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1 Einleitung 

1.1 Asthma bronchiale 

"Da bleibt mir glatt die Luft weg" ist für etwa 8 Millionen Patienten in Deutschland mit der 

Diagnose Asthma bronchiale nicht nur ein Spruch, sondern eine Herausforderung des 

alltäglichen Lebens. 

Asthma bronchiale ist eine chronisch-entzündliche Erkrankung der Atemwege, welche in 

industriellen Ländern wie Deutschland nicht nur eine sehr hohe Prävalenz aufzeigt, sondern 

deren Inzidenz auch immer weiter zunimmt. Im Jahr 2016 lag die Anzahl der diagnostizierten 

Fälle bei 5,73 %. Von 2009 (4,3 %) bis 2016 (5,73 %) war damit eine deutliche Zunahme bei 

Erwachsenen zu beobachten [1]. 

Was bedeutet es, wenn der Arzt die Diagnose Asthma bronchiale stellt? Für die Betroffenen 

heißt dies, eine chronische Erkrankung zu haben, mit der man sich im alltäglichen Leben 

arrangieren muss. Bei Erkrankten reagieren die Atemwege hyperreagibel auf äußere Reize. Es 

kommt zu einer chronischen Entzündungsreaktion, vermehrter Sekretion von Mukus, 

Verkrampfung der Bronchialmuskulatur und einer Schwellung der Bronchialschleimhaut [2]. 

Dies führt zu einer akuten Verengung der Atemwege, der sogenannten Bronchialobstruktion. 

Ausgelöst durch eine Konfrontation mit Allergenen und Reizstoffen, Infektionen der 

Atemwege, physische Anstrengung oder die Inhalation kalter Luft kommt es zu anfallsartiger 

Atemnot. Vor allem die Ausatmung ist erschwert und wird oft von pfeifenden 

Atemgeräuschen, dem Giemen, begleitet.  

 

1.1.1 Die Rolle des Atemwegsepithels bei der Pathogenese von Asthma bronchiale 

Bei dieser fehlgeleiteten Entzündungsreaktion auf Umweltreize, spielt das Atemwegsepithel 

eine zentrale Rolle. Das Epithel in unseren Atemwegen ist die Schnittstelle zwischen der 

Umwelt, inhalierten Schadstoffen und unserem Organismus. Bei gesunden Individuen bildet 

es eine, außer für Gase, nahezu undurchlässige physikalische und auch chemische Barriere [3]. 

Ist diese Barrierefunktion gestört, können gewebeschädigende und infektiöse Partikel in das 

Gewebe eindringen. Als Reaktion auf Verletzungen oder eindringende Pathogene scheiden 

respiratorische Epithelzellen zahlreiche Botenstoffe aus, die unter anderem 

Entzündungszellen rekrutieren und aktivieren. Zusätzlich reguliert es die Mukusproduktion, 

wodurch inhalierte Reizstoffe abgefangen und abtransportiert werden. Das Atemwegsepithel 
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stellt allerdings nicht nur eine wichtige Schutzbarriere gegen asthmaauslösende 

Risikofaktoren dar, es ist auch entscheidend an der Pathogenese von Asthma beteiligt.  

Die Literatur liefert zahlreiche Hinweise darauf, dass die Barriereintegrität, 

Reparaturmechanismen sowie die Immunreaktion im Atemwegsepithel von Asthmatikern 

beeinträchtigt ist [3–5]. Bei Asthma bronchiale sind diese strukturellen Veränderungen und 

verminderte Barriereintegrität des Atemwegsepithels unter anderem die Folge einer 

Ablösung der Epithelzellen von der Basalmembran. Ausgelöst wird dieser Prozess durch einen 

dauerhaften Kontakt mit äußeren Reizstoffen und der damit verbundenen Freisetzung von 

proinflammatorischen Mediatoren verschiedener Immunzellen. Zusätzlich ist die 

Barrierefunktion des Epithels häufig durch fehlerhafte interzelluläre Verbindungen 

beeinträchtigt, was die Anfälligkeit für Umweltschäden erhöht [3]. Durch die anhaltenden 

Entzündungsreaktion in den Atemwegen kommt es zur Schädigung und Verdickung der 

subepithelialen Basallamina sowie zu einer Schwellung und Verdickung der 

Atemwegsmuskulatur [3, 4]. Des Weiteren bilden sich vermehrt mukusproduzierende 

Becherzellen, wodurch überschüssiger Mukus freigesetzt wird, der die peripheren Atemwege 

zusätzlich blockiert [6]. 

 

1.1.2 Genetische Risikofaktoren 

Zu den Risikofaktoren für Asthma gehören neben der Belastung durch Umweltreize, wie 

Allergene, Tabakrauch und Infektionen auch genetische Faktoren [7, 8]. In einer Reihe von 

epidemiologischen Studien wurde der Zusammenhang zwischen der Erkrankung und einer 

genetischen Prädisposition untersucht, wodurch einige Gene mit einem asthmatischen 

Phänotyp in Verbindung gebracht werden konnten. Eines der inzwischen am besten 

untersuchten Asthmasuszeptibilitätsgene ist SMAD3, das einen Transkriptionsfaktor kodiert. 

Es wirkt proinflammatorisch und ist an der Entstehung einer erhöhten Atemwegsreagibilität 

beteiligt [9, 10]. Auch ADAM33 wird als Suszeptibilitätsgen für die Entwicklung von Asthma 

eingestuft. Es wird in Zellen des bronchialen Muskelgewebes exprimiert und ist vermutlich 

ebenfalls an der Ausbildung einer Hyperreagibilität der Atemwege beteiligt [11–13]. Ein 

weiterer vielversprechender Kandidat ist ORMDL3. ORMDL3 ist ein Transmembranprotein, 

das sowohl am Umbau des Atemwegsepithels beteiligt ist, wodurch es wesentlich zur 

Barriereintegrität beiträgt, als auch durch seine Rolle in der Steuerung von 

Entzündungsprozessen ebenfalls eine Anfälligkeit für Asthma begünstigt [14–16]. 
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Zu diesen genetischen Risikofaktoren für Asthma reihen sich auch Gene, die 

Serinproteaseinhibitoren (Serpine) kodieren. Analysen von Gewebeproben asthmatischer 

Patienten haben überdurchschnittlich häufige Mutationen dieser Gene aufgedeckt [12, 13, 

17]. Darüber hinaus ist die Genexpression von Serpinen in bronchialen Epithelzellen von 

Erkrankten stark erhöht [18, 19]. Was sind Serpine und auf welche Weise können sie zu der 

Entwicklung von Asthma bronchiale beitragen? 

In erster Linie hemmen Serpine natürlich Serinproteasen. Letztere können exogenen 

Ursprungs sein, zum Beispiel von Allergenen oder Mikroorganismen stammen, oder 

endogener Herkunft wie beispielsweise Elastasen oder Tryptasen. Endogene Serinproteasen 

haben bakterizide Eigenschaften und dienen so als direkte Abwehr gegen eindringende 

Krankheitserreger. Darüber hinaus sind sie über ihre Bindung an proteaseaktivierte 

Rezeptoren (PAR), welche die Membran von Epithelzellen durchspannen, an der Regulation 

von Immunreaktionen beteiligt. Durch die Aktivierung des Rezeptors erhöhen die 

Epithelzellen die Sekretion von proinflammatorischen Mediatoren und induzieren dadurch 

verschiedene Signalwege der Immunantwort [20–22]. Zusätzlich sind Serinproteasen auch am 

Umbau des Atemwegsepithels sowie der Apoptose von Epithelzellen beteiligt und lösen 

epitheliale Zell-Zell-Verbindungen auf [20, 23].  

Serpine hemmen Serinproteasen über einen irreversiblen Mechanismus. Dadurch inhibieren 

sie die proteaseinduzierte Immunantwort ebenso wie Umbauprozesse des Atemwegsepithels. 

Ein anhaltendes Ungleichgewicht zwischen Serinproteasen und den entsprechenden 

Inhibitoren in den Atemwegen kann zu chronischen Entzündungen, Hyperreaktivität der 

Atemwege und erhöhter Apoptose von Epithelzellen führen [24]. Vergleicht man die 

morphologischen und physiologischen Vorgänge in den Atemwegen eines Asthmapatienten 

mit den Funktionen, die von Serpinen gesteuert werden, ergeben sich einige 

Übereinstimmungen. Und tatsächlich wurde gezeigt, dass Träger von Mutationen in den 

Gensequenzen der Serpine SERPINB3 und SPINK5 ein erhöhtes Risiko besitzen, Asthma zu 

entwickeln [17, 18, 25]. 

SERPINB3 (oder SCCA1, Squamous cell carcinoma antigen-1) wurde ursprünglich als Marker 

für Gebärmutterhalskrebs beschrieben [26, 27] und wird allgemein in epithelialen Krebszellen 

stark exprimiert [28]. Spätere Publikationen zeigen darüber hinaus, dass SERPINB3 auch mit 

einer Asthmaerkrankung in Zusammenhang steht. Nicht nur ist das systemische Level von 

SERPINB3 bei Asthmapatienten erhöht, was sich während einer akuten Exazerbation sogar 
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noch verstärkt, auch in den bronchialen Epithelzellen von Asthmapatienten wurde eine 

erhöhte Expression dieses Serpins nachgewiesen [18, 19, 24]. 

Bei SERPINB3 handelt es sich um ein inhibitorisch-aktives Serpin [29, 30], das in den 

Atemwegsepithelzellen von der Luftröhre bis hin zu den Bronchiolen exprimiert wird [28, 31]. 

SERPINB3 stellt einen wichtigen Faktor für den Erhalt der epithelialen Barrierefunktion dar 

und ist in der Lage, die Barriereintegrität zu beeinflussen [32]. Mäuse, in den ein 

asthmaähnlicher Zustand induziert wurde, zeigten, dass eine erhöhte Expression von 

SERPINB3 zur Hyperreagibilität und zu einer erhöhten Mukusproduktion beiträgt [33]. Die 

Wege, wie das Serpin genau zur Entwicklung der Krankheit Asthma bronchiale beiträgt oder 

die Anfälligkeit für die Erkrankung fördert, sind bisher allerdings ungeklärt.  

Neben SERPINB3 wird ein weiteres Gen aus der Gruppe der Serpine mit einer erhöhten 

Wahrscheinlichkeit, Asthma zu entwickeln, assoziiert. Erste krankheitsrelevante 

Beschreibungen des SPINK5-Gens (Serin-Protease-Inhibitor Kazal Typ 5) brachten es mit dem 

Netherton-Syndrom in Verbindung [34], einer seltenen Form der Dermatitis, welche häufig in 

Kombination mit atopischen Erkrankungen wie Asthma auftritt [17, 35].  

Das SPINK5-Gen kodiert den Serinproteaseinhibitor LEKTI (lympho-epithelial Kazal-type-

related inhibitor). Das Protein LEKTI inhibiert diverse Serinproteasen wie Cathepsin G, 

neutrophile Elastasen und Tryptasen [36]. Gerade Tryptasen sind als wichtige 

Asthmamediatoren bekannt. Diese werden von Mastzellen freigesetzt und induzieren eine 

Vielzahl von Reaktionen durch die Aktivierung des Rezeptors PAR-2 [37], wodurch sie zur  

Verstärkung der Entzündungsreaktion beitragen. Da LEKTI eine Tryptase-inhibierenden 

Aktivität hat, ist anzunehmen, dass im Umkehrschluss eine unzureichende Hemmung der 

Mastzell-Tryptase infolge einer verminderten LEKTI-Aktivität zum asthmatischen Phänotyp 

beiträgt. Die inhibitorische Wirkung des Serpins beschränkt sich allerdings nicht nur auf 

endogene Proteasen, sondern auch auf Proteasen eindringender Pathogene oder Allergene. 

Diese sind ebenfalls dazu in der Lage, transmembrane proteaseaktivierte Rezeptoren auf der 

Oberfläche von Epithelzellen zu aktivieren und so die Sekretion von proinflammatorischen 

Mediatoren zu induzieren [23]. Zusätzlich sind exogene Proteasen auch an der Apoptose von 

Epithelzellen beteiligt, lösen epitheliale Zell-Zell-Verbindungen und beeinträchtigen dadurch 

die Barriereintegrität des Epithels [20, 23]. Die Expression des Serpins schützt das Epithel vor 

den Proteasen der Allergene oder Pathogene und reduziert dadurch sowohl die Zerstörung 

der Barrierefunktion als auch die verursachte Entzündungsreaktion [38]. 
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Beide Gene, SERPINB3 und SPINK5, nehmen somit essentielle Funktionen im 

Atemwegsepithel ein und stehen mit dem Erhalt der Barriereintegrität des Epithels, sowie 

erhöhter Reagibilität in Verbindung. Angesichts dessen liegt die Schlussfolgerung nahe, dass 

es sich bei beiden Serpinen um potentielle Asthma-assoziierte Suszeptibilitätsgene handelt. 

Auf welche Weise sie zu einer erhöhten Anfälligkeit für Asthma bronchiale beitragen und die 

Pathogenese der Krankheit fördern, ist allerdings noch weitestgehend ungeklärt. 

 

1.2 Der Modellorganismus Drosophila melanogaster  

Um die Funktion der Serpine im Atemwegsepithel zu charakterisieren, benötigt man einen 

Modellorganismus mit einer kurzen Generationsdauer und einem Atmungsapparat, der in 

seiner Morphologie einfach, aber vergleichbar zur humanen Lunge ist. Nicht zuletzt müssen 

die zu den zu untersuchenden Serpinen orthologen Gene im Genom vorhanden sein. Kein Tier 

erfüllt diese Kriterien besser als die kleine schwarzbäuchige Taufliege Drosophila 

melanogaster, die aufgrund ihrer Karriere als Labortier heute zu den bestuntersuchten Tieren 

zählt. Erstmals 1830 von dem Entomologen Johann Wilhelm Meigen beschrieben, begann sie 

bereits im Jahr 1901 ihre Laufbahn als Modellorganismus, als der Vererbungsforscher William 

Ernest Castle an ihr den Einfluss von Inzucht untersuchte. Wenig später gelang es Thomas 

Hunt Morgan mit Hilfe der Taufliege, die Rolle der Chromosomen für die Vererbung zu 

entschlüsseln, wofür er 1933 den Nobelpreis erhielt. Diente sie zunächst vorwiegend zur 

Untersuchung grundlegender Mechanismen der Genetik, kommt Drosophila heutzutage in 

nahezu allen Forschungsbereichen der Biologie, der Lebenswissenschaften, und sogar der 

Medizin als Modellorganismus zum Einsatz. 

Neben den bereits genannten Vorteilen, wie dem kurzen nur etwas zehn Tage dauernden 

Generationszyklus oder einer hohen Reproduktionsrate, hat Drosophila weitere, einzigartige 

Vorzüge. Nicht zuletzt durch ihre langjährige Verwendung als Labortier bietet die Taufliege 

eine große Bandbreite an „genetischen Werkzeugen“, wie beispielsweise das binäre 

GAL4/UAS-Expressionssystem (siehe Kapitel 1.2.3). Solche Expressionssysteme ermöglichen 

eine gezielte Manipulation des zu untersuchenden Zielgens in spezifischen Geweben, 

individuellen Organen oder während bestimmter Entwicklungsstadien der Fliege. Dadurch 

können die Funktionen von Genen selektiv untersucht werden. Trotz der offensichtlichen 

äußerlichen Unterschiede, die die Taufliege vom Menschen trennen, verbindet beide eine 

höchst konservierte genetische Ausstattung und Übereinstimmung grundlegender 
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zellbiologischer Mechanismen. Genomanalysen haben beispielsweise offengelegt, dass etwa 

75 % aller bis heute bekannten krankheitsassoziierten humanen Gene als orthologe Gene im 

Genom der Fliege vorhanden sind [39, 40]. 

Die chronische Entzündungsreaktion in der Pathogenese von Asthma bronchiale ist ein 

Zusammenspiel von Komponenten der adaptiven und angeborenen Immunantwort und wird 

von Th2-Zellen, Mastzellen, eosinophilen Granulozyten, Makrophagen, sowie der Freisetzung 

von IgE und Zytokinen dominiert [41]. Drosophila besitzt kein adaptives Immunsystem, 

sondern ausschließlich eine angeborene Immunantwort [42]. In den Atemwegsepithelzellen 

wird diese primär durch den IMD-Signalweg (immune deficiency) vertreten [43]. Das bedeutet, 

dass in der Fliege die Merkmale der allergischen Reaktion in Asthma wie Immunglobuline, T-

Lymphozyten oder Interleukine nicht vorkommen. Dieser Umstand ermöglicht es in 

Drosophila andere Aspekte der Asthma-Pathogenese, wie etwa die Rolle der angeborenen 

Immunantwort, Veränderungen der Atemwegsstruktur oder Remodellingprozesse des 

Atemwegsepithels, zu untersuchen, ohne den Einfluss der adaptiven Immunantwort oder 

infiltrierender Immunzellen berücksichtigen zu müssen. 

Aufgrund all dieser Aspekte ist Drosophila melanogaster heute aus der Welt der Wissenschaft 

nicht mehr wegzudenken und hat auch zum Erfolg dieser Arbeit beigetragen. 

 

1.2.1 Struktur der larvalen Atemwege  

Das Atemwegsepithel stellt eine Schlüsselkomponente in der Pathogenese von Asthma dar, 

die mit strukturellen Veränderungen und einem Verlust der Barriereintegrität des 

respiratorischen Epithels einhergeht.  

Die Atemwege von Drosophila melanogaster, die sogenannten Tracheen, sind als ein hohles 

Röhrensystem aufgebaut, das aus einem Chitingerüst, umgeben von einem einschichtigen 

Epithel, besteht [44]. Sowohl die Funktion, als auch die Entwicklung der Tracheen entspricht 

weitestgehend derjenigen der Säuger-Lungen. In beiden Systemen werden die wichtigsten 

molekularen Mechanismen der Organentwicklung durch konservierte Wachstumsfaktoren 

und Signalkaskaden vermittelt.  

Ob genetische Faktoren die Entwicklung und Morphologie der Atemwege beeinträchtigen und 

so die Suszeptibilität für Asthma bronchiale oder die Pathogenese der Erkrankung 

beeinflussen, kann folglich mit Hilfe der Drosophila-Larve in einem vereinfachten Modell 

untersucht werden.  
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Abb. 1.1: Atemwegssystem der Drosophila-Larve. Im Larvenstadium besteht das Tracheensystem aus 
zwei dorsalen Strängen, die das Tier von kranial nach kaudal durchziehen. Sie weisen eine festgelegte 
Anzahl von primären Ästen auf, die sich wiederum in Sekundäre verzweigen und in dendritischen 
Terminalzellen enden. (nach [45]) 

 

Die Tracheen der Larve sind im dorsalen Drittel des Körpers lokalisiert und erstrecken sich vom 

anterioren bis zum posterioren Ende des Tieres in zwei parallel verlaufenden dorsalen 

Strängen (Abb. 1.1). An der posterioren Seite öffnen sich die dorsalen Stränge mit den paarig 

angelegten Stigmen zur Umwelt. Im späten Stadium der larvalen Entwicklung, bricht auf der 

anterioren Körperseite ein zweites Paar von Atemwegsöffnungen durch die äußere Kutikula. 

In jedem Körpersegment der Larve zweigen von den dorsalen Strängen jeweils zwei primäre 

Äste ab, ein innerer und ein äußerer. Die primären Äste verzweigen sich weiter in feine 

intersegmentale Äste. Die Bildung dieser Verzweigungen erfolgt während der Embryogenese 

nach einem determinierten genetischen Muster. Im Larvenstadium entstehen zusätzlich die 

terminalen Verzweigungen. Diese bilden sich aus den dendritischen Ausläufern einer 

einzelnen terminalen Zelle, die in Verbindung mit dem umliegenden Gewebe stehen und das 

Gewebe durch Diffusion mit Sauerstoff versorgen [46]. Die Anzahl dieser Äste wird durch den 

Sauerstoffbedarf der jeweiligen Gewebe bestimmt und ist variabel.  

Die Aufnahme von Luft erfolgt je nach Entwicklungsstadium über eines oder zwei der 

vorliegenden Stigmenpaare. Der Luftaustausch zwischen Umwelt und Tracheenlumen erfolgt 

passiv durch Diffusion, unterstützt durch Muskelkontraktionen bei der Fortbewegung der 
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Larve [47]. Im Innern der Tracheen diffundiert der Sauerstoff entlang der primären und 

sekundären Äste, bis schließlich in die terminale Zelle, durch deren dendritischen Ausläufer er 

in das umgebende Gewebe gelangt [48, 49]. 

 

1.2.2 Entwicklung der larvalen Atemwegsverzweigungen 

Das gesamte Tracheensystem entsteht während der Embryonalentwicklung aus zehn Paaren 

von Plakoden, die sich zwischen dem zweiten thorakalen und dem achten abdominalen 

Segment bilden. Dafür stülpt sich im Prozess der Invagination etwa fünf Stunden nach der 

Eiablage im elften Embryonalstadium ein Sack aus trachealen Vorläuferzellen aus dem 

Ektoderm, der mit dem Ektoderm über einen schmalen Steg verbunden bleibt [50]. Welche 

Zellen dabei zu den trachealen Vorläuferzellen werden, entscheidet die Expression des 

Transkriptionsfaktors trachealess (trh) [51]. In Stammzellen, die in der späteren Entwicklung 

zu Atemwegszellen differenzieren, aktiviert Trh den EGFR-Signalweg (epidermial growth 

factor receptor). Durch das EGFR-Signal wird der erste Schritt der Invagination eingeleitet. Die 

trachealen Vorläuferzellen gruppieren sich und setzten sich vom umgebenden Ektoderm ab 

[52, 53]. Parallel wird durch Trh auch die Expression des membranständigen Rezeptors 

breathless (btl) induziert. Zellen, die den trachealen Sack umgeben, sekretieren hingegen den 

Liganden Branchless (Bnl) [54]. Durch die Bindung von Bnl an den Btl-Rezeptor auf den 

trachealen Vorläuferzellen beginnen diese mit der Migration, entfernen sich weiter vom 

Ektoderm und bilden so den trachealen Sack [52, 53]. 

An jeder dieser Zellknospen entstehen anschließend sechs primäre Verzweigungen. Dieser 

Vorgang wird wiederum durch den Branchless/Breathless-Signalweg induziert. In Zellen, die 

sich zu Verzweigungen differenzieren (tips cells), aktivieren die Transkriptionsfaktoren 

Trachealess und Ventral veinless (Vvl) die Expression des Rezeptors breathless [55, 56]. Kurz 

vor Beginn der Trachealverzweigung exprimieren sechs Gruppen von epidermalen Zellen, die 

um den Trachealsack herum angeordnet sind, den Breathless-Liganden branchless (bnl) und 

sekretieren Bnl an den Stellen, an den sich die sechs primären Atemwegsäste ausbilden [54]. 

Die Anzahl der auf der Zelloberfläche präsentierten Breathless-Rezeptoren entscheidet 

hierbei, welche Zellen zu tip cells werden, die die Verzweigungen anführen, und welche Zellen 

zu sogenannten stalk cells werden, die proximal an die tip cells grenzen [57]. In den tip cells 

wird infolge der Bindung von Branchless an Breathless die Migration dieser Zellen und damit 

die Ausbildung der primären Verzweigung aktiviert. 
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Zusätzlich wird in den tip cells dieser primären Verzweigungen infolge der Bindung von 

Branchless an Breathless die Transkription von Genen, die die Entstehung der sekundären 

Tracheenverzweigungen einleiten, induziert. Zunächst wird das Gen pointed exprimiert. Das 

führt zur Chemotaxis der trachealen Zellen und sorgt somit für die Ausbildung der sekundären 

Verzweigungen [58]. Darüber hinaus führt die Aktivierung des Bnl/Btl-Signalweges zur 

Expression des Gens sprouty, das durch einen negativen Rückkopplungsmechanismus das 

Bnl/Btl-Signal in den benachbarten stalk cells inhibiert und dort eine Verästelung unterbindet 

[59].  

 

 

Abb. 1.2: Morphogenese der embryonalen Tracheen in Drosophila melanogaster. Von links nach 
rechts: In frühen Stadien der Embryogenese kommt es zunächst zur Einstülpung des trachealen Sacks. 
Sechs Zellen sind farblich kodiert, um ihre Funktion im weiteren Verlauf verfolgen zu können. 
Anschließend bilden sich die primären Äste als Knospen aus. An den Spitzen dieser entstehen 
sekundäre Verzweigungen (in grün bzw. orange dargestellt). Zuletzt bildet die terminale Zelle jedes 
sekundären Astes terminale Verzweigungen, bestehend aus dendritischen Ausläufern (grün 
dargestellt). Die Querschnittdarstellungen veranschaulichen die Röhrenstruktur und die Anordnung 
der Epithelzellen an beispielhaften Positionen der Tracheen. (nach [60]) 

 

Nun hat sich in jedem Hemisegment eine tracheale Knospe mit ersten primären und 

sekundären Verzweigungen gebildet, welche sich allerdings noch zu einem geschlossenen 

Netzwerk zusammenschließen und einen durchgängigen dorsalen Strang bilden müssen. Um 

dies zu erreichen, fusioniert jeweils die apikale Zelle einer Verzweigung, beispielsweise einer 

Knospe aus dem zweiten thorakalen Hemisegment mit der entsprechenden apikalen Zelle 

einer Verzweigung im dritten thorakalen Hemisegment. Die Fusion verläuft dabei 

symmetrisch, wobei die jeweilige apikale Zelle der beiden zu fusionierenden Verzweigungen 

dasselbe morphogenetische Programm durchläuft. Die zukünftigen Fusionszellen bilden einen 
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dendritischen Ausläufer aus und verlängern diesen, bis die Erweiterung des Fusionspartners 

erreicht wird. Durch den Kontakt der beiden Zellen wird die Ausbildung von Zell-Zell-

Verbindungen induziert. Anschließend verformen sich die Zellen ringförmig, sodass ein Lumen 

zwischen ihnen entsteht. Zuletzt verkürzen sich die Fusionszellen und ziehen dabei die 

benachbarten Zellen nach [61–63]. Die Entscheidung, welche Zellen zu den fusionierenden 

Zellen werden, wird durch ein Zusammenspiel des Bnl/Btl-Signals und des Notch-Signalwegs 

reguliert. Eine starke Aktivierung des Breathless-Rezeptors induziert die Expression von delta 

und serrate, beides Liganden des Notch-Rezeptors. Die sezernierten Liganden Delta und 

Serrate binden dann an den Notch-Rezeptor auf den benachbarten trachealen Zellen. Dadurch 

wird der Notch-Signalweg aktiviert und die Einleitung der Fusion in diesen Zellen wird inhibiert 

[64].  

Bis zu diesem Punkt findet die gesamte Morphogenese der Atemwege während des 

Embryonalstadiums statt. Die zuvor bereits beschriebenen terminalen Verzweigungen der 

Atemwege bilden sich erst im Laufe des Larvenstadiums. Dabei wird die vorherige tip cell der 

sekundären Äste zur terminalen Endzelle. Jede Terminalzelle bildet eine stark verzweigte 

Neuron-ähnliche Struktur aus dendritischen Ausläufern, die mit dem umliegenden Gewebe in 

Verbindung stehen. In vielen Geweben kontaktieren die terminalen Verzweigungen so fast 

jede einzelne Zelle und versorgen diese mit Sauerstoff [46, 48].  

Gesteuert wird dieser Prozess über den individuellen Sauerstoffbedarf der umliegenden 

Zellen, wobei auch hier die beiden Gene branchless und breathless eine zentrale Rolle spielen. 

Durch eine bestehende Hypoxie im Gewebe wird der Transkriptionsfaktor HIF (hypoxia-

inducible factor), bestehend aus den Untereinheiten Sima und Tango, aktiviert. In den 

trachealen Endzellen induziert HIF die Expression des Rezeptors Breathless, wohingegen in 

den Zellen des umliegenden, sauerstoffarmen Gewebes branchless exprimiert wird [65, 66]. 

Durch die Bindung von Branchless an den Rezeptor Breathless wird die Expression von Genen 

induziert, die die Ausbildung der dendritischen Verzeigungen einleiten.  
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Abb. 1.3: Signalkaskaden der embryonalen und larvalen Atemwegsentwicklung in Drosophila 
melanogaster. A: Während des elften Embryonalstadiums aktiviert der Transkriptionsfaktor 
Trachealess (Trh) den Egfr-Signalweg (epidermial growth factor receptor). Durch das EGFR-Signal wird 
der erste Schritt der Invagination eingeleitet, in dem sich die trachealen Vorläuferzellen vom 
umgebenden Ektoderm absetzen [49, 50]. Parallel wird durch Trachealess auch die Expression des 
membranständigen Rezeptors breathless (btl) induziert. Zellen, die den trachealen Sack umgeben, 
sekretieren hingegen den Btl-Liganden Branchless [51]. Durch die Bindung von Bnl an den Btl-Rezeptor 
auf den trachealen Vorläuferzellen wandern diese vom Ektoderm weg und bilden eine Knospe aus 
Vorläuferzellen [49, 50]. B: In den trachealen Vorläuferzellen, die zu primären Verzweigungen 
differenzieren, wird durch die Transkriptionsfaktoren Trachealess (Trh) und Ventral veinless (Vvl) die 
Expression des Btl-Rezeptors induziert [55, 56]. Durch Bindung des Liganden Bnl an seinen Rezeptor 
Btl wird die Migration dieser Zellen und damit die Bildung der primären Verzweigung aktiviert. 
Zusätzlich wird in dieser apikalen Zellen dieser primären Verzweigungen die Transkription von Genen, 
die die Bildung sekundärer Tracheenäste einleiten, induziert [58]. C: Terminale Verzweigungen stellen 
die dendritischen Ausläufer einzelner terminaler Epithelzellen dar. Besteht Sauerstoffmangel induziert 
der Transkriptionsfaktor HIF (hypoxia-inducible factor) in den trachealen Endzellen die Expression des 
Rezeptors btl, wohingegen in den Zellen des umliegenden, sauerstoffarmen Gewebes bnl exprimiert 
wird [65, 66]. Durch die Bindung von Branchless an den Rezeptor Breathless wird die Ausbildung der 
dendritischen Verzweigungen eingeleitet. Prozesse in den trachealen Vorläuferzellen sind in Grün 
dargestellt, in den umgebenden Geweben in Blau.  

 

Der strukturierte Aufbau und die Entwicklung der Atemwegsverzweigungen unterliegen in 

Drosophila melanogaster also einer Reihe genetischer Faktoren und sind streng kontrolliert 

(Abb. 1.3). Genmutationen, welche die Entwicklung und Morphologie der Atemwege 

beeinflussen, lassen sich mit Hilfe der Drosophila-Larve in einem simplen System detektieren. 

Daher eignet sich Drosophila hervorragend als Modellorganismus, um die Auswirkungen von 

Genen oder Umweltbedingungen auf die Atemwegsstruktur zu untersuchen.  
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1.2.3 Serinproteaseinhibitoren in Drosophila melanogaster 

Die Bedeutung von Serinproteaseinhibitoren im Kontext der Asthmapathogenese wurde in 

Kapitel 1.1.2 ausführlich erläutert und wie bereits erwähnt, handelt es sich dabei um eine 

höchst konservierte Gruppe von Genen. Darum ist es nicht verwunderlich, dass auch 

Drosophila melanogaster eine Vielzahl von Serinproteaseinhibitoren synthetisiert, die 

vielfältige Funktionen übernehmen und an essentiellen Zellmechanismen wie der Regulation 

der angeborenen Immunantwort oder der Embryonalentwicklung beteiligt sind (Abb. 1.4). 

Das erste jemals im Drosophila-Genom annotierte Serpin war acp76A (spn76A), es kodiert ein 

Protein, das von der akzessorischen Drüse der männlichen Fliege produziert und während der 

Kopulation auf die Weibchen übertragen wird [67]. Seine Funktion ist bis heute noch nicht 

vollständig geklärt, möglicherweise ist es allerdings an der Aufrechterhaltung der 

Proteinzusammensetzung und der Koagulation der Samenflüssigkeit beteiligt [68]. 

Mittlerweile wurden 28 weitere Serpine in Drosophila annotiert [69]. Davon besitzen 17 einen 

aktiven reactive center loop (RCL), der ihnen die Inhibitorfunktion verleiht [69]. 

In der Taufliege wurden bisher nur wenige der bekannten Serpine im Detail erforscht. Eines 

der am besten untersuchten Serpine ist Spn43Ac (Necrotic). Im Rahmen des Danger Signalings 

fungiert Spn43Ac als negativer Regulator des Toll-Signalweges. Liegt keine Infektion vor, 

inhibiert Spn43Ac das Zymogen Persephone. Dadurch wird eine proteolytische Aktivierung 

des Zytokins Spätzle unterbunden und die Aktivierung des Toll-Signalwegs gehemmt [70–72]. 

An einer anderen Stelle der Toll-Signalkaskade ist ein weiteres Serpin, das Spn42Dd (Spn1), zu 

finden. Spn42Dd dient ebenfalls als Negativregulator der Immunantwort, indem es die 

Modulare Serinprotease (ModSP) hemmt und dadurch ebenso die Prozessierung von Spätzle 

verhindert [72, 73]. 

Nach einer Gewebsschädigung oder Infektion kann ein weiterer Abwehrmechanismus 

aktiviert werden, die Melanisierung. Hierfür wird durch eine Phenoloxidase die Oxidation von 

Phenolen zu Chinonen katalysiert, welche wiederum nicht-enzymatisch zu Melanin 

polymerisieren. Mit Hilfe dieses Melanins wird ein potentiell pathogenes Partikel 

eingeschlossen und immobilisiert, oder der Bereich um eine Verletzung verschlossen [74]. 

In der Hämolymphe und den Tracheen wird die Melanisierungsreaktion von den Serpinen 

Spn28D und Spn77Ba kontrolliert [75, 76]. Auch das Serpin Spn27A reguliert die 

Melanisierungsreaktion in der Hämolymphe von Drosophila [77, 78]. Die Serpine hemmen die 

Aktivität der Phenoloxidase und verhindern so eine spontane Oxidation von Phenolen und die 
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Bildung von Melanin ohne vorherige Verletzung. Zusätzlich wird ihre Expression infolge einer 

Infektion im Rahmen eines negativen Feedbackloops aktiviert, um die Melanisierungsreaktion 

zu begrenzen und den Tod des Tieres durch eine übermäßige Melanisierung zu verhindern 

[75, 78].  

 

 

Abb. 1.4: Serpine als Regulatoren der Immunantwort und Embryonalentwicklung in Drosophila 
melanogaster. A: Die Serpine Spn28D, Spn77Ba und Spn27A sind an der Regulation der 
Melanisierungsreaktion infolge einer Gewebsschädigung oder Infektion beteiligt, indem Sie die 
Aktivierung der Phenoloxidase inhibieren. B: Im Rahmen des Danger Signalings fungiert Spn43Ac als 
negativer Regulator des Toll-Signalweges. Liegt keine Infektion vor, inhibiert Spn43Ac die Aktivierung 
von Persephone, wodurch die Prozessierung des Zytokins Spätzle unterbunden und die Aktivierung des 
Toll-Signalwegs gehemmt wird [70–72]. C: Spn42Dd ist ebenfalls an der Regulation der Immunantwort 
beteiligt, indem es die Modulare Serinprotease (ModSP) hemmt und infolgedessen die Prozessierung 
von Spätzle verhindert [72, 73]. D: In der frühen Embryogenese steuert das Serpin Spn27A die Bildung 
der dorso-ventralen Achse, indem es die proteolytische Aktivierung von Spaetzle durch Easter inhibiert 
[78]. (Nach [69]) 

 

Damit ist eine der wichtigsten Funktionen von Serinproteaseinhibitoren die Regulation von 

Immunreaktionen. Neben seiner Beteiligung an der Immunregulation spielt Spn27A allerdings 

auch in der frühen Embryogenese eine wichtige Rolle, während der es die dorso-ventrale 

Achsenbildung steuert [79]. Serinproteaseinhibitoren in Drosophila sind somit nicht nur an der 

Immunantwort, sondern auch an der Embryonalentwicklung beteiligt und übernehmen somit 

annähernd identische Funktionen wie ihre humanen Pendants (siehe Kapitel 1.1.2). 
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1.2.4 Das binäre GAL4/UAS-Expressionssystem 

Einer der wesentlichen Vorteile von Drosophila melanogaster gegenüber anderen 

Modelltieren ist das in Kapitel 1.2 bereits erwähnte GAL4/UAS-Expressionssystem, das neben 

einer Vielzahl weiterer gentechnischer Werkzeuge die Charakterisierung von Genen und ihren 

Funktionen vereinfacht. Das bereits 1993 entwickelte binäre GAL4/UAS-Expressionssystem 

ermöglicht die gezielte Manipulation der Expression eines Zielgens selektiv in einem Gewebe 

oder Organ von Interesse oder zu einem individuellen Entwicklungszeitpunkt [80–82]. 

Der Transkriptionsfaktor GAL4 stammt aus der Hefe Saccharomyces cerevisiae. Dort bindet es 

an eine spezifische DNA-Sequenz, die upstream activation sequence (UAS), und induziert auf 

diese Weise die Transkription und Translation von Enzymen, die die Umwandlung von 

Galaktose in Glukose katalysieren. Der Wildtyp von Drosophila weist weder das gal4-Gen noch 

seine korrespondierende UAS-Bindesequenz in seinem Genom auf, wodurch es keine 

intrinsische Synthese des Transkriptionsfaktors GAL4 geben kann. Um sich das GAL4/UAS-

Expressionssystem in Drosophila zunutze zu machen, wurden mit Hilfe gentechnischer 

Methoden Fliegen generiert, in deren Genom dem zu untersuchenden Gen die hefeeigene 

UAS-Sequenz als Promotor vorgeschaltet ist (Abb. 1.5). Diese Linie wird als Effektorstamm 

bezeichnet. In Tieren des Effektorstammes findet keine Manipulation der Zielgenexpression 

statt, dazu bedarf es das GAL4-Protein. Das gal4-Gen wird in einer separaten Fliegenlinie 

exprimiert, dem sogenannten Treiberstamm. Dort unterliegt gal4 der transkriptionellen 

Kontrolle eines beliebigen Promotors. Die Wahl der Promotorregion ausgesuchter gewebs-

oder entwicklungsspezifischer Gene, kann die gal4-Expression gezielt in einem Organ, in 

bestimmten Zellen oder während einer bestimmten Entwicklungsphase dirigieren. In Tieren 

des Treiberstammes findet das GAL4 jedoch keine korrespondierende Bindestelle, so dass 

auch diese Tiere einen Wildtypphänotyp aufweisen. Erst wenn Tiere des Effektorstammes und 

des Treiberstammes miteinander gekreuzt werden, finden beide hefeeigene Komponenten 

zueinander. Denn in den unmittelbaren Nachkommen wird GAL4 gewebsspezifisch 

synthetisiert, bindet an die nun vorhandene UAS-Region und induziert so die Expression des 

Zielgens [82].  
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Abb. 1.5: Das binäre GAL4/UAS-Expressionssystem von Drosophila melanogaster nach Brand und 
Perrimon. Das GAL4/UAS-Expressionssystem ermöglicht ein gewebsspezifisches Targeting der 
Genexpression. Dies erfolgt durch die gezielte Kreuzung einer Treiberlinie, in der die Expression von 
GAL4 unter der Kontrolle eines gewebsspezifischen Promotors steht, mit einer Effektorlinie, in welcher 
das zu untersuchende Zielgen unter der transkriptionellen Kontrolle der UAS-Sequenz steht. In der 
Folgegeneration wird GAL4 gewebsspezifisch synthetisiert und aktiviert durch seine Bindung an die 
UAS-Sequenz die Expression des Zielgens. (nach [82]) 

 

Diese Arbeit hat zum Ziel Serpine im Atemwegsepithel zu charakterisieren. Dies erfordert eine 

Treiberlinie, die eine gezielte Manipulation der Serpine im Tracheenepithel ermöglicht. Eine 

Vielzahl von Genen ist spezifisch und ausschließlich im respiratorischen Epithel aktiv, wie 

beispielsweise die bereits in Kapitel 1.2.2 mehrfach erwähnten Gene breathless, branchless 

oder trachealess. Die Promotorsequenzen dieser, an der embryonalen Entwicklung der 

Tracheen beteiligter Gene sind bestens geeignet für eine Zielgenmanipulation in den Tracheen 

früher, vorwiegend embryonaler Entwicklungsstadien. Um eine tracheenspezifische gal4-

Expression in späteren Phasen der Entwicklung zu gewährleisten, sind Gene der pickpocket-

Familie optimal geeignet. Ist gal4 beispielsweise an die Promotorregion des ppk4-Gens 

(pickpocket 4) gekoppelt, wird es vom späten Embryonal- bis zum Imaginalstadium exprimiert. 

Ppk4 gehört zu der Familie der epithelialen Natriumkanalproteine. Es wird vermutet, dass es 

in den Atemwegen von Drosophila an der Aufnahme von Natriumionen und Flüssigkeit aus 

dem Lumen durch die Epithelzellen beteiligt ist [83]. Die Atemwege von Drosophila sind bis 

etwa zwei Stunden vor dem Schlüpfen der L1-Larven mit Flüssigkeit gefüllt. Um einen Wechsel 

von einem flüssigkeits- zu einem gasgefüllten Lumen zu erreichen, werden Salze und 
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Flüssigkeit durch Atemwegsepithelzellen aufgenommen [50]. Auch während des 

Larvenstadiums wird durch Ppk4 gewährleistet, dass eindringende Flüssigkeit von den 

Epithelzellen resorbiert und ein luftgefülltes Lumen erhalten wird [83]. 

Das GAL4/UAS-Expressionssystem ermöglicht eine Vielzahl unterschiedlicher 

Genmanipulationen. Zielgene können mit Markern wie einem FLAG-Tag, GFP oder Luciferase 

kombiniert werden um ihre Expression zu quantifizieren oder die Proteine zu lokalisieren. Um 

die Funktion von Genen zu analysieren, kann man ihre Expression gezielt aktivieren oder 

reduzieren. Eine Möglichkeit der Deaktivierung ist das sogenannte RNA-interference (RNAi). 

Hierbei bedient man sich eines natürlichen Mechanismus von Zellen, doppelsträngige RNA 

(dsRNA) zu erkennen und abzubauen. Kurze RNA-Fragmente mit einer Länge von 20 bis 30 

Nukleotiden lagern sich an die komplementäre mRNA des Zielgens, induzieren dadurch deren 

Abbau und verhindern so die Translation. RNA-Interferenz verursacht somit eine Reduktion oder 

den Verlust der Proteinfunktion ohne die Gensequenz selbst zu verändern [84]. Bis heute wurden 

viele verschieden Methoden für die Verwendung von RNAi entwickelt und optimiert. Für die 

Herstellung transgener Drosophila-Linien kommt hauptsächlich die „small hairpin“ RNA 

(shRNA) zum Einsatz. Über spezielle VALIUM-Vektoren (Vermillion-AttB-Loxp-Intron-UAS-

MCS) werden diese mit Hilfe der aus dem Phagen ΦC31 gewonnenen Integrase gezielt an 

definierte Stellen in das Genom der Fliege integriert [85, 86]. Der Vektor VALIUM20, der in 

den Fliegenlinien dieser Arbeit genutzt wurde, zählt zu der jüngsten Generation, die durch die 

Integration von shRNA einen starken Knockdown im Soma sowie in der weiblichen Keimbahn 

erzeugt [87].  

Um eine gewebs- und/oder entwicklungsspezifische Kontrolle über die Expression der shRNA 

zu haben, steht diese unter der transkriptionellen Kontrolle eines UAS-Elementes, wie zuvor 

beschrieben. Nach der Kreuzung mit einer GAL4-Treiberlinie wird die shRNA exprimiert. 

Anschließend inhibiert diese die Aktivität des Zielgens, indem sie zu einem spezifischen Abbau 

der mRNA des Zielgens führt. Im Rahmen des „Transgenic RNAi Project“ (TRiP), welches 2008 

an der Universität Harvard begonnen wurde, wurden über 12.000 RNAi-Fliegenlinien generiert 

und der Forschungsgemeinschaft von Drosophila zur Verfügung gestellt [88, 89].  

Ebenso wie die Stilllegung kann auch die gezielte Aktivierung eines zu charakterisierenden 

Gens durch das GAL4/UAS-Expressionssystem erreicht werden. Hierfür wird die vollständige 

Sequenz (open reading frame; ORF) eines Gens mit dem UAS-Element kombiniert. Nach einer 

Aktivierung durch GAL4 wird so das gesamte und funktionsfähige Zielgen exprimiert und führt 
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damit zu einer weitaus höheren Transkriptmenge im Vergleich zur endogenen Expression 

eines Wildtyptieres [90]. 

Die Kombination aus UAS-Bindestelle und ORF des Zielgens wird ebenfalls mit Hilfe der aus 

dem Phagen ΦC31 gewonnenen Integrase im Genom platziert. Dies geschieht in einer 

definierten Landestelle auf dem 3. Chromosom und gewährleistet, dass alle so generierten 

Linien untereinander vergleichbar sind und keine funktionellen Gene zerstört werden [86, 91]. 

Derzeit existieren 3400 solcher UAS-ORF Fliegenlinien, welche etwa 2850 Gene umfassen und 

vom Züricher ORFeome Projekt bezogen werden können [90]. 

 

1.3 Zielsetzung der Arbeit 

Asthma bronchiale ist eine chronisch-entzündliche Erkrankung der Atemwege, deren 

Verbreitung in Deutschland nicht nur eine sehr hohe Prävalenz aufweist, sondern sogar stetig 

zunimmt. Gekennzeichnet ist die Pathogenese von Asthma durch eine chronische Entzündung 

der Atemwege, übermäßige Mukussekretion, Verkrampfung der Bronchialmuskulatur und 

einer Schwellung der Bronchialschleimhaut. Eine entscheidende Relevanz im 

Krankheitsverlauf hat das Atemwegsepithel. Bei Asthmatikern erfährt das Epithel nicht nur 

strukturelle Veränderungen, sondern auch einen Verlust der Barrierefunktion. Gleichzeitig 

reagieren die Atemwegsepithelzellen hypersensitiv auf äußere Reize, wie Allergene, 

Pathogene oder Tabakrauch, und eine gestörte interzelluläre Integrität des respiratorischen 

Epithels potenziert die Anfälligkeit für Umweltschadstoffe zusätzlich. Der dauerhafte Kontakt 

mit äußeren Reizstoffen und die damit verbundene Freisetzung proinflammatorischer 

Zytokine hat letztlich eine Ablösung der Epithelzellen von der Basalmembran zur Folge.  

Inzwischen ist bekannt, dass zu den Risikofaktoren für Asthma neben Umweltschadstoffen 

auch genetische Faktoren gehören. Eine ganze Reihe von Genen steht im Verdacht, die 

Anfälligkeit für Asthma zu begünstigen. Zu diesen Suzeptibilitätsgenen gehören auch Gene, 

die sogenannte Serinproteaseinhibitoren (Serpine) kodieren. Von besonderem Interesse sind 

hierbei die beiden Serpine SERPINB3 und SPINK5, die bei Asthmatikern überdurchschnittlich 

häufig Mutationen aufweisen und folglich auf eine Krankheitskorrelation hindeuten. Welche 

Funktion diese beiden Gene im respiratorischen Epithel der Atemwege übernehmen und ob 

beziehungsweise wie sie dabei zur Entwicklung von Asthma bronchiale beitragen, ist noch 

gänzlich ungeklärt. Daher war das primäre Ziel dieser Arbeit, die Funktion der 

Suszeptibilitätsgene SERPINB3 und SPINK5 in den Epithelzellen der Atemwege zu beleuchten.  
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Um dieses Ziel zu erreichen, wurden fehlregulierte Expressionen der Serpingene gezielt im 

Atemwegsepithel der Taufliege Drosophila melanogaster modelliert. Anhand dieser Modelle 

wurde nicht nur die Aktivität der Serpine im Atemwegsepithel ermittelt, darüber hinaus 

wurden die Folgen einer fehlerhaften Expression auf die Atemwegsentwicklung, Morphologie 

und Struktur untersucht. Der zweite Teil dieser Arbeit befasste sich mit der Frage, ob eine 

atemwegsspezifische Expression Relevanz für die Physiologie und Fitness der Individuen hat.  

Abschließend stand die Ermittlung der Bedeutung der Serpingene im Kontext Asthma-

relevanter Faktoren im Fokus dieser Arbeit. Hierbei wurde zum einen die Inhalation von 

Tabakrauch als Asthmarisikofaktor, und zum anderen die Hypoxie, die einen Zustand der 

akuten Exazerbation des Asthma bronchiale in den Atemwegen simuliert, betrachtet.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Verbrauchsmaterialien  

Tabelle 2.1: Verbrauchsmaterialien und Hersteller 

Material Hersteller/Lieferant Artikelnr. 

Deckgläschen R. Langenbrinck GmbH (Emmendingen) 01-2440-01 

Drosophila Röhrchen (5,5 cm) Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen) 960177 

Drosophila Röhrchen (3 cm) Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen) 217101 

Drosophila Röhrchen (1,5 cm) nerbe plus GmbH (Winsen/Luhe) 11-881-0021 

Dumont-Pinzette Nr. 5 Bio  Bioform (Nürnberg)  B40a 
Edelstahlgewebe 
(Maschenweite 0,250 mm) 

Pappert Direkt Vertrieb (Steinau) V4A, 1.4401 

Eiablagebehälter für 
Drosophila  

Kisker (Steinfurt)  789092  

Einmal-Pellet Kolben, 1,5 ml Thermo Fisher Scientific (Waltham, US) 11849923 

Light Cycler 480 Multiwell 
Platten, 96-Well  

Roche GmbH (Mannheim) 04729692001 

LightCycler  480 Sealing Foil;  Roche GmbH (Mannheim, Deutschland) 04729757001 

NucleoSpin® Bead Tubes Type B Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Düren) 740812,50 

Make-Up Korrektur Stäbchen Ebelin dm (Karlsruhe)  

Objektträger R. Langenbrinck GmbH (Emmendingen) 03-0003/C 

Petrischalen o. Nocken, 94x16 Sarstedt AG & Co. KG (Nümbrecht) 82.1473 

Petrischalen (5,5 cm) nerbe plus GmbH (Winsen/Luhe) 09-001-0010 

Petrischalen (3,5 cm) Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen) 627161 

Stopfen (2 cm) K-TK e.K. (Retzstadt) 3360 

Tabakreferenzzigaretten Kentucky Tobacco Research & 
Development Center (Lexington, US) 

3R4F 
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2.1.2 Geräte 

Tabelle 2.2: Verwendete Geräte und Hersteller 

Gerät Modell Hersteller 

Autoklav DX-150 Systec GmbH (Linden) 

Heiz- und Wärmetische 13801 MEDAX GmbH & Co.KG 
(Neumünster) 

Homogenisator Pellet pestles, 
cordless motor 

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Konstantklima-Kammer HPP 750 Memmert GmbH + Co. KG 
(Schwabach) 

Lovibond Thermostatschrank ET 618-4, Typ 180 Tintometer GmbH (Dortmund) 

Mikroskop BX51 Olympus Deutschland GmbH 
(Hamburg) 

Mikroskopkamera DP25 Olympus Deutschland GmbH 
(Hamburg) 

Nanophotometer  P330  Implen (München)  

Rauchmaschine InExpose SCIREQ® (Montreal, CAN) 

Real-Time PCR Instrument  Light-Cycler 480 II  Roche GmbH (Mannheim)  

SICCO Mini 1 Exsikkator, 
Polycarbonat 

V 1850-01 Bohlender GmbH (Grünsfeld) 

Stereomikroskop M80 Leica Microsystems GmbH 
(Wetzlar) 

Sterilwerkbank ScanLaf Mars safety 
class 2 

LaboGene A/S (Allerød, DK) 

Thermoblock Biometra TS1 
ThermoShaker 

Analytik Jena AG (Jena) 

Thermocycler  Mastercycler 
Gradient 

Eppendorf (Hamburg) 

Tischzentrifuge 5415R Eppendorf (Hamburg) 

Tissue Lyser  LT Qiagen (Hilden) 

Vortex neoVortex® 0-2500 
UpM 

neoLab Migge GmbH 
(Heidelberg) 
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2.1.3 Chemikalien 

Die verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders vermerkt, von den Firmen Carl Roth 

GmbH (Karlsruhe) in dem Reinheitsgrad p.A. bezogen. Im nachfolgenden Absatz sind in 

alphabetischer Reihenfolge alle Chemikalien von anderen Herstellern aufgeführt. 

 
Tabelle 2.3: Chemikalien und Hersteller 

Chemikalie Hersteller Artikelnr. 

Agarose 7Bioscience GmbH (Rheinau) A641-050 

AniForte® reine Bierhefe Görges Naturprodukte GmbH (Brüggen) HTF345 

dNTP Set Thermo Fisher Scientific (Waltham, US) 10297018 

Ethidiumbromid Invitrogen (Carlsbad, US) 15588011 

Grapefruitsaft Rewe Eigenmarke  

Hexamer random Primer Thermo Fisher Scientific (Waltham, US) SO142 

LightCycler® 480 SYBR Green I 
Master  

Roche (Basel, CH)  04707516001  

Maismehl  Huber-Mühle GmbH (Hohberg)  19202 

Oligo dTs Thermo Fisher Scientific (Waltham, US) AM5730G 

Rübenmelasse  Königshofer Futtermittel (Ebergassing)  ASS-054951 

Trockenhefe RUF  

Wasser (steril) B. Braun Melsungen AG (Melsungen) 0082479E 
 

2.1.4 Kits  

Tabelle 2.4: Molekularbiologische Kits und Hersteller 

Kit Hersteller Artikelnr. 

NukleoSpin® RNA Isolation Kit Macherey-Nagel (Düren) 740955 

Turbo DNA-free® Kit  Ambion, Thermo Fisher Scientific 
(Waltham, US)  

AM1907  

 

2.1.5 Enzyme  

Tabelle 2.5: Enzyme und Hersteller 

Enzym Hersteller/Lieferant Artikelnr. 

RNase Out Thermo Fisher Scientific (Waltham, US) 10777019 

SuperScriptTM III Reverse 
Transkriptase (200 U/μl) 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, US) 18080085 
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2.1.6 Primer 

Die verwendeten Expressionsprimer wurden von Invitrogen Life Technologies (Karlsruhe) 

synthetisiert. Generiert wurden die Sequenzen für die einzelnen Gene anhand der Datenbank 

Flybase (http://flybase.bio.indiana.edu/; Stand: Oktober 2016) und des Primer 

Designprogramms des National Center for Biotechnology Information 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ Stand: Oktober 2016). In den folgenden 

Tabellen sind die Primer aller für diese Arbeit untersuchten Gene aufgeführt.  
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Tabelle 2.6: Verwendete Primer 

CG Nummer Bezeichnung Sequenz (5’→3’) 

Serpine 

CG8137 Spn28F sense: GGCGTTCATCGAGGTTAATG 
antisense: GCATACTATAGCGCACGAAAAG 

CG9334 Spn38F sense: GCGATGGGCATACAAGATGC 
antisense: AACGACGCCTCCCACATGAG 

CG9453 Spn42Da sense: AGTCAACGAGGAGGGAACG 
antisense: TGGTTGGCAATGAAGTGTTT 

CG9454 Spn42Db sense: CCAGCAAGAACTATCCCAGGT 
antisense: GCTCTGCCTGACCACTGAAT 

CG9455 Spn42Dc sense: CGACGTAAATGAGGCAGGA 
antisense: TGTTGAGCATCATGGGTACTATCT 

CG9456 Spn42Dd sense: TCGTGATGAACTCAAAGAGACC 
antisense: CTGACTTGTCGGTGAATAGCTC 

CG9460 Spn42De sense: GTTTTCCCAATCATGTCAGTCA 
antisense: CCATGGCCAGATTCAAGC 

CG10913 Spn55B sense: GAATTGGCCGAGAAACTGAA 
antisense: TTCCAGCAGATTGCTAAACTCA 

CG11331 Spn27A sense: CCACGCTGAAACACTTCTACG 
antisense: CCTCGGGATTGGTGAAGTC 

CG12172 Spn43Aa sense: CCTTCATCGATGTGAACGAG 
antisense: GGAACTCCGGCAGCATAA 

CG14933 CG14933 sense: CATCCACACGTATAGAAAACATGAA 
antisense: AAAGAGGGCGATCAAAAGG 

CG31704 CG31704 sense: CGCTTTCTGTCTGTCTGCTCT 
antisense: CGGGCAGGAGTACTGGAATA 

CG32354 CG32354 sense: TTGGCCATGTTCACGTTG 
antisense: TCTTGATGGGTGAGTCTGTCA 

CG42486 CG42486 sense: TGCACTCAGCGGGAATATAGA 
antisense: CGATTAGCTTGACAAGATCCCATT 

CG44008 CG44008 sense: TCACCATATCGCCCATTAGC 
antisense: GTTCCTGGGACAGGGACAGA 

CG45011 CG45011 sense: CCTCCTGGCATTTGTCGTC 
antisense: AAGTAGATTCTTGGGCACGG 

Haushaltsgen für Real-time qPCR 

CG7939 RpL32 sense: CCAGTCGGATCGATATGCTAA          
antisense: GTTCGATCCGTAACCGATGT 
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2.2 Puffer und Medien  

Verwendete Medien und Puffer wurden vor der Verwendung stets für 20 Minuten bei 121 °C 

autoklaviert. 

 

2.2.1 Puffer  

Tabelle 2.7: Verwendete Puffer 

Puffer Chemikalie 

10x PBS 137 mM NaCl 
27 mM KCl 

43 mM KH2PO4 
14 mM Na2HPO4 x 7H2O 
Ad. 1 l 
pH 7,4 eingestellt mit HCl 

 

2.2.2 Fliegenstandardmedium 

Für 2 L Standardmedium wurden 93,75 g Maismehl, 93,75 g Bierhefe, 30 g Glukose, 45 g 

Zuckerrübenmelasse und 5 g Agar in Wasser gelöst, auf 2 L aufgefüllt und autoklaviert. Nach 

dem Autoklavieren kühlte das Medium auf ca. 60 °C herunter, bevor 15 ml Propionsäure 

(10%ig in Wasser) und 45 ml Methylparaben (10%ig in 70%igem Ethanol) als 

Konservierungsmittel zugesetzt wurden. Anschließend wurde das Medium unter einer 

Sterilwerkbank in Drosophila-Kulturgefäße gegossen. Diese wurden nach dem Abkühlen mit 

Stopfen verschlossen und bei 6 °C gelagert. 

 

2.2.3 Grapefruit-Agar-Platten  

Für 1 L Grapefruit-Agar wurden 30 g Agar in 700 ml Wasser gelöst und autoklaviert. 

Währenddessen wurden 0,5 g Methylparaben in 10 ml Ethanol gelöst und mit 300 ml 

Grapefruitsaft vermischt. Das Gemisch aus Agar und Wasser wurde nach dem Autoklavieren 

auf ca. 60 °C heruntergekühlt, und der mit Konservierungsmittel versetzte Grapefruitsaft 

unter Rühren zugesetzt. Anschließend wurde das Medium unter einer Sterilwerkbank in 

Petrischalen (9,5 mm Durchmesser) gegossen. Nach dem Trocken wurden diese verschlossen 

und bei 6 °C gelagert. 
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2.3 Programme 

Tabelle 2.8: Verwendete Programme 

Programm Version Hersteller 

GraphPad Prism  7.0  GraphPad Software  

ImageJ 2.1.4.7  Wayne Rasband National 
Institutes of Health, USA  

Microsoft Office  2010  Microsoft  
 

2.4 Drosophila melanogaster 

2.4.1 Drosophila-Stämme 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedliche transgene Drosophila-Stämme eingesetzt. 

Die Auflistung aller Fliegenstämme erfolgt nach Verwendungszweck in Tabelle 9. Aufgeführt 

sind für die einzelnen Stämme die Bezeichnung, der Genotyp und die Herkunft. Als 

Bezugsquelle kamen einzelne Labore oder so genannte Drosophila-Stammsammlungen in 

Frage.  
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Tabelle 2.9: Verwendete Drosophila-Stämme 

Bezeichnung Genotyp Quelle/Herkunft 

Wildtypstämme 

CantonS Wildtyp Thomas Roeder; 
Zoophysiologie Kiel 

GAL4-Expressionsstämme 

ppk4-GAL4 yw67c23;ppk4-gal4;+/+ Thomas Roeder; 
Zoophysiologie Kiel 

UAS-RNAi Stämme 

spn43Aa-RNAi y[1] sc[*] v[1]; P{y[+t7.7] 
v[+t1.8]=TRiP.HMS02370}attP2 

Bloomington Stock 
Center 
(Bloomington, US) 

CG14933-RNAi y1 v1; P{TRiP.HMJ23160}attP40 Bloomington Stock 
Center(Bloomington, 
US) 

genetische Kontrolle y[1] v[1]; P{y[+t7.7]=CaryP}attP2 Bloomington Stock 
Center 

UAS-ORF Stämme 

UAS-CG14933 M{UAS-CG14933.ORF.3xHA.GW}ZH-
86Fb 

FlyORF (Zürich, CH) 

UAS-spn43Aa M{UAS-Spn43Aa.ORF.3xHA.GW}ZH-
86Fb 

FlyORF (Zürich, CH) 

 

2.4.2 Aufzucht und Haltung der Fliegen 

Die Aufzucht und Haltung der Fliegenstämme fand in Kulturröhrchen mit Stopfen bei 25 °C 

und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 - 60 % statt. Als Futtermedium diente das 

Drosophila-Standardmedium (2.2.2). Das Umsetzen der adulten Tiere in neue Kulturröhrchen 

erfolgte zweimal wöchentlich. In der Regel wurden dazu die adulten Tiere mit CO2 betäubt 

und mindestens 20 bis 30 adulte Tiere in neue Kulturröhrchen überführt. 

 

2.4.3 Kreuzungen der Treiber- und Effektor-Linien 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zahlreiche Kreuzungen mit verschiedenen transgenen 

Fliegenstämmen durchgeführt. Der Kreuzungsansatz bestand grundsätzlich aus fünf bis sechs 

Tage alten Männchen des Treiberstamms (ppk4-GAL4) und aus fünf bis sechs Tage alten, 

jungfräulichen Weibchen des jeweiligen UAS-Effektorstamms. Die Haltung der adulten Tiere 

zur Eiablage und die Anzucht der F1-Generation erfolgten auf Drosophila-Standardmedium in 

Kulturröhrchen bei 25 °C (2.2.2). 
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2.4.4 Auswahl orthologer Gene in Drosophila melanogaster mittels Flybase und NCBI-BLAST 

Zu Beginn der Arbeit wurden die orthologen Gene von SERPINB3 und SPINK5 in Drosophila 

melanogaster bestimmt.  

Erste Kandidaten für die beiden Gene wurden mittels des Homologie-Tools der Datenbank 

Flybase ermittelt (http://flybase.org/cgi-bin/orthosearch.pl; Stand: August 2016). 

Anschließend wurden alle Kandidaten ohne Inhibitorregion oder Kazal-Domäne und somit 

auch ohne Inhibitoraktivität aussortiert.  

Zu den verbliebenen Kandidatgenen wurde anhand der Aminosäuresequenz eine Analyse des 

Homologiewertes zu SERPINB3, bzw. SPINK5 mit Hilfe des Basic Local Alignment Search Tools 

(BLAST) der Datenbank NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi; Stand: August 2016) 

durchgeführt. Ausschließlich Kandidaten mit einem Identitätswert über 30 % wurden für die 

weitere Analyse in Betracht gezogen. Zuletzt wurde das Expressionslevel der möglichen 

Kandidatengene in ganzen Larven und isolierten larvalen Atemwegen mittels qRT-PCR 

gemessen.  

Das Kandidatengen von SERPINB3 und SPINK5 mit dem jeweils niedrigsten CP-Wert, im 

Umkehrschluss folglich dem höchsten relativen Expressionslevel in isolierten Atemwegen 

wurde für die Versuche in dieser Arbeit ausgewählt.  

 

2.5 Präparation larvaler Tracheen 

Für die Präparation von Tracheen wurden L3-Larven des Kontroll- bzw. Versuchsansatzes 

einzeln auf Blockschälchen mit ca. 150 µl 1x PBS überführt. Die Präparation der Tiere erfolgte 

bei einer 25- bis 50-fachen Vergrößerung unter dem Stereomikroskop.  

Zuerst wurde mit Hilfe zweier Dumont-Pinzetten der Kopf von der Larve vollständig entfernt. 

Anschließend wurde die Larve mit einer Pinzette fixiert und mit Hilfe einer weiteren Pinzette 

wurden die Stigmen sowie die mit ihnen verbundenen Haupt- und Nebenäste aus dem 

restlichen Tier herausgezogen. Sämtliches nicht-tracheales Gewebe wurde entfernt und die 

Tracheen in ein Eppendorf-Röhrchen mit 150 μl Lysispuffer (RA1-Puffer, MN NucleoSpin RNA 

II Kit) auf Eis überführt. Zuletzt wurden die Tracheen (etwa 40 Paare) mit Hilfe eines 

Homogenisators (Pellet pestles, cordless motor; Sigma Aldrich) homogenisiert, in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert. 
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2.6 Isolierung der Gesamt-RNA 

2.6.1 Isolierung der RNA aus ganzen Larven 

Ganze Larven (etwa 10 Stück) wurden in ein 1,5 ml Eppendorf-Röhrchen mit 150 μl Lysispuffer 

(RA1-Puffer, MN NucleoSpin RNA II Kit) überführt und mit Hilfe eines Homogenisators (Pellet 

pestles, cordless motor; Sigma Aldrich) homogenisiert. Anschließend wurde die Probe in 

flüssigem Stickstoff eingefroren und gegebenenfalls bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C 

gelagert.  

Die Isolierung und Reinigung der RNA aus ganzen Larven erfolgte mit dem 

NucleoSpin RNA II Kit von Macherey-Nagel. Das vorgeschriebene Protokoll des Herstellers 

wurde eingehalten. Die Elution der Gesamt-RNA erfolgte in 60 ml H2O (RNAsefrei). 

An die Isolation der Gesamt-RNA schloss sich ein DNA-Zusatzverdau mit Hilfe des Turbo DNA-

free® Kits (Ambion) an. 40 µl RNA wurden in je ein neues 1,5 ml Eppendorf-Röhrchen 

überführt. 

Jedem Ansatz wurden 10 µl Turbo DNase Puffer (10 x), 1 µl Turbo DNase und 5 µl RNase-freies 

Wasser hinzugefügt. Der Reaktionsmix wurde 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend 

wurden 5 µl Inaktivierungspuffer zugegeben und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Während der Inkubationszeit wurden die Reaktionsröhrchen regelmäßig gevortext. Nach der 

anschließenden Zentrifugation bei RT und 10.000 x g für 1,5 min wurden 40 µl Überstand in 

einem neuen Röhrchen zusammengeführt und die Konzentration der gereinigten RNA 

bestimmt (2.6.3). 

 

2.6.2 Isolierung der RNA aus präparierten Tracheen 

Die Isolierung und Reinigung der RNA aus Tracheen (2.5) erfolgte ebenfalls mit dem 

NucleoSpin RNA II Kit von Macherey-Nagel. Das vorgeschriebene Protokoll wurde 

eingehalten. Die Elution der Gesamt-RNA erfolgte in 40 µl H2O (RNAsefrei). Aufgrund der 

geringen RNA-Konzentration wurde kein zusätzlicher DNA-Verdau durchgeführt. 

 

2.6.3 Konzentrationsbestimmung am Nanophotometer  

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde das Nanophotometer der Firma Implen (P330) 

verwendet. Für Konzentrationsbestimmungen der Gesamt-RNA aus ganzen Larven wurde 

aufgrund der hohen zu erwartenden RNA-Menge der Faktor 50 für die Messung verwendet. 
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Da aus isolierten Tracheen weniger Gesamt-RNA erwartet wurde, wurde hier der Faktor 10 

eingestellt.  

Bei einer Wellenlänge von 260 nm wird die Absorption von Nucleinsäuren gemessen. 

Zusätzlich bestimmt das Gerät die Absorption bei 230 nm, 280 nm und 320 nm. Das Verhältnis 

A260/A230 sollte größer als 2.0 sein. Niedrigere Werte deuten auf Verunreinigungen durch 

Puffer hin. Das Verhältnis A260/A280 sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Davon abweichende 

Werte deuten ebenfalls auf Verunreinigungen der Probe hin. Auch eine zu niedrige 

Konzentration der Probe kann den A260/A280-Wert beeinträchtigen. Vor allem Proben aus 

isolierten Tracheen wiesen meist eine RNA Konzentration von < 50 ng/μl auf und lagen damit 

an der unteren Messgrenze des Nanophotometers.  

 

2.7 cDNA-Synthese 

Für die Synthese von cDNA aus der Gesamt-RNA wurde die 

SuperScript® III Reverse Transkriptase verwendet. Falls nicht anders vermerkt, wurden für die 

Reaktion 250 ng RNA in einem Gesamtreaktionsvolumen von 20 μl eingesetzt. Für alle Primer, 

welche nicht Exon-übergreifend gestaltet werden konnten, wurde in der cDNA Synthese 

zusätzlich eine Kontrolle ohne Reverse Transkriptase (RT-) angesetzt. Dies ermöglicht es, eine 

mögliche Verunreinigung mit genomischer DNA (gDNA) in den gemessenen Proben zu 

detektieren. Bei sogenannten „Exon-spanning“ Primern wurde auf diese Kontrolle verzichtet. 

Die Durchführung erfolgte dem Protokoll des Herstellers entsprechend in folgender 

Zusammensetzung: 
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Tabelle 2.10: Reaktionsansatz cDNA Sysnthese I 

Reagenz 
Menge 

RT+ RT- 

Oligo(dT) (100 mM)  1,0 μl 1,0 μl 

dNTP mix (10 mM)  1,0 μl 1,0 μl 

RNA  250 ng 250 ng 

RNase-freies H2O  ad. 13 μl ad. 13 μl 
 

Der Reaktionsansatz wurde für 10 min bei 65 °C in einem Thermoblock erhitzt und 

anschließend 5 min auf Eis gekühlt. Im nächsten Schritt wurde folgender Mastermix 

hinzugegeben: 

 

Tabelle 2.11: Reaktionsansatz cDNA Sysnthese II 

Reagenz 
Menge 

RT+ RT- 

5x First-Strand Buffer  4,0 μl 4,0 μl 

DTT (0,1 M)  1,0 μl 1,0 μl 

RNase Out (40 U/μL)  1,0 μl --- 

SuperScript III (200 U/μL)  1,0 μl --- 

RNase-freies H2O  --- 2,0 μl 
 

Die Proben wurden im Thermocycler für eine Stunde bei 50 °C inkubiert und die Reaktion bei 

70 °C für 15 min inaktiviert. Vor dem Einsatz in der Realtime-PCR wurden die cDNA-Proben 1:1 

mit H2O (RNAse-frei) verdünnt.  

 

2.8 Quantitative Realtime-PCR  

Bei der quantitativen Real-Time-PCR (qRT-PCR) kann die Produktmenge des Zielgens durch die 

Detektion eines Fluoreszenzfarbstoffes (SYBR Green I) quantifiziert werden. Der Farbstoff 

interkaliert zwischen doppelsträngige DNA, und wird nach jedem Syntheseschritt detektiert. 

Nimmt die Produktmenge mit jedem Syntheseschritt zu, nimmt auch das Fluoreszenzsignal zu.  

Als Quantifizierungswert dient der sogenannte CP-Wert (Crossing Point). Er beschreibt die 

Zykluszahl, bei welcher die Fluoreszenz einen Grenzwert überschreitet (Abb. 2.1). Je mehr 

Transkriptkopien vorhanden sind, desto niedriger ist der CP-Wert. 
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Abb. 2.1: Darstellung des CP-Wertes. 

 

Die Genexpression wird relativ zur Expression eines Haushaltsgenes berechnet. Dieses zeichnet 

sich durch einen gleichbleibenden Expressionslevel in allen Geweben und Entwicklungsstadien 

von Drosophila aus. Für diese Arbeit wurde RpL32 als Haushaltsgen verwendet.  

Bei der Verwendung von DNA-Farbstoffen ist die Detektion allerdings nicht produktspezifisch. 

Daher wird durch eine Analyse der Schmelzkurven überprüft, ob ein oder mehrere Produkte 

in der eingesetzten Probe vorliegen. Hierfür werden die doppelsträngigen Produkte 

geschmolzen, was zur Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffes und damit zur Änderung der 

Intensität führt.  

Für die qRT-PCR wurde zunächst ein Mastermix für jedes Primerpaar angesetzt. In einer qPCR-

Platte wurden je Well 2 μL cDNA (2.7) vorgelegt und 8 μl des Mastermixes hinzugegeben. 

 

Tabelle 2.12: Mastermix zum Einsatz in die qRT-PCR. Das Volumen ist ausreichend für ein Well. 

Substanz Volumen (1x) 

RNase-freies H2O  2,0 μl 

Primer sense (10 pmol/μL)  0,5 μl 

Primer antisense (10 pmol/μL)  0,5 μl 

LightCycler® 480 SYBR Green I Master  5,0 μl 
 

Die qRT-PCR wurde im Lightcycler 480 (Roche) durchgeführt. Aufgrund der sehr ähnlich 

gewählten Schmelztemperaturen der Primer und der geringen Größe der PCR-Produkte 

konnte ein einheitliches Reaktionsprogramm gewählt werden. 
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Tabelle 2.13: Reaktionsprogramm der qRT-PCR 

Schritt Zyklen Temperatur 
[°C] 

Zeit 
[mm:ss] 

Denaturierung 1 95 10:00 

Amplifikation 45 95 
63 
72 
78 

00:10 
00:10 
00:10 
00:01 

Schmelzkurve 1 95 
65 
95 

00:10 
00:10 
00:10 

Kühlen 1 40 ∞ 
 

2.9 Ansetzen zeitlich synchronisierter Fliegen  

Für alle in dieser Arbeit durchgeführten Versuche wurden zeitlich synchronisierte Tiere 

eingesetzt. Hierfür wurde sich am Protokoll von Linford et al. (2013) orientiert [92]. Mit Hilfe 

eines Wattestäbchens wurde Hefepaste (6 ml Wasser, 3 g Trockenhefe) kreisförmig mit einem 

Durchmesser von etwa 2 cm auf einer Grapefruit-Agar-Platte verteilt. Dann wurden 300 bis 

500 Fliegenpaare in einen Eiablagekäfig überführt und dieser mit der Grapefruit-Agar-Platte 

verschlossen. Für die erste Eiablage blieben die Fliegen für 24 Stunden bei 25 °C im 

Brutschrank. Die Agar-Platte dieser ersten Eiablage wurde verworfen und eine neue 

aufgesetzt. Anschließend wurde eine weitere Eiablage für 2 oder 4 h durchgeführt.  

Um die erhaltenen Eier zu sammeln, wurden etwa 2 ml 1x PBS auf die Platte gegeben und die 

Eier mit einem Wattestäbchen gelöst. Mit Hilfe einer 1 ml Pipette wurden die Eier in ein 2 ml 

Reaktionsgefäß überführt. Nachdem die Eier sich am Boden des Gefäßes abgesetzt hatten, 

wurde der Überstand abgenommen, verworfen und mit frischem PBS ersetzt, um die Eier zu 

waschen und Hefereste zu entfernen. Dies wurde so oft wiederholt, bis das PBS im 

Reaktionsgefäß klar und ohne Hefereste verblieb. Zuletzt wurden in etwa 0,5 ml PBS im 

Röhrchen behalten. Mit Hilfe einer, bis zur 10 µl-Markierung gekürzten, 200 µl Pipettenspitze 

wurden 20  μl Eier aufgenommen und in ein kleines Fliegen-Kulturröhrchen überführt. Für alle 

Versuchsansätze wurden die so synchronisierten Ansätze verwendet.  
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2.10 Hypoxieexposition 

Zeitlich synchronisierte Larven wurden im dritten Stadium an Tag 5 nach der Eiablage für zwei 

Stunden einer Hypoxie (5 % O2) ausgesetzt. Zusätzlich wurden Kontrolltiere unter 

normoxischen Bedingungen (ca. 20 - 21 % O2) gehalten.  

Für die Exposition wurde ein SICCO Mini 1 Exsikkator von Bohlender GmbH verwendet. Die 

Kammer kann luftdicht verschlossen werden. Über zwei Ventile kann gasförmiger Stickstoff 

zu- und verbliebener Restsauerstoff abgeführt werden. 

 

Abb. 2.2: SICCO Mini 1 Exsikkator der Firma Bohlender GmbH. Über die beiden Ventile (links) kann 
gasförmiger Stickstoff eingeleitet und Raumluft abgeleitet werden. Die Kammer wird über die grünen 
Bügel luftdicht verschlossen. Das Sauerstoff-Messgerät im Inneren gibt die aktuelle O2-Konzentration 
in der Kammer an. 

 

Für jeden Ansatz wurden jeweils 50 Larven in ein Kulturröhrchen (Standardmedium) gesetzt 

und dieses in der Expositionskammer, bzw. bei Luftkontrolltieren neben der Kammer, 

positioniert. Zusätzlich wurde ein Sauerstoffmessgerät in der Kammer platziert. Dann wurde 

die Kammer verschlossen und über ein Ventil mit Stickstoff gefüllt bis eine Konzentration von 

etwa 5 % Sauerstoff erreicht wurde. Nach zwei Stunden wurde die Kammer geöffnet und zur 

Kontrolle nochmals die Sauerstoffkonzentration abgelesen. Die so behandelten Tiere wurden 

zur Analyse verschiedener Fitnessparameter verwendet. Als Readout für den entstandenen 

Stresslevel der Tiere wurde während der Exposition das Vermeidungsverhalten anhand der 

Anzahl an kriechenden Larven außerhalb des Futtermediums ermittelt. Im Anschluss an die 

Hypoxieexposition wurde die Überlebensrate anhand der Anzahl an lebenden Tieren, die 
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Entwicklungszeit bis zur Verpuppung und Schlüpfen der adulten Fliegen, sowie die 

Lebensdauer bis zum natürlichen Tod der Imagines bestimmt. Zusätzlich wurden die Tracheen 

von exponierten Tieren und Kontrolltieren isoliert und die Genexpression des jeweiligen 

Serpins mittels Realtime PCR gemessen.  

 

2.11 Rauchexposition 

2.11.1 Rauchmaschine 

Für alle Versuche mit Exposition gegenüber Zigarettenrauch wurde das InExpose-

Rauchmaschinensystem der Firma SCIREQ® verwendet. Dieses besteht aus einem 

Rauchroboter, der den Raucher darstellt, mit integrierten Zigarettenkarussell 

(Aufnahmekapazität von maximal 24 Zigaretten), drei Pumpen, einer runden 

Rauchexpositionskammer und einer runden Luftkammer (Kammervolumen je 10 l; vgl. 

Abb.  2.3).  

 

Abb. 2.3: InExpose-Rauchmaschine der Firma SCIREQ®. Links befindet sich das Zigarettenkarussell, 
mittig und rechts jeweils eine der beiden Expositionskammern, in welchen sich während der Exposition 
die zu berauchenden Larven befinden. (nach [93]) 

 

Je Zigarette werden neun Züge getätigt, wobei jeder einem Standard-Zug nach der 

Norm ISO 3308 entspricht (35 ml Rauch/min über eine Länge von 2 s). Im System können 

verschiedene Konzentrationen eingestellt werden. Dabei entspricht 1 Zug/min einem 

Verbrauch von 6 Zigaretten/56 min, 2 Züge/min stellt einen Bedarf von 12 Zigaretten/56 min 

und 3 Züge/min einen Verbrauch von 18 Zigaretten/56 min dar. Bei einer Rate von 2 Züge/min 

und 3 Züge/min werden im Gegensatz zur Rate 1 Zug/min 2, bzw. 3 Zigaretten simultan 

abgeraucht.  
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Pumpe 1 saugt mit 1,5 l/min Zigaretten-Aktivrauch an, der Rauch wird mit Umgebungsluft 

vermischt und anschließend in die Rauchkammer gepumpt. In die Luftkammer wird 

ausschließlich Umgebungsluft mit der gleichen Flussrate durch Pumpe 3 transportiert. Pumpe 

2 befördert Luft bzw. Rauch mit 2 L/min wieder aus den Kammern hinaus. 

Als Tabakreferenzzigaretten wurden 3R4F verwendet. Diese wurden verschweißt bei einer 

Temperatur von 4 °C aufbewahrt. Vor Verwendung wurden diese mindestens 24 h zuvor bei 

einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 % auf Raumtemperatur gebracht (ISO 3402:1999). 

 

2.11.2 Durchführung 

Zeitlich synchronisierte Larven wurden an Tag zwei, drei und vier nach der Eiablage 

Zigarettenrauch ausgesetzt und somit alle Larvenstadien (L1, L2, L3) abgegriffen. Für eine 

einmalige Exposition der Larven wurden in dieser Arbeit 18 Zigaretten in 56 min verbraucht, 

wobei jeweils drei Zigaretten mit einer Rate von 3 Zügen/min simultan abgeraucht wurden. 

Die Berauchung wurde an Tag zwei nach Eiablage begonnen. Hierfür wurden jeweils 50 Larven 

pro Ansatz mit Hilfe einer Federstahlpinzette in einen Rauchkäfig mit wenig Fliegenmedium 

gesetzt (Abb.  2.4 A) und dieser in die Rauch-, bzw. Luftkammer der Rauchmaschine gestellt. 

  

  

Abb. 2.4: Röhrchen für Rauchexposition. Die Abbildungen zeigen die verwendet Gefäße für die 
durchgeführten Rauchversuche. A: Käfig für die Berauchung. Die Larven befinden sich in der unteren 
Petrischale, welche 1 ml Medium, angefeuchtet mit 400 µl PBS, enthält. Verschlossen wird die Schale 
mit einem Deckel, bestehend aus einem Plastikring mit angeklebtem Drahtnetz (Maschenweite 250 
µm). B: Röhrchen für die Übernachtlagerung der verwendeten Larven. Die Petrischalen sind mit 6 ml 
Standardmedium gefüllt und mit einem mittleren Röhrchen ohne Boden, sowie einem Stopfen 
verschlossen. 

 

A B 
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Anschließend wurde die Berauchung für 56 Minuten (18 Zigaretten; 3 Züge/min) gestartet. 

Nach der Berauchung wurden die Tiere in frisches Medium gesetzt. Dafür wurden Petrischalen 

mit Standardmedium verwendet, diese mit einem mittleren Röhrchen ohne Boden und einem 

Stopfen verschlossen und mit Parafilm versiegelt (Abb. 2.4 B). Bis zur zweiten Berauchung 

wurden die Tiere so im Inkubator auf 25 °C gehalten. An Tag 3 nach Eiablage wurden die Tiere 

für die zweite Berauchung wieder in die Rauchkäfige gesetzt und die Berauchung für 

56 Minuten gestartet. Nach der Berauchung wurden die Tiere wie nach der ersten Berauchung 

in frisches Medium gesetzt, dabei gezählt und über Nacht auf 25 °C gestellt. Für die dritte 

Berauchung (Tag 4) wurden die Tiere wieder in die Rauchkäfige gesetzt und die Berauchung 

für 56 Minuten (3 Züge pro Minute) gestartet. Nach der Berauchung wurden die Tiere erneut 

in frisches Medium gesetzt und zur Analyse verschiedener Fitnessparameter verwendet. Als 

Parameter wurden hierfür die Überlebensrate, Entwicklungs- und Lebensdauer bestimmt.  

 

2.12 Vermeidungsverhalten 

Drosophila-Larven, welche unter Sauerstoffmangel (Hypoxie) leiden, verändern ihr Verhalten 

verglichen mit Tieren unter normaler Raumluft. Sie beginnen an der Wand des 

Kulturröhrchens empor zu krabbeln um den schädlichen, sauerstoffarmen Bedingungen zu 

entkommen [94, 95]. Dieses Vermeidungsverhalten der Tiere, gemessen als Anzahl an Larven, 

welche an der Wand des Röhrchens emporkrabbeln, liefert damit ein Messwert für den 

jeweiligen Stresslevel der Tiere. Die Larvenaktivität der jeweiligen Normoxiegruppe wurde 

dabei als Grundwert verwendet.  

Um das Vermeidungsverhalten von Drosophila-Larven zu quantifizieren, wurde zu definierten 

Zeitpunkten (0 min, 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min) während 

der Hypoxieexposition die Anzahl an Larven außerhalb des Nährmediums bestimmt.  

 

2.13 Überlebensrate 

Um den Einfluss einer Behandlung oder veränderten Expression der Gene SERPINB3 bzw. 

SPINK5 auf die Überlebensrate von Drosophila melanogaster zu bestimmen wurde die 

Gesamtanzahl an Larven, der daraus gebildeten Puppen und geschlüpften Imagines bestimmt. 

Zunächst wurde die Anzahl an lebenden Larven direkt im Anschluss an die Behandlung 

dokumentiert. Bezogen auf die ursprüngliche Anzahl eingesetzter Tiere entspricht die 
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tatsächlich gezählte Menge an Larven der Überlebensrate von Drosophila während der 

Behandlung.  

Zusätzlich wurde die Gesamtanzahl an gebildeten Puppen und geschlüpften adulten Fliegen 

ermittelt. Bezogen auf die ursprüngliche Anzahl eingesetzter Tiere ergeben diese beiden 

Werte die Anzahl an gestorbenen Tieren vor Eintritt in die Metamorphose bzw. im 

Puppenstadium.  

 

2.14 Entwicklungszeit 

Um die Entwicklungszeit von Drosophila zu bestimmen wurde sich am Protokoll aus Rosen et 

al. orientiert [96]. Hierfür wurde die Anzahl an gebildeten Puppen zu definierten Zeitpunkten 

nach der Eiablage bzw. nach einer Behandlung bestimmt. Die mittlere Entwicklungsdauer der 

Larven ist dann der Zeitpunkt, zu welchem 50 % der eingesetzten Tiere in das Puppenstadium 

übergegangen sind. Entsprechend wurde für die Entwicklungsdauer der Puppen die Anzahl 

der geschlüpften Imagines zu definierten Zeitpunkten nach der Eiablage oder Behandlung 

notiert. Die mittlere Entwicklungsdauer der Puppen ist dann der Zeitpunkt, zu welchem 50 % 

der eingesetzten Tiere als Imagines geschlüpft sind. 

 

2.15 Lebensdauer  

Für das Ansetzen der Überlebensversuche wurde sich am Protokoll aus Lindfort et al. 

orientiert [92]. Jeweils 20 bzw. 50 Männchen oder 20 bzw. 50 Jungfrauen wurden in ein 

Versuchsröhrchen gesetzt.  

 

 

Abb. 2.5: Röhrchen für Überlebensversuche. Auf der linken Seite ist das Röhrchen mit einem Stopfen 
verschlossen, auf der rechten Seite befindet sich eine Petrischale mit Standardfliegenmedium. Ein 
kleines, abgeklebtes Loch in der Seite ermöglicht das Entfernen toter Fliegen während des 
Experimentes. 
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Die Anzahl der toten Fliegen wurde dreimal wöchentlich notiert. Tote Tiere wurden über das 

Loch im Röhrchen entfernt. Zusätzlich wurde an diesen Tagen das Medium gewechselt, wobei 

auf eine Behandlung mit CO2 verzichtet wurde. Stattdessen wurden die Röhrchen mit dem 

Stopfen wiederholt auf einen Tisch geklopft, um die Fliegen unten zu halten, und die 

Petrischale gegen eine neue mit frischem Medium getauscht. Die Versuche endeten mit dem 

Tod des letzten Tieres.  

 

2.16 Morphologie larvaler Tracheen 

Um herauszufinden, ob die zu SERPINB3 bzw. SPINK5 orthologen Gene an der 

Trachealentwicklung von Drosophila melanogaster beteiligt sind und ob ihre Dysregulation die 

Atemwegsmorphologie beeinflusst, wurden die Anzahl und Länge der 

Sekundärverzweigungen im dritten thorakalen Segment von L1 und L3 Larven ermittelt. 

Hierfür wurde sich am Protokoll von Jones und Metzstein (2013) orientiert [97]. 

Dafür wurden 10 Larven vorsichtig mit einer Pinzette aus dem Medium geholt, in 1x PBS 

gewaschen und auf einem Objektträger in einen Tropfen Glycerin gelegt. Anschließend wurde 

der Objektträger für 15 Sekunden auf einer Heizplatte mit einer Temperatur von 70 °C 

positioniert und die Larven dadurch getötet.  

Die hohe Temperatur sorgt dafür, dass sich die Larven strecken und dadurch begradigen. 

Zusätzlich kommt es durch die kurze Zeit der Hitzeeinwirkung nur zu geringen 

Gewebeschädigungen. So kann die physiologische Struktur der Atemwege im ganzen Tier, 

ohne Präparation betrachtet werden. 

Im Anschluss wurden die Larven auf dem Objektträger parallel zueinander, mit der dorsalen 

Seite nach oben ausgerichtet. Nachdem die Larven mit einem Deckgläschen bedeckt wurden, 

konnten die Präparate mikroskopiert (Olympus Deutschland GmbH) werden. Hierfür wurde 

das dritte thorakale Segment der Larven bei einer 40-fachen (L1-Larven), bzw. 20-fachen (L3-

Larven) Vergrößerung fokussiert und dokumentiert. Alle Bilder wurden mit einer Skalierung 

versehen und als Tiff-Datei abgespeichert. 

Die so entstandenen Mikroskopiebilder wurden für eine Auswertung der Anzahl und Länge 

der sekundären Verzweigungen verwendet. Dafür wurden die Software ImageJ mit dem Plugin 

NeuronJ verwendet und die Bilder wie folgt bearbeitet. 

Zunächst wurden die Bilder in ImageJ geöffnet, in eine 8-bit-Version umgewandelt und der 

Kontrast soweit erhöht, bis die sekundären Äste gut vom Hintergrund unterscheidbar waren 
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(ca. 1,5 - 2 %). Alle bearbeiteten Bilder wurden erneut als Tiff-Datei abgespeichert und 

konnten so in NeuronJ verarbeitet werden. 

Hierfür wurde das Plugin NeuronJ gestartet und die Bilder geöffnet. Über die Funktion 

„Tracking“ konnten die sekundären Äste erfasst und vermessen werden. Die zuvor 

verwendete Skalierung der Bilder wurde hierbei als Grundlage für die Messung verwendet. 

Zusätzlich wurde für alle entstandenen Mikroskopiebilder die Gesamtzahl an sekundären 

Ästen notiert.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Serinproteaseinhibitoren in Drosophila melanogaster 

3.1.1 Drosophila-Gene spn43Aa und CG14933 werden als Orthologe der humanen 

Serpingene SERPINB3 und SPINK5 ausgewählt 

Zu Beginn der Arbeit wurden die zu den humanen Genen SERPINB3 und SPINK5 orthologen 

Gene in Drosophila melanogaster ermittelt. Erste Kandidaten für die beiden Gene wurden 

mittels der Datenbank Flybase bestimmt, welche 27 mögliche Orthologe für SERPINB3 und 17 

für SPINK5 in Drosophila auflistet. Da beide humanen Serpine eine Inhibitor-Aktivität besitzen, 

wurden bereits 10 (SERPINB3) bzw. 7 (SPINK5) Kandidaten anhand der fehlenden 

Inhibitorfunktion aussortiert. Von den Übrigen wurden anhand der Aminosäuresequenz 

ausschließlich Kandidaten mit einem Identitätswert über 30 % (Basic Local Alignment Search 

Tools (BLAST) der Datenbank NCBI) für die weitere Auswertung in Betracht gezogen. 

Nach diesem Auswahlverfahren wurden als mögliche Kandidaten für SERPINB3 die Drosophila-

Gene spn27A, spn28F, spn38F, spn42Da, spn42Db, spn42Dc, spn42Dd, spn42Dd, spn42De, 

spn43Aa, spn55B identifiziert (Abb. 3.1). CG14933, CG13704, CG32354, CG44008 und 

CG45011 wurden als orthologe Gene von SPINK5 festgelegt (Abb. 3.2). Von den so 

identifizierten Kandidatengenen wurde das Expressionsniveau in isolierten Atemwegen aus 

L3-Larven des Laborwildtyps CantonS mittels quantitativer Realtime-PCR (qRT-PCR) bestimmt.  

In den Abbildungen 3.1 und 3.2 ist das Expressionsniveau der Orthologe für SERPINB3 bzw. 

SPINK5 als mittlerer CP-Wert in ganzen Larven und isolierten larvalen Tracheen sowie der 

Wert der Aminosäure-Sequenzhomologie dargestellt. Je niedriger der ermittelte Wert des CPs 

ist, desto höher ist die Expression des jeweiligen Gens. 

Anschließend wurden die Kandidatengene mit dem höchsten Expressionsniveau in den 

larvalen Atemwegen ausgewählt - das SERPINB3-Ortholog spn43Aa (mittlerer CP-Wert in 

isolierten Tracheen: 21,15) und das SPINK5-Ortholog CG14933 (mittlerer CP-Wert in isolierten 

Tracheen: 23,45). Diese Orthologe wurden im weiteren Verlauf der Arbeit hinsichtlich ihrer 

Bedeutung für die Atemwegsentwicklung und Fitness von Drosophila untersucht. Zu diesem 

Zweck wurden Fliegenlinien zur ektopischen Expression (RNAi/ Überexpression) von spn43Aa 

und CG14933 eingesetzt.  
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Abb. 3.2: Expressionslevel ausgewählter Orthologe des humanen Serpingens SPINK5 in Drosophila 
melanogaster. Kandidatengene wurden aufgrund ihrer Inhibitor-Aktivität und eines Sequenz-

homologiewertes > 30 % (NCBI-BLAST) ausgewählt. Dargestellt ist der mittlere CP-Wert in ganzen L3-

Larven und isolierten Tracheen des Laborwildtyps CantonS, gemessen mittels qRT-PCR sowie der 

prozentuale Sequenzhomologiewert zum humanen SPINK5. N = 3 biologische Replikate, aus je 10 

ganzen Larven bzw. 40 Tracheen pro Replikat. Median ± Min/Max, ratio-paired t-test. 

 

3.1.2 Die Expression der Serpingene spn43Aa und CG14933 lässt sich mit Hilfe transgener 

Fliegenlinien in larvalen Atemwegen effektiv regulieren  

Jungfräuliche Weibchen der RNAi-UAS- und UAS-ORF-Linien von spn43Aa (SERPINB3-

Ortholog) und CG14933 (SPINK5-Ortholog) sowie eine genetische Kontrolllinie wurden zur 

gezielten Modulation des Expressionslevels in Atemwegen mit Männchen einer 

atemwegsspezifischen GAL4-Treiberlinie (ppk4-GAL4) verpaart. In den Nachkommen dieser 

Kreuzungen ist die Expression des jeweiligen Zielgens spezifisch in den Atemwegen entweder 

herunterreguliert (engl.: knockdown; RNAi-UAS) oder verstärkt (UAS-ORF). In der 

entsprechenden Kontrolllinie ist das Expressionslevel nicht verändert und gleicht dem von 

Wildtyp-Fliegen. 
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Um die Effizienz des Knockdowns (KD) und der Überexpression (ÜE) zu bestimmen, wurden 

die Expressionsniveaus von spn43Aa und CG14933 in präparierten Tracheen aus frühen (Tag 4 

nach Eiablage) und späten L3-Larven (Tag 5 nach Eiablage) mittels qRT-PCR gemessen. 

An Tag 4 besitzt die spn43Aa-KD-Linie eine Knockdown-Effizienz von 90 % (Abb. 3.3 A) im 

Vergleich zur genetischen Kontrolle, an Tag 5 von 50 % (Abb. 3.3 C). In den Tracheen der 

spn43Aa-überexprimierenden Linie ist die Expression an Tag 4 nach der Eiablage um 330000 % 

erhöht (Abb. 3.3 B), wohingegen an Tag 5 nach der Eiablage keine Überexpression vorhanden 

ist (Abb. 3.3 D). Stattdessen ist die Expression von spn43Aa um 25 % reduziert.   

   
 

  
 

  
Abb. 3.3: Nachweis der reduzierten Expression (KD) und Überexpression (ÜE) von spn43Aa in 
isolierten Tracheen der jeweiligen Modelllinien. Gezeigt ist die zum Haushaltsgen RpL32 relative 
Expression von spn43Aa an Tag 4 (A, B) und Tag 5 (C, D) nach der Eiablage in isolierten larvalen 
Tracheen der Knockdown-Linie (A, C) und Überexpressionslinie (B, D) verglichen mit der genetischen 
Kontrolle in Prozent. N = 3 biologische Replikate, 40 Tracheen pro Replikat. Mittelwert ± SEM, ratio-
paired t-test. 
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Für das SPINK5-Ortholog CG14933 ist die atemwegspezifische Expression in der RNAi-

Knockdown-Linie an Tag 4 um 30 % (Abb. 3.4 A), an Tag 5 um 60 % im Vergleich zur 

genetischen Kontrolle reduziert (Abb. 3.4 C). Die Überexpressionslinie weist an Tag 4 und 

Tag 5 nach der Eiablage eine 1,4-fach erhöhte Expression auf (Abb. 3.4 B, D). 

   
 

  
 

  
Abb. 3.4: Nachweis der reduzierten Expression (KD) und Überexpression (ÜE) von CG14933 in 
isolierten Tracheen der jeweiligen Modelllinien. Gezeigt ist die zum Haushaltsgen RpL32 relative 
Expression von CG14933 an Tag 4 (A, B) und Tag 5 (C,  D) nach der Eiablage in isolierten larvalen 
Tracheen der Knockdown-Linie (A,  C) und Überexpressionslinie (B, D) verglichen mit der genetischen 
Kontrolle in Prozent. N = 3 biologische Replikate, 40 Tracheen pro Replikat. Mittelwert ± SEM. ratio-
paired t-test. 
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3.2 Charakterisierung des Fliegenmodells zum Serpingen spn43Aa  

Zunächst wurde der Einfluss einer Modulation der Expression von spn43Aa in den Atemwegen 

von Drosophila melanogaster anhand Tracheenmorphologie, sowie Überlebensrate, 

Entwicklungs- und Überlebenszeit unter Standardbedingungen (Standardmedium, 25 °C, 

Luftfeuchtigkeit 65 %, Tag-Nacht-Rhythmus 12:12) charakterisiert. 

 

3.2.1 Larven mit erhöhter Expression von spn43Aa in den Atemwegen bilden mehr sekundäre 

Atemwegsäste aus 

Um herauszufinden, ob spn43Aa an der Trachealentwicklung in Drosophila-Larven beteiligt ist 

und wie seine modifizierte Expression die Atemwegsmorphologie beeinflusst, wurden die 

Anzahl und Länge der Sekundäräste im dritten thorakalen Segment von Larven des 1. und 3. 

Larvenstadiums gemessen (24 Stunden bzw. 5 Tage nach Eiablage; Abb. 3.5). 

    
    
 

   
    
 

   
Abb. 3.5: Durchlichtmikroskopische Darstellung der sekundären Äste des dritten thorakalen 
Segments in Larven des 1. und 3. Stadiums mit modulierter spn43Aa-Expression. Dargestellt sind die 
sekundären Äste (rot) in L1-  (A - C) und L3-Larven (D - F) der genetischen Kontrolle (A,  D), der 
Knockdown-Linie spn43Aa-KD (B,  E) und der Überexpressionslinie spn43Aa-ÜE (C,  F). Der dargestellte 
Messbalken entspricht einer Länge von 20 µm (A - C) bzw. 100 µm (D – F). 

 

In Larven der genetischen Kontrolllinie verzweigen sich die primären Atemwegsstränge in 

jeweils zwei sekundäre Äste. Die atemwegspezifische Überexpression von spn43Aa führt zu 
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einer signifikant erhöhten Anzahl von Sekundärästen in Tieren des 1. und 3. Larvenstadiums 

(Abb. 3.6 A, C).  

 

Tabelle 3.1: Anzahl sekundärer Tracheenäste in Larven des 1. und 3. Stadiums mit reduzierter 
(spn43Aa-KD) oder erhöhter (spn43Aa-ÜE) spn43Aa-Expression 

Larven-
stadium 

Fliegenlinie 
Anteil der Larven mit x 
sekundären Ästen/% 

x=2 x=3 x=4 

L1 

gen. Kontrolle 100 0 0 

spn43Aa-KD 100 0 0 

spn43Aa-ÜE 60 40 0 

L3 

gen. Kontrolle 100 0 0 

spn43Aa-KD 100 0 0 

spn43Aa-ÜE 44,2 43,3 12,5 

 

Der gemessene der Effekt ist stärker in L3-Larven. In diesem Stadium besitzen 43,3 % der Tiere 

drei, 12,5 % der Tiere sogar vier sekundäre Äste. 

   
 

  
 

  
Abb. 3.6: Morphologie sekundärer Tracheenäste in Larven des 1. und 3. Stadiums mit veränderter 
spn43Aa-Expression. Dargestellt sind die Anzahl (A, C) und Länge (B, D) der sekundären Äste des 
3.  thorakalen Segments in L1- (A - B) und L3-Larven (C - D) der genetischen Kontrolle, spn43Aa-KD und 
spn43Aa-ÜE. N = 3 biologische Replikate, 10 mikroskopierte Larven pro Replikat. Median ± Min/Max, 
one-way-ANOVA, *** 0,001 > p > 0,0001; **** 0,0001 > p. 
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Darüber hinaus verringert die Überexpression von spn43Aa die Länge der sekundären Zweige 

in Larven des dritten Stadiums, die gemessene Differenz ist jedoch nicht statistisch signifikant 

(Abb. 3.6 D; gen. Kontrolle: MW 212,4 µm; spn43Aa-ÜE: MW 193,5 µm). Wohingegen in L3-

Larven, bei welchen die Expression von spn43Aa in den Epithelzellen der Atemwege reduziert 

wurde, die Länge der Äste zunimmt (Abb. 3.6 D; gen. Kontrolle: MW 212,4 µm; spn43Aa-KD: 

MW 234,0 µm). Hier ist die gemessene Differenz ebenfalls nicht statistisch signifikant. In 

Larven des ersten Stadiums haben weder der Knockdown noch die Überexpression von 

spn43Aa einen messbaren Einfluss auf die Länge der sekundären Äste (Abb. 3.6 B; gen. 

Kontrolle: MW 69,18 µm; spn43Aa-KD: MW 70,21 µm; spn43Aa-ÜE: MW 74,15 µm). 

 

3.2.2 Die Überlebensrate von Larven mit erhöhter spn43Aa-Expression in den Atemwegen ist 

reduziert 

Der Einfluss einer veränderten Expression von spn43Aa auf die Überlebensrate von Drosophila 

vor Beginn und während der Metamorphose wurde anhand der Anzahl an gebildeten Puppen 

(Abb. 3.7 A) und geschlüpften Imagines (Abb. 3.7 B) ermittelt. Bezogen auf die ursprüngliche 

Anzahl eingesetzter Larven ergeben diese beiden Werte die Anzahl an gestorbenen Tieren vor 

Eintritt in die Metamorphose bzw. während des Puppenstadiums. 

  
  

  
Abb. 3.7: Überlebensrate von Drosophila mit modifizierter spn43Aa-Expression in den Atemwegen.  
Dargestellt ist der prozentuale Anteil lebender Puppen (A) und Imagines (B) der genetischen Kontrolle, 
der Knockdown-Linie spn43Aa-KD und Überexpressionslinie spn43Aa-ÜE, bezogen auf die Anzahl 
ursprünglich eingesetzter Tiere. N = 5 biologische Replikate, 50 Tiere pro Replikat. Median ± Min/Max, 
one-way-ANOVA. 

 

Während ein reduzierter Expressionslevel von spn43Aa keinen Einfluss auf die Anzahl an 

gebildeten Puppen hat (gen. Kontrolle: MW 97,2 %; spn43Aa-KD: MW 96,80 %), führt eine 
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Überexpression von spn43Aa zu einer statistisch nicht signifikanten, reduzierten Anzahl an 

Larven, welche erfolgreich in das Puppenstadium übergegangen sind (Abb. 3.7 A; gen. 

Kontrolle: MW 97,20 %; spn43Aa-ÜE: MW 86,40 %). Dabei ist die errechnete Varianz in diese 

Gruppe mit einer Standardabweichung von 11,78 % im Vergleich zur genetischen Kontrolle 

(SD: 5,215 %) zweifach so hoch. Für die Überlebensrate der Puppen, d. h. die Anzahl an 

tatsächlich geschlüpften Imagines (Abb. 3.7 B), verringert sich dieser Wert nur geringfügig 

(gen. Kontrolle: MW 94,40 %; spn43Aa-ÜE: MW 84,80 %). Eine reduzierte Expression von 

spn43Aa in den Atemwegen hat auf die Anzahl an geschlüpften Imagines ebenfalls keinen 

Effekt (gen. Kontrolle: MW 94,40 %; spn43Aa-KD: MW 95,20 %). 

 

3.2.3 Larven und Puppen mit modifizierter Expression von spn43Aa in den Atemwegen 

benötigen mehr Zeit für ihre Entwicklung 

Um den potentiellen Einfluss des Knockdowns bzw. der Überexpression von spn43Aa in den 

Atemwegen auf die Entwicklungszeit von Drosophila zu untersuchen, wurden zu definierten 

Zeitpunkten nach der Eiablage die Dauer der Larvenentwicklung anhand der Anzahl gebildeter 

brauner Puppen und die Dauer der Metamorphose anhand der Anzahl geschlüpfter Imagines 

bestimmt.  

Tiere mit einer modulierten spn43Aa-Expression in den Atemwegen weisen allgemein eine 

Entwicklungsverzögerung sowohl von Larven als auch von Puppen auf. In der genetischen 

Kontrollgruppe haben sich 5,25 Tage nach der Eiablage bereits aus 40 % der eingesetzten 

Larven Puppen gebildet. Zu diesem Zeitpunkt sind 16 % der Larven mit einer reduzierten 

spn43Aa-Expression (Abb. 3.8 A) sowie 14 % der Larven mit einer erhöhten spn43Aa-

Expression (Abb. 3.8 C) in das Puppenstadium übergegangen.  
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Abb. 3.8: Einfluss einer atemwegsspezifischen Modulation der spn43Aa-Expression auf die 
Entwicklungsdauer von Drosophila. Dargestellt ist die Anzahl gebildeter Puppen (A, C) und 
geschlüpfter Imagines (B, D) der Knockdown-Linie spn43Aa-KD (A - B) und Überexpressionslinie 
spn43Aa-ÜE (B - D) zu definierten Zeitpunkten nach der Eiablage verglichen mit der genetischen 
Kontrolle. N = 3 biologische Replikate, 50 Tiere pro Replikat. Mittelwert ± SEM, two-way-ANOVA, * 
0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001; *** 0,001 > p > 0,0001; **** 0,0001 > p. 

 

Das Schlüpfen der adulten Fliegen, das heißt die Dauer der Metamorphose, ist für beide 

transgenen Linien ebenfalls zeitlich verzögert. Aus den Puppen der genetischen 

Kontrollgruppe sind 9,25 Tage nach der Eiablage bereits 46 % der adulten Fliegen geschlüpft, 

einen halben Tag später (9,75 Tage) bereits 77 %. Für die spn43Aa-Knockdown-Linie sind die 

Werte zu beiden Zeitpunkten signifikant geringer. In der Gruppe mit reduzierter spn43Aa-

Expression haben sich nach 9,25 Tagen 23 %, nach 9,75 Tage 59 % der Puppen zu adulten 

Fliegen entwickelt (Abb. 3.8 B, B). Der Effekt ist bei Tieren mit einer erhöhten spn43Aa-

Expression noch verstärkt. Zu diesen beiden Zeitpunkten sind aus den gebildeten Puppen 19 % 

bzw. 35 % der adulten Fliegen geschlüpft (Abb. 3.8 B, D).  
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3.2.4 Imagines mit reduzierter spn43Aa-Expression in den Atemwegen sterben früher 

Schließlich wurde die Lebenszeit der adulten Fliegen ermittelt. Hierfür wurde die Anzahl an 

toten Fliegen über einen Zeitraum von 100 Tagen notiert. Tiere der genetischen 

Kontrollgruppe haben eine Lebenszeit von bis zu 70 (Männchen) bzw. 80 (Weibchen) Tagen. 

Eine veränderte Expression von spn43Aa in den Atemwegen führt in Weibchen sowohl bei 

Knockdown als auch Überexpression des Gens zu einer signifikant reduzierten maximalen 

Überlebenszeit (Abb. 3.9 B; gen. Kontrolle: 80 Tage, spn43Aa-KD: 72 Tage, spn43Aa-ÜE: 

74 Tage).  

  
  

  
Abb. 3.9: Überlebensdauer von Drosophila-Imagines mit modifizierter spn43Aa-Expression in den 
Atemwegen. Anzahl lebender Männchen (A) und Weibchen (B) über die Zeit für die genetische 
Kontrolllinie (schwarz), die Knockdown-Linie spn43Aa-KD (orange) und Überexpressionslinie spn43Aa-
ÜE (blau). N = 3 biologische Replikate, 20 Tiere pro Replikat. Kaplan-Meier-Kurve, Log-rank mit Mantel-
Cox Test, * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001.  

 

Bei männlichen Fliegen tritt durch Modulation der spn43Aa-Expression ein differenzierterer 

Effekt auf die Überlebensdauer auf (Abb. 3.9 A). Eine Überexpression von spn43Aa in den 

Atemwegen verlängert die maximale Gesamtlebensdauer der Männchen (gen. Kontrolle: 

71 Tage, spn43Aa-ÜE: 87 Tage). Bei einer reduzierten Expression von spn43Aa in den 

Atemwegen ist die mittlere Überlebensdauer, definiert als Zeitpunkt zu welchem 50 % der 

Tiere gestorben sind, jedoch verkürzt (gen. Kontrolle: 52 Tage, spn43Aa-KD: 43 Tage). 
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3.3 Charakterisierung des Fliegenmodells zum Serpingen CG14933  

Wie zuvor für das Serpingen spn43Aa wird gleichermaßen für das SPINK5-Ortholog CG14933 

der Einfluss eines veränderten Expressionslevels in den Atemwegen von Drosophila 

melanogaster anhand der Atemwegsmorphologie sowie den Fitnessparametern 

Überlebensrate, Entwicklungs- und Überlebenszeit unter Standardbedingungen 

(Standardmedium, 25 °C, Luftfeuchtigkeit 65 %, Tag-Nacht-Rhythmus 12:12) charakterisiert. 

 

3.3.1 Larven mit modulierter CG14933-Expression bilden zusätzliche sekundäre 

Atemwegsäste aus 

Um herauszufinden, ob das Serpingen CG14933 an der Trachealentwicklung in Drosophila 

beteiligt ist, wurden auch für dieses Fliegenmodell die Anzahl und Länge der Sekundäräste im 

dritten thorakalen Segment von Larven des 1. und 3. Stadiums bestimmt (24 h bzw. 5 Tage 

nach Eiablage; Abb. 3.10). 

    
    
 

   
    
 

   
Abb. 3.10: Durchlichtmikroskopische Aufnahmen sekundärer Äste des dritten thorakalen Segments 
in Larven des 1. und 3. Stadiums mit veränderter CG14933-Expression. Dargestellt sind die 
sekundären Äste (rot) in L1-  (A - C) und L3-Larven (D - F) der genetischen Kontrolle (A, D), der 
Knockdown-Linie CG14933-KD (B, E) und der Überexpressionslinie CG14933-ÜE (C, F). Der dargestellte 
Messbalken entspricht einer Länge von 20 µm (A - C) bzw. 100 µm (D – F). 
 

Die atemwegspezifische Überexpression des Serpingens CG14933 führt zu einer signifikant 

erhöhten Anzahl von Sekundärästen in Tieren des 1. und 3. Larvenstadiums. Auch in Tieren 
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mit einer reduzierten Expression des Gens bilden sich zusätzliche sekundäre Atemwegsäste 

aus. Der Effekt ist jedoch statistisch nicht signifikant.  

 

Tabelle 3.2: Anzahl sekundärer Tracheenäste in Larven des 1. und 3. Stadiums mit reduzierter 
(CG14933-KD) oder erhöhter (CG14933-ÜE) CG14933-Expression 

Larven-
stadium 

Fliegenlinie 
Anteil der Larven mit x 
sekundären Ästen/% 

x=2 x=3 x=4 

L1 

gen. Kontrolle 100 0 0 

CG14933-KD 76,7 23,3 0 

CG14933--ÜE 43,4 43,3 13,3 

L3 

gen. Kontrolle 93,4 6,6 0 

CG14933--KD 70,1 26,6 3,3 

CG14933-ÜE 40 50 10 

 

In L1-Larven mit reduzierter CG14933-Expression besitzen 23,3 % der Tiere drei Äste. Mit 

einer Überexpression von CG14933 bilden 43,3 % aller gemessenen Larven einen zusätzlichen 

Ast, 13,3 % der Tiere sogar zwei zusätzliche Äste (Abb. 3.11 A).  

   
 

  
 

  
Abb. 3.11: Morphologie sekundärer Tracheenäste in Larven des 1. und 3. Stadiums mit modulierter 
CG14933-Expression. Dargestellt sind die Anzahl (A, C) und Länge (B, D) der sekundären Äste in L1- 
(A - B) und L3-Larven (C - D) der genetischen Kontrolle, der Knockdown-Linie CG14933-KD und der 
Überexpressionslinie CG14933-ÜE. N = 3 biologische Replikate, 10 mikroskopierte Larven pro Replikat. 
Median ± Min/Max, one-way-ANOVA, * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001; *** 0,001 > p > 0,0001; 
**** 0,0001 > p). 
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In L3-Larven ist der Einfluss auf die Morphologie noch verstärkt (Abb. 3.11 C). Hier besitzen 

26,6 % der Larven mit einer reduzierten CG14933-Expression drei Äste, 13.3 % aller Tiere vier 

Äste. Tiere mit einer erhöhten Expression von CG14933 weisen in 50 % aller gemessenen Tiere 

einen zusätzlichen sekundären Ast auf, 10 % der Tiere sogar zwei zusätzliche Äste. Außerdem 

haben zwei der 30 gemessenen L3-Larven der genetischen Kontrolle einen zusätzlichen 

sekundären Ast (Abb. 3.11 C). Im Hinblick auf die Länge der sekundären Äste verringert eine 

reduzierte Expression von CG14933 diese in Larven des dritten Stadiums signifikant (Abb. 

3.11 D; gen. Kontrolle: MW 261,3 µm; CG14933-KD: MW 227,8 µm). Der Effekt ist in 

reduziertem Ausmaß bereits in Larven des ersten Stadiums messbar (Abb. 3.11 B; gen. 

Kontrolle: MW 72,53 µm; CG14933-KD: MW 68,77 µm). Eine Überexpression von CG14933 

verändert die Länge der sekundären Äste nicht (Abb. 3.11 B: MW 69,95 µm; Abb. 3.11 D: 

MW 248,5 µm). 

 

3.3.2 Die Überlebensrate von Larven und Puppen wird durch eine veränderte Expression von 

CG14933 nicht beeinträchtigt 

Vor Beginn und während der Metamorphose wurde der Einfluss einer veränderten CG14933-

Expression in den Atemwegen auf die Überlebensrate von Drosophila anhand der Anzahl 

gebildeter Puppen und geschlüpfter Imagines ermittelt (Abb. 3.12 A, B).  

  
  

  
Abb. 3.12: Überlebensrate von Drosophila mit veränderter CG14933-Expression in den Atemwegen.  
Dargestellt ist der prozentuale Anteil lebender Puppen (A) und Imagines (B) der genetischen Kontrolle, 
der Knockdown-Linie CG14933-KD und Überexpressionslinie CG14933-ÜE, bezogen auf die Anzahl 
ursprünglich eingesetzter Tiere. N = 3 biologische Replikate, 50 Tiere pro Replikat. Median ± Min/Max, 
one-way-ANOVA. 
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Die Bestimmung der Überlebensrate zeigt keinen Einfluss einer reduzierten oder verstärkten 

Expression von CG14933 in den Atemwegen auf das Überleben von Puppen (Abb. 3.12 A) oder 

Imagines (Abb. 3.12 B).  

 

3.3.3 Larven und Puppen mit erhöhter CG14933-Expression benötigen für ihre Entwicklung 

mehr Zeit 

Nach der Eiablage wurde die Dauer der Larvenentwicklung anhand der Anzahl an gebildeten 

braunen Puppen und die Dauer der Metamorphose anhand der Anzahl an geschlüpften 

Imagines gemessen.  

  
  

  

  
Abb. 3.13: Einfluss einer modulierten CG14933-Expression in den Atemwegen auf die 
Entwicklungsdauer von Drosophila. Dargestellt ist die Anzahl gebildeter Puppen (A, C) und 
geschlüpfter Imagines (B, D) zu definierten Zeitpunkten nach der Eiablage für die Knockdown-Linie 
CG14933-KD (A - B) und Überexpressionslinie CG14933-ÜE (C - D) jeweils verglichen mit der 
genetischen Kontrolle. N = 3 biologische Replikate, 50 Tiere pro Replikat. Mittelwert ± SEM, two-way-
ANOVA, * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001; *** 0,001 > p > 0,0001; **** 0,0001 > p. 

 

Hier ergibt sich ein Einfluss des genetischen Hintergrunds auf die Entwicklungszeit der Tiere. 

In der genetischen Kontrollgruppe haben sich 5,25 Tage nach der Eiablage aus 54 % der 

eingesetzten Larven Puppen entwickelt. Der zu diesem Zeitpunkt gemessene Wert von 55 % 
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gebildeter Puppen bei Tieren mit einer reduzierten CG14933-Expression (Abb. 3.8 A) ist zur 

genetischen Kontrollgruppe fast identisch. Die Überexpression von CG14933 in den 

Atemwegen hat eine verzögerte Entwicklung von Larven und Puppen zur Folge (Abb. 3.13 C). 

Nach 5,25 Tagen haben sich aus 17 % der Larven mit einer erhöhten CG14933-Expression 

Puppen gebildet.   

Der Zeitpunkt, zu dem aus den Puppen adulte Fliegen schlüpfen, ist für Tiere mit einer 

erhöhten CG14933-Expression ebenfalls zeitlich verzögert, und somit die Dauer der 

Metamorphose verlängert. Die genetische Kontrolllinie und die Linie mit einer reduzierten 

Expression von CG14933 verhalten sich allerdings auch hier nahezu gleich. Aus den Puppen 

beider genetischen Gruppen sind 9,25 Tage nach der Eiablage 64 % der Imagines geschlüpft 

(Abb. 3.13 B). Nach 9,75 Tagen haben sich 87 % (gen. Kontrolle) bzw. 90 % (CG14933-KD) zu 

adulten Fliegen entwickelt. Für die CG14933-Überexpressionslinie sind die Werte zu beiden 

Zeitpunkten signifikant reduziert. In dieser Gruppe sind nach 9,25 Tagen 17 %, nach 9,75 Tage 

31 % der Fliegen geschlüpft (Abb. 3.13 D).  

 

3.3.4 Imagines mit erhöhter Expression von CG1933 in den Atemwegen sterben früher 

Schließlich wurde die maximale Überlebensdauer der Imagines über einen Zeitraum von 

100 Tagen bestimmt. Die Tiere der genetischen Kontrollgruppe haben eine maximale 

Überlebenszeit von 80 Tagen.  

  
  

  
Abb. 3.14: Überlebensdauer von Drosophila-Imagines mit modifizierter CG14933-Expression in den 
Atemwegen. Dargestellt ist die Anzahl lebender Männchen (A) und Weibchen (B) über die Zeit für die 
genetische Kontrolle (schwarz), die Knockdown-Linie CG14933-KD (orange) und Überexpressionslinie 
CG14933-ÜE (blau). N = 3 biologische Replikate, 20 Tiere pro Replikat. Kaplan-Meier-Kurve, Log-rank 
mit Mantel-Cox Test, * 0,05 > p > 0,01. 
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Die mittlere Überlebensdauer ist als Zeitpunkt definiert, zu welchem 50 % der eingesetzten 

Tiere gestorben sind. Sowohl bei Männchen (Abb. 3.14 A; gen. Kontrolle: MW 62 Tage, 

CG14933-ÜE: MW 52 Tage), als auch bei Weibchen (Abb. 3.14 B; gen. Kontrolle: MW 66 Tage, 

CG14933-ÜE: MW 62 Tage) führt eine erhöhte Expression von CG14933 in den Atemwegen zu 

einer reduzierten mittleren Überlebenszeit. Die gemessene Differenz ist bei den männlichen 

Tieren jedoch statistisch nicht signifikant. 

Eine reduzierte Expression von CG14933 in den Atemwegen hat hier keinen Einfluss auf die 

mittlere oder maximale Überlebensdauer von Männchen (Abb. 3.14 A) oder Weibchen (Abb. 

3.14 B).  
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3.4 Einfluss einer veränderten spn43Aa-Expression in den Atemwegen auf die Fitness 

von Drosophila melanogaster nach Hypoxieexposition 

L3-Larven mit veränderter Expression des Serpingens spn43Aa in den Atemwegen wurden 

fünf Tage nach der Eiablage für zwei Stunden hypoxischen Bedingungen (5 % O2) ausgesetzt. 

Kontrolltiere wurden für den gleichen Zeitraum den normoxischen Bedingungen der Raumluft 

(etwa 21 % O2) exponiert. Die folgenden Werte der Normoxiegruppe entsprechen den zuvor 

bereits dargestellten zur Charakterisierung der Fliegenmodelle. 

Als Parameter für die Fitness der eingesetzten Fliegen wurden die Larvenaktivität, 

Entwicklungszeiträume und Überlebensrate nach Hypoxieexposition bewertet. Darüber 

hinaus wurde das Expressionslevel von spn43Aa in isolierten Atemwegen direkt im Anschluss 

an die Exposition gemessen.  

 

3.4.1 Hypoxische Bedingungen reduzieren das Expressionslevel von spn43Aa in den larvalen 

Atemwegen 

Um herauszufinden, wie hypoxische Bedingungen das Expressionsniveau von spn43Aa 

beeinflusst, wurden 40 Atemwege aus hypoxie- und normoxieexponierten Larven isoliert und 

die Genexpression mittels qRT-PCR bestimmt.  

   
   

   
Abb. 3.15: Spn43Aa-Expression in isolierten larvalen Tracheen nach Hypoxieexposition. Gezeigt ist 
die zum Haushaltsgen RpL32 relative Expression von spn43Aa in isolierten larvalen Tracheen der 
genetischen Kontrolle (A), Knockdown-Linie spn43Aa-KD (B) und der Überexpressionslinie spn43Aa-ÜE 
(C) nach Hypoxieexposition (5 % O2, 2h) verglichen mit der korrespondierenden Normoxiekontrolle 
(ca. 21 % O2) in Prozent. N = 3 biologische Replikate, 40 isolierte Tracheen pro Replikat. Mittelwert ± 
SEM, ratio-paired t-test. 
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In allen drei verwendeten Genotypen führt die Hypoxieexposition zu einer Reduktion der 

spn43Aa-Expression um 30 % in der genetischen Kontrolle (Abb. 3.15 A), 10 % in der spn43Aa-

Knockdown-Linie (Abb. 3.15 B) und 25 % in der spn34Aa-Überexpressionslinie (Abb. 3.15 C). 

 

3.4.2 Modulation der spn43Aa-Expression in den Atemwegen verstärkt das larvale 

Vermeidungsverhalten unter hypoxischen Bedingungen 

Zu verschiedenen Zeitpunkten während der Exposition wurde die Anzahl an Larven, außerhalb 

des Mediums in der Hypoxie- und Normoxiegruppe bestimmt. Larven, die unter 

Sauerstoffmangel leiden, verändern ihr Verhalten und beginnen an der Wand des 

Kulturröhrchens empor zu kriechen. Dieses Vermeidungsverhalten kann als messbarer Wert 

für den hypoxischen Stress der Tiere verwendet werden. 

Hinsichtlich des Verhaltens der Larven zeigt sich bereits innerhalb der Normoxiegruppe ein 

Unterschied bei den verschiedenen Genotypen (Abb. 3.16 A-C). Während des gesamten 

Experiments ist die Anzahl der Larven außerhalb des Mediums in der genetischen Kontrolllinie 

höher (20 bis 30 % aller Tiere), verglichen mit beiden transgenen Linien (spn43Aa-KD: 5-10 %, 

spn43Aa-ÜE: 5-10 %). Zwischen dem Verhalten der Überexpressions- und Knockdown-Linie 

von spn43Aa besteht kein Unterschied in der Normoxiegruppe.  

Tiere, die hypoxischen Bedingungen ausgesetzt werden, beginnen innerhalb der ersten fünf 

Minuten der Exposition aus dem Futtermedium zu kriechen. In den ersten zwanzig Minuten 

ist der gemessene Wert für alle drei genetischen Gruppen gleich. Etwa 60 % aller Tiere 

befinden sich außerhalb des Mediums. Anschließend reagieren die drei genetischen Linien 

unterschiedlich auf die weiterhin anhaltenden hypoxischen Bedingungen. Während der Wert 

für die genetische Kontrolllinie stabil bleibt (nach 120 min Exposition 50 % der Tiere außerhalb 

des Mediums), zeigen die Kurven der beide transgenen Fliegenlinien einen Rückgang auf etwa 

40 % für die Knockdown-Linie und 30 % für die Überexpressionslinie nach 120 min Exposition.  

Deutlicher wird dieser Unterschied in der Reaktion der untersuchten Linien auf die 

Hypoxieexposition nach Normalisierung der Werte auf ihre jeweiligen normoxieexponierten 

Äquivalente (Abb. 3.16 D). 
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Abb. 3.16: Einfluss einer veränderten spn43Aa-Expression auf das Larvenverhalten unter 
hypoxischen Bedingungen. Dargestellt ist die Anzahl an Larven außerhalb des Mediums zu definierten 
Zeitpunkten während der Hypoxieexposition (5 % O2, 2h) bzw. Normoxieexposition (ca. 21% O2) für die 
genetische Kontrolle (A), die Knockdown-Linie spn43Aa-KD (B) und die Überexpressionslinie spn43Aa-
ÜE (C) in Prozent. (D) zeigt die Anzahl an Larven außerhalb des Mediums normalisiert auf die jeweilige 
Normoxiegruppe (schwarz: genetischen Kontrolle, orange: spn43Aa-KD, blau: spn43Aa-ÜE). N = 3 
biologische Replikate, 50 Tiere pro Replikat. Mittelwert ± SEM, two-way-ANOVA, * 0,05 > p > 0,01; ** 
0,01 > p > 0,001; *** 0,001 > p > 0,0001; **** 0,0001 > p. 

 

Eine veränderte Expression von spn43Aa in den Atemwegen führt in beiden Linien zu einer 

erhöhten Reaktion auf die Hypoxie im Vergleich zu der genetischen Kontrolle. Zu den 

gemessenen Zeitpunkten 10, 20 und 30 min befinden sich im Vergleich zur genetischen 

Kontrolle bis zu 50 % mehr Larven der transgenen Linien außerhalb des Mediums. Während 

sich die Kurve der spn43Aa-überexprimierenden Larven mit 18,6 % nach 90 min in etwa an die 

genetische Kontrolle (14,6 %) annähert, bleibt die Anzahl an Larven außerhalb des Mediums 

für die Linie mit reduzierter spn43Aa-Expression mit 27,3 % weiter erhöht. 
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3.4.3 Überlebensrate von Larven und Puppen wird durch Hypoxieexposition nicht beeinflusst 

Nach der Hypoxieexposition wurde die Überlebensrate der Tiere vor Beginn und während der 

Metamorphose anhand der Anzahl an gebildeten braunen Puppen und geschlüpften Imagines 

ermittelt. Bezogen auf die ursprüngliche Anzahl eingesetzter Tiere ergeben diese beiden 

Werte die Anzahl an gestorbenen Larven vor Eintritt in die Metamorphose bzw. während des 

Puppenstadiums.  

   

   

 

  
 

  
 

  
Abb. 3.17 Überlebensrate von Drosophila mit veränderter spn43Aa-Expression in den Atemwegen 
nach akuter Hypoxieexposition (5 % O2, 2h). Dargestellt ist der prozentualer Anteil lebender Puppen 
(A, C, E) und Imagines (B, D, F) der genetischen Kontrolle (A, B), der Knockdown-Linie spn43Aa-KD 
(C, D) und Überexpressionslinie spn43Aa-ÜE (E, F), bezogen auf die Anzahl ursprünglich eingesetzter 
Tiere. N = 5 biologische Replikate, 50 Tiere pro Replikat. Median ± Min/Max, Ratio-paired t-test. 
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Akute Hypoxieexposition hat keinen Einfluss auf die Anzahl an gebildeten Puppen, das heißt 

auf das Überleben der exponierten Larven, in allen drei genetischen Gruppen (Abb. 

3.17 A, C, E). In der Anzahl geschlüpfter Imagines zeigt sich ebenfalls kein statistisch 

signifikanter Einfluss der Hypoxieexposition auf das Überleben der eingesetzten Tiere (Abb. 

3.17 B, D, F). 

 

3.4.4 Hypoxie verzögert die Entwicklung von Tieren mit einer reduzierten Expression von 

spn43Aa in den Atemwegen 

Um den Einfluss einer akuten Hypoxieexposition auf die Entwicklungszeit von Drosophila zu 

untersuchen, wurde die Dauer der Larvenentwicklung und der Metamorphose gemessen.  

Hypoxie führt in den ersten 15 h nach Exposition zu einem früheren Beginn der 

Metamorphose unabhängig vom genetischen Hintergrund der Larven (Abb. 3.18 A, C, E). 

Darüber hinaus führt Hypoxie bei Tieren mit einer reduzierten Expression von spn43Aa in den 

Atemwegen zu einem verzögerten Schlüpfzeitpunkt und damit verlängerter Dauer der 

Metamorphose (Abb. 3.18 D). Hier sind in der Normoxiegruppe nach 4,5 Tagen aus 59 % der 

Puppen adulte Fliegen geschlüpft. Im Vergleich dazu haben sich in der hypoxieexponierten 

Gruppe aus 48 % der Puppen Imagines entwickelt 
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Abb. 3.18: Einfluss einer Hypoxieexposition (5 % O2, 2h) auf die Entwicklungsdauer von Drosophila 
mit modulierter spn43Aa-Expression. Anzahl an gebildeten Puppen (A, C, E) und geschlüpften 
Imagines (B, D, F) zu definierten Zeitpunkten nach Eiablage für die genetische Kontrolllinie (A, B), die 
Knockdown-Linie spn43Aa-KD (C, D) und Überexpressionslinie spn43Aa-ÜE (E, F). N = 3 biologische 
Replikate, 50 Tiere pro Replikat. Mittelwert ± SEM, two-way-ANOVA, * 0,05 > p > 0,01. 
 

.  

 

A B 

C D 

E F 

ge
n

. K
o

n
tr

o
lle

 
sp

n
4

3
A

a
-K

D
 

sp
n

4
3

A
a

-Ü
E 

Puppen Imagines 



E r g e b n i s s e   S e i t e  | 74 

 

3.4.5 Fliegen mit einer veränderten spn43Aa-Expression in den Atemwegen leben nach einer 

Hypoxieexposition länger 

Schließlich wurde die Lebensdauer der erhaltenen adulten Fliegen ermittelt, indem die Anzahl 

der toten Fliegen über einen Zeitraum von 100 Tagen notiert wurde (Abb. 3.19).  

Tiere der genetischen Kontrollgruppe haben eine maximale Lebenszeit von 70 bis 80 Tagen. 

Die Lebenszeit der männlichen Imagines wird durch die Hypoxieexposition nicht modifiziert. 

Bei weiblichen Tieren führt eine veränderte Expression von spn43Aa in den Atemwegen in 

Kombination mit einer Hypoxieexposition zu einer signifikanten Verlängerung der maximalen 

Lebenszeit um sechs Tage (Abb. 3.19 D, spn43Aa-KD) bzw. 15 Tage (Abb. 3.19 F, spn43Aa-ÜE). 
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Abb. 3.19: Lebensdauer von Drosophila-Imagines mit veränderter spn43Aa-Expression nach 
Hypoxieexposition (5 % O2, 2h). Dargestellt ist die Anzahl lebender Männchen (A, C, E) und Weibchen 
(B, D, F) über Zeit für die genetische Kontrolle (A, B), der Knockdown-Linie spn43Aa-KD (C, D), der 
Überexpressionslinie spn43Aa-ÜE (E, F). N = 3 biologische Replikate, 20 Tiere pro Replikat. Kaplan-
Meier-Kurve, Log-rank mit Mantel-Cox Test, * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001. 

 

3.5 Einfluss einer veränderten CG14933-Expression in den Atemwegen auf die Fitness 

von Drosophila melanogaster nach Hypoxieexposition 

Auch L3-Larven mit einer modifizierten Expression von CG14933 in den Atemwegen wurden 

fünf Tage nach der Eiablage für zwei Stunden hypoxischen Bedingungen (5 % O2) ausgesetzt. 
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21 % O2) exponiert. Die folgenden Werte der Normoxiegruppe entsprechen den zuvor 

dargestellten zur Charakterisierung der Fliegenmodells zu Serpin CG14933. 

Als Parameter für die Fitness der eingesetzten Fliegen wurden die Larvenaktivität, 

Entwicklungszeiträume und Überlebensrate nach Hypoxieexposition bestimmt. Zudem wurde 

die Expression des Serpingens CG14933 in isolierten Atemwegen direkt im Anschluss an die 

Exposition gemessen. 

 

3.5.1 Hypoxische Bedingungen induzieren ein erhöhtes CG14933-Expressionlevel in larvalen 

Atemwegen 

Um herauszufinden, ob und inwiefern eine Hypoxieexposition auf das Expressionslevel des 

Serpingens CG14933 Einfluss nimmt, wurden 40 Atemwege aus hypoxie- und 

normoxieexponierten Larven isoliert und die Expression von CG14933 mittels qRT-PCR 

bestimmt (Abb. 3.20).  

   
   

   
Abb. 3.20: CG14933-Expression in isolierten larvalen Tracheen nach Hypoxieexposition. Gezeigt ist 
die zum Haushaltsgen RpL32 relative Expression von CG14933 in isolierten larvalen Tracheen der 
genetischen Kontrolllinie (A), der Knockdown-Linie CG14933-KD (B) und Überexpressionslinie 
CG14933-ÜE (C) nach Hypoxieexposition (5 % O2, 2h) verglichen mit der korrespondierenden 
normoxischen Luftkontrolle (ca. 21 % O2) in Prozent. N = 3 biologische Replikate, 40 isolierte Tracheen 
pro Replikat. Mittelwert ± SEM, ratio-paired t-test. 
 

In allen drei untersuchten Genotypen führte die Hypoxieexposition zu einem Anstieg der 

Genexpression. Dieser beträgt 22 % in der genetischen Kontrolle (Abb. 3.20 A), 180 % in der 

CG14933-Knockdownlinie (Abb. 3.20 B) und 17 % in der CG14933-Überexpressionslinie (Abb. 

3.20 C). 
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3.5.2 Larven mit einer modifizierten Expression von CG14933 in den Atemwegen reagieren 

mit einem verstärkten Vermeidungsverhalten auf hypoxische Bedingungen 

Zu definierten Zeitpunkten während der Exposition wurde das Vermeidungsverhalten der 

Larven anhand der Anzahl an Tieren außerhalb des Mediums in der Hypoxie- und 

Normoxiegruppe bewertet.  

Bereits innerhalb der normoxieexponierten Gruppe zeigt sich abhängig vom Genotyp ein 

Unterschied im Verhalten der Larven. Während des gesamten Experiments steigt die Anzahl 

der Larven, die sich außerhalb des Mediums befinden, sowohl bei der genetischen Kontrolle 

(Abb. 3.21 A), als auch bei den CG14933-Knockdown Tieren (Abb. 3.21 B) kontinuierlich an 

(25 % bzw. 24 % aller Tiere nach 120 min). Die Kurve der Überexpressionslinie bleibt mit einem 

Wert von 7 % nach 120 min am niedrigsten (Abb. 3.21 C).  

Larven, die akuter Hypoxie ausgesetzt wurden, beginnen innerhalb der ersten fünf Minuten 

der Exposition aus dem Futtermedium zu kriechen. Die Kurven der genetischen Kontrolle 

(Abb. 3.21 A) und der CG14933-Knockdown-Linie (Abb. 3.21 B) steigen mit einem maximalen 

Wert von 59 % (nach 60 min) bzw. 56 % (nach 30 min) flach an. Nach 60 Minuten 

Hypoxieexposition divergieren die Kurven der beiden Linien. Während die Anzahl der Tiere 

außerhalb des Mediums für die genetische Kontrolle auch nach 120 min stabil bleibt (50 % 

aller Tiere), sinkt die Kurve der Linie mit reduzierter Expression auf 40 %.  

Die Kurve der Tiere, welche CG14933 in den Atemwegen überexprimieren, steigt im Vergleich 

zur genetischen Kontrolle und Knockdown-Linie steiler an (Abb. 2.21 C). Bereits nach 20 

Minuten wird das Maximum mit 75,0 % der Larven außerhalb des Mediums erreicht. Nach 

diesem Zeitpunkt sinkt die Kurve bis auf 12 % nach 120 min Exposition und gleicht sich dem 

Wert der Normoxiegruppe an.  
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Abb. 3.21: Einfluss der modulierten CG14933-Expression auf das Larvenverhalten während einer 
akuten Hypoxieexposition. Dargestellt ist die Anzahl an Larven außerhalb des Mediums in Prozent zu 
definierten Zeitpunkten während der Hypoxie- (5 % O2, 2 h) bzw. Normoxieexposition (ca. 21 % O2) für 
die genetischen Kontrolle (A), die Knockdown-Linie CG14933-KD (B) und Überexpressionslinie 
CG14933-ÜE (C). (D) zeigt die Larvenaktivität der drei genetischen Gruppen normalisiert auf die 
jeweiligen Luftgruppen (schwarz: genetische Kontrolle, orange: CG14933-KD, blau: CG14933-ÜE). N = 3 
biologische Replikate, 50 Tiere pro Replikat. Mittelwert ± SEM, two-way-ANOVA, * 0,05 > p > 0,01; ** 
0,01 > p > 0,001; *** 0,001 > p > 0,0001. 

 

Deutlicher wird dieser Unterschied in der Reaktion der untersuchten Linien auf die 

Hypoxieexposition, nach Normalisierung der Werte auf ihre korrespondierende 

Normoxiegruppe (Abb. 3.21 D). Mit einer erhöhten Expression von CG14933 in den 

Atemwegen wandern 75,0 % der Larven nach 20 min Hypoxieexposition aus dem Medium 

heraus. Im Vergleich verlassen nur 40 % der genetischen Kontrolltiere das Medium. Allerdings 

zeigt die Kurve CG14933-überexprimierenden Linie mit 4,6 % nach 120 min auch den stärksten 

Rückgang. Sowohl die Kurve der genetischen Kontrolle, als auch der CG14933-Knockdown-

Linie steigt auch nach einer Normalisierung auf die Luftgruppe langsam an, mit einem 
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maximalen Wert von 42,0 % (gen. Kontrolle) bzw. 48,0 % (CG14933-KD) nach 30 min. Nach 

60 min Hypoxieexposition divergieren die Kurven der beiden Linien, bleiben jedoch verglichen 

mit der spn43Aa-überexprimierenden Linie auch nach 120 min erhöht (gen. Kontrolle: 24,6 %; 

CG14933-KD:  16 %). 

 

3.5.3 Hypoxieexposition hat keinen Einfluss auf die Überlebensrate von Larven und Puppen 

Nach der Hypoxieexposition wurde die Überlebensrate der Tiere vor Beginn und während der 

Metamorphose anhand der Anzahl an braunen Puppen und geschlüpften Imagines ermittelt.  

Weder in der Anzahl der gebildeten Puppen, noch der geschlüpften adulten Fliegen lässt sich 

ein Einfluss der Hypoxie auf die Überlebensrate nachweisen (Abb. 3.22). 
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Abb. 3.22: Überlebensrate von Drosophila mit veränderter CG14933-Expression nach 
Hypoxieexposition (5 % O2, 2h). Dargestellt ist der prozentuale Anteil lebender Puppen (A, C, E) und 
Imagines (B, D, F) der genetischen Kontrolle (A, B), der Knockdown-Linie CG14933-KD (C, D) und 
Überexpressionslinie CG14933-ÜE (E, F), bezogen auf die Anzahl ursprünglich eingesetzter Larven. 
N = 3 biologische Replikate, 50 Tiere pro Replikat. Median ± Min/Max, Ratio-paired t-test. 
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3.5.4 Die Entwicklung von Drosophila ist unabhängig vom genetischen Hintergrund nach 

Hypoxieexposition verzögert 

Die Auswirkung der hypoxischen Bedingungen auf die Entwicklungszeit wurde anhand der 

Dauer der Larvenentwicklung und der Metamorphose gemessen.  

 

   
   
 

  
 

  
 

  
Abb. 3.23: Einfluss einer Hypoxie (5 % O2) bzw. Normoxieexposition (ca. 21 % O2) auf die 
Entwicklungsdauer von Drosophila mit veränderter CG14933-Expression. Dargestellt ist die Anzahl 
gebildeter Puppen (A, C, E) und geschlüpfter Imagines (B, D, F) zu definierten Zeitpunkten nach der 
Exposition für die genetische Kontrolle (A, B), die Knockdown-Linie CG14933-KD (C, D) und 
Überexpressionslinie CG14933-ÜE (E, F). N = 3 biologische Replikate, 50 Tiere pro Replikat. Mittelwert 
± SEM, two-way-ANOVA, * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001; *** 0,001 > p > 0,0001. 
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Sowohl bei Tieren der genetischen Kontrolle, als auch jenen mit einer Überexpression von 

CG14933 in den Atemwegen führen die hypoxischen Bedingungen zu einem signifikant 

verzögerten Eintritt in die Verpuppung. Nach Hypoxieexposition haben sich in der genetischen 

Kontrollgruppe fünf Stunden nach Exposition 29 % mehr Larven zu Puppen entwickelt (Abb. 

3.23 A). Für die CG14933-Überexpressionslinie ist dieser Effekt zeitlich verschoben.  Verhalten 

sich fünf Stunden nach Exposition hypoxie- und normoxieexponierte Tiere gleich, sind nach 20 

Stunden in der Normoxiegruppe allerdings bereits 33 % mehr adulte Fliegen geschlüpft (Abb. 

3.23 E). 

Auch auf die Dauer der Metamorphose, bis zum Zeitpunkt des Schlüpfens, wirkt die 

Hypoxieexposition entwicklungsverzögernd (Abb. 3.23 B, D, F). 4,5 Tage nach der Exposition 

sind aus den Puppen der genetischen Kontrolle 41 % weniger Fliegen geschlüpft, wenn die 

Larven zuvor hypoxischen Bedingungen ausgesetzt waren (Abb. 3.23 B). Bei der Linie mit 

reduzierter Expression schlüpfen zum gleichen Zeitpunkt in der Hypoxiegruppe 16 % weniger 

Tiere (Abb. 3.23 D). Der Effekt für die CG14933-Überexpressionslinie ist erneut zeitlich 

verschoben.  Nach 4,5 Tagen verhalten sich hypoxie- und normoxieexponierte Tiere gleich, 

nach 5,5 Tagen sind in der Normoxiegruppe allerdings bereits 23 % mehr adulte Fliegen 

geschlüpft (Abb. 3.23 F). 

 

3.5.5 Die Lebenszeit von Drosophila-Imagines wird nicht durch die Hypoxieexposition 

beeinflusst 

Als weiterer Parameter für die Fitness der Tiere wurde die Lebenszeit der geschlüpften adulten 

Fliegen ermittelt (Abb. 3.24). In keiner der untersuchten Linien führt die akute 

Hypoxieexposition zu einem Effekt auf die Lebensdauer von männlichen (Abb. 3.24 A, C, E) 

oder weiblichen Imagines (Abb. 3.24 B, D, F). 
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Abb. 3.24: Lebensdauer von Drosophila-Imagines mit veränderter CG14933-Expression nach 
Hypoxieexposition (5 % O2, 2h). Dargestellt ist die Anzahl lebender Männchen (A, C, E) und Weibchen 
(B, D, F) über die Zeit für die genetische Kontrolle (A, B), die Knockdown-Linie CG14933-KD (C, D) und 
Überexpressionslinie CG14933-ÜE (E, F). N = 3 biologische Replikate, 20 Tiere pro Replikat. Kaplan-
Meier- Kurve, Log-rank mit Mantel-Cox Test. 
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3.6 Einfluss einer veränderten Expression des Serpingens spn43Aa in den Atemwegen 

auf die Fitness von Drosophila melanogaster nach wiederholter 

Zigarettenrauchexposition 

Larven, bei welchen die Expression des Serpingens spn43Aa in den Atemwegen moduliert ist, 

wurden an Tag zwei, drei und vier nach der Eiablage jeweils eine Stunde dem aktiven Rauch 

von 18 Zigaretten ausgesetzt. Als Parameter für die Fitness wurden die Überlebensrate, 

Entwicklungs- und Lebensdauer der Tiere ermittelt.  

 

3.6.1 Die Überlebensrate von Larven und Puppen wird durch Zigarettenrauch nicht 

beeinflusst 

Nach der Zigarettenrauchexposition wurde die Überlebensrate der Tiere unmittelbar nach der 

letzten Berauchung (Überlebensrate Larven, Abb. 3.25 A, D, G), vor Eintritt in die 

Metamorphose (Überlebensrate Puppen, Abb. 3.25 B, E, H) und während der Metamorphose 

(Überlebensrate Imagines, Abb. 3.25 C, F, I) ermittelt.  

In keinem der gemessenen Stadien von Drosophila hat Zigarettenrauch einen Einfluss auf die 

Überlebensrate der eingesetzten Tiere unabhängig vom Expressionslevel des Serpingens 

spn43Aa.  
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Abb. 3.25: Einfluss einer wiederholten Zigarettenrauchexposition (18 Zigaretten, 1h) auf die 
Überlebensrate von Drosophila. Dargestellt ist der prozentuale Anteil lebender Larven (A, D, G), 
Puppen (B, E, H) und Imagines (C, F, I) der genetischer Kontrolle (A - C), der Knockdown-Linie spn43Aa-
KD (D - F) und Überexpressionslinie spn43Aa-ÜE (G - I), bezogen auf die ursprüngliche Anzahl 
eingesetzter Larven. N = 3 biologische Replikate, 50 Tiere pro Replikat. Median ± Min/Max, Ratio-
paired t-test. 
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3.6.2 Zigarettenrauch verzögert die Entwicklung von Larven und Puppen unabhängig vom 

spn43Aa-Expressionslevel  

Um den Einfluss einer wiederholten Zigarettenrauchexposition auf die Entwicklungszeit von 

Drosophila zu ermitteln, wurde die Dauer der Larvenentwicklung und der Metamorphose 

gemessen.  

   
   

 

  
 

  
 

  
Abb. 3.26: Entwicklungsdauer von Drosophila nach wiederholter Zigarettenrauchexposition 
(18 Zigaretten, 1h). Dargestellt ist die Anzahl gebildeter Puppen (A, C, E) und geschlüpfter Imagines 
(B, D, F) zu definierten Zeitpunkten nach der letzten Exposition mit Zigarettenrauch für die genetische 
Kontrolle (A, B), die Knockdown-Linie spn43Aa-KD (C, D) und Überexpressionslinie spn43Aa-ÜE (E, F). 
N = 3 biologische Replikate, 50 Tiere pro Replikat. Mittelwert ± SEM, two-way-ANOVA, * 0,05 > p > 
0,01; ** 0,01 > p > 0,001; *** 0,001 > p > 0,0001; **** 0,0001 > p. 
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Die wiederholte Zigarettenrauchexposition führt unabhängig von dem Expressionslevel des 

Serpingens spn43Aa sowohl zu einer verzögerten Larvenentwicklung (Abb. 3.26 A, B, E), als 

auch zu einer verlängerten Dauer der Metamorphose (Abb. 3.26 B, D, F). Dabei tritt der Effekt 

in der genetischen Kontrolle (Abb. 3.26 A) und Knockdown-Linie (Abb. 3.26 C) bereits 

2,25 Tage nach der letzten Behandlung auf, mit einem gemessenen Unterschied von 38 % 

bzw. 55 % an gebildeten Puppen zwischen der Hypoxie- und Normoxiegruppe. Wohingegen 

die Entwicklungsverzögerung in der spn43Aa-überexprimierende Linie erst nach 2,75 Tagen 

mit einer Differenz von 23 % gebildeter Puppen auftritt (Abb. 2.26 E).  

Der Zeitpunkt des Schlüpfens ist ebenfalls für alle verwendeten Linien verzögert. 6,25 Tage 

nach der letzten Berauchung liegt für die genetische Kontrolle ein Unterschied von 29 % an 

geschlüpften adulten Fliegen vor (Abb. 2.26 B), für die Linie mit reduzierter Expression eine 

Differenz von 47 % (Abb. 2.26 D). Auch hier ist der Effekt für die spn43Aa-Überexpressionslinie 

zeitlich verschoben. Zwar ist bereits nach 6,25 Tagen ein verzögertes Schlüpfen (7 % Differenz) 

zu sehen, allerdings ist die Auswirkung nach 6,75 Tagen mit einer Differenz von 70 % verstärkt 

(Abb. 2.26 F). 

 

3.6.3 Imagines mit einer modulierten spn43Aa-Expression in den Atemwegen sterben durch 

Zigarettenrauch früher 

Schließlich wurde die Lebensdauer der geschlüpften adulten Fliegen ermittelt, indem die 

Anzahl der toten Fliegen über einen Zeitraum von 100 Tagen notiert wurde (Abb. 3.27).  

Tiere der genetischen Kontrollgruppe haben eine maximale Überlebenszeit von 

60 bis 70 Tagen. Die Lebenszeit der genetischen Kontrolle wird sowohl bei Männchen als auch 

bei Weibchen durch eine Exposition mit Zigarettenrauch signifikant verlängert (Abb. 3.27 A: 

Männchen; Abb. 3.27 B: Weibchen). Zusätzlich verkürzt Zigarettenrauch die Überlebensdauer 

der Fliegen mit einer reduzierten und erhöhten spn43Aa-Expression signifikant (Abb. 3.27 C: 

spn43Aa-KD; Abb. 3.27 E: spn43Aa-ÜE). Bei den weiblichen Imagines zeigt sich hier kein 

Unterschied zwischen rauchexponierten Tieren und der Luftkontrolle.  
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Abb. 3.27: Lebenszeit von Drosophila-Imagines nach wiederholter Zigarettenrauchexposition 
(18 Zigaretten, 1h). Dargestellt ist die Anzahl lebender Männchen (A, C, E) und Weibchen (B, D, F) über 
die Zeit für die genetische Kontrolle (A, B), die Knockdown-Linie spn43Aa-KD (C, D) und 
Überexpressionslinie spn43Aa-ÜE (E, F). N = 3 biologische Replikate, 50 Tiere pro Replikat. Kaplan-
Meier-Kurve, Log-rank mit Mantel-Cox Test, * 0,05 > p > 0,01; ** 0,01 > p > 0,001; *** 0,001 > p > 
0,0001; **** 0,0001 > p. 
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4 Diskussion 

Die hier vorliegende Arbeit widmet sich der Charakterisierung der Serpine Spn43Aa und 

CG14933 im Kontext der Atemwegsphysiologie. Durch die Verwendung des einfachen 

Modellorganismus Drosophila melanogaster sollen dabei Rückschlüsse auf die Frage, auf 

welche Weise die humanen Serpine SERPINB3 und SPINK5 zu einer möglichen Entwicklung 

von Asthma bronchiale beitragen, gezogen werden. 

Asthma ist eine chronisch-entzündliche Erkrankung der Atemwege, welche in industriellen 

Ländern wie Deutschland nicht nur eine sehr hohe Prävalenz aufweist, sondern noch immer 

zunimmt [1]. Zu den Risikofaktoren für Asthma gehören neben der Belastung durch 

Umweltfaktoren, wie Allergene, Tabakrauch und Infektionen, auch genetische Faktoren [7, 8]. 

In einer Reihe von epidemiologischen Studien wurde der Zusammenhang zwischen der 

Entwicklung der Krankheit und dem genetischen Hintergrund untersucht [12, 18, 98]. Die 

Analysen haben gezeigt, dass Träger von Mutationen in der Gensequenz des Serpins SPINK5 

ein erhöhtes Risiko besitzen, Asthma zu entwickeln [17]. Weitere Studien wiesen nach, dass 

in an Asthma erkrankten Patienten die Expression von SERPINB3 sowohl in den Atemwegen 

als auch systemisch im Serum erhöht ist [18, 25]. Somit stehen die Serpine SPINK5 und 

SERPINB3 mit der Erkrankung in Verbindung. Auf welchem Weg sie allerdings zu Entwicklung 

dieser beitragen, ist zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht geklärt.  

Um die Fragestellung zu beantworten, welchen Einfluss eine fehlregulierte Expression der 

Serpine auf die Funktion und Morphologie der Atemwege hat, wurde eine veränderte 

Expression der für SERPINB3 und SPINK5 orthologen Gene in den Atemwegen der Taufliege 

Drosophila melanogaster modelliert.  

Obwohl zwischen Fliege und Mensch über 700 Mio. Jahre der evolutionären Divergenz liegen, 

verbindet beide Organismen ein hoher Grad an konservierten genetischen, zellulären und 

metabolischen Prozessen. Zusätzlich bietet Drosophila den Vorteil, dass eine Vielzahl an 

gentechnischen Werkzeugen zur Verfügung steht, welche die genetische 

Grundlagenforschung vereinfacht. Das binäre GAL4/UAS-Expressionssystem beispielsweise 

ermöglicht eine zeit- und/oder gewebsspezifische Modulation der Expression nahezu jedes 

Gens [80–82]. Unter Anwendung dieses Systems wurde in dieser Arbeit die Genexpression von 

SERPINB3 und SPINK5 gezielt im Atemwegsepithel der Drosophila-Larve manipuliert, um die 

Folgen dieser Dysregulation zu analysieren. 
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Um passende Fliegenmodelle zu generieren, war es notwendig die orthologen Gene von 

SERPINB3 und SPINK5 in Drosophila zu identifizieren. Da es sich bei SERPINB3 und SPINK5 um 

inhibierende Serpine handelt, wurden nur Kandidaten ausgewählt, die über eine 

Inhibitoraktivität verfügen. Serpine werden als inhibierend kategorisiert, basierend auf dem 

Vorhandensein spezifischer Sequenzabfolgen im Bereich des reactive center loops. Nicht-

inhibitorische Serpine haben oft kürzere Sequenzen in den genannten Regionen und die 

Proteine haben andere Funktionen [99].  

Anschließend wurde anhand einer Sequenzhomologie der Aminosäuren von mehr als 30 % 

(BLAST-Wert) die Auswahl der Kandidaten weiter reduziert. Als letztes Auswahlkriterium 

wurde das Expressionsniveau der in Frage kommenden Gene in isolierten larvalen Atemwegen 

des Stammes CantonS herangezogen. Aufgrund ihres hohen Expressionslevels in isolierten 

Tracheen wurden die Kandidatengene spn43Aa (SERPINB3-Ortholog) und CG14933 (SPINK5-

Ortholog) ausgewählt, um die Folgen einer veränderten Expression der Gene im 

Atemwegsepithel der Fliege zu analysieren. Für beide Gene wurden Fliegenlinien hergestellt, 

die eine ektopische Expression durch RNAi oder Überexpression herbeiführen. Im Folgenden 

werden die Modelle zur Fehlregulation von spn43Aa und CG14933 in den Atemwegen von 

Drosophila melanogaster vorgestellt und ihre Funktion im Kontext der Tracheenmorphologie, 

sowie anhand verschiedener Fitnessparameter charakterisiert. 

 

4.1 Charakterisierung der fehlregulierten Expression des Serpins spn43Aa in den 

Atemwegen 

Zu Beginn dieser Arbeit standen wenige grundlegende Informationen zum 

Serinproteaseinhibitor Spn43Aa zur Verfügung und die Literatur konzentrierte sich primär auf 

strukturelle Beobachtungen des Serpins.  

Das Serpingen spn43Aa ist in der chromosomalen Bande 43A zusammen mit den Genen 

spn43Ab, spn43Ac und spn43Ad lokalisiert. Das Protein besitzt einen aktiven reactive center 

loop, durch welchen das Serpin Spn43Aa Proteasen inhibiert und die Proteolyse negativ 

reguliert [71, 100]. Eine Besonderheit von Spn43Aa ist, dass es sowohl intrazellulär [101], als 

auch im extrazellulären Raum [100, 102] aktiv ist, was ihm ein breites Wirkspektrum verleiht. 

Die Funktion des Serpins Spn43Aa in Drosophila wurde bisher hauptsächlich im 

Zusammenhang mit dem Serpin Spn43Ac, welches durch das Gen necrotic kodiert wird, 

untersucht. In diesen Studien wurde kein Einfluss auf den Phänotyp der Larve [71] oder die 
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Expression von antimikrobiellen Peptiden des Immunsystems detektiert [70]. Jedoch lag in 

keiner der Studien der Fokus auf dem Atemwegsepithel der Tiere. 

Die induzierte Fehlexpression von spn43Aa erfolgte in der hier präsentierten Arbeit mit Hilfe 

der ppk4-Promotorsequenz, die eine atemwegsspezifische Manipulation in allen Stadien der 

larvalen Entwicklung ermöglicht. Der spn43Aa-Knockdown konnte in den Tracheen in Form 

einer konstant verminderten Expression nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu, war in 

Tieren, in denen eine ppk4-getriebene spn43Aa-Überexpression induziert wurde, keine 

konstante Expressionszunahme erkennbar. In vier Tage alten Larven wurde in den Atemwegen 

spn43Aa-überexprimierender Larven im Vergleich zu den Atemwegen der genetischen 

Kontrolltiere eine starke Überexpression (330000-fach erhöht) nachgewiesen. An Tag fünf 

nach der Eiablage war die Genexpression in isolierten Tracheen der Überexpressionstiere im 

Vergleich zur genetischen Kontrolle um 25 % reduziert. Die Tiere zeigten somit einen 

Reduktion der spn43Aa-Expression, obwohl ppk4 nachweislich in allen larvalen Stadien 

gleichbleibend aktiv ist und somit eine konstante Expression des Zielgens unter der 

transkriptionellen Kontrolle des ppk4-Promotors zu erwarten wäre [83]. Beschäftigt man sich 

genauer mit den publizierten spn43Aa-Expressionsmustern im Verlauf der embryonalen und 

larvalen Entwicklung der Taufliege und der Funktion des Serpins, lässt sich dieses auf den 

ersten Blick überraschende Ergebnis allerdings erklären. In Wildtyp-Drosophila wird spn43Aa 

vor allem im Embryonalstadium exprimiert. Während der Larvenentwicklung sinkt das 

Expressionsniveau, bis spn43Aa im dritten Larvenstadium (L3) nicht mehr exprimiert wird 

[103]. Bei den für die Expressionsmessung an Tag fünf verwendeten Tieren, handelt es sich 

ausschließlich um späte L3-Larven. Diese Tiere haben den Darm bereits entleert, was darauf 

hindeutet, dass sie sich unmittelbar vor dem Beginn der Metamorphose befinden. Während 

der Metamorphose werden, ausgelöst durch einen Anstieg des Hormons Ecdyson, im Prozess 

der Histolyse das larvale Gewebe, bis auf wenige Stammzellbereiche, aufgelöst. Ecdyson sorgt 

dabei nicht nur für die Einleitung der Verpuppung, sondern auch für die Freisetzung von 

Proteasen, wie die Serinprotease Stubble, die für die Degradierung des larvalen Gewebes 

sorgen [104, 105].  

Da Spn43Aa ein Serinproteaseinhibitor und somit ein negativer Regulator der Proteolyse ist, 

muss die Expression reduziert werden, um die Proteolyse zu aktivieren und den Prozess der 

Metamorphose zu ermöglichen. Im späteren Puppenstadium, sobald der Abbau larvaler 

Strukturen abgeschlossen ist und der Aufbau der Organe der Imagines dominiert, findet keine 
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Proteolyse mehr statt. Daher wird die Expression von Proteaseinhibitoren wie spn43Aa wieder 

aktiviert [71, 103]. Auf gleiche Weise wurde die, durch das GAL4/UAS-Expressionssystem 

ektopisch induzierte spn43Aa-Expression in den Atemwegen später L3-Larven gehemmt, um 

die Metamorphose einzuleiten. 

Im Folgenden wird der Einfluss des Serpins Spn43Aa auf die Atemwegsentwicklung, sowie auf 

Parameter, die mit der Fitness von Drosophila melanogaster einhergehen, anhand der beiden 

Fliegenmodelle (spn43Aa-Knockdown- und spn43Aa-Überexpressions-Modell) zur gezielten 

Reduktion oder Hyperaktivierung des Serpins in den Atemwegen diskutiert. In der 

entsprechenden Kontrolllinie, „genetische Kontrolle“, ist das Expressionslevel nicht verändert 

und gleicht dem von Wildtyp-Fliegen. 

 

4.1.1 Einfluss einer modifizierten spn43Aa-Expression auf die Tracheenmorphologie von 

Drosophila melanogaster 

Als erster Aspekt zur Charakterisierung des Serpins Spn43Aa wurde der Einfluss einer 

spn43Aa-Dysregulation auf die Tracheenmorphologie und -entwicklung in Drosophila-Larven 

untersucht. Hierfür wurde die Anzahl und Länge der Sekundäräste im dritten thorakalen 

Segment von Larven im ersten und dritten Entwicklungsstadium gemessen. Die 

atemwegspezifische Überexpression von spn43Aa führt zu einer erhöhten Anzahl von 

Sekundärästen sowohl in Tieren des ersten als auch des dritten Larvenstadiums, wobei der 

gemessene Effekt in L3-Larven stärker ist. Gleichzeitig verringert die Überexpression von 

spn43Aa die Länge der sekundären Zweige in Larven im dritten Entwicklungsstadium. Larven, 

bei den die spn43Aa-Expression in den Epithelzellen der Atemwege reduziert wurde, weisen 

hingegen eine Zunahme der Stranglänge auf. Damit konnte gezeigt werden, dass das Serpin 

Spn43Aa an der Tracheenentwicklung beteiligt ist und durch die Stärke seiner Expression die 

Morphologie beeinflusst. Die Ausbildung von sekundären Verzweigungen steht unter der 

Kontrolle einer Vielzahl von Genen, deren Expression zeitlich terminiert ist und in der Phase 

vom 14. bis zum 16. Embryonalstadium seinen Aktivitätshöhepunkt hat [50]. Der 

Transkriptionsfaktor Trachealess (Trh) reguliert die Expression aller Gene für die 

Tracheenentwicklung, und ist damit auch an der Ausbildung von sekundären Atemwegsästen 

beteiligt. Trh aktiviert die Expression von breathless (btl) in den Atemwegszellen. Gene für die 

Ausbildung von sekundären Verzweigungen, wie pointed und sprouty, werden wiederum 

durch die Aktivierung des Btl-Signalweges induziert [106]. Die Expression des Gens pointed 
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sorgt für die Einleitung der Verzweigung in den von Trh aktivierten Zellen. Wird pointed 

konstitutiv exprimiert, kommt es zur vermehrten Ausbildung von sekundären Verzweigungen 

und einem stark verästelten Phänotyp [58, 107]. Sprouty hingegen verhindert die Verästelung 

in den benachbarten Zellen. Das Gen wird zwar ebenfalls durch den Btl-Signalweg aktiviert, 

kodiert allerdings einen Inhibitor, der sich in einem negativen Rückkopplungsmechanismus 

hemmend auf die Signalkaskade auswirkt. Es begrenzt das Wirkspektrum des Btl-Signals auf 

eine Region und beschränkt damit die Ausbildung sekundärer Äste auf die Positionen, die den 

Btl-Signalzentren am nächsten liegen. Sogenannte sprouty-Mutanten, die über kein 

funktionierendes sprouty-Gen verfügen, zeigen eine übermäßige Verzweigung, welche durch 

eine verstärkte Aktivität des Btl-Signalwegs induziert wird [59]. 

Auch das Serpin Spn43Aa wird in den Embryonalstadien 12 - 16 in den Zellen des 

Atemwegsepithels exprimiert [103, 108] und steht dabei unter der Kontrolle des 

Transkriptionsfaktors Trachealess (Trh) [108]. Damit steht der Inhibitor in direkter Verbindung 

zum Btl-Signalweg, welcher für die korrekte Ausbildung der Sekundäräste zuständig ist. Bei 

Wildtyp-Drosophila äußert sich dies phänotypisch in der Bildung von zwei Sekundärästen an 

jedem der paarig vorliegenden Primäräste in jedem Segment des Embryos bzw. der Larve. Da 

für die Ausbildung der korrekten Anzahl ein ausgewogenes Verhältnis zwischen der 

Aktivierung des Btl-Signalwegs und der negativen Regulierung durch sprouty notwendig ist, 

gibt es hier zwei mögliche Wege, wie das Serpin Spn43Aa in die Bildung von sekundären 

Verzweigungen eingreifen kann. Da die Überexpression von spn43Aa zu einer erhöhten Anzahl 

von Ästen führt, kann man daraus schlussfolgern, dass das Ausmaß der spn43Aa-Expression 

direkt proportional mit der Aktivität des Btl-Signalwegs einhergeht und eine spn43Aa-

Expressionszunahme eine Signalwegaktivierung bedingt. Dies ist möglich, wenn Spn43Aa 

ähnlich wie Pointed zu einer positiven Feedback-Aktivierung des Btl-Signals führt, oder aber 

die inhibitorische Wirkung von Sprouty auf den Btl-Signalweg hemmt.  

Die Fehlregulation von spn43Aa führt aber zusätzlich noch zu einem weiteren Phänotyp. Wird 

die Expression des Gens in den Atemwegen reduziert, bilden sich sekundäre Äste, die deutlich 

länger sind als die Äste gentechnisch unveränderter Tiere. Der Effekt ist in L3-Larven, nicht 

jedoch in L1-Larven messbar, und manifestiert sich damit nicht während der 

Atemwegsentwicklung im Embryonalstadium, sondern erst im Laufe der Larvenentwicklung. 

Es ist bekannt, dass die Länge der sekundären Atemwegsäste kontinuierlich im Verlauf des 

Embryonal- und Larvenstadiums zunimmt. Dabei haben Sauerstoffmangel oder die Größe des 
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Larvenkörpers keinen Einfluss auf die Länge der Tracheenäste. Die Zunahme des 

Durchmessers und der Länge der trachealen Verzweigungen findet nicht durch Zellteilung 

statt, sondern nur durch die Veränderung der Zellform, Zellanordnung und Vergrößerung der 

apikalen Membran der Epithelzellen [109]. 

Veränderungen in der Länge von trachealen Verzweigungen gehen einerseits mit 

Fehlfunktionen von Proteinen der Septate Junctions, den Septumverbindungen zwischen den 

Epithelzellen, einher. Ein Beispiel dafür ist das Gen megatrachea, dessen Mutation zur Bildung 

überlanger Äste führt [110]. Anderseits können Defekte an apikalen extrazellulären Matrix-

Proteinen, die die Struktur der Chitinmatrix verändern, ebenfalls zu überlangen Tracheen 

führen [111, 112].  

Aber auch der bereits mehrfach erwähnte Btl-Signalweg ist an der Ausprägung der korrekten 

Länge der sekundären Atemwegsäste beteiligt - über den Transkriptionsfaktor Grainy head 

(Grh). Grh wird in den trachealen Epithelzellen exprimiert, wobei seine Aktivität durch den Btl-

Signalweg moduliert wird, und wirkt dem Btl-induzierten Wachstum der 

Atemwegsverzweigungen entgegen. Dabei funktioniert das Btl-Signal über zwei Schritte, 

indem es zunächst die Verlängerung der Tracheen induziert und anschließend über eine 

Aktivierung seines eigenen Antagonisten Grh übermäßiges apikales Zellwachstum verhindert. 

Damit ist Grh erforderlich, um das apikale Membranwachstum zu begrenzen und eine 

übersteigerte Verlängerung der Verzweigungen zu verhindern. Ein Knockout des Proteins 

Grainy head führt zu einem Phänotyp mit überlangen Tracheenästen [113].  

Wie bereits beschrieben, steht auch Spn43Aa in direkter Verbindung zum Btl-Signalweg. Wenn 

eine Überexpression von spn43Aa mit einer übermäßigen Aktivierung des Btl-Signalwegs 

einhergeht und damit zu einer erhöhten Anzahl von Ästen führt, kann ein Knockdown des 

Serpins zu einem reduzierten und verminderten Btl-Signal beitragen. Wird der Signalweg nicht 

stark genug aktiviert, reicht dies eventuell nicht aus um den zweiten Schritt im 

Längenwachstum der sekundären Äste, den negativen Rückkopplungsmechanismus über den 

Antagonisten Grainy head, zu induzieren. Das Wachstum der apikalen Zellmembran wird nicht 

gestoppt, wodurch die Verzweigungen weiterwachsen. Die überlangen Äste manifestieren 

sich somit erst, nachdem das genetisch determinierte Längenwachstum bereits abgeschlossen 

wurde [113]. Diese Schlussfolgerung steht in Übereinstimmung mit dem in dieser Arbeit 

detektierten Phänotyp: eine tracheenspezifische, reduzierte spn43Aa-Expression führte zu 

keiner messbaren Längenzunahme im 1. Larvenstadium, da zu diesem Zeitpunkt das 
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Längenwachstum noch nicht abgeschlossen ist. Im 3. Larvenstadium hingegen, sind die 

sekundären Äste signifikant verlängert, da infolge der reduzierten Spn43Aa-Aktivität der Btl-

Signalweg und somit das Längenwachstum nicht inhibiert wurden. 

 

4.1.2 Einfluss einer veränderten spn43Aa-Expression in den Atemwegen auf die Fitness von 

Drosophila melanogaster  

Bevor man beginnt die Fitness von Drosophila zu messen und zu beschreiben, sollte hier erst 

einmal die Begrifflichkeit geklärt werden, da der Begriff „Fitness“ heute häufig in 

unterschiedlichen Bedeutungen gebraucht wird. Fitness wird hier sowie im Kontext der 

Evolutionsbiologie als Maß für die Angepasstheit an Umweltbedingungen verwendet [114]. 

Die Veränderung eines Merkmals bedingt durch eine Genmutation führt zu einer veränderten 

Interaktion eines Organismus mit seiner Umwelt. Diese veränderte Interaktion kann negativ 

sein, also von Nachteil für den Organismus, sie kann aber auch positiv sein, sich demnach 

vorteilhaft für den Organismus, sein Überleben in der Umwelt und den Erfolg seiner 

Reproduktion auswirken. Bei der Betrachtung dieser Arbeit bedeutet ein positiver Effekt auf 

die Fitness eine höhere Widerstandskraft gegenüber Umweltfaktoren, wie eine verringerte 

Sauerstoffkonzentration oder gegenüber Schadstoffen wie Zigarettenrauch. Ein direktes Maß 

für die Fitness ist die Anzahl der Nachkommen, aber auch indirekte Parameter wie 

Überlebensrate, Entwicklungszeit oder Lebensdauer, die in dieser Arbeit betrachtet wurden, 

können ermittelt werden. Es geht also nicht darum, Drosophila möglichst viele Runden in 

einem kleinen Sportstadion fliegen zu lassen, sondern wie sich eine fehlregulierte Expression 

des Serpins spn43Aa in den Atemwegen von Drosophila auf die genannten Parameter 

auswirkt.  

Als Inhibitor der Proteolyse ist es wahrscheinlich, dass eine veränderte Expression von 

spn43Aa in einem holometabolen Insekt wie Drosophila melanogaster einen Einfluss auf 

Parameter wie Mortalitätsrate der Larven und Puppen und Entwicklungsdauer der Larven hat.  

Drosophila durchläuft während ihrer Entwicklung eine Metamorphose vom Larvenstadium zur 

adulten Fliege. Während dieses Puppenstadiums wird im Prozess der Histolyse das larvale 

Gewebe, bis auf einige Primordialzellen und Stammzellenbereiche der Imaginalscheiben, 

aufgelöst und die Organe der adulten Fliege gebildet. Das Hormon Ecdyson sorgt dabei sowohl 

für die Einleitung der Metamorphose, als auch für die Freisetzung von Proteasen, wie die 

Serinprotease Stubble, die für eine Degradierung des larvalen Gewebes sorgen [104, 105]. 
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Auch im Larvenstadium, während der Übergänge zwischen den larvalen Entwicklungsstadien 

von L1 zu L2, und von L2 zu L3 findet eine Histolyse statt. Beim Übergang zwischen den Stadien 

wird die innere chitinöse Auskleidung der Tracheen entfernt und durch eine neue ersetzt. Die 

alte Kutikula wird dabei durch Chitinasen und Proteasen degradiert [115, 116]. Spn43Aa 

inhibiert Serinproteasen und reguliert damit den Prozess der Proteolyse. Wird die Expression 

des Proteaseinhibitors manipuliert, kann das die Proteolyse und Histolyse des larvalen 

Gewebes und der trachealen Kutikula beeinträchtigen und damit die Entwicklung der Larven 

beeinflussen. 

Des Weiteren ist bekannt, dass Spn43Aa an der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies 

(reactive oxygen species, ROS) durch Phenoloxidasen beteiligt ist [117]. Phenoloxidasen liegen 

als inaktives Vorläuferprotein vor und werden durch Serinproteasen, wie beispielsweise 

Hayan, in ihre aktive Form gespalten [118]. Spn43Aa verhindert durch Inhibierung dieser 

Serinproteasen die Aktivierung der Phenoloxidasen und hemmt die Produktion von ROS. So 

führt eine verminderte Expression von spn43Aa somit zu einer erhöhten Produktion von ROS. 

Studien mit Drosophila und anderen Invertebraten zeigen, dass die Zunahme der ROS-

Produktion in einem Organismus sich wiederum negativ auf die Entwicklung und 

Überlebensdauer auswirkt [119–121]. 

Der Einfluss einer atemwegsspezifischen spn43Aa-Fehlexpression auf die Fitness von 

Drosophila wurde 1) unter optimalen Bedingungen analysiert um die Effekte des Gens zu 

beleuchten, sowie 2) unter Stressbedingungen wie einer akuten Hypoxie oder wiederholter 

Exposition mit Zigarettenrauch gemessen.  

Zunächst wird hier die Fitness unter optimalen Bedingungen betrachtet und anschließend die 

Anpassungsfähigkeit auf Stressfaktoren wie Sauerstoffmangel und Zigarettenrauch 

besprochen. Populationen von Tieren, in den eine spn43Aa-Fehlregulation induziert wurde, 

wurden vor Beginn und während der Metamorphose untersucht und anhand der Anzahl 

brauner Puppen und geschlüpfter Imagines wurden die Überlebensraten ermittelt. Eine 

erhöhte Expression von spn43Aa in den Atemwegen führt zu einer erhöhten Sterblichkeit der 

Larven, sodass weniger Tiere in das Puppenstadium eintreten. Tiere, die das Puppenstadium 

erreicht haben, zeigen annähernd identische Überlebensraten wie die genetische Kontrolle. 

Somit hat eine erhöhte spn43Aa-Expression einen negativen Einfluss auf die 

Larvenentwicklung und das Eintreten in die Metamorphose, es beeinflusst jedoch nicht den 

Prozess und die Vollendung der Metamorphose. Die Larven mit einer erhöhten spn43Aa-
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Expression in den Atemwegen, die erfolgreich in die Metamorphose eintreten und diese 

beenden, weisen eine Entwicklungsverzögerung auf. Wie bereits beschrieben werden 

während der Metamorphose, ausgelöst durch einen Anstieg des Hormons Ecdyson, durch 

Histolyse larvale Organe aufgelöst und abgebaut. Auch in den Atemwegen der Fliege sind 

unter anderem Proteasen, wie die Serinprotease Stubble, an diesem Prozess beteiligt [104, 

105, 115]. Spn43Aa ist als Serinproteaseinhibitor ein negativer Regulator der Proteolyse. 

Daher kann die Metamorphose bei einer stark erhöhten Expression dieses Gens nicht 

eintreten. Der unmittelbar vor Einsetzen der Metamorphose gemessene spn43Aa-

Expressionslevel in den Atemwegen von L3-Larven gibt einen durchschnittlichen Wert aus 40 

zufällig ausgewählten Tieren wieder. Die tatsächliche Expression einzelner Individuen kann 

dabei variieren. Wie bereits beschrieben, wurde unter den spn43Aa-überexprimierenden 

Larven eine erhöhte Mortalität vor Einsetzen der Metamorphose beobachtet. Die Vermutung 

liegt nahe, dass diese Tiere aufgrund einer besonders starken Überexpression in den 

Atemwegen nicht fähig sind die, durch Spn43Aa gehemmte, Proteolyse zu aktivieren und den 

Prozess der Metamorphose zu induzieren. Der Population der Larven, die sich erfolgreich 

verpuppt, gelingt es die inhibitorische Wirkung von Spn43Aa durch Gegenregulation zu 

kompensieren. Diese Tiere benötigen allerdings mehr Zeit bis zur Verpuppung als Artgenossen 

mit einer endogenen spn43Aa-Expression. Auch während des Larvenstadiums, zwischen den 

larvalen Entwicklungsstadien von L1 zu L2, und von L2 zu L3, findet in den Atemwegen eine 

Proteolyse statt, dabei wird die innere chitinöse Auskleidung der Tracheen durch Chitinasen 

und Proteasen degradiert und durch eine neue Kutikula ersetzt [115, 116]. Eine erhöhte 

Expression des Inhibitors spn43Aa in den Atemwegen, verhindert auch diese 

Häutungsprozesse und verzögert somit die Entwicklung und das Wachstum der Larven 

zusätzlich.  

Nachdem nun die Effekte einer induzierten spn43Aa-Expressionerhöhung betrachtet wurden, 

wird im Folgenden eine reduzierte Expression beleuchtet. Wie die Expressionserhöhung, führt 

auch eine reduzierte Expression von spn43Aa in den Atemwegen zu einer verzögerten 

Entwicklung der Larven und einem dadurch verspäteten Eintritt in die Metamorphose. Diese 

Beobachtung lässt sich allerdings nicht durch einen Einfluss der spn43Aa-Expression auf die 

Histolyse erklären. Ein weiterer möglicher Faktor, der durch Spn43Aa beeinflusst wird und 

durchaus die larvale Entwicklung reguliert, ist die Morphologie der Atemwege. Die 

Fehlexpression von spn43Aa bedingt eine veränderte Atemwegsstruktur, die wiederum zu 
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Folgeschäden führen kann. Da die Körpermaße der Larve im Laufe eines Stadiums zunehmen, 

steigt der Sauerstoffbedarf im Gewebe an. Die Größe des Tracheensystems, wie zum Beispiel 

die Länge des dorsalen Stranges oder der Durchmesser der Stigmen, bleibt innerhalb eines 

Stadiums bis zu Häutung jedoch unverändert. Der steigende Sauerstoffbedarf durch das 

Wachstum der Larven in Kombination mit einer gleichbleibenden Tracheenstruktur führt 

dazu, dass der Sauerstoffbedarf das Angebot übersteigt. Der zelluläre Sauerstoffpartialdruck 

nimmt mit der Zeit innerhalb eines Entwicklungsstadiums ab und löst die Häutung aus [122–

124]. Fliegen, in denen eine gezielte Reduktion oder Überexpression von spn43Aa induziert 

wird, bilden verlängerte Atemwegsäste, bzw. eine höhere Anzahl dieser. Beide Phänotypen 

bringen eine Vergrößerung des Volumens und somit eine vergrößerte Oberfläche mit sich, die 

den Sauerstoffaustausch verbessern. Somit ist der kritische Zeitpunkt, an dem der 

Sauerstoffmangel die Häutung oder Verpuppung auslöst, zeitlich verschoben, was sich in der 

verzögerten Entwicklung äußert. Dieser Effekt der veränderten Atemwegsmorphologie wird 

in der Überexpressionslinie durch die Zeitspanne, bis eine Gegenregulation der spn43Aa-

Expression stattfindet, noch verstärkt, weshalb hier die Entwicklung im Vergleich zur spn43Aa-

Knockdown-Linie stärker verzögert ist. 

Die Manipulation der spn43Aa-Expression hat aber nicht nur Auswirkungen auf die larvale 

Entwicklung. Auch in der Überlebensdauer der adulten Fliegen ist ein Einfluss der 

modifizierten atemwegsspezifischen Genexpression messbar. Bei Männchen mit einer 

reduzierten Expression ist die mittlere Überlebensdauer verkürzt. Männchen mit einer 

erhöhten spn43Aa-Expression in den Atemwegen leben hingegen länger verglichen mit der 

genetischen Kontrolle, in welcher das Expressionslevel von spn43Aa unverändert ist und dem 

von Wildtyp-Fliegen gleicht. Bei Weibchen ist die Auswirkung weniger stark ausgeprägt, 

jedoch ist die mittlere Lebensdauer sowohl bei einer erhöhten als auch bei einer reduzierten 

Expression von spn43Aa leicht verkürzt. Die maximale Lebenszeit der Imagines zeigt hier 

jedoch keinen signifikanten Unterschied. Steht eine reduzierte Expression von spn43Aa 

tatsächlich mit einer erhöhten endogenen Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) 

in Verbindung und im Umkehrschluss eine erhöhte Expression mit einem reduzierten ROS-

Level, liegt hier ein möglicher Grund für die veränderte Lebensdauer der Imagines, da die 

endogene ROS-Konzentration durchaus mit der Lebensdauer von Drosophila in Verbindung 

gebracht wird [119–121]. Reaktive Sauerstoffspezies beeinflussen als freie Radikale eine Reihe 

biologischer Prozesse in den Zellen. Sie modifizieren Proteine, inaktivieren Enzyme, schädigen 
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die DNA und steuern die Regulation der Genexpression [125]. Die Schädigung und reduzierte 

Lebensfähigkeit der Atemwegszellen durch erhöhte ROS-Level kann sich auf die Lebensdauer 

des gesamten Organismus auswirken, auch wenn alle anderen Zelltypen im Körper davon 

unbeeinflusst sind [126]. Somit kann sich eine erhöhte Konzentration reaktiver 

Sauerstoffverbindungen infolge einer Reduktion von spn43Aa negativ auf die 

Überlebensdauer auswirken. Im Umkehrschluss ist auch ein positiver Effekt, also 

Lebensverlängerung, durch eine reduzierte Menge an ROS möglich [119].  

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass eine modifizierte Expression des Serpins spn43Aa in 

den Atemwegen sich unter optimalen Umweltbedingungen negativ auf die Entwicklung und 

die Überlebensrate der Larven sowie das Überleben von Drosophila-Imagines auswirkt und 

somit die Fitness der Tiere beeinträchtigt.  

Im nächsten Schritt wurde untersucht, wie sich eine fehlregulierte spn43Aa-Expression auf die 

Fitness der Tiere unter Stressbedingungen wie Hypoxie auswirkt. Die Effekte einer akuten oder 

auch chronischen Hypoxieexposition auf Drosophila wurden bereits vielfach untersucht, 

insbesondere mit Fokus auf die Atemwege, die Entwicklung und die Genexpression. Hypoxie, 

ein Stressfaktor, der durchaus auch Relevanz bei chronisch-entzündlichen 

Atemwegserkrankungen wie Asthma hat [127], bietet sich daher an um die Auswirkungen 

einer fehlregulierten Expression des Serpins spn43Aa im Atemwegsepithel zu 

charakterisieren. Eine respiratorische Insuffizienz aufgrund der erschwerten Diffusion von 

Sauerstoff bei Patienten, die an Asthma bronchiale erkrankt sind, führt zu sauerstoffarmen 

Bedingungen in der Alveolar- und Kapillarmembran [127]. Diese Situation wird durch eine 

Herabsetzung der Sauerstoffkonzentration bei Drosophila-Larven nachgestellt. Anschließend 

wurde das Expressionslevel von spn43Aa in isolierten larvalen Atemwegen gemessen. In allen 

verwendeten Linien führt eine Hypoxieexposition zu einer Reduktion der spn43Aa-Expression 

in den Tracheen von Drosophila. Wenn man die ersten Folgen einer Hypoxie auf zelluläre 

Prozesse näher betrachtet, erscheint die Expressionsreduktion durchaus nachvollziehbar. 

Unter hypoxischen Bedingungen nutzen Mitochondrien den Prozess der Glykolyse um ATP zu 

synthetisieren. Diese ist weit weniger effizient als die oxidative Phosphorylierung unter 

aeroben Bedingungen. Es werden mehr Elektronen freigesetzt, wodurch sich mehr reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS) bilden. Damit stellt die ROS-Produktion eine wichtige frühe Reaktion 

auf Hypoxie dar. Das freigesetzte ROS dient als second messenger und aktiviert zum Beispiel 

den HIF-1-Signalweg. Dieser wiederum reguliert unter anderem Gene, die die Angiogenese in 
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den Atemwegen steuern, um die Sauerstoffzufuhr zu erhöhen [128, 129]. Es ist bekannt, dass 

eine erhöhte ROS-Produktion mit einer reduzierten Expression des Serpins spn43Aa 

einhergeht [117]. Um Signalwege zu aktivieren, die den Folgen der Hypoxie entgegenwirken 

und das Überleben der Zelle sicherstellen, ist eine hohe Expression von spn43Aa hinderlich 

und wird inhibiert.  

Als erster Messwert für die Reaktion der Larven mit modifizierter spn43Aa-Expression in den 

Atemwegen gegenüber einer akuten Hypoxie wurde die Larvenaktivität während der 

Exposition ermittelt. Alle drei untersuchten Linien 1) spn43Aa-überexprimierende Linie, 2) 

spn43Aa-Knockdown-Linie und 3) Kontrolllinie mit einer endogenen spn43Aa-Expression 

zeigen während der Exposition ein verstärktes Vermeidungsverhalten, indem die Tiere an der 

Wand des Kulturröhrchens emporkriechen, verglichen mit Tieren, die unter normoxischen 

Bedingungen gehalten wurden. Bei diesem Verhalten der Drosophila-Larven handelt es sich 

um ein instinktives Verhalten, mit dem sie versuchen einer unangenehmen oder schädlichen 

Situation wie Hypoxie zu entkommen. Dabei verstärkt sich das Fluchtverhalten, sowohl die 

Distanz als auch die Geschwindigkeit, mit zunehmender Stärke und Dauer des 

Sauerstoffmangels [94, 95, 130]. Die transgenen Linien, mit reduzierter bzw. erhöhter 

Expression von spn43Aa in den Atemwegen, reagieren dabei in der ersten Hälfte des 

Experiments identisch. In beiden genetischen Gruppen begeben sich mehr Larven aus dem 

Medium an die Wand des Kulturröhrchens und zeigen damit ein verstärktes 

Vermeidungsverhalten im Vergleich zur genetischen Kontrolle. Diese beiden Linien besitzen 

durch ihre jeweilige veränderte Atemwegsmorphologie zusätzliche bzw. längere 

Verzweigungen. Dies vergrößert die Oberfläche der Atemwege und damit die Fläche, welche 

den Reiz Hypoxie wahrnimmt. In Drosophila dienen die Atemwege als sensorisches Organ für 

Sauerstoffmangel. Durch ihre Nähe zum zentralen Nervensystem, kann das Signal direkt 

weitergeleitet werden [131, 132]. Eine vergrößerte Oberfläche führt somit zu einem 

verstärkten Signal als Reaktion auf die Hypoxie und damit zu einem verstärkten 

Vermeidungsverhalten der Tiere [95].  

Anschließend wurde das Zusammenspiel der veränderten spn43Aa-Expression in den 

Atemwegen und einer akuten Hypoxie in Bezug auf die schon beschriebenen 

Fitnessparameter Überlebensrate, Entwicklungszeit und Lebensdauer der Imagines 

untersucht. Die Überlebensrate der Larven weist keinen Unterschied in der Anzahl gebildeter 

Puppen zwischen den Tieren, die unter normoxischen und jenen, die unter hypoxischen 
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Bedingungen gehalten wurden. Aber Hypoxieexposition führt zu einer leicht reduzierten 

Anzahl an geschlüpften Imagines in allen drei untersuchten Linien. Dieses Ergebnis steht in 

Übereinstimmung mit publizierten Daten, wonach sich durch Hypoxieexposition die 

Mortalität von Drosophila erhöht [122]. In der Entwicklungszeit sind zwei unterschiedliche 

Reaktionen auf den Sauerstoffmangel messbar. Zunächst kommt es zu einem früheren Beginn 

der Metamorphose in allen drei untersuchten Drosophila-Linien. Dass sich hypoxieexponierte 

Larven noch während der Exposition und in den ersten zehn Stunden im Anschluss daran 

früher verpuppen als Tiere, die unter normoxischen Bedingungen gehalten wurden, liegt an 

einem Notprogramm. Werden späte L3-Larven, welche in ihrer Entwicklung bereits kurz vor 

der Metamorphose stehen, einem Stressfaktor wie Hunger, Hitze oder eben Hypoxie 

ausgesetzt, gehen sie direkt in die Metamorphose über, da das Puppenstadium eine Art 

Dauerstadium darstellt und das Tier vor ungünstigen Umweltbedingungen geschützt ist [133, 

134]. Im Anschluss an die zunächst früher eintretende Verpuppung nach Hypoxieexposition 

zeigt sich eine Entwicklungsverzögerung der übrigen Tiere mit einer reduzierten spn43Aa-

Expression in den Atemwegen. Der Aspekt, dass eine Hypoxie zu einer 

Entwicklungsverzögerung führt, wurde bereits vielfach beobachtet  [122, 123, 135]. Der 

Prozess der Verpuppung wird in Larven durch einen raschen Anstieg des Hormons Ecdyson 

eingeleitet, das unter anderem über den Insulin-Signalweg reguliert wird [136]. Werden 

Larven sauerstoffarmen Bedingungen ausgesetzt, wird das Insulin-Signal gehemmt und 

dadurch die Freisetzung des Hormons Ecdyson reduziert [137]. Der Ecdyson-Peak, der die 

Metamorphose letztendlich einleitet, wird zeitlich verzögert. Bei Larven, die zum Zeitpunkt 

der Hypoxieexposition noch nicht weit genug entwickelt sind, um die Notverpuppung 

einzuleiten, wird das dritte Larvenstadium verlängert und die Metamorphose tritt später ein. 

Als letzter Parameter für einen Einfluss der Hypoxieexposition auf die Fitness der Fliege wurde 

die Lebensdauer der adulten Fliegen gemessen. Auf Drosophila Männchen hat diese einmalige 

Exposition keinen Einfluss, unabhängig von ihrem Genotyp. Bei Weibchen führt die Hypoxie 

sowohl in der spn43Aa-Knockdown - als auch Überexpressionslinie zu einer erhöhten 

mittleren Lebensdauer der Imagines. Interessanterweise kann Hypoxie tatsächlich eine 

erhöhte Lebenszeit zur Folge haben. Zellen reagieren auf Sauerstoffmangel, indem sie durch 

gezielte Genexpression die Energieproduktion optimieren und Signalkaskaden aktivieren, die 

Zellschäden verhindern oder diese reparieren. Die Reaktion auf den Sauerstoffmangel wird 

durch den Hypoxie-induzierten Transkriptionsfaktor HIF gesteuert. Bei dem Fadenwurm 
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Caenorhabditis elegans ist eine Induktion von HIF-1, durch das Wachstum bei niedrigen 

Sauerstoffkonzentrationen bereits ausreichend, um die Lebensdauer von adulten Tieren zu 

erhöhen und hat damit eine ähnliche Wirkung auf die Lebensdauer wie einer Überexpression 

von hif-1 [138–140]. Durch hypoxischen Stress wird unter anderem auch die Expression des 

Transkriptionsfaktors FoxO induziert [141, 142]. FoxO beeinflusst zelluläre Prozesse wie 

Metabolismus, Autophagie, Apoptose und auch Stressresistenz beispielsweise gegenüber 

Sauerstoffmangel [143]. Bei C. elegans fördert das FoxO-Homolog DAF-16 die 

Widerstandsfähigkeit gegen hypoxischen Stress sowie eine längere Lebenszeit [144–146]. 

Auch für Drosophila konnte dieser Effekt bereits nachgewiesen werden [147]. Es ist also 

möglich, dass akute Hypoxie während der larvalen Entwicklungsphasen dazu führt, dass 

sogenannte Rescue-Mechanismen aktiviert werden. Trotz der dazwischenliegenden 

Metamorphose ist es durchaus plausibel, dass diese Mechanismen noch im erwachsenen Tier 

weiterhin wirksam sind, obwohl kein äußerer Reiz vorhanden ist. Da im Alter ähnliche 

Schutzmechanismen und Genexpressionsmuster wie bei hypoxischen Stress auftreten, wirkt 

sich eine intrinsisch erhöhte Expression von protektiven Faktoren wie HIF-1 und FoxO positiv 

auf das Überleben der Fliege aus [148, 149]. 

Zusammengefasst konnte hier gezeigt werden, dass alle analysierten Drosophila-Linien, 

sowohl diejenigen mit einer Wildtyp-, als auch jene mit einer manipulierten Expression des 

Serpins spn43Aa in den Atemwegen mit erhöhter Mortalität und veränderter Entwicklungszeit 

auf eine akute Hypoxie reagieren. Das spn43Aa-Expressionslevel hat dabei keinen Einfluss. 

Allenfalls im Hinblick auf das Vermeidungsverhalten zeigen Larven mit einer fehlregulierten 

spn43Aa-Expression eine reduzierte Anpassungsfähigkeit im Vergleich zu Tieren der 

genetischen Kontrolle. Larven mit einer erhöhten oder reduzierten Expression von spn43Aa 

reagieren aufgrund ihrer veränderten Atemwegsstruktur mit einem verstärken 

Vermeidungsverhalten auf die hypoxischen Bedingungen, was darauf hindeutet, dass sie den 

hypoxischen Reiz stärker wahrnehmen. Dadurch führt die veränderte Atemwegsmorphologie 

zu einem Nachteil der Tiere gegenüber dem Stressfaktor Hypoxie. 

Begibt man sich auf Fehlersuche, könnte man annehmen, dass eine einmalige Exposition mit 

Hypoxie für die hier gemessenen Parameter eventuell nicht stark genug ist. In der Literatur 

werden häufig wiederholte oder dauerhafte Hypoxieexpositionen beschrieben [122–124, 130, 

150, 151]. Daher wäre es ratsam den Einfluss einer modifizierten spn43Aa-Expression auf die 
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Fitness und Angepasstheit gegenüber dem Stressfaktor Hypoxie mit einer mehrfachen 

Exposition zu wiederholen.  

Diese, aus Experimenten der Hypoxieexposition gewonnenen, Erkenntnisse wurden im 

Hinblick auf den zweiten exogenen Stressfaktor Zigarettenrauch angewandt. Hier wurden die 

Larven an drei aufeinanderfolgenden Tagen in den Stadien L1, L2 und L3 jeweils für eine 

Stunde Zigarettenrauch ausgesetzt. Es ist bekannt, dass Rauchen einer der größten 

Risikofaktoren für die Entwicklung von Asthma ist. Hinzu kommt, dass Zigarettenrauch mit 

vermehrten Asthmaanfällen und einer allgemeinen Verschlimmerung des Krankheitsbildes 

einhergeht [152, 153].  

Im Anschluss an die letzte Exposition wurden Fitnessparameter wie Überlebensrate der 

Larven und Puppen, Entwicklungsdauer und die Lebenszeit bis zum Tod der geschlüpften 

Imagines dokumentiert. Weder in der spn43Aa-überexprimierenden Linie, der spn43Aa-

Knockdown-Linie oder der genetischen Kontrolllinie hat die wiederholte Exposition mit 

Zigarettenrauch eine Auswirkung auf die Mortalität von Larven und Puppen. Ferner 

unterschieden sich die Überlebensraten der drei hier analysierten Drosophila-Linien nicht 

voneinander.  

Eine eindeutige Folge des Zigarettenrauchs ist in der Entwicklungszeit nachweisbar. Hier 

verzögert die Exposition den Zeitpunkt bis zur Verpuppung der Larven und verlängert 

zusätzlich die Dauer des Puppenstadiums. Dabei ist der Effekt in den beiden spn43Aa-

fehlexprimierenden Linien stärker als in der genetischen Kontrolle. Zwischen einer reduzierten 

oder erhöhten Expression des Serpins spn43Aa besteht jedoch kein Unterschied in der Stärke 

der Reaktion. Es ist bekannt, dass das Nikotin im Zigarettenrauch entwicklungsverzögernd 

wirkt. Je höher die Nikotin- oder Rauchdosis dabei ist, desto stärker ist der Effekt [154]. Durch 

die veränderte Atemwegsstruktur, die sich in mehr oder verlängerten Atemwegsästen äußert, 

besitzen die beiden spn43Aa-dysexprimierenden Linien eine größere Angriffsfläche für den 

aufgenommenen Zigarettenrauch. Dadurch nehmen diese Tiere mehr Nikotin über die 

Tracheen auf als Tiere der Kontrollgruppe, wodurch sich der Effekt der 

Entwicklungsverzögerung verstärkt.  

Die Betrachtung der Überlebenszeit der adulten Fliegen zeigt zwei unterschiedliche 

Auswirkungen des Tabakrauchs. Zum einen führt Zigarettenrauch bei männlichen Tieren mit 

einer manipulierten spn43Aa-Expression zu einer verkürzten Lebenszeit. Wohingegen eine 

Konfrontation mit Zigarettenrauch bei Kontrolltieren geschlechtsunabhängig zu einer leicht 
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erhöhten mittleren Lebenszeit führt. Obwohl in der Literatur zumeist postuliert wird, dass 

Zigarettenrauch bei Drosophila zu einer reduzierten Überlebenszeit führt [155], können unter 

den in dieser Arbeit angewandten Bedingungen ähnliche Schutzmechanismen aktiviert 

werden, wie sie bereits für Hypoxie als Stressfaktor beschrieben wurden. Zigarettenrauch ist 

eine komplexe Mischung aus über 4000 chemischen Verbindungen und es wurden hohe 

Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowohl im Aktiv- als auch im Passivrauch 

nachgewiesen [156]. Zigarettenrauch-vermittelter oxidativer Stress verursacht unter anderem 

DNA-Schäden, inaktiviert Enzyme [125] und induziert Schutzmechanismen über den Nrf2-

Signalweg oder FoxO. Ähnlich wie eine erhöhte Expression des Transkriptionsfaktors FoxO die 

Widerstandsfähigkeit gegen oxidativen Stress und eine längere Lebenszeit fördert [144–147], 

verlängert sich die Lebenszeit von Tieren, die mit Zigarettenrauch behandelt wurden, wenn 

der Nrf2-Signalweg konstitutiv aktiviert ist [155]. Wie zuvor bei der Diskussion der Folgen der 

Hypoxieexposition thematisiert, ist es auch hier durchaus denkbar, dass eine wiederholte 

Exposition der Larven mit Zigarettenrauch dazu führt, dass Rescue-Mechanismen aktiviert 

werden, die auch nach Beendigung der Stresssituation im erwachsenen Tier protektiv wirken. 

Da bei zellulären Alterungsprozessen ähnliche Genexpressionsmuster aktiviert werden, wie 

zum Schutz gegen oxidativen Stress, wirkt sich eine intrinsisch erhöhte Expression von 

protektiven Genen wie Nrf2 und FoxO positiv auf das Überleben aus [148, 149]. 

Imagines, die in ihren Atemwegen eine spn43Aa-Fehlexpression erfahren, reagieren auf die 

Rauchbehandlung mit einer reduzierten Lebenszeit. Mit Sicherheit sind auch bei Tieren dieser 

beiden Linien die Rescue-Mechanismen aktiv und protektiv, aber die Kombination aus der 

Fehlregulation eines essentiellen Genes (spn43Aa) und einer massiven Konfrontation mit dem 

Stressor Rauch kann in diesen Tieren nicht mehr kompensiert werden, was sich in einer 

reduzierten Lebensdauer manifestiert. Die schadhafte Wirkung des Zigarettenrauchs wird bei 

diesen Tieren durch einen weiteren Aspekt verstärkt, nämlich durch die bereits mehrfach 

erwähnte Oberflächenvergrößerung des respiratorischen Epithels. Vermutlich ist auch hier 

der Effekt der verkürzten Lebensdauer ähnlich wie für die Entwicklungszeit abhängig von der 

erhaltenen Dosis an Zigarettenrauch. Auf diese Weise nehmen die spn43Aa-

fehlexprimierenden Tiere mehr Nikotin und Schadstoffe aus dem Zigarettenrauch auf, was die 

damit einhergehenden Schäden multipliziert und die Lebenszeit dieser Drosophila-Linien 

verkürzt. 
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Zusammenfassend weist keiner der analysierten Parameter darauf hin, dass ein Knockdown 

oder eine erhöhte Expression des Serpins spn43Aa im Atemwegsepithel zu einer effizienteren 

Resistenz von Drosophila melanogaster gegenüber Zigarettenrauch führt. Tiere beider Linien 

reagieren aufgrund ihrer veränderten Tracheenmorphologie aber unabhängig vom 

Expressionslevel des Serpins mit einer verzögerten larvalen Entwicklung, einer verlängerten 

Metamorphose und einer verkürzten Lebensdauer. Bei Tieren mit einer unveränderten 

spn43Aa-Expression verzögert die Konfrontation mit Zigarettenrauch ebenfalls die larvale 

Entwicklung. Im Gegensatz zu spn43Aa-manipulierten Drosophila, sind diese Fliegen jedoch in 

der Lage eine, während der larvalen Entwicklung widerfahrene Konfrontation mit Tabakrauch, 

durch die Aktivierung von Zellschutzmechanismen zu kompensieren, wodurch sich der 

zelluläre Stress während der Larvenentwicklung positiv auf die Lebensdauer der erwachsenen 

Fliegen auswirkt.  

 

Die übergeordnete Frage dieser Arbeit lautet, ob das humane SERPINB3 als Suszeptibilitätsgen 

zu der Entwicklung von Asthma bronchiale beiträgt und welche Funktion in den Atemwegen 

es dabei übernimmt. Diese Fragestellung wurde anhand seines Orthologs spn43Aa im 

Modellsystem Drosophila melanogaster evaluiert, indem der Einfluss einer modifizierten 

Expression des Serpins in den Atemwegen sowohl auf die Tracheenmorphologie als auch auf 

die Fitness von Drosophila untersucht wurde. Das Serpin ist maßgeblich an der embryonalen 

Entwicklung der Atemwege beteiligt und verändert durch seine Fehlexpression die Struktur 

der Atemwege schwerwiegend. Auch bei Asthmapatienten ist die Morphologie der Lunge 

verändert und die Funktion dadurch beeinträchtigt [4, 157]. Da gezeigt werden konnte, dass 

eine veränderte Expression von spn43Aa in der Fliege die Struktur der Atemwege verändert 

und deren Funktion beeinträchtigt, ist es möglich, dass ein verändertes Expressionslevel von 

SERPINB3 in der menschlichen Lunge ähnliche strukturelle Veränderungen und dadurch eine 

Beeinträchtigung der Atemwegsfunktion bewirkt. Es wurde bereits gezeigt, dass das 

SERPINB3-Level im Lungengewebe von Patienten mit Asthma, aber auch systemisch im Serum, 

erhöht ist [18, 24, 25]. Dies spricht dafür, dass das erhöhte SERPINB3-Niveau keine Folge der 

Erkrankung ist, sondern ihr eine fehlerhafte und zu hohe Expression des Gens zugrunde liegt. 

Diese erhöhte Expression kann in der Lunge, ähnlich wie spn43Aa in der Fruchtfliege, zu 

strukturellen Veränderungen führen, welche die Atemwege anfälliger gegen Umweltreize und 

Allergene machen und so maßgeblich zur Entwicklung der Krankheit beitragen.  
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Asthma bronchiale ist aber nicht nur durch eine veränderte Struktur der Atemwege 

charakterisiert. Die Atemwege reagieren hyperreagibel auf äußere Reize wie Allergene und 

Reizstoffe, physische Anstrengung oder kalte Luft. Daher wurden die Auswirkungen einer 

veränderten Expression des SERPINB3-Orhologs spn43Aa in dieser Arbeit anhand von 

Parametern, die mit der Toleranz von Drosophila melanogaster gegenüber Sauerstoffmangel 

und Zigarettenrauch in Verbindung stehen, untersucht. 

Aus den in Drosophila erhobenen und hier präsentierten Daten lässt sich zusammenfassen, 

dass eine fehlregulierte Expression von spn43Aa in den Atemwegen und die damit 

verbundene veränderte Atemwegsstruktur die Entwicklung und das Überleben der Fliege 

grundsätzlich negativ beeinflusst. Es ist daher wahrscheinlich, dass sich die bei 

Asthmapatienten beobachtete erhöhte SERPINB3-Expression ebenso negativ auf die 

Entwicklung der Atemwege auswirkt und damit die Entwicklung der Erkrankung Asthma 

bronchiale begünstigt. Damit stellt SERPINB3 ein potentielles Asthma-Suszeptibilitätsgen dar, 

dessen Funktion in den Atemwegen in weiteren Studien genauer untersucht werden sollte. 

 

4.2 Charakterisierung der fehlregulierten Expression des Serpins CG14933 in den 

Atemwegen  

Nachdem die Folgen einer Fehlregulation des SERPINB3-Orthologs spn43Aa im 

respiratorischen Epithel des Modellorganismus charakterisiert wurden, werden im folgenden 

Abschnitt die Auswirkungen einer modifizierten Expression des Serpingens CG14933 auf die 

Atemwegsentwicklung und Fitness von Drosophila melanogaster beleuchtet. Bei CG14933 

handelt es sich um das Ortholog des humanen Serpingens SPINK5 in Drosophila. 

Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass Träger von Mutationen in der Gensequenz des 

Serpins SPINK5 ein erhöhtes Risiko besitzen, Asthma zu entwickeln [17]. Um die Frage zu 

beantworten, wie das Serpin zu der Entwicklung von Asthma bronchiale beiträgt und welche 

Funktion in den Atemwegen es dabei übernimmt, wurde die fehlregulierte Expression des zu 

SPINK5 orthologen Gens CG14933 in den Atemwegen von Drosophila melanogaster 

nachgestellt. Im Folgenden werden die Modelle zur erniedrigten sowie erhöhten Expression 

von CG14933 in den Atemwegen von Drosophila melanogaster vorgestellt und ihre Funktion 

im Kontext der Tracheenmorphologie, sowie anhand verschiedener Fitnessparameter 

charakterisiert. 
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Zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit war nur wenig über den Serinproteaseinhibitor 

CG14933 bekannt. Sowohl das humane Serpin SPINK5 als auch das in Drosophila 

vorkommende orthologe Protein CG14933 besitzen eine Proteaseinhibitor-Aktivität [158]. In 

einer Studie von Gelbart und Emmert (2013) wurden die CG14933-Expressionsprofile in 

unterschiedlichen Entwicklungsstadien von Drosophila melanogaster ermittelt. Das Gen wird 

am stärksten während der späten Embryogenese (Stadium 16 - 17), im frühen dritten Stadium 

der larvalen Entwicklung, sowie in der frühen Phase der Metamorphose exprimiert [159]. Über 

die Expressionsmuster in den einzelnen Geweben oder die Funktion des Serpins ist bis zu 

diesem Zeitpunkt nichts bekannt. Um diese Wissenslücke zu schließen, wurde die Expression 

des SPINK5-Orthologs CG14933 in den Tracheen der Drosophila-Larve untersucht. Diese 

Analyse hat ergeben, dass CG14933 in den Atemwegen von L3-Larven stark exprimiert wird, 

was darauf hinweist, dass es in den Atemwegen zu diesem Zeitpunkt eine wichtige Funktion 

erfüllt. Um eine detaillierte Charakterisierung der atemwegsspezifischen Funktion 

durchzuführen, wurden Fliegenlinien zum gezielten Knockdown und zur Überexpression des 

Serpins CG14933 herangezogen. Nach der Kreuzung mit der Treiberlinie (ppk4-GAL4), die eine 

atemwegsspezifische Expression des Zielgens unter der transkriptionellen Kontrolle des ppk4-

Promotors ermöglicht, wurde die Effizienz des Knockdowns und der Überexpression des Gens 

in den isolierten larvalen Tracheen dieser Fliegenmodelle nachgewiesen. Unter Verwendung 

dieser beiden Fliegenlinien werden gezielt die Einflüsse einer reduzierten oder verstärkten 

Serpin-Expression auf die Atemwegsentwicklung und auf die Fitness von Drosophila 

melanogaster charakterisiert. 

 

4.2.1 Einfluss einer modifizierten CG14933-Expression auf die Tracheenmorphologie von 

Drosophila melanogaster 

Als erster Punkt in der Charakterisierung wurde der Einfluss einer CG14933-Dysregulation auf 

die Tracheenmorphologie in Drosophila-Larven untersucht. Hierfür wurde die Anzahl und 

Länge der sekundären Tracheenäste im dritten thorakalen Segment von Larven des ersten und 

dritten Entwicklungsstadiums gemessen.  

Die atemwegspezifische Dysexpression von CG14933 führt zu einer signifikant erhöhten 

Anzahl von Sekundärästen in Tieren beider Stadien unabhängig davon, ob ein Knockdown oder 

eine Überexpression des Zielgens stattfindet. Allerdings ist der gemessene Effekt stärker bei 
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einer CG14933-Überexpression. Darüber hinaus verringert ein Knockdown die Länge der 

sekundären Zweige in Larven des dritten Entwicklungsstadiums.  

Es ist eine Vielzahl von Genen bekannt, deren Mutation oder Fehlexpression zu einer 

veränderten Tracheenmorphologie führt. Veränderungen in der Länge von trachealen 

Verzweigungen gehen einerseits mit Fehlfunktionen in Proteinen der Septumverbindungen 

zwischen den Epithelzellen einher [110]. Auch das Transmembranprotein Wurst ist an der 

trachealen Morphogenese beteiligt. Ein Knockout des Gens in früheren Embryonalstadien 

führt zu einer Verlängerung der Tracheen, wodurch die Tracheenäste eine gekringelte Form 

annehmen [160, 161]. Die Anzahl an ausgebildeten sekundären Ästen wird beispielsweise von 

den beiden Genen sprouty und pointed beeinflusst. Wird pointed konstitutiv exprimiert, 

kommt es zur vermehrten Ausbildung von sekundären Verzeigungen [58, 107]. Die Expression 

von sprouty hingegen inhibiert die Entwicklung sekundärer Verzeigungen. Hier führt ein 

Knockout des Gens ebenfalls zu einer übermäßigen Verzweigung [59]. Die Beobachtung, dass 

ein Knockdown sowie Überexpression desselben Gens den gleichen Phänotyp hervorbringt, 

ist jedoch atypisch.  

Wie bereits für das Serpin spn43Aa beschrieben, unterliegt die Ausbildung von sekundären 

Verzweigungen einer genetischen Kontrolle und findet während der späten 

Embryonalentwicklung zwischen dem 14. und 16. Stadium statt [50]. Auch von dem Gen 

CG14933 wissen wir, dass es im späten Embryonalstadium seine maximale Expression 

aufweist [159]. In dieser Phase der Entwicklung wird die Expression zahlreicher Gene, die an 

der Ausbildung von sekundären Atemwegsästen beteiligt sind, durch den Transkriptionsfaktor 

Trachealess (Trh) reguliert. So zum Beispiel aktiviert Trh die Expression von breathless (btl) in 

den Atemwegszellen. Eine Induktion der btl-Expression hat eine Aktivierung des Btl-

Signalweges zur Folge, welcher wiederum die Ausbildung von sekundären Verzweigungen 

initiiert [106]. Eine übermäßige Aktivierung des Btl-Signals geht mit einem stark verästelten 

Phänotyp einher. Daher wird die regulierte Entstehung von sekundären Ästen durch die 

Expression der beiden Gene pointed und sprouty kontrolliert. Die Expression des Gens pointed 

sorgt für die Einleitung der Verzweigung in den von Trh aktivierten Zellen [58, 107]. Sprouty 

verhindert die Ausbildung von sekundären Ästen in den umliegenden Zellen [59]. Da eine 

veränderte Expression von CG14933 die Ausbildung der sekundären Äste beeinflusst, kann 

man daraus schlussfolgern, dass das Serpin an diesem Signalweg mitwirkt und diesen 

zusätzlich aktiviert. Wie allerdings sowohl eine erniedrigte als auch erhöhte Expression dieses 
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Gens, zur Manifestation desselben Phänotyps führen kann, kann zu diesem Zeitpunkt und 

ohne gezielte Analysen der beteiligten Signalwege nicht beantwortet werden.  

Die reduzierte Expression des Serpingens CG14933 hat zudem einen weiteren Phänotyp in den 

Atemwegen von L3-Larven zur Folge, in welchen die Länge der sekundären Verzweigungen 

reduziert ist.  

Die Länge der trachealen Verzeigungen wird durch eine Reihe von genetischen Faktoren 

bestimmt. Dabei wird die Zunahme des Durchmessers und der Länge der trachealen 

Verzweigungen nur durch die Veränderung der Zellanordnung und Vergrößerung der apikalen 

Membran der Epithelzellen erreicht [109]. Übermäßig lange Atemwegsäste werden 

beispielsweise durch fehlerhafte Proteine in den Septumverbindungen zwischen den 

Epithelzellen [110] ausgelöst, aber auch durch einen Knockout des Transmembranproteins 

Wurst [160, 161] oder des Transkriptionsfaktors Grainy head ausgelöst [113]. Verkürzte 

Atemwegsäste treten als Phänotyp seltener auf. Mutationen, die zum Verlust der 

Tyrosinkinase Src42 führen, haben beispielsweise eine reduzierte Länge der Tracheenäste zur 

Folge [162]. Src42 ist unter anderem an Prozessen der Zellproliferation und Zelladhäsion 

beteiligt, reguliert allerdings auch die Länge trachealer Äste, indem es die Zunahme der 

apikalen Oberfläche der Epithelzellen begrenzt. Ein ähnlicher Zusammenhang zwischen 

verkürzten Atemwegsästen und der Kontrolle der apikalen Oberflächenvergrößerung von 

Epithelzellen wurde auch für Komponenten des Hippo-Signalwegs gezeigt [163]. Dieser 

Signalweg kontrolliert die Größe, Proliferation und Apoptose von Zellen und ist an dem 

Wachstum von Geweben beteiligt. Wird die Genexpression einzelner Komponenten dieses 

Signalwegs, wie beispielsweise der Kinasen hippo oder warts reduziert, führt das in den 

Atemwegen von Drosophila zu einer verkleinerten apikalen Oberfläche der 

Atemwegsepithelzellen, und dadurch wiederum zu einem verkürzten Tracheenast. Um zu 

beantworten, ob das Serpin CG14933 an einem der hier genannten Signalwege in den 

Atemwegen von Drosophila beteiligt ist und auf welche Weise es die Länge der trachealen 

Verzweigungen beeinflusst, bedarf es allerdings weiterer Analysen der zu Grunde liegenden 

Signalwege. 
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4.2.2 Einfluss einer veränderten CG14933-Expression in den Atemwegen auf die Fitness von 

Drosophila melanogaster 

Im Anschluss an die Analyse der Atemwegsmorphologie, wurde der Einfluss einer 

fehlregulierten Expression des Serpingens CG14933 in den Atemwegen von Drosophila auf die 

Fitness untersucht. Der erste Teil dieses Kapitels befasst sich zunächst mit den Folgen einer 

CG14933-Manipulation auf die physische Widerstandsfähigkeit der Tiere unter optimierten 

Lebensbedingungen. Im Anschluss daran wird die Reaktion der Fliegen auf akut auftretenden 

Sauerstoffmangel diskutiert.  

Bei Tieren der unterschiedlichen Linien 1) CG14933-Knockdown, 2) CG14933-Überexpression 

in den Atemwegen und 3) endogene CG14933-Expression (genetische Kontrolllinie), die 

ausschließlich unter optimalen Bedingungen gehalten wurden, wurden die Parameter 

Überlebensrate der Tiere vor Beginn und während der Metamorphose, Entwicklungs- und 

Lebensdauer betrachtet.  

Wie bereits im vorangegangenen Kapitel für das Serpin Spn43Aa diskutiert, handelt es sich 

auch bei dem zweiten hier charakterisierten Serpin CG14933 um einen Inhibitor der 

Proteolyse. Daher ist anzunehmen, dass seine veränderte Expression in einem holometabolen 

Insekt wie Drosophila einen Einfluss auf den Prozess der larvalen Entwicklung und der 

Metamorphose und somit auf Parameter wie Mortalität und Entwicklungszeit hat. Auch wenn 

eine gezielte Fehlexpression von CG14933 keine Auswirkung auf die Überlebensrate von 

Larven oder Puppen hat, zeigt sich ein Einfluss auf die Entwicklungsdauer. Hier führt eine 

Überexpression des Serpins CG14933 in den Atemwegen von Drosophila-Larven zu einer 

verzögerten Entwicklung von Larven und Puppen. Wie bereits im Kapitel 4.1.2 ausführlich 

erörtert, werden während der Metamorphose im Prozess der Histolyse das larvale Gewebe, 

bis auf einige Stammzellenbereiche, aufgelöst und anschließend die Organe der adulten Fliege 

gebildet. Tatsächlich sind auch in den Atemwegen der Fliege Proteasen, wie beispielsweise die 

Serinprotease Stubble, an diesem Prozess beteiligt und sorgen für die Degradierung des 

larvalen Gewebes [104, 105, 115]. Auch während der Larvenentwicklung findet beim 

Übergang von Stadium L1 zu L2, und von Stadium L2 zu L3 eine Histolyse in den Atemwegen 

statt. Zwischen den Stadien wird die formgebende Chitinstruktur, welche das Lumen der 

Tracheen auskleidet, entfernt und durch einen neu ersetzt. Die alte Kutikula wird dabei durch 

Chitinasen und Proteasen abgebaut [115, 116]. Als Proteaseinhibitor wirkt das Serpin 

CG14933 als negativer Regulator der Proteolyse. Daher wirkt sich seine erhöhte Expression 
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negativ auf proteolytische Prozesse und in Folge dessen auch auf die erfolgreiche 

Durchführung dieser Häutungen und die Metamorphose aus und verzögert so die 

Entwicklung.  

Anschließend wurde der Einfluss der modifizierten CG14933-Expression auf die Lebensdauer 

der adulten Fliegen ermittelt. Sowohl bei männlichen als auch weiblichen Imagines führt eine 

erhöhte Expression von CG14933 in den Atemwegen zu einer reduzierten durchschnittlichen 

Lebensdauer der Fliegen. Es ist möglich, dass CG14933, ähnlich wie das SERPINB3-Ortholog 

Spn43Aa an der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt ist. Reaktive 

Sauerstoffspezies beeinträchtigen als freie Radikale eine Vielzahl an biologischen Prozessen in 

der Zelle. Sie inaktivieren Enzyme, schädigen die DNA und sind an der Regulation der 

Genexpression beteiligt [125]. Die Schädigung und reduzierte Lebensfähigkeit der 

Atemwegszellen durch erhöhte ROS-Level kann sich auf die Lebensdauer der Fliege auswirken 

[126]. Falls eine veränderte CG14933-Expression zu einer erhöhten Produktion von reaktiven 

Sauerstoffverbindungen führt, wirkt sich das negativ auf die Überlebensdauer aus. Zum 

anderen besteht die Möglichkeit, dass CG14933 direkt mit Signalwegen korreliert, welche mit 

der Lebensdauer der Fliegen in Verbindung stehen. In Drosophila sind 

Serinproteaseinhibitoren, wie die Serpine Spn43Ac oder Spn1 an der Regulation der 

Immunantwort beteiligt [70, 71, 73]. Fallen diese negativen Regulatoren aufgrund einer 

reduzierten Expression aus, kann es zu einer dauerhaften Aktivierung des Immunsystems 

kommen. In Studien mit Drosophila wurde gezeigt, dass eine chronische Aktivierung der 

Immunantwort mit einer reduzierten Lebensdauer der adulten Fliegen einhergeht [164, 165]. 

Falls CG14933 auf ähnliche Weise wie spn43Ac oder Spn1 an der Regulation dieser Signalwege 

beteiligt ist, kann sich eine modifizierte Expression von CG14933 ebenfalls negativ auf die 

Lebensdauer der Imagines auswirken. Eine konkrete Aufschlüsselung der Wechselwirkung 

zwischen einer veränderten CG14933-Expression und der verminderten Lebensdauer bedarf 

allerdings gezielter Analysen der zellulären Prozesse und beteiligten Signalkaskaden.  

Zusammengefasst geht eine Fehlregulation des Serpingens CG14933 in den Atemwegen von 

Drosophila mit einer Entwicklungsverzögerung und einer reduzierten Lebensdauer einher und 

trägt somit zu einer verminderten Fitness dieser Tiere bei.  

Im ersten Schritt wurden die Effekte unter optimalen Lebensbedingungen betrachtet, im 

nächsten Schritt wurde untersucht, wie sich eine fehlerhafte Expression von CG14933 und die 
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damit einhergehenden Veränderungen in der Atemwegsmorphologie auf die 

Widerstandsfähigkeit gegenüber dem Stressfaktor Sauerstoffmangel auswirken.  

Larven der drei Linien 1) CG14933-Knockdown und 2) CG14933-Überexpression in den 

Atemwegen, sowie 3) endogene CG14933-Expression (genetische Kontrolllinie) wurden 

während des dritten Entwicklungsstadiums einer akuten Hypoxie ausgesetzt. Zunächst wurde 

die Genexpression von CG14933 in isolierten larvalen Tracheen direkt im Anschluss an die 

Exposition gemessen. Hier führt der Sauerstoffmangel in allen drei untersuchten Populationen 

zu einem Anstieg des Expressionslevels. Bereits von Allee (2011) wurde publiziert, dass in 

Drosophila die Expression von CG14933 unter hypoxischen Bedingungen ansteigt [166]. Für 

das Serpin CG14933 ist jedoch nicht bekannt, ob es an hypoxierelevanten Signalwegen wie 

HIF-1 beteiligt ist, ob es an der Bildung oder gar am Abbau von reaktiven Sauerstoffspezies 

(ROS) involviert ist oder welche Funktion es unter Hypoxie erfüllt.  

Für die Widerstandsfähigkeit der Larven gegenüber hypoxische Bedingungen wurde die 

Reaktion der Larven während der Exposition untersucht. Unter hypoxischen Bedingungen 

reagieren Drosophila-Larven mit einem instinktiven Vermeidungsverhalten, um den 

unangenehmen oder schädlichen Situationen zu entkommen. Sie verlassen das Medium und 

bewegen sich an der Wand des Kulturröhrchens empor. Dabei verstärkt sich das 

Fluchtverhalten, sowohl die Distanz als auch die Geschwindigkeit, mit zunehmender Hypoxie 

[94, 95, 130]. Die Larven der drei hier untersuchten Linien verlassen während der 

Hypoxieexposition das Medium, sodass sich mehr Tiere an der Wand des Kulturröhrchens 

befinden verglichen mit den Normoxiegruppen [94, 95, 130]. Dabei kann kein Unterschied im 

Verhalten der Tiere der CG14933-Knockdown- und der Kontrolllinie festgestellt werden. Tiere 

mit einer erhöhten Expression von CG14933 in den Atemwegen hingegen zeigen eine deutlich 

stärkere Reaktion auf die Hypoxie. Verglichen mit der CG14933-Knockdown- und der 

Kontrolllinie verlassen mehr Tiere das Medium und bewegen sich vertikal an der Gefäßwand 

empor. Wie bereits im Kapitel 4.1.2 für das SERPINB3-Ortholog spn43Aa diskutiert, spielt auch 

hier die vergrößerte Fläche der Atemwege in Folge der zusätzlichen Verzweigungen in der 

CG14933-überexprimierenden Drosophila-Linie eine Rolle und führt zu der verstärkten 

Fluchtbewegung der Larven. In Drosophila nehmen die Atemwege den Sauerstoffmangel als 

erstes Organ wahr. Durch ihre Nähe zum zentralen Nervensystem der Fliege dienen sie als 

sensorisches Organ und leiten das Signal an dieses weiter [131, 132]. Eine vergrößerte 

Oberfläche durch zusätzliche Atemwegsverzweigungen, führt zu einer wirksameren 
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Wahrnehmung der Hypoxie, wodurch ein gesteigertes Vermeidungsverhalten der Tiere 

ausgelöst wird [95]. Anders als Larven, die eine verstärkte CG14933-Expression in ihren 

Atemwegen aufweisen, wurden infolge einer reduzierten Expression nur bei einigen 

Individuen zusätzliche sekundäre Verzweigungen detektiert. Außerdem sind die sekundären 

Äste bei Larven dieser Linie signifikant verkürzt. Obwohl zusätzliche Äste vorhanden sind, wird 

durch die Verkürzung dieser die Oberfläche des respiratorischen Epithels wiederum 

verkleinert. Diese, in Relation zu CG14933-überexprimierenden Larven kleinere Fläche bietet 

weniger Angriffsfläche für den hypoxischen Reiz. Dadurch wird das durch Hypoxie aktivierte 

Signal weniger stark induziert und das vertikale Fluchtverhalten ist schwächer.  

Wie bereits unter optimalen Bedingungen ohne Einfluss von Stressoren beobachtet, ist nach 

akuter Hypoxie weder eine verminderte noch eine verstärkte Mortalität bei keiner der drei 

Drosophila-Linien festzustellen. Auch auf die Lebensdauer der Tiere mit einer manipulierten 

CG14933-Expression hat Hypoxie keinen Einfluss.  

Betrachtet man allerdings die Entwicklungszeit der Larven, führt akute Hypoxie sowohl bei 

den Kontrolltieren mit einer natürlichen CG14933-Expression, als auch mit einer 

Überexpression von CG14933 in den Atemwegen zu einer verzögerten larvalen Entwicklung 

und einem späteren Eintreten der Verpuppung. Somit zeigen Larven dieser beiden Linien eine 

Reaktion, die typisch für hypoxische Bedingungen ist [122, 135]. Bei Drosophila wird das 

Larvenwachstum, sowie die Einleitung der Metamorphose durch die Freisetzung des Hormons 

Ecdyson gesteuert. Die Produktion des Hormons Ecdyson ist unter anderem durch den Insulin-

Signalweg reguliert [136]. Durch den Sauerstoffmangel wird das Insulin-Signal und dadurch 

ebenso die Freisetzung des Hormons Ecdyson reduziert [137]. Der Ecdyson-Peak, der benötigt 

wird, um die Verpuppung letztendlich einzuleiten, tritt zeitlich verzögert auf. Dadurch wird 

das dritte Larvenstadium verlängert und die Larven gehen später in die Metamorphose über, 

was auch in der hier diskutierten Arbeit beobachtet wurde.  

In dieser Arbeit ist es gelungen zu beweisen, dass sich eine induzierte Erhöhung der Expression 

des Serpins CG14933 bereits unter optimalen Bedingungen negativ auf die Fitness von 

Drosophila auswirkt. Werden Fliegen mit Stressoren wie Hypoxie konfrontiert, weisen Tiere 

mit einer fehlregulierten CG14933-Expression eine verminderte Widerstandsfähigkeit auf und 

die Fitness wird zusätzlich reduziert. 

Vergleicht man die hier vorliegenden Ergebnisse nach einer modifizierten Expression des 

Serpingens CG14933, mit den zuvor diskutierten Veränderungen und Beeinträchtigungen von 
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Drosophila durch eine veränderte Expression des SERPINB3-Orthologs spn43Aa (siehe Kapitel 

4.1.2), lassen sich ähnliche Auswirkungen durch die Dysregulation der beiden Serpine auf die 

Atemwegsstruktur sowie die dargestellten Fitnessparameter feststellen. Beide Serpine sind an 

der Bildung der Atemwegsstruktur beteiligt. Zusätzlich führt die veränderte Expression beider 

Serpine zu einer Entwicklungsverzögerung der Larven, einer verkürzten Lebenszeit der 

Imagines sowie einer sensitiveren Reaktion auf Umweltfaktoren. Jedoch zeigen Tiere mit einer 

modifizierten CG14933-Expression ein reduzierteres Ausmaß der Beeinträchtigung verglichen 

mit Tieren, in denen spn43Aa in den Atemwegen fehlerhaft exprimiert wird. Die Tiere können 

den Verlust oder die Hyperaktivität von CG14933 im Gegensatz zu Spn43Aa offenbar besser 

kompensieren. Somit scheint die Funktion des Serpins CG14933 weniger essentiell zu sein. 

Falls beide Serpine an denselben Signalwegen während der Tracheenentwicklung beteiligt 

sind, sowie auf ähnliche Weise die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies, die Aktivierung 

der Immunantwort oder des Hypoxiesignalwegs regulieren, ist es möglich, dass die fehlerhafte 

Expression von CG14933 durch das funktionsfähige Serpin Spn43Aa kompensiert wird. Im 

Umkehrschluss ist das Serpin CG14933 zu ineffizient um den Defekten durch eine 

fehlregulierte Expression spn43Aa-Gen entgegen zu wirken.  

 

Das Ziel dieses Teilabschnittes der hier vorliegenden Arbeit ist die Beantwortung der Frage, 

ob SPINK5 als potentielles Suszeptibilitätsgen an der Entwicklung von Asthma bronchiale 

beteiligt ist. Mutationen im SPINK5-Gen werden mit der Entwicklung von Asthma in 

Verbindung gebracht [17]. Ebenso konnte gezeigt werden, dass bei chronischer Rhinosinusitis 

die Expression von SPINK5 stark reduziert ist [38, 167, 168]. Auch bei chronischer 

Rhinosinusitis ist die Barriereintegrität des Epithels gestört und es kommt zu chronischen 

Entzündungsprozessen. Wie das Serpin jedoch zur Entwicklung dieser gestörten Funktion des 

Epithels beiträgt, konnte bisher noch nicht geklärt werden. Für diese Fragestellung wurde die 

Expression des SPINK5-Orthologs CG14933 im Modellorganismus Drosophila melanogaster 

gezielt manipuliert. Zum einen wurde der Einfluss einer fehlregulierten Expression in den 

Atemwegen auf die Atemwegsmorphologie und zum anderen auf die Widerstandsfähigkeit 

gegenüber asthmarelevanten Stressoren untersucht. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass 

das Serpin CG14933 in Drosophila maßgeblich an der Ausbildung der Tracheen beteiligt ist und 

durch seine Fehlexpression die tracheale Struktur verändert. Wie bereits im Kapitel 1.1.1 

erörtert, ist auch bei Asthmapatienten die Morphologie der Lunge verändert, die 
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Barriereintegrität des Epithels ist gestört und die Funktion dadurch beeinträchtigt. Zusätzlich 

sind Reparaturmechanismen eingeschränkt und durch den ständigen Kontakt mit Reizstoffen 

kommt es zu einer anhaltenden Entzündungsreaktion [4, 157]. Da gezeigt werden konnte, dass 

eine veränderte Expression von CG14933 in der Fliege die Struktur der Atemwege verändert, 

ist es möglich, dass auch eine gestörte Expression von SPINK5 in der Lunge, ähnlich wie 

CG14933 in der Fruchtfliege, zu strukturellen Veränderungen führt, welche zu einer erhöhten 

Anfälligkeit für Asthma beitragen.  

Die Erkrankung Asthma bronchiale ist nicht nur durch eine veränderte Struktur der Atemwege 

charakterisiert, sondern auch durch die damit verbundene Hyperreagibilität auf äußere Reize. 

Ausgelöst durch eine Konfrontation mit Allergenen und Reizstoffen, physische Anstrengung 

oder kalte Luft kommt es zu anfallsartiger Atemnot. Es entsteht eine chronische 

Entzündungsreaktion, Mukus wird vermehrt sekretiert, und die Bronchialmuskulatur 

verkrampft sich [2]. Dadurch wird das Atmen zusätzlich erschwert und das Leben der 

Betroffenen beeinträchtigt. Daher wurden die Folgen einer gezielt in den Atemwegen 

veränderten Expression des zu SPINK5 orthologen Serpingens CG14933 in dieser Arbeit 

anhand von Parametern, die mit der Toleranz von Drosophila gegenüber und die Reaktion auf 

den Stressfaktor Sauerstoffmangel in Verbindung stehen, analysiert. Eine erhöhte Expression 

von CG14933 in den Atemwegen von Drosophila und die damit verbundene veränderte 

Atemwegsstruktur beeinträchtigt die Entwicklung der Larve, das Überleben der adulten 

Fliegen, sowie die Toleranz gegenüber Sauerstoffmangel. Es ist daher wahrscheinlich, dass 

eine veränderte Expression des SPINK5-Gens bei Asthmapatienten durch eine 

Beeinträchtigung der Atemwegsentwicklung diese anfälliger gegen Reizstoffe macht und 

damit die Entwicklung der Erkrankung begünstigt. Damit stellt SPINK5, ebenso wie SERPINB3, 

ein potentielles Risikogen für die Entwicklung von Asthma dar. 
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5 Zusammenfassung 

Asthma bronchiale ist eine chronisch-entzündliche Lungenerkrankung, bei der die Atemwege 

hypersensitiv auf äußere Reize reagieren. Zu den Risikofaktoren für Asthma gehören neben 

der Belastung durch Umweltfaktoren, wie Allergene, Tabakrauch und Infektionen, auch 

genetische Aspekte. Epidemiologische Studien mit Asthmapatienten haben eine Vielzahl 

dieser potenziellen Suszeptibilitätsgene identifiziert, zu welchen auch die Gene der 

Serinproteaseinhibitoren (Serpine) SPINK5 und SERPINB3 gehören. Träger von 

Punktmutationen in der Gensequenz von SPINK5 besitzen nachweislich ein erhöhtes Risiko an 

Asthma zu erkranken. Außerdem wurde bei an Asthma erkrankten Patienten eine erhöhte 

Expression von SERPINB3 sowohl in Biopsien bronchialer Epithelzellen als auch systemisch im 

Serum nachgewiesen. Auf welche Weise eine veränderte Genexpression dieser Serpine die 

Pathogenese von Asthma bronchiale begünstigt, ist bisher noch gänzlich unerforscht. Die hier 

vorliegende Arbeit, in der die grundlegenden Aspekte der SPINK5- und SERPINB3-Funktion im 

respiratorischen Epithel charakterisiert wurden, ist ein elementarer Beitrag zur Klärung dieser 

Fragestellung. Für eine gezielte Betrachtung und Charakterisierung von Genen in einem 

spezifischen Gewebe bedarf es eines einfachen Modellorganismus und die Taufliege 

Drosophila melanogaster erfüllt bestens die obligatorischen Voraussetzungen. Nicht nur 

verfügt die Taufliege über ein Atemwegssystem, das in Funktion und Morphologie dem 

humanen äquivalent ist, sondern auch über die orthologen Gene zu SERPINB3 und SPINK5: 

spn43Aa bzw. CG14933, die anhand homologer Aminosäuresequenzen, des Vorhandenseins 

einer inhibitorischen Domäne und der Transkription in Epithelzellen der Atemwege 

ausgewählt wurden. Die Fehlregulation der Serpingene, wie sie bei Asthmatikern auftritt, 

wurde durch eine gezielte Manipulation der spn43Aa- bzw. CG14933-Genexpression (RNAi-

Knockdown bzw. ORF-Überexpression) selektiv im Atemwegsepithel der Taufliege 

nachgestellt. 

Für beide Gene, sowohl spn43Aa als auch CG14933, konnte eine maßgebliche Beteiligung an 

der embryonalen Entwicklung der Atemwege nachgewiesen werden. Eine fehlerhafte 

Expression der Serpine führt sowohl zu einer erhöhten Anzahl als auch einer Verlängerung der 

sekundären Atemwegsverzweigungen. Dies geht mit einer Oberflächenvergrößerung des 

respiratorischen Epithels einher, was die Schlussfolgerung nahelegt, dass ein Defizit in der 

Serpinexpression die Funktion der Atemwege erheblich beeinträchtigt. Da die Morphologie 

der Lunge bei Asthmapatienten ebenfalls verändert ist, ist es daher möglich, dass ein 
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verändertes Expressionslevel von SERPINB3 oder SPINK5 in der humanen Lunge ähnliche 

strukturelle Veränderungen bewirkt, wie spn43Aa und CG14933 in der Taufliege, und dadurch 

zu der Entwicklung der Erkrankung Asthma bronchiale beiträgt. 

Darüber hinaus beeinträchtigt eine fehlregulierte Expression von spn43Aa und CG14933 in 

den Atemwegen die Entwicklung und das Überleben der Fliege drastisch. Nicht nur benötigen 

die Tiere für ihre Entwicklung signifikant mehr Zeit, zusätzlich ist die Überlebensrate der 

Larven sowie die Lebensdauer der Imagines stark reduziert. Unter Einbezug Asthma-

relevanter Faktoren, wie die Inhalation von Tabakrauch und akute Hypoxie, führt die 

Fehlregulation der Serpine spn43Aa oder CG14933 und die damit einhergehende veränderte 

Atemwegsmorphologie außerdem zu einem verstärken Vermeidungsverhalten und daher 

gesteigerter Sensitivität der Larven während der Exposition. Nach der Behandlung mit 

Tabakrauch oder Hypoxie äußert sich die sensitive Reaktion der Tiere in einer 

Entwicklungsverzögerung und verkürzten Lebenszeit. Es ist daher wahrscheinlich, dass sich die 

bei Asthmapatienten beobachtete veränderte Expression der Serpine SERPINB3 und SPINK5 

nicht nur negativ bei der Entwicklung der humanen Atemwege auswirkt, sondern diese 

dadurch anfälliger für äußere Reize macht. Damit bestätigen die in Drosophila gewonnenen 

Erkenntnisse, dass die beiden Serpingene SERPINB3 und SPINK5 durchaus als 

Suszeptibilitätsgene fungieren und die Entstehung von Asthma bronchiale begünstigen. 
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6 Summary 

Bronchial asthma is a chronic inflammatory lung disease where the airways react 

hypersensitively to external stimuli. The risk factors for asthma include not only exposure to 

environmental factors such as allergens, tobacco smoke and infections, but also genetic 

aspects. Epidemiological studies in patients with asthma have identified a large number of 

susceptibility genes, including the genes of the serine protease inhibitors (serpins) SPINK5 and 

SERPINB3. Carriers of single nucleotide polymorphisms in SPINK5 gene have been shown to 

be at higher risk of developing asthma. In addition, elevated expression of SERPINB3 has been 

detected in both bronchial epithelial cell biopsies and serum of asthma patients. However, 

how altered serpin gene expression facilitates the pathogenesis of bronchial asthma has not 

yet been investigated. The present work which dissects the basic function of SPINK5 and 

SERPINB3 in the respiratory epithelium, is an essential contribution to the clarification of this 

question. For a targeted examination and characterization of genes in a specific tissue, a 

simple model organism is required, and the fruit fly Drosophila melanogaster fulfills the 

obligatory requirements. The respiratory system of Drosophila melanogaster is equivalent in 

function and morphology to the human lung, as well as it has genes orthologous to human 

SERPINB3 and SPINK5: spn43Aa and CG14933, respectively. These genes were selected on the 

basis of aminoacid sequences similarity, the presence of an inhibitory domain and the 

transcription level in respiratory epithelial cells. The misregulation of the serpin genes, as it 

occurs in asthmatic patients, was selectively simulated in the respiratory epithelium of the 

fruit fly by targeted manipulation of the spn43Aa and CG14933 gene expression (RNAi 

knockdown and ORF overexpression). 

For both genes, spn43Aa and CG14933, a significant involvement in the embryonic 

development of the respiratory tract could be demonstrated. Misexpression of serpin genes 

lead to an increase in number and length of the secondary airway branches. This is 

accompanied by an increase in the surface area of the respiratory epithelium, which suggests 

that a deficit in serpin expression significantly impairs respiratory function. Since the 

morphology of the lung in asthma patients is also altered, it is therefore possible that an 

altered expression level of SERPINB3 or SPINK5 in the human lung causes structural changes 

similar to those of spn43Aa and CG14933 in the fruit fly, thereby contributing to the 

development of bronchial asthma. 
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In addition, the misregulated expression of spn43Aa and CG14933 in the fly airways severely 

affected their development and survival. The results showed that the flies required 

significantly more time for their development. Moreover, the larval survival rate as well as the 

lifespan of adult flies was significantly reduced. Taking asthma-relevant factors such as 

tobacco smoke inhalation and acute hypoxia into account, the misregulation of spn43Aa or 

CG14933 and the associated alteration in airway morphology lead to an increased larval 

avoidance behaviour and consequently increased sensitivity during exposure. After treatment 

with tobacco smoke or induction of hypoxia, the sensitive response of these animals resulted 

in delayed development and shortened lifespan. It is therefore likely that the altered 

expression of SERPINB3 and SPINK5 observed in asthma patients not only has a negative effect 

on the development of the human lung, but also makes it more susceptible to external stimuli. 

The findings obtained in Drosophila thus confirm that both serpin genes SERPINB3 and SPINK5 

function as susceptibility genes and promote the development of bronchial asthma. 
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Anhang 

Tabelle 1: Liste aller Orthologe von SerpinB3 in Drosophila melanogaster ausgegeben vom 
Homologie-Tool der Datenbank Flybase. 

SerpinB3-
Ortholog 

Protein Domäne 
Homologie-Wert der AS-
sequenz (BLAST-Analyse) 

Spn28Dc 
Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 

26% 

Spn43Aa 
Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 

32% 

Spn88Ea 
Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 

29% 

Spn27A 
Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 

32% 

Spn42Dd 
Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 

36% 

Spn55B 
Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 

34% 

Spn42De 
Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 

34% 

Spn42Db 
Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 

33% 

Spn42Dc 
Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 

31% 

Dmel\nec 
(Spn43Ac) 

Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 

28% 

Spn42Da 
Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 

37% 

Spn77Ba 
Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 

\ 

Spn88Eb 
Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 

28% 

Spn28B Serpin-konservierte Domäne;  29% 

Spn28Da Serpin-konservierte Domäne;  30% 

Spn28F 
Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 

31% 

Spn38F  

Serpin-konservierte Domäne; Serinpeptidase-
Inhibitor-Aktivität 
 
 

31% 

Spn28Db 
keine Protease-Aktivität; nicht-inhibierendes 
Serpin  

nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 
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SerpinB3-
Ortholog 

Protein Domäne 
Homologie-Wert der AS-
sequenz (BLAST-Analyse) 

Spn47C 
keine Protease-Aktivität; nicht-inhibierendes 
Serpin  

nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 

Spn43Ab 
keine Protease-Aktivität; nicht-inhibierendes 
Serpin  

nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 

Spn31A 
keine Protease-Aktivität; nicht-inhibierendes 
Serpin  

nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 

CG43366 
keine Protease-Aktivität; nicht-inhibierendes 
Serpin  

nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 

Spn100A 
keine Protease-Aktivität; nicht-inhibierendes 
Serpin  

nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 

Spn43Ad 
keine Protease-Aktivität; nicht-inhibierendes 
Serpin  

nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 

Spn53F 
keine Protease-Aktivität; nicht-inhibierendes 
Serpin  

nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 

Spn75F 
keine Protease-Aktivität; nicht-inhibierendes 
Serpin  

nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 

Spn85F 
keine Protease-Aktivität; nicht-inhibierendes 
Serpin  

nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 

 

Tabelle 2: Liste aller Orthologe von SPINK5 in Drosophila melanogaster ausgegeben vom 
Homologie-Tool der Datenbank Flybase. 

Spink5-
Ortholog 

Protein Domäne 
Homologie-Wert der AS-
sequenz (BLAST-Analyse) 

CG14933 Kazal-Domäne  34% 

CG42486 
Kazal-Domäne; Serinpeptidase-Inhibitor-
Aktivität 

44% 

CG32354 
Kazal-Domäne; Serinpeptidase-Inhibitor-
Aktivität 

45% 

CG1077 Kazal-Domäne  \ 

CG12716 Kazal-Domäne  \ 

Kaz-m1 
Kazal-Domäne; Serinpeptidase-Inhibitor-
Aktivität 

\ 

Sfp33A3 Kazal-Domäne  \ 

CG31704 Kazal-Domäne  45% 

CG44008 
Kazal-Domäne; Serinpeptidase-Inhibitor-
Aktivität 

35% 
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Spink5-
Ortholog 

Protein Domäne 
Homologie-Wert der AS-
sequenz (BLAST-Analyse) 

CG45011 Kazal-Domäne  45% 

CG45012 Kazal-Domäne  \ 

CG42370 Metallopeptidase-katalytische Domäne 
nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 

CG4580 Metallopeptidase-katalytische Domäne 
nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 

Amalgam Immunoglobulin Subtype 2; Antigenbindend 
nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 

CG31814 Immunoglobulin Subtype 2; Antigenbindend 
nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 

CG6867 Immunoglobulin Subtype 2; Antigenbindend 
nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 

DIP-α Immunoglobulin Subtype 2; Antigenbindend 
nicht durchgeführt, da nicht-
inhibitorisches Serpin 
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