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For several years, the fruit frosophilanelanogastehas been a welkstablished model system for
fundamental research questions of the pathogenesis of bronchial asthma and other chronic
inflammatory respiratory diseases. The main focus is set on the two centrattaspt disease
development, theinnate inmune response and the role of the airway epithelium. Chronic
inflammatory respiratory diseases have a wide variety of causes which can influence each other or
even be interdependent. On the one hand, endogenous, and thus genetic or epigenetic, factors can
promote disease development, bat the other handan entire spectrum of exogenous causes is also
well known. In addition to exogenous factors such as air pollution, allergens, or respiratory
infections, the consumption of tobacco products in particulaeréx a strong and direct impact on

the pathogenesis and course of disease, especially in asthma and COPD. However, there is also
evidence that the inhalation of tobacco smoke has even moredaching effects, since it is not only
consumers themselves whoave an increased risk to develop a respiratory disease, but also their
offspring. Further studies even suggest that this increased susceptibility occurs across generations.
To answer this question in future, the primary aim of this work was to estathlistruit fly as a
model system for the analysis aofgarette smokeinduced respiratory changes. For this purpose,
animals were exposed to cigarette smoke duringnerablephases of the larval development as well

as in adulthood. The immediate consequesicbut also the effects of confrontation with tobacco
smoke later in life, were analysed using different molecular and behavioural parameters. A first
indication thatDrosophilamay be a useful model for studying the effects of cigarette smoke was
obtainedby detecting cotinine. This confirms that fruit flies are able to metabolise nicotine, which is
present in cigarette smoke. The decisive proof that cigarette smoke enters the respiratory system of
larvae and interacts with airway epithelial cells was atetd by detecting the activated expression of
different genes in smokexposed larvae. Therefore, the expression of the cytochromg P
monooxygenas@ncoding geneCypl8aland the chaperonencoding genehsp70was crucial.
Cypl8alis a gene homologous touman Cyplaland responsible for the degradation of poyglic
aromatic hydrocarbons, which are an essential component of tobacco smoke. On the other hand,
hsp70is an evolutionary very primordial and conserved gene that is expressed in particular in
resporse to oxidative stress. In this way, it could be shown that both larvae and imagoes take up
cigarette smoke despite the lack of active breathing, react physiologically to it and even show a
sexual dimorphism in their response to the confrontation with tob@smoke.

But the exposure to cigarette smoke had not only direct effects, but also impact of¥ thee Q a
behaviour. Although smoke did not directly lead to morphological changes in the respiratory

epithelium, animals showed reduced activity aretluced suvival rate especially males. Effects
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manifested during the juvenile developmental phase persisted and could be detected in adult
animals. Whether this is a first indication of an epigenetic and thus intergenerational manifestation
remains subject to furtér investigations.

Extensive analysis of the airway transcriptome cgjarette smokeexposed larvae showed that
numerous genes and signaling cascades were modulated. Among theme was a large set of
genes that are characteristic for exposure to cigeretmoke. But also, genes which have human
orthologues that are relevant in respiratory diseases such as asthma and COPD like genes of innate
immunity and genes associated with respiratory organogenesis or restructuring processes were
strongly regulated.

In summary, the fruit flyDrosophilamelanogasteris an ideal model for the investigation of
fundamental questions of the direct effects of cigarette smoke on the respiratory system and the
entire organism. Now, this model opens the unique opportunity testigate epigenetic effects as

well as consequences in @it and transgenerations ifuture.
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Die TaufliegeDrosophilanelanogasterist seit Jahren ein etabliertes Moddblei der Erforschung
grundlegender Fragestellungebeziiglich derPathogenese vorAsthmabronchiale und anderer
chronischentziindlicher Atemwegserkrankungen. Dabei liegt das Hauptaugenmerk zaef
zentralen Aspektender Krankheitsentstehung, zum einen der Beteilig der angeborena
Immunantwort und zum andererder Rolle, diedas Atemwegsepithetlabei spielt Von dironisch
entziindlichen Atemwegskrankungen ist bekannt, dass ihre Ursachen sehr vielseitig sein kdnnen
und sich dabei gegenseitig beeinflussen oder sagardependent sein kénnen. Zum einen kdnnen
endogene- also genetisch oder epigenetische Faktorendie Krankhésentstehung begtinstigen,

zum anderen ist inzwischeauch ein ganzes Spektrum exogener Ursachen wohl bekalsiten
auRerenFaktorenwie Lufverschmutzung, Allergeneder Atemwegsinfektioneribt besonders dr
Konsum vonTabakvaren einen starkenund direkten Einfluss auf diePathogenese und den
Krankheitsverlaufinsbesondere vomisthmaund COPLaus.Inzwischen gibt es aber auch Hinweise
darauf, dass die Inhalation von Tabakrauch noch weitreichender ist, denn es sind nicht nur die
Konsumenten selbst, die ein erhdhtes Risiko haben zu erkranken, sondern auch ihre Nachkommen.
Und erste Studien deuten sogar darauf hin, dass diese erhdhte aidsbuszeptibilitat
generationsibergreifend ist. Um dieser Frage zukinftig auf den Grund gehen zu kénnen, war das
primare Ziel dieser Arbeit, die Taufliegks Modellsystem fiir Analysen Zigarettanchinduzierter
Atemwegsveranderungen zu etablieren. Hierwurden Tiere sowohl wéhrendulnerable Phasen

ihrer larvalen Entwicklung, also wahrend der juvenilen Lebensplaseuch im Erwachsenenalter
Zigarettenrauch ausgesetzt. Welche unmittelbaren Folgen, aber auch welche Auswirkungen die
Konfrontation mitTabakrauch auf den spéteren Verlauf des Lebens hat, wurde mit unterschiedlichen
molekularbiologischen und verhaltensbiologischen Parametern analysiert. Ein erster Hinweis darauf,
dassDrosophileein fur die Erforschung der Auswirkungen von Zigarettenraliehliches Modell sein

kann, gelang durch den Nachweis von Cotinin, das bestdagg die Taufliege in der Lage ist, das im
Zigarettenrauch enthaltene Nikotin zu metabolisieren. Der entscheidende Nachweis, dass
Zigarettenrauch in die Atemwege der Langgiangt und mit den Zellen des respiratorischen Epithels
interagiert, gelang durch die Detektion der Expressionsaktivierung unterschiedlicher Gene im
Atemwegsepithel der mit Rauch konfrontierten Larven. Dabei war die Expressi@ytdearom Rsy
Monooxygeasekodierenden Gers Cypl8al und des Chaperorkodierenden Gens hsp70
mafgeblich.Denn Cypl8alist ein dem humanenCyplalhomologesund fur den Abbau von
polyzyklischeraromatischen Kohlenwasserstoffen, die ein wesentlicher Bestandteil von Tabakrauch
sind,verantwortliches Gerksp70hingegen ist ein evationar sehr urspringliches urdnserviertes

Gen, welches insbesondere als Reaktion auf oxidativen Stress exprimiert wird. Auf diese Weise
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konnte gezeigt werden, dass Larven, aber auch Imagitresz fehlender aktiver Atmung
Zigarettenrauch aufnehmen, physiologisch darauf reagieren und sogar einen sexuellen
Dimorphismus in ihrer Antwort auf die Konfrontation mit Tabakrauch aufweisen.

Aber die Exposition mit Zigarettenrauchhatte nicht nur direkte Effekte,sondern auch
verhaltensbiologische Auswirkungen. Obwohl Zigarettenrauch nicht unmittelbar zu morphologischen
Veradnderungen des Atemwegsepithels flhrte, reagierten Tiere mit vermind@kevitat und einer
reduzierten Uberlebensrate insbesondere mannliche Individuen. Wihrend der juvenilen
Entwicklungsphasenanifestierten Effekte waren persistent und konnten nach der Metamorphose
der Larve zur Imago auch im erwachsenen Tier nachgewiesen werden. Ob dies ein erster Hinweis auf
eine epigenetische undomit eine generationstibergreifende Manifestation ist, bleibt Gegenstand
weiterer Untersuchungen.

Umfassende Analysaes Transkriptomsdes AtemwegsepithelgigarettenauchexponierterLarven
zeigten dass zahlreiche Gene und Kaskaden moduwientden. Daunter waren eine Vielzahl an
Gene, die charakteristisch fur eine Konfrontation mit Zigarettenrawugihd aber auch Gene, deren
humane Orthologe Relevanz behtemwegserkrankungen wie Asthma und COMPBben.
Beispielsweise wurden Gemesangeboren@ Immung/stems undGeneg die im Zusammenhang mit

der Atemwegsorganogenese oder Umstrukturierungsprozessen stehen, stark reguliert.
Zusammengefasst ist emit dieser Arbeit gelungen mit defaufliegeDrosophilamelanogasterein
ideales Modell fuir die Erforschumggundlegender Fragestellungen der unmittelbaren Auswirkungen
von Tabakrauch auf die Atemwege und den ganzen Organismus zu etablieren. Dieses Modell erdffnet
nun die einzigartige Mdglichkeitukinftigepigenetische Effekte sowie intarnd transgenerationia

Auswirkungen zu erforschen.
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Bei unserer Lunge handelt es sinbtaphorischgesehen um ein atemberaubendes Organ. Mit jedem
einzelnen Atemzug werdepro Tagtausende Liter an Luft inhaliert. Der darin enthaltende Sauerstoff
wird in die Lunge aufgenommen und gelangt bis in den hdochsten Verzweigungsgrad des
Atemwegssystems, dehllveolen. Vorhier aus geht der Sauerstaftirch das Atemwegsepithel den
Blutkreislauf Uber undwird von den Sauerstoffverbrauchenden Gewelpe und Organe
aufgenommen Jedoch gelangen auch eine Vielzahl an Mikroorganismen und Fremdpartikel mit der
eingeatneten Luft in unsere Lunge. Aufopd dessen nimmt @s Atemwegsepithel detunge auch

eine tragende Rolle als Tor zwischen Kérper und Umwelt ein. Kanmitdasvegsepithel der
Barrierefunktion nicht mehr in vollem Umfang gerecht werden, kommt es zu einer erhdhten
Belastung mit exogenen Substanzen und Mikroorganismen. Dies \eealerum zur Entwicklung
chronischentziindlicher Atemwegserkrankungen wisthmabronchiale (kurz: Asthma)oder der
chronischobstruktiven Lungenerkrankunghronic obstructive pulmonary diseasgOPDbeitragen.

Bei diesen Erkrankungen kann das aberrante Atemwegsegidiee Funktiorals Sauerstofflieferant

nicht vollstandig wahrnehmennd die Betroffen werden wortwortlich ihres Atems beraubt. Dabei
besitzenbesonders Tabakkonsumenten ein erhthtes Rigikthma bronchialeder eine COPD zu
entwickeln. Neueste Studien weisen sogar darauf hin, dass durch das Rauchen nicht nur das eigene
Gefahrdungspotential erhéht ist, sondern dass dieses Risiko auch auf spatere Generationen
Ubertragen werden kann. Dies verdeutlicht nicht nur die Tragweite des eigenen Handelns, sondern
auch wie wichtig es ist, im Sinne nachfolgender GeneratioRe® NJ ocepidedieé Einhalt [zu]
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1.1.1 Das Atemwegsepithel als Barriere zwischen Organismus und Umwelt

Das Atemwegsepithel nimmt als Tor zwischen Koérper und Umwelt eine entscheiBesd®n ein,

da es als erste Verteidigungslinie gegeniber der durch den Luftweg eingetragene Noxen und
Mikroorganismen die Homdostase im Lungengewebe aufrechterhalten radeei tragt vor allem

der wenig permeable Zellverbund, dbtikroorgansimerund exogene Partikeln der Invasion in das
proximale Gewebe hirett, zur Lungengesundheit bdédieser Aufgabe wirdas Atemwegsepitheh

seiner Funktion alphysikalische, chemische uirdmunologische Barriere gerechf.

Als Grenzepithel zwischerOrganismus undUmwelt wird das Atemwegsepithel zunachst

klassischerweise als physikalische Barriere betrachtet. Mit jedem Atemzug gelangen unzahlige
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Fremdartikel und Mikroorganismen in die Lunge, deren Abwehr bereits im Lumen der Atemwege
stattfindet. Ein Eintritt in das Lungengewebe widdrch die im konduktiven Atemwegsbereich
befindliche Gelschicht des Mukus verhindert. Dabei adhéarieren die Fremdkéarpdiese viskose
Mukusschicht. DerTransport in kranialer Richtung Uber den mukoziliaren Apparat eliminiert
ebenjene Partikel aus dem Lungensysteidwischen Gelschicht und der Oberflache des
Atemwegsepithels befindet sich ein dinner, weniger viskoser [ienperizilidreFlussigkeitoder
Solschichtdie die mechanische Barriere des Mukus komplettiBite Solschichstellt aber aucheine
chemische Barriere darda innerhalb dieses Films sich diverse antimikrobielle Peptide (AMP)
befinden die von sekretoschen Zellendes Atemwegsepithelsvie Clara oder Becherzellen
stammen. AMP sind kleine, kationische Peptide, die Bakterien und Viren destruieren kénnen. Zu den
grolReren AMP gehdéren Enzyme wie beispielsweise Lysozyme, Proteaseinhibitoren wie Elafin sowie
Bindungsproteine wie Mukine oder Eisbindendes Lactoferrin. Zu den kleineren AMP, die
konstitutiv in derSolschichtzu finden sind, zahlen unter anderémDefensinl sowie das einzige
humane Cathelizidin,hnuman cathelicidin antimicrobial peptide 18hCAPL18YLL-37. Sowohl

i -Defensine als auch hCAB/LL-37 konnen jedochauch zusatzlich aufgind ihrer Chemotaxis
auslosenden Eigenschaften eine Immunreaktion einleiten, sodass 8i@schicht neben der
chemischen Barriere auch eine immunologische Funktimhrnimmt® Als letzte physikalische
Instanz, die das Lungengewebe vor der Invasiomn Mikroorganismenbewahrt, dienen
Adhasionsverbindungen widdherenslunctions die ZelZellKontake vermitteln® ” Aber auch
TightJunctions die als Diffusionsbarriere agieren und die Zellpolaritat bewahren, bedingen die
Integritat des Atemwegsepithels’

Aud intrazellular erweist sich das Atemwegsepithel beim Eindringen von Mikroorganismen als eine
hochdynamische Einheit, die eine Inflammationsantwort initiieren, aufrechterhalten und regulieren
kann. Auf diese Weise kann eine Kolonisation von Pathogenemwabgewerden. Daflr ist jedoch

die Erkennung von Pathogeapezifischen, sezernierten Molekilepathogenassociated molecular
pattern, PAMP) wie beispielsweise Lipopolysaccharid (LPS, Endotoxin) vomégyatimen Bakterien

oder von Pilzen stammendes-Glikan fir eine funktionelle Immunantwort unabdingbar. Die
Erkennung geschieht Uber Mustererkennungsrezeptorpattérn recognition receptor PRR)der
AtemwegsepithelzellenZu diesen gehdreanter anderem die Familie der T-dlhnlichen Rezeptoren
(Toltlike receptor TLR), von denen elf Vertreter (FLR TLR11) beim Menschen zu finden sind.
Jeder Rezeptor kann spezifisch verschiedene Pathogenstrukturen erkennen und somit eine
maf3geschneiderte Antwort fur die Immunabwehr einleiten. So handelt es sich Hsvspise bei

TLR3 um einen intrazellularen Rezeptor, der vor allem fir die Erkennung von Staemmender
doppelstrangiger Ribonukleinsaureibpnucleic acid RNA) zustandig ist, wahrendTLR4 ein

membrangebundenen Rezeptdst, der eine hohe Affinitit gegeniiber LPS aufweigei der
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Aktivierung der TLR durch Bindung eines Liganden wird 8Bigealkaskade der angeborenen
Immunantwort ausgeldst, die in der Translokatides Transkriptionsfaktors NB ¢/ dzOf S NJ ¥ O 2
light chain enhancer in B cgllin den Zellkern mindet, wer Expression verschiedener AMP
Interferone, proinflammatorischer Zytokine und Chemokine ausfbsbies fiihrt zu einer
Rekrutierung von Makrophagen und Granulozyten, die zur ElimindgoMikroorganismerauf der

luminalen Seite des Lungengewebes beitragen sowie Reparaturprozesse induzieren. Final kommt es
zum Einstromvon dendritischen Zellen sowie ind BLymphozyten und damit der Ausweitung der

Immunantwort im Atemwegsepithel auf das adaptive Immunsyst&m.

1.1.2 Xenobiotikametabolismus

Mit dem Tabakrauch werden etwa @DOVerbindungen inhaliett, die Stressoren fir den
Organismus darstellerKénnenaus dem Rauch stammende Partiketht Gber den muoziliaren
Apparat aus der Lunganausgeftrdert werden und dringen in das Atemwegsepithel ein, missen sie
anderweitig aus dem Korper entfernt werdemie Elimination von exogenen, resorbierten
Substanzenohne physiologische Funktionden Xenobiotika,erfolgt Uber den Xenobiotika
metabolismus (Fremdstoffmetabolismus) Dabei ist vor allem die Leber zustandig fir die
metabolische Umwandlung von exogenen Komponen#rer auch andere Organe wie die Lunge
oder die Nieren kénnen eé Biotransformation einigen.*?

Der Femdstoffmetabolismus teilt sich in zwei Phasen &sif Abb.1.1). Nach Resorption eines
Xenobiotikums erfolgt zundchst Phdsedes Fremdstoffmetabolismus. Hierunter wird eine
Funktionalisierung der zunachst lipophilen und apolaren Verbindung verstandeei Warden unter
anderem Oxidierungen, Reduktionen und Hydrolysen katalysiert, wodurch ein polarer IPhase
Metabolit generiert wird. Oft sindnnerhalb dieser Phas€ytochrom B, Monooxygenase (Cyp)
Enzyme der Familien-1B beim Menschen involviert. Diess Phasd-Metabolit wird dann in der
Phasdl des Xenobiotikametabolismus durch die enzymatische Konjugation von hydrophilen
Verbindungen wie reduziertes Glutathiq@®SH)iber GlutathionSTransferasen (Gsgallengéngig

und damit ausscheidbayemacht'?

l Resorption

biotik Funktionalisierung Phase- Konjugation Phase H
NETEILl T Metabolit g Metabolit
lipophil polar hydrophil

l Elimination

Abb.1.1: Prinzip des Fremdstoffmetabolismus.
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Zu den Xenobiotika, die im Tabakrauch zu finden sind, gehdren auch polzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe pplycyclic aromatic hydrocarben PAH. PAH entstehen iofge der
unvollstandigen Verbrennung organischer Substanzen und sind in einer Vielzahl struktureller
Verbindungen im Zigarettenrauch vertreten. Ber&pyren (B[a]p) wird dabeistellvertretend fur die

PAH als Leitsubstanz verwendet. Kommt es zu einer Resorption von wRAHBR]p im
Atemwegsepithel werden diese Verbindungen intelul&ar vom Transkriptionsfaktoraryl
hydrocarbon recepto(AhR)gebunden. Br dimere Komplex transloziert daraufhin ierd Nukleus,

wo zusatzlich das ProtelffhR nuclear translocatqARNTan das Komplexdimesindet. Final kann

der daraufhin entstendene, trimere Komplex an diexenobiotic respores element (XRE)
Konsensussequenz dd3esoxyribonukleinsaurédeoxyribonucleic eid, DNA-Strangs binden und
induziert damit unter anderem die Expression w@yplal (s. Abb.1.2).*2 Das Gen kodie fiir das
Enzym @plal, welches den Abbau voBAH innerhalb des Xenobiotikametabolismus Uber eine
Oxdation einleitet.*? Folglich induziert die Anwesenheit von PAH ihren eigenen Abbau. Im Falle der
Verstoffwechslungler an sich inertePAH erfolgt eine metabolische Akerung der urspringlichen
Verbindun@n, da im Laufe der Biotransformation intermediar radikale Strukturen entst€helie

den Organismumit oxidativem Stesskonfrontieren

f

Benzo[a]pyren Zellmembran

Zytosol

EI%DM

AhR
Cyplal

i

\(ARNT
& ——s MRNA

INARRINRA DNA

XRENukIeus

Abb. 1.2: PAHinduzierte Synthese von Cyplal (modifiziert naﬂle%A).
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1.1.3 Oxidative Stressantwort

Neben dem oxidativen Stress, den ein Organismus im Zuge des Fremdstoffmetabolismus erfahren
kann, bedeutet auch die Exposition mit Zigarettenrauch an sich eine Konfrontatioreakiiiven
Sauerstoffspeziegreactive oxygen speciefROy Dabei wird geschat, dass ein Zug an einer
Zigarettebis zu10"™ Radikalmolekiile mit sich filhit.Dazu gehéren sowohl kurzlebiyerbindungen
wie Hydroxylradiale als auch langlebige SemichinonradikgleRadikale, die aufgnd ihres
ungepaarten Elektrongumeistsehr reaktiv sind, haben diverdsfiekte auf einen Organismus und
wirken unteranderem proteotoxisch. So kame Anwesenheit von Radikalen EAodifikationen an
der Proteinsequenzfuhren, die ihreseits zur KonformationsdnderungDestabilisierung und
Entfaltung des betroffenen Proteinfiihren kann Dadurch kann wiederum die Funktion des
betroffenen Proteins aigehoben odenerandertwerden oder hat gar adverse Wirkungen auf den
Organismus inné®*® Die Chaperonmaschinerieirkt diesem eitgegen und ist verantwortlich fiir die
Reparatur derartiger Schaden. Skann die Proteinfamilie der Chaperone bestehende
Proteinaggregatadenaturierter Proteineauflésen, deren Bildung inhibieren und diefaltung von
entfalteten Proteinen koordiniered® ** Zu den Chaperonemgehéren unter anderemheat shock
cognates die konstitutiv im Gewebe synthetisiert werden und eine erste Verteidigungslinie auch
gegeniiber den im Zuge des Metabolismus generierten ROS BildénDahingegenwerden
Hitzeschockproteine @) durch die Anwesenheit exogener, denaturierend wirkendessSoren wie
beispielsweise Zigarettenrauch verstarkt gebiltfet) Dies geschieht unter anderem durch die ROS
vermittelte Aktivierung der GJun Nterminale Kinase (JNR-Signalkaskade, woraufhin der
Transkiptionsfaktor forkhead Box, subfamil® (FoxO)an die heat shock respwse element(HSE)
Konsensussequenz der DNA bindet und Sjmthesevon Hsp initiiert."® ?* Aber auch inflge der
Bindung von Bp an denaturierte Proteine kann der ansplassozerte Transkriptionsfaktoheat
shock transcription factqHSFJreigesetzt und damit aktiviert werdel{.Nach Translokation von HSF
in den Nukleusund Bindung an das H3#otiv der DNAwird die Expression vomsp-Genen
eingeleitet!® Nachdem dasienaturierte Protein allseits von $p gebunden wurde, kdmen nicht
assoziierte Chapene HSF binden und somit Uber eine negative Rugkkoyg die Stressantwort
beender® (s. Abb.1.3).Von allen ldp zahlt das kleine, ubiquitar vorkommende, hochkonservierte

Hitzestiockprotein70 kDa(Hsp70)'* *° zu den am besten untersuchten Chaperonen.
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Abb. 1.3: Synthese von kzeschockproteinenmodifiziert nachTOWEﬂag).

Im Zuge einer Konfrontation mit Zigarettenrauch werden der Xenobiotikametabolismus und die
oxidative Stressantwortm Atemwegsepitheber Lunge aktivieff?°, um den Organismus voden
adversen Auswirkung@n von Fremdstoffen und RO3u schitzen.Jedoch konnenAlterungs
prozessé&®* oder exogene Faktoren wie Nahrdfigdiese Prozesse verandern und auch zur
Pathogenese vorhronischentziindlichenAtemwegserkrankungebeitrageri>*’. Dabei haberdas
Atemwegsepitheloxidativer Stress und défremdstoffmetabolismugine besondere Bedeuturigei

der Entwicklung von chronisemntzindlichen Atemwegserkrankungeninne. Besonders
Polymorphismen in Genen, die mdtesen dreiFaktoren assoziiert werderschlagensichin einem
erhdhten Risiko fur Ammwegserkrankungen niedéf*’ Dies unterlegt sowohtlie Bedeutungder
Atemwegsepithelintegritdt eines funktionsfahigen Xenobiotikanetabolismus als auch einer

adaquatenoxidativen Stressantwort flir den Erhalt der Lungengesundheit
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Ein intaktesEpithel ist unabdinglich fur denrtalt der Lungenhomgostase. tifjie einer akuten
Zigarettenrauchexposition kommt es jedoch durch den begleitenden oxidativen Stress zu adversen
Auswirkungen auf das LungenepitnBlrch dieROSnduzierte Apoptose der Epithelzellen kommt es
zum Einstrom von Makrophagen in das Lungengewebe, um apoptotische Zellen zu eliminieren.
Infolge dervon Makrophagen und Epithelzellen ausgehend&kretiondes Zytokinsinterleukin

(ID-8 werden zusatzich chemotaktisch neutrophile Granulozyten in das betroffene Gewebe

rekrutiert, um Zellschaden zu reparieréh** Jedoch wird keine Ausschittung prdathmatorischer
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Zytokine wie Interferon~ (IFN') oder Tumornekrosefaktoh 0-¢ bd@rch die Makrophagen
induziert”® Und auch ein Einstrom von Eosinophilen wird nicht beobachtet welcher
charakteristisch  fur eine Entzindungsreaktion isWermutlich wird dies durch die
antiinflammatorischen Eigenschaften von im Zigarettecrabefindlichem Kohlenstoffmomad (CO)
bedingt™®

Die aufgeflihrten Reaktionen wifje des Eindringens von Fremdstoffen wirken sich bei einer akuten
Konfrontation mit Zigarettenrauch protektiv ausieDROS/ermittelten Gewebeschadenverden
repariert und eine Ruckkehr zumhysiologisch gesunderustandist moglich Dahingegen knn es

bei chronischer Belastung zu pathophysiologischen Veranderukgmmen(s.auchAbb.1.4). Eine
permanente Tabalauchexposition flihrt zum einen zu einer verdnderten physikalischen und
chemischen Barrierefunktion des Atemwegsepithels. Eiardauernde Konfrontation mit
Zigarettenrauchhat die vermehrte Sythese von Becherzellen auch in den peripheren Atemwegen
zur Folge, die mit einer vstérkten Mukusproduktion einhergeHt Gleichzeitig schéadigt
Zigarettenauch die Zilieragenden Flimmerzllen, indem die Zilienlangelurch verénderte
Wachstumsprozesse reduziewird, sich der Zilienschlag vengsamtoder die Zellen an sich
morphologisch aberrant sintf.*’ Die erhéhteMenge an Mukus kann durch die beeintrachtigte
Funktion der Flimmerzellennicht mehr aus der Lunge eliminiert werden. Die Anreicherung von
Mukus kannwiederum zu einer Destabilisrung oder einem Verschluss der peripheren Atemwege
fuhren® Auch bedingtZigarettenrauch eine verminderte Expression von ABierenden Genen
wie i -Defensinef® Die somit beeintrachtigte Immunantwort fiihrt zu einer Akkumulativan
Mikroorganismerund aus dem Rauch stammendeartikel in der Lunge.

Eine chrorsche Tabalauchbelastung vermindert die physikalische Barrierefunktion des Gewebes
und erhdht somitauchdie epitheliale PermeabilitaZum einen kannid Integritat der Zellmembran,
die zu einem Grof3teil aus einer zweilagigen Schicht aus Lipastaht,nicht mehr aufrechterhalten
werden. Dabei beeintrachtigen die durch ROG@ebildeten Lipidperoxidationsprodukte die
Permeabilitit der ZellmembrafiZum anderen kommt es bei Konfrontation mit Zigarettenrauch zu
einer verminderten Expression vdiir Adhasionsverbindungskompontn kodierenden Genen, die
fur die Integritat des Atemwegsepithels verantwortlich sind. Hienwerden Komponenten der
Adherenslunctiors wie ECadheriim Zigarettenauchkonfrontierten Epithel dysregulief®>* Aber
auch eine vermindert&xpression voBestandteilen deffightJunctionsvie i -Cateninfihrt zu einer
veranderten epithelialen Barrieré®>® Durch ebenjenen, partiellen Funktionsverlust erhéht sich die
Zellpermeabilitait undauch die Atemwegsintegritatwird vermindert®® % >* *° |nfolge der
beeintrachtigtenepithelialen Barrierekommt es zu einer verstarkten Invasion von Fremdpartikeln

und Mikroorganismerin das Lungengewebe.
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Abb.1.4: Vereinfachte schematische Darstellung eines gesunden und einest Zigarettenrauch exponierten
Atemwegsepithels. Links: Das pseudostratifizierte Epithel der Bronchiéesteht aus Basalzellen, Ziligragenden
Flimmerzellenund Mukus prduzierenden KelcZellen Ein luminal gelegener Mukusfilm schiitzt das Atemwegsepithel.
Rechts: Durch chronische Konfrontation mit Zigarettenrauch veréndert sictlas Atemwegsepithel Infolge einer
Kelchzellenhyperplasie kommt es zur verstarkBnoduktion von Mukus. Die Zilien der Flimmerzellen sind verkirzt und
kdnnen den mukozilidren Transport nur wenig gewahrleisten. Dies fuhrt zu einer Akkumulation von exogenen Partikeln und
Mikroorganismenin den BronchienEbenfalls wird die epitheliale Beere beeintrchtigt, sodass es zu einer verstarkten
Invasionaus dem Rauch stammendeartikel in das Atemwegsepithel uddsdarunter liegende Gewebe kommen kann (in

Graik nicht dargestellt) (modifiziert nacEﬁ’).

Die Reparaturmaschinerie wird durch eine Deregulation der N&mhmalkaskade sowie de
kanonischen Wnti/-Catenin (kurz: WntBignalweg eingeleite>*’ Jedoch erscheint das Reparatur
vermdgen verzogett, moglicherweise aufyind eines verminderten Vorligens des Wachstums
faktors fibroblast growth factor2 (FGF2)*°. Dies fiihrt zu einenmzuséatzlichenEindringen von
exogenen Partikel und aktiviet weiter die Immunantwort. Irdlge einer chronischen
Zigarettenauchexposition infiltrieren nun auch Eosinophile die Submukosa der peripheren
Atemwegé&’, welche die Immunantwort weiteirdern. Daher &uRert sich der Tabakkonsueben
einer verminderten Lungenfunktiéh® auch in einer erhdhten Suszeptibilitat gegeniiber Infektionen
des Respirationssysteffis

Aufgund der Vielzahl an Xenobiotika uRDS die der Zigarettenrauch mit sich bringbmmt es zu
einer Aktivierung des Fremudfmetabolismus und der oxidativen Stressantwort. Aber auch auf
transkriptioneller Ebene reagiert der Organismus auf digarettenauchexposition. Dabei erfolgt
besonders diéAktivierung degproinflammatorisch wirkendefranskriptionsfaktordNF* B, derauch

als Rauchsensdretrachtet wird.**®® Ebenso wird die Synthese des redoxsensitiven Transkriptions
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faktors Nrf2 (huclear factor erythroid 2 (NFE@)lated factor 2 sowie die Expression von
transcription factor Aike 1 (Tcf71), einem Transkriptionsfaktodes kanonischen Wngignalweg,

durch eine Konfrontation mit Zigarettenraucmoduliert®® ®® Diese dirigieren die nachfolgenden
Reaktionskaskaden der Inflammatjoder oxidativen Stressantworsowie die Regeneration des

geshadigten Gewebes
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Ein physikalisch chemisch, immunologisch und metabolisdhtaktes Atemwegsepithel ist
unverzichtbar fir die optimale Versorgung mit Sauerstoff bei gleichzeitiger Abwehr von
Fremdkoérpern und Mikroorganismen. Es gibt jedoch zahlreiche Erkrankungen der Lunderctie
eine beeintrachtigteBarrierefunktiongekenneichnet sind Dazu gehéren unter anderem chronisch
entziindliche Erkrankungen der Atemwege Wiethma bronchialend COPD.

Klinisch &uRern sich diese Erkrankungen durch pfeifende Atemgerdusche (Giemen), Husten, einem
Engegefihl in der Brust sowie KurzatneigkWeiterhin treten immer wieder F&lakuter Atemnot
(Dyspnoe) aufPathophysiologisch werden die Symptome durch eine chronische Entzindung der
Atemwege, unter Beteiligung der angeborenen und adaptiven Immunantwort, bedingt. Dies flhrt
neben einer Hypdrophie der glatten Atemwegsmuskulatur auch zu einem Anschwellen der
bronchialen Mukosa, einer erhdhten Mukusproduktion und der Obstruktion der Bronchien

(s. Abb.1.5). Auch wird eine Umstrukturierung der Atemwegénfray remodelhg) beobachtet.

Bronchien normal

Schieimhaut —t“ .—t Bronchial-

(< l gewebe

Schlaim . *— Muskel-
‘\ , schicht

Bronchien entziindet

i\

—— entziindetes
E geschwollene ——s

1 ; _ Bronchial-
NS Schleimhaut ’ gewebe
vermehrter ————

Schieim
\ ’,'— Muskel-
schicht

Abb. 1.5: Vergleich von gesunden Bronchien (oben rechts) und entziindeten Atemwegen (unten re%)tgund der
durch die Entziindungsreaktion verstarkten Durchblutung kommt es zu einem Anschwellen der in den Bronchialwéanden
befindlichen Schleimhéute. Weiterhin tritt eine erhéhte Mukusproduktion auf. Deduverringert sich der

Atemwegsdurchmesser, wodurch sich die klinischen Symptome bedingen.
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Sowohl Asthma ats auch COPD werden bereits awfigd ihrer hohen Préavalenzrate als
Volkskrankheiten bezeichnet. In Deutschland leiden bundeswedt Sler Erwachseneran
Asthmabronchiale Kinder erkranken etwa doppelt so haufigetwa 10- 12% der iiber 4g&hrigen
Bundesbirger sind areiner COPD erkrankf. Auch von einem Geschlechtsunterschied wird
berichtet, wobei Jungen im Kindesalter suszeptibler gegeniileer Entwicklung von Asthmals
Madchen sind®® ®" Dieses Verhéltnis kehrt sich jedoch mit zunehmendem Alter um, sodass
erwachsene Frauen haufiger an Asthma erkranken als M&ftfieAuchvon COPD sind mehr Frauen

als Manner betroffert®

Die Pathogenesevon Asthmabronchialeund COPDwird zum einen durch genetische Faktoren
begilnstigt. Dabei wverden unter anderem Polymorphismen des Gens disintegrin and
metalloprotease 33(ADAM33 mit einer erhdhten Suszeptibilitdit assoziiereine chronisch
entziindliche Atemwegserkrankung zu entwick&r° Als komplexe Erkrankungemedingen zum
anderen aber auchaufere Faktorenein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung dieser
Atemwegserkrankungen Hierbei stellt besonders Zigarettenrauch einen  bekannten
Suszeptibilitatsfaktor darWahrend etwa 236 aller Asthmatiker zum Zeitpunkt der Erkrankung
Raucher sint, entwickeln etwa doppelt so viele Tabakkonsumenten im d.déufes Lebens eine
COPD? Dies wird vermutlich durch das hohe MaR an irritativen Substanzen und oxidativen, Stress
der von dem Tabakrauch begleitet witdbedingt. Eine wiederholte bzw. dauerhafte Exposition mit
einem Risikofaktor wie Zigarettenrauch fiihrt neben der Entwicklung von chreeideztindlichen
Atemwegserkrankungen auch zur Progression des Krankheitsbidtdde zu Exazerbationen.
Inzwishen haufen sich auch die Berichte, dass die Anfélligkeit fur die Entwicklung von Asthma im
Kindesalter bei demlirekten Nachkommerund Kindeskinder beeinflusstwird, sofern die Mdtter
wéahrend der Schwangerschaft Zigaretteonsumiert haberf>’® Dabei weisen Médchen durch das
maternale Rauchen wéahrend der Gestatein héheres Risikan Asthma zu erkranken a(ifAber

auch Vater, die vor der Pubertat geraucht haben, zeugen Nachkommen, die ein hdheres Risiko haben
Asthma im Kindesalter zu entwickefhDergleichen ist bisher nicht fUEOPD berichtet worden.
Jedoch wird vermutet, dass der Tabakkonsum wahrend der Schwangersebarfifalls die
Anfalligkeit fir eine COPD bei den Nachkommen forifeBties legt nahe, dass neben genetischen
und Umweltfaktoren auch die Epigenetik zur Pathogenese beitragt.

Da viele Mechanismen und Gene, die chronsotzindliche Atemwegserkrankungen wie
Asthmabronchialeund COPD bedingen, noch nicht vollstandig verstarm#n bekannsind, ist die
Grundlagenforschung unabdingbar. Fir diese Untersuchungen missen geeignete Modellorganismen
gefunden werden, mit denemdoglichst viele Aspekte der jeweiligen Erkrankung abgedeckt werden.

Gleichzeitig muss das verwendete Modellsystem jedoch auch anderen Anforderungen wie
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pekuniaren Aspekten und die Moglichkeit der genetischen Manipulation gerecht wetienei hat
sich de Invertebrat Drosophilanelanogasterals hervorragendes Modell zur Untersuchung einer

Vielzahl von Fragestellueg herauskristallisiert.
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Die Schwarzbauchige TaufliegProsophilamelanogaster gemeinhin auch als Fruchtfliege
bezeichnet, gehdrt mit zu den &ltesten Modellorganismen und wurde erstmals 183Qol@amn
Wilhelm Meigen beschrieben. Doch erst dudib genetischen Studien von Thomas Hunt Morgan an
Taufliegen wurde das eigentlich@otential von Drosophilaerkannt. Er erhielt dafir 1933 den
Nobelpreis fur Medizin.

Durch die Sequenzierung des Genoms Boosophilakonnte gezeigt werden, dass das Genom eine
GroRe von etwa 1800 Genen aufweist. Dabei besitzen tea 60% aller im Menschen bekannten
Krankheitsgene Homologbei Drosophild” Aufgund dessendient die Taufliege von jeheals
populérer Modellorganismus zur Untersuchung von diversen Erkrankumggemeurodegenerativen

und kardiovaskuléaren Krankheiteowie metabolischen Erkrankungebies ist vor allem durch die
Konservierug relevaner Signalwege bei gleichzeiggnfacherer Organisation d&Senoms bedingt.
Diese zeichnet sich dadurch gutass weniger redundante Gebei Drosophilavorhanden sind als
beispielsweise beim Menschen.

Die Beliebtheit der Taufliege in der Forschung ist neben der Eignung als Modell fir
Humankrankheiten auf vielerlei weitere Faktoren zurlickzufihren: Durch die geringe GroRe des
Insekts (etwa3 mm) ist die Haltung kostenglinstig und platzsparend. Aul3erdegaltet sich die
Arbeit mit DrosophilaalsverhaltnismaRiginkompliziert sowohl aufiandhabungsbezogener asich
aufrechtlicher Ebene. Weiterhisindfiir Drosophiladie hohe Fertilitdt und die kurze Generationszeit
charakteristisch. Als holometaboler Imebrat durchlauft Drosophilaeinen temperaturabhangigen
Metamorphosezyklus mit drei distinkten Stadielembryo, Larve und Imago. Bei 25 dauert dieser
Zyklus vom Embryo bis zur adulten Fliege etwa zehn Tagabtsl1.6). Je nach Stamm und
Haltungsbedigungen kdénnen die Imagines dann wenige Wochen bis Monate alt werden und weisen
damit in Hinsicht auf die Untersuchung der Gesamtlebensdauer oder der Verwendung mehrerer

Generationereinen deutlichen Vorteil gegentiber Vertebratenmodelle auf.
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Abb. 1.6: Metamorphosezyklus vorbrosophilamelanogasterbei 25°C.Nach etwa 24 schllpft aus einem befruchteten
Ei eine Larve, die innerhalb von finf Tagen drei Larvenstadien (L1, L2, L3) durchlauft. Nach Vollendung des dritten und
letzten Larvenstadiums verpuppt sich die Larve und es schllpft nach weiteren funf Tageluite Fliege (modifiziert nach

WANGLERIN BELLER).

Vor allem abehat das Vorhandensein ein&fielzahl von genetischen Werkzeugen wie beispielsweise
dem GAL4upstream activating sequenc@JAS)System,welches 1993 vonBRANDUNd PERRIMON
eingefuihrt wurdé’, die Anwendung des dtlellorganismu®rosophilarevolutioniert Mit Hilfe dieses
bindren Systems kénnen einzelne Gene raumlich und zeitlich definiert vermehrt oder vermindert
exprimiert werden. Auf diese Weise kann der Einfluss eines einzelnen Gens auf das jeweilige Organ
untersucht werden. Besondersutch das @G\l4/UASSystem kanrdie Taufliegeschnell, einfach und
kostengiinstig aneine Vielzahl an experimentellBedingungen und Fragestellungen adaptiert
werden. Dies birgt einen weiteren, enormen Vorteil gegeniBaugemodelkystemen Doch selbst

im Vergleich zu anderen Invertebrat@odellenist dieses breiteAnwendungsgektrum ein wahres
Alleinstellungsmerkmal bddrosophila Auch dasAtemwegssystem ist durch das GALASSystem
genetisch manipulierbar. Die Taufliege verdaegtjedoch nichtiur diesem genetischen Werkzeug,

dass es seit nunmehr zehn Jahren als Modell fiir Atemwegserkrankungen verwendé? &itd

Auch der einzigartige Aufbau und die Eigenschaften des Atemwegsystems sind hierfiir maf3geblich

verantwortlich.
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Die Versorgung mit Sauerstotird bei Vertebraten durch dieLunge wahrgenommen. Bei
Invertebraten stellen die Tracheen das funktionelle Analogon zu diesem Organ dar und sind damit fur
den Gastransp und -austausch im gesamten Organismus verantwortlich.

Bei Larvengelangt die umgebende ftuiiber verschlieBbare Spirakel das Atemwegssystem von
Drosophila Dabei besitzt die Larve gin Spirakelpaaan der posterioren und anterioren Seite, wobei
letzteres sich erst zum Ende des dritten Larvenstadiyb®®) hin offnet. Der Transport der
Umgebungsluft durch den Kérper verlauft weitgehend passiv Uber Diffusion, jedoch untegsttitet
Bewegungder Larve sowie die Peristaltitie Verteilung rinerhalb desKorpus. Wahrend des
Larvenstadiuma sind die Tracheen hierarchisch organisiert. Die Atemwege besitzen eine bilateral
symmetrische Struktur, die sich mit jedem Segment wiederholt: Von den zwei parallel zueinander
verlaufenden Hauptasten des Tracheensystedes) Dorsalstammen, die sich je vom anterioren zum
posterioren Ende erstrecken, zweigen sich auf stereotypische Weise primare Aste ab. Die inneren
primaren Aste sind kurz und verlaufen dorsal, wohingegen die auBeren priméaren Aste einen
durchgéangigen Langssnm an den Seiten der Larve ausbilden. Aus den primaren Asten gehen,
ebenfalls stereotypisch, sekundare Aste hervam Ende der sekundaren Aste sind terminale Zellen

zu finden, die mehrere dendritische Auslaufer ausbilden. Diese werden auch als teristale
bezeichnet §. Abb.1.7 - A). Die Anzahl der blind endenden Auslaufer sind im Gegensatz zu der der
primaren und sekundaren Aste variabel und werdanter anderem durch den vorhandenen
Sauerstoffgehalt  determiniert.  Die  Entwicklung der  Auslaufer fihrt zu  einer
OberflachenvergréRerung und hat damit eine effiziente Versorgung des umliegenden Gewebes mit
Sauerstoff zur Folge.(Abb.1.7 - B).Insgesamt bildet das larvale Tracheensystem auf diese Weise ein
Netzwerk von etwa 1000 mikinander verbundenen Réhren at/s”

Unabhéangig vom Verzweigungsgrad besteht jeder Ast anggreeinschichtigen Epithel, welches den
luftfiihrenden Raum umgibt und die Grenze zwischen Umwelt und Organismus bildet. Uber dieses
Epithel gelangt Sauerstoff in die umliegenden Gewebe und Organe. Das Epithel ist lumenseitig
zusatzlich von einer dinnen Kkulaschicht bedeckt. Durch die spiralartig angeordneten
Ausstilpungen der Kutikula, den Tanidien, wird das Kollabieren der Trachealaste verhindert und die
Stabilisierung der trachealen Aste gewahrleistt Abb.1.7- C)®™* Zusétzlich fungiertdie
Kutikulaschicht als eine physikalische Barriere und kalsnwenig permeables Systeso das
Eindringen vonMikroorganismenin das Trachealgewebe verhindeéfSollten Mikroorganismen
diese Barriere Uberwinderkann das Epithel diese mit Hilfe seiner angeborenen Immunantwort
unschéadlich machen. Dazu gehdren Aidivierung des NF :Signalwegimmune deficiencyIMD)

sowie de Initiierung der modulatorisch wirkende und mit Reparaturmechanismen agsierten
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SignékaskadeJanuskinaseignal transducer and activator of transcripti@iak/STAT3owie des auf
oxidativenStress reagierenden SignalveefiNK’

Das Tracheensystem der Larven wird wahrend Metamorphose umstrukturiert, sodass sichsd
Atemwegsnetzwerkim adulten Entwéklungsstadium grundlegend von dem der Laméerscheidet.

Hierbei besitzen diadulten Taufliegen, diémagines neun paarweise an den gegeniberliegenden
Seiten zu findendeverschlieRbaréracheendffnungen, di€pirakelam Thorax und Abdomen, Uber

die die Umgebungsluft in den Kérper gelanguch die Imagines kdnnetie Verteilung der Luft in

den Atemwegeniuber Muskelkontraktionenunterstiitzen Beider adulten Drosophilabilden die
Tracheen ein sich im gesamten Korper befindliches, weit verzweigtes, tubuléares Netzwerk aus feinen
Asten aus. Weiterhin sind sowohl im Kopf als auch im Abdomen Luftsdcke angesiedelt, die als

dilatierte Tracheen, denen es an taenidialen Strukturehitf fir den Gasaustausch zustandig sind.

Wie das der Larveist auch das Tracheensystem der aduli@rsophilaein einschichtiges Epithel mit
A0

immunkompetenta Eigenschafte

posteriore

anteriore terminale  sekundare rimare .
P Dorsat Spirakel

Spirakel  Aste Aste Aste  stamm

Abb. 1.7: Das Tracheensystem ddbrosophilaL3Larve. A: Schematischer Aufbau des larvalen Tracheensystems aus
dorsaler (oben) und lateraler Sicht (unten). Uber anterior und posterior gelegene Spirakel kann die Umgebungsluft in den
Organismus gelangen undird gréRtenteils Uber Diffusion durch das weit verzweigte Netzwerk in den ganzen Korper
geleitet (modifiziert nachcHABRIAlEt aI.SS). B: Terminale Zellen bilden stark verzweigte Auslawfedurch inblge der
OberflachenvergréRerung eine optimale Versorgung mit Sauerstoff gewabtleigtd (modifiziert nachcHABRIAEL aI.BB).

C: Das Tracheenepithel ist luminal mit einer kutikuldren Schicht Uberzogen, welche eine zirkulare Faltenstruktur, die

Tanidien, ausbildet. Dadurch wird der Tracheedis stabilisiert (modifiziert nacharrISoN).
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Es vermag zunachst etwas kurios erscheinen, eirafliege bei der Untersuchung von
Atemwegserkrankungen wiéAsthmabronchiale und COPD einzusetzemrosophila zeigt keine
phéanotypischen Symptome wie sie beim Menschen zu finden sind: Sie hustet und keuchinaicht
auch sonst sindweitere Unterschiede auf der plsyologischen Ebene zu finden. So findet
beispielsweise keimukozilidrerTransport statt, Sauerstoff wird durch die fehlende aktive Atmung
vorwiegend passiv im Atemwegstrakt verteilt und diadliege besitzt kein klassisches adaptives
Immunsystem, dem bigor Kurzem eine zentrale Rolbei der Pathogenese chronis@ntzindlicher
Erkrankungen zugeschrieben wurfe.

Neuere Studien zeigen jedoch, dasshdie angeborendmmunantworteine wichtige Rolldei der
Pathogenese von chnischen Atemwegserkrankungepielt® °>°® Daherwird Drosophilaseit tiber
einem Jahrzehnals ein etabliertes Modellsystemrerwendet um Dysfunktionen der angeborenen
Immunantwort und epitheliale Veranderungeser Atemwegezu untersucher® ® # Drosophila
bietet die einmalige Moglichkeit Fragestellungen beziglich der angeben Immunantwort
unabhangig von der adaptiven Immunantwantvivo zu untersuchenBei Vertebraten ist aufgund

der Kopplung diegsebeiden Systeme eingeparate Untersuchungicht méglich.Auch besitzt @
Taufiege ein immunogenes, einschichtiges Atemseggithel®® ** Dahingegen ist das humane
Atemwegsepithel weitaus komplexer und besteht als pseudostratifizierte Epithel aus Basalzellen,
Becherzellen, Zilietragenden Flimmerzellen und Clazzllen. Weiterhin sind viele Gene und
Mechanisma, die die Atemwegsentwicklunbetreffen, stark konserviertwie beispielsweise der
kanonische WnSignalwegund der mit der Immunantwort assoziiertbBl~®B-SignalwegAuf diese
Weise sind Funktionen von Biomolekilen uB@jnalkaskademei der Tauliege mit denen bei
Saugernwie Maus und Mensch miteinander vergleichbar. Dies ist ein groRer Vorteil gegenlber
Zellkulturen, die zwar ein groReres Spektrum an Zelltypen und je nach Kulturursprung gleiche oder
ahnliche Gene und Proteingie der Menschvorweisen jedoch nicht immunreaktiv sind®®® Durch
das Vorliegen nur eines Zelltyps in den Atemwegen Boosophilasowie durch die geringere
genetische Redundanz in diesem Organisisudie Komplexitat deutlich verringert. Es kdnnen auf
diese Weise eher Aussagen uber die Fiomkeines bestimmten Gens oder Proteins Organismus
der Taufliegegetroffen werden welcheauf diese Weis&lckschlisse auf die jeweilige Funktion in
einem komplexeren Systemlassen Unter anderem erlaubtlie Taufliege als Modellorganismde
nahere Wtersuchungmolekularer Aspekte deairway remodellingzu. Aber auch phanotypisch lasst
sich dasairwayremodellinggut bei Drosophilanachstellen: Inflge einer Infektion mit dem Gram
negativen BakteriunfPectobacteriuntarotovoum Ecclskommt zu Aktivierung des IMEsignalwegs

(homolog zu humanerNF"). Dies wiederum fihrt zu einer verstarkten Proliferation der Zellen im
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Atemwegstrakt, welches sich wiedeam in einer Epitheldickenverdickung &uRé&tt. Diese
morphologische Transformation fithrzu einer Verengng der Atemwege und konntelie
Sauerstoffversorgung in den Tieren vermind&tie Vedickungdes Atemwegepithelkdnnte auch

eine Metaplasievorstufe wierspiegeln¢ eine Situaion, die auchin den Atemwegen von an
Asthmabronchiale Erkrankten beschrieben wiftt * Dies unterstreicht weiter die Eignung von
Drosophilaals geeignete vivo-Modellsystem, um epitheliale Signalwege und Suszeptibilitadtsgene
Zu unersuchen, von denen vermutatird, eine Rolle bei chronisamtziindlichenErkrankungen der
Atemwege wieAsthma bronchialeder COPD zu spielen.

Trotz der Eignung voBrosophilaals Modellsystem zur Untersuchung von Atemwegserkrankungen
stellt sich die Frage, ob die Taufliemech durch exogene Einflisse wie Zigarettenraetobnfallsals

in vivo-System fur die Untersuchung vésthma bronchialend COPD verwendet werden kann.

1.7 A St asSiil dzy 3

Der Konsum von Zigaretten ist einer dem besten belegten Risikofaktoren fir die Entstehung
chronischentziindlicher Atemwegserkrankungerwie Asthmabronchiale oder COPD. Findet der
Kontakt mit Zigarettenrauch wiederholt Gber einen langeren rdein statt, kann dies zu einer
Verghlechterung des Krankheitsbéldiihren.Jedoch sind nicht nur die Tabakkonsumenten selbst
betroffen, auch die Nachkommen haben ein erhohtes Risiko an einer chronischen
Atemwegsentziindung zu erkranken, insbesondere, wenn die Eltern wékténdrablerZeitfester

ihrer eigenen Entwicklung Zigarettrauch exponiert waren. Dies suggeriert bei den komplexen
Erkrankungen nicht nur genetische und durch die Umwelt bedingte Ausléser, sondern auch eine
erhdhte Suszeptibilitat vermittelt durch epigenetische Mechanismen.

Zur Untersuchungyrundlegender mediznischer Fragestellungen, wie die nach der Aufklarung von
Mechanismen der Entstehung chronisehtzindlicher Atemwegserkrankungemverden haufig
Modellorganismen herangezogen Besonders die Rolle der Atemwegsepithelzellen und ihrer
angeborenen Immunantworstellen zwei wesentliche Komponenten der Pathogenese sowohl von
Asthmabronchialeals auch detCOPD dar. Eine im Saugetier vorliegende funktiorieidundanz
maoglicherweise an der @hogenese beteiligter Gene undie unumgéangliche Verknipfung der
angebor@en mit der adaptiven Immunantworterschweren eindeutige 8tussfolgerungen. Ein
Modellorganimus welcher sich durch das Fehlen einer klassischen adaptiven Immunantwort und
durch ein simpel aufgebautes Atemwegsepithel auszeichnet und bereits seit vidiezn Jzur
Untersuchungvon Fragestellungen chronisemtziindlicherAtemwegserkrankungebeitragt, ist die

Taufliege Drosophilamelanogaster Das Ubergeordnete @i dieser Arbeit istdie Etablierung der
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Taufliege alsn vivo-Modell fir die Untersuchung deroRe von Zigarettenrauch bei der Entstehung

chronischentziindlicher AtemwegserkrankungenDabei untergliedert sich die Arbeit imrei

Schwerpunkte mit folgenden Fragestellungen:

1.) Ist die Taufliege Drosophila melanogasterinsbesondere wahrend ihrer larvaén

2)

3)

Entwicklungsphase in der Lage Zigarettenrauch in ihre Atemwege aufzunehmen und folglich
als Modell fur die Untersuchung der Einwirkung von Tabakrauch auf das Atemwegsepithel

einsetzbar?

Welche unmittelbaren Aswirkungen hat eine einmalige Zigarettanchexposition wahrend
vulnerablerEntwicklungsphasen im juvenilen Alter, also wahrend des Larvenstadiums, und
welche Auswirkungen hat eine solche Zigaret@mchexpositiorauf die adulte Taufliege?
Welche Auwirkungen hat eine wiederholte Zigarettemuchexmsition sowohl wahrend
vulnerabler Entwicklungsphasen im juvenilen Alter, also wahrend des Larvenstadiums, als
auch erneut im Erwachsenenalter und wie unterscheiden sich die Auswirkungen zur

einmaligen Exposition?

Welche Relevanz haben die SignalkaskaderMenschen bei der Entwicklung chronisch
entzindlicher Atemwegserkrankungefi?erden im Atemwesepithel der Larven Gene und
Sgnalkaskaden durch Zigarettenauch moduliert, die auch bei der Entwicklung
morphadogisch aberranter Atemwege bder Taufliegesind? Kann daher die Taufliege als
Modellorganismus fir die Untersuchung der Auswirkungen von Zigarettenrauch auf die
Entstehung und Entwicklung chronisehtziindlicher Atemwegserkrankungen in Zukunft
dienen? Gibt es Hinweise, da& auch spatere Generationevon der Exposition mit

Zigarettenrauch beeinflusst werden kdéem?
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In  diesem Kapitel werden die bendtigten Materialien, die Fliegenhaltung, die
Rauclexpositionsnaschine sowie die Vorbereitung, Duofghrung und Nachbereitung von
Zigarettenauchexpaitionsversuchen, die molekulziblogischen und alle weitererangewendeten
Methoden néher beschrieben. Samtliche Chemikalien und Medien sowie weitere Materialien wurden
vor Gebrauch auf Raumtemperatur (RT) gebracht, soweit nicht aruesshrieben. Larven und
adulte Fliegen wurden bei einer Temperatur von°25und einer Luftfeuchtigkeit von 665 %
gehalten, sofern nicht anders vermerkt. Die statistische Auswertung &fatg Falle der im
Kapitel2.11.4.1 beschriebenen Larvenviabilitit mit den frei zugénglichen Program®€hund
RStudid®. Alle anderen Assays wurden mit Hilfe der kommerziellen Software GraphRaub

ausgewertet. Es wurde jewsieinSignifikanzniveali < 0,05 verwendet.
21 al GSNRAFfASY
2.1.1 Antikdrper und Fabstoffe

Tab.2.1: Verwendete Antikdrper und Farbstoffe.

Antikorper oder Farbstoff Hersteller

Developmental Studies Hybridoma Bank, lov
City, IA, USA

ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

h_-Coracle

AlexaFluo®488 goat antimouse IgG

DAPI5 A K& RNE O faritideR 0o

IGMAALDRICH CHEMIE GmbH, Steinhei
phenylindotDihydrochlorid) sIG Gale GmbH, Steinhei
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2.1.2 Chemikalien

Tab.2.2: VerwendeteChemikalien.

Substanz

Hersteller

AgarAgar, Kobe |
Bierhefe

Dichlorvos
(2,2-Dichlorvinyldimethydhosphat)

Dinatriumhydrogenphosphadihydrat
(NaHPQ - 2 HO)
dNTPSet
(je Nukleotid 10 nm)

DTT (1,4Dithiothreitol)
(200 mv)

Ethanol(EtOH), reinst
5x First Strand Buffer

D-(+)Glukose99,5 %,
CELLPURRasserfrei

Grapefruit Direktsaft (pink Grapefruit)
Halokarbondl ilalocarbon oil 700
Kohlenstoffdioxid (C£
LightCycle®480 SYBR Green | Master
Maismehl
Methylparaben (Methy4-hydroxybenzoat)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaPIQ)
Natriumhydroxid (NaOH)
NGSrformal goat serum
(-)-Nikotin

OligodT 12- 18 Primer

Paraformaldehyd (PFA), reinst

10x Phosphagepufferte Salzlésung (PBS)

(CELLPURESsteril)

Propionséaure

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

AntiForte®Bierhefe Pulver, Gorges
Naturprodukte GmbH, Brigge

SIGMAALDRICH CHEMIE GmbH, Steinhei

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Penny Paradiso, riha WeserGold, Rinteln
SIGMAALDRICH CHEMIE GmbH, Steinhei
Westfalen AG, Munster
F. HoffmanA_aRoche AG, Basel, CH
HuberMihle GmbH, Hohberg
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
SIGMAALDRICH CHEMIE GmbH, Steinhei
Carl Roth GmbH + Co. K@ylsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
SIGMAALDRICH CHEMIE GmbH, Steinhei
SIGMAALDRICH CHEMIE GmbH, Steinhei

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Merck KGaA, Darmstadt
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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Substanz Hersteller
Thermo Fishe&cientific Inc.
RTFPCRPrimer ’
a CRPrime Waltham, MA, USA
RNaseOUt Thermo Fisher Scientific Inc.,
(40 U/uL) Waltham, MA, USA

Rubenmelasse

Salzsauré¢HCl)
(2w)

Stickstoff (M)

SuperScriglll Reverse Transkriptase

(200 U/p)

TRIS (Tris(hydroxymethyininomethan)

(Trizma®Base)
Triton®X-100

Trockenbackhefe

Tweer®20

Zuckerrohrmelasse

Kdnigshofer Fudrmittel natdrlich,
Assmannmuhlen GmbH, Ebergassing

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Westfalen AG, Munster

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

SIGMAALDRICH CHEMIE GmbH, Steinhei

SIGMAALDRICH CHEMIE GmbH, Steinhei

Backfee, Netto Markeiiscount
AG & Co. KG, Maxhitteaidhof

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Emiko Handelsgesellschaft GmbH, Meckenh

2.1.3 Kits

Tab.2.3: Wéhrend der Arbeit genutzte Kits.

Kit

Hersteller

Agilent RNA 6000 Pico Kit
CotininELISA (fir Humanproben)
Nucleo Spi®RNA Kit

Piercet BCA Protein Assay Kit

TURBO DN#AYeen Kit

Agilent Technologies Inc., Waldbronn
Calbiotech Inc., Spring Valley, CA, USA
MACHERENAGEL GmbH & Co. KG, Durer

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA
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2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tab.2.4: Benétigte Verbrauchsmaterialien.

Herstellerbezeichnung/

. Hersteller
weitere Produktangaben

Verbrauchsmaterial

6 well cell culture platéissue

: SIGMAALDRICH CHEMIE
culture treated, nonpyrogenic

6 well-Mikrotiterplatte,

transparent GmbH, Steinheim
polysterene
96 well-Mikrotiterplatte, 96 well cell culture plate SIGMAALDRICH CHEMIE
transparer (BCA) nonpyrogenic, round bottom GmbH, Steinheim
96 well-Mikrotiterplatte LightCycle® 480 Multiwell F. HoffmanA_a Roche AG,
(QRFPCR) Plate 96 Basel, CH
) B. Braun Melsungen AG,
Aqua braun Aqua B. Braun Ecotair@r g
Melsungen
Deckaldschen Deckglaschen 24 x 60 mm, R.Langenbrinck GmbH,
9 Dicke 0,13, 0,16 Emmendingen
_ 175 m| PS, transparent, Greiner BieOne,
DrosophilaKulturgefar? (grof3) P R
@ 45 X 96 mm Kremsmiunster, A

PS, ®m, @ 29 x 95 mm,

DrosophilaKulturgefafs (klein) Flachbodenhochtransparent

nerbe plus GmbH, Winsen

. ) 68 m, PS, @ 36 x 82 mm, Greiner BieOne,
DrosophilaKulturgefa3 (mittel) X ! i !
transparent Kremsmunster, A
Filterkatuschen Sartopore®2 150 Capsule Sartorius Stedim Biotech
(Millipore-Anlage) 0,2 um GmbH,Gottingen

. . Kimble® Einmal Pellet Kolber ScherfPrazision Europa Gmbt
Homogenisatorspitzen

15m Meiningen
ibidi mounting medium IMM ibidi mounting medium ibidi GmbH, Martinsried
Adhas. PCR Folie. stark SARSTEDT AG & Co. KG,
Klebefolie (BCA) as one, star
klebend, RNAsfDNAsefrei Nimbrecht
: Adhas. PCR Folie, stark F. HoffmanrLa Roche AG,
Klebefolie (QRPCR) klebend, RNAs(DNAsefrei Basel, CH

R. Langenbrinck GmbH,
Emmendingen

SARSTEDT AG & Co. KG,
NUmbrecht

Objekttrager Super FrogdPlus Objekttrager

Petrischalen (groR3) @ 92 x 16 mm, ohne Nocken
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Herstellerbezeichnung/
weitere Produktangaben

Verbrauchsmaterial

Hersteller

PS, @ 35 x 10 mm, mit Nocke
steril

@ 55 x 14,2 mm, ohne Nockel
transparent, steril

Petrischalen (klein)

Petrischalen (mittel)

. . Cornin@®Costa®Stripette®
Pipetten (serologisch) 5/10/25 m|

Pipettenspitzen ohne Filter

(0,1- 20 plbzw. 10- 100 pl PP

bzw. 20- 200 pl
bzw. 100- 1 000ul)

Pipettenspitzen ohne Filter
(30-300 W)
Pipettenspitzen mit Filter
(0,1- 20 plbzw. 10- 100 pl
bzw. 20- 200 p)

Pipettenspitzen mit Filte
(100-1 250 )

epT.l.P.S. Standard
30-300 pl

Biospher®Filter Tips

pipette tips premium surface

Hirschmann® pipet®s
Pipettierhilfe

accujet®
Reakti 3
jonsgefald PP
0,5/1,5/2 mi
Reaktionsgefa
gefar PP
15/50 ml
Reaktionsgefaf SafelockCap Reaktionsgefafi.
RNAse/DNAs#&ei, 0,5/1,5 ml PP
: Reagenzreservoir,
Reservoir
PS, 50 ml
Mikrorohre PCHPT, 2 mIDNA
h kelréhrch
Schraubdeckelréhrchen IRNAse/DNAsefrei
Spulreiniger NUKRSplreiniger
Steritop®Receiver Flask, 45
Sterilfilter mm neck size, Millipore Expre:
®PLUS, 0,22 um, PES, 250 r
, University of Kentuck
Zigaretten v y

Reference Cigarette 3R4F

Greiner BieOne,
Kremsmunster, A

nerbe plus GmbH, Winsen

SIGMAALDRICH CHEMIE
GmbH, Steinheim

SARSTEDT AG & Co. KG,
Numbrecht

Eppendorf AG, Hamburg

SARSTEDT AG & Co. KG,
Numbrecht

nerbe plus GmbH, Winsen

Hirschmann Laborgerate Gmb

& Co. KG, Eberstadt

VWR International GmbH,

Darmstadt

SARSTEDT AG & Co. KG,
Numbrecht

SARSTEDT AG & Co. KG,
Numbrecht

nerbe plus GmbH, Winsen

VWR International GmbH,

Darmstadt

SARSTEDT AG & Co. KG,
Nimbrecht

MAPA GmbH, Zeven

Merck KGaA, Darmstadt

Kentucky Tobacco Research

Development Center,
Lexington, KY, USA
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2.1.5 WiederverwendbareMaterialien

Tab.2.5: Wiederverwendbare Materialien, die im Zuge der Arbeit Anwendung fanden.

Bezeichnung Anmerkung Hersteller

Gunther Tietsch
Kisker Biotech GmbH &o. KG

Gunther Tietsch

Fliegenpistole

FlyP
yPad Kisker Biotech GmbH & Co. K
Mikropinzetten DumontPinzette Jurgen Schmidl bioform,
P BiologieNo.5 Nurnberg
Milbenstopfen
klein (@ 29mm) . .

Mil fen MiPf KTKe. K., R
bzw.mittel (@ 36 mm) ilbenstopfen Mi e. K., Retzstadt
bzw.grol3 (3 45 mm)

Multikanalpipett
. 3' 0?238'5? € Researc®plus Eppendorf AG, Hamburg
Multikanalpipette Brand GmbH & Co. KG,
T f -
20-200 pl ransferpette® -8 Wertheim
Pipette Researc® Eppendorf AG, Hambur
20- 200 pl(fiir Eiablage) PP ! g
Pipett
'petten Researc®plus Eppendorf AG, Hamburg

(alle weiteren Anwendungen)

Edelstahlgewebe
V4A, 1.4401 Pappert Direkt Vertrieb,
Maschenweite 250 pm, Steinau
Drahtstarke 100 pm

Stahlnetz

Eiablagekafige und Rauchkafige wurden nach Verwendung mindestémsn2d/asser(H,O) mit
geruchsfreiem Spulmittel eingelegRauchkéfige wurden nach zehn Zigaretserwhexpositionen
ausgetauscht. Milbenstopfen wurden von Fliegenexkrementbafreit und nach Tab.2.6

autoklaviert.Die Mikropinzetten wurden mit 70 % Ethanol (EtOH) desinfiziert.

Tab.2.6: Programm zum Autoklavieren von Milbenstopfen.

Sterilisationstemperatur Sterilisationsdauer Endtemperatur
121 °C 20 min 120 °C
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2.1.6 Gerate

Tab.2.7: Wahrend der Arbeit genutzte Gerate.

Gerat

Geratebezeichnung

Hersteller

Autoklav
(Fliegenstandardmediu

Autoklav Grapefruit und
GlucoseAgarMedium)

Bioanalyzer

Brutschrank

Fluoreszenzmikroskop

Fluoreszenzmikroskop
GFPFilter

Fluoreszenzmikroskop
Kamera

Fluoreszenzmikroskop
Objektiv

Fluoreszenzmikroskop
U\LFilter

Homogenisator

Millipore-Anlage

Mikrotiterplattenlesegerat

Nanophotometer
(RNASequezierungrroben)

Nanophotometer
(verbleibende Proben)

Partikelkonzentrations
messgerat

Systec DA50

Labstm 2150

Agilent 2100 Bioanalyzer

Lovibond

Thermostatschrank ET 649
(240L)

Olympus SZX16

SZXFGFA

DP72

SDF Plapo 1XPF
SDF Plapo 2XPFC

SZXFUV

Kimblet Kontest Pellet
Pestler and Cordless Motor

arium®pro VF

Tecan Sunrise

P330

DeNovi®DS11+

MicroDust Pra

Schlumbohm Medizhhabor
Technologie GmbH, Hambur¢

Systec GmbH,
BergheimGlesse

Agilent Technologies Inc.,
Waldbronn

Tintometer GmbH, Dortmund

Olympus Corporation, Tokyo,

Olympus Corporation, Tokyo,

Olympus Corporation, Tokyo,

Olympus Corporation, Tokyo,

Olympus Corporation, Tokyo,
SIGMAALDRICH CHEMIE
GmbH, Steinheim

Sartorius Stedim Biotech
GmbH Gaéttingen

Tecan Trading AG, Mannedor
CH

Implen GmbH, Minchen

DeNovix Inc., Wilmington, DE
USA

Casella, Buffalo, NY, USA
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Gerat Geratebezeichnung Hersteller
Rauchmaschine Scire@®InExpose SCIREQ Inc., Montreal, CA, U
. : F. HoffmanA_a Roche AG,
reaktime PCR Instrument LightCycler 480 Il .
Mannheim
Thermoblock
. Biometra TS1 ThermoShake! Analytik Jena, Jena
(0,5 mIReaktionsgefar) y
Thermoblock
) . Thermomixer compact Eppendorf AG, Hambur
(1,5 mIReaktionsgefar) P PP g
Thermocycler Mastercycler gradient Eppendorf AG, Hamburg
TissueLyzer TissueLyzer LT Qiagen N. V., Venlo, NL
Ed d Buhler GmbH
Schiittler KM-2 mtind BUnier Bmbr,
Bodelshausen
Sterilwerkbank _
(Fliegenstandardmediu)'n HA 2448 GS Haraeus HoIdlng GmbH, Hanz
SterilwerkbanKGlucoseund ScanLaf Mars Safety Class - Ll Crslit ol ©8: 1K)
GrapefruitAgarMedium) canLaf Mars Safety Class . Brigachtal
: : Leica Mikrosysteme Vertrieb
Stereomikroskop Leica M80 I ! y I

Ultraschallbad

UV-Lampe

Waage

Zentrifuge
(Reaktionsgefald
Zentrifuge

(96-well-Mikrotiterplatte,
gRFPCR

GmbH, Wetzlar

Branson Ultrasonics, Dansbur
CT, USA

EXFO Photonic Solutions Inc
Mississauga, CA

Bransonic 12

X-Cite® Series 120

Typ 1507, B, MR8 Sartorius Lab Instruments
BR61 GmbH & CoKG, Gottingen
Centrifuge 5415R Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus InstrumentMegafuge

10R Heraeus Holding GmbH, Hanz
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2.1.7 Verwendete Programme

Tab.2.8: Genutzte Software.

Programm Version Hersteller oder Referenz
Agilent Bioanalyzer 2100 Expert 2.6 Agilent Technologies, Inc., Waldbror
DAVID 6.8 102103
flexiware 6.1 SCIREQ IndMontreal, CA, USA

GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA, USA

Image J 1.52a 104
LightCycle®180 Software

GraphPad Prism 6 6.01

release 1.5.0 SP3 1.5.0.39 F. HoffmanA_a Roche AG, Mannheir
Magellamm 7.0 Tecan Trading AG, Mannedorf, C
MS PowerPoint 2016 Microsoft, Redmond, WA, USA
MS Word 2016 Microsoft, Redmond, WA, USA
Olympus cellSens Standard 1.16 Olympus Corporation, Tokyo, J
R 343 100
R Studio 1.1.383 101

22 tdZFFSNE [ &dzy3Sy dzyR 6SAGSNB ! Nb SA

Samtliche in diesenKKapitel erwdhnten Puffer, Losungen und Arbeitsreagenzien wurden mit Aqua

braun angesetzt und bei 4 °C gelagert.

0,1™m Natriumphosphat (pH = 7,2)

180 ml0,2m NgHPQ - 2 KO (sterilfiltriert)
70 ml0,2M NaHPQ, (sterilfiltriert)

250 mIH,O

Der pHWert wurde durchZusammengebener angegebenen Voluminder 0,2M NaHPQ - 2 H,O-
und der 0,21 NaHPQ-L6sung erhalterDer Puffer wode im Anschluss sterilfiltriert.
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20 % PFA (pH = 7,0)
200 mg PFA/nH,0
NaOH (maximal 1 npkro 100 mL KD)

Zur Lésung von PFA wde 1 ml NaOH pro 100l angesetzten Puffer zugefiigt. Die Losung nda

unter Ruhren auf 60 °C erhitttis eine klare Losung entstanden ist.

Antikorperldsung

0,1 M Natriumphosphat (pH = 7,2)

0,3 % (v/v) Triton-400

5 % NGS, Hitzeaktiviert (30 min, 56 °C)

Blockierungspuffer
3 % BSA in Waschpuffer

DAPIDihydrochloridStammldsung
2,5 mg/mllx PBS

ELISAHomogenisierungspuffer (pH = 7,&)achGREEet al1%)
20 mv TRIS

500 mv NaCl

0,05 % (v/v) Tween 20

0,2 % (v/v) Triton-400

Der pHWert wurde mit NaOH und HCI eingestellt und mitteles in Tab.2.9 angegebenen

Programms autoklaviert.

Hefepaste

1,5 g Tockenbackhefe wurden mit 3,0 rAlqua braun zu einer homogenen Paste verrihrt.
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Waschpuffer
0,1m Natriumphosphat (pH = 7,2)
0,3 % (v/v) Triton A00

Tab.2.9: Sterilisationsprogramm.

Sterilisations

Sterilisationsdauer Druck Endtemperatur
temperatur

121 °C 15 min 2 bar HB80 °C

23 Ct AS3ISYKI f (idzy3

2.3.1 Fliegenmedien

2.3.1.1Fliegenstandardmedium

Fur die Herstellung des Fliegenstandardmediums wurderg 45uckerrohrmelasse und54
Zuckerribenmelassin 300ml Leitungswasser mit einer Temperatur von etwa°80geldst und zu
weiteren 1200ml Leitungswasser mit derselben Temperatur zugegeben. Diese Losung wurde unter
Ruhren auf 40 °C erwéarmt. Bei Erreichen der Temperatur wurde ein Gemenge besteherttigaus 3
D-(+)}Glukose, 16,9 Agar, 93,79 Maismehl und 93,7§ Bierhefe unter Rihren langsam, unter
Vermeidung von Aggregation, hinzugegeben. Die Suspension wurde fiim3@ei 40 °C weiter

geruhrt. Anschlielend wurddiesenach dem inrab.2.10 angegebenen Programm autoklaviert.

Tab.2.10: Programm zum Autoklavieren von Fliegenstandardmedium.

Sterilisations

Sterilisationsdauer Druck Endtemperatur
temperatur

105 °C 10 min 2 bar K90 °C
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Nach dem Autoklaviervorgang wurde die Suspension unter Rihren aub56@ abgekdhlt.
AnschlieRend wurden 4@l sterilfiltriertes Methyparaben (10%ig, in 706 EtOH) und 15ml
Propionséure (106ig, in Aquéraun) als Konservierungsmittel hinzugefiigt und das Medium konnte
unter sterilen Bedingungen in die vorgesehenen Kulturréhrchen oder Petrischalen geg@ssen.
Nachdem das Mediunabgekuhlt war und sich verfestigt hatte, wurden die Roéhrchen bzw. die
Petrischalen miMilbenstopfen verschlossen bzwmit dem korrespondierenden Deckel versehen. Bis
zum Verdampfen des Kondensationswassers wurden die Rohrchen bei RT gelagert. Die Lagyerung bi

zum Gebrauch erfolgte bei°€.

2.3.1.2Nikotin-Medium

Zur Herstellung von NikotiMedium wurde bereits autoklaviertes, noch flissiges und mit
Konservierungsmittel versetztes Fliegenstandardmedium (Herstellurigpitel 2.3.1.0) in kleine
Petrischalen transferiert. Es wurde die entsprechende Mergiikotin hinzugegeben und verrihrt,
sodass Konzentrationen von 5/20/5@ erhalten wurden (fin@ds Mediumwelumen: 4,0ml). Nach
Aushartung des Mediums wurde dieses dunkel béiC4gelagert und innerhalb einer Woche

verwendet.

2.3.1.3GrapefruitAgarMedium

Zur Herstellung von GrapefredtgarMedium wurde 159 Agar in 350nl Leitungswasser gegeben und
fur etwa 5min bei RT gerthrt. Die Suspension wurde anschlieRetet Verwendung dei Tab.2.9
beschriebenen Programsmutoklaviert.

Der autoklavierten, etwas abgekuhlte Losung wurde 5 mL Methylparaben (106ig, in 7046 EOH)
und 150ml Grapefruitsaft hinzugefugt. Die Losung wurde unter einer Sterilwerkbangrafie
Petrischalen Uberfihrt. Nach Ausharturdes Mediumswurden die Schalen mittel Parafilm

versiegelt und bigum Gebrauch bei AC gelagert.

2.3.1.4GlucoseAgarMedium

Zu Herstellung des GlucosggarMediums wurde 5 D-(+)Glukose und 3 Agar in 94nl
Leitungswasser gegeben und fur etwanb bei RT gerihrt. Die Suspension wurde anschlieRend
unter Verwendung den Tab.2.9 beschriebenerProgramns autoklaviert. Nach kaem Abkihlen
wurde die Losung unter einer Sterilwerkbank in gro3e Petrischalen gegd$aeim.Aushartung des

Mediums wurden di&schalen mittels Parafilm versiegelt und bis zum Gebrauch fieigélagert.
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2.3.2 Fliegenstockhaltung

Die Haltung von Fliegenstocks erfolgte bei°€lund einem 1B/12 h TagNachtRhythmus auf
Fliegenstandardmedium. Die Fliegen wurden entweder in kleinen oder in gr@Besophila
KulturgefaBRen mit maximal 30 bzw. ®ren pro Rohrchen gehalten. Eine Utaseg erfolgte

wochentlich unterkurze Sedierungnmittels Kohlenstoffdioxid (CHnach dem inAbb.2.1 gezeigten

Schema. DabaiurdeSA Yy y SdzSa WdcheN@K S aoaNAG CftAS3ISY | dzda R
Ffda +Fy3sSaSidl o Ct ABa® y s dzNES yR S SIS SENEDRYS A W 5ol

I tdad @dNRS OSNB2NFSY 2RSNJ RASY(dISsS o0SAaLIASEt asgSAa
wSaSNWBS FTNNJ RFa wl KNOKSY ao ¢ |fdhdao

3w alt 4 w alt

O w alt 1w alt

Imagnes wird ver
r;ilsl E%%?(S:EZ; adulte Hiegen werden fir worfen bzw.
aovlh f ¢ werden Roéhrchero n wSasSNDs
verworfen wlk £ ia g It

Abb.2.1: Umsetzungsschema fir die Stammerhaltung vidrosophila Eine Umsetzung voBrosophilaStammen erfolgte

wdchentlich.

3.3.3 Taufiegenstamme

Tab.2.11: Verwendete Taufegenstamme.

Stamm

Genot B
bezeichnung enoyp ezug

Thomas Roeder,
CantonS Wildtyp Institut fir Molekulare Physiologie,
Universitat zu Kiel

John Tower

hsp70GFP ytact w* P*°2MI14/TM3, Sb Department of Biological Sciences,
University of Southern California, CA, US




2 Material & Methoden 31

A N

24 wl d8EKLIZ aNlia @iy S

2.4.1 Zigarettenaufbewahrung

Tabakreferenzzigaretten 3R4%urden verschweildt bei 4C aufbewahrt. Vor Verwendung wurden
diese mindestens 2B zuvor auf RT aquilibriert und bei etwa %0 relativer Luftfeuchtigkeit
prakonditioniert (ISO 3402:1999).

2.4.2 Nutzung der Rauchexpositionsmaschine

Fir die Zigarettermuchexposibn wurde dadnExpose-Rauchmaschinensystem der Firma SCEREQ
verwendet. Dieses besteht aus einem Rauchroboter, der den Raucher imitiert, mit integriertem
Zigarettenkarussell, welches eine Aufnahmekapazitdt von maxim@ligadetten hat. AuRerdem
gehdrendrei Pumpen, eine runde Rauchexpositionskammer und eine runde Luftkammer, je mit
einem Kammervolumen von 10zum Aufbaug. Abb.2.2). Pro Zigarette wrden neun Ziige getétigt,
wobei jeder einem Standardug nacHSOGNorm 3308 entspch (35 ml Rauch/min ber eine Dauer

von 2s). Es koénnen verschiedene Konzentrationen am System eingestellt werden, wobei
zweiZlge/min einem Verbrauch vorwolf Zigaretten/56min entsprechen (simultanes Abrauchen
von zwei Zigaretten). Drei Ziige/min entspricht einem Verbrauchow 18Zigaretten/56min
(simultanes Abrauchen vodrei Zigaretten). VierZige/56min (simultanes Abrauchen vowier
Zigaretten) stellen einen Verbrauch von Zigaretten/56min dar.

Pumpel saugt mit 1,%min Zigarettenhauptstromrauch arDer Rauch wird it Umgebungsluft
homogenisiert und in die korrespondierende Kammer gepumpt. In die Luftkammer wird
ausschlie3lich Umgebungsluft mit der gleichen Flussrate durch P8nt@nsportiert. Pumpe

befordert Luft bzw. Rauch mitlZnin wieder aus den Kammern lans.

Abb.2.2: InExposeRauchmaschine der Firma SCIREQ@ks befindet sich das Zigarettenkarussell, rechts eine
Expositionskammer. Erhoht in der Mitte ist @iaseonly-tower zu finden, der bei Versuchen nhitus musculusAnwendung

findet, jedoch im Fall voxersuchen miDrosophiladurch eine weitere Expositionskammer ersetzt witd.
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Die Inbetriebnahme, Kontrolle und Uberwachung samtlicher Vorgange an der Maschine erfolgte
durch die vom Hersteller bereitgestellte Software flexiware. Die Partikelkonzentrationstiberwachung
wurde mittels des Partikelkonzentrationsmessgerates Microlrsit R dzNJO K BoRufnbhkextdi
Parameter wahrendeines Rauchversushmit Wildtyp-Larven sind exemplarisch inTab.2.12

zusammengefasst.

Tab.2.12: Exenplarische Zigarettersmuchparameter flr einen einstindigen Lauf miter Zigen/min.

Luft Zigarettenauch
BiasFlow Volume I(I/min) 0 15
BiasFlow Volume Ou(l/min) 2 2
Zugdauer /' s - 2,5
Konzentration / (Ziige/min) - 4
Gesamtmenge an Zigaretten - 24
Dauer des Laufes / min 60 60
Terse st 65 mérm.liche Larven 65 méirm_liche Larven
65 weibliche Larven 65 weibliche Larven
Microdust Mittelwert / (mg/m3) - 8,05
Microdust Maximalwert / (g/m3) - 9,64
Filtermassevorher / g - 2,88245
Filtermasse nachher / g - 2,98475
Mass Densitflaximalwert / (g/m3) 0,25397
Mass Densitiinimalwert / (g/m3) -0,0086116

Mass Densityarianz / (g/m3) 0,26258
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2.5.1 Synchronisierte Eiablage

Fur eine Eiablage wurden-@d alte Widtyp-Taufliegen (Cantois) bzw. 05d alte hsp7GGFP
Taufliegen aus dem Stock unter £&2dierunghach Geschlechtern selektiert. Pro Geschlecht wurden
50Tiere in ein mittlereProsophilaKulturgefalimit wenig Fliegenstandardmedium bzw. 10@re in

einen grofRen Kulturbehalter mit wenig Fliegenstandardmedijeweilige Fillhohe im Rohrchen:

etwa 1lcm) Uberfihrt. Insgesamt wurden 500eibchen und 5084annchen gesammelt. Fir @
wurden de Taufiegen in diesen Rohrchen bei 20 gehalten. Die 50Baare wurden unter
Betaubung mit CQin einen Eiablagekafig mit Grapefréigar als Nahrmedium transferiedn der

Mitte des Nahrbodens wurde etwas Hefepaste innerhalb eines Durchmessers von emma 2
umfassender GrolRe aufgetragen. Die Timgfen wurden ab diesem Zeitpunkt stets bei einer
Temperatur von 25C gehalten. AndarauffolgendenTag wurde das Medium geg eine neue, mit
Hefepaste(@d 2cm) bestrichene Grapefruifgar-Platte unter Betdubung der Tdigigen mit CQ
ausgetauscht. Am darauffolgenden Tag wurde die vorige Eiablage verworfen und die finale Eiablage
mit 4-10d (CantorS) bzw. 49d (hsp70GFP)lten Imagines durchgefuhrt. Dafir wurde abermals
morgens (zwischen 08:6@9:00h) nach Betdubung defaufiegen mit CQ@ die GrapefruitAgar

Platte gegen eine neue ausgetauscht, die wiederum mit Hefep@t@cm) versehen war. Nach
5min der Akklimatierung wurde der Eiablagekafig horizontal in den Brutschrank gestellt und die
Eiablage erfolgte fur B bei CantorSLarven und 4 je bei hsp70GFPLarven,bei Taufliegen im
Imaginalstadium undbei den fiir die zweifache Zigarettesmchexposition angedachh Larven. Auf

diese Art lie sich das Alter der im Experiment verwendeten Tiere eingrenzen. So konnte
gewahrleistet werden, dass sich die Tiere zum Zeitpunkt der Berauchung nicht in untdiisbbie
Entwicklungssdien befanden. Nach Ablauf der Zeit wardlie Agarfatte entfernt und 2ml
1xPhosphatgepufferte Salzlésungplosphate buffered salind®BS)wurden darauf pipettiert. Die

Eier wurden vorsichtig mit Hilfe eines Wattestabchens von der Oberflache gel6st. Die Eier wurden
zusammen mit PBS in ein autaviertes 2nl Reaktionsgefal3 tberflihrt. Nach Absinken der Eier
konnte der Uberstand abgenommen werden. Died&wgehen wurde so lange mitnl 1xPBS
wiederholt, bis sémtliche Eier in das Reaktionsgefal’ tberfuhrt worden waren. AnschlieRend wurden
die Eierim GefaR so lange mit etwan2l 1xPBS gewaschen, bis der Uberstand klar war (etwa
funfmaliges Waschen). Beim letzten Entfernens d&berstande wurden etwa 25@I PBS
zurlckbehalten. Um eine vergleichbare Anzahl an Eiern in Kkleine Rohrchen mit

Fliegenstandardmedium Uberfiihren zu kénnen, wurde zunéchst ein€2@0ul Pipettenspitze an



2 Material & Methoden 34

der 50ul-Markierung abgeschnitten. Dies verhinderte ein &tepfen der Spitze bei Aufnahme der
Eier. Mitder 20-200pl-Pipette, de auf 20ul eingestellt war, wurde die Spitze tief in das Eipellet
getaucht, der Kolben der Pipette heruntergedriickt und dann schnell losgel#8®m.wrden die
Eier in die Pipettenspitze gesaugt, ohne dass viel Flissigkeit mit in die SpiezeAgdrdiese Weise
befanden sich etw&00- 300Eier in der Pipettenspitze. Dierwurden in ein kleines R6hrchen mit
Fliegenstandardmedium uberfiihrt. a® Vorgehen wurde wiederholt, bisweilen samtliche Eier in
kleine Rohrchen transferiert worden wareBabei wurdermit der Pipetteaufgezogern Eierjeweils

in ein separates Rohrcheerfuhrt.

2.5.2 Geschlechtsselektion vobBrosophilaLarven

4d nach der synchronisierten Eiablage wurden Wildtgoven nach Geschlechtern sortiert. Hierfur
wurden etwa 40Larven mit homogener Gro3e aus den Réhrcheneiniém Spatel entnommen und
vorsichtig auf Zellulosepapierausgestrichen. AnschlieRend wurden Larventnommen und
gewaschen (zweial in 1xPB$ und wurdenin ein Bbckschalchen aus Glas mit 1501xPBS
Uberfiihrt. Dorsal gesehen konnten Mannchen anhamd deutlich sichtbaren, parallel zueinander
angeordneten Gonadenpaares im funften Abdominalsegment identifiziert werden. Weibliche Larven
0SaAGT Sy aSKNJ {ftSAySz {tdzYy aAO0OKGoFNB D2yl RSy
Gonadenbestimmt (s. Abb.2.3). Die geschlechterselektierten Larven wurden je in ein kleines
Rohrchen mit Fliegenstandardmedium tberfihrt. Pro Rohrchen wurden etwadry@n gesammelt.
hsp70GFPLarven wurden etwa 24 nach Exposition nach Geschlechtern selektiert.

Bei Versuchen mit adulten Tdiggen wurde auf eine Geschlechtertrennung im Larvenstadium

verzichtet.

Abb. 2.3: Mannliche und weibliche LarvelWahrend bei Mannchen die Gonadedeutlich im Durchlicht zu erkennen sind

(Pfeil, oben), sind diese bei den Weibchen kaum sichtbar (unten) (modifiziercaactvet al'%%.

dzy
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2.5.3 Préaparation von Larven fir die Zigarettemuchexposition

5d nach der synchrasierten Eiablage wurdebarvenim dritten Larvenstadium (L3hindestens $

vor Expositionbeginn in die Rauchkafige Uberfihrt. Ein Rauchkafig dpelstus einer kleinen
Petrischale, an der ein Kunststoffzylindg@tohe: etwa0,9cm) mit Parafilm befestigt wurde, der
wiederum aus einem mittleren Kulturréhrcherrhalten wurde. Der Zylinér wurde mit einem
Stahlnetz (Madwenweite: 250um) abgeschlossen (s. Abb. 2l#éks). Der Boden der Petrischale
wurde marginal mit etwa Fliegenstandardmedium benetgs. Abb.2.4-rechtg. Dem Medium
wurde 400ul Aquabraun zugeflgt und mit einem Spatel homogenisiert. AnschlielRend wurden
65Larven in die Petrischaleansferiert, welche dann mit demKunststoffzylinderund dem daran
befindlichen Netz erschlossen wrde. Etwa 30 60min vor der Zigaretterauchexposition wurden
den Tierenabermals mit 100-200ul Aguabraun versetz um eine Austrocknung der Larven

wahrend der Exposition zu verhindern. Uberschiissiges Mediurde sofern nétig entfernt.

Abb.2.4: Schematische Darstellung eines Rauchkéfigs fur die Exposition DaosophilaLarven mit Zigarettenrauch
(links) und Ansicht von oben auf einen gedffneten Rauchkdfiechts). Links: In einer kleinen Petrischale, deren Boden
marginal mit Fliegenstandardmedium bedeekar, wurden Larven positioniert. Die Petrischalende mit einem Zylinder
erhalten aus einem mittlerenDrosophilaKulturréhrchen erhoht. Die Konstruktionwurde mittels eines Stahlnetzes
verschlossen. Rechts: Dargestellt ist eirbfeter Rauchkéfig von oben, beiem die verwendete Mediummenge zu

erkennen ist.

2.5.4 Praparation von Imagines fur die Zigaretteanchexposition

Die aus einer synchronisiertekiablage (s. Kapitgl5.1, Eiablagedauer4h) hervorgehenden,
adulten Taufegen wurden am Tag des Schlupfens (Magach Eiablage) jungfraulichgesammelt.

Die Tiere wurden in ein kleines bzw. groRRes Kulturréhrchen mit wenig Fliegenstandardmedium
(Fullhéhe im Rohrchen: etwacin) Uberfiihrt. Das Medium wurde nach 3 d unter maglichst kurzer
CQ-Betdubung der Taliegen gewechselt. 8 nach dem &hlipfen wurden dierhagines mindestens

3 h vor der Zigarettenrauchexposition maxinf@amin mittels CQ@ betdubt und in die Rauchkafige
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Uberfiihrt, wobei in jeden Kéafig Ibaufliegen (bei Probennahme fiir die Untersucyh der
Genexpression) oder 5®5Tiere (bei der Untersuchung der negativen Geotaxis uddr
Uberlebensratg Uberfihrt wurden. Der Aufbau des Rauchkafigs war analog zu dem in dem
Kapitel2.5.3 beschriebenen. Der Kunststoffzylinder war jedoch hoher (etwachp und die
verwendete Mediummenge wurde verandert (halbgefullt mit Fliegenstandardmedium fur die
Untersuchung der Genexpression und délberlebensrate bzw. randhoch gefiillt fur die

Untersuchung der negativen Geotaxis).

2.6 YA 3 NBA2GISSENIZ SNRRASYIKADE Y YizAR v S a

2.6.1 Wildtyp-Larven

Nach Geschlechternetektierte (Kapitel 2.5.2), 5d alte L3Larven, die aus einer synchronisierten
Eiablage stammten, wurden fir eine Dauer vormiii mit einer Konzentration vowier Zligen/min
Zigarettenrauch exponiert (Gesamtmenge agazetten: 24Stiick). Die Kontrolltiere wurden Luft
ausgesetzt. Die Berauchung folgte stets um die Mittagszeit. Die Kéfiganzahl innerhalb einer Kammer

wurde pro Versuchsreihe nach Mdglichkeit konstant gehalten

2.6.2 hsp70GFPLarven

Nicht nach Geschlechteselektierte, 5d alte L3Lanen des transgenen Reporterstarsinsp70GFP
wurden fir 56min mit vier Zigen/min Zigarettenrauch exponiert (Gesamtmenge an Zigaretten:
24 Stick). Die Kontrolltiere wurden Luft ausgesetzt. Die Berauchung erfolgte stets um die
Mittagszeit. Die Kafiganzahl innerhalb einer Kammer wurde pro Versuchsigiheerzu konstant

gehalten.

2.6.3 Imagines

Nach Geschlechternetektierte, 5d alte jungfrauliche, adulte Taliégen wurden 56@nin lang einer
Konzentration vonzwei Zigen/min Zigarettenrauch exponiert (Gesamtmenge an Zigaretten:
zwolf Stlick). Die Kontrolltiere wurden Luft ausgesetzt. Die Berauchung folgte stets um die
Mittagszeit. Die Kafiganzahl innerhalb einer Kammer wurde pro Versuchsreihe mogbossint

gehalen.
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2.6.4 Zweifache Zigaretterauchexposition vorDrosophila

Die Vorbereitung und Exposition v@rosophilaL3Larven des StamsnCantorS wurde analog zu
dem in KapiteR.6.1 erlauterten Verfahren durchgefiihrt. Jedoaturde die Expositionslange auf
112min erhoht (Gesamtmenge an Zigaretten: &8ick) Lebende Larven wurden nach der
Zigarettenauchexposition zweimah 1xPBS gewaschen und in eine Petrischale randvoll gefullt mit
Fliegenstandardmedium uberfiihrt. Auf die Petrischale wurde ein zu beiden Seiten offenes, mittleres
DrosophilaKulturrohrchen mittels Parafilm befestigt umdit einem Milbenstopferverschlosen. Das
Medium wurde nach 2 gewechselt und noch nicht verpuppte Tiere sowie melanisierte Larven
wurden entfernt und von dem jeweiligen Versuchsansatz ausgeschlo$3ien.geschlipften
Taufiegen wurden5-6d nach der Zigarettaauchexposition jungfrawdh abgesammelt und nach
Geschlectdrn selektiert gehalten. Nach Geschlechtern falschtisrte sowie spater geschliipfte
Tiere wurden aus dem Versuexkludiert Nach 2 3d wurden die adulten Taufliegen kurz mittels
CQ sediertund in neue Kulturrohrchemit Fliegenstandardmedium tberfihrt.

5d nachdem Schlipfen der letztemidie Wertung eingeschlossenen Tiagen erfolgte @ne
erneute ZigarettermuchexpositionVorbereitend dazu wurdemindestens 3 vor der Kposition die
Taufiegen maximal Bnin mittels CQ betaubt und in die Rauchkafige transferiert, wobei in jeden
Kafig 42 64 Taufliegen dberfuhrt wurden. Der Aufbau des Rauchkéfigs war analog zu dem in
Kapitel2.5.4beschriebenen.

Der Rauchversuch erfolgte stets um die Mittagszeit, wobei die Imaginesirb@ang einer
Konzentration vordrei Zuige/min Zigarettenrauch exponiert wurden (Gesamtmenge an Zigaretten:
18 Stiick). Diekontrolltiere wurden Luft ausgesetzt. Die Kafiganzahl innerhalb einer Kammer wurde

pro Versuchsreihe immerzu konstant gehalten.

27 bA120AYy O3S NF N & SANKHRG-ENG S v

Fur die Nikotinverfutterung wurde Medium mit einer Nikotinkonzentration Wr5, 20 und 50nM
verwendet (s. KapiteR.3.1.9. Geschlechtsselektiertd3Larven(s. KapiteR.5.2 wurden 5d nach
einer synchronisierten Eiablag8ir 1h auf das Nikotinmedium mit den jeweilig genannten

Konzentrationen Uberfuhrt.
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2.8.1 Ganze WildtypLarven

Zur Isolierung voiRibonukleinsaureriponuclec acid RNA)wurden 0, 30, 60 und 12énin nachder
Zigarettenauchexposition (Kapité.6.1) bzw. direkt nach Exposition mit Nikotin (Kapiel) pro
AnsatzzehnLarven entnommen nd gewaschen (1RBS, 706 EtOH]1x PBS). Die Larven wurden in
ein  RNAséDNAsefreies 1,5ml Reaktionsgefa3 mit 100 RAZXPuffer aus dem Macherey
NagelNudeo Spit®RNAKIt Uberfuhrt und auf Eis fur etwarin homogenisiertDie Proben wurden
in flissigem Sticksto{f\,) schockgefroren und beiB0 °C gelagert.

Nach der ersten Probennahme (bei Zigarettanchexpositionsexperimenten) wurden die Larven

kurz n 1xPBS gewaschen und auf ¢ties Fliegenstandardmedium transfetier

2.8.2 Ganze Tracheen aus Wildtylparven

Die Tracheen wurden innerhalb eines Zeitfensters vorhIn&ch derExpositionmit Zigarettenrauch
prapariert. Daftr wurden maximal fuhfirven gleichzeitig gewaschen BRS, 706 EtOH, 1RBS)

und in ein Blockschélchen aus Ghais 150ul 1x PBS uberfuhrt. Mit Hilfe vavlikropinzetten wurde

der Kopf entfernt und die beiden Tracheenstrdnge einer Larve aus dem Larvenkdrper
herausprapariert Adharierende Organe und Gewebereste wurden sorgfaltig unter Vermeidung der
Verletzung diesr entfernt, in ein RNAséDNAsefreies 1,5m| Reaktionsgefall mit 1Qf1 RAXPuffer

aus dem MachereiNagelNucleoSpir®RNAKIt Uberflhrt und auf Eis gelagert. Naldwolierung von
25-30Tracheenpaaren wurde ein neues Reaktionsgefal3 verwendet. Blockschalchen und Pinzetten
wurden spatestens nachiinf prapariertenLarven mit 70 EOH desinfiziert. Auf diese Weise
konnten imerhalb des angegebenezeitfenstes 21- 69 Tracheenpaare @iert werden. Zusatzlich
wurde verbleibendes Gewebe von zehn Larven in einem RNA$BNAsefreiem 1,5ml
Reaktionsgefal? mit 100l RAXPuffer aus dem MacherelMagelNucleoSpit®RNAKIit gesammelt

und auf Eis gelagert. Die Proben wurden &tamin auf Eis homogenisiert, in flissigem N

schockgefroren und bei80 °C gelagert.

2.8.3 Geteilte Tracheen aus Wildtyparven

Die Isolation von halbierten Tracheen erfolgte auf gleiche Weisedetien Kapitel2.8.2 fiir die
Isolierung von ganzen Tracheen beschrieben. Fir die Teilung wurde das Tracheenpaar zwischen dem
viertenund funften primaren Ast durchtrennt, sodass ein anteriorer und ein posteriorer Bereich als
Probe genommen welen konnte. Auf die Probennahmeerbleibender Larvemurde verzichtet. Je

Probe wurden Tracheen isoliert aus-148) Larven verwendet.
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2.8.4 Imagines

0, 30, 60 undl20min nach der Zigarettemauchexposition wurden pro Ansatz &8ulte Tauliegen

fur 10s mittels CQ@ betaubt, Uber einen Tridker in ein autoklaviertes 1,01 Reaktionsgefald
Uberfihrt und in flussigem Nschockgefroren. Die Képfe wurden vom Ubrigen Kiergezerniert,
indem gegen das Reaktionsgefalisgieippt wurde. Die gefrorenen Téieben wurden ausiem
Reaktionsgefald auf eireei - 20 °C vorgekihlteslasPetrischale auf einem Kihlblock tGberfiihrt. Die
Kopfe wurdenn ein RNAséDNAsefreies 2ml-Schrabdeckelr6hrchen tberfuhrfThorax zusammen
mit dem Abdomenwurde in ein RNAséDNAsefreiem 1,5ml Reaktionsgefal? mit00 1l RATPuffer
aus dem MacherefNagelNucleoSpi®RNAKIt transferiert Die FPoben, die Thoraxund Abdomen
enthielten, wurdenetwa 1min auf Eis homogenisiert. Beide Proben wurden in flissigem N

schockgefroren und bei80 °C gelagert.

29 t NPOSYLINNLI N GA2y T dzNJ I yaOKEt ASGSYRS

0, 1, 2, 3 und 4 nach der Zigarettemuchexposition (Kapité.6.1) bzw. direkt nach der Exposition
mit Nikotin Kapitel2.7) wurden pro Ansatz zehharven entnommen und gewaschen @RS,
70% EtOH, 1RBS). Die Larven wurden in 100 ELISAHomogenisierungspuffer in einem
autoklavierten 15ml Reaktionsgefal? tberfuhretwa 1min auf Eis homogenisiert, in fllissiga\,
schockgefroren und bei80 °C gelagert.

Die Proben wurden fir die weitere Praparation auf Eis aufgetaut unchid5m Ultraschallbad
behandelt. Zur Entfernung von Chiirund Kutikularesten wurden die Proben zentrifugiert
(Centrifuge 5415R (EppenddkG),13 600revolutiors per minute(rpm), 2min, RT), der Uberstand in
ein neues 1,5nl autoklaviertes Reaktionsgefald Uberfihrt und bis zur weiteren Verwendung

bei- 80°C gelagert.

~
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2.10.1RNAlsolation

Fur die Isolation voomessengeiRNA (mMRNAyurde das Nucleo Spih RNAIt verwendet. Dazu
wurden den Proben, di&odpfe adulter Tier@nthielten, 100ul des RAZPuffers hinzugefiigt. Diesen

Probensowie den bereits mit dem RAAuffer versetzten Proben deerbleibendenFliegenkopusse
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(Thorax und Abdomémwurden je drei Edelstahlkugeln@5 mm) hinzugefiigt. Die Proben wurden im
TissueLyzer thin bei 25Hz behandelt. Die Proben, die aus ganzen Larven stamisagne jene mit
Tracheenmaterial wurden nicht auf diese Weise vorbehandel

Allen Proben wurden 250 RAZPuffer zugefiigt und kurz vermengt. Die Probevurden zur
Entfernung von Chitinresten auf die violette Saule gegeben und zentrifugientrifuge 5415R
(Eppendorf AG)1 min, 11000relative centrifugal force(rcf), RT).Der Durchfluss wurde mit 3540

70% EtOH (in RNA$eiem H,O aus dem Kit) versetzt, funfah hoch und hinunterpipettiert und zur
MRNABindung auf die blaue Saule gegeben. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschmitt, (1
11000rcf, RT). DieseProzess wurde wiederholt, sofern sich noch Flussigkeit Uber der Saule nach
dem vorangegangenen Zentrifugationsschritt befand. Die blaue Saule wurde auf ein neues
Auffanggefald Uberflihrt. Zur Entsalzung der Membran und spateren OptimierungDd¢Ase
Aktivitat wurden 350Qul MDB-Puffer hinzugefligt und zentrifugier€éntrifuge 5415R (Eppendorf AG),

1 min, 11000rcf, RT). Es wurde eineTiab.2.13 gezeigte DNAseReaktionsmischung angesetzt.

Tab.2.13: rDNAseReaktionsmischung pro Probe fur den DNA&rdau wahrend der RNAsolation.

rDNAse | rDNAsePuffer

Volumen je Probe 0ul 90 pl

Gesamtvolumen je Probe 100ul

95 ul der rDNAseReaktionsmischung wurden je Probe hinzugefugt und die Ansatze wurden inkubiert
(15min, RT). Die rDNAgkktivierung erfégte durch die Zugabe von 200 RAW2Puffer und
anschlieBender Zentrifugatiofl min, 11000rcf, RT). Die bla Saule wurde mit einem neuen
Auffanggefal’ versehen und es folgten zwei VMashritte: Zunachst wurde 6Q0 RA3Puffer auf die
Séaule gegeben, zentrifugierCéntrifuge 5415R (Eppendorf A@)min, 11000rcf, RI) und der
Durchfluss verworfen. mschlieRendwurden 250ul RA3Puffer auf die Sdule geben und erneut
zentrifugiert Centrifuge 5415R (Eppendorf A&)nin, 11 000cf, RT). Die S&aule wurde auf éipml
RNAsgDNAsefreies Reaktionsgefald tiberfuhrt. Zur Losung der mRNA vo8&dlde wurde diese mit
60 pl RNAsdreiem H,O aus dem Kit (bei ganzen Larven) bzwpiRNAsé&reiem H,O aus dem Kit
(beiKalibrator,Larvaltracheen oder Imagines) versetzt. Nach finaler Zentrifugaflent(ifuge 5415R
(Eppendorf AG)L min, 11000rcf, RT) wurde die RNA k&0 °C gelagert.
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2.10.2DNAVerdau

RNA, die aus ganzen Larven isoliert worden ist, wuidene zusatzlichen Desoxyribonukleinsaure
(deoxyribonuclat acid DNA)Verdau mittels des TURBINAfreen Kits unterzogen. Dafur wurde

eine TURBONAseReaktionsldésung angeizt (Tab. 2.14

Tab.2.14. TURBO DNAdReaktionsmischung pro Probe fur einen zusatzlichen P¥&dau von aus ganzen Larven
isolierter RNA.

TURBO DNAse 10x TURBO DNAse Puffer

Volumen je Probe 1 6u

Gesamtvolumen je Probe 7

Je Probe wurden il der TURBO DNA$teaktionsmischung zugefiigt und die Anséatze mit Hilfe eines
Thermoblocks inkubiert (3Min, 37°C). Nach Abkuhlen der Probemih auf Eis wurde je Probe

6,7yl Inaktivierungsreagenz hinzefijigt und inkubiert (3nin, RT). Wahrend dieser Inkubationszeit
wurden die Probengefalie regelmafRig kurz angetippt, um das Absinken des Inaktivierungsreagenzes
zu vermeiden. Die Proben wurden zentrifugie€eftrifuge 5415R (Eppendorf AG),5min,
10000rcf, RT). Der Uberstand, der die RNA der Proben enthielt, wurden unter Vermeidung der
Auflosung des sich gebildeten Pellets in ein neuesml,RNAséDNAsefreies Reaktionsgefar
pipettiert. Die Proben wurden bei80 °C gelagert.

2.10.3Messung der RNAonzentraton

Die RNAonzentration und-Reinheit wurde mittels des Implen Nanophotometers ermittelt. Die
Proben, die fir die RN8equenzierung angedacht waren, wurden mittels des DeNovix
Spectrophotometers untersucht. Dazu wurdeullbzw. 2ul des in der RNAsolation verwendeten
RNAsdreien H,O als Blankowert auf das Probenfenster pipettiert, mit dem im Falle des
ImplenGerétes fir die jeweilige Konzentration angemessenen Deckels verschlossen und mittels des
in dem Gerat integrierten RNRrogramms gemesserBei der Messung der RNA am Implen
Nanophotometers von ganzen Larven wurden ein Probendeckel mit dem Faktor 50 verwendet, bei

Larvaltracheemnd Imaginesvurde der Probendeckel mit dem Fakizghnbenutzt.

Das vom Photometer ermittelte Verhaltnis der Ahsioon bei 260nm und 280nm (i“—Cﬂ sollte

Hy N

Werte zwischen 1,8 und 2,0 annehmen. Abweichungen davon deuten auf durch beispielsweise

Proteine verunreinigte Proben hin und kdnnten in der spatdfemplement&DNA ¢complementary
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DNA cDNAJ¥instrangSyntrese (s. Kapitel2.10.4 die Effektivitdt der Reversen Transkriptase

beeinflussen. Deiﬁ”-Wert erfahrt jedoch auch eine Beeinflussung durch geringe RNA

“Hyn

Konzentrationen (etwakpOng/pULRNA), wie es beeinigen Proben von isolierteganzen und

halbierten Larvaltracheen soe Imagines der Fall wan solchen Féllesind die Werte desi”—”

Hy N

Verhaltnisunzuverlassig, da die Linearbeziehung zwischen der Konzentration und der Absorption

nicht mehr gegeben ist.

Das vom Nanophotometer ermittelte Verhéaltnis der Absorption bei 2®0und 230hm (i”—cﬂ sollte

*HOAN
Werte von 2,0 und gréRer annehmen. Geringéferte weisen auf Verunreinigungen mit Puffern hin.

Auch hier sind Abweichungen bei geringen Rfdfzentrationen zu beobachten und Werte ééé—”

*HO~N

Verhaltnis kdnnen nicht mehr zuverlassig fur die Bestimmung der Reinheit der RNA genutzt werden.

2.10.4cDNAEinstang-Synthese

Fir diecDNAEinstrangSynthese wurden 500g RNA bei ganzen Larven, 20der350ng RNA bei
ganzen Larvaltracheen, 5@ oder 100ng RNA bei halbierten Larvaltracheen, Ts0RNA bei Imago
Kdpfen sowie 50ig oder 100ng RNA beiThorax undAbdomenvon adulten Tieren in cDNA
umgeschrieben. Dazu wurde das korrespondierende Volumen RNA unter Kihlung in eih 0,5
RNAsegDNAsefreies Reaktionsgefal? tberfihrt und mit RNAsgem H,O aus dem Nucle&pir®
RNAKit von MachereyNagel versetztsodass insgesamt ein Volumen vonpllerreicht wurde.
AnschlieBend wurde aus dem OliBesoxythymidin dT)- (Tab.2.15 und dem Desoxwukleosid
triphosphat (INTB-Mix (Tab. 2.16in OligedNTRMix (Tab. 2.17angesetzt.

Tab.2.15. Zusammensetzung des 10 Dligo-dT-Mix.

Substanz Konzentration  Oligonukleotidsequenz Volumen
OligodTy, 100 TTTTTTTTTTT] 30 ul
OligodTs 100 v TTTTTTTTTTTTTT 30 ul
OligodTg 100 v TTTTTTTTTTTITTTT 30

gesamt - - 90 ul
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Tab.2.16: dNTPL6sung (finale Konzentration: 10vpro Base).

Substanz (Konzentration) Volumen
dATP (100 m) 10 pl
dCTP (100 m) 10 pl
dGTP (100 m) 10 pl
dTTP (100 m) 10 pl
H,O (RNAsérei) 60 pl

gesamt 100 pl

Tab.2.17: Pro Probe anzusetzender OligiNTRMix fur die cDNASynthese.

100 v OligodT 10 mm dNTP

Volumen je Probe 1 pl 1u

Gesamtvolumen je Probe 2 ul

Je Ansatz wurden |2 des 100um OligodNTRPMixes hinzugefligtDie Ansatze wurde prainkubiert
(10min, 65°C). AnschlieRend wurden die Proben gekihin{y, auf Eis). Unter Bedhaltung der
Kihlung wurden 7 plles Mastermixes mit Reverser Transkriptase (RT+) bzw. ohne das Efizym (R
als Negativkontrolle (fir digRFPCRYugefigt(Tab. 2.18

Tab.2.18: Pro Probe anzusetzender Mastermix fir RTund RT -Proben kei der cDNAEinstrangSynthese.

RT+ RTF
5x First Strand Buffer 4 puL 4 uL
DTT (100 m) 1yuL 1yuL
Super Script Il (200 U/uL) 1l -
RNAseOUT (40 U/pL) 1L -
H,O (RNAsérei) - 2 uL

Gesamtvolumen je Probe 7 pL 7 uL
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Fur den Umschrieb undie anschlieRenddéenzymdegradation wurden die Proben in zwei Schritten
inkubiert. Danach wurden die Ansatze durch dasselbe Gerat gekuhlt, bis die Proben entnommen
wurden (Tab.2.19).

Tab.2.19: cDNAUmschreibeprozess durch den Thermocycler.

Inkubationsschritt Inkubationsdauer Inkubationstemperatur
1 60 min 50 °C
2 15 min 70 °C
3 bis Entnahme der Proben 10 °C

Nach dem cDNAImschrieb wurden die Probenrtin auf Eis gekuhlt. Den aus ganzen Larvenawsd
ganzen, isolierten Tracheen resultierenden Rmobwurden 2Qul RNAsedreies H,O zugeflgt
(1:2-Verdiinnung). Alle andereRroben verblieben unverdimnProben von ganzen Larvevurden

bei - 20°C gelagert, der KalibratoProbenvon ganzen sowie halbierten Larvaltracheend Proben
von Imaginesvurden bei- 80°C verwahrt.

Samtliches hier verwendetes RNAssies H,O stammte aus dem Machereyagel RNA NucleBpir®

RNAKIt.

2.10.5Quantitative EchtzeitPCR (gRPCR)

Fur die Untersuchung der Genexpression wurde das Verfahren der quantitaBeaitzeit
Polymerasekettenreaktiomjpantitative realtime polymerase chain reactipgRTPCR) angewendet.
Diese Methode stellt eine Weiterentwicklung der gewohnlichen PCR dar. Uber das konventionelle
PCRVerfahren ist eine Vervielfaltigung der cDNA moglich, wodurch die Expression von Genen
ebenfalls verstarkt detektiert werden kanMittels qRFPCR ist eine zusatzliche Quantifizierung der
Genexpression moglich. Dies wird realisiert, indem nach jedem Amplifikationszyklus ein zunachst
inaktiver Fluoreszenzfarbstoff in die gebildeten cEDFppelstrange interkaliert und es so aufgnd

von El&tronenibergangen zur Anregung der Fluoreszenz kommt, welche sich proportional zur
cDNAMenge verhalt.

Eine Uberprifung der Identitat der gebildeten PRRdukte erfolgt typischerweise uber die
Schmelzkurvedie aufgund der unterschiedlichen Basenzusamreetzung fir jedes Gen spezifisch

ist. So kdnnen beispielsweis@rimedimere von spezifischen RIFPCRProdukten voneinander

unterschieden werden, da diese sich bereits bei geringeren Temperaturen voneinander separieren.
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Fir eine Auswertung der Daten mitteislativer Quantifizierung muss eine Normalisierung jeder
Probe auf ein konstitutiv exprimiertes Gen, ein sogenanntes Haushaltsgen, erfolgen, welches in
seiner Expression keine Regulation durch die experimentelle Behandlung erfahrt. Auf diese Weise
kénnen Konzentrationsschwankungeder cDNA ausgeglichen werdeAls solches Referenzgen
diente beiden in dieser Arbeit prasentierten Dateibosomales Protein L3@pl32). Durch einen
Kalibrator, der typischerweise eine unbehandelte Probe enthélt, kann dieivel&enexpression
guantifiziert werden, da hier eine konstante Amplifikation des Zielgens erwartet wird. Dabei wird die
Expression des zu analysierenden Gens auf die des Kalibrators bezogen.

Wahrend der Amplifikationsphase wird die cDNA des Zielgens erfieh vervielfaltigt und somit

steigt auch die Fluoreszengensitat auf gleiche Weise an. Dem exponentiellen Anstieg schlief3t ein
Plateau an, bei dem keine Amplifikation mehr stattfindet. Bsest mit dem Verbrauch der
Oligonukleotide zu begrinden. De&eitpunkt, bei dem die Fluoreszémensitat zu Beginn der
exponentiellen Phasesignifikantansteigt, wird auchalscycle thresholdG)- oder crossing poin{G)-

Wert bezeichnet Abb. 2.5). Er wird in der Auswertung verwendet, um durch einen vom Hersteller

gegebenen Algorithmus auf die Expressionsstarke zurtickzuschlieRen.

Target

Pl
; ",
-

."I L CP

Fluoreszenz
T

Zyklen

Abb.2.5: Visuelle Darstellung des,@ertes im Zuge einer Amplifikation*’

2.10.5.1 Analyse der Genexpression

Fir die Analyse von Proben via gRIR wurden vom Kalibrator, der Wasserprobe und den jeweiligen
RT+Proben je Triplikate erstellt. Die Proben der- Rlirden einfach analysiert. Dazu wurde die
cDNA zunachgangsam aukis aufgetaut und je Probeiin die Mikrotiterschachte(wells) einer fur

die gqRTPCR angedachte Mikrotiterplatte gegeben. Anschhel3&vurden 8ul des Mastermixes
(Tab.2.20) pro well hinzugeben. Die QFPCRMikrotiterplatte wurde mit einerselbstklebenden Folie
versiegelt und zentrifugiertHeraeus Instruments Megafuge 1.0R (Heraei®00 rcf, Imin, RT).
Mikrotiterplatten, die nicht sofort durch den LightCycler prozessiert worden sind, wurden unter
Lichtausschlusbis zur Verwendungei 4 °C verwahrt. Dagenutzte Amplifikationsprogramm ist in

Tab. 2.21zu sehen.
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Das hier verwendete RNA$®ie H,O stammte ausschlief3lich aus dem MacheMggel RNA Nucleo
Spi® RNAKIt.

Tab.2.20: Mastermixfiir eine qRTPCR am LightCycler.

Reagenz Volumen je Probe
RNAs&DNAse freies D 2,4 ul
LightCycle®480 SYBR Green | Master 5ul
Primer- forward (10 pmol/p) 0,3 pl
Primer-reverse(10 pmol/u) 0,3 ul
Gesamtvolumerje Probe 8u

Tab.2.21: Verwendetes qRPPCRProgramm am LightCycler.

Schritt Temperatur Dauer Zyklenzahl
Prainkubation 95 °C 10 min 1
95 °C 10s
Amplifikation 03°C 10s 50
72 °C 10s
74 °C ls
95 °C 10s
Schmelzkurve 65 °C 10s 1
97 °C 10s
Kihlung 40 °C 30s 1

Die Analyse deGenexpression der Probeamfolgte mit dem zugehdrigen ProgramnghtCycle®480
Software release 1.5.0 SBBer die relative Quantifizierung. Fir die Analyse wurde darauf geachtet,
dass die EWerte der zusammengehdrigen Triplikate nicht um den Wert 0,75 voneinander
abwichen.

Die Oligomkleotidsequenzen der Primer fur die untersuchten Gene sifichin 2.22)ezeigt.
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Tab.2.22: Verwendete qRIPCRPrimer.

Oligonukleotidequenz Oligonukleotidequenz
Primer Anmerkungen Vorwartst NJRA Y S NG W Rickwartst NA Y S NG Wi
(forward) (reversg
rpl32 alle Transkripte CCAGTCGGATCGATATGCT GTTCGATCCGTAACCGAT
Cypl8al RA + RB TCCACCATTCTGGAGTCG. ACCCATTGAGTTCCACAT

alle Transkripte,

hsp7
Sp70 kein Introrspanning

CCTGGACAAGTGCAACGAL ATAGGGGAGCAGTGGCC

2.10.5.2 Kalibrator
Fur den Kalibrator wurdefuinf groRe L3 arven, die sich noch ildahrmedium befanden, undiinf

spate L3 arven des StamsnCantorS geschlechtsunselektiert verwendet.

2.10.5.3 Standardkurven

Furdie Geneapl32, Cytochrom o Monooxygenase 18alCypl8al)sowieHitzeschockprotein 7kDa
(hsp7Q wurden jeweils Standardkurven erstelklir die Aufnahme von Standardkurven wurde ein
Kalibrator aus ganzen Larven eingeset&ztKapitel2.10.5.9. Hierbei wurde dessennverdiinnte
cDNAsowie in einer 1:10und 1:106fachen Verdinnundje in RNAsereiem H,O stammendaus
dem MachereyNagel RNA Nucleo S@INRNAIt.), jeweils in Triplikaten und zusatzlich in den
1:1000 bzw. 1:10000-Verdiinnungen ifeweilsfunffacher Ausfertigung aufgetragen.

Die Erstellung der Standardkurven erfolgte tber die absolute Quantifizierung des von der Firma
Roche eigens fur den LightCycler berestigliten ProgrammgightCycle®480 Software release 1.5.0
SP3 Fir eine Standardkurve durften dig-Werte der zusammengehorigeReplikatenicht um den
Wert 0,5 abweichen, um einen Gesamtfehke®,26 zu erhalten. Ebenso betrug die Effiziesher

verwendden Primereinen Wert> 1,78.

2.10.5.4 Statistische Auswertung von Genexpressionsdaten

Die statistische Aswertungzur Ermittlung des Signifkanzwest(p) erfolgte im Falle von Zigaretten
rauchexpositionsexperimenten pro Geschlecht und Zeitpunkt jeweils in Bezug auf die Luftkontrolle
mittels eines einseitigematio-pairedt-Tests (ganze Larveier biologische Replikate migehnLarven

pro ExpositionsgruppeGeschlecht undZeitpunkt; ganze racheen:drei biologische Replikate mit
jeweils 21- 69 Tracheen praExpositionsgruppe uneschlechisowie dazugehdrige, von Tracheen

befreites, verbleibendesHomogenatvon zehn Larven pro Expositionsgruppe undseschlecht
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halbierte Tracheenvier biologsche Replikate mit jeweail18- 40 Proben proExpositionsgruppe,
Geschlecht undTracheenbereich Imago: drei biologische Replikate mizehn Taufiegen pro
ExpositionsgruppeGeschlecht Zeitpunktund Segment).

Im Falle der Nikotinverfutterungsversuche mda je Geschlecht einginwegVarianzanalyséneway
analysis of varianceANOVAY A (i 5 dzy y-BacTe§ @urchgefahit\ier biologische Replikate

mit je zehnLarven prakonzentration undseschlecht).

2.10.6RNASequenzierung

2.10.6.1 Bestimmung der RNAntegritat tber den Bioanalyzer

Um sicherzustellen, dass die RNA der fiir die -BBfuenzierung verwendeten, isolierten Tracheen
intakt war, wurden diese Proben mittels des Agilent Bioanalyzers untersucht. Diesi¢iek einen
sogenannten RNA integrity number(RIN)Wert, der sich aus dem Verhaltnis eukaryotischer,
ribosomaler 18Ssowie ribosomaler 288NA ergibt. Die RiKahl kann Werte zwischesins und
zehnannehmen. Je kleiner der RWert, desto starker degradiert liegt die RNA der untersuchten
Probe vor(Abb.2.6 - A). Beilnsekten wieDrosophilanelanogasterbesteht die ribosomale 288NA

aus zwei Untereinheiten mit vergleichbarer GroRRe. Diese werden durch Wasserstoff
briickenbindungen zusammengehalten und kodnnen beispielsweise durch eine thermische
Behandlungroneinander getrennt werden. Aufgnd der &hnlichen Gro3e der beiden Untereinheiten
zur 18SBande ist eine Bestimmung der Rii Invertebraten nicht méglich. Jedoch kann visaels
Vorliegen einer Degradation bestimmt werden: Bei Vorliegen intakter RNd\ zwvei distinkte
Banden auf der Hohe von etwaORONukleotiden (nt) zu erkennenAbb.2.6-B). Auch bei
Invertebraten verbreitern sichmit zunehmender Degradation die Banden zunehmend in Richtung

kleinerer Nukleotide.
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Abb.2.6: Bestimmung der RN#ntegritdt am Agilent BioanalyzerA: Beispielhaftes Elektropherogramm von intakter
(oben), partiell degradierter (mittig) und starlegradierter RNA volertebraten (modifiziert nacﬁ”). B: Dasbeispielhafte
Elektropherogramm der uetsuchtenLarvaltracheervon Drosophilamelanogasterzeigt zwei klar voneinander getrennte

Signale auf der Hoheonetwa 2000 ntDie RNA dieser Probe ist intakt.

Fur die Bestimmung der RNAtegritat der Proben, die fur die RN®equenzierung angedachaven,
wurde das Agilen8000PicoKit nach Herstellerangaben verwendddazu wurden vorbereitend
550ul der RNAGelmatrix auf den Spin Filter pipettiert und zentrifugie€eftrifuge 5415R
(Eppendorf AG),1500rcf, 10min, RT), 6%l dessen wurden anscblRend in ein 0,5nl
RNAsegDNAsefreies Reaktionsgefal3 Uberfuihrt. Das RDi&Concentrate wurde nach vorheriger
Inkubation unter Lichtausschluss (#Bn, RT) 18 auf hochste Stufgermischtund 1ul davonzur

Gelmatrix hinzugefugt(GetlDyeMix). Der @I-DyeMix wurde 10s vermischt, zentrifugiert
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(Centrifuge 5415R (Eppendorf AGR000rcf, 10min, RT) und bis zur Verwendung beiCtunter
Lichtausschluss verwahrt.

Fur die Probenpraparation wurden diese zunachst 1:20 in Riéisen HO aus dem Macherey
Nagel Nucleo Spin® RNAuitdiinnt und diese sowider GrolRenmarker wurden denaturiert (2in,
70°C). Der Marker wurde nach der Denaturierung mitup®NAsgDNAsefreiem HO aus dem
MachereyNagel Nucleo Spin® RNA Kit versetzt.

Der Chip wurde nach Herstellerangaben beladen und die -IRtdgritat Uber den

Agilent2001Bioanalyzer und der dazugehtrigen Agilent Bioanalyzer 2100 expert Software Uberprift.

2.10.6.2 Prozessierung der Proben fur die RNf&quenzierung

Die RNASequenzierung wurdenittels des Verfahrens der nachsten Generatimext generation
sequencing NGS) durchgefuhrt. DiesMethode erméglicht die Erstellung eines qualitativen und
guantitativen Genexpressionsprofils der gewiinschten Proben (Transkriptdvi. diesem
Hochdurchst&verfahren kann somit die Gesamtheit der in ihrer Expression modifizierten Gene durch
wie in diesem Fall eine Exposition mit einem Mal erfasst und analysiert werden. Dafur wird die mRNA
der jeweiligen Proben zun&chst durch eine Reverse TranskriptaseNiA abhgeschrieben. Durch
Fragmentierung, beispielsweise mechanisch UbestmgurrMethode, und anschlieRender Ligation
@2y ! RIFLIISNERE A 32 ydiy] R-Epded deRPNA Wirg einB Billiothekiangelegt. Die
Fragmente werden durch Bindung an einkisBzelle immobilisiert und Uber eine Bricke@R
amplifiziert. Dabei werden Oligonukleotide verwendet, die mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind.
Das jeweilige Fluoreszenzsignal ist damit spezifisch fir das Fragment und erlaubt eine Identifizierung
dessen. Die ausgelesenen Fragmemea@g werden final mit einem Referenzgenom verglichen. Die
Anzahl der detektiertemeadskorreliert dabei positiv mit der Genexpression.

Fir diese Analyse wurden Tracheen, isoliert aus ménnlichen und weiblichdtypAli8Larven, nach
Zigarettenauch und Lufexposition innerhalb eines Zeitrahmens von R&,5verwendet

(s. Kapitel2.8.2. Die RNA der Proben wurde extrahiert (Kapgel0.l) und die Integritat dieser
mittels des Agilent Bioanalyzers Uberprift (Kapitdl0.6.3.

Die RNASequenzierung wurde am HeinriEretteInstitut, Leibnizinstitut fur Experimentelle

Virologie in Hamburg durchgefiihrt. Je Probe wurden-P2 Millionenreadszugeordnet.

2.10.6.3 Auswertung der Daten resultierend aus der RM#quenzierung

Die Hauptkomponentenanalyse pr(nciple component analysis PCA), die hierarchische
Clusteranalyse, die jeweiligen Diagramme sowie oesdmapping wurden am HeinrichPette-
Institut, Leibnizinstitut fir Experimentelle Virologiein Hamburg angefertigt. Regulierte Gene
wurden als signifikant erachtet, sofern eiberegulation im Bereich0,59>Xog,-fache Veranderung

der Genexpression im Vergleich zur Luftexposition vorlag bzve lothregulationim Bereich
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%0,59log-fache Verdnderung der Genexpression in Relation zur unbehandelten Kontrolle detektiert
wurde. Simultan wurde B adjustierter pWert die Falscherkennungsratdalse discovery ta,
FDRXx 0,05 als Kriterium fur im Vergleich zur Kontrolle signifikant regulierte Gene verwendet.

Die Auswertung der prozessierten Daten erfolgte eigens mit der frei plighen Software
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discoy@AVIDY> %, Dazu wurden die
FlybaselD signifikant differentiell regulierter Gene im Vergleich zur jeweiligen Luftkontrolle
innerhalb der im Programm implementierten Funktionsannotationsanalyse als Genliste eingeflgt.
Die Identifikationsplattform FLYBASE GENE_ID wurde ausgewahtuumkhalyse herangezogen.
Fur die weitere Auswertung wurden die vom Programm identifizierten GenontolGg§dTerme, die

in dem Ordner GOTERM_BP_DIRECT zusammengefasst biarem,einem p-Wert von p<0,1
verwendet. Auf die Verwendung eines adjustiertemWertes wurde verzichtet, da mittels der
Datensatze lediglich Hypothesen erstellt, jedoch nicht belegt werden solerolgte eigens eine
Zuordnung der Terme zu allgemeineren Elterntermen, wobei die Intprasénz
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/ dafiuirzu Rate gezogen wurde. Mehrfachzuordnungam den

einzelnen Kategoriewaren moglich.

2.10.7Detektion von Cotinin

Die Detektion von Cotinin wurde an das Verfahren g@ggemet al.angelehnt'®

2.10.7.1 Proteinbestimmung mittels des BGX¥erfahrens

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde durch Bieinchoninsaurgbicinchoninic acid
BCA-Methode mit Hilfe desPiercet BCA Protein Assay Kitirchgefiihrt. Das Kit wurde dabei nach
Herstellerprotokoll angewendet. Als chemische Grundlage dient die als #asktion bekannte
Reduktioneines zweiwertigen Kuperiorl€") zu einem einwertigen Kupferio(Cu) im alkalischen
Milieu durch ProteineDasCu wird von BCA komplexiert, was sich in einem violetten Farbumschlag
aulert. Eine Quantifiziang erfolgt mittels einebovines Serumalbumin (BSA&jandards.

Fur diesen Assay wurde zunachst eine Arbeitslosung bestehend ateil&® BCAReagen? und
1Teil BCAReagenB herstellt. Diese wurde fir 16 vermischt, bis eine homogene Lésung
entstanden ist 25ul der BSAStandards je in Duplikatesowie der 1:16verdinnten Proba (in ELISA
Homogenisierungspuffgrje in Triplikaterwurden jeweils in einwell einer transparenten 9évell-
Mikrotiterplatte gegben. Nach Zufligen von je 2QDArbeitsreagenz wurde diMikrotiterplatte in

drei Schritten inkubiert drster Inkubationsschritt: 3@,RT, unter Schittelnzweiter Inkubations
schritt (30min, 37°C),dritter Inkubationsschritt: 5 min, RT). AnschlieBend wurde die Absorption bei
562nm durch das Tecahesegerét detektiert.
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2.10.7.2 CotininELISA

Bei dem Cotinirenzymelinked immunostbent assayELISAhandelt es sich um einen kompetitiven
FestphasefELISA. Hierbei kkarriert das EnzymkonjugaMeerrettichperoxidase (horsereddish
peroxidase HRP)mit dem sich in der Probe befindlichen Cotinin um die Bindungsstellen des
Antikorpers, nti dem der well-Boden der ELISMikrotiterplatte beschichtet ist. Durch mehrere
Waschgange wird Uberschissiges Cotinin entfernt. Bei Bindumé o 8,3 -Petramethylbenzidin
(TMB)als EnzymsubstratraHRP kommt es zu einer Farbreaktion, sodass wiedesine inverse
Korrelation zwischen der Absorption uér Cotininmenge in der Probeorliegt. Die Stopplosung

die typischerweise eine Saure enthagnaturiert das Enzym und unterbindet auf diese Weise die
weitere Bindung von TMB an HRP. Mit Hilfe einer Standardkkemadie Cotininmenge quantifiziert
werden.

Das CotininELISAIit wurde nach Herstellerangaben verwendet. Daflr wurde das EKitS¥h vor
Verwendung bei RT gelagert. 10 der CotininStandards sowi der Probenje mit einer
Konzentration von lig (nach Rachexposition) bzwu§ Protein(nach Nikotinverfutterungpl ELISA
Homogenisierungspuffer wurdenvieils in Duplikaten derwells hinzugdligt. Nach der Zugabe von
100l Enzymkonjugapro well wurde die Mikrotiterplatte in zwei Schritten je unter Lichtausschluss
inkubiert rster Inkubationsschritt: 3&, RT, unter Schittelrzweiter Inkubationsschritt: h, RT).

Das Konjugat wurde entfernt und dieells sechsmal mit je 300l Millipore-Wasser gewasehn. Die
Mikrotiterplatte wurde nach Beenden des Waschganges sorgféltig getrocknet, indem diese
umgedreht und energisch adiellulosepapiegeschlagen wurde. Anschlie3end wurdenvil 100l

des Enzymsubstratappliziert und dieMikrotiterplatte unter Lititausschuss inkubiert (3@in, RT).
Nach Zufiigen von 100 Stopplésung pravell wurde dieMikrotiterplatte erneut inkubiert (3G, RT

unter Schitteliy und anschlieRend die Absorption mit Hilfe des Teldékroplattenlesegerates und

der zugehdrigem | 3 S t-Softwéne bei 45Gim detektiert.

Die statistsche Auswertung erfolgte bei Zigarettanchexpositionsexperimenten je Geschlecht und
Zeitpunkt in Bezug auf die jeweils unbehandelten Proben mittels eines einseitigespairedt-Test

(vier biologishe Replikate mit jgehnLarven proExpositionsgruppeGeschlecht und Zeitpunkt); im
Falle der Nikotinapplikation Uber das Medium in vier voneinander unabh&ngigen Versuchen je
Geschlecht durch eineneway! b h +! YA i 5 tycyeStiviér Dalogist Raplikate mit je

zehnLarven pro Geschlecht und Konzentration).
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2.11.1 hsp7GGFPLarven

211.1.1 ganze Larven

Direkt nach der Berauchgnwurdenhsp7GGFPLarven zweiral in 1x PBS gewaschen und in kleine
Kulturréhrchen Uberfuhrt. 2226 h nach Expostionsende wurden die Larven nach Geschlechtern
selektiert 6. KapiteR.5.2) und mittels Dichlorvos betaubti(nf Larven in 5Ql; Verdinnung: 1:D00

in 1x PBS, 10 min, RT). AnschlieRemnden die Larven zweimah 1x PBSayaschen, in einen
Tropfen Halokrbondl aufeinem Objekttrager Uberfihrt und mikroskopiert (GRBnal (Anregung:

460- 495nm; Emission: 510550nm; Belichtungszeit: &; Empfindlichkeit: IS0600, VergréZerung:

16x (ganze Larve) bzw. 63x (Fokus auf posteliaivg, Kontrast: niedrig; Programn®lympus
cellSens Standard). Zur Hervorhebung der Fluoreszenz wurde diese nachtraglich mit Hilfe der
ImageJSoftwaré”R dzZNDO K RCoiburBhlanzé @ NA A SNI I Ay RefizbezBghicB INNY ¢
ihrer Helligkeit rightnes$ bei jeder Aufnahmegleichermallen verandert wurdeAnschlie3end
wurde zusatzlichdie Fluoeszenz in allen Bildern gleiof3ig mit Hilfe des Programms MS Word

hervorgehoben.

2.11.1.2 ganze Tracheen

Direkt nach der Berauchung wurden je Expositionppe 16hsp70GFPLarven zweimal in 1x PBS
gewaschen und in kleine Kulturrhrchen Uberfilhr2l1-29h nach Beendigung der
Zigarettenauchexposition wurden die Tracheen der Larven nach dem in Kagt8beschriebenen
Protokoll nach Geschlechtern selektiert, die Tracheen awsediisoliert (Kapitel2.8.2 und
anschlieBend mikroskopiert (GRRnal (Anregung: 463195nm; Emission: 510550nm;
Belichtungszeit: $; Empfindlichkeit: 1S@600, VergroRerung: 25x, Kontrast: hoch, Programm:
Olympus cellSenStandard). Die Quantifizierung der Fluoreszenz erfolgte mittels des Programms
ImageJ®. Fir eine bessere Darstellung der Fluoreszenz wurden die Bilder nach der Quantifizierun
mittels Imagel® bearbeitet. Ebenso wurde mit Hilfe dieses Programmes die Helligkeit bei allen
Bildern gleichermal3ewerdeutlicht

Pro Expositionggppe und Geschlechtwurden 16isolierte Tracheenpaare untersucht. Die
statistische Auswertung der Quantifizierung erfolgte je Geschlecht tber einen einseitig ungepaarten

t-Test in Bezug auf die jeweilige Luftkontrolle.
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2.11.2Immunfluoreszenzfarbung von Larventracheen

Fur die Immunfluoreszenzfaubg der Tracheen vonDrosophilaLarvenwurden direkt nach der
Expositionfiinf bis zehrL3Larven gewaschen (BBS, 706 EtOH, 1RBS) und in ein Blockschalchen
aus Glas mit 200l 1x PBS uberfuhrt. Mit Hilfe voMikropinzetten wurden den Tieren jeweils de
Kopf sowie der Darm entfernt. Die Kutikula wurde an mehreren Stellen aufgerissen und die Tracheen
so weit wie moglich freigelegt ohne sie vollstéandig zu isolieren. Die aufgerissenen Larven wurden je in
2ml 1xPBS in einwell einer 6well-Mikrotiterplatte Uberfiihrt. Dieser Prozess wurde solange
wiederholt bis 20 30 gut praparierte Larven vorlagen. Die praparierteardiwurden in 2ml
3,5%iger Paraformaldehyd (PHA)sung(in 1x PBS, hergestellt aus ZOPFAje well unter leichtem
Schiiteln fixiert (15min, RT). Die Larven wurden zweimal mit jml2Naschpuffer unter leichtem
Schitteln gewaschen (je B&in, RT) und anschlieend unter Schitteln geblockt (30 min, RT).

Die Antikérper und n WRiamidin2-phenylindol (DAPiDihydrochloridBehandlung fand
ausschlieBlich unter Lichtausschluss statt. Hierbedeje eine Larve mittels einer Mikriozette in

ein well einer 96well-Mikrotiterplatte Gberfihrt und mit 15Qul Antikérpeldsung, in deth -Coracle
verdiinnt (1:200) vorlag versetzt Die Larven wurden in zwei Schritten unter Schitteln inkubiert
(erster Inkubationsschritt: 1fnin, RT; zweiter Inkubationsschritt: Gber Nacht;G). Die Larven
wurden in einwell einer 6well-Mikrotiterplatte mit 2ml Waschpuffer unter Schiitteln gewaschen
(15min, RT). Furdie Behandlung mit dem zweitentiktrper wurden die Larven mit der
Mikropinzette in je einwell einer 96well-Mikrotiterplatte mit 150ul Antikorperlosung in welcher
AlexaFluod88® Antikérpererdiinnt (1:300)vorlag, Ubertragen und unter Schiitteln inkubiert (4

RT). Die Larven wurden in ein nsweell einer 96well-Mikrotiterplatte mit 150ul Antikdrperldésung

in welcherDAPIDihydrochbrid-Stammldsungerdinnt(1:40)vorlag,tbertragen und in diser unter
Schutteln inkubiert (fnin, RT). Die Larven wurden in dew6ll-Mikrotiterplatte zweimal unter
Schitteln gewaschen (je 18in, RT). Fir das Mikroskopieren wurden die Tracheenpaare vollstandig
in Blockschélcheaus Glasnit 200ul 1xPBS isoli¢rund auf einen Objekttrager in je einen Tropfen
ibidi mounting mediuntiberfiihrt. Der Objekttrager wurde mit einem Deckglaschen bedeckt und mit
Nagellack versiegelt. Dieetektion derFluoreszenz der Proben erfolgte am Fluoreszenzmikroskop
mittels des UV (Emission: 330385nm; Extinktion:x420nm) und des GFPluoreszenzfilters
(Anregung: 460495nm; Emission: 510550nm) (Belichtungszeit: 1,493 Empfindlichkeit:
ISO1600, Vergrof3erung: 200x, Kontrast: mittel; Programm: Olympus cellSens Standard).

Expositionsgippe und Geschlechivurdenfinf bis achifTracheepaare untersucht.
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2.11.3Bestimmungder Aktivitat nach Zigarettenauchexposition

2.11.3.1 Lokomotorische Aktivitat von Larven

Die lokomotorische Aktivitat ist ein Fithessparameter, der fir die Beurteildeig Auswirkung
genetischer Veranderungen und/oder einer Behandlung herangezogen werden RaarVorgehen
wurde an das vonICHOLSt al. angelehnt:*?

Direkt nach der Berauchung wurden die Larven einzeln jeweils einmal in 1x PBS gewaschen mittig auf
eine grolRe Petrischale mit Gluce8garMedium platziert. Unter dieser Platte war ein Gittenit
Quadraten der Grofze 0@mz2sichtbar Die Bewegung der Larven wurde innerhalb eines Zeitfensters
von 1 min videografisch dokumentiert.

Fur die Auswertung wurde die Anzahl der Uberquerten Gitternetzlinien gezahlt. Die Passage von sich
kreuzend& oder sich nahezu kreuzenden Gitterlinien wurde als eine Uberquerung bewertet.

Je Expositionsgruppe und Geschlecturden zehn Larven untersucht. Fir die statistische

Auswertung wurde eineneway ANOVA mit BonferrorfPostHoc Test durchgefiihrt.

2.11.3.2 GeotaxisAssay

Entsprechend der Methodevon NicHOL®t al**? und BaINTONet al.**® wird sich bei diesem Assayedi
intrinsische Eigenschaft der Thefien zu Nutze gemacht, senkrechte Oberflichen zu erklimmen
(negative Geotaxis)

Zur Herstellung der Geotaxisréhrchen wurden ein an beiden Seiten offenes sowie ein nur zu einer
Seite geotffnetes, mittleres Kulturréhrchen mit Tesafitniteinander befestigt. Auf dem Rd&hrchen
wurde eine Skalierung in cdm-Schritten aufgetragen. Die Offnungvurde mittels eines
Milbenstopfens verschlossen.(&bb.2.7) Die maximal fur eine Taufliege zu erreichende Hohe

innerhalb eines solchen Rohrchens lgtrl5 cm.
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Abb.2.7: Schematische Darstellung eines Geotaxisrohrcherf&ir Untersuchng der negativen Geotaxis nach
Zigarettenauch bzw. Luftexposition wurden die exponierten Imagines in die vorgesehBa@émchen transferiert und die
nach 10s erreichte H6he im Réhrchen 0, 30, 60, 90 undrbfOnach Expositionsende dokumentiert. Fur die Ermittlung der

Héhe wurde eine Messskala ircrSchritten augetragen
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2.11.3.2.1 Einfache Zigaretterauchexposition

Nach derExpositionwurden die Taufegen (63 65 pro Expositionsgppe und Geschlechtinnerhalb

von 5min ohne C@Betaubung in die Geotaxisrohrchen Uberfiihrt und diesig Milbenstopfen
verschlossen.Dabei wurde darauf geachtet, dass die Stopfen gleichmaRig ia Eohrchen
hineinreichten. Die Taliegen wurden Inin lang im Réhrchen ungestérelgssen, damit sie sich
akklimatisieren kanten. AnschlieRend wurden die Thefen durch dreimaligegnergische&lopfen

der Rohrchen auf einen Tisauf den Bodendes Réirchensgeschiittelt. Den Talifgen wurde
erlaubt der negativen Geotaxis nachzugehen. Dies wurde mittels einer Videoaufnahme
dokumentiert. Die erreichte Hohe im Rohrchen wurde nachs Itach Runterklopfen analysiert.
Dieses Vorgehen wurde nach 30, 60, 8@ @20min nach Expositionsende wiederholt.

Pro Expositionsgppe und Geschlechivurde die Hohe von 4248 Tauliegen ausgewertet. Fir die
statistische Analyse wurde je Messzeitpunkt und Geschlecht ein einseitig ungepabesdrih Bezug

auf die jeweilige Kontrolle durchgefiihrt. Tote Tiere wurden von der Auswertung nicht
ausgeschlossen, da diese nicht innerhalb dieses Versuchsaufbaus unmittelbar vor der Durchfiihrung
des Assays zweifelsfrei und ohne mogliche Beeinflussung des Versuchsausgangeklls

identifiziert werden konnten.

2.11.3.2.2 Zweifache Zigaretterauchexposition

Die Untersuchung der negativen Geotaxis erfolgte analog zu déapitel2.11.3.2.1beschriebenen
Methode. In diesem Falle wurden die Fliegen jedochs Ifbittels CQ sediet, um sie in die
Geotaxisrohrcherzu Gberfihren Nach Runterklopfen der Tdigigen wurde die erreichte Hohe im
Réhrchen 4 nach Beendigung der Exposition inmagb eines Zeitfensters von 30 einmalig
bestimmt und videografisch festgehalten.

Danach wurden die Tdidgen kurz mittels CObetdubt und in grof3e Kulturréhrchen mit
Fliegenstandardmedium uberfihrt.

20 h nachzigarettenauchexpositionsnde wurden die T#liegen kurz mit COsediet, tote Fliegen
entfernt und erneut in die Geotaxisréhrchen, verschlossen mit einer Petrischale randvoll gefillt mit
Fliegenstandardmedium, Uberfihrt. Nach Austausch der Petrischedeen einen Milbenstopfen
wurde 24 h nach Expsitionsende, wie zuvan Kapitel2.11.3.2.1beschrieben, die negative Geotaxis
untersucht indem die erreichte Hohe im Réhrchen nach 10 s analysiert wurde

Fur diestatistische Auswertung von 4%9 Taufiegen pro Geschlecht und Zeitpunkt wurde eine
oneway ANOVA mit BonferroPostHocTest je Geschlecht durchgefiihrt. Verstorbene Tiere
wurden in der Auswertung zum Zeitpunkh4nach Expositionsende nicht ausgessbén, da diese
nicht imerhalb diesesvVersuchsaufbasiunmittelbar vor der Durchfiihrung des Assays zweifelsfrei

und ohne mdgliche Beeinflussung des Versuchsausganges identifiziert werden konnten.



2 Material & Methoden 57

2.11.4Bestimmungder Uberlebensrate nach Rahexposition

2.11.4.1 Zigarettenmauchexposition wahrend des Larvalstadiums

Um die Uberlebensrate der Larven wahrend der Metamorphose als Fitnessparameter zu bestimmen,
wurde die Anzahl der lebenden Larven direkt nach der Behandlung gezéhlt. Tote Tiere wurden
aussortiert, lebend Tiere wurden zweimal in 1x PBS gewaschen und in eine kleine Petrischale
randvoll geflllt mit Fliegenstandardmedium transportiert. Auf diese wurde ein beidseitig offenes,
mittleres Kulturréhrchen mittels Tesafilm befestigt, welcheslurch Milbenstopfenverschlossen
wurde. Die Anzahl der Puppen, die sich bis zlirtach der Behandlung gebildet hatten, wurde
gezahlt; weiterhin wurde das Medium zu diesem Zeitpunkt gewechselt. Di@hAder geschllpften,
adulten Taufegen wurde 5 6 d nach der Zigarettemuchexposition bestimmt. Melanisierte Larven,
falsch geschlechtsselektierte Tiere, wahrend der Rauchexposition verpuppte Larven sowie in dem
sich angegebenen Zeitrahmen nicht entwickelte Tiere wurden aus der Bewertung ausgeschlossen.
Fir die statistische Auswertung von vier biologischen Replikaten wurde einé-lineare

Regressiolt****mit der Annaherung 10,9999 und ein Bonferrof®ostHoc Test angewendet.

2.11.4.2 Zigarettenmmauchexpositionwéahrend desimaginalstadiuns

Direkt nach der Berauchung wurden dieufiegen fur 15 mittels C@betaubt und inDrosophila

Kulturréhrchen mit wenig Fliegenstandardmedium (Fullhéhe im ré&i@n: 1. cm) dberfuhrt (je
Expositionsguppe und Geschlecht65 Taufiegen). Die Rohrchen wkden horizontal gelagert.
Aufgund teilweise langeBedierungder Taufliegen infolge der Zigarettenrchexposition wurde die
Evaluation der Giberlebenden Tiere wurdel2#ach Rauchexpositionsende vorgenommen.

Fur die statistische Auswertung von firfiologischen Replikaten mit 6Eaufiegen pro

Expositionsguppe und Geschlechtvurde je Geschlecht ein einseitiger, ungepaartdrest in Bezug

auf die jeweiligen, unbehandelten Imagines durchgefihrt.

2.11.4.3 Zigarettenmauchexposition wahrend des Larvalnd Imaginalstadiums

Die Untersuchung der Ubebensrate erfolgte analog zu dem in Kapigell.4.2 beschriebenen
Verfahren.

Fir die statistische Auswertung von vier voneinander unaglyem Egerimenten mit
42 - 64 Taufiegen proExpositionsguppe und Geschlechivurde je Geschlecht eineneway ANOVA

mit BonferroniPostHoc Test durchgefihrt.
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3.1.1 Vorangehende Untersuchunger@otinin kann inblge einer oralen Aufnahme

von Nikotinbei ganzen WildtypLarven detektiert werden

Bei dem Alkaloid Nikotin handelt es sich um einen sekundaren Pflanzenstoff, der vor allem in
TabakpflanzemNicotianaspp. als endogenes Insektizid gebildet wird. Nikotirs, loieispielsweise Uber

die Inhalation von Tabakrauch in den Organismus gelangt, wird im Zuge des Metabolisierungs
prozessedei Saugerrvor allem zu Cotinin verstoffwechselt. Dieser Metabolit ist im Vergleich zur
Ausgangssubstanz durch eine langere Halbseeit gekennzeichnetund findet als spezidcher

Biomarker fiir die akute Zigarettesmchexposition Anwendung.

Bis dato ist nichts Uberden Metabolismus von Nikotin beier DrosophilaLarve bekannt. Jedoch
konnte in verschiedenen Invertebratensystemen Cotinin als Stoffwechselprodukt von Nikotin
nachgewiesen werdetf>®Um dnen ersten Eindruck zu gewinnen, ob Cotinin atsvrker fiir

eine  Aufnahme von Zigarettemuch wahrend des juvenilen Stadiums auch bei
Drosophilamelanogastergeeignet ist, wurden Wildtyharven imdritten Hautungsstadiun{L3) mit
verschiedenen Konzentianen an Nikotin imNahrmedium versetzt. AnschlieRend wurden ganze
Larven hinsichtlich ihrer Cotininkonzentration untersucht.

In der Kontrolle konnte weder bei Ma&nnchen noch bei Weibchen Cotinin detektiert werden. Bei
beiden Geschlechterkonnte jedochnach der oralen Aufnahme von Nikotin Cotinin nachgewiesen
werden. Der Umsatz von Cotinin korrelierte dabei positiv mit der verwendeten Nikotinkonzentration
im Nahmedium. Bei Verwendung von M Nikotin wurde 1,2hg bzw. 2,s/g Cotinin/50ug
Gesamtproteinbei Mannchen bzw. Weibchen detektiert. Bei Exposition mitm®0 Nikotin im
Medium wurde eine Konzentration von 2,2 bzw. agdCotinin/50ug Larvengesamtprotein ermittelt.
Doch est bei Verwendungles 50mm konzentrierten NikotinrMediums wurde Cotinin sigifikant
erhoht im Vergleich zu unbehandelten Larven vorgefunden. Hierbei konnte bei Manncheg 5,8
Cotinin/50pug Gesamtprotein, bei Weibchen 1% Cotinin/50ug Gesamtprotein detektiert werden
(Abb.3.1).
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Mannchen Weibchen

Nikotinkonzentration im Medium
Abb. 3.1: Cotininkonzentrationbei ganzen WildtypLarven nach oraler Aufnahme von NikotilVildtyp-Larven wurden h
lang in Nahrmedien mit verschiedenen Nikotinkonzentrationen gehalten. AnschlieBend wurden Proben ganzer Larven
genommen, das Gesamtprotein isoliert, in Hinsicht auf die Proteinmenge normalisiert und mit Hilfe eineadsSh\RA
beziglich des Nikoti#vetaboliten Cotinin untersucht. Die Cotininkonzentration stieg bei Mannchen auf bis ng/5s@8ug
Gesamtprotein bei Verwendung des hdchstkonzentrierten Mediums an, bei Weibchen wurde bis ng C36nin/50ug

Gesamtprotein detekért. MW+ SEM. =4 (zehnLarven jeKonzentration). Statistik (je Geschlechiajieway ANOVA mit
5 dzy' y S (i HocTest *p<0j05; **p <0,01.

3.1.2 Design eines DrosophilaModells zur Exposition von Zigarettenrauch

wahrend juveniler Entwicklungsphasen

Erse Resultate zeigten, dass Nikotin, als Bestandteil von Zigarettelmrdoeim Menschen und bei
der Tauliege gleichermafl3en zu Cotinin metabolisiert wirdbly.3.1). Dahingehend sollte ein
Rauchmodell entwickelt werden, um die Fragestellung dies&eifirwelche Auswirkungen eine
Zigarettenauchexposition wahrendvrulnerabler Lebensphasen nach sich zielzt) untersuchen.

Dieses Modell hatte dabei folgende Aspekte beriicksichtigt:

1.) Aufgund zukilnftiger Betrachtungen des Modells in Hinsicht auf chronisebntzindliche
Atemwegserkrankungen sollte ein krankheitsorientiertes Modell verwendet werdeatiches die
Auswirkungen des Tabakrauchs voneinander geschlechtergetrennt reprasentiert.

2.) Es musste eine Zigaretteauchdosis gefunden werden, die bei Larven eine physiologische
Reaktion hervorruft, jedoch nicht letal ist.

3.) Es mussteichergestellt werdendass der Zigaretteauch in die Atemwegsorgane der Larve

eindringt.
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Die Etablierung des Modells wurde mit dem Wild§pmm CantorS durchgefiihrt, von dem
bekannt istsensible als andere WildtyBtamme auf eine Zigarettemuchexposition zu reagieref’

Um eine Alterssynchronisation der Larven zu gewahrleisten, wurde ein kurzes Zeitfenster fur die
Eiablage von B gewahlt. Am vierten Tag nach der Oviposition wurden diarven nach
Geschlechtern selektiert um den geschlechterspezifischen Aspekt chroniscitziindlicher

Atemwegserkrankungef? *’

zukunftig nachvollziehen zu kénnemie Larven wurder24h spater
einer Zigarettenauchexpo#ion unterzogen. Zum Zeitpunkt der Berauchung befanden sich die
Larven imL3Stadium etwa 7h vor Einleitung der Verpuppung. Dies ist eine Phase mit einem
stabilen Hormonstatus®, die eine gezielte Untersuchung der Atemwege ermoglicht. Die
Verwendung speziellebefalle undceiner geringen Menge aNahrmedien stellte sicher, dass Larven
wahrend der Eyosition mit Tabakrauchan einer Flucht oder am Vergraben ins Medium gehindert
wurden und somit flir den gesamten Zeitraum dem Tabakrauch exponiert waren. Eine Gruppe vo
Tieren aus der gleichen Eiablage, die unter identischen Bedingungen gehalten und behandelt wurde,
diente als Kontrolle. Wahrendles Versuck wurden diese Kontrolltiere in einer zweiten mit
Umgebungsluft durchfluteten Kammer innerhalb der Rauchmaschihalga. Die Kontrollkammer
wurde mit der gleichen Flussrate beliftet und wies die gleiche Temperatur und Luftfeuchtigkeit wie
die Rauchexpositionskammer auf. Tiere in der Expositionskammer wurdeninSéang dem
Zigarettenauch von insgesamt Zigaretten exponiert {ier Zige/min). Mit den gewdhlten
Parametern konntenur marginal Cotinin detektiert werden Jedoch wiesen die Larven eine
signifikanteErhéhungder Cyp18aiGenexpression auDaraufhin wurden diese Expositionszeit und
Rauchkonzentration fiir alle nachfolgenden Experimente verwendet. Im Zuge der Modelletablierung
wurde die Expression der Gergypl8alund hsp70in ganzen Larven, isolierten sowie halbierten
Tracheen mittels gRPOR bestimmt und hinsichtlich der Analyse der Auswirkungeron
Zigarettenrauch auf die Larvdas Transkriptomprofil von Larvaltracheen mit Hilfe einer RNA
Sequenzierung untersucht. Weiterhiie Integritdt des Atemwegsepithels Uberprift. Aul3erdem
wurde die Kness der Larven drand physiologischeryerhaltensbiologischeund pathologischer
Parameter untersucht wobei sich auf dieLokomotoraktivitdt und die Viabilitat in den drei
EntwicklungsstadienLarve, Puppe und Imag&onzentriert wurde. Der experimeniel Ablauf
inklusive der detektierten Parameter istAtbb.3.2 - obengrafisch dargestellt.

Ferner wurde fir die Etablierungire ahnliches Modell fir diezigarettenauchexpositn des
transgenen Reporterstamehsp78GFP verwendet. Hierflr wurde jedoch die Dauer der Eiablage von
2 h auf 4h erhoht und die Geschlechtsselektion wurde erst unmittelbar vor der Untersuchung der
Fluoreszenzintensitat vorgenommeéAbb.3.2 - unten). Diese Larven wurden nach der Exposition mit

Luft oder Zigarettenrauch fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
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Abb.3.2: Experimenteller Ablauf der Exposition von Zigarettenrauch wéahrend juveniler Entwicklungsphasen von

Drosophilamelanogaster Oben: Zigargenrauchexposition des Wildtyfamms CantorS. Nach einer synchronisierten

Eiablage unckiner Geschlechtsselektion wurdendSalte

(vier Zuge/min)bzw. Luft ausgesetztUnmittelbar im

L3Larven fir 56nin dem Rauch von Zigaretten ausgesetzt

Anschluss an die Exposition wurden die Larven hinsichtlich

unterschiedlicher Parameter analysiert. Es wurden die Genexpressionsprofile delC@gh&alsowie hsp70ermittelt bei

sowohl ganzen Larven als auch im isolierten Atemwegsepitigedie Konzentration des Nikotinmetaboliten Cotinin wurde

quantifiziert. Zudem erfolgte eine RMZequenzierung

von isolierten Tracheen. Des Weiteren wurden physiologische

Aspekte wie die Integritat des Atemwegsepithels und verhaltensbiologische Merkmaleli&viLokomotoraktivitat und

pathologische Paraster wie die Viabilitat der

verschiedenen Entwicklungsstadien untersucht. Unten:

Zigarettenrauchexposith des transgeneReporterstammshsp78GFP. Nach einer synchronisierten Oviposition wurddn 5

alte L3Larven mitvier Zugen/min fir eine Dauer von 56in beraucht oder fir die jeweilige Zeit Luft exponiert.i2Aach

der Behandlung wurden die Tiere nach Geschlechtern selektiert und unmittelbar darauf wurdendi@FP ausgehende

Fluoreszenin vivoin ganze Tieren bzwexvivoin isolierten Tracheen untersucht.
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3.2.1 Cotinin kann beiDrosophilaWildtyp-Laren infolge einer Zigarettenauch

expositiondetektiert werden

Tabakrauchst ein rein anthropogener Faktor. Damit ist eine physidche Reaktion b&rosophila
persenicht absehbar und wurde zunachst analysiert. VersubbedenenDrosophilaLarven Nikotin
Uber das Nahrmedium aufgenommen hatt€Abb.3.1), zeigten, dass Larven auf das auch im
Tabakrauch vorkommende Alkaloid wie in anderen Invertebrafert® ° und Vertebraten

systemen”® zu Cotinirumgesetzt wurde.

Dazu wurde direkt nach der Berauchumit Zigarettensowie stiindlich bis zu i nach Beendigung
der Exposibn die Cotininkonzentration in ganzen Larven ermit(alvb.3.3).

Die Ergebnisse der einzelnen unabhangigen Versuche wiesen eine grol3e Streulmy Bakalwert
der mannlichen, Lufexponierten Larven wurde bei maximal @@ Cotinin je 1Qug Gesamtprogin
detektiert. Nach einer Zigarettenmuchexposition erfolgte e@n geringe Erhéhung der Cotinin
konzentration, dessen Maximum zum Zeitpunki Bach Rauchexpositionsende bei g Cotinin je
10ug Gesamtprotein detektiertwurde. 4h nach Beendigung der Zigarettamichexposition
unterschritt die ermittelte Cotininkonzentration der Rauchexpositionpgeu die der Luft
exponierten Tiere (0,2 ng Cotinin/10 pg Larvengesamtprotein)

Die weiblichen, Luféxponierten Larven wiesen Werte von maximal g5 Cotinin je 1Qug
Gesantprotein auf. Unmittelbar nach Zigarettemunchexposition sowie & spater wurden irRauch
und Luftexponierten Tieren nahezu identische Cotininkonzentrationen gemessen. In den folgenden
zwei Stunden stiegen diese auf h@Cotinin pro 1Qug Gesamtprotein an. Hierbei erwies sich der
Wert, der 2h nach Beendigung der Zigarettamchexpogion ermittelt wurde, als statistisch
signifikant zur Luftkontrolle. Zum zuletzt analysierten Zeitpunkt dich Beendigung der Exposition)

sank die Konzentration auf Ofig Cotinin je 1Qug Gesamtprotein ab.
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Zeit nach Beendigung der Exposition

Abb.3.3: Cotininkonzentration in ganzen Wildtyparven nach Zigarettenauch bzw. Luftexposition. Die
Cotininkonzentration in ganzen, ménnlichen und weiblichen Larven nach RaawhLuftexposition wurde stiindlich tiber
einen Zeitraumvon 4h mittels eines ELISAs ermittelt. Wahrend bei Mannchen keine signifikante Veranderung von Cotinin
im Vergleich zur Luftkontrolle detektiert wurde, wurde bei den Weibchen dahingeheral ggmifikanteErhéhungder
Cotininkonzentation 2h nach Beendigung der Zigaretteauchexposition im Vergleich zur Kontrolle beobachtet.
MW + SEM (SEM wird fiir die Mannchen einseitig nach unten, fir die Weibchen einseitig nach oben gerichtet dargestellt).
n=4 (zehn Larven pro Messzeitpunkt). Statistik: eingpitgepaarter tTest (Vergleich der Zigaretteauch zur

Luftexposition; jeweils pro Zeitpunkt und Geschlecht). *p < 0,05 (schwarz bei Mannchen, blau bei Weibchen).

3.2.2 Eine Zigarettenrauchexposition induziert die Expression der Gé&hgl8al

und hsp70bei garzen WildtypLarven

Da Cotinin mit den gewéhlten Parametern fir das Rauchmodell nicht in beiden Geschlechtern auf
signifikante Weise nachgewiesen werden konnte, wurde nach Zielgenen gesuchintdreden
gewahlten Bedingungesowohl bei Mannchen als auclei Weibchenauf eine Konfrontation mit
Zigarettenrauchmit einer veranderten Expressioreagieren und somit als Biomarker fir eine
Zigarettenauchexposition geeignet sind.

CytochromP,s0 MonooxygenasgCyp)18al hat beiDrosophilaeine Funktion als am Katabolismus
des Hormons 2®1ydroxyecdyson (20E) beteiligtes Enzym itth&? GemaR Proteinsequenzabgleich
mittels derlnternetprasenlybasé ist Cyp18al homolog zu human@yplalBei diesem handelt es
sich um ein metabolisch kompetentes EnzynEs ist bekannt, dassy@al durch im Rauch
befindliche, polygyklischearomatische Kohlenwasserstoff@dlycyclicaromatic hydrocarbonsPAH
induziert wird*®?*?®> Aufgrund von Ahnlichkeitender molekularen Struktuvon PAH und steroidalen

Hormonen wie20Ebesteht die Mdglichkeit, dass es sich bei PAH ebenfalls um Substrate von Cypl8al
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handeln konnte, weshallCypl8alals spezifisches Zielgen fir eine Zigaret&nrhexposition
ausgewah wurde.

Ein weiteres in dieser Arbeit als Marker ausgewahltes GenHgrzeschockprotein 7kKDa (hsp7Q.

Hitzeschockproteine liegen hochkonserviert vor und werden vermehrt bei verschiedgizan wie
thermischen Stressoxidativen Stress oder ionisiemgr Strahlung synthetisietind fungieren als
Chaperoné®Im Gegensatz zCypl8alstellt hsp70daher einen universalen und spezifischen

Biomarker fir ein&igarettenauchexposition dar

Das Expressionsprofligarettenauch bzw. Luftexponierter Larven wurde unmittelbar naater
jeweiligen Expositiosowie 30, 60 und 12Min nach Beedigungdieseranalysiert. Dabei wies die
Cypl8aiExpressionvon ganzen Wildtyd.arven bei mannlichen undbei weiblichen Tieren ein
vergleichbares Profil aiAbb.3.4 - links).

Bei mannlichen Tieren wurde direkt nach der Zigarettamichexposition eine vermehrte
Gentranskription vorCypl8alum das 3,4ache beobachtet verglichen mit Ltdkponierten Larven
beobachtet Nach 30min wurde eine 2,6-fache Zunahme der Genexpression ermittelt, die
anschlieBend auf eine 2fach erhohte Transkriptmegge 60min nach Beendigung der
Zigarettenauchexpositioranstieg jeweils in Relation zur Luftkontrolle. Wahrend die Anderung der
Expression zu diesen drei Zeitptatk signifikant war in Bezug auf die Kontrolle, konnte a0 nach
Expositionsende im Vergleich zu den korrespondierenden Kontrolltieren keine signifikant veranderte
Cypl8aimRNAKonzentration detektiert werden. Die Expression war-fagh verandert unddg
somit geringfligig unter der/ert der Luftexponierten Larven

Die Cypl8aiExpressiorbei weiblichen Tieren lag unmittelbar nach der Berauch®gfach und
30min spater 2,6-fach hoéher als bei den Kontrolltieren vor. Die maximale Erhéhung der
Genexpressn @,6-fach) wude 60min nach Beendigung der Zigarettanchexpositionin Relation

zur Kontrolle detektiert. Die Transkriptmenge wadoch im Gegensatz zu den Zeitpunktemi@

und 30min nichtsignifikant erhoht in Bezug auf diaift-exponierten Larve. Vergleichbar mit dn
Mannchen wurde 12@nin nach Zigarettermuchexpositionsende einezerminderte Expression
(0,7fach) des Cypl8aiGens der berauchten Tiere im Vergleich zu -exfionierten Larven

detektiert.

Das Expressionsprofil dasp70Gens wiesach der Konfrontation der Larven mit Zigarettenrauch
bei Mannchen und Weibchen einen einheitlichen Verlauf(abb.3.4 - rechty.

Bei Mannchen konnte fur das Gehsp70 die starkste Hochregulation direkt nach der
Zigarettenauchexposition beobachtet werden, wobei eine-fé8h erhdhte Transkriptmenge in

Relation zur Luftkontrolle detektiert wurde. Im weiteren Verlauf (80n und 60min) sank die
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Expression je auf das etwa-&kche gegentber dem Kontrollwert ab. 120n nach Beendigung der
Exposition wurde eine 2fache Expressionszunahme im Vergleich zu-éxgtnierten Larven
beobachtet. Zu samtlichen Zeitpunkten wurden statistisch signifikdnsig7O0Konzentrationen in
Relation zur Kontrolle detektiert

Im Vergleich zu den méannlichen Larven wiesen die weiblichen Tieeestrk erhdhte hsp70
Expresion auf: Unmittelbar nach der Zigaretteauchexposition konnte eine etwa Sdche
Erhéhung der Expression im Vergleich zur Luftkontrolle gemessen werden. Im spateren Verlauf,
30min sowie 60min nach Beendigung der Rauchprozedur, stieg diese auf dabz@b 61fache
jeweilsin Relation zur Kontrolle an. Zum zuletzt analysierten Zeitpunkt ffi@pwar die Expression

auf das 1Fache gegenlibeden Kontrolltieren erhtht. Dieser Zeitpunkt war im Gegensatz zu den

anderen drei untersuchten Zeitpunkten nicht statistissignifikant verglichen mit der jeweiligen

Kontrolle
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Abb.3.4: Expression der Gen€ypl8alund hsp70im zeitlichen Verlauf naclzigarettenrauch bzw. LuftexpositiarDie
Expression vofyp18alund hsp70wurde beimannlichen undveiblichen L3 arven des StamsnCantorS je nach 0, 30, 60,
120min nach Beendigung deExposition quantifiziert. Links: Expressionsprofil vBgpl8albei ganzen Larven. Die
Cypl8aiExpression stieg in beiden Geschlechteia bu 60min nach Harettenmuchexpositionsende signifikant zur
Kontrolle an und fiel nach 12@in unter den Wert der unbehandelteffiere. Rechts: Expressionsprofil vbsp70bei
ganzen Larven. Bei Méannchen wurde bis zu ) bei Weibchen bis zu @&0in nach Beendigung der
Zigarettenauchexposition eine signifikante Erh6hung desp70 Expression in Relation zur Kontrolle detektiert. Zur
Normalisierung wurde jeweils das HaushaltsgpiB2 verwendet. n=3 (zehn Larven je Messzeitpunkt)MW g SEM.
Statistik: eiseitiger ratio-paired t-Test (Vergleich der Rauchur Luftexposition; jeweils pro Zeitpunkt und Geschlecht).

*p < 0,05; **p < 0,01.
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3.2.3 Zigarettenrauch erhoht die Expression der Geri@ypl8alund hsp70im

larvalen Atemwegsepithel

Beim Menshen gelangt inhalierter Zigarettenrauch in die Lunge und interagiert dort primar mit dem
Atemwegsepithel. Um zu verifizieren, dass im hier entwickelBnosophilaRauchmodell eine
entsprechende Konfrontation deespiratorischen Epithels mit Zigarettenrch stattfindet, wurde

die Expression der Gen€ypl8alund hsp70im Atemwegsepithel Zigaretteauch bzw. Luft
exponierter Larven untersucht. Gleichzeitig zum Expressionsprofil der isolierten Atemwege wurde die
Expression der Gen€ypl8alund hsp70in der verbleibenden Larvenach der Entfernung der

Tracheen ermittelt

Die Expression des Ge@ypl8alin den isolierten larvalen Atemweg des Stamm s CantorS war
infolge einerExposition mit Zigarettenrauchum ein Vielfaches erh6htAbb.3.5- oben) Im Epitlel
weiblicher und mannlicher Larven wurden nahezu identische, im Vergleich zexpaoftierten
Larven etwaflinffach erhéhte Expressiespiegeldetektiert. Diese war jeweils signifikant in Bezug
auf die Luftkontrolle.

Im verbleibendenHomogenat berauchter Larven wurde hingegen ein deutlicher Unterschied
zwischen den Geschlechtern festgestellt. Wahrend ltomogenat méannlicher Larven keine
statistisch signifikante Zunahme deZfypl8aiTranskripte (1,Zach) in Relation zur Kontrolle
gemessen wurde, wies dagiomogenat weiblicher Larven eine 4fache Erhéhung der
Genexpression mit hoher Varain Relation zurden nicht Zigarettenauch-exponiertenLarven auf.

Diese Zunahme erwies sich als statistisch signifikant im Vergleich zur Luftkontrolle.

Fur das Genhsp70 wurde ebenfalls das Expressionsniveau in den Atemwegen sowie im
verbleibendenHomogenatvon mannlichen und weiblichen Larven Uberprigfbb.3.5- unten).
Beziglich der isolierten Tracheen wiesen die Mannchen eine signifikantdaet® Zunahme von
hsp7Q@Transkripten nach Zigaretterauchexposition im Vergleich zur Luftkontrolle auf.
Wahrenddessen war die Genexpression der weiblichen Larven mit séefachen Regulation in
Bezug auf die Luftkontrolle weit weniger stark ausgepragt. Die Zunahmbsp&0Expression im
Atemwegsepithel weiblicher Larven war nicht signifikant verandert im Vergleich zu mit Luft
konfrontierten Larven.

Im Gegensatz zwWCypl8alwurde im verbleibenden Larvenmaterial ebenfalls eine statistisch
signifikante Regulation vomsp70in beiden Geschlechtern ermittelt. Bei defigarettenrauch
exponierten Mannchen wurden hohe Transkriptmengen als b&eibchen detektiert. Es wurde
eine durchschnittlich 6%ache Zunahme der Genexpression im verbleibenddomogenat

mannlicher Larven imeérgleich zur Kontrollermittelt. Die Expressionszunahme war damit niedriger
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als in den isolierten Atemwegen mannlicher Larven. Bei den Weibchen wurde eintacB@
Erhdhung dehsp70mRNAKonzentration durch Zigaretteauchexposition in Relation zur Koolle
detektiert und Uberstieg die Expression von isolierten Tracheen aus weibliom&n Rauch

exponiertenLarven.
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Abb.3.5: Expressionen de€yp18at und hsp70Transkripte in isolierten Tracheen und dem verbleibendétomogenat

von Wildtyp-Larven nach Zigarettemuch bzw. Luftexposition.Nach Beendigung der Exposition wurden innerhalb eines
Zeitfensters von 1,8 die Atemwege auBrosophilaWildtyp-Larven isolig und ebenso verbleibendes Larvenmaterial als
Probe genommen. Die Genexpression @ypl8alund hsp70wurde mittels qRIPCR analysiert. Das Haushaltsgel32
diente jeweils zur Normalisierung der Expression. Oben(pjEl8aiImRNAKonzentration erhéhteish in den isolierten
Tracheen nach der Zigaretteauchexposition in beiden Geschlechtern signifikant in Relation zur Kontrolle. Im
verbleibendenHomogenatwurde nur bei den Weibchen eine signifikante Zunahme der Transkripte ermittelt. Unten: Die
hsp70mRNAKonzntration wurde inblge einer Zigarettermuchexposition in den isolierten Tracheen von beiden
Geschlechtern auf signifikante Weise in Relation zur Konteohéht. Im verbleibenden Larvenmaterial wurdisp70nur

bei den Weibchen signifikant religrt verglichen mit den unbehandelten Proben. MVBEM. r=3 (je Messzeitpunkt pro
Versuch 21 69 Tracheen bzw. jeweilzehnverbleibendeLarven). Statistik: einseitigeatio-paired t-Test (Vergleich der

Rauch zur Luftexposition; jeweils préewebeund Geschlecht). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p0,001.
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3.2.4 Cypl8alund hsp70 werden im gesamten Atemwegystem von Wildtyp

Larven nach Zigarettemuchexposition exprimiert

Trotz funktioneller Analogie des Tracheensystems zur Lunge liegt ein wesentlicher Uateinsaler
Aufnahme und der Verteilung der Luft im Organ vor: In Saugern geschieht die Distribution durch
Muskelkontraktionen im Zuge der Atmung, wahrend bei Invertebraten unter Ruhebedingungen die
Ventilation vor allem durch die Offnung der Stigmen kotigal wird und weitestgehendvon der
Diffusion abhangig ist. Doch auch Muskelkontraktionen kénaeteilig zur Verteilung der Luft im
Organismus beitragel. Aufgund dessen stellt sich die Frage uber die Reichweite von
Zigarettenrauch in den Atemwegstrakt vBmosophilaLarven hinein.

Um zu analysierenwie weit der Zigarettenrauch in die larvalen Tracheen eindringt, wurden die
Tracheen von Wilgp-Larven nach Zigaretteauchexposition isoliert und diese zusatzlich zwischen
der vierten und flinften priméren Abzweigung entzwei geteilt und individuell rgnteht. Wie zuvor

wurde die Expression vabypl8alund hsp70gemessen

Im Falle vonCypl8alwurde festgestellt, dass bei beiden Geschlechtern im anterioren Teil der
Tracheen eine starkere Regulation als in den posterioren Tracheen stattfand. ImoemteBereich

des Tracheenstramgwurde bei Mannchen im Mittel eine signifikante, -TaBhe Zunahme von
Cypl8aldetektiert in Relation zur Kontrolle, wahremnids Gerposterior 3,4fach signifikant reguliert
wurdeim Vergleich zu Luxponierten Larven.

Bei Weibchen wurde dieCypl8aiExpressin der anterioren Tracheen nach Zigarettench
exposition 9,5ach auf signifikante Weise erhoht in Relation zur Luftkontrollgruppe, wahrend in den
posterioren Atemwegen eine 5fache Rauclinduzierte Zunahmém Vegleich zu Lufexponierten
Larven ermittelt wurde. Diese erwies sich als statistisch silgaift in Bezug auf die Kontrolle
(Abb. 3.6- oben).

hsp70wurde in den anterioren Atemwegevon mannlichen Larvenach Zigaretterauchexposition
437fach signifikant starker exprimiert verglichen mit der Kontrolle. Auch im posterioren Bereich
konnten signifikant erhdhtehsp70Transkriptmengen detektiert werden, wobei eine 3fHgthe
Expressionszunahme in Relation zur Luftgruppe ermittelt wurde.

Die hsp/O-Transkriptmengeim vorderen Tracheenbereictveiblicher Larverwaren inblge einer
Zigarettenauchexposition um das Zéche signifikant erhoht im Vergleich zur Luftkontrolle,
wéhrend in den posterioren Tracheen eine in Bezug auf die-elxpibnierten Proben 55fache
Induktion der Genexpression beobachtet wurde. Diese liegt damit im Gegensatz zu den M&nnchen
hoher als im anterioren Bereich und erwies sich in Bezug auf die Luftkenals statistisch

signifikant (Abb. 3.6unten).
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Abb.3.6: Cypl8al sowie hsp70Expression in anterioren und posterioren dcheen von WildtypLarven nach
Zigarettenauch bzw. Luftexposition.Nach Zigaretterauch bzw. Luftexposition wurde die Tracheetnnerhalb von 1,5 h
isoliert, zwischen dem vierten und fuinften priméren Ast manuell geteilt und die Genexpression mittdRCgRANalysiert.

Das Haushaltsgempl32 diente jeweils der Normalisierung. Oben: Bxipl8alkonnte nach Zigarettemuchexpositionm
Vergleich zur Kontrolle im anterioren Bereich eisieberfache Zunahme bei den Mannchen bzw. eineurfache
Hochregulation bei den Weibchen beobachtet werden. Wahrenddessen wurden die Transkriptmengen posterior etwa halb
so hochbei beiden Geschlechter detektiert. Unten: hsp7OGmRNA wurden nach Zigaretteauchexposition bei den
Méannchen in beiden Bereichen in vergleichbaren Konzentrationen in Bezug auf die jeweilige Luftkontrolle detektiert. Bei
den Weibchen hingegen wurde in anterioren Tracheen wenigenskripte als im posterioren Bereich detektiert.

MW +SEM. n=4 (pro Versuch 1840 Tracheen). Statistik: einseitigeatio-paired t-Test (Vergleich der Rauclzur
Luftexposition; jeweils pro Bereialmd Geschlecht). *g 0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p < 0,0001.
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3.25 GFP wird nach Zigarettemuchexposition invivo im posterioren

Tracheemsystem der transgenen Reporterliniesp70GFP synthetisiert

Fur eine Visualisierung der Antwort des Atemwegtraktes auf die Zigarettenrauchexposition wurde die
DrosophilaReporterliniehsp7GGFP zu Rate gezogen. Bei diesem transgenen Stamm wurde das fur
grinfluoreszierende Proteingfeen fluorescent protejinGFP)kodierende Gen aus defeduse
Aequoreavictoria in mehreren Kopierhinter die Promotorsequenz vomsp70gefiligt sodass GFP
unter der transkriptionellen Kontrolle vomsp70steht>! Infolge des Einleitens der Synthese von GFP
Uber die Aktivierung vonhsp70 erlaubt dieses Konstrukt e@n indirekte Visualisierung der

Zigarettenauchinduziertenhsp70Transkription tiber die von GFP ausgehende Fluoreszenz.

Fir diese Versuchsreihe wurden Llenv des transgenen Reporterstamsmhsp7GGFP mit
Zigarettenrauch exponiert und 24 spater invivo mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht
(Abb.3.7).

Ganze mannliche und weiblichd.arven, die als Kontrolle Luft ausgesetzt wurden, wiesen nach
Behandlung kein oder ein nur ein wenig intees GFPFluoreszenzsignal auf, welchesofern
vorhanden, im Fettkdrper detektiert wurde.

Bei der Untersuchung von Zigarettanchexponierten Larven hinsichtlich ihres GEignals wurde

bei Fokussierung auf das larvale Respirationssystemogteporen Trachenbereicheine erhéhte
Fluoreszenzintensitdbeobachtet Die von GFP ausgehende Fluoreszemzle von den posterioren
Stigmen entlang der Dorsalstrange bis mindestens zum zweiten Primarast detektiert. Dies konnte bei
Mannchen und bei Weibchengleichermal3en beobachtet werden, wobei die posteriem
Tracheenstrange mannlicher, Zigarettanchexponierter Larven eine starkere GFRoreszenz als
die Weibchen vorwiesen. Wie zuvor bei den Kontrollen wurde in anderen Organen keinwdsn
schwaches Fluoreszesignal detektiert. Ein Signal wurde, sofern beobachtet, vermehrt bei
weiblichen Tieren gefunden und betraf vorwiegein Bereich des Pharyrder LarvenJdoch war

GFP auch partiell im Fettkdrper detektierbar.
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Abb. 3.7: In vivo-fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von transgenbsp70GFPRLarven nach Zigarettemuch bzw.
Luftexposition.24 h nachExposition wurden Larven geschlechtsselektiert voneinarsaéeliet und mikroskopiert. Wéhrend

die Lufttiere nur wenigGFP synthetisierten, wurde bei Zigarettanchexponierten Larven vorwiemd im posterior
gelegenen Atemwegstrakt eine verstarkte GHBoreszenntensitat detektiert. Der Messbalken entspricht einer Lange von
500um (ganze Larve) bzw. 1Qén (VergrolRerung der posterioren Atemwege). Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives

Beispel von n =10 13 Larven.
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3.2.6 Zigarettenrauch fuhrt zu einer Erhéhung des G&ignals in den Atemwegen

der transgenen Reporterlinibsp70GFP

Weiterhin wurde beim transgenen Reporterstamhsp70GFP die GFPFluoreszenzintensitat im
gesamtenRespirationssystem qualitativ ermitte@azu wurden die Atemwege nach Zigarettneh
exposition isoliert unaxvivofluoreszenzmikroskopisch untersuditbb.3.8).

Die Bildgebung zeigte, dass von den Tracheen unbehandelter Tiere nur eine geringe Fluoreszenz
intensitat ausging. Bei den weiblichen Kontrollen wurde ein intensiveresSigRRl detektiert albei
Luftexponierten Mannchen, jedochzeigten die einzelnen Tracheeder Weibcheneine gbl3ere
Streuung. Im Zuge einer Konfrontation mit Zigarettenrauch wies vorwiegend der posteriore Bereich
der Atemwege ein erhéhtesyon GFP ausgehendes FluoreszenzsignalDagh auch eine erhéhte
Intensitat von GFkh den anterior gelegenen Bereichen war vor allem bei @eacheen méannlicher

Larvenzu verzeichnen. Bei Weibchen hingegen trat diese eher marginal auf.

—{ hsp70-Promotor | afp }—

Luft Rauch

Mannchen

Weibchen

Abb. 3.8: Exvivo-fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen isolierter Atemwegsstrédnge von transgeimgp/GGFPLarven

nach Zigarettenauch bzw. Luftexposition24 h nach der Behandlung mit Zigarettamich bzw. Luft wurden die Atemwege
isolert und hinsichtlich der GFFluoreszenz untersuch@vahrend bei Kontrolltieren ein GF¥tgnal von geringer Intensitat
beobachtet wude, wurde bei Zigarettemuchexponierten Larven vorwiegend im posterioren Teil der Tracheen GFP
detektiert. Der Messbalke entspricht einer Lédnge von 200 um. Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Beispiel von n = 16

Larven.
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Anhand der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der isolierten Tracheemde eine
Quantifizierung der GFdtensitat in den gesamten Atemwegetiurchgefiihrt (Abb.3.9). Dabei
erfolge eine Normalisierung der von GFP ausgehenden Fluoreszedie ddintergrundfluoreszenz
der Bildaifnahme.

Nach garettenrauchexpositiomnahm bei denmannlichen Larvemlie prozentualeFluoreszenzim
den Faktor 13,5uf 14,8% signifikantin Bezug auf die detektierte Fluoreszenzintensitat der-Luft
exponierten Larven (1,%)zu. Bei den Weibchen wurde allgemein einvas stérkeres, basales GFP
Signaldetektiert (3,4 %), jedoch variierte die GHRtensitat zwischen de einzelnen Individuen
starker als es bei den mannlichen Kontrolllarven der Fall Wach Zigarettermuchexpositiorwar in
den Tracheen weiblicher Larvene signifikante 3,7-fache Zunahme der GFPluoreszenz aufine
12,5%ige Fluoreszenzintensitat im Vergleich zu Hemespondierenden Kontrollen zu beobachten

Damit wurde der visuelle Eindruck (Abb. 3.8) durch die Quantifizierung bestétigt.
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Abb. 3.9: Fluoreszenzquantifizierung der isolierten Tracheen von Larven der transgenen Reportenp@0GFP nach
Zigarettenrauch bzw. Luftexposition.Larven der transgenen Reporterlifisp7GGFP wurderZigarettenauch bzw. Luft
exponiert. Nach 2230h wurde anland der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Atemwege die
Fluoreszenzintensitat von GFP quantifizidbie GFFSignalintensitat der Atemwege wurde bei jeder Probe auf die
Hintergrundfluoresenz bezogenlm Vergleich zu den jeweiligen Luftkontrolltieren wurde in beiden Geschlechtern ein
signifikant erhdhtes GF8ignal detektiert. Medias Min./Max.. n=16. Statistik: einseitiger, ungepaarteiest (Vergleich

der Rauchzur Luftexposition; jereils pro Geschlecht). *0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001.
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3.2.7 Die Zellintegritd der Atemwege wird durch eine Zigarettenrauchexposition

bei Wildtyp-Larven nicht beeinflusst

Das Protein Coracle (Cora) ist als Komponente SleptateJunctionsfiir die transepitheliale
Diffusionsbarriere zustandig* Ein Verlust von Cora hat zur Folge, dass die Integritat der
Epithelzellen verloren geht und somit ein permeables System entsteht, das durchlassig fir
beispielsweise die Hamolymphe .18t % Auch von der Exposition mit Tabakch ist bekanntdie
Integritat der Epithelzellen im Menschen zu mindér® ¥’ Gene, die mit der Zellintegritat
assoziiert werden, konnten auch mittels der Transkriptomanalysgigarettenauchexponierten
Atemwegen weiblicher Larvedysreguliert vogefundenwerden (s Abb.3.14).

Mit Hilfe des Rauchnuells wurde untersucht, oleine erhéhte Permeabilitdt nach Exposition mit
Zigarettenrauch in den Tracheen der Larven festzustellen ist. Tracheen berauchter Larven wurden
isoliert und mit Hilfe einer Immunfluoreszenzfarbung wurden @&eptateJunctions qualitativ
analysiert. Die flueeszenzmikroskopische Untersuchumgigte keine Unterschiede zwischeder
Morphologie derTracheen berauchter Tiere und den Atemwegen entsprechender Kontrolltiere

sowohl bei méannlichen als auch weiblichen LarAdnb. 3.10) auf.
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Abb.3.10: Immunfluoreszenzfarbung der Atemwege von Zigarettamch- bzw. Luftexponierten WildtypLarven. Die
Tracheen wurden unmittelbar nach Exposition mit DBPlydrochlorid sowie mittels einen gegen Cora gerichteten
Antikdrper irkubiert und abschlieRend die Fluoreszenz dokumentiert. Es wurde keine Verdnderung dgitdntges
Atemwegsepithels imfige einerExposition mit Zigarettenraucheobachtet. Der Messbalken entspricht einer Lange von

50 um. Gezeigt ist jeweils ein repragatives Beispiel von n =-8B Larven.
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3.2.8 Transkriptomanalyse

3.2.8.1Die Transkriptomprofile sind zwischerden einzelnen biologischen Replikaten

miteinander vergleichbar
Um einen Uberblick zu erhalt, welche Gene infolge einer Zigarettanchexposition differenell im
Respirationstraktder DrosophilaLarvenreguliert wurden, wurden Tracheen von Wildtgarven
nach Beendigung der Rauchexposition isoliert und einer -B&tfenanalyse unterzogen. Die
Genexpression der Rauchexpositionsgruppe wurde jeweils auf die der korrespondierenden Kontrolle
normalisiert.
Insgesamt wurden in den Atemwegemdnnlicher Larven 271 durch Zigarettermuch differentiell
regulierte Gene detektiert, von denen 399 heand 872 herabreguliert waren. In den Tracheen
isoliert aus den wdiichen Larven wurden insgesarfitt0O0 nach Eposition mit Zigarettenrauch
dysregulierte Gene gefunden, von denen 620 Gene vermehrt und 480 Gene vermindert exprimiert
wurden.
Beim Verglaih der beiden Geschlechter unterschieden sich zunachst die Anzahl der regulierten Gene
voneinander, hier lagen bei den Mannchen 171 mehr Gene dysreguliert als bei den Weibchen vor.
Gleichzeitig wurden bei den Mannchen mehr Geneutal weniger Gene hochrediert im Vergleich

zum TranskriptonZigarettenauchexponierter,weiblicher Larven.

Die erhaltenen Transkriptome der einzelnen biologischen Replikate mannlicher und weiblicher
Tracheen wurden dann jeweils im Zuge einer hierarchiscliasteranalyse in Form einkleatmap
visualisiert Abb.3.11). Mit dieser weden die Transkriptome der einzelnen Replikate durch einen
Farbcode miteiander verglichen. Dies erlaulbinen Ruckschlusgarauf ob die Regulationsrichtung

und -starke in den einzelnen Proben miteinamdergleichbar ist

Die einzelnen Replikate Zigarettanichexponierter Larven wiesen bei beiden Geschlechtern ein
perse konsstentes Expressionsprofil auf. Jedoch wurden 3.Replikat der mannliche mit
Zigarettemauch exponierten Tiere vermehrt hochregulierte Gene detektiert, wahrend in den
anderen Replikaten eher eingerabregulation beobachtet wurde.

Bei Luftexponierten méannlichen wie weiblichenLarven zeigte sich eine grof3ere Varianz im
Transkriptomzwischenden einzelnen Replikate Bei den Weibchen wurde bei den Replikatennd

4 viele Gene starker hochreguliert als bei ReplikatlinsichtlichReplikat2 wurde eineverstarkte
Heralregulation von Genen im Vergleich zu den anderen Replikaten detektiert. Bei den Mannchen
wurde bei den Replikateh und 2 ein vergleichbares Transkriptomprofil beobachtet. In Relation zu
diesen wurden vermehrt Gene mieiner starkeren Gengxession beiReplikat4 gemessen.

Besonders Replik& der mannlichenLuftkontrollgruppe unterscied sich in seinem Transkriptom
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profil starker von den ubrigen drei biologischen Replikaten, da hier viele Gentranskripte stark
vermehrt detektiert wurden aldei anderen. Dieses wurde auch von der Auswertungssoftware als
eine unabhéngige Gruppe klassifiziert. Es stellte sich daher die Frage, ob die einzelnen biologischen

Replik&ae miteinander vergleichbawvaren

= e [ [T ;

|
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Zigarettenrauch Luft

Abb.3.11: Graische Darstellung der hierarchischen Clusteranalyse in Form eideatmap von regulierten Genen
mannlicher bzw. weiblicher Wildtyg_arven naclzZigaretteniauch- bzw. Luftexposition DieHeatmapzeigt alle in der RNA
Sequenzierung detektierten Gene in Tracheen isoliert aus mannlichen bzw. weiblichervé:8 des Stamim CantorS

nach Zigaretterauch oder Luftexposition. Rote Balke zeigen hochregulierte Gene an. Die Farbintensitat kodatiert

mit der Hohe der logfachen Verénderung des Gens in Bezug auf die Referenz. Blaue &8all@mderegulierte Gene nach
Zigarettenaucdhexposition im Vergleich zur Luftkontrolle an, wobei eine Farbintensitat mit der Deregulation des jeweiligen

Gens korreliert. Die biologischen Replikate sind mit arabischen Ziffern gekennzeichnet. n = 4.

Um zu untersuchen, ob d&nzelnen Replikate ein homogen&sanskriptomprofilaufwiesen wurde

eine Hauptkomponentenanalyseiincipal component analysiBCAYyu Rate gezogen.

Die PCAdient zur vereinfachten Darstellung komplexer Zusammenhénge und kann dazu genutzt
werden die Vergleichbarkeit von Replikaten darzustellen. Diese auf3ert sich innerhalbP€lAes

Diagramns durch eine Gruppierung von Daten; potentielle Ausrei3er kdnnen daddemtifiziert
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werden, da sie aul3erhalb dieser Gruppe anzutreffen sind. iaag/sewurde ebenfallsim Rahmen

der Transkriptomanalyse durchgefuhrt.

In dem in Abb.3.12 dargestellten PCADiagramm zeigte sich, dass die einzelnen Replikate der
Kontrollgruppe in beiden Geschlechtern weniger gruppiert, sonderder Darstellung verstreut,
auftraten. Dies deutete auf eingewisseVariabilitit de Transkriptane zwischen den einzelnen
Replikatenuntereinander hin, wie sie auch zuvdurch dieHeatmapgezeigtwurde. Bein Vergleich

der Datenpunkte zwischeméannlichen und weiblichen Kontrollemnerhalb eines biologischen
Replikatgzum Beispiel Luft L und Luft 1| usw.)wurde je eine ahnliche Anordnurnignerhalb des
Diagrammsbeobachtet. Dies implizierteergleichbare Expressionsprofilenerhalbeines Replikates
und somit eines Versuchshne das Vorliegen von Ausreil3ern. Die Datenpunkte, die aus den
berauchten Tracheenerhalten wurden, gruppierten sich jedoch deutlich in Abhangigkeit vom
Geschlecht und waren homogerwischen den Replikatet - 4 verteilt. Dies zeigte, dass die
Transkriptomdaten der einzelnen Replikate miteinander vergleichbar wared sich nach

Zigarettenauchexposition geschlechterabigig voneinander unterschieden.
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Abb.3.12: PCADiagramm des Tracheentranskriptoms mannlichercumveiblicher Tracheen nach Zigarettesmch bzw.
Luftexposition. Tracheen von mannlichen und weilblen WildtypLarven wurden nachach bzw. Luftexposition isoliert.

Im Zuge der RNA&equenzierung wurde eine PCA durchgefihrt. Die Datenpunkte im Diagramm représentieren die einzelnen
Komponenen der biolagischen Replikate & 4 der untersuchten Gruppehwuft Il , Rauchll, Luftl , Rauchl . DasPCA
Diagramm zeigte eine wenig zentrierte Gruppierung in der Kontrollgruppe in beiden Geschlechtern (orange). Dahingegen

wurde eine geschlechterspeziflse Anordnung deeinzelnen Zigarettemuchexponierten Replikate beobachtet (griin).

n=4.
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3.2.8.2Mittels der Transkriptomanalyse werden mit denXenobiotikametabolismus, der
Entwicklung und der Immunantwort assoziierte Gene nach Zigarettenrauch
expositionreguliert vorgefunden

Zur ldentifizierungder durch Zigarettenrauch reguliertebiologischenProzesse in den Tracheen

wurde dasonlinefrei verfiigbare DAVHProgrammpakef? 193

verwendet. Dieses stellt aufgnd der
eingespeisten Gene Funktionsbeziehungen lralogischen Prozessen her, die in Form von
Genontologie (GG)ermen ausgegeben werdebas Programm kalkuliert die statistiscBignifikanz,

mit der ein jeweiliger G&erm im Vergleich zu einer Referenz reguliert wird und gibt die Anzahl
samtlicher zugeordneter, hoetwie auch deregulierten GenenaDie im Vergleich zur Kontrolle

signifikant verandertetGOTerme wurden anschlieRdreigens in allgemeinere Funktionskategorien
(ElternTerme) eingeordnet. Die grafische Darstellurer nach Zigarettenauchexposition

veranderten G&ermeist in Abb. 3.13 zu sehen.

In diesen Kreisdiagrammen ist gezeidass tracheale €he, die eine Dysregulation oife einer
Zigarettenauchexposition erfahrerhaben sowohl bei Mannchen als auch balNeibchen den

gleichen Prozessen zugeordnet werden konnten. Dabei wurden Gene am haufigsten den biologischen

t NBT S&34Sy a9y lGgAO]fdzy3da dzyR aaSiloz2ftAavydzaa 1 dz3Ss
3STdzy RSy 6 SNRSY giRASY deddarier aydéren deNXenobiotifamdtabolismus

1 dAS2NRy S g ANRZ a26AS a{ Ayl ftiNIyaRdz GA2yazx
aDSY SELINB A& A& A 2 Y a dmitDeédh fidogidckey Brazéssa L X0y | yoiogh22NIi2od A & OK ¢
wS3AdzZ F A2y a dzy R ad A 2 f ingdebrdeht Serderk BeNder \Bejbchenimfrderr S ND A

zwei weitere Klassifizierungen gefunden: Hier konnten regulierte Gene mit den biologischen

t NPT SaaSy a! LI LI asdoBiérvetnéik o %St £ 1 &1 f dza &
2 NKNBYR ©6S8SA RSy aNyyOKSy RSY daa®ft RASAOKSENVE (SyR
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Verhalten (6 Gene) Antwort auf Stimulus (145 Gene)

Signaltransduktion (46 Gene)
Reproduktion (15 Gene)
Proteinfaltung (7 Gene) biologische Adhéasion (7 Gene)
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Abb. 3.13: Kreisdiagramme von verallgemeinerten biologisch@mozessen, die imlge einer Zigarettenauch bzw. Luft
exposition in mannlichen (oben) bzw. weiblichen (unten) Tracheen reguliert sibds Aéemwegsephel wurde aus
Wildtyp-Laven nach Zigarettenauch bzw. Lufexposition isoliert und das Transkriptom mittels R8k&quenzierung
identifiziert. Signifikant regulierte Gene (statistisch signifikante Regulation>86&1,5; FDR 0,05) wurdenmittels der
DAVIBProgrammpaket > ' analysiert. Die signifikant veranderten @®rme wurden manuell in allgemeinere

Funktionsbeziehungen sammengefasst (Doppelzuordnungen moglick Qyl). Viele Gene wurden mit der Entwicklung

und dem Metabolismus assoziiert. n = 4.
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Fir die weitere Betrachtung der einzelnen, von dem Programmpaket BAVED durch eine
Zigarettenauchexpositionals dysreguliertklassifizierte biologisch®rozesseder méannlichen und
weiblichen larvalen Tracheemwurden diejenigen herausgesucht, die in einem potentiellen
Zusammenhang mithronischentziindlichen Atemwegserkrankungen wdesthmabronchiale und
COPDund/oder einer Zigarettermuchexposition stehen. Diese und deren Anzahl von der Software
assoziiertenhoch- und herabregulierterGene sind ibb.3.14 dargestellt.

In den Atemwegen mannlicher Larven konnten acht Prozedsaetifiziert werden, die nach
Zgarettenrauchexposition verandert waren (Abb.3.14-oben) Dazu gehérten deoXenobiotika
metabolismusisowie dieoRegulation deiG-Jun Nterminale Kinase (JNiSjgnalkaskade AuRerdem
wurden dysregulierte Genanit dem dFibroblastenwachstumsfakofilroblast growth factor FGF)
Signalweg, derdTelomerasevermittelte(n) Telomererhaltung, der cAntwort auf oxidativen Stress
und deraRegulation des Knochenmorphogenetischen Protbisné morphogeneticprotein, BMP)
Signalwegd assoziiet. Die oG-Protein gekoppelte RezeptorGprotein coupled receptorGPCR
Signalgebung sowie die oangeborene Immunantwoét waren am starksten durch die
Zigarettenauchexposition in mannlichen Atemwegenoduliert

DasTranskriptonprofil der Atemwege Zigarettermuchexponierter Weibchemrzeigtel4 dysregulierte
Prozesse im Vergleich zuuftkontrolle (Abb. 3.14- unten). Neben den bereits bei den Ménnchen
erwadhnten Prozessen wurden zusatzlich aositive Regulation der WiBignalkaskade die
oZelladhasiod, die oApoptose), der oNotch-Signalweg die oEntwicklung des offenen
Trachealsystentssowie die oEtablierung der planaren Zellpolariéaverandert vorgefunden. Am
starksten waren Gene durch Zigarettenrauch reguliert worden, die mit dem Prozess
oGlutathionmetabolismusin Zusammenhang stehetm Gegensatz zu den Mannchenrdel eine
Zigarettenauchexposition nicht mit desRegulation der BMiSignalkaskadewie bei den Weibchen

in Verbindung gebracht.
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Abb.3.14: Ausgewdhlte, regulierte biologische Prozesse im Atemwegsepithel von mannlichen und weiblichen
DrosophilaLarven inblge einer Zigarettermuchexposition im Vergleich zu Luéixponierten Tieren, die im potetiellen
Zusammenhang mit chronisckentziindlichen Atemwegserkankungen odeeiner Konfrontation mit Zigarettenrauch
stehen. Tracheen von méannlichen und weiblichEmosophilaLarven wurden nach Zigaretteauch bzw. Luftexposition
isoliert unddas Tracheenemskriptom mittelseiner RNASequenzierung analysiemifferentiell regulierte Gene (statistisch
AAIYATFTALFYGES wsS3dz 4£0{03) 2vyrde inXlie trei vi(fugbarexSoftwvare DAVID’ eingespeist, welche
veranderte biologisch@rozesse identifizierte. Einigeisgewahlte biologische Prozestehenin eirem moglichen Kontext

mit einer Zigarettermuchexposition und/oder einePathogenesevon chronisckentziindlichen Atemwegserkrankungen
sind bis zu einem-Vert von 0,1 dargestellt. Schwarze Balken zeigten haplaue Balken deregulierte Gene an. Diese sind
fur Ménnchen (oben) md Weibchen (unten) dargedte Je weiter oben in der Grifein Prozess zu finden ist, desto hoher

ist der pWert. n = 4.
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Asthmabronchialeund auch C®Dsind Erkrankungn, die eine geschlechterspezifische Auspragung
aufweien.’® " Da im Zuge der zuvor durchgefiihrten Versubkeonders ki derhsp7GExpression
ebenfalls ein sexueller Dimorphismubeobachtet wurde, wurden geschlechtersgsche
Expressionsprofile ammd der Transkriptomanalyse herausgearbeitet. Dabei waren die zuvor
erlauterten, signifikant veranderten Prozessles Xenobiotikametabolismus, der Antwort auf
oxidativen Stress, der angeborenen Immunantwort, der Entwickl(wig der kanonische Whnt
Signalwegund die GPCRermittelte Signalgebung Gegenstand dieser Betrachtungen. Es wurde ein
sexueller Dimorphismus slgegeben angesehen, wenn sich wenigstens die Halfte der damit
assoziierten Gene in Mannchen und Weibchenterschiedlich verhielten (Unterschiede der
Mittelwerte der beiden Geschlechter: lo§ | OKS + SNNY RS NHzy Abb.&15 soWip 0 ® 5 A S
Abb.3.16 zuentnehmen.

Hier wurde in Bezug auf den Xenobiotikametabolismus bei vieigund Gstkodierenden Genen

eine geschlechtsspezifische Regulation beobachtet. WahrendCyeiGenen vorwiegend eine
Deregulation detektiert wurde, die ausgepragter bei den Mannchen war, wurdSsbeneneine
Zunahme der Genexpression nach Zigare@echexposition vor allem bei den Weibchen detektiert.
Aber auch bei dehspvermittelten Antwort auf oxidativen &ss wurde eine sickhwischenden
Geschlechtern unterscheidende Genexpression ermittelt, jedoch exprimierten Mannchen starker die
damit assoziierten Gene.

Im Gegensatz dazu konnte bei den Signalwegen der angeborenen Immunantwort keine
geschlechtsspezifise Genexpression beobachtet werden.

In Hirblick auf die fur die Entwicklung relevanten Gene wurde bei dem kanonischenSigmalweg

eine geschlechterspezifische Regulation detektiert, wobei vorwiegend bei weiblichen leingen
starkere Deregulation dedamit assoziierten Gene ermittelt wurde. Aber auch bei der Netch
Sgnalgebung wurdeine starkere Deregulatioder Genexpressiobei den Weibcheteobachtet.

Im Gegensatz dazu wurden bei den Mannchealge einer ZigarettermuchexpositiorGeng die mit

der GPCHR5ignalgebung assoziiert wurden, starker dereguliert im Vergleich zweérchen
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Abb.3.15; Expression von Genen, die mit Hitzeschockprotein&liutathion-STransferasen, Notchoder kanonischem
Whnt-Sighalweg assoziiert werden, in Tracheen maéannlicher umeiblicher Wildtyp-Larven nach Zigarettemuch
exposition in Relation zur Luftkontrolldm Zuge der Transkriptomanalyse wurde beobachtet, dasgeXie involviert sind

in die Signalwege Notch und Wnt (kanonisch) sdwgie und Gstzugehdrige Gene geschlechtsspezifisch in den Atemwegen
Rauchexponierter Larven exprimiert wurden (Unterschiede der Mittelwerte: ifaghe Veranderung0,5; in fett). Die
Genexpression sind jewedsf die Luftkontrolle normalisiert. a4. ns=nicht signifikant (bezogen auf die die Luftkontrolle

des jeweiligen Geschlechts).
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Transkriptomanalyse wurde beobachtet, dass Gene, die involviert sind in dieS&d@Rebung un@ypzugehdrige Gene

geschlechtsspezifisch in den Atemwegen Raaqbonierter Larven exprimiert wurden (Unterschiede der Mittelwerteylog
fache \eranderungk0,5; in fett). Die Genexpressionaind jeweils auf die Luftkontrolle normalisiert. a4. ns=nicht

signifikant (bezogen auf die die Luftkontrolle des jeweiligen Geschlechts).

und weiblicher WildtypLarven nach Zigarettemuchexposition

Abb.3.16: Expression von Genen
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3.3.1 Zigaettenrauch vermindert die lokomotorische Aktivitat bei Wildtyharven

Die lokomotorische Aktivitat ist eimveiterer Ausleseparameter, um die Fitness v@mosophila
beurteilen zu kénnenDie Fitness wird dabei in dieser Arbeit als Wiederstandsfahigkeinielef
Hierzu wurden DrosophilaWildtyp-Larven mit Zigarettenrauch oder Luft exponiertNach der
Behandlung wurde die lokomotorische Aktivitat mittels tberquerter Gitternetzlinien innerhalb eines
definierten Zeitraumes dokumentie(Abb.3.17).

Es wurde beobachtet, dass mannliche, laxponierte Larven durchschnittlicfiinf Gitterlinien
innerhalb 1min CUberquerten. Diese bewegten sich damit signifikanteniger als die
korrespondiegenden weiblichen Kontroliklven, die in demselben Zeitraum im Mittedcht
Gitternetzlinien passierten. Die Aktivititen zwischen den Geschlechterrexpifinierter Larven
zeigten laut  statistischer Analyse einen sigkéfinten Unerschied. Nach einer
Zigarettenauchexposition wurdeeine stark verringerte lokomotorische Aktivitat im Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle beobachtetWahrend jedoch die mannlichen, Zigarettanchexponierten
Larven nahezu inaktiv waren, tberquerten dieiblichen Larven durchschnittliaine Gitternetzlinie

im gleichen Zeitraum. Hier war jedoch der Geschlechterunterschied nicht statistisch signifikant.

121 O] Luft
s s s e sk o . Rauch

104

Uberguerte Gitterlinien pro min
& 9 A

1 B

Mannchen Weibchen

Abb. 3.17: Lokomotorische Akvitdt von Wildtyp-Larvennach Zigarettenauch- bzw. Luftexposition.Unmittelbar nach
Exposition mit Zigarettemuch bzw. Luft wurde die lokomotorische Aktivitat vBmosophilawildtyp-Larven Uberpriift.
Weibliche Tiere der Lutxponierten Gruppe waren agiler als diéerrespondierenden ménnlichen Larven. Die Akdivit
wurde jedoch infolge einer Zigaretteauchexposition signifikant in beiden Geschlechtern verringdedian+ Min./Max..

n =10 Larven Statistik:oneway ANOVA mit BonferrofPostHoc Test.*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001.
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3.3.2 Die Verpuppungsrate ist bei Zigaretteauch-exponierten, mannlichen

Wildtyp-Larven reduziert

Tabakrauch besteht aus einer Vielzahl an Komponenten, von denen viele sich als toxisch erwiesen
haben!! Der Kontakt zu Zigaretteauch induziertApoptose und NekrosE¥® Gene, die mit der
Apoptose assoziiert werden, konnten auch miigt der Transkriptomanalysein Zigarettenauch
exponieten Atemwegen weiblicher Larven gefunden werdgtbb.3.14). Aufgund dessenwurde
Uberprift, wie sicheine Zigarettenauchexposition wahrend dedarvalstadiura mittels des
Rauchmodells auf die Viabilitat wahrend der folgenden Entwicklungsstadien au$iit3.18).

Dabei wurden die Anzahl der @lidebenden Tiere in den einzelnen Entwicklungsstadien jeweils auf

die vor Beginn der Exposition eingesetzten Larven bezogen.

Hierbei konnte festgestellt werden,ads eine signifikanterringerte Anzahl deexponierten Larven

die Zigarettenauchapplikationiberlebte (97,1%), wahrend nach der Luftexposition 99¢6der Tiere

am Leben waren. Bei den weiblichen Larven konnten keinefikaymien Unterschiede zwischen
Zigarettenauch- und Luftbehandelten Tieren ermittelt werden. Hieiiberlebten 97,6% der
weiblichenLarven eineKonfrontationmit Zigarettenrauchwahrendnach Luftexposition98,8% der
Larvenam Leben warefAbb.3.18 - links).

Bei den Mannchenwurde beobachtet, dass 79% der urspriinglich eingesetzten Larvder
Rauchexpositionsgrupp@ das Puppenstadium (bergangen sind. Dies war signifikant verringert in
Bezug zur Luftexpositionsgruppe, bei dich 91,06 der Larververpuppten. Bei den welizhen
Larvenentwickelten sich 95,86 der Tiere relativ zuAusgangszahtur Puppe sofern sie zuvor
Zigarettenauch exponiert waren. Erfolgte hingegen eine Luftexposition, erreichten @4 ,8er
Larven @s nachste Entwicklungsstadiuaibp.3.18 - Mitte).

Bei den Mannchen komplettierten 76% cer Larven die Metamorphose nach Zigareti@mch
exposition in Bezug auf die Anzahl anfanglich eingesetagge. Im Zuge einer Luftexposition wurde
beobachtet, dass 88% aller urspriinglich eingesetzten Larven sich zu Imagines entwickelten. Bei
den Weibchen erreichten 86% der zu Beginn eingesetzten Tieres detzte Entwicklungsstadium
nach Exposition mit igarettenrauch Bei Konfrontation mit Luft schlipften 8674 der Tiere, die mit

Beginn des Veucls eingesetzt wurdenAbb.3.18 - rechts).
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Abb.3.18: Uberlebensrate wéhrend der einzelnefEntwicklungsstadien Larve, uppe und Imago nach vorheriger

Zigarettenmauch bzw. Luftexposition von Wildtyg.arven.L3-Larven wurden Zigaretteauch oder Luft exponiert. Direkt
nach der Berauchung wurde die Anzahl lebender Larven gezahlt (links), miader2Anteil der sich verpuppten Tiere
(mittig) und 5-6d spater die Anzahl geschlipfter adulter Tiere (rechts) bestimmt. Die Anzahl wurdesjawgitie zu
Beginn des Versusheingesetten Tiere bezogen. Mannliche, Zigarett@mchexponierte Larven wieseeine reduzierte
Uberlebensrate direkt nach der Berauchung auf. Weiterhin verpuppten siohi den ménnlichen Tieren bei
Zigarettenauchexposition weniger Tiere als bei Luftexpositidns diesen entwickelten sich nahezu samtliche Tiere zu
Imagines Bei d& Weibchen konnte keine reduzierte Uberlebensrate wahrend dezeshen Entwicklungsstadien infolge
einer Zigarettenauchexposition beobachtet werden. MediaMin./Max.. n=4 (ausgehend von @5arven). Statistik:

I -lineare Regression mit BonferreRbstHocTest und einer Annéherung~0,9999. *p<0,05; **p<0,01; ***p <0,001;

*xp <0,0001.



3 Ergebnisse 89

o

34 51 a4 wl dzOKY2RSGBINRPERNIKRA S | Rdz

Neben dem Rauchmodédlir das juvenile Entwicklungsstadiunurde ein weiteres Mdell etabliert,
welches bei adulten Taufiegen angewendetwerden kann Dieses istschematisch inAbb.3.19
dargestellt. Auch hier musste zunéchst sichergestellt werden, dass @éakrauch vom Tier
wahrgenommen wird und sich in einer veranderten Genexpression auf3ert, aber nicht oder nur wenig
letal wirkt. Hierbei wurde im Gegensatz zum vorherigen Modell eine etwas verlangerte Eiablage von
4h durchgefuhrt und auf die Geschlechtemtinung im Larvalstadium verzichtet.d5nach dem
Schlupfen wurden adulte, npgfrauliche Tadiegen fir 56min Zigarettenauch exponiert, wahrend

die Kontrollgruppe fiir die jeweilige Zeit Luft ausgesetzt war. Es wurde eine Dogiwe&idtiigen/min
gewahlt, da sich in Vorversuchen gezeigt hatte, dass Taufliegen im adulten Stadium wesentlich
sensibler auf Zigarettenrauch reagierten als sie es wahrend larvaler Entwicklungsstadiertagen.
auRerte sich in einer stark reduzierten Uberlebes. AnschlieRend wurde die Genexpression von
Cypl8al sowie hsp70 im Zuge der Etablierungsstudien untersucht. Weiterhin wurden die

Auswirkungen des Zigarettenrauslufdie Uberlebensratesowie die negative Geotaxasalysiert.

- % &
¥ - § &%

Schliipfen

Embryo 3. Larvenstadium Puppe der Imagines
:. > >—> natarlich
0 3 5 6 9 10 11 15 16 T
eec L 1 L 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 | | Zeit/ d
<
Geschlechter- I
selektion Uberlebensrate
Eiablage . .
(4 h) negative Geotaxis
gRT-PCR (Cyp18al, hsp70)

Zigarettenrauchexposition

Abb. 3.19: Experimenteller Ablauf fir die Zigarettemuchexposition wahrend des adulten Entwicklungsstadiumilach

einer synchronisierten Eiablage durchliefen die Tiere die Entwicklung bis zur adulten Taufliege. Jungfrauliche Imagines
wurden 5d nach Siliipfen Zigarettensuch ausgesetzt (5@in, zweiZlge/min). Die entsprechende Kontrolle wurde Luft
exponiert. AnschlieBend wurden in einer Kinetik die GenexpressionsprofileCypft8alund hsp70im Kopf sowie im
ThoraxAbdamen-Homogenat detektiert. AuRerdem wurde das negative Geotaxisverhalten Ubetpdiid 24h nach
Beendigung der Zigaretteanchexposition die Uberlebensrate der Tiere ermittelt. Die Tiere wurden konstant & 25

gehalten.
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3.5.1 Eine Kposition mit Zigarettenrauchinduziert Cyp18albei adulten Taufliegen

Fur die Etablierung des Rauchmodells im adulten Entwicklungsstadium wuiide bei der
Zigarettenauchexposition wahrendjuveniler Entwicklungsphaseneine Regulation des Gens
Cypl8al als Aisleseparameter festgelegt. Aahd dessenkann beurteilt werden, ob der
Zigarettenrauch von der Imago vergleichbar mit der Larasefgenommen wird. Taufliegenproben
wurden gesammelt und seziert; Preito vom Kopf sowie Proben, die den Ulerigkorpus (Thorax und
Abdomenzusammengnthielten, wurdenuntersucht.

Es wurde amittelbar nach Beendigung der Zigarettanchexposition eia signifikanteErh6hungder
Cypl8aimRNAKonzentrationin Képfenmannlicher Taufliegen um das 1fache beobachtet im
Vergleich zu den Luftkontrolltieren. Im Verlauf der Zeit nahm das Expressionsniveau graduell ab
(1,5fach bei 30min; 1,2fach bei 6amin, je in Relation zur LuftkontroleZum zuletzt analysierten
Zeitpunkt, 120min nach Beendigung der Zigarettanchexposition,reduzierte sichdie Cypl8al
Transkriptmengeveiter auf die0,9-fache Expressioim Bezug auf die Kontroll&ediglich zum zuerst
untersuchten Zeitpunkt unterschieden sich die Expressionsspiegel der Rappégignifikant von
dem der Luftkontrollg§Abb. 3.20- links).

In Képfenweiblicher Imagines wurde ebenfalls direkt nach Beendigumdga@eauchung eine um den
Faktor 1,6 erhohte Cypl8aiExpression im Vergleich zur Kontrolle detektiert. Zu den beiden
nacholgenduntersuchten Zeitpunktewerminderte sich die Expression weitdr,0-fach bei 3min;
1,1-fach bei 60min, jeweils in Relation zur KontrojJleZum Zeitpurkt 120min nach Beendigung der
Zigarettenauchexpositiorwurde eine weiter verringerteCypl8aiTranskriptmengd0,8fach) in der
Rauchexpositionsgruppe in Relation zur Luftkontrolle ermittelt. Wie auch bei den Mannchen &uRRerte
sich auch hier nudie Expression mmittelbar nach Beendigung der Zigarettanchexposition als
statistisch signifikant iBezugauf dieLuft-exponierten Tier¢Abb. 3.20 links).

Bezuglich der ThorakbdomenProben konnte bei den mannlichen Imagines ein erhdldgpl8ail
Signal bei Zigaretteauchexposition im Vergleich zur Luftexposition direkt nach der Rauchprozedur
detektiert werden (1,5fach). Die Expression verringerte sich im Laufe der darauffolgend
untersuchten Zeitpunkte (1;#ach bei 30min; 1,kfach bei 60min, je in Relation zur Kontrolje
120min nach Beendigung der Expositiavurde die geringsteTranskriptmenge mterhalb des
Kontrollspieged (0,9fach) detektiert. Lediglich der zuerst untersuchte Zeitpunkt zeigte eine im

Vergleich zur Kdrolle signifikante Anderung de&xpressionsleve(Abb. 3.20- rechts).
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Im Falle der Weibchen konnte im ThowkdomenHomogenatzu den drei zuerst untersuchten
Zeitpunkten keinesignifikante Veranderung derCypl8aiKonzentration beobachtet werden (%,0
fach bei Omin; 1,2fach bei 30min; 1,kfach bei 60min, jeweils im Vergleich zur KontrglleZum
Zeitpunkt 120min nachBeendiging der Zigaretterauchexposition wurde eine I1féach erhohte
Cypl8aiTranskriptmenge detektiert, die sich statistisch signifikant vom dker Luftkontrollgruppe
unterschied(Abb. 3.20- rechty.

Beim Vergleich der Expressionsprofile mit dem denzgn Larverfiel auf, dass im jedem Bereich

etwa ein Drittel sohohe Cypl8aimRNAKonzentrationen egicht wuden wie in der ganzen Larve.

Cyp18a1l (Kopf) Cyp18al (Abdomen und Thorax)
3.01 O Luft 3.0 [ Luft
c 2.5 @ Rauch c 251 @ Rauch
~ 0O ' :J‘ Re] *
N H 7 —
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R 3 2
Q o p Q O 1. -
&1 SE&
* 0.51 x 0.5
0.0- 0.0-
& & & PRSI e & & NS
& & & & & & & & & & & & & & & &
OV P ® \,)9 T LN ® \,}0 SNSRI ’09 O D @ 09
Méannchen Weibchen Mannchen Weibchen
Zeit nach Beendigung der Exposition Zeit nach Beendigung der Exposition

Abb. 3.20: Expression vorCypl8alim Kopf sowie im ThoraxAbdomenHomogenat von adulten Zigarettenrauchhzw.
Luft-exponierten TaufliegenJungfrauliche Imagines wurderdshach Schliipfen geschlechtergetrennt Zigarettenrauch bzw.
Luft exponiert. Kopfhomogenat und Homogenat vom Thoraxarmmsen mit Abdomen wurde direkt nach der Exposition
sowie 30, 60 und 12énin spater beziglich deSyp18aiExpression mittels qRFCR untersucht. Das Haushaltsgpl32
diente jeweils zur Normalisierung. Link€yp18al wurde unmittelbar nach der Zigarettermahexposition im
Kopfhomogenat beider Geschlechter signifikant im Vergleich zur Kontrolle exprimiert. Reghif8alwurde im Thorax
AbdomenHomogenat direkt nach der Berauchung bei den Mannchen, bei den Weibchemid2tach Expositionsende
signifikant eprimiert in Relation zur jeweiligen Kontrolle. MMSEM. =3 (je zehnmal Kopf bzw. zehnmal Abdomen und
Thorax). Statistik: einseitigematio-paired t-Test (Vergleich der Rauclzur Luftexposition; jeweils pro Zeitpunkt und

Geschlecht). *p < 0,05; **p &01.
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3.5.2 Eine Kposition mit Zigarettenrauchinduziert hsp70bei adulten Taufliegen

Analog zuCypl8alwurde auch die Expression véisp70in Kdpfen sowie in Abdomen und Thorax

zusammervon Imagines ermittelt.

Die hsp70Expression bei adulten Tieren war beiden untersuchtenProben quantitativ stéarker
verglichen mitCyp18alIn den Kopfen von méannlichédrosophilawar die hsp70Konzentrationbis
60 min nach Beendigung der Zigarettanchexposition signifikant erhdht in Bezug auf die jeweilige
Luftkontrolle Hierbei wurde eia graduelle Erh6hung der hsp70Transkriptmengevon 0 min
(2,2fach) tber 30 min (2€ach) zu 60 min (37ach)je in Bezug auf die Kontrolk beobachten. Zum
zuletzt analysierten Zeitpunkt, 120in nach Fertigstellungler Berauchungyerringerte sich die
Transkriptmenge auf dé&4-fache in Relation zu Lu#éxponierten ImagineAbb3.21- links).

Bei weiblichen Tieren wuedim Kopf unmittelbar nach der Zigarettenuchkonfrontation 2,5ach
erhdhte hsp70Spiegelim Vergleich zur Luftexpositionskontroltpiantifiziert, die bis 6@nin nach
Beendigung der Applikation mit Zigarettenrauch weiter anstiegafiath bei 30min; 16fach bei
60min, jeweils in Relation zu Ludixponierten Kopfep 120min nach Fertigstelg der
Zigarettenauchexpositionverringerte sich dahsp7GLevel wieder(elffach in Relation zu Képfen
Luftexponierter Imagines) Nur zum Zeitpokt 30min nach Beendigung der Zigarettanch
exposition wurde eine statistische signifikante Verénderung lusgp78Expression in Relation zur
Kontrolle gefunderfAbb. 3.21- links).

Bei den mannlichen Tauflieg wurde im ThoradbdomenrHomogenat unmittelbar nach
Expositionsende nur wenidsp70 (2,8fach) in der berauchten Gruppe im Vergleich zur
unbehandelten Grppe detektiert. 3amin und 60min spater stieg die Konzentration jedoch aiafs
29fache bzw. 28fache in Relation zur Luftkontrolle an. 120in nachBeendigung der Behandlung
mit Zigarettenauch wurde eine etwa 2fache Zunahme der Transkriptmengen inz8g auf die
Luftkontrolle beobachtet. Die Expression zu den ZeitpunktemiB0Ound 60min unterschiedersich
signifikant vorder Kontrolle(Abb. 3.21- rechty.

Bei Proben, die Thorax und Abdomen weiblicher Taufliegemieien, wurde direkt nach der
Zigaettenrauchexposition sowie nach 30in und 60min eine Erhdhung dehsp70Transkripte
beobachtet (9,5ach bzw. 24ach bzw. 27#fach). Zum zuletzt analysierten Zeitpunkt, I8 nach
Expositionsende, verminderten sich die Transkriptmenggeder und lagenl7-fach erhdht vorin
Bezug auf die der unbehandelten Tiere. Diggp70Expression zum Zeitpunktn@in und 30min

verhielten sich gemaf Analyse statistisch signifikant in Relation zur Ko#olie3.21- rechts).
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Beim Vergleich dieseiDaten mit dem Expressionsprofil der Larvesar wie auch bei dem Gen
Cypl8alauffallig dass etwa halb so hohExpressionslevem Kopf bzw. im ThoraxAbdomen

Homogenat erhalten wden wie in ganzen Larven.

hsp70 (Kopf) hsp70 (Abdomen und Thorax)
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Abb.3.21: Expression vorhsp70im Kopf sowie im Thorax-AbdomenHomogenatvon adulten Zigarettenauch bzw.
Luft-exponierten TaufliegenJungfrauliche Imagines wurderdSach Schliipfen geschlechtergetre@igarettenauch bzw.

Luft exponiert. Kopfiomogenatund Homogenatvom Thorax zusammen mit Abdomen wurde direkt nach der Exposition
sowie 30, 60 und 120 min spéater bezuglich d&gl18al und hsp78Expressionmittels qRTPCR untersucht. Das
Haushaltsgenmpl32 diente jeweils zur Normalisierung. Bypl8alwurde unmittelbar nach der Zigarettemuchexposition

im Kophomogenatbeider Geschlechter signifikant exprimiert im Vergleich zur KontrollesB7/0war im Kopfiomogenat

bis zu 6amin bei Mannchen und bis 3@in bei Weibchen nach Expositionsende signifikant erhoht in Bezug auf die jeweilige
Luftkontrolle. CCyp18alwurde im ThoraxAbdomenHomogenatdirekt nach der Berauchung bei den Mannchen, bei den
Weibchen 120nin nach Expositionsende signifikant exprimigr Relation zur jeweiligen Kontrolle. D: Eine signifikante
Zunahme von hsp70 im ThoraxAbdomenHomogenat bei Mannchen wurde 3fhin und 60min nach
Zigarettenauchexposition in Relation zur Kontrolle detektiert, bei Weibchen zum Zeitpunkt 0 min und 3Mfinh SEM.

n =3 (jezehnmalKopf bzw.zehnmalAbdomenund Thorax). Statistik: einseitigeatio-pairedt-Test (Vergleich der Rauch

zur Luftexposition; jeweils pro Zeitpunkt und Geschlecht). *p < 0,05; **p < 0,01.
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3.6.1 EineZigarettenmauchexposition wahrend des adulten Entwicklungsstadiums

wirkt sich auf das Uberleben von méannlichen Taufliegen aus

Wie bereits im vorhergehenden Kapie¥ angesprochen, reagierten Imagines sensitiver auf eine
Exposition mit Zigarettenrauch als Larven. Da auch bei den Larven ein Einfluss der Zigarettenrauch
exposition auf die Uberlebensrate beobachtet wurd&blf.3.18), wurden die Auswirkungedes
Zigarettenrauchsuch auf die Uberlebensrate von adulten Taufliegen ermittelt.
Nachzigarettenauchexposition waren bis aufenige Ausnahmen samtliche Tiere bei M&nnchen und
bei Weibchen immobilisiert, bei Luftexposition wangegerkeiner der Imagines bewegungsunfahig.
Die meisten weiblichen Taufliegen regenerierten sich inniérhaon 1h nach Beendigung der
Zigaretenauchexpsition, wahrend viele der ménnlichen Taufliegen teilweise Uber mehrere Stunden
betaubt waren. Um falscpositiv gewertete Imagines auszuschlieen, wurde die Anizdender
Tiere 24h nach der Zigarettenrauchexposition bestimrRauchexponierte, mannlica Taufliegen
zeigten eine signifikant verringerte Uberlebensrate von 92,0m Vergleich zur Luftkontrollgruppe
auf, bei denen 99,4 der Tiere am Leben warele relativzur Anzahl der zu Beginn des Versuchs
eingesetzten TaufliegeBei Zigaretterauchexponierten Weibchen konnte eine Uberlebensrate von
99,7% beobachtet werdergie sich statistisch nicht von delLuftexponiertenTaufiegen unterschied

(100%)(jeweils zu den zu Beginn des Experiments eingesetzten Tiida) 3.22).

1004 ? —_— ==
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Uberlebensrate / %

] O Luft
20'[ [ Rauch
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Maéannchen Weibchen

Abb.3.22: Uberlebensrate von mannlichen und weiblichen Taufliegen naZharettenmuch bzw. Luftexposition.
Imagines wurden im Alter von & Zigarettenauch bzw. Luftexponiert. Nach 24 wurde die Anzahl der lebenden
Taufiegenin Bezug auf die zu Beginn eingesetzten Téenaittelt. M@nnliche Imagines wiesen eine statistisch verramel
Anzahl Uberlebender Tiere nach ein&igarettenauchexpositionim Vergleich zur Luftkontroll@uf. Eine veranderte
Uberlebensrateinfolge einer Zigarettenauchexposition konnte nicht bei den weiblichen Imagines beobachtet werden.
Median+ Max./Min.. n=4 (50- 65 Taufiegen pro Gruppe). Statistik: einseitiger, gepaartdiest (Vergleich der Rauchur

Luftexposition; jeweils pro Geschlecht). #®,05.
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3.6.2 EineZigarettenmauchexposition von adulten Taufliegen reduziert die negative

Geotaxis

Wie in Kapitel3.4 bereits erwahnt induzierte eine Behandlung mit Zigarettenrauch eine
Bewegungsunfahigkeit der Imagines. Um die Regeneration von digarettenauchvermittelten
Immobilisierung geschlechtsabhéangig zu bestimmen, wurde die negative Geotaxis,dake
intrinsische Verhalten der Tdigfigen vetikale Flachen hochzuwandernderspiegelt, direkt nach der
Berauchung sowie 30, 60, 90 und X8h nach Beendigung ed Zigarettenauchbehandlung
innerhalb eines definierten Zeitfensters bestimmibp.3.23).

Im Zuge dieses Versuchaufbaus weurdrmittelt, dass unbeharelte, mannliche wie weibliche
Taufiegen eine mittlere Hohe von etwa tin erreichten.

Bei Exposition mit Zigarettenrauch wurde beobachtet, dass alle mannlichen Tiere direkt nach
Rauchexpositiorakinetischwaren. Jedoch regenerierten sich die Thegen nit der Zeit von der
Zigarettenauchvermittelten Bewegungsunfahigkeit. Es wurder3ih spéter eine mittlere Hohe von
1,4cm ermittelt, zum Zeitpunkt 6fin und 90 min nach Beendigung déigarettenrauchexposition
wurde je eine Hohe von 3@n im Réhrchen gemessen. Zum zuletzt analysierten Zeitpunkngitgo
wurde eine Hohe von 6dm im erreicht.Zum Zeitpunkt Gnin nach Rauchexpositionsende konnte
keine statistische Analyse aufgrund fehlender Varianz durchgefignden. Die Ubrigen Zeitpunkte
waren gemalf statistischer Analygaveilssignifikant reduziert in Bezug auf die Luftkontrollgruppe.

Im Laufe der Zeit konnte beobachtet werdetass ein Teil der exponierten Thefensensiblerauf

die Zigarettenrauchexpsition reagierten, da diese noch zum zuletzt analysierten Zeitpunkt itiigp

noch durch den Zigarettenrauch betdubt waren, wéahrend andere sich von der Bewegungsunfahigkeit
bereits partiell oder vollstandig erholt hatten.

Bei den Weibchen waren im Gegetisau den mannlichen Imagines einige wenige Tiere durch die
Behandlung nicht vollstdndig bewegungsunfahig. Hier wurde eine mittlere Hohe voemO,4
unmittelbar nach Expositionsende gemessen. Wie bei den Mannchen wurde eine mit der Zeit
fortschreitende Regegeration von der Zigarettenauchinduzierten Bewegungsunféahigkeit
beobachtet.Zum Zeitpunkt 30 mimach Beendigung Zigaretteauchexposition wurdeine mittlere

Hohe von 3,&m im Rohrchen gemessen. Die erreichiéhe stieg 6@nin bzw. 90min nach
Zigaretenrauchexpositionsende weiter an (%G8 bzw. 7,%£m). Die durchschnittliche H6he zum
zuletzt analysierten Zeitpunkt (120in) betrug 8,4£m. Die mittlere Hohe im Réhrchen war zu allen
untersuchten Zeitpunkten signifikant reduziert in Relation zur Komirdine Beobachtung von

unterschiedlichsensible Gruppen konnte bei den Weibchen nicht beobachtet werden.
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Abb. 3.23: Negativer Geotaxig\ssay von adulten Taufliegen nacigarettenmauch bzw. Luftexposition. Jungfrauliche,
adulte Drosophilawurden im Alter von & mit Zigarettenrauch exponiert und die negative Geotaxisatiairekt nach
Beendigung der Zigaretteanchexposition sowie 30, 60, 90, 12n spéter innerhalb eines Zeitfensters vahslbestimmt.
Sowohl bei mannlichen als auch weiblichenftdexponierten Taufegen wurde eine mittlere Hohe von etwa &fn im
Roéhrchen ermittelt. Bei Zigarettemuchexposition waren mannliche Imagines vollstdéndig bewegungsunfahig. Die
Beweglichkeit wurdem Verlauf der untersuchten Zeitpunkte partiell wiederhergdls Mannliche Taufegen erreichten
120min nach Beendigung der Behandlung eine Hohe vorcr,dm Rohrchen. Bei Weibchen waren unmittelbar nach
Fertigstellung der Exposition viele Thefenbewegungslos. Die Regeneration verlief jedoch schneller als bei mannlichen
Fliegen: Zum zuletzt analysierten Zeitpunkt (2@0) lag die Hohe bei 8¢m. MW+ SEM. r=42-48Taufiegen pro
Gruppe. Statistik (je Messzeitpunkt und Geschlecht): einseitgepemarter tTest. *p<0,05; **p<0,01; ***p <0,001;

**kn <0,0001. Wegen fehlender Varianz konnte zum Zeitpunkti® bei den Méannchen keine Statistik durchgefuhrt

werden.
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Innerhalb der Metamorphose, die wahrend des Puppenstadiums stattfindet, treten viele
Umstrukturierungsprozesse auf. Diese werden unter andekdmar epigenetische Mechanismen
reguliert’?***® Dabei stellt sich die Frage, ob Modifikationen im Epigenom, die im Juvenilstadium
beispielsweise durch eingéxposition mit Zigarettenrauatrworben worden sind, die Metamorphose
Uberdauern und im Imaginalstadium einen Phanotyp verursachen, der sich von dem unbehandelter
Tiere unterscheidet. Im Zuge dessen wurde uUberprift, ob ddedandlungvon Imaginesmit
Zigarettenrauchdie beeits im juvenilen Stadium inZigarettenauch in Kontakt gekommen waren
(Gruppe 4) eine differente Antwort aufweisen als eine Gruppe, der nur einmalig Zigaretten
rauchexposition, entweder als Lar(&ruppe 2)oder als Imago(Gruppe 3) widerfahren war.
Kontrolltiere (Gruppe 1)wurden in keinem der beiden Entwicklungsstadien mit Zigarettenrauch
konfrontiert. Aufgund der Verwedung eines neuen Cante&Stamns wurde die Expositionsdauer

bei der Larve auf 11&in verlangert und die Konzentration bei Imagines dugi Zige/min erhoht.
Nach Exposition miZigarettenauch oder Luftwurde die Uberlebensratetberprift sowie die
Regenerationvon der Zigarettenauchinduzierten Bewegungsunfahigkeit mittels eines negativen

GeotaxisAssays untersuclt{bb.3.24).
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Abb.3.24: Experimenteller Ablauf der zweifacherzigarettenmuchexposition wéhrend des larvalen und adulten
Entwicklungsstadiums.Nach Geschlechtern selektierte, d5alte WildtypLarven wurdenZigarettenauch bzw. Luft
exponiert (112min, vierZuge/min). Nach Vollendung der Metamorphose wurded &lte, jungfrauliche Taufliegen
Zigarettenauch bzw. Luft ausgesst (56min, dreiZige/min). Die negative Geotaxis wurde Uberprift und die

Uberlebensrate der Tiere ermittelt. Die Tiere wurden konstant be&i@§ehalten.
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3.8.1 Eine Zigart#enrauchexposition im Larvalund Adultstadium wirkt sich auf

das Uberleben von mannlichen Taufliegen aus

Die Uberlebensratewurde 24h nach Expositionsende untersucht, da die Taufliegen nach der
Exposition mit Zigarettenrauckeilweise lange bewegungsunfahig war¢Abb.3.25). Weibliche
Taufliegen waren bis zulBinfolge derZigarettenauchexpositiona- bzw. hypokinetischwahrend
viele der mannlichen Taufliegen teilweise Uber mehrere Stunden ihre Bewegungsfahigkeit nicht
wiederherstellen konnten

Innerhalb dieser Versuchsreihe konnte beobachtet werden, dass mannliche Kaunftli@den
(Gruppe 1)von der Behandlung unbeeinfist waren(100%ige Uberlebensratén Relation zu den
lebenen Taufliegen vor Beginn des VersjclBei Tadfegen, die ausschlieRlich im Larvalstadium
Zigarettenauch exponiert worden waren(Gruppe 2) wurde eine 98,86ige Uberlebensrate
beobachtetin Bezig zu denen lebenen Tieren vor Begies ExperimentsBei Taufegen mit einer
einmaligen Zigarettenauchexposition wahrend des ImaginalstadiurfGruppe 3)konnte eine
Uberlebensrate von 88% relativ zu vordem Versuchbeginn ermittelt werden. Im Falleder
Taufliegen, die in beiden Stadien mit einigarettenauchexposition konfrontiert worden sind
(Gruppe 4) wurde eine Uberlebensrate von durchschnittlich 8&2beobachtetin Vergleich zu
lebenden Tieren vor Start des Versucbsese erwies sich im \@eich zu den Kontrollgruppe lals
statistisch signifikant. In den einzelnen Versuchen wurde bei der einmalig als Figagettenauch
exponierten Gruppe3 sowie bei der in beiden Entwicklungsphasen mit Zigarettenrauch in Kontakt
gekommenen Gruppé eine starke Streuung beobachtet.

Bei Kontrollen weibtiher TaufliegeriGruppe 1kowie Taufegen, die einmalig wahrend der juvenilen
Entwicklungsphase mit Zigarettenrauch in Kontakt gekommen w#&nmppe 2) wurde keine
veranderteUberlebensrate ermittelin Vergleich zu lebenden Tem vor Start des Experiment8ei
Taufiegen, die nur als Imago mit Zigarettenrauch konfrontiert worden wdféruppe 3) war die
Uberlebensrate etwaseduziert (96,5%) im Vergleich zu der Anzahl der lebenden Tiere vor der
Berawchung Die Anzahl tberlebender weiblicher Taufliegen, die in beiden Entwicklungsstadien mit
Zigarettenauch exponiert wordenvaren, war ebenfallsverringert (94,26)relativ zu der Anzahl der
lebenden Tiere vor Rauchexpositiokeine der Gruppen unterschiesich statistisch signifikarzu
einer der anderen Gruppenin den einzelnen Versuchen wle bei der einmalig als Imago
Zigarettenauch exponierten Gruppe3 sowie bei der in beiden Entwicklungsphasen mit

Zigarettenrauch in Kontakt gekommenen Gruppgine hohe Varianbeobachtet
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Abb.3.25. Uberlebensrate von Taufliegen nacBigarettenmuch- bzw. Luftexposition, die bereits im Juvenilstadium
Rauch bzw. Luft exponiertworden waren. L3Larven wurden Rauehbzw. Luftexponiert. Die hervorgehenden
jungfraulichen Imagines wurdesbermalsZigarettenrauctbzw. Luft ausgesetzt. Nach Bdvurde die Anzahl an lebenden
Taufiegen ermittelt. Adulte maéannlicheTaufiegen, die in belen Stadien Zigaretteauch exponiert worden waren
(Gruppe 4) wiesen im Vergleich zu den entsprechenden Luftkontrolltie(@ruppe 1)eine signifikant reduzierte
Uberlebensrate auf. Eine signifikante Veranderung der Uberlebensrate koenteh Weibchen in keiner der Gruppen in
Relation zur Kontrolle beobachtet werden. MediaMin/Max.. n=4 (mit 42- 62 Taufiegen pro Gruppe). Statistikne-way
ANOVA mit BonferroriPostHoc Test (jeweils pro Geschlecht). §0,05.

3.8.2 Eine zweifache Zigarettenrauchexposition wahrend des Larval und

Imaginalstadiums hat keinen Einfluss auf die negative Geotaxis

Die negative Geotaxis kann mit einem Aktivitatsspiegel verglichen werden. Im humanen System ist
bekannt, dass ein@ utero-Exposition des Fotumit Zigarettenrauch mit einem erhéhten Risiko fur

das Aufmerksamkeitsdefizityperaktivitatsyndrom (ADHS)korreliert*” Innerhalb des Modells,
welcheseine zweifache Exposition der Taufliege behandelt, wurde dahingehend die Geotaxis in den
verschiedenen Gruppen untersucht. In diesem Fall wurden die Zeitpuhkt sowie 24 nach
Beendigung der Applikation analysiéAbb.3.26), um die lange Betaubung der Thedgen in beiden
Geschlechtern weitestgehend zmgehen(s. Abb.3.23).

Bei c&er mannlichen Kontrollgruppe Wurde 4h nach Beendigung der Exposition eine mittlere Hohe
von 8,7cm im Rohrchen gemessenieBe war damit geringer als der fir die Etablierung des adulten
Rauchmodells ermittelte Wert Apb.3.23). Lag eine Exposition ausschliellich wahrend des

Juvenilstadiums vor(Gruppe 2) so war die Hbhe etwas erhoht (%B), wobei sich dieser
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Unterschied als nicht signifikant zur Kontrolle erwies. War eine Exposition ausschliel3lidér bei
Imago (Gruppe 3)durchgefihrt worden, so wurde eine mittlere Hoherv6,0cm beobachtet, die
sich sttistisch signifikant von Tdiggen, die nur wahrend des Larvalstadiumi Zigarettenauch
exponiert worden warer(Gruppe 2) unterschied.Innerhalb dieser Gruppwaren einigelmagines
bewegungsunfahig. Bei T#efien, de wahrend beider Entwicklungsphasen mit Tabakrauch
konfrontiert worden warenGruppe 4) wurde im Mittel eine Hohe von 5@n im Gefald gemessen.
Auch hier wurdadie Bewvegungsunfahigkeit von einigen The§en beobachtet. Die Hohe unterschied
sich signifikat sowohl von der der Kontrolle als auch von der von nur im Larvalstadium berauchter
Tiere.

24 h nach Expositionsende konnten Individuen, die nichtasieTag zuvodurchgefuhrteExposition
Uberlebt haben, von den Ubrigen Téafien separiert werden. In danannlichen Kontrollgruppé
wurde eine mittlere Hohe von 7@n im Geotaxisrohrchen erreicht und lag etwas niedriger als bei
Ermitlung der Héhe 2B zuvor. Bei Taliégen, die nur eine einmalige Exposition im Juvenilalter
(Gruppe 2)erfahren hatten, wude eine durchschnittlicheerreichte Hohe von 8,&m gemessen.
Diese war ebenfalls niedriger als die zuvor ermittelte Hohe. Bei Taufliegien,nat im
Imaginalstadium Zigarettenrauakxponiert worden warenGruppe 3) wurde eineerreichte Hohe
von 9,9cm m Rohrchen ermittelt. Imagines, die zwei Mal Migarettenauch behandelt worden
waren (Gruppe 4) erreichten eine mittlereHohevon 7,7cm. Die erreichte Hohe der Tdiefyenim
Rohrchen unterschied sich Heginer der untersuisten Gruppen signifikant voteer deranderen.

Im Gegensatz zu den mannlichen Taufliegearen die Weibchen zum Zeitpunkt H nach
Beendigung derZigarettenauchexposition nichtvollstandig bewegungslos. Sowohl bedler
Luftkontrollgruppel, als auch bei Imagines, die nur wahrend dduleen PhaseZigarettenauch
ausgesetzt worden waren(Gruppe 3) sowie bei der Gruppe, die eine zweifache
Zigarettenauchexposition erfahren hattéGruppe 4) wurden vergleichbare mittlere H6hen im
Roéhrchen (8,8m bzw. 8,&m bzw. 9,&m) ermittelt. Die Aufliegen, die einmalig als Larven mit
Zigarettenrauch in Kontakt gekommen war@ruppe 2) erreichten durchschnittlich eine Héhe von
9,9cm im Geotaxisréhrchen. Es wurde in keiner der GrupeienWert fir die erreichte Hohe
ermiitelt, der sich statistigtsignifikant zu einem der anderen unterschied.

Bei der Ermittlung der negativen Geotaxistdurde bei der LuftkontrollGruppe 1eine Hohe von
8,2cm gemessen, die einmalig wahrend der Larvalphase exponierten (Geuppe 2)erreichten
eine Hohe vorB,6cm. Bei ausschlief3lich wahrend des adulten Entwicklungsstesdhehandelten
Tiere (Gruppe 3)sowie den Tauiegen, die sowohl im Larvahls auch Imaginalstadium mit
Zigarettenrauch in Kontakt gekommewvaren (Gruppe 4)wurde eine durchschnittliche H@& von
7,7cm beobachtet. Auch zu diesem Zeitpunkt konnte keine statistisch signifikante Abweichung der

Gruppen voneinander ermittelt werden.
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Abb. 3.26: Negativer Geotaxig\ssay von adulten Taufliegen nactigaretteniauch bzw. Luftexposition, die zuvor im
Larvalstadium Zigarettenmauch- bzw. Luftexponiert worden waren. Larven wurden Rauch oder Luft exponiert. Die
hervorgehenden, jungfraulichehaufliegenwurden im Alter von %l Zigarettenauch oder Luft exponiert und die negative
Geotaxis 4 sowie 24 nach Expositionsende innerhalb vonslBestimmt. 4 h nach Expositionsende war ein Sigamter
Anteil der ménnlichen Taliégen durchZigaretenrauch bewegungslos. Die mittlere Hohe im Réhrchen unterschied sich
zum Zeitpunkt 24 bei keiner der untersuchten Gruppen signifik&oneinander. Bei weiblichen tdifgen konnte keine
signifikant verédnderte H6he im Rohrchen zu keinem der gewdahltenputaite gefunden werden. MW SEM.
n=49-59 Taufiegen pro Gruppe. Statistik (je Messzeitpunktiteway ANOVA mit BonferrorPostHocTest. *p<0,05;

*p <0,01; **p <0,001; ****p < 0,0001.
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Viele d&tiologische, pathogenetische und mechanistische Aspekte chrongatindliche
Atemwegserkrankungen widsthmabronchialeund der chronisckobstruktiven Lungenerkrankung
(chronic obstructive pulmonary diseaseOPD sind trotz jahrzehntelanger Forschumgch immer
ungeklart. Neben vielen anderen Faktoren tbt besonders der Konsum von Tabakwaren einen starken
Einfluss auf die Entwicklung von Asthma und COPD"4t$*® Doch gibt es auch Hinweise, dass
nicht nur die Tabakkonsumenten sstbvon den Auswirkungen des Raeck betroffen sind:
Epidemiologische Studiendeuten darauf hin dass parentales Zigarettenrauchen die Asthma
suszeptibilitdt der Nachkommen im spéteren Leben signifikant erf@htAuch fur COPD wird
dergleichen vermutef’ Dabeiist die Expositiormit Zigarettenrauctbedingt durch den elterlichen
Zigarettenkonsumwahrend vulnerabler Zeitfenstervon besonderem Interesse. Solche Zeitfenster
sind bei Frauen priméar wahrend ihrer Embryoge®a und bei Mannerrvor dem Eintritt in die
Pubertatzu finden Da in diesenvulnerablenPhasendie Entwicklung der Keimzellen betroffen, ist
kann es zu epigenetischen Veranderungen im Erbgut dieser kommen, wathg@thdhte Risiko fur
die Entstehung vonhronischentziindlichen Atemwegserkrankungbeding wird.

Die TaufliegeDrosophilamelanogasterdient seit Jahrenals Modellorganismusfiir die Erforschung
bestimmter Aspektechronischentziindlicher Atemwegserkrankungeff % # Mit diesem System
kénnen zwei ursachliche Komponenten fir die Ausbildung digseankheiten, die ageborene
Immunantwort und die Umstrukturierung des Atemwegsepith@sway remodellinyy eingehend
untersucht werder’® Um zukiinftig auch die Auswirkungen von Tabakraucim Hinsicht auf
Dysfunktionen des Atemwegsepithels analysieren zu konmemde einDrosophilaModell fir eine
Zigarettenauchexposition walend friher und somit besonders vulnerablEBntwicklungsphasen
etabliert. Doch was sind vulnerable Entwicklungsphasen der Atemwege bei der Taufliege?

Im Gegensatz zu S&ugern erfolgt die Entwickldeg Atemwegebei Drosophilamelanogaster
wéahrend der Embryogenes@ullerhalb des mitterlichen OrganismuSVahrend der ersten
Embryonalstadien entstehen zetitaare trachealer Plakoden, die in diérperkavitat invaginieren
und auf stereotype Weise ein weit verzweigtes Netzwerk biffeferminale Aste, die fiir die
Versorgung der umgebenden Organe und Gewebe zustandig sind, haben sich in ihrer Entwicklung als
plastisch erwiesenda die Anzahl der terminalen Assich aufgund &uRerer Einflussfaktoren wie
beispielsweiseHypoxie verandertkann® ** Solche Veranderungen kénnen wéhrend der gesamten

larvalen Lebensphase einschlieRlich des dritten Larvenstad{uBjsuftreten.**°

Aufgund dieses
Aspektswird in der hier vorgelegtemirbeit die Phase defarvalen Entwicklungls Juvenilstadium

definiert undals vulnerable Entwicklunsphase betrachtet.
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Zu Beginn dieser Arbeit lagen nur wenige Publikationen vor, die eine Zigarettenrauchexposition
insbesondere m Lanenstadium von Drosophilamelanogasterbescheiben® %3 Aus diesem
Grund wurde zunachst ein Rauchmode#novo etabliert, bei dem der Fokus auf vulnerablen
Entwicklungsphasen und einer geschlechtsspezifischen BetrachtungHiagzu wurde eine
hochentwidkelte, kommerziell erhaltliche Rauchexpositionsmaschineverwendet die eine
zuverlassige Parameteriberwachung und damit eine gezielte Reproduktiorexperimentellen
Bedingungenrermoglichte Doch zunachst musste sichergestellt werden, dass der Zigaratteimr
tatsachlich irdas Lumen der Trachegelangtund mit dem Atemwegsepithel interagiert. Dies wurde
unter Zuhilfenahme spezifischer Marker (iberpritiber die Detektion desNikotinmetabolien
Cotinin wurdeeine Interaktion de Gewebes miZigarettenrauch verifiziertDie Expressionsmessung
der GeneCyp18alund hsp70im isolierten Atemwegsepithel dientebensoder Uberpriifung mer
Aufnahme de<igarettenaucts in dieTracheenZudem wurden die Atemwegsepithelintegritat der
Larve nach Zigatenrauchexposition Uberprift (s. Kapitéll).

Der zweite Teil dieser Arbeit widneesich basierend auf dem etablierten Rauchmodedir Frage,
welche verhaltensbiolgischenund pathologischerfolgen die Aufnahme von Tabakrauch tber die
Atemwege im weiteren Verlawufes Lebensler Tauliegehat (Kapitel.2). Diese Parameter wdenin
dieser Arbeit Fithessparameter bezeichnet.

Im Zuge dieser Arbeit wurden ebenfalls Transkriptomprofile Zigarettenraypbnierter
Atemwegepithelien erstellt. Daher hatte der letzte Abschnitt dieser Arbeit zum Ziel die mittels der
Transkriptomanalysenovgefundenen, dysregulierten Prozesse auf ihre Relevanz bei der Entwicklung
chronischentziindlichen Atemwegserkankungen zu Uberprifen. Weiterhin sollte diskutiert werden,
diese ProzesseEntwicklung morphologisch veranderter Atemwege beglnstigen kdnnen
AbschlieRend soll hier ein Fazit gezogenden, ob dieses Rauchmodell prinzipiell zur Untersuchung
grundlegender Fragenstellungen chronisaftziindlicher Aémwegserkrankungedurch den Faktor

Tabarauch in direkt exponierten sowie spateren Generationenatikaan (Kapitel4.3).

41 9AY Tt dza a RNEA[EZOREE NBREaSA 2t 23IA S

4.1.1 Nikotinmetabolismus

Nikotin ist ein sekundarer Pflanzenstoff, der @##lanzeals endogenesnsektizidvor Fressfeinden
schutzt Wird Nikotin von S&ugern aufgemmen, kann das Alkaloid im Zugker FremdstoH
verstoffwechslung dem Xenobiotikametabolismuszu Cotinin umgesetztund schlieBlich aus

geschiedenwerden. Bei Drosophilanelanogasterist derzeit nichts Uber den Nikotinmetabolismus
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bekannt. Bem ModellorganismusCaenorhabditi€leganskonnte jedoch erfolgreich der &tabolit
Cotinin nach langerer Zigarettemuchexposition nachgewiesen werd&h Auch bei der Honigbiene
Apismellifera® sowie bei Larven des Tabakschwarmevanducasexta'® wurde nach oraler Gabe
von NikotinCotinin als ein Stoffwechselproduggebildet Es stellte sich daher die Fragé auchbei
DrosophilaCotinin als Nikotinmetabolit gebildet wird urads spezifischer Zigaretteauchbiomarker
auch in dieser Arbegenutzt werden kann

Um eine Metabolisierung von Nikotin zu Cotinizu Uberprifen,wurde Nikotin in verschiedenen
Konzentrationen arosophilaLarveniber das Nahrmediunaerfuttert. Larven denen Nahrradium

mit der geringsten Nikotinkonzentration angeboten wurde, zeigten ein natirlidhessverhalten
und vergruben sich in das Medium.aWenddessen zeigterLarven,denen Mediumangeboten
wurde, welchem20mm und 50mm Nikotin zugesetzt worden warin ganzlich andere¥erhalten.

Sie mieden das Medium und hielten sich bewegungslos auf der Oberflache auf. Mit Ausnahme sehr
frher und sehr spater Entwicklungsstadien verbrindggnmosophilaLarven ihr Leben vergraben in
ihrem Futtermedium. Ein Verlassen des Substrates eiatspreinem instinktiven Vermeidungs
verhalten als Reaktion auf bedrohliche Umweltbedingund@rei mogliche Aufnahmewege fir das
Alkaloid Nikotin kommen hierbei in Frage, die letztlich die Bewegungslosigkeit der Larven erklaren
kénnen Zum einen kann UbeChemosensillen das Nikotin wahrgenommen werden. Zum anderen
kénnen die Larven das Alkaloidit dem Nahrnedium oral aufgenommen undber den Darm
resorbierthaben oder, als dritte Mdglichkejtwurde das Nikotin Gbedas Integumentesorbiert, was
bereits als wichtiger Eintrittspfad fiir Insektizideeschrieben wurdé** Nach der Verfiitterungles
Nikotin-haltigen Mediumdconnte Cotinh im Homogenaiganzer Larvenachgewiesenverden.Dabei
nahmen die gemessenen Cotininkonzentrationen proportional zur eingesektmzentration des
Nikotins zu. ddochwurde nur bei derhdchsten vervendeten Nikotinkonzentratioreine statistisch
signifikante Cotininmemge in Relation zu nicht mit Nikotin verfitterten Larvedetektiert. Die
vorliegenden Beobachtungen zeigen, da@sssophilaLarven in der Lage sind, Nikotin zu Cotinin zu
metabolisieren. Allerdings bewirken erst hohe Konzentrationen an Nikotin die Bildung signifikanter
CotininmengenMadglicherweise liegt beDrosophilaein anderer Primarmetabolit als Cotinin vay

dem das aufgenommene Nikotin umgesetzt wird. Hinweise danaufden bei Larven des
Tabakschwarmerdvlanducasexta gefunden, bei dem nach oraler Gabe von Nikotin Uber eine
Nikotin-N-Oxid-Zwischenstufe Cotini-Oxid als Hauptmetabolit generiert witdf Das Vorhanden
sein weiterer Nikotinmetabolite wurde ider hier vorliegenderrbeit jedoch nicht analysiert.

Alternativ ist aber auch denkbar, dass die Umsetzwog Nikotin mit geringerer Geschwindigkeit
verlauft alsbeispielsweisébeim Menschenbeidem die Halbwertszeit von Nikotiim Plasmaetwa
zwei Stunden betragt'® Fir Invertebraten ist die Metabolisierungsgeschwindigkeit jedoch

unbekanntund vermutlich je nach Amind Entwicklungszeitpunktariabel Bei derDetektion des
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Nikotinmetaboliten Cotinin wurde festgtellt, dass mannliche Larven sich von weiblichen Larven in
ihrer Fahgkeit Nikotin zu metabolisieredeutlich unterscheiden. Obwohl davon auszugehen ist, dass
Larven beider Geschlechter, die ein vergleichbares Fressverhalten ZRigémuivalente
Nikotinmengen aufgenommen haben, wiesen weisi Larven mehrfach hohere Cotinin
konzentrationen als die ménnlichen Laruf. BeiApismelliferakonntenDu RANEet al. zeigen, dass

ein hoher Energiebedarf fir den Umsatz von Nikati€otinin besteht® Auch dethier beobachtée
verstarkte Abbau von Nikotin bei den Weibchiginnte so erklart werden. Wie viele Arthropoden
weisen weiblichedulte Taufliege eine groRere Kdrpermasse auf als Mannchen und sie haben einen
héheren Energiebedadufgund der Produktion von Eietff, was mit einer héheren Bereitstellung
von Energiereserven einhergeht. Ausind weibliche Larveachwerer als mannlich&’, weshalb die
erhdhte Energiebereitstellung auchilr dieses Entwicklungsstadium plausibakt. Auch beim
Menschen eliminieren interessanterweisd-rauen die Tabakprodukte konsumieren, das
aufgenommene Nikotin effizienter als Mannéf.

Im nachsten Schritt wurde gepruft, dbrosophilaLarvennach einereinmaligenZigarettenrauch
expositionebenfallsCotinn bilden und smit Nikotin Gber den Rauch adgommen haben konnen.
Obwohl zur Quantifizierung des Cotininsine fir humane Proben optimierte, sensitielLISA
Methode verwendet wurde konnte Cotinin inweiblichen Larven eindeutig mige der Berauchung
detektiert werden. Die beDrosophilaermittelten Konzentrationerlagen jedochunterhalb des vom
Hersteller fur die verwendete Methode angegebenen Grenzwetmn 5ng. GemalR Hersteller
angaben enthalt eine Zigarette 0,73ng Nikotin Fir die Durchfihrung eise eirstiindigen
Berauchungsexperimestwurden24 Zigarettenverwendet, was einer Summe vdir,52 mg Nikotin

vor der Verbrennungentspricht Unter Vernachlassigung von Zersetzungsprozessen wahrend der
Lagerung der Zigarette, Veranderung der Konzentratioderch den Verbrennungsprozessler
Adhéasion arDberflachengelangtmaximal 1,752 10° g Nikotin/ul in die Rauckxpositiorskammer

Mit hoher Wahrscheinlichkeit wird bei einer Berauchung das Nikotin vorrangig tUber die Atemwege
aufgenommen (s. Kapitdl1.4. Wie bereits in der Einleitung dieser Arbeit ausfihrlich vorgestellt
(Kapitel1.5), verfligen Larven Uber ein Paar anteriorer und ein Paateriorer Tracheendffnungen,
welche als Stigmen bezeichnet werden. Da die anterioren Tracheendffnungen zum Zeitpunkt der
Berauchung noch nicht geoffnet siid kann der Zigarettenauch ausschlieBlich durch die
posterioren Stigmen in die Tracheen gelang&®ie Menge an Nikotin, die final im larvalen
Respirationssystem ankommkann durch die Vernachlassigung weiterer Aufnahmewege sowie
Vereinfachungen beziiglich des Eintritts der Nikwartikel ausschlieRlich tbeRSY o 9y I LI & & «
posteriore Stigmen undet Verteilung innerhalb der Tracheen abgeschatzt werd2a.die Literatur
keine expliziten Angaben zum Volumen larvaler Tracheen liefert, wurde fiivadiere Abschéatzung

der aufgenommaen Nikotinmenge in das Atemwegsepithedbs Atemwegsvolumen adulter
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Taufiegen verwendet, welches,8 - 10° pl betragt'*®

Unter der Annahme, daster Zigarettenauch
widerstandslos die Stigmen passiert, gelangen maxBybpg Nikotin in den Tracheerwelches

vom Epithelresorbiert werden kannBei Analyse von zehn Larven sind damit maximal 3agl5
Nikotin resorbiert wordenEin weiterer Aspekt, der die margindienge an detektierbarem Cotinin
erklaren konnte, ist die Mdglichkeit, dassnalog zum Menschen mehrerBlikotinmetabolite
existieren kénneri”®, die jedoch uUber i@ verwendete Methode nicht erfasst werden.
Zusammengefasst hat sich die Detektion des Nikotinmetaboliten Cotinin als ungeeignet erwiesen, um
als Marker flr eineZigarettemauchexpositionfiir beide Geschlechtezu dienen. Es konnte aber
nachgewiesen werden, dass die Taufliege durchaus in der Lage isikddaid Nikotin zu Cotinin

umzusetzerund damit abzubauen.

4.1.2 Cypl8alExpression

Beim Menschen katalysiereiCytochrom B, MonooxygenaseGyp-Enzyme der Familien-13 die
Verstoffwechslung von Fremdstofferohne physiologische Funktipnein Prozess, der als
Xenobiotikametabolismus bezeichnet witDas in diesen Prozess involvierte Enfjyplal kommt
vorwiegend im humanen Atemwegsepithalr, ist aberauchin anderen extrahepatischen Geweben
zu finden wo es konstitutiv gebildet witf Die Substrate des Enzyms sind von planarer,
hydrophober Natur und dahingehend setzt eauch Verindungen wie die polyzyklischen
aromatischen Kohlenwasserstoffépolycyclic aromatic hydrocarbonBAH) um. Diese stellen einen
wesentlichen Bestandteil des Tabakrauchs dar und sind in einer Vielzahl an Verbindungen hier
vorhanden'' Daher wird stellvertretend fiir die PAMenzof]pyren (Bfa]p) als Leitsubstanz
verwendet'? Eingeatmete, exogene PAH gelangen passiv iiber Diffusion in eine EpitHé|dsltken

im Nukleuseinen trimeren Komplex mit dem endogenen RRezeptoraryl hydrocarbon receptor
(AhR und dem Translokatoaryl hyrdrocarbon receptor nuclear translocat®RN7.** Der Komplex
bindet an diexenobiotic repsores element(XREKonsensussequenz des DN#ang und induziert

die Transkription voiCyplal welches wiederum den Abbau von PAH katalysfeBomit kanreine
verdarkte Transkription des Gerads Biomarker fur die Aufnahme vohabakrauch in die Atemwege
genutzt werden, sofern andere potentielle Quellen auszuschliel3en sind.

Cyp18al weist nach einem Proteinsequenzabgleich mitygdase bei Drosophilamelanogasterdie
héchste Homologie zum humanen Cyplal auf. Das fir Cypl8al kodierendéy@E®alwurde
daher ausgewahlt, um alsotentieller Biomarker fur das Rauchmodell zu fungieren. Erganzend zur
Analyse des Nikoti€otininMetabolismus wurde daher die Expression des Geégpl8alin der

Taufliege naclExposition mit Zigarettenrauafemessen.
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4.1.2.1Cypl8alals Komponent des Xenobiotikametabolismus b&rosophila

Cypl8alist vor allem am Katabolismuges Steroidhormon20-Hydroxyecdyson (20Bketeiligt und
spielt somit eine tragende Rolle bei der Metamorphose der Larve zum erwachsenen'fh&gigine
Rolle im Xenobiotikametabolismus isisweilennicht beschrieben, aber es existieren Hinweise auf
die Funktion von Cyjm Allgemeinerals Fremdstoff metabolisierendénzyne. Beisjelsweise wird
berichtet, dass Taliégen, die resistentegeniber dem Neonikotinoid Dichlordiphenyltrichlorethan
(DDT) sind, eine gesteigertebasale Cyp6a2Expression aufweiseli®° Dass auch PAH zu den
Cypaktivierenden Substanzen beiDrosophilanelanogaster gehéren koénnten legt eine
Untersuchungbei einer Bf]p-sensitivenDrosophilasimulansMutante nahe, die eine erhéhte Cyp
Aktivitat bei Exposition mit Bp aufweist:>! Studien mitDrosophilahaben eie Reihe von Genen
identifiziert, die durch Xenobiotika aktiviert werdewozu auch Cyp18algehért'®*** AuRerdem
verfiigt Drosophilasowohl iiber einen zum AhR homologen Transkriptionsfaktor (Spingfessj
Homolog zum Protein ARNT (Targb)als auch uUber eine XRiBnliche Sequenz in der
Promotorregion des Cyp6biGens®, was darauf hinweist, dass es sich bei dem
Xenobiotikametabolismus um eindwnservierten Prozesavischen Mensch und Taufliehandelt.
Die Summe dieser Aspekieutet mit hohe Wahrscheinlichkeit darauf hindassCypl8albei
Drosophilaebenfallseine Komponente des Xenobiotiketabolismussein kann. Daher kanseine
Expression stellvertretend fur die Aufnahmren Zigarettenrauch durch die T#afe quantifiziert

werden.

4.1.2.2Cypl8albei ganzer_arven

Fir die Etablierung des Raucpesitionsmodells wurde zunéchdie basaleCypl8alExpression bei
ganzen Larvetestimmt Cypl8alwird besonders in der spaten Phase der larvalen Entwicklung
infolge des Anstiegs voROE reguliert’ ' Um hier méglichst einheitliche, experimentelle
Bedingungen zu schaffen, wurdéie Zigarettenauchexpositionsversuche mit Larvdarchgefiihrt

die aus synchronisierten Eiablagé&ervorgingen und sich indritten Entwicklungsstadiunetwa

sieben Stunden vor der Verpuppumgfanden Auf diese Weise kdnnen entwicklungsabhan@ge

und darauf zurtickzufihrend€yp18aiSchwankungen ausgeschlossen werden.

Des Weiteren ist bekannt, dass auch der intrinsische zirkadiane Rhythmus Auswirkungen auf die
ExpressiorCypGenenund Synthese voypEnzymen hat>**® Da alle Versua@hstets zur gleichen
Tageszeit durchgefuhrt wurden, konnen durch den zirkadianen Rhythmus beeinflusste
Expressionsschwankungen vBgpl8alebenfalls ausgeschlossen werden.

Eine Expositionder DrosophilaLarve mit @bakrauch hatte eine deutlichErh6hungder Cypl18ail
Expression im gesamten Organismus zur Folge. Larven beider Geschlechter reagierten dabei
gleichermalf3en auf die Exposition. Die Aktivierung@gpl8aiExpression weist darauf hin, dass das

DrosophilaeigeneCypGen in seiner Funktion dem human@yplalGen aquivalenseinund eine
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Rolle im Abbau exogener Schadstoif@ehaben kann An dieser Stelle ist ggdoch noch nicht
maoglich zu sagen, auf welche Weise die Larvendigarettenauch aufgenommen und detektiert
haben. Um aber eider beim Menshen nahekommendeModell fir die Erforschung der Folgen von
Zigarettenrauchauf das Atemwegsepithelu erhalten, ist eine Aufnahme in dddemwege zwingend
erforderlich(s. Kapite#.1.4).

4.1.2.3Cypl8albei Drosophilalmagines

Ebenfalls wurden innerhalb dieser Arbeit digpl8aiExpressionslevel bedulten Tieren ermittelt.

Die atenbankflybasé gab bereits Hinweise darauf, daskonstitutives Cyp18alallgemeinwenig,
jedoch starker im Kop#hls in anderen Gewebeexprimiert wird. Aufgund dessen wurdedie
Genexpression iniKopf separatanalysiert wahrend Thorax und Abdomen zusammen untersucht
wurden. Insgesamiag der Expressionsspiegel um etwa den Fakieeiniedriger als bei den Larven
(0,5x im Vergleich zur Ltkbntrolle). Bei kumulativer Betrachtung der Expression in Kopf, Thorax und
Abdomen ist demnach eine vergleichba@ypl8aiTranskriptmenge wie in ganzen Larven
vorzufinden.Gleichzeitig wurde jedoch auch eine halbhede Zgarettenrauctikonzentration wieim
Rauchmodell fur di®rosophilaLarvenverwendet,sodass dieverminderte relative Expression von
Cypl8almit der appliziertenZigarettenauchdosisvermutlich abhangig vom Entwicklungsstadium
ist. Die geringere Zigaretteauchdosis war hierbei auf deengblere Reaktiorder Imaginesauf den
Rauchzurlickzufuhrer(s. auch Kapite3.4).

Cypl8alkonnte in Kdpfen von berauchten Tieren beider Geschlechter sowie im FAbdbmen
Homogenatvon mannlichen Imagines direkt nach Expositionsende detektiert werden. Bei Weibchen
hingegen wurde e Erhéhungron Cypl8alim ThoraxAbdomerHomogenaterst nach Beendigung

der Expositiorgemessen.

Die erhohte Cypl18aiExpression im Kopf im Vergleich zum Ubrigen Korpus korreliert gleichzeitig mit
zwei potentiellen Induktionswegen. Da bei demrven der Zigarettenrauch Uber didigien
aufgenommenwird (s.Kapitel4.1.4), erfolgt die Aufnahme von Zigarettenrauch bei adulten Tieren
wahrscheinlichauch tiber dign diesem Stadiun$pirakelgenannten Offnungen des Trachealtraktes
Diese sind imeun Paaren bilateral symmetrisch am Thorax und am Abdomen vetidiltst nach

dem Eindringen de&igarettenauchs in den Fliegenkorpus Uber die Spirakel kann dieser uber
Diffusion unterstiitzt durch Muskelkontraktionen wie die Bewegung der Fifigalandere Bereiche
desKorpus wiezum Beispiein den Thorax oder Abdomen gelangen, wie es auch bei den Weibchen
beobachtet wude. Diese Annahme miisste sich almrchin eing verzégerten und/oder weniger
starken Expresion in den Kopfen &uf3ern. Digdnnte unter anderem durchlie in Relation zum
tbrigenGewebe vielen Tracheen bzw. Luftsackden Kopferkompensiert werden

Die Cypl8aiExpression wird mdglicherweise nicht rnim Kopf Uber den Kontakt der dort

befindlichen Luftsackenit Zigarettenrauch induziertDa die im Zigarettemuch befndlichen PAH
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Pheromonadhnliche Molekilgukturen besitzen und erwiesenermalien asdokrine Disruptoren

162 ist denkbar, dass PAH auch ber

auch Pheromorabhangige Prozesse stéren konieén
sensorische Neuronen, die den Maxillarpalpen und Antennen je am Kapffinden sind® erkannt
werden. Aufgrund der vermutlich indirekten Beiligung vonCypl18alan derPheromonsynthesg’
ist moglich dassauchPAH von sensorischen Neurorem Kopfdetektiert werden und zur Induktion

von Cypl18alim Kopf direkt beitragekdnnen

4.1.2.4Sexueller Dimorphismus bei d€2ypl8alExpression

Im Zuge der Transkriptomanalyseder Tracheenvon DrosophilaLarven wurde infolge einer
Expositionmit Zigarettenraucheine verstarkte Expreson einerVielzahl vonCypGenendetektiert.
Dabeiwurden zwischenM&nnchen und Weibchetunterschiede in der Erh6hung der Expression
vieler Cypbeobachtet Beim Menscherkonnte in verschiedenen Studidmeobachtetwerden, dass
Raucherinnen einestarkere Induktion vonGyplal aufweisen als Rauché? **® Und auch bei
weiblichen DrosophilaLarven konnte mittels degRFPCR eine deutlicetarkere Aktivierung des
Cypl8aiGens festgestellt werden.

Aber bereits beziiglichder basalen CypExpressionbei adulter Drosophilanelanogaster sind
geschlechtsspezifische Unterschigoiekannt'®> %’ Beispielsweise dndelt es sich beCyp312alum

ein Gen, welches starker béflannchen im Vergleich zu Weibchesxprimiert wird*®’ Diese
Expressionsunterschiedenvischenden Geschlechtern sind geméaR der Studiéglicherweiseauf
hormorabhangige Prozesse zuriickzufiiht€hAuch der Xenobiotikametabolismpselcher geméan

der Indizien aus dieser Arbeit vermutlich auch bei der TauflégeGene involviertwurde bei
Drosophila bereits von LEGOFretal. als geschlechtsspezifisches Merkmal bezeich#efledoch
erzeugt ein Xenobiotikum bei verwandten Genen kein glgigtichtetes Expresonsprofil, velmehr

ist die Expression charakteristisch fur das Gen im jeweiligen Geschlecht und abh&ngig vom
Substrat'®**Da vieleGene, diedurch Xenobiotikawie Atrazin und Phenobarbital induzieverden,

den Hormonmetabolismus kontrollieréi, kénrten Hormone wi20Ewiederumfiir die geschlectst
spezifische Tabakrauchnduzierte Genexpression mitverwantwortlich sein. Beim Mensclen
kommen bestimmte Sexualhormone in charakteristischen Merfgemas jeweilige Geschleckior.
Auch beifrisch geschlipfteibrosophilaimagines unterscheiden sich die Spiegel deso&lhormons
Ecdyson dem Vorlaufer von 20Ezwischen Méannchen und Weibeh voneinander®® Die Titer
wurden jedoch beDrosophilaLarven bisher nicht bestimmt. In Larven von anderen Insektenarten
gibt es jedoch Belege, dass sich durchaus die Ecdysontiter zwischen M&nnchen und Waibchen
einigen Zeitpunkterder larvalen Entwicklungoneinanderunterscheiden®*!™* Es ist denkbar, das
unterschiedliche Hormontiteursachlich fur die beobachtetegeschlechtsabhangige Induktion von
CypBalim Atemwegssystermaon DrosophilaLarvensind. Da weibliche Larven trotz synchronisierter

Eiablage spater in das Puppenstadium iibergéHekdnnte der vorliegende Unterschienlvische
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den Geschlechtermanteilig aber auch durch den unterschiedlichen Entwicklungssthadthren

welche unterschiedlicheEcdysontitebedingt®.

4.1.3 hsp7GExpression

WahrendCypl8alfir die Verwendungls Zigarettenauchspezifische Biomarkeretabliert wurde,
diente das GenHitzeschockprotein 7kDa (hsp7Q als universeller Stresssensor, da es durch
zellschadigende Bedingungen wishe Temperatuen oder Strahlung vermehrt exprimiert wird®
Aber auch ifolge von oxidativem Stress, denter anderem mit der Inhalation von Zigarettenrauch
einhergeht®, wird Hsp70 vermehrt synthetisiet®, da es alsChaperon fiir die Rickaltung
degradierter Proteine zusténdigt'®. Daher wurde untersucht, ob désr Chaperorkodierende Gen

hsp70auf Zigarettenrauclauch beiDrosophilamit einer Expressionszunahme reagiert.

4.1.3.1hsp70bei ganzen Larven

Direkt m Anschluss an eingigarettenauchexposition war eine Zunahme dehsp70Transkripte im
gesamten Larvamomogenatnachweisbarln der Tat handelt es sich besp70um ein sehr sensibles,
schnell aktivierbares Gé&ff '3, das eine unmittelbare schiitzende Wirkung bei zellulargtress
erfulllt. Ein Zug an einer Zigaregathalt bis zu 1& Oxidantien, zu denekurzlebigeHydroxylradikale
und auch langlebige Semichinonradikajehoren®® Zusatzlich werden durch den Fremdstoff
metabolismusreaktive Sauerstoffspeziese@ctive oxygen specieRO$ generiert. So kommt es
beispielsweise bei derCypkatalysierten Umsetzung von PAH wieal]B[ welches bei der
unvollstandigenVerbrennung von Tabakrauch entsteht, zu einer metabolischen Aktivierung von
Bla]p, bei der Radikalegebildet werden Diese konfrontieren ihrerseitslen Orgaismus mit
zusétzlichen2 EA RI G A @Sy { (i NB anROS ist hedniuichid die 'stglke (Zazhlinéon |
hsp70Transkripterverantwortlich

Auch in NL9Zellen, einer Lungenfibroblastenzellkulturlire, wird die Hsp/0-Synthese durch

17 \Von der Vielzahl ra Inhaltsstoffen des Tabakraulaktivieren unter

Zigarettenrauchaktiviert.
anderem Nikotinrund Kohlenstoffmonoxidiie Transkription vomsp70in Nagern'’*"® Auchin vitro

konnte YANGet al. zeigen, dass $#70 in humanen Bronchialepithelzellen durch die Anwesendhest
PAH Bf]p induziert wird.'”” Dies legt nahe, daswinerhalb desin dieser Arbeitverwendeten
DrosophilaModellsystemsebenfalls mehrere Komponenten im Tabakrauch diep70GExpression

induzeren kdnnen.

4.1.3.2hsp70bei Drosophilalmagines
Diehsp70Expression delmaginesvar im Vergleich zurharvenhomogenatim etwa 50% reduziert,
wobei die Expression im Kopf und im restlichen Kérper (Thorax und Abdomen zusammengefasst)

individuell betrachtet wurde. Bei Betrachtung der Gesamtexpression ksp70 in beiden
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Homogenatender adulten Taufege ist die Expressioahnlich zu der Expressiom gesamten
Larvenhomogenat (s. Abb.3.21). Unter Bericksichtigung defatsache, dass die erwachsenen
Taufiegen einergeringeren Rauchdosis ausgesetzt wurden, kann daraus gesoldessfwverden,
dass erwachsene Tdgigen eine starkereAktivierung vonhsp70 nach einer Zigarettemuch
expositionzeigendurften. Dies deutet auf unterschiedlicigensibilitdétergegenuber Zigrettenrauch

in denbeiden Entwicklungsphasen hin. Nach derzeitigem Kenntnisstand vergleicht nur eine weitere
Studie @s larvale und das adulte Entwicklungsstadilinekt miteinander, jedoch bei Konfrontation

mit Anoxie!’® Dabei wird dem Metabolismus eine tragende Rolle bei den unterschiedlichen
Sensibilititen der einzelnen Entwicklungsstadiengegeniiber Anoxie zugeschrieb¥f.
Mdglicherweise ist auclbei einer Zigaretterauchexpositionder Metabolismus fiir dign dieser
Arbeit detektiertenExpressionsunterschiedmsvischen Larve und Imagaitverantwortlich Aber auch
verschiedene Zustdnde des Immunsystekisnen die unterschiedlicherSensibilititenzwischen
Larve und Imago bedingen. So liegt beispidsweise bei den Larven der Stealicke
Anophels gambige nach einer Infektion mit verschiedenen Bakterien eine starkere Immunantwort
vor als bei finf Tage alten, adalt Tieren:”® Unter anderemsind die Genexpressionen von
verschiedenen immunrelevanten Genen des Tolldes immune defiency (IMD)- und des
Januskinasesignal transducer and activator of transcripti@qak/STAJFSignalweg verandert. Aber
auch mit oxidativem Stress assoziierte Gene sowlypGene, die in die Ecdysteroidbiosynthese

involviert sind varieren in ihrer Epression'”

Die Auswirkungen von Zigarettenrauch, denratu
den Eintrag von Mikroorganism&A und LipopolysaccharidLP$®* inflammatorische Ejenschaften
zugeschrieben wirdsinddamit moglicherweiseabhéngig vom jeweiligen Entwicklutggdium. Durch
eine starkere Aktivierung mit oxidativem Stress assoziigbemeist das larvaleEntwicklungsstadium
von Drosophila mdglicherweise ebenfalls weniger sensible gegeniiber die Auswirkungen von
Zigarettenrauchals Imagines, wie esuchinnerhalb dieser Arbeit beobachtet wurde.

Maoglicherweise ist die relativ zu den Larven starker induzibge70Expressiorbei den Imagines
auchdurch die DosigZugzahl wahrend der Zigaretteuchexpositionedingt. Die Dosis wd als
aufgenommene Menge pro Kdrpergewicht definjevtobei htéhere Dosen starkere Auswirkungen
haben. Es ist bekannt, dasBrosophilaimaginesein Bruchteil des Kdrpergewichtes der Larven

aufweisen'®

Eine aufgenommene, héhere Rauchdosis im Organismus aduéesn Knnte damit

eine starkere Induktion vorhsp70 bei den Imagines im Vergleich zu Larven bedingeei
Extrapolation der kumulativen Genexpression auf die Zigarettenrauchdosis angewendet bei der
Larve)

Da bei Larveder Zigarettenauch nachweislichudch die Stigmen in das Innere denacheergelangt

(s. Kapite#d.1.4), kann dergleichen auch bei Imagines angenommen werBlemachsene Taliégen

verfigen im Gegemrgz zu Larven Uber neurpifakepaare, die sich lateral atibdomen und Thorax
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befinden. Des Weiteren ist der Sauerst@tlarf der Imagine aufgund ihrer fliegenden
Fortbewegungsweise deutlich hoher als der dewvea und folglich bedurfen Imagieesines bheren
Luftaustausches.nl gleichen Zeitraum nehmen Imagseomit eine héhere Rauchdosis in ihre
Tracheen afials Larven, was zu einer starkeresp70Reaktion fihrt, die in erster Linie auf das
Epithel der Atemwege zuriickzufuhren ist.

Anders als bei Laen wiesen Imagines eine zeitlich verzogensp70Expressionsrhdhunginfolge

einer Zigarettenauchexpositionim Vergleich zur Luftkontrollauf. Mdglicherweise verursacht die
Regulationiber die Spirakel vermittelttmgebungsluftzufuhdie beobachte, verzdgerte Expression
von hsp7Q Die Imagines kdnnen ihi®pirakeldurch Muskelkontraktionen verschliel3en, um so den
Feuchtigkeitshaushalt, den Sauerstoffbedarf sowie den Kohlenstoffmonoxidausstol3 zu deatern.
Eine Offnung wird daher besonders beim Fliegen beobachtet, um die Sauerstoffzufuhr zu efichen.
HEYMANNINd LEHMANNviesen nach, dass adulte Taufliegeerhn Minutenbei artffiziellemVerschluss
samtlicherSpirakeliiberleben!®* caLLIERt al. hingegenfanden in ihren Experimenterdass adulte
Tauflegen anoxisah Bedingungen, wagrinzipiell mit einem vollstdndigen Verschluss dpir&kel
gleichgesetzt werden kanmmehrere Stunden (iberleben’® Da die Arbeitsgruppen verschiedene
Stdmme verngndet haben, ist die Diskrepanz zwischen den beiden Studien moglicherweise genetisch
bedingt. Aber auch andere Faktoren, wie beispielsweise die fehlende Regulation des
Feuchtigkeitshaushaltes, die bei Anoxie prinzipiell mdglich sein sollte, bei artificid#érschluss wie

bei HEYMANNUNd LEHMANR* hingegen nicht, mdgemlafiir verantwortlich sein Nichtsdestotrotz
weisen beide Studien darauf hin, dass Imagines eine beeintrachtigte Sauerstoffzufuhr durchaus fur
einen gewissen Zeitrauniolerieren kénnen. Mt groRBer WahrscheinlichkeiverschlieRen die
Taufiegen auch wahrender durchgefihrterzigarettenauchexpositioreeitweiseihre $irakel Der
Zigarettenauch gelangt dann verzogert in den Respirationstrakt und eine Erhdhung der
Genexpression wirde erst verspatet einsetzdnter anderem kénnen Imagineine beeintrachtigte
Sauerstoffzufuhrauch durch Deregulierunghres Metabolismus (iberlebet® Bei Verschluss ihrer
Spirakewéhrend eineiZigarettenauchexposition ist moglicherweise die verminderte Metabolismus

rate ebenfalls ursachlich fur die verzdgerte Expressionhsm0

4.1.3.3Sexuelér Dimorphismus bei dehsp7GExpression

Beiganzen Larven, im Atemwegsepithel der Lameden Képfensowie im Thorax undAbdomen
adulter Tauliegen wurde irfolge der Expositionmit Zigarettenrauch jeeils eine starkerehsp70
Expression bei den Manncheais bei den Weibchelpeobachtet

Durch den oxidativen Stress, den der Zigarettenrauch mit sich biimegtrden Chaperone wie Hsp70
aktiviert®. Auch in dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass Zigarettenrauch in verschiedenen
Gewneben und Stadien vobrosophiladie Expression vohsp70induziert. Dabei wurde beobachtet,

dass Mannchen nach einer Exposition mit Tabakrdugh70 starker exprimieren als Weibchen.
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Dabei sind mehrere Grinde denkbar, warum sichZiliarettenauchinduzierte Expression zwischen
den Geschlechtern voneinander unterscheiddhter anderem wurde bereité der Literatur tber
eine geschlechtsspezifische Induktion von Hsp70 bei adulten Taufliegen beri@dit€ébnfrontation
mit thermalen Stress zdigsich, dass beiDrosophilalmagines die Manncherstarker Hsp70
synthetisierenals die Weibcher?® Auch in Kilken der Schwanengafissercygnoide wird durch
thermischen Stress eine starkeausgepragtenhsp/0-Expression in der Lunge iev auch im
Cerebrellumbei den Mannchen im Vergleich zu den Weibchen beobachtetidglicherweise
reagierenWeibchengenerellwenigersensibelauf eine ZigarettenrauchexpositioBei Drosophilaist
bereits bekannt, dass weibliche Imagines effizienteresAbwehisystem gegen ROS besitzen, da die
Aktivitat von antioxidativen Enzymen wie Superoxiddismut&m)und KatalaséCat)bei Weilthen
erhoht ist’® In dieser Arbeit wurden ebenfalls Hinweise auf einen effizientereAbwehr
mechanismus bei den Vilchengefunden, daim Zuge derQuantifizierung des GFFignas in den
Atemwegen der transgenen Reporterlinlssp70GFP tendengll héhere GHBasallevelin den
Atemwegen weiblicher Larvebheobachtetwurden (s. Abb.3.9). Dies deutetdarauf hin, dasdei
Weibchen die Kapazitatmit oxidativen Stress umzugehemntrinsisch bereits hoher isals bei
DrosophilaMannchen Dahingegen wurden nach einer Zigaretterauchexposition jedoch
vergleichbare Fluoreszenzintensiégvelbei beiden Geschlechterdetektiert, sodass dies auf eine
starkere Aktivierung vornsp70durch Zigarettermuch bei den Mannchen hinweist. Dies konnte
durch die Genexpressionsdaten visp70 bestatigt werdenBeim Menschenbesitzt hsp70 eine
Funktion bein Schutz voreiner akuten Lungeschadigungdurch die Inhibition der Caspase
abhargigen Apoptose®® Eine Expression vohsp70kénnte auch im respiratorische Epithel der
Larve durch Zigarettenrauch hervorgerufen werden, damit der Atemwegstrakt geschiitzt wird.
Zigarettenrauchthat bekanntermaRerauch eine Nekrosénduzierena Wirkunginne.**® Eine Studie
konnte dabei zeigendasshspr0 infolge von Nekrosen, nicht jedoch Apoptosen generiert WitdEs

ist denkbar, dass die hthere Transkriptmenge fiep70in den Atemwegen der mannlichen Larven
im Vergleich zu den Weibchen auch daher resultiert, dass bei den Mannchen vorwiegend
nekrotische, bei den Weibchehingegen vermehrt apoptotischerozesse in den Atemwegen nach
Zigarettenauchexposition auftretenDie Transkriptomanalysen unterstiitzen diese Thed nur bei
Weibchenvermehrt Gene durch Zigaretteauch moduliert wurden, dienit der Apoptoseassoziier
werden(s.Abh. 3.13).

Isteine Vielzahl von Zellen nekrotisch, so kann sich dies in verringerten Uberlebensraten &irfern.
reduzierte Uberlebensratehingegen wurde ausschlieRlich bei mannlichen Larven und Imagines
beobachtet (s.Abb.3.9). Dies unterstreicht wiederum die Hypothesalas DrosophilaMannchen
sensibler auf Zigarettenrauch reagiererBedingt durch das hohere Korpergewicht weiblicher

?, 193

Drosophilaim Vergleich zu méannlich€ unterscheiden sich die aufgenommen®auchmengen
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pro Kilogramm Ko&rpergewicht (Dosenjermutlich nach der Berauchung trotz identischer
Bedingungen wéhrend der Zigarettenrauchexposition. Manalicarven sind dahendglicherweise

effektiv hbheren Rauchdosen ausgesetzt.

4.1.4 Der Atemwegstrakt als Eintrittspfortdéir Zigarettenrauch

Die zentrale Frage, die sich im Laufe der Arbeit entwickelte, wardash Atemwegsepithel in
direktem Kontakt mit dem Zigattenrauchsteht Zum einen war denkbar, dass Zigarettenrauch die
Integritat der Atemwege veréndert und sollte daraufhin als Ausleseparameter genutzt werden. Zum
anderen sollte sich bei Kontakt der Atemwege mit dem Tabakrauch die Genexpression spazifisch
diesenreguliert werden.Besonders fur eine zukiinftige Nutzung des Modells fir die Untersuchung
von Fragestellungen, die den Einfluss von Zigarettenrauch auf chremsoimdliche Atemwegs

erkrankungen betreffen, ist dies wichtig zu hinterfragen.

4.1.4.1DieIntegritat des Atemwegsepithels

Mit Hilfe einer Immunfluoreszenzfarbung des Atemwegsepithels wurde in dieser Arbeit untersucht,
ob eine Zigarettenauchexposition die Atemwegpithelintegritat verandert.Es ist bekannt, dass die
Bronchialepithelzellgewebdei Tabakkonsumenterine erhohte Permeabilitabufweist, welche
infolge der verminderten Synthese vdestandteilen derAdherenslunctionswie ECadherin und

i -Cateninhervorgerufen wirc?® Ebenso liegein AtemwegszelleRroteinlevel vorKomponenterder
TightJunctionswie zonula occludens {Z0O1) durch Zigarettenrauch vermindert und vdSr.Die
Integritat von Zellverbanden ivd bei Drosophiladurch SeptateJunctionssermittelt, die eine analoge
Funktion zuTightJunctionsbeim Menschen einnehmefi? Indizien fiir eine veranderte Zellintegritat
fanden sichdurch die in dieser Arbeit durchgeflihrten Transkriptomanalyse dieser lagerdie
Etablierung desplanaren Zelpolaritdit (PCH-Signalweg, der auch SeptateJunctionsProteine
beinhaltet, sowie die Zelladh&sias durchZigarettenauch dysregulierte biologische Prozesse in
den Traheen weiblicher Larven vor .(#Abb.3.14). Jedoch konnten keine morphologischen
Veradndewungen derZellZellkKontakte nacteiner Berauchungestgestellt werdenDies eigt, dass die
hier verwendeten Parameter, also eine einmalige Exposithit Zigarettenrauchmit 24 Zigaretten
innerhalb einer Stundenicht unmittelbar zu eineNMerédnderung der Atemwegsepithelintegritéithrt

und somit keine Schaden an den larvalen Atemweggstehen.

4.1.4.2 Cypl8alund hsp70im Atemwegsepithel

Drei moglicheAufnahmewege von garettenrauch kommen bei einer Zigarettenrauchexposition von
Larven in Frage. Zum einen kann der Zigarettaoh mit der Auf3enluft Uberdie larvalen
Tracheenoffnungen,den Sigmen, in die Atemwege eintreten und, anteilig unterstitzt von

Muskelkontr&tionen, passiv durch Diffusioim Atemwegssystem verteilt werden. Zum anderen
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kénnen insbesondere gasférmige Bestandteile und Aerosole aus demet#geauch Uber die
Kutikula resorbiert werden. Die dritte Moglichkeit ist eine orale Aufnahwme Rauchbestandteilen,

die sich auf der Oberflache des Nahrmediums abgelagert haben.

Um den Beitrag des respiratorischen Epithels bei der ExpressiorCyph8alsowie hsp70nach
Kontakt mit Zigarettenrauch in Relation zum verbleibenden Larvenkorpus n&éken zu kénnen,
wurden die Transkriptmengenles Atemwegsepithelsind des restlichen, larvalen Homogenats
guantifiziert.

Eine Cypl8aiSynthese wurde bereits vorcuiTTARDetal. in verschiedenen Organen der
Taufiegenlarve nachgewiesen jedoch wurdediese nicht in den Atemwegen untersucfit. Da
Epithelien die erste Kontaktflache fiir Xenobiotika darstellen, denen der Kérper ausgesesttest,
nicht verwunderlich, dass Xenobiotika metabolisierende Enzyme insbesondere in epithelialen
Geweben vorkommef® Cypl18al wird innerhalb dieser Arbeit eine Fimktim Xenobiotika
metabolismus zugeschrieben (s. Kap#dl.2.]. Entsprechend konnte in dieser Arbeit auch in den
Tracheen demDrosophilaLarve eine basal€ypl8aiExpression detektiert werden, die nach einer
Zigarettenrauchexposition um ein Vielfacrezgoht war.

Auch in der Studie vomREBStal. war das Hsp7@Basallevelbei DrosophilaLarvenin diversen
Organerkaum detektierbardas Chaperomurde aberverstékt nach thermischen Stress gebildét.

Doch auch hier wate das Atemwegssystem nicint Hinsicht autlie Hsp76Synthese untersucHt’

Fur das Atemwegsepithel, welches in Kontakt mit der Umwelt und damit auch ROS steht, ist das
Vorkommen von Chaperonen, digggen oxidativen Stress wirkéh nur logisch Auch mittels der
vorliegenden Arbeikonnte Vergleichbaresvie beikrReB®t al.'* festgestelltwerden Wahrend die
konstitutive Expression vohsp70nur marginal war, wurdenach Zigaretterauchexpositioneine
starkeZunahmeder hsp70Transkripten den Atemwegeteobachtet.

Weil im verbleibaeden, tracheenfreien Homogenat ebenfallsine Zigarettenrauctinduzierte
Erh6hung der Cyp18al und hsp7Q@Transkripte gemessen wurde, kann eifesorption von
Zigarettenrauch Uber die Kutikula oder den Darm nicht ganzlich aoblyssen werden. Die
gemessene, verstarkteCypl8al und hsp78Expressionkdnnten aber auch auf in der Larve
verbliebene Tracheenfragmente zurlickzuflihren sein, da eine vollstdndige Separation der Atemwege
vom umgebenen Gewebe technisch nicht umsetzbar ist. Weiterhin konntealpbtdt werden, dass

sich Weibchen direkt nach der Zigarettenrauchexposition aktiver verhalten als méannliche Larven
(s Abb. 3.17). Die erhdhtenCyfd8al-Niveaus sowie die starke Varianz dessen im verbleibenden
Larvenmaterialder Weibchenkdnnten daher aufgrund eines starker vorhandenen Fressverhaltens
resultieren (s. auch Kapitél1.1), da Weibchen weniger sediert wares Abb. 3.17). Diese kdnnte

wiederum mit einer erhdhten Aufnahme abgelagerter Partikel iber das Medium einhergehen.
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Anders als beCyp18alhandelt es sicthei hsp70um einensehrsensitivenStresssensof?, der durch
verschiedenste Stimulaéien wie oxidativenStress, im Zigaretteauch enthaltere Giftstoffe oder
aber auch ditHandhabungler Larvervor demExperimentaktiviert werden kann undemutlichin
einem geringen Male ebenfallgur Expressiorerhéhung im verbleibenden &rvenhomogenat
beitragt. Insgesamt bestétigediese Ergebnissgedoch dassder Zigarettenrauctdas Lumen der
Atemwege erreicht die Tracheen an der Aufnahme von Zigarettenrauch in den Organismus
mafigeblich beteiligt sind und andere mdgliche Aufnahmewege keine oder nuueieseordnee

Rolle spielen.

Im Anscluss an demNachweiseiner erfolgreichen Aufnahme des Zigarettenrauchs in die Atemwege
der Larve wurde die Verteilung des Rauchs im tubularen System der Tracheen untersucht. Hierzu
wurde dieCypl18aiund hsp70Expression gesondein der anterioren und in deposterioren Halfte

der Tracheen betrachtet, um die Reichweite des Zigarettenrauchs in den Tracheentrakt hinein zu
Uberprifen. Die hsp70Transkriptmenge war am kaudalen Ende der Lawgeo im posterioren
Bereich,am starksten und nahm entlang der posteramterioren Achse abDahingegen wardie
Cypl8aiExpression im anterioren Tracheenabschnitt etwaitach héher als im posterioren Teil.
Drosophilaweist keine aktive Atmung auf und der Eintritt der Umgebungsluft Gber die Stigmen und
die Verteilung der Luft im Amwegssystem erfolgt zwar gro3tenteils passiv tber Diffusionsvorgange,
wird jedoch durch Muskelkontraktionen bei der Fortbewegung der Larve unterstitzt. Der
Durchbruch der anterioren Tracheenéffnungen durch die Kutikula findet erst im spat8tatditim

der larvalen Entwicklung staff. Folglichsind die anterioren Tracheendffnungen zum Zeitpunkt der
Rauchexposition noch verschlossen und der Zigarettenrauch tritt ausschligBéictie posterioren
Spirakel in die Atemwege eiladurch entsteht vermutlich ein Rauchkonzentrationsgradient, bei
dem posterior mehr Zigarettenrauch vorhandest und die Konzentratioin Richtung anteriorer
Sigmen abnimmt. Dies wiederum wird durch diesp70GExpression widergespiegelt, die ebenfalls
posterior starkerwar als anterior. Mit Hilfe eines transgenen Tdiggenstamns hsp70GFP
Reporterstamm), bei dem eine GBgnthese an diehsp708Promotoraktvierung gekoppelt ist,
konnte die lokale, vorwiegend auf die Atemwege beschramigie7 OExpression visualisieund die
Reaktion des Atemwegsepithels auf Proteinebengdtes werden. Des Weiteren ermoglichte diese
hsp70gekoppelte GRFluoreszenz eine Lokalisierung thep70Expression im Verlauf der Tracheen.

Auf diese Weise wurde festgestellt, dass in der posterioren Halfte der Tracheenstrangspd
Expression eine deutlich starkere Induktion erfuhr als a@mterioren Bereich. Mittels der
Quantifizierung der Fluoreszenzintensitat des gesamten Atemwegsepithels konnte nachgewiesen
werden, dass bei Mannen relativ mehr GFP nach einer Zigaret@whexpaition synthetisiert

wurde als bei Weibchenbezogen auf die von GFP ausgehende HintergrundfluoresZ@iese
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Beobachtung bestatigt, dass nur ein aktives Spirakelpaar im posterioren BeuveicEeitpunkt der
Analyse vorhanden i8t Uber das der Tabakuch in den Organismus eintritt. Ebenfallsterstreicht

diese Beobachtung, dass der Zigarettenrauch vorwiegend passiv innerhalb des Atemwegstraktes der
Larven verteilt wird.

Das Vorhandenseins ein@inzigen Offnung in das Atemwegssystem ahnelt der Situation in der
Saugerlunge, wo die Aul3enluftiazder Zigarettenrauch durch einen einzigen Zugang sowohaksn

auch ausgeatmet wird. Das aufgenommene Volumen wird jedoch nicht bei jedem Atemzug
vollstandig ausgetauscht, das Residualvolumen und zumeist auch das expiratorische Reservevolumen
verbleiben in den distalen Arealen der Lungdei DrosophilaLarven dringt der aufgenommene
Zigarettenrauch passiv wahrscheinlich sowohl in die distalen, feinsten Tracheenverzweigungen als
auch in die anterior gelegenen Tracheenregionen ein. Hier kann er vermuittichoder schlechter
wieder abgeleitet werden, wodurctier Zigarettenrauch in diesen Bereichen sich anreichern wirde
Dies kdnnte die beobachtete, starker€ypl8aiAktivierungim anterioren Bereich erklaren. Durch

die geringe Lebensdauer einer VielzamROS wird eine Akkumulation von Zigarettanch in diesen
Bereich jedoch keinen Einfluss auf digp70Expression haben. Dies bedingt sich durch die hohe
Reaktivitat einer Vielzahl an ROS, die siomit vermutlich nur in geringem MaReden anterioren
Tracheenbereich erreichamd sich doranreichern Auch die gemachteBeobachtungemnterlegen

diese Uberlegunds.Abb.3.6).

Fur die Cypl8aiTranskriptmenge in den anterioren und posterioren Tracheenbereichen, die
entgegengesetzt dem Rauchkonzentrationsgradienten auftreten, ist noch eine weitere Erklarung
denkbar.Das Atemwegssystem vddrosophilasetzt sich sowohl aus Epithelzeffeff als auch aus
Stammzeln und epitracheal residierenden, endokrinen Inkazellen zusarfittiéh Die Inkazellen

sind in sieben Paaren vomgend an der posterioren Seite der Tracheen lokalfSierber aufgrund

ihrer geringen Anzahl dirften sie vermutlich nur wenig zu@gpl8aiExpression beitragen. Larvale
Tracheen verfiigen Uber zwei Arten von Stammzelldmm einen gibt es ruhende Epithelzellen
(Tracheoblasten), die aden priméren Tracheenverzweigungen lokalisiert sindd zum anderen
existieren funktionelle Epithelzellen ndthem Stammzellcharakter, dem Progenitorpotentieglche

sich hingegen auf den Dorsalstrang des zweiten Thorakalsegments konzentteréA’ Wahrend

des L3Stadiums, in dem auch die Berauchung der Larven stattfand, werden die letztgenannten

% 201 ynd kénnten zusétzlich zu der hohen

Zellen zu einer massiven Proliferation ange
Cypl8aiExpressionszunahme in der anterioren Tracheenhalfte beitragen.

Die Prolieration von trachealen Stammzellen wird durch Ecdyson induZieBie Schwankungen des
Hormorhaushaltes wahlend des Larvenentwicklung sind gut untersucht und fur die Steuerung der
H&autungen und der Metamorphose entscheideniEcdyson wird in die Zellhinein transportiert

und intrazellular von Rezeptoren erkannt, die daraufhin in den Nukleus translozieren und die
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Expression von Zielgenen aktivieré®. Aufgrund &hnlicher chemischer Strukturen ist es denkbar,
dassnicht nurHormone wie Ecdyson und 20§ondern auch PAH Uber den Ecdysaeptor in den
Nukleus gelangeannd somit dieCyp18alExpression induzierefMatséchlich ist bekannt, dass PAH als
endokrine Disruptoren, als Xenoestrogene, wirkémnd gibt Hinweise deauf, dass PAH aus

Zigarettenrauch maoglicherweise auch in der Laaméiormonrezeptoren binden konnen.

Mit Hilfe der in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen konnte gezeigt werden,Dtassphilanicht

nur physiologisch vergleichbar auf eine Zigarettenrauchexposition reagiert wie Sdugern, sondern es
konnte auch gezeigt werden, dass primar das Atemwegsepithel mit dem Tabakrauch interagiert.
Damit kristallisiert sich die Taufliege als ideales Modell herawms, die Auswirkungen von

Zigarettenrauch auf das Atemwegsepithel zu untersuchen.

42 1 dza ¢ A NJ dzy T3V yISdrh RA S

In der Populationsgenetik beschreibt die Fitness ein Maf fur den genetischen Begragind
Individuum zur nachsten Generatiausteuert bezidwungsweise die Anzahl der Nachkommen, die
ein Individuum hervorbringtlm Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wileék Fitness aber als die
Widerstandsfahigkeit eines Organismdsfiniert. Zigarettenrauch ist dafir bekannt, dass dieser
zahlreiche adverse Wungen auf einen Organismus hat und die Widerstandsfahigkeit gegeniber
auReren Einfliissen wie beispielsweise Mikroorganisthearringert. BeiDrosophilawurde hierzu

zwor untersucht, ob die Atemwegspithelintegritat durch eine Exposition mit Zigarettenrauch
verandert wurde. Doch obwohl keinerlei morphologische VeranderungenAdemwege infolge

einer Zigarettenrauchexposition beobachtet wurden Abb.3.10), ist trotzdemdenkbar,dass die
Fitnessparameterdokomotorische Aktivitat der Larven bzw.der negative Geotaxis derlmagines
aufgrund der Vielzahl toxischer Verbindungen im Zigarettenrduehiandert werden Ebenso wurde

die Uberlebensrate der Tiere nach Konfrontation mit Zigarettenrauch in beiden Entwicklungsstadien
Uberprift (Kapiteld.2.1), welcher ebenfalls als Fithessparameter dienfgschlieRend wurde
untersucht, ob eine larvale Zigarettenrauchexposition Auswirkungen auf die Fithess wahrend der

adulten Lebensphase hat (Kapiel.2).
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4.2.1 Fitness bei einmaligeZigarettenauchexposition

4.2.1.10berlebensrate von Larven und Imagines

Zigarettenrauch enthélt eine Vielzahl an Verbindungen, von dexeriberwiegender Teiloxisch
ist.'* Um zu bestimmen, inwiewegichder Zigarettenrauctauf die Uberlebensrate auswirkt, wurde
bei DrosophilaLarven die Viabilitat der verschiedenen Entwickkstgdien nactZigarettenauch
exposition untersucht. Es zeigte sich, dass einige mannliche Larven bereits wahrend der
Rauchprozedur stben. Dieswar jedoch nicht bei den Weibcherder Fall Dieser Unterschied
zwischen den Geschlechtern kdnnte darin begeinsein, dass digveiblichen Larven ein hdheres
Gewicht als méannliche Larven hab#h Infolgedessen reichern Weibchen geringere Mengen an
Rauch pro Mikrogramm Korpergewicht an (geringBuchdosis) und zeigen deshalb bei glaiche
Bedingungen wéhrend einer Exposition mit Tabakraeaite hthere Resilienz als Mannchen. Ein
solcher Unterschied ist bereits zwischiearven und Imagines in Kapitell.3.3thematisiert worden.

In der Tat wurde @n BAINTONet al. eine letale Wirkung von hohen Nikotinkonzentrationen auf
Drosophilabeschriebert™*Jedochkannwie bereits in Kapite#.1.1erértert, die Wirkung von Nikotin
nicht als alleinige Ursache fiir eimeduzierte Uberlebensrate deMannchen angesehen werden.
Aufgrund der Vielzahl toxischer Verbindungedie mit dem Tabakrauthin den Organismus
gelangen, sind diese in ihrer Gesamtheit vermutliglrantwortlich fur die verminderte
Uberlebensrate der mannlichen Larven. Nichtsdestotrotz nimNikbtin wahrscheinlicteine Rolle bei
der Beeinflussung deldberlebensrate ein. Nikotiweist eine hohe Toxizitat bei Menschen Abyfder
Nikotinmetabolit Cotinin ist jedochgeringer toxisch alslie Ausgangsverbinduffj Der erhéhte
Umsatzvon Nikotin zu Cotininder bei weiblichen Larven beobachtetwmde (s.Abb.3.1), kbnnte zur
erhohten Uberlebensfahigkeit von Weibchdreitragen, da infolge degerstarktenNikotinabbaus die
toxischen Auswirkungen des Alkaloids weniger zum Tragen kommen kénnten.

Es ist aber auch mdglich, dass ein geschlechterspezifisches Abwehrsystem bestekhbrsadisten
Taufliegen bekannt, dassveibliche Imagines RO&®ffizienter eliminieren konnen (s. auch
Kapitel4.1.3.3."% Doch auch Gene, die vermutlich in den Xenobiotikametabolismus involviert sind,
werden zwischen mannlichen und weiblichen Taufliegeterschiedlictinduziert!*? Dies unterstiitzt
die hier angestellten Uberlegungedass auch die Larven abh&ngig vom Geschlechdutieh den
Zigarettenrauch eingetrageneaxogenen Verbindungen unterschiedilieffizient eliminieren kbnnen
(s. auch Kapitet.1.1, Kapitel.1.2.4und Kapite#h.1.3.3.

Aus mannlichen, mit Zigaretteawmich konfrontierten Larven entwickeltesich weniger Puppen,
wahrend bei den Weibchen sogar eine leict@&igerung der Puppenanzabéobachté wurde.

Hierfur sind mehrere Griinde denkbar.
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Zigarettenrauchextrakt wirkt auf A549Zellen einer humanen alveolaren Typ-Bionchial
epithelzelllinie,in geringen Konzentrationen apoptotisch, in hoheren Konzentrationen induziert es
jedoch Nekroser?® Auch hier kann die Dosis als eine vom Kérpergewicht abhdngige Variable
ausschlaggebend fir die stark reduzierte Verpuppungsrate bei den Mannchen sein. Dies wird auch
dadurchbestatigt dass innerhalb dieser Arbaihit der Apoptoseassoziierten Genbei Weibchen
verstarkt dysreguliert wurdennicht jedoch bei mannlichen Larvefusammengenommeqibt dies
Hinweise darauf, dass vermehrt nekrotischer Zelltod im respiratorischen Epitheind@onlichen
Larven eingegangen wird, der in einer verringertezahl an gebildeten Puppen bei Zigaretimech
exponierten Mannchen minden kann.

PAH stellen an sich inerte Verbindungen dar. Erst im Laufe der Zeit, in der der Xenobiotika
metabolismus bereits eingeleitet wurde, kommt es zu einer metabolischen Aktivierung der
urspriinglichen Verbindungefi. Prinzipiell kann daher die verminderte Uberlebensrate der
mannlichen Larven eine Spéatfolge dé&xposition mit Zigarettenrauctsein, weil durch die
Detoxifizierung von Komponenten wie PAH zytotoxische Metabolite entstehen. Die schadigenden
Auswirkungen des Zigarettenrauchs kommemdglicherweisezeitlich verzégertzum Tragen und
wuirdensichdannin einerverminderten Verpuppungsrat&guf3ern

Zigarettenrauch interferiert in das endokrine Syst&fiDa es sich bei der Metamorphoseenfalls

um einen hormonabh&ngem Prozess handelt, ist efenkbar, dass der Zigarettenraueuch in
diesen interveniert. Erhoht&Konzentrationen des Hormon80E leiten eine Metamorphose ein,
jedoch ist Cyp18atin essentielles Enzym, uB®@Eim Organismus wieder abzubau&t '* Diesem
Enzym wird in dieser Arbeiine Rolle im Xenobiotikametabatisis zugeprochen,da Cypl8al
infolge einer Rauchexposition vermehrt exprimieiitdy Wird Cypl8al verringert synthetisiert oder

ist es gar nicht vorhanden, so kommt asfgund des fehlenden Abbaus von 2@br Letalitat
wahrend des Uberganges in das Pupgtadium®®* *2 Méglicherweise kommt es infolge der
Exposition mit Tabakrauclvorwiegend zu einem Einsatz von Cypl8al in den Fremdstoff
metabolismusanstelle des Hormonkatabolismu®ies konntebeispielsweise bedingt durch eine
hohere Bindungsafiitdt von PAH als voB0Ean das Enzymein Tatsachlichen besitzen PAH wie
Blalp eine hohe Bindungsaffinitit zaus der Rattenleber stammend&@yp1al®®’ Dadurch viirden

die im Zuge der Entwicklung erhohten ZU0ter maoglicherweisenicht abgebaut und korten sich
prinzipiell letal auswirken.

Humanes Cyplal besitine planare,aktive Bindungstasche und bindet vor allamVerbindungen

mit einer passenden Konformation wie PABIEine Abweichungon dieser Koformation knnte
sich in einer geringeren Substrataffinitat oder in einer verminderten Umsatzrate auf3ern. 20E
hingegen weiseine verdrehteKonformationam Gonangeriist agf°, was eineim Vergleich zu PAH

geringeren Substratumsatzur Folge habendnnte. Sollte eine Kompetition zwischen PAH und 20E
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um die Bindungsstelle von Cyp18alnsehen, so kann die fehlende Reduktion der Puppenanzahl in
der Zigarettenauchexpositionsgruppe bei den Weibchen daraus resultieren, dassveiblichen
Larven trotz synchronisierter Eiablage etwas spater in das Puppenstadium (bergehen als
mannliché”’. Infolgedessen tritt der Anstieg von 20E bei den Weibcheitlich verzégert aufine
Kompetition zwischen PAH und 2@ die Bindungstasche von Cypl8alirde dann bei den
Weibchen nur einaintergeordnete Rollespielen da zum Zeitpunkt der Berauchung das Enzym bei
den Weibchenvermutlich nur die Eliminierung von PAH zur Aufgabe Ha¢i den Mannchen
hingegen hat Cypl8al aufgnd ihres friheren Eintritts in das Puppenstadiumbglicherweise
simultaneine Funktion im Katabolismus von 20E.

Die mit Zigarettenrauchexponierten Weibchenzeigten eine erhdhte Verpuppungsrate als die
Luftexpositionsgruppe Beim Hefepilz Candidaalbicans konnte nachgewiesen werden, dashe
Exposition mit Zigarettemuchkondensatlie Chitinbiosynthese aktivieft® Sollte dies beDrosophila
ebenfalls der Fall sein, wirde dies die erhdhte Verpuppungsfrequenz bei den Weibchen erklaren.
Dafiir spricht auchdass auch in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Transkriptomanalysen nach
Zigarettenauchexpositiordie Expression vorgs3(salivary gland secretion) 3eduziertvorlag Die
Synthese von Sgs3 wimiederum mit dem Anstieg vorROE verringerf™, welches wiederum die
Metamorphose einleitet. Dies deutet darauf hin, dass dixpodion mit Tabakrauchbei Weibchen

verstarkt die Verpuppung veranlasst.

Des Weiterenwurde die Uberlebensrate der adulten Taufliegen nach Zigarettechexposition
Uberprift. Wie méannliche Larven wiesen auchmannlicte, adulte Drosophilaeine verminderte
Uberlebensratenach einer Rauchexposition auf. Dahingegemen die Weibchen unbeeinflusst von
der Konfrontation mit TabakrauchJrsachlich hierfir kénnen die GroRRe der Tiere sein und somit
unterschiedliche Dosen der aufgenommenen Toxine. Ebenso kann daits beiskutierte ROS
Abwehrsystertf® und der sich zwischen Mannchen und Weibchen unterscheidende Fremdstoff

metabolisnus™ urséchlich fiir die Beobachtung sein (s. auch KaifeR.4und Kapitel.1.3.3.

4.2.1.2LokomotorischeAktivitat von Larven und Imagines

Die Lungenfunktion, die bei chronisehtziindlichen Atemwegserkrankungen beeintrachtigt'fst
kann als Fitassparameter betrachtet werden. Ebenfalls steht die physikalische Aktivitat von
Erkrankten im direkten Zusammenhang mit der Lungenfunkiidf* Und auch durch Tabakkonsum
wird die Lungenfunktion beim Menschen vermind&f?'® #'® Aufgund dessen wurde innerhalb
dieser Arbeit untersucht, ob die Lokomotoraktivitdt (bei Larven) bzw. die negative Geotaxis (bei
Imagines) nacHigarettenauch bzw. Luftexpositiorsich voneinander unterschieden.

Es wurde beobachtet, dass mannliche, unbehandelte vear eine verringerte lokomotorische

Aktivitat im Vergleich zu deentsprechendenVeibchen aufwiesenledoch verringert sich allgemein
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die lokomotorische Aktivitastzum Ende des drittenLarvenstadiumé”’ Es kanndaher nicht
ausgeschlossen werden, dass dies durch die unterschiedlichen Entwicklungsphasen bedingt wird, da
Weibchen trotz synchronisierter Eiablage etwas spéater in das né&chste Entwicklungsstadium
Ubergehen als die mannlichearven®’.

Im ZugeExposition mit Zigarettenrauckam es zu einer Verminderung der Aktivitat bei beiden
Geschlechtern. Moglicherweise wird dies durden TabakbestandteiNikotin bedingt, da das
Alkaloid eine sediende Wirkung auf adulte Taufliegen Hat. Auch bei dem Nematoden
Caenorhabditiselegansist eine reduzierte lokomotorische Aktivitat baialer Aufnahme vomikotin

in hoheren Konzentrationen bekanfif Jedoch scheint aufgnd der geringen Menge an Niknfidie

final durch die Larven sorbiert wird (s. Kapited.1.1), als alleiniger Ausloser fur die verminderte
Lokomotorik unwahrschelith, jedoch mdglicherweise mitverantwortliclAuch @s Verhalten der

Larven nacloraler Applikation von Nikotin unterlegtlies ebenfall¢s. Kapite#t.1.1).

Entsprehend zur lokomotorischen Aktivitat bei den Larven wurde die negative Geotaxis nach
Zigarettenauch bzw. Luftexposition bei den Imagines ermittelt. Hierbei zeigte sich, dass bei den
mannlichen Luftkontrollen die erreichte, mittlere Holva RAhrchen im Lda des Versuch anstieg.
Dieser Anstieg ist vermutlich duradiiie allgemein erhthte Aktivitditwadhrend des Tagesverlaufs
bedingt?**?*" Infolge einer Zigarettenauchexposition kam es zu einer vdistigen
Bewegungslosigkeit der Tdefen, die sich langsam von dieser erholten. Dabei bildeten sich zwei
Populationen aus die auf unterschiedlich starkee&sbilitaten gegenlber einer Eposition mit
Zigarettenrauchzwischen den Individuen hinweiseiin derartiger Effekt ist auch bei Mausen
bekannt und wirdanteiligauf genetische Faktoren zuriickgefifff.

Bei den weiblichen, Lufexponierten Imagineswar die durchschnittliche erreichte Hohe im
Rohrchenetwas geringer als die der Mannchen. Awshe Studie anDrosophilasuzukiizeig, dass
jungfrauliche Weibchemveniger aktiv alsviannchensind.”* Innerhalb dieser Arbeikonnte gezeigt
werden, dassnach Konfrontation mit Zigarettenrauch einige Weibchen im Gegensatz au de
Mannchen nicht bewegungslos waren. Auch die Regeneration der Bewegungsfahigkeit erfolgte etwas
schneller. Im Gegensatz zu den Mannchen konnte jedoch Keildeng unterschiedlictsensibler
Taufliegenpopulationebeobachtet werden.

Beiadulten Tauiegenkonnte bereits vorBAINTONet al. gezeigt werda, dass die Exposition mit dem
Zigarettenauchbestandteil Nikotin eine biphasische Antwort hervorruft: Bei geringeren Dogédn w
eine Stimulation beobachtetwelche sich durch hyperaktives Verhalten auRErtMit steigenden
Dosen jedoch verhalten sich die behandelten Taufliegen erst-hypd dann akinetisch, wobeier
Neurotransmitter Dopamin diese Antwort vermitteft:® Eine derartig biphasische Antwort wurde

auch hier mittels einer Zigarettenrauchexposition beobachtet, mié@nnliche Taufiegen bei
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zehrmminutiger Exposition mit Zigarettenraucin hoher gelebenen Abschnitten deRdhrchen zu

finden waren (Daten nicht geze)ginach einstiindiger Exposition jedoch bewegungsios Boden

waren. PRANGE al. fihrten eine chonische Exposition von adulten Thedgen mit Zigarettenrauch

durch, welche ebenfalls die lokomotorische Aktivitat reduzieff Nichtsdestotrotz ist die alleinige
Wirkung von Nikotin innerhalb des hier verwendeten Versuchsaufbaus wie auch bei den Larven
unwahrscheilich aufgund der geringen Menge aresorbiertemNikotin (s. Kapite#.1.1). Vielmehr

scheint der beobachtete Versuchsausgang ebenso wie bei den Larven ein Resultat des kumulativen

Effektes vieler Verbindungen, die im Zigarettenrauch zu findedi'sizu sein.

Obwohl das Atemwegsepithalielchesverstarkt in Kontakt mit Zigarettenrauch gekommen ist, keine
veranderte Integritiat aufwies, beeinflussteerd Tabakrauch die Aktivitat und die Uberlebensrate.
Dabei waren die Auswirkungen besonders bei ménnlichen Tieren zu beobachtenDBies zeiga
zum einen, das<Zigarettenrauchtrotz des intaktenrespiratorischen Epithels die Fitness von
Drosophilabeeinflussen kann. Zum anderen wird durch diese Ergebnissehervorgehoben, dass
die geschlechtsspezifischen Auswirkungen von Zigarettenrauch aucierfafitensbiologischeund

pathologischelEbene zu beobachten sind.

4.2.2 Fitness bei zweimaliger Zigarethrauchexposition

In diesem Teitler Arbeit wurde untersucht, ob im Larvalstadiuwtrch Zigarettersuchverursachte
Effekte Uber die Metamorphose hinaus in dadulte Entwicklungsstadium persistieremd eine
veranderte Antwort bei erneuter Exposition wa&md des Imaginalstadiums hervorrufieswird
moglicherweise Uber epigenetische Mechanismen vermittelitersuchungen dieser Art stellen
einen relevanten Aspekt dar, um das Vorliegen potentiell generationsibergreifender Effekte
abzusehen, da auch diese pmenetisch vermittelt werden konnéff. Dafir wurden die
Auswirkungen von Zigarettenrauch auf im Larvalstadium mit Zigarettenrauch in Kontakt

gelommenen Imagines in Hinsicht auf die Fitnasalysiert Dabei wurdervier Gruppen untersucht:

Gruppe 1¢ Taufiegen, die weder als Larve nodlls Imag@igarettenauch exponiert worden sind
(unbehandelte Gruppe),

Gruppe 2 Taufiegen, die imLarvalstadium Zigaretteatuch und immaginalstadium Luft exponiert
worden sind,

Gruppe X Taufiegen, die im Larvalstadin Luft und im Imaginalstadium Zigarettemch exponiert
worden sind,

Gruppe 4¢ Taufiegen dieals larveund als Imagines mit Zigarettenrauch konfrontigrorden sind.
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4.2.2.1Uberlebensrate

Bei der Untersuchung, ob das Uberlekadulter Taufliegerdurch eine vorangegangene Zigaretten
rauchexposition im Larvalstadiubei erneuter Konfrontation mit Zigarettenraudfeeinflusst wurde,
konntebeobachtetwerden dass bereits die einfach behandelten Grupgamd 3 der Manncheain
tendentiell reduziertes Uberleben aufwieserDie Gruppe derzweifach exponierte Taufligen
(Gruppe4) wies die geringste Uberlebensrate dof Vergleich zur unbehandelten Gruppebei den
Mannchen auf. Bei den Weibchen wurden vergleichbare, jedoch weniger stark ausgepragte
Tendenzen beobachtetDies bestétigt dass eineExpositim mit Zigarettenrauchwahrend der
larvalen Entwicklung Uber die Metamorphose hinweg persistiert und einen Einflusdiauf
Sensibilitdtbei erneuter Konfrontation nehmen kanbBes Weiteren verifizieren diese Ergebnisse die

hohere Sensibilitdder manndichenTiere gegenlber Zigarettesuch.

4.2.2.2Negative Geotaxis

Als zweite Ausleseparametewurde das negative Geotaxisverhaltgier Stundenund 24Stunden

nach Expositiomit Zigarettenrauctanalysiert

Zum zuerst analysierten Zeitpunid h) wurde bei den Mannabn in der dritten und vierten Gruppe

ein vermindertes, negativ geotaktisches Verhalten beobachtet, welches bereits in KapgiteR
diskutiert wurde. Méannliche Taliégen die nur im Larvalstadium mit Zigarettauch behandelt
wurden (Gruppe2), wiesen hingegen ein verstarkt negat geotaktisches Verhaltezu beidgn
analysierten Zeitpunktenm Vergleich zur Kontrollgruppg auf. Die verstéarkte negative Geotaxis
wurde auch bei der dritten Gruppe nach Regeneration, also zum zweiten ZeitgQuaki),
beobachtet. Interessanterweise wies die zweimalig Zigarettenrauch exponierte Glumie Tag
nach Rauchexposition ein vergleichbares negatives Geotaxisverhalten wiendiell§ruppe 1 auf.
(24h). Es ist denkbar, daskirch die vorherige Exposition mit Zigarettenraucheeidesensibilierung
eingetreten. Bei den Weibchen hingegen wurde zu keinem der beiden, analysierten Zeitpunkte eine
veranderte Geotaxis beobachté¥ldglicherweise stellt dieses Ergebnis bereits eine erste Korrelation
zum Menschen dar, da epidemiologische Studien zeigen, dass pranatale Exposition mit
Zigarettenrauch ein erhdhtes Riko fir das Auftreten des Aufmerksamkeitsdefizit
Hyperaktivitdtsyndroms(ADHSpei Kindernmit sich tragt™’

BeiDrosghilaist eine dhnliche Studie zu dem hier durchgefiihrten Versuch gemacht worden, die die
in dieser Arbeitgemachten Beobachtungelmestatigt'*® Dabeikonnte VELAZQUEZLLOAZeigen, dass
Taufiegen, die wahrend ihrer Larvalentwicklung mit Nikotiehandelt wurden weniger auf eine
erneute Nikotinexpositionanprechen als diejenigen, die zuvor nicht mit dem Atkdlin Kontakt
3S12YYSy g1 NByd Ly RA S & S Nlnteteidt®if Addsl tkdtiBeyien & A NR
Acetylcholinrezeptor (nAChR)eine Rolle bei der Vermittlung dieser Desensibiliserung

zugeschrieben® Und auchbeim Menschen isbekannt, dass eine chronische Nikotinadministration
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zu einem verminderten Ansprechen der nAChR ftfirtin humanen Zellkulturen konnte
nachgewiesen werden, dass die Expression@bBiRNAThumanh 7 neuronal nicotinic acettoline
receptor subunjt mit dem Methylierungsgrad des Promotors in Zusammenhang $tehtierbei
scheint unter anderemdie denovoMethyltranskerase Dnmtl die Methylierung am Lokus zu
vermitteln.?*® Der TabakbestandteNikotin kann wiederum di®nmt1-Expressiorin verschiedenen
Gehirnarealen inhibiereff’ Dies suggeriert eine mdégliche epigenetische Komponente des
beobachteten EffektsTatsachlich wurde auch innerhalb dieser Arbeit das furhdieJntereinheit

kodierende Gen in den Traeen mannlicher Larvenfolge einer Rauchexposition dereguliert.

In diesem Abschnitt sollte geklart werden, welche pathologischen und verhaltensbiologischen
Auswirkungen eine Zigarettenrauchexposition dbfosophila hat. Dabei zeigte sich, dass die
Uberlebensrate infolge desolitakts mit Tabakrauch sowie die Aktivitat sowohl von Larven als auch
Imagines stark reduziert vorlag. Dabei auf3erte sich ein sexueller Dimorphismus, wobei mannliche
Individuensensbler auf eine Zigarettenrauchxposition reagierten. Im nachfolgenden Sehuitlen

bereits im Larvalstadium mit Zigarettenrauch exponierte Taufliegen abermals im Erwachsenenalter
mit Rauch konfrontiert. Hierbei konnten nicht nur die vorangegangenen Ergebnisse bestétigt werden,
vielmehr wurde beobachtet, dass die Tiere starkeerodeniger stark zu einfaefixponierten Tieren
reagierten. Dies kdnnte bereits ein erster Hinweis auf epigenetische Modifikationen sein, die durch

die Exposition der Larven mit Zigarettenrauch eingeftihrt worden sind.

4.2.2.3Epigenetik alpotentieller Mechanismu®

BeiSaugerrkommt esim Verlauf der Embryogenese zu einer Reprogrammierung des Epigenoms, bei
der epigenetische Signaturen, die unter anderem durch Umwelteinfliisse erwoxioeden sind
rickgangig gemachwerden?* ?*® Doch scheinen einige Loki, die mit neurologischen und
metabolischen Erkrankungen assoziiert werden, diesem Reprogrammierungsprozess zu efffgehen.
Auch beiAsthmabronchialegibt es Hinweise darauf, dass epigenetische Mechanismen eine erhohte
Suszeptibilitat dieser Lungenerkrankung vermitt€h?** Aufgund dessen stellt sich die Frage,
inwieweit die Taufliege eine Untersuchung derartiger Effektéisail Alsholometaboles Insekt
durchlauft  Drosophilanelanogaster prinzipiell gleich  zwei  Phasen epigenetischer
ReprogrammierungAuch beiDrosophilawird, wie bei Saugef?®, wahrend der Embryogenese die
Methylierung des Genomslezimierf®. Aber auch der Acetylierungsstatus spiedi der Taufliege

eine tragende Rolle wahrend dieser EntwicklungspH&sé/eit weniger untersucht ist jedoch die
Metamorphose, bei der es enfalls zu massiveWeranderungen kommtdie unter anderem auch
epigenetischvermittelt werden So konnte in der Gro3en Wachsmotialleriamellonellagezeigt
werden, dass es zwischen Larveand Puppenstadium zu einer Aktivierung von Histon

modulierenden Enzymen wie HistondeacetylasefHDAQ und Histonacetyltransferasen(HAT)
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kommt, die mit einer epigenetischen Reprogrammierung wéahrend der Metamorphose assoziiert
werden kanr’®® caArRreetal. konnten auch beiDrosophilader HAT Gen5 ein@ssentielle Rolle
wahrend der Metamorphose sowie der Oogenese nachweikénmNullallel vorGen5fiihrt zu einer
verlangerten, wandernden Phase bei Larven, zig Bildung abnormaler Puppen und Letalitat
wéhrend des Prapuppenstadiunishrt.”®® Dahingegen erzeugt ein heterozygotes Alleh Gen5
missgebildete Imagines, die kurz nach dem Schliipfen stéfB&ei weiblichen Taufliegen, die durch
Kreuzungen Gcnéefizient in ihren Keimzellen sind, wird die Oogenese belaiteinem frihen
Stadium gehemmt®® All die Effekte von Gcn5 werderiner Wechselwirkung mit dem
Ecdysonmetabolismus zuriickgefilhrf?® Neben Acetylierungen scheinen aber auch der
Methylierungsgrad®* **2, non-coding (nc) RNA* PolycombGrowp (PcGlassoziierte Proteind® 1%
sowie weitere Chromatin modellierende Protein€® einen Einfluss auf die Metamorphose zu
nehmen sodass auch hier von einer epigenetischen Umstrukturiewityend der Puppenphase bei
Drosophilagesprochen werden kann.

Epigenetische Signaturemie Methylierungen und die Modellierung von Chromatinstrukturen haben
einen Einfluss auf die Pathogenese chronisotziindlicher Atemwegserkrankungéit Und auch ist
bekannt, dass Zigarettenrauch si&pigenom verandern karfii>?®" Somit ist denkbar, dass eine
durch Zigarettenrauch verdnderte, epigenetische Landschaft fiir eine erhdhte Suszeptibilitéat
gegeniber deEntwicklung von chronisebntzindlichen Lungenerkrankungen verantwortlich Rie

in dieser Abeit gemachten Beobachtungegeben Hinweise darauf, dass bdbrosophilaim
Larvalstadium eingefuhrte Effekte Uber die Metamorphose hinweg persistieEgne erneute
Konfrontation nach der Metamorphose hatdeutlich veranderte Auswirkungeaur Folge alsire
einmalige Exposition im ErwachsenenaltBies wiederumdeutet auf eine mdglicheEinflihrung
epigenetischer Signaturen imrosophilaGenom, die die Metamorphose Uberdauetdm was fiir
Markierungenes sich auf molekularer Ebene genau handelyiéweit die Auswirkungerauch in
spateren Generationen zu beobachten sind und tber welche Mechanismenveiegnittelt werden

bedarfjedochweiterer Untersuchungen.
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Um die Fragestellung zu beleuchten, welchen Einfluss Tabakrauch auf die Genexpression der
respiratorischen Epithelzellen hat, wurden die Transkriptome der larvalen Atemwege entschlisselt

und miteinander verglichen. Dabei wurden vier Gruppeneinandemunterschieden:

1) Atemwege méannlicher Larven, die konstant in einer Luftumgebung gehalten wurden,
2) Atemwege mannlicher Larven, die Zigarettenrauch ausgesetzt wurden,
3) Atemwege weiblicher Larven, die konstant in einer Luftumgebung gehalten wurden und

4) Atemwege weiblicher Larven, die Zigarettenrauch ausgesetzt wurden.

Im Zuge vergleichender Transkriptomanalysen wurde Zuwstdadie Geamtheit aller durch
Zigaettenrauch differentiell regulierter Gene im Atemwegsepithel beider Geschlechter ermittelt.
AnschlieBend wurdeden differentiell regulierten Genen durch die DAMABftwaré®*°® biologische
Prozesse zugeordnetwelche in der Zigarettenrauch im Vergleich zur Luftexpositioggippe
verandert vorlagen. Neben Genen, die mit dem Xenobiotikametabolismus und der Antwort auf
oxidativen Stress assoziiert werden (s. Kapgitél2und Kapiteld.1.3), erfuhren auch Gene, die mit
der Entwicklung der Atemwege assoziiert werdetyrch Tabakrauch eine Verdnderung ihrer
ExpressionDabei ist durchaus bekannt, dass eine Tabakrauchexposition die Lungenentwicklung
beeinflussenkann®® Aber auch dieG-Protein gekopelte Rezeptor GPCRSignalgebung, die
Apoptose und die Telomererhaltung waren durch elBeposition mit Zigarettenrauctierandert.

Eine Modulation dieser Prozesse durch eine Tabakrauchexposition audhgn vitro in humanen
Bronchialepithelzellen odein vivo bei Rauchern selber ebengmobachtet?*® 24! Die Eposition

mit Tabakrauch stellt aber auch einen bekannten Risikofaktor fur die Entsteblranisch
entziindlicher Atemwegskrankungen irdlge des begleitenden oxidativen Stress uneér d
Aktivierung des Immuwystemsdar.**> "> "? Die n den larvalen Atemwegen durch Zigarettench am
starksten modulierten Signalwege stehen in erstaunlicher Ubereinstimmung mit Prozessen, die auch
bei derPathogeneseron Asthma undCOPeine entscheidende Rollspielen®® “*#> 242253 Ayfgrund
diese Korrelation wureén diverse Prozesse betrachtet, um ihr&elevanz bei der Ausbildung
morphologisch aberranter Atemwedeei der Taufliege feststellen zu kénnen. Damit soll in diesem
Teil der Arbeit diskutie werden, ob Drosophilafir die Untersuchungvon Zigarettenrauch
induzierten Veranderungen im Atemwegsepithel zuldssig ist und saisitModellsystenfir die

Beantwortung grundlegender Fragestellungen, die d&sgarettenrauckinduzierte airway
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remodelling bei chronisckentziindlichen Atemwegserkrankungeoetreffen, verwendet werden
kann.

Zigarettenrauch kann auch direkt auf epigenetischer Ebene in verschiedene Prozesse
intervenieren®>**” Aber auchindirekt kann die epigenetische Landschaft im Genom Roosophila
verandert werden, wie beispielsweise durch ddsp90Systen?® Dahersoll im letzten Abschnitt
dieser Arbeit ein Fazit gezogen werden, Dtwsophilaauch als potentiellesn vivo-Modell fur die
Untersuchung von Auswirkungen des Tabakkonsums auf die Atemwegsentwicklunfumnitibn

auch in nachfolgenden Generationen in Frage kommt.

4.3.1 Xenobiotikametabolismusind oxidative Stressatwort

Wie bereits erwdhnt stellen CygEnzyme einen elementaren  Bestandteil des
Xenobiotikametabolismudar? Doch auchGlutathionSTransferasen (Gssind ebenfallsinvolviert

in die Metabolisierung von Fremdstoffén die mit dem Zigarettenrauch in den Organismus
gelangei’. Wahrend CyjEnzyme jedoch das Xenobiotikum in Phiades Xenobiotikametabolismus
funktionalisieren, konjugieren PhaleEnzyme wie Gst hydrophile Verbindungen an das zu
exkretierende Substrat, um es auf diese ¥éegallengéngig zu maché&n.

Tabakrauch ist eibekannterRisikofaktor fiir die Entwicklungon Asthma bronchialeind COPD" "2
Jedoch ist derzeit nur wenig verstanden, Ulvezlche Mechanisnen diese erhdhte Suszeptibilitat
vermittelt wird. Interessanterweise stehen verschiedene Komponenten des Xenobiotika
metabolismus die auch im Zuge einer Exposition mit Zigarettenrauch aktiviert werd®n,
Zusammenhang mit cbnischentziindlchen Atemwegserkrankungerbabei kommt es bei Vorliegen
eines Mspl oder lle/VatPolymorphismus in dem Gedyplalzu einer erh6hten Enzymaktivitat, die
sich mit einem erbhten Risiko fir die Entwicklung einer COPD niedersctfidahe verstérke
Synthese von Cyplaidurde auchbei einem murinen Asthmamodetieobachtet bei denen @
Ma&use zuvor mit dem AllergeFoluddiisocyanatsensibilisiert wurderd?*Ebenfallgragt eine erhdhte
Aktivitat von Epoxidhydrolask (Ephx1) ein Phase-Enzym, welches ah in den Katabolisos von
PAH involviert istbei simultanen Vorliegen eines llel05¥alymorphismus von Gstpl, der die
Aktivitat des Enzyms mindert, zu eineerhthten Asthmarisiko béf”? Erklarumgsgebend fiir diese
Beobachtungen ist, dass im Verlauf des Xenobiotikametabolismus der Kdrper mit oxidativen Stress
konfrontiert wird, da Radikale als Metabolite gebildet werden konheBs wird bereits vermutet,
dass diese reaktiven Metabolitie Pathogenese von Asthma und COPD férdern koffrfén?**Dies
steht auch im Einklang mit Polymorphismen von-Bxstymen, die die antioxidative Kapazitat im
Atemwegsepithel reduzieren, wodurch wiederum die zellulare Redoxhomdostase beeintrachtigt und
die Pathogenese von Atemwegserkrankungen gefordeird.*> *> 2** Daher werden besonders

Gstml, Gstpl und Gsttl als Asthmasuszeptibilititsgerbetrachtet® Dies unterlegt wiederum die
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tragende Rolle eines funktionsfahigen Xenobiotikametabolismus und einer adaquaten Aatort
oxidativen Stress bei der Aufrechterhaltung der Lungenhomdoostase.

Im Zuge einer fir Asthma und COPD charakteristischen Entziindungsaftwaoitd der
Transkriptionsfaktornuclear factor® light chain enhancer in B cel(®F* ) aktiviert, der die
Expression zahlreicher proinflammatorischer Gene einféftefuchdie Induktion vonCyplalwird
durch NFF . @S N Dids izefgf, dags nicht nur die @gpzyme durch die Generation von ROS
eine Inflammation bedingen konn&tf®, sondern es wird auch verdeutlicht, dass die Entzindungs
reaktion durch die Synthese von G§mteinenselbstverstarkend wirken kann.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Geime den Atemwegen vorDrosophilaLarven durch
Zigaretenrauch moduliert werden die mit dem Xenobiotikametabolismys dem Glutathion
metabolismus und der oxidativeintwort assozert werden Zum Xenobiotikametabolismwgurden
jedoch ausschlieBlictiir Phasdl-Enzymekodierende Geneavie Sulfotransferasd (S#4) zugeordnet.
Mdglicherweise ist das Fehlen volypcEnzymen zu diesezuordnung aufaqund ihrer noch nicht
validierten Funktn im Xenobiotikametabolismus bé&rosophilazu erklaren.Auch PRANGEet al.
konnten zeigen, dass bddrosophilaverschiedeneGst infolge einer Zigarettermuchexposition
differentiell reguliert werderf® Bei Drosophilaist eine Regulation von Gst bedingt durden
Xenobiotikametabolismus bereits bekaftitund ist daher auch in diesem Modell urséchlich fir das
modulierte Vorkommenranzusehen Als Teil de”Abwehrreaktiongegen exogene Substanzesben
diese Enzyme mutmalllich eine direkte, tragende Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Funktionsfahigkeitind der Integritat des Atemwegsepithels innest®&nnen bekanntermal3en auch
bei Drosophiladie GJun Nterminale KinaseJNHK-Signalkaskade modulieréff. Diese Signalgelmg

ist wiederum mit dem fir die Immunantwort zustandigeNF® :Signalweg IMD Ubedie Kinase
transforming growth factor(TGF ) activated kinase ITakl)assoziiert’® Die IMDSignalkaskade
fuhrt wiederum bei chronscher Aktivierung zu Umstrukturierungsprozessen in den Atemw&gen.
Somit ist denkbar, dassuch eine veranderte GstExpression zu morphologisch aberranten
Atemwegen beiDrosophilafihren kann.Inwiefern Cypl18al, dessen Humanhomolog durcH NF
aktiviert werden kanff’, bei der Atemwegsumstrukturierungmitwirkt, verbleibt ungeklart und
bedarf weiterer Studien.

LeukotrienG,-Synthase, eindsst oder veschiedene Cwyinzyme sind ebenfalls an der Synthese
proinflammatorischer  Eicosanoide wie  Leukotriene bzw. 28lydroxicosatetraensaure
beteiligt?’**"® Diesen ptyungeséttigten Fettsduren wird eine entscheidende Rolle bairway
remodelling bei Asthmabronchiale und COPD zugesadgt. 2> Obwohl bei Drosophila keine
Ci-Fettsauren und langer wiBicosanoide gefunden wurd&f zeigtenscarPA®t al., dass durchas
orthologe Enzymebei Drosophilaexistieren, die zuden in die Eicosanoidsynthese involvierten

Enzymen vergleichbare katalytische Zentren aufwéideBaher vermuten die Autoren, dass eur
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Eicosanoidsynthese funktionelles Aquivalentia beider Taufliege existied.’ Dies l4sst wiederum
vermuten, dass durchaus im Zuge der Lipidsynthese proinflammatorische Verbindungen generiert
werden kdnnen, die auch einen Eirdkiauf das Respirationssystem beosophilanehmen kdnmen.

Dass die Synthese von verschiedenen Lipiden relevant ist fur ein funktionsfahiges Atemwegsepithel,
zeigt auch das Asthmasuszeptibilitditsg@rosomucoid-like (ORML). Wird dieses in den Tracheen

von Taufliegenlarven tberexprimiert, kommt es zu einer veranderten Lipidzusammensetzung im
Atemwegsepithef’® Dabei wird unter anderem Ceramid 36:2 vermehrt gebfifedem in einem
Asthmamodell bei Meerschweinchen eine proinflammatorische Funktion zugeschriebef/°wird
Ebensowird bei Uberexpression vorORMDLbei Taufliegalarven die Anzahl und die Lange
terminaler Tracheenéte, die das funktionelle Anagon zu den Alveoli beim Menschen darstellen,
reduziert, wodurch derSauerstoffaustausctbeeintrachtigt wird’® Daher ist denkbar, dass die
Vielzahl an regulierten Cypind GstEnzymen zu einer veranderten Fettsdurezusammensetzung im
Atemwegsepithel flhren und in einem morphologisch auffélligen Atemwegsepithel minden
konrten.

Durch den den Zigarettenrauch begleitenden, oxidativen Stréssder sekundér durch die
Biotransformation entstehenden R&Skann es zur Entfaltung von Proteinen kommen. Die
Konformationder durch ROS denaturiemeProteine kann dann wiederum durch das Hs{&i&tem
wiederhergestellt werden?® ' 2% 22 1 Neben seiner Induzierbarkeit durch Zigarettenralithvird
dieses Chaperoauch vermehrt im Lungenepithdbei Vorliegen einer chronisemtzindliche
Erkrankungdetektiert?® 2** > Die Konzentration korrelierbei Asthmatiken unabhéngig von
Packungsjahren, Geschlecht und Alter mé&m Schweregrad der Erkrankdffy und auch bei
Vorliegen einer COPD wurde eine Assoziation zwischen SchweregradHspdOSpiegel
beobachtef®. Dabei sekretieren Lymphozyten, Alveolakregphagen und Epithelzellen oife des
Inflammationsprozessessi702*>2%? Bedingt durch seine duale Rolle als Chaperon und Chemokin,
induzietRIF & o / K FP1HSpR@iiperdié dolHike-RezeptorenTLR2 und TLR4edAusschiittung

von proinflammatorischen Zytokinen wie dzY 2 Ny S { N2 aN&¥ furid demNatebleukinlL-6
(homolog zuunpaired (upd)-Liganden, s. auch Kapit¢l3.2.* #* Auf diese Weise wird die
Entzindungsantwort zusatzlich gefordevtdglicherweise ishsp70ebenfalls bei der Vermittlung der
Immunantwort, dieinnerhalb dieser Arbeit durch Zigarettemuchreguliert vorgefunden wurdevon

Bedeutung

4.3.2 Angeborene Immunantwort: Die Jak/STASignalgebung

Bei dem hier vorgestelltenDrosophilaRauchmodell wurde im larvalen Atemwegssystem die
angeborene Immunantwort, unter anderem die Jak/S‘Bidgnalkaskade, durcHigarettenauch

moduliert. Mit der Inhalation von Tabakrauapelangeneine Vielzahl an Bakterign die Lungewie
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das Grammegative BakteriuniPseudomonaaeruginosa’®, sowieLPSwelches im Zigarettentah zu

finden ist und nicht irdlge des Verbrennungsprozesses inaktiviert WirdDaher stellt das
angeborene Immunsysterm der Tateinen zentralen Angriffspunkton Tabakrauch dar unds

werden die NF° :Signalkaskaderaktiviert. Im Zuge des Entzindungsprozesses aus$igtsie,
proinflammatorische Zytokine wie -4, 16 und IE13 induzieren wiederum die Jak/STAT
Signalgebun@® ?®® AuchROS wie sieauch im Zigarettenrauch zu finden stidaktivieren dieden

Zelltod einleitendeJNKKaskade”®’ Die darauffolgendeZellproliferationwird mittels der Jak/STAT
Kaskadeinduzierf®, wodurch der Signalweg eine Rolle bei der Geweberegeneration spislt.
konservierte Signalgebung ist der Jak/E®fgnalwegebenfalls bei Drosophilaaktiv und nimmt

ahnliche Funktionen eiff® Auch hier ist dieser unter anderem Teil der Immunantwort und wird
ebensodurch die NF :Sigralkaskade IMD mobilisieff® Doch ebenso wird dieser tibedie JNK
Signalgebungontrolliert.?*?* Primar wird die Kaskade jedoch durch eine &te Verletzungeine
Virusinfektionoder zelluléren Stress aktiviert und férdert die Regeneration verletzter Getfiébe.

Fur Asthmatiker oder an COPD Erkrankte ist eine starke und permanente Immunantwort des
Atemwegsepithels durch eine holéolonisationmit Mikroorganismencharakteristisc®>?°® Dabei

spielen die Kaskaden des angeborenen Immunsystems wie NF dzy R WbY SAyS 1 Sy i NI
Pathogenese, ebenso wie die Jak/SBAghalgebung>>?*> Bronchialbiopen von Patienten mit
atopischem und allergischemi\sthma zeigen, dass STAT6, ein an der Jak/SigAdlgebung
beteiligtes zytoplasntisches Protein, vermehrt synthetisiert wifdf. Umgekehrt wurde in einem

murinen STAT6-Asthmamodell beobachtet, dass nach der Sensiilisig mit und zusétzlicher
Applikation vonOvalbumin eine verringerte Eosinophilie, eine verminderte Inflatiom, weniger

Mukus produzierende Zellen und eine redeste Atemwegshyperreagibilitit (AHRjuftrat.?>®
Inzwischen wird STABBIchmit einer erhdhten Asthmasuszeptibilitat assoziirt.

Eine Hochregulation der Jak/SHAgandenupd2 und upd3wurde durch Zigarettenrauchexposition
innerhalb dieser Arbeit beobachtet. Einen Atemwegssystem durch Zigarettenrauclduaierte,
erhohte Expression der Ligandepd2 und upd3 bei Drosophilawurde durch eine weitere Studie
bestatigt®® Eineektopische Uberexpression vapd3in den Atemwegen voBrosophilaLarven fiihrt
wiederum zu einer Verdickung des Atemwegsepithels sowige Verringerung des luftleitende
Durchmessers des Dorsalstraddf Die in dieser Arbeit beobachtet&rhéhungder Expression von
Ligandengenerdeutet damit auf eine Aktivierung der Jak/STaskade moglicherweise bedingt
durchdie Einleitung von Reparaturprozessanden Atemwegen der Larve hin, dglietentiell auchzu

morphologisch veranderten Atemwegsstrukturen fihren kénnen.
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4.3.3 Entwicklungsassoziierte Prozesse: Der kanonische WWBignalweg

Gemald der Transkriptomanalyse fuhmne Zigarettenauchexpositionzu einer Modulationvon
verschiedenen mit derEntwicklung assoziierten Signalwegamter anderem zu einer starken
Deregulation von Komponente des kanonischen Wi8ignalweg. Dieser istauch bei der

252 Dabei kommt es zu einer

Pathogenese chronisamtziindlicher Lungenerkrankungen involviét
Deregulatim  des kanonischen Wis8ignalweg, der einer Inflammationsantwort, der
Umstrukturierung der Atemwege und einé&HRentgegenwirkt®®® Gleichzeitigwird die reduzierte
Expressiordes Rezeptos Frizzledt (Fzd4 mit einem beeintrachtigten Reparaturvermogen in den
Alveolen von COPEPatienten assoziie® Ebenso kénnen durch das verminderte Vorkoemm
dieses Rezeptors TypPneumozyten nicht mehr zu T{HPneumozyten transdifferenzieren, was
ebenfalls mit einer verminderten Geweberegeneratiom Verbindung stehi® Dies hebt die
aberrante Reparaturantwort hervor, die in einem chronisetiziindlichen Atemwegsepithel
vorherrscht.

Eine Zigaretnrauchexposition fihrt beim Menschen zu einer Hochregulation von-Mhibitoren

wie densecreted frizzledelated Rezeptoren Sfrp2 oder den Dickkopfrezeptoren Dkk1l, Dkk3 und
Dkk4, die zu Antagonisierung des Signalveediihren®® Im Einklang dazu werden agonistisch
gAN] SYRS= Ay iNFIT St-GatgiinhNuhdSder a@riRkkiptidngfakdBafiscriptiorSiactor
7-like 1 (Tcf711)dereguliert>® Doch auch Wnt3a, ein Wittigand, wird vermindert synthetisieft!
Insgesamt kommt es zu einer Inhibition detldi&erenzierung, welche das Reparaturvermégen des
Epithels beeintrachtigt® **’

Im Zuge der hier durchgefuhrten Transkriptomanalyse wurden auch in den Atemwegen von
DrosophilaLarven Inhibitoren des WnSignalweg wie off-track (otk) und naked (nkd) nach
Konfrontation mit Zigarettenrauch vermehrt exprimiert, wahrend anderemionenten wie
verschiedene Wntiganden wieWnt4, Wnt6 und Wnt10 besonders bei den Mannchen stark
dereguliert wurden. Tatsachlich gibt eschin der Literatur Belege tber enAktivierung des Wat
Signalweg in den Atemwegen voBrosophilaLarven nach Zagettenrauchexpositiorf:°Auch éne
genetischelnhibition des kanonischen Wigignalweg fuhrt zu strukturellen Veranderungen in den
Atemwegert’® AuRerdem filhrteine Aktivierung von Jak/STAT ebenfalls zu einer Deregulierung der
Wnt-Kaskade im Atemwegsepithel v@rosophile’® Damit stellt die Jak/STASignalkaskade auch

ein Bindeglied zwischen Immurund Entwicklungsprozessen bei einer Rauchexposition von
Drosophiladar. Da auch innerhalb dieser Arbeit sowohl die Aktivierung der Jak/8@sKkade als
auch dieAbregulation de WntSignalweg beobachtet wurdeist eine Interaktion zwischen diesen

Signalwegerauch in diesem Modell mdglich



4 Diskussion 133

Es wird vermutet, dass bereits eine aberrante Entwicklung der Atemwege und der Immunantwort die
Pathogenese vorAsthmabronchiale bedingen, weshalb Asthma auch als Entwicklungskrankheit
bezeichnetwird.**® Der WntSignalweg istbeim Menschen wahrend der Embryogenese an der
Lungenentwicklung beteiligt. Hier ist der Signalweg unter anderem fir die Entwicklung der
peripheren Atemwege der Lunge ufidr die Zelldifferenzierung relevant Bei Drosophilaist die
Kaskade ebenfalls essentiell fur die Atemwegsentwicklungdirgiert wéhrend der Embryogenese

die Migration der Tracheenaste entlang der antefimsterioren Achsé&? Daher ist auch ein
frihzeitige Einflussdieser Kaskade bei der Zigarettanchinduzierten Manifestation struktureller
Veranderungen in den Atemwegeauch bei Drosophiladenkbar. Zusatzlich ist Uber das im
Zytoplasma vorliegende ProteiDishevelled (Dsh) auch eine Kommunikation mit der JNK
Signalkaskade gegeb@H. Auf diese Weise istein Austauschzwischen Entwicklungsund
Immunprozessenmdglich, die fir die Entwicklungberanter Atemwegsstrukturen und eines
dysfunktionalen Immunsystems durchaus relevant s¢&innte. Dies gibt Hinweise darauf, dass auch
durch dieModifizierung deikanonische Wnt-Kaskade eine aberrante Reparaturantwort vorliegt, die
eine Umstrukturierung des Atemweggithelsbedingenkann. Besonders spannend ware die Analyse
der Effekte einer Zigaretteauchexposition auf ein bereits bestehendes, aberrantes Atemwegs
epithel, welches zum Beispiel mit Hilfe d@AL4/UASSystems erhalten wird, um auf diese Weise das

bei Asthmabronchialeund COPD vorgeschéadigte Atemwegsepithel zu simulieren.

4.3.4 GPCRermittelte Signalgebung

Mittels der Transkriptomanalyse wurden im Zigarettanchexponierten Atemwegsepithel viele
deregulierte Gene vorgefunden die der GPCRignalkaskade zagrdnet werden kénnenDabei
wurde besonders im Atemwegsepithel mannlicher Larven eine starke Abregulation beob&xbtet.
GPCR5ignalgebung spielt unter anderem eine Rolle bei der Immunitat, bei Entwicklungsprozessen,
der Signaltransduktion und bei der lBelhéasion® ** Eine Herabregulation von GR@8soziierten
Proteinen istdabei charakteristisch fir eine Signalabschaltung nach reirfgtimulatiorsreiz. Diese

kann unmittelbar inblge einer Degradatiomles jeweiligen Rezeptorserfolgen®® Bei langer
anhaltende Signaleinwirkung kann jedoch zusatzlich als schitzende Maflinahme die Neusynthese
gehemmt werden, wiches sich in einer Reduktion von mRNA aul¥rDie Tatsache, dass eine
starkere Deregulation im mannlichen Geschlecht beobachigide, wiirde ebenfalls die bisherigen
Vermutungen der erhdohtenaufgenommeen Zigarettenrauchdosiszon maéannliclen Drosophila
Larven unterstutzen.

Da beiSaugern die GPCR die groRte Klasse an Oberflachenrezeplarstelleri”’, spielt diese
Signalkaskde eine zentrale Rolle bei zahlreichen Erkrankungemer anderembei chronischen

Inflammationsprozessen der Atemwége Ein bekannter GPCR ist deAdrerorezeptor Adrb2, der
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auch in demglatten Atenwegsnuskulatur zu finden ist. Eine Studie mit monozygoten Zwillingspaaren
zeigt, dass Raucher eine geringerddrenorezeptordichte auf den Lymphozyten besitzen als der
nicht Tabakkonsumierende Zwillif§® und unterlegt, dass diese Beobachtung unabhéngig vom
Genom ist.Doch besonders bei der Behandlung chronientztindlicher Atemwegserkrankungen
nehmendie GPCRine besondere Funktion ein, da zahlreiche Therapeutika zur Behandlung von
Asthmabronchialediese Rezeptoren adressieren, um die Inflammationsantwoheramen?’ Auch
Adrb2 stellt einedieser Zielstrukturen dar, dasaufgund der Bindung des Hormemdrenalin und
anderer Agonisten wie dem Meddimentenwirkstoff Salbutamokur Bronchodilatation kommt.
Weiter hinweisend fur die zentrale Rolle der GPCR bei der Pathogenese chemtisahdlicher
Atemwegserkrankungen ist, dass das fiir derAdrenorezeptoikodierende Gerdrb2ebenfalls als
Asthmasuszeptibilitatsgen gift. Adrb2Polymorphismen wie Argl6Gly und GIn27Glu werden mit
einer starkeren Agonistestimulierten Deregulation von Adrb2 assoziiert, die sich wieder in einem
erhdhten Risiko fur Asthma niederschlagt bzwit dem Schweregrad der Erkrankung in
Zusammenhang stefif?

Das AdrbZHomologbei Drosophila Octopamini nwv ST S LJG 2 NJwibdhaGet in rden UTracheen
exprimiert’® und wurde agh in dieser Arbeit nach einer Zigarettanchexposition dereguliert
vorgefunden. Obwohl die Rolle dieses Rezeptordeim Tracheen noch nicht verstanden ist, ist ein
Beitrag zu einem aberrantem Atemwegssystem nicht ausgeschlossen. Wig'Adib®auchh Ol i H w
wird in immunkompetenterZellen und Organen widamozyten sowie Fettkdrpaxprimiet®*? und

kann potentiell zur Inflammationsantwort beitragen. Dies gibt Hinweise darauf, dass eine
Zigarettenauchexpositionyelcheeine Inflammationsantwort induzief}, tiber die GPGRermittelte

Signalgebung zu einem veranderten AtemwegseplieéDrosophildiihrenkann.

4.3.5 Apoptose

Der programmierte Zelltod, didpoptose ist ein wichtiges Instrument fir den Erhalt der zellularen
Homoostaseund daher ein evolutionar hockonservierter Mechanismudeim Menschen wie auch

bei der Taufliege tritt er physiologisch l&itwicklungsprozessen und bei Zellalterung duist aber

auch in pathologische Prozesse eingebunden. So ist zum Baisplesarmenhang mit oxidativem
Stress bekannt, dass apoptotische Vorgange induziert weffenda aufgund der adversen
Wirkungen von ROS Proteinsequenzen verandedardenund die zellulare Homoostase irreversibel
gestort werden kann. Daher ist es nicht verwunderlich, dass aucklmder Transkriptomanalyse im
Zigarettenauchexponierten Atemwegsepithel Gene vermehrt gefunden dem, die mit der
Apoptose assoziiert werden. Dies war jedoch nur bei den Weibchen der Fall.

Zigarettenrauch tragt durch die vielen ROS, die dieser mit sich fihrt, zum Zelltod der

Atemwegsepithelzellen bei. Dabei wird bgi549Zellen durch niedrigere Konziationen an
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Zigaettenrauchextrakt die Apoptose eingeleitet wéahrend hohere Konzentrationen hingegen
Nekroseinduzieren'”’ Bei Vorliegen einer chronisemtziindlichen Atemwegserkrankung wird die
Apoptose in zweierlei Hirgit dysreguliert:Im Zuge des Entziindungsprozesses kommizias
Rekrutierung von Eosinophil&d die selber dazu in der Lage sind ROS zu generi&tégund der
hohen Belastung mit exogenen und endogenen ROS, |&f@thelzellen verstarkt die Apoptose
ein.3'® Der zweitepathologischeApoptosevorgang betriffdie Eosinophile selber Da Eosinophile
gekennzeichnet sind durakine erhdhte Uberlebensrate ioige der Verminderung der Apoptdse
koénnen sie auf diese Weise Uber einen laegeZeitraum zulnflammationbeitragen.

Eine durch oxidativen Stress bedingtédpoptose vermittelt durch die Exposition mit dem
Radikalbildner Paraquat konnte auch in eiaederenStudieinsbesonderebei Drosophilaweibchen
verstarkt nachgewiesen werdéfh Gleichzeitigsterben weniger Weibchen als Méannchen bei
Behandlung mit Paraquét? Die Apoptose istlaherein unabdingliches Instrument, den Organismus
vor den schadlichen Auswirkungen dysfunktionaler Zellen zu bewdHréch oxidativer Stress
schadigt die ZellerDaherdeutet diese Studi&* auf die Apoptose alsieen gegen ROS wirkenden,
effizienteren Abwehmechanismudei weiblichen Taufliegen hirDie geringere Suszeptibilitdt von
Weibchen gegeniber Zigarettenrauetird auch durchdie geringere Menge anhsp-Transkripten
nach Zigaretterauchexpositionim Vergleich zu Rauaxponierten Mannchenbestatigt die
innerhalb dieser Arbeit beobachtet wurdBa Hitzeschockproteine wiederum effiziente Inhibitoren
der Apoptose sintl’, kann dieverminderte Expression vohsp7Q diesich im Zuge dieser Arbeit bei
Weibchenim Vergleich zuMannchenabzeichnete, ebenfalls zu eingerstarkte Apoptoserate bei
den Weibchenbeitragen (s.auch Kapitel4.1.3.3. Als starker aktivierten Abwehrmechanismus
schitzt die Apoptose vermutlich weibliche Taufliegen daher effizienter als manids®philavor
den schadlichn Auswirkungen des Tabakrauchs, welche mdéglicherweise mehr nekrotische rozess
aufweisen.

Auch im Verlauf der Metamorphose kommt es zu einer Vielzahl an Umstrukturierungen im gesamten
Organismus. Dabei kommt es zu einem Verlust vieler LarvenZElRrosophilaLarven die defizient
an Death regulator Neddflke Caspasé€ORON(Chomolog zu Caspas®), eine Caspaseayelche fur die
Apoptose zustandig ist, sind, leiten die Metamorphose nicht*®iies zeigt, dass die Apoptose
elementar fir den Ubergang in das nachste Entwicklungsstadiurfi®istuch die trachealen
Metamere 6- 10 gehen im Zuge der Metamorphodarch apoptotische Prozesserloren*® Daher

ist es denkbar, dass eine Dysregulierung der Apoptose in den Atemwegen zu morphologisch

veranderten Strukturen nicht nur in der Larve, sondern auch in der adulten Taufliege fuhren kann.
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4.3.6 Telomererhaltung

Zuletzt wurde ausschlieBlich im Tracheentranskriptom von aus mannlichen Larven stammenden
Tracheen Gene dysreguliert vorgefunden, thet DAVIEP? 2 mit der Telomeraseermittelten
Telomererhaltung assoziiert werdemelomere stellen dabei die Enden von Chromosomen dar und
garantieren die Stabilitat deDNA. Aufgund der Verkirzung und damit Destabilisierumgérer DNA

mit jedem Replikationszyklus helfen Telomerasen durch ihre reverse Transkriptaseaktivitat die
Stabilitat der Telomereu bewahren®%%** Jedoch stellDrosophilaeiner der wenigen Organismen
dar, dem es an Telomerasen fetstattdessen werden hiedlie Telomere durch Retrotransposonen
bewahrt®'*** Mdaglicherweise ist diese inhaltlich nichtkorrekte Zuordnung fiir den
Modellorganismus Drosophila dem nicht existierenden GO S NXY o w S (i NEeimittélty & L2 &4 2 v
¢ St 2 YSNBNKI t (i dzyzHgeordheteGas WdkaNi&ianosényitive 5@rad50) sind dabei
durchaus fur den Erhalt der Telomere verantwortlich. Studienaa®0-Nullmutantenvon Drosophila
belegen,dass eine Defizienz zu einer stark erhéhten Mortalitdtsrate zum Ende der Metamorphose
hin fuhrt3* Die Pharate sind von einem Phanotyp gekennzeichnet, alesh eine erhéhte
Apoptoseratewiderspiegel£?? Die Hochreglation von rad50, die innerhalb dieser Arlitein den
Atemwegen mannlicher Larven detektiesurde, deutetdaher eher auf eine Gegenregulation hin,
und steht auch im Einklang mit dem nicht dysregulierten Prozess der Apoptose bei Mannchen.
Studien zeigen, dasRaucher verkiirzte Telomere besitZ&hAuch sind verkiirzte Chromosomen
enden charakteristisch fir Personen, die &sthmabronchiale oder an einer COPD erkrankt
sind?°®%%? Die Telomerlange wiederurspiegeltR I & o 0 A 2 f 2\Aderd \@inBtlich virdide NI
Lange der Chromosomenenden durch die permanente Zellproliferdtemingt Diese wiederum
findet aufgund der fir ein chronisckentzindetes Atemwegsepithel charakteristisohe
Gewebeschadigundurch die andauerndénflammationund der erhdéhten Belasing mit oxidativem
Stress statt. Eine stetige Zellproliferation kann auf diese Weise die erhdhte Apoptoserate
kompensierer’?® Gleichzeitig wird jedoch auch vermutet, dass die Zellsenesrahdie Exposition

mit Zigarettenrauch dieerhOhte Suszeptibilitdt gegentber einer Infektion bedingt und auf diese
Weise Inflammationsprozesse fordéff. Interessanterweise wurden in einer genomvesi
Assoziationsstudi€GWASHiverseEinzelnukleotidpolymorphismersifgle nucleotide polymorphism
SNP)Jm Rad58l113-Lokusbei Menschenmit Asthma in Verbindung gebracht, wobei unter anderem
das SNP rs2244012 vead50 mit dieser Erkrankung assoziiertind.*** Jedoch ist die Funktion von
Rad50 beiAsthmabronchialebisher nicht bekannt?* Daher ist vorstellbar, dass eine Imbalance
dieses Systers beiDrosophilasowohl die Anfaitikeit gegenlber Infektionen erhéhemd dadurchin

einem morphologisch auffalligen Atemwegsepithel minden kann.
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Die Transkriptomanalyse sollte Aufschluss dariiber geben, inwiefern durch Zigarettenrauch
modulierte Gene und Signalwege zu der Entwicklung morphologisch auffalliger Atemwege bei
Drosophilabeitragen. Dabei lagen eine Vielzahl an Kaskaden verandert vor, die nicht nairaway
remodellingbei der Taufliege beitragen. Diese Signalgebungen sind auchidekai chronisch
entziindlichen Atemwegserkrankungen eine Rolle zu spielen. Damit zeigt sich, dass die Taufliege
einen idealen Organismus darstellt, um die Auswirkungen von Zigarettenrauch auf die Entstehung
und die Entwicklung voohronischentziindlicherErkrankugen der Atemwegeie Asthma und COPD

Zu untersuchen.

4.3.7 Ist Drosophilapotentiell dazu in der LageZigarettenmauchinduzierte Effekte

Uber mehrere Generationen hinweg zu vermitteln?

Da die Expositionder elterlichen bzw. grof3elterlichen Generatiamit Tabakrauchbei den
Nachkommenzu einem erhohten Risiko von Asthfig und vermutlich auch C@® fiihrt, sind
méglicherweise epigenetische Mechanisnmin diese erhéhteSuszeptibilitatmitverantwortlich*.
Erst bei Auftreten einererhdhter Suszeptibilitdt ab der dritten Filialgeneration) (kann eine
epigenetische Kompomge hierfir als zweifelBeie Ursache in Betrachdezogen werden, al beim
Rauchen wahrend der Schwangerschaft eliste ;) und zweite Filialgeneration(f,, hierin Gestalt
der Keimzellen in der{Generation) noch in direktem Kontakt mit dem Zigatetrauch standen.
Erste Hinweise darauf ergeben sich durch die StudierReManet al. an Ratten die zeigt,dass bei
perinatalerNikotinapplikation die #Generation eine reduzierte Lungenfunktion und einen erhéhten
Atemwegswiderstand aufaist®*

Obwohldie hier vorgelegteArbeit keiren Einblick in die epigenetische Regidat von Genen und
Mechanismen geberkann, belegen die Ergebnisse anderer Studiglass Rauch epigenesche
Sighaturen im Genom setziSo ist beispielsweise bekannt, dass Zigarettenrauch zur -Hypo
methylierung desCyplalPromotors und zu einer verstarkten Transkription des Gens beim
Menschen fiihr*>?%’ EinverstarktesCyp18aiExpressionslevalurde auch innerhalb dieser Arbeit
detektiert. Wie zuvor bereits in Kapitel 4.3.1 diskutiert, bedingt die verstarkte Expression von
CypBal maoglicherweise ein morphologisch auffalliges Atemwegsepithel in der Taufliegsicb
dies jedochauch auf weitere Generationen auswirkt, obliegt weiterer Untersuchungen.

Neben der direkten Einflussnahme des Zigarettenrauchs auf das Epigenom, ist ebenfalls denkbar,
dass eine durch Rauch veréanderte Genexpression einen Einfluss auf die Chstoiditin hat. So
wurde innerhalb dieser Arbeitebendem Chaperomsp70auch weitereFaltungshelfewie hsp90im
DrosophilaRespirationssystem verstarkt exprimiertdsp90 dient als Chaperon bei der AhR
vermittelten Bindung von PAH®Bei Kindern mit Asthma liegen erhohtesgd0-Proteinmengen

327

vor.”" Aufgund der Fahigkeit dieses Chaperons die Chromatinstruktur zu verandern, wird eine
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generationsiibergreifende Vererbung (iber diesen Mechanismusnwet®®, der sowohl ben
Mensclen als auch beider Tauliege zum Tragen kommen konntdn der Tat werden
Chromatinzustande beDrosophilaauch meiotisch vererbt und kdénnen auf diese Weise ein
epigenetisches Gedachtnis bildéh beim Menschen ist diese Art der Vererbutgyzeit noch nicht
bekannt. &doch vermitteln vermutlich &hnliche Mechanismelie Vererbun@’. Méglicherweise
werdengenerationsubergreifende Effekbei Drosophilaund auch beim Menscheiiber das Hsp90
Chaperoreingefihrt

Ebenso wurde innerhalb dieser Arbeit dysregulierte Gene detektielie mit der Telomererhaltung

in Verbindung stehen.Bei Drosophila wird bei Stdmmen, die defizient an dedenovo
MethyltransferaseDnmt2sind, ein Verlust von telomerischen Clustern verzeichtieDieser Verlust
geht mit einer reduziertenTelomerintegritaitam 2R und 3RChromosom einhe?® Bei Einkreuzen
dieser aberranten Chromosomen in einen Wildfjmtergrund, der funktionell aktives Dnmt2
besitzt, zeigt sich, dass der Verlust am@Romosamn iiberzwdlf Generationen hinweg persistieft’
Dnmt2wird auch in den Transkriptomanalysen dereguliert vorgefunden. Mdglicherweise kann durch
das hier vorgestellte Rauchmodell auch tber diesen Mechanismugesierationsiibergreifender
Effekt eingeleitet werdenAuch hsp70 liegt auf diesem Chromosom und kdnnte vom Verlust
telomerischer Cluster betroffen sein.

Interessanterweise wurden mittels der durchgeflihrten Transkriptomanalyse auch Gene detektiert,
die mit der Reprodukion assoziiert werdenAbb. 3.13), obwohl das betrachtete Organ nicht die
Gonaden waren. Diessteht mit dem Design derAuswertungssoftware DAWAD % in
Zusammenhangda in die Analyse nicht integriert werden kann, welches Organ Gegenstand der
Betrachtung ist. Dadurch bezieht die Software samtliche bekannte Literatur in die Auswertung ein.
Nichtsdestototz ist durchaus moglich, dass auch die Reproduktion in der ganzen Larve durch die
Zigarettenrauchexpositiomoduliert wird, da viele Gene pleiotrope Funktionen in verschiedenen
Organen und Entwicklungsstadien Ubernehmen konn8me umgekehrte Situationdass die
Pleiotropie der Gene in anden Organen Auswirkungen auf das Atemwegssydtatnkann mit dem

in dieser Arbeit verwenden Aufbau ausgeschlossen werden. Diese Aussageawigitunddessen
getroffen, da die Tracheerals der erste Eintrittsort des igarettenrauchs in den Organismus
identifiziet wurde (s. Abb.3.7 und Abb.3.8) und eine nach Ende der Zigarettenrauchexposition
zeitnahen Transkriptomanalysedurchgefihrt wurde. Besondersder Prozess der Reproduktiast
interessant in Hinsicht auf generationsiubergreifergtadien da dieHinweise auf Auswirkungen des
Zigarettenauchs auf die Keimbahnzelllinie gilmnerhalb dieser Arbeit konnte kein Einflusmer
Zigarettenrauchexpositionim Larvalstadium auf die Fertilitdt der hervorgehenden Imagines
beobachtet werden (Daten nicht geg8. Doch wirkt sich die Zigarettenrauchexposition von

DrosophilaLarven nachweislich mutagen auf die Spermatozyten atfs. Die Injektion von
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Zigarettenrauchfiltrat in adulte M&nnchen wirkt ebenfalls mutagen auf Spermatozyten sowie
Spermatogonieri® Dies ist auch noch in nachfolgenden Generationen zu beobacfitEbenfalls ist

ein GroRteil der Imagines auch lange Zeit nach der Behandlung'$taviich diesdeutet darauf hin

dass Zigarettenrauch uber die Generationen hinwegwirkungen haben kandedoch geben die
Transkriptomanalysen dieser Aiib&diglich Hinweise auf potentielle Einflisse des Zigarettenrauchs

auf das Reproduktionssystem. Eine Aussage diesbeziglichf nexirer Studien.

44 CI 1 AGdz8zF RA O1

In dieser Arbeit konnte nhtt nur gezeigt werden, dag&garettenrauchmicht nurtber die Atemwege
von der Larve aufgenommesondern auch dass auch auf verhaltensbiologischermatidologischer
Ebene dieTaufliege auf die Exposition mit Zigarettenrauergleichbarzu anderen Systemen
reagiert. Die im Zugeer Transkriptomanalyse durch Zrgttenrauch modilierten Prozesse sinauch
bekannt dafur bei chronischen Entziindungen der Atemwegsguliert zu werdenund potentiell
auch beiDrosophilazum Tabakraucinduzierten airway remodellingbeitragen Obwohl bereits
bekannt ist, dassDrosophila ein etabliertes Modell fir die Untersuchung vochronisch
entziindlichen Atemwegserkrankungen darst&lff®®, konnte mittels dieser Arbeijezeigtwerden,
dass die Taufliege ein ideales Modell darstelltinvivo den Einfluss des Risikofaktors
Zigarettenrauchexposition auf die Entstehung dieser ErkrankungemalysierenWeiterhin wurde
nachgewiesen, dass eiddégarettenauchexposition im Larvalstadiutiber die Metamorphoséhinaus
wirksam istund einen Einflas auf die Fitness der adulten Téiefje hat. Viele Prozesse und
Mechanismen wurdedurch dieTranskriptomanalysesolierter Atemwegeermittelt, die nicht nur zu
einer Umstrukturierung der Atemwege berosophilafihren kénnen, soderebenfalls das Potential
haben, generationstibergreifend Auswirkungen auf das Atemwegsepithel zu habenFokus
nachfolgender Studien liegiuf der Anpassung des Rauchmodedtsdass morphologisch veranderte
Atemwege auftretendie Tragweite dieses Effalduf die nachsten Generationen zu analysieren und

Gene und Mechanismen zu ermitteln, die diese bedingen.
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Tab.l: Hochregulierte Gene inficheen mannlicher Larven nackabakauchexposition im Vergleich zur Luftexposition.

Gensymbol  EnsembilD '23;’%’2 FDR Gensymbol  EnsembilD '2%;;‘;2 FDR
1 Hsp70Bb FBgn001327¢ 7,13 7,99E28 39 Pino  FBgn001692¢ 2,13 2,51E35
2 CG11825 FBgn003351¢ 6,96 141E67 40 FBgn008575: 2,12 1,70E03
3 Hsp70Bc FBgn001327¢ 6,60 1,63E39 41  CG8908 FBgn003449: 2,12 9,34E10
4  Hsp70Ba FBgn001327: 6,38 242E22 42 puc FBgn024351: 2,10 2,70E87
5  Hsp70Ab  FBgn001327¢ 6,15 1,06E22 43 FBgn026541¢ 2,08 2,70E04
6  Hsp70Bbb FBgn005135: 6,00 4,77E17 44 FBgn026728. 2,05 3,24E03
7  CG12896 FBgn003352. 565 2,27E33 45 CG7365 FBgn003693¢ 2,02 1,90E05
8  Prx25461 FBgn003352( 459 808E18 46  Gclm  FBgn004611: 2,02 3,63E18
9  Prx25462 FBgn003351¢ 4,38 548EL6 47  Cyp6g2 FBgn003369¢ 2,00 1,52E03
10 CG13116 FBgn003213¢ 4,13 3,00E67 48 CG12851 FBgn003508¢ 1,98 1,07E06
11 dyl FBgnO06636¢ 3,67 6,74E12 49 Cypl8al FBgn001038: 1,96 2,36E04
12 stv FBgn008670¢ 3,66 9,07E108 50 CG11529 FBgn003626: 1,94 543E05
13 Hsp26  FBgn000122¢ 3,63 8,84E12 51 CG15564 FBgn003983: 1,92 6,43E03
14  Hsp70Aa FBgn001327¢ 3,32 2,06E06 52 CG18808 FBgn004213. 1,91 8,63E03
15 Hsp68  FBgn000123( 3,32 577E09 53  MFS3  FBgn003130; 1,88 5,75E14
16  Dnadl  FBgn026310¢ 3,29 1,71E58 54 e FBgn0000527 1,84 5,08E03
17 FBgn004160: 3,14 3,34E15 55 rpr FBgn001170¢ 1,84 6,41E11
18  CGl4327 FBgn003852¢ 3,06 3,66E06 56  Cyp6t3 FBgn003369: 1,83 4,15E03
19 pirk FBgn003464: 2,85 3,70E06 57 CG7130 FBgn003715. 1,77 7,70E1ll
20 FBgn000123: 2,79 105842 58 CG2765 FBgn0035087 1,77 8,51E52
21  Ets21C  FBgn000566( 2,79 6,43E14 59 FBgn026762: 1,77 5,84E09
22 upd2 FBgn003090: 2,67 171E13 60  Socs36E FBgn004118: 1,75 6,51E21
23  CG6026 FBgn003867¢ 2,58 2,09E06 61 FBgn026154¢ 1,75 5,21E52
24 Hsp23  FBgn000122: 2,55 514E14 62  Adkl  FBgn002270¢ 173 2,17E19
25  Cc2d2a  FBgn026311: 2,49 548E07 63 iav FBgn008669: 1,73 1,52E03
26 Pdk FBgnO01755¢ 2,45 131E35 64 pyr FBgn003364¢ 1,70  6,23E19
27  CG15673 FBgn003463¢ 2,42 326E12 65 CG10365 FBgn003910¢ 1,70 8,54E11
28 insc FBgnO01167: 2,32 530E26 66 Fs FBgn025987¢ 1,70 1,12E05
29 Dh ¥  FBgn001022: 2,31 150E18 67 CG32301 FBgn005230. 1,68 3,54E02
30 Amt FBgn003830¢ 2,31 6,42E04 68 CG2017 FBgn003739. 1,66 2,98E18
31  CG5953 FBgn0032587 2,31 587E18 69  Dgpl  FBgn002783¢ 1,63 4,89E16
32  Hsp67Bc  FBgn000122¢ 2,30 3,11E07 70 CG45067 FBgn0266437 1,63 1,37E02
33 Tdcl FBgn0259977 2,29 878E17 71  ImpL2  FBgn000125: 1,62 6,70E10
34 Thor FBgnO26156( 2,27 165811 72 Dad  FBgn002049: 1,60 1,01E18
35 FBgnO05286¢ 2,24 4,40E04 73  CG5346 FBgn003898. 1,60 4,87E40
36 FBgn005151¢ 2,21 9,60E06 74  upd3  FBgn005354: 158 6,94E05
37  DPCoAC FBgn006778: 2,20 827E36 75 CG43333 FBgn026303¢ 1,57 1,21E03
38 CecC  FBgn000027¢ 2,13 1,63803 76 olfl86M  FBgn001552; 1,57 1,10E11




Anhang 165
Gensymbol  EnsembilD logz-fold .y Gensymbol  EnsemblD logz-fold -y
change change
77 CecB FBgn000027¢ 1,57 3,01E02 122 raw FBgn000320¢ 1,26 1,16E06
78 scaf FBgn003303: 1,55 2,11E14 123 Gadd45 FBgn003315! 1,26 2,80E06
79 CG34248 FBgn008527: 1,55 2,11E04 124 [(1)G0469 FBgn004015: 1,25 6,61E05
80 CG13024 FBgn003666¢ 1,54 1,28E06 125 path FBgn003600° 1,25 6,28E05
81 Nos FBgn001167¢ 1,53 2,51E03 126 CG7509 FBgn003557: 1,25 4,00E02
82 CG10383 FBgn003269¢ 1,52 1,51E10 127 MtnA FBgn000286¢ 1,25 1,12E02
83 CG30280 FBgn005028( 1,51 6,09E05 128 FBgn026763¢ 1,24 1,93E03
84 dmrt93B FBgn003885. 1,51 3,28E02 129 Krhl FBgn026645( 1,24 2,84E09
85 X FBgn026311¢ 1,51 1,01E08 130 MtnD FBgn005319: 1,24 3,77E02
86 h FBgn000116¢ 1,49 1,06E25 131 mlt FBgn026551: 1,24 2,29E04
87 FBgn026625( 1,48 5,29E03 132 slif FBgn003720: 1,23 5,07E10
88 CG1698 FBgn003344: 1,47 1,46E13 133 CG32855 FBgn005285: 1,22 2,13E05
89 9 0 a LJubkN FBgn000273: 1,47 1,36E25 134 Hph FBgn026478¢ 1,21 8,27E14
90 CG34375 FBgn008540¢ 1,47 1,15E03 135 CG10089 FBgn003636¢ 1,21 5,61E04
91 CG30281 FBgn005028. 1,46 5,06E05 136 CG14132 FBgn0040817 1,20 4,69E05
92 CG6830 FBgn003793: 1,45 2,92E05 137 CG18641 FBgn003142¢ 1,20 4,94E06
93 FBgn026667¢ 1,45 3,65E03 138 CG11652 FBgn003619¢ 1,19 5,88E05
94 out FBgn025983: 1,45 2,43E20 139 Atgl FBgn026094¢! 1,18 8,07E14
95 CG30357 FBgn0050357 1,44 3,96E05 140 CG32170 FBgn005217( 1,17 5,50E04
96 Hmgcr FBgn026378: 1,44 1,17E06 141 Hsp83 FBgn000123: 1,17 4,25E11
97 Hsp27 FBgn000122¢ 1,44 1,09E05 142 CG15772 FBgn002979¢ 1,16 3,97E02
98 Gclc FBgn004031¢ 1,44 4,97E09 143 CG6511 FBgn003592: 1,16 1,10El1ll
99 CG3277 FBgn003151¢ 1,43 6,82E04 144 Mrp4 FBgn026331¢ 1,16 9,52E08
100 vir-1 FBgn004384. 1,43 2,66E24 145 CG1146 FBgn003534¢ 1,15 6,00E13
101 CG4998 FBgn003661: 1,43 6,25E04 146 MME1 FBgn003188: 1,14 1,68E06
102 FBgn026581¢ 1,41 2,94E02 147 CG18171 FBgn003526: 1,14 8,56E09
103 CG32982 FBgn005298: 1,40 9,56E67 148 Esp FBgn001395! 1,13 1,76E03
104 Ccp84Af FBgn000477¢ 1,39 6,18E03 149 CG13108 FBgn003210( 1,13 3,75E02
105 CG7432 FBgn0038727 1,39 1,06E22 150 CG3838 FBgn003213( 1,12 1,31E02
106 Tg FBgn003197¢ 1,37 1,65E03 151 vri FBgn001607¢ 1,12 4,57E12
107 FBgn026608¢ 1,37 3,03E03 152 Ets98B FBgn000565¢ 1,12 6,00E13
108 CG33474 FBgn005347: 1,36 1,14E02 153 GstD3 FBgn001003¢ 1,11 6,34E04
109 FBgn0266197 1,35 4,00E02 154 Picot FBgn002431f 1,09 4,35E04
110 CG4194 FBgn0025627 1,33 1,95E04 155 CG34409 FBgn008543¢ 1,08 6,74E03
111 CG14752 FBgn0033307 1,31 9,05E03 156 CG31038 FBgn005103¢ 1,08 2,54E16
112 CG15861 FBgn003508: 1,30 3,19E07 157 lox FBgn003984¢ 1,06 2,87E03
113 wdp FBgn003471¢ 1,29 1,37E11 158 CG34057 FBgn0054057 1,05 2,52E03
114 CG12643 FBgn004094: 1,29 3,84E04 159 csw FBgn000038: 1,05 1,22E06
115 CG13046 FBgn003659¢ 1,29 3,20EQ09 160 Xrpl FBgn026111! 1,05 1,49E18
116 9 6 a LBRAMY FBgn000273: 1,29 1,57E02 161 CG2065 FBgn003320¢ 1,03 1,45E04
117 tnc FBgn0039257 1,29 1,95E02 162 rau FBgn003174f 1,02 6,81E03
118 Vrpl FBgn024351¢ 1,29 4,54E08 163 daw FBgn003146: 1,02 2,89E02
119 trol FBgn002897¢ 1,28 1,66E16 164 CG32103 FBgn005210: 1,02 7,40E09
120 mnd FBgn000277¢ 1,27 4,51E12 165 CG31955 FBgn005195¢ 1,01 1,04E04
121 FBgn004720¢ 1,26 6,65E04 166 FBgn001398: 1,01 2,16E03




Anhang 166
Gensymbol  EnsembilD logz-fold .y Gensymbol  EnsemblD logz-fold -y
change change
167 CG30089 FBgn005008¢ 1,01 3,19E07 212 lama FBgn001603: 0,87 2,46E03
168 CG13117 FBgn003214( 1,00 4,28E04 213 CG18011 FBgn003349: 0,87 5,38E05
169 CG13992 FBgn003175¢ 0,99 3,27E02 214 FBgn003601: 0,87 4,67E02
170 GstD2 FBgn001003¢ 0,99 2,65E02 215 CG17265 FBgn003148¢ 0,87 6,31E07
171 Jhi26 FBgn002842: 0,98 2,39E02 216 CG15312 FBgn003017: 0,86 1,41E02
172 CG11426 FBgn003716¢ 0,98 1,27E03 217 CG1673 FBgn003048: 0,86 6,22E05
173 Atf3 FBgn002855( 0,98 2,79E08 218 CG8740 FBgn002758t 0,86 4,44E04
174 CG44249 FBgn026518: 0,97 3,26E03 219 C\2 FBgn000039¢ 0,86 1,10E04
175 CG6191 FBgn002758. 0,97 1,02E03 220 CG18155 FBgn002994¢ 0,86 6,78E05
176 CG7720 FBgn003865: 0,96 2,13E02 221 LamC FBgn001039: 0,85 2,95E06
177 Dhc62B FBgn001381: 0,96 7,92E04 222 unc45 FBgn001081: 0,85 6,51E07
178 Sirup FBgn003197. 0,96 1,17E02 223 CG10283 FBgn003268: 0,85 2,50E05
179 Drat FBgn003318¢ 0,95 2,16E03 224 Nopl7I FBgn003322: 0,85 1,04E37
180 shn FBgn000339%¢ 0,95 2,11F11 225 Cprd7Eb FBgn003359¢ 0,84 9,14E03
181 CG15887 FBgn003813: 0,95 9,48E03 226 CG9098 FBgn003176: 0,84 2,46E03
182 anal FBgn0262167 0,95 2,22E08 227 CG17834 FBgn002839: 0,84 8,03E06
183 GstEl FBgn003433¢ 0,94 1,10E03 228 E(spl)m@HLH FBgn000260¢ 0,84 6,59E07
184 CG31689 FBgn003144¢ 0,94 1,46E06 229 CAH2 FBgn002784: 0,84 3,42E03
185 CG13318 FBgn0037627 0,94 3,70E02 230 CG42361 FBgn0259707 0,83 1,92E02
186 spz FBgn000349¢ 0,94 1,33E05 231 pes FBgn003196¢ 0,83 2,23E05
187 DNApof FBgn003755¢ 0,94 5,19E10 232 KIp98A FBgn0004387 0,83 1,67E17
188 CG17260 FBgn003149¢ 0,94 1,09E04 233 CGl11141 FBgn003317: 0,82 5,28E07
189 CG14570 FBgn003712: 0,93 4,89E02 234 by FBgn000024¢ 0,81 5,68E03
190 kay FBgn000129: 0,93 1,77E13 235 CG31121 FBgn005112: 0,81 1,85E10
191 Tspo FBgn003126: 0,92 1,80E07 236 CG8321 FBgn003367: 0,81 2,27E03
192 CG6006 FBgn006364¢ 0,92 1,01E02 237 CG5639 FBgn003952. 0,81 2,29E02
193 CG42588 FBgn026096: 0,92 4,19E05 238 CG42365 FBgn025971: 0,81 6,24E07
194 Tsf3 FBgn003409: 0,91 2,45E04 239 CG11275 FBgn003470¢ 0,81 1,44E03
195 CG31612 FBgn005161: 091 9,17E06 240 hmgﬁ)cgé‘e FBgn003215¢ 0,80 3,02E07
196 CenGl1A FBgn002850¢ 0,91 4,73E14 241 mthl5 FBgn003796( 0,80 5,62E04
197 CG15096 FBgn003439: 0,90 2,93E02 242 Irbp FBgn001177¢ 0,79 1,06E05
198 GstD9 FBgn003802( 0,89 6,07E04 243 ref(2)P FBgn000323: 0,79 2,26E14
199 h-Est9 FBgn0015577 0,89 1,68E06 244 Ude FBgn003922¢ 0,79 6,43E03
200 Rel FBgn001401¢ 0,89 1,15E06 245 verm FBgn026134. 0,79 4,14E04
201 pall FBgn003600¢ 0,89 1,00E06 246 bun FBgn025917¢ 0,79 4,47E04
202 CG3259 FBgn003822. 0,89 1,45E04 247 FBgn001554: 0,78 1,19E02
203 sra FBgn008637( 0,89 2,26E14 248 CG11438 FBgn003716:¢ 0,78 1,65E02
204 opa FBgn000300: 0,89 1,99E02 249 Lk6 FBgn001758: 0,78 1,08E09
205 CG15529 FBgn003974¢ 0,88 4,94E02 250 dos FBgn001679¢ 0,78 5,03E11
206 dgo FBgn008689¢ 0,88 4,73E14 251 Dok FBgn002994: 0,77 2,55E07
207 Irel FBgn026198: 0,88 2,27E12 252 drongo FBgn002030¢ 0,77 6,64E06
208 Pal FBgn003029: 0,88 8,14E16 253 CG8281 FBgn003582: 0,77 7,59E03
209 sas FBgn000230¢ 0,88 2,96E11 254 sick FBgn026387: 0,77 5,84E06
210 koi FBgn026500: 0,87 5,90E11 255 CG6749 FBgn003604( 0,77 1,00E02
211 Hipk FBgn003514: 0,87 2,34E19 256 CG12971 FBgn003707¢ 0,77 3,77E02




Anhang 167
Gensymbol  EnsembilD Iggggg FDR Gensymbol  EnsemblD IZEZ_ES FDR
257 CG15629 FBgn003163( 0,77 9,36E03 302 Uspl531 FBgn005042: 0,69 1,69E09
258 mtRNApol FBgn026193¢ 0,77 1,14E06 303 Smg5 FBgn001989( 0,69 1,70E07
259 cindr FBgn002759¢ 0,77 4,83E15 304 FER FBgn000072! 0,69 5,18E22
260 Myo61F FBgn001024¢ 0,77 3,27E02 305 Cyp28d2 FBgn003168¢ 0,69 1,01E02
261 POSH FBgn004029: 0,76 1,81E11 306 loco FBgn002027¢ 0,69 7,01E10
262 Stx FBgn005267¢ 0,76 1,07E06 307 FBgn026727¢ 0,69 2,61E02
263 1(2)gd1 FBgn026198: 0,76 1,08E08 308 Vhal0G2 FBgn002867( 0,69 5,46E03
264 Siz FBgn002617¢ 0,76 1,49E18 309 Spn55B FBgn002898: 0,69 1,52E04
265 FBgn006344¢ 0,76 2,96E02 310 CG4199 FBgn002562¢ 0,69 4,51E10
266 CG42671 FBgn026155: 0,75 1,98E08 311 CalpB FBgn002586¢ 0,69 9,84E09
267 CG9821 FBgn003763¢ 0,75 2,54E03 312 Cyp6al3 FBgn003330: 0,68 3,61E02
268 CG6040 FBgn003867¢ 0,75 2,61E12 313 Usp32 FBgn003691! 0,68 3,67E07
269 CG11700 FBgn002985¢ 0,75 6,45E03 314 rhea FBgn026044: 0,68 8,30E03
270 Dyb FBgn003373¢ 0,75 4,45E05 315  kibra  FBgn026212; 0,68 2,57E07
271 CG34133 FBgn008396¢ 0,74 3,69E20 316 CG10778 FBgn002998( 0,68 7,32E06
272 Hmr FBgn000120¢ 0,74 1,25E05 317 Nak FBgn001577: 0,68 3,69E28
273 Dmtn FBgn003744: 0,74 1,01E03 318 PEK FBgn0037327 0,68 8,44E40
274 CG6051 FBgn003949: 0,74 2,77E06 319 CG30015 FBgn005001f 0,68 1,84E10
275 FbxI7 FBgn003838¢ 0,74 6,90E12 320 Frl FBgn026779¢ 0,68 8,15E04
276 ena FBgn000057¢ 0,74 1,74E04 321 Edc3 FBgn003673¢ 0,68 2,79E09
277 Pcytl FBgn004134: 0,74 1,74E04 322 mthl4 FBgn003421¢ 0,68 2,29E04
278 CG9%74 FBgn003666: 0,74 4,80E04 323 CG42675 FBgn026156. 0,67 1,69E02
279 CG43759 FBgn026409C 0,73 2,58E07 324 ttk FBgn000387( 0,67 1,36E07
280 CG5290 FBgn003677: 0,73 2,69E05 325 serp FBgn026065: 0,67 9,85E03
281 milt FBgn026287: 0,73 5,83E26 326 toc FBgn001560( 0,67 7,37E15
282 osp FBgn000301¢ 0,73 1,14E03 327 Smg6 FBgn003926( 0,67 1,14E03
283 CG6966 FBgn003828¢ 0,73 4,07E06 328 CG6175 FBgn003615: 0,66 9,58E06
284 cher FBgn001414: 0,73 2,95E07 329 mol FBgn008671. 0,66 2,37E03
285 CBP FBgn002614: 0,73 2,67E05 330 Vinc FBgn000439: 0,66 5,48E03
286 CG15279 FBgn002888¢ 0,72 1,15E02 331 spri FBgn008544: 0,66 9,96E03
287 FBgn008312( 0,72 3,07E02 332 az2 FBgn002518¢ 0,66 8,42E04
288 CG42554 FBgn026075¢ 0,72 1,23E02 333 CG43736 FBgn026399: 0,66 3,28E06
289 SMSr FBgn005238( 0,71 7,04E09 334 RhoGEF3 FBgn026470:. 0,65 3,36E06
290 FBgn004580( 0,71 2,80E02 335 Ubx FBgn000394¢ 0,65 3,41E03
291 FBgn008312: 0,71 4,61E02 336 pyd FBgn026261: 0,65 1,04E12
292 chn FBgn001537: 0,71 5,70E04 337 CG8298 FBgn003367: 0,65 1,19E06
293 CG31871 FBgn005187: 0,71 1,90E02 338 RhoGAP18B FBgn026146: 0,65 1,69E06
294 cll.1 FBgn004023¢ 0,71 1,69E14 339 CG33082 FBgn005308: 0,65 2,18E02
295 CG42684 FBgn026157( 0,70 9,18E08 340 CG42668 FBgn026155( 0,65 6,07E07
296 CG11695 FBgn003031¢ 0,70 5,29E03 341 h-Est8 FBgn001557¢ 0,65 1,69E02
297 Irk1 FBgn026504: 0,70 9,67E18 342 xmasi FBgn001608( 0,65 2,97E02
298 FBgn025993¢ 0,70 3,00E02 343 CG4096 FBgn002979: 0,65 3,36E03
299 CG14257 FBgn003947¢ 0,70 1,14E02 344 Nf-YC FBgn002990¢ 0,65 3,28E03
300 nkd FBgn000294¢ 0,70 4,79E10 345 CG10407 FBgn003839%: 0,65 1,27E02
301 GIcF1 FBgn006710: 0,69 1,17E05 346 Jhi21 FBgn002842¢ 0,65 1,63E02




Anhang 168
Gensymbol  EnsembllD Iggggg FDR Gensymbol  EnsembllD Igﬁgg: FDR

347 FBgn003664¢ 0,64 1,19E07 374 D12 FBgn002749( 0,61 1,10E03
348 rad50 FBgn003472¢ 0,64 2,17E02 375 stac FBgn026671¢ 0,61 2,09E04
349 Cdc7 FBgn002836( 0,64 3,38E04 376 CG13204 FBgn0033627 0,61 3,14E02
350 CG5004 FBgn026074¢ 0,64 4,97E09 377 RapGAPl1 FBgn026489¢ 0,61 7,39E10
351 Dif FBgn001127: 0,64 3,64E05 378 RasGAPl1 FBgn000439( 0,61 1,78E09
352 T48 FBgn000435¢ 0,64 1,92E03 379 rgn FBgn026125¢ 0,61 5,88E05
353 pwn FBgn000317:¢ 0,64 8,88E05 380 CG32137 FBgn0052137 0,60 7,32E06
354 CG15365 FBgn003007: 0,64 9,54E03 381 CG18812 FBgn004213¢ 0,60 1,19E04
355 CG11696 FBgn003031: 0,64 1,45E03 382 Su(varn)2 FBgn026375: 0,60 3,11E05
356 CG10600 FBgn003271: 0,63 1,37El12 383 Asciz FBgn003540° 0,60 3,03E03
357 CG15547 FBgn003980¢ 0,63 2,21E02 384 CG12581 FBgn003721: 0,60 3,07E10
358 REPTOR FBgn003920¢ 0,63 2,07E02 385 cic FBgn026258: 0,60 1,34E07
359 Tsp42El FBgn003313¢ 0,63 7,65E04 386 luna FBgn004076¢ 0,60 1,09E04
360 FBgn000133: 0,62 9,75E04 387 CG14207 FBgn003103: 0,60 3,67E03
361 CG42674 FBgn026155¢ 0,62 4,00E11 388 Icel FBgn003485: 0,60 1,19E0
362 CG7101 FBgn003096: 0,62 3,08E03 389 I(3)73Ah  FBgn000228: 0,60 2,85E07
363 dia FBgn001120: 0,62 1,46E04 390 rictor FBgn003100¢ 0,60 8,44E12
364 Myo31DF FBgn008634: 0,62 6,58E10 391 Lnk FBgn002871: 0,60 7,50E08
365 Tgi FBgn003637: 0,62 2,17E02 392 CG6654 FBgn003830: 0,59 1,32E03
366 CG1882 FBgn003322¢ 0,62 1,31E02 393 CG2116 FBgn003000: 0,59 5,61E05
367 Rcd5 FBgn026383: 0,62 9,72E03 394 FBgn026235: 0,59 1,26E02
368 CG13049 FBgn003659: 0,62 3,37E02 395 spin FBgn008667¢ 0,59 4,79E10
369 GCC185 FBgn003797¢ 0,62 8,39E07 396 CrebA FBgn000439¢ 0,59 3,45E03
370 crm FBgn000037¢ 0,62 4,75E03 397 Zuc FBgn026126¢ 0,59 3,66E02
371 trh FBgn026213¢ 0,62 2,47E04 398 CG30069 FBgn005006¢ 0,59 2,34E02
372 Hsc705 FBgn000122( 0,61 1,30E21 399 CG5835 FBgn003868: 0,59 8,44E05
373 S FBgn000331( 0,61 3,37E11

Tab.ll: Deregulierte Gene infBcheen mannlicher Larven nach Tabakchexposition im Vergleich zur Luftexposition.

Gensymbol  EnsembllD logz-fold 1y Gensymbol EnsembllD logz-fold -y
change change
1 Cpr62Bc FBgn003528: -5,79 1,12E37 9 CG4962 FBgn0036597 -4,03 5,00E38
2 Cpr100A FBgn003980¢ -5,69 3,24E83 10 9f 2 cy FBgn003612¢ -3,76 1,06E10
3 Cpro2r FBgn003881¢ -5,54 4,48E64 11 Cyp4c3 FBgn001503: -3,59 1,10E12
4 CG13043 FBgn003660( -5,34 4,11E51 12 CG18530 FBgn004220: -3,40 3,29E10
5 CG4000 FBgn003882( -5,24 2,37E81 13 Obp56d FBgn003447( -3,34 2,11E14
6 CG8736 FBgn003330¢ -5,14 8,25E27 14 CREG FBgn002545¢ -3,28 7,97E17
7 FBgn026340¢ -4,88 6,31E28 15 CG3009 FBgn002972( -3,25 1,88E13
8 CG13063 FBgn003660. -4,25 3,85E48 16 GstD8 FBgn001004: -3,25 9,10E10




Anhang 169
Gensymbol  EnsembilD logz-fold - -y Gensymbol EnsembllD logz-fold -y
change change
17 CG15269 FBgn002887¢ -3,24 4,51E08 62 Nep4 FBgn003881¢ -2,49 2,69E04
18 Cpr56F FBgn003449¢ -3,19 4,26E08 63 kn FBgn000131¢ -2,46 1,31E04
19 MAChRA FBgn000003" -3,19 1,09E11 64 CG9259 FBgn003291: -2,46 1,41E04
20 h-Estl FBgn001556¢ -3,10 2,02E09 65 CG15553 FBgn003981: -2,41 4,94E04
21 ful2 FBgn002671¢ -3,09 6,08E20 66 salt FBgn003987: -2,41 2,95E04
22 smp-30 FBgn003825° -3,06 5,84E09 67 CG6415 FBgn0032287 -2,40 2,28E04
23 CG15485 FBgn003244: -3,04 2,21E05 68 B-H2 FBgn000485: -2,39 3,73E04
24 CG4753 FBgn003662: -3,03 2,29E08 69 CG33340 FBgn005334( -2,39 1,75E03
25 CG15068 FBgn004073: -3,01 2,58E07 70 svp FBgn000365. -2,39 7,53E05
26 CG3292 FBgn003471( -3,01 9,87E07 71 Apoltp FBgn003213¢t -2,38 2,74E04
27 CG7227 FBgn003197( -3,00 1,32E08 72 CG10514 FBgn003931: -2,38 3,61E04
28 St4 FBgn003388" -2,97 1,58E12 73 Obp49a FBgn005005: -2,38 1,29E03
29 CG13060 FBgn003660¢ -2,95 5,94E08 74 CG5321 FBgn003057¢ -2,38 3,29E05
30 FBgn026604¢ -2,94 1,85E05 75 CG30457 FBgn005045: -2,37 2,38E04
31 CG15506 FBgn003968¢ -2,91 6,44E07 76 CG2157 FBgn003024: -2,36 1,67E04
32 CG17322 FBgn002707( -2,80 1,49E07 77 CG11892 FBgn003931: -2,35 4,35E04
33 CG9265 FBgn003291( -2,79 2,75E20 78 CG15630 FBgn0031627 -2,34 2,94E07
34 CG3513 FBgn003155¢ -2,78 5,44E06 79 SmydA9 FBgn003010: -2,34 2,93E04
35 CG14598 FBgn003750: -2,76 1,99E06 80 Cyp4ac3 FBgn003169t -2,34 1,27E04
36 CG15067 FBgn003433: -2,75 3,33E05 81 Cyp6d5 FBgn003819: -2,33 1,97E04
37 TpnC47D  FBgn001042: -2,72 1,26E05 82 B-H1 FBgn001175¢ -2,33 2,80E03
38 NetA FBgn001577: -2,70 2,20E05 83 CG16758 FBgn003534¢ -2,33 2,51E04
39 CG7342 FBgn003871¢ -2,70 1,07E06 84 Lsdl FBgn003911: -2,32 2,43E04
40 CG14277 FBgn003200¢ -2,67 2,96E04 85 SPH93 FBgn003263¢{ -2,32 9,56E05
41 CG9452 FBgn003687° -2,66 2,48E05 86 CG17572 FBgn003275: -2,32 1,15E03
42 CG16727 FBgn003871¢ -2,65 2,61E05 87 CG14526 FBgn002757¢ -2,32 4,37E04
43 CG43085 FBgn026253: -2,64 1,65E05 88 Cyp309al FBgn003143: -2,31 6,19E04
44 CG15249 FBgn003016: -2,63 1,37E05 89 CG32266 FBgn005226¢ -2,31 8,74E06
45 CG11550 FBgn003986: -2,62 3,07E10 90 CG14945 FBgn003240: -2,30 1,31E06
46 CG32407 FBgn005240° -2,61 2,38E06 91 Cprd7Eg FBgn008651¢ -2,30 5,70E04
47 CG11029 FBgn003173¢ -2,61 1,63E07 92 CG8100 FBgn003641( -2,30 4,35E04
48 CG7290 FBgn003694¢ -2,61 5,81E06 93 CG3999 FBgn003780: -2,29 5,24E04
49 8 ¢ NBE FBgn001042¢ -2,60 6,09E05 94 IM2 FBgn002558: -2,29 5,45E04
50 CG9451 FBgn003687¢ -2,59 1,42E09 95 CG15537 FBgn003977( -2,28 9,71E04
51 Jabba FBgn025968. -2,58 3,95E08 96 Sytl FBgn000424: -2,28 4,88E04
52 CG42798 FBgn026193: -2,56 7,35E05 97 CG12699 FBgn004629: -2,27 1,54E03
53 Cyp4d20 FBgn003534: -2,54 5,88E05 98 CG17752 FBgn003871¢ -2,26 8,24E04
54 CG13177 FBgn004075¢ -2,53 2,87E05 99 CG10799 FBgn003382: -2,26 4,61E04
55 ninaC FBgn000293¢ -2,53 4,05E04 100 CG17350 FBgn003277: -2,26 2,24E06
56 NT5E2 FBgn005010: -2,52 3,47E05 101 CG6012 FBgn003261t -2,26 1,74E05
57 CG32631 FBgn005263: -2,52 2,27E04 102 CG34253 FBgn008528: -2,26 1,72E03
58 Cyth5r FBgn000040¢ -2,51 7,17E05 103 CG9682 FBgn003976( -2,24 2,47E03
59 Cyp313a5 FBgn003800¢ -2,51 5,65E05 104 IM4 FBgn004065: -2,24 7,94E04
60 CG14292 FBgn003865¢ -2,50 1,86E04 105 CG5756 FBgn003430: -2,24 4,66E04
61 nompA FBgn001604" -2,49 2,17E07 106 CG31198 FBgn005119¢ -2,23 1,17E03




Anhang 170
Gensymbol  EnsembilD logz-fold - -y Gensymbol EnsembllD logz-fold -y
change change
107 CG34115 FBgn008395. -2,22 1,63E09 152 CG42235 FBgn0250757 -2,09 2,16E03
108 CG15820 FBgn003531: -2,22 8,18E04 153 CG15293 FBgn002852¢ -2,08 2,16E03
109 Cyp4acl FBgn003169: -2,22 6,10E05 154 CG31226 FBgn005122¢ -2,08 3,47E03
110 FBgn026711: -2,22 1,14E03 155 CG33110 FBgn005311C -2,07 4,71E03
111 SLap7 FBgn003386¢ -2,21 2,37E03 156 Cypl2cl FBgn003680¢ -2,07 1,98E03
112 side FBgn001606: -2,21 2,97E04 157 mmd FBgn025911( -2,07 3,47E03
113 CG10513 FBgn003931: -2,21 1,05E03 158 CG9920 FBgn003820( -2,06 4,53E03
114 CG5391 FBgn003894: -2,20 1,76E04 159 Cprd9Ah FBgn003373: -2,06 3,12E05
115 Mctl FBgn002354¢ -2,19 4,71E04 160 Cpr4d9Ae FBgn003372¢ -2,06 3,14E03
116 CG16886 FBgn002893¢ -2,19 1,68E06 161 CG13607 FBgn003915! -2,05 1,61E04
117 Nlgl FBgn005114¢ -2,19 4,67E05 162 b6 FBgn002489: -2,05 3,83E04
118 CG33462 FBgn005346: -2,19 1,19E03 163 CG15203 FBgn003026: -2,05 1,73E03
119 tup FBgn000389¢ -2,18 1,15E06 164 NimC2 FBgn002893¢ -2,05 2,65E03
120 FarO FBgn002355( -2,17 1,18E03 165 CG8701 FBgn0033287 -2,05 7,94E03
121 CG2837 FBgn003164¢ -2,17 4,18E09 166 CG32248 FBgn005224¢ -2,04 2,30E03
122 CG4302 FBgn002707: -2,17 1,53E03 167 CG42846 FBgn026203t -2,03 2,98E03
123 CG13795 FBgn003193" -2,16 1,36E03 168 Spat FBgn001403:. -2,03 3,02E03
124  CG15649 FBgn003456: -2,16 2,52E03 169 CG31178 FBgn006491: -2,02 8,08£03
125 CG11854 FBgn003929¢ -2,16 2,21E4 170 apolpp FBgn008700: -2,01 2,78E03
126 Sh FBgn000338( -2,16 4,21E4 171 CG43742 FBgn026399¢ -2,01 3,42E03
127 CG13962 FBgn003282: -2,16 1,15E3 172 CG17027 FBgn003655: -2,00 6,83E06
128 CG13643 FBgn004060: -2,16 4,33E04 173 CG31740 FBgn005174( -2,00 1,92E03
129 CG18003 FBgn006135¢ -2,15 1,31E03 174 CG12531 FBgn003106¢ -2,00 4,72E03
130 CG5612 FBgn003952¢ -2,15 8,44E04 175 exu FBgn000061: -2,00 3,11E04
131 Cdab FBgn005197: -2,15 5,76E31 176 CG13284 FBgn003261¢ -1,99 3,83E03
132 CprllB FBgn003039¢ -2,14 1,55E03 177 Npc2g FBgn003980( -1,99 3,68E03
133 CG10252 FBgn003910¢ -2,14 5,14E03 178 nolo FBgn005161¢ -1,98 5,22E03
134 sosie FBgn003923. -2,13 4,22E04 179 CG31821 FBgn005182: -1,98 6,35E03
135 Fst FBgn003772: -2,13 1,51E03 180 CG14957 FBgn003541: -1,98 6,71E03
136 Eglp4 FBgn003488: -2,13 7,77E04 181 CG14301 FBgn003863: -1,98 3,00E09
137 CG3264 FBgn003471: -2,13 1,70E03 182 CG31313 FBgn005131: -1,97 7,31E05
138 TwdIX FBgn005257: -2,13 1,56E03 183 klg FBgn001759( -1,96 7,36E03
139 Ndg FBgn002640: -2,13 1,44E04 184 CG1544 FBgn0039827 -1,96 7,88E04
140 Kr FBgn000132¢ -2,13 4,35E04 185 Lcp65Agl FBgn002063¢ -1,96 1,45E02
141 CG12057 FBgn003009¢ -2,12 4,14E03 186 Pglym87 FBgn001127( -1,95 1,34E02
142 CG6660  FBgn003903( -2,12 1,95E03 187 Amyd FBgn000007¢ -1,95 1,19E02
143 tfc FBgn003519¢ -2,12 1,59E08 188 AstAR?2 FBgn003959¢ -1,95 5,54E03
144 fest FBgn003443¢ -2,11 6,76E03 189 LectingalCl FBgn001667¢ -1,95 3,90E03
145 CG4408 FBgn003907: -2,11 1,70E03 190 CG10505 FBgn003461: -1,95 5,51E03
146 CG9822 FBgn003462 -2,11 1,92E03 191 CG4793 FBgn002851¢ -1,95 2,34E03
147 MsR2 FBgn026400: -2,11 3,22E03 192 FBgn026150: -1,95 1,21E02
148 brul FBgn000011: -2,11 1,70E03 193 CG6055 FBgn003191¢ -1,95 1,01E04
149 uro FBgn000396: -2,10 1,97E03 194 Reg2 FBgn001671f -1,94 4,44E03
150 CG11313 FBgn003979¢ -2,09 1,92E03 195 ana FBgn001174¢ -1,94 6,17E03
151 Oatp58Db  FBgn003471¢ -2,09 6,90E04 196 sqa FBgn025967¢ -1,93 1,12E03




Anhang 171
Gensymbol  EnsembilD Iggggg FDR Gensymbol EnsembllD IZEZ_ES FDR
197 axo FBgn026287( -1,93 8,98E05 242 SlLap4 FBgn005206¢ -1,86 1,00E02
198 CG15870 FBgn003379¢ -1,93 4,80E03 243 CG32645 FBgn005264f -1,86 6,21E06
199 Gld2 FBgn003893: -1,93 3,63E03 244 CG11835 FBgn003126:¢ -1,86 7,94E04
200 CG43060 FBgn026236: -1,93 6,43E03 245 CG12860 FBgn003395: -1,86 1,46E02
201 CG14854 FBgn003823¢ -1,92 1,47E02 246 CG2254 FBgn002999: -1,86 4,57E03
202 CG16743 FBgn003232: -1,92 5,74E03 247 Kitl FBgn003883¢ -1,86 7,89E03
203 Ms FBgn001158. -1,92 6,07E03 248 Lsp2 FBgn000256¢ -1,85 6,84E03
204 Lim1 FBgn002641: -1,92 2,13E03 249 CG10483 FBgn003564¢ -1,85 5,56E04
205 RyR FBgn001128¢ -1,92 3,31E03 250 CG42324 FBgn025922: -1,85 4,82E03
206 LysB FBgn000442¢ -1,91 6,16E03 251 trv FBgn008539. -1,85 8,83E03
207 FBgn026600¢ -1,91 1,81E10 252 CG4723 FBgn003902: -1,85 7,47E03
208 CG3961 FBgn003682: -1,91 9,16E04 253 CG9717 FBgn003978¢ -1,85 6,19E04
209 CG15414 FBgn003154: -1,91 7,77E10 254 CG33307 FBgn0053307 -1,85 7,21E03
210 Rbp FBgn026248: -1,91 5,63E03 255 Fbp2 FBgn000064( -1,85 5,56E03
211 Cyp9b2 FBgn001503¢ -1,91 5,95E03 256 Mal-A5 FBgn005035¢ -1,84 8,30E03
212 CG12607 FBgn003554f -1,91 1,18E02 257 CG30271 FBgn005027: -1,84 2,14E02
213 LManVI FBgn003206¢ -1,90 1,80E02 258 GluRIIA FBgn000462( -1,84 4,99E03
214 CG42370 FBgn025971¢ -1,90 3,82E03 259 CG2233 FBgn002999( -1,84 7,80E03
215 Alk FBgn004050¢ -1,90 8,32E04 260 SlLap8 FBgn003413: -1,84 1,23E02
216 Wnt6 FBgn003190: -1,90 1,43E17 261 CG8888 FBgn003367¢ -1,83 5,91E03
217 Est6 FBgn000059: -1,90 4,56E03 262 CG5048 FBgn0036437 -1,83 6,71E03
218 Spn88Eb  FBgn003829¢ -1,90 4,56E03 263 Nnal FBgn026572¢ -1,83 5,70E04
219 Hf FBgn001400( -1,90 6,02E03 264 CG9896 FBgn003480¢ -1,83 8,73E09
220 CG43064 FBgn026236¢ -1,90 5,73E03 265 CG13618 FBgn003920: -1,83 8,63E03
221 CG4213 FBgn003125. -1,90 2,35E03 266 CG7882 FBgn0033047 -1,83 1,65E02
222 v FBgn000396¢ -1,89 6,92E03 267 CG34166 FBgn008519: -1,83 8,30E03
223 CG15155 FBgn003266¢ -1,89 1,09E03 268 Gsl FBgn000114: -1,83 9,11E04
224 Rpt6R FBgn003978¢ -1,89 1,16E03 269 CG4306 FBgn0036787 -1,82 9,59E03
225 CG14949 FBgn003535¢ -1,89 5,72E03 270 su(r) FBgn008645( -1,82 6,99E03
226 retn FBgn000479¢ -1,89 9,43E03 271 CG33493 FBgn005349: -1,82 9,24E03
227 CG14823 FBgn003573: -1,88 3,97E03 272 Ank2 FBgn026178¢ -1,82 1,50E03
228 CG6067 FBgn002982¢ -1,88 9,15E03 273 RhoGAP102/ FBgn025921¢ -1,82 5,52E03
229 CG14516 FBgn003964( -1,88 5,23E03 274 sNPFR FBgn003693: -1,82 5,79E04
230 CG10184 FBgn003909: -1,88 3,28E03 275 Cyp4e2 FBgn001446¢ -1,81 3,15E04
231 Tepl FBgn004118! -1,88 1,19E03 276 FBgn001532¢ -1,81 1,28E02
232 CG1773 FBgn003343¢ -1,87 7,43E03 277 fon FBgn003277: -1,81 6,72E03
233 Mpcpl FBgn003449° -1,87 6,23E03 278 CG9626 FBgn003756f¢ -1,81 5,00E03
234 CG7320 FBgn003678: -1,87 7,21E03 279 CG12826 FBgn0033207 -1,81 9,01E03
235 CG16836 FBgn004073¢ -1,87 8,56E03 280 CG17377 FBgn003185¢ -1,81 2,14E02
236 CG34136  FBgn008397: -1,87 5,94E03 281 ImpE2 FBgn000125¢ -1,81 8,20E03
237 CG6329 FBgn003387: -1,86 6,94E03 282 Lcp9 FBgn002557¢ -1,81 8,15E03
238 CNMa FBgn003528: -1,86 7,14E03 283 CG31663 FBgn005166: -1,81 9,31E03
239 DopEcR FBgn003553¢ -1,86 1,38E02 284 CG10345 FBgn002756: -1,81 8,89E03
240 Lkr FBgn003561( -1,86 2,35E03 285 CG6733 FBgn003905: -1,81 1,59E02
241 CG32333 FBgn005233¢ -1,86 3,48E03 286 inv FBgn000126¢ -1,80 7,39E03




Anhang 172
Gensymbol  EnsembilD logz-fold - -y Gensymbol EnsembllD logz-fold -y
change change
287 CG9313 FBgn003456¢ -1,80 7,94E03 332 Wnt10 FBgn003190: -1,74 7,49E03
288 CG13641 FBgn003923¢ -1,80 1,06E02 333 CG12824 FBgn003322: -1,73 2,91E02
289 GIuRIID FBgn002842: -1,80 4,70E03 334 CG1468 FBgn0030157 -1,73 1,33E02
290 CG30090 FBgn005009( -1,80 1,02E02 335 CG1674 FBgn003989: -1,73 4,39E03
291 Fbpl FBgn000063¢ -1,80 9,59E03 336 nompC FBgn001692( -1,73 3,65E03
292 CG34284 FBgn008531: -1,80 2,12E02 337 Lcp65Aa FBgn002064f -1,73 1,34E02
293 SLO2 FBgn026169¢ -1,79 3,87E03 338 tut FBgn005236¢+ -1,73 2,15E02
294 Zasp66 FBgn003591° -1,79 6,07E03 339 AANATL2 FBgn003179: -1,73 1,27EQ5
295 CG15306 FBgn003019: -1,79 1,51E02 340 twit FBgn003289¢ -1,73 1,69E02
296 CG2082 FBgn002760¢ -1,79 1,45E04 341 CG2861 FBgn002972¢ -1,73 3,07E02
297 slo FBgn000342¢ -1,79 9,56E04 342 FBgn0265497 -1,73 1,06E02
298 fne FBgn008667¢ -1,79 7,81E03 343 CG43886 FBgn026447¢ -1,73 1,33E02
299 Acp65Aa FBgn002076¢ -1,79 1,49E02 344 sals FBgn005137¢ -1,73 1,80E03
300 Murl8B FBgn003099¢ -1,78 6,71E03 345 CG31769 FBgn005176¢ -1,73 1,59E02
301 CG14406 FBgn003059¢ -1,78 1,17E02 346 Obp99c FBgn003968: -1,73 1,03E02
302 Sodhl FBgn002428¢ -1,78 8,94E03 347 CG7084 FBgn003893¢ -1,73 1,86E02
303 CG42319 FBgn025921¢ -1,78 7,56E03 348 CG7763 FBgn004050: -1,72 1,76E02
304 CG9449 FBgn003687¢ -1,78 9,82E03 349 CG11221 FBgn003185: -1,72 1,15E02
305 CG16704 FBgn003155¢ -1,77 1,16E02 350 IM33 FBgn003156. -1,72 1,15E02
306 CG15531 FBgn003975¢ -1,77 9,18E03 351 CG33120 FBgn005312( -1,72 1,44E02
307 CG11842 FBgn003962¢ -1,77 1,64E02 352 CG30091 FBgn005009: -1,72 1,53E02
308 repo FBgn001170: -1,77 1,16E02 353 tadr FBgn003291: -1,72 1,95E02
309 CG9993 FBgn003455: -1,77 6,95E03 354 Amyp FBgn000007¢ -1,71 2,92E02
310 FBgn026425¢ -1,77 1,03E03 355 Gnmt FBgn003807: -1,71 5,46E03
311 CG1441 FBgn003346: -1,77 5,81E03 356 CG10132 FBgn003279¢ -1,71 9,34E03
312 ths FBgn003365: -1,76 1,33E02 357 CG14762 FBgn003325( -1,71 1,42E02
313 teq FBgn002347¢ -1,76 1,23E02 358 CG4842 FBgn003662( -1,71 1,67E02
314 CG8157 FBgn003401( -1,76 8,30E03 359 zye FBgn003698¢ -1,70 1,71E02
315 SlLap2 FBgn005235. -1,76 1,75E02 360 CG5177 FBgn003190¢ -1,70 1,14E02
316 CG13833 FBgn003904( -1,76 7,11E03 361 CG15765 FBgn002981:¢ -1,70 1,32E02
317 Tpsl FBgn002756( -1,76 9,14E03 362 CG18266 FBgn003172: -1,70 1,01E02
318 Cpr97Ea  FBgn003948( -1,76 4,08E07 363 CG15109 FBgn003441¢ -1,69 2,83E02
319 CG3332 FBgn003151« -1,75 1,61E02 364 cDIP FBgn003886¢ -1,69 1,98E02
320 CG10560 FBgn003932¢ -1,75 1,32E02 365 | ¢ dzoy FBgn000388¢ -1,69 2,30E02
321 CG43236  FBgn026288. -1,75 8,30E03 366 CG8249 FBgn003404f -1,69 1,31E02
322 CG10205 FBgn003397( -1,75 1,21E02 367 CG6209 FBgn003386: -1,69 2,31E02
323 CG18446  FBgn003345¢ -1,75 1,13E02 368 CG32032 FBgn004380¢ -1,68 1,25E02
324 CG13559 FBgn003487( -1,75 1,62E02 369 CG1139 FBgn003530( -1,68 3,92E03
325 CG43110 FBgn026257( -1,75 7,18E03 370 CG8517 FBgn003447: -1,68 8,30E03
326 CG34168 FBgn008519. -1,75 2,45E02 371 Neurochondrir FBgn0037447 -1,68 2,49E03
327 FBgn026297: -1,74 8,05E03 372 nemy FBgn026167: -1,68 6,72E03
328 CG13707 FBgn003557¢ -1,74 2,40E03 373 CG8519 FBgn003571! -1,68 1,37E02
329 Ppil FBgn005102¢ -1,74 1,36E02 374 CG8852 FBgn003154¢ -1,68 5,02E03
330 DNasell FBgn000047: -1,74 1,22E02 375 Ptx1 FBgn002091: -1,68 2,10E02
331 Slapl FBgn003591¢ -1,74 1,60E02 376 TpnC25D FBgn003169: -1,68 2,26E02
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377 CG12911 FBgn003350: -1,68 1,25E02 422 CG13168 FBgn003370t -1,63 4,19E02
378 CG32655 FBgn005265¢ -1,68 2,89E02 423 FBgn008305¢ -1,63 3,59E02
379 CG2127 FBgn003328¢ -1,68 2,72E02 424 CG7582 FBgn003968. -1,63 3,11E02
380 CG10031 FBgn003156: -1,67 1,95E02 425 D FBgn000041: -1,62 6,16E04
381 FBgn008291¢ -1,67 2,31E02 426 CG42269 FBgn025916¢ -1,62 2,21E08
382 CG4721 FBgn003902: -1,67 1,08E02 427 Acox57Bp FBgn003462¢ -1,62 1,34E04
383 Hsp60C FBgn003172¢ -1,67 2,73E02 428 CG12655 FBgn003108( -1,62 7,47EQ3
384 Dscam2 FBgn026529¢ -1,67 2,19E02 429 FBgn026296: -1,62 2,69E02
385 htl FBgn001038¢ -1,67 1,08E02 430 Cyp28dl FBgn003168¢ -1,62 2,23E02
386 CG13937 FBgn003528" -1,67 5,29E04 431 igl FBgn0013467 -1,62 2,16E02
387 CG13315 FBgn004082° -1,67 2,03E02 432 FBgn026362¢ -1,62 4,09E02
388 Cyp4d8 FBgn001503! -1,66 2,61E02 433 CG5866 FBgn003850¢ -1,62 1,81E02
389 CG3394 FBgn003499¢ -1,66 7,70E11 434 CG6910 FBgn003626: -1,62 2,14E02
390 CG3246 FBgn003153¢ -1,66 2,03E02 435 Dhit FBgn002874: -1,61 7,13E03
391 Dpy-30L2 FBgn003549. -1,66 4,28E02 436 Nlg2 FBgn003186¢ -1,61 1,30E02
392 IM14 FBgn006790¢ -1,66 2,20E02 437 eys FBgn003141:s -1,61 1,91E02
393 TMASF FBgn002037: -1,66 1,25E02 438 CG3213 FBgn003154f -1,61 3,06E02
394 CG15545 FBgn003980¢ -1,65 4,04E02 439 tn FBgn026535¢ -1,61 1,91E02
395 CG14687 FBgn003783¢ -1,65 2,12E02 440 CG30414 FBgn005041: -1,61 1,18E02
396 DIR! FBgn003961° -1,65 2,10E02 441 CanAl FBgn001001: -1,61 2,61E02
397 CG30148 FBgn005014¢ -1,65 1,01E02 442 [ & LIvh FBgn000256: -1,61 1,52E02
398 phyl FBgn001372¢ -1,65 4,02E02 443 CG44245 FBgn026518( -1,61 1,73E02
399 9f 2cy FBgn005207: -1,65 7,34E03 444 CG31760 FBgn005176( -1,61 2,64E02
400 CG11816 FBgn003049¢ -1,65 2,09E02 445 CG1113 FBgn003730:¢ -1,61 3,33E02
401 lyd FBgn003612¢ -1,65 2,64E02 446 CG5597 FBgn003492( -1,61 9,05E03
402 NimB3 FBgn005400: -1,65 2,12E02 447 SO FBgn000346( -1,61 2,36E02
403 FBgn026537¢ -1,64 2,45E02 448 Rbp4 FBgn001025¢ -1,60 7,97E03
404  Act57B  FBgn000004: -1,64 224E02 449 Cyp4dl FBgn000567( -1,60 1,93E02
405 CG30116 FBgn002849¢ -1,64 2,05E02 450 Cypd4ac2 FBgn003169: -1,60 2,48E02
406 CG17751 FBgn003871° -1,64 3,13E02 451 CG18557 FBgn003147( -1,60 2,49E02
407 SdhBL FBgn003097¢ -1,64 3,17E02 452 CG9876 FBgn003482. -1,60 3,13E02
408 Nrx1 FBgn003897¢ -1,64 6,49E03 453 Mid1 FBgn005398¢ -1,60 1,04E02
409 CG45076 FBgn026644¢ -1,64 1,69E02 454 Nha2 FBgn026339( -1,60 1,61E02
410 Tm2 FBgn000411" -1,64 1,83E02 455 CG10734 FBgn003408: -1,60 3,60E02
411 CG12853 FBgn004074° -1,64 4,50E02 456 NKCC FBgn0051547 -1,60 1,17E03
412 Oat FBgn002277: -1,64 7,13E03 457 TrxT FBgn002975: -1,60 3,62E02
413 CG15369 FBgn003010¢ -1,64 1,93E02 458 kat-60L1 FBgn003737¢ -1,60 3,46E02
414 GluRIIE FBgn005120: -1,64 1,01E02 459 GluRIIB FBgn002042¢ -1,60 2,43E02
415 Cyp6gl FBgn002545: -1,64 1,96E02 460 Fmol FBgn003494: -1,60 2,52E02
416 MFS9 FBgn003879¢ -1,63 1,39E02 461 CG32115 FBgn005211f -1,59 2,25E02
417 Mf FBgn003829: -1,63 1,80E02 462 Mucl1A FBgn005265¢ -1,59 2,78E02
418 CG13360 FBgn002562( -1,63 2,16E02 463 CG10237 FBgn003278: -1,59 1,08E06
419 Cyp310al FBgn003269: -1,63 2,29E02 464 SerT FBgn001041: -1,59 3,57E02
420 CG14528 FBgn003961: -1,63 1,39E02 465 Obp83g FBgn004687¢ -1,59 1,31E02
421 Argk FBgn000011¢ -1,63 1,63E02 466 CG13196 FBgn003364f -1,59 2,01E06




Anhang 174
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467 RIC3 FBgn005029¢ -1,59 1,37E02 512 Appl FBgn000010¢ -1,54 1,05E02
468 Mhc FBgn026469¢ -1,59 2,80E02 513 GILT3 FBgn003909¢ -1,54 3,68E03
469 CG8563 FBgn003577° -1,58 1,73E02 514 CG16713 FBgn003156( -1,54 2,90E02
470 dsb FBgn003529( -1,58 2,76E02 515 CG4325 FBgn002687¢ -1,54 2,99E02
471 Gbp3 FBgn003903: -1,58 2,31E02 516 TotC FBgn004481: -1,54 3,53E02
472 Elk FBgn001158¢ -1,58 1,79E04 517 Ptp36E FBgn026748¢ -1,54 2,06E02
473 sev FBgn000336¢ -1,58 2,56E03 518 CG14990 FBgn003549¢ -1,54 3,00E02
474 NAAT1 FBgn002976: -1,58 8,54E03 519 Ace FBgn000002: -1,54 6,85E04
475 CG13449 FBgn003652( -1,58 1,61E02 520 CG14770 FBgn002957: -1,53 1,63E02
476 TpnC73F FBgn001042: -1,58 2,28E02 521 Mlc2 FBgn000277: -1,53 3,01E02
477 FucTA FBgn003648¢ -1,58 1,10E02 522 Lapsyn FBgn003460: -1,53 4,02E02
478 CG9444 FBgn003773( -1,57 2,50E02 523 Cyp313a3 FBgn003800: -1,53 3,46E02
479 CG15406 FBgn003151°7 -1,57 1,66E02 524 Mst33A FBgn002841: -1,53 1,98E02
480 CG34353 FBgn008538: -1,57 3,72E02 525 Aplipl FBgn004028. -1,53 4,83E02
481 Decay FBgn002838: -1,57 1,38E02 526 CG8550 FBgn003374: -1,52 3,73E02
482 AstA FBgn001559: -1,57 3,59E02 527 Vha681 FBgn026526: -1,52 1,27E02
483 KFase FBgn003182: -1,57 3,00E02 528 CG13229 FBgn003357¢ -1,52 1,17E02
484 Npc2h FBgn003980: -1,57 1,89E02 529 Sid FBgn003959: -1,52 2,27E02
485 CG34331  FBgn008536( -1,57 2,54E05 530 Cah m¢ FBgn026438¢t -1,52 3,00E02
486 FBgn004265( -1,57 3,22E02 531 rdgC FBgn026595¢ -1,52 2,94E02
487 CG10361 FBgn003620¢ -1,57 3,46E02 532 Cyp4s3 FBgn003061f -1,51 2,54E02
488 CG12768 FBgn003720¢ -1,56 6,37E03 533 CG4335 FBgn003879t -1,51 1,01E02
489 unc89 FBgn005351¢ -1,56 2,83E02 534 Slob FBgn0264087 -1,51 2,20E02
490 CG42587 FBgn026095¢ -1,56 2,61E02 535 Elal FBgn001394¢ -1,51 2,87E02
491 CG5023 FBgn003877: -1,56 3,14E02 536 FBgn026281f -1,51 3,72E02
492 euc FBgn003866¢ -1,56 4,78E02 537 FBgn000402¢ -1,51 3,20E02
493 CG5945 FBgn003249: -1,56 4,95E02 538 Root FBgn003915: -1,51 3,99E02
494 CG3285 FBgn003152: -1,56 2,96E02 539 ppk FBgn002025¢ -1,51 3,57E03
495 CG9616 FBgn003821: -1,56 3,11E02 540 Wnt2 FBgn000436( -1,51 2,70E02
496 Cyp6a22 FBgn001377¢ -1,55 3,32E02 541 CG13606 FBgn003916: -1,51 3,33E02
497 CG9312 FBgn003817¢ -1,55 3,23E03 542 CG34232 FBgn008526: -1,51 3,70E12
498 CG14509 FBgn003964: -1,55 1,20E02 543 CG43347 FBgn026307: -1,50 4,59E02
499 CG33459 FBgn005345¢ -1,55 2,72E02 544 S$9 Cwmh FBgn0000557 -1,50 1,65E02
500 CG14661 FBgn003728¢ -1,55 1,08E02 545 Asph FBgn003407¢ -1,50 7,22E05
501 Cpré6Chb FBgn003587¢ -1,55 5,41E03 546 h-Est2 FBgn001557( -1,50 1,90E02
502 [ 4LJvi FBgn000256:! -1,55 1,84E02 547  Lipl FBgn002349¢ -1,50 1,92E02
503 jeb FBgn008667: -1,55 3,63E02 548 St2 FBgn003766¢ -1,50 3,31E02
504 Ork1 FBgn001756. -1,55 2,89E02 549 Obp99a FBgn003967¢ -1,50 3,33E02
505 CG45095 FBgn026653: -1,55 9,72E03 550 scrt FBgn000488( -1,50 4,89E02
506 Act87E FBgn000004¢ -1,55 3,17E02 551 GIuRIIC  FBgn004611: -1,50 2,75E02
507 Mal-A6 FBgn005036( -1,54 3,46E02 552 CG32695 FBgn005269t -1,50 4,27E02
508 CG44422 FBgn026559¢ -1,54 4,20E02 553 CG3775 FBgn003042t -1,50 3,62E02
509  sPLA2  FBgn003317( -1,54 327E02 554 Cyp4gl FBgn001001¢ -1,50 1,34E02
510 CG18208 FBgn003865: -1,54 2,65E02 555 CG10175 FBgn003908: -1,50 2,38E04
511 AQP FBgn003380° -1,54 3,83E02 556 CG7465 FBgn003555. -1,49 3,00E02




Anhang 175
Gensymbol  EnsembilD logz-fold - -y Gensymbol EnsembllD logz-fold -y
change change
557 FBgn008298: -1,49 3,86E02 602 wW-cup FBgn003226¢ -1,43 4,17E02
558 CG11425 FBgn003716° -1,49 4,09E02 603 RIuAl FBgn005171¢ -1,43 4,14E02
559 CG16779 FBgn003769¢ -1,49 4,52E02 604 Cah m5 FBgn000199: -1,43 2,89E02
560 CG17999 FBgn003455: -1,49 4,73E02 605 CG6867 FBgn003088:7 -1,43 4,59E02
561 CG10348 FBgn0032707 -1,49 3,04E02 606 CG33521 FBgn025081¢ -1,42 2,14E02
562 Gbp2 FBgn003420( -1,49 4,46E02 607 FBgn026766¢ -1,42 4,49E02
563 Tsp47F FBgn003362¢ -1,49 4,09E02 608 CG12480 FBgn0030537 -1,42 4,60E02
564 CG10953 FBgn003420: -1,48 3,27E02 609 FBgn005237: -1,42 1,26E02
565 CG18249 FBgn003755: -1,48 1,69E02 610 CG8565 FBgn003069:7 -1,42 4,70E02
566 Mic1l FBgn000277: -1,48 4,24E02 611 Wnt4 FBgn001045: -1,42 4,65E02
567 SlLap3 FBgn004577( -1,48 1,98E02 612 Glycogenin FBgn026519: -1,42 3,07E04
568 FBgn026487: -1,47 4,76E02 613 Klp59C FBgn003482: -1,41 4,21E02
569 CG2070 FBgn003320: -1,47 3,39E02 614 CG31676 FBgn005167¢ -1,41 1,60E02
570  AdgfD  FBgn003817: -1,47 4,58E02 615 CG33460 FBgn005346( -1,41 2,86E02
571 CG13337 FBgn003386: -1,47 4,92E02 616 shakB FBgn0085387 -1,41 3,75E02
572 Lip2 FBgn002474( -1,47 3,66E02 617 CG15695 FBgn003883: -1,41 1,45E02
573 CG10947 FBgn0032857 -1,47 2,19E02 618 CG12105 FBgn003524: -1,40 3,29E02
574 CG16926 FBgn004073: -1,47 4,18E02 619 CG33281 FBgn005328. -1,40 2,67E02
575 Cyp304al FBgn003809¢ -1,46 2,35E02 620 CG17349 FBgn003277: -1,40 4,20E02
576 Rgk3 FBgn008542¢ -1,46 4,04E02 621 FBgn026563: -1,40 3,11E02
577 CG4666 FBgn002983¢ -1,46 9,55E03 622 Cypl2a4 FBgn003868: -1,40 9,48E03
578 Sardh FBgn003427¢ -1,46 2,61E02 623 PkaC3 FBgn000048¢ -1,40 7,47E03
579 CG43078 FBgn026250¢ -1,46 3,60E02 624 FBgn008300¢ -1,40 4,92E02
580 CG33926 FBgn005392¢ -1,46 3,62E02 625 Tsp42Ej FBgn003313: -1,40 4,54E02
581 CG13403 FBgn003054: -1,46 3,96E02 626 FBgn005145. -1,39 9,74E03
582 CG5773 FBgn003429( -1,46 4,96E02 627 CG1358 FBgn003319¢ -1,39 2,34E02
583 Snmpl FBgn026000: -1,46 1,33E04 628 CG31221 FBgn0051227 -1,39 1,11E02
584 [ @ LIm+ FBgn000256: -1,46 2,02E02 629 CG1208 FBgn003738¢ -1,39 8,34E03
585 CG10026 FBgn003278¢ -1,46 1,27E02 630 CG43902 FBgn026450: -1,39 4,73E02
586 y! |/ Kwh FBgn002887: -1,45 4,03E02 631 CG6403 FBgn003945: -1,39 2,52E02
587 Cyp12a5 FBgn003868( -1,45 4,66E02 632 FBgn026564¢ -1,39 4,43E02
588 CG13705 FBgn003558: -1,45 4,05E02 633 CG17362 FBgn003639: -1,39 2,90E02
589 up FBgn000416¢ -1,45 4,25E02 634 CG11670 FBgn003811: -1,38 2,02E02
590 djl FBgn003746: -1,45 4,33E02 635 Cyp9hl FBgn003377¢ -1,38 4,95E02
591 arg FBgn002353¢ -1,45 4,25E02 636 Gagr FBgn0036627 -1,38 9,97E03
592 IM23 FBgn003432¢ -1,45 3,66E02 637 CG34296 FBgn008532¢ -1,38 4,32E02
593 CG15546 FBgn003980° -1,44 4,68E02 638 CG14109 FBgn003636:¢ -1,38 2,80E02
594 Oatp58Da FBgn005027° -1,44 4,22E02 639 sens2 FBgn005163: -1,38 4,31E02
595 CG42694 FBgn026158: -1,44 1,29E03 640 Cprd9Aa FBgn005004¢ -1,38 4,07E02
596 CG12926 FBgn003343° -1,44 1,08E02 641 CG10962 FBgn003007: -1,37 2,70E02
597 kcc FBgn026179: -1,44 2,16E04 642 CG42566 FBgn026076¢ -1,37 3,31E02
598 CG6908 FBgn003793¢ -1,44 4,54E02 643 FBgn005178: -1,37 2,30E03
599 Acer FBgn001612: -1,44 4,62E03 644 pyd3 FBgn003751: -1,37 3,11E02
600 CG32444 FBgn004378: -1,44 1,72E02 645 yellowe2 FBgn003815. -1,37 4,60E02
601 CG32700 FBgn026725: -1,43 4,43E02 646 Obp83ef FBgn004687¢ -1,37 4,28E02




Anhang 176
Gensymbol  EnsembilD logz-fold - -y Gensymbol EnsembllD logz-fold -y
change change

647 SmydAl FBgn003391" -1,36 3,26E02 692 CG5966 FBgn002983: -1,25 1,67E02
648  CG44085 FBgn026489: -1,36 1,16E02 693 Rbp9 FBgn001026: -1,25 7,10E03
649 FBgn008605° -1,36 3,50E03 694 UK114 FBgn008669. -1,25 4,24E02
650 Cngl FBgn026325° -1,35 4,32E02 695 CG31140 FBgn005114( -1,24 3,22E02
651 pug FBgn002038¢ -1,35 2,90E02 696 CG32026 FBgn005202¢ -1,24 4,20E02
652 Orct FBgn001995: -1,35 2,57E10 697 et FBgn003105¢ -1,24 2,61E02
653 ‘¢ NB FBgn001155¢ -1,35 3,70E02 698 hoel FBgn004115( -1,24 4,38E02
654 Sclp FBgn003035. -1,35 1,06E03 699 CG3604 FBgn003156: -1,24 2,03E02
655 Nmdar2 FBgn005351: -1,35 3,58E02 700 Cal FBgn025982: -1,24 3,63E02
656 nrv3 FBgn003294¢ -1,34 1,91E02 701 CG42390 FBgn025973¢ -1,23 3,47E05
657 CG31380 FBgn005138( -1,34 4,90E02 702 Sox21b FBgn004263( -1,23 2,74E02
658  CG40485 FBgn006997: -1,34 4,20E02 703 CG33494 FBgn005349: -1,23 3,18E03
659 CG9629 FBgn003685" -1,34 1,20E02 704 SPARC FBgn002656: -1,23 3,21E03
660 CG33225 FBgn005322¢ -1,34 1,47E02 705 Eo FBgn0030597 -1,23 1,32E02
661 CG30046  FBgn005004¢ -1,33 4,87E03 706  yellowe FBgn004171. -1,23 1,14E07
662 CG13654 FBgn003929( -1,33 2,54E02 707 t | nh a FBgn002619( -1,23 1,30E02
663 CG5618 FBgn003697¢ -1,33 6,71E04 708 FBgn006506¢ -1,23 3,47E05
664 grk FBgn000113° -1,33 1,18E02 709 CG13893 FBgn003514¢ -1,23 8,20E03
665 GNBP2 FBgn004032: -1,33 2,98E02 710 CG4259 FBgn003138¢ -1,22 1,13E03
666 FBgn026347( -1,33 1,31E02 711 na FBgn000291: -1,21 4,89E02
667 CG31183  FBgn005118: -1,33 2,65E09 712 CG15431 FBgn003160: -1,21 2,13E02
668 CG1213 FBgn003738" -1,32 2,10E02 713 CG14629 FBgn004039¢ -1,21 2,80E03
669 Syt4 FBgn002840( -1,31 3,95E02 714 h-Estb FBgn026139: -1,20 2,51E03
670 CG43125 FBgn026258¢ -1,31 4,01E02 715 Dgk FBgn008539( -1,19 4,49E02
671 Slc451 FBgn003596¢ -1,31 3,17E02 716 CG42369 FBgn025971f -1,19 1,68E02
672 FBgn008305( -1,31 2,38E02 717 CG14258 FBgn003948: -1,19 3,28E02
673 CG42817 FBgn026199¢ -1,31 1,33E02 718 Ssp6 FBgn003567¢ -1,19 2,82E02
674 ip FBgn003212¢ -1,31 1,47E02 719 futsch FBgn025910¢ -1,18 3,75E02
675 CG4250 FBgn003476. -1,31 6,84E03 720 FBgn002054¢ -1,18 6,24E04
676 CG42492 FBgn025999: -1,31 2,76E02 721 firl FBgn003240¢ -1,18 9,99E04
677 FBgn026361° -1,31 1,30E05 722 mthl2 FBgn003562: -1,18 9,48E04
678 Mal-B2 FBgn003238. -1,30 2,72E02 723 MFS14  FBgn001065: -1,18 1,46E02
679 Mdr65 FBgn000451: -1,29 3,32E03 724 FBgn008666: -1,18 4,33E02
680 CG9510 FBgn003207¢ -1,29 3,97E02 725  Tsp42Ed FBgn0029507 -1,17 4,56E02
681 Nplp2 FBgn004081: -1,29 3,65E03 726 h ¢ dzoy FBgn000388¢ -1,16 4,14E02
682 NimB5 FBgn002893¢ -1,28 3,00E02 727  SP2353 FBgn003407( -1,16 2,50E03
683 NT1 FBgn026152¢ -1,28 1,42E02 728 Corin FBgn003319: -1,16 2,98E02
684 CG6293  FBgn003780° -1,28 1,09E02 729 CG4822 FBgn003122( -1,16 1,02E02
685 CG10433 FBgn003463¢ -1,27 3,64E03 730 FBgn026695¢ -1,16 3,48E02
686 Ac76E FBgn000485: -1,26 9,43E03 731 Glt FBgn000111:s -1,15 1,93E04
687 Gabat FBgn003692° -1,26 1,80E02 732 CG13907 FBgn003517: -1,15 7,80E04
688 Cprd9Ad  FBgn003372¢ -1,26 4,91E02 733 CG14642 FBgn003722: -1,14 1,27E03
689 Dh44R2 FBgn003374: -1,26 4,91E02 734 rost FBgn001170¢ -1,13 1,06E04
690 Di p FBgn003001: -1,26 2,72E02 735 CG43729 FBgn026398( -1,13 1,55E02
691 CG30187 FBgn005018" -1,25 5,52E03 736 CG42834 FBgn026202: -1,12 7,94E04




Anhang 177
Gensymbol  EnsembilD Iggggg FDR Gensymbol EnsembllD IZEZ_ES FDR
737 cysu FBgn003851: -1,12 3,42E03 782 FASN3 FBgn004000. -0,97 2,71E02
738 Nox FBgn008542¢ -1,12 1,67E02 783 CG6034 FBgn003675( -0,97 4,77E02
739 CG30376 FBgn005037¢ -1,12 3,91E02 784 fat-spondin FBgn002672: -0,97 1,31E02
740 CG32845 FBgn005284f -1,12 3,23E03 785 He FBgn002843( -0,97 3,25E02
741 kar FBgn000129¢ -1,12 1,02E02 786 CG7408 FBgn003676: -0,96 4,92E05
742 CG5071 FBgn003934" -1,11 1,16E02 787 FBgn005104¢ -0,96 1,38E02
743 Sobp FBgn003365« -1,11 1,15E03 788 FBgn026749¢ -0,95 6,18E06
744 CG30431 FBgn005043: -1,11 2,10E02 789 CG4267 FBgn026497¢ -0,95 2,15E02
745 CG1092 FBgn003722¢ -1,10 3,64E03 790 CG10623 FBgn0032727 -0,94 5,30E05
746 CG4950 FBgn003658° -1,10 2,05E02 791 Anceb FBgn003507¢ -0,93 1,15E02
747 regucalcin  FBgn003036: -1,10 3,24E03 792 FBgn026161: -0,93 1,01E02
748 CG7906 FBgn003641° -1,10 4,06E02 793  Tsp29Fb  FBgn003207¢ -0,93 2,72E06
749 CG9664 FBgn003151f¢ -1,10 4,54E04 794 FBgn026604¢ -0,93 3,38E03
750 CG6700 FBgn003230¢ -1,09 2,53E15 795 AdgfA FBgn003675: -0,93 1,33E02
751 Eip63F1 FBgn000491( -1,08 1,57E03 796 CG14523 FBgn003961: -0,92 4,39E02
752 bol FBgn001120¢ -1,07 4,30E03 797 CG14275 FBgn003202: -0,92 4,13E06
753 t FBgn008636° -1,06 3,31E02 798 spidey FBgn002997t -0,91 2,97E02
754 Mcol FBgn003211¢ -1,05 5,62E04 799  Gbs76A FBgn003686: -0,90 4,27E02
755 CG4829 FBgn003079¢ -1,04 2,29E03 800 CG42259 FBgn026656¢ -0,90 3,78E06
756 CG10131 FBgn003394¢ -1,04 8,48E04 801 eater FBgn024351: -0,90 3,86E02
757 CG12003 FBgn003523: -1,04 1,69E02 802 rdgB FBgn000321¢ -0,89 1,42E11
758 CG10581 FBgn003704¢ -1,04 1,12E05 803 ckd FBgn0035427 -0,89 2,45E02
759 FBgn026482. -1,03 1,52E04 804 CG1271 FBgn003539: -0,89 2,39E05
760 CG17075 FBgn003123¢ -1,03 4,77E02 805 Hexo2 FBgn004162¢ -0,88 3,42E03
761 CG7091 FBgn003809¢ -1,02 2,46E02 806 sls FBgn008690¢ -0,88 3,19E02
762 Ndael FBgn025911: -1,02 1,81E02 807 AcCoAS FBgn001203: -0,87 4,95E02
763 LKRSDH FBgn0025687 -1,02 8,39E04 808 Gld FBgn000111: -0,86 2,27E04
764 CG32335 FBgn006366° -1,02 4,38E02 809 Stl FBgn003488: -0,85 1,81E02
765 jtb FBgn003412¢ -1,02 2,83E02 810 dsx FBgn000050: -0,85 3,73E02
766 Nepl FBgn002984: -1,01 1,65E02 811 bib FBgn000018( -0,84 1,33E07
767 FBgn026365¢ -1,01 1,68E03 812 CG3630 FBgn002354( -0,84 3,70E02
768 CrzR FBgn003627¢ -1,01 7,24E03 813 Ptp52F FBgn003408t -0,84 4,46E02
769 CG7912 FBgn003973¢ -1,01 2,80E03 814 CG8501 FBgn003372: -0,84 8,10E04
770 Snmp2 FBgn003581¢ -1,00 3,68E02 815 Karl FBgn003033¢« -0,83 3,29E02
771 srp FBgn000350° -1,00 2,87E02 816 Vha363 FBgn004037: -0,83 3,37E02
772 NtR FBgn002914° -1,00 5,57E03 817 Pbgs FBgn003627. -0,83 6,37E06
773 CG17839 FBgn003645: -0,99 1,67E02 818 hoOGi H FBgn003806: -0,82 4,42E02
774 CG31337 FBgn005133°7 -0,99 5,19E03 819 CG1265 FBgn003551: -0,82 1,68E03
775 CG14606 FBgn003748¢ -0,99 3,44E02 820 CG4729 FBgn003662: -0,82 1,76E17
776 CG11951  FBgn003965¢ -0,99 3,54E02 821 CG17928 FBgn003260: -0,81 4,69E02
77 CG3829 FBgn003509: -0,99 3,25E02 822 FBgn026766¢ -0,80 3,58E03
778 NimB1 FBgn002792¢ -0,99 1,60E02 823 CG7646 FBgn003692¢ -0,80 2,99E02
779 NimB4 FBgn002854: -0,99 2,02E02 824 CG14332 FBgn003850¢ -0,80 6,30E03
780 lectin24Db  FBgn004010: -0,97 3,98E02 825 Actn FBgn000066: -0,80 2,83E02
781 fabp FBgn003791! -0,97 1,31E03 826 cu FBgn026180¢ -0,80 2,87E03




Anhang 178
Gensymbol  EnsembllD Igﬁggg FDR Gensymbol  EnsembllD Igﬁgg: FDR
827 CG9663 FBgn003151¢ -0,79 1,99E06 850 CG12338 FBgn003354: -0,67 2,73E02
828 CG12017 FBgn003542¢ -0,78 7,68E03 851 Pu FBgn000316: -0,67 7,92E05
829 Arpc3B FBgn006503: -0,78 3,66E02 852 ScpX FBgn001580¢ -0,67 1,06E05
830 CG32354 FBgn005235: -0,77 2,48E02 853 SP2637 FBgn003437. -0,66 3,70E06
831 CG8031 FBgn003811( -0,77 5,66E03 854 CG7328 FBgn003694: -0,65 1,62E04
832 CG4115 FBgn003801' -0,77 2,79E02 855 hwt FBgn026454: -0,65 4,27E02
833 Ir51b FBgn005008: -0,77 2,96E02 856 CG8177 FBgn003604: -0,65 1,21El16
834 Pxn FBgn001182¢ -0,76 3,69E02 857 Jheh3 FBgn003440¢ -0,65 1,15E02
835 CG7900 FBgn003754¢ -0,76 7,71E05 858 ZC3H3 FBgn003590( -0,65 1,00E05
836 CG10960 FBgn003631¢ -0,74 1,10E02 859 fz3 FBgn002734: -0,64 4,19E02
837 btv FBgn002309¢ -0,74 3,44E02 860 odd FBgn000298t -0,64 3,72E02
838 CG18508 FBgn002874¢ -0,74 1,05E06 861 Cht11 FBgn002991: -0,64 1,13E03
839 CG10672 FBgn003558¢ -0,73 1,76E10 862 otk2 FBgn026772¢ -0,63 4,21E02
840 GIcATP FBgn003614: -0,72 1,89E02 863 CG31712 FBgn005171: -0,63 3,51E05
841 CG31777 FBgn005177. -0,72 2,34E03 864 Cdk2 FBgn0004107 -0,63 5,23E03
842 hebe FBgn003344¢ -0,71 1,92E03 865 Rbpllike FBgn003047¢ -0,62 4,61E04
843 mira FBgn002177¢ -0,70 3,64E03 866 CG5973 FBgn003191¢ -0,62 4,70E03
844 CG43340 FBgn026307° -0,70 1,92E02 867 CG31950 FBgn005195( -0,62 1,17E02
845 CG31495 FBgn005149¢ -0,70 1,95E02 868 CG16986 FBgn003535¢ -0,62 4,40E03
846 PNUTS FBgn005352¢ -0,69 1,97E13 869 CG1136 FBgn003549( -0,61 1,15E03
847 CG3568 FBgn002971( -0,69 2,06E02 870 CG40486 FBgn026383( -0,61 1,27E02
848 Gal FBgn000108¢ -0,68 2,17E02 871 CG4957 FBgn003220¢ -0,61 1,87E03
849 CG4297 FBgn003125¢ -0,68 4,02E02 872 Ppcs FBgn026128¢ -0,60 1,52E04
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Tab.lll: Hochregulierte Gene inricheen weiblicher Larven nach Tabakichexposition im Vergleich zur Luftexposition.

Gensymbol  EnsembllD logz-fold -y Gensymbol  EnsembllD logz-fold -y
change change
1 CG11825 FBgn003351¢ 6,68 2,27E78 43 FBgn026541¢ 2,04 7,40E08
2 dyl FBgn006636¢ 4,75 2,74E42 44 CG43092 FBgn026253¢ 2,04 2,90E04
3 FBgn004160° 4,07 1,89E95 45 CG11529 FBgn003626:¢ 2,04 1,86E05
4 Cyp6a20 FBgn003398( 3,99 1,04E16 46 Gcle FBgn004031¢ 2,03 1,68E12
5 Prx25401 FBgn003352( 3,55 1,16E19 47 ple FBgn000562¢ 2,02 7,38E09
6 CG14327 FBgn003852¢ 3,31 1,05E13 48 MtnD FBgn005319: 2,00 5,42E05
7 CG11426 FBgn003716¢ 3,23 5,89E72 49 Adkl FBgn002270¢ 2,00 1,48E21
8 CG13116  FBgn003213¢ 3,17 6,98E17 50 Pino FBgn001692¢ 1,97 1,92E27
9 CG15673 FBgn003463¢ 3,12 6,92E29 51 [(1)G0469 FBgn004015: 1,95 2,43E47
10 Tdcl FBgn025997° 3,07 3,97E36 52 Cprd7Ea FBgn0033597 1,95 2,56E06
11 ImpL2 FBgn000125° 2,87 5,01E79 53 GstE7 FBgn006349: 1,95 6,08E08
12 Prx25462 FBgn003351¢ 2,80 1,51E15 54 CG7130 FBgn003715. 1,95 1,24El14
13 Dh F FBgn001022! 2,76 7,07E57 55 CG2765 FBgn003508° 1,92 7,55E217
14 FBgn026767¢ 2,74 6,05E06 56 Hsp26 FBgn000122¢ 1,91 1,30E04
15 Tretl-1 FBgn005003¢ 2,70 5,54E14 57 CG42561 FBgn026076: 1,90 8,58E07
16 stv FBgn008670¢ 2,69 2,88E31 58 FBgn026340¢ 1,88 1,47E12
17 GstD2 FBgn001003¢ 2,64 3,31E18 59 FBgn026154¢ 1,87 1,35E22
18 CG5953 FBgn003258° 2,63 2,99E28 60 CG5321 FBgn003057¢ 1,87 1,82E11
19 Hsp68 FBgn000123( 2,63 9,88E16 61 Esp FBgn001395:! 1,86 1,06E12
20 upd2 FBgn003090: 2,52 2,18E08 62 CG32266 FBgn005226¢ 1,86 1,27E06
21 Hsp70Bbb  FBgn005135: 2,52 2,52E07 63 DPCoAC FBgn006778! 1,86 1,00E33
22 CG2065 FBgn003320: 2,47 3,29E14 64 FBgn000123: 1,85 4,47E10
23 Ets21C FBgn000566( 2,42 3,23E08 65 out FBgn025983: 1,85 3,96E31
24 Hsp70Ba FBgn001327° 2,39 6,41E07 66 CG42816 FBgn026199¢ 1,84 1,78E03
25 daw FBgn003146: 2,39 1,68E17 67 Gadd45 FBgn003315! 1,84 8,19E08
26 Pdk FBgn001755¢ 2,38 5,90E62 68 CG6026 FBgn003867¢ 1,83 2,62E04
27 CG9733 FBgn003975¢ 2,37 2,99E07 69 FBgn026498° 1,83 3,35E04
28 CG12896 FBgn003352: 2,34 4,84El12 70 CG13643 FBgn004060: 1,82 1,49E10
29 MtnE FBgn026214¢ 2,34 1,42E10 71 GstD4 FBgn001004( 1,81 2,76E04
30 rpr FBgn001170¢ 2,32 1,79E20 72 vir-1 FBgn004384. 1,81 3,74E21
31  Dnadl  FBgn026310¢ 2,32 6,71E15 73 Cyp4d20 FBgn003534. 1,80 3,05E14
32 puc FBgn024351: 2,30 3,68E51 74 CG18641 FBgn003142¢ 1,79 4,60E12
33 Thor FBgn026156( 2,25 1,11E24 75 CG14961 FBgn003543¢ 1,78 3,48E05
34 Dgpl FBgn002783¢ 2,23  4,90E42 76 GstEl FBgn003433¢ 1,77 1,42E13
35 insc FBgn001167: 2,20 2,26E16 77 CG10383 FBgn003269¢ 1,76 1,35E51
36 FBgn026763¢ 2,20 1,14E12 78 CG15005 FBgn003550¢ 1,73 1,39E03
37 ETHR FBgn003887: 2,18 3,09E38 79 tx FBgn026311¢ 1,73 6,95E12
38 GstD6 FBgn001004: 2,14 8,01E06 80 CG14339 FBgn003130: 1,71 2,69E03
39 CG2017 FBgn003739: 2,12 6,28E27 81 MtnA FBgn000286¢ 1,71 2,29E04
40 upd3 FBgn005354: 2,12 4,90E09 82 Gclm FBgn004611: 1,70 7,01E14
41 CG10365 FBgn003910¢ 2,10 5,20El7 83 St4 FBgn003388° 1,70 2,69E18
42 CG12851 FBgn003508t 2,08 2,35E10 84 CG5346 FBgn003898: 1,69 7,08E30




Anhang 180
Gensymbol  EnsembilD logz-fold - -y Gensymbol  EnsembllD logz-fold -y
change change
85 Nos FBgn001167¢ 1,68 4,99E05 130 CG4000 FBgn003882( 1,52 3,00E13
86  Ccp84Ac  FBgn000478. 1,68 2,58E03 131  Idgfl ~ FBgn002041¢ 1,51 3,29E06
87 Cc2d2a FBgn026311! 1,68 6,67E04 132 Cpr56F FBgn003449¢ 1,50 2,88E03
88 CG1698 FBgn003344: 1,67 1,76E13 133 to FBgn003929¢ 1,50 2,53E03
89 CG7509 FBgn003557¢ 1,67 1,11E03 134 CG11652 FBgn003619: 1,49 7,21E08
a0 olf186-M FBgn001552: 1,66 2,16E20 135 Vrpl FBgn024351¢ 1,49 2,50E09
91 Ugt36Ba FBgn004026: 1,65 4,56E04 136 Jabba FBgn025968: 1,49 8,40E07
92 FBgn026608¢ 1,65 7,22E04 137 v FBgn026397: 1,48 1,69E05
93 PKIR FBgn003820: 1,65 1,96E04 138 CG34375 FBgn008540: 1,48 2,24E05
94 CG34165 FBgn008519: 1,64 1,30E07 139 CG1441 FBgn003346: 1,48 6,33E05
95 Obp50e FBgn003393: 1,64 2,14E03 140 path FBgn003600° 1,47 6,82E05
96 CNMa FBgn003528: 1,64 5,63E05 141 wdp FBgn003471¢ 1,47 3,38E30
97 Ccp84Af FBgn000477¢ 1,64 9,67E05 142 CenGl1A FBgn002850¢ 1,47 1,21E15
98 FBgn026712° 1,64 1,89E04 143 CG2070 FBgn003320: 1,46 8,63E04
99 CG32982 FBgn005298: 1,63 6,93E33 144 hwt FBgn026454: 1,46 1,03E08
100 CG18530 FBgn004220° 1,63 2,24E04 145 CG14132 FBgn004081: 1,45 1,78E09
101 slif FBgn003720: 1,63 1,44E11 146 CG13482 FBgn003641¢ 1,45 1,28E03
102 CG15506 FBgn003968t 1,62 3,05E05 147 Tretl-2 FBgn003364: 1,45 5,33E03
103 Hextl FBgn004271: 1,62 3,36E03 148 Hsp70Bb FBgn001327¢ 1,44 1,55E03
104 CG32645 FBgn005264¢! 1,62 1,48E13 149 Hsp23 FBgn000122: 1,44 1,01E03
105 Hsp70Bc FBgn001327¢ 1,62 4,05E04 150 CG6830 FBgn003793: 1,44 1,34E03
106 CG7365 FBgn003693¢ 1,61 1,05E07 151 Osil9 FBgn003742¢ 1,42 8,85E03
107 CG32407 FBgn005240° 1,61 5,50E07 152 Picot FBgn002431¢ 1,42 1,92E07
108 Cyp6a21 FBgn003398: 1,61 6,67E05 153 CG12914 FBgn003349¢ 1,42 1,96E02
109 CG15249 FBgn003016: 1,60 2,90E04 154 CG9498 FBgn003180: 1,42 1,37E03
110 CG8908 FBgn003449: 1,59 5,42E08 155 CG17322 FBgn002707( 1,41 1,29E07
111 Cpr100A FBgn003980¢ 1,58 6,23E05 156 Mrp4 FBgn026331¢ 1,41 8,17E17
112 CG4998 FBgn003661: 1,58 1,31E04 157 slam FBgn004385: 1,41 8,30E03
113 GstD10 FBgn004220¢ 1,58 4,20E05 158 r-cup FBgn003114: 1,41 8,63E03
114 FBgn026520: 1,58 1,16E03 159 FBgn005286¢ 1,41 1,06E02
115 shd FBgn000338¢ 1,56 2,37E06 160 GstE3 FBgn006349° 1,40 2,74E07
116 CG9717 FBgn003978¢ 1,56 1,33E07 161 Jhi26 FBgn002842: 1,40 1,45E03
117 CG4753 FBgn003662: 1,56 1,42E06 162 CG11893 FBgn003931¢ 1,39 2,57E03
118 Cpro2F FBgn003881¢ 1,56 3,89E07 163 CG30280 FBgn005028( 1,38 1,93E04
119 CG2157 FBgn003024: 1,56 9,50E12 164 sim FBgn000466¢ 1,38 2,23E02
120 CG34248 FBgn008527° 1,55 9,33E07 165 e FBgn000052°7 1,38 4,26E03
121 Amt FBgn003830¢ 1,55 4,68E03 166 CG32170 FBgn005217( 1,36 3,21E06
122 GstD8 FBgn001004: 1,55 3,03E05 167 raw FBgn000320¢ 1,36 2,77E12
123 Hph FBgn026478¢ 1,55 1,82E34 168 Tg FBgn003197¢ 1,35 3,02E03
124 mnd FBgn000277¢ 1,54 3,39E12 169 Sik2 FBgn002562¢ 1,35 6,69E10
125 FBgn026398: 1,54 6,97E03 170 GstD9 FBgn003802( 1,35 1,57E08
126 CG13868 FBgn003450: 1,54 8,95E20 171 ful2 FBgn002671¢ 1,35 1,56E04
127 mlt FBgn026551: 1,54 2,08E11 172 CG34265 FBgn008529: 1,34 1,72E03
128 CG30281 FBgn005028: 1,53 6,89E06 173 Lsdl FBgn003911: 1,34 6,82E08
129 CG14661 FBgn003728¢ 1,52 5,83E05 174  Ccp84Aa FBgn000478: 1,33 1,14E02




Anhang 181
Gensymbol  EnsembilD logz-fold - -y Gensymbol  EnsembllD logz-fold -y
change change
175 CG34232 FBgn008526: 1,33 1,03E06 220 atk FBgn003699¢ 1,22 3,21E02
176 Socs36E FBgn004118: 1,32 1,35E05 221 trbl FBgn002897¢ 1,22 9,14E16
177 CAH2 FBgn002784: 1,32 4,36E07 222 Ac78C FBgn002415( 1,22 4,11E07
178 CG13108 FBgn003210(C 1,32 8,60E03 223 GstE9 FBgn006349. 1,21 1,21E02
179 FBgn005274¢ 1,31 2,31E02 224 DIR FBgn003961° 1,21 4,41E02
180 aay FBgn002312¢ 1,31 6,72E31 225 CG13060 FBgn003660¢ 1,21 1,63E02
181 FBgn026485° 1,31 3,44E23 226 CG13855 FBgn003896( 1,21 2,24E02
182 CG14259 FBgn003948: 1,31 1,25E03 227 CG31038 FBgn005103¢ 1,21 3,68E51
183 NAAT1 FBgn002976: 1,31 1,14E03 228 Ent3 FBgn003631¢ 1,21 1,60E04
184 Atgl FBgn026094¢ 1,31 2,72E08 229 Cypl8al FBgn001038: 1,21 2,41E02
185 CG5863 FBgn003850° 1,30 1,43E02 230 CG43333 FBgn026303¢ 1,21 1,81E02
186 CG33474 FBgn005347: 1,30 7,12E04 231 CG11378 FBgn004036: 1,20 1,31E02
187 CG3348 FBgn004060¢ 1,30 1,16E04 232 Ccp84Ae FBgn000477¢ 1,20 2,47E02
188 FBgn026504¢ 1,30 3,16E02 233 Hsp67Bc FBgn000122¢ 1,20 2,12E02
189 CG9505 FBgn003180¢ 1,30 1,68E05 234 Mctp FBgn003438¢ 1,19 1,51E15
190 Rcd2 FBgn003701: 1,29 1,45E04 235 Regb FBgn001580: 1,19 6,19E03
191 CG3009 FBgn002972( 1,29 5,09E05 236 rau FBgn003174f 1,19 2,33E03
192 Swipl FBgn003273: 1,29 1,70E16 237 CG15269 FBgn002887¢ 1,19 5,53E03
193 b6 FBgn002489° 1,28 1,54E03 238 FBgn026447¢ 1,19 1,84E02
194 CG11550 FBgn003986: 1,28 9,96E06 239 CG5928 FBgn002983¢ 1,18 1,34E02
195 Cyp6al9 FBgn003397¢ 1,28 2,83E02 240 scaf FBgn003303: 1,18 6,23E06
196 CG5065 FBgn003414¢! 1,28 1,68E05 241 Cyp313a5 FBgn003800¢ 1,17 9,54E03
197 CG13046  FBgn003659¢ 1,27 1,95E08 242 CG44251 FBgn026518¢ 1,17 2,60E02
198 CG13063 FBgn003660: 1,27 5,69E03 243 Xrpl FBgn026111: 1,17 3,19E22
199 FBgn026161: 1,27 6,21E07 244 MME1 FBgn003188: 1,17 3,85E06
200 GstD3 FBgn001003¢ 1,26 1,07E04 245 pes FBgn003196¢ 1,16 3,44E13
201 Cprd7Eb FBgn003359¢ 1,26 4,69E06 246 CG5945 FBgn003249: 1,16 4,25E02
202 h FBgn000116¢ 1,26 8,81E08 247 Hmgcr FBgn026378: 1,16 2,99E03
203 CG14340 FBgn003130: 1,25 2,69E02 248 CG13117 FBgn003214( 1,16 1,94E04
204 wat FBgn003962( 1,25 1,17E24 249 Ets98B FBgn000565¢ 1,16 1,05E15
205 CG1882 FBgn003322¢ 1,25 1,20E09 250 CG17260 FBgn003149¢ 1,15 2,76E10
206 pyr FBgn003364¢ 1,25 7,46E11 251 CG13733 FBgn003672¢ 1,15 3,76E02
207 nompA FBgn001604° 1,25 3,95E05 252 CG43134 FBgn026260¢ 1,15 4,47E02
208 Cyp6a23 FBgn003397¢ 1,25 13,7405 253 Cpr51A  FBgn003394: 1,14 1,47E08
209 CG1146 FBgn003534¢ 1,25 3,17E16 254 CG13069 FBgn004079¢ 1,14 8,94E10
210 bmm FBgn003644¢ 1,24 1,07E04 255 CG32572 FBgn005257: 1,14 8,60E03
211 CG15630 FBgn003162° 1,24 2,17E05 256 CG34115 FBgn008395. 1,14 2,81E02
212 FBgn026727¢ 1,24 3,90E10 257 moody FBgn002563: 1,13 2,77E17
213 CG32855  FBgn005285¢ 1,24 8,66E07 258 Dad FBgn002049: 1,13 2,80E15
214 CG15649 FBgn003456: 1,23 2,41E02 259 CG15564 FBgn003983:¢ 1,12 4,09E02
215 CG13223 FBgn003359¢ 1,23 7,55E03 260 CG6330 FBgn003946: 1,12 5,53E04
216 CecB FBgn000027¢ 1,23 9,54E03 261 C901 FBgn002174: 1,12 1,81E03
217 CecC FBgn000027¢ 1,23 9,93E03 262 Sirup FBgn003197. 1,12 2,41E04
218 Ugt86Dd FBgn004025¢ 1,23 1,20E02 263 DNApof FBgn003755. 1,11 1,97E17
219 CG11498 FBgn003974¢ 1,23 5,52E04 264 CG17786 FBgn003916° 1,11 1,51E06




Anhang 182
Gensymbol  EnsembilD Iggggg FDR Gensymbol  EnsembllD IZEZ_ES FDR
265 CG12947 FBgn003775: 1,11 1,05E02 310 Stx FBgn005267¢ 1,01 4,71E07
266 Atf3 FBgn002855( 1,11 3,74E20 311 CG10126 FBgn003808¢ 1,01 4,30E08
267 cindr FBgn002759¢ 1,11 1,18E12 312 CG30284 FBgn005028: 1,00 1,67E02
268 Cpr97Ea FBgn003948( 1,11 5,31E04 313 CG10089 FBgn003636¢ 1,00 2,94E03
269 CG5853 FBgn003216° 1,11 6,76E03 314 h-Estl FBgn001556¢ 1,00 9,27E04
270 CG11029 FBgn003173¢ 1,11 2,71E03 315 FBgn001554. 1,00 1,33E04
271 CG4702 FBgn003799: 1,10 2,45E02 316 CG32103 FBgn005210: 0,99 6,42E10
272 CG11854 FBgn003929¢ 1,10 7,11E08 317 CG6040 FBgn003867¢ 0,99 7,24E23
273 Irel FBgn026198: 1,09 1,62E16 318 CG42675 FBgn026156: 0,99 1,97E04
274 CG5639 FBgn003952° 1,09 3,83E05 319 vyellowe FBgn004171. 0,99 1,85E05
275 CG13699 FBgn003678. 1,09 3,07E02 320 CG10283 FBgn003268. 0,99 1,22E09
276 iav FBgn008669: 1,09 3,94E02 321 ref(2)P FBgn000323: 0,99 9,87E14
277 Tig FBgn001172: 1,09 4,07E05 322 CG15096 FBgn003439: 0,98 7,00E03
278 CG14518 FBgn003962: 1,08 2,48E02 323 RhoGAP18B FBgn026146. 0,98 4,93E10
279 CG9184 FBgn003520¢ 1,08 3,61E02 324 Obp56a FBgn003446¢ 0,98 1,00E02
280 csw FBgn000038: 1,07 3,15E10 325 CG31960 FBgn005196( 0,98 3,80E04
281 CG5646 FBgn003952¢ 1,07 6,65E05 326 shn FBgn000339¢ 0,98 1,25E15
282 Iz FBgn000257¢ 1,07 1,82E02 327 CG42671 FBgn026155: 0,98 4,88E75
283 Spz FBgn000349¢ 1,07 1,89E05 328 laza FBgn003716: 0,98 2,70E02
284 Hsp70Ab FBgn001327¢ 1,07 3,60E02 329 GIut4EF  FBgn026733¢ 0,97 8,00E12
285 CG2837 FBgn003164¢ 1,07 1,00E02 330 Atet FBgn002076: 0,97 9,04E08
286 GstE8 FBgn006349: 1,07 2,46E02 331 CG30015 FBgn005001f 0,97 6,61E24
287 yellowb FBgn003260: 1,07 1,99E04 332 CG6428 FBgn002968¢ 0,97 2,96E11
288 CG11700 FBgn002985¢ 1,06 2,89E06 333 FBgn026762: 0,97 3,92E02
289 Pcytl FBgn004134: 1,06 1,33E10 334 PGRR.F FBgn003597° 0,96 2,81E03
290 Myo61F FBgn001024¢ 1,06 1,89E04 335 TwdIT FBgn002917( 0,96 1,33E04
291 CG17834 FBgn002839: 1,05 1,67E08 336 MFS3 FBgn003130° 0,96 6,33E10
292 ADPS FBgn003398:! 1,05 6,70E03 337 t FBgn008636° 0,96 1,75E02
293 Rcd6 FBgn003453( 1,05 5,63E08 338 CG9265 FBgn003291( 0,96 1,85E05
294 CG34057 FBgn005405° 1,05 6,18E03 339 CG42554 FBgn026075¢ 0,95 2,29E06
295 scb FBgn000332¢ 1,05 7,17E11 340 CG18171 FBgn003526: 0,95 6,31E06
296 CG6006 FBgn006364¢ 1,04 1,34E05 341 CG17121 FBgn003904: 0,95 2,94E04
297 cll.1 FBgn004023¢ 1,04 9,55E26 342 Cpr4d9Ah FBgn003373: 0,95 4,33E02
298 CREG FBgn002545¢ 1,04 2,77E02 343 Jheh3 FBgn003440¢ 0,95 2,46E10
299 CG9098 FBgn003176: 1,04 3,64E11 344 Mcol FBgn003211¢ 0,94 8,61E03
300 CG13051 FBgn004079¢ 1,04 3,25E04 345 CG31871 FBgn005187: 0,94 4,68E03
301 t |l nh at FBgn002619( 1,03 1,67E08 346 CG14752 FBgn0033307 0,94 4,52E02
302 CG10345 FBgn002756: 1,03 4,12E02 347 drongo FBgn002030: 0,94 1,21E11
303 Dmtn FBgn003744: 1,03 1,56E05 348 CG31121 FBgn005112: 0,94 3,96El1
304 Lsd2 FBgn003060¢ 1,02 6,33E38 349 CG31102 FBgn005110: 0,93 1,73E06
305 CG4194 FBgn002562° 1,02 3,12E04 350 Pcyt2 FBgn003523. 0,93 3,47E02
306 Hr38 FBgn001485¢ 1,02 2,58E03 351 CG9%674 FBgn003666: 0,92 9,73E12
307 CG3838 FBgn003213( 1,02 8,92E03 352 smp-30 FBgn003825° 0,92 3,10E02
308 Cdab FBgn005197: 1,02 1,36E06 353 CG14567 FBgn003712¢ 0,92 1,73E03
309 Tsf3 FBgn003409: 1,01 2,04E07 354 Rel FBgn001401¢ 0,92 1,75E06




Anhang 183
Gensymbol  EnsembilD Iggggg FDR Gensymbol  EnsembllD IZE;:;S FDR
355 ebd2 FBgn003707¢ 0,92 1,96E04 400 LamC FBgn001039° 0,85 2,95E06
356 CG30089 FBgn005008¢ 0,91 2,59E09 401 CG12065 FBgn003005: 0,85 5,44E07
357 CG15279 FBgn002888¢ 0,91 1,60E08 402 FBgn026451. 0,85 5,93E03
358 CG6191 FBgn002758: 0,91 3,27E03 403 CG31183 FBgn005118: 0,85 4,23E03
359 CG16721 FBgn002982( 0,91 1,79E07 404 ringer FBgn026641° 0,85 1,61E02
360 CG42588 FBgn026096¢ 0,91 1,95E04 405 CG42684 FBgn026157( 0,85 8,07E12
361 Lpin FBgn026359: 0,91 1,24E12 406 dos FBgn001679: 0,85 9,45E13
362 siz FBgn002617¢ 0,91 2,81E23 407 Tsp74F FBgn003676¢ 0,84 8,27E05
363 CG31689 FBgn003144¢ 0,91 3,12E04 408 CG10737 FBgn003442( 0,84 3,31E03
364 kay FBgn000129° 0,91 7,21E08 409 h-Est8 FBgn001557¢ 0,84 2,52E10
365 CGo411 FBgn003056¢ 0,90 4,21E02 410 dia FBgn001120: 0,84 4,33E16
366 CG15629 FBgn003163( 0,90 6,20E05 411 unc45 FBgn001081: 0,84 2,26E05
367 Tsp42El FBgn003313: 0,90 1,29E05 412 CG5004 FBgn026074¢ 0,84 5,20E34
368 Tep4d FBgn004118( 0,90 1,49E10 413 CG10175 FBgn003908: 0,83 9,89E03
369 GIcF1 FBgn006710: 0,90 5,09E07 414 SPE FBgn003910: 0,83 1,24E03
370 CG4991 FBgn003081° 0,89 7,94E08 415 Myo31DF FBgn008634: 0,83 4,05E22
371 CG15861 FBgn003508: 0,89 2,00E03 416 CG7083 FBgn003587 0,83 3,45E06
372 per FBgn000306¢ 0,89 9,92E03 417 CG30069 FBgn005006¢ 0,83 5,55E05
373 CG6511 FBgn003592: 0,89 1,36E04 418 CG12971 FBgn003707¢ 0,83 1,37E02
374 Wnt6 FBgn003190: 0,89 7,69E04 419 CG13024 FBgn003666¢ 0,83 6,89E03
375 CG11141  FBgn003317° 0,89 4,10E10 420 Ude FBgn003922¢ 0,83 3,76E04
376 GstT3 FBgn003111® 0,89 1,95E03 421 cher FBgn001414: 0,82 1,33E11
377 Cyp4c3 FBgn001503: 0,88 5,79E03 422 CG32137 FBgn005213° 0,82 9,44E36
378 CG18812 FBgn004213¢ 0,88 1,18E34 423 Cat FBgn000026: 0,82 1,79E04
379 loco FBgn002027¢ 0,88 1,46E07 424 Krhl FBgn026645( 0,82 1,28E02
380 9 o0 a LJHLb Y FBgn000273: 0,88 1,23E07 425 Vhal062 FBgn002867( 0,82 1,26E09
381 Spn55B FBgn002898: 0,88 1,62E04 426 Frl FBgn026779t 0,82 2,74E07
382 anal FBgn026216° 0,87 1,61E05 427 CG7720 FBgn003865: 0,82 1,76E03
383 Tspo FBgn003126: 0,87 3,61E07 428 CG32091 FBgn005209: 0,82 2,41E05
384 h-Est9 FBgn001557° 0,87 3,02E08 429 Lk6 FBgn001758. 0,82 4,97E16
385 CG3394 FBgn003499¢ 0,87 8,67E05 430 CG3259 FBgn003822: 0,82 1,44E03
386  I(2)gdl  FBgn026198: 0,87 6,24E25 431 CHMP2B FBgn003558¢ 0,82 3,26E07
387 KIp98A FBgn000438° 0,86 1,05E37 432 Cht6 FBgn026313: 0,81 7,36E04
388 by FBgn000024: 0,86 3,26E04 433 CG3277 FBgn003151¢ 0,81 1,43E02
389 Irc FBgn003846¢ 0,86 1,73E04 434 Vinc FBgn000439° 0,81 2,08E04
390 sigmar FBgn003489: 0,86 5,34E08 435 CG8281 FBgn003582: 0,81 1,19E03
391 CG6051 FBgn003949: 0,86 4,48E06 436 1(3)02640 FBgn001078¢ 0,80 9,70El1l
392 CG8740 FBgn002758¢ 0,86 9,67E05 437 Dyb FBgn003373¢ 0,80 1,82E09
393 CG5059 FBgn003700° 0,86 1,30E06 438 CG12290 FBgn003941¢ 0,80 2,98E05
394 CG34133 FBgn008396¢ 0,86 2,56E14 439 Ubip5E FBgn008655¢ 0,80 3,31E16
395 CG42365 FBgn025971: 0,86 1,02E05 440 CG9990 FBgn003959: 0,80 1,30E06
396 sas FBgn000230¢ 0,86 2,70E06 441 CG5191 FBgn003880: 0,80 7,31E06
397 Vri FBgn001607¢ 0,85 2,61E05 442 CG17258 FBgn003149¢ 0,80 2,28E02
398 hebe FBgn003344¢ 0,85 4,27E09 443 Cpr49Ag FBgn003373( 0,79 2,13E05
399 Acsl FBgn026312( 0,85 9,46E06 444 Culd FBgn003588( 0,79 4,87E04




Anhang 184
Gensymbol  EnsembilD logz-fold - -y Gensymbol  EnsembllD logz-fold -y
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445 milt FBgn026287. 0,79 2,85E29 490 CG5618 FBgn003697¢ 0,73 2,06E02
446 kraken FBgn002054¢ 0,79 8,87E04 491 Pvfl FBgn003096: 0,73 1,07E03
447 mtg FBgn026038¢ 0,79 8,25E06 492 ced6 FBgn002909: 0,73 1,06E02
448 stac FBgn026671¢ 0,78 2,16E11 493 CG11275 FBgn003470¢ 0,73 1,57E03
449 Jra FBgn000129: 0,78 5,55E07 494 CG30460 FBgn005046( 0,72 2,71E02
450 CG10337 FBgn003280¢ 0,78 8,29E03 495 CG4199 FBgn002562¢ 0,72 6,67E12
451 Tpcl FBgn003785: 0,78 496 Desatl FBgn008668° 0,72 3,76E08
452 Dhc62B FBgn001381: 0,78 4,00E11 497 Mob2 FBgn025948. 0,72 3,17E07
453 FBgn001398: 0,78 4,14E04 498 rdgB FBgn000321¢ 0,72 6,38E05
454 CG8321 FBgn003367° 0,78 8,44E03 499 CBP FBgn002614: 0,72 8,48E04
455 wun FBgn001607¢ 0,78 4,40E03 500 SMSr FBgn005238( 0,72 2,10E07
456 Strica FBgn003305. 0,78 1,35E02 501 Smg6 FBgn003926( 0,72 1,12E05
457 PGRFSA FBgn003031( 0,78 4,25E07 502 sick FBgn026387: 0,71 3,37E07
458 dnrl FBgn026086¢ 0,78 4,74E03 503 Sp7 FBgn003751¢ 0,71 8,49E04
459  CG11695 FBgn003031¢ 0,78 1,78E10 504 Smg5 FBgn001989( 0,71 3,93E13
460 bun FBgn025917¢ 0,77 4,59E04 505 Dok FBgn002994: 0,71 2,69E09
461 mthl5 FBgn003796( 0,77 2,96E05 506 fabp FBgn003791! 0,70 1,41E03
462  CG11658 FBgn003619¢ 0,77 7,21E03 507 CG13659 FBgn003931¢ 0,70 4,61E02
463 fbl FBgn001120¢ 0,77 1,56E04 508 CG13049 FBgn003659: 0,70 4,58E02
464  CG10082 FBgn003464: 0,77 2,44E06 509 di FBgn026063. 0,70 1,17E05
465 Hydr2 FBgn001490¢ 0,76 1,28E07 510 CG2841 FBgn000315¢ 0,70 1,80E02
466  CG10550 FBgn003932: 0,76 5,05E12 511 Tep3 FBgn004118: 0,70 3,60E12
467 Timp FBgn002587¢ 0,76 2,57E02 512 cnc FBgn026297¢ 0,69 1,58E13
468 CG5973 FBgn003191: 0,76 1,73E02 513 Tnks FBgn002750¢ 0,69 3,20E11l
469 sra FBgn008637( 0,76 9,85E04 514 Pvr FBgn003200¢ 0,69 3,46E08
470 CG2975 FBgn003146¢ 0,76 1,08E11 515 Tsp42Ef FBgn003312° 0,69 4,22E11
471 CG18659 FBgn002756: 0,75 4,81E03 516 CG17982 FBgn003000¢ 0,69 4,56E03
472 Men FBgn000271¢ 0,75 2,05E06 517 CG12795 FBgn003153¢ 0,69 2,81E03
473 CG4115 FBgn003801° 0,75 3,86E02 518 ITP FBgn003502: 0,69 9,60E05
474 dgo FBgn008689¢ 0,75 2,56E02 519 AOX1 FBgn026740¢ 0,69 6,59E07
475 Idgf2 FBgn002041¢ 0,75 5,29E13 520 Hmgs FBgn001061: 0,69 5,64E04
476 Hipk FBgn003514: 0,75 3,58E10 521 spin FBgn008667¢ 0,69 7,52E06
477 cw2 FBgn000039¢ 0,75 3,13E07 522 CG14257 FBgn003947¢ 0,69 1,37E02
478 Zip99C FBgn003971: 0,75 9,17E04 523 CG17111 FBgn003904¢ 0,69 4,42E02
479  CG11655 FBgn003063¢ 0,75 1,85E04 524 Nak FBgn001577: 0,69 2,07E22
480 REPTOR FBgn003920¢ 0,74 6,06E06 525 neur FBgn000293. 0,68 3,36E03
481 Hsp83 FBgn000123: 0,74 8,27E05 526 Kank FBgn002759¢ 0,68 4,56E03
482  CG10407 FBgn003839¢ 0,74 6,90E03 527 CG42246 FBgn025909¢ 0,68 2,86E02
483 Hrs FBgn003145( 0,74 1,56E04 528 CD98hc FBgn003753: 0,68 7,91E11
484 GstT4 FBgn003048: 0,74 3,41E05 529 Svil FBgn026669¢ 0,68 1,09E19
485 rhea FBgn026044: 0,74 1,77E02 530 CG13631 FBgn004060( 0,68 1,66E04
486 pcs FBgn003398¢ 0,73 1,06E02 531 drd FBgn026000¢ 0,68 1,21E03
487 Swim FBgn003470¢ 0,73 1,67E08 532 CG15547 FBgn003980¢ 0,68 1,49E04
488 Nckx30C  FBgn002870: 0,73 2,46E02 533 CG7432 FBgn003872° 0,68 1,89E03
489 Dif FBgn001127: 0,73 7,15E04 534 CG14401 FBgn003290( 0,68 7,95E04




Anhang 185
Gensymbol  EnsembllD Iggggg FDR Gensymbol  EnsembllD Igﬁggg FDR
535 CG14207 FBgn003103° 0,68 578 CG17104 FBgn004049¢ 0,63 2,45E02
536 Drat FBgn003318¢ 0,68 2,24E03 579 T48 FBgn000435¢ 0,63 8,70E08
537 GEFmeso FBgn005011f 0,67 4,55E03 580 Uncll5a FBgn005135: 0,63 1,26E09
538 CG14907 FBgn003845¢ 0,67 2,20E02 581 Irbp FBgn001177: 0,63 1,73E09
539 pyd FBgn026261: 0,67 6,65E05 582 CG14995 FBgn003549 0,63 1,48E02
540 CG11897 FBgn003964: 0,67 6,95E08 583 Buffy FBgn004049: 0,63 9,29E05
541 t AnYL FBgn003733¢ 0,67 1,75E03 584 ntc FBgn003546. 0,63 8,23E03
542 Nop17I FBgn003322: 0,66 1,65E13 585 geko FBgn002030( 0,63 4,30E05
543 CG9821 FBgn003763¢t 0,66 1,34E07 586 CG5835 FBgn003868: 0,63 1,34E03
544 koi FBgn026500! 0,66 5,91E03 587 CrebB FBgn026578: 0,62 1,53E19
545 CalpB FBgn002586¢ 0,66 1,83E21 588 ZnT77C  FBgn003700(C 0,62 1,34E02
546 RapGAP1 FBgn026489¢ 0,66 1,65E07 589 CG5521 FBgn003946¢ 0,62 4,83E05
547 az2 FBgn002518¢ 0,66 2,05E05 590 SCAP FBgn003305: 0,62 3,14E09
548 spartin FBgn003726¢ 0,66 5,28E05 591 osp FBgn000301¢ 0,62 6,32E06
549 CG31955 FBgn005195¢ 0,66 1,62E03 592 CG3355 FBgn003161¢ 0,62 4,74E02
550 mv FBgn026598¢ 0,66 4,09E02 593 ena FBgn000057¢ 0,62 1,69E02
551 pwn FBgn000317: 0,66 1,07E04 594 snz FBgn002997¢ 0,62 1,27E05
552 CG2604 FBgn003729¢ 0,66 1,06E04 595 prel FBgn003341! 0,62 6,24E11
553 CG34325 FBgn008535: 0,66 1,24E04 596 Toi FBgn003637: 0,61 2,21E02
554 Rcd5 FBgn026383. 0,66 3,83E05 597 verm FBgn026134:. 0,61 8,43E03
555 CG12075 FBgn003006¢ 0,66 3,93E03 598 CG43340 FBgn026307° 0,61 1,68E05
556 pall FBgn003600¢ 0,66 2,34E05 599 Mvb12 FBgn003089: 0,61 4,84E05
557 CG11448 FBgn002498¢ 0,65 2,76E04 600 CG11050 FBgn003183¢ 0,61 6,53E04
558 Corp FBgn003002¢ 0,65 1,46E09 601 CG44325 FBgn026541! 0,61 1,84E03
559 crm FBgn000037¢ 0,65 4,15E02 602 ect FBgn000045. 0,61 1,14E03
560 CG17265 FBgn003148¢ 0,65 2,32E04 603 CG34383 FBgn008541: 0,61 1,27E04
561 CG14906 FBgn001535. 0,65 5,92E09 604 mthl4 FBgn003421¢ 0,61 6,43E04
562 CG45050 FBgn026641( 0,65 7,61E03 605 PTPMT1 FBgn003911: 0,61 8,76E04
563 EcR FBgn000054¢ 0,65 4,38E03 606 Acox57Bd FBgn003462¢ 0,60 2,74E02
564 CG4630 FBgn003380¢ 0,65 3,20E07 607 Sox14 FBgn000561: 0,60 3,20E02
565 CG42674 FBgn026155¢ 0,65 2,24E02 608 Nf-YC FBgn002990¢ 0,60 7,19E06
566 CG14636 FBgn003721° 0,65 2,00E33 609 Wdr62 FBgn003137: 0,60 4,81E07
567 Hnf4 FBgn000491: 0,65 2,77E02 610 CG10898 FBgn003791: 0,60 1,62E07
568 CG7139 FBgn002753: 0,64 1,23E12 611 CG1657 FBgn003028¢ 0,60 4,37E08
569 Ubip63E FBgn000394: 0,64 2,15E06 612 Cyp28d2 FBgn003168¢ 0,60 4,65E02
570  Atgl7?  FBgn003736: 0,64 1,03E06 613  Syxl6 FBgn003110¢ 0,60 1,37E05
571 subdued FBgn003872: 0,64 8,01E06 614 GCC185 FBgn003797¢ 0,60 2,22E07
572 CG6966 FBgn003828¢ 0,64 9,10E05 615 Pect FBgn003248: 0,60 6,64E10
573 serp FBgn026065:! 0,64 2,97E08 616 Syx8 FBgn003664: 0,60 4,14E04
574 CG43759 FBgn026409( 0,63 1,14E02 617 CG6749 FBgn003604( 0,59 6,22E03
575 Gasp FBgn002607° 0,63 6,31E08 618 kibra FBgn026212° 0,59 1,00E04
576 CG13796 FBgn003193¢ 0,63 1,40E10 619 Tep2 FBgn004118: 0,59 1,42E04
577 gol FBgn000491¢ 0,63 4,59E04 620 FbxI7 FBgn003838¢ 0,59 9,63E10




Anhang

186

Tab.IV: Deregulierte Gene infacheen weiblicher Larvenach Tabakauchexposition im Vergleich zur Luftexposition.

Gensymbol  EnsembllD logz-fold -y Gensymbol  EnsembllD logz-fold -y
change change

1 Sgs3 FBgn000337: -3,70 2,16E20 43 CG8087 FBgn003824: -1,67 3,26E03
2 Sgs4 FBgn000337: -3,48 1,67E16 44 CG6012 FBgn003261f -1,66 1,37E05
3 Sgs8 FBgn000337¢ -3,09 6,74E14 45 Lgrl FBgn001665( -1,65 1,68E03
4 CG7587 FBgn003852 -3,00 1,97E10 46 FBgn008300¢ -1,61 2,89E03
5 Sgs7 FBgn000337: -2,84 4,04E10 47 m FBgn026733° -1,61 1,89E03
6 Sgs5 FBgn000337¢ -2,82 1,26E09 48 pdm2 FBgn000439: -1,60 1,45E03
7 Sgsl FBgn000337: -2,80 5,73E12 49 tsh FBgn000386¢ -1,60 1,11E04
8 CG7606 FBgn004056¢ -2,52 1,24E07 50 CG6296 FBgn003947( -1,59 3,07E04
9 Tom FBgn002632( -2,50 2,09E09 51 Muc68Ca FBgn003618: -1,59 2,01E03
10 ana FBgn001174¢ -2,40 6,59E07 52 Sox102F FBgn003993¢ -1,58 1,67E04
11 CG15905 FBgn003446: -2,27 9,16E06 53 D FBgn000041: -1,57 4,59E03
12 CG12310 FBgn003646: -2,23 1,32E06 54  CG31198 FBgn005119¢ -1,57 3,37E03
13 CG3649 FBgn003478¢ -2,18 3,83E05 55 CG7465 FBgn003555. -1,56 2,98E05
14 Ci15 FBgn000486: -2,11 1,86E05 56 tutl FBgn001047: -1,56 3,79E04
15 Eig7lEe  FBgn000459: -2,11 4,42E06 57 mey FBgn003985. -1,54 1,51E03
16 sca FBgn000332¢ -2,10 9,59E07 58 eyg FBgn000062¢ -1,54 2,76E03
17 CG8563 FBgn003577° -2,09 1,94E05 59 FBgn008605° -1,52 3,68E04
18 twz FBgn003463¢t -2,09 1,45E05 60 LysD FBgn000442° -1,52 6,41E04
19 dve FBgn002030° -2,06 7,43E07 61 hoe2 FBgn003164¢ -1,51 2,66E03
20 CG15404 FBgn003151: -2,04 2,64E05 62 CG6283 FBgn003947: -1,51 1,55E05
21 CG11912 FBgn003124¢ -2,04 3,19E05 63 CG3812 FBgn003042: -1,51 4,95E03
22 CG34279 FBgn008530¢ -2,02 8,68E05 64 CG10472 FBgn003567( -1,50 2,00E03
23 Brd FBgn000021¢ -2,01 3,21E05 65 FBgn000009¢ -1,50 3,08E03
24 Tsp FBgn003185( -1,91 3,14E10 66 Him FBgn003090( -1,49 9,31E03
25 Jon74E FBgn002319: -1,90 7,65E05 67 FBgn026766: -1,49 5,38E03
26 CG42460 FBgn025995( -1,89 2,10E04 68 FBgn004265( -1,48 2,72E03
27 FBgn026779: -1,87 4,24E04 69 ImpE2 FBgn000125: -1,48 1,57E03
28 Wnt2 FBgn000436( -1,79 4,05E04 70 CG3868 FBgn003642: -1,48 1,84E03
29 ImpE1 FBgn000125! -1,79 2,02E04 71 Nek2 FBgn002997( -1,48 1,93E05
30 CG5866 FBgn003850¢ -1,78 3,80E04 72 en FBgn000057° -1,47 5,09E04
31 \Y[s| FBgn000397¢ -1,78 1,65E04 73 mag FBgn003699¢ -1,47 2,40E04
32 ths FBgn003365. -1,77 2,27E04 74  CG14314 FBgn003858. -1,47 1,03E03
33 nub FBgn008542: -1,76 3,35E04 75 yellowe3 FBgn003815( -1,47 1,95E03
34 CG13196 FBgn003364: -1,76 4,70E09 76 disco FBgn000045¢ -1,47 3,46E03
35 LysE FBgn000442¢ -1,76 7,35E05 77 htl FBgn001038¢ -1,46 3,04E04
36 CG15212 FBgn004084: -1,71 1,18E03 78 CG33306 FBgn005330¢ -1,46 4,43E03
37 CG42500 FBgn026022¢ -1,70 6,90E05 79 CG44215 FBgn026514¢ -1,45 6,56E03
38 FBgn026542: -1,70 1,10E03 80 CG9259 FBgn003291: -1,45 7,40E03
39 Docl FBgn002878¢ -1,68 9,55E04 81 nab FBgn025998¢ -1,44 2,97E03
40 tok FBgn000488¢ -1,68 2,29E04 82 ato FBgn001043: -1,44 7,94E03
41 Optix FBgn002536( -1,68 1,30E03 83 CGl1656 FBgn003810¢ -1,43 1,12E03
42 Doc2 FBgn003595¢ -1,67 1,88E03 84 CG31785 FBgn005178: -1,43 2,01E03




Anhang 187
Gensymbol  EnsembilD Iggggg FDR Gensymbol  EnsembllD IZEZ_ES FDR
85 CG15829 FBgn003574: -1,42 1,31E03 130 beat-llb FBgn003849: -1,29 2,69E02
86 spheroide FBgn003077: -1,42 1,19E02 131 CG42806 FBgn026197¢ -1,29 6,89E06
87 CG7912 FBgn003973¢t -1,41 3,62E06 132 CG6409 FBgn003610¢ -1,29 5,07E03
88 CG34330 FBgn008535¢ -1,41 9,79E03 133 FucTA FBgn003648¢ -1,29 2,56E02
89 FBgn026711. -1,41 1,03E02 134 FBgn006312° -1,29 1,65E02
a0 FBgn008291¢ -1,41 1,31E02 135 otk2 FBgn026772¢ -1,28 1,67E07
91 CG9902 FBgn003075° -1,41 9,32E07 136 CG33993 FBgn005399: -1,28 4,41E03
92 SO FBgn000346( -1,40 9,30E04 137 Spn47C  FBgn003357: -1,28 3,24E03
93 Scr FBgn000333¢ -1,40 3,05E03 138 FBgn026569. -1,27 2,51E02
94 CG10505 FBgn003461: -1,40 1,19E02 139 Fancl FBgn003778. -1,27 1,24E02
95 Sdr FBgn003827¢ -1,39 2,78E03 140 SS FBgn000351: -1,27 1,61E02
96 ara FBgn001590: -1,39 2,77E05 141 shakB FBgn008538" -1,27 2,13E02
97 FBgn008603¢ -1,39 5,28E04 142 CG42249 FBgn025910: -1,26 2,36E02
98 nord FBgn005041¢ -1,39 2,35E03 143 CG13284 FBgn003261: -1,26 8,96E03
99 FBgn026338( -1,38 1,17E02 144 RhoGAP102/ FBgn025921¢ -1,26 1,94E02
100 ‘ ¢ NB FBgn001155¢ -1,38 1,55E04 145 CG31496 FBgn005149¢ -1,26 1,62E02
101 CG42741 FBgn026170¢ -1,38 8,25E03 146 CtrlB FBgn006241: -1,26 2,31E02
102 hh FBgn000464: -1,38 1,89E03 147 ac FBgn000002: -1,26 2,72E02
103 FBgn026772: -1,38 2,60E02 148 CG34305 FBgn008533: -1,25 8,59E03
104 FBgn005211: -1,38 1,00E02 149 klu FBgn001346¢ -1,25 1,12E02
105 SmydA9 FBgn003010: -1,38 7,65E03 150 Mal-A6 FBgn005036( -1,25 2,39E02
106 FBgn006506: -1,37 4,50E05 151 tio FBgn002897¢ -1,24 2,14E02
107 Dr FBgn000049: -1,37 7,23E03 152 CG18649 FBgn003646¢ -1,24 1,90E02
108 caup FBgn001591¢ -1,36 2,79E05 153 miplel FBgn002711. -1,24 9,08E05
109 CG7695 FBgn003863: -1,36 1,49E02 154 CGY9413 FBgn003057: -1,24 8,27E03
110  CG9416  FBgn003443¢ -1,35 1,49E03 155 E(spl)méBFM FBgn000263: -1,24 3,75E02
111 FBgn008297: -1,35 2,69E03 156 NimC2 FBgn002893¢ -1,23 4,95E03
112 CG12708 FBgn003066¢ -1,35 1,12E03 157 CG5326 FBgn003898:! -1,23 4,81E03
113 CG31262 FBgn005126: -1,34 1,36E02 158 CG15890 FBgn003057¢ -1,23 1,65E02
114 CG3292 FBgn003471( -1,34 1,38E02 159 CG9040 FBgn003639: -1,23 3,06E02
115 CG4576 FBgn003836¢ -1,34 2,89E03 160 CG34227 FBgn008525¢ -1,23 6,50E03
116 CprllB FBgn003039¢ -1,34 2,97E04 161 CG17211 FBgn003241: -1,23 5,11E07
117 Rgk3 FBgn008542¢ -1,34 9,94E03 162 CG4842 FBgn003662( -1,22 3,07E02
118 Nrt FBgn000410¢ -1,33 3,25E05 163 CG11892 FBgn003931: -1,22 3,08E02
119 9 6 a LJLKH N FBgn000273: -1,32 8,61E03 164 Alk FBgn004050¢ -1,22 2,29E02
120 FBgn026346° -1,32 1,53E02 165 CG32845 FBgn005284f -1,22 8,83E04
121 nyo FBgn003985. -1,31 2,41E04 166 H15 FBgn001666( -1,22 2,76E02
122 sC FBgn000417( -1,31 6,14E06 167 FBgn002616¢ -1,21 4,79E02
123 updl FBgn000495¢ -1,31 1,28E02 168 Mdr50 FBgn001024: -1,21 3,95E02
124 E(spl)m8LH FBgn000059: -1,31 3,24E03 169 CG13737 FBgn003638: -1,21 3,87E02
125 FBgn026718¢ -1,31 2,48E02 170 Adatl FBgn002865¢ -1,21 1,95E04
126 Cyp313a2 FBgn003800¢ -1,30 1,43E02 171 mid FBgn026196: -1,21 3,24E02
127 FBgn026600¢ -1,30 1,29E04 172 Obp44a FBgn003326¢ -1,21 2,47E05
128 CG12481 FBgn003054: -1,30 3,81E03 173 Amyp FBgn0O00007¢ -1,20 7,64E03
129 CG10182 FBgn003909: -1,29 2,82E03 174 CG9269 FBgn003816: -1,20 2,96E02




Anhang 188
Gensymbol  EnsembilD logz-fold - -y Gensymbol  EnsembllD logz-fold -y
change change
175 yellowe2 FBgn003815. -1,20 9,43E03 220 GIluRIIC  FBgn004611: -1,12 4,42E02
176 Oatp58Db  FBgn003471' -1,20 4,46E02 221 CG6700 FBgn003230¢ -1,12 1,25E23
177 CG42656 FBgn026150¢ -1,19 4,16E02 222 TpnC25D FBgn003169: -1,12 4,55E02
178 CG15597 FBgn003742( -1,19 1,99E02 223 Pen FBgn026772° -1,12 7,21E08
179 Cyp49al FBgn003352: -1,19 3,77E02 224 CG4766  FBgn002754¢ -1,12 3,35E04
180 otk FBgn000483¢ -1,19 3,08E04 225 FBgn008660: -1,12 4,10E02
181 CG31601 FBgn005160: -1,19 3,63E02 226 CG4465 FBgn003875( -1,11 2,13E02
182 ab FBgn026444; -1,19 4,43E03 227 FBgn008604¢ -1,11 4,37E02
183 CG5804 FBgn003592¢ -1,19 7,25E04 228 dac FBgn000567° -1,11 3,42E02
184 toe FBgn003628¢ -1,19 2,84E02 229 FucTC FBgn004487. -1,10 3,63E02
185 FBgn026621: -1,18 4,40E02 230 FBgn008398¢ -1,10 1,80E02
186 CG7916  FBgn002853: -1,18 2,95E02 231 fd96Ca  FBgn000489: -1,10 4,45E02
187 FBgn005220° -1,18 2,18E02 232 cuff FBgn026093: -1,09 3,87E02
188 ouib FBgn003761¢ -1,18 1,07E02 233 bab2 FBgn002552¢ -1,09 4,54E03
189 Msh6 FBgn003648¢ -1,18 1,68E05 234 FBgn008300: -1,09 2,24E02
190 FBgn000442¢ -1,17 2,43E04 235 CG10918 FBgn003117¢ -1,09 4,17E02
191 gsb FBgn000114¢ -1,17 4,66E02 236 pxb FBgn005320° -1,09 4,14E05
192 FBgn008666: -1,16 3,42E02 237 aurB FBgn002422° -1,08 8,25E06
193 CG8641 FBgn003573: -1,16 4,61E02 238 CG33521 FBgn025081¢ -1,08 3,99E02
194 CG13403 FBgn003054: -1,16 2,41E02 239 CG31125 FBgn005112¢ -1,08 1,20E02
195 FBgn026000: -1,16 3,16E02 240 CG7352 FBgn003758. -1,08 1,84E02
196 FBgn001554! -1,16 2,60E02 241 Reck FBgn003646: -1,07 1,92E02
197 CG10513 FBgn003931: -1,16 4,25E02 242 CG9759 FBgn003816( -1,07 1,14E04
198 Tsp42Eh FBgn003312¢ -1,16 3,59E02 243 FBgn000400¢ -1,07 8,81E06
199 FBgn008667: -1,16 1,89E02 244 ppk29 FBgn003496¢ -1,07 2,49E03
200 rdo FBgn024348¢ -1,16 2,27E02 245 Dhit FBgn002874: -1,07 2,86E02
201 sga FBgn025967¢ -1,16 3,51E02 246 CG3630 FBgn002354( -1,06 1,89E02
202 Doc3 FBgn003595: -1,16 3,85E02 247 Mal-A5 FBgn005035¢ -1,06 4,84E02
203 Mal-Al FBgn000257( -1,15 1,55E02 248 preldola-G  FBgn026481° -1,05 3,20E02
204 sals FBgn005137: -1,15 1,28E02 249 Cyp6gl  FBgn002545: -1,05 4,01E02
205 h ¢ NB FBgn000386: -1,15 3,50E03 250 rec FBgn000322°7 -1,05 2,46E06
206 CG32633 FBgn005263: -1,15 8,03E03 251 Kebab FBgn002895. -1,05 5,83E03
207 Dl FBgn000015° -1,14 7,40E03 252 FBgn005178. -1,05 4,00E02
208 Cyp310al FBgn003269: -1,14 4,64E02 253 Ance3 FBgn003253¢ -1,04 4,15E02
209 TfAR2 FBgn026195: -1,14 3,12E02 254  Lcp65Aa FBgn002064f -1,04 1,67E02
210 Mal-A8 FBgn003329° -1,14 4,72E03 255 Pabp2 FBgn000564¢ -1,04 2,39E16
211 CG15247 FBgn003015¢ -1,14 4,72E02 256 FBgn002912¢ -1,04 1,10E07
212 CG9757 FBgn000306( -1,14 4,06E02 257 twi FBgn000390( -1,04 1,72E02
213 Cyp4ac3 FBgn003169¢ -1,14 4,61E02 258 CG14109 FBgn003636: -1,03 4,12E02
214 FBgn008294¢ -1,13 4,75E02 259 LBR FBgn003465° -1,03 5,90E15
215 Gld FBgn000111: -1,13 4,17E02 260 Awh FBgn001375. -1,03 1,34E02
216 ng3 FBgn001029¢ -1,13 4,33E02 261 FBgn008667: -1,03 4,44E02
217 bib FBgn000018( -1,13 7,12E07 262 sr FBgn000349¢ -1,03 1,97E02
218 CG5597 FBgn003492( -1,13 4,60E02 263 CG14688 FBgn003781¢ -1,02 4,49E02
219 CG7409 FBgn003581" -1,12 3,37E02 264 Cdk2 FBgn000410° -1,02 2,90E10




Anhang 189
Gensymbol  EnsembilD Iggggg FDR Gensymbol  EnsembllD IZEZ_ES FDR
265 FBgn008301¢ -1,02 8,78E03 310 FBgn001368¢ -0,92 7,20E03
266 CG31233 FBgn005123: -1,02 1,86E02 311 msb1l FBgn002794¢ -0,92 1,15E02
267 comt FBgn000034¢ -1,02 4,33E03 312 CG12288 FBgn003262( -0,92 1,64E03
268 CG9837 FBgn003763¢ -1,02 3,87E02 313 CG32248 FBgn005224¢ -0,92 1,35E03
269 Nepl FBgn002984: -1,01 9,37E04 314 Spc25 FBgn008702. -0,92 1,39E02
270 FBgn026361° -1,01 1,17E03 315 Pif1 FBgn003154( -0,91 1,20E13
271 CG7173 FBgn003709¢ -1,01 4,65E02 316 fzy FBgn000108¢ -0,91 1,98E04
272 nesd FBgn003284¢ -1,01 1,39E06 317 TwdIX FBgn005257. -0,91 2,31E02
273 FBgn005104: -1,01 6,98E03 318 CycB FBgn000040¢ -0,91 2,03E04
274 FBgn026482. -1,00 3,20E04 319 sls FBgn008690¢ -0,90 3,18E02
275 CG18135 FBgn0036837 -1,00 1,23E07 320 Zmynd10 FBgn026670¢ -0,88 1,31E02
276 8 ¢ NB FBgn001042¢ -1,00 1,25E06 321 CG13492 FBgn003466: -0,88 3,95E02
277 CG17075 FBgn003123¢ -1,00 2,33E02 322 CG6295 FBgn003947: -0,88 2,12E02
278 LysB FBgn000442¢ -1,00 7,07E03 323 CG10912 FBgn003429¢ -0,88 3,42E02
279 Cdki FBgn000410¢ -1,00 1,83E06 324 pav FBgn001169: -0,87 4,70E04
280 NaPilll FBgn026079¢ -0,99 1,64E02 325 hoip FBgn001539: -0,87 7,57E08
281 Ac3 FBgn002341¢ -0,99 4,41E02 326 CG31778 FBgn005177¢ -0,87 2,81E02
282 pdm3 FBgn026158¢ -0,99 2,87E03 327 CG15561 FBgn003982¢ -0,86 1,66El1l
283 Jon99Ci FBgn000335¢ -0,99 1,99E02 328 kuk FBgn003847¢ -0,86 1,76E05
284 Scp2 FBgn002090° -0,98 2,79E02 329 CG9123 FBgn003062¢ -0,86 1,79E03
285 Dh31R FBgn005284: -0,98 4,41E02 330 CG32373 FBgn005237: -0,86 2,31E02
286 cid FBgn004047. -0,98 2,17E02 331 CG5724 FBgn003808: -0,86 1,87E02
287 CG43980 FBgn026471: -0,98 7,29E04 332 CG13690 FBgn003125: -0,85 2,82E06
288 CG42514 FBgn026038¢ -0,97 9,54E03 333 feo FBgn003024: -0,84 2,77E04
289 NT5E2 FBgn005010: -0,97 9,94E03 334 CG10026 FBgn003278t -0,84 2,94E02
290 FBgn026294! -0,96 1,40E02 335 Cks30A FBgn001031: -0,84 1,55E02
291 CG10581 FBgn003704¢ -0,96 1,21E02 336 mael FBgn001603: -0,84 2,86E02
292 Tena FBgn026700: -0,96 2,88E03 337 CG14419 FBgn002963¢ -0,84 1,91E02
293 fax FBgn001416: -0,95 2,30E04 338 CG14275 FBgn003202: -0,84 1,40E02
294 mms4 FBgn003354¢ -0,95 9,18E03 339 Kmnl FBgn002725¢ -0,84 1,40E02
295 CG43729 FBgn026398( -0,95 2,42E02 340 CG15473 FBgn002971¢ -0,84 3,86E03
296 CG34008 FBgn005400¢ -0,95 6,60E03 341 asp FBgn000014( -0,84 8,01E03
297 KIp67A FBgn000437¢ -0,95 1,16E03 342 FBgn002054¢ -0,83 2,86E02
298 drm FBgn002424: -0,95 3,97E12 343 Grip71 FBgn003270¢ -0,83 1,56E13
299 kcc FBgn026179: -0,95 9,93E04 344 FBgn026616° -0,83 3,79E02
300 Ir51b FBgn005008: -0,94 5,62E03 345 FBgn026749¢ -0,83 4,08E06
301 FBgn002055¢ -0,94 1,94E02 346 CG3823 FBgn002986: -0,82 4,00E03
302 SemaZ2b FBgn026427: -0,94 1,47E02 347 CycA FBgn000040: -0,82 3,36E04
303 shf FBgn000339( -0,94 1,13E03 348 HEATR2 FBgn005132( -0,82 1,23E02
304 CG9752 FBgn003461: -0,94 1,94E06 349 PCNA FBgn000565¢ -0,82 2,99E07
305 brk FBgn002425( -0,93 1,00E06 350 odd FBgn000298¢ -0,81 9,45E04
306 B-H2 FBgn000485: -0,93 4,73E02 351 CG31712 FBgn005171: -0,80 1,87E07
307 ZC3H3 FBgn003590( -0,93 8,10E11 352 msd>5 FBgn003521( -0,80 1,40E03
308 aurA FBgn000014° -0,92 3,31E03 353 FBgn004669¢ -0,80 9,63E03
309 TotC FBgn004481: -0,92 1,67E02 398 Tollo FBgn002911:« -0,70 8,19E03




Anhang 190
Gensymbol  EnsembilD logz-fold - -y Gensymbol  EnsembllD logz-fold -y
change change
355 CRMP FBgn002302: -0,79 2,11E04 400 HmgD FBgn000436: -0,70 1,70E10
356 Ski6 FBgn003248° -0,79 1,87E08 401 Fs(2)Ket FBgn026274: -0,70 7,50E03
357 Tet FBgn026339: -0,79 1,29E05 402 insv FBgn003143: -0,70 3,37E02
358 CG13023 FBgn003667: -0,79 2,45E02 403 CG33213 FBgn005321: -0,70 1,40E02
359 FBgn026365¢ -0,79 2,12E02 404 CG13096 FBgn003205( -0,69 3,42E07
360 hid FBgn000399" -0,79 1,30E02 405 CG6752 FBgn003829¢ -0,69 2,76E04
361 miple2 FBgn002900: -0,77 2,24E09 406 WRNexo FBgn003860¢ -0,69 8,08E03
362 Rbplike FBgn003047¢ -0,77 1,24E09 407 Erccl FBgn002843: -0,69 3,17E02
363 ninaD FBgn000293¢ -0,76 2,26E02 408 CG6136 FBgn003833: -0,69 2,54E02
364 CG5235 FBgn003656¢ -0,76 2,24E02 409 CG7974 FBgn003525: -0,69 1,54E04
365 CG3679 FBgn002752: -0,75 2,14E03 410 dah FBgn001592¢ -0,69 3,26E02
366 CG14223 FBgn003105:! -0,75 7,66E03 411 CG11555 FBgn008685¢ -0,68 8,41E04
367 CG8173 FBgn003086:« -0,75 4,73E03 412 RfC3 FBgn003224: -0,68 1,74E04
368 Mcm10 FBgn003292¢ -0,75 4,19E04 413 eg FBgn000056( -0,68 8,46E03
369 icln FBgn002907¢ -0,75 6,08E05 414 CG15535 FBgn003976: -0,68 1,74E02
370 CG5589 FBgn003675: -0,75 1,58E11 415 CG44838 FBgn026610: -0,68 2,19E03
371 CG12909 FBgn003350° -0,75 2,60E04 416 sli FBgn026408¢ -0,68 8,86E03
372 mus81 FBgn004034° -0,74 3,03E04 417 Lhr FBgn003421° -0,67 2,47E03
373 Mt2 FBgn002870° -0,74 1,05E03 418 wis FBgn003614. -0,67 3,19E04
374 DNApol ¢ n FBgn025967¢ -0,74 9,24E06 419 CG31950 FBgn005195( -0,67 9,53E03
375 CG8924 FBgn003071( -0,74 1,22E03 420 Ag5r2 FBgn002050¢ -0,66 2,04E02
376 Nnfla FBgn003452! -0,74 2,81E02 421 sip2 FBgn003187¢ -0,66 8,37E03
377 Fenl FBgn002583: -0,74 1,88E09 422 Sirt6 FBgn003780: -0,66 4,40E03
378 thr FBgn000370: -0,74 1,35E02 423 Drepl FBgn002473. -0,66 4,44E08
379 FBgn026210¢ -0,74 1,34E05 424 mab-21 FBgn002900: -0,66 1,36E02
380 Gsl FBgn000114: -0,73 2,85E02 425 Sdhaf3 FBgn003843. -0,66 5,06E04
381 Amy-d FBgn000007¢ -0,73 3,86E02 426 E(spl)mM™LH FBgn000263: -0,66 2,91E02
382 CG34371 FBgn008540( -0,73 4,56E03 427 CG13484 FBgn003640¢ -0,66 1,46E03
383 CG13639 FBgn026526¢ -0,73 5,56E04 428 dnt FBgn002424¢ -0,66 3,00E02
384 CG11911 FBgn003124¢ -0,73 1,31E02 429 CG3420 FBgn003310( -0,65 4,28E07
385 snRNRU1-70K FBgn001697¢ -0,72 3,69El1l 430 CG43295 FBgn026298° -0,65 3,02E02
386 Lam FBgn000252¢ -0,72 3,66E10 431 CG11920 FBgn003927: -0,65 1,46E03
387 Zip89B FBgn003841: -0,72 1,70E02 432 Chd3 FBgn002339¢ -0,65 2,19E02
388 PNUTS FBgn005352¢ -0,72 7,19E10 433 Sasl10 FBgn002975¢ -0,65 2,35E06
389 Ak6 FBgn003375« -0,72 6,49E05 434 CG15387 FBgn003140: -0,65 8,83E04
390 Chrael6 FBgn004300: -0,72 1,08E04 435 CG6767 FBgn003603( -0,65 3,90E08
391 d FBgn026202¢ -0,72 4,94E04 436 Naa40 FBgn003968° -0,65 8,41E04
392 CG6044 FBgn003472¢ -0,72 2,13E03 437 mira FBgn002177¢ -0,65 4,84E02
393 CG7137 FBgn003442: -0,71 4,11E07 438 CG11837 FBgn003962° -0,65 1,02E05
394 CG11360 FBgn003992( -0,71 1,53E02 439 wech FBgn025974¢ -0,65 1,80E03
395 CG2199 FBgn003521: -0,71 2,66E07 440 CG43901 FBgn026450: -0,65 1,64E03
396 FBgn026604¢ -0,71 4,76E02 441 esn FBgn026393: -0,64 3,83E02
397 CG15168 FBgn003273: -0,71 2,87E05 442 Surfé FBgn003874¢ -0,64 2,34E05
398 Tollo FBgn002911: -0,70 8,19E03 443 polo FBgn000312: -0,64 1,69E02
399 Osegl FBgn026510: -0,70 2,64E02 444 CG4619 FBgn003216¢ -0,64 9,55E04




Anhang 191
Gensymbol  EnsembllD Igﬁggg FDR Gensymbol  EnsembllD Igﬁgg: FDR
445 Sepb FBgn002636: -0,64 2,82E02 463 Ote FBgn026642( -0,62 6,44E03
446 Muc55B FBgn003429: -0,64 3,33E02 464 CG8097 FBgn003066( -0,62 1,20E02
447 ft FBgn000107¢ -0,64 1,40E03 465 CG14544 FBgn003940° -0,61 4,97E04
448 CG14882 FBgn003842¢ -0,64 5,09E04 466 CG32409 FBgn005240¢ -0,61 9,53E05
449 FBgn008302° -0,64 1,80E03 467 CG12259 FBgn0039557 -0,61 3,72E05
450 squ FBgn026734° -0,63 1,05E02 468 nemy FBgn026167: -0,61 4,32E02
451 barr FBgn001412° -0,63 1,47E02 469 scra FBgn026138¢ -0,61 4,10E03
452 CG11076 FBgn003992¢ -0,63 2,30E06 470 mad?2 FBgn003564( -0,61 2,79E02
453 Hs2st FBgn002423( -0,63 6,35E07 471 msd1l FBgn003520¢ -0,61 3,63E02
454 Oseg4 FBgn003526: -0,63 1,02E03 472 FBgn000049" -0,61 1,27E02
455 ana3 FBgn026611: -0,63 3,97E02 473 DNApols p y FBgn003564: -0,61 2,60E03
456 CG1142 FBgn003750: -0,62 2,85E13 474 CapD2 FBgn003968( -0,60 2,29E02
457 CG8177 FBgn003604: -0,62 1,14E05 475 stan FBgn002483¢ -0,60 6,25E03
458 esg FBgn000198: -0,62 1,64E03 476 Mip FBgn003671: -0,60 3,67E02
459 Dbp73D FBgn000455¢ -0,62 9,26E04 477 vito FBgn005241¢ -0,60 9,31E06
460 FBgn025087¢ -0,62 2,70E10 478 RnrS FBgn001170: -0,59 3,22E07
461 NKCC FBgn005154° -0,62 3,51E02 479 sob FBgn000489: -0,59 2,29E04
462 sofe FBgn003024: -0,62 4,06E02 480 Smul FBgn003866¢ -0,59 2,05E07
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Hiermit erklare ich an Eides statt, dass die vorliegeAbbandlung, abgesehen von der Beratung
durch meinen Betreuer und meiner Betreuerimach Inhalt und Form die eigene Arbeit.isth
versichere, dass die Arbeit bisher nicht schon an einer anderen Stelle im Rahmen eines
Prufungsverfahrens vorgelegen hageroffentlicht worden ist oder zur Verédffentlichung eingereicht
wurde. Zudem sichere ich zu, dass die Arbeit unter Einhaltung der Regeln guter wissenschattlicher
Praxis der Deutschen Forschungsgemeinschaft entstanden ist und mir kein akademischer Grad

entzogen worden ist.

Neumunster der26. April 2020 XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXX D

(KarolinaTheresa Sirocko)
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