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Einleitung

1. Einleitung

Insekten verfiigen Uber die Fahigkeit eine grofRe Vielfalt an Duftstoffen zu
unterscheiden. Der Geruchssinn erlaubt ihnen sich innerhalb ihrer Umwelt zu
orientieren. Er spielt eine wesentliche Rolle z. B. im Uberleben, fiir die
Futtersuche und fur das Auffinden geeigneter Eiablageplatze. Zudem ist er
auch Basis intraspezifischer Kommunikation tber Pheromone, beispielsweise
zwischen prospektiven Fortpflanzungspartnern (Matsumoto und Hildebrand,
1981). Seit der ersten erfolgreichen Isolierung und Identifizierung eines
Pheromons im Seidenspinner Bombyx mori (Butenandt et al., 1959) sind die
Lepidoptera zu einem Fokus olfaktorischer Forschung geworden. Zu den am
besten untersuchten Schmetterlingsmodellen z&hlt der Tabakschwérmer,
Manduca sexta, vor allem auch aufgrund seiner Bedeutung in der Okologie.
Das priméare olfaktorische Organ von Insekten ist die Antenne, diese besteht bei
M. sexta aus zwei basalen Segmenten und einem Flagellum, welches in ca. 80
Untersegmente (Sanes und Hildebrandt, 1976a) unterteilt ist. Sie tragt
zahlreiche Sinneshaare, sogenannte Sensillen, welche die Dendriten
olfaktorischer Sinnesneurone enthalten. Die Zellkérper der Neurone sind von
Hullzellen (thekogene Zellen, tormogene Zellen und trichogene Zellen)
umgeben. In der Membran befinden sich Rezeptorproteine der Dendriten
olfaktorisch-sensorischer Neurone (OSN), sogenannte olfaktorische Rezeptoren
(OR) (Abb. 1, Hallem et al., 2004). Beide Geschlechter des Tabakschwarmers
weisen verschiedene Sensillentypen auf: je zwei Typen Sensilla trichoidea,
basiconica, chaetica und coeloconica (Lee und Strausfeld, 1990; Shields und
Hildebrandt, 1999).

Die Antenne weist einen deutlichen Geschlechtsdimorphismus auf (Abb. 1, Keill,
1989). Die Mannchen besitzen lange Sinneshaare, die Sensilla trichoidea,
welche in einer assymetrischen U-Form arrangiert sind. Die Sinneshaare
(Sensilla trichoidea) von Weibchen sind dagegen wesentlich kurzer. Zusatzlich
unterscheiden sich die Antennen zwischen M&nnchen und Weibchen im
Querschnitt. Wahrend die Mannchenantenne schlussellochférmig ist, mit langen
Sensilla trichoidea auf deren Erweiterung, ist die Weibchenantenne kreisférmig
(Abb. 1, Sanes und Hildebrandt, 1976a).
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Abb. 1: Morphologie der Antenne von Manduca sexta.

A: Schematische Darstellung eines Typ A Sensillum trichodeum. ax, Axon; cb, Zellkorper; cs,
Ziliar sinus; cu, Kutikula ds, dendritischer Mantel; dd, distaler Dendrit; ddb, distale dendritische
Aste; po, Pore; pt, Porentubuls; pd, proximaler Dendrit; ss, sensillarer sinus; th, thekogene
Zelle; to, tormogene Zelle; tr, trichogene Zelle. B — E: Rasterelektronenmikroskopische Bilder
der Antennen von Weibchen und Mannchen. B: Querschnitt einer Weibchenantenne, dargestellt
ist ihr ovales Profil. L, vordere Oberflache; T, hintere Oberflache; Mal3stab 250 pum. C: Der
Schlisselloch-férmige Querschnitt einer Mannchenantenne ist dargestellt. Auffallend sind sehr
lange Sensilla trichoidea Typ A (Pfeil). L, ventral; T, dorsal; Mal3stab 250 pm. D: Ventralansicht
eines weiblichen Flagellen-Annulus. Das Flagellum ist viel schmaler als beim Mannchen. Typ A
Sensilla trichodea (Pfeile) sind in gro3er Anzahl entlang der distalen (d) und proximalen (p)
Grenzen des Annulus zu finden; Maf3stab 100 um. E: Die typische U-férmige Anordnung von
Typ A Sensilla trichodea von Méannchen ist gezeigt. MaRRstab 100 um; alle Bilder sind von
Shields und Hildebrandt, 1999.
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Einleitung

Wie oben erwéhnt vermittelt der Geruchssinn verschiedene Verhaltensweisen
der Insekten. Dabei treten geschlechtsspezifische Unterschiede auf. Bei M.
sexta ist z. B. das olfaktorische System von Mannchen auf die Detektion von
Sexpheromonen der Weibchen spezialisiert (J. G. Hildebrandt, 1995).

Bisher wurden zwolf von den Weibchen ausgesendete Pheromon-ahnliche
Verbindungen identifiziert. Davon spielen acht Hexadecanale (16:Ald): drei
isomerische Hexadecanale (Z9,E11,Z11), zwei isomerische Hexadecadienale
(EE, EZ (Bombykal)) und zwei isomerische Hexadecatrienale (EEE, EEZ) eine
Rolle bei der Anziehung von Mannchen (A. N. Starrat et al., 1979; J. H.
Tumlinson, 1989, 1994).

Bislang sind drei Pheromon-detektierende OSNs (A-C), beherbergt in den
Sensilla trichoidea, in Mannchen identifiziert. Diese antworten auf die
Pheromonkomponenten Bombykal, EEZ und EEE (Tumlinson et al., 1989,
Kaissling et al., 1989). Davon sind Bombykal und EEZ fur die Stimulierung des
mannlichen Paarungsverhaltens (Anemotaxis, Anndhrung der Pheromonquelle)
notwendig (Tumlinson et al., 1989).

Der Geruchssinn von Weibchen ist mehr auf die Erkennung der Wirtspflanzen
spezialisiert, welche zur Eiablage benutzt werden. Dabei reagieren sie
besonders auf das in der Wirtspflanze enthaltene (+)-Linalool (Reisenman et
al., 2004). In einer Studie von Kalberer et al. 2010 konnte gezeigt werden, dass
mannliche M. sexta, denen antennale Imaginalscheiben von Weibchen
transplantiert wurden, genauso oft wie Weibchen auf Wirtspflanzen landeten.
Fur dieses Verhalten waren die im Antennallobus enthaltenen Weibchen-
spezifischen Glomeruli notwendig. Dies deutet daraufhin, dass die Glomeruli
eine wesentliche Rolle im geschlechtsspezifischen Verhalten bei M. sexta
spielen. Des Weiteren wurde beobachtet, dass gepaarte Weibchen
geruchsmoduliert direkt Tomatenpflanzen anfliegen (Mechaber et al., 2002).
Zudem ist bei ihnen haufiger eine Abdomenbeugung beobachtet, als bei
ungepaarten Weibchen unterschiedlichen Alters (Mechaber et al., 2002). Das
Abdomen-beugen ist ein Verhalten, welches als Vorstufe zur Eiablage dient
(Mechaber et al., 2002).

Weiterhin wurde in Heliothis virescens beobachtet, dass nach einem Schaden
aufgrund von Raupenfral3 oder anderen Pflanzenfressern flliichtige organische
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Verbindungen freigesetzt werden und diese eine abstoRende Wirkung auf Ei
ablegende Weibchen hatten (De Moraes et al., 2001).

Die ORs spielen also eine essentielle Rolle im geschlechtsspezifischen
Verhalten. Die Geschlechtsspezifitdt spiegelt sich in der Anzahl der ORs
(Grol3e-Wilde et al., 2011), der differentiellen Expression und moglicherweise in
ihren geschlechtsspezifischen Funktionen wider.

Dreidimensionale Rekonstruktionen der Antennallobus von M. sexta haben
gezeigt, dass Mannchen 68 Glomeruli und Weibchen 70 £ 1 Glomeruli haben
(Grol3e-Wilde et al., 2011). Ein OSN-Typ exprimiert genau einen Typ von OR.
Die OSNs geben ihre sensorische Information an die Glomeruli weiter
(Reisenman et al., 2011), dabei endet ein OSN-Typ in einem Glomerulus
(Mombearts, 2006). Daraus wurde sich eine unterschiedliche Anzahl von ORs
bei Mannchen und Weibchen ableiten lassen.

Interessant sind daher folgende Fragen: Kann ein und der gleiche OR in beiden
Geschlechtern vielleicht geschlechtsspezifisches Verhalten vermitteln? Diese
Frage lasst sich fur M. sexta bisher nicht beantworten, wobei eine Studie in D.
melanogaster diese Mdglichkeit zeigte. Der OR67d, welcher in OSNs exprimiert
wird, antwortete auf das mannchenspezifische Pheromon cis-vaccenyl Acetat
(cVA). Eine Aktivierung von OR67d Neuronen durch cVA inhibierte das
Brautwerben von anderen Mannchen, wohingegen die Empfanglichkeit der
Weibchen zu ihrem werbenden Mannchen geférdert wurde (Datta et al., 2008).
Nutzen auch Weibchen den Geruchssinn zur Partnerwahl? Konnen sie ihre
Konkurrenten, z.B. bei der Brautwerbung riechen? Die letzten Fragen wurden in
einer Studie in H. virescens untersucht (Hillier und Vickers, 2004). Da wurde
gezeigt, dass die Mannchen Uber ihre ,Hairpencils“ Sexualpheromone
produzieren. Diese haben mehrere Effekte, zum einen wahlten Weibchen
daruber ihre Geschlechtspartner, zum anderen wurden dariber Konkurrenten
wahrend der Brautwerbung abgewehrt. In M. sexta gibt es dafur bisher keine
Beweise.

Bisherige  Studien konzentrierten sich auf D. melanogaster als
Modellorganismus der Molekularbiologie. Hier wurden die ersten Insekten ORs
von Clyne et al. 1999, Gao und Chess 1999 in D. melanogaster beschrieben;
die ersten ORs in Motten 2002 in H. virescens (Krieger et al., 2002). Derzeit
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sind putative ORs von mehreren Mottenarten, wie B. mori, Ostrina furnacalis, H.
virescens und Helicoverpa zea (Sakurai et al., 2004, Takanashi et al., 2006,
Krieger et al., 2002, 2003, Cossé et al., 1998) beschrieben. Allerdings sind bis
auf B. mori jeweils nur einige wenige Vertreter dieser Familie bekannt.

Die ORs haben sieben Transmembrandomé&nen und bilden Heteromultimere
mit einem Corezeptor, genannt Orco (Vosshall und Hansson, 2011). Der erste
Orco wurde in D. melanogaster als OR83b beschrieben (Elmore et al., 2003,
Vosshall et al., 1999, 2000). Im Gegensatz zu den meisten anderen ORs weist
Orco einen sehr hohen Konservierungsgrad auf (Krieger et al., 2003). Dieser
hohe Grad an Konservierung liel? annehmen, dass er eine entscheidende Rolle
in der Olfaktion besitzt. In einer Studie mit D. melanogaster wurde eine Ocro
Null-Mutante erzeugt. Diese konnte nicht mehr auf Geruchsstimulation
reagieren. Zudem wurde in in situ Hybridisierungen gezeigt, dass Orco in allen
OR-exprimierenden Zellen anwesend ist. Aus weiteren Experimenten wurde
geschlussfolgert, dass Orco als Chaperon fungieren kann und so eine korrekte
Membranintegritat der ORs unterstitzt (Larsson et al., 2004).

Als Grundlage der Analyse olfaktorischer Rezeptoren von M. sexta galt eine
Sequenzdatenbank antennaler Transkripte, welche vollstandige und partielle
Sequenzen von exprimierten Genen enthédlt. Die Funktion der meisten
Transkripte ist bisher unbekannt (Grof3e-Wilde et al., 2011).

Drei putative olfaktorische Rezeptoren, MsexOR-7, MsexOR-10 und MsexOR-
41 besitzen Orthologe in anderen Spezies der Lepidoptera und zwei von ihnen
(MsexOR-7, MsexOR-41) sind in einem ahnlichen Grade konserviert wie z.B.
die Pheromonrezeptoren (Gro3e-Wilde et al. 2011, Abb. 3).

Dies ist ungewohnlich fur ORs, welche generell als sehr divergent beschrieben
werden (Robertson und Wanner, 2006) und macht diese drei Rezeptoren
interessant. Bisher haben diese Rezeptoren unbekannte Funktionen, allerdings
vermutet man, dass sie ahnlich wichtig der Funktion der Pheromonrezeptoren
sind.

Das Ziel meiner Arbeit ist die Charakterisierung der putativen ORs MsexOR-7,
MsexOR-10 und MsexOR-41. Aufgrund der oben erwdhnten Fakten sind meine
Hypothesen, dass es sich bei diesen Rezeptoren um olfaktorische Rezeptoren
handelt und diese geschlechtsspezifisch sind.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Analyse-Software

Material und Methoden

Software

Hersteller

LSM Image Browser

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Konfokal Laser-Scanning Mikroskop
LSM 510 Meta

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

2.1.2 Chemikalien

Substanz Hersteller

LE Agarose Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland, Art. Nr.:
840004

Ampicillin Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.

Nr.: K029.2

1-Bromo-3-chloro-propan

SIGMA-Aldrich, Steinheim,
Deutschland, Art. Nr.: B9673

Bromphenolblau

Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.
Nr.: A512.1

DEPC

Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.
Nr.: K028.3

Dextransulfat

Calbiochem, EMD Biosciences, Inc.,
San Diego, USA, Art. Nr.: 265152

Diethylpyrocarbonat

Roth Karlsruhe, Deutschland, Art. Nr.:
K028.3

Essigsaure

Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.
Nr.: 7332.2
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Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

SIGMA-Aldrich, Steinheim,
Deutschland, Art. Nr.: E9884

Ethanol Roth Karlsruhe, Deutschland, Art. Nr.:
9065.1

Formamid Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.
Nr.: 6749.3

Glukose Roth Karlsruhe, Deutschland, Art. Nr.:
997.2

Salzsaure Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.

Nr.: 9277.1

Heringssperma

Invitrogen, Carlsbad, CA, Art. Nr.:
74782

Kaliumdihydrogen-phosphat

Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.
Nr.: 3904.1

2-Propanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.
Nr.: CP41.2

Magnesiumchlorid

Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.
Nr.: KK36.2

Maleinsaure

SIGMA-Aldrich, Steinheim,
Deutschland, Art. Nr.: MO375

Natriumbicarbonat

SIGMA-Aldrich, Steinheim,
Deutschland, Art. Nr.: S6014

Natriumcarbonat

SIGMA-Aldrich, Steinheim,
Deutschland, Art. Nr.: S7795

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.
Nr.: 9265.2

Trinatriumcitrat

SIGMA-Aldrich, Steinheim,
Deutschland, Art. Nr.: S1804

Natriumphosphat dibasisch Dihydrat

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Nuklease freies Wasser

Qiagen, Hilden, Deutschland, Art. Nr.:
1039498

Paraformaldehyd

Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.
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Nr.: 0335.2

PBS

SIGMA-Aldrich, Steinheim,
Deutschland, Art. Nr.: P4417-100TAB

Pink Coprecipitant

Bioline, London, GroRRbritanien, Art.
Nr.: BIO-37075

SOC Medium Invitrogen, Carlsbad, CA, Art. Nr.:
15544-034

TRI Reagent SIGMA-Aldrich, Steinheim,
Deutschland, Art. Nr.: T9424

TRIS Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.
Nr.: 5429.3

Triton X-100 SIGMA-Aldrich, Steinheim,
Deutschland, Art. Nr.: T8532

Trypton Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.
Nr.: 8952.2

Tween20 Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.
Nr., P1379

X-Gal Roth, Karlsruhe, Deutschland, Art.

Nr.: 2315

2.1.3 GroRenmarker DNA

Name

Hersteller

Quick Load DNA Ladder

New England BioLabs Inc., Inc.,
Ipswich, Art. Nr.: #B7021S

2-Log DNA Ladder

New England BioLabs Inc., Ipswich,
MA, Art. Nr.: #N3200S

2.1.4 Enzyme, Kits, Plasmide

Enzym/Kit

Hersteller

Anti-Digoxigenin AP Fab fragments

Roche, Basel, Schweiz, Ref. Nr.:
11093274910, Lot. Nr.: 12486522
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Biotin RNA labeling Kit

Roche, Basel, Schweiz, Art. Nr.:
11685597910

Chemisch kompetente Zellen E. coli

Invitrogen One shotTopl0, Art. Nr.:
C4040-10

Digoxigenin RNA labeling Kit

Roche, Basel, Schweiz, Art. Nr.:
1127073910

Desoxyribonukleinséure aus

Fischsperma

Sigma Aldrich, St. Lois, MO, Art.
Nr.:74782-10G

E.Z.N.A. Gel Extraction Kit

Omega Bio-Tek, Inc., Norcross, GA,
Art. Nr.: D2501-02

E.Z.N.A. Plasmid Mini Kit |

Omega Bio-Tek, Inc., Norcross, GA,
Art. Nr.: D6942-02

GoTaq Flexi DNA Polymerase

Promega, Madison, W1, USA Art. Nr.:
31107706

HNPP Fluorescent Detection Set

Roche, Basel, Schweiz, Art. Nr.:
11758888001, Lot. Nr.: 13053100

NBT/BCIP Stock solution

Roche, Basel, Schweiz, Art. Nr.:
11681451001, Lot. Nr.: 13174121

Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland, Art. Nr.:
204074

Rox, passive Referenz

Eurogentec, Seraign, Belgien, Lot.
Nr.: 5

SP6

Roche, Basel, Schweiz, Art. Nr.:
11487671001

SuperScript Il First Strand System

Invitrogen, Carlsbad, CA, Art. Nr.:
11904-018

Taq Polymerase (5 U/ml)

Qiagen, Hilden, Deutschland, Art. Nr.:
201207

TOPO TA Cloning Kit Dual Promoter
(with pCRII-TOPO vector)

Invitrogen, Carlsbad, CA, Art. Nr.: 45-
OOO07LT, Lot. Nr.: 1029354

TSA TM Fluorescein System

Perkin Elmer, Waltham, MA, Art. Nr.:
NEL701A001KT
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T7

Roche, Basel, Schweiz, Art. Nr.:
10881775001

Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England

BioLabs gekauft.

2.1.5 Geréate und Laborausstattung

Gerat/Anwendung

Typbezeichung

Autoklav

MLS 3781 L, Sanyo (Moriguchi City,
Japan)

Elektrophoresekammer

Mupid-One, Advance (Tokyo, Japan)

Heizblock

Thermomixer comfort 5355,
Eppendorf

Hybridisierungsofen

Hybaid, Thermo Fisher Scientific

Inkubationsschiittler

Al82K, Infors (Bottmingen, Schweiz)

Kryostat

Microm HM 560, Thermo Fisher
Scientific

Konfokalmikroskop

LSM 510 Meta, Zeiss, Jena,
Deutschland

NanoDrop ND-1000, Peglab, Erlangen,
Deutschland
Pipetten Pipetman, Gilson (Middleton, WI)

Real Time Cycler

Stratagene Mx3000P, Agilent
Technologies, USA

Stahlkugel

4 mm Stahlkugel, Qiagen,
Deutschland

Thermocycler

PCR Sytsem 9700, Applied
Biosystems (Carlsbad, CA)

TissuelLyser

TissueLyser LT, Qiagen, Deutschland

Vortexer

Vortex Genie 2, Scientific Industries
(Bohemia, NY)
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Wasserbad

SW22, Julabo (Seelbach, Germany)

Zentrifuge

Centrifuge 5819 R, Eppendorf
(Hamburg, Deutschland)

2.1.6 Medien, Lésungen, Puffer

Lésung

Zusammensetzung

Ladepuffer

2,5 mg Bromphenolblau
30 % Glycerin
70 % destilliertes Wasser

LB-Medium

1 % Trypton

0,5 % Hefeextrakt
0,5 % Natriumchlorid
pH 7,5

LB-Agar

200 ml LB-Medium

1,5 % Agar

400 pl Ampicillin (50mg/ml)
500 pl X-Gal

DEPC Wasser

0,1 % DEPC
1l dd Wasser
1 h 37 °C losen

Natriumbicarbonat

0,1 M Natriumbicarbonat

Natriumcarbonat

0,1 M Natriumcarbonat

Natriumchlorid

2,5 M Natriumchlorid

Magnesiumchlorid

1 M Magnesiumchlorid Hexahydrat;
pro |

MS1 - Lésung

0,1 M Maleinsaure
0,15 M Natriumchlorid
7 g Natriumhydroxid
pH 7,5

pro 11

50 x TAE-Puffer

2 M Tris
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2 M Essigsaure, Art. Nr.: 10 148 261
035
50 mM EDTA
pH 8,0
Tissue-Tek O.C.T. 40 % Glukose
2.1.6.1 In-Situ-Hybridisierungs Puffer
LOosung Zusammensetzung
Blockierungs L6sung 20 ml Maleinséure

2,0 g Blocking Reagent

Blockierungs Arbeitslésung 1 xTBS
1 % Blocking Losung
0,03 % TritonX100

DAP - Puffer 0,1 M TRIS (aus 1 M)

0,1 M Natriumchlorid (aus 5 M)
0.05 M Magnesiumchlorid (aus 1 M);
jel

pH 8,0

Fixierlosung 0,1 M Natriumbicarbonat

4 % Paraformaldehyd

mit Natriumbicarbonat auf 200 ml
auffallen; pH 9,5

50 % Formamid - 5 x SSC 50 % Formamid
5 x SSC (aus 20 x SSC)
Carbonatpuffer 80 mM Natriumbicarbonat

120 mM Natriumcarbonat
pro 50 ml; pH 10,2
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Hybridisierungspuffer

10 % Dextransulfat

2 x SSC (aus 20 x SSC)

0,2 mg/ml Heringssperma

50 % Formamid; pro 50 ml

20 mg/ml Yeast-t-RNA DNA; pro 200pl
Aqua bidest

Maleinsaure 0.1 M Maleinséaure
0.15 M Natriumchlorid; pro |, pH 9,5
10 x PBS 0,85 % Natriumchlorid

8 mM Kaliumdihydrogenphosphat
1,4 mM Natriumphosphat dibasisch
Dihydrat ; prol, pH 7,1

PBS - Glycerol (1:3)

1 xPBS
Glycerin

1 xPBS-19% Triton

1 x PBS (aus 10 x PBS)
1 % TritonX100

20 x SSC 3 M Natriumchlorid

0,3 M Natriumcitrat; je I, pH 7,1
TBS 100 mM TRIS

150 mM Natriumchlorid; je 51; pH 7,5
TBST TBS

0.05 % Tween20

2.1.7 Verbrauchsmaterial

Material Hersteller

Objekttrager Therma scientific, Menzel Glaser,
Roth, Karlsruhe, D; VWR International
Ltd., Polysine™, Leighton Buzzard,
UK

Deckglaser Roth, Karlsruhe, Deutschland
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2.1.8 Synthetische Oligonukleotide

Material und Methoden

Die in der Diplomarbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von MWG

synthetisiert. Die Kalkulierung der Annealingtemperatur erfolgte mit Oligo Calc

(www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html).

Primer Sequenz Tmin °C

Msex\Orco for 5-CTC AAG GCC TGG | 58,4
TAT CCATT-3°

Msex\Orco rev 5-TGG ATC TGG CAC | 58,4
TTT CTC TG-3°

MsexOR-7 for 5-ATG GCG CTT|57,3
CAC TTC GAC GAC
A-3°

MsexOR-7 rev 5-CTA AGA CCT|57,3
CAG CAA TGT AAA
CAT GG-3°

MsexOR-41 for 5-TTC CCT AAC ACA | 58,9
GTT GAA CAA ATG
TAT-3°

MsexOR-41 rev 5-AAA CCA GCA |59,7
CGG CAC AAA TAT
GAA A-3°

MsexOR-10 for 5-CCT GTT CAT |57,3
GGG TTT AGT-3°

MsexOR-10 rev 5-CAG TTA ATT TGC | 53,2
ACG GCT-3°

RL31 for 5-GGA GAG AGG |58,4
AAA GGC AAATC-3

RL31 rev 5-CGG AAG GGG |60,5

ACATTT CTG AC-3°
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Snmp-1 for 5-ATG CGG CTG|59,0
GCA AGG GGA ATT
AAG-3°

Snmp-1 rev 5-TTA CAT GTT GAT | 57,0
TTT TGG AGG CTC
ATG AC- 3’

M13 vorwarts (-20) 5-TGA CCG GCA|524
GCA AAATG-3

M13 ruckwarts (-48) 5-AGG ACA CAC TTT | 62,0
AAC AAT AGG CGA-
3

T7 5-TAA TAC GAC TCA | 55,0
CTA TAG GG-3

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

M. sexta (Lepitoptera, Sphingidae) wurde im Institut fir chemischen Okologie
der Max-Planck-Gesellschaft geziichtet. Die ausgewachsenen M. sexta konnten
sich in einem Kafig paaren, in dem die Pflanze Nicotiana attenuata gehalten
wird, welche zur Eiablage benutzt wurde. Die Eier wurden dreimal pro Woche
abgeholt und in Plastikboxen in eine Klimakammer (Tag: 26 °C, 80 %
Luftfeuchtigkeit, 16 h Licht, 100 % Lichtintensitat; Nacht: 22 °C, 80 %
Luftfeuchtigkeit, 8 h dunkel) Gbertragen. Geschlipfte Larven wurden in neue
Plastikboxen in der gleichen Klimakammer ubertragen und mit kunstlicher
Ernahrung versorgt (46 g Agar, 144 g Weizenkeime, 140 g Maismehl, 76 g
Sojamehl, 75 g Kasein, 24 g Salz, 36 g Zucker, 5 g Cholesterin, 12 g
Ascorbinsaure, 6 g Sorbinsaure, 3 g Methylparaben, 9 ml Leinél, 60 ml 37 %
iges Formalin, 30 mg Nikotinsdure, 15 mg Riboflavin, 7 mg Thiamin, Pyridoxin 7
mg, 7 mg Folséaure und 0,6 mg Biotin je 1,8 ml Wasser). Nach sechs Wochen,

in denen die Larven regelmaldig in neue Boxen mit neuem Futter tbertragen
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wurden, wurden die Larven in eine andere Klimakammer (gleiche Bedingungen)
fur die Verpuppung platziert. Puppen fir die Aufzucht wurden in Flugkéafig
gebracht. Verbleibende Tiere schlipften, nach Geschlecht getrennt, in

Papiertiten, oder Flugkéfige und wurden fir Experimente verwendet.
2.2.2 Isolation totaler RNA

Aus den Antennen von M. sexta wurde RNA extrahiert.

Zur Isolierung der totalen RNA wurde Antennengewebe von M. sexta in 1 ml
TRI Reagent mit einer Stahlkugel in einem TissueLyser fur 15 min/s mit 50 Hz
homogenisiert. Nach anschlieRender Zugabe von 120 pl 1-Bromo-3-chloro-
propan und vortexen erfolgte eine Inkubation fir 10 min bei RT. Nach erneutem
vortexen erfolgte eine Phasentrennung durch Zentrifugation bei 4 °C, fur 15
min bei 13.000 rpm. Die RNA-haltige obere Phase wurde abgenommen, mit
420 pl Isopropanol versetzt und gevortext. Die Fallung erfolgte t. N. bei - 20 °C.
Am né&chsten Tag wurde fur 30 min bei 4 °C und 16.000 rpm zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Zu dem erhaltenen Pellet wurde 1 ml 80 % iger
Ethanol zugegeben. Abschlie3end wurde fur 30 min bei 4 °C und 16.000 rpm
zentrifugiert, der Uberstand entfernt, dass Pellet getrocknet und in 20 pl
Nuklease freiem Wasser aufgenommen.

Die Konzentration der isolierten RNA-Proben wurde mit einem NanoDrop ND-
1000 bestimmt. Die RNA-Konzentration wird tber eine Absorptionsmessung bei
einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Dabei entspricht eine
Absorptionseinheit Azg einer Konzentration von 40 ug/ml ssRNA. Daraus folgt:

C=Ax*F*K

¢ : Konzentration der Probe [ug/ml]

Azso : gemessene Absorption bei 260 nm

F : Verdinnungsfaktor

K : Konzentration bei Azso = 1 flir RNA (40 pg/ml)

2.2.3 cDNA Synthese

Da RNA nicht direkt als Matrize in einer Polymerasen-Kettenreaktion (PCR)

eingesetzt werden kann, muss sie mit Hilfe des Enzyms der reversen
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Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden. Fir die cDNA Synthese wurde
das SuperScriptlll First Strand Kit verwendet.
Fur das Schreiben der cDNA wurden RNA-Proben von Antennen der Mannchen

und Weibchen von M. sexta verwendet. Der Ansatz setzte sich wie folgt

zusammen:

dNTPs 1,0
OligodT-Primer 1,0
Total-RNA (ProbenRNA) 1,0 ug

Wasser (RNase frei) insgesamt 8,0 pl

Anschliel3end erfolgte eine Inkubation fur 5 min bei 65 °C und

1 min auf Eis.

Ansatz Punkt 1 10,0
10XRT-Puffer 2,0 ul

MgCl 4,0 pl (25 mMm)
DTT 2,0 ul (0,1 M)
RNAse out 1,0 pl (40 U/ )
SuperScriptlll Rev. T 1,0 pl (50 U/ )

20,0 pl

Die cDNA Synthese erfolgte durch eine Inkubation fir 50 min bei 50 °C und 5
min bei 85 °C.

Fur den RNA-Verdau wurden 1,0 ul RNase H (2 U/pl) zu dem Ansatz gegeben
und fur 20 min bei 37 °C inkubiert.
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2.2.4 PCR

Material und Methoden

Die PCR ermoglicht die Amplifikation spezifischer cDNA-Fragmente. Es erfolgt

zunachst die Denaturierung des zu amplifizierenden DNA-Stranges. So kann

sich ein komplementarer Primer an die entstehenden Einzelstrange anlagern.

Eine thermostabile DNA-Polymerase fullt jeden Einzelstrang zu einem

Doppelstrang auf. Aufgrund einer zyklischen Wiederholung der Vorgange wird

eine exponentielle Amplifikation der gewiinschten DNA-Fragmente erreicht.
(Mullis et al., 1986).
Ein 25 pl PCR-Ansatz fur die cDNA-Amplifikation wurde nach folgenden

Pipettierschema angesetzt:

Tabelle 1: Pipettierschema fur die cDNA-Amplifikation

Reagenz Volumen [ul] Konzentration
Nuklease freies | 17,5 pl

Wasser

10 x CL-Puffer 2,5u

dNTPs 1,0 i 10- 11 mM
RL31 for 1,0 100 pmol/ul
RL31 rev 1,0 100 pmol/ul
Taqg-Polymerase 1,0 5U/ul
Template 1,0 i

Gesamtansatz 25,0 ul

Die cDNA-Amplifikation erfolgte ebenso mit den Oligonukleotiden OR7 for, OR7

rev; OR10 for, OR10 rev; OR41 for, OR41 rev.
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Tabelle 2: PCR-Programm fir die Amplifikation der cDNA

Zeit [sec] Temperatur Reaktionszyklenzahl | PCR-Schritt
[°C]
300 94 1 Initiale Denaturierung
30 94 35 Denaturierung
30 58 Annealing
45 72 Extension
420 72 1 Extension
o0 4 Kihlung

Fur die Amplifikation der DNA aus E. coli wurde folgender Ansatz pipettiert:

Tabelle 3: Pipettierschema fur Amplifikation der DNA aus E. coli

Reagenz Volumen [ul] Konzentration
Nuklease freies | 4,5 pl

Wasser

5 X Green- | 2,0 ul

GoTagPuffer

dNTPs 0,2 pl 10-11 mM
M13 rev 0,5 ul 100 pmol/pl
T7 0,5 ul 100 pmol/ul
GoTag-Polymerase 0,1 pl 5 U/l
MgCl, 1,2 pl 25 mM
Gesamtansatz 9,0 ul

sowie eine weil3e Bakterienkolonie von einer Selektionsplatte.

Fur die Amplifikation der PCR-Produkte aus E. coli wurden folgende Zyklen im

PCR-Gerat durchlaufen:
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Tabelle 4: PCR-Programm ftr Amplifikation der PCR-Produkte aus E. coli

Zeit [sec] Temperatur Reaktionszyklenzahl | PCR-Schritt
[°C]
120 94 1 Initiale Denaturierung
15 94 34 Denaturierung
30 53 Annealing
90 72 Extension
420 72 1 Extension
o0 4 Kihlung

Zur Uberprifung der PCR wurden die Produkte gelelektrophoretisch kontrolliert.
2.2.5 Agarose Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Produkte der PCR erfolgte mit Hilfe einer Gelektrophorese.
Da Nukleinsduren aufgrund ihrer Phosphatreste negativ geladen sind, wandern
sie im elektrischen Feld zur Anode. Die Produkte wurden auf ein Agarosegel
geladen und im elektrischen Feld der GroRe nach aufgetrennt. Da
Nukleinsauren aufgrund ihrer Phosphatreste negativ geladen sind, wandern sie
im elektrischen Feld zur Anode. Es wurde ein 1 % iges Agarosegel verwendet,
welches aus 1,5 g Agarose und 150 ml TAE Puffer besteht. Durch die Zugabe
von 5 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) konnten spéater unter UV-Licht Banden
sichtbar gemacht werden. Die Auftrennung erfolgte bei 135 V fur 25 min.

2.2.6 Gelextraktion

Nach der Gelelektrophorese wurden die entsprechenden Banden aus dem Gel
ausgeschnitten und aufgereinigt. Die Aufreinigung  erfolgte mit einem
Gelextraktionskit von E.Z.N.A. nach Herstellerprotokoll.
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2.2.7 Restriktionsverdau

Der Verdau erfolgte bei 37 °C 0. N..

Nuklease freies Wasser X Ml
Plasmid (1 pg) X ul
Puffer (NE Puffer 4) 2,0u

Enzym EcoRI HF (10.000U/ml) 1,0 pl

Gesamtansatz 25,0 ul

2.2.8 Ligation

Material und Methoden

Mit Hilfe einer Ligase wird das 3'-Hydroxy-Ende mit dem 5'-Phosphat-Ende der

DNA-Segmente verbunden. Da das Insert MsexOR-10 in ein Plasmid mit nur

einer Promotorstelle kloniert war, konnte keine

erfolgreiche Klonierung

erfolgen. Somit wurde das Insert des Plasmids MsexOR-10 mit Plasmid pCRaII

(Abb. 2) ligiert.

31


http://de.wikipedia.org/wiki/Ligasen�
http://de.wikipedia.org/wiki/Nukleins%C3%A4ure�

Material und Methoden

lacZa ATG
M13 Reverse Primer |
CAG GAR ACA GCT ATG AQC ATG ATT
GTC CTT TGT CGA TAC 'I:—: TAC TAA T

Nsi'l Hmfd m Kpn Sac| BamH | Spe |

TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA (
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CA

Bs‘rx | EcoRI

PCR Product sl

BstX | Notl Xhol Nsi| Xbal Apal

|
CCA TCA CAC TG
GGT AGT GTG AC

Comments for pCR®II-TOPO®
3973 nucleotides

LacZo gene: bases 1-589

M13 Reverse priming site: bases 205-221
Sp6 promoter. bases 239-256

Multiple Cloning Site: bases 269-383

T7 promoter: bases 406-425

M13 (-20) Forward priming site: bases 433-448
f1 ongin: bases 590-1027
Kanamycin resistance ORF: bases 1361-2155
Ampicillin resistance ORF: bases 2173-3033
pUC origin: bases 3178-3851

Abbildung 2: Vektorkarte pCRII.
Die beiden EcoRI-Schnittstellen flankieren das inserierte PCR-Produkt.
(http://products.invitrogen.com/ivgn/product/K466040).

Die Ligation erfolgte nach folgendem Ansatz bei 4 °C 0. N.:

Fragment 15,0 ul (1:7)
Vektor 2,0 ul (25 ng/ul)
Ligations Buffer 2,0u

T4 Ligase 1,0 pl (5 U/ )
Gesamtansatz 20,0 ul
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2.2.9 Transformation

25 pl aufgetaute chemisch kompetente E. coli Zellen wurden in vorgekuihlte
Eppendorf-Tubes mit 2 pl Ligationsansatz pipettiert. Anschliel3end erfolgte eine
15-mindtige Inkubation auf Eis. Nach einem Hitzeschock fur 45 sek bei 42 °C
und darauffolgenden 2 min Inkubation auf Eis, wurden 150 pl SOC-Medium
zugegeben. Dieser Ansatz wurde 1 h bei 37 °C auf einem Schittelinkubator
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen auf LB-Agar gegossene
Selektionsplatten ausplattiert und wuchsen tber Nacht bei 37°C.

2.2.10 Selektion der transformierten Escherichia coli-Stammen

Die Selektion auf erfolgreiche Transformation erfolgte bei dem verwendeten
Vektor Uber eine Kanamycinresistenz Ampicillinresistenz. Die Selektionsplatten
wurden dafir mit Ampicillin und X-Gal versehen. Der Vektor enthielt ebenso ein
lacZ Gen, welches das N-terminale a-Fragment der B-Galactosidase kodiert.
Durch eine a -Komplementation wird das Enzym (-Galactosidase gebildet. Das
lacZ-Gen ermdglicht somit eine Blau-Weil3 Selektion. Durch den Einbau eines
DNA-Fragmentes in den Vektor wurde das lacZ-Gen zerstért und die
Bakterienkolonien blieben weil3. Bakterienklone, die das DNA-Fragment nicht
aufgenommen haben, wurden durch den Erhalt des lacZ-Gens blau.

Die weil3en Bakterienkolonien wurden in 5 ml flissigen LB-Medium mit 10 pl
Ampicillin (50 mg/ml) bei 37°C 0. N. auf einem Schittler zur Vermehrung
inkubiert.

2.2.11 Plasmid Mini Preparation

Die Uber-Nacht Kultur wurde 15 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Das erhaltene
Pellet wurde in 250 pl Lésung | (inkl. RNase A) gelost. Dazu wurden 250 pl
Losung Il gegeben. Nach dem Invertieren erfolgte eine 2-mindtige Inkubation
bei RT und die Zugabe von 350 pul der Lésung Ill. AnschlieRend wurde so lange
invertiert, bis ein weil3es Prapzipitat ausfiel. Wahrend einer Zentrifugation bei
13000 rpm fir 10 min wurde die Séaule mit 100 pl Equilibration Puffer equilibriert
und 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Nach
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der Zentrifugation wurde der Uberstand auf die Saule gebracht und fiir 1 min
bei 13.000 rpm zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 500 pl HB
Puffer und eine Zentrifugation fir 1 min bei 13.000 rpm Danach wurde mit 700
ul Waschpuffer gewaschen, indem fir 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert wurde.
Das Waschen wurde im nachsten Schritt wiederholt. Nach dem Trocknen des
Pellets, 2 min bei 13 000 rpm, wurde in 80 pl Elutions Puffer fir 1 min bei RT
inkubiert. Nach dem Ubersetzen der Saule auf ein neues Eppendorf Tube
erfolgte die Eluation 1 min bei 13.000 rpm. Die Plasmid Mini Preparation
erfolgte nach dem Protokoll und dem Kit von E.Z.N.A. Die Plasmidkonzentration

wurde mit einem Photometer bestimmt.
2.2.12 DNA-Sequenzierung

Die Plasmid-DNA wurde zur Sequenzierung zur Abteilung fur Entomologie
(Max-Planck-Institut fir chemische Okologie, Jena) gegeben. Dafiir wurden 140
ng Plasmid-DNA, sowie 0,5 pl Primer (M13 rev bzw. T7) eingesetzt und mit
Nuklease freiem Wasser auf 6 pl aufgefllt.

2.2.13 Synthese der Sonden fir in-situ-Hybridisierung

Fur die Durchfihrung einer in-situ-Hybridisierung wurden RNA-Sonden
hergestellt, wobei mit zwei verschieden markierten Nukleotiden gearbeitet
wurde. Um die Expression der zu untersuchenden Gene zu zeigen, wurden
antisense RNA-Sonden hergestellt. Die Sequenzen von putativen Rezeptoren
wurden durch Sequenzierung offenbart. Die PCR-Produkte wurden in den
pCRII Vektor kloniert. Dieser Vektor besitzt zwei Promotorregionen fur die RNA-
Polymerasen SP6 und T7, die es ermdglichen sense RNA, bzw. antisense RNA
zu schreiben. Der Vektor wurde mit einem entsprechenden Enzym geschnitten
und das Produkt mit der entsprechenden Polymerase synthetisiert. Der
Enzymverdau erfolgte nach dem Schema wie in 2.2.4 beschrieben mit
Restriktionsenzymen. AnschlielRend wurden die Proben mit einem Agarosegel
aufgetrennt und ausgeschnitten. Mit einer Gelextraktion erfolgte die
Aufreinigung nach E.Z.N.A..
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Danach wurden 150 ng von der gereinigten DNA eingesetzt und auf 14 pl mit
Nuklease freiem Wasser aufgeflllt. Zum Schreiben der Sonde wurden 2 i
Transkriptionspuffer, 2 pl RNA-Labeling Mix (Digoxigenin bzw. Biotin) und 2 pl
RNA Polymerase (SP6 bzw. T7) hinzugefligt. Nach einer anschliel3enden
Inkubation von 3 h bei 37 °C, wurden 2,5 pl Pink Koprezipitant und 75 pl 99 %
igen Ethanol dazu pipettiert und . N. bei - 20 °C gefallt.

Nach einer 30-minttigen Zentrifugation bei 4 °C und 14.000 rpm wurde der
Uberstand entfernt und das Pellet mit 50 pl 70 % igen Ethanol in DEPC-Wasser
gewaschen. Danach folgte nochmals eine 30-minutigen Zentrifugation bei 4 °C
und 14.000 rpm bei der anschlieRend der Uberstand verworfen wurde. Das
getrocknete Pellet wurde in 50 pl Nuklease freiem Wasser aufgenommen.

Die Fragmentation der Sonde erfolgte, indem 25 pl der Sonde mit 25 ul
Fragmentationspuffer versetzt wurde. Nach einer Inkubation bei 60 °C fir eine
nach Angerer und Angerer kalkulierte Zeit wurde die Reaktion durch 10 % ige
Essigsaure gestoppt und 250 pl Hybridisierungspuffer zugegeben.

MsexOR7, MsexOR10, MsexOR41 wurden auf 600 bp verkirzt. Eine
Beispielrechnung:

Sonde 2000bp
Gekirzte Lange 600bp

Fragmentationszeit:

(Sonde — gekurzteLange) / (Faktor * Sonde * gekirzte Lange)
= (2.0-0.6)/(0.11*2.0*0.6)

=10.60 min = 10 min 36 sek

2.2.14 Kryostat Histologie

Das Gewebe wurde zur Entfernung von Luftblasen in eine Triton X-100 L6sung
und anschlieBend in Einbettungsmedium (Tissue-Tek OCT Compound)
getaucht. Bei dem Gewebe handelte es sich um die Antennen von M. sexta, die
an dem Scapulum entfernt wurden. Danach wurden die Gewebe mittels
Einbettungsmedium auf die Halterung des Gefriermikrotoms aufgefroren. Dann
wurde mit dem auf - 20 °C eingestellten Kryostaten Sagittalschnitte von 12 pum
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bzw. 14 um Dicke angefertigt. Die Schnitte wurden auf Objekttrager aufgezogen
und nach einer kurzen Trocknung bei Raumtemperatur bei - 80 °C bis zur

Verwendung eingefroren.

2.2.15 Sondentest

Um die Qualitat der Digoxigenin Markierung der hergestellten RNA-Sonden zu
ermitteln, wurde ein Sondentest durchgefuhrt. Fir diesen wurden 1,0 pl RNA-
Sonde mit 1,5 pl doppelt destilliertem Wasser und 2,5 pl 20 x SSC versetzt.
Nach einer 5-minttigen Inkubation bei 65 °C erfolgte fir 5 min eine Inkubation
auf Eis. AnschlieBend wurden die Ansétze punktuell auf eine Hybonemembran
aufgetragen und getrocknet. Danach erfolgte das Ausbacken fur 2 h bei 80 °C
zwischen Filterpapier. Nach dem Ausbacken wurden 20 ml MS1 L6sung uber
die Membran (zwischen Filterpapier) in eine Petrischale gegeben und fur 10
min geschittelt. Danach wurde fir 60 min bei RT und unter Schuitteln in 1 %
iger Blockierungslosung geblockt. AnschlieRend erfolgte fir 2 h bei 37 °C eine
Inkubation mit einem Antikorper (Anti-Digoxigenin + 1% Blockierungslésung,
1:10000). Nach dieser Inkubation erfolgte mit der MS1 L6sung dreimaliges
Waschen der Membran fur 10 min auf einem Schuttler. Danach wurde mit
NBT/BCIP ca. 10 min unter lichtgeschitzten Bedingungen entwickelt.

2.2.16 in-situ-Hybridisierung

Die in-situ-Hybridisierung dient zum direkten Nachweis einer spezifischen
MRNA. Die Markierung erfolgte tUber RNA-Sonden. Zum Nachweis wurden

Digoxigenin bzw. Biotin markierte Sonden verwendet.
Vorbereitung Hybridisierungsmix

Fur die in-situ-Hybridisierung wurden zunéchst verschiedene Verdinnungen der
Sonden angesetzt, um herauszufinden, in welcher Konzentration die Sonden
die besten Signale geben. Die Sonden wurden 1:50, 1:100, 1:200 mit
Hybridisierungspuffer verdinnt.
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Anschlielend wurden die Sonden fur 10 min bei 65 °C in einem Heizblock
inkubiert. Danach erfolgte eine Inkubation der Sonden fiir mindestens 5 min auf
Eis.

Fixierung und Waschen der Gewebeschnitte

Zunachst wurden die Objekttrager an Luft und bei RT getrocknet. Danach
wurden sie fur 30 min bei 4 °C in 200 ml Fixierlésung fixiert. Anschlie3end
erfolgten, wie in der Tabelle 5 aufgelistet, die Waschschritte bei RT.

Tabelle 5: Waschschritte der Gewebeschnitte

Waschschritte Losungen Volumen Zeit

1 1 xPBS 200 mi 1 min
2 0,6 % HCI 200 ml 10 min
3 1x PBS-1%Triton | 200 ml 2 min
4 1 xPBS 200 mi 30 sek
4 1 xPBS 200 mi 30 sek

Nach dem Waschen erfolgte eine Inkubation der Schnitte in 50 % Formamid/5 x
SSC fur 10 min bei 4 °C.

Hybridisierung

Nach der Inkubation wurden die Schnitte bei RT und an Luft getrocknet.
Anschliel3end wurden sie mit 100 pl Sonde (in Hybridisierungspuffer) versehen
und mit einem Deckglas verschlossen. Dann wurden die Schnitte in eine
Feuchtkammer mit 50 % Formamid (50 % A. bidest) sortiert und bei 55 °C in
einem Hybridisierungsofen u. N. inkubiert.

Waschen von Gewebeschnitten

Anschliel3end erfolgte nach dem Entfernen der Deckglaser zweimal Waschen
der Schnitte mit 200 ml 0,1 x SSC fur 30 min bei 60 °C im Wasserbad. Dann
wurden die Schnitte kurz in 200 ml 1 x TBS (pH 7,5) gespdilt.
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Blockierung

Die Schnitte wurden in einer Feuchtkammer (100 % A. bidest) mit 1 ml
Blockierungspuffer versetzt und fir 30 min bei RT inkubiert.

Inkubation mit AntikGrpermix

Zunachst wurde der Blockierungspuffer entfernt. AnschlieRend wurden die
Objekttrager mit 100 pl Antikorpermix (Anti-Digoxigenin und Strepavidin,
Mischung nach Herstellerangaben) versetzt und mit einem Deckglas bedeckt.
Danach wurden die Schnitte in eine Feuchtkammer mit A. bidest sortiert und
fur mindestens 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Deckglaser durch Spulen in 200 ml TBST entfernt. Anschlieend wurde 3 x in
200 ml TBST fur 5 min bei RT auf dem Schittler gewaschen. Nach dem
Waschen wurden die Schnitte kurz in 200 ml DAP Puffer getaucht.

Digoxigeninfarbung

Nach der Inkubation in DAP wurde zu den Schnitten 100 pl Fast Red Loésung
(HNPP Fluorescent Detection, Mischung nach Herstellerangaben) gegeben und
anschlielRend mit einem Deckglas versehen. Die Objekttrager wurden in einer
Feuchtkammer (100 % A. bidest) fir 30 min bei RT inkubiert. Das Entfernen der
Deckglaser erfolgte durch Spulen in 200 ml TBST. AnschlieBend wurde
dreimalig in 200 ml TBST fur 5 min bei RT und lichtgeschtitzt auf dem Schdttler
gewaschen.

Inkubation mit Tyramid

Nach der Digoxigeninfarbung wurden die Schnitte mit 100 pl Tyramid L6sung
(Mischung nach Herstellerangaben) versetzt. Anschlie3end wurden die Schnitte
in einer Feuchtkammer fir 10 min bei RT inkubiert. Das Entfernen der
Deckglaser erfolgt durch Spulen in 200 ml TBST. Danach erfolgte 3 x Waschen
in 200 ml TBST fur 5 min bei RT, sowie lichtgeschitzt auf Schittler.
Anschliel3end wurden die Objekttrager mit 200 ml A. bidest gespuilt.
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Vorbereiten der Objekttrager fur die Mikroskopie

Abschliel3end wurden die Schnitte mit PBS/Glycerol eingebettet. Die Schnitte
wurden mit einem Deckglas verschlossen und mit Nagellack versiegelt. Bis zum

Scannen werden die Objekttrager bei 4 °C gelagert.

2.2.17 Konfokal Mikroskopie

Das Scannen der hybridisierten Gewebeschnitte erfolgt an einem
Konfokalmikroskop. Das Bearbeiten der behandelten Schnitte erfolgte mittels
LSM510 Software.

2.2.18 Quantitative Real Time PCR

Die gPCR beruht auf dem Prinzip einer herkdbmmlichen PCR, die zudem die
Quantifizierung der DNA nach jedem Zyklus ermdglicht.

In der Real Time PCR wurde SYBR Green als Detektionssystem verwendet.
Bei SYBR Green handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, welcher in
doppelstrangige DNA interkaliert und die Wellenldnge seines emittierten Lichts
andert. Es erfolgt eine Messung der Fluoreszenzintensitdt nach jedem PCR
Zyklus; so wird der Anstieg des Produktes detektiert. Die Expressionsprufung
erfolgte Uber eine Schmelzkurvenanalyse. Zudem wurde zusatzlich die passive
Referenz Rox verwendet. Rox wurde in jeder Reaktion in konstanter
Konzentration zugesetzt. Dadurch wurde fir jeden Zeitpunkt ein Quotient aus
dem Signal des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes und dem Signal von Rox
gebildet. Diese Normierung gleicht Fluoreszenzschwankungen von einem
Reaktionsgefald zum anderen aus, sowie die von einer 96-Well-Platte zur
anderen.

Die Quantifizierung erfordert PCR-Laufe fur die Gene von Interesse (MsexOR)
und fur ein Housekeeping Gen. In dieser Arbeit wurde dafir RL 31, ein
unreguliertes und ribosomales Protein, benutzt. Diese Methode wird zur
Bestimmung der Expressionsintensitdt der MsexOR-7, MsexOR-10 und
MsexOR-41 zwischen Mannchen und Weibchen angewandt. Des Weiteren zum

guantitativen Nachweis in den einzelnen antennalen Abschnitten.
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Fur die quantitative Real Time PCR wurde das Stratagene Mx3000P Gerat und
das PCR Kit von Qiagen verwendet.

Bei jedem Real Time PCR Lauf wurden vier Positivkontrollen, sowie eine
Negativkontrolle mitgefuhrt, welche als Dreifachbestimmung angesetzt waren.
In den Positivkontrollen wurde als Template DNA von M. sexta eingesetzt. Zur
Herstellung des Standards und zur Negativkontrolle wurde Nuklease freies
Wasser verwendet. Das Pipettierschema und das PCR-Programm fir die gPCR
sind in den Tabellen 6 und 7 dargestellt. Die Daten wurden mittels der
Stratagene Mx3000p analysiert. Die Analysierung der Kkalkulierten

Expressionslevels erfolgte in Bezug auf RL 31.

Tabelle 6: Pipettierschema quantitative Real Time PCR

Reagenz Volumen [ul] Konzentration
Rox 1,0

Wasser (Kit) 1,2

RL31 for 0,4 100 pmol/pl
RL31 rev 0,4 100 pmol/pl
Template 7,0 1 ug

Tabelle 7: PCR-Programm fir die Expressionsprufung

Zeit [sek] Temperatur [°C] Reaktionszyklenzahl
600 95 1

30 95 40

60 60

60 95 1

30 55

30 95

Fur die Ermittlung der relativen Quantifizierung in den Antennen von Weibchen
und Mannchen, sowie in den einzelnen Antennenabschnitten wurde die 224;
—Methode verwendet. Ziel der relativen Quantifizierung mittels der AAC:-

Methode ist es eine Aussage Uber das Verhaltnis von Zielgen zu Housekeeping
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Gen zu treffen und in einem Vergleich verschiedener Proben eine quantitative
Angabe Uber die Unterschiede derer Verhaltnisse zu machen. Dafir wurde ein
Kontrollgen (RL 31) verwendet. In jedem Ansatz wurde das Kontrollgen mit
entsprechender cDNA mit amplifiziert. Jede Probe steht somit im Bezug zu dem
Kontrollgen. Bei der Analyse des Verhaltnisses von Ziel-und Housekeeping Gen
wird das Kontrollgen 1 gesetzt und dadurch auf das Verhaltnis innerhalb des

Kontrollgens normiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung putativer olfaktorischer Rezeptoren von M. sexta

Die Analyse olfaktorischer Rezeptoren von M. sexta wurde auf der Basis einer
Sequenzdatenbank antennaler Transkripte durchgefiihrt, welche vollstandige
und partielle Sequenzen von exprimierten Genen enthalt. Die Funktionen der
meisten Transkripte ist bislang unbekannt (Grol3e-Wilde et al., 2011). Dies gilt
auch fur die putativen olfaktorischen Rezeptoren MsexOR-7, MsexOR-10 und
MsexOR-41, welche Gegenstand der Untersuchung sind. Diese drei
Rezeptoren besitzen Orthologe in anderen Spezies der Lepidoptera und sind in
einem ahnlichen Grade konserviert wie die Pheromonrezeptoren (Abb. 3,
GrofRe-Wilde et al. 2011). Dies ist ungewohnlich fur ORs, welche generell als
sehr divergent beschrieben werden (Robertson und Wanner, 2006). Daher
vermuteten wir, dass ihre bisher unbekannte Funktion ahnlich wichtig der
Funktion der Pheromonrezeptoren ist. Aufgrund ihrer hohen Konservierung,
stellen wir die Hypothese auf, dass diese putativen ORs geschlechtsspezifisch
sind. Dies deutet darauf hin, dass diese drei Rezeptoren wichtige Funktionen
haben und das macht sie so interessant. Um Hinweise auf ihre Rolle bei der
Olfaktion in Tabakschwarmern zu bekommen, wurde die Expression der
Rezeptoren im Hinblick auf ihre Geschlechtsspezifitat, sowie ihrem raumlichen
Muster innerhalb der Antenne charakterisiert.
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Abb. 3: Dendrogramm von putativen OR Proteinsequenzen von M. sexta (rot), H. virescens
(griin) und B. mori (blau).

Zwei identifizierte Rezeptorkandidaten gehodren zur Untergruppe von mannlichen
Pheromonrezeptoren (orange hinterlegt). Die Weibchen-spezifischen ORs sind blau markiert
(Grol3e-Wilde et al., 2011).

3.2 Microarray

Die Microarray-Analyse diente als Ansatz um eventuelle Hinweise auf die
Funktion von MsexOR-7, MsexOR-10 und MsexOR-41 zu erhalten. Des
Weiteren wurde damit die geschlechtsspezifische Expression der ORs gepriift.

Die verwendeten Sequenzen fur die Herstellung der Microarray Sonden von M.
sexta wurden in Verwendung der SeqMan Ngen Software zusammengestellt
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(Grol3e-Wilde et al, 2011). Eine Liste von 25.975 Contigs wurde auf eArray
(Agilent technologies) geladen. Fur die Microarray Hybridisierung wurde RNA
von drei Tieren, sowie funf Larven, mit vier biologischen Replikaten pro
Geschlecht verwendet. Die amplifizierten cRNA Proben wurden fur die
Microarray Hybridisierung verwendet und mit Agilent Microarray Scanner
gescannt. Mit dem Gene-Sifter Microarray Analyseprogramm wurden die
Rohdaten analysiert. Die verwendeten Microarray Daten (Abb. 4-6) lieferten und
Grol3e-Wilde et al. in dem Jahr 2011.

MsexOR-7, MsexOR-10 und MsexOR-41 weisen in der Microarray-Analyse
eine hohere Expression in Weibchen (Abb. 4-6) auf.
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Abb. 4: Analyse der Geschlechtsspezifitat von MsexOR-7 in M. sexta Microarray. MsexOR-7 ist

in Weibchen héher exprimiert als im Mannchen.
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Abb. 5: Analyse der Geschlechtsspezifitat von MsexOR-10 in Manduca sexta Microarray.. Die

Expression von MsexOR-10 ist im Weibchen hoher als im Mannchen.
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Abb. 6: Analyse der Geschlechtsspezifitdt von MsexOR-41 in Manduca sexta Microarray.

MsexOR-41 ist in Weibchen héher exprimiert als im Mannchen.
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Die erhaltenen Microarray-Daten fordern aufgrund der hohen Anzahl parallel
untersuchter Einzelproben (> 44.000 Sonden in unserem Fall) weitere
Validierungsschritte. Deswegen erfolgte eine Uberpriifung der
geschlechtsspezifischen Expression mittels quantitativer PCR. Daflr wurde

vorerst die Spezifitat der verwendeten Primer getestet.

3.3 PCR der Oligonukleotide

Fur die quantitative Expressionsanalyse wurden Primer synthetisiert, deren
Spezifitat in einer PCR Uberpruft wurde. Dafir wurde RNA aus Antennen isoliert
und mit Hilfe einer Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Die cDNA
diente als Template in der PCR. Die entstandenen PCR-Produkte wurden auf
ein 15 % iges Agarosegel aufgetragen und mit anschlielender
Ethidiumbromidfarbung analysiert. Es wurden Primerpaare fur MsexOR-7,
MsexOR-10, MsexOR-41 und das Housekeeping Gen (RL 31, kodiert
ribosomales Protein, nicht reguliert) erstellt.
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Abb. 7: Agarose-Gelelektrophorese mit Produkten aus einer PCR mit antennaler cDNA fir
MsexOR-7, MsexOR-10, MsexOR-41 und RL 31.

Die Produkte der RNA-Isolierung wurden in einem 1,5 % igen Agarosegel analysiert. Die
GrofRen des DNA-Markers (M = Marker) sind im rechten Bildrand dargestellt. Die Spur 1 wurde
freigelassen, die Spur 2 enthalt eine Bande des jeweiligen PCR-Produktes (v. r.: MsexOR-7,
MsexOR-10, MsexOR-41, RL 31).

Die PCR-Produkte (Abb. 7) weisen Banden in der erwartenden Gro3e auf. Die
spezifischen Primerpaare konnten somit fur die quantitative Expressionsanalyse
von MsexOR-7, MsexOR-10, MsexOR-41 und RL 31 verwendet werden.

3.4 Quantitative Real Time PCR (qPCR)

Zur Untersuchung der Hypothese, dass MsexOR-7, MsexOR-10 und MsexOR-
41 geschlechterspezifische Rezeptoren sind, sowie zur Uberprifung der
Microarray-Daten wurde eine gPCR durchgefuhrt. Fir die Quantifizierung
wurden PCR-Laufe fur das jeweils untersuchte Gen (MsexOR) und das
Housekeeping Gen (RL 31) bendtigt. Dabei diente RL 31 als Referenzgen, mit
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dem Variationen in der Ausgangsmenge des eingesetzten Templates
ausgeglichen wurden. In beiden Fallen wurde dabei dieselbe cDNA als
Template eingesetzt. Als Analysemethode fiir die Expressionsanalyse wurde

die relative Quantifizierung mittels der 2724¢

1 —Methode gewahlt. Fur diese
wurde zunachst dAC  -Wert bestimmt. Dieser ist die Differenz der
Zykluszahlen, in der das untersuchte Gen, sowie das Housekeeping Gen
erstmals die Hintergrund-Fluoreszenz signifikant Ubersteigen. So ist eine
Aussage dariber mdglich, ob das untersuchte Gen Uberhaupt exprimiert wurde.
Dabei hatten die Ct-Werte einen inversen Bezug zu dem Amplikon in der
Reaktion. Um die Genexpression zwischen zwei verschiedenen Proben zu
vergleichen wurde anschlieBend derAAC t-Wert (durch das Subtrahieren der
ACr-Werte der Proben) bestimmt (Schmittgen und Livak, 2008). Die
Bestimmung der n-fachen Veranderung der Genexpression wurde tiber 2724;
ermittelt (Livak und Schmittgen, 2001).

Die Wirksamkeit der Aussage hing von der Ubereinstimmung der PCR-
Effizienzen der Gene ab. Je grofRer die Unterschiede der Effizienzen waren,

Z'AACT -Methode. Der ldealwert der Effizienz

umso grolRer war der Fehler der
betragt bei exponentieller Amplifikation 1 (100% Effizienz), was einer
Verdopplung der Menge des PCR Produktes nach jedem PCR Zyklus
entspricht (Bohbot und Vogt, 2005). Die PCR-Effizienzen der verwendeten
Gene sollten im Idealfall ahnlich sein. Sie konnten durch verschiedenste
Methoden bestimmt werden (Pfaffl, 2010). In dieser Arbeit verwendeten wir die
Methode, welche die eigentliche PCR-Effizienz Uberschatzt (Effizienz 2,0 bis
2,2) und nicht auf probenindividuelle Mangel eingeht (Pfaffl, 2010). Das
verwendete qPCR System Mx3000P ermittelte nur diese Variante der PCR-
Effizienz. Die gewahlte Methode legte einen Spielraum fir eine Abweichung
von 10 % in den PCR-Effizienzen fest (Schmittgen und Livak, 2008). Unter
diesen Annahmen lautete die Formel zur Ermittlung der relativen
Genexpression 2*%C;. Die PCR-Effizienzen von RL31 (102 %), MsexOR-10
(111 %) und MsexOR-41 (113 %) lagen im Rahmen der 10 %. MsexOR-7 (123
%) hatte eine Differenz von 20 %. Die PCR-Bedingungen sollten daflr optimiert
werden, z. B. mit einer Verdnderung der Primersequenz und der MgClI,-

Konzentration.
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3.5 Lokalisation der rAumlichen Expression von MsexOR-7, MsexOR-10

und MsexOR-41 in den Antennen

Auf den Antennen von M. sexta sitzen olfaktorische Sensillen, welche Dendriten
der olfaktorischen sensorischen Neuronen beherbergen (Abb. 1, Shields und
Hildebrandt, 1999). Die Zellkérper dieser Neuronen sind unterhalb der Sensillen
lokalisiert. Wenn die untersuchten Gene ORs kodieren, mussen sie in solchen
Zellen exprimiert sein. Um zu Uberprifen, ob die rezeptorspezifische mRNA
sich in diesen Zellen befindet, wurden Digoxigenin und Biotin markierte
antisense RNA-Sonden hergestellt. Diese wurden in in-situ-Hybridisierungen
mit sagittalen Kryoschnitten der Antenne verwendet.

Aufgrund der Lokalisation der ORs in der Antenne, lassen sich Rickschlisse
auf deren Funktion ziehen. Daflr sind elektrophysiologische Messungen

notwendig, die derzeit unternommen werden.

3.6 Sondentest

Die Digoxigenin markierten hergestellten antisense RNA-Sonden fur die in-situ-
Hybridisierung wurden getestet (Abb. 8).
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Abb. 8: Digoxigenin Sondentest.
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4 bis 21 sind nicht Bestandteil dieser Arbeit; die Positivkontrolle (MsexOR-4) wurde mit einem +
gekennzeichnet, 1: MsexOR-7, 2: MsexOR-10, 3: MsexOR-41.

Die antisense RNA-Sonden fir MsexOR-7, MsexOR-10 und MsexOR-41
zeigten, dass die Digoxigenin-Markierung funktioniert hat. So konnte eine

fehlende Markierung der Sonden ausgeschlossen werden.

3.7 qPCR entlang der Antenne

Uber die Lokalisation der ORs innerhalb der Antenne kann man Riickschliisse
auf deren Funktionen ziehen. In einer Studie wurde dies elektrophysiologisch
an Spodoptera littoralis (Binyameen et al., 2010) untersucht. Dafir wurde das
15. antennale Segment von der Basis und der Spitze ausgewahlt.
Elektrophysiologische Antworten von ORNs der beiden 15. antennalen
Segmente bezogen sich auf Dufte, welche essentiell bei der Wirtswahl, sowie
der Wahl des Eiablageplatzes sind.

Deshalb wurde eine weitere quantitative PCR durchgefiihrt. Diese erfordert,
dass die Antennen in vier Sticke (ca. alle 20 Segmente) geschnitten wurden.
Fur die Analysemethode zur Ermittlung der relativen Quantifizierung wurde die

22C_Methode gewahlt.

3.8 Expression von MsexOR-7

Zunachst erfolgte die Uberprufung der Expression von MsexOR-7 in beiden
Geschlechtern Uber gPCR, um eine Geschlechtsspezifitat von MsexOR-7 zu
untersuchen.

Die Expression von MsexOR-7 konnte sowohl in den Antennen von Mannchen
als auch in denen von Weibchen nachgewiesen (Abb. 9) werden.
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Abb. 9: Quantifizierung von MsexOR-7 in weiblichen und ménnlichen Antennen von Manduca
sexta.

Die Ergebnisse der relativen Quantifizierung wurden mit RL 31 normalisiert. Die Expression ist
in Weibchen signifikant hoéher als in Mannchen. Fir die statistische Analyse wurde ein
ungepaarter T-Test (* p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01) verwendet.

MsexOR-7 ist in Weibchen, wie auch in Mannchen exprimiert.

Die relative Expression von MsexOR-7 ist in Weibchen 3,3 mal so hoch wie in
Mannchen, der Unterschied ist statistisch signifikant (p = 0,02).

Zur Untersuchung der raumlichen Expression wurde FISH mit einer Biotin-
markierten antisense RNA-Sonde von MsexOR-7 (Abb. 10) durchgefihrt.
Signale konnten in Mannchen unterhalb der Kutikula eines Antennomeres und
nur in der Antennenspitze verzeichnet werden. In der Antenne der Weibchen

konnten keine Signale von MsexOR-7 (Abb. 11) gefunden werden.
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20 prm

Abb. 10: Lokalisation von MsexOR-7 mittels in-situ-Hybridisierung in einer ménnlichen Antenne
von Manduca sexta.
Die Abbildung zeigt Signale einer Biotin-markierten (griin) MsexOR-7 Sonde in einem

vollstandigen Antennensegment. MaR3stab 20 pum.

Abb. 11: Lokalisation von MsexOR-7 mittels in-situ-Hybridisierung in einer Antenne vom
Weibchen von Manduca sexta.

In der Abbildung sind keine Signale der Digoxigenin-markierten MsexOR-7 Sonde zu sehen.
MaRstab 20 pm.
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Aufgrund dessen, dass MsexOR-7 in der in-situ-Hybridisierung nur in der Spitze
der Antenne lokalisiert werden konnte, erfolgte die Prufung der Expression von
MsexOR-7 mittels gPCR in einzelnen Antennenabschnitten.

Die Ergebnisse fur MsexOR-7 zeigen eine signifikant hOhere Expression in der
Spitze (p-Wert 0,038) und in der mittleren Region (Segmente 21-40) (p-Wert
0,018) der Weibchenantennen in Bezug zum Ende (Abb. 12). MsexOR-7 ist in
allen Segmenten der mannlichen Antennen (Abb. 13) gleich exprimiert.

MsexOR-7 Expression entlang der
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Abb. 12: Quantifizierung von MsexOR-7 entlang der Antennen in Weibchen von Manduca
sexta.

Die Ergebnisse der absoluten Konzentration, wurden mit RL 31 normalisiert. Die Expression
von MsexOR-7 ist in der Spitze (1-20) und in der Mittel Region (21-40) signifikant verschieden
zum Ende. Fir die statistische Analyse wurde ein gepaarter T-Test (* p-Wert < 0,05, ** p-Wert <
0,01) verwendet.
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MsexOR-7 Expression in Mannchen
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Abb. 13: Quantifizierung von MsexOR-7 entlang der Antennen in Mannchen von Manduca
sexta.

Die Ergebnisse der absoluten Konzentration, wurden mit RL 31 normalisiert. Die Expression
von MsexOR-7 sind in allen Segmenten gleich exprimiert. Fur die statistische Analyse wurde
ein gepaarter T-Test (* p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01) verwendet.

3.9 Expression von MsexOR-10

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse von MsexOR-10 in beiden
Geschlechtern sind in der Abb. 14 dargestellt.
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MsexOR-10 Expression
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Abb. 14: Quantifizierung von MsexOR-10 in weiblichen und ménnlichen Manduca sexta.

Die absolute Konzentration wurde tber RL 31 normalisiert. Die Expression von MsexOR-10 ist
im Weibchen hoher als im Mannchen. Fir die statistische Analyse wurde ein ungepaarter T-
Test (* p-Wert 0,05, ** p-Wert <0,01) verwendet.

MsexOR-10 ist in Mannchen und in Weibchen exprimiert. Die Expression ist in
Weibchen 3,7 mal so hoch und statistisch signifikant unterschiedlich (p-Wert =
0,005).

Aufgrund dieses Resultats erfolgte eine Prifung der ré&umlichen
Expressionsmuster von MsexOR-10 in den Antennen von Mannchen und
Weibchen. MsexOR-10 konnte mit Hilfe der in-situ-Hybridisierung nicht
lokalisiert werden, somit erfolgte eine gezielte Suche Uber eine gPCR entlang
der Antenne.

MsexOR-10 ist signifikant (p-Wert 0,016) hoher in der mittleren Region
(Segmente 41-60) in Bezug zum Ende der Weibchenantennen (Abb. 15)
exprimiert. In den Antennen der Mannchen, war MsexOR-10 (Abb. 16) in allen
Segmenten gleich stark exprimiert.
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MsexOR-10 Expression entlang der

Weibchen Antenne
10 -+
E 8 m-20
3}_ 6 m21-40
> , = 41-60
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Abb. 15: Quantifizierung von MsexOR-10 entlang der Antennen in Weibchen von Manduca
sexta.

Die Ergebnisse der absoluten Konzentration, wurden mit RL 31 normalisiert. Die Expression
von MsexOR-10 ist in der mittleren Region (41-60) signifikant verschieden zum Ende exprimiert.
Fur die statistische Analyse wurde ein gepaarter T-Test (* p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01)

verwendet.

MsexOR-10 Expression entlang der
Mannchen Antenne

14

m-20
m21-40
m41-60

m-Ende

AC -Wert

Segmente

Abb. 16: Quantifizierung von MsexOR-10 entlang der Antennen in M&nnchen von Manduca
sexta.

Die Ergebnisse der absoluten Konzentration, wurden mit RL 31 normalisiert. Die Expression
von MsexOR-10 sind in allen Segmenten gleich exprimiert. Fur die statistische Analyse wurde

ein gepaarter T-Test (* p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01) verwendet.
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3.10 Expression von MsexOR-41

Fur MsexOR-41 wurde eine geschlechterspezifische Expression mittels gPCR
durchgefuhrt. In der Abbildung 17 sind die Ergebnisse der Analyse dargestellt.

MsexOR-41 Expression

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00 -

*%*

7,'F5

B Mannchen
B \Weibchen

AC,-Wert

Abb. 17: Quantifizierung von MsexOR-41 in weiblichen und méannlichen Antennen von Manduca
sexta.

Die Ergebnisse der absoluten Konzentration, wurden mit RL 31 normalisiert. Die Expression
von MsexOR-41 ist in Weibchen hoher als im Mannchen. Fir die statistische Analyse wurde ein
ungepaarter T-Test (* p-Wert < 0,05, ** p-Wert < 0,01) verwendet.

Es konnte gezeigt werden, dass MsexOR-41 in den Weibchen und Mannchen
exprimiert ist. In den Weibchen ist MsexOR-41 5,1 mal hoher exprimiert als im
Mannchen (p-Wert = 0,01).

Fur die Lokalisation von MsexOR-41 in den Antennen, wurde eine Digoxigenin
markierte Sonde verwendet (Abb. 18 und 19). Die Signale des MsexOR-41
befinden sich unterhalb der Kutikula in Antennen der Weibchen und Ménnchen.
Da MsexOR-41 in mehreren antennalen Regionen lokalisiert wurde erfolgte
keine qPCR entlang der Antenne.
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20 pm

Abb. 18: Lokalisation von MsexOR-41 mittels in-situ-Hybridisierung in einer Antenne vom
Weibchen von Manduca sexta.

In der Abbildung sind Signale der Digoxigenin markierten (Rot) MsexOR-41 Sonde ersichtlich.
Mal3stab 20 pm.

20 um

= "-_;‘._..,,"\_:":_:%\"‘-'""" ——— \.\.\_.I "',. {

Abb. 19: Lokalisation von MsexOR-41 mittels in-situ-Hybridisierung in einer Antenne vom
Mannchen von Manduca sexta.

In der Abbildung sind Signale der Digoxigenin-markierten (Rot) MsexOR-41 Sonde ersichtlich.
Mal3stab 20 pm.
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4. Diskussion

M. sexta ist ein Modellorganismus der olfaktorischen Forschung an Insekten.
ORs sind von Zentraler Bedeutung fir Insekten z. B. bei der Futtersuche und
bei der intraspezifischen Kommunikation Uber Pheromone. Daher sind sie von
besonderem Interesse. Fur die Analyse der ORs von M. sexta verwendeten wir
als Grundlage eine Sequenzdatenbank antennaler Transkripte, welche
vollstdndige und partielle Sequenzen von exprimierten Genen enthalt.

Die Familie der ORs ist generell aul3ergewdhnlich wenig konserviert (Robertson
und Wanner, 2006) und bilden Heteromultimere mit einem Corezeptor, genannt
Orco (Vosshall und Hansson, 2011). Eine hohe Sequenzahnlichkeit, sowie eine
ahnlich hohe Konservierung zu Orco in D. melanogaster besitzt unter anderem
der Orco, AgOR7, von Anopheles gambiae (Hallem et al., 2006), wobei diese
Gene Orthologe sind (Pitts et al.,, 2004). Die von uns untersuchten drei
Kandidaten MsexOR-7, MsexOR-10 und MsexOR-41 besitzen anscheinend
Orthologe in anderen Spezies der Lepidoptera (Grol3e-Wilde et al. 2011), was
im Vergleich zu anderen ORs bemerkenswert ist. Zwei von ihnen (MsexOR-7,
MsexOR-41) sind in einem ahnlichen Grade konserviert wie z. B. die
Pheromonrezeptoren. Dieser hohe Konservierungsgrad deutet daraufhin, dass
die Gene eine Funktion, fiur die Individuen, innerhalb essentieller
Verhaltensweisen haben. Viele wichtige Verhaltensweisen sind
geschlechtsspezifisch, z. B. die Partnersuche. Bisher wurden zwei (MsexOR-1
und MsexOR-4) Pheromonrezeptoren in M. sexta identifiziert (Patch et al.,
2009, GroRRe-Wilde et. al. 2010). MsexOR-1 weist hohe Sequenzahnlichkeiten
mit dem Bombykal Rezeptor BmOR-3 und MsexOR-4 Homologe mit dem
Bombykol Rezeptor BmOR-1 auf (Nakagawa et al. 2005, GrofR3e-Wilde et al.,
2006). Eine geschlechtsspezifische Verhaltensweise ist die Erkennung der
Wirtspflanzen fur die Eiablage der Weibchen. Weibchen reagieren besonders
auf das in der Pflanze enthaltene (+)-Linalool (Reisenman et al., 2004). Fir M.
sexta wurden die Weibchen-spezifischen MsexOR-5 und MsexOR-6 als
putative (+)-Linalool detektierende ORs beschrieben (Grof3e-Wilde et al., 2010,
Grol3e-Wilde et al.,, 2011), was bisher noch nicht erwiesen ist. Ebenso
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detektieren sie fliichtige organische Verbindungen von Pflanzenschéaden durch
Raupen (De Moraes et al., 2001).

Aufgrund der hohen Konservierung unserer Kandidaten, lasst sich die
Hypothese aufstellen, dass diese ORs in wichtigen Verhaltensweisen eine Rolle
spielen. Zwar wurde in GrofRe-Wilde et al. (2011) die differentielle
Genexpression zwischen den Geschlechtern mit Hilfe von Microarrays
untersucht, jedoch ohne im Detail auf diese drei Kandidaten einzugehen.
Aufgrund der Besonderheiten der drei Kandidaten haben wir uns in dieser
Studie vorgenommen sie genauer zu analysieren. Die qPCR ist eine sehr
sensitive Methode, die zum Nachweis spezifischer mRNA als Routinemethode
in der Molekularbiologie Verwendung findet. In unserer
Expressionsuntersuchung wurde gezeigt, dass alle drei Rezeptoren in beiden
Geschlechtern exprimiert sind, allerdings wurde dabei signifikant eine erhthte
Expression in Weibchen gezeigt, was die Resultate der Microarray-Analyse
bestéatigt. Dadurch kbnnen wir Mannchen-spezifische Verhaltensweisen wie die
Pheromondetektion im Bezug zu unseren untersuchten ORs ausschlief3en.
Somit bleiben Verhaltensweisen, welche wesentlich fur die Weibchen sind, wie
die Suche nach Eiablageplatzen.

In den Weibchen von B. mori detektiert ein OSN (beherbergt in den Sensillum
trichodeum) (%)-Linalool (Heinbockel und Kaissling, 1996). Daher folgt die
Annahme, dass von M. sexta Blutenduft detektierende ORs in dem Sensillum
trichodeum lokalisiert sind. Zur Uberpriifung, ob es sich bei unseren ORs um
Blutenduft detektierende Rezeptoren handelt, wurde die rdumliche Expression
der Rezeptoren in den Antennen mit Hilfe der in-situ-Hybridisierung
nachgewiesen. Mittels dieser Methode wurde schon die Expression von
putativen ORs in den Antennen von B. mori, H. virescens und M. sexta
nachgewiesen (Krieger et al., 2002, Sakurai et al., 2004, Patch et al., 2009).
MsexOR-7 konnte nur in der Spitze der Antennen der Mannchen nachgewiesen
werden. Die exprimierten Zellen befinden sich unterhalb der Kutikula, nicht
unterhalb der langen Sensilla trichoidea, wie bei Pheromonrezeptoren (Patch et
al., 2009). Fur MsexOR-10 konnten keine Signale in den Zellen nachgewiesen
werden. Obwohl alle Kontrollen die erwartenden Resultate erbrachten, konnte
dessen Expression in dieser Untersuchung nicht lokalisiert werden. Die
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MsexOR-41 exprimierenden Zellen sind unterhalb der Kutikula lokalisiert, aber
nicht unterhalb der Sensilla trichodea. Mit der in-situ-Hybridisierung konnte
gezeigt werden, dass MsexOR-7 nur in der Spitze, MsexOR-41 in mehreren
antennalen Regionen, lokalisiert ist, wohingegen fur MsexOR-10 keine Aussage
getroffen werden kann. Des Weiteren kdnnen sie zur Detektion von
Blutenduftstoffen ausgeschlossen werden.

Uber die Expressionsuntersuchungen entlang der Antenne, konnten aufgrund
der Lokalisation der ORs Ruckschlusse auf deren Funktionen Uber
elektrophysiologische Messungen erfolgen. Eine Studie untersuchte dies an
Weibchen von S. littoralis (Binyameen et al., 2010). Die OSNs in den 15.
antennalen Segmenten der Spitze und Basis zeigten Antworten auf Dufte,
welche unter anderem eine Rolle bei der Wahl des Eiablageplatzes spielten.
Bei M. sexta gibt es bisher auf dieser Basis keine Veroffentlichungen. Aufgrund
unserer bisherigen Resultate, lasst sich in Bezug zu den von uns untersuchten
ORs auf Verhaltensweisen spekulieren, welche in Weibchen eine wichtige Rolle
spielen. Wie Dbereits erwahnt vermittelt der Geruchssinn verschiedene
Verhaltensweisen der Insekten. Die dabei auftretenden geschlechtsspezifischen
Unterschiede konnen an den unterschiedlichen olfaktorischen Fahigkeiten
zwischen beiden Geschlechtern liegen (Alarcén et al., 2010). Bei M. sexta ist
das olfaktorische System von Mannchen auf die Detektion von Sexpheromonen
spezialisiert (J. G. Hildebrandt, 1995). Die OSNs der Weibchen sind dagegen
sensitiver fur Pflanzendufte (Fraser et al.,, 2003). Fir den Linalool
detektierenden BmOR-19 wurden zwei putative Homologe in M. sexta
(MsexOR-5 und MsexOR-6) identifiziert (GroR3e-Wilde et al., 2011). Somit ist es
wahrscheinlich das unsere drei Kandidaten nicht der Detektion von Blitenduft
fungieren. Moglicherweise spielen sie aber bei der Wahl der Wirtspflanzen tber
die Geruchsdetektion der Dichte, beispielsweise von Raupen eine Rolle.
Bisherige OR vermittelte Weibchen-spezifische Verhaltensweisen kénnen in der
Detektion flichtiger organischer Verbindungen bei Pflanzenschaden liegen. Bei
Eiablegenden Weibchen in H. virescens rief dies ein abweisendes Verhalten
hervor (De Moraes et al., 2001). So kdonnten die von uns untersuchten ORs die
Duftstoffe von beschéadigten Pflanzen detektieren.
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Zur weiteren Prifung der Expression von MsexOR-7 und MsexOR-10, welche
nur in einzelnen antennalen Abschnitten lokalisiert wurden, erfolgte eine gPCR
entlang der Antenne. Die Expressionsuntersuchungen entlang der Antenne
beider Geschlechter zeigten keinen Unterschied zwischen den Segmenten in
Mannchen. Aber in Weibchen zeigten sie eine unterschiedliche Expression
entlang der Antenne. MsexOR-7 ist in Weibchen im Bezug zum Ende
(Segmente ab 61) in der Spitze (Segmente 1-20) und in der mittleren Region
(Segmente 21-40) signifikant hoher exprimiert. Ebenso wurde MsexOR-10 im
Bezug zum Ende (Segmente ab 61) in der mittleren Region (Segment 41-60)
der Weibchen signifikant h6her exprimiert. Mit der in-situ-Hybridisierung konnte
dafur keine Bestatigung erfolgen. Aufgrund der Limitation dieser Methode
konnte nur ein Ausschnitt aus dem Gewebe lokalisiert werden.

In dieser Arbeit lassen sich nur mdgliche Funktionen von MsexOR-7, welcher in
der Spitze und in der ersten mittleren Region der Weibchen héher exprimiert ist
vermuten. So konnte MsexOR-7 aufgrund der erhohten Expression in der
Spitze der Weibchen eine Richtungsinformation tber die Geruchswahrnehmung
vermitteln. MsexOR-10 ist in den basalen Segmenten der Antenne der
Weibchen erhoht exprimiert und hat vielleicht die Aufgabe Pflanzendifte zu
detektieren. MsexOR-41 wurde Uber in-situ-Hybridisierung in mehreren
antennalen Segmenten gefunden. Zudem ist er ebenso in der Antenne der
Weibchen signifikant erhoht exprimiert. Mdglicherweise ist dieser OR fir die
Detektion noch nicht identifizierter mannlicher Sexpheromone zustandig
(Anderson et al., 2009).

Da die untersuchten ORs eine signifikant hohere Expression in den Antennen
der Weibchen als in denen der Mannchen haben, lasst sich eine niedrige
Expression in Mannchen vermuten. Derzeitige Erkenntnisse Uber die
Geschlechtsspezifitat in Mannchen beruhen auf der Entdeckung, dass
Pheromonrezeptoren in verschiedenen Spezies, wie B. mori, O. furnacalis, H.
zea und H. virescens (Sakurai et al., 2004, Takanashi et al., 2006, Krieger et
al., 2002, 2003, Cossé et al., 1998) Mannchen-spezifisch sind. Es wurden zwei
Pheromonrezeptoren in M. sexta, MsexOR-1 und MsexOR-4, beschrieben
(Patch et al., 2009, GroRRe-Wilde et. al. 2010). Diese gehotren aber zu einer
anderen Untergruppe als MsexOR-7, MsexOR-10 und MsexOR-41.
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Mit unseren Ergebnissen kénnen wir sagen, dass MsexOR-7, MsexOR-10 und
MsexOR-41 nicht geschlechtsspezifisch sind. Des Weiteren lasst sich sagen,
dass diese Rezeptoren in Weibchen signifikant hoher exprimiert sind als in
Mannchen. Weiterhin konnte anhand der Lokalisation mittels in-situ-
Hybridisierung gezeigt werden, dass MsexOR-7 und MsexOR-41 olfaktorische
Rezeptoren sind. Morphologisch werden ORs in olfaktorischen Sinnesneuronen
unterhalb der Kutikula exprimiert (Shields und Hildebrand, 1999); die
Ergebnisse der in-situ-Hybridisierungen weisen eine Expression genau dort
nach. Wir vermuten anhand unserer Resultate, dass die drei Kandidaten eine
Rolle bei der Suche nach geeigneten Eiablageplatzen, z. B. Uber die
Geruchsdetektion der Dichte bzw. der Pflanzenschaden, und/oder der
Futtersuche spielen.

Die Funktionen von MsexOR-7, MsexOR-10 und MsexOR-41 mussen durch
heterologe Expressionssysteme z.B., Zellkultur, Fliegen und Knockdown und
elektrophysiologische Untersuchungen charakterisiert werden. Unsere Arbeit
trdgt zum Verstandnis des Geruchssinns in Insekten bei und er6ffnet neue

Wege in der Erforschung der Geruchsrezeptoren.
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