entstehen als inaktiodaufer, die durch Prozessierung erst
aktiviert werden (Casteels-Josson et al., 1993teelssJosson et al., 1994).

Hymenoptaecin ist ein helikales, ionophores Pemtay die Membran gram-negativer und
gram-positiver Bakterien permeabilisiert und ist gahas einzige Immunpeptid mit lytischer
Aktivitat. Es ist hitze- und séaurestabil, hat emelekulare Masse von ca. 10.300 Dalton,
bestent zu 19 % aus Glycinresten und besitzt im eGsgiz zu allen anderen

bienenspezifischen AMPs keinen einzigen Prolinf€ssteels et al., 1993).
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1. Einleitung

Defensinl (friiherer Name: Royalisin) ist ein bdses; hitzestabiles Peptid mit drei
Disulfidbricken (cysteinreich) und einer molekutar®asse von 5.500 Dalton. Es wirkt
schon in geringen Mengen gegen gram-positive Bigkterdarunter auchPaenibacillus
larvae, allerdings konnte eine wirkliche Lyse noch nidachgewiesen werden (Fujiwara et
al., 1990; Bilikova et al., 2001). Defensine wurderch in einer Reihe anderer Insekten und
Tiere gefunden (Casteels-Josson et al., 1994). ¢hesygl vom polymorphen Gen fur
Defensinl wurde ein weiteres Gen gefunden, da®éfensin2 codiert. Das Genprodukt ist
zu 55,8 % identisch mit Defensinl und hat eine kdle Masse von 4.800 Dalton.
Immunregulatorische Elemente weisen darauf hins ddi® Expression von Defensin2
induzierbar sein muss, jedoch wurde es noch nightnfizierten Bienen nachgewiesen
(Klaudiny et al., 2005).

Abaecin ist ein nicht-helikales, kationisches Retiit einer molekularen Masse von 3.900
Dalton und 10 Prolinresten. Es wirkt sowohl gegeangnegative, als auch gegen manche
gram-positive Bakterien. Wobei es gegen die meigtam-negativen Bakterien eine zeitlich
verzogerte, geringere Wirkung zeigt als die ApidaecAufgrund seines Aufbaus besitzt
Abaecin wahrscheinlich keine lytische Aktivitat &eels et al., 1990).

Apidaecine waren die ersten bienenspezifischerehitnd saurestabilen AMPs, die in grof3en
Mengen entdeckt wurden. Sie wirken gegen eine gi®fannbreite pflanzenassoziierter,
gram-negativer Bakterien und ebenfalls gegen eihigeanpathogene Bakterien, allerdings
eher auf bakteriostatische als bakteriolytisches&/eDurch den hohen Gehalt an Prolinresten
konnen sie keine helikale Struktur einnehmen. Ntiee molekularen Masse von 2.100 Da
sind sie die kleinsten AMPs, die bis jetzt in Ingekgefunden wurden (Casteels et al., 1989).
Ein weiterer wesentlicher Bestandteil des angebordmenunssystems in Bienen ist das
Prophenoloxidase-aktivierende System. Durch Prggeolird die inaktive ProPO in die
aktive Phenoloxidase umgewandelt. Bei der folgentfiéglanisierung wird der dunkle
Farbstoff Melanin zur Aushartung des Exoskelettsweder direkt in die Kutikula
eingelagert, oder aber Melanin wird direkt an Wundebildet um Hamolymphverlust zu
vermeiden und um zytotoxische Chinone zur Zers@ruon Pathogenen bereitzustellen
(Lourenco et al., 2005).

1.5. Antivirale Abwehrmechanismen

Dass Viruserkrankungen in latenter Form in unalifféih Bienenkolonien tGberdauern kénnen

ist ein Hinweis darauf, dass Honigbienen eine aogeie Fahigkeit besitzen, eine
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1. Einleitung

Virusvermehrung zu unterdriicken (Chen und Sied®7R0Ein evolutionar konservierter
antiviraler Abwehrmechanismus ist RNA-InterfereRN@AI). Gelangt doppelstrangige RNA
(dsRNA) in eine Zelle, bindet eine spezifische R&N#$ Endonuklease namens ,Dicer* an
eben diese dsRNA und spaltet sie in 20-25 bp |dAggmente mit Uberhangen von 2
Nukleotiden Lange am 3’-Ende, die im néachsten $chn einzelstrangige Fragmente
umgewandelt werden. Diese kurzen Fragmente werdsn,short interfering RNAs*
(SIRNASs) bezeichnet. Diese siRNAs werden in ein&NA-induced silencing complex*
(RISC) eingearbeitet, in dem sie direkt an ein ,@rgute” Protein binden. Der so aktivierte
RISC bindet nun an die komplementdre mRNA und sdenelie Ziel-mRNA in der Mitte
der komplementaren Region (Meister und Tuschl, 208)r allem positiv-orientierte,
einzelstrangige RNA-Viren, d.h. fast alle Bieneewir sollten ein gutes Ziel abgeben, da sie
sich Uber doppelstrangige RNA-Intermediate vermehZeidem wurde in Bienen auch schon
erfolgreich die Expression von Proteinen mittels ARNinterdriickt (Beye et al., 2002;
Amdam et al., 2003). IiDrosophilawurde bereits nachgewiesen, dass RNAi wesentlich zur
Virusabwehr beitragt (van Rij et al., 2006). RNAirinte daher auch der primare antivirale
Abwehrmechanismus in Honigbienen sein.

Es gibt aber Hinweise darauf, dass auch andere dhesahen als RNAI eine wichtige Rolle in
der Virusabwehr bei Honigbienen spielen kdnnteni Beosophila scheint der Toll-
Signalweg eine wichtige Rolle in der Abwehr d@®sophila X Virus (DXV, Birnaviridae)

zu spielen (Zambon et al., 2005). Eigentlich futer Toll-Signalweg vorwiegend nach
bakterieller Infektion zur Expression von AMPs,Dmosophilazudem auch nach Infektion
mit DXV. Die exprimierten AMPs fuhren jedoch zu ker erhéhten Resistenz gegen DXV.
Ist der Toll-Signalweg allerdings inaktiviert, s@hft eine Infektion mit DXV zu einer
wesentlich héheren Virusmenge und zu héheren Stde Unter anderem aufgrund der
Tatsache, dass der Toll-Signalweg bei der Reifunghamozyten mitwirkt, wird vermutet,
dass virusinfizierte Zellen von Hamozyten erkannd yphagocytiert werden. Dostert et al.
(2005) fanden mit Jak/STAT einen weiteren Signalveeg eine Rolle bei der Virusabwehr in
Drosophilaspielt. Nach Infektion mit der@rosophilaC Virus (DCV, Dicistrovirida€e) wird
Uber den Jak/STAT-Signalweg die Transkription eniGene induziert, die dazu beitragen
die Virusmenge in infizierten Fliegen niedrig zultba, was sich auch in einer besseren
Uberlebensrate duBert. Im Gegensatz zu einer lafeknit DXV fihrt eine Infektion mit
DCV zu keiner erhdhten Expression an AMPs. In emeahfolgenden Arbeit (Hedges et al.,
2008) wird gezeigt, dass fur die Hochregulierungielr Reportergene weder doppelstrangige
DCV-RNA, noch das DCV-Partikel allein ausreichemtils Ausschlie3lich infektiose Partikel
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fuhren zu einer Hochregulierung der Reportergertce wmabhangig davon zu einer erhdéhten
Sterberate bei infizierten Fliegen. Ein weiteregrilweg, der eine Rolle bei der Virusabwehr
zu spielen scheint ist der Imd-Signalwdgrosophila mit Mutationen im Imd-Signalweg
reagierten sensitiver auf eine Infektion mit demickat Paralyse Virus (CrPV,
Dicistroviridae) als Kontrollfliegen. Allerdings fuhrt auch hieme Virusinfektion zu keiner

Expression von AMPs (Costa et al., 2009).

1.6. Aufgabenstellung dieser Dissertation

Hauptziel dieser Arbeit ist es, vor allem mit Hiltgelelektrophoretischer Analysen, die
unterschiedliche Reaktion der einzelnen Entwickéstadien der Honigbiene (Larve, Puppe
und adulte Biene) auf Infektion mit dem Akuten BienParalyse Virus (ABPV) zu
untersuchen. Genauer betrachtet werden dabei eidglicme Aktivierung bekannter
Bestandteile der angeborenen Immunantwort von Hboemgn, die eventuelle Expression
spezifischer, noch unbekannter Proteine in Folge laéektion und Auswirkung der
Virusinfektion auf das aulere Erscheinungsbild. Digerschiedlichen Reaktionen der
einzelnen Entwicklungsstadien werden verglichendaitReaktion auf gram-negatikze coli
Zellen, die bekanntermaf3en sowohl die humoraleaalsh die zellulare Immunantwort
effektiv aktivieren, erkennbar an der Expression ¥iPs und der Bildung von Noduli.
DarlUber hinaus soll der zeitliche Verlauf einer ABRPermehrung in Abhangigkeit von der
injizierten Partikelzahl untersucht werden, wobecla hier auf Unterschiede zwischen den
Entwicklungsstadien zu achten ist. Mittels eineppelinfektion von ABPV und. coli soll
die Frage geklart werden, ob das Virus die angetgorienmunantwort unterdriickt oder
aktiviert.

Abgesehen davon wird geprift, ob ABPV mittels ein@mstlichen RNase (Dpl2F6)
inaktiviert werden kann. Dies tragt zwar nicht zneen Schutz der Bienen vor diesem Virus
bei, hebt aber das leicht zu handhabende Larve-ABBUell als System zum Prifen

maoglicher antiviraler Agenzien fur die Medizin hervo
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2. Material

2. Material

2.1. Larvenfutter und Material fuir die In-vitro-Aufzucht

Larven der Bienenrasgeis mellifera carnica

Larvenfutter (pH 4) 14,4 ml deigertes, autoklaviertes,B
(Peng et al., 1992) 4,2 g gefriergetrocknetes Gelée Royal
0,6 g Glucose

0,6 g Fructose
0,2 g Bacto-Yeast-Extract

16 ml = 20 — 30 min rihren lassen

Gelée Royale Biozentrum GmbH & Co. KG, Butzbach
Mikrol6ffelspatel / Umlarvloffel Hartenstein, Wilvarg

24-Napf-Platten greiner bio-one, Frickenhaugeh:Nr. 662160
Thermolux-Warmematte Witte+Sutor GmbH, Murrhardt

2.2. Antikbrper

Primarantikorper IRp30 ImmunoGlobe, Himmelstadt; ID6184
Primarantikdrper Carboxylesterasel ImmunoGlobe, Himmelstadt; 1G-1110
Sekundarantikdrper-Rabbit 19G Sigma, Miunchen; Art.-Nr. A 6154
Peroxidase

2.3. Enzyme und kiinstliche RNase

SuperScript ™Il First-Strand Synthesis Invitrogen, Darmstadt; Art.-Nr. 18080-051

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase Applied Biosystems, Darmstadt; Art.-Nr.

(5 U/ul) 4311806

Kinstliche RNase Dp12F6 (25 uM) Institute of Chemical Biology and Fundamental
Medicine, Novosibirsk (Russland)
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2.4. Langenstandards fur Protein- und DNA-Gele

Protein-Gele:

Protein Test Mixture 4 (29-97.4 kDa)
Protein Test Mixture 5 (6.5-29 kDa)
Insulin B

Serva Unstained SDS PAGE Protein
(6.5-200 kDa)

Protein Molecular Weight Marker
(14.4-116 kDa)

Western-Blot:

PageRuler Prestained Protein Ladder
(10-170 kDa)

Prestained SDS-PAGE standards
DNA-Gele:

GeneRuler 100 bp DNA ladder

2.5. Verwendete Elizitoren

LipopolysaccharidE. coli0111:B4),
aufgereinigt durch Phenolextraktion
LipopolysaccharidE. coli0111:B4),
aufgereinigt durch Gelfiltrations-
chromatographie (pure)
Peptidoglycan!. luteug

Laminarin Caminaria digitatg

2.6. Verwendete Bakterienstdimme

Micrococcus flavus
Escherichia coli82, DSM-Nr. 682

Serva, Heidelberg; Art.-Nr. 39208
Serva, Heidelberg; Art.-Nr. 39209
Sigma, Minchen; Art.-Nr. 16383-5MG
Serva, Heidelberg; Art.-Nr. 39215.01

Fermentas, St. Leon-Rot; Art.-Nr. SM0431

Fermentas, St. Leon-Rot; Art.-Nr. SM0671

Bio-Rad, Miuinchen; Art.-Nr. 161-0318

Fermentas, St. Leon-Rot; Art.-Nr. SM0241

Sigma, Minchen; Art-Nr. L2630

Sigma, Minchen; Art-Nr. L3012

Sigma, Munchen; Art-Nr. 53243
Sigma, Munchen; Art-Nr. L9634

Dr. Ursula Rdest (Lehrstuhl fir Mikrobiologie)
Deutsche Sammlungem Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH, Braunschweig (DMSZ)
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2.7. Medien fir die Bakterienkultur

NB-Medium da Peptone g5
Nutrient Broth 509
Natriumchlorid 109
KO, deionisiert ad 1000 ml
LB (Luria Bertani)-Medium: Bacto-Tryptone 10g
Bacto-Yeast-Extract 50
Natriumchlorid 109
HO, deionisiert ad 1000 ml
LB-Agar-Platten: Bacto-Tryptone 8¢
Bacto-Yeast-Extract 49
Natriumchlorid 8¢
Bacto-Agar 849
HO, deionisiert ad 800 ml
NB-Agar-Platten: Bacto-Peptone 49
Nutrient Broth 49
Natriumchlorid 8¢9
Bacto-Agar 8¢9
HO, deionisiert ad 800 ml

Nach Autoklavieren (120 °C, 20 min) und Abkuhlenf aa. 75 °C das Medium in
Petrischalen gielen und Uuber Nacht bei Zimmertemperabkihlen lassen. Dann

Petrischalen mit Schwung umdrehen und im Dunkedn. labgedeckt lagern.

2.8. Chemikalien

a-D(+)-Glucose Roth, Karlsruhe; Art.-Nr.6780.1
Agarose Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 2267.2
30 % Acrylamid (Rotiphorese A) Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 3037.1
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 9592.2
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Ampuwa-Wasser
Aprotinin
Apifonda

Apiinvert

2 % Bisacrylamid (Rotiphorese B)

Bacto-Agar
Bacto-Tryptone
Bacto-Yeast-Extract
Bacto-Peptone
[3-Mercaptoethanol
Bromphenolblau (BPB)
Chloroform

DeStreak Rehydration Solution

Dimethylsulfoxid (DMSO)
1,4-Dithiothreit (DTT)

ECL-Detektionsreagenzien

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Ethanol absolut

Ethanol vergallt
Ethidiumbromid
Essigséaure
D(-)-Fructose

86 % Glycerin

Glycin

Glycogen

lodacetamid

Isopropanol

IPG-Puffer (pH 3-11, NL)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Kanamycin

Laminarin

Lysozym

Apotheke

Sigma, Minchen; Art.-Nr. A4529-10MG
Sudzucker AG, Mannheim

Siudzucker AG, Mannheim

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 3039.1

BD GmbH, Heidelberg; Art.-Nr. 214010
BD GmbH, Heidelberg; Art.-Nr. 211705
BD GmbH, Heidelberg; Art.-Nr.212750
BD GmbH, Heidelberg; Art.-Nr. 0118-17-0
Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 4227.1
Riedel-deHé&n, Seelze; Art.-Nr. 32712
AppliChem, Darmstadt; Art.-Nr. A0900
GE Healthcare, Minchen, Art.-Nr. 17-6003-19
Riedel-deHan, Seelze; Art.-Nr. 60153
Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 6908.3

GE Healthcare Amersham; RPN 2209
Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 8040.3

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 9065.1

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. T171.3

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 2218.2

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 3738.2

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 4981.1

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 4043.1

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 3908.2
Boehringer, Mannheim; Art.-Nr. 901393
GE Healthcare Amersham; RPN 6302
AppliChem, Darmstadt; Art.-Nr. A1571
GE Healthcare, Minchen; Art.-Nr. 17-6004-40
Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 6781.1

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 3904.1

Merck, Darmstadt; Art.-Nr. 1.05033
Sigma, Minchen; Art.-Nr. K1876
Sigma, Minchen; Art.-Nr. L9634
Roche, Mannheim; Art.-Nr. 1 243 004
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Methanol

Milchpulver (blotting grade)
Natriumchlorid
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Nutrient Broth
Phenylthioharnstoff (PTU)
85 % o-Phosphorsaure
Roti®-Blue

32 % Salzsaure

SERVA Blue G 250
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

N,N,N",N"-Tetramathylethylendiamin

(TEMED)

N-Tris-(hydroxymethyl)-methylglycine

(Tricine)

Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan

(Tris)

TRIzol® LS
Tween 20

Urea (Harnstoff)

2.9. Puffer und LO6sungen

Tris-Puffer:

2xSammelpuffer (2xSP)

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 4627.5

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. T145.2

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 3957.2

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. P030.1
Merck, Darmstadt; Art.-Nr. 1.06329
BD GmbH, Heidelberg; Art.-Nr. 234000
Sigma, Minchen; Art.-Nr. P 7629-10G
Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 6366.1

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. A152.1

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. P074.1
Serva, Heidelberg; Art.-Nr. 35050.02
Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 2326.2

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 2367.3

Serva, Heidelberg; Art.-Nr. 37195

Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. 5429.3

Invitrogen, Darmstadt; Art.-Nr. 10296-010

Applichem, Darmstadt; Art.-Nr. A1389,0500
Roth, Karlsruhe; Art.-Nr. X999.2

Tris-HCI, pH 8,8 15M
Tris-HCI, pH 6,8 05M
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1,0 ml
10 % SDS 2,0 ml
86 % Glycerin 1,0 mi
14 MpB-Mercaptoethanol 0,3 ml
HO, deionisiert 0,7 ml
10 % BPB 50 pl
> 5ml
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PBS(pH 7,5)

2.10. Sonstige Materialien

DryStrip Cover Fluid
Faltenfilter
Federschere

Federstahlpinzette

Natriumchlorid 49
Kaliumchlorid 0,19
di-Natriumhydrogenphosphat 0,72 g
Kaliumdihydrogenphosphat 0,12 ¢
HO, deionisiert ad 500 ml

Pharmacia, Freiburg
Hartenstein, Wirzburg
Fine Science Tools, North Vancouver, Canada

Hartenstein, Wirzburg

Immobilon P Transfer Membran (PVDF)Millipore, Schwalbach

Immobiline DryStrip gel, pH 3-11 NL
Kolbenhubpipetten

Lackmarker Edding 750
Metallkastchen (5 x 10 x 7,5 cm)
Mikro-Kivetten

Mikrokapillaren PMS (1-2-3-4-5 pul)
Mikrokapillaren PMS 1 (5/10 pl)
Mikropistille

Nicot Versand und Zusetzkafige
Paraffin Histosec® fur Wachsschalen
Parafilm ,M*

Petrischalen

PP-R6hrchen 15ml, 50ml
Prapariernadeln

Préazisionsticher KW52
1,5ml-Reaktionsgefalle
Rontgenfilme

Skalpellklinge Typ 21
Silikonschlauch
Uhrmacherpinzetten

Whatman 3 MM FiltePapier

GE Healthcare, Munchen

Gilson, Langenfeld; Eppendorf, Hamburg
Schreibwarengeschaft

Werkstatt Biozentrum, Universitat Wirzburg
Hartenstein, Wirzburg

Hartenstein, Wirzburg

Hartenstein, Wirzburg

Hartenstein, Wirzburg

Carl Fritz e. K., Mellrichstadt

Merck, Darmstadt

American National Can, Greenwich, USA
greiner bio-one, Frickenhausen
Hartenstein, Wirzburg

Fiebig-Lehrmittel, Berlin

Hartenstein, Wirzburg

Sarstedt, Numbrecht

Ernst Christiansen GmbH, Minchen
Hartenstein, Wirzburg

Hartenstein, Wirzburg

Fine Science Tools, North Vancouver, Canada
Hartenstein, Wirzburg
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2.11 Gerate

Analysenwaage AX504 DeltaRange®

Apparaturen fur die Gelelektrophorese

Binokular-Lampe Schott KL 1500
electronic

Binokular Leica WILD MZ8

Binokular SZX7 mit UC30 Kamera
Brutschrank

Brutschrank HCP 108
Color-Control-Dia-Leuchtplatte
Eppendorf Tischzentrifuge 5417R
Eppendorf Thermomixer 5436
Eppendorf Thermomixer Comfort

Ettan IPGphor 3

Feinwaage Sauter K 1200
Gefriertrocknungsanlage ALPHA 1-4 LSC
Gel Electrophoresis Apparatus GNA-100
Gelschiuttler IKA KS 250 basic

Gelwippe Biometra WT16

GeneAmp PCR System 9700

Laser based Micropipette puller

P-2000

Magnetrthrer

Mikrowelle

Minishaker MS1 IKA

Motorhandstiick MHX/E flr Mikropistillen
Panasonic Lumix DMC-LZ3

pH-Meter (pH532 WTW)

Photometer Novaspec Il

Mettler Toledo, Giel3en

Eigenbau des Institutes fur Biochemie,
Wirzburg

Schott, St. Gallen, Schweiz

Leica, Solms

Olympus, Hamburg

Bachofer, Reutlingen
Memmert, Schwabach

Just Normlicht, Weilheim
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

GE Healthcare, Minchen
Volkmar Gatzki, Niederkalbach
Christ, Osterode

Pharmacia, Freiburg
Hartenstein, Wirzburg
Biometra, Gottingen

Applied Biosystems, Darmstadt

Sutter Instrument Co., Novato, USA

Janke & Kunkel, Staufen
Bosch

Janke & Kunkel, Staufen
Xenox, Niersbach
Panasonic, Hamburg
Hartenstein, Wirzburg

Amersham, Freiburg

Wasseraufbereitungssystem TKA-GenPureThermo Electron LED, Niederelbert

Spannungsgerat PowerPac 300
Thermoschittelinkubator

Bio-Rad, Miinchen

Infors AG, Bottmingen
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Trans-Blot® Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad, Minchen

Ultrospec Plus Spectrophobeter Pharmacia, Freiburg
Vakuumpumpe ONF 25L Pfeiffer Vacuum, Asslar

(der Gefriertrocknungsanlage)

Warmeplatte Electrothermal, Southend, GB
Werktischlampe Buran GmbH, Hohenwarsleben
Zentrifuge Microspin FV 2400 Hartenstein, Wirzburg

3. Methoden

3.1. Diel n-vitro-Aufzucht von Larven

Die Larven werden mdglichst jung von der Wabe gesalnhund bis zu ihrer Infektion in
24-Napf-Platten in einem 35°C-Brutschrank bei 70L#tfeuchte (HCP108, Memmert)
herangezogen. Hauptziel dieser Methode ist es,iom@gyl Kontakt zu Krankheitserregern, die
durch Ammenbienen Ubertragen werden konnten, zmeiden. Ein grof3er Vorteil ist zudem

die einfachere Handhabung im Labor.

3.1.1. Larvenfutter und Gefriertrocknung des GelédRoyales

Das Larvenfutter wird zubereitet wie von Peng e{992) beschrieben (Tabelle 2).

Tabelle 2: Zusammensetzung des Larvenfutters.

Komponenten Einwaage Endkonzentration
Gelée Royale 42 g 26,25 % (w/v)
Glucose 0,69 0,2M
Fructose 0,69 0,2 M
Bacto-Yeast-Extract 0,29 1,25 % (w/v)
H,O, deionisiert ad 16 ml

Es wird autoklaviertes Wasser verwendet, um mdgllafektionen und daraus resultierende
vorzeitige Immunantworten zu vermeiden. Nach Zugadreeinzelnen Bestandteile wird das

Larvenfutter 20-30 min zu einer homogenen, blaksyel Lésung gerthrt. Es ist im
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Kihlschrank ca. 3 d haltbar. Das dabei verwendetegsRoyale ist ein feines, trockenes
Pulver, das man durch Gefriertrocknung (Lyophil@mat und anschlieendem Mérsern des
hoch viskosen Gelée Royale erhélt. Wahrend desiggeficknens geht das in den Proben
vorhandene, gefrorene Wasser direkt in die Gasplfzese(Sublimation). Das ermdéglicht eine
schonende Trocknung, bei der die natirlichen Eigjeafseen des Ausgangsmaterials nicht
verandert werden.

Das Gelée Royale wird fur eine optimale Gefriettramg in einer Schichtdicke von maximal
1 cm in Petrischalen gefillt und Uber Nacht bei -ZD gelagert. Uber den Modus
.Gefrieren+tWarm-up VP* wird vor Beflllen der Gefrimmcknungsanlage die Stellflache
heruntergekuhlt und die angeschlossene Vakuumpaufgewarmt. Fur Proben, die bei -20
°C gehalten werden, wird der Sollwert der Stellid@uf -30 °C eingestellt. Das Gerat kihlt
nun langsam auf -30 °C herunter und die Vakuumputéapé sich warm, allerdings wird
noch kein Vakuum aufgebaut. Nach 3-4 h betragtSdediflachentemperatur ca. -20 °C und
die Proben konnen eingeflllt werden. Vor Umschaiteden ,Haupttrocknen“-Modus wird
geprift ob der Abtauwasserhahn und der Beluftudgshayeschlossen sind. Im
.-Haupttrocknen“-Modus wird der Sollwert der Stelfhe auf +20 °C eingestellt, der
Sicherheitsdruck auf 0,63 bar und der Arbeitsdraok 0,37 bar. Bei einem Wegfall des
Vakuums wird bei Erreichen des Sicherheitsdrucks \entil automatisch geschlossen und
ein Auftauen der Proben verhindert. Ist innerhaiiiger Stunden der Arbeitsdruck von 0,37
bar erreicht wird umgeschaltet auf den ,NachtrockAdodus, mit einem eingestellten,
unerreichbaren Wert von 0,001 bar. Der Druck sim&iter, da aber 0,001 bar unerreichbar
sind, stabilisiert er sich nach ca. 2-3 h, erkenmimaden erreichten +20 °C der Stellflache und
sehr seltenen Gerduschen des Ventils der Vakuumgumbann wird auf ,Stand-by*
geschaltet und mithilfe des Beluftungshahns gangdam das Vakuum geldst. Die trockenen
Proben werden entnommen und sofort mit Morser usiillRu feinem Pulver zermahlen. Sie
kénnen im Kuhlschrank bei 6-8 °C ca. 3 d gelagentden.

3.1.2. Beschreibung detn-vitro-Aufzucht von Larven

Einige Tage (4-5 d) vor dem geplanten AbsammelrLderen wird die Konigin fur 1-2 d auf
einer weitgehend leeren Wabe gekéfigt. Die Mascliels Kafigs konnen von den
Arbeiterinnen ungehindert passiert werden, allggglinicht von der grof3eren Konigin, die
daher nur auf dieser Wabe Eier legen wird. Am Tag Absammelns wird die markierte

Wabe aus dem Stock genommen. Sie enthélt einegsele Anzahl nahezu gleichaltriger
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Larven, welche in den 24 h zuvor geschlipft sindesB werden nun unter einer
Werktischlampe mit eingebauter Lupe und mithilfeesi geeigneten Umlarvl6ffels aus den
Waben in sterile 24-Napf-Platten uUbertragen. JeNapf enthalt dabei 300 pl des
Larvenfutters. Wahrend des Umlarvens stehen dief-Rigbten auf einer Warmematte
(Witte+Sutor GmbH), die das Futter auf ca. 35 °@&mt. Ist die gewlnschte Zahl Larven
Ubertragen, kommt die Wabe zurlck in den StockNdipf-Platten mit den Larven kommen
in einen 35°C-Brutschrank bei 70 % Luftfeuchte (HO®, Memmert).

Je alter und groRRer die Larven werden, desto werigerzen kommen zusammen in einen

Napf. Tabelle 3 zeigt die Anzahl der Larven pro Nap jeweiligen Entwicklungstag.

Tabelle 3:Larvenanzahl pro Napf am jeweiligen Entwicklungstag
Larvalentwicklungstag 1 2 3 4 5

Larven pro Napf 10 6 4 2 1

Alle 24 h werden die Larven vorsichtig auf einer Midaplatte (Electrothermal) in

angewarmte 24-Napf-Platten mit frischem Larvenfutibertragen und kommen umgehend
zurlick in den 35°C-Brutschrank mit 70 % Luftfeuchiete Larven oder solche, welche
offensichtlich sehr stark in ihrer Entwicklung zakileiben, werden aussortiert.

Im Bienenstock beginnt die Rundmade sich nach démfteéh Tag des Larvalstadiums zu
strecken und wird nun als Streckmade bezeichnegefahr zu diesem Zeitpunkt wird die
Zelle von Arbeiterinnen verdeckelt. Spatestens msam Zeitpunkt sind auch im Labor

samtliche Versuchsreihen mit Larven beendet gewesen

3.2. Bienenmaterial fir Versuchszwecke

Alles Bienenmaterial stammt vakpis mellifera carnica/6lkern der Universitat Wirzburg.

3.2.1. Sammeln von Bienenpuppen und Haltung im Lalvo

Direkt am Bienenstock wird eine Wabe ausgesuchtyidile verdeckelte Zellen aufweist. Mit
einer Uhrmacherpinzette wird von einigen Zellensudrtig der Wachsdeckel entfernt, um zu
prifen ob sich in der Mehrzahl der Zellen Puppergewinschten Stadium (z.B. weil3dugig
oder rotaugig) befinden. Falls nicht, wird solanggsucht bis eine Wabe mit Puppen im
gewilnschten Stadium gefunden ist. Diese Wabe wsd.abor mitgenommen, wo vorsichtig

von vielen Zellen der Wachsdeckel und anschliel¥&mehso vorsichtig der obere Teil der
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Zellwand entfernt wird, so dass die Zellwandranoech Moglichkeit ganz glatt sind, damit
die Puppen wahrend des vorsichtigen HerausziehétssrFederstahlpinzette nicht verletzt
werden. Es darf nur soviel Druck mit der Federgtiamizette ausgeubt werden wie unbedingt
notig, da die Puppen sehr verletzlich sind. Die geumpwerden in sterile 24-Napf-Platten
Uberfuhrt, die auf einer Warmeplatte stehen undrkemanschliel3end in einen Brutschrank
mit 35 °C und 70 % Luftfeuchte. Wahrend der gesantersuchsdauer verbleiben sie in
denselben Napf-Platten, um nicht verletzt zu werddmediglich zur finalen
Hamolymphentnahme werden sie mittels Federstatdfimorsichtig in eine Petrischale mit

Parafilm tbertragen.

3.2.2. Sammeln und eventuelle Markierung von Jungbnen

Direkt am Bienenstock wird eine verdeckelte Wabasught auf der gerade die ersten
Jungbienen schlupfen. Dadurch ist davon auszugetiess der Grof3teil der restlichen
verdeckelten Brut ebenfalls Jungbienen enthaltpdid zu schlipfen beginnen. Diese Wabe
wird bei 35 °C Uber Nacht in einen Brutschrank giéistAm néchsten Tag, noch vor Ablauf
von 24 h, sind im Normalfall zwischen 500 und 1Q@@gbienen fur Versuche auf der Wabe
vorhanden. Da diese Bienen noch keine 24 h alt sind ihre Fligel und ihr Exoskelett noch
nicht vollstandig ausgehartet, d.h. sie kdnnen wéldegen noch stechen und daher einfach
fur den weiteren Versuchsablauf in Metallkastcheeriithrt werden. Die Metallk&stchen sind
aus rostfreiem Stahl und haben die Mal3e 5 cm x118 €,5 cm. Sie sind mit einem Schiebe-
Deckel mit Lochstanzung versehen, um die Sauersthffir zu gewéhrleisten. Als Futter
erhalten die Bienead libitumeine Apiinvert/Wasser-Mischung im Verhaltnis 1wigs einer
ca. 45 % (w/v) Zuckerldsung entspricht.

Bendtigt man fur einen Versuch eine hohe Anzahindat alter Bienen, so erhalten die
geschlupften Jungbienen mit einem Iésemittelfreiebackstift Edding 750 eine
Farbmarkierung auf dem Thorax und werden in denkSgesetzt aus dem ihre Wabe stammt.
Haben sie das gewlnschte Alter erreicht, kbnnenegsat im Stock erkannt, abgesammelt

und ins Labor Gberfihrt werden. Ihre weitere Haijtenfolgt wie oben beschrieben.
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3.2.3. Sammeln von Ammen-, Honigraum-, Flugbienenndal Pollensammlerinnen

Ammen- und Honigraumbienen werden von den Waben gisfneten Bienenstocks
abgesammelt. Ammenbienen werden dabei direkt van Bleitwaben abgesammelt. Es
werden Bienen ausgewahlt, die direkt bei der Laoflege beobachtet werden.
Honigraumbienen werden beliebig von Waben aus demididaum abgesammelt. Flugbienen
und Pollensammlerinnen werden direkt am Stockeiggdigefangen, wenn sie in den Stock
zurtckkehren. Alle Gruppen werden im Labor in Métdtchen bei 35 °C und 70 %
Luftfeuchte gehalten. Geflttert werden ag libitum mit einer Apiinvert/Wasser-Mischung

im Verhaltnis 1:1.

3.2.4. Sammeln von Winterbienen

Winterbienen werden direkt aus der Wintertraubeeabgmelt und ebenfalls im Labor in
Metallkastchen gehalten. Allerdings lediglich bei°Z5 Gefuttert werden auch sa€ libitum
mit einer Apiinvert/Wasser-Mischung im Verhaltnid 1:

3.2.5. Haltung von Kdniginnen im Labor

Die Koniginnen wurden von D. Ahrens-Lagast (Imkeistex, Universitat Wirzburg) zur
Verfugung gestellt. Ihre Haltung erfolgte bei 35 G6d 70 % Luftfeuchte in kleinen ,Nicot
Versand und Zusetzkafigen®. Jeder Kafig enthalteine Konigin und 5-7 Arbeiterinnen, die

die Kdnigin futtern. Als Futter dient Apifonda.

3.3. Infektion von Larven, Puppen und Bienen

3.3.1. Vorbereiten der Glaskapillaren

Die verwendeten Glaskapillaren werden vor ihrer ZNog mithilfe des ,Laser based
Micropipette puller P-2000“ ausgezogen, damit diee efeine zur Injektion notwendige
Spitze erhalten. Beim Einspannen in das Geratasjféltig darauf zu achten, dass die
Kapillare nur an den Enden und keinesfalls an delteSangefasst wird, wo der Laser spéater
auftrifft. Ebenso ist darauf zu achten, dass evdietiwarkierungen der Kapillare nicht vom

Laser getroffen werden, dafir muss die Kapillarentwell nicht ganz mittig eingesetzt
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werden. Das hier verwendete Programm ist in Tabéllgezeigt. Es wurde mit den
verwendeten Glaskapillaren ein im Gerét vorgegebBaenp-Test durchgefihrt, in dem die
Kapillare bis zum Schmelzen erhitzt und dann aaselar gezogen wird. Wahrenddessen
misst das Gerat die Zeit und alles andere um &st@dwerte angeben zu kdnnen. Diese
Grundwerte wurden nach Gebrauchsanweisung gerimggfagpdifiziert, um sehr feine

Spitzen fur die Injektion zu erhalten.

Tabelle 4: Verwendetes Programm zum Glaskapillareriehen.

Heat Filament Velocity Delay Pull

410 4 70 200 120

3.3.2. Vorbereiten der Loésungen zur Injektion

Von einer Stockkultur des fur die Infektion gewdlimsn Bakterienstamms werden am Tag
vor der Infektion 0,3 ml in 45 ml frisches, vorgewiies Medium gegebeM. flavuswird in
LB-Medium kultiviert, E. coli 682 in NB-Medium. Die frisch angesetzten Kultuiemmmen
bei 37 °C uber Nacht auf den Thermoschiittelinkubakon n&chsten Morgen werden von
diesen Kulturen 3 ml in 45 ml frisches, vorgewarsmtéedium gegeben und wieder bei 37 °C
unter schitteln inkubiert. Nach ca. 2-3 h erredibtAbsorption bei 550 nm den gewlnschten
Wert von 0,5. Hier befinden sich die Bakterien gr tbgarithmischen Wachstumsphase und
die Zellzahl liegt ungefahr bei ¥nl. Es wird 1 ml der jeweiligen Kultur 5 min beR80
UpM zentrifugiert (Eppendorf 5417R). AnschlieRendersien sofort die Uberstande
abgegossen und das Sediment in 1 ml handwarmemsB&&ndiert. Dieser Waschschritt
wird noch zweimal wiederholt. Fiir eine Zellzahl vi#i/ml oder niedriger wird das Sediment
nach dem dritten Waschschritt in 1 ml PBS suspendied dann gegebenenfalls verdinnt.

Die Bakterienlésungen sind nun bereit fir Infektibwecke.

Von den verwendeten Eliztioren, wie den beiden pgdgsacchariden, dem Peptidoglycan
und dem Laminarin, wird je eine Stammldsung (1,0mbgmithilfe von Ampuwa-Wasser
hergestellt. Davon ausgehend werden mithilfe vors FBbeitslosungen in verschiedenen
Konzentrationen erstellt. Diese werden bei -20 é&agert.
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Die Ausgangssuspension des Akuten Bienen Paraliyse Y6 Assd/ml = 1 mg/ml; Asd/Azso
= 1,7) wird bei -20 °C stabil gelagert. Sie wirdstekurz vor Injektion durch schrittweises
Verdinnen mit PBS auf die gewiinschte Konzentratebrarht.

3.3.3. Injektion von Ldsungen in Larven, Puppen undienen

Die Larven haben bei ihrer Infektion ein Gewichhwea. 40 mg und demzufolge ein Alter
von ca. 4 d (Randolt et al., 2008). Die Injektiondet auf einer Warmematte unter einem
Binokular statt. Die Larven werden vorher in frisdhetterlésung Gberfuhrt, dann wird die
jeweils zu infizierende Larve in eine Petrischalg Rarafilm gelegt. Der Parafilm wird nach
Wechseln der Injektionslésung gegen frischen HaraAusgetauscht. Fur die Injektion
werden ausgezogene 5 pl-Glaskapillaren verwendetSRala zeigt 1 pl-Schritte. Uber das
stumpfe Ende der Glaskapillare wird ein Ende ein@mssenden 50 cm langen
Silikonschlauchs gesttilpt, das andere Ende deko8dchlauchs wird mit einer 200 pl
Pipettenspitze versehen, welche als Mundstlick &nigbie ausgezogene Glaskapillare wird
so angebrochen, dass eine lange, scharfe Spitzeimeit feinen Offnung entsteht. Wird die
Spitze zu lang belassen ist sie zu fein, um dieklignslésung aufnehmen zu kdénnen, wird sie
zu stumpf abgebrochen werden die Larven zu sehetzerDie Spitze wird nun in die zu
injizierende L6sung getaucht und es wird vorsiclitigl angesaugt. Vor der Injektion wird
die Spitze der Kapillare in Phenylthioharnstoff (BT (10 pg/ml) getaucht, um die
Prozessierung der Pro-Phenoloxidase zur aktivennddradase als Antwort auf das
Anstechen zu verhindern. Die Injektion erfolgt dd#aiteral in der Korpermitte. Ein kleiner
Rest bleibt in der Kapillare, um keine Luft zu mgren. Die Larve wird nun wieder in ihren
Napf zurlickgesetzt. Die Napf-Platte bleibt wahretedt Injektionen auf der Warmematte.
Sind alle auf ihr befindlichen Larven infiziert, komen sie zurtick in den Brutschrank.
Puppen werden ebenfalls auf einer Warmematte enfizallerdings verbleiben sie fur die
Injektion in ihrem Napf. Der Einstich erfolgt s&th am Thorax, wobei darauf zu achten ist,
dass die Kapillare leicht in den Kdrper eindringtwsich die Korperhille unter dem auf3eren
Druck nicht verformt.

Die Bienen werden auf Eis heruntergekunhlt bis gk sicht mehr bewegen. Dann wird eine
Biene mit Daumen, Zeige- und Mittelfinger der eirtéand so am Thorax genommen, dass
das Abdomen frei in der Luft von der Hand weg weikbniginnen werden aus

Sicherheitsgriinden zwar genauso gehalten, abétt l@id eine feste Unterlage gedrickt. Mit
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der anderen Hand wird vorsichtig, in einem flacW#mkel, um keine inneren Organe zu

verletzen, zwischen dem dritten und vierten Tedgisal-lateral injiziert.

3.4. Herstellung von Kopfextrakten

Nach Hamolymphentnahme wird der Kopf abgeschnitted in ein 1,5ml-Reaktionsgefald
Uberfuhrt. Das Gefall kommt sofort in flussigen K&fioff. Wird es dem Stickstoff
entnommen, so werden 25 ul PBS dazugegeben uriogémit einem Motorhandstiick mit
aufgestecktem Mikropistill gemorsert. AnschlieBewdd 5 min bei 5200 UpM in der
Eppendorf 5417R zentrifugiert und der Uberstandhénies GefalR uberfiihrt. Zum Schluss
wird das Kopfextrakt mit 25 pl 2xSP versetzt und-86 °C gelagert.

3.5. Vorbereitung der Proben fur die Gelelektrophoese

3.5.1. Entnahme von Hamolymphe aus Bienenlarven uriBienen

Die einzelnen Larven werden kurz vor der Hamolynmphahme sanft in einer Petrischale mit
Wasser gewaschen und anschlieRend auf einem Rapigrerollt, um sie von Futtersaft zu
reinigen. Dann wird die einzelne Larve auf einé Rarafilm ausgelegte Petrischale gelegt,
die sich auf einer Warmeplatte befindet. Fir dignBhme werden ausgezogene 10 pl-
Glaskapillaren verwendet. Die Spitze wird so abgeben, dass eine kurze Spitze mit einer
etwas groReren Offnung entsteht. Unter dem Binokwied die Larve dorsal angestochen,
die Spitze wieder herausgezogen und die austreteidaeolymphe mit der Glaskapillare
aufgenommen. Die Hamolymphe wird in ein 1,5ml-Remaidgefal auf Eis Uberfuhrt. Je nach
Alter der Larve gewinnt man 20-50 pl HamolymphereRi nach vollstandiger Entnahme
wird der Hamolymphprobe eine PTU-Aprotinin-Mischu(jg 100 pg/ml) zugegeben. Auf
9 ul Hamolymphe kommt 1 ul der Mischung. Die Konzatbn von PTU und Aprotinin in
der Probe betragt somit 10 pg/ml. Die erhalteneab&r werden im Eisbad gesammelt, am

Ende kurz zentrifugiert und dann bei -20 °C gelager

Aus Bienen gewinnt man Hamolymphe, indem man sfeE@ibis zur Bewegungslosigkeit
kuhlt, sie dann mit zwei an ihrer Taille GberkrerziNadeln auf einer Wachsschale fixiert und
zwischen drittem und viertem Tergit zentral dorsél einer Glaskapillare mit abgebrochener

Spitze in die Leibeshdhle sticht. Dabei muss aueriflachen Einstichwinkel geachtet
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werden, um die inneren Organe, vor allem den Daioht zu verletzen, da sonst die Probe
verunreinigt wird. Nach dem Einstich wird die Glagilare leicht zuriickgezogen und die
Hamolymphe aufgenommen. Pro Biene gewinnt man immddall 5-10 pul Hamolymphe.
Die Proben werden ebenfalls mit 1 pl der PTU-AmiotMischung (je 100 pg/ml) auf 9 pl

Hamolymphe versehen, kurz zentrifugiert und bei*Q@elagert.

3.5.2. Entnahme und Verarbeitung der Hamolymphe au®uppen

Da sich Puppen mitten in der Metamorphose befirmeteht der Korper vor allem zu Beginn
des Puppenstadiums (weil3augig und rotdugiges Stadiuseiner aulReren Korperhille, die
gefullt ist mit einer einheitlich triben, dickfligen Substanz in der sich alles in Losung
befindet. Lediglich den Darm kann man als solchékemen. Die Puppen werden am
Abdomen angestochen und mit einer nicht-ausgezog&taskapillare wird moglichst viel
der triben Substanz entnommen. Pro Puppe sindimieNormalfall 30-50 pl. Zu den
Hamolymphproben wird die gleiche Menge PBS gegeb®hfir 5 min bei 4 °C und 5200
UpM zentrifugiert (Eppendorf 5417R). Es bilden sdriei Phasen: unten das Sediment, in der
Mitte die wassrige PBS/Hamolymphe-Losung und ohiea kpidhaltige, weiRe Schicht. Die
wassrige Losung wird abgenommen und in ein frisch&ml-Reaktionsgefald tberfuhrt, in
das je 4 ul der PTU/Aprotinin-Mischung vorgelegtdsiDie Proben werden kurz durchmischt
und es folgt ein zweiter Zentrifugationsschritt &imin bei 4 °C und 10.000 UpM. Wieder
bilden sich drei Phasen, wenn auch schwéacher atiggewyon denen wieder die wassrige
Phase abgenommen und in ein frisches 1,5ml-Reakfeald tberfiihrt wird. Dies sind die
fertigen Hamolymphproben, die direkt auf ein Gelgatifagen werden kénnen. Trotz ihrer

Verdinnung mit PBS sind sie in der Konzentratiohlarvaler Hamolymphe vergleichbar.

3.5.3. Gewinnung von Hamozyten aus Hamolymphproben

Um eine ausreichende Menge an Hamozyten pro Prolexhalten, wird die Hamolymhpe
von 5 Bienen vereinigt. Die Proben werden anschhell5 min bei 4 °C und 12.000 UpM
zentrifugiert (Eppendorf 5417R). Der Uberstand dwiin ein frisches 1,5ml-ReaktionsgefaR
Uberfuhrt und bei -20 °C gelagert. Das Sedimend wiit 10 pl 2xSP versehen und ebenfalls
bei -20 °C gelagert.
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3.6. Auftrennung von Proteinen durch diskontinuieriche SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-Blyacrylamid-Geldektrophorese (SDS-PAGE) werden Proteingemischarahh
der Molekulargewichte der einzelnen Proteine auégeit. Durch Erhitzen in Anwesenheit
von [-Mercaptoethanol werden in den mit Sammelpuffer seaten Proben die
Disulfidbricken reduziert. Zudem werden die denatten Proteine durch das anionische
Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) negativ galade4 g SDS bindet pro g Protein), so
dass sie im elektrischen Feld in Richtung Anode wamdDie Laufgeschwindigkeit in der
Gelmatrix wird durch die Grof3e der Proteine bestindie Laufstrecke der Proteine ist dabei
umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer Molekgkwichte. Die Gelmatrix wird
durch die Polymerisation der monomeren Bausteinglamid und Bisacrylamid hergestellt.
TEMED startet diese Radikalkettenreaktion, indenzes Bildung von Sulfatradikalen aus
dem Ammoniumperoxodisulfat (APS) fuhrt. Auch waltater Kettenreaktion wirkt es sich
fordernd auf den Vernetzungsgrad aus. Die Poreegd® Gelmatrix kann durch die
Acrylamidkonzentration variiert werden, wobei elm#he Acrylamidkonzentration zu kleinen
Poren im Gel fuhrt. Und je kleiner die Poren, ddattgsamer wandern die Proteine. 7,5 %
Trenngele fuhren z.B. zu einer guten Auftrennungsiiark hochmolekularen Bereich von
Uber 100 kDa, wahrend 10 % Trenngele gut bis zerddnoteingréf3e von 40 kDa auftrennen
und 15 % Trenngele gut bis ca. 10 kDa. Die Auftteargivon Proteinen lasst sich zudem noch
Uber die Wahl des Elektrophoresepuffers verbesskennAufbau geht dem engporigen
Trenngel ein weitporiges Sammelgel voraus, in déch slie Proteine schon nach ihrer
elektrophoretischen Mobilitat ordnen. Wirde manRlieteinproben gleich auf ein engporiges
Trenngel auftragen, wirde dies zu einer teilweiggregation einiger Proteine flhren.
Standardgemal? werden Polyacrylamidgele von 1 mnkeDierwendet, mit Grol3en des
Trenngels von 8,5 x 16 cm bzw. 14 x 20 cm (Talb@&)leDas darauf gegossene Sammelgel ist
ca. 1,5 cm hoch und enthalt die Taschen fur dag#@gén der Proben (Tabelle 6).

Vor Zugabe von SDS, APS und TEMED wird die GellGgsum min unter vorsichtigem
Schwenken im Wasserstrahlvakuum evakuiert. Daduretden Sauerstoff, das als stabiles
Diradikal die Polymerisation behindern wirde, undhiendioxid, das wie Sauerstoff
wéahrend der Polymerisation kleine Luftblaschen zhesm den Glasplatten bilden kann,

entfernt.
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Tabelle 5: Zusammensetzung der Trenngel-Losungen @amtvolumen 30 ml).

Komponenten 10 % 125% 15% 17.5%
Trenngel Trenngel Trenngel Trenngel

30 % Acrylamid 10,0 mi 12,5 ml 15,0 ml 17,5 ml

2 % Bisacrylamid 4,0 ml 5,0 ml 6,0 ml 7,0 ml

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 7,5 ml 7,5 ml 7,5 ml 7,5 ml

H,0, deionisiert 8 ml 45 ml 1,0 ml -

10 % SDS 300 pl 300 pl 300 pl 300 pl

10 % APS 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
TEMED 20 pl 20 pul 20 pl 20 pl

Tabelle 6: Zusammensetzung der Sammelgel-Lésung (&antvolumen 15 ml).

Komponenten 5 % Sammelgel
30 % Acrylamid 2,5ml
2 % Bisacrylamid 1,0 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 3,7 ml
H,0, deionisiert 7,5 ml
10 % SDS 150 pl
10 % APS 200 pl

TEMED 10 pl

Zunachst wird das Trenngel zwischen zwei Glasplajegossen, die durch eingefettete 1 mm
starke Silikon-Abstandhalter separiert und abgedtchind. Sofort nach dem Giel3en muss
das noch flissige Gel mit deionisiertemCHUberschichtet werden. Nach 15 min ist das
Trenngel polymerisiert und das Uberschichtete Wasge abgegossen. Die evakuierte und
mit SDS, APS und TEMED versetzte Sammelgel-Losuimd auf das Trenngel gegossen und
ein Taschenformer eingesetzt. Es ist darauf zueaclitass sich keine kleinen Luftblaschen
zwischen Taschenformer und Sammelgel befinden. Magteren 10 min ist das Sammelgel

polymerisiert und der Taschenformer wird vorsiclargfernt. Die Taschen werden sofort mit
Laemmli-Elektrophoresepuffer (3.6.1.) bzw. mit Kadkapuffer (3.6.2.) gespult, um die

Bildung von feinen Gelhautchen in den Taschen zume&len, welche ein gleichmaRiges
Einlaufen der Proben behindern wirden. Nachdenudtare Abstandhalter entfernt und die
Glasplatten gesaubert wurden, werden die beidegpliien mit dem Gel und den seitlichen
Abstandhaltern in die Elektrophoreseapparatur sipgent. In die obere Kammer der

Apparatur wird solange der gewiinschte ElektroplegreSer eingefillt bis der Puffer ca.
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1,5 cm Uber dem Gel steht. Sollte Puffer zwischesi thd Abstandhalter nach unten
durchlaufen, so wird letzterer leicht in Richtungl@ezogen, um besser abzudichten. Lauft
kein Puffer durch, kann die untere Kammer mit deewignschten Elektrophoresepuffer
geflllt werden bis das Gel 1,5-2 cm eintaucht. Udian Gel befindliche Luftblasen werden
mithilfe einer Spritze mit gebogener Kanile entfeidie Proteinproben werden mit 2xSP
versetzt, gut durchmischt, 5 min bei 95 °C hitzedenert, erneut gut durchmischt und kurz
zentrifugiert. Nach Abkuhlen auf Raumtemperatur deer die Proben vorsichtig in die
jeweiligen Taschen eingefillt. Die aul3eren Tasdwiten keine wichtigen Proben enthalten.
Die Elektrophorese wird bei 60 V gestartet. Solditel iber BPB sichtbare Pufferfront das
Trenngel erreicht hat, wird der elektrophoretistla@if bei 120 V (Laemmli-Puffersystem)
bzw. 25 mA (Tricine-Puffersystem) fortgesetzt. Sdbdas BPB unten aus dem Trenngel

auslauft, wird die Elektrophorese beendet.

3.6.1. Laemmli-Puffersystem (Laemmli, 1970)

Das fur die diskontinuierliche SDS-PAGE standardigp&@érwendete Laemmli-Puffersystem
Tris-Chlorid/Tris-Glycin (Tabelle 7) benutzt denseh Elektrophoresepuffer fiir die obere
und untere Kammer der Elektrophoreseapparatur.ibi®uffer enthaltenen Chlorid-lonen
sind sehr mobil und bilden die Leit-lonen. Die Gihytonen hingegen bilden im Sammelgel
die Folge-lonen, da Glycin im Sammelgel mit sein@edrigeren pH eine niedrige negative
Ladung hat und folglich eine geringe elektropheatte Mobilitdt. Das aufgetragene
Proteingemisch ordnet sich nach der Mobilitdt dazedinen Proteine in dem resultierenden
lokalen Feldstarkegradienten zwischen Leit- undg&dbnen. Beim Ubergang in das
Trenngel werden die geordneten Proteine fokussierteichen die Glycin-lonen das
Trenngel, erhoht sich ihre negative Ladung undogaen zusammen mit den Chlorid-lonen
die Leit-lonen-Front. Proteine im Bereich von et bis 200 kDa kdnnen mit diesem

Puffersystem gut separiert werden.

Tabelle 7: Zusammensetzung des Laemmli-Elektrophoeepuffers.

Komponenten Laemmli-Elektrophoresepuffer
Glycin 15¢
Tris 59
10 % SDS 15 ml
H,O, deionisiert ad 1000 ml
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3.6.2. Tricine-Puffersystem (Schagger und Jagow, &9)

Das Tricine-Puffersystem sieht die Verwendung vonweiz verschiedenen

Elektrophoresepuffern vor, dem Kathoden- und derod&m-Puffer (Tabelle 8). Anstelle der
Glycin-lonen des Laemmli-Puffersystems erméglicher Tricine-lonen als Folge-lonen mit
hoherer Wanderungsgeschwindigkeit eine bessere#wily fir niedermolekulare Proteine

im Bereich von etwa 1 bis 12 kDa.

Tabelle 8: Zusammensetzung der Tricine-Puffer.

Komponenten Kathodenpuffer Anodenpuffer
Tris 12,1g 24,2 ¢
Tricine 179¢ -
10 % SDS 10 mi -
H,O, deionisiert ad 1000 ml ad 1000 ml
pH pH 8,3 (ohne Einstellung) mit HCI einzustelleri pH 8,9

3.7. Zwei-dimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektmhorese (2DE)

Bei einer zwei-dimensionalen Gelelektrophorese (RDierden die Proteine in zwei
Dimensionen aufgetrennt. In der ersten Dimensiarhnlarem isoelektrischen Punkt mithilfe
einer Isoelektrischen Fokussierung (IEF), in dereitgn Dimension nach ihrem
Molekulargewicht mithilfe einer SDS-PolyacrylamiclBlektrophorese (Klose, 1975;
O’Farrell, 1975). Der dabei von Corbett et al. (4p8ingeflihrte immobilisierte pH-Gradient

verbessert die Reproduzierbarkeit.

3.7.1. Erste Dimension — Isoelektrische Fokussiergn(IEF)

Die IEF macht sich die Eigenladung der Proteineuzgn Die Eigenladung eines Proteins
setzt sich zusammen aus der Summe der Ladungesgr gamnosauren und seiner Amino-
und Carboxylenden und kann je nach pH der Umgelpasifiv, negativ oder gleich Null
sein. Der isoelektrische Punkt (pl) eines Protéieschreibt den pH, an dem die Eigenladung
des Proteins Null ist. In einem pH-Gradienten utelegung eines elektrischen Feldes wird
ein Protein solange wandern bis es die Positicgidtrhat an der seine Eigenladung Null ist.

So kommt es zu einer Fokussierung der Proteinaramijeweiligen pl.
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Vor jeder 2DE muss man sich im Klaren dartber sgm grol3 der Bereich sein soll, der
isoelektrisch fokussiert werden soll, d.h. welcl@mf§ge muss das DryStrip Gel bzw. der IPG-
Strip mit dem immobilisierten pH-Gradienten (IPGJblen und in welchem pH-Bereich soll
aufgetrennt werden. Denn je nachdem muissen untedéiche Mengen (1g) an Protein
eingesetzt werden. Zur Feststellung der Proteinkaination der Proben wurde eine
Proteinbestimmung nach Bradford durchgefihrt. Rérhder gezeigten Gele wurden 18 cm
DryStrip Gele bzw. IPG-Strips mit einem nicht-linea pH-Gradienten von 3-11 verwendet.
Die eingesetzte Menge an Protein sollte daher 2@..0g betragen, was ca. 5-6 ul larvaler
Hamolymphe entspricht. Sollte im niedermolekulaBameich etwas von Interesse sein, kann
die Proteinmenge auch bis auf 180 ug gesteigedemeiallerdings ist der obere Bereich dann
Uberladen. Die Probe wird mit IPG-Puffer und De8&itreRehydration Solution versetzt
(Tabelle 9), anschlie3end wird 3-5 min bei 95 °@atariert und die Probenlésung in den

Strip-Halter Uber die gesamte Lange pipettiert.

Tabelle 9:Reaktionsansatz fur IEF.

Komponenten Reaktionsansatz
Hamolymphe X Ml
IPG-Puffer (pH 3-11, NL) 1,7 pl
DeStreak Rehydration ad 340 ul
Solution (bei 18 cm DryStrip Gelen)

Der IPG-Strip wird vorsichtig mit einer Pinzettesaseiner Verpackung genommen und der
Plastikstreifen vorsichtig abgezogen, anschlief3gimd der IPG-Strip mit der Gelseite nach
unten in den Strip-Halter auf die Probe gelegtdBeévlale wird am sauren (+) Ende des Strips
begonnen, da dieses fester ist als das basische Betm Einlegen wird auf die korrekte
Positionierung des sauren Endes (+) Richtung Ageadehtet. Mit 2 x 950 ul DryStrip Cover
Fluid (Mineraldl) wird von links nach rechts pigetend beschichtet, dann der Deckel
aufgelegt und der Strip-Halter vorsichtig in diepapatur eingesetzet (ETTAN IPGphor 3).
Zur aktiven Rehydrierung des IPG-Strips erfolgt diste Schritt iber mindestens 10 h bei
niedriger Voltzahl vor der eigentlichen IEF, diendadirekt anschliel3t (Tabelle 10, Handbook
2D-Electrophoresis).
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Tabelle 10: Laufprogramm flr IPG-Strip mit 18 cm Lange.

Voltzahl Dauer

1. Schritt 30V 12 h

2. Schritt 500 V 1h

3. Schritt (Gradient) 1000 Vv 1h
4. Schritt (Gradient) 8000V 3h
5. Schritt 8000 V 15h
> 18,5h

Entweder wird direkt an die IEF die gelelektrophisghe Auftrennung angeschlossen oder
aber die IPG-Strips missen bei -60 °C oder niedsg#ort eingefroren werden.

3.7.2. Zweite Dimension — Gelelektrophoretische Atrennung

Wird mit der gelelektrophoretischen Auftrennungtdefahren, muss das Gel schon fertig
zum Beladen sein sobald die IEF beendet ist. Emuifteachten, dass ein sehr groRes Gel ca.
45 min braucht bis es auspolymerisiert ist.

Kurz bevor das Programm beendet ist, sollten zuaéemge 1,5ml-Reaktionsgefale mit
vorgefertigter Laemmli-Agaroseldésung (Tabelle 11 adlem Kihlschrank bei 95 °C im

Thermomixer bereitgestellt werden.

Tabelle 11:Agaroseldsung fur 2DE.

Komponenten Reaktionsansatz
Laemmli-
100 ml
Elektrophoresepuffer
Agarose 059
1 % BPB 200 pl

Sobald das Programm beendet ist, wird der Strigeidalerausgenommen, auf ein Papiertuch
gestellt und der Deckel vorsichtig abgenommen. IP&-Strip wird am gellosen Rand mit
einer Pinzette angefasst, herausgenommen und imeihesszylinder mit Laemmlipuffer
kurz gewaschen, dabei gut festgehalten. Beim Hemglusn wird am Rand des Messzylinders
mit der Plastikseite der Puffer abgestreift. Angdb¢nd wird der IPG-Strip sofort mit der

Gelseite nach oben in den Equilibrierungspufferfitbet.
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Der IPG-Strip muss vor der gelelektrophoretischealgse mit SDS equilibriert werden. Der
daflr benttigte SDS-Equilibrierungspuffer (6 M Urédd mM Tris-HCI (pH 8,8), 29 %
Glycerol, 2 % SDS und 0,002 % BPB) kann gut voribetreind in den bendtigten 15 ml-
Aliquots bei -20 °C gelagert werden. Zuerst inkubieder Streifen 15 min in
Equilibrierungspuffer (EB) + 1 % DTT, wo er mit S@sattigt wird, anschliel3end 15 min in
EB + 2,5 % lodacetamid, wo die freien —SH-Grupplyli@rt werden, sodass sie nicht mehr
reoxidieren kdnnen (Rehm und Letzel, 2010). In Aerschenzeit kann der Laemmlipuffer
angesetzt werden. Nach der Inkubation in EB + letdamnid kommt der IPG-Strip sofort aufs
Gel. Dafur wird die Wasserschicht abgeschuttet,@alsschrag gelegt und der IPG-Strip mit
der Plastikseite nach unten auf die Glasplatteggielenks und rechts wird Uberschissiges
Material des IPG-Strips mit dem Skalpell entferAhschlieRend wird das Gel senkrecht
gestellt, wobei der Streifen haften bleibt, undeeBpur heil3e Agarose zigig auf das Gel
pipettiert. Mit einem Spatel wird der IPG-Strip smhtig so in die Agarose geschoben, dass
keine Luftblasen zwischen Gel, Glasplatte und IR@3Ssind. Eventuell vorhandene
Luftblasen kdnnen oftmals durch leichtes Klopfetfemnt werden. Links und rechts kann mit
einem Spatel in die Agaroseschicht gestochen undcai 0,7 cm breites Agarosestiick
ausgehebelt werden. An diesen Stellen kdnnen nacB,¢ cm lange Gelstreifen angebracht
werden, die zeitlich parallel zur 18-stiindigen &Rweder mit 7 pl Protein-Marker oder der
Hamolymphprobe unter einigen Tropfen DryStrip Covéiuid (Mineral6l) bei
Raumtemperatur inkubierten. Diese kurzen Gelstieweurden anschlieBend in 1,5ml-
ReaktionsgefalRe Uberfuhrt und inkubierten zeitpenallel zum IPG-Strip ebenfalls in den
beiden Equilibierungspuffern. Abschliel3end wircealdick mit Agarose beschichtet und in
die Elektrophorese-Apparatur eingebaut. Die Appairaird dabei stark eingefettet, sodass es
oben herausquillt wenn die Glasplatte angelegt wixiése Vaseline wird anschlielBend mit
dem Spatel verstrichen, um es richtig abzudichBemn wird der Laemmlipuffer eingefllt,
die Luftblasen entfernt und das Gel die erste Stub@i 60 V einlaufen gelassen.
Anschliel3end wird hochgeschalten auf 180 V (can®®). Im weiteren Gellauf sinkt die

Stromstarke, daher muss sie spatestens bei 35 m#tdai gehalten werden.

3.8. Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bnatlfoeruht auf der elektrostatischen
Bindung des Coomassie Blau G250 an freiel@fuppen von Proteinen, hauptsachlich an

Arginyl- und Lysylreste. Das fuhrt zu einer Versaiing des Absorptionsmaximums von 465
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nm nach 595 nm, was an einem Farbumschlag vorhétiolett nach blau zu sehen ist. Die
Nachweisgrenze der Methode liegt bei 1 pg Protein.

Zunachst wird fur eine Verdunnungsreihe mit bekanntProteinkonzentrationen die
Absorption bei 595 nm (As) gemessen und durch Auftragen der erhaltenen Vgeden die
Proteinkonzentration auf Millimeterpapier eine Eierafe erstellt (Tabelle 12). Es werden
acht Losungen aus je einem ml Bradfordlésung (Taldsd) und BSA-Gehalten von 1 pg bis
20 pg pro Ansatz gemessen. Eine Losung ohne BS# dle Referenz. Jeder Ansatz wird

nach Zugabe der Bradfordlésung gut durchmischtinkwbiert 5 min bei Raumtemperatur.

Tabelle 12: Ermittlung der Eichgeraden.

pl BSA (png/pl) ddH;O (ul) Bradfordlosung (ml) Asos
1 19 1 0,053
2 18 1 0,110
3 17 1 0,131
5 15 1 0,229
7 13 1 0,325
10 10 1 0,438
15 5 1 0,626
20 - 1 0,733
- 20 1 -

Von den Losungen, deren Proteinkonzentrationerelsiradford bestimmt werden sollen,
werden 1:10-Verdinnungen hergestellt und darausiig® pl mit 18 pl ddbO und 1 ml
Bradfordlosung versetzt. Anhand des gemessenenrpgimwswerts bei 595 nm kann man

Uber die Eichgerade auf den Proteingehalt schliel3en.

Tabelle 13:Zusammensetzung der Bradfordldésung.
Komponenten Bradfordl6sung
Coomassie-Blau G250 10 mg
96 % Ethanol absolut 5 ml
85 % Phosphorsaure 10 mi
H,O, deionisiert ad 100 ml
-> durch 2 Lagen Filterpapier filtrierep
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3.9. Farben der Polyacrylamidgele mittels Coomassiglau G250

Nach der Elektrophorese wird das Gel zun&chst®imi in Fixierlosung und anschlie3end
Uber Nacht in Farbel6sung geschiittelt (IKA KS 288ib, Hartenstein). Aufgrund der hohen
Sensitivitat von Ro®-Blue mit einer Nachweisgrenze von ca. 30 ng eiggieh diese
Farbemethode ausgezeichnet zum Nachweis niederatatek Immunproteine. Der Farbstoff
bindet mit hoher Spezifitat an Proteine und nur madian die Gelmatrix, wodurch fur eine
vollstandige Hintergrundentfarbung oft ein einmafigiVechsel der Waschlésung gentigt
(Tabelle 14). Zudem eignet sich diese Farbemettiddein anschlieRendes Sequenzieren

interessanter Banden.

Tabelle 14: Zusammensetzung der Fixier-, Roti®-Blué-arbe- und Waschlésung.
Komponenten

85% ortho-Phosphorséaure, 0,85 % (v/v)

Fixierldsun
J Methanol, 20 % (v/v)

Methanol, 20 % (v/v)
Roti®-Blue-Farbeldsung Roti®-Blue, 20 % (v/v)
(allméhlich zugeben, 2-3 h Rihren)

Waschlésung Methanol, 25 % (v/v)

3.10. Massenspektrometrische (MS) Analyse von Praoten

Interessante Proteinbanden werden vorsichtig nmiersi Skalpell aus dem jeweiligen
Polyacrylamidgel ausgeschnitten, in je ein 1,5m#Riensgefald dberfuhrt und bis zur MS-
Analyse bei -20 °C gelagert.

Die nano-HPLC/MS einiger Proben und anschlieRendBINDatenbanksuche wurde von Dr.
Jorg Reinders (ehemaliger Mitarbeiter des Lehrstutiér Pharmazeutischen Biologie,
Universitat Wirzburg) durchgefiihrt. Alle anderemlfan wurden von der Proteome Factory
AG, Berlin, mittels nano-LC-ESI-MS/MS und anschkeder NCBI-Datenbanksuche

analysiert.

40



3. Methoden

Die Proteine werden entweder ganz zu Beginn dedy8aaaus dem Gel eluiert, falls die
Proteine komplett in Peptide zerlegt werden, konsierauch erst nach dem Proteaseverdau
eluiert werden, um Zeit zu sparen. Verwendet maghigegossene Polyacrylamidgele sollten
die Disulfidbriicken der Proteine vor weiterer Arssyreduziert und die freien —SH-Gruppen
alkyliert werden, um ein lineares Vorliegen dest@irs zu garantieren. Spéatestens im
nachsten Schritt, vor der echten massenspektraoleém Analyse, werden die Proteine dann
in Peptide zerlegt. Dies geschieht in den meist@lieir mit selektiven Proteasen, wie z.B.
Trypsin, Chymotrypsin oder V8 Protease. Trypsintspan der carboxyterminalen Seite von
Lysin- und Argininresten, allerdings nicht zwisch@&ng-Pro und Lys-Pro. Chymotrypsin
spaltet unter milden Bedingungen bevorzugt nach deomatischen Aminoséauren
Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan. Bei langetekubationszeit werden auch die
carboxyterminalen Seiten von Leucin, Methionin, Asmginsaure und Glutaminsdure
angegriffen. Die V8 Protease spaltet in Phosphgpafuf der carboxyterminalen Seite von
Asparaginsaure und Glutaminsdure, in 50 mM Ammobigarbonat-Puffer oder
Ammoniumacetat-Puffer spaltet sie dagegen nur rakhiaminsdure (Rehm und Letzel,
2010).

3.11. Western-Blot und Immunodetektion

Beim Western-Blot Verfahren werden die auf einemmaderierenden oder nativen Gel
aufgetrennten Proteine elektrophoretisch auf ensorbierende Membran transferiert. Bei
einer anschlielenden Immunodetektion werden dieuatersuchenden Proteine durch
spezifische Antikorper identifiziert. Auf diese VBeilassen sich Informationen Uber das
Vorhandensein, das Molekulargewicht und die Expoesstarke des zu untersuchenden

Proteins gewinnen.
3.11.1. Ubertragung von Proteinen auf eine PVDF-Mehbran (Semi-Dry Blot)
Wahrend der elektrophoretischen Auftrennung derdifretim SDS-Polyacrylamidgel sollten

die drei Puffer fir den Semi-Dry Blot vorbereite¢nden (Tabelle 15). Die Puffer werden bei
+8 °C gelagert, allerdings sollten die 10 % MetHaanst vor Verwendung zugegeben werden.
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Tabelle 15: Zusammensetzun

der Immobilon P TransfePuffer.

Komponenten
Anodenpuffer | 0,3 M Tris
pH 10,4 (HCI) 10 % Methanol (v/v)
Anodenpuffer I 25 mM Tris
pH 10,4 (HCI) 10 % Methanol (v/v)
25 mM Tris
Kathodenpuffer :
40 mM Glycin
pH 9,4 (HCI)
10 % Methanol (v/v)

Direkt im Anschluss an die Elektrophorese wird dasblottende Gel mit Klarsichtfolie
abgedeckt und zugeschnitten. Die PolyvinylidenifidldPVDF)-Membran und die bendétigten
6 Whatman-Filterpapiere werden ebenfalls zugesiemiDann wird die Klarsichtfolie vom
Gel entfernt und es fur 15 min in Kathodenpuffesd®evenkt. In der Zwischenzeit wird die
Membran fir 15 s in 100 % Methanol geschwenkt, 2imin in deionisiertem Wasser
gewaschen und anschlie3end fir 5 min in Anodenpluiffgeschittelt. Die Membran wird
dabei immer vorsichtig mit einer stumpfen Pinzggdandhabt.

Nun wird die Trans-Blot® Semi-Dry Transfer Cell (BRad) vorbereitet. Auf der unteren
Anoden-Elektrodenplatte werden zwei Lagen in Anquéfer | getrankte Whatman-
Filterpapiere gelegt, darauf kommt ein in Anodeifgufl getranktes Whatman-Filterpapier,
dann folgt die Membran aus dem Anodenpuffer Il, @a$ aus dem Kathodenpuffer und zum
Abschluss drei Lagen in Kathodenpuffer getrankte aWfan-Filterpapiere. Mobgliche
Luftblasen im Aufbau behindern die Elektrophoreseshalb zum Einen darauf zu achten ist
die einzelnen Lagen vorsichtig von links nach rednifzulegen, sodass Luftblasen seitlich
entweichen kdénnen, zum Anderen werden nach dematwuéurch vorsichtiges Rollen mit
einem Glasstab mogliche weitere Luftblasen entfdbm¢ Puffer, die dabei auf die untere
Platte laufen und diese befeuchten, werden voirgichit einem Tuch entfernt. Nun kann
vorsichtig die Kathoden-Elektrodenplatte aufgelegirden. Die Dauer des Blottens richtet
sich nach der GroRRe des Gels. Bei einer GelgroBecao 10 x 8 cm wird an die Semi-Dry
Transfer Cell fir eine Stunde eine Spannung vol 2Bigeschlossen, wobei die Stromstérke
anfanglich 400 mA, am Ende ca. 110 mA betragtdistElektrophorese abgeschlossen und
wird der Blot wieder auseinandergebaut, so istufaaahten, welche Seite der Membran dem
Gel zugewandt ist. Diese Seite wird in der Ecke mihem kleinen Zeichen mit
Kugelschreiber markiert. Im Anschluss an den Blapgehlt es sich das Gel mit Coomassie
Blau G250 zu farben, um die Effizient des Blots berprufen.
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Um alle unspezifischen Proteinbindungsstellen d@tnBembran abzusattigen, wird die
Membran sachte tber Nacht in 5%igem Blockingpui€0 ml TBST + 5 g Milchpulver;
Tabelle 16) geschwenkt (Gelwippe Biometra WT16). Aathsten Morgen wird der Puffer
abgeschuittet und sofort mit dem ersten Waschsctieitt Immunodetektion fortgefahren
(Tabelle 17).

Tabelle 16:Zusammensetzung des Blockingpuffers.

Komponenten
10 x TBS 100 mM Tris
pH 7,5 (HCI) 9 % NaCl (w/v)
50 ml 10xTBS
IXTBST 450 ml HO, deionisiert
250 pl Tween 20

3.11.2. Immunodetektion

Der Blot wird mit zwei Antikérpern inkubiert, wovoder Primarantikorper spezifisch gegen
das gesuchte Protein gerichtet ist. Der Sekund&daper bindet an den Primarantikérper und
ermdglicht mittels konjugiertem Farbstoff, Enzym odadioaktiver Markierung die Protein-

Detektion.

In dieser Arbeit wurde ein SekundarantikGrper mdnjkigierter Meerrettich-Peroxidase
verwendet. Nachdem die Membran Uber Nacht in Bloguffer schwenkte erfolgt die

Antikdrperbindung (Tabelle 17). Alle Schritte wendbei Raumtemperatur unter leichtem

Schwenken auf einer Gelwippe (Biometra WT16) duettigrt.

Tabelle 17:Antikdrperbindung mit a-IRp30 oder a-Carboxylesterasel.
Schritt Ldsung Inkubationszeit
Waschen IXTBST 2 min
_ 1:1000 Verdiinnung
1. Antikorper 1lh
(40 ul AK auf 40 ml TBST)
Waschen 1IXTBST 3 x5 min
_ 1:5000 Verdiinnung _
2. Antikorper 30 min
(10 pul AK auf 50 ml TBST)
Waschen IXTBST 3 x5 min
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Im Anschluss an die Antikérperbindung erfolgt diehenced Chemiluminescence (ECL)-
Detektion. Die Membran wird im letzten Waschpuffgelassen und der Gang zur
Dunkelkammer vorbereitet.

In der Dunkelkammer wird die Membran auf eine Glakpl gelegt, alle anschlieRenden
Schritte erfolgen bei Rotlicht. Die beiden ECL-Détensreagenzien (RPN 2209, GE
Healthcare Amersham) werden im Verhéltnis 1:1 gehtigje 0,6 ml), vorsichtig auf die
Membran gegeben und es wird eine Klarsichtfoliedwiber die so beschichtete Membran
geschlagen. Dann werden die ECL-Detektionsreagerai¢ der Membran noch einmal mit
dem Finger verteilt. Durch die an den Sekundaramgbdgebundene Meerrettich-Peroxidase
wird eine Chemilumineszenz erzeugende Reaktion hgevofen. Sie katalysiert die
Umsetzung von Luminol in die oxidierte Form, woloe bei dieser Reaktion entstehende
Energie als Licht freigesetzt wird. Bei der ECL-Bldion sind zuséatzlich noch chemische
Verstarker wie z.B. Phenol zugegen, die die Lichgsion um ein Vielfaches verstarken und
verlangern. Durch Auflegen eines Rontgenfilms katas emitierte Licht nachgewiesen
werden. Das Auflegen und Abnehmen des Films ssdliteligig wie moglich erfolgen, um ein
verschwommenes Bild zu vermeiden. Die Hintergruhdggzung kann zusatzlich verringert
werden, wenn man wahrend der Filmexposition aucthnntas Rotlicht ausschaltet. Die
Expositionszeit des 1. Rontgenfilms betragt einal®, die des 2. oder auch 3. Films wird je

nach vorhergehendem Ergebnis variiert.

3.11.3. Ablésen der Antikorper des Western-Blots &tripping®)

Mochte man nach einer vorangegangenen Immunodetekine weitere Immunodetektion
mit einem anderen Primarantikdrper durchfiihren, rsidssen die bereits gebundenen
Antikdrper entfernt bzw. abgeldst werden. Da beieei solchen Vorgang stets auch etwas
Protein von der Membran verlorengeht, ist dieselld@ée nicht beliebig oft anwendbar.

Nach erfolgter erster Immunodetektion wird der Birelangenstandard auf der Membran
mit Kugelschreiber nachgezeichnet, anschlie3endl wiie Membran vorsichtig von der
Glasscheibe in die Schale mit TBST zurtickgelegt,eime Austrocknung zu vermeiden. Der
Strippingpuffer (Tabelle 18) wird auf 55 °C vorgewéd und die Membran darin 30 min bei
55 °C geschuttelt, am Besten in einer gut zu vdiefdbnden Schale. Anschliel3end wird 2 x
10 min in TBST gewaschen und 1 h in Blockingpuifgtubiert. Im Weiteren erfolgt eine

Immunodetektion wie bereits beschrieben.

44



3. Methoden

Tabelle 18:Zusammensetzung des Strippingpuffers.

Komponenten Reaktionsansatz
100 mM NaOH 80 ml
2 % SDS 20 ml

500 mg (erst in NaOH lésen,
0,5%DTT
dann erst SDS dazugeben)

3.12. RNA-Aufreiniqung

Ein geniigend groRes Aliquot der ABPV-Suspensiordwim den Faktor I9 verdiinnt,
anschlieBend werden 25 pl dieser Verdinnung in festhes 1,5ml-Reaktionsgefafd
Uberfuhrt. Um das Volumen zu vergro3ern werden 2BRS hinzugegeben. Es wird weiter

verfahren wie in Tabelle 19 beschrieben.

Tabelle 19:RNA-Aufreinigung aus Viruspartikeln.

Komponenten Reaktionsansatz
TRIzoI® LS 450 pl

5 min bei Raumtemperatur rotieren lassen
Chloroform 100 pl

1. schditteln und 10 min bei Raumtemperatur rotieresda
2. 10 min bei 10.000 UpM und 4 °C
3. wassrigen Uberstand in frisches 1,5ml-Reaktiongyétierfiinren

Glycogen (20 pg/ul) 1pl

Isopropanol 250 pl

1. 10 min oder langer auf Eis
2. 10 min bei 10.000 UpM und 4 °C
3. Uberstand schnell abnehmen und verwerfen
4. Sedimente in 100 pl kaltem 75 % Ethanol aufnehmen
5. Uber Nacht bei -20 °C
6. 10 min bei 10.000 UpM und 4 °C
7. Uberstand mdglichst komplett abnehmen

8. Sedimente unter Abzug an Luft trocknen lassen

Ampuwa-Wasser 60 pl

Sedimente |6sen durch 10 min schutteln bei 300inpEppendorf

Thermomixer Comfort
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3.13. Reverse Transkription (RT) und PCR

Bei einer RT-PCR wird im ersten Schritt der Rever3eanskription (RT) aus RNA cDNA
synthetisiert (Tabelle 20) und diese anschlielRend einem zweiten Schritt mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert. Dierwendete SuperScript™Reverse
Transkriptase ist eine veranderte Version der Reveilranskriptase des Moloney Murine

Leukemia Virus.

Tabelle 20:Reaktionsansatz der Reversen Transkription.

Komponenten Reaktionsansatz
RNA 5 ul
Oligo(dT) Primer 1l
10 mM dNTP Mix 1l
DEPC-Wasser ad 10 pl

1. 5 min bei 65 °C,
2. mindestens 1 min auf Eis
3. 10 pul cDNA Synthesis Mix dazugeben

cDNA Synthesis Mix
10x RT Puffer 2 ul
25 mM MgCh 4 ul
0,1 MDTT 2 ul
leicht schitteln, dann weitermachen
RNase OUT (40 U/ul) 1 pl
SuperScript 111 (200 U/ul) 1pl

Leicht anschnippen, 10 pl vorsichtig dem Ansatzhan,
vorsichtig mischen und durch kurze Zentrifugation

wieder sammeln

1. 50 min bei 50 °C
2. 5min bei 85 °C
3. auf Eis kiihlen

4. kurz zentrifugieren

RNase H (2 U/ul) 1l
20 min bei 37 °C
Die fertige cDNA kann bei -20 °C gelagert werden.
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Bei der nachfolgenden Polymerasekettenreaktion JR@R auch bei jeder anderen PCR wird

eine thermostabile DNA-Polymerase verwendet, dieregiglicht eine DNA-Matrize in einer

zyklischen Reaktion beliebig oft zu amplifizierdein PCR-Zyklus besteht im Wesentlichen

aus drei sich wiederholenden Schritten. Nach jedgkius hat sich die Anzahl an DNA-

Strangen verdoppelt.

1.

2.

Denaturierung: Bei 94 °C wird die doppelstrangigblAAMatrize in ihre beiden
Einzelstrange aufgeschmolzen.

Annealing (Hybridisierung): die Oligonukleotidstsetjuenzen binden an die DNA-
Matrize. Dabei wird die Reaktionstemperatur 3-5 A@driger gewahlt als die
Schmelztemperatur (Tm) des Matrizen-/Oligonuklestybrids. Im Normalfall liegt
sie zwischen 50 und 60 °C. Die optimalen Reaktiedsigungen sind allerdings fur
jedes Paar Oligonukleotide Uber die Schmelzpunkigmneu zu berechnen.
Elongation: die hybridisierten Oligonukleotide wend verlangert. Die dabei
verwendeten Polymerasen besitzen ein Temperataroptivon 72-78 °C. Die Lange

der Elongationszeit sollte dabei an die Lange dearteten Produkts angepasst sein.

Als Kontrolle lauft stets ein Ansatz ohne MatriZeNA parallel. Der verwendete

Reaktionsansatz ist in Tabelle 21 beschriebenvBierendete AmpliTaq Gold wird dabei 1:5
mit 1x Puffer (KCI) verdinnt.

Tabelle 21:Reaktionsansatz einer PCR.

Komponenten Reaktionsansatz
10x Puffer (KCI) 5ul

2 mM dNTPs 5ul

25 mM MgCh 4 ul

10 uM Oligo 1 2 ul

10 pM Oligo 2 2 ul

Plasmid-DNA 1l

ODER cDNA ODER 2 pl

1,25 U AmpliTag Gold 1,2 pl

DEPC-Wasser ad 50 pl

Verwendete Oligonukleotidstartsequenzen sind in Mak2? aufgefuhrt. Die Oligos flr

ABPV wurden Bakonyi et al. (2002) entnommen unckéecVP 3 und einen Teil der 3-UTR

a7



3. Methoden

ab (s. Abb. 3B). Die Oligos fur SBV wurden Grabenstr et al. (2001) entnommen und
hybridisieren an einen Teil des Capsidproteins Vis.2Abb. 3A). Die Oligos fur DWV
stammen von Tomoko Fujiyuki (Universitat von Tokymd hybridisieren an den Teil, der
fur die Nichtstrukturproteine (vgl. Abb. 3A) codier

Die Ty, wird dabei nach der Schmelzpunktforme} P°C) =4 x (G+C) + 2 x (A + T)
berechnet.

Tabelle 22:Verwendete Oligonukleotidstartsequenzen.

Oligos Sequenz T Produktlange
ABPV25f | 5-GGA ACA TGG AAG CAT TAT TG-3' 56 °C 688bp
ABPV26r | 5-AAT GTC TTC TCG AAC CAT AG-3’ 56 °C

SB8f | 5-GCG TAG ACC AGT GTT GTT GT-3’ 60 °C 613bp
SB7r | 5-GTC AGA GAA TGC GTA GTT CC-3' 60 °C
RdRpF1 | 5-CAC TCA CAT CGT GAC AGG A-3’ 58 °C 423bp
RARpR1 | 5-GAA AAG AAT TTT CCT ATC GTT ACG-3' | 64°C

Fur eine PCR werden dabei folgende Programmparargeteahlt (Tabelle 23), wobei die
Annealing-Temperatur 2-4 °C unter def der Oligos liegen sollte.

Tabelle 23:PCR-Programm.

Schritt Temperatur Dauer Zyklenzahl
Stufe 1 Denaturierung 95 °C 600 s 1 (hot start
Denaturierung 94 °C 30s
Stufe 2 Annealing 56 °C 30s 40
Elongation 72 °C 30s
Stufe 3 Abschlussphase 72 °C 600 s 1
4°C Hold

Nach der PCR wird jeweils ein Aliquot (5 ul) jedAssatzes mit 2,5xProbenpuffer HSE

versetzt und zur Analyse in einem 1,5 % Agarosaggjetrennt.

3.14. Agarosegele zum Auftrennen von DNA-Fragmenten

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine einfacheaffektive Methode DNA-Fragmente von

0,2-25 kb Lange voneinander zu trennen und zu ifdeaten. Zur Auftrennung
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doppelstrangiger DNA (Plasmide, PCR-Produkte) widie horizontale Agarose-
Gelelektrophorese verwendet (Sambrook und Rus£€1)2 Die aus D- und L-Galaktose
alternierend aufgebaute Agarose wirkt hierbei atdeMularsieb. Je hoher die Konzentration
an Agarose im Gel ist, desto kleiner sind die Patea Siebs. Man verwendet je nach zu
analysierender Probe Agarosekonzentrationen vo@,0,% (w/v) fir Trennbereiche von 20-
0,2 kb. Die bei neutralem pH negativ geladenen B&inkBure-Molekile wandern im
angelegten Spannungsfeld in Richtung Anode. Etmbiomid (EtBr) dient zum Farben der
Nukleinsauren im Gel. Es interkaliert zwischen dBC-Paare und fluoresziert unter
langwelligem UV-Licht. Durch den Zusatz von EtBr @el- und/oder Laufpuffer kbnnen die
Nukleinsduren nach erfolgter Elektrophorese untev-Litht sichtbar gemacht und
fotografiert werden. Die Nachweisgrenze liegt lieiee5 ng je Bande (Milhardt, 2009).

Mit einem breiten Klebeband wird die Gelkammer an diéenen Stirnseiten abgedichtet. Die
Agarose (% w/v = Gelkonzentration) wird durch vomgiges, mehrmaliges Aufkochen in der
Mikrowelle im gewlnschten Volumen Elektrophoresépuf(1XTBE) vollstandig geldst
(Tabelle 25). Die auf 60 °C abgekuhlte Loésung wirill Ethidiumbromid (Endkonzentration
0,5 pg/ml) supplementiert, in die Gelkammer gegossed der Taschenformer zligig
eingesetzt. Nach dem Erstarren der Gelmatrix wies dlebeband entfernt und die
Gelkammer in eine mit 1XTBE gefullte Elektrophomgsearatur gelegt, so dass das Gel
vollstandig mit Puffer Gberschichtet ist. Erst fetard der Taschenformer herausgezogen. Die
aufzutragenden Proben werden mit 0,6 Volumen 2dhétpuffer HSE versetzt (Tabelle 24),
vorsichtig in die Taschen pipettiert und durch Ayge einer Spannung von 60-90 V
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Bandenmuster kafgrund der Fluoreszenz des EtBr im
UV-Durchlicht sichtbar gemacht und fotografiert aen.

Tabelle 24:Zusammensetzung des 2,5xProbenpuffers HSE.
Komponenten

50 % (w/v) Saccharose

4 M Urea
2,5xProbenpuffer HSE 50 mM NaEDTA x H,O
0,1 % BPB (1 %)
0,1 % XFF (1 %)

ad 10 ml HO, deionisiert
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Tabelle 25:Zusammensetzung des Agarose-Gelelektrophoresepuféer
Komponenten

890 mM Tris
10xTBE 890 mM HBO,
20 mM NaEDTA

ad 1000 ml HO, deionisiert

3.15. Bestimmung der koloniebildenden Einheiten ilkldmocoel

Es wird wie in Kap. 3.3.2. beschrieben eine Baktddisung zur Injektion vorbereitet. Fur
eine Verfolgung der Abnahme der koloniebildendemhigiten (KBEs) wird 1 pl der
Bakteriensuspension, d.h.*1BellenE. coli oderM. flavus entweder in Puppen, Jungbienen
oder &ltere Bienen injiziert. Zur Kontrolle derg@thlichen Anzahl injizierter KBEs wird ein
Aliquot der Ausgangssuspension mit handwarmen PBS den Faktor 10 verdiinnt,
anschlielBend werden auf 2 Agar-Platten je 100 pdlatirt. Es ist darauf zu achten, dass fur
E. coliNB- und nicht LB-Agar-Platten benutzt werden, dd ®ine Benutzung von LB-Agar-
Platten leicht negativ auf das Wachstum vBn coli auswirkt. Nach Injektion der
Bakteriensuspension in die Bienen wird zu bestimmteitpunkten Hamolymphe
entnommen, ein Aliquot davon verdinnt und jewe0$ 1l auf 2 Agar-Platten ausplattiert.
Mit zunehmendem zeitlichem Verlauf wird der Verdungsfaktor reduziert, da die Zellzahl
zurtckgeht. Nach Injektion vda. coliwird allerdings starker verdinnt als nach Injekti@n

M. flavus da dieM. flavusZellenin vivo schneller aus der Hamolymphe verschwinden. Die
Agar-Platten inkubieren Uber Nacht bei 37 °C imtBcarank (Bachofer) und am nachsten
Tag werden die Kolonien pro Platte gezahlt, mit déendiinnungsfaktor multipliziert und mit
der Gesamtmenge an gewonnener Hamolymphe der igeveiBiene verrechnet. Dadurch
erhalt man die Gesamtzahl an tUberlebenden Bakteflenzro Biene.

3.16. Hemmhof-Test

Mittels des Hemmhof-Tests lasst sich feststellen, asttimikrobielle Aktivitdt in der
Hamolymphe vorhanden ist. Auf NB- bzw. LB-Agar-fdst (Kap. 2.7.) werden je 0,15 ml
Ubernachtkulturen der Bakterienstamrie coli 682 bzw. M. flavus ausgestrichen und
antrocknen gelassen. Danach werden je 1,5 pl deéestanden Hamolymphproben an 4-8
festgelegten Stellen der Agar-Platten aufgetrdpfdie Mitte der Platten wird zur Kontrolle
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1,5 ul eines Antibiotikums bekannter Konzentratgatropft. BeiE. coli 682 handelt es sich
dabei um Kanamycin (1 mg/ml), bil. flavusum Lysozym (10 mg/ml). Nach Inkubation der
Agar-Platten bei 37 °C und erfolgtem Bakterienwaams sieht man am Vorhandensein von
Hemmhofen, in denen kein Bakterienwachstum statffand anhand deren Flache, ob eine
der zu testenden Hamolymphproben antibakteriellekiig zeigt, und wenn ja, wie stark
diese antibakterielle Wirkung im Vergleich zur Kanike ist. Die Hemmbhof-Platten werden
mit einer Panasonic DMC-LZ3 fotografisch dokumentie

3.17. Nodulipraparation bei adulten Bienen

Zu bestimmten Zeitpunkten nach Injektion (6 h uddh)} der zu testenden Pathogene, wie
z.B. ABPV-Partikel und lebende. coli Bakterien, werden je 5 Bienen einer Versuchsgruppe
und je 5 Bienen einer nicht-infizierten Kontrollgpe bis zur Bewegungslosigkeit auf Eis
gekuhlt. Den Bienen werden der Kopf, die Fligel 8ethe entfernt, anschliel3end werden sie
auf je einer kleinen Paraffinpetrischale eingelbbettater dem Binokular werden anschliel3end
vorsichtig mit einem kleinen Skalpell die abdomeralTergite auf der lateralen Seite der
Biene durchtrennt. Eine Verletzung der inneren @egsollte dabei vermieden werden. Unter
Zuhilfenahme von zwei Uhrmacherpinzetten werdendhanlergite vorsichtig von links nach
rechts abgenommen bzw. vom Abdomen gelost. Dabitersodie Tracheen oder der
Herzschlauch mdglichst nicht zerstort werden. AhsBend wird PBS auf das geodffnete
Abdomen gegeben. Nun sieht man dorsal auf die @mné&rgane und kann nach Noduli
suchen, die sich vorwiegend entlang des Herzschésucind der Tracheen sammeln. Die
Praparation mit anschlie3ender fotografischer Dakutiation der Noduli erfolgt unter dem
Binokular Olympus SZX7 mit aufgesetzter Olympuskean&C30. Zur Vermeidung von

Spiegelungen wird ein Polarisationsfilter verwendet

3.18. Inaktivierung von ABPV durch die kiinstliche RNase Dp12F6

Zur Inaktivierung von ABPV wird ein Aliquot der ABRSuspension (XDPartikel/pl) tiber
Nacht mit der kiinstlichen RNase Dp12F6 in der gessliten Konzentration (0,04-400 uM)
inkubiert. Als Kontrolle dient ein Aliquot der ABRBuspension, das unter den gleichen
Bedingungen inkubiert, allerdings in Abwesenheit p12F6 (Tabelle 26, 27).
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Tabelle 26:Protokoll zur Inaktivierung von ABPV durch Dp12F6.
Komponenten

5 ul ABPV (10 Partikel)

Ansatz i
45 ul Dp12F6 in aRNase Puffer
Kontrolle 5 ul ABPV (10 Partikel)
(-aRNase) 45 ul aRNase Puffer

18 h bei 37 °C inkubieren

Von der resultierenden Losung wird entweder direkil in Larven injiziert oder aber die
Anzahl enthaltener ABPV-Partikel wird vor Injektiaturch 1:10 Verdinnung mit PBS auf
10° reduziert.

Tabelle 27:Puffer fir kiinstliche RNasen.
Komponenten

50 mM Tris-HCI, pH 7,0
aRNase Puffer 0,2 mM EDTA
200 mM KCI
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4. Ergebnisse

4.1. Von der Larve Uber die Puppe zur Jungbiene

Bei der Honigbiene gibt es drei Entwicklungsstadiatie sich physiologisch und

morphologisch voneinander unterscheiden. Als Falgeon gibt es Bienenpathogene, die
entweder nur die adulte Biene befallen oder nuBdig¢, dabei speziell Larven. Krankheiten,
denen nur Puppen zum Opfer fallen, sind keine bekamrmutlich da das Puppenstadium

geschatzt in einer vollstéandig verdeckelten Wachezdlauft.

4.1.1. Unterschiede im allgemeinen Hamolymph-Protemuster

Der offensichtliche Unterschied zwischen Larvenpfan und adulten Bienen legt nahe, dass
sich auch die Hamolymph-Proteome voneinander wtiterden, da die Hamolymphe des
jeweiligen Entwicklungsstadiums teilweise spezliscAufgaben zu erfillen hat und in der
Tat lassen sich schon auf den ersten Blick Untegdehm Proteinmuster erkennen (Abb. 5).
Bei Larven Uberwiegen hochmolekulare Speicherpmetewie das Very High Density
Lipoprotein (VHDL, gi|110762106) und die Hexamerifitex 110, gi|155369750; Hex 70a,
0i|148357839; Hex 70b, i|58585148; Hex 70c, giB¥d77). AulRerdem kommen
spezifisch in Larven verschiedene Major Royal J@&lpteine vor (MRJP1, gi|58585098;
MRJP2, (i|66532248; MRJP7, @i|62198227). MRJPs siHduptbestandteile des
Larvenfutters, werden sehr frih im weiteren Verlaefr Entwicklung abgebaut und sind
schon in weil3augigen Puppen nicht mehr zu entdedRafiir sieht man im Hamolymph-
Proteom weil3augiger Puppen drei spezifische Banden, eindeutig als Short Chain
Dehydrogenase (SDR), Glutathione S-Transferase YG®i@ Yippee interacting protein
(Yippee) bzw. Aldolase identifiziert werden kénnefudem sieht man im weil3augigen
Puppenstadium auch einen beginnenden Abbau dermubekularen Speicherproteine
(VHDL, Hexamerine), der sehr rasch voranschreited gachon in rotdugigen Puppen (2 d
alter) dazu fuhrt, dass VHDL und Hex 110 nur noshsshwache Banden im Gel zu sehen
sind. Aber auch die Banden der Hexamerine 70aédder deutlich an Intensitat verloren. Bis
sich aus einer rotaugigen Puppe eine junge Bietveickelt vergehen einige Tage. In dieser
Zeit kommt es in der Hamolymphe zu einem AnstiegAgolipophorin-I, -1l (ApoLp-I, -,
0i|66513966) und Transferrin (gi|58585086). Typisth adulte Bienen ist auRerdem der
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Imaginal Disc Growth Factor 4 (IDGF4, gi|6651461¥pn den Hexamerinen lasst sich
lediglich Hex 70a auch in adulten Bienen nachweisen

Larven Puppen Puppen Jungbienen
weilRaugig rotaugig
I I
[kDa] | n.i. PBS E.(.!. |n.i. PBS E.c!Z n.i. PBS E.c. E.c. |n.i. PBS E.c.| [kDa]
i
ApoLp1 —> - PR e ccenin
VHDL — P s ey s —
116 —
Hex 110 P~~~ g
| == |
Transferrin/Hex70a o ApoLp-l
Hex 70b/70 - Transferrin
ex C 67 <+——CE1
MRIP1—» R w +<4—IDGF4
MRJIP7/MRIP2——p
45
Yippee/Aldolase ——» | 2 -
35 <4—|Rp30
-—
SDRE> C —
GST—»
—

Abb. 5: Gelelektrophoretische Analyse von Hamolympé aller drei Entwicklungsstadien.

n.i.: nicht-infiziert, PBS: Injektion von Puffer ¥erwundung,E.c: Injektion von 18 ZellenE. coli 682
bei Larven und Puppen und Injektion vorf Z&llenE. coli 682 bei Jungbienen. Alle Hamolymphproben
wurden 24 h nach Injektion (p.i.) entnommen. Beiea war das am flinften Tag der Larvalentwicklung,
bei weil3dugigen Puppen am zweiten Tag des Puppkumnsts, bei rotdugigen am vierten Tag des
Puppenstadiums und bei Jungbienen an Tag 2 nactsdklupf. Je 0,75 ul Hamolymphe der Larven, 0,9
pl Hamolymphe der weiRaugigen Puppen, 1,3 pl Hamphe der rotaugigen Puppen und 1,3 pl
Hamolymphe der Jungbienen wurden auf die jeweil®mur eines 10 % PAA/0,1 % SDS Gels
aufgetragen und anschlieBend im Laemmli-Puffersysteiner Elektrophorese unterzogen. Die
anschlieBende Farbung erfolgte mit Coomassie BI260GVerwendete Langenstandards: Fermentas
SM0431 und Serva 39215.01.

Rot markiert sind diejenigen Proteine, die in Juagen naclE. coli Infektion induziert werden: CE1 =
Carboxylesterasel, IRp30 = Immune-Responsive pro8l (ehemals HP30). ApoLp-l und -ll =
Apolipophorin-l und -1l, VHDL = Very High Density ipoprotein, Hex = Hexamerin, IDGF4 = Imaginal
Disc Growth Factor 4, MRJP = Major Royal Jelly Riot Yippee = Yippee interacting protein, SDR =
Short Chain Dehydrogenase, GST = Glutathione Ssfeaase.
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4.1.2. Unterschiedliche Expression von immunspezfthen Peptiden bzw. Proteinen bei

Larven, Jungbienen und Puppen

Larven und adulte Bienen sind diejenigen Entwicgkstadien, die starken &auf3eren
Einflissen ausgesetzt sein konnen, da sie UberreanBrenen indirekten Kontakt zur
Aul3enwelt haben. Larven werden von Ammenbienen @etjitlie das Larvenfutter in ihren
Hypopharynxdriisen produzieren. Durch diesen direktentakt konnen Krankheitserreger,
wie z.B. das Sackbrut Virus od®aenibacillus larvag Gibertragen werden. Adulte Bienen
teilen ihren Honigmageninhalt Gber Trophallaxis amideren Bienen (Seeley, 1995, S. 40).
Bei beiden Varianten besteht die Mdglichkeit si@ih®gene einzuverleiben, entweder durch
infizierte Nestgenossinnen oder durch verseuchtehriti. Daher ist fur beide
Entwicklungsstadien ein intaktes Immunsystem von t&ibr Schon wahrend meiner
Diplomarbeit fand ich heraus, dass nach artifizielinjektion von Bakterien sowohl bei
Larven, als auch bei Jungbienen, eine deutliche unantwort in Form von exprimierten
antimikrobiellen Peptiden (AMPs) nachweisbar istetessant hierbei ist, dass allein Larven
schon auf bloRe Verwundung mit der Bildung von AM@agieren, was bei Jungbienen nicht
der Fall ist (Abb. 6A; Randolt et al., 2008).

Es gibt allerdings noch einen weiteren wichtigeriddschied in der Immunantwort der beiden
Entwicklungsstadien. Wahrend Larven einzig und imlldie bereits bekannten AMPs
Hymenoptaecin (H, gi|58585174), Defensinl (D, giff8l76) und Abaecin (A, gi|1703044)
bilden, exprimieren Jungbienen zusatzlich vier &reit immunspezifische Proteine im
héhermolekularen Bereich (Randolt et al., 2008)yamwin Abb. 6B drei zu sehen sind.
Davon ist die Prophenoloxidase (ProPO, gi|585851@6) bestuntersuchte Protein, gefolgt
vom Peptidoglycan Recognition Protein-S2 (PGRP-S2)sétzlich taucht noch eine
Carboxylesterasel (CE1, gi|66512983) und ein unbeka Protein mit einer Gréf3e von 30
kDa auf. Letzteres wurde anfanglich als Hypothaesc Protein 30 (HP30, gi|66507096)
bezeichnet, wurde aber inzwischen umbenannt in IneaResponsive protein 30 (IRp30), da
vieles darauf hinweist, dass es eine Rolle beilgenunantwort spielt. Im Gegensatz zur
Carboxylesterasel und IRp30, die nur nach artifezienfektion exprimiert werden, taucht
die Prophenoloxidase auch schon nach bloRer Verwmugnduder Hamolymphe auf. Diese
interessanten Erkenntnisse meiner Diplomarbeit gletiides humoralen Immunsystems von

Larven und Jungbienen dienten mit als Grundlagénigervorliegenden Arbeit.
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A Jungbiene n, 24 h p.i. Larven, 24 h p.i.
n.i. PBS E.coli [kDa] GR n.i. PBS E.coli
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ApoLp-II | : — Hexamerine
Transferrin :‘ -—! ‘qCcEL .
IDGF4 P Sl s oy g < MRJPs
<« 1Rp30
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21
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Abb. 6: Hoch- und niedermolekulare Proteine in der Hamolympe von Jungbienen und Larven
(Randolt et al., 2008).

n.i.: nicht-infiziert, PBS: Injektion von Puffer ¥erwundung,E.c: Injektion von 18 Zellen E. coli 682.
Alle Hamolymphproben wurden 24 h nach Injektion.Jgnthommen. Bei Larven war das am sechsten Tag
der Larvalentwicklung und bei Jungbienen an Taga8hndem Schlupf. Je 1 pl der Hamolymphe eines
einzelnen Individuums wurde auf eine Spur eiffs 15 % PAA/0,1 % SDS Gels (Tricine-Puffersystem)
bzw. je 0,75 pl auf eine Spur ein@) 10 % PAA/0,1 % SDS Gels (Laemmli-Puffersystem)gatrfagen
und anschlieBend einer Elektrophorese unterzogenaischlieRende Farbung erfolgte mit Coomassie Bla
G250. Verwendete Langenstandards: Serva 392089209301 und Insulin 3. Rot markiert sind diejenigen
Proteine, die in Larven und Jungbienen nach VerwngdPBS) odeE. coliinfektion induziert werden.
ApoLp-l und -1l = Apolipophorin-l und -Il, VHDL = \ry High Density Lipoprotein, IDGF4 = Imaginal
Disc Growth Factor 4, MRJPs = Major Royal Jelly tehoe, SDR = Short Chain Dehydrogenase, FABP =
Fatty Acid Binding Protein, ASP3c = Anntenal-spi&cjprotein 3c, H = Hymenoptaecin, D = Defensinl, A
= Abaecin, ProPO = Prophenoloxidase, CE1 = Carlestgtasel, IRp30 = Immune-Responsive protein 30.
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Ein weiterer Unterschied betrifft die transientepEession von antimikrobiellen Peptiden.
Wie schon bemerkt reagieren allein Larven schorbkffe Verwundung mit der Bildung von
AMPs. Allerdings werden diese sehr rasch wiedeebhgt, so dass 48 h nach Injektion von
PBS weder im Proteinmuster noch im Hemmhof-Test AMRchzuweisen sind, ganz im
Gegensatz zum Resultat eirtercoliInfektion, wo auch nach 48 h immer noch ausreidhen
Hymenoptaecin, Defensinl und Abaecin im Proteinerusind im Hemmhof-Test zu
entdecken sind (Abb. 7).

A B
24hpi 48 h pl.
= ... - .. 1 . ... 1
ni. PB3 E. cofi [kDa] n.i. PBS E. coli

il w—F sl s 4 FABP
a— - H s s = Hymenopt.
=D = Defensin 1
ap a5 = Abaecin
1 2 3 L 5 6

Abb. 7: Transient exprimierte Immunpeptide in Bienenlarven(Randolt et al., 2008).

(A) Gelelektrophoretische Analyse von Hamolymphpraeinvon Larven, die am vierten Tag ihrer
Larvalentwicklung behandelt wurden. n.i.: nichtizért, PBS: Injektion von Puffer = Verwundung, coli
Injektion von 16 Zellen lebendeE. coli 682. Auf jede Spur wurden 1,5 pl Hamolymphe eiréwelnen
Individuums aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgh einem 15 % PAA/0,1 % SDS Gel (Tricine-
Puffersystem), anschlie@end wurde mit Coomassiel B850 gefarbt. Verwendete Langenstandards: Serva
39208.01, 39209.01 und Insulin 3.

FABP = Fatty Acid Binding Protein, ein interner Sdard bei Larven (gi|58585214). Die roten Pfeile
kennzeichnen die induzierten AMPs: H = Hymenoptaddi= Defensinl und A = Abaecin.

(B) Hemmhof-Test zum Nachweis antimikrobieller Aktititin der Hamolymphe infizierter Larven. Als
Indikatorbakterium diente eine frische Ubernachtkulvon Micrococcus flavus die als Rasen auf eine
Agarplatte ausgebracht wurde. 1,5 ul der gleichéamélymphproben wie auf den Gelen (1-6) wurden imitre
Pipette auf den gerade ausgebrachten und angetteckRasen aufgetropft (ebenfalls 1-6) und UbehiNbei

37 °C inkubiert. 1,5 pl Lysozym (L, 5 mg/ml) diantder Mitte der Platte als Kontrolle.

Betrachtet man nun die humorale Immunantwort voppen (Abb. 8), so lassen sich in den
ersten 24 h nach artifizieller Infektion im friheeil3augigen Puppenstadium keinerlei AMPs
nachweisen, weder im Proteingel noch im Hemmhot:Té®diglich im rotaugigen

Puppenstadium lasst sich eine beginnende humomateuhantwort erahnen. Aus diesem
Grund habe ich mich in meinen weiteren Studienhzumoralen Immunantwort hauptséachlich

auf Larven und Jungbienen konzentriert.
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Abb. 8: Expression von AMPs in immunstimulierten Puppen.

(A) Gelelektrophoretische Analyse der Hamolymphe: nicht-infiziert, PBS: Injektion von Puffer =
Verwundung, E.c: Injektion von 16 Zellen E. coli 682 in Puppen und f(Zellen E. coli 682 in
Jungbienen. Alle Hamolymphproben wurden 24 h minemmen. Bei Jungbienen war das an Tag 2
nach dem Schlupf, bei weiRaugigen Puppen am zw&agndes Puppenstadiums und bei rotaugigen am
vierten Tag des Puppenstadiums. Je 1,5 pl Hamolgnveh Jungbienen, je 0,9 pl Hamolymphe von
weiRaugigen Puppen und je 1,3 pl Hamolymphe vadugigen Puppen wurden auf die jeweilige Spur
eines 15 % PAA/0,1 % SDS Gels (Tricine-Puffersysteaufgetragen und anschlielend einer
Elektrophorese unterzogen. Die anschlieBende Fgrbrfolgte mit Coomassie Blau G250. Verwendete
Langenstandards: Serva 39208.01, 39209.01 undnrf3ul

ApoLp-I und Il = Apolipophorin | und Il, Hex = Hexaerin, Yippee = Yippee interacting protein, SDR =
Short Chain Dehydrogenase, GST = Glutathione Ssfeaase. Die roten Pfeile zeigen die Induktion der
bekannten AMPs Hymenoptaecin und Defensin1.

(B) Hemmhof-Test zum Nachweis antimikrobieller Aktétiin der Hamolymphe infizierter Puppen. Als
Indikatorbakterium diente eine frische UbernachtkulonM. flavus die als Rasen auf eine Agarplatte
ausgebracht wurde. 1,5 pl der gleichen Hamolymgigmmowie auf den Gelen (1-18) wurden mit einer
Pipette auf den gerade ausgebrachten und angegteckRasen aufgetropft und Gber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Der deutliche Hemmhof einEr coltinfizierten Jungbiene (2) dient als Kontrolle.

In Jungbienen und Larven sieht man 24 h nach liojekeines Elizitors eine deutliche
Immunantwort in Form von AMPs (Abb. 6). Was istgetd mit friheren Zeitwerten? Ab
wann erscheinen AMPs in der Hamolymphe? Um diesagd-auf den Grund zu gehen,
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach Injektiom ¥ coliZellen Hamolymphe

entnommen (Abb. 9).
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A Larven + 10° Zellen E. coli
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Abb. 9: Zeitlicher Verlauf der Expression von Hymenoptaecinund Defensinl.

Die Hamolymphproben wurden 6, 12 und 24 h nactktiga (p.i.) von 16 ZellenE. coli 682 in Larven und
Jungbienen entnomme(A) Je 1,2 pl der Hamolymphe einer einzelnen Larve wadf eine Spur eine:

15 % PAAJ/0,1 % SDS Gels (Laemmli-Puffersystem) atrfggen und anschlielRend einer Elektrophorese
unterzogen. Die anschlieende Farbung erfolgteCmitmassie Blau G250. Verwendete Langenstandards:
Serva 39208.01 und 39209.01. Hymenoptaecin (H)Refdénsinl (D) sind rot markiert.

(B) Hemmhof-Test zum Nachweis antimikrobieller Aktétitin der Hamolymphe infizierter Larven und
Jungbienen 6, 12 und 24 h p.i.. Als Indikatorbaktardiente eine frische Ubernachtkultur vivh flavus

die als Rasen auf eine Agarplatte ausgebracht wuB@¢ den Larven wurden 1,5 pl der gleichen
Hamolymphproben wie auf dem Gel aufgetropft, bei dengbienen waren es entsprechende Proben. Die
Platten inkubierten tGiber Nacht bei 37 °C. Der Hemifwon Lysozym (L, 10 mg/ml) dient als Kontrolle.

Man erkennt im Hamolymph-Proteinmuster von Larvemittich, dass 12 h nach Injektion
von E. coli ausreichende Mengen an Hymenoptaecin und Defeesgimmdmiert werden (Abb.
9A). Eine beginnende Expression antimikrobielleptiRie zwischen 6 und 12 h p.i. lasst sich,
sowohl fur Larven als auch fir Jungbienen, im Hemflrest (Abb. 9B) veranschaulichen.
Offensichtlich gibt es zwischen Larven und Jungeierkeine grol3en Unterschiede in der

zeitlichen Expression der AMPs.
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4.1.3. Die Auswirkung verschiedener Elizitoren aufdas humorale Immunsystem von

Larven und Jungbienen

Es gibt in der Natur alle mdglichen Arten von Pagroen: gram-negative und gram-positive
Bakterien, Pilze, Einzeller und Viren. Einige evautr-stabile Bestandteile dieser
Pathogene werden vom angeborenen Immunsystem ékadraktivieren beispielsweise die
humorale und/oder die zellulare Immunantwort. Ums dAktivierungsspektrum des
humoralen Immunsystems der Honigbiene einzugrebzen auszuloten, wurden Larven und
Jungbienen unterschiedliche Elizitoren, d.h. imniumgdierende Pathogene oder
Pathogenbestandteile injiziert und die Expression immunspezifischen Peptiden bzw.
Proteinen Uberpruft (Abb. 10 und 11).

Als Elizitoren dienten hierbei zum Einen lebendeang-negativeEscherichia coli682.
AulRerdem Lipopolysaccharide (LPS), Bestandteileadderen Membran des gram-negativen
E. coli 0111:B4, aufgereinigt durch Phenolextraktion. Mann bei dieser Aufreinigung
davon ausgehen, dass noch ausreichende Mengen nggativen Peptidoglycans
(Bestandteil der Bakterienzellwand) in der Substamziickbleiben. Daher wurde ein
zusatzliches, durch Gelfiltrationschromatographiégareinigtes LPS voi. coli 0111:B4
benutzt, das im Weiteren als LPS pure bezeichrret, wa davon auszugehen ist, dass es kein
Peptidoglycan mehr enthalt. Als reprasentative gpasitive Bakterien dienten lebende
Micrococcus flavusDas verwendete Peptidoglycan stammt Morluteus Laminarin wird in
grof3en Mengen aus der Braunalganinaria digitatagewonnen und besteht vorwiegend aus
Poly-1,38-Glukan. Der Hauptbestandteil von Pilzzellwandeh ebenfalls 1,3-Glukan
(Lipke und Ovalle, 1998), daher wird hier Laminatwenutzt, um eine Pilzinfektion zu

simulieren.
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Abb. 10: Hamolymph-Proteinmuster von Larven nach Irjektion von unterschiedlichen Elizitoren.

(A, B) n.i. = nicht-injiziert, PBS = Injektion von Puffeur VerwundungE. coli 682 = Injektion von 1D
Zellen lebender gram-negativer Bakterien, LPS =Ktipn von 0,5 ug Lipopolysaccharid, Bestandteil de
Zellwand gram-negativer Bakterien, Laminarin = ktien von 30 pg eines Bestandteils von
Pilzzellwanden, LPS pure = Injektion von (a) 0,5uml (b) 1,0 ug hochaufgereinigten Lipopolysacadsari
und PGN = Injektion von (a) 0,5 pug und (b) 1,0 eptioglycan,

Bei (A) wurden je 2 pl Hamolymphe der einzelnen Larven jd,5 pl Hamolymphe der Laminarin-
infizierten Larven und beB) je 1,5 pul Hamolymphe der einzelnen Larven aufije eSpur eines 15 %
PAA/0,1 % SDS Gels aufgetragen. Die anschlieBentikti&phorese erfolgte fUfA) im Tricine-
Puffersystem und fu(B) im Laemmli-Puffersystem. Die Farbung erfolgte mibothassie Blau G250.
Verwendete Langenstandards: Serva 39208.01, 392@@@ Insulin 3. Die roten Pfeile kennzeichnen die
Induktion von Hymenoptaecin (H) und Defensinl (BpolLp-lI = Apolipophorin-l, Hex 110 = Hexamerin
110, Hex 70b/70c = Hexamerine 70b/70c, OBP14 = @udrinding protein 14.

Es ist in Abb. 10 und 11 deutlich zu erkennen, dasmisle Entwicklungsstadien mit der
Bildung von AMPs auf die Injektion von Bestandtail®@erschiedener Mikroorganismen
reagieren. Larven reagieren dabei auf die Injekatlar getesteter Elizitoren stark, wobei
nicht zu unterscheiden ist, ob diese Reaktion ¢hts# auf die unterschiedlichen Elizitoren
zuruckzufihren ist oder auf die mechanische Vaitggzdurch den Injektionsvorgang, da
Larven auch schon auf PBS Injektion sehr starkieeag. Einzig die Reaktion auf Laminarin
fallt schwacher aus (Abb. 10A).

Jungbienen hingegen reagieren auf die InjektioardbrE. coli Bakterien mit einer starkeren

Expression von Hymenoptaecin und Defensinl al-dautnjektion anderer Elizitoren (Abb.

11A). Bei der Expressionsstarke der beiden immuzriBpehen Proteine IRp30 und CE1 kann
jedoch kein starker Unterschied zwischen der ligektvon lebenderE. coliZellen und

anderen Elizitoren festgestellt werden (Abb. 11B).
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Abb. 11: Hamolymph-Proteinmuster von Jungbienen nae Injektion von unterschiedlichen
Elizitoren.

(A) n.i. = nicht-injiziert, PBS = Injektion von Puffeur VerwundungE. coli 682 = Injektion von 1bZellen
lebender gram-negativer Bakterien, LPS = Injektson 0,5 pg Lipopolysaccharid, Bestandteil der
Zellwand gram-negativer BakterieM, flavus= Injektion von 10 Zellen lebender gram-positiver Bakterien,
PGN = Injektion von 1 pug Peptidoglycan, Bestandteit Zellwand eines gram-positiven Bakteriurivs (
luteug, Laminarin = Injektion von 30 ug eines Bestandtgbn Pilzzellwanden und LPS pure = Injektion
von 0,5 pg und 1,0 pg hochaufgereinigten Lipopalgkarids.

Bei (A) wurden je 1,3 pl der Hamolymphe der einzelnen Jiemgim auf je eine Spur eines 15 % PAA/0,1 %
SDS Gels aufgetragen und i§B) wurden je 1,3 pl Hamolymphe der einzelnen Jungrieauf je eine Spur
eines 10 % PAA/0,1 % SDS Gels aufgetragen. Die hdiefiende Elektrophorese erfolgte im Laemmli-
Puffersystem. Die Farbung erfolgte mit Coomassi@auB(G250. Verwendete Langenstandards: Serva
39208.01, 39209.0, Insulin B und Fermentas SMOZ84.roten Pfeile kennzeichnen die Induktion von
Hymenoptaecin (H) und Defensinl (D) im niedermolaken Bereich und von Carboxylesterasel (CE1)
und Immune-Responsive protein 30 (IRp30) im hohdekdaren Bereich. ApolLp-l und Il =
Apolipophorin-l und —II, IDGF4 = Imaginal Disc GraélwFactor 4.
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4.2. Alters- bzw. aufgabenspezifische UnterschiedaiHamolymph-Proteinmuster

Aufgrund einer altersabhangigen Arbeitsteilung lefi Bienen abhangig vom Alter

unterschiedliche Aufgaben fur die zum Teil untemsdhiche physiologische Voraussetzungen
erfullt sein mussen. Dadurch kann man davon ausgetess sich unterschiedlich alte und
unterschiedlich spezialisierte Bienen nicht nunhrer Physiologie, sondern auch in ihrem

Hamolymph-Proteinmuster voneinander unterscheiden.
4.2.1. Ein Vergleich zwischen Jungbienen und Polleammlerinnen

Jungbienen und Pollensammlerinnen stellen jeweds @énfang und das Ende eines
Bienenlebens dar. Als Jungbiene werden maximal Zage alte Bienen bezeichnet, die nach
dem Schlupf abhéngig vom steigendem Alter verschiedaifgaben im Stock erfullen, bevor

sie nach ca. 20 Tagen zu Sammlerinnen und damérbal® des Stocks tatig werden (Seeley,
1995). Zwischen den Hamolymph-Proteinmustern dibs@ten Extreme eines Bienenlebens
(jJung und sicher im Stock, alt und gefahrdet im Aufienst) lassen sich einige Unterschiede
erkennen (Abb. 12). Interessant ist es zu erwdhtess Sammlerinnen, je nach Bedarf der
Kolonie, wechseln zwischen alleinigem Sammeln voektdr, von Pollen oder dem

zeitgleichen Sammeln von Beidem (Free, 1967).

Jungbienen Pollensammlerinnen Abb. 12: Hamolymph-Proteinmuster von
' 2 fkDa] Jungbienen und erfahrenen
Pollensammlerinnen.

Je 1,3 pl Hamolymphe von einzelnen

ApoLp-| Individuen wurden auf je eine Spur ein
Vitellogenin::_-———l :-:: 8 % PAA/0,1 % SDS Gels aufgetragen und
— anschlief3end einer Elektrophorese
unterzogen (Laemmli-Puffersystem). Die
anschlieBende  Farbung erfolgte  mit
Coomassie Blau G250. Verwendeter

116

<5 Léngenstandard: Fermentas SMO0431. In
ApoLp-IN <4 beiden Bienengruppen vorhandene Proteine:
Tra”;:gg'o"::.__—; — 67 ApoLp-l und Il = Apolipophorin I und I,
12 ProPO = Prophenoloxidase und IDGF4 =
Imaginal Disc Growth Factor 4. Interessante
IDGF4—p —— Proteine in Pollensammlerinnen  (1-5)
<1 wurden ausgeschnitten und mittels nano-LC-

- ESI-MS/MS analysiert (Tabelle 28).
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Tabelle 28: Proteine in der Hamolymphe erfahrener Bllensammlerinnen.*

Nr. | Protein Accession (NCBI) Molekulare Masse (Da)| SP

1 Enolase 0i|110761968 40.149 -
Serinprotease 0i|110758534 45.503 18

2 Carboxylesterasel 0i|66512983 65.249 18
Aminooxidase 0i|66525345 57.178 17

3 Prophenoloxidase 0i|58585196 80.094 -

4 Toll-like receptor 13-like 0i[110755367 75.705 17

5 Alpha-Glucosidase-II gi[94400901 66.568 24

* eine ausfuhrlichere Tabelle befindet sich im Angals Tabelle S28.

& die molekulare Masse wurde mithilfe des PrograriRmasParam errechnet.

® das Vorhandensein eines Signalpeptides wurdelfeittés Programms TargetP ermittelt,
angegeben ist die Lange des Signalpeptides imdsauren.

In Abb. 12 lasst sich erkennen, dass in Pollensamnmen neben den in Tabelle 28
aufgefuhrten Proteinen auch noch in grof3er Mengellogenin vorhanden ist. Dieser Fund
steht im Gegensatz zur bisherigen Annahme, dasgeeinzierter Vitellogenin-Titer der
Ausloser fur das Sammelverhalten und VerlasserStieskes sei. Demzufolge sollten &ltere
Bienen nur noch wenig Vitellogenin vorweisen konf@nidugli et al., 2005).

4.2.2. Das Hamolymph-Proteom verschiedener Arbeitsgppen des Bienenvolkes und

Veranderungen mit steigendem Alter

Fur diesen Versuch wurden frischgeschlipfte Biedesselben Stocks farbig markiert,
wieder in den Stock eingesetzt und nach bestimrm@gtmaumen zur Hamolymphentnahme
aus dem Stock gesammelt. Die 4 Wochen alten Bieschtiupften Anfang Juli und die 8
Wochen alten Bienen Anfang Juni. Sie werden dalseBSpatsommerbienen bezeichnet. Die
Proben fir diese Gele wurden Anfang September gas#imAmmen wurden wahrend der
Brutpflege abgesammelt, Honigraumbienen wurdenktiagis dem Honigraum gesammelt
und Nektarsammlerinnen beim Einflug in den Stock eédnggen. Man erkennt am
Hamolymph-Proteinmuster der 4 Wochen alten Bierdags es augenscheinlich keinen
Unterschied gibt bei den Ammen und Honigraumbienden Gruppen also, die im
Stockinneren ihrer Tatigkeit nachgehen. Nektarsarimien zeigen jedoch grol3ere
individuelle Unterschiede und aul3erdem eine geregenge an manchen Proteinen in der
Hamolymphe als ihre gleichaltrigen Innendienst-Keadenen, so z.B. auch an Vitellogenin.
Betrachtet man nun 8 Wochen alte Bienen, die ucherdlichen Tatigkeiten nachgehen, so

verschwimmen die frihen eindeutigen Hamolymph-Pnaotaster und es treten mehr
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individuelle Unterschiede zutage, sodass sichrabeihand des Proteinmusters keine Biene
einer bestimmten Tatigkeit zuordnen liel3e (Abb.. Menige Tage vor Sammeln dieser
Proben wurde der Stock auf die Anwesenheit derepeidarkierten Gruppen (4 Wochen alte
und 8 Wochen alte Bienen) Uberprift. Von beiden ppem waren nur noch wenige
Exemplare im Stock zu finden, was den Schluss gyldass es sich bei beiden Gruppen noch
um normale, nektarsammelnde und sterbende Spatstmemen handelte und noch kein
Ubergang zu Herbst- oder Winterbienen mit veramdeRhysiologie stattfand. Ende
November waren bei einer Durchsicht der Winterteaklbine Bienen dieser zwei Gruppen

mehr zu finden.

Spatsommerbienen

4 \Wochen alt 8 Wochen alt
| Honigraum-  Nektar-| | Honigraum-  Nektar- |
Ammen bienen sammlerinnen Ammen bienen sammlerinnen
I 10 1T 1 [kDa] ! 10 1 1 1[kDa]
ApoLp-I
ViteIIogenin\A' » = [ o | [ e
FF [ F—t [ Lo
Alpha-Gluc e 116 = b 116
Toll-like rec F—
ApoLp-uﬁ -
Transferrin —>_ ———=— 67 ':;- # — e
CE1/A0—"
— 45
IDGF4;; 45
Enolase/SP
35 35

Abb. 13: Vergleich des Hamolymph-Proteinmusters vonunterschiedlich alten Bienen mit
unterschiedlichen Aufgaben.

Alle Bienen stammen von Stock 20. Die 4 WochennaBienen schlipften am 8.7.2009 und die 8
Wochen alten Bienen am 11.6.2009. Am 28.8. warenh&iden Gruppen nur noch wenige Exemplare
im Stock zu finden, die Proben fir diese Gele worde 8.9.2009 gesammelt. Ammen wurden wahrend
der Brutpflege abgesammelt, Honigraumbienen wurdeekt aus dem Honigraum gesammelt und
Nektarsammlerinnen beim Einflug in den Stock abggém. Je 1,2 pl Hamolymphe der
Spatsommerbienen wurden auf die jeweilige Spurseii® % PAA/0,1 % SDS Gels aufgetragen und
anschlieBend im Laemmli-Puffersystem einer Elekiospse unterzogen. Die anschlieBende Farbung
erfolgte mit Coomassie Blau G250. Verwendete Lasgamards: Fermentas SM0431.

Grin markiert sind diejenigen Proteine, die in rélte Bienen exprimiert werden (s. Tabelle 28):
Vitellogenin, Alpha-Gluc = Alpha-Glucosidase-ll, T-ike rec = Toll-like receptor 13-like, CE1 =
Carboxylesterasel, AO = Aminooxidase, Enolase uRd=SSerinprotease. Schwarz markiert sind die
bekannten ApoLp-l und -Il = Apolipophorin-I und -ITransferrin und IDGF4 = Imaginal Disc Growth
Factor4.
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4.2.3. Proteinexpression in den Kopfen von Jungbiem, Ammenbienen, Nektar- und
Pollensammlerinnen

In den Kopfen sitzen Drusen, die in unterschiediciPhasen des Bienenlebens gebraucht
werden. Die Hypopharynxdrisen dienen der Futtggsaduktion und sind daher bei
Ammenbienen stark ausgepréagt. Die Labialdriisenr&Begn sich erst einige Zeit nach dem
Schlupf, manchmal erst zu Flugbeginn, sollten dakso vor allem in Flugbienen stark
ausgepragt sein. Die Mandibeldrisen produzieren Arumenbienenzeit Bestandteile des
Futtersaftes, spater mit dem Ubergang zu anderetigk€den produzieren die
Mandibeldrisen eine Flissigkeit, die ein Alarmpheyonenthalt (Nitschmann und Husing,
1987). Die Proteinmuster der Koépfe unterschiedlichdeitsgruppen sollten sich daher leicht
unterscheiden lassen. Allerdings tauchen in denfébakten jede Menge Proteine auf, die

eine eindeutige Gruppenzuordnung erschweren (Abb. 1

Jung- Nektar- Pollen-
bienen Ammen ,w'sammlermnen Abb. 14: Gelelektrophoretische

[kDa] Analyse der Kopfextrakte von
Arbeiterinnen.

Je 5 ul des jeweiligen Kopfextraktes
einer einzelnen Biene wurden auf
ein 8 % PAA/0,1 % SDS Gel
aufgetragen und anschlieBend im
Laemmli-Puffersystem einer
Elektrophorese unterzogen. Die
nachfolgende Farbung erfolgte mit

116

67

9:k Coomassie Blau G250. Verwendeter
— 1:2 8 — Léngenstandard: Fermentas
: SM0431.
12 ?’ Interessante  Proteinbadnen (1-9)
<3 4 wurden ausgeschnitten und mittels
-_—_-::i : e nano-LC-ESI-MS/MS  analysiert.

Die gefundenen Proteine sind in
35 Tabelle 29 aufgelistet.

Vor allem Ammenbienen zeigen ein markantes Protesten, das allerdings ebenfalls in
manchen Nektarsammlerinnen auftaucht. Eine Reihe Pasteinen unterschiedlichster
Funktion, die aus der Sequenzierung einzelnerassanter Proteinbanden (Abb. 14 (1-9))

resultiert, zeigt Tabelle 29.

66



4. Ergebnisse

Tabelle 29: Proteine in Kopfextrakten von Arbeiterinnen.*

Nr. | Protein Accession (NCBI) Molekulare Masse (Da)SP

1 Arginine kinase 0i|58585146 40.008 -
lethal 1 G0156 0i|48102814 39.135 -

2 | Actin-5 0i|1168325 41.771 -

3 Phosphoglycerate kinase 0i|110763826 44.992 -
Probable citrate synthase 1, 0i|66521738 51.930 -
mitochondrial-like
Mitochondrial-processing gi|66500205 53.349 M15
peptidase subunit beta-like
Isocitrate dehydrogenase 9”110764717 46.646 )
60S Ribosomal protein L4 0i|66525285 48.367 -

4 MRJP2 precursor 0i|58585108 51.074 -
Elongation factor 1-alpha 0i|62526112 50.310 -
Troponin T gi|78101798 48.206 -
ATP-Synthase 0i|110762902 55.130 M39
6-phosphogluconate 0i|66547531 52.453 -
dehydrogenase

5 MRJP1 0i|58585098 48.886 S19
ATP synthase subunit alpha, 0i|48100966 59.512 M8
mitochondrial
Aldehyde dehydrogenase, 0i(66530423 55.686 M14
mitochondrial _

Cytosolic non-specific 9il66535742 54.252 )
dipeptidase-like

Troponin T gi|78101798 48.206 -
Calreticulin 0i|66545506 47.174 S18
MRJP7 0i|62198227 50.541 S17

6 MRJP3 0i|56422035 65.696 S21
Malic enzyme 0i|110761561 59.756 M15

7 MRJP3 0i|56422035 65.696 S21
Transketolase 0i|110751363 67.411 -

8 MRJP3 0i|56422035 65.696 S21

9 Phenoloxidase (52-693) 0i|58585196 74.262 -
Succinate dehydrogenase 0i|66505480 72.462 M22
[ubiquinone] flavoprotein
subunit, mitochondrial
Protein ROP gi|66505531 66.592 -

* eine ausfuhrlichere Tabelle befindet sich im Anpals Tabelle S29.

& die molekulare Masse wurde mithilfe des PrograriRmaéParam errechnet.

® das Vorhandensein eines Signalpeptides wurdelfaittés Programms TargetP ermittelt, ein S zeigt
an, dass das Protein sekretiert wird, ein M zaigtdass es fur die Mitochondrien bestimmt i, di
Zahl danach gibt die Lange des Signalpeptidésnmosauren an.
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4.3. Expression der immunspezifischen Proteine IRfBund Carboxylesterasel (CE1)

Kommen wir nun nach Betrachtung der allgemeinen eldchiede der Hamolymph-
Proteinmuster unterschiedlich spezialisierter Bmermuriick auf die Untersuchung der
Immunantwort. Die interessantesten Proteine, di€uige der humoralen Immunantwort bei
adulten Bienen induziert werden, sind das ImmungpBesive protein 30 (IRp30) und die
Carboxylesterasel (CE1) (Abb. 6 und 11B). IRp30eist Protein unbekannter Funktion
weswegen es in den Datenbanken als Hypothetisatwdsid (HP) bezeichnet wird. Durch
seine berechnete Gr63e von 30 kDa wurde es biswnem als HP30 bezeichnet (Randolt et
al., 2008). Mehrere Indizien sprechen aber daféassdbeide Proteine eine Rolle in der

Immunantwort spielen, weswegen HP30 in IRp30 umibenaurde (Albert et al., 2011).

4.3.1. Der zeitliche Verlauf der Expression von IRBO und CEL1 in Jungbienen

Obwohl die Expression von IRp30 und CE1 von veesdémnen Elizitoren induziert werden
kann (Abb. 11B), wurden fir alle nachfolgenden Expente lebendeE. coliZellen
verwendet, da sie insgesamt zur starksten Immumeaihfisthren (Abb. 11A). Neben der Frage
nach der allgemeinen Induzierbarkeit von IRp30 @il war es aul3erdem interessant zu
klaren, ab welchem Zeitpunkt Carboxylesterasel IRp30 in der Hamolymphe auftauchen.
Dafur wurden Jungbienen lebenBe coliZellen injiziert und zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Injektion Hamolymphproben entnommen (Abb. 15).

Sollten Carboxylesterasel und IRp30, ausgeldsthddie Injektion, ganz normal exprimiert
werden, so sollten die beiden Proteine zwischerugdl2 h p.i. im Gel sichtbar werden. Bei
induzierten AMPs ist das der Fall. Sollten die bei@eoteine allerdings irgendwo im Korper
in einer inaktiven Vorlauferform gespeichert seine z.B. die Prophenoloxidase, so sollten
die beiden Proteine schon viel friither nachweisbar. #Anhand der Zeitreihe lasst sich schon
auf dem Gel erahnen, dass zwischen 6 h und 12.hdie.iExpression von IRp30 und
Carboxylesterasel beginnt. Dieses Ergebnis wird Euman im Western-Blot bestatigt, zum
Anderen wurden nach Injektion vah coli erhohte mRNA Level von IRp30 gefunden, was
ebenfalls ein Zeichen dafur ist, dass IRp30 ershrgjektion exprimiert und nicht irgendwo
gelagert und dann aktiviert wird (Albert et al. 120. Im Western-Blot (Abb. 15) erkennt man
zudem eine zeitgleiche Expression der beiden P@t€tp30 und CE1, die ihren Hohepunkt
bei ca. 24 h p.i. findet und auch die nachsten c&nmoch auf nahezu gleich hohem Niveau
bleibt. Als Zusatzinformation lasst sich dem Getm@ntnehmen, dass auch die Expression

des Peptidoglycan Recognition Protein-S2 ca. 12. bb@ginnt und allmahlich zunimmt.
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Abb. 15: Zeitlicher Verlauf der Expression von IRp3 und CE1 in Jungbienen nactE. coli Infektion.

n.i.: nicht-infiziert undg. coli = Injektion von 18 ZellenE. coli 682. Die Hamolymphproben wurden 6 h, 12 h,
18 h, 24 h und 48 h p.i. enthommen. Die Jungbiemaren dabei 2-3 d alt. Je 1,3 pl Hamolymphe der
Jungbienen wurden auf die jeweilige Spur von zveeafel laufenden 10 % PAA/0,1 % SDS Gelen aufgema
und anschlieBend im Laemmli-Puffersystem einer tidgkorese unterzogen. Die anschlieBende Farbusg de
einen Gels erfolgte mit Coomassie Blau G250. Mindanderen Gel wurde ein Western-Blot durchgefihrt.
Verwendete Langenstandards: Fermentas SM0431 beimr@ Fermentas SM0671beim Blot.

Rot markiert: CE = Carboxylesterasel, IRp30 = ImeiResponsive protein 30 und PGRP-S2 = Peptidoglycan
Recognition Protein-S2.

4.3.2. Wo wird IRp30 exprimiert?

Eine interessante Frage beziiglich IRp30 ist auaelgd=nach dem Ort seiner Expression. Das
Gleiche qilt fur Carboxylesterasel. Es stehen véesene Organe/Gewebe, aber auch
Hamozyten zur Auswahl. Ob es in Hamozyten exprimigrd dann in die Hamolymphe
abgegeben wird, lasst sich in einem einfachen Hxeet klaren. Die abgenommenen
Hamolymphproben infizierter und nicht-infiziertendividuen werden direkt nach der
Abnahme zentrifugiert und so die Hamozyten sedifegntJberstand und Sediment werden
anschlieBend gelelektrophoretisch analysiert und kan dann nachweisen ob IRp30 und
Carboxylesterasel vermehrt im Sediment, und damiteh Hamozyten, oder im Uberstand
zu finden sind. In Abb. 16 kann man eindeutig erl@m dass keines der beiden Proteine im
Sediment auftaucht. Was zumindest die Hamozyten Cals der Synthese ausschliel3t.
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24 h p.i.
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Abb. 16: Fraktionierung der Hamolymphe von Jungbieren nachE. coli Infektion.

n.i.: nicht-infiziert undE. coli: Injektion von 18 Zellen E. coli 682. Alle Proben wurden 24 h p.i.
entnommen. Die normalen Hamolymphproben (Ham) stamron einzelnen Individuen. Fur die
Proben der Uberstiande (US) und Sedimente (Sed)ewdiel Hamolymphe von jeweils 5 Bienen
vereinigt und direkt im Anschluss fur 15 min bei.d@ Upm zentrifugiert. Auf die jeweilige Spur
eines 10 % PAA/0,1 % SDS Gels (Laemmli-Puffersy3temnrden je 1,3 pl der Ham- und US-Proben
und je 6 pl der Sediment-Proben, die zuvor in 1848P in Losung gebracht wurden, aufgetragen und
anschlielend einer Elektrophorese unterzogen. bsehdieRende Farbung erfolgte mit Coomassie
Blau G250. Verwendeter Langenstandard: Serva 30208.

ApoLp-I und -II = Apolipophorin-1 und -Il, IDGF4 #maginal Disc Growth Factor 4. Die roten Pfeile
zeigen die Induktion der Carboxylesterasel undmesune-Responsive protein 30 (IRp30).

4.3.3. Expression von immunspezifischen Proteinen Sammel- und Winterbienen

Dass die Expression von IRp30 und Carboxylesterah@#th verschiedene Arten von

Elizitoren induziert werden kann, dass sie inndrhain 6-12 h p.i. beginnt und Hamozyten

als Ort der Synthese ausgeschlossen werden kownede in Experimenten mit Jungbienen

herausgefunden. Jungbienen haben den klaren Vodagfls sie sehr einfach in grof3en

Mengen mit einem Alter von max. 24 h zu erhalted sMan muss lediglich eine verdeckelte

Wabe, auf der einzelne Bienen schon anfangen Zupeh, in den Brutschrank stellen und

hat dann am darauffolgenden Tag die gewlnschtegbdemen. Ein zusatzlicher Vorteil ist,

dass diese sehr jungen Bienen noch keine indiveluéinterschiede in ihren Hamolymph-

Proteinmustern aufweisen. Diese bilden sich erststeigendem Alter und unterschiedlicher

Tatigkeit heraus.
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Jedoch ist es genauso von Interesse herauszufinbedltere Bienen ebenfalls IRp30 und
Carboxylesterasel exprimieren, zwei Proteine beededavon ausgegangen werden kann,
dass sie Bestandteil der Immunantwort sind. Bigt jgeht man in der Literatur davon aus,
dass altere Bienen eine reduzierte zellulare Immiwet zeigen (Amdam et al., 2004b). Um
eine Auswirkung des Alters auf die anderen Komptaredes Immunsystems zu Uberprifen,
wurden die zwei altesten Gruppen eines Bienenjabrgersucht. Im Sommer sind das
Sammlerinnen, in diesem Fall Nektarsammlerinnen, Winter sind das Winterbienen.

Abb. 17 zeigt die deutliche Immunantwort der Nesaganmlerinnen auk. coli Injektion.

Nektarsammlerinnen, 24 h p.i.

[kDa] || n.i. - PBS . E. coli ||

g7 S s S — " ] p————

68 =N IS s m< Carboxylesterasel

45

— . —— —

<IRp30
29
21
2
R < Hymenoptaecin
« Defensinl

Abb. 17: Induktion von IRp30 und Carboxylesterasel in Nektasammlerinnen.

n.i.; nicht-infiziert, PBS: Injektion von Puffer ¥erwundung,E. coli Injektion von 10 ZellenE. coli
682. Alle Hamolymphproben wurden 24 h p.i. entnommée 1,3 pul Hamolymphe der Jungbienen
wurden auf die jeweilige Spur eines 15 % PAA/0,1IS#S Gels (Laemmli-Puffersystem) aufgetragen
und anschlieBend einer Elektrophorese unterzogenafschlieRende Farbung erfolgte mit Coomassie
Blau G250. Verwendete Langenstandards: Serva 3920fd 39209.01.

Die roten Pfeile zeigen die Induktion der Carbostdéeasel, des Immune-Responsive protein 30
(IRp30) und der AMPs Hymenoptaecin und Defensinl.

Auffallig ist, dass Nektarsammlerinnen schon aofdal Verwundung (Injektion von PBS) mit
der Expression von Carboxylesterasel, IRp30 undéiyptaecin reagieren, wenn auch noch
etwas schwach. Die Injektion lebendEr coliZellen fiihrt zu einer deutlich starkeren
Expression der beiden hochmolekularen ProteineHymenoptaecin. Einzig nach Injektion

von E. coli wird zudem Defensinl exprimiert. Es ist also eutdg dass auch altere Bienen
eine Immunreaktion aufweisen.
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Was ist aber mit richtig alten Bienen? Mehrere Warcloder gar Monate alten Bienen, die
zudem eine andersartige Physiologie aufweisen? ABbzeigt anschaulich wie sich die
Zusammensetzung des Hamolymph-Proteoms mit dem \&ledbs Jahreszeiten &ndert. Es
muss an dieser Stelle betont werden, dass sich dehtHamolymph-Proteom einzelner

Bienen andert, sondern das Hamolymph-Proteom desr&ganismus Bienenvolk.

Sommer Herbst Winter Winter
28.6.07 31.9.07 28.11.07 18.12.07

Fni. PBS LPS'"ni. PBS LPS'! ni. PBS LPS'' ni. PBS LPS' [kDa]

ApOLp-| . e
Vitellogenin o

ApoLp-II
Transferrin 66,
ProPO
Carboxylesterasel— —
IDGF4—P s S e s SR 45
b A
IRP30—» > > -
R

Abb. 18: Jahreszeitliche Anderungen im Hamolymph-Poteinmuster von Arbeiterinnen.

n.i.. nicht-infiziert, PBS: Injektion von Puffer =Verwundung, LPS: Injektion von 0,5 ug
Lipopolysaccharid, Bestandteil der Zellwand gramgaté&ver Bakterien. Alle Hamolymphproben wurden
24 h p.i. entnommen. Die Sommer- und Herbstbienarew dabei 2-3 d alt, da sie bei der Injektion
frischgeschlupft waren, die Individuen der zwei Wnbienengruppen waren dabei mehrere Wochen bis
mehrere Monate alt, da sie direkt aus der Wintebteaabgesammelt wurden. Je 1 pul Hamolymphe der
Sommerbienen, 0,6 pl Hamolymphe der Herbstbienenjei®,3 pl Hamolymphe der Winterbienen der
beiden Gruppen wurden auf die jeweilige Spur eifie% PAA/0,1 % SDS Gels aufgetragen und
anschlieBend im Laemmli-Puffersystem einer Elektompse unterzogen. Die anschlieRende Farbung
erfolgte mit Coomassie Blau G250. Verwendeter Lastgndard: Fermentas SM0431.

Konstitutiv in der Hamolymphe vorhandene Proteiimel schwarz oder orange markiert. ApoLp-1 und -
Il = Apolipophorin-I und -IlI, Vitellogenin = Vorldier von Vitellogenin-N, Vitellogenin-N = N-
terminaler Teil von Vitellogenin, IDGF4 = ImaginBisc Growth Factor 4. Nach der Injektion von LPS
transient exprimierte Proteine sind rot markientoFO = Prophenoloxidase, Carboxylesterasel und
IRp30 = Immune-Responsive protein 30.

Auffallig in Winterbienen ist die grol3e Menge artéliogenin, vor allem wenn man bedenkt,
dass nur ca. 1/3 der Menge an Hamolymphe aufgetragede wie bei Sommerbienen.
Vitellogenin ist ein echtes Speicherprotein, wetchmterschiedliche metabolische Zwecke
erfullen kann. In Winterbienen ist es wohl haupawwortlich fir deren Langlebigkeit
(Amdam und Omholt, 2002). Zusatzlich zu Vitellogeniaucht in Winterbienen ein
spezifischer N-terminaler Teil des Vitellogening,duer als Vitellogenin-N bezeichnet (Abb.

19). Uber seine Bedeutung fiir Winterbienen kannsmakuliert werden. Vitellogenin selbst
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ist der Haupt-Zinktrager in Honigbienen (Amdam &t 2004b). Zink selbst ist bei der
Immunabwehr unentbehrlich (Rink und Gabriel, 200@er C-terminale Teil von
Vitellogenin enthalt auRerdem eine Von Willebraraktér Typ D Domane. In Menschen
vermittelt der Von Willebrand Faktor die Anhaftuagn Blutplattchen an beschéadigte Stellen
der Blutgefal3e und ist somit wichtiger Vermittlar dlutgerinnung (Sadler, 1998).

Signalpeptid ‘v

1 MLLLLTLLLF AGTVAADFQH NWQVGNEYTY LVRSRTLTSL GDLSDVHTG

51 LI KALLTVQA KDSNVLAAKY WNGQYARVQQ SMPDGOWETEI SDQMLELRDL

101 Pl SGKPFQ R MKHGLI RDLI VDRDVPTVEV NI LKSI VGQL QVDTQGENAV
151 KVNSVQVPTD DEPYASFKAM EDSVGGKCEV LYDI APLSDF VI HRSPELVP
201 MPTLKGDGRH MEVI KI KNFD NCDQRI NYHF GMIDNSRLEP GTNKNGKFFS
251 RSSTSRIVI' S ESLKHFTI QS SVITSKMWS PRLYDRQNGL VLSRWVNLTLA
301 KNVEKTSKPLP MVDNPESTGN LVYI YNNPFS DVEERRVSKT AMNSNQ VSD . .
351 NSLSSSEEKL KQDI LNLRTD | SSSSSSI SS SEENDFWQPK PTLEDAPQNS Vitellogenin-N
401 LLPNFVGYKG KHI GKSGKVD VI NAAKELI F Qf ANELEDAS NI PVHATLEK
451 FM LONLMRT MNRKQ SELE SNV SPNEL KPNDKSQVI K QNTWIVFRDA + DUF
501 | TQTGTGPAF LTI KEW ERG TTKSVEAANI MBKLPKTVRT PTDSYI RSFF
551 ELLQNPKVSN EQFLNTAATL SFCEM HNAQ VNKRSI HNNY PVHTFGRLTS 1130 AS,
601 KHDNSLYDEY | PFLERELRK AHQEKDSPRI QTYI MALGM GEPKI LSVFE
651 PYLEGKQOMI VFQRTLM/GS LGKLTETNPK LARSVLYKI Y LNTMESHEVR 128.742 Da,
701 CTAVFLLNMKT NPPLSM.QRM AEFTKLDTNR QVNSAVKSTI QSLNMKLKSPE Vitellogenin
751 WKDLAKKARS VNHLLTHHEY DYELSRGYI D EKI LENQNI | THM LNYVGS pl 7.0 !
801 EDSVI PRILY LTW/SSNGDI KVPSTKVLAM | SSVKSFMEL SLRSVKDRET 1770 AS
851 || SAAEKI AE ELKI VPEELV PLEGNLM NN KYALKFFPFD KH LDKLPTL ’
901 | SNYI EAVKE GKFMNVNMLD TYESVHSFPT ETGLPEVYTE NVI KLTKTSG 201.047 Da.
951 TVQAQ NPDF AFI VNSNLRL TFSKNVQGRV GFVTPFEHRH FI SG DSNLH ’
1001 VYAPLKI SLD VNTPKGNMQW KI WPMKGEEK SRLFHYSVWP FVSNHDI LNL
1051 RPLSMEKGTR PM PDDNTSL ALPKNEGPFR LNVETAKTNE EMAELI DTEK
1101 LTDRLPYPW NMDNERYVKVD MYMNLEGEQK DPVI FSTSFD SKVMTIRPDTD
1151 SENWIPKMVA VEPTDKQANS KTRRQEMVRE AGRG ESAKS YWDVRVHVP
1201 GESESETVLT LAWSESNVES KGRLLGFWRV EMPRSNADYE VO GSQ WS
1251 PETLLSYDEK MDQKPKVDFN VDI RYGKNCG KGERI DMNGK LRQSPRLKEL
1301 VGATSI | KDC VEDNVKRGNKI LRTCQKAWL SMLLDEVDI S MEVPSDALI A VWFD
1351 LYSQGLFSLS El DNLDVSLD VSNPKNAGKK KI DVRAKLNE YLDKADVI VN
1401 TPI MDAHFKD VKLSDFGFST EDI LDTADED LLI NNVFYED E > 640 AS,

1501 72.324 Da,

1601 pl 5.65
1651 TEMSTWGYH HNVNKHCTI H RTQUKETDDK
1701 | CFTNRPWS CASGCTAVET KSKPYKFHOM EKNEAAVKLK KRI EKGANPD )

1751 LSQKPVSTTE ELTVPFVCKA

pl 6.3

J\

1 250 500 750 1000 1250 1500 1770
| Vitellogenin N | | DUF | | vwrD | |
Lipid-Transport Zink-Bindestelle

Abb. 19: Sequenz von Vitellogenin mit Unterteilungin Vitellogenin-N und Von Willebrand Faktor D.
Vitellogenin ist ein sekretorisches Protein mitegmSignalpeptid von 16 AS Lange. Der N-terminaléd Wwed

hier als Vitellogenin-N bezeichnet, da er spezifismd wiederholt in Winterbienen gefunden wurde.idtr
verantwortlich fur den Lipid-Transport. Rot markiegsind die Sequenzen einer der nano-LC-ESI-MS/MS-
Analysen. Innerhalb des Vitellogenin-N befindethsi&ine blau markierte Doméane unbekannter FunkiisH),

die eine Zink-Bindestelle enthaer C-terminale Teil von Vitellogenin enthélt einéon Willebrand Faktor D
(VWFD).

Bei erneuter Betrachtung von Abb. 18 erkennt massdsowohl in Sommer- als auch in
Herbstbienen IRp30 und Carboxylesterasel wie eetvamach Injektion des Elizitors
exprimiert werden. Jedoch sieht es so aus als wdiese beiden Proteine in Winterbienen in
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geringer Menge bereits konstitutiv in der Hamolympbehanden. Um diese Vermutung zu
bestatigen, wurde ein Western-Blot durchgefiihrt (ABD).

25

18

—— o

. ! . .
Jungbienen ! Winterbienen
28.6.07 ' 19.2.08
n.i. PBS LPS ni. PBS LPS ' ni. PBS E.c.682 ni. PBS E. coli
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Abb. 20: Expression von IRp30 in Jungbienen und Witerbienen.

n.i.. nicht-infiziert, PBS: Injektion von Puffer =Verwundung, LPS: Injektion von 0,5 pg
Lipopolysaccharid, Bestandteil der Zellwand grargativer Bakterien unéE. coli = Injektion von 10
(linke Spur) und 10 (rechte Spur) ZellerE. coli 682. Alle Hamolymphproben wurden 24 h p.i.
entnommen. Die Jungbienen waren dabei 2-3 d akjelbei der Injektion frischgeschlupft waren, die
Winterbienen waren dabei mehrere Wochen alt, dadsigkt aus der Wintertraube abgesammelt
wurden. Je 1 ul Hamolymphe der Jungbienen und i@ molymphe der Winterbienen wurden auf die
jeweilige Spur von zwei parallel laufenden 10 % P@A % SDS Gelen aufgetragen und anschlieBend
im Laemmli-Puffersystem einer Elektrophorese urtgen. Die anschlieRende Farbung des einen Gels
erfolgte mit Coomassie Blau G250. Mit dem anderesl ®Gurde ein Western-Blot durchgefihrt.
Verwendete Langenstandards: Fermentas SM0431 bein Bdo-Rad 161-0318 und Fermentas
SMO0671beim Blot.

ApoLp-1 und -Il = Apolipophorin-l und -1l, IDGF4 Zmaginal Disc Growth Factor 4. Rot markiert:
IRp30 = Immune-Responsive protein 30.

Das Ergebnis des Western-Blots ist eindeutig: withren Jungbienen IRp30 erst nach
Injektion des Elizitors stark exprimiert wird, sstilRp30 auch schon in nicht-infizierten
Winterbienen konstitutiv in geringen Mengen vorhamd Allerdings kann auch in
Winterbienen die Expression durch Injektion einkzitérs noch deutlich verstarkt werden.

4.3.4. Kastenubergreifende Expression von IRp30 unGE1

Ein Bienenvolk besteht aber nicht nur aus mehré&sersend Arbeiterinnen, sondern auch aus
einer Konigin, die zur Halfte mit allen Arbeiteriem des Volkes verwandt ist und zudem
besteht es in der fortpflanzungsfahigen Zeit auchjader Menge Drohnen, den méannlichen
Bienen, die ihr Erbgut an die nachste Generationtevgeben wollen. Wenn die
Carboxylesterasel und IRp30 Teil einer allgemeimmunantwort der Honigbiene sind,
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dann muassen sie auch in diesen beiden Kasten agpgriverden. Um das zu prufen wurden
frischgeschlipften Drohnen und unterschiedlich nalk®niginnen lebendde. coliZellen

injiziert. Das resultierende Hamolymph-Proteinmu$itedet sich in Abb. 21.

Jungbienen Drohnen Kdniginnen
[kDa]I n.i. E. coli n.i. E coli | | n.i. E. coli |
1T 1
'B ApoLp-I
Vitellogenin
s,
ApoLp-II
* Fy Transferrin
- w—d CE1
+~e— IDGF4
45_ -
32, > [ S |RP30
25
- <+—GST
- J J
Alter: 2-3d 1d ly 3w 3y 1y

Abb. 21: Kastenubergreifende Expression von IRp30nd CE1.

n.i.: nicht-infiziert undg. coli = Injektion von 16 ZellenE. coli 682. Alle Hamolymphproben wurden
24 h p.i. entnommen. Die Jungbienen waren dabeTr ¢ alt, die Drohnen 1 Tag und die Kéniginnen
waren von links nach rechts 1 Jahr, 3 Wochen, 3eJahd 1 Jahr alt. Je 1 pl H&molymphe der
Jungbienen, 0,3 pl Hamolymphe der Drohnen (H. Gétdoerger) und 1 pl Hamolymphe der
Kdniginnen wurden auf die jeweilige Spur eines 10PAA/0,1 % SDS Gels aufgetragen und
anschlieBend im Laemmli-Puffersystem einer Elekiozpse unterzogen. Die anschlieRende Farbung
erfolgte mit Coomassie Blau G250. Verwendeter Lastandard: Fermentas SM0431.

Auffallige Proteine in Koniginnen: Vitellogenin ur@lutathione S-Transferase (GST). Dui€hcoli
Infektion induzierte Proteine sind rot markiert: TE Carboxylesterasel und IRp30 = Immune-
Responsive protein 3

Bis auf die groBen Mengen an Vitellogenin in Konmgn unterscheiden sich die
Hamolymph-Proteinmuster der drei Kasten nicht sstark voneinander. Wichtig ist zu
bemerken, dass sowohl Drohnen als auch Kéniginoéwlia Injektion des Elizitors mit der

Expression von IRp30 und Carboxylesterasel reagiere
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4. Ergebnisse

4.4. Zellulare Immunantwort

Bis jetzt wurde nur die humorale Komponente desebhaenen Immunsystems betrachtet:
exprimierte AMPs, ein neu entdecktes Protein (IRpB@d ein Enzym (Carboxylesterasel),
das zwar schon langer bekannt ist, dem aber inediésbeit eine neue Bedeutung
zugeschrieben wird. Aber auch die zellulare Immuvart ist eine wichtige Komponente des
angeborenen Immunsystems, das einige Uberraschiegeithalt. Eventuell ist Phagozytose

fur die im Folgenden beschriebenen Ergebnisse weoathich.

4.4.1. Abnahme bakterieller, koloniebildender Einhé&en in Jungbienen

Injiziert man eine bestimmte Anzahl gram-positiveder gram-negativer Bakterien in
Jungbienen, so wird diese Anzahl schon innerhalbigee Stunden drastisch um zwei
Zehnerpotenzen reduziert, d.h. von ca. 3 Xalff ca. 5 x 1dZellen pro Biene. Auffallig ist,
dass die Zahl lebendst. flavusZellen in der Hamolymphe deutlich rascher abnirafatdie
Zahl lebendeE. coliZellen (Abb. 22A).

Gegen eine Eliminierung dieser Bakterien durchnaiktiobielle Peptide spricht die Tatsache,
dass AMPs frihestens 6 h nach Injektion in der Hgmphe der Jungbienen erscheinen
(Abb. 9). Dies wird ebenfalls in einem Hemmhof-Tesit Hamolymphproben derselben
Jungbienen veranschaulicht, bei denen auch die beader koloniebildenden Einheiten
ermittelt wurde (Abb. 22B).
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Abnahme koloniebildender Einheiten in Jungbienen
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Abb. 22: Abnahme der Anzahl koloniebildender Einhetien in Jungbienen.

(A) Vergleich der Abnahme koloniebildender Einheitem . coli (blau) undM. flavus (griin) in Jungbienen.
Es wurden jeder Biene ca.*1Pellen lebendé. coli oder lebendé\. flavusinjiziert. Nach bestimmten Zeiten
wurde die Hamolymphe entnommen und eine definidenge auf Agarplatten aufgetragen. Die Platten
inkubierten bei 37 °C Giber Nacht. Am nachsten Tagden die Kolonien gezahlt.

(B) Hemmhof-Test zum Nachweis antimikrobieller Aktivit&u verschiedenen Zeitpunkten in der Hamolymphe
E. colrinjizierter Individuen (Versuchsreihee. coli 1ll). Als Indikatorbakterium diente eine frische
Ubernachtkultur vorM. flavus 1,5 pl der Hamolymphproben wurden aufgetropft iibér Nacht bei 37 °C
inkubiert. Der Hemmbhof von 1,5 pl Lysozym (L, 10/md) dient als Kontrolle.

4.4.2. Abnahme bakterieller, koloniebildender Einhéen in alteren Bienen

Wie in Kap. 4.3.3. beschrieben, gibt es Untersahiedvischen der Immunantwort von
frischgeschlipften Jungbienen und alteren Bienema@so wird auch hier ein Unterschied in
der Abnahme der Anzahl lebendEr coliZellen erwartet. Betrachtet man Abb. 23A, so
erkennt man, dass in alteren Bienen die Anzalit.acoli-Zellen in der Hamolymphe deutlich
rascher und starker abfallt als in frischgeschi&piBienen. Ebenso wie bei Jungbienen (Abb.
23B) erscheinen auch bei 10d-alten Bienen die reideEsnmhdofe erst nach 6 h (Abb. 23C).
Die auffallige Braunfarbung der Auftropfstellen istn Phanomen, das sehr haufig bei
Hamolymphproben von alteren Bienen auftritt undtsaticht mit einem echten Hemmhof

verwechselt werden.
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Abb. 23: Abnahme der Anzahl koloniebildender Einhefen in &lteren Bienen.

(A) Vergleich der Abnahme der Anzahl koloniebildenBerheiten vorE. coliin Jungbienen (blau) und alteren
Bienen (orange). Es wurden jeder Biene ca.Zdllen lebendé. coli injiziert. Nach bestimmten Zeiten wurde
die Hamolymphe entnommen und eine definierte MemgfeAgarplatten aufgetragen. Die Platten inkubierte
bei 37 °C Uber Nacht. Am néachsten Tag wurden diliien gezéhlt.

(B) Hemmhof-Test zum Nachweis antimikrobieller Aktititéu verschiedenen Zeitpunkten in der Hamolymphe
von Jungbienen (Versuchsreilie coli 1ll) (C) Hemmhof-Test zum Nachweis antimikrobieller Aktititzu
verschiedenen Zeitpunkten in der Hamolymphe von-ditmh Bienen (Versuchsreihg. coli VII). Als
Indikatorbakterium diente eine frische Ubernactkulon M. flavus 1,5 ul der Hamolymphproben wurden
aufgetropft und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Bmmhof von 1,5 ul Lysozym (L, 10 mg/ml) dient als
Kontrolle.

4.4.3. Puppen reagieren anders als adulte BienenfdBakterieninfektion

Noch interessanter als die Abnahme an koloniebilderiginheiten in Jungbienen und alteren
Bienen sind die Ergebnisse, die man erhélt, wenn Eacoli oder M. flavusin Puppen

injiziert. Wie vorangehend gezeigt, kommt es nagkkttion vonE. coliin Puppen innerhalb

von 24 h zu keiner oder nur zu einer sehr schwashepragten humoralen Immunantwort in
Form von exprimierten AMPs (Abb. 8). Injiziert mann Bakterien in Puppen und verfolgt
die Abnahme an koloniebildenden Einheiten in dembBl§mphe (Abb. 24A), so erkennt man
auf den ersten Blick, dass es zu keiner oder kestamken Abnahme kommt. In Puppen,

78



4. Ergebnisse

denen lebend&. col+Zellen injziert wurden, kommt es sogar offensicitinoch zu einer
Zunahme. DieE. coliZellen scheinen sich in den Puppen zu vermehrediglich nach der
Injektion vonM. flavusZellen kommt es zu einer anfanglichen Abnahmedaarkebildenden
Einheiten, die jedoch in den meisten Féllen baddyrsert. Fihrt man mit der Hamolymphe
dieser Puppen einen Hemmhof-Test durch, so erschemekeinem Fall Hemmhofe.
Interessanterweise tauchen aber vor allem bei depdh, denen lebende. coliZellen
injiziert wurden, jede Menge kleine, graue Kolonian den Stellen auf, an denen die

Hamolymphe aufgetropft wurde (Abb. 24B).

Abnahmekoloniebildender Einheiten in Puppen
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Abb. 24: Abnahme der Anzahl koloniebildender Einhetien in Puppen.

(A) Abnahme vorE. coliZellen in Puppen (grau) unill. flavusZellen in Puppen (braun). Es wurden jeder
Puppe ca. 10Zellen lebendéE. coli oderM. flavusinjiziert. Nach bestimmten Zeiten wurde die Hanmophe
entnommen und eine definierte Menge auf Agarplattefyetragen. Die Platten inkubierten bei 37 °Crube
Nacht. Am nachsten Tag wurden die Kolonien gezahlt.

(B) Hemmhof-Test zum Nachweis antimikrobieller Aktétizu verschiedenen Zeitpunkten in der Hamolymphe
E. colrinjizierter Puppen (Versuchsreih&. coli VIII). Als Indikatorbakterium diente eine frische
Ubernachtkultur vorM. flavus 1,5 pl der Hamolymphproben wurden aufgetropft iibeér Nacht bei 37 °C
inkubiert. Der Hemmbhof von 1,5 ul Lysozym (L, 10/md) dient als Kontrolle.

Auch das aul3ere Erscheinungsbild der Puppen i&illiagif Am Tag der Injektion werden die
zu injizierenden weil3augigen Puppen frisch abgesginAlle sehen gleich aus (Abb. 25).
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4. Ergebnisse

Doch schon 24 h spater erscheinen die Puppen, dermitZellen injiziert wurden, graulich

(Abb. 26). Beobachtet man die Puppen noch Ubendahsten Tage, so wird deutlich, dass

anscheinend bei beiden Gruppen die Entwicklung chstaweitergeht, erkennbar an der

beginnenden Melanisierung der Augen. Jedoch wirdh aeuitlich, dass die Puppen, denen

E. colrZellen injziert wurden, ungefdhr 72 h nach Injehkti in ihrer Entwicklung

stehenbleiben, da sich die Augen nicht so starkkeloot farben, wie es bei der nicht-

infizierten Kontrollgruppe der Fall ist. Das deakth mit der Erfahrung, dass die Puppen ab

Tag 3 (72 h p.i.) &ulRerst schlapp werden, d.hlungor stark abfallt.

n.i. 10° E. coli-Zellen

y o g~ 7 f :
Abb. 26: AuReres Erscheinungsbild von Puppen nachmjektion von E. coli-Zellen.
Vergleich von nicht-infizierten Individuen (n.i.)nd solche, denen 10ebendeE. coliZellen injiziert
wurden 1.d (24 h), 2d (48 h), 3d (72 h) und 26l ) p.i.
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4.5. Merkmale der verwendeten Akuten Bienen ParalysVirus (ABPV) - Suspension

4.5.1. Organisation und Prozessierung der Capsidpteine

Das Akute Bienen Paralyse Virus (ABPV) hat vor @llenit der Verbreitung voivarroa
wesentlich an Bedeutung als Pathogen gewonnen (&d¢nend Aubert, 2010). Es besitzt ein
dicistronisches, positiv-einzelstrangiges RNA Genodessen erstes offenes Leseraster
(ORF1) fur die Nicht-Strukturproteine codiert, wéhd das zweite offene Leseraster (ORF2)
fur die viralen Capsidproteine (VP) codiert (Abb).27

IRES IGR IRES (. 1]
Vi@ Q Helikase 3C-Protease Replikase Q VP1 VP2 VP3 (A)n
AUG UAA AUG UAA "
605 6325 6509|T| 9253
— AN /)
" g
Nicht-Strukturproteine (ORF1) Capsidproteine (ORF2)

Abb. 27: Schematische Darstellung des dicistronischen Genonfdaus von ABPV.

Das offene Leseraster am 5'-Ende (ORF1) codierdli@mNicht-Strukturproteine, wahrend ORF2 am 3'-&ffidr

die Capsidproteine (VP) 1-4 codiert. Die Schnittstesind mit I, Il und Il bezeichnet. VP1 und VR¥erden
als VPO erst spat prozessiert. Die beiden ORFs @dindh eine Intergenomische Region (IGR) voneinande
getrennt. Vor Beginn jedes ORF befindet sich eim@erhe Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES). Die Stand
Stopcodons der beiden ORFs sind an den von Gowan(2000) beschriebenen Positionen eingezeichnet

Beide offenen Leseraster werden als je ein Polgprotranslatiert und anschlielRend
prozessiert. VP 1 und VP 4 werden erst kurz voragusenbau des Virions prozessiert und
sind daher im Wirt lange gemeinsam als VorlaufagmoVP 0 zu finden (Abb. 34). Da VP 0
in einer gelelektrophoretischen Analyse der verwgm&BPV-Suspension nicht zu finden
ist, kann man davon ausgehen, dass darin nurPaifekel enthalten sind. Dafir lassen sich
wiederum VP 1 und VP 4, die im Hamolymph-Proteintaugnfizierter Individuen nicht zu
finden sind, gut voneinander unterscheiden (AblA,2B). Die Capsidproteine VP 2 und
VP 3 findet man sowohl in gelelektrophoretischenakeen der verwendeten ABPV-
Suspension, als auch in Hamolymphproben infiziettetividuen. Die hier errechneten
GroRRen der Capsidproteine weichen mit VP 1 = 36,RlPa2 = 33 kDa, VP 3 = 27 kDa und
VP 4 = 7,5 kDa leicht von den in der Literatur (@awet al., 2000) angegebenen Werten von
35 kDa, 33 kDa, 24 kDa und 9,4 kDa ab.
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A [ kDa] B [ kDa]
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Abb. 28: Gelelektrophoretische Analyse der ABPV-Suspension.

(A) Capsidproteine auf einem 10 % PAA/0,1 % SDS Gakthmli-Puffersystem), anschlieRende Féarbung mit
Coomassie Blau G250. Verwendeter Langenstandarchdrgas SM0431(B) Capsidproteine auf einem 15 %
PAA/0,1 % SDS Gel (Laemmli-Puffersystem), anschdief®e Farbung mit Coomassie Blau G250. Verwendeter
Langenstandard: Serva 39215.01.

Aus verschiedenen Gelen wurden immer wieder eiez€kmpsidproteinbanden ausgeschnitten
und mittels nano-LC-ESI-MS/MS analysiert. Alle esmtdéten Peptide sind in der
Aminosauresequenz des Polyproteins von ORF2 farlhiarkiert (Abb. 29). Als Grundlage
der Aminosauresequenz dient der von Bakonyi ef28l02) identifizierte Stamm ,Germany
2* (gi|19068035). Die farbigen Dreiecke markierere dSchnittstellen zwischen den
Capsidproteinen. Die N-terminalen Sequenzen vor2\id VP 3 wurden dabei von Govan
et al. (2000) mittels Edman-Abbau bestimmt. Die iaheinliche Schnittstelle von VP 1 und
VP 4 wurde von de Miranda et al. (2010a) durch Y&ch mit anderen Dicistroviren
bestimmt. Der schwarze Pfeil in Abb. 29 zeigt aldmn, die vermutlich erste translatierte
Aminosaure des Capsid-Polyproteins von ABPV. Eiresdhderheit bei Dicistroviren ist,
dass vor jedem ORF eine Interne Ribosomen-Eirdtélie (IRES) lokalisiert ist, die eine
Cap-unabhangige Translation gewahrleistet. Dieeefsmninosaure des Polyproteins von
ORF1 ist Methionin. Die erste Aminosaure des Pdaligins von ORF2 kann jedoch jede
beliebige Aminosaure sein, denn in 10 von 14 Vieekennt das IRES-Element, das sich in
der Intergenomischen Region (IGR) befindet, dadilP@odon CCU und das nachstehende
Alanin Codon wird so zur ersten translatierten Arsiinre (Nakashima und Uchiumi, 2009).
Dass es sich bei der ersten Aminoséure des OR&&chdich um Alanin handelt konnte hier
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leider nicht bestatigt werden, da ein versuchtem&uAbbau des VP 1 fehlschlug,

maoglicherweise aufgrund einer Blockierung des Maiaalen Endes.
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Abb. 29: Aminosauresequenz des Polyproteins ORF2.
Grundlage dieser Sequenz ist der von Bakonyi ef2802) identifizierte Stamm ,Germany 2“ (gi|190G80.
Aus verschiedenen Gelen wurden immer wieder eiez&bapsidprotein-Banden ausgeschnitten und nach
Trypsin-Verdau mittels nano-LC-ESI-MS/MS analysigrediglich das mit einer Klammer (*) versehene titep
von VP 1 resultiert aus einem Protease V8-Verddie éntdeckten Peptide sind farblich markiert. \tbaser

Sequenz abweichende Aminoséuren sind unterstriddienfarbigen Dreiecke markieren die wahrscheimith
Schnittstellen zwischen den Capsidproteinen (Gataad., 2000; de Miranda et al., 2010a). Der schevé&feil

zeigt auf die Stelle, an der nach Nakashima undudah(2009) die Translation beginnt.
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4.5.2 Reinheit der verwendeten ABPV-Suspension
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Eine ausreichende Menge an Virussuspension erfadtdarch gezielte Virusvermehrung in
Puppen und anschlielende Aufreinigung. Da Puppen Natur aus auch symptomlose
Tragerinnen sein kdnnen und bei Viruserkrankungifamer zeitgleich von mehreren Viren
befallen sind, wurde die verwendete Akute Bieneraae Virus (ABPV)-Suspension auf
ihre Reinheit getestet. Abb. 30A zeigt deutlichsslalie verwendete Suspension frei von
Sackbrut Virus (SBV) ist (Spur 4) und zu einem ggen Teil mit Deformed Wing Virus
(DWYV) kontaminiert ist (Spur 6). Um die Starke déontamination abschatzen zu kdnnen,
wurde eine PCR mit einer Verdinnungsreihe der Sisspe und spezifischen ABPV-Oligos
durchgefuhrt und eine PCR mit unverdinnter Suspansnd spezifischen DWV-Oligos
(Abb. 30B). Die erhaltene Bande von DWV auf Spust8in etwa so stark wie die ABPV

Bande auf Spur 4, die aus einer 1:4 VerdinnungA&#tV Suspension resultiert. Man kann
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also nédherungsweise davon ausgehen, dass der antBiWV in der ABPV-Suspension bei
25 % liegt.

A B

ABPV ABPV|ABPV SBV| ABPV DWV

ABPV cDNA, verdinnt
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Abb. 30: PCR zum Priifen der Reinheit der verwendeten ABPV-Sspension.

(A) PCR zum Nachweis der Reinheit. Aus einem Aliquat dirussuspension wurde cDNA hergestellt. Diese
cDNA wurde mithilfe spezifischer Oligonukleotiddsequenzen (Oligos) auf die Anwesenheit des Akuten
Bienen Paralyse Virus (ABPV, Spur 2), Sackbrut ¥i(8BV, Spur 4) und Deformed Wing Virus (DWV, Spur
6) untersucht. Jeweils daneben als Positivkontrellede eine PCR mit denselben spezifischen Oligud u
einem ABPV-Plasmid (Spur 3), einem SBV-Plasmid (Fuwnd einem DWV-Plasmid (Spur 7) durchgefihrt.

(B) PCR zum Abschatzen wieviel Prozent der ABPV-Susjpenmit DWV verunreinigt sind. Dafir wurde die
ABPV cDNA unverdiinnt und in unterschiedlichen Vemndiingen eingesetzt. Bei den Proben der Spuren 2-7
wurden spezifische ABPV-Oligos verwendet, bei derardiinnten cDNA Probe von Spur 8 wurden speziéisch
DWV-Oligos verwendet.

4.6. Auswirkungen einer ABPV-Infektion auf Larven

In der Literatur ist bis jetzt sehr wenig dariibekdnnt wie sich eine ABPV-Infektion auf den
Organismus auswirkt. Fast alle Arbeiten bezieheh auch nur auf die Infektion von adulten
Bienen, da in der Natur nur adulte Bienen von Sygmgin betroffen sind. Aber gerade die
Infektion von Larven, die durch dla-vitro-Aufzucht sehr leicht in groRen Mengen im Labor
zu handhaben sind und auch pro Individuum genUdggégolymphe fiir Analysen liefern,
eignet sich hervorragend, um Auswirkungen einerektion auf die Hamolymph-
Zusammensetzung und auch auf den gesamten Kérperobachten.

Die verwendete ABPV-Suspension (5s4ml) kann mit einem QuotientengyAsgo = 1,7 als
rein bezeichnet werden. Die kfbei Larven liegt beispielsweise bei 1@iner Verdiinnung
der Ausgangs-Suspension um den Faktdr [LDs, (Lethal Dosegy) beschreibt die Dosis bei
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der nur 50 % der infizierten Individuen 24 h tGbbkde. Von Fedorova et al. (2011) wurde der
Titer der verwendeten Virussuspension auf Hartikel/ml bestimmt und die Ldp damit auf
10% Partikel/Larve festgelegt, bei 1 pl Injektionsvolm Dieses Ergebnis deckt sich
ungefahr mit der von Bailey et al. (1963) ermigaltLDs, von ca. 1.3 x TOPartikeln pro
Biene bei Injektion. Wobei Bailey et al. zudem fanddass die LE) bei oraler Aufnahme bei
mehr als 18 Partikeln liegt und bei Aufsprithen zwischer! i6d 18 Partikeln, also deutlich
hoher. Das Virus muss folglich ins Hamocoel gelangen sich erfolgreich vermehren zu
kénnen. Um die Ergebnisse eindeutiger prasentienekbnnen, wird im Folgenden stets die
von Fedorova et al. (2011) ermittelte Partikelzadnistelle des Verdinnungsfaktors

angegeben.

4.6.1. Konzentrationsabhéngige Unterschiede - allegler nichts

Betrachtet man die Uberlebensraten dreier unabbéndlersuchsreinen 24 h nach Injektion
unterschiedlicher ABPV-Konzentrationen (Tabelle,3) erkennt man, dass ca. 82 % der
Larven eine Injektion der sehr niedrigen Partikelzeon 13 ABPV-Partikeln tiberleben.
Ungefahr genauso viele Larven tberleben eine ligekton 16 E. coliZellen. Wird die
Dosis um eine Zehnerpotenz auf KBPV-Partikel erhdht, so tiberleben nur noch ca%47

der Larven. Eine erneute Erhhung der Dosis atiPBbtikel wird von keiner Larve tberlebt.

Tabelle 30: Uberlebensraten (%) von Larven 24 h nach Injektionvon E. coli-Zellen und
unterschiedlichen ABPV-Konzentrationen.

nicht-infiziert E. coli ABPV-Partikel
Versuchsreihe (n.i.) f@ellen 18 10° 10"
| (2008) 10C (14/14)* 8C (12/15) 0(0/12) 53 (8/15) 81 (13/16)
11 (2008) 91(10/11) 83(10/12) 0(0/17) 39(7/18) 75 (15/20)
11 (2009) 10C (12/12) 9C (9/10) 0(0/22) 50 (6/12) 91 (10/11)
Durchschnitt
+SD 97 +5,2 84,3+5,1 0 47,3+7,4 82,3+8,]

* Anzahl Uberlebender Larven im Verhaltnis zur Getsmzahl.

Sehr interessant ist die Beobachtung, dass es deeh offensichtlich so etwas wie eine
kritische Anzahl an Viruspartikeln gibt, die fiirnei erfolgreiche Infektion notwendig ist.
Diese kritische Anzahl liegt bei Larven bei der &xvon 1G Partikeln. Bei ca. 50 % der

Larven reicht diese Dosis fur eine erfolgreichesktion aus, bei den anderen 50 % wird sie
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Uberlebt und hat anscheinend keinerlei AuswirkuZgmindest nicht auf das aul3ere
Erscheinungsbild und auf die Hamolymph-ZusammensetzDas ist vor allem insofern

bemerkenswert, da ein Uberschreiten der kritisdPanikelzahl innerhalb der ersten 24 h zu
einem Kollaps der Larven fuhrt, der sich sowohl€iliéh als auch im Proteinmuster der
Hamolymphe bemerkbar macht (Abb. 31). Man erkemm# &ohe Anzahl an Proteinen, die
entweder neu exprimiert werden oder als Folge eegradation der hochmolekularen

Proteine in der Hamolymphe der stark infizierterlldtmerenden Larven erscheinen.

Larven, 24 h p.i.
I I

[kDa] n.i. PBS ABPV 10° ABPV 10" ABPV 10°
I 1T 11 1T 1 T 1
oy W— e — — G— G— S 4— ADOLp-|
_— o — G — - 4— VHDL

<4 Hexamerin 110

“ “ N oo
Transferrl n/Hex 70a
67 4— Hexamerin 70b/70c

45

R
35 —
25 _y—

R aal

Abb. 31: Gelelektrophoretische Analyse der Hamolympe von Larven nach einer ABPV-Injektion.

n.i.: nicht-infiziert, PBS: Injektion von Puffer ¥erwundung, ABPV 1dbis 10" Injektion von 1000 bis 1
Viruspartikel. Alle Hamolymphproben wurden 24 h. gntnommen. Je 1,3 pl der Hamolymphe eines
einzelnen Individuums wurde auf eine Spur eine®6d@AA/0,1 % SDS Gels (Laemmli-Puffersystem)
aufgetragen und anschliel3end einer Elektrophometsgangen. Die Farbung erfolgte mit Coomassie Blau
G250. Verwendeter LAngenstandard: Fermentas SM0431.

ApoLp-1 und -1l = Apolipophorin-I und -1l, VHDL = \éry High Density Lipoprotein.

Ein Blick auf ein 2D-Gel der Hamolymphe einer s@hkollabierenden Larve macht noch
deutlicher wieviel sich auf Proteinebene ereignéh( 32B). Wo im 1D-Gel nur dicke

Banden erscheinen, trennen sich diese im 2D-Ggrawnd der unterschiedlichen pl-Werte
der enthaltenen Proteine in einer zweiten Dimensiah Zum besseren Vergleich zeigt

Abb. 32A das Hamolymph-Proteinmuster einer nicffiziarten Larve.
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A Larve, n.i. B Larve, ABPV-infiziert, 24 h p.i.
_ IEF (pH) - B IEF (pH) R
3 4 5 6 7 8 910 11 3 4 5 6 7 8 910 M
[kDa] L | | | | | | | | [kDa]| | | | | | | | |
200 200 Y
] n
Hex 110 "r | 116 \»
116 ex )
“0 Hex ?OcégOLp_” = f I ;
67 ' . 67 _ —
MRJP1 Hex 70a ey 70p :
@) 0 . .
45 " IDGF4 45 ;
‘v -
29 Feret)m—lc 29 ; h

Abb. 32: Zwei-dimensionale Gelelektrophorese untachiedlicher Hamolymphproben.
Hamolymph-Proteinmuster eing) nicht-infizierten (n.i.) und eingiB) ABPV-infizierten Larve (18 Partikel)

24 h p.i.. 1. Dimension: Isoelektrische Fokussigr(tEF) der Proteine entlang eines pH-Gradienten, 2
Dimension: Auftrennung nach molekularer Masse (km)einem 10 % PAA/0,1 % SDS-Gel (Laemmli-
Puffersystem). Die anschlielende Farbung erfolgteQnomassie Blau G250, verwendeter Langenstandard:
Serva 39215.01. Larventypische Proteine sind kredgsmarkiert: Hex 110 = Hexamerin 110, Hex 70afb/c
Hexamerin 70 a/b/c, ApoLp-Il = Apolipophorin-ll, MIR1 = Major Royal Jelly Protein 1, IDGF4 = Imaginal
Disc Growth Factor 4 und Ferritin-Ic.

4.6.2. Keine wesentlichen Unterschiede zwischen ein ABPV-Infektion in
Arbeiterinnen- und Drohnenlarven

Obwohl sich diese Arbeit auf die Immunreaktion VAmbeiterinnen konzentriert, war es doch
interessant zu prufen, ob Drohnenlarven eventuek endere Reaktion auf die gleiche
Konzentration an ABPV-Partikeln zeigen wie Arbeaiteenlarven (Abb. 33).

Das Hamolymph-Proteinmuster der Drohnenlarven zeaitgrdings eine fast identische
Reaktion auf die injizierten Viruspartikel wie diérbeiterinnenlarven, auch die

Virusvermehrung kann anhand der Capsidproteinbagdewerfolgt werden.
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Drohnenlarven Arbeiterinnenlarven

ni. _E. coli IA|3Pv1o3 n.i. IIABF>V103I

ABPV'

Abb. 33: Reaktion von Drohnenlarven auf eine ABPV-Infektion.

Vergleich von Arbeiterinnenlarven (5 d) und Drohlaeven (7 d). n.i.: nicht-infiziertE. coli: Injektion

von 10 ZellenE. coli 682, ABPV 18: Injektion von 16 Partikeln. Alle Hamolymphproben wurden 24 h
p.i. entnommen. Je 1,2 ul der Hamolymphe eineskien Individuums wurde auf eine Spur eines 10 %
PAA/0,1 % SDS Gels (Laemmli-Puffersystem) aufgetdragind anschlieBend einer Elektrophorese
unterzogen. Die Farbung erfolgte mit Coomassie B&50. Verwendeter Langenstandard: Fermentas
SM0431, als Kontrolle (ABPV) dienten 7 ul der ABMdspension. Die roten Pfeile zeigen die in der
Hamolymphe der ABPV-infizierten Larven exprimiert€apsidproteine VP 1/4, VP 2 und VP 3.

4.6.3. Der zeitliche Verlauf der viralen Vermehrungvon ABPV in Larven

Da Larven schon 24 h nach einer todlichen ABPVKiiga kollabieren und sich ihr
Hamolymph-Proteinmuster drastisch verandert, wumtdeeiner Zeitreihe mit kirzeren
Zeitabstanden nach Injektion geprift, ab wann sigte Veranderungen sowohl im duf3eren
Erscheinungsbild als auch in der Hamolymphe benagriktachen (Abb. 34).

Dafiir wurden zwei unterschiedliche ABPV-Konzentaén gewéhlt. Die Eine lag mit 10
Partikeln knapp uber der ermittelten 4gvon 16, die Andere lag mit T0Partikeln knapp
darunter. Wahrend die niedrigere Konzentrationste?d h p.i. zu keinerlei Veranderung im
Hamolymph-Proteinmuster fuhrt, so wird bei der héhekonzentration schon 9 h p.i. eine
schwache Virusmehrung in Form der CapsidproteinelMR VP 2 und VP 3 sichtbar (Abb.
34A). Nach 12 h p.i. ist diese Virusvermehrung vsigeh deutlicher und es erscheinen
aul3erdem die ersten zusatzlichen Banden im Protsitem In den nachsten Stunden schreitet
die Virusvermehrung weiter stark fort, erkennbardam immer stéarker werdenden Banden
der Capsidproteine VP 1/4, VP 2 und VP 3, am Auften des erst spat prozessierten VP 1
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und an den immer zahlreicheren zusatzlichen Ban@db. 34C). Viele dieser neu
induzierten Proteine spielen eine Rolle bei den3lation, im Energiehaushalt oder sind eine
Antwort auf Stress (Tabelle 31).

A

6 hp.i. 9 h p.i.
1 ]
ABPV ABPV ABPVY ABPV
[kDa] n.i. 103 10? n.i. 103 10!  ABPV
I 11 Emmmll 11 ]

Transferrin/

: Hex 70a
i a
45 — = \ Hex70b/70c
MRJP1
<
» VP 1/4» VP 1
VP2 < VP 2
b VP3» < VP 3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 L
B ®©o0000Q0008
12 h p.i. 24 h p.i.
1 ]
ABPV ABPV ABPV ABPV
ni. 103 10 in.. 105 10! ABPV
1 ——
5 ApoLp-I
— H-_—A:/ VHDL
Hex 110
e R

Transferrin/

MRIP1—> == riex 1o

e Hex70b/70c
VP 1/4 » < VP 1
VP 2> < VP 2
VP 3P o VP
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 L

D @0® 0 @0 cooeo@®
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ABPV 103

ABPV 101

Abb. 34: Zeitlicher Verlauf der viralen Vermehrung in Larven.

(A-D) n.i.: nicht-infiziert, ABPV 18 bzw. 10: Anzahl der injizierten ABPV-Partikel. Die Hamolyhproben
wurden 6, 9, 12 und 24 h p.i. entnommgh,. C) Je 1 pl der Hamolymphe eines einzelnen Individuumsie

auf eine Spur eines 10 % PAA/0,1 % SDS Gels (LaeRoffersystem) aufgetragen und anschlieRend einer
Elektrophorese unterzogen. Die Farbung erfolgte @ibmassie Blau G250. Verwendeter Langenstandard:
Fermentas SM0431. Als Kontrolle (ABPV) dienten &gt ABPV-Suspension.

Nach Infektion neu erscheinende Proteine sind miitwarzen Ziffern (1-10) markiert und in Tabelle 31
aufgelistet. ApoLp-I und -Il = Apolipophorin-I undl, VHDL = Very High Density Lipoprotein, Hex 116
Hexamerin 110, Hex 70a/b/c = Hexamerin 70a/b/c, MR3 Major Royal Jelly Proteinl. Virale Capsidpmée
sind rot markiert: VP 1, VP 1/4, VP 2 und VP 3.

(B, D) Hemmhof-Test zum Nachweis antimikrobieller Aktitit Als Indikatorbakterium diente eine frische
Ubernachtkultur vorM. flavus 1,5 pl der gleichen Hamolymphproben wie auf desie@ (1-20) wurden
aufgetropft und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. &zym (L, 10 mg/ml) diente als Kontrolle.

(E) AuReres Erscheinungsbild von nicht-infizierten jruind ABPV-infizierten Larven (found 16 injizierte
Partikel) 6, 12 und 24 h p.i.. Die roten Ziffermikeeichnen Larven, deren dul3eres Erscheinungsild arven
gleicht, deren Hamolymphe sowohl auf den GelenQ)L&?s auch im Hemmhof-Test (1-20) analysiert wurde
Die roten Pfeile zeigen auf tote Larven.

Alle Larven wurden bei einem Ausgangsgewicht vord€amg infiziert. Wahrend sich nicht-

infizierte Larven und Larven, denen nur' Rartikel injiziert wurden, in den ersten 24 h p.i.
weiterentwickeln und deutlich an Gewicht zulegehcu 90 mg pro Larve, so kommt es bei
den tddlich infizierten Larven schon innerhalb dersten 12 h p.. zu einer

Wachstumsverzdogerung, d.h. sie erreichen durchsietminur ca. 50 mg, und bei einigen
Larven kommt es auch zu einer Anderung der Korpeefaon gelblich-weil? zu hellbraun.

Diese Farbé&nderung wandelt sich in den n&chstend8ty in denen die Larven sterben,
weiter zu einem schwarzbraun (Abb. 34E, Larvenid@ 1i7). Das Hamolymph-Proteinmuster
solcher toter, schwarzbrauner Larven (Abb. 34Eyvéd7, Spur 17) zeigt wesentlich mehr
Banden und einen starkeren Abbau der hochmolekul®mteine als das Muster toter,
gelblich-weil3er Larven (Abb. 34 E, Larve 18; AbAC3 Spur 18).
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Tabelle 31. Hochregulierte Proteine in der Hamolympe von Larven nach ABPV-Infektion.*

Molekulare

Nr. | Protein Accession (NCBI) | Masse (D4d) SP

1 Glycogen phosphorylase 66557932 97.329 -
Elongation factor-2 like 66508439 94.582 -
TER 94 66534286 88.895 -

2 Heat shock protein 90 229892248 83.383 -
Heat shock protein Jn 110749824 82.753 -
Heat shock protein cognate 5 229892203 75.403 -
Protein disulfide-isomerase A3 (ERp60) 66546657 55.856 18
Hexamerin 70a (238-684) 148357839 53.497 21
Hexamerin 70b (255-683) 58585148 49.359 21
MRJP 1 58585098 48.886 19
3-Ketoacyl-CoA thiolase 48097100 42.503 -
(=Yippee interacting protein 2)

7 Aldose reductase like 66525576 36.082 -
Lambda crystallin-like protein 209180477 35.860 -
Glyceraldehyde-3-phosphate 48142692 35.883 -
dehydrogenase 2

8 N-acetylneuraminate pyruvate lyase 110755974 34.019 -

9 Trypsin-like serine protease 110762229 28.596 18
15-Hydroxyprostaglandin dehydrogenase | 66518230 28.776 -
3-Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 110760701 27.099 -
Short-chain dehydrogenase/reductase 58585184 27.191 -
(SDR)

Proteasome subunit alpha 66541426 26.718 -

10 | Heat shock protein beta-1-like 110757651 25.565 -
Peroxiredoxin-like protein 283436152 25.133 -
Glutathione S-transferase S1 237681308 23.761 -

* eine ausfuhrlichere Tabelle befindet sich im Angals Tabelle S31.
& die molekulare Masse wurde mithilfe des PrograrRmasParam errechnet.

® das Vorhandensein eines Signalpeptides wurdelfeittés Programms TargetP ermittelt,

angegeben ist die Lange des Signalpeptidesnimdsauren.
¢ vermutliche Lange des Degradationsprodukts.
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In den infizierten Larven kommt es offensichtlich keiner Aktivierung des humoralen
Immunsystems, da sich in den Hemmhof-Tests keinemdmbbielle Aktivitat in der
Hamolymphe nachweisen lasst (Abb. 34B, D). Dasastallem insofern bemerkenswert, da
fur gewohnlich eine bloRe Verwundung (Injektion vBBS) bei Larven schon zu einer
Expression der AMPs fuhrt, die auch im Hemmbhof-Testhweisbar ist (Abb. 7).

Betrachtet man die Uberlebensraten der Larven ésemn Versuch (Tabelle 32) so wird
deutlich, dass erst 12 h p.i. die Zahl an Uberldean zuriickgeht. Fiir die hohere
Konzentration von 10Partikeln mit 33 % Uberlebenden wesentlich drakés als fiir die
niedrigere Konzentration von 1@artikeln mit 80 % Uberlebenden. Das ist der Zgif, an
dem im Hamolymph-Proteinmuster der htheren Dosis 1@ injizierten ABPV-Partikeln
neben einer deutlichen Virusvermehrung die erstegétzlichen Proteinbanden auftauchen.
Nach 24 h p.i. hat keine Larve eine Injektion v@i ABPV-Partikeln tiberlebt, im Gegensatz
zu 75 % der Larven, die eine Injektion von® Rartikeln iiberlebten. Interessant hierbei ist,
dass die Anzahl Uberlebender auch bei der niedngBosis zuriickgeht und das obwohl bei

dieser Gruppe keine Virusvermehrung im Hamolympbté&inmuster nachweisbar ist.

Tabelle 32. Anzahl Uberlebender Larven (%) zu verdtiedenen Zeitpunkten nach ABPV-
Infektion.

nicht-infiziert ABPV-Partikel
Stunden (h) p.i. (n.i.) To 10"
6 10C (14/14)* 100(28/28) 96 (26/27)
9 10C (11/11) 10C (25/25) 96 (23/24)
12 89 (8/9) 33(7/21) 80 (16/20)
24 83 (5/6) 0(0/17) 75 (12/16)

* In Klammern: Anzahl tberlebender Larven im Veth& zur Gesamtanzahl.

4.7. Auswirkungen einer ABPV-Infektion auf adulte Benen

4.7.1. Jungbienen haben eine andere Ispals Larven

Bei der Arbeit mit Jungbienen wird sehr schnelidrtich, dass sie nicht so sensitiv auf eine
ABPV-Infektion reagieren wie Larven. Jungbienengeei weder eine starke Anderung des
aulBeren Erscheinungsbilds, noch eine so rascheswammehrung (s. Kap. 4.7.2.). Zudem
Uberleben sie eine hohere Anzahl an injizierterusfiartikeln und zeigen einen anderen
zeitlichen Verlauf einer ABPV-Infektion als Larvémabelle 33). Wahrend sich bei Larven
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die Virusvermehrung innerhalb der ersten 24 h etisal erweist oder auch nicht, muss die
Auswirkung einer ABPV-Infektion auf adulte Bienehei mehrere Tage beobachtet werden.
Auch Bailey et al. (1963) beschreiben, dass dieeerSymptome einer Infektion nach 2-4

Tagen auftreten, gefolgt vom Tod weitere 1-2 Tagdes.

Tabelle 33: Anzahl tberlebender Jungbienen (%) 24 mach Injektion von E. coli-Zellen und
unterschiedlichen ABPV-Konzentrationen.

nicht-infiziert* E. coli* ABPV-Partikel*
Stunden (h) p.i. (n.i.) fwellen 1d 10° 100
24 1000 99+1,7 54,3 £ 27,7 82,7+30 98,3+2,9
48 100+£0 95,3+4,5 6,3+6,5 56,7 £ 24,5 95,3+4,5
72 93,7+3,2 83,7+3,8 0 0 91+6,6

* Durchschnittswerte + Standardabweichung von dmebhéngigen Versuchsreihen. Jede Gruppe
bestand urspriinglich aus 25 Individuen.

Injiziert man Jungbienen $ABPV-Partikel, was der L von Larven entspricht, so hat das
in Jungbienen bei einem Beobachtungszeitraum vor 7 Vergleich zu eineE. coli
Injektion keinerlei Auswirkung (Tabelle 33). Erhaman die ABPV-Dosis auf fPartikel,
eine Dosis die 24 h p.i. schon keine Larve mehrlébg so Uberleben 24 h p.i. zwar noch
82,7 £ 30 % der Jungbienen, 48 h p.i. dann abemoah 56,7 + 24,5 % und letztendlich
bleibt 72 h p.i. keine Uberlebende iibrig. Wird Biesis noch einmal um eine Zehnerpotenz
auf 10 Partikel erhoht, so erfolgt das Dahinsterben dagBienen schneller: 24 h p.i. gibt es
nur noch 54,3 + 27,7 % Uberlebende, 48 h p.i. mehn6,3 + 6,5 % und 72 h p.i. keine
einzige Uberlebende mehr.

Eine gelelektrophoretische Analyse der Hamolymphe $ungbienen, denen 4A@\BPV-
Partikel injiziert wurden zeigt, dass es offendicht zu keinerlei Virusvermehrung in den
Individuen kommt und sich auch ansonsten auf EleseHamolymph-Proteinmusters nichts
verandert (Abb. 35).
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Abb. 35: Injektion von 10° ABPV-Partikeln in Jungbienen.

Die Hamolymphproben wurden 24, 48, 72 und 96 h ragktion (p.i.) entnommen. Je 1,3 pl der
Hamolymphe eines einzelnen Individuums wurde aunk eSpur eines 10 % PAA/0,1 % SDS Gels
(Laemmli-Puffersystem) aufgetragen und anschlieReindr Elektrophorese unterzogen. Die Féarbung
erfolgte mit Coomassie Blau G250. Verwendeter Lastgndard: Fermentas SM0431. Als Kontrolle
(ABPV) dienten 6 pl der ABPV-Suspension, rot gakagichnet: VP 1, VP 2 und VP 3.

Typische Proteine in der Hamolymphe von JungbiesgolLp-lI und -Il = Apolipophorin-lI und -II,
Vitellogenin, Transferrin und IDGF4 = Imaginal Di€sowth Factor 4.

4.7.2. Die virale Vermehrung ist in Jungbienen langamer als in Larven

Im Gegensatz zu Larven, bei denen man nach Ubeitahreiner kritischen injizierten
Partikelzahl eine sehr rasche Virusvermehrung inmélgmph-Proteinmuster nachweisen
kann, lauft eine verfolgbare Virusvermehrung in Jiegen sehr viel langsamer ab. Ob
Jungbienen nach ithrem Tod ein ebenso breites $pekén induzierten und degradierten
Proteinen in ihrer Hamolymphe aufweisen, konntédeinicht untersucht werden, da die
Bienen bei 35 °C gehalten wurden und kurz nachmhi@d stets schon so ausgetrocknet
waren, dass keine ausreichende Menge an Hamolygeshennen werden konnte.

Zur Untersuchung des zeitlichen Ablaufs einer mrsehrung in Jungbienen analog zur
Virusvermehrung in Larven (Abb. 34) wurde zu versdenen Zeitpunkten nach Injektion
Hamolymphe entnommen. Es ist zu bemerken, dasdutegbienen mit found 19 Partikeln

hohere Konzentrationen injiziert wurden als Lar¢ahb. 36).
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12 hp.i.

|
ABPV ABPV !

n.. PBS 104 103
I r 10

ini. PBS 10*
II_II_I

ABPV ABPV I

103
| |

-QEEA/ ApoLp-I|

‘ ¥ ' q Vitellogenin
e e e N

Transferrin

S G ¢ et B ) NI
VP 1/4» VP 1
VP 2»> VP 2
VP 3> VP 3

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 L

©0000000000000

18 h p.i. 24 h p.i.
! ABPV ABPV''  ABPV ABPV'
[kDa] ni. PBS_ 104 10® ‘n.i.PBS 10 10% ABPV
s T |

ApoLp-I|

116 Vitellogenin

ApoLp-Il
67— —— —

Transferrin

45

35 VP 1/4 Pemses d . Pemwe—— VP 1
vp2® e s VP 2

25 VP 3rasssssees > | P - 3 VP 3

13 14 15 16 17 18 1920 21 22 23 L

Abb. 36: Zeitlicher Verlauf der viralen Vermehrung in Jungbienen.

(A, C) n.i.: nicht-infiziert, ABPV 18 bzw. 10: Anzahl der injizierten ABPV-Partikel. Die Hamolymproben
wurden 6, 12, 18 und 24 h p.i. entnommen. Je demlHamolymphe eines einzelnen Individuums wurde au
eine Spur eines 10 % PAA/0,1 % SDS Gels (LaemntielPsystem) aufgetragen und anschlieend einer
Elektrophorese unterzogen. Die Farbung erfolgte @Gubmassie Blau G250. Verwendeter Langenstandard:
Fermentas SM0431. ApolLp-l und -lIl = Apolipophorinihd -Il, IDGF4 = Imaginal Disc Growth Factor 4.
Induzierte virale Capsidproteine sind rot marki®&i: 1/4, VP 2 und VP 3B, D) Hemmhof-Test zum Nachweis
antimikrobieller Aktivitat. Als Indikatorbakteriundiente eine frische Ubernachtkultur véh flavus die als
Rasen auf eine Agarplatte ausgebracht wurde. 1gepgleichen Hamolymphproben wie auf den GeleA3)l-
wurden aufgetropft und Giber Nacht bei 37 °C inkubig5 pl Lysozym (L, 10 mg/ml) diente als Konteol
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Wiahrend in Larven bei fOinjizierten Partikeln schon nach 9 h eine Virusvehrung
sichtbar wird, sind die ersten Capsidproteine imgbienen erst nach 12 h und’ 1Gjizierten
Partikeln nachweisbar (Abb. 36A). Die Virusvermaigischreitet Gber die ndchsten Stunden
weiter voran, so dass 18 h p.i. sowohl bei 48 auch bei TOinjizierten Partikeln deutliche
Capsidproteinbanden auf dem Gel erscheinen. Andésbei Larven, bei denen die
Virusvermehrung noch stérker voranschreitet und sdi@ 1§ injizierten Partikeln in den
nachsten Stunden zum Tod fuhrt, begleitet von egref}en Menge an induzierten und
degradierten Proteinen, kommt es bei Jungbieneschen 18 und 24 h p.i. auch bei*10
injizierten Partikeln zu keiner so starken Viruswehrung und es erscheinen auch nur einige
zusatzliche schwache Banden im Hamolymph-Proteiten(abb. 36C).

Ebenso wie bei Larven kommt es in ABPV-infiziertéuingbienen offensichtlich zu keiner
Aktivierung des humoralen Immunsystems. Die HemmiFests zeigen keine antimikrobielle
Aktivitat in der Hamolymphe der virusinfiziertenrilybienen (Abb. 36B, D).

Betrachtet man allein das &ufR3ere Erscheinungsmlé#ann man an der Kdrperbeschaffenheit
keine Unterschiede zwischen nicht-infizierter un@PV-infizierter Jungbiene erkennen.
Allerdings kommt es bei starker Virusinfektion zeMaltensauffalligkeiten. In der Literatur
werden die offensichtlichen Symptome einer ABP\kkiion beschrieben als kraftlose,
zitternde Bewegungen (Bailet al., 1963). Dies lasst sich auch bei den im Laffzierten
Individuen sehr gut beobachten (Abb. 37). Nichiziefte Jungbienen verhalten sich ihrem
Alter entsprechend, suchen engen Korperkontakt sielen und laufen unauffallig. Ganz
anders die ABPV-infizierten Bienen: sie bewegerh &2d h p.i. schwach und zitternd, oft
erkennt man eine unnatirliche Beinstellung, auferémlen sie haufig um und brauchen
langere Zeit um wieder hoch zu kommen. Wahrend m@an nicht-infizierten Bienen bei
fortschreitendem Alter leider keine Fotos mehr mactkeann, da sie sofort wegfliegen
wuarden, schlagen die ABPV-infizierten Bienen zumil Tevar kraftig mit ihren Fllgeln,

schaffen es aber nicht abzuheben.
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Jungbienen, 24 h p.i.

ABPV 104 Partikel \

Abb. 37: Verhaltensauffalligkeiten von ABPV-infizierten Jungbienen.

n.i.: nicht-infiziert, ABPV 10 Partikel: Injektion von 1DABPV-Partikeln. Die Jungbienen wurden in den erste
24 h nach ihrem Schlupf infiziert, in Metallkastoh@berfiihrt und die nachsten 24 h bei 35 °C und4/0
relativer Luftfeuchte gehalten.

Betrachtet man die Uberlebensraten fiir diesen ¢ar§liabelle 34), so wird deutlich, dass
ebenso wie bei Larven, die Anzahl tberlebendervidden dann zurtickgeht, wenn eine
Virusvermehrung deutlich erkennbar ist und zudeenadisten zusatzlichen Proteinbanden im
Hamolymph-Proteinmuster auftauchen. Im gezeigtenvdraversuch féllt die Anzahl
Uberlebender bei fanjizierten Partikeln schon 12 h p.i. rasant a8f% (Abb. 34, Tabelle
32), wahrend bei Jungbienen erst 18 h p.i. bébz. 1d Partikeln ein moderater Riickgang
der Uberlebenden auf 77 bzw. 71 % zu verzeichnén(Tisbelle 34). Obwohl die
Virusvermehrung zwischen 18 h p.i. und 24 h pghtimehr so stark zunimmt und auch nicht
noch mehr zusatzliche Proteinbanden im Gel aufecisinkt die Anzahl Uberlebender
Jungbienen weiter auf 25 % furi@artikel und 42 % fir fPartikel.
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Tabelle 34: Anzahl Uberlebender Jungbienen (%) zu erschiedenen Zeitpunkten nach ABPV-
Infektion.

nicht-infiziert Verwundung ABPV-Partikel
Stunden (h) p.i. (n.i.) (PBS) 10 10’
6 10C (31/31)* 10C (27/27) 100(23/23) 10C (27/27)
12 10C (26/26) 10C (22/22) 10C (18/18) 10C (22/22)
18 10C (21/21) 10C (17/17) 77 (10/13) 71 (12/17)
24 10C (16/16) 10C (12/12) 25 (2/8) 42 (5/12)

* In Klammern: Anzahl Gberlebender Jungbienen immh&énis zur Gesamtanzahl.

4.7.3. Hamozyten als Ort der Virusvermehrung?

Eine fortschreitende Virusvermehrung lasst sich adhder viralen Capsidproteine leicht in
der Hamolymphe nachweisen. Allerdings bleibt diager offen wo es zur Synthese dieser
Capsidproteine kommt. Es bestehen verschiedeneidhégiten. So kénnte es z.B. zu einer
Vermehrung im Fettkdrper oder in Epithelzellen koemndie dann absterben und neben
Viruspartikeln auch vermehrt Capsidproteine fraieat Oder das Virus vermehrt sich
hauptsachlich oder ausschliel3lich in Hamozyten ladliglich das Einfrieren der Proben
und/oder die denaturierenden Bedingungen bei dé&léké&rophorese fihren dazu, dass die
Zellen reif3en und die Capsidproteine freigesetztiemr

Um diese Frage zu klaren wird ebenso verfahrenbeimm Nachweis, dass es sich bei IRp30
um ein sekretiertes Protein handelt (Abb. 16). &genommenen Hamolymphproben werden
direkt nach der Abnahme zentrifugiert und so diemdZyten sedimentiert. Eine
anschlieBende gelelektrophoretische Analyse zeigtlide, dass die viralen Capsidproteine
stark im Sediment vertreten sind (Abb. 38). Daschpifiir eine starke Virusvermehrung in

den Hamozyten.
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24 h p.i.
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Abb. 38: Gelelektrophoretische Analyse zur Priifungler Virusvermehrung in Hamozyten.

n.i.: nicht-infiziert,E. coli Injektion von 168 ZellenE. coli 682, ABPV: Injektion von 1DPartikeln. Alle
Proben wurden 24 h p.i. entnommen. Die normalen ¢igmphproben (Ham) stammen von einzelnen
Individuen. Fur die Proben der Uberstande (US) Sedimente (Sed) wurde die Hamolymphe von
jeweils 5 Bienen vereinigt und direkt im Anschldéis 15 min bei 12.000 Upm zentrifugiert. Auf die
jeweilige Spur eines 10 % PAA/0,1 % SDS Gels (Lad¢inRuffersystem) wurden je 1,3 pl der Ham- und
US-Proben und je 6 pl der Sediment-Proben, die rziv@5 pl 2xSP (10ul 2xSP bei ABPV, da wenig
Hamolymphe) in Lésung gebracht wurden, aufgetragew anschlielend einer Elektrophorese
unterzogen. Die anschlieRende Farbung erfolgte ®domassie Blau G250. Verwendeter
Langenstandard: Serva 39208.01.

ApoLp-I und -1l = Apolipophorin-1 und -Il, IDGF4 Fmaginal Disc Growth Factor 4. Die roten Pfeile
zeigen die in der Hamolymphe bzw. den Hamozyten ABPV-infizierten Bienen exprimierten
Capsidproteine VP 1/4, VP 2 und VF

4.8. Unterschiedliche Virusvermehrung in 8d-alten iBnen, Sammel- und Winterbienen

In Kapitel 4.3.3. wird beschrieben, dass in Samreadn und Winterbienen die Expression
von IRp30 und Carboxylesterasel einem leicht amd&dester folgt als in Jungbienen.
Zudem zeigt Kapitel 4.4.2., dass die Abnahme kelbildender Einheiten in alteren Bienen
schneller vonstatten geht. Es liegt also nahe, @asls eine ABPV-Infektion in dlteren Bienen
einem anderen Muster folgt als in Jungbienen. kg ifektion von 8d-alten Bienen wurden
zum besseren Vergleich dieselben ABPV-Konzentratioigewdahlt wie flr Jungbienen.
Wahrend bei Jungbienen (Abb. 36C) allerdings na8huttd 24 h schon eine deutliche
Virusvermehrung in Form der starken Capsidproteidea nachweisbar ist, so ist bei 8d-
alten Bienen erst 24 h p.i. und dann auch nur behdeen Konzentration von 1jizierten

Partikeln eine leichte Virusvermehrung erkennbdi(A39A, C).
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Abb. 39: Vermehrung von ABPV in 8d-alten Bienen.
n.i.: nicht-infiziert, E. coli Injektion von 16 Zellen lebendé. coli 682, ABPV 106 und 16: Injektion von 10
und 10 Partikeln. Die markierten Bienen wurden direkt @asn Honigraum gesammelt, Hamolymphproben
wurden 18 und 24 h p.i. enthomméa, C) Je 1,2 ul Hamolymphe der 8d-alten Bienen wurdémi@ijeweilige
Spur eines 10 % PAA/0,1 % SDS Gels aufgetragen ninalePuffersystem). Die anschlieRende Farbung
erfolgte mit Coomassie Blau G250. Verwendete Lastgamdards: Fermentas SM0431. Grun markiert sind die
Proteine, die in &lteren Bienen exprimiert werdenTabelle 28): Alpha-Gluc = Alpha-GlucosidasedEl =
Carboxylesterasel, Enolase und SP = Serinprot&a$svarz markiert sind die bekannten ApoLp-I und=lI
Apolipophorin-l und —Il und IDGF4 = Imaginal Discr@wth Factor 4. Rot markiert sind IRp30 und diealén
Capsidproteine VP 1/4, VP 2 und VP (8, D) Hemmhof-Test zum Nachweis antimikrobieller Aktitit Als
Indikatorbakterium diente eine frische Ubernachikulon M. flavus 1,5 pl der gleichen Hamolymphproben

wie auf den Gelen (1-8) wurden aufgetropft und (Macht bei 37 °C inkubiert. 1,5 pl Lysozym (L, 1@/ml)
diente als Kontrolle.
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Weitaus auffalliger ist jedoch das Ergebnis des méwof-Tests. Anders als bei Jungbienen,
deren Hamolymphe nach ABPV-Infektion keinerlei amkirobielle Aktivitat aufweist (Abb.
36B, D), ist in der Hamolymphe der 8d-alten Bienmgch Virus-Infektion eine starke
antimikrobielle Aktivitdt nachweisbar, wenn auchm@r noch schwécher als nakh coli
Injektion (Abb. 39B, D). Nicht irritieren lassenrflanan sich von der dunklen Farbung der
Auftropfstelle der n.i.-Proben. Diese dunkle Farbiyeg den Hemmhof-Tests ist typisch flur
Hamolymphproben von alteren Bienen und fuhrt leidazu, dass sie auf Fotos leicht mit
echten Hemmhofen verwechselt werden kénnen, wahbmidBetrachtung der Original-
Hemmhofe auf der Agarplatte eindeutig der Baktedasen erkennbar ist.

Betrachtet man die Anzahl Uberlebender 8d-alten&iein diesem Versuch, dann zeigt sich
vor allem, dass eine erkennbare VirusvermehrungHémolymph-Proteinmuster 24 h p.i

(Abb. 39C) wohl nicht ausreicht, um die Bienen imiteren Verlauf zu téten (Tabelle 35).

Tabelle 35: Anzahl Uberlebender 8d-alter Bienen (%)zu verschiedenen Zeitpunkten nach
ABPV-Infektion.

nicht-infiziert E. coli ABPV-Partikel
Stunden (h) p.i. (n.i.) o 10° 10’
6 10C (25/25)* 10C (15/15) 10C (15/15) 10C (15/15)
12 10C (21/21) 10C (12/12) 10C (12/12) 10C (12/12)
18 10C (16/16) 10C (7/7) 100(6/6) 10C (6/6)
24 10C (10/10) 10C (10/10) 10C (11/11) 10C (11/11)
48 80 (4/5) 10C (8/8) 10C (7/7) 10C (5/5)

* In Klammern: Anzahl Giberlebender Bienen im Vethis zur Gesamtanzahl

Bei der Betrachtung von Nektarsammlerinnen (Abb), E3kennt man im Hamolymph-
Proteinmuster auch bei gleichaltrigen Individuen ivitielle Unterschiede. Bei
unterschiedlich alten Nektarsammlerinnen (Abb. 4B)d diese Unterschiede noch etwas
extremer und erschweren Aussagen Uber eine moghReaktion auf Injektion vork. coli
oder ABPV. Das betrifft auch die Ergebnisse des iméof-Tests, denn bei zwei Individuen
gibt es als Reaktion nicht einmal die ansonsteistyqe Braunfarbung (Abb. 40, Spur 5 und
8). Man kann zumindest sagen, dass es innerhallerdean 24 h p.i. zu keiner sichtbaren

Virusvermehrung kommt.
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A Nektarsammlerinnen, 24 h p.i.
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Abb. 40: Vermehrung von ABPV in Nektarsammlerinnen.
n.i.: nicht-infiziert, E. coli: Injektion von 10 Zellen lebendé. coli 682, ABPV 18: Injektion von 18
Partikeln. Die Nektarsammlerinnen wurden vor demgkich abgefangerA) Je 1,2 ul Hamolymphe
wurden auf die jeweilige Spur eines 10 % PAA/0,1SBS Gels aufgetragen und anschlieRend im
Laemmli-Puffersystem einer Elektrophorese untermogBie anschlielende Farbung erfolgte mit
Coomassie Blau G250. Verwendeter Langenstandarthdrgas SM0431.
Grun markiert sind diejenigen Proteine, die in réiteBienen exprimiert werden: Vitellogenin, Alpha-
Gluc = Alpha-Glucosidase, CE1 = Carboxylesterakgiblase und SP = Serinprotease. Schwarz markiert
sind ApoLp-I und -Il = Apolipophorin-I und -Il, Tresferrin und IDGF4 = Imaginal Disc Growth Factor4.
Rot markiert sind die viralen Capsidproteine VR/B,2 und VP 3.
(B) Hemmhof-Test zum Nachweis antimikrobieller Aktitit Als Indikatorbakterium diente eine frische
Ubernachtkultur vorM. flavus 1,5 pl der gleichen Hamolymphproben wie auf dete® (1-9) wurden
aufgetropft und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. gl%ysozym (L, 10 mg/ml) diente als Kontrolle.

Wihrend eine injizierte ABPV-Partikelzahl von*1ei Jungbienen schon 18 h p.i. zu einer
deutlichen Virusvermehrung fuhrt (Abb. 36) und Bdtalten Bienen immerhin 24 h p.i. eine
leichte Virusvermehrung sichtbar wird, so hat did&PV-Infektion auf Winterbienen nur
eine auRerst schwache Auswirkung. Erst 96 h prd Wei 13 injizierten Viruspartikeln eine
leichte Virusvermehrung sichtbar und die Zahl areflfenden sinkt deutlich, allerdings ist
anzumerken, dass die Anzahl an Uberlebenden na@&h\/ABfektion ebenso stark zurtickgeht
wie nach Injektion vor. coli (Abb. 41, Tabelle 36).
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Winterbienen
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Abb. 41: Sichtbare Vermehrung von ABPV in Winterbienen nach 96 h.

n.i.: nicht-infiziert, E. coli Injektion von 18 Zellen lebendé. coli 682, ABPV 10: Injektion von 10
Partikeln. Die Winterbienen wurden am 1.3.10 direlds der Wintertraube gesammelt. Die
Hamolymphproben wurden 48 und 96 h p.i. entnomndenl,2 pul Hamolymphe wurden auf die
jeweilige Spur eines 10 % PAA/0,1 % SDS Gels aufgetn und anschlieBend im Laemmli-
Puffersystem einer Elektrophorese unterzogen. BsefdieRende Farbung erfolgte mit Coomassie Blau
G250. Verwendeter Langenstandard: Fermentas SM0431.

ApoLp-I und -1l = Apolipophorin-1 und -11, Vitellognin, Transferrin, CE1 = Carboxylesterasel, IDGF4
= Imaginal Disc Growth Factor4.

Tabelle 36: Anzahl Uberlebender Winterbienen (%) zwerschiedenen Zeitpunkten nach ABPV-
Infektion.

nicht-infiziert E. coli ABPV-Partikel
Stunden (h) p.i. (n.i.) o 10* 10°
24 10C (22/22)* 10C (26/26) 84 (25/21) 10C (25/25)
48 10C (18/18) 91 (22/20) 94 (17/16) 10C (21/21)
72 10C (14/14) 88 (16/14) 83(12/10) 10C (17/17)
96 10C (10/10) 70 (10/7) 67 (6/4) 92 (13/12)

* In Klammern: Anzahl tberlebender Bienen im Vethél zur Gesamtanzahl

Interessanterweise zeigt die Hamolymphe von Wiigedn selbst bei nicht-infizierten
Individuen antimikrobielle Aktivitat und auch die arholymphe ABPV-infizierter
Winterbienen ist antimikrobiell aktiv, wenn auchi lober héheren Partikelzahl nicht ganz so
aktiv (Abb. 42B, Proben 7-8).

103



4. Ergebnisse

A Winterbienen, 72 h p.i.
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Abb. 42: Vermehrung von ABPV in Winterbienen.
n.i.: nicht-infiziert, E. coli Injektion von 18 Zellen lebendé. coli 682, ABPV 106 und 1G: Injektion
von 10 bzw. 1G Partikeln. Die Winterbienen wurden am 15.2.10 kfiraus der Wintertraube
gesammelt. Die Hamolymphproben wurden 72 h p.n@nmen.(A) Je 1,2 ul Hamolymphe wurden
auf die jeweilige Spur eines 10 % PAA/0,1 % SDSsGalfgetragen und anschlieBend im Laemmli-
Puffersystem einer Elektrophorese unterzogen. BseldieRende Farbung erfolgte mit Coomassie Blau
G250. Verwendeter Langenstandard: Fermentas SM0431.
ApoLp-I und -1l = Apolipophorin-1 und -11, Vitellognin, Transferrin, CE1 = Carboxylesterasel, IDGF4
= Imaginal Disc Growth Factor4. Sowohl konstitutivder Hamolymphe vorhandene, als auch nach
Injektion von E. coli hochregulierte Proteine sind rot markiert: Carbesterasel und IRp30 =
Immune-Responsive protein 30.
(B) Hemmhof-Test zum Nachweis antimikrobieller Aktétit Als Indikatorbakterium diente eine
frische Ubernachtkultur vo. flavus 1,5 ul der gleichen Hamolymphproben wie auf dete (1-11)

wurden aufgetropft und Uber Nacht bei 37 °C inkttbiglit den Proben der Spuren 2, 6 und 9 wurde
kein Hemmhof-Test gemacht. 1,5 ul Lysozym (L, 10miydiente als Kontrolle.

4.9. Doppelinfektion mit ABPV und E. coli

Wie bereits gezeigt, reagieren sowohl Larven alshaiingbienen auf die Injektion von
Elizitoren wie lebendeE. coli Bakterien mit einer starken humoralen Immunantwdié

sowohl im Gel, in Form von Hymenoptaecin und Deilghsals auch im Hemmhof-Test
nachweisbar ist. Zwei zusatzliche Proteine, diealpgr zu Bestandteilen der humoralen
Immunantwort exprimiert werden, sind IRp30 und Oastlesterasel. Bei einer ABPV-
Infektion ist es jedoch so, dass Larven und Jumgimestark unterschiedlich reagieren,

allerdings fur beide nie eine humorale Immunantwiont Hemmhof-Test nachgewiesen

104



4. Ergebnisse

werden konnte. Die beobachtete antimikrobielle kit in den wenigen Hemmhof-Tests
von ABPV-infizierten alteren Bienen wird in der wexien Betrachtung vorerst vernachlassigt,
da dazu nur wenige Ergebnisse vorliegen und sowehNektarsammlerinnen als auch bei
Winterbienen auch nicht-infizierte Individuen animobielle Substanzen in der Hamolymphe
aufweisen.

Es stellt sich nun die Frage, ob die ABPV-Infektia angeborene humorale Immunantwort
komplett unterdrickt oder ob die humorale Immunamtvin Form von neu-synthetisierten
Proteinen wahrend einer ablaufenden Virusinfekgamfach auf der Strecke bleibt, da die
Proteinsynthese-Maschinerie des Wirts auf Viruspnat umgestellt wird. Um dies zu prtfen,
wurde die Reaktion von Larven und Jungbienen apktion vonE. coli und ABPV allein
untersucht, aber auch die Reaktion auf eine gleitige Injektion beider Pathogene.

4.9.1. Doppelinfektion von Larven

Bereits 12 h nach Injektion von 18BPV-Partikeln kann man die Virusvermehrung inrfor
der exprimierten Capsidproteine VP 1/4, VP 2 und3/€rkennen. Ebenso erkennt man die
deutliche Expression von Hymenoptaecin (H) nacekiinpn vonE. coliZellen, als auch nach
einer Doppelinfektion von ABPV undE. coli (Abb. 43A). Auch zeigen die
Hamolymphproben dieser beider Gruppen im Hemmhef-$&arke antimikrobielle Aktivitat
(Abb. 43B). Im Gegensatz dazu weist das Hamolymuiteihmuster der ABPV-infizierten
Larven, wie bereits bekannt, keinerlei Expressionmunspezifischer Peptide auf, ebenso
wenig konnte eine antimikrobielle Aktivitdt diesetamolymphproben im Hemmhof-Test
nachgewiesen werden. Ein Protein, das auf denneBiiek leider leicht mit Hymenoptaecin
verwechselt werden kann, da es die gleiche molekulMasse aufweist, ist ASP3c, ein
antennenspezifisches Protein, dessen Expressiéitenen Larven beginnt. Mittels nano-LC-
ESI-MS/MS-Analyse konnte allerdings die Anwesenhetin ASP3c und vollstandige
Abwesenheit von Hymenoptaecin in nicht-infizierterdividuen und in ABPV-infizierten
Individuen bestatigt werden (Abb. 43A).

Nach 24 h p.i. ist nur noch im Hamolymph-ProteintauslerkE. col-Gruppe Hymenoptaecin
nachweisbar, auf3erdem ist Defensinl (D) hinzugekemnks ist auch nur noch fir die
Hamolymphproben dieser Gruppe antimikrobielle Ak#itvim Hemmhof-Test nachweisbar.
Die Hamolymphproben der doppelinfizierten GruppeBRV und E. col), die 12 h p.i.
antimikrobielle Aktivitat zeigten, sind 24 h p.i. gaiv. Allerdings erkennt man nun im

Proteinmuster der doppelinfizierten Gruppe eingkst&irusvermehrung (Abb. 43A).
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Abb. 43: Zeitlicher Verlauf einer Doppelinfektion von Larven.

n.i.. nicht-infiziert, E. coli 10*: Injektion von 16 lebendenE. coli Zellen, ABPV 16: Anzahl der injizierten
ABPV-Partikel, E.c. 10" + ABPV 10: gleichzeitige Injektion der beiden Elizitoren wer angegebenen
Konzentration. Die Hamolymphproben wurden 12 undh2d.i. entnommen(A) Je 1,2 pl der Hamolymphe
eines einzelnen Individuums wurde auf eine Spuesibs % PAA/0,1 % SDS Gels (Laemmli-Puffersystem)
aufgetragen und anschliel3end einer Elektrophone®gangen. Die Farbung erfolgte mit Coomassie Ba60.
Verwendete Langenstandards: Serva 39208.01 und93®R0Als Kontrolle (ABPV) dienten 7 ul der ABPV-
Suspension. OBP 14 = Odorant binding protein 14P2S= Antennal-specific protein 3c. Rot markiert:
induzierte virale Capsidproteine VP 1/4, VP 2, VRurd induzierte AMPs: H = Hymenoptaecin und D =
Defensinl.(B) Hemmhof-Test zum Nachweis antimikrobieller Aktitit Als Indikatorbakterium diente eine
frische Ubernachtkultur vonl. flavus die als Rasen auf eine Agarplatte ausgebrachdewvur,5 pl der gleichen
Hamolymphproben wie auf den Gelen (1-16) wurdergetubpft und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. 1,5 pl
Lysozym (L, 10 mg/ml) diente als Kontrolle.

So wie es aussieht, fuhrt eine reine ABPV-InfektionLarven zwar zu keiner humoralen
Immunantwort, allerdings wird sie wohl auch niclirech eine ABPV-Infektion unterdriickt,
da es bei einer Doppelinfektion in den ersten 12ihzur Expression von AMPs kommt.
Allerdings beginnt die Virusvermehrung in doppeklidrten Larven zeitlich etwas verzogert,
auch wenn sie 24 h p.i. genauso stark scheintwgen ABPV-infizierten Larven. Und erst
dann, 24 h p.i., wenn die Virusvermehrung auf Hooten lauft, ist keine Expression von
AMPs mehr nachweisbar. Betrachtet man die Uberlaiaéen von doppelinfizierten Larven,
so erkennt man, dass zwischen dem Uberleben einppdlinfektion oder einer reinen
ABPV-Infektion kein allzu starker Unterschied bédtElrabelle 37). Der auf den ersten Blick
stark anmutende Unterschied in diesem Versucheisgénauerer Betrachtung nur auf eine

einzige Larve zurlckzufiihren und relativiert sicimaa
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Tabelle 37: Anzahl Uberlebender doppelinfizierter larven (%) zu verschiedenen Zeiten nach
Infektion.

nicht-infiziert E. coli ABPV E.c.10'+
Stunden (h) p.i. (n.i.) o 10° ABPV 10°
12 10C (10/10)* 10C (10/10) 80 (8/10) 80 (8/10)

24 10C (5/5) 8C (4/5) 20 (1/5) 0 (0/5)

* In Klammern: Anzahl Giberlebender Larven im Vethi& zur Gesamtanzahl.

4.9.2. Doppelinfektion von Jungbienen

Fur die Auswirkung einer Doppelinfektion in Jungiee wird lediglich der 24 h-Zeitwert

betrachtet, da vorher noch keine ausreichende ¥8rasehrung in Jungbienen nachweisbar
ist und Hamolymphproben von spateren Zeitwerten2dlsh, in denen eine noch stérkere
Virusvermehrung sichtbar ware, sehr schwer erbhltiind, da die Bienen nach ihrem Tod

schnell austrocknen.

A 24 hp.i B 24 h p.i.
| 1 | 1
E. coli ABPV E.c.10%+ E.coli ABPV E..105+ E.c. 10%
ABPV __ n.i. 104 103 ABPV 103 [kDa] [kDa] n.i. 105 10 ABPV 10* ABPV 103
[ A — | T 1 1 1 |
—— - —— o7 SYE= Tt EUEN ENes EmE
=== ==== [ Z’ P e ,I ! ! -_. -, ,_1“
e = RS <. < <P 14
VP1 VP 1/4 P e 29, < » <vp2
x:;g VP2 > 29 vt g € e - <yp3
VP3P 21
21
12,5
125 ASP3c—6; —— P H He
ASP3cP H . ASP3Ch H '
6.5 35
D D

1 2 3 4 5 6 7 L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
C oo @®@@ e @@ D 00 @@ 0@ 00 @@

Abb. 44: Auswirkung einer Doppelinfektion von Jungbienen.

n.i.. nicht-infiziert, E. coli 10 Injektion von 10 lebendenE. coli Zellen, ABPV 18 bzw. 1d: Anzahl der
injizierten ABPV-Partikel, E.c. 10 + ABPV 10: gleichzeitige Injektion der beiden Elizitoren ider
angegebenen Konzentration. Die Hamolymphproben evugd h nach Injektion (p.i.) enthnommen.

(A, B) Je 1,2 ul der Hamolymphe eines einzelnen Indivisdgiwurde auf eine Spur eines 15 % PAA/0,1 % SDS
Gels (A = Laemmli-Puffersystem, B = Tricine-Puffgsgem) aufgetragen und anschlie3end einer Elekbregke
unterzogen. Die Farbung erfolgte mit Coomassie B260. Verwendete Langenstandards: Serva 39208d1 u
39209.01. Als Kontrolle (ABPV) dienten 7 ul der ABRSuspension. ASP3c¢ = Antennal-specific proteinRat
markiert: induzierte virale Capsidproteine: VP V£ 2 und VP 3 und induzierte AMPs: H = Hymenoptaec
und D = Defensinl(C, D) Hemmhof-Test zum Nachweis antimikrobieller Aktitit Als Indikatorbakterium
diente eine frische Ubernachtkultur vih flavus die als Rasen auf eine Agarplatte ausgebrachdlevir,5 pl
der gleichen Hamolymphproben wie auf den Gelen)(dwtden aufgetropft und tber Nacht bei 37 °C inkub
Lysozym (L, 10 mg/ml) diente als Kontrolle.
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In beiden ABPV-Gruppen (Abb. 44A, B) ist 24 h mine starke Virusvermehrung in Form
der Capsidproteine VP 1/4, VP 2 und VP 3 ersichtliEbenso ist in den Hamolymph-
Proteinmustern der beidén coltGruppen und der doppelinfizierten Gruppen die Egpion
von Hymenoptaecin und teilweise auch Defensinlrerkar (Abb. 44A, B). Leider macht,
ebenso wie bei Larven, das Vorhandensein des Aakepecific protein 3c eine Aussage
allein anhand des Gelbildes unmoglich, da ASP3c gleeche molekulare Masse wie
Hymenoptaecin aufweist. Jedoch wurde auch hier Washandensein bzw. Nicht-
Vorhandensein des jeweiligen Proteins mittels MSHfsen bestatigt. Die Hemmhof-Tests
zeigen starke antimikrobielle Aktivitat in den Halyraphproben deE. col-Gruppen und der
doppelinfizierten Gruppen, allerdings nicht ganzssarke Aktivitat in der doppelinfizierten
Gruppe mit der héheren Viruskonzentratidh €oli + ABPV 10, Abb. 44B). Zusétzlich
zeigen auch die Hamolymphproben der ABPV-Gruppiie antimikrobielle Aktivitat, was
gelegentlich in ABPV-infizierten Jungbienen vorkomr@enau wie bei Larven fuhrt eine
ABPV-Infektion bei Jungbienen offensichtlich zu ker Unterdriickung der humoralen
Immunantwort auf eine gleichzeitig&. colrinjektion. Bei einer Doppelinfektion in
Jungbienen kommt es zu Schwankungen zwischen ee&rzélersuchsreihen. Bei einigen
Versuchen konnten nur Hymenoptaecin und eventuath aDefensinl entdeckt werden,
jedoch gab es keine Zeichen fir eine Virusvermapr@Abb. 44A). In wieweit die
Virusvermehrung moglicherweise in den folgenden &twnaufholt, konnte leider nicht
Uberpruft werden, da die doppelinifzierten Bienehativ rasch starben. In anderen Fallen
jedoch konnte sowohl Hymenoptaecin, als auch dimlen Capsidproteine in der

Hamolymphe nachgewiesen werden (Abb. 44B).
4.9.3. Auswirkungen einer ABPV-Infektion auf die Nalulation

Eine wichtige Form der zellularen Immunabwehr ist Modulation. Ein erster Schritt ist die
Mikroaggregation, das heif3t 10-20 Hamozyten bildersammen mit Bakterien kleine
Aggregate. Diese wachsen weiter und bilden schdie®oduli, die mit einer abschlieBenden
Schicht aus Hamozyten umschlossen werden. DurchriV&rung dieser Schicht werden die
Noduli dunkel (Stanley und Miller, 2006). So kanmanmz.B. nach Injektion von f@ellen
lebenderE. coli Bakterien die entstandenen Noduli leicht als sechev&Punkte unter der
Stereolupe erkennen, sie befinden sich hauptsécklitlang des Herzschlauches und der
Tracheen (Abb. 45A).
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In Experimenten mit Larven der parasitischen Wd2ipgpla turionellaeund der Wachsmotte
Galleria melonellawurde nachgewiesen, dass diese beiden Insektdnaaddnjektion des
Bovinen Herpes Simplex Virus-1 mit Nodulibildungaggeren (Buyukguzel et al., 2007;
Durmu et al., 2008). Daher lag es nahe diese Mdglictdugsh fir ABPV zu prifen.

Abb. 45: Nodulibildung nach einer septischen Injekibn.

Jeweils 10 Jungbienen wurd¢A) 10' Zellen lebendeE. coli, (B) 10° ABPV-Partikel und(C) 10* Zellen
lebendeE. coli + 10° ABPV-Partikel injiziert. 24 h p.i. wurden untemeim Stereomikroskop (Olympus SZX7)
die abdominalen Tergite entfernt und mit einer Qdys UC30-Kamera mehrere Fotos gemacht. Die
VergroRerung betragt 25 fur das gesamte Abdomervarfdr die Detail-Aufnahme. Die roten Pfeile zeigeuf
melanisierte Noduli.
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Es wurden Jungbienen als Versuchsobjekte gewdahlsiel auf einée. coliInjektion eine
starke Nodulibildung zeigen, wéahrend Larven nur eisifd schwach mit Nodulibildung
reagieren (personliche Kommunikation, H. Gaéatscheydr. Es wurden in drei
Versuchsreihen Jungbienen®*Tler 16 Viruspartikel injiziert und 24 h p.i. tberprufthsich
Noduli gebildet haben (Abb. 45B). Bei keiner dieB&nen kam es zu einer Nodulireaktion,
wéhrend es bei allen Bienen, dertencoli injiziert wurden, zu einer starken Reaktion kam
(durchschnittlich 108 Noduli pro Biene; Abb. 45A)ufl3erdem wird erganzend zu den
Ergebnissen der Auswirkung einer Doppelinfektiofh die humorale Immunantwort hiermit
auch fur die zellulare Immunantwort gezeigt, dasszemindest nicht vollstandig von einer
ABPV-Infektion unterdriickt wird, da die gleichzei@ Injektion von ABPV-Partikeln uni.
coli Bakterien ebenfalls zur Bildung von Noduli filhmtenn auch nicht so stark wie nach
alleiniger Injektion vork. coli (durchschnittlich 52 Noduli pro Biene; Abb. 45C).

4.10. Reaktion von Puppen auf eine ABPV-Infektion

In Kapitel 4.1.2. wird gezeigt, dass Puppen zunshde den ersten 24 h p.i. keine humorale
Immunantwort exprimieren. Zudem wird in Kapitel 84gezeigt, dass sich injiziere coli
Bakterien offensichtlich in Puppen vermehren und@sohrem Tod fuhren, der begleitet ist
von einer ungewohnlichen Graufarbung des ganzenpd{ér Varroa-Milben, die
Hauptibertrager von Virusinfektionen, vermehrerh sit verdeckelten Brutwaben, d.h. sie
vermehren sich auf Puppen und ernahren sich ven Hémolymphe. Damit erhalten Puppen
naturlich eine hohe Virusmenge. Was passiert nardem Virus in der Puppe? Laut Abb. 46
kommt es von Tag 1 bis 5 nur zu einer aul3erst sdevaVirusvermehrung, erkennbar am
Auftauchen des Capsidproteins VP 2 in allen viiiwierten Puppen. Ebenso wie Larven
und adulte Bienen reagieren auch Puppen nicht nmitEa@ression von antimikrobiellen
Peptiden auf eine Virusinfektion. Man konnte dammainen, die Virusinfektion hatte so gut
wie keine Auswirkung auf Puppen. Betrachtet ma@rdihgs das &ulRere Erscheinungsbild, so
stellt man fest, dass sich ABPV-infizierte Pupp&hnhmehr weiterentwickeln. Wahrend die
Kdrperhille der nicht-infizierten Puppen ab Tag # anfangt zu melanisieren, geschieht
nichts dergleichen bei Virus-infizierten Puppen (AHD).

Obwohl das Hamolymph-Proteinmuster und der Hemnitest- nur schwache Anzeichen fur
eine Auswirkung der Virusinfektion liefern, musgendetwas in den Puppen vor sich gehen,

dass zu einem Entwicklungsstillstand fuhrt.
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Abb. 46: Vermehrung von ABPV in weil3augigen Puppen.

(A) n.i.: nicht-infiziert, E. coli Injektion von 16 Zellen lebendeE. coli 682, ABPV 1d und 16:
Anzahl der injizierten ABPV-Partikel. Die Hamolymmoben wurden 1 d, 3 d und 5 d p.i
entnommen. Je 1,1 pul Hamolymphe wurden auf dieijgeeSpur eines 15 % PAA/0,1 % SDS Gels
aufgetragen (Laemmli-Puffersystem) und einer Etgkiorese unterzogen. Die anschlieBende Farbung
erfolgte mit Coomassie Blau G250. Verwendete Laegerdards: Serva 39208.01 und 39209.01.

(B) Hemmhof-Test zum Nachweis antimikrobieller Aktitit Als Indikatorbakterium diente eine
Ubernachtkultur vorM. flavus 1,5 pl der gleichen Hamolymphproben wie auf dezleG (1-11)
wurden aufgetropft und tber Nacht bei 37 °C inkubieysozym (L, 10 mg/ml) diente als Kontrolle.

n.i. 10* ABPV-Partikel

AN

. =l : AN —— ~—— @4~ =
Abb. 47:AuReres Erscheinungsbild nicht-infizierter (n.i.) tnd ABPV-infizierter Puppen.
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4.11. Die Behandlung von ABPV mit einer kiinstlicherRNase (aRNase) fiihrt zu einer

Inaktivierung des Virus

Kinstliche RNasen (aRNasen) sind kleine, synthatiddolekile, die das Phosphodiester-
Ruckgrat von RNA schneiden (Kuznetsova et al.,, 2008d dem Virus dadurch die
Maglichkeit nehmen sich in der Zelle vermehren parken. Da die Virushtlle beim Einsatz
von kunstlichen RNasen intakt bleibt, also ihre ig@m-Eigenschaften behélt, eignen sich
kunstliiche RNasen zur Herstellung von Impfstoff@oncharova et al., 2009). Fast alle
Bienenviren besitzen ein RNA-Genom und eignen sarhitfir eine Studie mit aRNasen. Im
Besonderen eignet sich aber ABPV, da von Govah €@00) die komplette Genomsequenz
entschlusselt wurde, von Bailey et al. (1963) dig/sico-chemischen Eigenschaften des
Virions beschrieben wurden und die AuswirkungereeiABPV-Infektion auf Honigbienen
weitreichend untersucht wurden (Bailey et al., 1968nersch und Aubert, 2010). AuRerdem
kann eine ABPV-Suspension bei -20 °C stabil gelagerden. Ein weiterer wichtiger Vortell
von ABPV liegt zudem darin, dass es bei einer lnéek von Bienenlarven zu einem
schnellen Tod fuhrt. Mit der kinstlichen Larvenaufat liegt ein einfacher, im Labor zu
handhabender Versuchsaufbau vor, der es ermogdhaerhalb kirzester Zeit eine ganze

Reihe an kiunstlichen RNasen auf ihre Wirksamketesten.

4.11.1. Toxizitats-Test an Larven

Die verwendete aRNase Dp12F6 wurde am ,Institut€leémical Biology and Fundamental
Medicine” in Novosibirsk (Russland) entwickelt umd Rahmen einer Zusammenarbeit von
Frau Prof. Marina Zenkova zur Verfigung gestelit. Morversuchen stellte sie sich als
wirksamste von funf aRNasen bei der Inaktivierungn VABPV heraus (Fedorova et al.,
2011). Eine Prufung der Toxizitat dieser aRNasgtzeiass selbst hohe Konzentrationen von
400 und 40 uM keinerlei Auswirkungen auf das Hamugia-Proteinmuster (Abb. 48) oder
das &aufRere Erscheinungsbild haben (Abb. 49). Auehird diesem Versuch ermittelte
Sterblichkeit von 88 % bei 400 uM und 75 % beipda ist nicht erhdht im Vergleich zur
Sterblichkeit von 75 % der Kontrollgruppe nachhwendung (PBS-Injektion). Diese beiden
doch sehr hohen Konzentrationen sind fur Larven idamgefahrlich und haben keine
Auswirkung auf das Uberleben und das auRere Ersehgsbild. Injiziert man nun eine
ABPV-LOsung, die vorher mit Dp12F6 in den getesteteler niedrigeren Konzentrationen
behandelt wurde, so kann man sicher sein, das&mjebnisse allein auf ABPV und/oder
dessen Inaktivierung zurtickzufuihren sind und keitefakt der aRNase sind.
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Larven, 24 h p.i.
Dpl2F6 !
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Abb. 48: Auswirkungen einer Injektion der kiinstlichen RNaseDp12F6 in Larven.

n.i.: nicht-infiziert, PBS: Injektion von Puffer ¥erwundung, Dp12F6: Injektion einer 400 und 40 uM
Lésung der kiinstlichen RNase Dp12F6. Alle Hamolyprphen wurden 24 h p.i. entnommen. Je 1,2 pl
der Hamolymphe eines einzelnen Individuums wurdieegne Spur eines 10 % PAA/0,1 % SDS Gels
(Laemmli-Puffersystem) aufgetragen und anschlie3einér Elektrophorese unterzogen. Die Farbung
erfolgte mit Coomassie Blau G250. Verwendeter Lastendard: Fermentas SM0431.

ApoLp-I und -l = Apolipophorin-l und -ll, VHDL = ¥ry High Density Lipoprotein, Hex 110 =
Hexamerin 110. Hex 70a/b/c = Hexerin 70a/b/c. IDGF4 = Imaainal Disc Growth Factt

a
PBS b
Dp12Fs,
C
40 pM
Dp12Fs, .
400 uM

Abb. 49: AuReres Erscheinungsbild von Larven nach Injektionzweier unterschiedlicher Konzentrationen
der aRNase Dp12FG§24 h p.i.).

n.i.. nicht-infiziert, PBS: Injektion von Puffer ¥erwundung, Dp12F6: Injektion einer 40 und 400 plsung.
Die roten Pfeile zeigen auf tote Larven.
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4.11.2. Wirksamkeit der kunstlichen RNase Dp12F6

Nachdem geklart war, welche Konzentrationen an BplReine negativen Effekte auf
Larven haben, wurde mit diesen und verschiedeneant& liegenden Konzentrationen
versucht, eine ABPV-Konzentration von “1@artikeln/pl, d.h. der 100fachen & zu
inaktivieren. Die hier gezeigten Ergebnisse dientenm Ermitteln der niedrigsten
Konzentration an Dpl12F6, die noch in der Lage wdPV effizient zu inaktivieren. Als
Kontrolle diente dieselbe ABPV-Konzentration mitskdben Vorbehandlung, allerdings ohne
Zusatz der kunstlichen RNase.

Anfanglich wurde die Losung von ABPV+Dpl12F6 vor dejektion in Larven um eine
Zehnerpotenz von foauf 1G Partikel verdinnt. Tabelle 38 zeigt die resultielen

Uberlebensraten einer Versuchsreihe.

Tabelle 38: Anzahl iiberlebender Larven nach Injekton von 13 ABPV-Partikeln inkubiert mit
Dp12F6.

ABPV + Dp12F6 ABPV-Konzentration ~ABPV-Konzentration  Uberlebensrate (%)
(M) wahrend Inkubation fur die Injektion 25 h p.i.
40 1d 10° 10C (10/10)*
4 1d 10° 10C (10/10)
0,4 1d 10° 9(1/12)
0,04 1d 10° 0(0/12)
Kontrolle 10 16 0(0/12)
ABPV (-Dp12F6)
n.i. - - 100(10/10)
PBS - - 10C (4/4)

* In Klammern: Anzahl Giberlebender Larven im Vethi&é zur Gesamtanzahl.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine 4 uM2B®16sung noch in der Lage ist, eine
ABPV-Suspension mit T0Partikeln/p! erfolgreich zu inaktivieren. Eine ipgrere Dosierung
der aRNase von einer Zehnerpotenz fuhrt in diesersith schon zu einem massiven
Riickgang der Uberlebenden auf 9 %.

Dieser Versuch wurde fur die Grenzwerte von 0,4 Or@4 puM wiederholt, gleichzeitig
wurde parallel fir die gleichen Konzentrationen Bpl2F6 die ABPV-Suspension auf
dieselbe Art vorbehandelt, allerdings erfolgte der Injektion in Larven keine Verdinnung

der fertigen Losung ABPV+Dpl2F6 mehr (Tabelle 3Bamit liegt die dann injizierte
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ABPV-Losung mit 18 Partikeln/ul insgesamt zwei Zehnerpotenzen tiberfe, von 16
Partikeln/ul, statt nur eine Zehnerpotenz wie irbdlle 38 gezeigt. Eine unvollstandige
Inaktivierung hat bei der hoheren Konzentratiorrksti®e Auswirkungen und wird dadurch
leichter ersichtlich.

Tatsachlich war es so, dass im Folgeversuch dasebhBig der Wiederholung mit 17 %
Uberlebenden fiir eine 0,4 uM Dp12F6-Losung und fliekine 0,04 uM Dp12F6-Lésung in
der gleichen Groéflienordnung lag wie zuvor beobadfitabelle 38). Wurde nun fur die
gleichen Konzentrationen an Dpl2F6 die inkubier@PX-Suspension vor Injektion nicht
mehr verdiinnt, so sank die Zahl Uberlebender ingMeh von 100 % auf 92 % fir die 40
UM Dpl2F6-L6sung, von 100 % auf 4 % fur die 4 uM BPipa-Losung und von hier 17 %
auf 0 % fur die 0,4 uM Dpl2F6-Losung. Anders alseirsten Versuch suggeriert fuhrt weder
die 4 uM, noch die 40 uM Dpl2F6-LOsung zu einetstahdigen Inaktivierung des Virus,
auch wenn die 40 uM Dpl2F6-Lésung sehr nahe daest. [Es gilt zu beachten, dass
vollstandige Inaktivierung hier bedeutet, dass eiaeend ABPV-Partikel inaktiviert wurden,
um keine Infektion der Larven mehr hervorzurufes.ld&deutet nicht, dass auch tatsachlich

alle vorhandenen Viruspartikel ausgeschaltet wurden.

Tabelle 39: Anzahl Uberlebender Larven nach Injekton von 1G und 10° ABPV-Partikeln
inkubiert mit Dp12F6.

ABPV- ABPV- . Durchschnitts-
ABPV + Dp12F6 . . Uberlebensrate (%) )
Konzentration Konzentration fir ) gewichte der
(uMm) ) S 24 h p.i.
wahrend Inkubation die Injektion Larven
0,4 1d 10° 17 (2/112)* ~ 96 mg
0,04 1d 10° 0 (0/12) ~72mg
40 10 10° 92(11/12) ~123mg
4 10 10' 50 (7/14) ~111 mg
0,4 1d 10' 0 (0/14) ~62mg
0,04 1d 10' 0 (0/14) ~59mg
Kontrolle
10* 10° 0(0/12) ~ 67 mg
ABPV (-Dp12F6)
n.i. - - 100(8/8) ~ 142 mg
PBS - - 75(9/12) ~ 148 mg

* In Klammern: Anzahl tberlebender Larven im Veth& zur Gesamtanzahl.

Den uberlebenden und toten Larven dieses VersuandenHamolymphe abgenommen und

diese gelelektrophoretisch analysiert um zu prifam,es zu Degradation oder zu einer
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erkennbaren Virusvermehrung kam. Die dafur verwmdélamolymphproben und Larven
sind sowohl in Abb. 50, als auch in Abb. 51 mieroarabischen Ziffern markiert.

Larven, 24 h p.i.
! ABPV + Dpl12F6 |
[kDa] | 40 uM 4uM  04uM 0,04 uM | ABPV 10* ABPV
[ 1T 1T 11 1T 1

ApoLp-l —p
VHDL —p
116

Hex 110 —>
Transferrin /Hex 70 a =% -
67 pe—
Hex 70b/Hex 70c - -

45

< VP 1/4 1 VP 1

32 VP 2

< VP 3
25

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Y
c d e f g

Abb. 50: Injektion einer inaktivierten ABPV-Suspension in Larven.
n.i.: nicht-infiziert, PBS: Injektion von Puffer ¥erwundung, ABPV+Dp12F6: Injektion einer ABPV-
Suspension, die jeweils mit 40 uM, 4 pM, 0,4 pM @4 pM der kinstlichen RNase Dp12F6 inkubiert
wurde. ABPV 16: Injektion von 10 ABPV-Partikeln zur Kontrolle. Alle Hamolymphprobevurden 24
h p.i. enthommen und auf eine Spur eines 10 % PAAS SDS Gels (Laemmli-Puffersystem)
aufgetragen und einer Elektrophorese unterzogea. H2irbung erfolgte mit Coomassie Blau G250.
Verwendeter Langenstandard: Fermentas SM0431.dbém Pfeile zeigen auf die viralen Capsidproteine
VP 1, VP 2 und VP 3. Die roten Ziffern bezieherhsiwf die Larven in Abb. 50, deren Hamolymphe hier
aufgetragen wurde. Die schwarzen Buchstaben zalgejeweiligen Konzentrations-Gruppen wie sie in
Abb. 50 zu finden sind. ApolLp-l und -lIl = Apolipophin-l und -ll, VHDL = Very High Density
Lipoprotein, Hex 110 = Hexamerin 110, Hex 70a/bidexamerin 70a/b/c.

Spur 1 und 2 (ABPV+Dpl2F6, 40 pM) zeigen das tympesdProteinmuster zweier
unauffalliger, lebender Larven ohne Anzeichen eiMeusvermehrung oder Degradation.
Auch das &aufRere Erscheinungsbild dieser zwei Laifdsb. 51) ist unauffallig. Es ist
offensichtlich eine ausreichende Menge der injteierld ABPV-Partikel inaktiviert wurden.
Dasselbe trifft fir Spur 3 (ABPV+Dp12F6, 4 uM) zypau® 4 hingegen zeigt das Hamolymph-
Proteinmuster einer toten, schwarzen Larve (Ablur51) und die aufgrund des Aussehens
zu erwartende starke Degradation der hochmolekuRreteine plus die zusétzlichen Banden
der neu-induzierten Proteine. Die Hamolymphproben Gruppen e, f und g stammen
allesamt von toten Larven. Wobei jeweils die e&peir einer Gruppe von einer toten, hellen
Larve stammt und die zweite Spur von einer totehwsrzen Larve (5-10 in Abb. 50 und 51).
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n.i. a
PBS b
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4 d
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Abb. 51: AuReres Erscheinungsbild von Larven 24 h nach Injetion inaktivierter ABPV-Suspensionen.
n.i.. nicht-infiziert, PBS: Injektion von Puffer ¥erwundung, ABPV+Dp12F6: Injektion von 40ABPV-
Partikeln, die in Anwesenheit einer Dp12F6-Losung 40, 4, 0,4 und 0,04 uM inkubierten, ABPV Konol
Injektion von 10 ABPV-Partikeln, die auf dieselbe Art vorbehandelirden, allerdings ohne aRNase. Die roten
arabischen Ziffern bezeichnen die Larven, deren ét@mph-Proteinmuster in Abb. 49 gezeigt wird.

Das aulere Erscheinungsbild und das HamolymphiRnatster der Larven, die nach
Injektion von offensichtlich unzureichend inaktiten ABPV-Partikeln  sterben,

unterscheiden sich nicht vom auf3eren Erscheinuldgshd vom Hamolymph-Proteinmuster
der Larven, die nach alleiniger Injektion vor? BKBPV-Partikeln sterben. In den toten, hellen
Larven zeigt sich die Virusvermehrung durch die Sidyroteinbanden VP 1/4, VP2 und
VP 3, wahrend in den toten, schwarzen Larven dgsfdaroteinbanden VP 1, VP 2 und VP 3

starker zutage treten.
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Wie bereits erwahnt gibt es verschiedene Krankheitie oftmals als spezifisch fur
verschiedene Entwicklungsstadien der Honigbienesibbnet werden (Sanford, 1987). Bei
naherer Betrachtung heil3t spezifisch allerdings iawufass sich nur flr ein bestimmtes
Entwicklungsstadium spezifische Symptome nennesetasks heil3t jedoch nicht, dass sich
diese Krankheiten nicht auch schéadlich auf andersvieklungsstadien auswirken konnen.
Eine genauere Betrachtung der Sackbrut zeigt, d@ssindeutigen Symptome nur bei der
Brut beobachtet werden kdnnen, Ammenbienen allgsdials symptomlose Tragerinnen
fungieren. Sie stecken sich an, infizieren evehtugth eine Zeitlang andere Larven, fangen
dann aber vorzeitig mit Nektar sammeln an und esteHomit keine Gefahr mehr fir den
Nachwuchs dar. Zusatzlich ist es wohl so, dass Bfivierte Bienen einen niedrigeren
Energieumsatz aufweisen, dadurch schneller abkjitdes der Wintertraube fallen und
sterben (Bailey und Ball, 1991).

In den letzten Jahren wird immer deutlicher, daskadliche Effekte, vor allem von
Viruserkrankungen, nicht nur auf ein Entwicklungsstim beschrénkt sind. Chen et al.
(2006) untersuchten z.B. die vertikale Ubertragumg KBV, SBV, DWV, BQCV und CBPV
von infizierten Koniginnen auf inre Nachkommen dadden heraus, dass der Prozentsatz an
infizierten Nachkommen mit voranschreitender Enkiing abnimmt. Waren z.B.
Kdniginnen gleichzeitig mit BQCV und DWYV infizierso waren es auch 100 % ihrer Eier,
aber nur noch 22 bzw. 65 % der Larven und soganaahn 5 bzw. 13 % der adulten Bienen.
Leider wurden keine mdglichen Grinde angegebern, ebast wahrscheinlich, dass stark
infizierte Individuen entweder von Ammenbienen entf werden oder aber nicht Gberleben.
Im Gegensatz dazu werden neben DWYV vor allem ABRBY und IAPV UberVarroa auf
Puppen und adulte Bienen Ubertragen (de Mirandh,€2010a; Genersch und Aubert, 2010),
was z.B. im Fall von ABPV erwiesenermal3en schon Beppen zu einer erhdhten
Sterblichkeit fuhrt (Bradsgaard et al., 2000). Bark also sein, dass es tendenziell zu starken
Verlusten in der Bienenkolonie kommt, die einem I@®shter aber nicht auffallen, da das
Volk im Friohjahr und Sommer einen Nettozuwachs tzeliggst im Winter wird es sehr
wahrscheinlich nicht mehr in der Lage sein zu igierh (Genersch und Aubert, 2010).

Da sich Larven, Puppen und adulte Bienen morphstbgiund physiologisch (Abb. 5)
voneinander unterscheiden und offensichtlich zunh Sehr unterschiedlich auf Infektionen
reagieren, ist es naheliegend die Immunreaktiotien drei Entwicklungsstadien separat zu

betrachten und zu vergleichen. Zum Einen die Immakiion des Organismus auf einen
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generell starken Aktivator des Immunsystems: damgnegative Bakteriurgscherichia coli,

zum Anderen die Reaktion auf eine virale Infektion.

5.1. Aufbau und Prozessierung des Polyproteins ORR®DNn ABPV

Da die ABPV-Vermehrung in der Hamolymphe Uber Cépsiteinsynthese verfolgt werden
konnte, wird im Folgenden darauf eingegangen, wadienin dieser Arbeit verwendete
Benennung der Capsidproteine von anderen, neuerkeitén abweicht. Wie in Abb. 27
schematisch dargestellt, codiert ORF2 fir ein Polgin, das in vier Capsidproteine
prozessiert werden muss. Dabei wird in neueren ifeé¢Tate et al., 1999; de Miranda et al.,
2010a) von VP2/VP4/VP1/VP3 als Reihenfolge diesapsitiproteine ausgegangen, wobei
VP2 das gro3te Capsidprotein bezeichnet. Dies sieht allerdings 1. der Reihenfolge der
Capsidproteine in Picornaviren (VP4/VP2/VP3/VP1liakura et al.,, 1981), bei denen die
Ziffern 1-4 die Capsidproteine in abnehmender GrbBeeichnen, 2. beispielsweise den
tatsachlichen GroRen der Capsidproteine des eltenfaistronischen Cricket Paralyse Virus
(CrPV), was in der Reihenfolge VP2/VP4/VP1/VP3 iesten wirde (Moore et al., 1980)
und 3. ebenso der ursprunglichen Benennung deridpaipteine von ABPV mit VP 1 als
gro3tem Capsidprotein (Govan et al., 2000). Bleiain dabei die Capsidproteine aufgrund
ihrer GroRe zu ordnen, kommt man zu der in diesdrei dargestellten Reihenfolge
VP1/VP4/NP2/VP3.

Die Generierung von vier Capsidproteinen aus eiRetgprotein verlangt drei Schnittstellen
(Abb. 27 und 29). Schnittstelle | befindet sich getien VP1/VP4, Schnittstelle Il zwischen
VP4/VP2 und Schnittstelle 1l zwischen VP2/VP3 (Aldy). Die Schnittstellen | und 1l
werden sehr wahrscheinlich von der viruseigenerP8fease geschnitten, bei der es sich um
eine chymotrypsin-dhnliche Cysteinprotease handatnach einem konservierten Glutamin
(Q) schneidet (Ryan und Flint, 1997; de Mirandalgt2010a). Das Motiv von Schnittstelle I
hingegen ist hochkonserviert in allen Dicistrovifgan Munster et al., 2002). Jedoch ist noch
nicht genau bekannt wie an Schnittstelle Il gedtdmiwird. Tate et al. (1999) und Liljas et al.
(2002) vermuten eine autokatalytische Prozessiemngrhalb des fertigen Viruspartikels,
also zu einem sehr spéaten Zeitpunkt. Anstelle emtokatalytischen Reaktion kdnnte aber
auch ein noch unbekannter Prozess innerhalb desx#&ile eine Rolle spielen.

Bei der Virusvermehrung in Larven (Abb. 34) und leelu Bienen (Abb. 36) taucht zeitgleich
und in denselben Mengen wie VP 2 und VP 3 ein \Ubeigprotein VP 0 auf, das aus VP 1

und VP 4 besteht. Das bedeutet, dass im Falle vBRVAnicht die Prozessierung der
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Schnittstelle I, sondern vielmehr die ProzessierdegSchnittstelle | erst viel spater erfolgt.
In der Tat konnte VP 1 als einzelnes Protein erst kiach dem Zelltod detektiert werden
(Abb. 34C). Dies stimmt tberein mit Ergebnissen\Zermehrung von CrPV unBrosophila

C Virus (DCV) in Drosophila Zellen, wo ein Vorlauferprotein entdeckt wurde,s dau
VP1/VP4 analog ist (Moore et al., 1980, 1981), wash bei diesen beiden Viren den Schluss
nahe legt, dass die Prozessierung der Schnittéteit viel spater stattfindet.

5.2. Reaktionen von Larven

ABPV-Infektionen sorgen erst seit der Verbreitung &&us tber di¢/arroa-Milbe fiur viele
Volkerverluste, wahrend ABPV-Infektionen vor dem&thleppung vorvVarroa als relativ
harmlos betrachtet wurden (Ball, 1985; Genersch Andert, 2010). Da die Milbe nur
Puppen und adulte Bienen parasitiert, Ubertragtda® Virus auch nur auf diese beiden
Entwicklungsstadien. Jedoch wurden ABPV und einggelere Viren, die Krankheiten
hervorrufen, die man als spezifisch fir adulte Brerbetrachtet, auch schon in Larven
nachgewiesen (Ball, 1985; Chen et al., 2006). ust las Immunsystem von Larven so stark,
dass es Virusinfektionen ohne gréf3ere Problemeckdrangen kann oder sterben infizierte

Larven einfach nur sehr schnell und werden schersitzt, sodass in der Folge davon die

Virusinfektion weitgehend unentdeckt bleibt?

SBV

Abb. 52: Symptome einer viralen Infektion in Larven Nicht-infizierte (n.i.) Larven und Larven, denen LPS
injiziert wurde, im Vergleich zu ABPV-infiziertendrven 24 h p.i. und SBV-infizierten Larven mindd @.i..

5.2.1. Auswirkungen einer Bakterieninfektion

Oberflachlich betrachtet scheint eine Injektion \Eancoli keine Auswirkung auf Larven zu
haben (Abb. 52). Ebenso verhalt es sich bei Impekinderer Elizitoren wie LPS oder

Laminarin. Betrachtet man allerdings die Auswirkengauf Proteinebene, so entdeckt man
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nach Injektion verschiedener Elizitoren die Expi@ss der bekannten, teils
bienenspezifischen AMPs Hymenoptaecin, Defensird. Aimaecin (Abb. 6A und 10). Diese
Expression beginnt relativ friih und ist schon zWwet 6 und 12 h p.i. im Proteingel oder
Hemmhof-Test nachweisbar (Abb. 9). Interessantamveverden diese AMPs einzig und
allein bei Larven auch schon nach bloRBer Verwunddryg Injektion eines Puffers, induziert.
Es scheint als werden Larven, denen ein schutze@atinpanzer fehlt, nach einer
Verwundung zumindest durch die relativ rasche Esgio; von Hymenoptaecin, Defensinl
und Abaecin ziemlich gut geschitzt. Die so indueietAMPs werden allerdings viel rascher
wieder abgebaut, als z.B. nach eiercoliInjektion (Abb. 7). Andere immunspezifische
Proteine, wie sie z.B. in adulten Bienen exprimvweetden (Abb. 6B, Kap. 5.4.1.), werden in

Larven nicht induziert.

5.2.2. Auswirkungen einer ABPV- oder SBV-Infektion

Wesentlich dramatischere Auswirkungen auf das & EBescheinungsbild der Larven haben
einige Virusinfektionen (Abb. 52). Die Sackbrut @virals brutspezifische Erkrankung
bezeichnet, da eine Infektion mit SBV dazu fuhrgddie Larven nicht in der Lage sind sich
zu verpuppen und sterben, was in stark durchseuclWitgkern zu einem beobachtbaren,
massiven Brutverlust fuhrt. Im Gegensatz dazu lna¢ ABPV-Infektion einen negativen
Effekt auf Puppen und adulte Bienen (Ball, 1985;n&sch und Aubert, 2010). Die
vorliegende Arbeit zeigt dariber hinaus die wesdnttiramatischeren Effekte auf Larven
(Abb. 34E und 52). Allerdings ist hier anzumerkeass derart starke Symptome in der Natur
sehr wahrscheinlich nicht vorkommen. Die dafur lgté Partikelzahl ist zwar nicht allzu
hoch, muss aber direkt in das Hamocoel injiziertdea. Ein Infektionsweg, dem Larven
nicht ausgesetzt sind, da erst die weiterentwiekeRuppen von défarroa-Milbe parasitiert
werden. Fir eine Infektion Uber das Futter sinden#ch mehr ABPV-Partikel notwendig
(Bailey et al., 1963). Dennoch ist dieser Infektwag in der Natur auch fir Larven nicht
auszuschlieBen, denn Bailey und Gibbs (1964) konntenindest fur adulte Bienen zeigen,
dass bei einer Futterung durch infizierte Biener &BPV-Menge in den gefltterten
Individuen zunimmt. Das Gleiche ist also fur Larvelenkbar, die von infizierten
Ammenbienen gefittert werden.

Betrachten wir die experimentelle Situation etwahaper: wahrend Injektionen von 10
Partikeln von den meisten Larven noch uberlebt exerdo tberleben nur noch 50 % der
Larven eine Injektion von 100 Partikeln (=kd) Tabelle 30; Fedorova et al., 2011). Eine
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Injektion von 1000 Partikeln fuhrt immer innerhalteniger Stunden zu einer raschen
Virusvermehrung in der Larve und damit zum Tod. &elden viralen Proteinen werden in
den letzten Stunden auch zahlreiche andere Protexpgimiert, darunter allein vier
Heatshock-Proteine, aber auch andere Proteine,ediweder an der Translation, dem
Energiehaushalt oder dem Schutz vor oxidativemsStigeteiligt sind (Abb. 32 und 34,
Tabelle 31). Die Reaktion von Larven auf eine ABRY¥ektion ist damit wesentlich
dramatischer als die Reaktion von Jungbienen, denfiiihren schon wesentlich geringere
injizierte Virusmengen in Larven zum Tod (Tabelle 2®b. 31), zudem kommt es 2. zur
Expression vieler neuer Proteine, und mit fortsitdineler Virusvermehrung auch zum Abbau
hochmolekularer Speicherproteine (Abb. 34) und &lauft die Virusvermehrung relativ
schnell und der Tod tritt meistens innerhalb vorhi. ein (Tabelle 32).

Wahrend bislang davon ausgegangen wird, dass siBRVAwahrend einer Infektion im
Gehirn und den Hypopharynxdriisen anreichert, welva aktive Virusvermehrung in diesen
beiden Organen nicht nachgewiesen wurde (BaileyMihte, 1969), zeigt Abb. 38, dass sich
ABPV in Hamozyten vermehrt. Dass es sich dabeitnotbl3 um Phagocytose infizierter
Zellen handelt, sondern um eine echte Virusvernmehrarkennt man am Vorhandensein von
VP1/VP4 und der Abwesenheit von singularem VP le ws nur in der reinen Virus-
Suspension (Abb. 28) oder kurz nach dem Tod nackiew ist (Abb. 34C). Vielleicht fuhrt
eine ABPV-Vermehrung in Hdmozyten dazu, dass dmus¥iermehrung in Larven so viel
schneller vonstatten geht als in Jungbienen, demweln besitzen mehr Hamozyten als adulte
Bienen (Wilson-Rich, 2008). Fibrosophila und einige Lepidoptera-Arten konnte gezeigt
werden, dass nur in Larven hamozytenbildende Orgambanden sind und auch nur in
Larven Proliferation stattfindet (Lemaitre und Huo#nn, 2007; Strand, 2008). Andere
zusatzliche Orte der Virusvermehrung, wie z.B. e@G&hirn oder Hypopharynxdrisen, sind
jedoch nicht auszuschlieBen, denn obwohl bei nur idjizierten Partikeln keine
Virusvermehrung in der Hamolymphe nachweisbar Bbb( 31) geht die Anzahl an
Uberlebenden zuriick (Tabelle 32).

Die Hauptabwehrstrategie gegen Virusinfektionen FStIA-Interferenz (RNAI). Da in
Drosophiladie wesentliche Beteiligung der RNAIi an der améilen Abwehr bei Infektionen
mit den Dicistroviren DCV und CrPV nachgewiesen degr konnten (van Rij et al., 2006),
und auch in Honigbienen die Funktionalitit der RMAaschinerie schon im
Embryonalstadium erfolgreich nachgewiesen wurdey¢Bet al., 2002), ist RNAi sehr
wahrscheinlich auch die Hauptabwehrstrategie irveémr Allerdings scheint RNAI im Falle

einer Virusinfektion, die ins Hamocoel gelangt,misonderlich gut zu funktionieren, da 1000
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injizierte ABPV-Partikel innerhalb von 24 h zum Téthren und auch die Injektion von nur
10 Partikeln bei einem Teil der Larven 24 h p.mzliod fuhrt (Tabelle 32). Aber wie bereits
erwahnt ist diese Methode, zumindest fur Larvenhanicht dem naturlichen Injektionsweg
nachempfunden. Larven werden entweder direkt Uberkénigin infiziert oder Uber das
Futter, das von Ammenbienen zubereitet wird. Beeeinfektion Gber die Konigin kdnnen
schon viele Nachkommen sterben, so dass vermuiicklie Larven Ubrig bleiben, die wenig
Partikel mitbekamen (Chen et al., 2006). Bei emm@en Aufnahme Uber das Futter wurde
schon von Bailey et al. (1963) nachgewiesen, dassemtlich hdhere Virusmengen
aufgenommen werden missen, um zum Ausbruch dekKeénzu fihren. Dies kénnte am
anti-viralen pH des Darms liegen, an vorhandeneoteBsen, Lipasen, aber auch an
Bestandteilen des Futters (Sparks et al., 2008).

Eine Expression antimikrobieller Peptide wie Hymataecin, Defensinl, Abaecin oder auch
anderer immunspezifischer Proteine kann nach eiB#V-Infektion zu keinem Zeitpunkt
beobachtet werden und ist auch nicht im Hemmhof-ashweisbar (Abb. 34). Daher stellt
sich die Frage, ob eine Virusinfektion mdglicherseciin der Lage ist, das angeborene
Immunsystem zu unterdriicken. Nach einer gleichgasiti Injektion des starken Elizitors
E. coliund ABPV, und vor allem durch die Beobachtung ®ififéhen Zeitwerts (Abb. 43),
erkennt man, dass wie erwartet 12 h p.i. die beieenAMPSs in deE. colkinjizierten Gruppe
exprimiert werden, aber nicht in der ABPV-infizemt Gruppe. In der doppelinfizierten
Gruppe hingegen wird neben der beginnenden Expred&r viralen Capsidproteine auch die
Expression von AMPs deutlich. Das angeborene Imysies wird also offensichtlich nicht
unterdrickt. Nach 24 h p.i. bleibt fur die reiBe colFGruppe und die reine ABPV-Gruppe
prinzipiell dasselbe Bild bestehen, in der dopgelierten Gruppe hingegen erkennt man eine
deutlich starkere Virusvermehrung, dafir aber sovgatkeine Expression an AMPs mehr,
was auch im Hemmhof-Test bestéatigt wurde. Es smhtaus, als ob das humorale
Immunsystem zwar nicht unterdrtickt wird, daflr aBérh p.i. nicht mehr in der Lage ist
AMPs zu produzieren. Der Grund dafir kdnnte in deranschreitenden Virusvermehrung
liegen und daran, dass die mRNAs, die AMPs codjeaarden Ribosomen mit den mRNAs
konkurrieren mussen, die virusspezifische Proteindieren. Die Zelle wird bei einer
Virusinfektion mit viralen mRNAs Uberflutet, wobaian im Fall von ABPV und je einem
IRES vor jedem ORF wirklich von einer Flut sprechkamn. Da ist es wahrscheinlich, dass
andere mRNAs nicht mehr translatiert werden. Ob A&Mon Hymenoptaecin, Defensinl
und Abaecin zwar transkribiert, aber nicht mehngtatiert werden, kénnte in zukinftigen

Experimenten mittels qRT-PCR lberpruft werden.
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5.3. Reaktionen wahrend des Puppenstadiums

Obwohl das Hauptaugenmerk auf der Untersuchunglmderunantwort von Larven und
adulten Bienen lag, da Uber diese beiden Entwigidstadien mehr bekannt ist, erwies sich
das Puppenstadium als sehr interessant.

Normalerweise verlauft die Metamorphose unter tiatien Bedingungen ziemlich behtitet in
verdeckelten Brutzellen im Stock. Das hat sichrditgs seit Einschleppung d&arroa-
Milbe vor Uber 30 Jahren drastisch geandert, da dieeMilbe vor allem DWV, ABPV, KBV
und IAPV auf Puppen lbertragen werden (GenerschAudiert, 2010). Es stellt sich daher
die Frage wie gut sich Puppen gegeniuber Pathogemezidigen kdnnen. Um eine Antwort
zu finden, wurden Puppen lebenBlecoliZellen injiziert, um die Reaktionsbereitschaft des
angeborenen Immunsystems zu prufen. Zudem wurdeAB®V aber auch ein pathogenes
Bienenvirus injiziert, wie es voNarroa Ubertragen wird. Allein schon eine oberflachliche
Betrachtung der infizierten Puppen fuhrt zu einefsehlussreichen Erkenntnis (Abb. 53):
Puppen sind einer Infektion anscheinend schutzlesgyeiefert, denn selbst eine relativ
harmlose Infektion mi€. coli Bakterien fuhrt zu einer Graufarbung des Korperd mam
Tod.

E. coli ABPV
105 Zellen 10° Partikel

1dp.i. |

" : N/ | S— . :
Abb. 53: AuReres Erscheinungsbild vaRuppen nach bakterieller oder viraler Infektion.
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5.3.1. Auswirkungen einer Bakterieninfektion auf da Puppenstadium

Wahrend eine Injektion voRB. coliin Larven oder adulten Bienen zu keiner Verandgmes
aulReren Erscheinungsbilds fuhrt, so fuhrt sie ippen zu einem todlichen Kollaps. Dieser
Kollaps kann durch die untypische Graufarbung depgen auch mit dem bloRen Auge
beobachtet werden (Abb. 26 und 53). Bei InjektiehehderE. coli-Zellen in Jungbienen
kommt es innerhalb weniger Stunden zu einer dckstis Abnahme an koloniebildenden
Einheiten. Fur injizierteM. flavusZellen erfolgt die Abnahme sogar noch schnellebdA
22A). Im Gegensatz dazu kommt es in Puppen bektign vonE. coliZellen zu keiner
Abnahme bzw. bei injizierteM. flavusZellen zu einer schwachen Abnahme (Abb. 24A). Es
scheint sogar so, als ob sich #&ecoli Bakterien optimal bei den 35 °C Aufzuchttemperatur
der Puppen vermehren, und zwar schon innerhalbedsten 24 h p.i. fast um eine
Zehnerpotenz von ca. 4 xlauf ca. 2 x 19Zellen. Es ist stark anzunehmen, dass es sich bei
den grauen Kolonien, die in Hemmhof-Tests mit Papaenolymphe erscheinen ebenfalls
um E. coli handelt (Abb. 24B). Eine Betrachtung der humordatemunantwort von Puppen
gibt auch eine mogliche Erklarung fir die beschmeb&eobachtung d.h. fir die starke
Vermehrung der Bakterien, denn es lassen sich wedeldmolymph-Proteinmuster noch im
Hemmhof-Test AMPs oder andere immunspezifische elfret nachweisen, ganz im
Gegensatz zu Larven oder adulten Bienen in denprineierte AMPs schon innerhalb von
6-12 h p.i. nachweisbar sind (Abb. 9). Selten kona®tin weiterentwickelten, rotaugigen
Puppen zu einer schwachen Expression von Hymeroptgbb. 8).

Nun bleibt aber die Frage offen, was fur die Bégeitg der lebendeNl. flavusZellen sorgt.
Es konnte sich um eine schwache Form der direkédolaren Immunabwehr handeln, bei
der gram-positive Bakterien schneller phagocytiegtden als gram-negativie. coli-Zellen,
deren Mureinschicht zusatzlich von einer kompleké&mbran umgeben ist. In diesem Fall
ware die aulierst langsame Phagocytose ein Hinwéisua wenige aktive Hamozyten in
Puppen. Dies widerspricht jedoch den Ergebnissen Wilson-Rich et al. (2008), die in
Puppen im Durchschnitt mehr als doppelt so vielenblgyten fanden als in Larven oder
adulten Bienen. Allerdings wird nicht beschriebeh, diese Hamozyten aktiv sind und um
was fur eine Art von Hamozyten es sich handelt,ndarcht alle Hamozyten zeigen
phagocytotische Eigenschaften (Trenczek, 1998)ntedl verlauft eine Immunreaktion in
Puppen auch einfach nur viel langsamer als in ltarwder Jungbienen. Ergebnisse mit
Drohnen (H. Gatschenberger, BEEgroup) zeigen, das®rohnenpuppen AMPs nach

Injektion von E. colirZellen exprimiert werden, allerdings erst 48 h..pDie eigentliche

125



5. Diskussion

Induktion dieser aul3erst langsam verlaufenden Espe begann aber sehr wahrscheinlich
gleich nach Injektion der Bakterien. Es kdnnte seli@mss erste niedrige Mengen an AMPs
ausreichen um die gram-positiveéh flavus Bakterien auszuschalten, allerdings musste sich
das auch im Hemmhof-Test bemerkbar machen. Zudehebtlann immer noch die Frage
offen, warum die Anzahl ail. flavusZellen im weiteren zeitlichen Verlauf nicht nocleiver
reduziert wird, sondern eher in Richtung einer kam®&n Menge tendiert. Sind. flavus
Bakterien vielleicht nicht in der Lage sich so sdhndiesem neuen Medium
,Puppenkorperflissigkeit’ anzupassen wke coli Bakterien und einige sterben daher zu
Beginn der Infektion? FUr genauere Aussagen mussstere Experimente Uber langere
Zeitraume durchgefuhrt werden. Mittels qRT-PCR diefich dann z.B. auch priufen, ob
eventuell das Immunsystem von Puppen genauso scmukekffizient aktiviert wird wie das
Immunsystem von Larven oder Jungbienen, aber eekbnlie mMRNAs der AMPs zu stark mit
den mRNAs der neu entstehenden Proteine und Stewmkkkompetitieren missen und daher
die Expression langsamer von statten geht. Viditeist ein langsam funktionierendes
Immunsystem in Puppen aber auch evolutionar vortedoMWahrend der Metamorphose
kommt es zu einer kompletten Umstrukturierung deégpkrs. Ein schnell reagierendes
Immunsystem kodnnte in dieser Phase zu kostenintesesin oder auch stérend, falls es sich
neuentwickelnde Strukturen plotzlich als kdrperfdeminstuft und versucht zu eliminieren.
Ein andere, oder auch erganzende, mdgliche Erldéfiindie zumindest in den ersten 24 h
aulRRerst schwache bis fehlende Immunantwort war&aligebung, in der das Puppenstadium
ablauft: eine vollstandig verdeckelte Wachszelle fnktionierendes Immunsystem ist in
einer derartig geschutzten Umgebung nicht notwerdigsich daher eventuell nie entwickelt
oder mit voranschreitender Sozialisierung wiedertiigkentwickelt. Eine Betrachtung des
Immunsystems von Puppen solitdr lebender Bienem waher interessant. Am Besten von
Arten, deren Puppenstadium unterschiedlich gut lgegt ablauft, bzw. von Arten, deren

Metamorphose z.B. in Erdlochern ablauft, einer Ubogeg, reich an Mikroorganismen.

5.3.2. Auswirkungen einer ABPV-Infektion auf das Pppenstadium

Wie diese Arbeit zeigt, sind Puppen bakteriellere§ern so gut wie schutzlos ausgeliefert.
Im Fall vonVarroa handelt es sich jedoch bei den Ubertragenen Erregesschlief3lich um

Viren wie z.B. ABPV. Leider kénnen sich Puppen atech Viren gegentber nicht schitzen.
Zwar zeigen sie keine starke Anderung ihres duREmscheinungsbildes wie nach einer

E. colrInjektion, jedoch wird spatestens 4 d p.i. dettlidass ABPV-infizierte Puppen in
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ihrer Entwicklung nicht nur verzégert sind, sond&omplett stehenbleiben (Abb. 47). Das
Virus muss sich daher so stark in den Puppen vaenelass keine Ressourcen mehr ubrig
bleiben, um die Umstrukturierung des Koérpers voudmingen. Leider konnte eine derart
starke Virusvermehrung nicht nachgewiesen werddsb. A6 gibt nur Hinweise auf eine
relativ schwache Virusvermehrung, erkennbar an reiBande, bei der es sich aller
Wahrscheinlichkeit nach um VP 2 handelt. Es lasgst sinerhalb der nachsten Tage keine
Verstarkung der Virusvermehrung beobachten, sondeit vielmehr so aus, als ob die
Virusvermehrung selbst 5 d p.i. auf derselben Sait wie am Anfang. Dies steht in
starkem Kontrast zur Virusvermehrung in Larven, dahon innerhalb von 12 h p.i. im
Hamolymph-Proteinmuster  zutage tritt (Abb. 34C). eDi Zentrifugation der
Hamolymphproben von Puppen war viel zu schwachfrera Viruspartikel oder -proteine in
gro3er Menge zu sedimentieren, daher kann sie rswit negativ auf den Nachweis der
Virusvermehrung ausgewirkt haben. Zentrifugiert deudeswegen, da Puppen so gut wie
keine festen inneren Korperstrukturen aufweisen deiter nicht direkt reine Hamolymphe
gewonnen werden konnte. Vielmehr wurde eine dickilje, tribe Korperflussigkeit
entnommen, die sowohl die Hamolymphe als auchrabglichen, gelésten anderen Stoffe
enthalt. Der durch die Zentrifugation erhaltene tstsnd kann als Hamolymphe bezeichnet
werden, da er sowohl typische Proteine der beideter@an Entwicklungsstadien, als auch
puppenspezifische Proteine enthalt (Abb. 5). Ume estarke Virusvermehrung sicher
ausschlieRen zu koénnen, wurde auch das Sedimeatekfebphoretisch analysiert. Das
resultierende Proteinmuster (nicht abgebildet)tzegdpen unzahligen Banden bei den ABPV-
infizierten Puppen ebenfalls eine Bande auf der Hddre VP 2, und zwar in der gleichen
Intensitat wie in Abb. 46. Die Virusvermehrung &so tatsachlich nicht so stark wie man
angesichts des Entwicklungsstillstands vermuterdejid.h. bei weitem nicht so stark wie in
Larven. Madoglicherweise gibt es noch ein Gewebe upgden, das auch wahrend der
Metamorphose intakt genug ist um den Viren die Nbbdgeit zu geben sich dort zu
vermehren, eventuell das Darmepithel, der Fettkbgaer das Hautepithel. Es bleibt also
weiterhin die Frage offen, wo sich ABPV in den féine natirliche Infektion &auf3erst
empfanglichen Puppen vermehrt. Eventuell in den é#ten, die bis ins adulte Stadium
Uberdauern? Laut Wilson-Rich et al. (2008) habempEno mehr als doppelt so viele
Hamozyten wie Larven. Warum vermehrt sich ABPV iesén Hamozyten nicht so stark wie
in denen des vorhergehenden Larvenstadiums? Las®én die Hamozyten eventuell
irgendwo nieder, was in einigen anderen Insektermgewiesen wurde (Strand, 2008), und

verbleiben so bei einer Abnahme der Hamolymphe ibnpEr? Diese sessilen Hamozyten
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kénnen zwar schnell reaktiviert werden, allerdingarde das noch nicht in Puppen
nachgewiesen. Inaktive Hdmozyten wéren eine Ertifiir beide Ph&dnomene: die geringe
Abnahme an koloniebildenden Einheiten in Puppein igakterieninfektion und der fehlende

Nachweis der starken Virusvermehrung, die ganzsitgendwo in Puppen vonstatten geht.

5.4. Reaktionen von adulten Bienen

Das Akute Bienen Paralyse Virus hat seinen Namenden fir adulte Bienen typischen
Zeichen von Paralyse (Bailey et al., 1963). Wahreiaht-infizierte, oder auclt. colr

infizierte Jungbienen eine normale Beinstellunggeri und sich unauffallig bewegen, so
zeigen ABPV-infizierte Bienen eine anormale Beiltstey und eine unsichere Kdrperhaltung
im Stehen oder Laufen. Abb. 54 zeigt dazu im Vechleine Biene mit den fur eine DWV-

Infektion typischen deformierten Flugeln.

n.i./E. coli ABPV DWV

Abb. 54: Nicht-infizierte und virusinfizierte Jungbienen. Die nicht-infizierte Biene und die mit den
verkruppelten Fligeln, die offensichtlich an DW\krankt ist, wurden direkt nach dem Schlupf fotogmaf die
ABPV-infizierten Bienen 24 h nach Injektion von*Miruspartikeln. (Fotos: Mario Pahl, Klara Azzami)

5.4.1. Auswirkungen einer Bakterieninfektion auf adlte Bienen

Wie bereits bekannt exprimieren Jungbienen, ebemso Larven, nach Infektion bzw.
Injektion von E. coli die AMPs Hymenoptaecin, Defensinl und Abaecin (ABpb Ebenso
konnte im Hemmhof-Test antimikrobielle Aktivitdt rde Hamolymphproben von
immunstimulierten Jungbienen nachgewiesen werdeheivdiese antimikrobielle Aktivitat
den gleichen zeitlichen Verlauf zeigt wie in immtimalierten Larven und schon innerhalb
weniger Stunden nachgewiesen werden kann (Abb. 9).

Dartber hinaus wurde aber auch die Expression ven anderen immunspezifischen
Proteinen beobachtet (Abb. 6 und 15): 1. die beleamrophenoloxidase (ProPO), 2. das
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Peptidoglycan Recognition Protein-S2 (PGRP-S2¢jrge Carboxylesterase, die zur besseren
Spezifizierung als Carboxylesterasel (CE1l) bezeichmird, und 4. das noch relativ
unbekannte Immune-Responsive Protein 30 (IRp30).

Die ProPO, die in Jungbienen sowohl nach Verwundalegauch nach Infektion auftaucht,
liegt im Organismus als inaktives Vorlauferproteor und wird bei Bedarf durch Abspaltung
einer N-terminalen Sequenz in die aktive Phenolmsed(PO) umgewandelt. Die aktive PO ist
hauptverantwortlich fiir die Melaninbildung zum Wuedschluss, gleichzeitig werden aber
auch Chinone mit cytotoxischen Eigenschaften prmuitjzdie eindringende Pathogene
abtoten. In Bienen wurde ProPO gleichmalig verigillganzen Korper von Arbeiterinnen
gefunden (Lourenco et al., 2005). Drosophila z.B. wird das Zymogen ProPO in einer
speziellen Art von Hamozyten, den ,Crystal cell€spgeichert, die bei einer Verwundung
aufreiRen und das Zymogen freisetzen, das danniredie aktive PO umgewandelt wird
(Lemaitre und Hoffmann, 2007).

In Drosophilawurden verschiedene Arten von PGRPs gefundenjedmach Art den Toll-
oder Imd-Signalweg aktivieren, wobei einige PGRPshiwauch in der Lage sind
Peptidoglycan zu spalten (Steiner, 2004). Garvet.¢2006) fanden zudem, dass das l6sliche
PGRP-SC1a irosophilawichtig ist fir die Phagocytose v@taphylococcus aureulber
die Funktion von PGRP-S2 in Honigbienen ist jeddeider noch nichts bekannt. Die
Expression von PGRP-S2, CE1 und IRp30 wird nichthnainer bloRen Verwundung,
sondern nur nach Injektion von Elizitoren, wie zBB.coli, induziert (Abb. 11B). Dabei zeigt
die Expression den gleichen zeitlichen Verlauf die Expression von AMPs (Abb. 9 und
15). Dass es sich im Fall von CE1 und IRp30 dabeieine echte Expression handelt, und
diese Proteine nicht wie ProPO irgendwo gespeicteetiegen und schnell aktiviert werden,
ist daran ersichtlich, dass es ca. 12 h dauersikignittels Western-Blot erstmalig in der
Hamolymphe detektiert werden kénnen (Abb. 15). Zmdeurden von Albert et al. (2011)
nach Injektion vork. coliZellen erhohte mRNA Mengen an IRp30 gefunden. Stwak1l,
als auch IRp30 weisen eine Signalsequenz auf, edelissich daher um sekretierte Proteine,
die an die Hamolymphe abgegeben werden, bleibtnouh die Frage nach dem Ort ihrer
Synthese. Durch Zentrifugation der Hamolymphprokemte das Vorhandensein der beiden
Proteine in der Hamolymphe und die Abwesenheit m ld@mozyten nachgewiesen werden
(Abb. 16), was zumindest Hamozyten als Ort der I$3s#¢ ausschliel3t. Albert et al. (2011)
fanden, dass IRp30 mMRNA in Sommerbienen nach lidfielgleichmallig im ganzen Koérper
verteilt ist, was fur eine Vermehrung in einem wedrbreiteten Epithel spricht, wahrend

allerdings in Winterbienen IRp30 mRNA hauptsachlich Fettkorper zu finden ist.
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Allerdings zeigen Winterbienen auch insgesamt aheees Muster bei der IRp30 Expression
als Sommerbienen (Abb. 20). Die exakte Funktion i®p30 und CE1 konnte leider noch
nicht geklart werden. Bei IRp30 handelt es sichaimProtein mit einem LRR (,leucine-rich
repeat”) und einem echten Leucin-Reissverschlusgmats eine Interaktion mit anderen
Proteinen nahelegt. lAnopheles.B. spielen Proteine mit LRR-Motiven eine wichtigelle

in der zellularen Immunabwehr (Povelones et al0920Bei Carboxylesterasen von Insekten
geht man davon aus, dass sie zusammen mit andeegmEn wie sauren Phosphatasen und
Proteasen Bestandteile der Hamozyten sind (Lanateal., 1998). Interessanterweise weist
CE1 als einzige von 24 iapis gefundenen Carboxylesterasen genauso wie IRp30eeicin-
Reissverschlussmotiv auf (Albert et al., 2011). risvat al. (2006) fanden, dass die Biene nur
ca. ein Drittel der Gene fur Paraloge der Signdkden des angeborenen Immunsystems
besitzt wieDrosophila oder Anopheles Die Chancen stehen also gut mit IRp30 und CE1
bienenspezifische, oder genauer gesagt hymenoppemfische Immunproteine gefunden zu
haben, die unabhangig von den bereits bekanntenal®askaden agieren oder diesen
Signalkaskaden eventuell vorgeschaltet sind. In Tr konnten Albert et al. (2011) das
IRp30-Gen in 23 Hymenopteren-Arten nachweisen, rdillgs nicht in 27 Nicht-
HymenopterenNasonia vitripennigst dabei die einzige nicht-soziale Hymenoptenedér
das Gen nachgewiesen wurde, wobei es hier phyltigeneweit entfernt von den IRp30-
Genen der anderen Hymenopteren scheint. AufgruesediBefunde wird von Albert et al.
(2011) die Moglichkeit in Betracht gezogen, dassiels zumindest bei IRp30 um ein Protein
handelt, das eine Rolle im sozialen Zusammenleperien konnte. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass IRp30 urspringlichem ldymenopteren vorhanden war, im
Laufe der Evolution allerdings in einigen Arten seltwand oder verdndert wurde, wie am

Beispiel vonNasoniaund zwei Myrmicinen-Arten gezeigt wird.

Abgesehen von der Expression von AMPs und vier ramdenmunspezifischen Proteinen
konnte bei Jungbienen nach Injektion lebender Bagrieeine weitere Beobachtung gemacht
werden, und zwar eine relativ rasche Abnahme ddoniebildenden Einheiten in der
Hamolymphe (Abb. 22A). Wahrend sidB. coliZellen in Puppen offensichtlich noch
vermehren, so werden sie in Jungbienen schon inbevba zwei Stunden deutlich in ihrer
Zahl reduziert. Gram-positivél. flavusZellen, bei denen in Puppen lediglich eine sehr
schwache Abnahme beobachtet wurde, werden sogdr wesentlich schneller und fast
vollstandig aus der Hamolymphe entfernt. Und daeerihalb eines Zeitraumes, in dem es

noch zu keiner gesteigerten Expression an AMPs imalerunspezifischen Proteinen kommt
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(Abb. 9B, 15 und 22B). Mdégliche Ursachen sind sehau nennen. Es kdnnte sich um einen
Teil der zellularen Immunantwort handeln, wobei.Z\®dulation allerdings erst nach ca. 4 h
beobachtet werden kann, was nicht heil3t, dass deodyten nicht schon friher anfangen
zusammen mit den Bakterien Aggregate zu bilden diede womdoglich erst nach 4 h
erkennbar sind. Eine weitere Mdglichkeit ware Plgtiuse, wobeM. flavusZellen aufgrund
ihres Aufbaus vielleicht schneller phagocytiert eear konnten alsE. coli-Zellen. Ein
konstitutiv in der Hamolymphe vorhandenes antimketles Peptid, wie z.B. Lysozym oder
Defensinl, das in der Lage ware spezibl flavus schnell zu eliminieren, kann
ausgeschlossen werden, da es auch im Hemmbhof-leshem deutlich positiven Ergebnis
fuhren wirde, was nicht der Fall ist (Abb. 22B)eDetzte mdgliche Erklarung liegt in der
raschen Verfugbarkeit der Phenoloxidase, die ladtigimittels Proteolyse der ProPO
gewonnen werden muss (Lourenco et al., 2005). Diedyzierten Chinone weisen
cytotoxische Aktivitat auf und kdnnten so zu einschnellen Rickgang an koloniebildenden
Einheiten in der Hamolymphe beitragen. Vielleichtkivsich auch hier der unterschiedliche
Aufbau der bakteriellen Zellwand aus, was z.B. d&#ut, dass gram-positive Bakterien
schneller durch Chinone zerstdrt werden als gragainge Bakterien. Was auch immer der
Grund fiur die schnelle Eliminierung der koloniebitdden Einheiten auch ist, ist sehr
wahrscheinlich auch mit ein Grund dafir, dass esekbekannten bakteriellen Krankheiten
bei adulten Bienen gibt. Ein anderer Grund ist miatil die bereits erwdhnte Expression an
AMPs, die ein breites Wirkspektrum haben. So wurdg fir Apidaecine (Casteels et al.,
1989) nachgewiesen, dass sie hocheffektiv gegeigeeipflanzenassoziierte, aber auch
pflanzenpathogene Bakterien wirken, mit denen Biesehr wahrscheinlich auf ihren

Sammelfligen in Kontakt kommen.

Versucht man nun die Erkenntnisse aus den Expetanemit Jungbienen auszuweiten auf
altere Bienen, wie z.B. Nektarsammlerinnen oder té/bienen, kommt man zu
Uberraschenden Ergebnissen, was auch nicht allzwuweerlich ist. Jungbienen und
Sammlerinnen oder Winterbienen zeigen schon im snflierten Zustand deutliche
Unterschiede in ihren Hamolymph-Proteinmustern (Ab®d und 18), wobei nur in dlteren
Bienen jede Menge zusétzliche Proteine exprimiegtden (Tabelle 28), wie z.B. eine
Serinprotease, die wahrscheinlich Bestandteil derinfrotease-Kaskade ist und das
Zymogen ProPO in die aktive PO umwandelt. AuRer@emToll-like receptor 13-like mit
LRR, was eine Interaktion mit anderen Proteinenelet, Uber dessen Funktion allerdings

leider nichts bekannt ist, und zudem eine AlphaeGsidase-II, die in der Hamolymphe und
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im Ventriculus vorkommt und Saccharose in Glucose Fnuctose spaltet, die dann ca. 50 %
des Blutzuckers ausmachen, wahrend die restlicBeb Bus Trehalose bestehen (Kubota et
al., 2004). Betrachtet man aus Neugierde das Rrotester von Kopfextrakten, so tauchen
noch wesentlich mehr unterschiedlich exprimiertetéine auf, die allerdings hauptsachlich
mit dem Energiehaushalt und Stoffwechsel, aber aithler Futtersaftproduktion (MRJPS)
assoziiert sind (Tabelle 29) und auf die Aktivibgstimmter Kopfdrisen in Ammenbienen
und Nektarsammlerinnen zurtckzufihren sind.

Interessanter war dagegen der Befund, dass Vitgliogin Sammelbienen immer noch in
groReren Mengen vorhanden ist (Abb. 12 und 13).t lGuidugli et al. (2005) ist eine
reduzierte Menge an Vitellogenin der Ausléser fias dSammelverhalten. Amdam und
Omholt (2002) zeigen sogar, dass in Sammelbienemhabpt kein Vitellogenin mehr zu
finden ist. Vielleicht ist aber einfach so, dasshnidie reduzierte Menge an Vitellogenin
Bienen zu Sammlerinnen macht, sondern vielmehr Sabiemen aufgrund ihrer erhéhten
Muskelaktivitat einen erhdhten Verbrauch aufweid@ann die Zink-bindende Domaéane des
Vitellogenins soll vor oxidativem Stress schitz&edhuus et al., 2006), wie er ja auch bei
erhohter Muskelaktivitat entsteht. Die Beobachtlngnte auch bei Winterbienen gemacht
werden: die Individuen einer Kolonie, die durchrieffi des Stocks haufig in ihrer Winterruhe
gestort wurden, wiesen im Fruhjahr geringere MengerVitellogenin auf als Individuen
einer Kolonie, die den Winter Uber nicht getffnetirde (eigene Beobachtung, nicht
abgebildet). Zudem konnte in Winterbienen eine ifisehe N-terminale Sequenz von
Vitellogenin, die als Vitellogenin-N bezeichnet wer nachgewiesen werden (Abb. 18).
Vitellogenin-N beinhaltet sowohl den Teil, der fign Lipid-Transport verantwortlich ist, als
auch die Zink-Bindestelle (Abb. 19). Allerdings Ikeesich bald heraus, dass dieses Protein
nicht als Winterbienen-spezifisch bezeichnet werki@nn, da schon Amdam et al. (2003)
dieses Protein mittels Immunodetektion in den Hypophxdrisen von Ammenbienen
nachweisen konnten, wahrend Pinto et al. (2000h eler Hamolymphe von 4-6 Tage alten
Bienen fanden. Mdglicherweise findet man es einfdeswegen in Winterbienen gehauft, da

sie generell mehr Vitellogenin, und damit auch méiellogenin-N aufweisen.

Kommen wir zuriick auf die Immunantwort: wahrend.2Bp30 und CEL1 in nicht-infizierten
Nektarsammlerinnen wie erwartet auch nicht expnitmweerden, so werden sie in diesen
deutlich alteren Sammelbienen nicht nur nach ligekeines echten Elizitors wig. coli,
sondern auch schon nach bloRBer Verwundung exptinf@iob. 17). In noch Aalteren

Winterbienen zeigen sogar schon nicht-infizierte iMiddien eine geringe, konstitutiv
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exprimierte Menge an IRp30 und CE1l (Abb. 18). Darihinaus kann zumindest die
Expression von IRp30 durch Injektion vda coliZellen, aber auch schon durch bloRRe
Verwundung, noch gesteigert werden (Abb. 20). Haymgheseort von IRp30 ist in
Winterbienen, wie bereits erwahnt, der Fettkorpétbdrt et al., 2011). Warum in
Winterbienen diese beiden immunspezifischen Proteiganz im Gegensatz zu
Sommerbienen, ausgerechnet im Fettkdrper in grddengen und dazu noch konstitutiv
synthetisiert werden, ist nicht bekannt. Falls IRpgd CEL1 tatsachlich an einer aktiven
Immunantwort beteiligt sind, so wiirde die starkEsgression zur allgemein beobachtbaren
starkeren Immunkompetenz von Winterbienen passemnbetrachtet man die Abnahme
koloniebildender Einheiten nach Injektion leben@ercoliZellen, so lasst sich feststellen,
dass im Vergleich zu Jungbienen, diese Abnahmétenead Bienen wesentlich schneller bis
zur vollstandigen Eliminierung der injizierten Bakien vonstatten geht (Abb. 23A). Diese
schnelle Abnahme koénnte auch hier auf Phagocytoséckzufiihren sein. Zwar kann in
Winterbienen keine Nodulation beobachtet werden @#tschenberger, BEEgroup), flr
Nodulation ist allerdings auch ein anderer Hamazyte verantwortlich als fur Phagocytose
(Trenczek, 1998). Und obwohl Amdam et al. (2004t Schmid et al. (2008) zeigen, dass in
alteren Bienen, d.h. Sammelbienen, wesentlich vegnlgamozyten vorhanden sind, so
konnten Fluri et al. (1977) zeigen, dass im Gedenstazu Winterbienen sehr viele
Hamozyten aufweisen.

Allerdings konnte auch die hohere Phenoloxidasevitét der Grund fir die rasche
Abnahme koloniebildender Einheiten sein. Denn Sdhmet al. (2008) konnten bei
Untersuchungen zum Immunsystem der Honigbiene mgigass zwar die Anzahl an
Hamozyten mit steigendem Alter der Bienen zuriickgemt Gegensatz dazu aber die
Phenoloxidase-Aktivitdt zunimmt. Und da, wie beyefrwahnt, die entstehenden Chinone
cytotoxische Eigenschaften besitzen, werden sienwtiich in alteren Bienen einen
wesentlichen Anteil an der Eliminierung eingedrumge Bakterien haben. Die starkere
Aktivitdt der Phenoloxidase ist Ubrigens auch immiehof-Test erkennbar (Abb. 23C), der
schon gleich zu Beginn eine deutlich Braunfarburejgtz vermutlich aufgrund der
Melaninsynthese der aktiven Phenoloxidase. Allgslinmuss es im Organismus
Schutzfunktionen geben, um kdrpereigene Zellen diesen cytotoxischen Chinonen zu
schitzen. Vielleicht sind IRp30 und CE1 Inhibitod#s ProPO-aktivierenden Systems oder
zumindest Bestandteile des Signalweges, der zuibitthng des ProPO-aktivierenden
Systems fuhrt. Denn wie die Inaktivierung der Phexidase im Detail ablauft, konnte noch

nicht geklart werden (Cerenius et al., 2008). Fi@sdiHypothese spricht, dass IRp30 und
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CE1 mit einer gewissen zeitlichen Verzogerung muden Entwicklungsstadien exprimiert
werden, in denen die Phenoloxidase aktiv wird undem in alteren Bienen, die starkere
Phenoloxidase-Aktivitat zeigen (Abb. 17 und 18)g&e diese Hypothese spricht allerdings
die Tatsache, dass Jungbienen nach Verwundung amd dinhergehender Phenoloxidase-
Aktivierung keine Expression von IRp30 und CE1l eeig Theoretisch ausgeschlossen
werden sollte diese Moglichkeit dennoch nicht, dawischen den Entwicklungsstadien der
Honigbiene, als auch zwischen adulten Bienen ucherdlichen Alters so viele Unterschiede
in der Expression oder Aktivierung von Proteines Ahtwort auf eine Verwundung oder
Infektion gibt, dass es sich auch bei der fehlen8@pression von IRp30 und CE1 in
Jungbienen nach Verwundung um eine entwicklungsspere Varianz handeln konnte. Sehr
wahrscheinlich gibt es mehrere Moglichkeiten digvakPhenoloxidase zu inhibieren. Daher
kénnte die im Vergleich zu &lteren Bienen schwaehenenoloxidase-Aktivitat in jingeren
Bienen auch Uber einen anderen Mechanismus heregidiert werden.

Eine weitere mogliche Rolle kdnnten IRp30 und Chthain der adaptiven Immunantwort
spielen. Insekten sind zwar nicht in der Lage Aimger zu generieren, jedoch konnte in den
letzten Jahren gezeigt werden, dass auch Insekten gewisse adaptive Immunantwort
zeigen konnen. So idDrosophila nach einer Uberstandenen Infektion r8ireptococcus
pneumoniagegen eine zweite Infektion mit diesen Bakterieschéitzt. Phagocytose und der
Toll-Signalweg sind dabei wesentlich an dieser mygischnelleren Immunantwort beteiligt
(Pham et al., 2007). Eine Art adaptive Immunantworinte auch schon in anderen Insekten
nachgewiesen werden, jedoch sind die genauen Mischan, die zu dieser Art
Immungedachtnis fuhren noch weitestgehend unbek&iam und Schneider, 2008). Es ist
also nicht auszuschlieBen, dass IRp30 und CE1l dahbei Rolle spielen. Vor allem in
Anbetracht der Tatsache, dass groRere Mengen laabpth in alteren Bienen exprimiert
werden, wie z.B. Nektarsammlerinnen, die bei ihré@ammelfligen verstarkt
pflanzenassoziierten Bakterien ausgesetzt sind, \&ileterbienen, die eng aufeinander sitzen
und dadurch Pathogene schnell weitergeben kdnnenaNem in Winterbienen, die lange

Uberleben sollen, ware ein Immungedachtnis vonedort

5.4.2. Auswirkungen einer ABPV-Infektion

Wie bereits erwahnt, verkraften Jungbienen eine YAB#Hektion besser als Larven. Wahrend
in Larven eine sichtbare Virusvermehrung begldadgetvon einer starken Veranderung des

Hamolymph-Proteinmusters, d.h. von der Expressienen Proteine und der Degradation
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hochmolekularer Speicherproteine (Abb. 34, TabeB#), so fihrt eine sichtbare
Virusvermehrung in Jungbienen zu keiner starken an@erung des Hamolymph-
Proteinmusters (Abb. 36). Ob es kurz vor oder nd&m Tod der Bienen zu einer starken
Verénderung der Zusammensetzung der Hamolymphe kokonnte leider nicht geprift
werden, da aus toten Bienen keine Hamolymphe n@hognen werden konnte.

Auch eine fir Larven typische, starke Veradnderueg dul3eren Erscheinungsbildes (Abb.
34E) kann bei Jungbienen nicht beobachtet werddsb.(87). Dafiir zeigen Bienen die
typischen Symptome von Paralyse wie sie schon \aleyet al. (1963) beschrieben werden:
zitternde, kraftlose Bewegungen.

Ein weiterer, wichtiger Unterschied: Jungbienenrigdien langer als Larven bei hdheren,
injizierten Partikelzahlen. Injiziert man Jungbiankeeispielsweise fOABPV-Partikel, eine
Dosis, die nur 50 % der Larven Uberleben (Tabellg 80 zeigt sich erst nach 72 h eine
schwache Auswirkung auf die Uberlebensrate (Tal@3e Zudem ist es so, dass ABPV-
infizierte Jungbienen bei einer 10-fach erhohten iDo&lG Partikel) zwar eine
Virusvermehrung in Form der exprimierten Capsidgireg zeigen (Abb. 36), allerdings
verlauft diese Vermehrung nicht ganz so schnell wid.arven (Abb. 34), in denen eine
Virusvermehrung ausgehend vor® Bartikeln immer innerhalb von 24 h p.i. zum Todrfii
(Tabelle 30). In Jungbienen fiihrt eine Injektiomid® Partikeln erst innerhalb von 72 h p.i.
zum Tod. Eine Injektion von f@Partikeln filhrt dann schon innerhalb von 48 hzuim Tod
(Tabelle 33). Das Virus totet Jungbienen also wiiserlangsamer als Larven. Doch was ist
der Grund dafur? Die langsamere Virusvermehrungungbienen koénnte ein Hinweis auf
effizientere, antivirale Abwehrmechanismen dieseswitklungsstadiums sein. Die hohen
Standardabweichungen der Uberlebensraten nachtitmjekon 16 und 14 Partikeln wéaren
dann ein Indiz dafir, dass sich der angeboreneyvirahe Mechanismus bei diesen
Partikelzahlen in einem kritischen Bereich seineéhigkeiten bewegt das Virus
auszuschalten. Oder aber das Virus andert seinéenthaltsort und damit den Ort seiner
Synthese. Prinzipiell konnte nachgewiesen werdass @gich ABPV in Hamozyten vermehrt
(Abb. 38). Und wie bereits erwahnt, handelt es sgiahei um eine echte Virusvermehrung, da
noch das Vorlauferprotein VP1/VP4 zu sehen ist mictit schon das prozessierte, singulare
VP 1. Zum Einen kénnte es nun sein, dass sich AB&3egen langsamer in adulten Bienen
vermehrt, da adulte Bienen weniger Hamozyten aslveials Larven (Wilson-Rich et al.,
2008), allerdings konnte es auch sein, dass dass\gich nach einer Anfangsphase in den
Hamozyten vorzugsweise im Gehirn befindet, wo eshawon Bailey und Milne (1969)

nachgewiesen wurde, und sich dort weiter vermdiit. letztere Mdglichkeit spricht die
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Tatsache, dass obwohl 72 h und 96 h p.i. keinevlertdanderung des H&amolymph-
Proteinmusters zu erkennen ist (Abb. 35), die lbemsraten ganz langsam zuriickgehen
(Tabelle 33). Hierzu missen dringend noch weitershche Uber langere Zeitraume
erfolgen.

Zumindest kann mit Sicherheit gesagt werden, dassosvohl in Larven, als auch in
Jungbienen nach einer reinen Virusinfektion zu &eikExpression von AMPs kommt,
erkennbar an den negativen Hemmhof-Tests (Abbn8436). Und auch Nodulation als Form
einer zellularen Immunantwort tritt nicht als Reaktauf eine Virusinfektion auf (Abb. 45B).
Das letzteres der Fall sein kbnnte, wurde nactkiigje des Bovinen Herpes Simplex Virus-1
(BHSV1) in Galleria melonellaund Pimpla turionellae nachgewiesen (Buyukguzel et al.,
2007; Durmy et al., 2008).

Ebenso wie in Larven, wurde auch in Jungbienerelsitjleichzeitiger Injektion vok. colr
Zellen und ABPV geprft, ob eine Virusinfektion dasgeborene Immunsystem unterdrickt.
Zumindest fir die humorale Immunantwort sieht ehindanach aus (Abb. 44), denn neben
einer Virusvermehrung in Form der Capsidproteinbanderd auch die Expression von
Hymenoptaecin und teilweise Defensinl erkennbaiddrewird diese Expression tberdeckt
vom vorhandenen ASP3c, einem antennenspezifisctataif in Jungbienen, das die gleiche
molekulare Masse wie Hymenoptaecin aufweist. MittéS-Analyse konnte allerdings
zweifelsfrei das Vorhandensein von Hymenoptaecidein doppelinfizierten und deéh colr
Gruppen bestétigt werden. Zudem sind ebenso wié m@ektion vonE. coli deutliche
Hemmhofe bei den doppelinfizierten Gruppen zu erkanfm Aussagen Uber zeitliche
Verlaufe machen zu kdénnen oder dartuber ob, wielLlbeven, die Expression der AMPs
wieder abnimmt, sind weitere Versuche Uber langéedgraume erforderlich, zudem mit
niedrigeren Konzentrationen &n coli und ABPV in den doppelinfizierten Gruppen, so dass
diese Gruppen auch lange genug tberleben bzw.tde®e8 so langsam verlauft, dass in den
letzten Stunden vor ihnrem Ableben haufiger Hamolyenphtnommen werden kann.

Eine Betrachtung der Nodulation (Abb. 45) fuhrt sinem teilweise Uberraschenden
Ergebnis. Zwar ist wie erwartet die Nodulation ierddoppelinfizierten Gruppe nicht
unterdriickt, denn auch die humorale Immunreaktginnicht unterdriickt, und auf3erdem
eignet sich ABPV (30 nm) allein aufgrund seiner @ ticht so gut fur die Nodulation, d.h.
die Auflagerung von Hamozyten bzw. Lamellozyten,ewdas BHSV1 (160-240 nm).
Allerdings werden in der doppelinfizierten Gruppe nngeféahr die Halfte an Noduli gebildet
wie in den E. coltinjizierten Individuen (Abb. 45C), was nun wiederufir eine

Virusvermehrung in den Hamozyten spricht, denn ldwaranschreitende Virusvermehrung
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wurden befallene Hamozyten entweder in ihrer Zarmindert oder aber vermutlich doch

stark in ihren eigentlichen Aufgaben behindert.

So interessant diese Ergebnisse auch sein mogersllear im Vergleich zu der larvalen
Reaktion auf eine ABPV-Infektion, das eigentlictstaunliche liefert auch hier ein Vergleich
der Reaktion von Jungbienen und &lteren Bienen.nDerenso wie gegen eirie colr
Injektion scheinen altere Bienen auch gegen einE\VWBhfektion besser gewappnet zu sein.
Schon in 8d-alten Bienen geht die sichtbare Virusedirung wesentlich langsamer
vonstatten als in Jungbienen (Abb. 39). Auch Uberealle Individuen Partikelzahlen, die
sich schon negativ auf die Uberlebensraten vonhlangn auswirken (Tabelle 33 und 35).
Ergebnisse mit Nektarsammlerinnen waren leidertrgeimz so eindeutig, da diese Gruppe
starke individuelle Unterschiede aufweist (Abb.,4) sieht aber nicht so aus, als ob es bei
10° injizierten ABPV-Partikeln innerhalb von 24 h i einer Virusvermehrung gekommen
ware, so wie es in Jungbienen der Fall ist (Abb.)36&irklich faszinierend ist aber die
Reaktion von Winterbienen: denn selbst' ifjjizierte ABPV-Partikel, die in Jungbienen
spatestens innerhalb von 72 h p.i. zum Tod fuhfatélle 33) und sich auch schon innerhalb
von 12 h p.i. im Hamolymph-Proteinmuster bemerkibachen, wirken sich in Winterbienen
nur auf3erst schwach aus. Eine Virusvermehrung rst & 96 h p.i. im Hamolymph-
Proteinmuster erkennbar (Abb. 41) und auch die ebensrate wird im Vergleich zu
Jungbienen (Tabelle 33) nur geringfligig beeintigthiedenfalls nicht starker als nach einer
E. colrInjektion (Tabelle 36). Aufgrund dieser Beobaclgen und der Tatsache, dass
langlebige Winterbienen fur den Fortbestand deroKi@ verantwortlich sind, waren
Langzeitauswirkungen einer ABPV-Infektion auf Wiritienen sehr interessant.

Eine der offenen Fragen in Winterbienen ist: wanemmehrt sich ABPV langsamer als in
Jungbienen? Koénnte es sein, dass éltere BienergareHamozyten haben (Wilson-Rich et
al., 2008)? Dies trifft allerdings nicht fur Winbeenen zu, die sehr groRe Mengen an
Hamozyten aufweisen (Fluri et al., 1977). Wobei sdieHamozytenpopulation sicher
wiederum eine andere Zusammensetzung hat als didwagbienen oder Sammelbienen. Es
kann daher die Moglichkeit nicht ausgeschlossenderer dass sich das Virus in
unterschiedlichen Arten von Hamozyten unterschiédijut vermehren kann.

Betrachten wir Abb. 39, 40 und 42 noch einmal etg@asauer, so féallt auf, dass in alteren
Bienen auch die Hamolymphproben der ABPV-infiziertelndividuen deutliche
antimikrobielle Aktitivitat im Hemmhof-Test zeigeass die beobachtbaren Hemmhdofe in

alteren Bienen zudem alle braun gefarbt sind, Bpsehr fir eine aktive Phenoloxidase in der
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Hamolymphe. Wie bereits erwahnt, konnten Schmidalet(2008) zeigen, dass zwar die
Anzahl an Hamozyten mit steigendem Alter der Biemeruckgeht, im Gegensatz dazu aber
die Phenoloxidase-Aktivitat zunimmt. Es ist anzuneh und konnte teilweise auch schon
gezeigt werden, dass Phenoloxidase antivirale Baeiten besitzt (Sparks et al., 2008).
Daher ist nicht auszuschlie3en, dass dies ebeffifialtie Phenoloxidase der Honigbiene gilt,
vor allem angesichts der Tatsache, dass vor allEre&8ienen mit erhohter Phenoloxidase-
Aktivitat immunkompetenter zu sein scheinen, sowolth Hinblick auf eine
Bakterieninfektion, als auch auf eine ABPV-Infektio

Da die Erforschung der antiviralen Abwehr gerads# begonnen hat, sind in den nachsten
Jahren eine Menge neuer Erkenntnisse zu erwarteaberN RNAI als antiviralem
Mechanismus iDrosophila(van Rij et al., 2006)Anophelesind AedeqArjona et al., 2011),
wurde inzwischen sowohl irDrosophila als auch in Moskitos die Beteiligung der
verschiedenen Signalkaskaden wie Toll-, Imd-, aboerh der Jak/STAT-Signalkaskade an
einer antiviralen Abwehr beobachtet (Dostert et 2005; Zambon et al., 2005; Costa et al.,
2009; Arjona et al., 2011). Strand (2008) vermdtaiiber hinaus, dass Hamozyten ebenfalls,
eine wichtige Rolle in der Virusabwehr spielen, dla meisten Viren sich innerhalb des

Hamocoels vermehren.

5.5. Vorteile des ABPV-Larven-Modells zum Uberpriifa der Wirksamkeit kiinstlicher

RNasen

In einer Zusammenarbeit mit dem ,Institute of Cheahi Biology and Fundamental
Medicine” der Russischen Akademie der WissenschaftéNovosibirsk wurde eine von finf
kunstlichen RNasen (aRNase) auf ihre Fahigkeit priiér ABPV zu inaktivieren. aRNasen
sind organische Molekile, die klein genug sind, dienVirushille passieren zu kénnen. Im
Virus selbst schneiden sie die Phosphodiesterbireturies RNA-Genoms und zerstéren
bzw. inaktivieren es auf diese Weise. Die aRNas&2bp erwies sich in Vorversuchen als
die Wirksamste (Fedorova et al., 2011). In ihreul8ur beherbergt sie zwei DABCO (1,4-
Diazabicyclo[2.2.2]octan) — Reste, die starke Affih zu RNA aufweisen, zudem einen
Benzolring und zwei Fluoropolymere, die zu ihreralslitdt beitragen. Ein Vorteil von
Dpl2F6 gegenuber den anderen aRNasen ist z.Bgdnnege toxische Wirkung auf Larven,
selbst hohe Konzentrationen von 400 uM zeigen kdéinswirkung auf das Hamolymph-
Proteinmuster oder das aulRere Erscheinungsbild. @#®bnd 49). Zudem konnte klar gezeigt

werden, dass Dpl12F6 auch in niedrigen Konzentratian der Lage ist ABPV effizient zu
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inaktivieren, erkennbar an den hohen Uberlebensrater Larven und der normalen
Gewichtsentwicklung (Tabelle 38 und 39). Es sqétboch erwahnt werden, dass die aRNase
nicht in der Lage ist samtliche ABPV-Partikel zwaktvieren, jedoch bei weitem gentigend
Partikel, um keine Infektion mehr hervorzurufen.

Dass kunstliche RNasen irgendwann zur Behandlunginifizierter Bienenstocke eingesetzt
werden, ist aufBerst unwahrscheinlich, da diese lliidezum Einen sehr teuer sind und zum
Anderen noch nichts daruber bekannt ist, wie undiebe Molekile RNA-Viremn vivo, d.h.
ohne vorherige Inkubation, Uberhaupt inaktivierémnen. Bei einer oralen Verabreichung
mussten dann zudem wieder gréRere Mengen eingesaten als bei einer Injektion, zudem
ist dann die aufgenommene Menge pro Biene in eigamzen Bienenvolk sehr schwer
einzuschatzen. Falls die Bienen die kinstlichen $@Natberhaupt als Futter annehmen
wurden.

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse uneitére, die in der Arbeit von Fedorova et
al. (2011) zusammengefasst sind, sind insofern Hemswert, da sich hier mit dem
erstmaligen Einsatz der Honigbiene in der Virustbteng und der erstmaligen erfolgreichen
Inaktivierung von ABPV die Mdglichkeit ergibt, d&d8PV-Larven-Modell zum Uberpriifen
der Wirksamkeit antiviraler, kiinstlicher Ribonuldea heranzuziehen, anstelle der tblichen
Méause- oder Rattenmodelle. Vorteile des ABPV-Larvadells sind zum Einen di@-vitro-
Aufzucht von Bienenlarven, die eine einfache, sttanend reproduzierbare Bereitstellung
einer beliebigen Anzahl von Versuchstieren ermdgl{®andolt et al., 2008). Zum Anderen
ist die starke Reaktion von Larven auf eine ABPYektion, d.h. eine starke Anderung des
aulReren Erscheinungsbildes (Abb. 52) und das Alesteder Larven innerhalb von 12 bis
24 h p.i., bestens geeignet, um neue Wirkstoffegd®NA-Viren am Beispiel von ABPV zu
testen. Mittels Inaktivierung durch kinstliche RBiakonnen zudem neue Impfstoffe gegen
RNA-Viren entwickelt werden, da kinstliche RNasere d/irushille nicht zerstéren
(Goncharova et al., 2009; Fedorova et al., 201iBs®Virushiille ist das eigentliche Ziel der
Antikorper bei der adaptiven Immunantwort und wirdufig bei der Impfstoffherstellung

mittels Inaktivierung durch Formaldehyd oder Hivagandert.
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6. Zusammenfassung

Das angeborene Immunsystem von Insekten bestekirsrshumoralen Komponente, die die
Expression spezifischer antimikrobieller Peptide Mf?s) reguliert, einer zellularen
Komponente, die Hamozyten aktiviert und Phagocysmseie Einkapselungen zur Folge hat,
und dem Prophenoloxidase-aktivierenden System, zumsSynthese von Chinonen und
Melanin fihrt. Fast alle Erkenntnisse Uber das bogme Immunsystem stammen von
Arbeiten mit Modellorganismen wie z.BDrosophila Manduca sextaoder Anopheles
gambiae Wie genau das Immunsystem der Honigbiek@q melliferg funktioniert, ist noch
relativ unbekannt. Doch erfahrt die Honigbiene immmehr Aufmerksamkeit, da sie seit der
starken Verbreitung dérarroa-Milbe in den letzten Jahren extrem gefahrdetGstinde sind
die Schwachung des Immunsystems durch die Milbedimd ielzahl von Viren, di&/arroa
Ubertragen kann. In der vorliegenden Arbeit wurdenunterschiedlichen Immunreaktionen
aller drei Entwicklungsstadien der Honigbiene naxfiizieller Infektion mit Gram-negativen
und Gram-positiven BakterierE$cherichia coliund Micrococcus flavisund dem Akuten

Bienen Paralyse Virus (ABPV) untersucht und vetggit.

Nach einerE. colilnjektion (10 bzw. 16 Zellen) kommt es in Larven und adulten
Arbeiterinnen zu keiner Anderung des auRReren Ensehgsbildes und keiner signifikanten
Verringerung der Uberlebensrate. In beiden Entwicgbstadien wird die humorale
Immunantwort stark induziert, erkennbar an der Egpion der antimikrobiellen Peptide
Hymenoptaecin, Defensinl und Abaecin. Weitere imspeaifische Proteine sind in larvaler
Hamolymphe nicht nachweisbar. Daftir werden in Jigrgin nach bakterieller Infektion vier
weitere immunspezifische Proteine exprimiert: & Erophenoloxidase, 2. das Peptidoglycan
Recognition Protein-S2 (PGRP-S2), 3. eine Carbatgtase (CE1l) und 4. das
hymenopterenspezifische Immune-Responsive Prot@ifiR330). Die Expression von CE1
und IRp30 zeigt den gleichen zeitlichen Verlauf die der AMPs, d.h. sie beginnt frihestens
6 h nach der Infektion (p.i.). Uber die genaue Fiamkvon CE1 und IRp30 ist allerdings noch
nichts bekannt, doch weisen beide Proteine ein ibeReissverschlussmotiv auf, was eine
Interaktion mit anderen Proteinen nahelegt. In Bievgen kommt es zudem naéh colr
Injektion innerhalb von 2 h p.i. zu einer raschebnahme an lebenden Bakterien in der
Hamolymphe, was auf eine Aktivierung der zellulaherTmunantwort schliel3en lasst. Gram-
positiveM. flavusZellen werden sogar noch schneller und fast \éolldig aus dem Hamocoel

entfernt.
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Altere Bienen (z.B. Ammenbienen, Nektarsammlerijnemd Winterbienen zeigen eine in
vieler Hinsicht starkere Immunkompetenz als Junggme In Winterbienen exprimieren nicht-
infizierte Individuen konstitutiv geringe Mengenrdenmunspezifischen Proteine IRp30 und
CEL1. Die Expression von IRp30 kann dabei durch VWewung oder Injektion voEi. coli
noch gesteigert werden. Eine weitere Besonderhgitteren Bienen ist die im Vergleich zu
Jungbienen raschere Abnahme an lebenden Baktemiethei Hamolymphe bis hin zur
vollstandigen Eliminierung. Grinde hierfur konnteme starkere zellulare Immunantwort
sein, da Winterbienen auch mehr Hamozyten besafedungbienen oder aber eine starkere
Aktivitat der Phenoloxidase, die unter anderem an 8ynthese cytotoxischer Chinone

beteiligt ist.

Im Gegensatz zu Larven und adulten Bienen liefelreppen vollig unerwartete Ergebnisse
nach bakterieller Infektion. Nach Injektion von316der 18 E. coliZellen kommt es
innerhalb von 24 h p.i. zu einem tddlichen Kollaper sich in einer Graufarbung des
gesamten Korpers der Puppen auf3ert. Da keine EBxpneson AMPs nachzuweisen war,
wird die humorale Immunantwort offensichtlich niclmduziert. Auch die zellulare
Immunantwort scheint nicht aktiviert zu werden, desrkonnte keine Abnahme an lebenden
E. coltZellen beobachtet werden. Aufgrund fehlender hwieor und zelluléarer
Immunreaktionen vermehrt sidb. coli im Hamocoel infizierter Puppen und scheint damit

deren Tod herbeizufiihren.

Nach viraler Infektion wurden in allen drei Entwigkgsstadien der Honigbiene génzlich
andere Reaktionen beobachtet als nach bakterlafigktion. Bei dem verwendeten Akuten
Bienen Paralyse Virus (ABPV) handelt es sich um Ricorna-ahnliches Virus mit einem
positiv-orientierten, einzelstrangigen RNA-Genom émer nackten Capsidproteinhille,
dessen Vermehrung in der Hamolymphe uUber die masSinthese der Capsidproteine
verfolgt werden kann. Eine Injektion von sehr wemgABPV-Partikeln ins Hadmocoel hat im
Gegensatz zu einer bakteriellen Infektion dramhésAuswirkungen auf Larven. Bei 310

injizierten Viruspartikeln kommt es innerhalb wesig Stunden zu einer raschen
Virusvermehrung und schon 24 h p.i. zum Tod, hébggleitet von einer Schwarzfarbung
der gesamten Larve. Kurz vor dem Ableben kommt éemelem Abbau hochmolekularer
Speicherproteine zur Expression zahlreicher Proteitie an der Translation, dem
Energiehaushalt oder dem Schutz vor oxidativemsStbeteiligt sind. Ob diese Reaktion auf

Nekrose oder Apoptose, d.h. gezieltem Zelltod, higtleibt zu untersuchen. Auf Jungbienen
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hat eine ABPV-Infektion keine so dramatischen Aukumgen wie auf Larven. Sie zeigen
lediglich eine anormale Beinstellung und eine umsie Korperhaltung im Stehen oder
Laufen. Jungbienen Uberleben langer als Larverhbkeren injizierten Partikelzahlen, die
Virusvermehrung ist langsamer und es kommt zu keis@arken Veranderung des
Hamolymph-Proteinmusters. Es konnte gezeigt werdass es in ABPV-infizierten Larven
oder adulten Bienen zu keiner erkennbaren Aktivigrdes humoralen Immunsystems in
Form von exprimierten AMPs kommt. Zudem scheinthdienorale Immunantwort auch nicht
unterdrickt zu werden, denn nach gleichzeitigezkitipn vonE. coli und ABPV kommt es

neben der Expression viraler Capsidproteine auchEzmression von AMPs. Zusatzlich
konnte in Jungbienen nach Infektion mit ABPV eirgdldare Immunantwort in Form von

Nodulation ausgeschlossen werden.

Altere Bienen scheinen nicht nur mit bakteriellafektionen, sondern auch mit einer ABPV-
Infektion besser zurechtzukommen. Bei einer Meng@&BPV-Partikeln, die in Jungbienen
spatestens 72 h p.i. zum Tod fuhrt, ist in Wintenlein eine Virusvermehrung erst ab 96 h p.i.
erkennbar und diese beeintrachtigt die Uberleb&mstaum. Interessanterweise zeigen die
Hamolymphproben der ABPV-infizierten alteren Bierdmutliche antimikrobielle Aktitivitat
im Hemmbhof-Test, was moglicherweise auf bakteriélektionen im Verlauf der langeren

Lebensdauer der Bienen zurtickzufiihren ist.

Puppen sind einer Virusinfektion genauso schutalegyeliefert wie einer Bakterieninfektion.
Es kommt zwar zu keiner starken Anderung des dnf@rscheinungsbildes, jedoch bleiben
Puppen in ihrer Entwicklung komplett stehen. Dasu¥imuss sich daher stark vermehren,

allerdings nicht Gberwiegend - wie bei Larven uddleen Bienen - in der Hamolymphe.

Kinstliche RNasen (aRNasen) sind kleine organiddb&ekile, die Virushillen passieren
und das RNA-Genom zerstbren kdnnen. Die aRNase BjpX2igt eine geringe toxische
Wirkung auf Larven und ist selbst bei niedrigen Kentrationen< 40 uM) in der Lage,
ABPV zu inaktivieren. Der Einsatz kinstlicher RNase der imkerlichen Praxis ist aus
finanziellen und praktischen Grinden nicht realisae. Daflr wurden neue Mdoglichkeiten
aufgezeigt, die Honigbiene als Versuchstier undbeers das ABPV-Larven-Modell in der
Virusforschung bei der Entwicklung und Prifung rreardiviraler Wirkstoffe einzusetzen.
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7. Summary

The innate immune system of insects compriseshainaoral component, which regulates the
expression of specific antimicrobial peptides (ANRs cellular component, which activates
haemocytes and is therefore responsible for phagsisy and encapsulation, and the
prophenoloxidase-activating system, which leadsh&o synthesis of quinones and melanin.
Almost all knowledge about the innate immune systirives from model organisms like
Drosophila Manduca sextaor Anopheles gambiaeThe exact mechanisms of the innate
immune system of the honey befpi{s melliferg have yet to be discovered. But the honey
bee attracts more and more attention since it isemely endangered by the almost
worldwide spread of the mit¥arroa destructorduring the last years. Reasons are the
weakening of the immune system by the mite andfdlcé that numerous viruses can be
transmitted by/arroa. This work investigates and compares the immuaeti@ens of all three
developmental stages of the honey bee after aatifiofection with Gram-negative and
Gram-positive bacterige&cherichia coliandMicrococcus flavusand the Acute bee paralysis
virus (ABPV).

After injection of E. coli (10" and 10 cells, respectively) neither a change in the outer
appearance nor a significant reduction of the satwiate of larvae or adult worker bees can
be observed. In both developmental stages, a stimothgction of the humoral immune
response visible by the expression of the antirbiatopeptides hymenoptaecin, defensinl
and abaecin occurs. Other immune-specific protesas not be detected in larval
haemolymph. However, bacterial challenge of yourmyltaworker bees leads to the
expression of four additional immune-specific pimage 1. prophenoloxidase, 2. peptidoglycan
recognition protein-S2 (PGRP-S2), 3. a carboxytaste (CE1) and 4. the hymenoptera-
specific immune-responsive protein (IRp30). Therespions of CE1 and IRp30 show the
same time course as the expression of AMPs; thatsisrts as early as 6 h post-infection
(p.i.). The exact functions of CE1 and IRp30 aik shknown, but both proteins possess a
leucine-zipper motif, which indicates an interactiwith other proteins. Furthermore, after
injection of E. colicells into the haemocoel of young adult workersbaefast decrease of
living bacteria in the haemolymph could be obsenmaksibly due to the activation of the
cellular immune response. Gram-positive flavuscells vanish even faster and almost

completely.
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Older bees (e.g. nurse bees, nectar foragers) amkrwbees show a stronger immune
competence in many ways. In winter bees even nfmcted individuals express
constitutively low amounts of the immune-responsipmteins IRp30 and CEl. The
expression of IRp30 can still be enhanced by wawndir injection ofE. coli. Moreover,
older bees display a drastic reduction of livingtbaa in the haemolymph as compared to
young adult worker bees resulting in an almost detepelimination. The reason for this
impressive immune reaction may be a stronger egllmhmune response since winter bees
possess more haemocytes than young adult workex, beea more active phenoloxidase,

amongst other features responsible for the syrglodsiytotoxic quinones.

In contrast to larvae and young adult worker beegae react surprisingly different to a
bacterial challenge. Injection of 16r 1@ living E. coli-cells leads to a deadly collapse within
24 h p.i. accompanied by a colour change of thelevpopal body from white to grey. Since
no visible expression of AMPs could be detected, hHbmoral immune response obviously
was not induced. The same appears to be true focdhelar immune response, as no
decrease in livinde. coli-cells was observed upon infection. Because ofl#uk of humoral

and cellular immune reactions, coli can proliferate in the haemocoel of infected puaae

potentially cause their death.

All three developmental stages of the honey bew stompletely different reactions to a viral
infection than to a bacterial challenge. The Adme paralysis virus (ABPV) used in this
study is a picorna-like virus with a positive, dmgtranded RNA-genome and a non-
enveloped protein capsid. Its proliferation in tteemocoel can be monitored by a massive
synthesis of capsid proteins in the haemolympltointrast to a bacterial challenge, injection
of only a few ABPV-patrticles into the haemocoel tr@snendous effects on larvae. Injection
of 10° viral particles leads to a strong viral multiptiom within hours and to death 24 h p.i.
often accompanied by a colour change of the whaleal from pale-white to black. In
addition to a visible degradation of high-molecludtsrage proteins shortly before the larvae
die, the expression of proteins involved in tratisia energy metabolism or protection
against oxidative stress can be observed. If thesetions are due to necrosis or apoptosis,
which means controlled cell-death, remains to beiéated. Young adult worker bees do not
show such a tremendous reaction as larvae to kiniegtion. They just display an abnormal
leg posture and an insecure locomotion. In contasrvae, young adult worker bees show

better survival rates for higher numbers of injdcterus-particles, the viral multiplication
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proceeds slower and there is no strong visible ahafighe haemolymph protein pattern. It
could be demonstrated that no expression of AMMstla@refore no detectable activation of
the humoral immune system by the virus occurs.tBethumoral immune reponse also does
not seem to be suppressed, since a simultaneacian ofE. coliand ABPV leads to the
expression of viral capsid proteins in concert whie expression of AMPs. Additionally,
nodulation, a prominent cellular immune responseafng adult worker bees to bacterial
infection, is likewise not initiated by ABPV-infaon.

Older bees apparently are not only capable of bégeting a bacterial infection, but also in
surviving an ABPV-infection. Injection of an amouot viral particles leading to death of
young adult worker bees within 72 h p.i., only leadgust detectable amounts of virus in
winter bees 96 h p.i.. At the same time, the salviate is not more impaired than after
E. colkinjection. Interestingly, haemolymph samples of FABinfected older bees show
antimicrobial activity in a zone-inhibiton assaysgibly due to bacterial infections acquired
during their longer lifespan.

Pupae are as susceptible to a viral infection asatdgerial challenge. Although there is no
strong visible change in the outer appearancepupaes’ development ceases within 3 d p.i..
This is possibly due to a strong multiplicationtbé virus, but obviously not mainly in the

haemolymph, as it can be observed in larvae anld laeles as well.

Artificial RNases (aRNases) are small organic madks capable of passing the virus capsid
and destroying the RNA-genome by cleaving the phodjgster bonds. The aRNase Dp12F6
is only slightly toxic to larvae and has the apilib inactivate ABPV efficiently even at low
concentrations{( 40 uM). The use of aRNases in beekeeping is rsilite for financial and
practical reasons. However, the honey bee has ésablished as a novel model organism -
especially the ABPV/larvae model - in virus reseafar the development and screening of

new potential antiviral drugs.
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Tabelle S28 Erganzung zu Tabelle 28 ,Proteine in der Hamolymphe erfahr@ollensammlerinnen*

Nr. Protein Accession (NCBI) Molekulare SP Mowse Score Sequenzibereinstimmung (%)
Masse (D&)

1 Enolase 0i|110761968 40.149 - 143 17
Serine protease 0il110758534 45,503 18 133 17

2 Carboxylesterasel 0i|66512983 65.249 18 143 7
Aminooxidase 0i|66525345 57.178 17 110 5
(vollstandiger Name: peroxisomal N(1)-
acetylspermine/spermidine oxidase-likg
isoform 1)

3 Prophenoloxidase 0i|58585196 80.094 - 1309 45
(phenoloxidase subunit A3)

4 Toll-like receptor 13-like 0il110755367 75.705 17 566 25

5 Alpha-Glucosidase-II 0i|94400901 66.568 24 491 22

*angegebenist die g-Nummer vom Tag der Sequenmieru

adie molekulare Masse wurde mithilfe des ProgrammgHaram errechnet.

bdasVorhandensein eines Signalpeptides wurde feitthéls Programms TargetP ermittelt, angegebendstdinge des Signalpeptides in Aminosauren.
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Tabelle S29.Erganzung zu Tabelle 2%Proteine in Kopfextrakten von Arbeiterinnen“*

Nr. | Protein Accession (NCBI) Molekulare SP Mowse Score Sequenzibereinstimmung (%)
Masse (D&)

1 Arginine kinase 0i|58585146 40.008 - 664 43
lethal 1 GO156 0i|48102814 39.135 - 524 27

2 Actin-5 0i|1168325 41.771 - 886 49

3 Phosphoglycerate kinase 0i|110763826 44,992 - 667 41
Probable citrate synthase 1, 0i|66521738 51.930 - 651 36
mitochondrial-like
Peptidase M16 0i|66500205 53.349 M15 170 12
(voller Name: mitochondrial-processing
peptidase subunit beta-like)

Isocitrate dehydrogenase 0i|110764717 46.646 - 164 18
(voller Name: similar to Isocitrate

dehydrogenase)

60S ribosomal protein L4 0i|66525285 48.367 - 154 13

4 MRJP2 precursor 0i|58585108 51.074 - 637 38
Elongation factor 1-alpha 0i|62526112 50.310 - 373 24
TroponinT isoform 2 0i|78101798 48.206 - 312 19
ATP-Synthase 0i|110762902 55.130 M39 271 -
(voller Name: similar to ATP synthase-

CG11154-PA, isoform A)

6-phosphogluconate dehydrogenase 0i|66547531 52.453 - 125 8
(voller Name: similar to 6-phosphogluconate

dehydrogenase, decarboxylating, partial)

5 MRJIP1 0i|58585098 48.886 S19 731 43
Bellwether 0i|48100966 59.512 M8 636 28
(neuer Name: ATP synthase subunitalpha
mitochondrialisoform 1)

Aldehyde dehydrogenase 0i|66530423 55.686 M14 599 31
(voller Name: Aldehyde dehydrogenase,

mitochondrialisoform 1)

Cytosolic non-specific dipeptidase-like 0i|66535742 54.252 - 556 33
TroponinT isoform 2 0i|78101798 48.206 - 455 24
Calreticulinisoform 1 0i|66545506 47.174 S18 325 20
MRJP7 0i|62198227 50.541 S17 196 13

pueyuy 6



6 MRJP3 0i|56422035 65.696 S21 1008 41
Malic enzyme 0i|110761561 59.756 M15 119 -
(voller Name: similar to Malic enzyme
CG10120-PB, isoform B)

7 MRJP3 0i|56422035 65.696 S21 926 35
Similarto CG8036-PB 0i110751363 67.411 - 592 28
(synthetic construct, transketolase)

8 MRJIP3 0i|56422035 65.696 S21 953 26

9 Phenoloxidase (52-693) 0i|58585196 74.262 - 244 13
Succinate dehydrogenase complex 0i|66505480 72.462 M22 178 8

(voller Name: succinate dehydrogenase
[ubiquinone] flavoprotein subunit,
mitochondrialisoform 1)

Protein ROP 0i|66505531 66.592 - 142 11
(voller Name: Similar to Protein ROP
isoform 1)

“angegeben ist die gi-Nummer vom Tag der Sequenmieru

adie molekulare Masse wurde mithilfe des ProgrammtHaram errechnet.

bdas Vorhandensein eines Signalpeptides wurde feittiéls Programms TargetP ermittelt, angegebendstdinge des Signalpeptides in Aminosauren. Ein igt ze,
dass das Protein fur die Mitochondrien bestimm#eist S zeigt an, dass es sekretiert wird.
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Tabelle S31.Erganzung zu Tabelle 3Hochregulierte Proteine in der Hamolymphe von Lamach ABPV-Infektion*

Nr. | Protein Accession (NCBI) Molekulare | SP° Mowse Score Sequenziibereinstimmung (%)
Masse (D&

1 Glycogen phosphorylase 0i|66557932 97.329 - 490 14
Elongation factor-2 like 0i|66508439 94582 - 510 15
TER 94 0i|66534286 88.895 - 190 13

2 Heat shock protein 90 0i|229892248 83.383 - 415 31
Heat shock protein o 0i|110749824 82.753 - 375 22

3 Heat shock protein cognate 5 0i|229892203 75.403 - 509 18

4 Protein disulfide-isomerase A3 (ERp60) 0i|66546657 55.856 18 406 19
Hexamerin 70a (238-684) 0i|148357839 53.497 21 593 41
Hexamerin 70b (255-683) 0i|58585148 49.359 21 805 46

5 Major Royal Jelly Protein 1 0i|58585098 48.886 19 810 45

6 3-Ketoacyl-CoA thiolase 0il48097100 42.503 - 1258 68
(=Yippee interacting protein 2)

7 Aldose reductase like 0i|66525576 36.082 - 360 33
Lambda crystallin-like protein 0i|209180477 35.860 - 392 29
Glyceraldehyde-3-phosphate 0i|48142692 35.883 - 333 30
dehydrogenase 2

8 N-acetylneuraminate pyruvate lyase 0i|110755974 34.019 - 243 24

9 Trypsin-like serine protease 0i|110762229 28.596 18 340 25
15-Hydroxyprostaglandin dehydrogenase | gi|66518230 28.776 - 310 23
3-Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 0i|110760701 27.099 - 189 18
Short-chain dehydrogenase/reductase 0i|58585184 27.191 - 175 27
(SDR) 0i|66541426 26.718 - 144 19
Proteasome subunit alpha

10 | Heatshock protein beta-1-like 0i|110757651 25.565 - 160 14
Peroxiredoxin-like protein 0i|283436152 25.133 - 143 13
Glutathione S-transferase S1 0i|237681308 23.761 - 173 27

adie molekulare Masse wurde mithilfe des ProgrammgHaram errechnet.

bdas Vorhandensein eines Signalpeptides wurde feittids Programms TargetP ermittelt, die Zahl zeigtLénge des Signalpeptides in Aminosauren.
¢vermutliche Lange des Degradationsprodukts
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