Aus dem Institut fiir Toxikologie

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
Direktor: Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Gerhard Fritz

Auswirkungen von Quercetin auf den Insulin-dhnlichen Signalweg und
den Transkriptionsfaktor DAF-16 in Caenorhabditis elegans

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf

vorgelegt von
Holger Bosbach
2014



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

gez. Univ.-Prof. Dr. med. Joachim Windolf
Dekan

Erstgutachter: PD Dr. rer.nat. Kampkotter
Zweitgutachter: Priv.-Doz. Dr. Mathes



Inhaltsverzeichnis

3 T 11T ¥ SRR 5
3 R @0 =T To g g 1o o Yo L0 K =] (=T Lo |4 RS URPR 5
1.2 FIAVONOIAE ..ottt ettt et e st e st e st e st et e ab e e sab e e s st e e e abe e st sabeeebeeesareesanes 6

1.2.1 Die Stoffklasse der FIaVONOIdE .......coouiiiiiiiiiieciee ettt st st s 6
1.2.2 QUEICEEIN ..ottt e e 7
IO A Y U T o ¥ - PRSPPI 9
1.4 SiNAIWEEE IN C. @lEGANS....cccceeeiiieee ettt e e e e e e e e e st e e e e e ss b ateeeeeeeesnnaaneeeeeenas 11
1.4.1 Der Insulin-ahnliche SIBNAIWEE.....ccccoiiiiiiiieee e e e e e e e e e e e ennneas 12
1.4.2 DEr INK-SIBNAIWEE ...uutieiieeieiiiiitiie ettt e e e e et e e e e e e s ettt e e e e e e e esabraaeeeeseessssseeeeeeesannseeeannnns 14
1.4.3 Der p38-MAP-KiNase-SiZNaIWEE .....cccuuiiiiiiiii ittt e e 15
T o 1o [ T PP U PO P PR PSR PSRRI 16
R4 Y= w401 o V- PP 19

2 Material und Methoden ...........coooiiiiiie e s s 20
B R A o] 8 [ AU T Y == o VPRSPPI 20
2.2 IMALEIIATIEN ..ttt et et et e b bt e e ht e e s b e s e e nnteesabeeeneean 23

2.2.1 CheMIKAIEN c.eeeiiee ettt e 23
2.2.2 BaKtEri@NSTAMIME ..oiiuiiiiieieete ettt ettt st ettt e e 24
D B O [=To To T K 7 11410 L= TSP 24
B V=T o 1= o PP PP PO PRP PRSP 25
2.2.5 LOSUNEEN UNA PUTTEI ...uiiiiiiei ittt e e e et e e e e e e e ra e e e e e e e e aaae s 26
2.2.6 SONStIZE MAtEITAlIEN.....uiieiii e e e e e et e e e e e e et raa e e e e e e aaaeaaeas 28
B A CT=T - | (P P PP TP T PP TP U PP U TP PP P PPPPPPPPPPPPPPRS 28
2.2.8 COMPUELEIPIOGIAMIMIE 1.ttt b e b e b et e ee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaeaeetaeeeeaeeeeaeeeensses 28
PN 1Y/ =1 o To o =T o PRSP TP OTST PR 29
2.3.1 KUItIVIErUNG VON C. @18GANS ..ottt e e st e e e e e s sbaae e e e e e ssnaaaneeeeeennnnes 29
2.3. 2 KURIVIEIUNG VON E. COli c.vvvveiiiie ettt ettt ettt e ete e et a e e aae e e e nbee e e nnnes 31
2.3.3 Behandlung mMit QUEICETIN .....uuiiiiiiiieecieee ettt e e e e e e s e e e e e e sabe e e esabaeeeeas ean 32
2.3.4 FArbung mMit Nil-ROT ..eeiieiiie e et e et e e e et e e e sateeeeeabaeaeeeens 33

2.3.5 RNAI-BENANAIUNG coeiiiieeee ettt e e e e et e e e e e e st e e e e e e ssnbaaneeaeeeaaeaaeas 33



2.3.6 MessuNg der LEDENSSPANNE ........uviiiiiee ettt et e e e e e et e e e e e e et a e e e e e e e e snbraaeeeaeeeennes 33

2.3.7 Fluoreszenzmikroskopische und densitometrische Untersuchungen ..........ccccccceeeeennnnene. 34

3 =T o T4 1T TSP 37
3.1 Wirkungen des Quercetins in feStemM AZar.........ccicciiieiciiie et 37
3.1.1 Einfluss von Quercetin auf die Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16................... 37
3.1.2 Einfluss von Quercetin auf die Expression von SOD-3 .......cccceeeeciieeeciiiee e 38

3.2 Einfluss von Quercetin und verschiedener Mutationen im Insulin-Signalweg auf die

LebENSSPANNE VON C. EIBGANS.......uueeiieieie ettt eetee e eiiee e et e e e st e e s etaee e seateeeeesbaaeessteeesansaeessasseeesanes 39
3.2.1 Einfluss von ILS-Mutationen und RNAi auf die Lebensspanne von C. elegans .................... 39
3.2.2 Einfluss von Quercetin auf die Lebensspanne von C. elegans .........cccccccecveeeecveeeeccveeeennen. 41

3.3 Einflusse auf die Lipidakkumulation in C. e/egans............ccccoovcueiiecieiiecciee e 44
3.3.1 Einfluss von Quercetin auf die Lipidakkumulation in C. elegans............ccccccevvvvveeinecccnnnnnn. 44
3.3.1 Einfluss von ILS-Mutationen auf die Lipidakkumulation in C. elegans..........ccccccceeveeennn.e. 46

3.4 Einfluss von Quercetin und ILS-Mutationen auf die KorpergréRe von C. elegans ..................... 49

G DISKUSSION ......einiiiiiiiieti ettt b e bt bt s bt s bt e s bt e e bt e s bt e sh e e she e sheeeae e ehe e e beenheenhe e e eareeareea 53

O R = o 1T 0 1Y o =T 0 =] o PR 53

4.2 Effekt von Quercetin auf die Lokalisation VON DAF-16.......cccceieeriereenieniinienieee e 56

4.3 Einfluss von Quercetin auf die Expression Von SOD-3 .........cccouviieeeeeiciiiiieeee e 57

4.4 EinflUsse auf die Lipidakkumulation von C. €/egans...........cccuueeeeiieieiiiieeesiiieeesieeeesveee e 57
4.4.1 EinflUsse von Signalproteinen auf die Lipidakkumulation ..........cccocoviiiiiiiiiniin e, 57
4.4.2 Einflisse von Quercetin auf die Lipidakkumulation..........ccceeeeeiiiiiiiiiiicce e 60

4.5 EinflUsse auf die KOrpergroRe VON C. 18GANS ..........ccccuueeeecieee e eciee et et e eevaee e esareee e 62

5 ZUSAMMENTASSUNE ....oueiiiiiiiiiiecie ettt e st e e et e e st e e e s s beeeeenbeeeenabaeesenbaeesnnseeesennses 63

B LIteratUrVeIZEICHNIS ........coeeiieeeeee ettt e e e e e et e et eeeeeeeesaesaa s eesesesasssann 64



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans ist ein ubiquitdar in Boden Abb.1.1:C elegans
gemaRigter Breiten vorkommender Wurm aus der
Gruppe der Nematoden. In seiner natirlichen
Umgebung ernahrt er sich von Bakterien und
erreicht eine GrofRe von etwa 1 mm.

Als Modellorganismus hat sich C. elegans im Labor
bewahrt, weil er ohne groBen finanziellen Aufwand
auf festem oder in flissigem Ndhrmedium gehalten
werden kann. Uber die Nihrmedien kénnen
Bakterien leicht als Nahrung appliziert werden. Aber

auch Stoffe, die den Wurm in seinen Eigenschaften

beeinflussen, konnen vor allem im

) ) ) Adulter Wurm mit an den Transkriptions-
Flissigndhrmedium leicht aufgenommen werden faktor DAF-16 gekoppeltem GFP

und so einen Effekt erzielen. Weil durch den

Hermaphroditismus des Wurms rezessiv vererbte Mutationen bei den Nachkommen
persistieren, bietet C. elegans gute Voraussetzungen fiir genetische Studien. Die kurze
Lebensspanne von ca. 20 bis 30 Tagen und die hohe Anzahl an Nachkommen — ein Wurm
legt im Laufe seines Lebens etwa 300 Eier — erlaubt die Durchfiihrung von Studien (iber die
Beeinflussung von Lebensspannen in relativ kurzer Zeit. Aus diesem Grund ist C. elegans
auch als Modell fiir Studien iber den Mechanismus des Alterns gut geeignet. Da die Wiirmer
transparent sind, lassen sich mit Hilfe von in vivo Markern, wie GFP oder bestimmten
Farbstoffen, sehr gut biologische Prozesse bestimmten Regionen des Organismus zuordnen.
Aber auch quantitative Untersuchungen zu Stoffwechselprozessen lassen sich anhand der
Intensitat der Anreicherung dieser Marker leicht abschatzen.

Die Bedeutung von C. elegans fur die Grundlagenforschung wird dadurch hervorgehoben,
dass fiir Arbeiten an C. elegans bereits drei Nobelpreise verliehen wurden:

2002 erhielten Sydney Brenner, John Sulston und Robert Horvitz den Nobelpreis fiir Medizin:
Brenner etablierte C. elegans als Labororganismus, Sulston entdeckte die Apoptose und
Horvitz konnte fir die Apoptose verantwortliche Gene identifizieren. Somit leisteten sie
einen entscheidenden Beitrag zur Aufklarung von Mechanismen der Organogenese.

2006 wurde der Nobelpreis fiir Medizin an Andrew Z. Fire und Craig C. Mello fiir ihre
Entdeckung der RNA-Interferenz verliehen: Wird doppelstrangige RNA in Zellen von C.
elegans injiziert, so wird die dazu passende mRNA vom Organismus abgebaut. Es kann also

gezielt mRNA zerstort und somit die Synthese des von dieser mRNA kodierten Proteins
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ausgeschaltet werden. Somit entsteht der gleiche Phanotyp wie bei Mutanten mit einer
Minderfunktion in dem durch diese RNA kodierten Protein.

2008 ging der Nobelpreis fir Chemie an Osamu Shimomura, Martin Chalfie und Roger Y.
Tsien fur die Entdeckung des griin fluoreszierenden Proteins (GFP). Die Gensequenz fir GFP
kann in andere Gene eingebracht werden, sodass der Organismus Proteine synthetisiert, die
an GFP gekoppelt sind. Somit werden diese Proteine im Organismus unter Fluoreszenzlicht
sichtbar.

Das Genom von C. elegans wurde 1998 vollstandig sequenziert, womit dies erstmals bei

einem Vielzeller gelang (C. elegans Sequencing Consortium, 1998).

1.2 Flavonoide

1.2.1 Die Stoffklasse der Flavonoide

Flavonoide sind sekundare Pflanzenstoffe aus Gruppe Abb. 1.2: Flavangeriist

der Polyphenole, die dort in zahlreichen Zellen 3’
vorkommen. Die chemische Grundstruktur der
Flavonoide besteht aus zwei aromatischen Ringen (A
und B in Abb. 1.2) sowie einem O-heterozyklischen Ring
(C), dem so genannten Flavangerist. Aufgrund der

unterschiedlichen Strukturen des heterozyklischen Rings

konnen die Flavonoide in sechs Gruppen unterteilt
Flavone Flavonoide bestehen aus einem
’

) ) heterozyklischen Ring (C) sowie zwei
Anthocyane und Isoflavonoide. Innerhalb dieser sechs ,romatischen Ringen (A und B) (nach

werden: Flavonole, Flavanole, Flavanone,

Gruppen entstehen in den Pflanzen u.a. durch Heimetal, 2002)

Hydroxylierung, Methylierung, Sulfatierung und Glycosylierung zahlreiche verschiedene
Derivate, sodass unter den Flavonoiden (ber 4000 verschiedene Substanzen beschrieben
wurden (Heim et al., 2002). Aufgabe der Flavonoide in den Pflanzen ist der Schutz vor UV-
Strahlung und schadlichen Insekten oder Wiirmern (Harborne & Williams, 2000).

Die bei solchen Schadigungen entstehenden freien Radikale (reaktive Sauerstoffspezies,
ROS) kénnen durch Flavonoide stabilisiert werden. Hierbei sind vor allem die Anzahl und die
Position von OH-Gruppen oder Brenzcatechin-Ringen entscheidend. Diese Substituenten
dienen als Protonendonatoren fiir die ROS, wobei die Radikale stabilisiert werden und ein
wenig reaktives Flavonoid-Radikal entsteht. Je mehr OH-Gruppen ein Flavonoid besitzt,
desto groRer ist seine antioxidative Kapazitdt, wobei vor allem die Position am B-Ring eine
wichtige Funktion zu erfiillen scheint (Heim et al., 2002). Neben der direkten Wirkung als

Antioxidanzien wird aber auch eine Interaktion von Flavonoiden mit Proteinen
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unterschiedlicher Wege der Signaltransduktion beschrieben. Somit sind sie in der Lage, an
der Modulation der Genaktivitat teilzuhaben (Bartholome et al., 2010; Griinz et al., 2012,
Pietsch et al, 2012).

Allerdings werden auch zytotoxische Effekte und Interaktionen mit Arzneimitteln durch
Flavonoide beschrieben. So tritt bei Aufnahme sehr hoher Dosen von Flavonoiden eine
starkere Generierung von ROS auf. Dies geschieht auch, wenn bereits geringere Dosen von
Flavonoiden in der Zelle mit Eisen- oder Kupferionen in Kontakt treten. Durch diesen Effekt
werden DNA-Strangbriiche induziert, was zur vorzeitigen Apoptose der Zelle fihrt. Eine
weitere zytotoxische Eigenschaft von einigen Flavonoiden ist die Interaktion mit Proteinen
der mitochondrialen Membran, was zu einem Zusammenbruch des Membranpotenzials und
somit zu einer Dysfunktion der Mitochondrien fiihrt. Im Endeffekt wird auch lber diesen
Mechanismus Apoptose induziert. Diese an sich negativen Effekte konnten allerdings bei der
Bekdampfung maligner Zellen in der Chemotherapie von Krebspatienten einmal von positiver
Bedeutung sein. Zahlreiche Flavonoide beeinflussen sowohl den Phase-I- als auch den Phase-
[I-Metabolismus in der Leber, indem sie Cytochrom-P450-Enzyme, Glutathion-S-Transferase
oder UDP-Glucoronyltransferase inhibieren. Wiederum andere Flavonoide sind in der Lage,
diese Enzyme zu induzieren. Daraus konnen Interaktionen mit anderen Arzneimitteln
entstehen, die dann langsamer, bzw. rascher abgebaut und somit in ihrer Wirkung gedndert
werden (Galati & O’Brien, 2004). Zusammengefasst gilt fiir die Wirkung der Flavonoide, was
fir beinahe alle Substanzen gilt: bei sehr groBen Dosierungen treten die unerwiinschten
Wirkungen starker hervor. Die tagliche Aufnahme von Flavonoiden unterliegt starken
regionalen Unterschieden und schwankt zwischen ca. 14 bis 24,5 mg in den USA (Yochum et
al., 1999, Sesso et al., 2003) und 102 mg in Schottland (Duthie et al., 2003). Sie hdngt vor
allem von den Erndhrungsgewohnheiten der Bevolkerung ab. In den meisten pflanzlichen
Nahrungsmitteln sind Flavonoide enthalten, besonders hohe Mengen kommen in Petersilie,
griinem Tee, Blaubeeren und Zitrusfriichten vor (Graf et al.,, 2005). In einer groRen
prospektiven Kohortenstudie konnte nachgewiesen werden, dass die Aufnahme
flavonoidhaltiger Nahrungsmittel das Risiko sowohl fiir kardio- also auch fiir zerebrovaskular
bedingte Todesfalle verringert, wobei die Hohe der Risikoreduktion mit der Menge an in der
Nahrung enthaltenen Flavonoiden korreliert (McCullough et al., 2012) Auch fiir den Diabetes
mellitus Typ2 konnte ein verringertes Risiko durch Aufnahme von Flavonoiden gezeigt
werden (Wedick et al., 2012).

1.2.2 Quercetin

Quercetin ist das am haufigsten in der Nahrung vorkommende Flavonoid. Ihm wird eine
mehr als sechsmal groRere antioxidative Kapazitdt als der Referenzsubstanz Trolox

zugesprochen (Boots et al., 2008). Russo et al. beschreiben in einem Review von 2012

7



1 Einleitung

zahlreiche Wirkungen des Quercetins sowohl aus in- Abb. 1.3: Chemische Struktur von Quercetin

vitro-Studien und Tierversuchen als auch aus

OH
klinischen Studien: Dass Quercetin ein

antikanzerogenes Potential besitzt, konnte an i

zahlreichen Zelllinien gezeigt werden. In diesen HO 0

Studien fihrte eine Exposition der Zellen gegeniber

Quercetin zu einer Wachstumshemmung. Auch eine

. OH
Hemmung der Telomerase konnte nachgewiesen

OCH O

werden. Telomerase ist ein Enzym, das die Telomere
am Ende der DNA verldngert und somit eine grofRere Zahl an Zellteilungen ermoglicht.
Weitere Ergebnisse zahlreicher Studien zeigen eine Induktion der Apoptose, eine Induktion
der Autophagozytose, die Stimulierung der NK-Zellen und damit die Aktivierung des
korpereigenen Immunsystems gegen Krebszellen sowie eine Hemmung der Angiogenese
(Russo et al., 2012).

Ein potenzielles zukiinftiges Einsatzgebiet des Quercetins als Pharmakon besteht auch in der
Therapie des metabolischen Syndroms, der Volkskrankheit der Industrienationen. Das
metabolische Syndrom besteht aus einer Kombination von Bluthochdruck, Adipositas,
Dyslipiddmie und Diabetes mellitus. Durch das Vorliegen mehrerer kardiovaskularer
Risikofaktoren entsteht beim metabolischen Syndrom eine inflammatorische Gefalireaktion,
die schlielRlich im Verschluss des GefdRes endet und in eine Minderversorgung des hinter
diesem Verschluss liegenden Gewebes miindet. Sind beispielsweise GefdRe des Herzens
betroffen, kann bei diesem Prozess ein Herzinfarkt entstehen. In vitro konnte eine
Verminderung inflammatorischer Proteine wie TNF-a, Interleukine oder Cyclooxygenasen
durch Quercetin nachgewiesen werden. Eine weitere Folge der Entziindungsreaktion der
GefaBwand ist die Aktivierung von Thrombozyten. Dabei wird Thromboxan freigesetzt, was
zu einer Vasokonstriktion fihrt und die weitere Aggregation von Thrombozyten fordert. Im
Tierversuch am Kaninchen konnte die Hemmung der Throboxansynthese durch Quercetin
gezeigt werden (Peluso, 2006). In weiteren Tierversuchen an Ratten konnte dem Quercetin
die Senkung des Triglycerid-, LDL- und VLDL-Cholesterinspiegels nachgewiesen werden,
ebenso eine Erhohung des protektiven HDL-Cholesterins. Auch wurde ein vasodilatatorischer
Effekt beschrieben sowie eine Senkung des Arterioskleroserisikos. Beim gesunden Menschen
zeigte eine Einnahme von Quercetin keine akute Wirkung, allerdings wurde das
Langzeitrisiko fir mit KHK assoziierte Todesfalle gesenkt. Bei vom metabolischen Syndrom
betroffenen Patienten konnten mit Quercetin der systolische Blutdruck sowie die LDL-
Plasmakonzentrationen gesenkt werden (Peluso, 2006). Daneben wurde auch das Risiko
gesenkt, am Bronchialkarzinom sowie an Asthma bronchiale zu erkranken (Knekt et al.,
2002).
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Wie jedes Arzneimittel besitzt Quercetin auch nicht erwiinschte Wirkungen: In vitro konnte
dem bei der Oxidierung von Quercetin entstehenden Quercetin-Quinon eine Verdanderung
von Proteinen durch Arylierung von Thiolgruppen nachgewiesen werden. Dieser Effekt
wurde allerdings bis jetzt in vivo noch nicht beobachtet. Ratten, die mit einer taglichen Dosis
Quercetin von 2g pro kg Korpergewicht geflttert wurden, entwickelten eine schwere
chronische Nephropathie und tubuldre Neoplasien. Auch bei Menschen konnte eine
Nephrotoxizitdt nachgewiesen werden, allerdings nur bei einmal wochentlich intravends
verabreichten Dosen von mehr als 50 mg pro kg Korpergewicht. Bei oraler Einnahme wurde
dieser Effekt nicht nachgewiesen (Russo et al., 2012).

Fiir Quercetin konnte bei C. elegans eine Verlangerung der Lebensspanne um 19 %
nachgewiesen werden (Kampkotter et al., 2008), bei S. cerevisiae sogar um 60 % (Belinha et
al., 2007). Auch wirkt es sich positiv auf die Resistenz gegeniiber oxidativem und thermalem
Stress aus (Belinha et al., 2007; Kampkotter et al., 2007). Neben einer direkten
antioxidativen Wirkung des Quercetins wird auch ein Einfluss auf die Genexpression in C.
elegans vermutet. Bestarkt wurde diese Vermutung dadurch, dass Quercetin zu einer
Verdreifachung der Kernlokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16 fihrt, der zahlreiche
antioxidative Schutzmechanismen aktivieren kann (Kampkotter et al., 2007 & 2008). Eine
guercetinbedingte Verlangerung der Lebensspanne konnte dann auch durch Mutation in den
Genen daf-2, age-1, unc-43 und sek-1 riickgangig gemacht werden (Pietsch et al., 2009), was
dafur spricht, dass Quercetin Uber diese Gene eine Lebensverlangerung in C. elegans
bewirkt. Eine Metaanalyse zahlreicher Arbeiten legt den Schluss nahe, dass Quercetin vor
allem Uber die Beeinflussung des insulin-like signalling und des p38-MAP-Kinase-Signalwegs

zu einer lebensverlangernden Wirkung fiihrt (Pietsch et al, 2012).

1.3 Alterung

Alterung ist definiert als ein Prozess, bei dem mit zunehmendem Alter eine eingeschrankte
Leistungsfahigkeit eines Organismus oder einer Zelle auftritt und somit ein langsamer
Funktionsverlust resultiert (Hughes & Reynolds, 2005).

Es existieren zahlreiche Theorien, wie Alterung entsteht. Grundlage dieser Theorien sind
Beobachtungen aus der Evolutionsforschung. So entsteht ein hohes Alter aufgrund eines mit
zunehmendem Alter nachlassenden Selektionsdrucks. Die Individuen, die das
fortpflanzungsfahige Alter erreicht haben, lberleben und vermehren sich. Gene, die im
frihen Lebensalter einen schadlichen Effekt ausiben, fuhren zu einem frihzeitigen
Versterben, verhindern somit die Fortpflanzung und werden dadurch ausselektiert.
Dementsprechend kénnen Gene, die einen schadlichen Effekt erst nach dem Eintritt in das
fortpflanzungsfahige Alter austben, Uberleben und so einen Funktionsverlust des

Organismus bewirken. Die Folge von solchen Mutationen ist definitionsgemall ein

9
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Alterungsprozess. Andere Mutationen kénnen auch im Laufe des Lebens durch diverse
schadigende exogene Einflisse (z.B. UV-Licht) erworben worden sein. Man spricht in diesem
Zusammenhang von einer Akkumulation von Mutationen. Diese Anhdufung von DNA-
Schaden sorgt schliefllich fiir einen Funktionsverlust und damit fir eine Alterung der Zellen
(Halaschek-Wiener et al., 2005).

Gene, die filir eine gesteigerte Reproduktion und gleichzeitig fiir den Zeitraum nach der
Reproduktionsfahigkeit fir eine beschleunigte Alterung sorgen, setzen sich gegeniiber
solchen Genen durch, die zwar fiir Langlebigkeit, aber gleichzeitig flr eine geringere Zahl an
Nachkommen verantwortlich sind. Dies ist ein weiterer Grund fiir das Entstehen von
Alterungsprozessen. Hierbei spricht man von der Theorie der Antagonistischen Pleiotropie.
Eine Variante dieser Theorie ist die Disposable Soma Theory, die besagt, dass Energie und
Ressourcen entweder fiir die Reproduktion oder fiir die Aufrechterhaltung der somatischen
Zellen des existierenden Organismus benutzt werden kénnen. Nach dieser Theorie setzt sich
dasjenige Genom wahrend der Evolution durch, das bei minimalem Aufwand einen
Organismus so lange wie moglich funktionsfahig halten kann und dabei gleichzeitig fur eine
grofRtmogliche Anzahl an Nachkommen sorgt. Eine gemeinsame Schlussfolgerung all dieser
Theorien ist, dass im Sinne der Evolution die Produktion von Nachkommen einem langen
Leben vorgezogen wird (Hughes & Reynolds, 2005).

Mechanistische Modelle betrachten die in Zusammenhang mit Alterung beobachteten
Prozesse auf Zellebene. Eine wichtige Rolle bei Alterungsprozessen wird der Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zugeschrieben. Diese entstehen bei der Zellatmung in den
Mitochondrien durch Reduktion von Sauerstoff und kénnen zur Peroxidation von Lipiden
oder Nitrierung von Proteinen fiihren. Beide Mechanismen flihren zu einem strukturellen
Schaden der Zelle, der bei langerer Dauer zu deren Funktionsverlust fiihren kann (Finkel &
Holbrook, 2000; Hughes & Reynolds, 2005; Halaschek-Wiener et al., 2005). In diesem
Zusammenhang kdnnen auch Signalkaskaden einen grofRen Effekt auf die Alterung der Zellen
besitzen, so z.B. der Insulinsignalweg. Werden Abwehrmechanismen gegen die ROS in Form
von antioxidativen Enzymen heraufreguliert, entstehen weniger zelluldre Schiaden und C.
elegans lebt langer (Braeckman & Vanfleteren, 2006; Kennedy, 2008). Umgekehrt zeigt sich
eine verkirzte Lebensspanne, wenn solche Gene, wie z.B. fiir Superoxid-Dismutase-3 (SOD-
3) oder Glutathion-S-Transferase-4 (GST-4), weniger stark exprimiert werden (Murphy et al.,
2003). Desweiteren wird die Lebensspanne auch durch hormonelle Interaktionen gesteuert
(Van Gilst et al., 2005; Braeckman & Vanfleteren, 2006) sowie bei der Inhibierung
mitochondrialer Gene verlangert (Rea et al.,, 2007). Eine verminderte Aufnahme von
Nahrung (,Kalorienrestriktion”) geht ebenfalls mit einer verzogerten Alterung einher
(Hughes & Reynolds, 2005; Bishop & Guarente, 2007; Rea et al., 2007). Auch fir dieses

Phdanomen scheint es einen separaten Signalweg zu geben (Rea et al., 2007).

10
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Im Sinne der Disposable Soma Theory bewirken viele dieser Signalkaskaden allerdings auch
haufig eine Reduktion der Reproduktionsfahigkeit (Hughes & Reynolds, 2005).

1.4 Signalwege in C. elegans

Abb. 1.4: Signalwege in C. elegans

phosphoinositide
J-kinase

PDK-1
J-phosphoinositice-
dependent kinase T

Stressresistenz
Langlebigkeit
Metabolismus

Dargestellt sind von links nach rechts der JNK-Signalweg, der Insulin-dhnliche Signalweg und der p38-MAP-
Kinase-Signalweg. Die obere horizontale Linie soll die Zellmembran, die untere horizontale Linie die
Kernmembran darstellen. Die Proteine, mit denen sich diese Arbeit beschaftigt, sind griin dargestellt.
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1.4.1 Der Insulin-dhnliche Signalweg

Der Insulin-dhnliche Signalweg — im Englischen insulin-like signalling (ILS) genannt und daher
im Folgenden mit ,ILS” bezeichnet — ist ein hoch konservierter Signalweg, der in
verschiedenen Spezies von Saugetieren, Insekten und Wirmern sehr dhnlich aufgebaut ist
und zum GroRteil die gleichen Aufgaben erfillt. Der ILS im eigentlichen Sinne hat seinen
Anfang im, zum Insulin-Rezeptor der Sdugetiere homologen, Rezeptorprotein DAF-2 (Kimura
et al.,, 1997). DAF-2 phosphoryliert und aktiviert eine Phosphoinositid-3-Kinase, deren
wesentlicher Bestandteil AGE-1 ist. AAP-1 und IST-1 sind Co-Substrate des Insulin-Rezeptors
DAF-2 und verstarken die Wirkung von AGE-1. Sie sind allerdings nicht zwingend notwendig
fir die Aktivierung von AGE-1 (Wolkow et al., 2002). Das aktivierte AGE-1 sorgt fiir die
Bildung von Phosphatidyl-Inositol-3-Phosphat (PIP-3) aus PIP-2. PIP-3 ist fiir die Funktion der
PIP-3-abhdngigen Kinase PDK-1 notwendig. Das PTEN-Homolog DAF-18 spaltet PIP-3 zu PIP-2
und antagonisiert somit die Wirkung von AGE-1 (Ogg & Ruvkun, 1998). In Anwesenheit von
PIP-3 kann die PIP-3-abhéangige Kinase PDK-1 nun die Proteinkinasen AKT-1, AKT-2 und SGK-1
phosphorylieren (Paradis et al., 1999), die ihrerseits dann eine Phopshorylierung des
Transkriptionsfaktors DAF-16 vornehmen und damit dessen Kernlokalisation und im
weiteren Verlauf die Induktion DAF-16-abhangiger Gene verhindern (van der Heide et al.,
2004; Hertweck et al., 2004; Braeckman & Vanfleteren, 2006). Ist DAF-16 im Kern lokalisiert,
hat dies noch nicht automatisch eine Aktivitat des Transkriptionsfaktors zur Folge. Der host
cell factor 1 (HCF-1) kann im Zellkern einen Komplex mit DAF-16 bilden und diesen dann
inhibieren (Li et al., 2008). Neben dem Weg lber DAF-2, AGE-1 und die AKT-Kinasen kann
DAF-16 auch durch zahlreiche weitere Proteine aktiviert oder inhibiert werden, deren
Signalwege selber noch nicht vollstandig aufgeklart sind. So scheint zum Beispiel die TOR-
Kinase die AKT-Kinasen ebenfalls zu phosphorylieren (Jones et al., 2009; Robida-Stubbs et al,
2012). Auch der weiter unten erlduterte JNK-Signalweg endet bei DAF-16 (Oh et al., 2005).

Der ILS ist fir die Regulation einer Vielzahl von Genen mit verschiedensten Aufgaben
zustandig. Fehlt der Rezeptor DAF-2 durch Mutation, so kann man eine mehr als doppelt so
lange Lebensspanne von C. elegans beobachten (Kenyon et al., 1993; Perez & Van Gilst et al.,
2008). Auch eine erhohte Resistenz gegen pathogene Keime wie P. aeruginosa wurde
beschrieben (Evans et al.,, 2008). AuBerdem wird durch DAF-2 die Synthese zahlreicher
Proteine induziert, die an der Neutralisierung von ROS, am Phase-2-Metabolismus und an
der angeborenen Immunantwort beteiligt sind (Depuydt et al, 2013). Die zu DAF-2
antagonistisch wirkende Lipidphosphatase DAF-18 verlangert die Lebensspanne (Dorman et
al., 1995), was auch durch die verkirzte Lebensspanne bei einer Mutation in diesem Gen
gezeigt werden konnte (Larsen et al., 1995; Murakami & Johnson, 1996). Verdnderte
Lebensspannen im Vergleich zum Wildtyp wurden auch bei durch Mutationen oder durch
RNAI verringerter Aktivitdt in anderen Genen des ILS festgestellt: Eine Mutation im age-1-

Gen fuhrt ebenso zu einer Verldngerung der Lebensdauer (Morris et al.,1996) wie eine
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Mutation im sgk-1- (Hertweck et al. 2004; Hamilton et al. 2005) oder akt-1-Gen (Paradis &
Ruvkun, 1998; Hamilton et al. 2005; Braeckman & Vanfleteren, 2006). Obwohl die drei
Proteinkinasen AKT-1, AKT-2 und SGK-1 den Transkriptionsfaktor DAF-16 inhibieren, zeigen
sich doch unterschiedliche Effekte bei einer Mutation in diesen Genen. Wahrend die
verlangerte Lebensspanne bei einer sgk-1-Mutation am starksten ausgepragt ist, scheint die
vorwiegende Aufgabe von AKT-1 die Regulation des Zustands der Dauerlarve zu sein. Bei
einer Mutation entstehen zu 100 % Dauerlarven (Hertweck et al., 2004). Bei einer sgk-1-
Mutation hingegen entwickeln sich nur 50 % der Wirmer zu Dauerlarven. Die Aufgabe von
AKT-2 ist noch nicht eindeutig beschrieben, die Proteinkinase scheint einerseits bei der
Bildung von Dauerlarven eine Rolle zu spielen (Braeckman & Vanfleteren, 2006),
andererseits wurden bei einer akt-2-Mutation auch schon phanotypisch normale Wiirmer
mit einer nur geringfligig verlangerten Lebensspanne beschrieben (Hertweck et al., 2004).
Auch bei der Infektabwehr scheinen die drei Proteinkinasen unterschiedliche Rollen zu
spielen: wahrend bei einer sgk-1-Mutation keine verdnderte Resistenz gegen eine Infektion
mit P. aeruginosa festgestellt werden konnte, ist diese bei einer akt-1- und akt-2-Mutation
erhoht. Passend dazu ist auch die Expression antimikrobieller Enzyme bei einer sgk-1-
Mutation nicht verdndert, bei den AKT-Kinasen hingegen ist sie erhoht (Evans et al., 2008).
Auf Stoffwechselebene wurden SGK-1 und AKT-1 fiir eine Reduktion des Lipidspeichers
verantwortlich gemacht (Soukas et al., 2009). Am besten beschrieben sind bisher die
Wirkungen von DAF-16. Neben der verlangerten Lebensspanne konnte auch eine durch DAF-
16 hervorgerufene erhohte Resistenz gegeniiber oxidativem Stress beobachtet werden
(Honda & Honda, 1999). Zu diesen Phanotypen korrelierend wurden zahlreiche Gene
beschrieben, deren Expression abhangig von DAF-16 reguliert wird. So induziert DAF-16 die
fiir die Abwehr von oxidativem Stress wichtigen Gene fiir Superoxid-Dismutasen, Glutathion-
S-Transferasen, Metallothioneine, Katalasen, Hitzeschock-Proteine und Cytochrom-P450
(McElwee et al., 2003; Braeckman & Vanfleteren, 2006). Daneben werden auch das fiir die
Infektabwehr wichtige Lysozym und die im Lipid- und Hormonstoffwechsel eine Rolle
spielenden Fettsdure-Desaturasen und Ostradiol-17R8-Dehydrogenasen durch DAF-16
induziert (Murphy et al., 2003). Ein weiteres Indiz fiir eine Rolle von DAF-16 bei der Abwehr
pathogener Keime ist die erhohte Bildung von Infekt-assoziierten Proteinaggregaten im
Darm von C. elegans bei Inaktivierung von DAF-16 mittels RNAi (Mohri-Shiomi & Garsin,
2008). DAF-16 hat in verschiedenen Geweben unterschiedliche Auswirkungen. So
unterscheiden sich die Phanotypen in Bezug auf Lebensspanne, Bildung von Dauerlarven
oder Expression von SOD-3 dadurch, dass DAF-16 in Muskel-, Nerven- oder Epidermiszellen
in seiner Aktivitat verandert wird (Libina et al., 2003). Der Grund dafiir sind verschiedene
Isoformen von DAF-16. Diese Isoformen verteilen sich in unterschiedlichem MaRe in den
Geweben. Sie haben gemeinsame aber auch unterschiedliche Effekte. So gibt es z.B. die

Isoform DAF-16d/f, die besonders stark den Lipidmetabolismus beeinflusst und zum Abbau
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von Speicherfett fihrt. Die Isoform DAF-16a verhindert v.a. die Bildung von Dauerlarven.
Auch die Verlangerung der Lebensspanne ist bei den verschiedenen Isoformen
unterschiedlich stark ausgepragt. In der Abwehr von Hitzestress wirken die beiden Isoformen
additiv (Kwon et al., 2010).

1.4.2 Der JNK-Signalweg

Der JNK-Signalweg ist nicht so gut untersucht wie der ILS. Dementsprechend konnte eine
Signalkaskade vom Membranrezeptor bis zum Transkriptionsfaktor hier noch nicht
aufgeklart werden. Die c-Jun-N-terminale Kinase 1 (JNK-1 ) ist eine Mitogen-aktivierte
Proteinkinase (MAP-Kinase), die DAF-16 direkt phosphoryliert und somit aktiviert (Oh et al.,
2005). Im Gegensatz zu den AKT-Kinasen sorgt hier also eine Phsophorylierung fiir die
nukledre Translokation von DAF-16 und nicht fir das Verbleiben des Transkriptionsfaktors im
Zytosol. JNK-1 wird seinerseits von einer Proteinkinase, der JNK-Kinase-1 (JKK-1),
phosphoryliert und somit aktiviert (Kawasaki et al., 1999; Wolf et al., 2008). Diese
Aktivierung geschieht vor allem bei Exposition des Wurms gegentiiber Stressstimuli wie Hitze,
UV-Licht, hyperosmolaren Losungen, cadmium- oder kupferhaltigen Nahrbéden und
Lipopolysacchariden (Villanueva et al.,, 2001; Oh et al.,, 2005; Wolf et al.,, 2008). Die
Expression von JNK-1 erfolgt ausschlieRlich in Neuronen von C. elegans, trotzdem kann JNK-1
auch auf die Lokalisation von DAF-16 in Darmzellen einwirken (Wolf et al., 2008).

Unter normalen Lebensbedingungen ist die Lebensspanne bei einer jnk-Mutation verkiirzt.
Dies geschieht in Abhangigkeit von DAF-16. Bei Hitzestress sorgt JNK-1 flr eine vermehrte
Kernlokalisation von DAF-16 (Oh et al.,, 2005). Dementsprechend zeigen Mutanten bei
Hitzestress von 36 °C eine kiirzere Uberlebenszeit als der Wildtyp und die Expression von
SOD-3 ist reduziert (Wolf et al., 2008). Auch fir die normale Entwicklung des Wurms in
Nahrboden, die Cadmium oder Kupfer enthalten, scheint JNK-1 verantwortlich (Villanueva et
al., 2001). Unter Einfluss von Arsen sorgt JNK-1 fir eine erhohte Apoptoserate in Keimzellen
(Pei et al.,, 2008). Aber auch fiur die Entwicklung der Neuronen und fiir den Ablauf eines
physiologischen Bewegungsmusters ist JNK-1 zustandig. Es verhindert das unkontrollierte
Wachstum und die Verzweigung von Neuronen, welche mit einer vorzeitigen Alterung des
Wurms assoziiert sind (Tank et al., 2011). Die Fortbewegung von C. elegans wird durch eine
Mutation im jnk-1-Gen so beeinflusst, dass die Amplitude der Schlangelbewegungen
zunimmt und somit nur noch eine geringere Strecke in derselben Zeit zuriickgelegt werden
kann, wie bei einer normal groBen Amplitude (Kawasaki et al., 1999). In der Fortpflanzung
spielt INK-1 ebenfalls eine Rolle. Eine jnk-1-Mutante produziert weniger Nachkommen und
diese Nachkommen sind im Vergleich zum Wildtyp in ihrer Entwicklung verzégert (Wolf et
al., 2008).
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1.4.3 Der p38-MAP-Kinase-Signalweg

Bei C. elegans ist SKN-1 ein Transkriptionsfaktor, der sehr dhnliche Aufgaben wie der
Saugetier-Transkriptionsfaktor Nrf-2 besitzt und in seiner Basensequenz eine hohe
Ubereinstimmung zu diesem zeigt (Walker et al., 2000). Aktiviert wird er durch die MAP-
Kinase PMK-1 (Inoue et al., 2005; An et al., 2005). Sie ist ein Homolog der Saugetier-MAP-
Kinase p38, da die Aminosduresequenzen der beiden Kinasen zu 60 % (ibereinstimmen
(Berman et al., 2001). PMK-1 wird von der Kinase SEK-1 phosphoryliert (Kim et al., 2002;
Kondo et al., 2005), die wiederum von der Kinase NSY-1 phosphoryliert wird (Kondo et al.,
2005).

Durch diese Signalkaskade werden Lebensspanne, Stressreaktionen, Infektantworten und
Gewebedifferenzierung gesteuert. So zeigen Wirmer mit einer geringeren Aktivitdt von
PMK-1 eine erhohte Sensibilitat bei Infektionen mit P. aeruginosa (Kim et al., 2002; Troemel
et al., 2006), Y. pestis (Bolz et al., 2010) und S. enterica. Im Zusammenhang damit steht eine
durch PMK-1 gesteuerte Apoptose von gonadalen Zellen, deren Wegfall bei pmk-1-RNAi zu
einer erhohten Sterblichkeit bei einer Infektion fihrt (Aballay et al.,, 2003). Bei der
Immunantwort scheinen auch bestimmte Fettsauren lber eine Aktivierung von PMK-1 eine
Rolle zu spielen. Fehlt beispielsweise durch eine Mutation Gamma-Linolensaure, so sind die
PMK-1-Spiegel supprimiert und der Wurm ist anfdlliger gegeniber Infekten. Wird diese
Fettsdure hinzugefiigt, so steigen die PMK-1-Spiegel an und der Wurm zeigt eine intakte
Immunreaktion (Nandakumar & Tan, 2008). Ein weiterer Ausloser fur die Aktivierung von
PMK-1 ist oxidativer Stress (Inoue et al., 2005). Fehlt PMK-1, so ist der Wurm deutlich
sensibler gegentiber ROS (Schmeisser et al., 2011). Auch bei hypoxischen Bedingungen wird
PMK-1 verstarkt exprimiert, allerdings unabhangig vom Level der reaktiven Sauerstoffspezies
(Hayakawa et al., 2011). Auch die von PMK-1 beeinflusste Proteinexpression konnte
untersucht werden: Lysozym-, C-Typ-Lectin- und NPL-Gene werden durch aktives PMK-1
induziert (Troemel et al., 2006). Der Transkripitionsfaktor SKN-1 ist flir eine normale
Lebensspanne notwendig. Ist seine Aktivitdt reduziert, so leben die Wiirmer kiirzer (An &
Blackwell, 2003; Tullet et al., 2008; Okuyama et al., 2010). Oxidativer Stress sorgt fir eine
Aktivierung des Transkriptionsfaktors (Inoue et al.,, 2005), der dann auch neben seinem
normalen Expressionsort, den ASI-Neuronen, in Darmzellen exprimiert wird (An et al., 2003).
SKN-1-Mutanten sind gegenliber oxidativem Stress sensibler als Wildtyp-Wirmer (An &
Blackwell, 2003). Auch die Expression der anti-oxidativen Enzyme CTL, CYP, GST und SOD
wird durch SKN-1 reguliert (Park et al., 2009; Przybysz et al., 2009). Die Induktion der GST
sorgt auch fiir eine gewisse SKN-1-abhdngige Resistenz gegeniber Schwermetallen wie
Quecksilber (Vanduyn et al., 2010). Ebenfalls spielt SKN-1 eine entscheidende Rolle bei der
Ausbildung von Resistenzen gegen Anthelmintika, was mit dessen Einfluss auf die
Genexpression von Enzymen im Lebermetabolismus zusammenhangt (Cheo et al, 2012). Das

durch Kalorienrestriktion beobachtete Phanomen der Langlebigkeit von C. elegans beruht
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ebenfalls auf der Aktivierung von SKN-1. Einerseits wird dadurch die Expression von gst-4
induziert (Onken & Driscoll, 2010), andererseits erhoht sich dadurch die Zellatmungsrate
(Bishop et al., 2007). Eine weitere Aufgabe von SKN-1 ist die Regulation der Differenzierung
mesodermalen Gewebes (Maduro et al., 2001). Fehlt SKN-1 in embryonalen Wirmern, so
bilden sich keine Pharynx- und Darmmukosazellen (Choe et al, 2012). Desweiteren wird die
Ausbildung des Ubiquitin-Proteasom-Systems in der Darmmukosa von SKN-1 gesteuert (Li et
al.,, 2011). Neben der Aktivierung Giber den oben beschriebenen p38-Signalweg gibt es noch
zahlreiche andere Proteine, die SKN-1 aktivieren kénnen, deren Signalwege aber nicht
komplett aufgeklart sind (Kell et al., 2007). Nicht nur exogene, sondern auch endogene
Einflisse sind fiir die Regulation des Transkriptionsfaktors zustdndig. So beeinflusst
Cholesterol ebenso die Expression von SKN-1 (Cheon et al.,, 2011) wie die Elongation der
Proteinbiosynthese (Li et al., 2011).

1.5 Lipide

Die Lipide sind eine in ihrer chemischen Struktur sehr vielfaltige Stoffklasse. Man
unterscheidet einfache, nicht verseifbare Lipide und zusammengesetzte, verseifbare Lipide.
Die nicht verseifbaren Lipide kdnnen unterteilt werden in Fettsduren und Isoprenderivate
(Abb. 1.5). Zu den Isoprenderivaten gehoren die Terpene, zu denen das Tocopherol (Vitamin
E) oder das Retinol (Vitamin A) zdhlen, und die Steroide, zu denen Cholesterin und die
daraus synthetisierten Steroidhormone, aber auch Gallensduren und Calciferole (Vitamin D)

gehoren.

Abb. 1.5: Nicht-verseifbare Lipide
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Terpene: A) a-Tocopherol, Steroide: B) Ergocalciferol, Fettsduren:
C) Palmitinsdure (gesattigte Fettsdaure), D) Linolsdure (ungesattigte Fettsdure)

Die Funktion dieser Lipide ist sehr vielfdltig. So agieren Calciferol und seine Derivate als
Hormone in der Regulation des Kalziumhaushalts. Die Steroidhormone lbernehmen als

Sexualhormone wichtige Aufgaben bei der Regulation von Wachstum und Entwicklung des
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Korpers. Als Nebennierenrindenhormone sind sie essentiell bei der Regulation des Wasser-
und Elektrolythaushalts oder bei der Anpassung an auf den Organismus einwirkenden Stress.
Die Gallensduren spielen eine Rolle bei der Verdauung von fetthaltiger Nahrung und der
Absorption fettloslicher Stoffe im Darm. Retinole sind Bestandteil des Sehpigments der
Sinneszellen der Retina, wo sie fir die Umwandlung eines Lichtreizes in einen elektrischen
Nervenimpuls mit verantwortlich sind. AuRerdem sind sie von wichtiger Bedeutung bei der
Regulation der Genexpression verschiedener Zellen und spielen somit eine grof3e Rolle in der
Differenzierung von Zellen, u.a. wahrend der Embryogenese. Tocopherole dienen in den
Zellen als Radikalfanger und schitzen Lipide der Zellmembran vor Oxidation. Die Fettsduren
konnen bei der Beta-Oxidation in den Mitochondrien oxidiert werden, wodurch Energie in
Form von ATP gewonnen werden kann. Aber auch sie spielen eine wichtige Rolle in der
Signaltransduktion, v.a. bei Entziindungsreaktionen, da aus ihnen die Mediatoren
Prostaglandin und Leukotrien synthetisiert werden.

Die verseifbaren Lipide zeichnen sich dadurch aus, dass eine bis drei Fettsduren oder
Isoprenderivate mit einem Alkohol (Glycerin, Glycerin-3-Phosphat oder Sphingosin) verestert
werden (Abb. 1.6). Dabei entstehen entsprechend Triacylglycerine, Phosphoglyceride oder
Sphingolipide. Die zusammengesetzten Lipide besitzen einen hydrophilen Anteil, den

Alkohol, und einen hydrophoben Anteil, die Fettsaure.

Abb. 1.6: Veresterung von Lipiden
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Glycerin und 3 Fettsduren reagieren unter Entstehung von Wasser zum
Speicherfett Triacylglycerin.

Diese Eigenschaft macht die zusammengesetzten Lipide zu idealen Bausteinen der
Lipiddoppelmembran, welche die Zelle nach auBen hin abgrenzt. In den Lipidmembranen
finden sich v.a. Phosphoglyceride und Sphingolipide. Die Triacylglycerine finden sich
Uberwiegend in Fettzellen als Speicherfett und kénnen zur Energiegewinnung der Zelle
herangezogen werden (aus: Loffler & Petrides, Biochemie und Pathobiochemie, 7. Aufl.,
2003).
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Da die Lipide nicht wasserldslich sind, miissen sie an Proteine gebunden werden, um mit
dem Blut transportiert werden zu konnen. Diese Bindungsproteine werden als Lipoproteine
bezeichnet und nach ihrer Dichte in 4 verschiedene Gruppen eingeteilt: Chylomikrone, very-
low-density-lipoproteins (VLDL), low-density-lipoproteins (LDL) und high-density-lipoproteins
(HDL). Der Lipidanteil am Gesamtgewicht der Proteine nimmt in der o.g. Reihenfolge ab, HDL
enthalten also am wenigsten, Chylomikrone am meisten Lipide. Aber auch die Art der Lipide
ist in den Lipoproteinen verschieden: Wahrend mit den Chylomikronen und den VLDL
Uberwiegend Triglyceride transportiert werden, ist der Cholesterinanteil in den LDL mit 50 %
am hochsten (aus: Loffler & Petrides, Biochemie und Pathobiochemie, 7. Aufl., 2003).
Wahrend hohe Serumspiegel an HDL das Risiko fiir eine koronare Herzerkrankung senken,
sorgen erhohte Konzentrationen von LDL und Triglyceriden im Serum fiir ein erhdhtes Risiko
der Arteriosklerose. Davon sind v.a. die kardialen, zerebralen und peripheren GefiRe
betroffen. Bei sehr hohen VLDL- und Triglyceridspiegeln ist auch das Pankreatitisrisiko
erhoht. Neben erhohten Serumlipiden birgt auch ein erhéhter Anteil an Korperfett bei der
Adipositas zahlreiche Risiken: Adipdse Menschen erkranken haufiger an Bluthochdruck,
Dyslipoproteindmien, Hyperurikamie und Gicht, Diabetes mellitus Typ 2, Fettleber,
koronarer Herzerkrankung, Schlaganfall, Gallensteinen, Thrombosen sowie Arthrose.
Substanzen, mit denen ein erhdhter Lipidgehalt im Serum oder iberschiissiges Fettgewebe
reduziert werden koénnen, wiirden einen hohen Beitrag zur Reduktion der Inzidenz der
Volkskrankheit Adipositas leisten.

Auch bei C. elegans konnte ein Zusammenhang zwischen Fettstoffwechsel und
Lebensspanne hergestellt werden. Fehlt beispielsweise das Enzym Fettsdure-Desaturase-3
(FAT-3), so kann der Wurm Fettsduren ab einer Ldnge von liber 18 C-Atomen nicht mehr
synthetisieren und die Lebensspanne ist verkirzt (Hillyard & German, 2009). Auch fiir eine
Mutation im Gen fat-6 konnte eine verringerte Lebensspanne bei gleichzeitig erniedrigten
Lipidspeichern festgestellt werden (Horikawa et al., 2008). Umgekehrt kann allerdings nicht
der Schluss gezogen werden, dass eine erhohte Lipidsynthese die Lebensspanne
zwangslaufig verlangert (Perez & Van Gilst, 2008). Paradoxerweise zeigt sich bei Wiirmern,
die mit wenig Nahrung, also unter der bereits oben erwdhnten Kalorienrestriktion,
aufgezogen wurden, eine verldngerte Lebensspanne, obwohl der Anteil des Fettspeichers bei
diesen Wirmern reduziert ist (Morck & Pilon, 2007). Zu dieser Beobachtung passend konnte
auch umgekehrt gezeigt werden, dass durch die antiserotonergen Antidepressiva Mianserin
und Methiothepin das Korperfett der Wirmer erhoht und gleichzeitig die Lebensspanne

vermindert wurde (Zarse & Ristow, 2008).
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1.6 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollen weitere mogliche Mechanismen der Lebensverlangerung von C.
elegans durch Quercetin dargestellt und diskutiert werden. Dies ergibt sich aus den oben
beschriebenen Beobachtungen der Wirkung des Quercetins auf die Kernlokalisation von
DAF-16 und der bereits identifizierten potenziellen Angriffspunkte des Quercetins.

So sollen mogliche Gene des ILS identifiziert werden, Uber die Quercetin eine Wirkung
entfalten konnte.

Um die labortechnische Arbeit zu erleichtern, sollen auch methodische Verdanderungen in
der Aufzucht von C. elegans untersucht werden. So soll dargestellt werden, ob eine
Exposition des Wurms mit Quercetin auf Festmedium eine Wirkung mit gleicher Starke
erzielt, wie in Flissigmedium. Eine solche Haltung auf Festmedium hatte den Vorteil, dass
der Wurm gegenilber Kontaminationen besser geschitzt ist und damit das haufige Wechseln
der Nahrmedien reduziert werden kdnnte.

Aus den festgestellten Beobachtungen eines Zusammenhangs zwischen Fettstoffwechsel
und Lebensspannen ergibt sich eine weitere interessante Fragestellung: Welchen Einfluss
hat Quercetin auf den Fettstoffwechsel in C. elegans und wird dieser evtl. auch tGber Gene im
ILS beeinflusst? Um diese Frage zu beantworten, soll untersucht werden, ob Quercetin den
Gehalt an Speicherfett verandert, ob bestimmte Mutationen einen Einfluss auf den
Lipidgehalt nehmen und ob Quercetin im Vergleich zum Wildtyp einen anderen Einfluss auf
den Lipidgehalt in den Mutationen austibt.

Aus der Beobachtung, dass die langlebige sgk-1-Mutante kleiner ist als der Wildtyp (Jones et
al., 2009) und aus der Theorie der antagonistischen Pleiotropie ergibt sich die Fragestellung,
ob Quercetin und/oder die Mutationen im ILS einen Einfluss auf das Wachstum und die
korperliche Engwicklung von C. elegans ausiiben und ob das Zusammenwirken zwischen

Quercetin und einer Mutation eine Veranderung mit sich bringt.
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2 Material und Methoden

2.1 Abkiirzungen

AAK AMP-activated kinase

AAP phosphoinositide adapter subunit
Abb. Abbildung

AGE ageing alteration

AKT AKT-Kinase

Amp Ampicillin

ATP Adenosintriphosphat

Aufl. Auflage

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

°C Grad Celsius

ca. circa

CaCl, Kalziumchlorid

C. elegans Caenorhabditis elegans

CTL Katalase

CYP Cytochrom P

DAF abnormal dauer formation
d.h. das heiflt

dH,0 destilliertes Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

d Tage

E. coli Escherichia coli

EtOH Ethanol

evtl. eventuell

FAT fatty acid desaturase

FoxO forkhead box protein O

g Gramm

Xg Erdbeschleunigung

GFP griin fluoreszierendes Protein
GST Glutathion-S-Transferase

ILS insulin-like signalling

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
IST insulin receptor substrate homolog

20



2 Material und Methoden

HCF
HDL
HPLC
HSF
JKK
JNK

Kap.

KCI

kg
KH,PO,
KHK

LB

LDL

Lsg.
MAP
MAPK
MgSQO,
mg

HE

ul

mM

UM

mm
mRNA
MW
Na;HPO,
NaCl
NaOH
NGM
NGM-BS
NK-Zellen
nm

NLP

NPL

Nrf

NSY
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Stunde

host cell factor
high-density-lipoproteins
high performance liquid chromatography
heat shock factor

JNK Kinase
c-Jun-N-terminale Kinase
Kontrolle

Kapitel

Kaliumchlorid

Kilogramm
Kaliumdihydrogenphosphat
koronare Herzkrankheit
lysogeny broth
low-density-lipoproteins
Losung

Mitogen aktivierte Proteinkinase
MAP Kinase
Magnesiumsulfat
Milligramm

Mikrogramm

Mikroliter

millimolar

mikromolar

Millimeter

messenger RNA

Mittelwert
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumchlorid
Natriumhyroxid

nematode growth medium
NGM mit BSA

naturliche Killerzellen
Nanometer

neuron like peptide

nuclear protein localization
Nuclear factor-E2 related factor

neuronal symmetry
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oD

0.8.

OH

P. aeruginosa
PBS
PBST
PDK
PIP-2
PIP-3
PMK
PTEN

Q

RFU
RNA
RNAI
ROS
rpm

s.

S. cerevisiae
S. enteric
SEM
s.g.

SGK
SKN
SOD
TNF-a
TOR
Tub
UDP
USA

uv

v.a.
VLDL

Y. pestis
z.B.
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optische Dichte

oben genannt

Hydroxid

Pseudomonas aeruginosa
phosphate buffered saline

PBS mit Tween

phospholipid dependent kinase
Phosphatidylinositolbiphosphat
Phosphatidylinositoltriphosphat
p38 MAP Kinase

phosphatase and tensin homolog
Quercetin

relative fluorescent units
Ribonukleinsdure
RNA-Interferenz

reactive oxygen species
rotations per minute

siehe

Sacharomyces cerevisiae
Salmonella enterica

sex muscle abnormal

so genannt

Serum-Glukokortikoid regulierte Kinase

skinhead

Superoxid Dismutase
Tumornekrose-Faktor-a
target of rapamycin
Tubby-related
Uridindiphosphat

Vereinigte Staaten von Amerika
ultraviolett

vor allem

very- low-density-lipoproteins
Yersinia pestis

zum Beispiel
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2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien

Name
Ammoniumchlorid
Ampicillin

Bacto Agar

Bacto Tryptone
BSA
Calciumchlorid
Cholesterol
D(+)-Glucose

di-Kaliumhydrogenphosphat

di-Natriumhydrogenphosphat

DMSO

EtOH, absolut
Hefeextrakt

IPTG

Juglone
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Magnesiumsulfat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumhypochlorit
Quercetin
Soja-Pepton
Streptomycinsulfat

Tween 20
Uracil
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Firma

Merck
Calbiochem
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Calbiochem
Merck

Sigma

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Becton Dickinson
Pomega

Fluka Chemika
Merck

Merck

Merck

J.T. Baker

Merck

ZCL

Sigma

Fluka BioChemika
Sigma
Biomedicals Inc.
ICN Biomedicals
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2.2.2 Bakterienstaimme
E. coli— OP50

E. coli— OP50-1 (Streptomycinresistenz)

[Caenorhabditis Genetics Center (University of Minnesota)]
Skn-1 RNAi-Bakterien

Daf-16 RNAi-Bakterien

Daf-18 RNAi-Bakterien

Empty vector RNAi-Bakterien

2.2.3 C. elegans Stamme

N2 — var. Bristol — Wildtyp
(Brenner, 1974)

RB759 — akt-1 (0k525) V — Deletion von 1251 bp des Gens akt-1

(OMRF Knockout Group; International C. elegans Gene Knockout Consortium; 2002)

VC204 — akt-2 (0k393) X — Deletion von 719 bp des Gens akt-2
(Mark Edgley; C. elegans Reverse Genetics Core Facility at UBC; International C. elegans

Gene Knockout Consortium; 2002)

V(345 —sgk-1 (0k538) X — Deletion von 852 bp des Gens sgk-1
(Joanne Lau; C. elegans Reverse Genetics Core Facility at UBC; International C. elegans Gene

Knockout Consortium; 2003)

KU25 — pmk-1 (km25) IV — Deletion von 852 bp des Gens pmk-1
(Kunihiro Matsumoto; 2006)

VC8 — jnk-1 (gk-7) IV — Deletion von 1186 bp des Gens jnk-1

(Vancouver KO Group; C. elegans Reverse Genetics Core Facility at UBC; International C.

elegans Gene Knockout Consortium; 2000)

24



2 Material und Methoden

TJ356 — Transgen zIs356 [daf-16::daf-16-gfp; rol6]

(Henderson & Johnson, 2001)

CF1553 — Transgen muls84 [sod-3::gfp]

(Libina et al., 2003)

Alle oben aufgefiihrten Stamme wurden Uber das Caenorhabditis Genetics Center

(University of Minnesota) bestellt. Fiir eine detaillierte Beschreibung der Stamme siehe

auch:

http://www.wormbase.org

2.2.4 Medien

2.2.4.1 Medien zur Kultivierung von Bakterien

LB-Medium

LB-Medium-Zusatze

LB-Agar

LB-Agar-Zusatze

OP50-Minimalmedium

OP50-Minimalmedium-Zusatze

25

5 g NaCl

10 g Bacto Tryptone
5 g Hefeextrakt
11dH,0

Ampicillin, Endkonzentration 30 pg/ml

LB-Medium
15 g Bacto-Agar

4 ml LB-Agar
50 pg/ml Ampicillin
10 pg/ml Tetracyclin

200 ml M9-Puffer

0,1 ml 2 M NH,CI

0,1 ml 20 % D-Glucose
20 pl 2 mg/ml Uracil

Streptomycin, Endkonzentration 50 pg/ml
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2.2.4.2 Medien zur Kultivierung von C. elegans

NGM-Medium 3 g NaCl
2,5 g Soja-Pepton
1LdH,0
autoklavieren und abkihlen
1 mlLsg. A
0,5ml Lsg. B
1mllLsg. C
25 ml Lsg. D

NGM-Agar wie NGM-Medium,
zusatzlich vor dem Autoklavieren 30 g

Bacto-Agar dazu

10 x NGM-BS 10 g BSA
500 pl 100 mg/ml Streptomycin
100 mg NGM
sterilfiltrieren

NGM-Amp + IPTG 1978 ul NGM-Medium
2 ul Ampicillin (100 pg/ml)
20 ul IPTG-Stammlsg.

2.2.5 Losungen und Puffer

Bleiche-Lsg. 50 % 5 M NaOH
50 % Natriumhypochlorit

20 % D-Glucose 20 g D(+)-Glucose
100 ml dH,0
sterilfiltrieren

Lagerung bei 4 °C

Juglone-Stammlsg. 10 mM Juglone in 96 % EtOH
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Lsg. A

Lsg. B

Lsg. C

Lsg. D

M9-Puffer

Natriumazid-Lsg.

PBS-Puffer

Quercetin-Stammlsg.

2 mg/ml Uracil

27

0,5 g Cholesterin
100 ml 96 % EtOH

sterilfiltrieren

27,8 g CaCl,
250 ml dH,0
autoklavieren

30,1 g MgS04 oder 61,1 g MgS0O4x 7 H,O

250 ml dH,0
autoklavieren

27,08 g KH,PO,4 oder 9,1 g KH,PO4 x 3 H,O

250 ml dH,0
autoklavieren

6 g Na,HPO,

3 g KH,PO,

5 g NaCl

0,25 g MgS0,4 x 7 H,0
1LdH,0
autoklavieren

200 mM Natriumazid in dH,0
20 mM Natriumazid in dH,0
2 mM Natriumazid in dH,0

1,36 mM NaCl
26 mM KClI

81 mM Na,HPO,
15 mM KH,PO,

100 mM in DMSO
0,2 g Uracil

100 ml dH,0
sterilfiltrieren
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10 % Tween 20

IPTG-Stammlsg.
PBST

2.2.6 Sonstige Materialien

Petrischalen (35 x 10 mm)
Petrischalen (60 x 15 mm)
Petrischalen (100 x 15 mm)
Immersionsol

Objekttrager (76 x 26 mm)

Deckglaschen (18 x 18 mm)
Falcon Tubes (50 ml)

2.2.7 Gerate

Fluoreszenzmikroskop

Stereomikroskope
Zentrifugen
Photometer

Inkubator
Schittelinkubator

2.2.8 Computerprogramme

Graphpad Prism 5
Image-Pro Plus
Lambda 25

MS Office

TINA 2.0
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10 ml Tween 20
100 ml dH,0

100 mM in dH,0
0,2 ml 10 % Tween 20
1,8 ml PBS-Puffer

Greiner

Falcon 351016

Falcon 351029

Zeiss; Immersol 518N

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik
GmbH

Menzelglaser

Falcon

Axiolab [Zeiss]

Stemi 2000-C [Zeiss]

L2 [Leica]

Microfuge R [Beckmann]

Minifuge 2 [Heraeus Christ]

Labmda 5 UV/VIS Spectrometer [Perkin

Elmer]
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2.3 Methoden

2.3.1 Kultivierung von C. elegans
2.3.1.1 Kultivierung auf NGM-Agar

Fir die Erhaltung der Wurmkulturen wurden die C. elegans-Stamme getrennt voneinander in
mit NGM-Agar gefiillten Petrischalen (Falcon 351029) gehalten. Als Nahrungsquelle diente
eine E. coli OP50-Kultur. Die Petrischalen wurden maximal halbvoll mit noch fllssigem,
heiBem NGM-Agar gefillt. Nach dem Abkihlen wurde der Agar mit 50-60 pl einer
aufkonzentrierten E. coli OP50-Kultur bestrichen und fiir ca. 15-18 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Wenn die Platten nicht sofort verwendet werden konnten, wurden sie bei 4 °C
gelagert. Alle 4 Tage wurden ca. 20 Wirmer mittels eines am Ende verbreiterten
Platindrahtes (so genannter ,,Wurmpicker”) von einer alten auf eine neue Platte Uberfihrt.
Somit konnten Hungerstress und eine zu hohe Populationsdichte vermieden werden. Die
Lagerung der Wurmkulturen erfolgte bei 20 °C.

2.3.1.2 Kultivierung in NGM-Fliissigmedium

Um die gleichmaBige Aufnahme eines zu applizierenden Stoffes zu gewahrleisten, wurden
die Wiurmer auch in Flissigkulturen gehalten. Hierzu wurden 4 ml Flissigmedium,
zusammengesetzt aus NGM-BS, einer definierten Menge Bakterien (E. coli OP50-1 oder
RNAi-Bakterien) von 2,5 x 10’/ml und dem gewiinschten Stoff, in Petrischalen (35 x 10 mm)
gegeben. Bei der Durchfiihrung der Lebensspannenuntersuchung wurden die Wirmer als
junge Adulte (drei Tage alt) vom Fest- in das Flissigmedium Uberfihrt, bei den lbrigen
Experimenten mit Quercetin-Behandlung wurden bereits die Eier in das Flissigmedium
gegeben. Da das Kontaminationsrisiko in der Flussigkultur deutlich erhéht ist und sich die
Kontamination im Gegensatz zur Platte auch diffus verteilen kann, wurde dem
Flissigmedium Streptomycin in Form von BSA + 10 x Streptomycin zugesetzt. Zusatzlich
erfolgte ein Medienwechsel — wenn moglich — taglich, spatestens jedoch alle zwei Tage. Die
Uberfiihrung der Wirmer vom alten in das neue Medium erfolgte mit Hilfe einer
Glaskapillare, in welche die Wiirmer aus dem alten Nahrmedium eingesaugt und in das neue

Medium ausgepustet wurden.
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2.3.1.3 Semisynchronisation von C. elegans

Dieses Verfahren diente der Gewinnung von Eiern und damit von anndhernd gleich alten
Wirmern in der Wurmkultur. Die Semisynchronisation basiert auf der Idee, dass alle nicht
im Ei befindlichen Wirmer abgetotet und aufgelost werden. Nur die von der Eischale
geschitzten Embryonen Uberleben und sind damit in einem Zeitfenster von ca. 9 Stunden
gleich alt. Dieses gleiche Alter ist wichtig, um Effekte aufgrund unterschiedlicher
Entwicklungsstadien auszuschlieRen. Ebenfalls wurde die Semisynchronisation zur
Beseitigung von Kontaminationen in der Wurmkultur auf der Agarplatte angewandt.

Zu Beginn der Semisynchronisation wurden die Kulturplatten mit 2 ml NGM zwei- bis dreimal
abgespiilt und die dann im NGM befindlichen Wirmer in ein 2 ml Eppendorf-Gefald
Uberfuhrt. AnschlieRend sedimentierten die Wirmer fir ca. 5 Minuten, bis sie sich alle am
Boden des GefiRes befanden. Der Uberstand wurde abgesaugt und das GefiaR auf 2 ml mit
M9-Puffer aufgefillt. Dieser Vorgang wurde dann wiederholt, sodass sich evtl. vorhandene
Kontaminationen soweit wie moglich reduzierten. Nach dem letzten Waschgang wurde der
Uberstand bis auf 0,5 ml abgesaugt und das Eppendorf-GefiaR auf 1 ml mit Bleiche-Lésung
aufgefillt. Unter Invertieren und Vortexen wurde so lange gewartet, bis in der Flissigkeit
keine Fragmente mehr mit bloBem Auge erkennbar waren (Dauer: ca. 5 Minuten). Dann
wurde wieder mit M9-Puffer auf 2 ml aufgefillt und das Eppendorf-Gefald bei 4 °C und 2500
rom fir eine Minute zentrifugiert, sodass sich am Boden des GefdRes ein kleines Eipellet
bildete. Der Uberstand wurde so weit wie moglich entfernt und das Eppendorf-GefilR mit
M9-Puffer auf 2 ml aufgefillt. AnschlieBend erfolgte eine erneute Zentrifugation, gefolgt von
erneuten Durchlauf dieses Wasch-Zentrifugations-Vorganges. Die Waschvorgéange nach dem
Erhalt des Eipellets dienten der Reduktion des Kontaminationsrisikos. Nach dem letzten
Durchgang in der Zentrifuge wurde der Uberstand bis auf einen Rest von ca. 200 pl
abgesaugt und das Pellet im verbliebenen Restvolumen resuspendiert. Die so erhaltenen
Eier wurden dann entweder auf die vorbereiteten NGM-Platten oder in das Fllissig-NGM

gegeben.

2.3.1.4 Kryokonservierung von C. elegans

Die Wirmer wurden mit S-Basal-Medium von der Agarplatte abgespilt und in einem
Volumen von 2 ml in ein Eppendorf-GefaR tUberfihrt. AnschlieBend wurde bei 5000 x g fir
eine Minute zentrifugiert, sodass ein Pellet entstand. Der Uberstand wurde bis auf 1 ml
abpipettiert. Dann wurde 1 ml Einfriermedium dazu gegeben und das Pellet resuspendiert.
In Kryorohrchen wurden die Wurmkulturen tber Nacht bei -80 °C eingefroren und am
nachsten Tag in flissigen Stickstoff gegeben. Dort konnten sie gelagert und bei Bedarf

wieder aufgetaut und auf Agarplatten tGberflihrt werden.
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2.3.2 Kultivierung von E. coli

2.3.2.1 Kultivierung von OP50

Die OP50-Bakterien dienen den Wirmern als Nahrungsquelle. Um neue Vorrate anzulegen,
wurde aus einer OP50-Bakterienkultur ein Drei-Osen-Ausstrich auf eine LB-Agarplatte
vorgenommen und bei 37 °C fir ca. 18 h inkubiert. Am nachsten Morgen wurde eine
Einzelkultur mit einer Platindse in 200 ml OP50-Minimalmedium Uberflhrt. Dieses wurde
dann wieder fiir ca. 18 h bei 37 °C im Schittelinkubator inkubiert, am folgenden Morgen fir
10 Minuten bei 3000 x g zentrifugiert (Minifuge 2 [Heraeus-Christ]) und der Uberstand bis
auf 7,5 — 10 ml verworfen. Die Bakterienpellets wurden anschlieBend resuspendiert und alle
Proben in ein Falcon-Tube gegeben. Es folgte die Messung der optischen Dichte (OD) mit
dem Photometer in unterschiedlichen Verdinnungsstufen und eine Umrechnung des
erhaltenen Mittelwerts in die Bakterienkonzentration. Somit konnte man sicher sein, dass
immer die gleiche Anzahl Bakterien von 2,5 x 10’/ml in die Wurm-Flussigkulturen gegeben
wurde. Schlieflich wurde die Suspension aus dem Falcon-Tube in 2 ml Eppendorf-GefdRe
aliquotiert und bei 4 °C gelagert.

2.3.2.2 Kultivierung von OP50-1

Die OP50-1-Bakterien dienen ebenso wie die OP50-Bakterien als Nahrungsquelle fir C.
elegans. Der Vorteil dieses Bakterienstammes ist seine Resistenz gegen das Antibiotikum
Streptomycin, das den Flissigkulturen zur Reduktion des Kontaminationsrisikos zugesetzt
wurde. Das Verfahren zur Kultivierung der OP50-1-Bakterien verlief identisch zu dem
Vorgehen bei den OP50-Bakterien, mit der Ausnahme, dass dem OP50-Minimalmedium

Streptomycin zugesetzt wurde (Endkonzentration 50 pg/ml).

2.3.2.3 Kultivierung von RNAi-Bakterien

Der Einsatz von Doppelstrang-RNA bildenden Bakterien als Nahrung diente dazu, den Abbau
von mRNA der Transkriptionsfaktoren DAF-16 und SKN-1 sowie des Signalproteins DAF-18 zu
induzieren. Die Kultivierung der RNAi-Bakterien erfolgte, indem zunichst ein Drei-Osen-
Ausstrich aus einer 30 pg/ml Ampicillin enthaltenden Flussigkultur auf einen Selektionsagar
mit 50 pg/ml Ampicillin und 10 pg/ml Tetracyclin gestrichen wurde. Die Platte wurde fir
etwa 18 h bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Vormittag wurde eine Einzelkolonie in 200 ml LB-
Medium + 30 pg/ml Ampicillin gegeben und fiir ca. 18 h im Schittelinkubator inkubiert.

Dann wurde zur Plasmidinduktion IPTG dazu gegeben (Endkonzentration 1 mM) und eine
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weitere Stunde im Schiittelinkubator inkubiert. Es folgten Zentrifugation, Dichtemessung

und Aligquotierung in identischer Art und Weise wie bei den OP50-Bakterien.

2.3.3 Behandlung mit Quercetin

2.3.3.1 Fliissigmedium

Aufgrund der schlechten Loslichkeit von Quercetin in einfachem NGM wurden die
Experimente in Flissigmedium mit NGM-BS durchgefihrt. Hierzu wurde 10 x NGM-BS mit
NGM 1:10 verdinnt. Die Quercetin-Konzentration betrug 100 uM, d.h., 4 ul 100 mM
Quercetin-Losung wurden mit NGM-BS und OP50-1-Kultur auf 4 ml aufgefillt. Die
Kontrollgruppe wurde in 4 ml Flissigmedium mit 0,1 % DMSO gehalten. Die Quercetin-
Behandlung in Flissigkultur wurde bei den Experimenten zur Lipidakkumulation und zur

Messung der Lebensspanne verwendet.

2.3.3.2 Festmedium

Zur Kultivierung auf Festmedium gehorten zwei Komponenten, die beide Quercetin in
gleicher Konzentration enthalten sollten: Der Agar selber und die Bakteriensuspension, von
der sich die Wiirmer erndhrten. Das Versetzen des Agars mit Quercetin erfolgte, indem
zundchst in eine Petrischale von 60 x 15 mm ein bestimmtes Volumen 100 mM Quercetin
pipettiert wurde, das dann mit noch flissigem, ca. 70 °C warmen NGM-Agar auf ein
Gesamtvolumen von 4 ml aufgefillt wurde. Da in unserem Institut bisher nur Erfahrungen
mit Quercetin in Flissigmedium gemacht wurden und wir somit keine Erfahrungen (ber
geeignete Konzentrationen in Festmedium besaRen, wurden fir die Experimente zur DAF-
16-Lokalisation und zur SOD-3-Expression verschiedene Konzentrationen von 50, 100 und
200 uM gewdhlt. Die Kontrollgruppe wurde auf mit 8 pul DMSO versetztem NGM-Agar
gehalten, was dem Quercetin-Volumen bei 200 uM entspricht, bzw. einer DMSO-
Konzentration von 0,2 %.

Auf jede Platte wurde ein Volumen von 40 ul OP50-Bakterien + Quercetin ausgestrichen. Da
ein solch kleines Volumen 100 mM Quercetin-Losung nicht pipettiert werden konnte, musste
die Stocklosung auf 1 mM herunter verdiinnt werden. Das Quercetin-Volumen wurde dann
mit der Bakteriensuspension auf 40 pl aufgefillt und auf die Platte gestrichen. AnschlieRend
wurden die Platten fiir 15- 18 h bei 37 °C inkubiert.

Um einen Zerfall von Quercetin zu vermeiden, wurden diese Agarplatten jeweils frisch

hergestellt und nicht vor der Verwendung mehrere Tage gelagert.
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Bei Bedarf wurden die Wiirmer dann — wie in Kap. 2.3.1.1 beschrieben — auf dem Quercetin-

haltigen Agar aufgezogen.

2.3.4 Farbung mit Nil-Rot

Nil-Rot ist ein in-vivo-Farbstoff, der Lipide anfarbt. Er wurde bei den Versuchen zur
Bestimmung der Lipidakkumulation eingesetzt. Da das Hauptspeicherorgan flir Fettgewebe
bei C. elegans die Darmzellen sind, fand sich dort auch die starkste Anfarbung. Die Farbung
erfolgte in 4 ml Flissigmedium, bestehend aus NGM-BS, 100 uM Quercetin, 2,5 x 10’ OP50-
1/ml und 250 ng/ml Nil-Rot. In dieses Medium wurden die Wiirmer Gberfiihrt und fir 20 h
inkubiert. Fir die Experimente wurden folgende Stdmme und RNAi-Behandlungen
verwendet: N2, RB759, VC204, VC345, KU25, VC8, TJ356, DAF16-, SKN1- und leer-RNA..

2.3.5 RNAi-Behandlung

Die RNAi-Behandlung von C. elegans (Wildtypstamm N2) in Flissigmedium ist eine flir unser
Institut neue Methode. Bisher wurde das Verfiittern von RNAi-Bakterien nur auf Festmedium
durchgefiihrt. Es wurden Bakterien mit Doppelstrang-mRNA verwendet, die in den Wiirmern
die Reduktion der Expression der Transkriptionsfaktoren DAF-16 und SKN-1 sowie des
Signalmolekiils DAF-18 bewirkten. Die Doppelstrang-mRNA wurde durch einfaches Fiittern in
die Wiirmer eingeschleust. Als Nahrmedium wurde NGM-Amp + IPTG eingesetzt, wobei das
IPTG die Plasmidinduktion gewadhrleistete. Da sich die RNAi-Behandlung gegen fiir die
Entwicklung von C. elegans wichtige Proteine richtete und zur besseren Vergleichbarkeit der
Wirmer in gleichen Entwicklungsstadien untersucht werden sollten, wurde die Behandlung
erst drei Tage nach Semisynchronisation, also mit Erreichen des L4-Larvenstadiums,
gestartet. Ab diesem Zeitpunkt wurden die Wiirmer mit 2,5 x 10’ Bakterien/ml gefittert. Die
RNAi-Behandlung wurde bei den Experimenten zur Messung der Lebensspanne und zur
Lipidakkumulation verwendet. Als Kontrolle diente hier ein Bakterienstamm, der einen nicht-

kodierenden RNAi-Vektor exprimierte, also keinen Abbau von mRNA in C. elegans bewirkte.

2.3.6 Messung der Lebensspanne

Die Erfassung der Lebensspannen begann am dritten Tag nach der Semisynchronisation. Die
Wirmer befanden sich dann im L4-Larvenstadium und es konnte somit gewahrleistet
werden, dass nur solche Wiirmer fir den Versuch gewahlt wurden, die nicht schon vor dem

Adultenstadium starben.
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Der erste Schritt bestand darin, die Wirmer mit M9-Puffer von der Platte zu spiilen.
AnschlieBend wurden ausreichend viele mobile und damit gesunde Exemplare mittels
Glaskapillare in 2 ml PBST Uberfiihrt. Die Wirmer wurden dann erneut in eine zweite
Petrischale mit 2 ml PBST gegeben. Diese Waschschritte dienten der Verringerung des
Kontaminationsrisikos. AnschlieBend wurden je nach Versuchsansatz 35 oder 40 Wiirmer in
eine 35 x 10 mm Petrischale mit 4 ml Quercetin- bzw. DMSO-haltigem Flissigmedium
Uberfihrt. Dann wurden die Kulturen bei 20 °C gelagert. Es folgte ein téaglicher
Medienwechsel mit vorhergehendem zweifachem Waschgang in PBST und dabei die
Auszdhlung der lebendigen und verstorbenen Wirmer. Als tot wurden solche Wirmer
definiert, die sich auch wahrend des zweiten Waschgangs bei Berlhrung mit einem
Platindraht (,touch provoked movement”, Lithgow et al., 1995; Wu et al., 2002; Gill et al.,
2003) nicht mehr bewegten. Die lebenden Exemplare wurden nach dem zweiten Waschgang
in frisches Ndahrmedium Uberfihrt. Fir die Lebensspannenanalysen wurden folgende
Stamme verwendet: N2, TJ356, RB759, VC345, KU25 und die mit daf-16-, skn-1-, daf-18- und
leer-RNAi behandelten N2-Wirmer.

2.3.7 Fluoreszenzmikroskopische und densitometrische Untersuchungen

2.3.7.1 Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16

Der transgene Stamm TJ356 exprimiert ein Fusionsprodukt aus dem Transkriptionsfaktor
DAF-16 und GFP. Zunachst wurde eine Platte voller Wirmer des Stammes TJ356
semisynchronisiert. Die daraus gewonnenen Eier wurden auf eine Quercetin-haltige
Agarplatte gegeben und bei 20 °C gelagert. Am dritten Tag hatten die meisten Larven das L4-
Stadium erreicht und konnten mit M9-Puffer von der Platte abgespiilt werden. Aus dem
Puffer wurden dann die L4-Larven mit einer Glaskapillare herausgesaugt und in einem
Tropfen Puffer auf einen Objekttrager Gberfihrt. Zu dem Tropfen wurden noch 8 ul 2 uM
Natriumazid-Losung hinzu pipettiert. Dies fihrte zu einer teilweisen Immobilisierung der
Wirmer, sodass diese unter dem Mikroskop besser beobachtet werden konnten. Fir die
Untersuchung der Wirkung von Quercetin auf die DAF-16-Lokalisation bei thermalem Stress
wurden die Wirmer vor der Auswertung fir eine Stunde bei 37 °C im Puffer inkubiert. Bei
Anregung mit UV-Licht mit einer Wellenlange von 546 nm emitiert das GFP Licht mit einer
Wellenldnge von 580 nm, welches sich dann mit dem Fluoreszenzmikroskop beobachten
lasst. Dort erfolgte dann die Auswertung der DAF-16-Lokalisation. Dazu wurden die Wirmer
in drei Phdanotypen unterteilt: Der Phdanotyp mit zytosolischer DAF-16-Lokalisation enthielt

nur gleichmaRig griin fluoreszierende Zellen, beim intermedidren Phdnotyp waren im griin
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fluoreszierendem Zytoplasma auch einige griine Kerne zu erkennen wahrend der Phanotyp

mit nukledrer DAF-16-Lokalisation griin fluoreszierende Kerne in dunklem Zytoplasma zeigte.

2.3.7.2 Expression des Enzyms SOD-3

Der transgene Stamm CF1553 exprimiert ein Fusionsprodukt aus dem Enzym SOD-3 und GFP.
Zur Untersuchung der SOD-3-Expression wurden Wirmer des Stammes CF1553
semisynchronisiert und die daraus gewonnen Eier drei Tage lang auf einer Quercetin-
haltigen Agarplatte inkubiert. Ein Teil der L4-Larven wurde dann sofort
fluoreszenzmikroskopisch untersucht, der andere Teil wurde einem Hitzestress von 37 °C
eine Stunde lang ausgesetzt und konnte sich danach fiir zwei Stunden regenerieren, ehe er
unter dem Fluoreszenzmikroskop fotografiert wurde. Die Vorbehandlung vor dem
Mikroskopieren war die gleiche wie beim Stamm TJ356, nur dass fiir das Fotografieren eine
Natriumazid-Konzentration von 2 mM notwendig war, um die Wirmer komplett zu
paralysieren. Die Fotos wurden anschlieBend densitometrisch ausgewertet. Die GroRe der
optischen Dichte (OD) diente hierbei als Parameter der SOD-3-Expression: Je stdrker die
Fluoreszenz, desto grofRer die Expression des Enzyms. Da das Enzym SOD-3 vor Stress
schiitzt, der bei Hitzebelastung entsteht, sollte durch den thermischen Stress die Expression
der SOD-3 induziert werden. Die zwei Stunden Regeneration waren daher notwendig, um
den Wirmern genligend Zeit zu geben, das Enzym zu synthetisieren. Danach wurde die OD
der fluoreszierenden Wiirmer gemessen, indem die Wiirmer einzeln abfotografiert und dann
mit Hilfe des Computerprogramms TINA 2.0 densitometrisch vermessen wurden. Dazu
wurde jeder Wurm mit dem Mousecursor umfahren. Das Programm ermittelte dann die
GroRRe dieser umrandeten Flache und deren OD. Von der OD wurde dann noch die OD des

Hintergrundes abgezogen und man erhielt die reine OD des Wurmes.

2.3.7.3 Akkumulation von Lipiden

Fir die Untersuchung der Lipidakkumulation gab es unterschiedliche Behandlungsschemata,
eines fur die Mutantenstamme und eines fiir die mit RNAi behandelten Wiirmer. Bei den
Mutanten erfolgte die Quercetin-Behandlung der Wirmer direkt nach der
Semisynchronisation fir drei Tage in NGM-BS. Am dritten Tag wurden die Larven fiir 20 h mit
Nil-Rot gefarbt und dann unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Um eine gleiche
Inkubationszeit von Quercetin zu gewahrleisten, wurde die Untersuchung unabhéangig von
den Entwicklungsstadien durchgefiihrt, d.h., die Wirmer der unterschiedlichen Stamme
befanden sich nach drei Tagen nicht alle im L4-Stadium, bzw. befanden sich am Tag der

Auswertung nicht alle im jungen Adultenstadium. Um eine normale Entwicklung der Wirmer
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zu gewdbhrleisten, wurden die Eier vor der RNAi-Behandlung zunachst auf Agarplatten
Uberfihrt, auf der die Larven dann drei Tage bis zum L4-Stadium heranwachsen konnten.
Dann wurden sie in das Flissigmedium, das die RNAi-Bakterien enthielt, gesetzt und mit 100
UM Quercetin, bzw. 0,2 % DMSO fir drei Tage behandelt. AnschlieBend wurden dem
Ndhrmedium 250 ng/ml Nil-Rot hinzugefiigt. Bei Bestrahlung der mit Nil-Rot behandelten
Wirmer mit Licht von 365 nm Wellenldange emitiert der Farbstoff Licht von 395 nm
Wellenldnge. Dies kann wiederum unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden.
Nach 20 h Inkubationszeit mit Nil-Rot erfolgte die Auswertung wie bei der Messung der SOD-
3-Expression mittels Fluoreszenzmikroskopie und Densitometrie. Hierbei wurde die OD als
Mal fir den Lipidgehalt in den Wirmern verwendet: je groRer die OD, desto hoher der

Anteil an akkumulierten Lipiden im Wurm.

2.3.7.4 GroBBenentwicklung

Um zu sehen, ob das Quercetin einen Einfluss auf das Wachstum und die Entwicklung der
Wirmer hat, wurde gleichzeitig mit der densitometrischen Auswertung auch die GroRRe der
Wirmer ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Wirkungen des Quercetins in festem Agar

3.1.1 Einfluss von Quercetin auf die Lokalisation des Transkriptionsfaktors
DAF-16

Der Transkriptionsfaktor DAF-16, ein Ortholog der humanen FoxO-Transkriptionsfaktoren,
steht am Ende des Insulin/IGF-1 dhnlichen Signalwegs und Ubt in phosphoryliertem Zustand
transkriptionsaktivierende Funktionen aus. DAF-16 wird nur bei inaktivem Insulin/IGF-1-
dhnlichem Signalweg phosphoryliert und transloziert dann in den Kern. Ist der Signalweg
aktiviert, liegt DAF-16 unphosphoryliert im Zytosol vor.

In vorangegangen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Lokalisation von DAF-16 durch
das Flavonoid Quercetin zugunsten einer Kernlokalisation verschoben werden kann
(Kampkotter et al., 2008; Sack, 2008). Diese Versuche wurden allesamt in NGM-
Flissigmedium durchgefiihrt, was zwar eine gleichméaRige Konzentration des Quercetins im
Medium und somit seine gleichmaRige Aufnahme durch die Wiirmer gewahrleistete, jedoch
in der Handhabung der Kulturen deutlich aufwandiger und kontaminationsanfalliger war, als
die Haltung der Wurmkulturen auf Festmedium (NGM-Agar).

Ob ein ahnlicher Einfluss des Quercetins auf die Lokalisation von DAF-16 auch auf Agar-
Platten erreicht werden konnte, wurde untersucht, indem das Quercetin in
unterschiedlichen Konzentrationen dem noch flissigen Agar vor dem Ausharten hinzugefigt
wurde. Somit entstanden Platten mit unterschiedlichen Quercetin-Konzentrationen, die
dann mit E. coli inkubiert wurden. Die Bakteriensuspension enthielt die gleiche Quercetin-
Konzentration wie die jeweilige zu inkubierende Platte (s. Kap. 2.3.3.2). Das weitere
Vorgehen wird in Kap. 2.3.7.1 beschrieben. Die Versuche wurden bei 20 °C und unter
thermischem Stress bei 37 °C durchgefiihrt. Bei normalen Bedingungen zeigte sich eine
leichte Tendenz zur erhohten Kernlokalisation von DAF-16. In der Kontrollgruppe zeigten im
Mittelwert knapp 14 % der Wirmer eine Kernlokalisation, bei den mit Quercetin
behandelten Wirmern wurde bei ca. 22 bis 25 % eine Kernlokalisation beobachtet.
Deutlichere Unterschiede zeigten sich bei der Gruppe, die unter Hitzestress gestellt wurde.
Hier erhdhte sich der Anteil der Kernlokalisationen von ca. 15 % in der Kontrolle auf 40 % bei
50 uM Quercetin, ca. 47 % bei 100 uM Quercetin und auf 63 % bei 200 uM Quercetin (s.
Abb.3.1).
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3.1.2 Einfluss von Quercetin auf die Expression von SOD-3

Die Superoxid-Dismutase (SOD) ist ein Enzym, das fiir den Abbau von Sauerstoffradikalen
zustandig ist und somit dazu beitragt, oxidativen Stress in der Zelle zu reduzieren. Seine
Expression wird durch den aktivierten Trankskriptionsfaktor DAF-16 erhoht. Eine erhohte
Stressresistenz durch Expression von SOD wird in zahlreichen Arbeiten beschrieben
(Samuelson et al., 2007; Honda et al., 2008). Auch konnte nachgewiesen werden, dass unter
Quercetin die Resistenz gegenliber oxidativem Stress zunimmt, sowohl bei C. elegans als
auch in anderen Organismen (Belinha et al., 2007; Smirnova et al., 2009; Kampkotter et al.
2007, 2008).

Kampkotter et al. beschreiben 2008 einen inhibierenden Effekt des Quercetins auf die
Expression des Isoenzyms SOD-3. Diese Experimente wurden in Flissigmedium
durchgefiihrt, nun sollten sie auch auf Festmedium zwecks der bereits oben erwahnten
leichteren Handhabbarkeit durchgefiihnrt werden. Hierzu wurde der transgene Stamm
CF1553 verwendet, der ein Fusionsprodukt aus SOD-3 und GFP exprimiert. Das Vorgehen bei
den Versuchen war analog zur Durchfiihrung der Experimente zur DAF-16-Lokalisation,
durchgefiihrt wurden sie bei 20 °C. Im Vergleich zur Kontrollgruppe war bis zu einer
Konzentration von 100 uM Quercetin auch auf Festmedium eine tendenzielle Verringerung
der Expression der SOD-3 zu erkennen. In der Kontrolle wurden ca. 69 relative
Fluoreszenzeinheiten (RFU) gemessen, bei 50 uM Quercetin etwa 62 RFU und ca. 59 RFU bei
100 uM Quercetin. Bei einer Quercetin-Konzentration von 200 uM nahm die Fluoreszenz auf
knappe 78 RFU zu (s. Abb.3.2).

Abb. 3.1: Einfluss von Quercetin auf die Lokalisation von DAF-16

A) 20°C B) 37°C

0.8 _
e 0.8
9 *
. _'_
3 061 0.6-
g = T
© o
S £ 04 0.4
[
< o
[
© 0.2 0.2
T
i<
< ood 0.0-

Kontrolle 50 uM 100 uM 200 uM Kontrolle 50 uyM 100 uM 200 uM

Nach der Semisynchronisation wurden Eier des Stammes TJ356 auf NGM-Agar mit 50, 100 und 200 pM
Quercetin bzw. als Kontrolle 0,2 % DMSO drei Tage lang bis zum Larvenstadium L4 inkubiert. Die L4-Larven
wurden dann fluoreszenzmikroskopisch untersucht und den verschiedenen Phdnotypen zugeordnet. A)
Kernlokalisation bei 20 °C B) Kernlokalisation bei 37 °C (3 Experimente; Raumtemperatur: n=81 (Kontrolle), 64
(50 uM), 58 (100 uM) und 62 (200 uM); Thermischer Stress: n=44 (Kontrolle), 60 (50 uM), 50 (100 uM) und 48
(200 uM); *P<0,05; One-way analysis of variance und als Post-Hoc-Test Bonferroni‘s Multiple Comparison Test;
MW1SEM).
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Abb. 3.2: Einfluss von Quercetin auf die Expression der SOD-3
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Alterssynchronisierte Eier des Stammes CF1553 (SOD-3::GFP) wurden fiir drei Tage auf Quercetin-
haltigen Agarplatten (Kontrolle: 0,2 % DMSO) bis zum L4-Stadium aufgezogen, anschliefend von der
Platte gespilt und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. (2 Experimente; n=31 (Kontrolle), 23
(50 uM), 36 (100 puM) und 25 (200 uM); One-way analysis of variance und als Post-Hoc-Test Bonferroni‘s
Multiple Comparison Test; MW+SEM).

3.2 Einfluss von Quercetin und verschiedener Mutationen im
Insulin-Signalweg auf die Lebensspanne von C. elegans

3.2.1 Einfluss von ILS-Mutationen und RNAI auf die Lebensspanne von C.
elegans

Die Lebensspannen der verschiedenen ILS-Mutanten wurde bereits in zahlreichen Studien
untersucht (u.a. Dorman et al., 1995; Hertweg et al., 2004; Hamilton et al., 2005). Die
Untersuchung dient der Bestatigung dieser Ergebnisse und im Fall der RNAi-Behandlung als
Indikator flr eine erfolgreiche RNAI. Im Vergleich der Auswirkungen der Mutationen auf die
Lebensspannen wurde bei den Kontrollen ein signifikanter Anstieg der mittleren Lebenszeit
in allen Gruppen mit Mutation erreicht. So verlingerte die Uberexpression von DAF-16 im
Stamm TJ356 dessen Uberleben im Vergleich zum Wildtyp um knapp 27 %, eine
Minderexpression des Proteins AKT-1 bewirkte eine Verlangerung der Lebensspanne um ca.
21 % und bei der SGK-1-Mutante wurde das Uberleben um etwa 34 % verlangert. Wurden
die verschiedenen Stamme mit Quercetin behandelt, so ergab sich fiir den TJ356-Stamm
eine Lebensverlangerung von ca. 44 % und fir VC345 von knapp 33 %. Bei der AKT-1-
Mutante konnte kein signifikanter Unterschied im Vergleich zum mit Quercetin behandelten
Wildtyp festgestellt werden (s. Abb. 3.3).

39



3 Ergebnisse

Um die Aktivitat der Transkriptionsfaktoren DAF-16 und SKN-1 sowie der Phosphatase DAF-
18 herunter zu regulieren, wurden RNAi-Bakterien mit einer fir diese Proteine kodierenden
Doppelstrang-RNA als Futterquelle flir C. elegans verwendet. Durch diese Doppelstrang-
mRNA wurde der Abbau der fiir die entsprechenden Proteine kodierenden mRNA im Wurm
induziert und das Protein somit schwacher exprimiert. Als Kontrolle diente ein E. coli-Stamm,
der einen Leervektor enthielt. Signifikante Reduktionen der Lebensspannen konnten durch
RNAi gegen skn-1 und daf-16 erzielt werden, hier lebten die Wiirmer im Mittel 16,2 % (daf-
16 RNAI), bzw. 18,3 % (skn-1 RNAI) kiirzer. Bei daf-18 RNAi nahm die Uberlebenskurve erst in
der zweiten Halfte den zu erwartenden Verlauf an. Eine im Vergleich zum Wildtyp
verringerte Anzahl an Uberlebenden Wiirmern konnte in der ersten Halfte nicht beobachtet
werden. Dadurch kann in der Gesamtbetrachtung kein lebensverkiirzender Effekt
beobachtet werden (s. Abb. 3.4).

Abb. 3.3: Auswirkung verschiedener ILS-Mutationen mit und ohne Quercetin-Einfluss auf die Lebensspanne
von C. elegans
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Dargestellt sind die Auswirkungen der Mutationen unter Kontrollbedingungen sowie unter Behandlung mit
Quercetin. Kontrollgruppe: Wildtyp: 3 Experimente, n=88; TJ356: 2 Experimente, n=59; VC345: 2 Experimente,
n=52; RB759: 3 Experimente, n=77; Quercetin-Gruppe: Wildtyp: 3 Experimente, n=57; TJ356: 2 Experimente,
n=60; VC345: 2 Experimente, n=53; RB759: 3 Experimente, n=81. (Dargestellt sind Kaplan-Meyer-
Uberlebenszeitfunktionen. Statistische Auswertung mittels Log-rank Test)
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Tab.3.1: Mittlere Lebensspannen von C. elegans Wildtyp (N2) und ILS-Mutanten

N2 TJ356 | VC345 | RB759 | Leer-RNAi | daf-16 RNAi | daf-18 RNAi | skn-1 RNAi

Mittlere
Lebensspanne 22,5 28,5 30,2 27,2 19,7 16,5 19,3 16,1
[d]
P-Wert 1 0,0005 | 0,0003 | 0,024 1 0,0072 0,886 0,0053

Abb. 3.4: Einfluss der RNAi-Behandlung auf die Lebensspanne von C. elegans
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Ab dem L4-Stadium wurden die Wirmer mit RNAi-Bakterien gefuttert, taglich auf Lebendigkeit Gberprift und
in frisches Medium Uberfiihrt. Es wurden fiir jeden Ansatz 3 Experimente durchgefiihrt. Kontrollgruppe: n=49,
daf-16 RNAi: n=105, skn-1 RNAi: n=75, daf-18 RNAi: n=88. (Dargestellt sind Kaplan-Meyer-
Uberlebenszeitfunktionen. Statistische Auswertung mittels Log-rank Test)

3.2.2 Einfluss von Quercetin auf die Lebensspanne von C. elegans

Es konnte bereits in einigen Studien gezeigt werden, dass Quercetin einen protektiven Effekt
gegenlber oxidativem Stress besitzt und somit die Lebensspanne in Organismen wie S.
cerevisiae oder C. elegans verlangert (Belinha et al., 2007; Kampkotter et al., 2007, 2008).
Dies warf Fragen lber den Mechanismus auf, mit dem Quercetin diesen Effekt erzielen
konnte. Diskutiert werden in den Arbeiten von Kampkotter et al. (2007, 2008) ein direkter
antioxidativer Effekt von Quercetin, aber auch ein Einfluss dieser Substanz auf die Aktivitat
von Genen fur antioxidative Enzyme, der durch eine Aktivierung des FoxO-
Transkriptionsfaktors DAF-16 zustande kommen kdnnte. Somit war ein Ziel dieser Arbeit,
den Effekt von Quercetin auf den Insulin-Signalweg, dessen Endeffektor DAF-16 ist, naher zu
untersuchen. Dazu wurde zunadchst die Lebensspanne bei Wirmern mit unterschiedlichen

Mutationen in diesem Signalweg untersucht (s. Kap. 2.3.6). Hierzu wurden die Wiirmer — wie
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in Kap. 2.3.3.2 beschrieben — mit Quercetin, bzw. zur Kontrolle mit DMSO behandelt und
taglich auf ihre Lebendigkeit hin iberprift.

Beim Wildtyp-Stamm N2 konnte ein lebensverlangernder, wenn auch nicht signifikanter
Effekt von Quercetin nachgewiesen werden, der im Mittel ca. 10 % betrug. Fiihrt man den
gleichen Versuch mit dem transgenen Stamm TJ356 durch, der ein GFP-Fusionsprodukt mit
DAF-16 bildet und diesen Trankriptionsfaktor liberexprimiert, so erzielt man einen deutlich
starkeren Effekt des Quercetins, bei dem die mittlere Lebensspanne um ca. 22 % verlangert
wird. Eine Quercetin-Behandlung des Stammes VC345, der eine Mutation im Gen der DAF-
16-inhibierenden Proteinkinase SGK-1 tragt und somit den Transkriptionsfaktor DAF-16
verstarkt exprimiert, bewirkte eine signifikante Lebensverlangerung von knapp 10 %. Beim
Stamm RB759, einer AKT-1-Mutante, die DAF-16 ebenfalls verstarkt exprimiert, konnte kein

lebensverlangernder Effekt des Quercetins nachgewiesen werden (s. Abb. 3.5).

Abb.3.5: Einfluss von Quercetin auf die Lebensspannen von N2, TJ356, VC345 und RB759

N2 TJ356 (daf-16::gfp)
100 100 -
—— Kontrolle
—~ 804 —— Quercetin 80-
X
S 60- 60
c
[0}
o
D 404 40+
@
O
D 204 20
O T T 1 0 T T 1
0 20 40 60 0 20 40 60
Tage Tage
VC345 (sgk-1) RB759 (akt-1)
100 100
§ 80+ § 80+
3 60 3 604
C c
(0] [0
e} o)
@ 404 @ 40-
@ @
S 20 S 20+
O T T 1 O T T 1
0 20 40 60 0 20 40 60
Tage Tage

Die Wiirmer wurden ab dem L4-Stadium in NGM-BS mit 100 uM Quercetin, bzw. als Kontrolle mit dem gleichen
Volumen DMSO bis zum Tod téaglich gezahlt und in frisches Medium Uberfuhrt. Kontrollgruppe: Wildtyp: n=88,
TJ356: n=59, VC345: n=52, RB759: n=77; Quercetin-Gruppe: Wildtyp: n=57, TJ356: n=60, VC345: n=53, RB759:
n=81. Mit VC345 und TJ356 wurden 2, mit dem Wildtyp und RB759 wurden 3 Experimente durchgefiihrt.
(Dargestellt sind Kaplan-Meyer-Uberlebenszeitfunktionen. Statistische Auswertung mittels Log-rank Test)
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Tab. 3.2: Mittlere Lebensspannen von ILS-Mutanten bei Quercetin-Behandlung

Wildtyp | TJ356 | VC345 | RB759 | Leer- daf-16 daf-18 skn-1
RNAI RNAI RNAI RNAI
Mittlere Lebensspanne | 22,5 28,5 30,2 27,2 19,7 16,5 19,3 16,1
Kontrollgruppe [d]
Mittlere Lebensspanne | 24,9 34,8 33,1 27,4 21,3 18,4 20,9 16,9
Quercetin-Gruppe [d]
P-Wert 0,4139 | 0,0032 | 0,0282 | 0,7316 | 0,1712 0,0521 0,0389 0,2780
Abb. 3.6: Einfluss von Quercetin auf die Lebensspannen von RNAi-behandelten C. elegans
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Die Wiirmer wurden ab dem L4-Stadium in Flissigmedium Uberfiihrt, mit RNAi-Bakterien gefuittert und der
Behandlung mit Quercetin/DMSO unterzogen. Taglich wurde Uberprift, wie viele Wirmer noch lebten. Alle
Experimente wurden dreimal durchgefiihrt. Kontrollgruppe: leer-RNAi: n=45, daf-16-RNAi: n=105, daf-18-RNAi:
n=88, skn-1-RNAi: n=75; Quercetin-Gruppe: leer-RNAi: n=66, daf-16-RNAi: n=81, daf-18-RNAi: n=63, skn-1-RNA.i:
n=70 (Dargestellt sind Kaplan-Meyer-Uberlebenszeitfunktionen. Statistische Auswertung mittels Log-rank Test)
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Um zu untersuchen, ob auch bei der RNAi-Behandlung ein lebensverlangernder Effekt des
Quercetins erzielt werden konnte, wurden den RNAi-Ansatzen nun Quercetin bzw. als
Kontrolle DMSO hinzugefiigt, das Vorgehen war das gleiche wie schon bei den Mutanten-
Stammen. Eine signifikante Lebensverlangerung von ca. 8 % konnte hier bei dem mit daf-18-
RNAi behandelten Ansatz beobachtet werden. In der Kontrolle wurde der gleiche Anstieg der
Lebenszeit beobachtet, allerdings war er hier nicht signifikant. Gleiches gilt flir die
Verlangerung der Lebensspanne von ca. 12 % in der mit daf-16-RNAi behandelten Gruppe.
Bei den Wiirmern mit skn-1-RNAi konnte keine signifikante Lebensverlangerung beobachtet
werden (s. Abb. 3.6).

3.3 Einfliisse auf die Lipidakkumulation in C. elegans

3.3.1 Einfluss von Quercetin auf die Lipidakkumulation in C. elegans

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass Quercetin den Lipidmetabolismus auf
unterschiedliche Arten beeinflussen kann. So ist es in der Lage, in Ratten-Adipozyten
Lipolyse zu induzieren (Kuppusamy, Das, 1992) und die Glucoseaufnahme zu inhibieren
(Strobel et al., 2005). Juzwiak et al. (2005) konnten nachweisen, dass Quercetin bei
Kaninchen mit erhéhten Serumcholesterinspiegeln sowohl die Konzentration an LDL- und
VLDL-Cholesterin und Triglyceriden senkt als auch die HDL-Konzentration erhéht. AuBerdem
wird die von Lipidplaques befallene Endothelflache der Aorta reduziert. Auch bei Menschen
konnte in einer Studie an japanischen Frauen eine LDL-senkende Wirkung von Quercetin
nachgewiesen werden (Arai et al., 2000). Bei C. elegans konnte ein Zusammenhang zwischen
Lipidmetabolismus und verldangerter Lebensspanne hergestellt werden. So zeigten Horikawa
et al. (2008), dass sich bei einer Reduktion der Aktivitat des im Fettsdaurestoffwechsel aktiven
Enzyms FAT-6 sowohl der Lipidspeicher als auch die Lebensspanne der Wirmer stark
reduziert. Wang et al. konnten 2008 nachweisen, dass eine Triglycerid-Lipase zu einer
verlangerten Lebensspanne fihrt.

Ob auch Quercetin einen Einfluss auf die Speicherung von Lipiden hat, wurde untersucht,
indem die Wirmer vom Wildtyp (N2), nachdem sie drei Tage lang in Quercetin-haltigem
Flissigmedium aufwuchsen, mit Nil-Rot-Losung angefarbt wurden und die Fluoreszenz unter
dem Fluoreszenzmikroskop gemessen wurde (s. Kap. 2.3.4 und 2.3.7.3).

Fir den Wildtyp konnte eine um 66,4 % verringerte Fluoreszenz, d.h., eine etwa dreimal

geringere Lipidakkumulation nachgewiesen werden (s. Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: Einfluss von Quercetin auf die Lipidakkumulation im Wildtyp von C. elegans
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Nach der Semisynchronisation wurden die Eier fir drei Tage in Flissigmedium mit 100 uM Quercetin
(Kontrolle: 0,2 % DMSO) inkubiert und im Anschluss fur 20 h mit 250 ng/ml Nil-Rot geféarbt. A) Darstellung
der RFU. B) Oben ein unbehandelter, mit Nil-Rot gefarbter Wurm, unten ein mit Quercetin behandelter, mit
Nil-Rot gefarbter Wurm. Beide Wiirmer sind vom Wildtyp. (3 Experimente; Kontrolle: n=113, Quercetin:
n=101; ***P<0,001; Student’s T-Test; MW*SEM).

Als Nachstes wurden die mutierten Stamme RB759, VC204, VC345, VC8 und KU25
untersucht, bei denen Teile von Genen fir die Signaltransduktionsproteine AKT-1, AKT-2,
SGK-1 sowie JNK-1 und PMK-1 deletiert waren.

Alle diese Stamme zeigen unter Quercetin-Einfluss eine reduzierte Lipideinlagerung: Beim
Stamm RB759(akt-1) verringert sich die Fluoreszenz und damit der Lipidgehalt von 239,0 auf
153,2 RFU um ca. 36 %, bei VC204(akt-2) von 209,1 auf 151,0 um etwa 28 % und bei
VC345(sgk-1) von 230,9 auf 149,0 um ca. 35 %. In VC8(jnk-1) wurde eine um fast 29 %
geringere Fluoreszenz und damit Fetteinlagerung gemessen (RFU nimmt von 169,6 auf 121,0
ab). KU25(pmk-1) lagert etwa 28 % weniger Lipide ein (Abnahme von 325,8 auf 235,6 RFU),
als die unbehandelte Kontrollgruppe (s. Abb. 3.8). Diese durch Quercetin erreichte
Verringerung des Lipidgehalts ist in allen Stdmmen signifikant, zeigt jedoch beim Wildtyp
eine 1,3- bis 1,9-fach starkere Auspragung.
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Abb. 3.8: Effekt von Quercetin auf die Lipideinlagerung unterschiedlich mutierter Stamme von C. elegans

Die nach der Semisynchronisation fir
drei Tage in 100 uM Quercetin/0,2 %
400 - DMSO inkubierten Larven wurden
anschlieBend fiir 20 h mit 250 ng/ml Nil-
Rot gefarbt. Die linken Saulen stellen die
Kontrollgruppen dar, die rechten Saulen
die mit Quercetin behandelten Gruppen.
(RB759(akt-1): n=108 (Kontrolle) und 114
(Quercetin) (beide 3 Experimente),
VC204(akt-2): n=115 (K) und 110 (Q)
(beide 4 Experimente), VC345(sgk-1):
n=115 (K, 4 Experimente) und 128 (Q, 5
Experimente), VC8(jnk-1): n=101 (K) und
96 (Q) (beide 3 Experimente),
KU25(pmk-1): n= 111 (K) und 114(Q)
(beide 4 Experimente); (***P<0,001;
. One-way analysis of variance und als
akt-1 akt-2 sgk-1 Jnk-1 pmk-1 Post-Hoc-Test  Bonferroni‘s  Multiple
Comparison Test; MW+SEM).

3.3.1 Einfluss von ILS-Mutationen auf die Lipidakkumulation in C. elegans

Vergleicht man die Lipidakkumulation der Mutanten mit der des Wildtyps, ohne die Wirmer
mit Quercetin behandelt zu haben, so zeigt sich bei allen mutierten Stammen eine signifikant
verringerte Menge an gespeichertem Fett. Bei KU25(pmk-1) zeigt sich mit 53,6 % die
geringste Reduktion, bei VC8(jnk-1) fallt sie mit 75,9 % am starksten aus. Die ILS-Mutanten
liegen mit 66,0 % (RB759(akt-1)), 67,1 % (VC345(sgk-1)) und 70,2 % (VC204(akt-2)) zwischen
diesen Werten (s. Abb. 3.9 A). Werden die Mutanten mit Quercetin behandelt, ergeben sich
folgende Unterschiede bei der Lipidakkumulation: VC8(jnk-1) bleibt der am starksten
beeintrachtigte Stamm, jedoch reduziert sich der Lipidgehalt nur noch um 48,7 %. Die ILS-
Mutanten liefern wieder dhnliche Werte, auch hier ist der Effekt, den die Mutation allein
hervorruft, durch Quercetin deutlich abgeschwacht. Bei RB759(akt-1) reduziert sich die
Fettakkumulation um 35,1 %, bei VC204(akt-2) um 36,0 % und bei VC345(sgk-1) um 36,9 %
gegenliber dem Wildtyp. Bei KU25(pmk-1) ergeben sich nun dem Wildtyp beinahe identische
Mengen an Speicherfett (s. Abb. 3.9 B).

Nun folgte die Bestimmung der Fettakkumulation bei Wildtyp-Wirmern, die ab dem L4-
Stadium drei Tage lang mit RNAi gegen daf-16 oder skn-1 behandelt wurden. Bei diesen
Wirmern wurde mittels Doppelstrang-mRNA bildenden Bakterien die Expression der beiden
Transkriptionsfaktoren DAF-16 oder SKN-1 reduziert.

Auch hier zeigt sich durch die Quercetin-Behandlung eine signifikant verringerte Lipidmenge.
Bei der mit einem Leervektor behandelten Gruppe reduziert sich die Fluoreszenz um 73,5 %.

Wird die Expression von DAF-16 mittels RNAi reduziert, so schwéacht sich der Quercetin-
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Effekt ab und die Fetteinlagerung reduziert sich nur noch um 34,8 %. Bei einer verminderten
SKN-1-Expression wird die Lipidakkumulation um 55,3 % verringert (s. Abb. 3.10).

Bei der Betrachtung des alleinigen Effekts der RNAi-Behandlung auf den Lipidgehalt von C.
elegans fallt auf, dass eine daf-16-RNAi den Lipidgehalt signifikant um 14,5 % senkt. Wird

hingegen die Expression von SKN-1 reduziert, so lagert der Wurm 17,9 % mehr Fett ein, auch
dieser Wert ist signifikant (s. Abb. 3.11 A). Eine Zugabe von Quercetin ergibt bei beiden
RNAi-Behandlungen einen signifikant erhdhten Fettspeicher. Bei skn-1-RNAi ist er mit 98,4 %
fast verdoppelt, bei daf-16-RNAi durch Quercetin-Gabe mit 110,1 % im Vergleich zum
Wildtyp mehr als verdoppelt (s. Abb. 3.11 B).

Abb. 3.9: Einfluss von Mutationen und Quercetin auf die Lipidakkumulation bei C. elegans
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Nach der Semisynchronisation wurden die Eier der unterschiedlichen Stamme fir drei Tage in Flissigmedizm + 0,2
% DMSO (A) bzw. 100 uM Quercetin (B) inkubiert. Im Anschluss daran wurde eine 20-stiindige Nil-Rot-Farbung
durchgefuihrt. (RB759(akt-1): n=108 (Kontrolle) und 114 (Quercetin) (beide 3 Experimente), VC204(akt-2): n=115
(K) und 110 (Q) (beide 4 Experimente), VC345(sgk-1): n=115 (K, 4 Experimente) und 128 (Q, 5 Experimente),
VC8(jnk-1): n=101 (K) und 96 (Q) (beide 3 Experimente), KU25(pmk-1): n= 111 (K) und 114(Q) (beide 4
Experimente); ***P<0,001 One-way analysis of variance und als Post-Hoc-Test Bonferroni‘s Multiple Comparison

Test; MW+SEM).

Tab. 3.3: Einfluss von Quercetin auf die Nil-Rot-Fluoreszenz verschiedener C. elegans-Stamme

N2 RB759(akt-1) | VC204(akt-2) | VC345(sgk-1) | VC8(jnk-1) KU25(pmk-1)
DMSO [RFU] 731,8 239,0 209,1 230,9 169,6 325,8
Quercetin [RFU] | 236,0 153,2 151,0 149,0 121,0 235,6
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Abb. 3.10: Einfluss von Quercetin auf die Lipidakkumulation bei RNAi-Behandlung von C. elegans gegen
daf-16 bzw. skn-1
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die Wirmer fur drei Tage auf
2000 Festmedium gehalten, ehe sie dann fiir
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n=63 (K) und 73 (Q); ***P<0,001; One-
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Abb. 3.11: Lipidakkumulation unter daf-16 und skn-1 RNAi und deren Beeinflussung durch Quercetin
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Nachdem die Wirmer sich nach der Semisynchronisation flr drei Tage auf Festmedium entwickeln konnten,
wurden sie in Flissigmedium Gberfihrt, in dem sie flr weitere drei Tage der RNAi-Behandlung mit Zusatz von 0,2
% DMSO (A) oder 100 pM Quercetin (B) unterzogen wurden. AnschlieBend erfolgt die 20-stlindige Farbung mit
250 ng/ml Nil-Rot und die Auswertung mit dem Fluoreszenzmikroskop. (3 Experimente; DMSO: Leervektor n=61,
daf-16 RNAi n=65, skn-1 RNAi n=63; Quercetin: Leervektor n=65, daf-16 RNAi n=67, skn-1 RNAi n=73; *P<0,05;
**p<0,01; ***P<0,001; One-way analysis of variance und als Post-Hoc-Test Bonferroni‘s Multiple Comparison
Test; MW1SEM).
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3.4 Einfluss von Quercetin und ILS-Mutationen auf die Korpergrof3e
von C. elegans

Viele Studien stellen einen Zusammenhang zwischen Fettmetabolismus, dem Insulin-like-
signalling und korperlicher Entwicklung von C. elegans her (Kenyon et al. 1993; Horikawa et
al. 2008; Jones et al. 2009). Nachdem ein Einfluss von Quercetin auf den Lipidmetabolismus
von C. elegans nachgewiesen werden konnte, sollte nun untersucht werden, inwiefern
Quercetin auch das Wachstum von C. elegans beeinflusst. Hierzu wurden die
Korperoberflachen als ein Parameter fir Entwicklung und Wachstum der Wirmer bestimmt.
Die Werte wurden bei der densitometrischen Ermittlung der Fettspeicherung automatisch
mitbestimmt.

Zunachst wurde die Korperoberflache von drei Tage alten Wildtyp-Wirmern und den ILS-
Mutanten RB759(akt-1), VC204(akt-2), VC345(sgk-1), VC8(jnk-1) und KU25(pmk-1) ermittelt.
Hierbei ergab sich, dass Quercetin bis auf eine Ausnahme keinen nennenswerten Einfluss auf
das Wachstum von C. elegans auslibt. Lediglich bei VC204(akt-2) konnte eine signifikante,
um ca. 28,8 % gesteigerte, GroRenzunahme durch Quercetin nachgewiesen werden
(Abb.3.12).

Abb. 3.12: Einfluss von Quercetin auf die GroRe verschiedener C. elegans-ILS-Mutanten
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Die semisynchronisierten Eier wurden fir drei Tage in Flissigmedium mit 100 uM Quercetin (rechte
Saulen) (Kontrolle: 0,2 % DMSO, linke Saulen) inkubiert. Im Rahmen der fluoreszenzmikroskopischen
Auswertung der Lipidakkumulation wurde auch die GroRe der Wirmer erfasst (dargestellt als
Oberfliche in mm?). (N2: n=105 (Kontrolle) und 111 (Quercetin) (beide 3 Experimente), RB759(akt-1):
n=108 (K) und 114 (Q) (beide 3 Experimente), VC204(akt-2): n=115 (K) und 110 (Q) (beide 4
Experimente), VC345(sgk-1): n=115 (K, 4 Experimente) und 128 (Q, 5 Experimente), VC8(jnk-1): n=101
(K) und 96 (Q) (beide 3 Experimente), KU25(pmk-1): n= 111 (K) und 114(Q) (beide 4 Experimente);
***¥P<0,001; One-way analysis of variance und als Post-Hoc-Test Bonferroni‘s Multiple Comparison
Test; MWZSEM).
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Bei der Betrachtung des Effekts von Quercetin auf mit RNAi gegen DAF-16 und SKN-1
behandelte Wiirmer zeigt sich nach Herabregulierung der DAF-16-Aktivitat eine signifikante
Verringerung der Grofle um etwa 20 %. Auf die Kontrolle und auf skn-11-RNAi tibt Quercetin
hinsichtlich des Wachstums keinen Einfluss aus (Abb. 3.13).

Die nachste Datenauswertung sollte zeigen, ob Gberhaupt durch die Mutationen im Insulin-
Signalweg eine Auswirkung auf das Wachstum von C. elegans besteht. Hierbei zeigt sich,
dass samtliche Mutationen im ILS eine signifikante Verringerung der Grof3e bewirken. Diese
fallt bei verringerter SGK-1-Aktivitat mit im Mittel Gber 70 % kleineren Wirmern im
Vergleich zum Wildtyp am starksten aus. Eine akt-2-Mutation bewirkt eine GroRenreduktion
um ca. 31 %, bei Mutationen in den Ubrigen Genen sind die Wiirmer 13 bis 16 % kleiner
(Abb. 3.14).

Werden die mit Quercetin behandelten ILS-Mutanten verglichen, so sind mit Ausnahme von
VC345(sgk-1) die Wiirmer nach drei Tagen in etwa gleich grof8. Es kann nur noch durch die
sgk-1-Mutation eine signifikante GroRBenreduktion von knapp 63 % nachgewiesen werden,
der Effekt der anderen Mutationen ist unter Quercetin verschwunden (Abb. 3.15).

Eine RNAi-Behandlung von C. elegans gegen die Transkriptionsfaktoren DAF-16 und SKN-1
flihrt unter Kontrollbedingungen zu einer sehr geringen GroRenreduktion, bei daf-16-RNAi
fallt diese mit knapp 7 % signifikant aus (Abb. 3.16 A). Mit Zufuhr von Quercetin kann bei
Suppression von DAF-16 diese GroRenreduktion auf fast 25 % gesteigert werden. Ein
Unterschied bei der Gruppe mit SKN-1-Suppression ist auch durch Quercetin-Behandlung
nicht festzustellen (Abb. 3.16 B).

Abb. 3.13: Einfluss von Quercetin auf die Groe von mit RNAi behandeltem C. elegans-Wildtyp
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Abb. 3.14: Einfluss von ILS-Mutationen auf die Gr6Be von C. elegans
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Abb. 3.15: Einfluss von Quercetin und ILS-Mutation auf die GroRe von C. elegans
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Abb. 3.16: Einfluss von RNAi und Quercetin auf die GroRRe von C. elegans
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Nach der Semisynchronisation wuchsen die Larven zunachst fir drei Tage auf NGM-Agar heran, ehe sie dann
in das RNAi-Bakterien enthaltende Flissigmedium Uberfiihrt wurden. AnschlieRend wurden die Wirmer auf
ihre Lipideinlagerungen fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Im Rahmen dieser Auswertung konnte auch die
Oberflache der Wiirmer ermittelt werden. Abb. A zeigt die Kontrollgruppe, die in 0,2 % DMSO-haltigem
Medium heranwuchs, in Abb. B ist die GrofRe der Wiirmer dargestellt, die sich in 100 uM Quercetin-haltigem
Medium entwickelte. (3 Experimente; Leervektor: n=61 (K) und 65 (Q), daf-16 RNAi: n=65 (K) und 67 (Q), skn-
1 RNAi: n=63 (K) und 73 (Q); *P<0,05; ***P<0,001; One-way analysis of variance und als Post-Hoc-Test
Bonferroni‘s Multiple Comparison Test; MW1SEM).
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4 Diskussion

4.1 Lebensspannen

Uber den Mechanismus, wie Quercetin die Lebensspanne von C. elegans erhdht, haben sich
bereits einige Arbeitsgruppen Gedanken gemacht. Es herrschen verschiedene mogliche
Wirkungsweisen. So konnte gezeigt werden, dass Quercetin den Gehalt an radikalen
Sauerstoffspezies in C. elegans senkt (Kampkotter et al.,, 2007). Unklar bleibt jedoch der
Mechanismus, Uber den dies geschieht. Zum Einen konnte Quercetin durch seine
molekularen Eigenschaften als Radikalfanger direkt die Sauerstoffradikale abfangen. Vor
allem aber scheint sich zu bestatigen, dass durch Quercetin bestimmte Signalwege aktiviert
werden, was dann die Aktivierung protektiv wirkender Gene zur Folge hat. Im Raum steht
hier insbesondere der ILS.

Zunachst werden durch die Experimente Ergebnisse anderer Forschungsgruppen bestatigt,
die zeigen, dass die Signalproteine des ILS in die Regulierung der Lebensspanne von C.
elegans eingreifen. So konnten Kenyon et al. bereits 1993 zeigen, dass bei einer Inhibition
des Insulin-Rezeptors DAF-2 die betroffene Wurmpopulation eine doppelt so hohe
Lebensspanne zeigt, wie Wiirmer vom Wildtyp, und dass dies abhangig von DAF-16 ist. In der
hier vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass eine erhohte DAF16-Aktivitdt, wie sie in dem
Stamm TJ356 vorkommt, zu einer verlangerten Lebensspanne fihrt. Umgekehrt verkirzt sich
die Lebensspanne, wenn DAF-16 mittels RNAI in seiner Aktivitat unterdriickt wird.

DAF-16 wird durch zahlreiche andere Proteine in seiner Aktivitat reguliert. Zu ihnen zahlen
unter anderem die in dieser Arbeit untersuchten Signalproteine AKT-1, SGK-1 und DAF-18.
SGK-1 scheint hauptverantwortlich fiir die zytosolische Lokalisation von DAF-16 zu sein
(Hertweck et al., 2004; Braeckman & Vanfleteren, 2006). Wird es durch Mutation oder RNAi
in seiner Aktivitdt reduziert, so transloziert DAF-16 in den Kern und aktiviert die
Transkription zahlreicher Gene, was u.a. in einer verlangerten Lebensspanne resultiert
(Hertweck et al., 2004; Hamilton et al., 2005). Diesen Beobachtungen entsprechen auch die
Befunde dieser Arbeit, die fir den hier untersuchten Stamm VC345(sgk-1(ok538)) eine
verlangerte Lebensspanne zeigen.

Bei AKT-1 handelt es sich um eine Proteinkinase, die hauptsichlich fiir das Ubertreten von C.
elegans in den Zustand der Dauerlarve, einen sehr robusten und gegen widrige
Umweltbedingungen resistenten vegetativen Zustand, verantwortlich ist (Hertweck et al.,
2004; Braeckman & Vanfleteren, 2006). Wie stark der Einfluss von AKT-1 auf die
Lebensspanne der Wiirmer ist, wird in den verschiedenen Arbeitsgruppen unterschiedlich
beschrieben. Bei Hertweck et al. (2004) kommt es bei der Nullmutation von AKT-1 zu keiner
langeren Lebensspanne. Es wird ein Stamm mit einer Mutation im Allel ok525 verwendet,

genau wie in der hier vorliegenden Arbeit auch. Nur zeigt sich bei dieser bei dem gleichen
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Stamm eine signifikante Lebensverldangerung von ca. 21 %. Dies wird durch die Befunde von
Hamilton et al. (2005) bestatigt, bei denen sich eine etwa 60-prozentige Erhéhung der
Lebensspanne bei einer gegen akt-1 gerichteten RNAi-Behandlung zeigte. Moglich ist eine
Temperaturabhangigkeit der Wirkung von akt-1: Die Lebensspannen wurden, wie auch bei
Hamilton et al., bei 20 °C gemessen, bei Hertweck et al. hingegen bei 25 °C.

DAF-18 ist eine Phosphatase, die das zur Aktivierung von AGE-1 und damit des ILS bendtigte
Phosphatidyl-Inositol-3-Posphat (PIP3) spaltet und somit den ILS antagonisiert (Ogg &
Ruvkun, 1998). Mutationen im daf18-Gen bewirken eine verkiirzte Lebensspanne (Dorman
et al.,, 1995; Larsen et al.,, 1995; Murakami & Johnson, 1996) sowie eine erhohte UV-
Sensitivitdt (Murakami & Johnson, 1996). Die Reduktion der Genaktivitat von daf-18 wurde
in dieser Arbeit durch RNAi-Behandlung erreicht. Bei den hier dargestellten Experimenten
zeigt sich keine verdanderte Lebensspanne von C. elegans. Allerdings wird durch die RNAI die
Genaktivitat nur partiell unterdriickt, sodass ein Effekt nicht so stark zur Geltung kommen
kann wie bei einer Nullmutation.

In der Literatur gibt es zahlreiche Hinweise darauf, dass die vielen Signalwege, welche die
Genaktivitat einer Zelle regulieren, nicht isoliert flr sich arbeiten, sondern untereinander
vernetzt sind (Kennedy, 2008). Dies bedeutet, dass DAF-16 nicht nur Uber den ILS reguliert
werden kann, sondern auch Uber andere Signalwege. Gleichzeitig konnen die Proteine des
ILS nicht nur mehrere nachgeschaltete Proteine des eigenen Signalwegs regulieren, sondern
auch in andere Signalwege eingreifen. Somit ist es logisch, dass ein durch so viele
verschiedene Faktoren beeinflusstes Phdanomen wie die Regulation der Lebensspanne nicht
nur auf das Wirken eines einzelnen Signalwegs reduziert werden kann. Der ILS ist der
besterforschte Signalweg, daher wurde der Schwerpunkt in dieser Arbeit auf die
Untersuchung der Proteine dieses Wegs gesetzt. Andere Transkriptionsfaktoren, wie z.B.
HSF-1 oder AAK-2, beeinflussen die Lebensspanne von C. elegans ebenso (Braeckman &
Vanfleteren, 2006). Als Beispiel flir einen Transkriptionsfaktor, der durch mindestens zwei
verschiedene Signalwege reguliert wird, wurde flr diese Arbeit SKN-1 ausgesucht. SKN-1
wird zum einen durch den ERK-MAPK-Signalweg aktiviert (Okuyama et al., 2010), zum
anderen aber auch in gleicher Weise wie DAF-16 durch die AKT-Kinasen des ILS, AKT-1 und -2
sowie SGK-1, inhibiert (Tullet et al., 2008). Gleichzeitig unterdriickt SKN-1 die Synthese von
den ILS aktivierenden Insulin-dhnlichen Peptiden, was zu einer Aktivitatssteigerung von DAF-
16 fuhrt (Okuyama et al., 2010). SKN-1, der in Neuronen und Darmzellen von C. elegans
exprimiert wird (An et Blackwell, 2003), ist nicht nur flr Langlebigkeit unter normalen
Bedingungen (An et Blackwell, 2003; Okuyama et al., 2010), sondern auch bei
kalorienrestriktiver Didt zustandig (Bishop et al.,, 2007). Die Sensibilitdit gegeniiber
oxidativem Stress ist bei skn1-Mutanten erhoht (An et Blackwell, 2003; Tullet et al., 2008).
Fiir diese Arbeit wurde SKN-1 mittels RNAI in seiner Aktivitat reduziert. Die Lebensspannen

der auf diese Weise behandelten Wiirmer waren um 19,3 % reduziert, was der gleichen
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Beobachtung von Okuyama et al. (2010) entspricht, die eine 20-prozentige Reduktion der
Lebensspanne bei ihren Wiirmern beobachteten. Hier bestatigen diese Ergebnisse also eine
lebensverlangernde Wirkung von SKN-1.

Nachdem der Einfluss der einzelnen Signalproteine auf die Lebensspanne untersucht wurde,
sollten nun mogliche Angriffspunkte des Quercetins in diesen Signalkaskaden untersucht
werden. Wie Kampkotter et al. (2007) zeigen konnten, erhoht Quercetin in einer
Konzentration von 100 uM beim Wildtyp die mittlere Lebensspanne um 15 %. Bei Pietsch et
al. (2009) sind es 11 % bei gleicher Konzentration und 18 % bei einer Konzentration von 200
UM. In dieser Arbeit hier wurde eine Lebensverldngerung von ca. 10 % erreicht, die
allerdings nicht signifikant ausfallt. Tendenziell werden dadurch jedoch die Ergebnisse der
anderen Arbeiten bestatigt. Deutlich ausgepragter ist der Effekt beim Stamm TJ356(daf-
16::gfp), der den Transkriptionsfaktor DAF-16 verstarkt exprimiert. Hier zeigt sich eine
signifikante Lebensverlangerung von 22 %. Der Effekt ist also fast doppelt so hoch, wenn
mehr DAF-16 vorhanden ist. Dies spricht dafiir, dass Quercetin seine Wirkung Gber den ILS,
dessen Endeffektor DAF-16 ist, erzielt. Allerdings konnte gezeigt werden, dass bei dafl6-
Mutation immer noch eine Lebensverlangerung durch Quercetin erreicht werden konnte
(Saul et al., 2008), was ein direktes Angreifen von Quercetin an DAF-16 eher ausschliel3t.
Weitere nicht durch Quercetin beeinflusste Proteine sind nach der Arbeit von Pietsch et al.
(2009) u.a. AKT-2 und SKN-1. Als potenzielle Angriffspunkte fiir Quercetin wurden gefunden:
DAF-2 und AGE-1 aus dem ILS sowie SEK-1 aus dem MAP-Kinase-Signalwegs des Rezeptors
TIR-1 und UNC-43 aus den Calmodulin-Kinase2-Signalweg. Die Ergebnisse dieser Arbeit
schlieBen weiterhin eine Wirkung Gber DAF-18 aus. Durch Quercetin konnte trotz RNAI-
Behandlung eine signifikante Lebensverlangerung beobachtet werden. Bei den RNAi-
Behandlungen gegen DAF-16 und SKN-1 kann kein signifikanter Effekt erzielt werden.
Dennoch ist bei daf-16-RNAi eine Tendenz zu einer immer noch durch Quercetin bewirkten
Lebensverlangerung erkennbar, was ein Wirken Uber diesen Transkriptionsfaktor auch
angesichts der Ergebnisse von Pietsch et al. (2009) unwahrscheinlich macht. Bei skn-1-RNAi
ist der Unterschied zwischen den Lebensspannen zu gering, um eine Tendenz auszumachen.
Damit kommt SKN-1 als potenzieller Angriffspunkt flir Quercetin in Frage. Bei den
Mutationen ist die Auswertung einfacher, da hier signifikante Unterschiede festgestellt
wurden. Demnach ist trotz einer sgk-1-Mutation eine Lebensverlangerung durch Quercetin
erreichbar, was SGK-1 als Effektor des Quercetins ausschlieRt. Bei einer akt-1-Mutation kann
durch Quercetin kein Effekt festgestellt werden, weder im Vergleich der mit Quercetin und
DMSO behandelten akt-1-Mutanten, noch im Vergleich der mit Quercetin behandelten
Mutante zum mit Quercetin behandelten Wildtyp. Somit muss neben DAF-2 und AGE-1 auch
AKT-1 als ein Protein angesehen werden, (iber das Quercetin seine Verlangerung der

Lebensspanne erreichen kann.
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4.2 Effekt von Quercetin auf die Lokalisation von DAF-16

Dass Quercetin die Translokation von DAF-16 vom Zytosol in den Nukleus bewirkt, konnte
bereits gezeigt werden (Kampkotter et al., 2008). Die Wiirmer wurden mit 100 uM Quercetin
inkubiert und in Flissigmedium bei 20 °C gehalten. In der gleichen Studie konnte durch HPLC
Quercetin in Zelllysaten von mit Quercetin inkubierten Wiirmern nachgewiesen werden, was
beweist, dass Quercetin von C. elegans auch aufgenommen wird und somit im Organismus
wirksam sein kann. AuRerdem wurde die Stabilitdt von Quercetin untersucht, indem Proben
des Flissigmediums direkt nach Quercetin-Zugabe und nach 20 Stunden mittels HPLC
verglichen wurden. Es zeigte sich in beiden Proben das gleiche Spektrum, was eine Stabilitat
des Quercetins tber 20 Stunden beweist. Mit den Methoden von Kampkotter et al. (2008)
steht also eine Vorgehensweise zur Behandlung von C. elegans mit Quercetin zur Verfligung,
mit der sichergestellt ist, dass Quercetin durch den Wurm aufgenommen wird, und dass
Quercetin Uber einen ldngeren Zeitraum unverdndert in gleicher Konzentration im
Flissigmedium vorliegt. Unter diesen Bedingungen konnte gezeigt werden, dass bei fast 40
% der mit Quercetin behandelten Wirmer DAF-16 im Nukleus lokalisiert war. Dem
gegenlber steht eine Kernlokalisation von lediglich 10 % bei der unbehandelten
Kontrollgruppe.

Allerdings birgt das Flussigmedium die Gefahr, dass sich Kontaminationen schnell im
kompletten Medium ausbreiten kénnen. Hierdurch sind die Wirmer dieser Kontamination
unausweichlich ausgesetzt, was nicht selten zu einem raschen Versterben der Wiirmer fiihrt.
Dadurch wird so manche Messung der Lebensspanne stark beeintrachtigt, wenn nicht sogar
ein ganzes Experiment unbrauchbar. Daher sollte in der hier vorliegenden Arbeit ein neuer
Ansatz der Quercetin-Exposition getestet werden. Die Wirmer wurden auf mit Quercetin
versetztem NGM-Agar gehalten und erndhrten sich von Bakterien, zu deren Suspension
ebenfalls Quercetin hinzugefiigt wurde. In der Kontrollgruppe zeigt sich eine Kernlokalisation
von 13 %, was mit den Ergebnissen von Kampkotter et al. (2008) in Einklang zu bringen ist.
Allerdings konnte beim Zusatz von Quercetin nur bei 21 bis 25 % der Wirmer eine
Kernlokalisation festgestellt werden, wobei die Unterschiede auch nicht signifikant ausfielen.
Hier zeigte sich, dass in der geringsten Konzentration (50 uM) der Effekt tendenziell noch am
starksten war. Beim Erhitzen von glycosyliertem Quercetin zeigte sich in einer Studie, dass
diese Quercetin-Verbindungen bei einer Temperatur von 180 °C instabil sind. Allerdings
konnte keine Degradation des nicht-glycosylierten Quercetins festgestellt werden (Rohn et
al., 2007). Bei hoheren Quercetin-Konzentrationen zeigte sich das Problem, dass dessen
Loslichkeit in dem noch flissigen Agar schlecht war und sich makroskopisch sichtbare
Prazipitate bildeten. Dies wirde erkldaren, warum der Effekt von Quercetin in Festmedium
auf die Kernlokalisation in C. elegans deutlich geringer ausfiel als im Flissigmedium. Daher

hielten wir von dem Vorhaben Abstand, die Experimente zur Auswirkung von Quercetin auf
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die Lebensspanne von C. elegans auf Agarplatten durchzufihren und kehrten zur

altbewéahrten Methode der Haltung in Flissigmedium zurick.

4.3 Einfluss von Quercetin auf die Expression von SOD-3

In Flussigmedium konnte eine Verringerung der Expression von SOD-3 um 15 % durch
Quercetin in einer Konzentration von 100 uM festgestellt werden (Kampkotter et al., 2008).
Die hier dargestellten Ergebnisse bestatigen diese Entdeckung. Auch auf Festmedium konnte
eine Reduktion der SOD3-Aktivitat um ca. 13,5 % festgestellt werden. Allerdings erfolgte bei
der doppelten Konzentration an Quercetin eine Zunahme der SOD3-Aktivitdt um 13 %. Eine
mogliche Erklarung fur dieses Verhalten kdnnte sein, dass Quercetin in geringeren
Konzentrationen zunachst als direktes Antioxidans freie Sauerstoffspezies abfangt und somit
den oxidativen Stress reduziert. Durch oxidativen Stress wird SOD-3 induziert (Darr und
Fridovic, 1995; Tawe et al. 1998). Werden nun die den oxidativen Stress verursachenden
Radikale durch Quercetin abgefangen, so verringern sich der Stress und die Aktivitat im
Promotor des sod-3-Gens ebenfalls. Da SOD-3 ein Zielgen von DAF-16 ist (Honda & Honda.,
1999; Murphy et al. 2003; Iser et al. 2010) und da Quercetin die Translokation von DAF-16 in
den Nukleus bewirkt (Kampkotter et al., 2008), wéare eine mogliche Erklarung, dass bei sehr
hohen Quercetin-Konzentrationen die nicht durch ROS verdanderten Quercetin-Molekile die
Aktivitat des sod-3-Gens direkt oder Gber den ILS hochregulieren.

Da diese Befunde nur Tendenzen zeigten, zudem nicht signifikant waren und wegen der
oben beschriebenen Probleme mit der Loslichkeit von Quercetin in hoheren
Konzentrationen, trugen auch die Experimente zum Einfluss von Quercetin auf die SOD-3-
Expression zu der Erkenntnis bei, dass Quercetin in Festmedium einen &dhnlichen, aber

schwacheren Effekt aufweist, als in Flissigmedium.

4.4 Einfliisse auf die Lipidakkumulation von C. elegans

4.4.1 Einfliisse von Signalproteinen auf die Lipidakkumulation

Viele Studien haben sich mit der Regulation des Lipidstoffwechsels von C. elegans
beschaftigt. So wurden insgesamt 305 fiir den Aufbau des Lipidspeichers zustdndige Gene
und 112 fur dessen Abbau identifiziert. Zu ihnen zahlen der tub-1-Signalweg, der JKK-
Signalweg, der ILS und verschiedene Uber Stammzellen beeinflusste Signalwege
(Mukhopadhyay et al., 2005). In dieser Arbeit wurden die bereits erwdhnten Proteine des
ILS, die zum JKK-Signalweg gehorende, DAF-16 aktivierende Kinase JNK-1, DAF-16 selber
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sowie der Transkriptionsfaktor SKN-1 und die ihn aktivierende Kinase PMK-1 auf ihre
Wirkung auf den Lipidspeicher untersucht.

Die den Lipidstoffwechsel beeinflussenden Mechanismen greifen in die gastrointestinale
Absorption, die Cytochrom-P450-Aktivitdt, den Glycerin-, Glucose- und Steroidstoffwechsel
ein (Ashrafi et al., 2003). So zeigen beispielsweise Wiirmer, die mit RNAi gegen die
Cytochrom-P450-Gene cyp-35A2, cyp-35A3 und einige weitere cyp-35A-Untergruppen
behandelt wurden, einen beinahe komplett supprimierten Fettspeicher (Menzel et al.,
2007). Eine weitere Einflussmoglichkeit ist das Eingreifen in die Regulation von Lipasen. So
wird bei stammzellablatierten Wirmern durch DAF-16 die Lipase K04A8.5 induziert, was
Lipolyse im Darm zur Folge hat (Wang et al, 2009). Auch andere Enzyme des
Fettstoffwechsels waren als Angriffspunkte moglich, wie die Fettsdure-modifizierenden
Enzyme Fettsdure-Elongase oder -Desaturase. So fuhrt eine verringerte Aktivitat im Gen der
Fettsdure-Elongase elo-2 ebenso zu einem geringeren Lipidgehalt in C. elegans wie eine
reduzierte Aktivitdt im Gen der Fettsdure-Desaturasen fat-4, fat-6 und fat-7 (Horikawa et al.,
2008). Die o.g. Moglichkeiten greifen in den Abbau des Lipidspeichers ein, aber auch ein
Eingreifen in Mechanismen des Aufbaus des Fettspeichers ware moglich.

In den Experimenten dieser Arbeit zeigte sich, dass RNAi gegen DAF-16 fiir eine geringe
Reduktion des Gehalts an Speicherfett um 14,5 % sorgt. Wird die Aktivitat von SKN-1 durch
RNAi gesenkt, vergrofRert sich der Fettspeicher um 17,9 %. Daraus kann man den Schluss
ziehen, dass DAF-16 eher fiir den Aufbau und Erhalt des Fettspeichers zustandig ist und SKN-
1 eher dessen Abbau bewirkt.

In der Literatur finden sich verschiedene Angaben zum Wirken von DAF-16 auf den
Lipidspeicher: Einerseits kann durch DAF-16, wie oben beschrieben, eine Lipase induziert
werden. Allerdings sind diese Befunde an stammzellablatierten Wiirmern entdeckt worden
(Wang et al., 2009). DAF-16 reguliert auch die Expression von Cytochromen (Murphy et al.,
2003; McElwee et al., 2003). Unter Inhibierung von einigen CYP-450-Genen wurde ein
supprimierter Lipidspeicher beobachtet (s.0.). Allerdings misste, wenn dies der vorrangige
Mechanismus der Regulation des Lipidgehalts in C. elegans durch DAF-16 wére, ein eher
steigernder Einfluss auf die Lipidakkumulation bei daf-16-RNAi zu beobachten sein. Somit
spielt dieser Mechanismus als Erkldarung fir die Ergebnisse eher eine untergeordnete Rolle.
Durch eine daf-16-Mutation wurde aber auch eine Reduktion der de-novo-Fettsduresynthese
beobachtet (Perez & Van Gilst, 2008), was zu einem geringeren Anteil an Speicherfett fihrte.
Im Gegensatz zum sterilen Wurm werden bei fertilen Tieren durch DAF-16 zahlreiche Lipasen
supprimiert (McElwee et al., 2003), die dann bei RNAi gegen DAF-16 verstarkt induziert
werden. Aullerdem werden die oben beschriebenen Fettsdure-Desaturasen durch DAF-16
induziert (Murphy et al., 2003) und bei verminderter Aktivitdt dieser Enzyme wurde ein
geringerer Fettspeicher beobachtet (Horikawa et al., 2008). Dementsprechend kdnnen eine

unter daf-16-RNAi verminderte de-novo-Lipidsynthese, eine geringere Suppression der
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Lipasen sowie eine verringerte Expression der Fettsdaure-Desaturasen als Erklarung fir die
beobachteten Ergebnisse dienen.

RNAi gegen SKN-1 erhoht in den Experimenten den Lipidgehalt der Wiirmer um knapp 18 %.
Neben der dauerhaften Aktivitdt in den ASI-Neuronen wird SKN-1 bei Stresssituationen auch
in Darmzellen aktiv (An et Blackwell, 2003). Unter diesem Einfluss werden dann Superoxid-
Dismutasen, Katalase, Glutathion-S-Transferase, NLPs (neuron-like peptides), Hitzeschock-
Proteine und eben auch Cytochrom-P450 hochreguliert. Wie bereits erwahnt, baut eine
Reihe von Cytochromen den Fettspeicher auf. Ein erhohter Fettspeicher durch skn-1-RNAi
spricht also dagegen, dass SKN-1 diesen (iber die Cytochrome reguliert. Herabreguliert
werden Gene, die in Zellhomoostase, Entwicklung, Reproduktion und Wachstum involviert
sind (Park et al., 2009). Entsprechend umgekehrt ist das Expressionsmuster dann bei RNAI.
Dementsprechend wirkt SKN-1 also eher der Speicherung von Fett entgegen, was den
Befund des erhohten Lipidgehalts unter skn-1-RNAi erkldren wirde. Dazu passt auch eine
Studie, in der unter kalorienrestriktiven Bedingungen die Aktivitdt von SKN-1 gemessen
wurde. Hierbei ist SKN-1 in der Lage, die Zellatmung zu erhéhen (Bishop et al., 2007), was
eine erhohte Synthese von ATP und damit einen erhdhten Substratverbrauch zur Folge hat.
Dies konnte zu Lipolyse fihren. Allerdings konnte dieser Zustand nur unter
kalorienrestriktiven Bedingungen und nicht unter normaler Didt beobachtet werden.

Auf Stufe der die Transkriptionsfaktoren aktivierenden Kinasen konnten unterschiedliche
Beobachtungen gemacht werden: Eine jnk-1-Mutation fihrt zu einer Reduktion des
Lipidspeichers im Wurm um knapp 75 % im Vergleich zum Wildtyp. Diese Reduktion ist
deutlich starker, als man angesichts der bei daf-16-RNAi beobachteten Ergebnisse erwartet
hatte, passt aber vom Trend her, da JNK-1 durch die Aktivierung von DAF-16 zu
synergistischen Effekten flhren sollte. Eine mogliche Erklarung fur den grofRen Unterschied
im Effekt auf die Lipidspeicherung zwischen Mutation und RNAi-Behandlung ist, dass bei der
RNAi das Gen nicht komplett unterdriickt werden kann und somit noch eine Restaktivitat
vorhanden ist. Nach bestem Gewissen des Autors wurde keine Studie zum Fettspeicher bei
jnk-1-Mutation publiziert, sodass hier keine Referenzwerte zur Diskussion herangezogen
werden konnen.

Gleiches gilt fiir Studien zum Fettgehalt bei reduzierter Aktivitdat von PMK-1. Im Vergleich zu
allen anderen Mutanten ist der Gehalt an Speicherfett bei den pmk-1-Mutanten erhoht,
allerdings im Vergleich zum Wildtyp immer noch signifikant um ca. 53 % niedriger.
Angesichts der synergistischen Wirkung von PMK-1 und SKN-1 msste der gleiche Effekt auf
den Lipidspeicher bei Reduktion der Aktivitdt der beiden Gene erwartet werden. Zumindest
ist bei den mit Quercetin behandelten Wiirmern sowohl bei der pmk-1-Mutante als auch bei
der skn-1-RNAi-Behandlung keine Reduktion des Fettspeichers zu beobachten.

Auch die AKT-Kinasen zeigen einen im Vergleich zum Wildtyp deutlich reduzierten

Lipidgehalt. In der Literatur finden sich hierzu widerspriichliche Angaben. Jones et al. fanden
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2009 bei sgk-1-Mutanten einen erhohten Fettspeicher, gleiches wurde fiir die akt-1- und die
sgk-1-Mutanten im selben Jahr auch von Soukas et al. beobachtet. Passend dazu wurde auch
bei der daf-2-Mutante, bei der die Aktivitdt der AKT-Kinasen ebenfalls reduziert ist, ein
erhohter Lipidspeicher gefunden (Ashrafi et al.,, 2003; Perez & Van Gilst et al. ,2008). Im
Gegensatz dazu konnte allerdings bei der sgk-1-Mutante auch eine Reduktion des
Speicherfetts nachgewiesen werden (Yen et al., 2010).

Die grofRe Anzahl an Genen, die in den Fettstoffwechsel von C. elegans eingreifen und die
vielen verschiedenen Signalwege, die an der komplexen Regulation des Lipidstoffwechsels
beteiligt sind, machen eine Zuordnung bestimmter einzelner Gene/Proteine speziell zu
bestimmten Aufgaben im Lipidstoffwechsel sehr schwer. Minimale Verdnderungen in der
Durchfiihrung der Experimente oder in der Aufzucht der Wiirmer reichen aus, um eine kleine
Verdanderung in der Genexpression zu bewirken. Dies kann dann durch ein verdndertes
Zusammenspiel zahlreicher Mechanismen der Regulation des Fettstoffwechsels
gegensatzliche Auswirkungen auf die Akkumulation von Lipiden haben. Aber auch
methodische Kritik darf nicht unerwahnt bleiben. So ist die Messung von Speicherfett mittels
Nil-Rot-Farbung in letzter Zeit kritisiert worden. So akkumuliert der Farbstoff auch in
Peroxisomen. Bei hungernden Wiirmern konnte eine erhéhte Nil-Rot-Fluoreszenz gemessen
werden, obwohl| der Fettspeicher, mit biochemischen Methoden gemessen, geringer ist
(O’Rourke et al., 2009). Auch ist die Anfarbung mit Nil-Rot an die Anwesenheit von
Speicherorganellen im Darm gebunden, den s.g. gut granules. Kann der Wurm durch eine
Mutation diese Speicherorganellen nicht bilden, so zeigt sich eine geringere Fluoreszenz in
den Darmzellen, obwohl bei diesen Mutanten der biochemisch gemessene
Triacylglyceringehalt nicht geringer ist als beim Wildtyp (Schroeder et al., 2006).

Da in den Experimenten dieser Arbeit die Bedingungen nicht durch einen Hungerzustand der
Wirmer beeintrachtigt waren und die beschriebene Mutation zur Verhinderung der Bildung
von Lipid-Speicherorganellen nicht vorlag, wurden die Experimente trotzdem mit Nil-Rot
durchgefiihrt. Dieser Farbstoff findet bei den meisten Autoren Anerkennung zur Messung
des Fettgehalts und ermoglicht eine Bestimmung in vivo, was den natirlichen Bedingungen

ndher kommt als die Messung am fixierten Wurm.

4.4.2 Einfliisse von Quercetin auf die Lipidakkumulation

Bei den Versuchen zeigt sich, dass Quercetin in der Lage ist, den Lipidgehalt in C. elegans um
zwei Drittel zu senken. In der Literatur lassen sich keine Studien finden, die ebenfalls die
Auswirkungen von Quercetin auf den Fettgehalt in C. elegans untersucht haben. Jedoch
finden sich sehr viele Untersuchungen zu der Auswirkung von Quercetin auf den
Fettstoffwechsel und mit ihm assoziierte Erkrankungen wie Diabetes mellitus oder

Arteriosklerose bei Sdugetieren und Menschen. Es wird berichtet, dass Quercetin die
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Leberverfettung bei Mausen, die mit fetthaltiger Didt erndhrt wurden, reduziert (Kobori et
al., 2011). Ahnliches konnte auch fiir Rattenadipozyten nachgewiesen werden, in denen
Quercetin Lipolyse induziert (Kuppusamy & Das, 1992). AulRerdem konnte beobachtet
werden, dass bei Mausen, die mit einer lipidhaltigen Diat ernahrt wurden, der
Energieverbrauch der Mause durch Quercetin erhoht wird (Stewart et al.,, 2008).
Interessanterweise lasst dieser Effekt nach 3 Wochen nach, korrelierend mit einem in
diesem Zeitraum beobachteten Abfall der Plasma-Quercetin-Konzentration. Eine LDL-
Cholesterin-senkende Wirkung des Quercetins konnte sowohl bei Kaninchen (Juzwiak et al.,
2005) als auch bei japanischen Frauen (Arai et al., 2000) nachgewiesen werden. Anti-
arteriosklerotische Eigenschaften des Quercetins konnten ebenfalls am Kaninchen aufgezeigt
werden, bei dem durch Quercetin die Flache an arteriosklerotischen Plaques auf der Aorta
gesenkt werden konnte (Juzwiak et al., 2005). Bei LDL-Rezeptor-Knockout-Mausen wurde die
gleiche Beobachtung gemacht: Ein Extrakt aus Maulbeerblattern sowie das in diesen
Maulbeerbldttern enthaltene Quercetin-3,6-Malonylglukosid reduzierten die von
Lipidplaques befallende Aortenoberflache, Quercetin in Reinform hingegen zeigte diesen
Effekt nicht (Enkhmaa et al.,, 2005). Der in Mausen gezeigte, Quercetin-vermittelte
gesteigerte Energieverbrauch konnte beim Menschen nicht nachgewiesen werden (Egert et
al., 2011). Die untersuchten sechs Frauen zeigten auch keinen Gewichtsverlust durch
Quercetin. Allerdings waren diese alle gesund und normalgewichtig und die
Plasmakonzentrationen des Quercetins waren auch deutlich niedriger als bei den
ausschlieBlich mit einer lipidhaltigen Diat erndhrten Mausen. Insofern ist der lipidsenkende
Effekt des Quercetins bei C. elegans nicht ganz tiberraschend.

Die Auswirkungen des Quercetins auf den Fettspeicher bei ILS-Mutanten fallen deutlich
schwacher, aber immer noch signifikant aus. Bei samtlichen Stammen reduziert Quercetin
den Lipidgehalt. Dieser Effekt fallt bei der akt-1-Mutation mit einem um 36 % verringerten
Fettspeicher am deutlichsten aus, fast genauso groR ist die Reduktion bei der sgk-1-Mutante.
Bei Mutationen im jnk-1-Gen wird eine Fettreduktion um 29 % erreicht und bei akt-2- und
pmk-1-Mutationen wird das Speicherfett durch Quercetin um 28 % verringert. Bei der
Behandlung von C. elegans mit daf-16-RNAi reduziert sich der Lipidgehalt um 34,8 %. Diese
Befunde zeigen, dass keinem der getesteten Gene eindeutig und allein die Regulation des
Fettspeichers zugeschrieben werden kann. Wére dies der Fall, so ware in der betroffenen
Mutante kein Effekt des Quercetins nachweisbar. Allerdings ist der Effekt des Quercetins
deutlich schwéacher, wenn ein Protein aus den o.g. Signalkaskaden fehlt. Somit lasst sich
durchaus vermuten, dass Quercetin Uber den ILS, den JNK- oder den p38/MAPK-Signalweg
in die Regulation des Lipidhaushalts eingreift. Da aber noch zahlreiche andere
Regulationsmechanismen existieren, lasst sich die durch Quercetin erreichte Reduktion des
Fettspeichers nicht durch den Ausfall eines einzelnen Gens riickgangig machen. Dies lasst

auch den Schluss zu, dass Quercetin, neben den getesteten Signalwegen, andere
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Angriffspunkte in der Regulation des Lipidstoffwechsels besitzt. Mogliche Angriffspunkte des
Quercetins in den Fettstoffwechsel waren auf Ebene des ILS eine Regulation der o.g. Lipase
Uber DAF-16 oder der Fettsduredesaturasen. Denkbar wdre auch ein Einwirken des
Quercetins Uber SKN-1 auf den Energiehaushalt. Es konnte ein kalorienrestriktiver Zustand
imitiert werden, bei dem sowohl der Lipidspeicher reduziert, als auch die Lebensspanne
verlangert wird. Die Feinregulation der beobachteten Ergebnisse bleibt Gegenstand von
Spekulationen und konnte durch Untersuchungen der Proteinexpression, z.B. durch

Western-Blot-Analysen, in zuklinftigen Arbeiten noch genauer analysiert werden.

4.5 Einfliisse auf die KdrpergroRe von C. elegans

Was die korperliche Entwicklung von C. elegans angeht, so haben alle untersuchten
Mutationen des ILS einen geringen Einfluss auf die GroRe der Wiirmer, am starksten
ausgepragt ist er bei einer Mutation im sgk-1-Gen. Dies wird auch durch eine bereits
vorhandene Arbeit von Soukas et al. (2009) bestatigt. Auch bei der daf-16-RNAi fallt die
KorpergrolRe geringfiigig kleiner aus, als beim Wildtyp. Eine Behandlung mit Quercetin hat
Uberwiegend keinen Einfluss auf die GroRRe von C. elegans, auch diese Ergebnisse stimmen
mit bereits vorhandenen Befunden Uberein (Pietsch et al.,, 2009). Einzig bei der akt-2-
Mutation wird die Entwicklung des Wurms scheinbar durch Quercetin beschleunigt, die
behandelten Tiere sind zum Untersuchungszeitpunkt knapp 29 % groBer als die Exemplare
aus der Kontrollgruppe.

Im Widerspruch dazu steht die Beobachtung, dass bei einer Quercetin-Behandlung von mit
daf-16-RNAi behandelten Wirmern die KérpergroRe leicht abnimmt.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich schlieRen, dass Quercetin die Lebensspanne eher nicht

Uber eine verzogerte Entwicklung und damit eine langsamere Alterung verlangert.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte der Einfluss von Quercetin auf die Kernlokalisation von
DAF-16 auch in Festmedium tendenziell bestatigt werden. Allerdings fiel der Effekt geringer
aus als im Flissigmedium, sodass zur besseren Verwertbarkeit der Ergebnisse nicht zu einer
methodischen Anderung gegriffen wurde.

Dass Quercetin die Expression von SOD-3 in geringeren Konzentrationen reduziert, konnte
hier bestatigt werden. Zusatzlich wurde gezeigt, dass bei hoheren Konzentrationen die
Expression von SOD-3 ansteigt. Moglicherweise wirkt Quercetin hier, neben seiner
Eigenschaft als Radikalfdanger, in hoheren Konzentrationen als Genregulator des sod-3-Gens.
Als potenzielle Angriffspunkte fir die Verlangerung der Lebensspannen durch Quercetin
kommen nach dieser Arbeit SKN-1 und AKT-1 in Frage, bei beiden Proteinen konnte durch
eine verminderte Expression kein lebensverlangernder Effekt des Quercetins mehr
nachgewiesen werden. V.a. SKN-1 kdnnte hier eine interessante Rolle spielen, da er beide
beobachteten Effekte des Quercetins reguliert: Er begiinstigt sowohl eine verlangerte
Lebensspanne als auch einen verringerten Fettspeicher. SKN-1 kdnnte damit auch eine
Schlisselrolle in Zusammenhang zwischen Lebensspanne und Lipidmetabolismus spielen.
Wie bereits erwdhnt senkt Quercetin drastisch den Fettspeicher in C. elegans. Der
Mechanismus bleibt unklar, zu viele Regulationsmechanismen greifen hier ein, sodass die
Wirkung eines in seiner Funktion reduzierten Regulatorproteins von anderen Proteinen
zumindest teilweise ersetzt werden kann. Dennoch lassen sich Tendenzen erkennen, dass
sowohl der ILS als auch SKN-1 eine Rolle in der Regulation des Lipidstoffwechsels spielen, in
die Quercetin Uber diese Proteine eingreifen kann. Auf diesem Bereich ergeben sich weitere
interessante Untersuchungsmoglichkeiten fiir zuklinftige Arbeiten.

Einen Zusammenhang zwischen Quercetin und einer Wirkung auf die korperliche
Entwicklung von C. elegans konnte in dieser Arbeit nicht hergestellt werden. Somit ist eher
auszuschliefen, dass Uber diesen Mechanismus eine Lebensverlangerung durch Quercetin

erzielt wird.
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