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Zusammenfassung der Arbeit

Hintergrund dieser molekularbiologischen Untersuchungen zum Eisenstoffwechsel sind die
beim Menschen selten vorkommenden, meist genetisch bedingten Mitochondriopathien. Diese
Stoffwechselerkrankungen sind durch eine Fehlfunktion der Mitochondrien bedingt, deren
Ursache in fehlenden oder fehlerhaft ausgebildeten mitochondrialen Proteinen liegt. Durch
molekularbiologische Methoden ist das Wissen um die Funktionsweise und das
Zusammenwirken mitochondrialer Proteine in den letzten Jahren enorm gewachsen.

Mit Frataxin ist ein humanes mitochondriales Protein gefunden worden, das durch Ausfall oder
Fehlfunktion ursachlich fir die Friedreich-Ataxie ist, eine angeborene neurodegenerative
Erkrankung. Frataxin spielt eine wichtige Rolle im mitochondrialen Eisenstoffwechsel, ein
Fehlen dieses Proteins fuhrt zu einer Eisenlberladung der Zellen. ATAD3 ist ein weiteres
humanes mitochondriales Protein, bei dem eine Beteiligung am mitochondrialen
Eisenstoffwechsel vermutet wird. Beide Proteine zeigen eine mitochondriale Lokalisation. In
der Literatur wurde zudem eine mogliche Beeinflussung des Ham-Metabolismus durch diese
Proteine fir das humane System beschrieben.

Caenorhabditis elegans, ein erstmals 1974 durch S. Brenner beschriebener und gut
untersuchter Modellorganismus, weist eine hohe Sequenzidentitat verschiedener Proteine zu
ihren Homologa beim Menschen auf. Er ist fir das Studium einzelner Proteine und ihrer
Wirkungsweise gut geeignet. In der vorliegenden Arbeit wurden die homologen Proteine
ATAD-3 und Frataxin unter den Fragen (1.) welche Rolle sie im Eisen- und Hamstoffwechsel
spielen und (2.) ob Eisenchelatoren oder Flavonoide eine Wirkung auf erhdhte Eisenspiegel
in C. elegans haben, studiert.

Mit Hilfe der Ribonukleinsaure vermittelten Interferenz (RNAi) wurden die Proteine in
C. elegans ausgeschaltet. Die Eisenaufnahme der so modifizierten Wirmer wurde — im
Vergleich zu einer Kontrollgruppe unveranderter Wirmer — mit Zn(ll)-MesoporphyrinlX (ZnMp),
einem fluoreszenzmarkierten Haminanalogon in Kurzzeit- (6h) und Langzeit-Studien (1d)
untersucht und durch Messung der Fluoreszenz quantifiziert. Mit dem Iron Colorimetric Assay
Kit K 390 (BioVision, Inc.) und dem Hemin Assay Kit, Kat. Nr. MAKO36 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) wurden direkte Eisen- und Haminmessungen durchgefihrt und untersucht, ob die
Ausschaltung der Proteine zu erhdhten Eisenkonzentrationen in den Nematoden flhrte. In
Fecundity-Assays wurde die Fertilitat und Entwicklung studiert.

Bei den ZnMp-Assays zeigten sich sowohl im Kurzzeit (6h) als auch im Langzeitversuch (1d)
bei den frh(RNAi) eine Erhéhung der Fluoreszenz gegenuiber der Kontrollgruppe, flr
atad-3(RNAI) konnte dies nicht analog gezeigt werden. Die direkte Messung von Eisen im
Wurmlysat hatte ihre methodischen Limitationen und ergab keine verwertbaren Ergebnisse. In
den Haminassays konnte eine signifikante Erhohung des Hamins bei atad-3(RNAi) im
Wurmlysat nachgewiesen werden. Die Entwicklung der atad-3 defizienten Wurmer ist deutlich
reduziert, sie verharren im Larvenstadium L1 bis L2 und zeigen keine Fortpflanzungstendenz.
Die Gabe von Deferoxamin und der Flavonoide Quercetin und Myricetin zeigt keinen
Rescueeffekt bei atad-3(RNAI).

Die Ergebnisse zeigen, dass ATAD-3 und Frataxin eine wichtige Rolle im Eisen- und Hamin-
Stoffwechsel von C. elegans spielen. lhre Ausschaltung flhrt zu einer Erhéhung von Eisen im
Wurm mit Hinweisen auf Toxizitat. Deferoxamin, Quercetin und Myricetin als Eisenbinder
zeigen in diesem Modell allerdings keinen ,therapeutischen® Effekt



Abstract

The background to this molecular biological research on the iron metabolism are mitochondrial
diseases, which rarely occur in humans and are mostly of genetical origin. These metabolic
diseases occur due to a malfunction of mitochondrial respiration, the cause of which lies in
missing or defectively formed mitochondrial proteins. Molecular biological methods have led
to an increase in knowledge about the functioning and interaction of mitochondrial proteins in
recent years. Amongst others, human frataxin is a mitochondrial protein whose failure or
malfunction can cause Friedreich's ataxia, a congenital neurodegenerative disease. Frataxin
plays a critical role in mitochondrial iron metabolism. A lack of this protein leads to cellular iron
overload. ATAD3 is another human mitochondrial protein that is suspected to be involved in
the mitochondrial iron metabolism. Both proteins have a mitochondrial localization. In addition,
possible influence on hem metabolism in the human system was postulated for both proteins.

Caenorhabditis elegans is a well-established model organism that was first described by
S. Brenner in 1974. Several of its proteins show a high level of sequence identity with their
homologous counterparts in humans. It is suitable for studying singular proteins and their mode
of action. In the present work, the homologous proteins ATAD-3 and Frataxin were studied with
regard to the questions of (1.) which role they play in the iron and hem metabolism and (2.)
whether iron chelators or flavonoids have an effect on increased iron levels in C. elegans.

RNA-mediated interference (RNAi) was used to inactivate the proteins in C. elegans. The iron
uptake of modified worms — compared to a control group of unmodified worms —was examined
with Zn(ll)-MesoporphyrinlX (ZnMp), a fluorescently labelled hemin analogue, in short-term
(6h) and in long-term (1d) studies and quantified by measuring fluorescence. Additionally,
direct iron and hemin measurements were performed with Iron Colorimetric Assay Kit K 390
(BioVision, Inc.) and Hemin Assay Kit, Kat. Nr. MAKO036 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). It was
examined whether inactivation of the proteins led to higher concentrations of iron in the
nematodes. Fecundity assays were used to study fertility and development of the RNAi-worms.

In both the short-term (6h) and long-term (1d) experiments, ZnMp assays indicated an increase
in fluorescence for frh(RNAI) compared to the control group, but this could not be shown
analogously for atad-3(RNAi). The direct measurement of iron in the worm lysate had its
methodological limitations and did not yield any usable results. In the hemin assays, a
significant increase in hemin for atad-3(RNAi) in the worm lysate was detected. The
development of the worms that are atad-3-deficient was significantly reduced. They remain in
larval stage L1 to L2 and show no reproductive tendency. Adding deferoxamine and the
flavonoids quercetin and myricetin showed no rescue effect in atad-3(RNAI).

These results indicate that both proteins play an important role in the iron and hemin
metabolism of C. elegans. Disabling them leads to an increase in iron in the worm with signs
of toxicity. Deferoxamine, quercetin and myricetin as iron binders show no therapeutic effect.
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doppelt gefuhrt (Probe 1 und 2)

Xl



Abb. 19:

Abb.20

Abb. 21:

Abb. 22:

Abb. 23:

Abb. 24:

Abb. 25:

Abb. 26:

Abb. 27:

Gesamtauswertung der durchgefuhrten Haminassays (Hemin Assay
Kit, (Cat. Nr. MAKO036, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Darstellung der
Messergebnisse fur die doppelte gefluhrten atad-3-Proben (Probe 1 bzw.
Probe 2) und die dazugehodrigen Kontrollen (con Probe 1 bzw.
con Probe 2) in fg Hamin/ug Protein.

Hamingehalt der doppelte gefluhrten atad-3-Proben (Probe 1 bzw.
Probe 2) im Vergleich zu den dazugehdrigen Kontrollen (con Probe 1
bzw. con Probe 2) in Prozent. Der Durchschnittswert der unbehandelten
Kontrolltiere (con) wurde auf 100% gesetzt.

Anzahl der Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans
Wirmer (atad-3) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (con) Uber
4 d auf Feeding-Platten

Gesamtzahl aller Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans
Wirmer (atad-3) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (con) Uber
4 d auf Feeding-Platten

Gesamtzahl aller Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans
Wurmer (atad-3) im Vergleich zu Kontrolltieren (con) nach 3 d ohne
Behandlung (No Treatment) und unter der Gabe von Deferoxamin in
den Konzentrationen 1 yM, 10 yuM und 100 uM

Vergleich der Anzahl der Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten
C. elegans Wurmer (atad-3) in Prozent 3 d ohne Behandlung (No
Treatment) und unter der Gabe von Deferoxamin in den
Konzentrationen 1 yM, 10 yM und 100 uM

Gesamtzahl aller Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans
Wurmer (atad-3) und Frataxin (RNAi) modifizierten Tiere (frh) jeweils im
Vergleich zu Kontrolltieren (con) nach 3 d ohne Behandlung (No
Treatment) und unter der Gabe von 100 yM und 200 uM Quercetin
Vergleich der Anzahl der Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten
C. elegans Wurmer (atad-3) und Frataxin (RNAi) modifizierten Tiere
(frh) in Prozent nach 3 d ohne Behandlung (No Treatment) und unter
der Gabe von 100 pyM und 200 uM Quercetin

Gesamtzahl aller Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans
Wurmer (atad-3) und Frataxin (RNAi) modifizierten Tiere (frh) jeweils im
Vergleich zu Kontrolltieren (con) nach 3 d ohne Behandlung (No

Treatment) und unter der Gabe von 100 uyM und 200 uM Myricetin
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Abb. 28:

Tabellen

Tab. 1:

Tab. 2:

Vergleich der Anzahl der Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten
C. elegans Wurmer (atad-3) und Frataxin (RNAi) modifizierten Tiere
(frh) in Prozent nach 3 d ohne Behandlung (No Treatment) und unter
der Gabe von 100 uM und 200 yM Myricetin

Ansatze fir eine Pierce BCA-Standard Reihe

Zusammensetzung der Reaktionsgemische fur Hamin-Assay (Sigma-
Aldrich)
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1. Einleitung

Ein physiologischer Eisen- und Hamstoffwechsel ist fir das Funktionieren der Zellen
im menschlichen Organismus unerlasslich. Beide spielen bei der Zellproliferation und
dem Uberleben von Zellen eine wichtige Rolle. Stdérungen in diesen Signalwegen
haben gravierende Auswirkungen auf den gesamten Organismus. Sowohl ein Zuwenig
(Eisenmangelzustande) als auch ein Zuviel (Eisenuberladung der Zellen) ist
gleichermallen schadlich. Es gibt ein weites Spektrum verschiedener Erkrankungen
einzelner Organsysteme des Menschen, die ursachlich auf eine Stérung des
Eisenstoffwechsels zurlickzufuhren sind. Zu nennen sind hier als Beispiele u. a. die
hereditare Himochromatose, bei der es durch eine Uberladung des Organismus mit
Eisen zu lebensbedrohlichen Organschaden kommt, Herz-Kreislauf-Erkrankungen
und die Endometriose. Auch verschiedene Krebsarten werden mit einer Dysregulation

des Eisenstoffwechsels in Verbindung gebracht (Kaluza et al., 2014).

Auf der zellularen Ebene fuhrt eine Eisenuberladung zu oxidativem Stress. Der Begriff
,Oxidativer Stress” beschreibt ein Ungleichgewicht zwischen der Bildung von
reaktionsfreudigen Sauerstoffradikalen (reactive oxygen species; ROS) und deren
Abbau durch zelluldre Schutzsysteme (Sies, 1993). Das dabei entstehende Ubermal
an ROS kann zu Schadigung der DNA fuhren und eine Modifikation von zellularen
Proteinen auslosen. Des Weiteren kdnnen ROS eine Lipidperoxidation verursachen.
Bei diesem chemischen Prozess entstehen durch Elektronen-Abgabe an ROS
Fettsauren-Radikale. Diese l6sen eine mehrstufige Kettenreaktion aus, die zur
Schadigung der Zellmembran und sekundar zum Zelluntergang fuhren kann (Jomova
et al.,, 2011). Die durch ROS ausgelosten Prozesse kdnnen zu einer chronischen
Entzindungsreaktion im Gewebe fuhren und hieriber auch kanzerogen wirken (Cross
et al., 2003, Knobel et al., 2007, Ruder et al., 2014, Zhang et al., 2015).

ATAD3 ist ein humanes mitochondriales Protein und in den letzten Jahren zunehmend
in den wissenschaftlichen Fokus geraten. Es konnte gezeigt werden, dass
Veranderungen in seiner Expression mit verschiedenen Tumorerkrankungen des
Menschen assoziiert sind. Zu nennen sind hier beispielsweise Adenokarzinome der
Lunge, Cervixkarzinome, Prostatakarzinome und Karzinome im Kopf-Hals-Bereich
(Chen etal., 2011, Fang et al., 2010, Huang et al., 2011, Li et al., 2012, Schaffrik et al.,

2006). Als Ursache wird vermutet, dass ATAD3 die Apoptose, d. h. den programmierten
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Zelltod, stort und durch diese anti-apoptotische Wirkung unkontrolliertes Zellwachstum
unterstitzt. Es gibt Hinweise, dass ATAD3 an der Organisation von Nucleoiden in

menschlichen Mitochondrien beteiligt ist (He et al., 2007).

Insbesondere die Arbeiten von He und Mitarbeitern zur Isolierung und
Charakterisierung menschlicher mitochondrialer Nucleoide haben die Bedeutung von
ATAD3 auf die mitochondriale Proteinbiosynthese in den Fokus wissenschaftlichen
Interesses geruckt (He et al, 2012). Es konnte mit Hilfe verschiedener
molekularbiologischer Messmethoden gezeigt werden, dass das Protein ATAD3 in den
humanen Mitochondrien lokalisiert und mit den mitochondrialen Nucleoiden assoziiert
ist. Die Ergebnisse lieRen vermuten, dass ATAD3 eine Rolle bei der mitochondrialen
Translation oder dem RNA-Metabolismus spielen konnte. Durch experimentelle
Ausschaltung von ATAD3 konnte eine Beeintrachtigung der mitochondrialen

Proteinbiosynthese beobachtet werden (He et al., 2012).

Es gibt Hinweise darauf, dass die in den Mitochondrien lokalisierte Proteine eine
wichtige Rolle in der Ham- und Eisenhomodstase spielen (Swenson et al., 2020,
Dutt et al., 2022). Dysfunktionen in diesen Stoffwechselwegen scheinen auch ein
pathophysiologischer Aspekt bei Entstehung von Tumoren zu sein (Was et al., 2010,
Wang et al., 2010, Van den Ecker et al., 2015). Inwieweit diese Prozesse durch das
Protein ATAD3 mit beeinflusst werden, wurde bisher noch nicht untersucht.

Die Rolle des Proteins Frataxin — ein Protein der inneren Mitochondrienmembran
humaner Mitochondrien — im menschlichen Eisenstoffwechsel ist hingegen deutlich
besser untersucht. Es konnte in in vitro-Untersuchungen gezeigt werden, dass eine
Ausschaltung des Frataxin-Gens zu einer Uberladung der Mitochondrien mit
Eisenionen fuhrt (Pandolfo, 1998). In Form freier lonen ist Eisen toxisch und fuhrt zu
Veranderungen auf zellularer Ebene. Die neurodegenerative Erkrankung Friedreich-
Ataxie kann heute ursachlich mit einem Frataxin-Mangel in Verbindung gebracht

werden (Campuzano et al., 1996, 1997).

Interessanterweise sind die den Eisenstoffwechsel regulierenden Gene und
Stoffwechselpfade neben dem Menschen in verschiedenen Spezies in ahnlicher
Weise prasent (Anderson et al.,, 2014). Diese evolutionare Stabilitat des

Eisenstoffwechsels ermdglicht eine experimentelle Untersuchung in geeigneten
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Modellorganismen und erlaubt Ruckschlisse und den Vergleich mit dem humanen
System. Unter dieser Voraussetzung wurde flr die Experimente dieser Arbeit der
Modellorganismus C. elegans gewahlt, der mit ATAD-3 und Frataxin zwei Homologa

zu den humanen Proteinen besitzt.

In dieser Arbeit werden die Wirkungen der beiden mitochondrialen Proteine ATAD-3
und Frataxin auf die Eisen- und Hdmhomaoostase im Mitochondrium untersucht. Als in
vivo-Modell fur die durchgefuhrten Versuche wurde der Nematode Caenorhabditis
elegans gewahlt, ein gut untersuchter und im Labor etablierter Modellorganismus.
C. elegans besitzt in seinen Mitochondrien das Protein Frataxin und mit ATAD-3 ein
Homolog hoher Sequenzidentitat zum ATAD3 humaner Mitochondrien. Hoffmann et al.
konnten zeigen, dass die Gensquenz F54B3.3 das Homolog des humanen Proteins
ATAD3 in C. elegans kodiert (Hoffmann et al., 2009). Die RNA vermittelte Interferenz
(RNAI) ist ein etabliertes molekularbiologisches Verfahren zur Inaktivierung bestimmter
Genabschnitte (Timmons, 1998). Fur das Protein ATAD-3 wurde die RNAi Gensequenz
atad-3 (F54B3.3) und fur Frataxin die Sequenz frataxin(frh) Variante IV verwendet. Mit
Hilfe der RNAi wurden die fur diese beiden Proteine codierenden Gensequenzen
gezielt ausgeschaltet und so modifizierte C. elegans Populationen erzeugt, die dieses
Protein nicht exprimierten. Es wurde untersucht, welche Auswirkung diese

Proteindefizienz auf den Eisenstoffwechsel des Wurmes hat.

Die Eisenhomoostase in C. elegans ist eng mit dem Ham-Metabolismus verbunden.
Studiert wurde sowohl die Eisen- und Hamaufnahme als auch der Eisengehalt im
Wurmlysat, bzw. in den Mitochondrien als Zellkompartiment, in dem die beiden
untersuchten Proteine lokalisiert sind. In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob
die erhdhten Eisenkonzentrationen in den RNAi-Wirmern mit Hilfe von
Eisenchelatoren (Deferoxamin) und Antioxidantien (Flavonoide Myricetin und
Quercetin) vermindert oder aufgehoben werden kann. In der Therapie mitochondrialer
Erkrankungen werden heutzutage in Abhangigkeit der zugrundeliegenden Defekte
neben symptomatischen Therapieansatzen auch kausal orientierte interventionelle

therapeutische Prinzipien verfolgt, u.a. antioxidative Strategien (Kornblum et al., 2021).

Das Verstandnis der Mechanismen des Eisen- und Hamtransports in dem
Modellorganismus C. elegans kann Einblicke in menschliche Stérungen des Ham-

Metabolismus ermdéglichen und Anstdl3e fur die Entwicklung neuer Therapieoptionen
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geben.

1.1. Hintergrund — Mitochondriopathien

Mitochondriopathien sind selten vorkommende, meist genetisch bedingte
Erkrankungen des Menschen, die ihre Ursache in einer Fehlfunktion der Mitochondrien
haben. In der Regel sind hierfur fehlende oder fehlerhaft ausgebildete mitochondriale
Proteine verantwortlich, die eine Stérung der verschiedenen Stoffwechselprozesse
verursachen. Diese Defekte fuhren zu einem weiten Spektrum klinischer Phanotypen.
Die Krankheitssymptome manifestieren sich typischerweise im Bereich
energieintensiver Organsysteme, wie dem Nervensystem und dem Muskelapparat,
und fahren nicht selten zu einer deutlich reduzierten Lebenserwartung. Die

Behandlung erfolgt symptomorientiert, eine Heilung ist aktuell nicht moéglich.

Die Heterogenitat der Mitochondriopathien in ihnrem klinischen Erscheinungsbild macht
eine einheitliche Klassifizierung schwierig. Die fur eine Erkrankung ursachlichen
Mutationen werden haufig autosomal-rezessiv vererbt. Theoretisch ist aber jeder
Erbgang denkbar (Klopstock et al., 2021).

Als Besonderheit verfigen Mitochondrien als einzige Zellorganellen Uber eine eigene
mitochondriale DNA (mtDNA), bestehend aus 16. 569 Basenpaaren. Sie kodiert mit
37 Genen fur Strukturproteine der Atmungskette (13), ribosomale RNAs (2) und
Transfer-RNAs (22). Mutationen der mtDNA werden ausschlie3lich maternal vererbt,
da bei der Befruchtung einer Eizelle die im Spermium enthaltenen Mitochondrien
eliminiert werden (Klopstock et al., 2021). Die Mutationen der mitochondrialen DNA
(mtDNA) konnen in ihrem klinischen Bild verschiedenste Auspragungen zeigen. Im
Jahr 1988 konnten erstmals drei definierte pathogene Mutationen der mtDNA und der
dadurch verursachten Funktionsstorung im Komplex | der Atmungskette einer
bestimmten neurologischen Erkrankung zugeordnet werden: die ausschliellich
maternal vererbten Lebersche heriditare Optikusneuropathie (LHON) (Wallace et
al.,1988). Durch die zunehmend differenzierten diagnostischen Moglichkeiten sind
bisher krankheitsverursachende Defekte auf Uber 400 Genen beschrieben. Die exakte
Lokalisation eines genetischen Defektes ist bei Mitochondriopathien fur die
Diagnosefindung und Therapie wie auch die Beratung Betroffener und ihrer Familien
von grol3er Bedeutung (Klopstock et al., 2021).



1.2. Friedreich Ataxie als Beispiel fiir mitochondriale Veranderungen bei
neurodegenerativen Erkrankungen

Die Friedreich-Ataxie (FRDA), erstmals durch den Pathologen Nicolaus Friedreich
1863 (Friedreich, 1863) beschrieben, ist eine neurodegenerative Erkrankung mit
autosomal-rezessivem Erbgang. Der ursachliche Gendefekt wurde 1996 entdeckt und
auf dem langen Arm von Chromosom 9, Genlocus: 9913-21.1 identifiziert (Campuzano
et al.,, 1996, 1997). Die FRDA gehort zu den seltenen Erkrankungen und hat eine
geschatzte Pravalenz von etwa 1: 50.000 (www.orpha.net, ORPHA95). Die Symptome

betreffen insbesondere das Nervensystem (Ataxie, Dysarthrie, Demenz
u. a.) und das muskuloskelettale System (Bewegungsstdérungen, Muskelatrophien,
Skoliose, Pes cavus ,Friedreich Fuly® u. a. m.). Gehauft treten assoziiert auch Diabetes
mellitus, die Atrophie des Sehnervs und hypertrophe Kardiomyopathien auf, letztere
sind lebenslimitierend. Der Krankheitsverlauf ist progredient, eine Heilung ist bislang

nicht mdglich.

Heute weil® man, dass die klinischen Symptome der FRDA Folge eines Frataxin-
Mangels sind (Campuzano et al., 1996, 1997). Frataxin ist ein mitochondriales Protein,
das sich beim Menschen hauptsachlich im zentralen Nervensystem in den Zellen des
Kleinhirns und in den Motoneuronen findet, aber auch in den Zellen von Pankreas und
Herzmuskel. Frataxin-Mangel bewirkt eine Storung des Eisenstoffwechsels in den
Mitochondrien und fiihrt zu einer Uberladung der Zellorganellen mit freien Eisenionen.
In Muskelbiopsien von FRDA-Patienten lassen sich histologisch erhéhte Eisen-Werte
nachweisen (Payne et al., 2012). Therapeutische Ansatze bei der FRDA versuchen
den oxidativen Stress durch frihes Abfangen der toxisch wirkenden freien Radikale
mittels verschiedener Antioxidantien zu verringern und dadurch die mitochondriale
Funktion zu verbessern. In Pilotstudien von Lodi et al. (2002) zeigten FRDA-Patienten
nach Gabe von Coenzym Q10 und Vitamin E nach drei bis sechs Monaten eine
verbesserte ATP-Produktion in der Skelettmuskulatur und im Herzen. Eine
antioxidative Therapie mit Coenzym Q10 und Vitamin E Uber 47 Monate fuhrte zu
verbesserter Bioenergetik und Herzfunktion bei zehn FRDA-Patienten (Hart et al.
2005). Studien zur Wirkung von Eisenchelatoren als eine Therapieoption der
mitochondrialen Eisenuberladung zeigten unterschiedliche Ergebnisse. Boddaert et al.

(2007) konnten fur den Eisenchelator Deferipron nach oraler Gabe eine Reduktion von
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Eisen im Nucleus dentatus cerebellaris mittels MRT-Messung bei FRDA-Patienten
nachweisen. In einer 6-monatigen randomisierten  placebokontrollierten
Doppelblindstudie zur Wirksamkeit und Vertraglichkeit von Deferipron bei FRDA
wurden hamatotoxische Effekte und eine Verschlechterung der Ataxie beobachtet
(Pandolfo et al., 2014).

1.3. Eisen- und Hamstoffwechsel

1.3.1. Eisen

Eisen (Fe) ist fur den Menschen ein lebensnotwendiges Element. Es ist fur die
Blutbildung essentiell und Bestandteil vieler Enzyme im menschlichen Korper. In den
roten Farbstoff Ham ist es als zentrales lon in ein Porphyrin-Molekul eingebaut und
Bestandteil des Hamoglobins. Auch das im Muskel lokalisierte Protein Myoglobin
enthalt groRe Mengen Ham. Eisen liegt im menschlichen Korper in den
Oxidationsstufen Fe?* und Fe3* vor. Es ist aufgrund seiner chemischen Struktur ein
sehr reaktionsfreudiges Molekul. Diese Eigenschaft ermoglicht es, die Aufgaben von
Sauerstofftransport und Sauerstoffspeicherung wahrzunehmen. Eisen findet sich auch
in den Komplexen der Atmungskette in den Mitochondrien (z.B. als Eisen-Schwefel-
Cluster) (Koleini et al., 2021, Dutt et al., 2022).

Mit dem Begriff der Eisenhomodstase wird ein dynamisches Gleichgewicht der an der
Eisenaufnahme und Eisenverstoffwechselung beteiligten Komponenten in einem
Organismus beschrieben. Ziel ist die Aufrechterhaltung weitgehend konstanter
Verhaltnisse in einem offenen System, um so seine Funktionsweise sicherzustellen.
Die Eisenhomoostase ist eng mit dem Hamstoffwechsel verbunden. Ein
funktionierender Eisenhaushalt und, daran gekoppelt, Hamstoffwechsel sind von
entscheidender Bedeutung flur eine einwandfreie Funktion einer Zelle im Organismus.
Der Ham-Stoffwechsel ist abhangig von der Eisenaufnahme in den Korper und
funktionierenden Resorptions- und Transportwegen, da Eisen als essentielles
Spurenelement mit der Nahrung dem menschlichen Organismus zugefuhrt werden

muss.

Die Eisen-Aufnahme aus der Nahrung und der Transport von Eisen im menschlichen
Korper erfolgt durch spezialisierte Transport- und Speicherproteine (v.a. Ferritin und

Transferrin). Uber die Enterozyten der Duodenalschleimhaut und des oberen
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Jejunums wird das mit der Nahrung aufgenommene Eisen resorbiert. Eisen wird zum
einen in Form freier zweiwertiger Eisenionen (Fe?*) oder wasserloslicher Fe?*
Chelatkomplexe aufgenommen, zum anderen erfolgt die Aufnahme als lipophiler
Porphyrin-Eisen-Komplex (Gao et al., 2019, Dutt et al., 2022). Die Regulation der
Eisen-Aufnahme wird durch das in der Leber produzierte Protein Hepcidin
ubernommen (Nicolas et al., 2002). Ein fein austariertes Gleichgewicht zwischen den
beteiligten Mitspielern sichert einen funktionierenden Eisen- und Energiestoffwechsel

im menschlichen Korper.

1.3.2. Mitochondriale Proteine ATAD3 und Frataxin

Fir die Regulation mitochondrialer Prozesse spielen die Proteine ATAD3 und Frataxin
eine wichtige Rolle. Beide sind auf der inneren Mitochondrienmembran humaner
Mitochondrien lokalisiert. In der Literatur ist eine mogliche Beeinflussung des Eisen-
und Ham-Metabolismus durch diese Proteine fur das humane System beschrieben
(Was et al., 2010, Wang et al., 2010).

ATAD3 gehort zur Familie der ATPasen und ist ein AAA Protein (ATPase assoziiert mit
verschiedenen zellularen Aktivitaten). Es ist ein ubiquitdres Protein, das in den
Mitochondrien von mehrzelligen Eukaryonten zu finden ist. Es wurde im Jahre 2003
erstmalig beschrieben. Gefunden wurde es bei der Untersuchung einer proteomischen
Analyse von Mitochondrien aus Rattenlebern (Mootha et al., 2003). Seitdem ist man
durch intensive Forschung dem Verstandnis der physiologischen Funktionen von
ATAD3 nahergekommen.

ATAD3 ist auf der inneren Mitochondrienmembran (IMM) lokalisiert (Bogenhagen et
al., 2008, Da Cruz et al., 2003, Hoffmann et al., 2009). Der C-Terminus des Proteins
(Carboxy-Terminus, enthalt eine freie Carboxgruppe, COOH) ist an der Innenseite der
IMM lokalisiert und dem Matrixraum zugewandt. Mit dem N-Terminus (Amino-
Terminus, enthalt eine freie Aminogruppe, NHz2) ragt es in den Intermembranraum
zwischen IMM und OMM (Hubstenberger et al., 2010, Gilquin et al., 2010, Baudier,
2018). Aufgrund dieser membranubergreifenden Lokation wurde Uber die Einbindung
in Stoffwechselvorgangen zwischen Mitochondrienmatrix und Zytoplasma spekuliert
(Li etal., 2012).



Beim Menschen besteht ATAD3 aus einem Cluster, der drei Paralogen mit
weitgehender Sequenzhomologie enthalt, ATAD3A, ATAD3B und ATAD3C. Die durch
segmentale Duplikation entstandenen Gene sind im Tandem angeordnet (Gunning et
al., 2020). Mutationen in ATAD3A und zwischen den ATAD3-Parologen werden mit
verschiedenen Erkrankungen in Verbindung gebracht (Harel et al., 2016, Desai et al.,
2017, Gunning et al.,, 2020, Frazier et al.,, 2021). Sie betreffen haufig das
Nervensystem mit Entwicklungsstérungen, Enzephalopathie und Kleinhirnatrophie
(Harel et al., 2016; Cooper et al., 2017). Weitere klinische Symptome sind
Kardiomyopathien und Hornhauttribungen des Auges (Frazier et al., 2021). Auf
Grundlage der Genomdiagnose bei Mitochondrienerkrankungen von tber 500 Kindern
aus Australien und Neuseeland kommen Frazier et al. zu dem Schluss, dass der
ATAD3-Genlocus zu den funf haufigsten gehaort, die mit mitochondrialen Erkrankungen
im Kindesalter in Verbindung gebracht werden konnen (Frazier et al., 2021).

Humanes ATAD3 ist in verschiedenen Tumoren Uberexprimiert, so z.B. in
Adenokarzinomen der Lunge und Cervixkarzinomen. In vitro konnte es in Gliom-
Zelllinien nachgewiesen werden (Chen et al., 2011, Fang et al., 2010, Hubstenberger
et al., 2008). ATAD3 beeinflusst das Zellwachstum und die Apoptose. Es ist an der

Synthese von Steroidhormonen beteiligt (Issop et al., 2015).

Der Nematode C. elegans besitzt mit ATAD-3 ein Homolog zum humanen ATAD3.
Dieses Protein spielt bei der fruihen Embryogenese von C. elegans und der Maus, mus
musculus, eine entscheidende Rolle (Goller et al., 2013, Hoffmann et al., 2009). Wird
die Expression von ATAD-3 in C. elegans unterdruckt, kommt es zu verzogertem
Wachstum und Larvenarrest und einer hohen embryonalen Letalitat. Trotz dieser
vielfaltigen Aspekte ist die genaue Funktion von ATAD3 im Mitochondrium nicht

abschlieRend geklart.

Frataxin ist ein nuklear codiertes mitochondriales Protein (Koutnikova, 1997, Priller,
1997) und befindet sich beim Menschen auf Chromosom 9921.11 (www.orpha.net).
Es wird aus 210 Aminosauren gebildet und ist wie auch ATAD3 auf der IMM lokalisiert.
Frataxin spielt beim mitochondrialen Eisenstoffwechsel eine wichtige Rolle und ist an
der Biogenese von Proteinen mit Fe-S-Clustern beteiligt (Martelli und Puccio, 2014;
Fox et al., 2019). Ein Frataxin-Mangel fuhrt Uber die Beeintrachtigung der Fe-S-

Cluster-Bildung zu erheblichen Stérungen des mitochondrialen Stoffwechsels (Rotig
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et al., 1997; Poburski et al., 2016). Durch in vitro-Untersuchungen an Hefezellen, die
ein Frataxin-Homolog besitzen, konnte gezeigt werden, dass eine Ausschaltung des
Frataxin-Gens zu einer erhdhten Eisenkonzentration in den Mitochondrien und einer
erhohten Sensitivitat gegenuber oxidativem Stress fuhrt (Babcock et al., 1997, Foury
et al., 1997, Koutnikova et al., 1997, Pandolfo, 1998). Die freien Eisen-lonen fordern
die Bildung toxisch wirkender freier Sauerstoffradikale (ROS) und lassen oxidativen
Stress entstehen (Napier, 2005). Es gibt Hinweise, dass der durch Frataxin-Mangel
verursachte oxidative Stress einer der Ausloser der Neurodegeneration bei der FRDA
ist (Armstrong et al., 2010, Gomes et al., 2013).

1.4. Caenorhabditis elegans als Modellorganismus

Der Nematode Caenorhabditis elegans (lat. caeno-, griech. rhabdos = Stab, lat.
elegans = fein) ist ein 1 mm langer, zur Gruppe der Rhabditia gehérender Fadenwurm,
der ubiquitar in gemafigten Klimazonen vorkommt. Er lebt nicht-parasitar im Boden,
wo er sich von Bakterien ernahrt. Unter optimalen Bedingungen hat dieser Wurm eine
extrem kurze Generationszeit von nur drei Tagen und eine hohe Anzahl von

Nachkommen (etwa 300-350 pro adultem Tier).

Erstmalig um 1900 von dem franzésischen Biologen Emile Maupas beschrieben
(Maupas, 1900) wurde C. elegans seit Mitte der 60er-Jahre von Sydney Brenner
intensiv erforscht. Seine Arbeiten trugen wesentlich dazu bei, dass C. elegans heute
als ein pradestinierter Modellorganismus in  vielen Bereichen der
naturwissenschaftlichen Forschung (Neurowissenschaften, Genetik, Zell- und

Entwicklungsbiologie, Physiologie u. a. m.) etabliert ist (Brenner, 1974).

C. elegans ist fur das Studium einzelner Proteine und ihrer Wirkungsweise gut
geeignet. Aufgrund einer hohen Sequenzidentitat vieler Proteine zu ihren Homologa
beim Menschen bietet es sich fur Untersuchungen an. Mehr als 60 % der humanen
Gene haben Homologe in C. elegans (Kuwabara, 1998). Die in den Mitochondrien von
C. elegans lokalisierten Proteine ATAD-3 und Frataxin finden ihr humanes Homolog in
den Proteinen ATAD3 und Frataxin.

Die Kultivierung von C. elegans im Labor ist sehr leicht und erfolgt auf Agarplatten, die
mit einem Bakterienrasen aus Escherichia coli als Nahrungsquelle beimpft sind. Auch
9



Flussigkulturen sind moglich. Die Entwicklung erfolgt in Abhangigkeit von der
Temperatur und dauert zwischen 3,5 Tagen (20 °C) und 6 Tagen (15 °C). Die einfache
Kultivierung, eine hohe Reproduktionsrate und kurze Generationszeiten erlauben das
rasche Anzichten von groRen Wurmpopulationen. Eine Kryokonservierung Uber
langere Zeitraume ist moglich (Lewis et al., 1995).

C. elegans kommt in zwei Formen vor: Als selbstbefruchtender Hermaphrodit und —
sehr viel seltener — als Mannchen (ca. 0,05 %). Ausschlaggebend hierfur ist die Anzahl
der X-Chromosomen im adulten Tier. Hermaphroditen besitzen 12 Chromosomen,
5 Paare Autosomen und 2 XX-Geschlechtschromosomen. Geht ein X-Chromosom in
der Entwicklung verloren, fuhrt dies zur Ausbildung eines mannlichen Nematoden
(Hodgkin et al., 1977). Ein adulter Hermaphrodit erzeugt ca. 300-350 Nachkommen
(Riddle et al., 1997).

Die Anatomie eines adulten Hermaphroditen ist einfach (Abb.1 a und 1 b). Der Kérper
ist unsegmentiert, zylindrisch und verjungt sich zu den beiden Enden hin. Apikal
befindet sich eine Mundoffnung mit Pharynx, am caudalen Ende liegt der Anus. Die
aullere Korperhulle ist eine widerstandsfahige, dreischichtige Kollagen-Cuticula.
Direkt darunter liegt die Hypodermis, gefolgt von der Kdorpermuskulatur und den
Nervenzellen. Vier Muskelstrange ziehen sich als Langsbander durch den Koérper
(Schierenberg, 1986) und ermdglichen durch abwechselnde Kontraktion und
Relaxation eine wellenformige Bewegung des Wurmes (Riddle, 1997). Im Inneren
befindet sich das Pseudocoelom, eine mit Flussigkeit gefullte Hohle, die als Atmungs-
und Kreislauforgan dient und durch den hydrostatischen Druck die Kérperform des
Wurmes aufrechterhalt. In dieser Hohle liegt der Verdauungstrakt, gegliedert in die
Abschnitte Pharynx, Darm und Hinterdarm und die Gonade. Der Darmtrakt beginnt
hinter der Mundoffnung mit dem dreiteiligen Pharynx (Corpus, Isthmus, terminaler
Bulbus). Durch Pumpbewegungen der Muskulatur nimmt der C. elegans seine
Nahrung (Bakterien) auf. Diese wird im Bulbus des Pharynx zermahlen und Uber die
pharyngeal-intestinale Klappe in den Darm weitergeleitet (White, 1988). Die Cuticula
des Wurmes ist transparent, was einen einfachen Blick in das Wurminnere erlaubt.

Diese Transparenz ist ein grol3er Vorteil, den C. elegans gegenuber anderen
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Abb. 1 a): Schematische Darstellung von C. elegans (modifiziert nach www.wormatlas.org)

Abb. 1b): C. elegans unter dem Zeiss Axiovert 200M Mikroskop (20 x Objektiv)

Modellorganismen hat. Entwicklungsstorungen von Organen und/oder Geweben
konnen in den verschiedenen Phasen des Lebenszyklus direkt beobachtet werden,

Fluoreszenz-gekoppelte Marker konnen appliziert und ihre Verteilungsmuster im Wurm

1



unter zeitlichen und raumlichen Aspekten beurteilt werden.

Bei der Entwicklung unterscheidet man die Embryogenese von der postembryonalen
Entwicklung. Die Dauer der beiden Abschnitte hangt von der Temperatur ab.
Unmittelbar nach der in utero Befruchtung beginnt die Proliferationsphase, in deren
ersten 100 Minuten sich die funf somatischen Grinderzellen AB, MS, E, C und D sowie
die Keimbahnvorlauferzelle P4 durch inaquale Zellteilungen bilden (Labouesse, 1999,
Sulston, 1983). Aus den Grunderzellen gehen die spateren Gewebe und Organe
hervor, aus der Keimbahnvorlauferzelle die Gonaden. Es folgt die Eiablage und
Morphogenese-Phase, bei der sich der Embryo durch Wachstum und Elongation in
seiner Gestalt dem spateren adulten Wurm annahert. Der Wurm schlipft und
durchlauft anschlieend die vier Larvalstadien L1-L4 der postembryonalen
Entwicklung. Dabei kommt es zu Wachstum mit einer Erhohung der Zellzahl von 558
Zellen zum Abschluss der Embryogenese auf 959 Zellen bei adulten Hermaphroditen
und 1.031 bei adulten Mannchen. Das Ende eines jeden Larvalstadiums ist durch eine

Hautung des Wurmes gekennzeichnet.

Adulter Wurm (1110-1150 pm)

féhig zur Eiablage)
Eier werden im
8h Gastrula-Stadium
In utero Entwicklung gelegt (ca. 30 Zellen)
Junger adulter Wurm (150 min) OOO

900-940
( pm) w oodOD -b . Komma
10 h ,

Erste Zelltellung

(40 min) 1,5-fach gefaltet
Hunger oder hohe Ex utero
L4 (620-650 pym) Temperaturen fiihren zur Entwicklung
\Ausbildung von Dauerformen 9h) ‘
bis zu 4 Dauerform (400 pm)
8h Monaten 2-fach gefaltet

... 13h d
—N Vorlaufige Pt ol 3-fach gefaltet

Dauerform (L2d)
L3 (490-510 pm)

N AL t

L2 (360-380 pm) L1 (250 pm)
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Abb. 2: Lebenszyklus von C. elegans (Hermaphroditen) bei 22 °C (modifiziert nach www.wormaltas.org)

Sind die Umgebungsbedingungen ungunstig (z.B. Nahrungsmangelsituation, hohe
Populationsdichte), bildet C. elegans nach der zweiten Larvalhautung eine Dauerform
aus. Diese ist in der Lage, auch ohne Nahrung langere Zeit zu uberleben. Normalisiert
sich das Nahrungsangebot wieder, entwickeln sich die Dauerformen zu normalen L4-
Larven weiter (Wood 1988).
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2. Ziele der Arbeit

Die wissenschaftliche Fragestellung dieser Arbeit umfasst folgende Aspekte:

1. Welche Auswirkungen hat das Ausschalten der Proteine ATAD-3 und

Frataxin durch RNAI auf den Eisenstoffwechsel des Nematoden C. elegans?

2. Hat die Gabe von Eisenchelatoren oder Antioxidantien einen Einfluss auf den
Eisenstoffwechsel in atad-3(RNAI) bzw. frh(RNAi)?

Zur Beantwortung der ersten Frage wurden verschiedene Assays mit C. elegans
durchgefuhrt, bei denen mit Hilfe von RNAi die Proteine ATAD-3 bzw. Frataxin
ausgeschaltet wurden. Der Vergleich erfolgte in den durchgeflihrten Experimenten
jeweils zu gesunden Kontrollwirmern. Eisen wurde C. elegans in verschiedenen

Konzentrationen in Form von Hamin angeboten, das den Agarplatten zugesetzt wurde.

In einem ersten Schritt wurden ZnMp-Assays mit Messung von Fluoreszenz zur
Visualisierung einer hypothetisch vermuteten Blockierung der Eisenaufnahme aus
dem Darmlumen bei fehlender weiterer Verstoffwechselung durchgefuhrt. Gemessen
wurde die Fluoreszenz in einem definierten Feld unmittelbar hinter der
Pharyngealklappe des Wurmes. Eine Erhohung der Fluoreszenz spricht fur eine
verminderte Aufnahme von Eisen aus dem Darmlumen und somit fur eine

Unterbrechung der Stoffwechselwege bei Ausschaltung der Proteine.

In einem zweiten Schritt wurde mit Hilfe von Hamin-Assays bzw. Eisen-Assays der
Eisengehalt in den Wirmern selbst quantifiziert. Die Untersuchungen erfolgten mit
dem Hemin Assay Kit, Kat. Nr. MAK036, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA und dem Iron
Colorimetric Assay Kit K 390 (BioVision, Inc.). Eine Erhéhung des Hamins bzw. der

Eisenkonzentration im Wurm indiziert eine fehlende Verstoffwechselung.

Zur Untersuchung moglicher therapeutischer Effekte von Eisenchelatoren und
Antioxidantien wurde der Eisenchelator Deferoxamin und die Flavonoide Myricetin und
Quercetin eingesetzt. Deferoxamin bindet als Chelator Eisen direkt und sorgt fur seine
Inaktivierung, die Flavonoide wirken als Antioxidantien, fangen freie Radikale und
reduzieren oxidativen Stress. Als Mal} fur die Erholung eines Wurmes wurde seine

Fertilitat gewahlt. Die untersuchten Substanzen wurden in unterschiedlichen
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Konzentrationen eingesetzt und mit Wirmern ohne Behandlung verglichen. Auch hier

wurden gesunde Wurmer als Kontrollgruppe mitgefuhrt.
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3. Material und Methoden

3.1. Zellbiologische Methoden

3.1.1. Caenorhabditis elegans und seine Haltung

FiUr die Experimente in dieser Arbeit wurde der Wildtyp Stamm N2 (Varietat Bristol)
verwendet. Die Wuiurmer wurden nach S. Brenner (Brenner, 1974) unter
Standardbedingungen bei 18 °C bzw. 20 °C auf mit Hefe angereicherten Agarplatten,
nematode growth medium (NGM)-Agar, gehalten. Der E. coli Stamm OPS50, eine
Uracil-Mangelmutante deren Wachstum ausschlieRBlich auf angereicherte NGM-
Platten beschrankt ist (Wormbook, maintenance of c. elegans), diente als Futterquelle.
Die RNAI erfolgte auf Feeding-Platten, NGM-Agarplatten ohne Hefe, die daruber
hinaus noch IPTG und zwei Antibiotika (Ampicillin und Tetracyclin) enthielten.

3.1.2. Herstellung der Glycerol-Stocks

Von beiden verwendeten Bakterienstammen OP50 und HT115 wurden Glycerol-
Stocks angelegt, aus denen bei Bedarf Bakterienkulturen zur Beimpfung der Platten
hochgezogen wurden. Eine Beschreibung der Herstellung findet sich im Anhang.

Das Hochziehen der Bakterienkulturen fur die Feeding-Platten erfolgte im Falle der
Feeding-Klone durch Bakterienkolonien von LB-Amp/Tet-Platten. Im Gegensatz dazu
wurden die OP50 Bakterienkulturen immer vom Glycerol-Stock aus angeimpft. Die
Herstellung von LB-Amp/Tet-Agarplatten mit Einzelkolonien der HT115 Feeding-Klone

ist im Anhang beschrieben.

3.1.3. Wurmhaltung auf angereicherten NGM-Platten (OP50-Platten)

Die Herstellung ist im Anhang | unter 2.1. im Detail mit den benutzten Zutaten
beschrieben. C. elegans wurde auf diesen Platten bei 18 °C im Brutschrank gehalten

und regelmaRig auf frische Platten umgesetzt.
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3.1.4. Herstellung der Feeding-Platten

Die durch Futterung vermittelte RNAi erfolgte auf Feeding-Platten. Die Herstellung der

Feeding-Platten ist im Anhang beschrieben.

3.1.5. RNA vermittelte Interferenz (RNAi)

Um in C. elegans gezielt die fur die Proteine ATAD-3 und Frataxin kodierenden
Gensequenzen auszuschalten und so ihre Funktionsweise studieren zu konnen, wurde
RNAI Uber Fltterung durchgefthrt. Hierfur wurden E. coli HT115 als Nahrungsquelle
verwendet. HT115 sind RNase Ill defiziente Bakterien mit einer durch IPTG
induzierbaren T7-Polymerase Aktivitat. Sie tragen die gewulnschte Zielsequenz in
Form einer cDNA in einen Vektor (pPD 129.36) in ihr Genom eingebaut. Diese
Zielsequenz muss mindestens 21 Nucleotide besitzen, damit sie erkannt wird. Das
IPTG fuhrt in HT115 zu einer Aktivierung der T7-Polymerasen. Die zwischen zwei T7-
Polymerase Bindungsstellen eingebaute Zielsequenz (hier: atad-3 bzw. frh) wird in
beide Richtungen abgelesen. Es entstent in dem Bakterium HT115 eine
doppelstrangige RNA der Zielsequenz, die von C. elegans Uber die Zellen des Darmes
mit Hilfe von Transporterproteinen aufgenommen wird. Die dsRNA der gewinschten
Zielsequenz I6st vermutlich antivirale Abwehrvorgange in der Zelle aus und verhindert
so in C. elegans die Expression des durch sie kodierten Proteins. In Bakterien
eingeschleuste Vektoren kdnnen bei ihrer Vermehrung auch verloren gehen. Um
sicher zu stellen, dass nur dsRNA enthaltende Bakterien als Futterquelle dienen, wird
in den Vektor zusatzlich eine Tet/Amp-Resistenz eingebaut. Sowohl in den
Bakterienkulturen bei der Anzucht als auch den Feeding-Platten wurden die Antibiotika
Ampicillin und Tetracyclin zugesetzt. Nur die den Vektor mit der Antibiotikaresistenz
tragenden Bakterien Uberleben. Eine effektive RNAi wird auf diese Weise

sichergestellt.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der RNAi mit atad-3 (Bsp.) als Zielsequenz

3.1.5.1. RNAi Gensequenzen

Folgende RNAi Gensequenzen wurden verwendet:

atad-3 (F54B3.3)
frataxin (frh) Variante IV
Kontrolle (con) Leervektor L4440

Die RNAi Sequenz atad-3 wurde Uber die Dr. Julie Ahringer Library, Cambridge,
GrolRbritannien bezogen, die fur frh wurde freundlicherweise von Dr. Natascia Ventura,
IUF, Leibniz Research Institute for Enviromental Medicine, Dusseldorf zur Verfugung

gestellt.

3.1.6. Wurmreinigung und Synchronisation

Far die einzelnen Experimente war es notwendig, Wurmer gleichen Alters zu
erzeugen. Wurde nur eine geringe Anzahl Wiarmer benétigt, wurden sie im Rahmen
einer 4 h-Synchronisation erzeugt (Eisen- und Haminassays). Waren grole

Wurmmengen erforderlich (Herstellung von Wurmpellets), wurden sie chemisch
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synchronisiert.

Die Ein- und Umsetzung einzelner Wurmer auf frische Platten erfolgte unter
mikroskopischer Kontrolle mittels Wurmpicker, einer dinnen Glaspipette, in deren
Ende — Uber einem Bunsenbrenner erhitzt und ausgezogen — ein dunner Platindraht
eingeschmolzen wurde. Das Drahtende wurde etwas abgeplattet, um Verletzungen der
Wirmer oder des Agars zu vermeiden. Um eine mogliche Kontamination zu
unterbinden, wurde der Draht nach jedem Umsetzungsvorgang uber einer offenen

Flamme abgeflammit.

3.1.6.1. 4 h-Synchronisation

Unter dem Mikroskop wurden ca. 20 reife, trachtige L4 Wirmer ausgewahlt und mit
dem Wurmpicker auf eine frische NGM-Platte mittlerer Grof3e gesetzt. Ausgehend von
einer Legerate von etwa 2 Eiern pro Wurm und Stunde wurden sie fur 4 h bei 18 °C
inkubiert. Anschlielend wurden die adulten Wiarmer von der Platte entfernt und diese

fur 3 Tage bei 18 °C im Brutschrank gehalten.

3.1.6.2. Chemische Synchronisation

Bei der chemischen Synchronisation macht man sich die starke Resistenz der Eihulle
gegenuber atzenden Substanzen zu Nutze, die die reifen Wirmer selbst nicht
besitzen. Als Ausgangsmaterial wurde eine grofl3e NGM-Platte mit vielen trachtigen
adulten Widrmern gewahlt. Diese wurden mit 3 ml 1x PBS-Puffer abgespult. Die
Suspension wurde in je 1,5 ml fassende Eppendorf-Tubes Uberfuhrt und bei 18 °C mit
3.000 rpm 3 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und verworfen, die
Wurmpellets pro Tube in 1 ml phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) resuspendiert
und mit je 500 pl immer frisch angesetzter NaOH/NaOCI Losung versetzt. Hierfur
wurden jeweils 2 Volumenanteile 4 M NaOH mit 3 Volumenanteilen 3 % NaOCI
gemischt. 5 bis maximal 10 min wurden die Wirmer in dieser Lésung inkubiert, dabei
wurden sie intensiv gevortext und zwischendurch im Mikroskop beobachtet. Sobald
die Embryonen freigesetzt waren, erfolgte eine erneute Zentrifugation (3.000 rpm,
3 min, 18 °C). Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Pellets erneut in 1 ml PBS

gewaschen, zentrifugiert und in kleinem Volumen auf frischen Platten ausplattiert.
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Losung (pro Liter):

1x PBS (pH 7,4) 8 g NaCl
0,2 g KCI
2,68 g Na2HPO4 *7H20
0,24 g KH2PO4

Dieser Ansatz wurde mit MQ-H20 aufgefullt und der pH-Wert eingestellt.

3.2. Assays

Mit Hilfe verschiedener Assays wurde die Rolle der Proteine ATAD-3 und Frataxin im
Eisenstoffwechsel und bei der Haminaufnahme in C. elegans studiert. Untersucht
wurde auch, ob die Gabe von Flavonoiden (Quercetin, Myricetin) als Antioxidantien
oder Eisenchelatoren (Deferoxamin) einen positiven Effekt auf den Eisenstoffwechsel

bei den durch RNAi veranderten Wirmern hat.

Ausgangsmaterial der im Folgenden durchgeflihrten Assays waren immer
synchronisierte Wurmembryonen, die flr 3 Tage bei 18 °C auf OP50 Platten gehalten
wurden. Die resultierenden Larven wurden anschlieBend auf Feeding-Platten (fur
RNAI) transferiert und fur weitere 3 Tage bei 18 °C gehalten. Dieser Vorgang wurde
zweimal wiederholt, um eine moéglichst homogene RNAi-Wurmpopulation zu erhalten.
Im Experiment wurde die daraus hervorgegangene 3. Tochtergeneration (T3)

untersucht.
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3.2.1. Zink-Mesoporphyrin (ZnMp)-Assays

C34H36N404Zn

MG: 630.06 g/mol
HO

OH

Abb. 4: Struktur- und Summenformel und Molekulargewicht von Zink-Mesoporphyrin

(https://ffrontierspecialtychemicals.com/) (zuletzt gepriuft am 29.04.2023)

Zink(ll)-Mesoporphyrin (ZnMp) ist ein Ham-Analog, das anstelle des Eisenions ein
Zinkion im Porphyrinring enthalt und Uber fluoreszierende Eigenschaften verflgt. So
wie andere Wurmer auch ist C. elegans Ham auxotroph, d. h. der Wurm muss Ham
aus seiner Umgebung aufnehmen, er kann es nicht de novo selbst synthetisieren. Die
Aufnahme des Ham-Analogons ZnMp kann als MalR fur die Ham-Aufnahme betrachtet
werden. Untersucht wurde die Ham-Aufnahme bei atad-3- und frh(RNAIi) mit Hilfe des
fluoreszierenden Ham-Analogs Zink-Mesoporphyrin (ZnMp) auf Platten, die kein
Hamin enthielten versus Feeding-Platten mit Hamin in den Konzentrationen 2 pyM,
10 yM und 20 pM. Die Messungen wurden nach einer Exposition von 6 h
(Kurzzeitassay) und 24 h (= 1 d) (Langzeitassay) durchgefuhrt. Eine Quantifizierung
erfolgte Uber die Messung der Fluoreszenz in einer definierten Region of Interest (ROI)
direkt hinter der Pharyngeal-Intestinal-Klappe des Wurmes.

Mit Hilfe dieser Assays sollen mogliche Veranderungen im Eisenmetabolismus bei
atad-3- und frh(RNAI) untersucht werden. Das Hamin in den Feeding-Platten
konkurriert dabei mit dem ZnMp als Ham-Analogon um den gleichen Aufnahmeweg.
Gleichzeitig soll ermittelt werden, welche Laufzeiten und Haminkonzentrationen in den

Assays fur die Untersuchung der Fragestellung besonders geeignet sind.
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3.2.1.1. Praparation von ZnMp

ZnMp (MG 630,083 g/mol) wurde nach dem Protokoll von J. Walston (Walston 2010)
in 0.3 M NH4O geldst und der pH 8 eingestellt. Aliquots einer 4 mM ZnMp-Lsg. wurden
hergestellt und bei -20 °C lichtgeschutzt gelagert.

3.2.1.2. Praparation von Hamin

Hamin-Chlorid (MG 652 g/mol) wurde nach dem Protokoll von J. Walston (Walston
2010) hergestellt.

Stock: 10 mM (pH 8)

0,0652 g Hamin-Chlorid wurden in 10 ml 0,3 M NH4OH gel6st, anschlieRend erfolgte
das Einstellen des pH-Wertes durch Zugabe von 5N HCI. Die Aliquots wurden bis zu
ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert.

3.2.1.3. Vorbereitung der Feeding-Platten

Far die Versuche wurden Feeding-Platten in kleinen Petrischalen (& 50 mm) benutzt.
Es wurden Feeding-Platten ohne und mit Zusatz von Hamin in den Konzentrationen
2 uM, 10 uM und 20 pM verwendet. Pro Platte wurden 40 uM ZnMp eingesetzt. Das
ZnMp wurde kurz vor Beginn des Experimentes auf die Platte gegeben und konnte
anschlieBend lichtgeschutzt fur 10 min einziehen. Synchronisierte RNAi-Wirmer
(atad-3 und frh) wurden wie oben beschrieben erzeugt und fir 6 h bzw. 1 d auf die
ZnMP-Platten gesetzt. Auch wahrend der Versuchslaufzeit wurden die Platten vor Licht
geschutzt. Eine Kontrolle wurde mitgefihrt. AnschlieRend wurde die Fluoreszenz

gemessen.

3.2.1.4. Herstellung von Agarose-beschichteten Objekttrager zur
Fluoreszenzmikroskopie

Far in vivo-Beobachtungen von RNAi-Tieren wurden mit Agarose beschichtete

Objekttrager bendtigt. Zu ihrer Herstellung wird eine 2-5 %ige Agarose-Losung (in

H20) in der Mikrowelle kurz aufgekocht und ein paar Tropfen auf einen Objekttrager

gegeben. Anschliel3end legt man einen zweiten Objekttrager auf und spreizt mit seiner

Hilfe die Agarose. Nach dem Erharten der Agarose werden die beiden Objekttrager

vorsichtig gegeneinander verschoben. So bleibt an einem der Objekttrager ein dinnes
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Agarosekissen hangen. Dieses wird mit einem Skalpell quadratisch zugeschnitten. Fur
die Fluoreszenz-Mikroskopie wurden 9 pl dH20 auf die Agaroseschicht pipettiert und in
diesen Tropfen ca. 30 Wirmer mit dem Wurmpicker gesetzt. AnschlieRend wurde 1 ul
Levamisol hinzugegeben. Levamisol gehort in die Gruppe der Imidazothiazole ((S)-6-
Phenyl-2,3,5,6-tetrahydroimidazol[2,1-b][1,3]thiazol) und bewirkt in der verwendeten
Konzentration eine Bewegungshemmung und Immobilisation der Wirmer, sodass eine
gute Mikroskopie moglich ist. Unmittelbar nach der Zugabe von Levamisol erfolgte die

fluoreszenzmikroskopische Untersuchung.

3.2.1.5. Fluoreszenz-Mikroskopie und Bildverarbeitung

Die  Fluoreszenzintensitat der einzelnen  Wurmer wurde mit dem
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiovert 200M aufgenommen und mit Hilfe der ImageJ
Software (developed by Wayne Rasband at the National Institutes of Health, verfugbar

unter http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html) quantifiziert. Fir jedes Tier wurde die

Fluoreszenzintensitat in einer gegebenen Region (region of interest, ROI) welche die
ersten anterioren Darmzellen umfasste und eine GroRRe von 2,55 x 0,8 mm besalR,
analysiert. Die einzelnen Bilder wurden Kkorrigiert vom Hintergrundsignal. Die

statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Programm Microsoft EXCEL.

3.2.2. Eisen- und Haminmessung

Fur die Messung des Eisen- bzw. Hamingehaltes sind groRere Mengen von Wurmern
erforderlich. Ausgangsmaterial fur alle diese Untersuchungen waren daher

Wurmpellets a ca. 5.000 Wirmern. Untersucht wurden atad-3(RNAI).

3.2.2.1. Herstellung von Wurmpellets fiir biochemische Assays

Zur Herstellung von Wurmpellets wurden synchrone Populationen von atad-3(RNAi)
bzw. Kontrollen auf NGM-Platten verwendet. Nach chemischer Synchronisation
(s. 3.1.6.2.) wurden die Eier fur 3 d auf Feeding-Platten gehalten. Anschlielend
erfolgte die Umsetzung auf 5-Fluoro-2’-deoxyuridine (FUDR)-haltige Feeding-Platten
(FUDR-Konzentration 25 pM in den Platten) mit der gewlnschten RNAi (atad-3) fur
3 d. FUDR unterbindet die Reproduktion und erzeugt bei adulten Wurmern Sterilitat.
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Auf diese Weise erhalt man Wurmpellets mit gleichaltrigen Warmern.

FUDR-Praparation:

5-Fluoro-2’-deoxyuridine (FUDR) (MG 246,19 g/mol)

Stock: 25 mM

100 mg FUDR mit 16,26 ml ddH20 mischen und sterilfiltrieren (Filter mit Porengrdlie
0,45 um). Die Aliquots wurden bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert

Die Generierung der Wurmpellets muss zugig erfolgen, da die Prozedur bei den
Wirmern Stress und Hunger erzeugt und damit eine Veranderung des Metabolismus
bewirken kann. Das Zeitlimit lag bei 30-40 Minuten. Alle verwendeten Wurmpellets

wurden in diesem Zeitraum hergestellt.

Die Wurmer wurden mit ca. 3 ml MQ-Wasser (Reinstwasser; Milli-Q System, Merck)
von den Platten heruntergewaschen und Uber ein Zellsieb (40 pm Nylon-Zellsieb) in
ein 50 ml Falcon Tube uberfuhrt. Das mit den Wirmern gefullte Sieb wurde umgedreht
auf einen neuen Falcon Tube gestellt und die Warmer mit MQ-Wasser aus dem Sieb
gespult. Die Warmer mussten anschlielend gereinigt werden, weshalb der Falcon
Tube mit MQ-Wasser auf 20 ml aufgefullt und bei 3.000 rpm 3 min bei RT zentrifugiert
wurde. Der Uberstand wurde abpipettiert und die Wiirmer erneut in 20 ml MQ-Wasser
suspendiert. Es erfolgte die erneute Zentrifugation. Dieser Waschvorgang wurde
insgesamt dreimal wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Falcon Tube
mit 5 ml MQ-Wasser aufgeflllt und erneut herunterzentrifugiert (3 min bei 3.000 rpm
und RT). Der Uberstand wurde vorsichtig auf maximal 2 ml abpipettiert und erneut mit
den herunterzentrifugierten Wurmern gemischt. Zur Bestimmung der Anzahl der
Wiurmer wurden 10 pl der Suspension auf einen Objekttrager gegeben, unter dem
Lichtmikroskop gezahlt und so die im Falcon Tube enthaltene Wurmanzahl bestimmt
(Hochrechnen auf 5§ ml Wurmsuspension, dann Anzahl Wiarmer/ml). Um das
Nassgewicht des Wurmpellets berechnen zu kdnnen, wurde das Leergewicht eines
1,5 ml Eppendorf Safe-Lock Tube bestimmt, anschliefend wurde jeweils die gleiche
Anzahl Wurmer in den Tube pipettiert. Angestrebt wurden Wurmpellets mit einer Grolde
von ca. 5.000 Wuarmern. Um den Verlust von Wurmmaterial durch Adhasion zu
minimieren, wurde zur Uberfiihrung der Wirmer eine abgesattigte Pipettenspitze
verwendet. Die Spitze wurde hierfur vor dem Wurmtransfer mit 0,5 % Gelatine und

anschlieBend mit MQ-Wasser gespult. Es folgte die Zentrifugation der Eppendorf-
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Tubes. Der Uberstand wurde so weit wie mdglich abgenommen und der Tube mit
Wurmpellet erneut gewogen. Auf diese Weise wurde das Nassgewicht des Wurmpellet
ermittelt. Die fertigen Wurmpellets wurden in flissigem Stickstoff (N2) schockgefroren
und bis zu ihrer Verwendung bei -80 °C gelagert. Auf diese Weise wurden fur alle in
dieser Arbeit verwendeten Genotypen (atad-3, frh, con) Wurmpellets hergestellt.

3.2.2.2. Erstellen einer Standard-Eichreihe zur Messung des Proteingehaltes
einer Probe mit dem Bicinchoninsaure(BCA)-Protein-Assay-Kit
(Thermo Scientific Pierce)
Der BCA-Assays ist eine etablierte Methode zur quantitativen Proteinbestimmung in
einer Probe. Es ist ein kolorimetrischer Test, bei dem der zu untersuchende
Proteingehalt einer Probe nach Zugabe von bestimmten Farbstoffen durch Messung
der optischen Dichte mit der Verfarbung einer Eichlésungsreihe bekannter
Proteinkonzentrationen verglichen wird. Die zugrundeliegende chemische Reaktion ist
die Reduktion von Cu?*-lonen zu Cu*-lonen, die dann mit BCA einen Farbkomplex

bilden. Gemessen wird im Photometer bei 562 nm.

Es wurde eine Standardreihe hergestellt, die eine Messung von Proteinmengen in

einem Bereich von 0-1000 pyg/ml erlaubte.

Beschriftung Diluent (pl) BCA (ul) Finale BCA-
der Tubes MQ-Wasser Konzentration (ug/ml)

A 400 0 0

B 400 100 von C 5

C 400 400 von D 25

D 450 300 von E 50

E 400 400 von F 125

F 700 100 vom Stock 250

G 325 325 von | 500

H 250 150 vom Stock 750

I 325 325 vom Stock 1000

Tab. 1: Ansatze fir eine Pierce BCA-Standard Reihe

Stock = im Kit enthaltene 1ml Ampulle mit BCA in einer Konzentration von 2 mg/ml.
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Berechnung der einzusetzenden Menge Stock:

Volumen (Soll) (ul)
Volumen (Haben)(ul)

x Volumen (pl) = xy (ul) Stock

Die Standardreihe wurde fur die durchgeflhrten biochemischen Assays (Eisen/
Haminbestimmung) verwendet. Sie wurde bei -20 °C gelagert und jeweils vor der
Verwendung aufgetaut.

3.2.3. Messung des Eisengehalts der Wiurmer

Die Eisenmessung wurde mit dem Kit-System Iron Colorimetric Assay Kit K 390
(BioVision, Inc.) durchgefuhrt. Als Ausgangsmaterial wurden Wurmpellets von -80 °C

atad-3(RNAI) und Kontrollen verwendet.

3.2.3.1. Herstellung eines Lysats

Die Wurmpellets wurden in einen mit EtOH und dH20 gereinigten, gut
vorgekuhlten Mdser pulverisiert. Hierfur wurde das Wurmpellet in den Mdser
gegeben, mit flissigem N2 bedeckt und mit einem ebenfalls vorgekuhlten Pistill
zermahlen. Dieser Vorgang wurde mehrfach (3-4x) wiederholt, solange, bis das
Pellet vollstandig pulverisiert war. Es wurde darauf geachtet, dass das
Wurmpellet wahrend des gesamten Vorgangs nicht auftaute. Das Wurmpulver
wurde in einen vorgekuhlten 1,5 ml Eppendorf Safe-Lock Tube Uberfihrt und mit
frischem 1x PBS auf 100 pl aufgefullt. Nach gutem Vortexen wurde der
Eppendorf Tube bei 4 °C fiir 3 min bei 5.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand

(Lysat) wurde in einen neuen, vorgekuhlten Tube Uberflihrt und auf Eis gestellt.

3.2.3.2. Proteinbestimmung im Lysat

Fur die Kontrollen und die verschiedenen Genotypen wurden jeweils zwei
Eppendorf Tubes mit je 9 pl frisch hergestelltem MQ-Wasser (Assay MQ) befullt
und auf Eis gestellt. Das Lysat wurde kurz gevortext, herunterzentrifugiert und
je 1ul in die vorbereiteten Rohrchen gegeben.
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Von dem BSA-Standard wurden pro Messkonzentration je @ 2x
(Doppelbestimmung) 10 pl in eine Mikrotiterplatte mit U-Boden gegeben. Auch
von den Proben wurden jeweils 10 pl vorgelegt. Die Menge des bendtigten
working reagent wurde mit oben genannter Formel ermittelt. Unter Verwendung
einer Multikanalpipette wurden je 200 pl in die einzelnen Vertiefungen (engl.=
wells) pipettiert. AnschlielRend wurde die Platte mit einer Folie abgedeckt und 30
min bei 37 °C inkubiert. Unmittelbar danach wurde die Proteinmenge der Proben
mittels eines Tecan-Gerates bestimmt. Dazu wurde die Software Magellan
verwendet — eine universelle Lasersteuerungs- und Datenreduktionssoftware zur

Analyse von Daten aus Mikrotiterplatten-Tests mit dem Tecan-Messgerat.

3.2.3.3. Eisen-Assay

Der Iron Colorimetric Assay Kit kann Eisen in einem linearen Bereich von 0,4 bis
20 nmol in einer 50-ul-Probe oder 8 uM bis 400 yM messen. In dem Assay wird
durch einen Saurepuffer das Eisen (Fe3*) aus dem Eisen (Fe3*)-Proteinkomplex
abgespalten. Nach der Reduktion zu Eisen (Fe?*) reagiert Eisen mit Ferene S
unter Bildung eines stabilen gefarbten Komplexes und ergibt eine Absorption bei
593 nm. Der Puffer enthalt eine spezielle Chelatchemikalie, um die Interferenz

von Kupferionen (Cu?) zu blockieren.

Die Durchfihrung der Eisenmessung erfolgte gemafly der Arbeitsanleitung des
Kits. Gemessen wurde Fe?* und total Fe2*/Fe3*. Zunachst wurde ein Stock einer
1 mM Standard-Eisenlosung hergestellt. Dazu wurden 10 pl der im Iron Kit (Bio
Version) enthaltenen Eisen-Lésung mit 990 pl MQ-Wasser versetzt.
AnschlieRend wurde eine Eisenstandardreihe (0 pl, 2 ul, 4 pl, 6 ul, 8 pl, 10 ul)
erstellt, mit Assay-Buffer auf 100 ul gebracht und in eine 96er Wellplatte
pipettiert. Die zu untersuchenden Lysatproben von atad-3 RNAi— Widrmern und
der Kontrolle mit dem Leervektor L4440 wurden mit Hilfe der Proteinbestimmung
auf den gleichen Wert adjustiert und in die Wellplatte pipettiert. Je 5 pl Iron-
Reducer wurden hinzugegeben. Die Platte wurde lichtgeschutzt bei 25 °C fur 30
min inkubiert. Nach dieser ersten Inkubationszeit wurden 100 pl Iron-Probe aus
dem Kit in jedes Well (Standard und Proben) pipettiert und die Platte erneut
lichtgeschutzt bei 25 °C fur 60 min inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Messung

und Auswertung im Tecan-Gerat bei 593 nm. Alle Proben wurden doppelt gefuhrt.
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3.2.4. Himin-Assay

Der Hamingehalt der Wirmer wurde mit dem Hemin Assay Kit, (Cat. Nr. MAKO036,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) gemessen. Als Ausgangsmaterial wurden Wurmpellets
von -80 °C der atad-3(RNAi) und Kontrollen verwendet. Alle Proben wurden doppelt
gefuhrt. Die Akkumulation von Hamin in den Mitochondrien wurde flr Frataxin bereits

beschrieben (Pandolfo, 1998) und daher nicht erneut untersucht.

Wie unter 3.2.3.1. beschrieben wurde ein Lysat der Wiurmer gewonnen. Im letzten
Schritt wurde das Wurmpulver statt mit 1x PBS mit 4 Vol. eiskalten Hamin-Assay-Puffer
auf ca. 100ul aufgefullt, gevortext und bei 9500 rpm und 4 °C flr 10 min zentrifugiert,
um die unloslichen Wurmbestandteile abzutrennen. Anschlielend wurde der
Proteingehalt der Lysate mittels Pierce BCA ermittelt (s. 3.2.3.2.) und die fur jede Probe
einzusetzende Menge bestimmt. Der Hamin-Assay wurde gemaR der Anleitung des
Herstellers durchgeflhrt. Zunachst wurden 100 nM einer Hamin-Standard-Lsg.
hergestellt. Hierfur wurden 10 yl der 10 yM Hamin-Standard Lsg. in 990 uyl Hamin-
Assay Puffer gegeben. In einem zweiten Verdunnungsschritt wurden anschlief3end
100 pl der 100 nM Hamin-Standard-Lsg. in 900 pl des Hamin-Assay Puffer gegeben,
um eine 10 nM Hamin-Standard-Lsg. zu erhalten (10 fmole/pl). In einer 96 Well-Platte
wurden durch Zugabe von O pl, 4 pl, 8 ul, 12 yl, 16 yl und 20 pl der 10 nM Hamin-
Standard Lsg. eine finale Standardkonzentration von 0, 40, 80, 120, 160 und 200
fmol/well erzeugt. Jede Konzentration wurde mit Hamin-Assay Puffer auf 50 ul

aufgefullt.

Hamoproteine in der Probe konnen ein Hintergrundsignal erzeugen, das einen
Messfehler verursacht. Um diesen zu kontrollieren, wurde zu jeder Probe eine ,blank®-
Probe mitgefuhrt. Diese enthielt das Reaktionsgemisch (RM) ohne den Enzym-Mix.
Von jeder Probe wurde ein dreifacher Ansatz untersucht (2x RM mit Enzym-Mix, 1x
RM ohne Enzym-Mix).

Far den Hamin-Assay werden zwei verschiedene Reaktionsgemische bendtigt (s. Tab.
1). Fur die Lysatproben und den Standard wurde das Reaktionsgemisch mit Enzym
verwendet, fur die ,blank“-Proben das Reaktionsgemisch ohne Enzym. Beide

Gemische wurden nach Herstellervorgaben in ausreichender Menge hergestellt.
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Reagenz "blank"- Probe ;)t/as:‘tjzl;c‘;l;en u-
Hamin-Assay-Puffer 46 pl 43 pl

Hamin Probe 2ul 2 ul

Hamin Substrat 2 ul 2 ul

Enzym Mix -/- 3 pl

Tab. 2: Zusammensetzung der Reaktionsgemische fir Hamin-Assay (Sigma-Aldrich)

Je 50 ul des passenden Reaktionsgemisches wurden zu den jeweiligen Proben
gegeben und die Platte 30 min bei RT lichtgeschutzt inkubiert. Anschlie3end
erfolgte die Auswertung im Tecan-Gerat bei 570 nm.

3.2.5. Fecundity-Assays

Zur Charakterisierung des atad-3(RNAi)-Phanotyps wurden Fecundity-Assays
mit atad-3(RNAIi) durchgefuhrt. Ausgangsmaterial waren jeweils die aus einer

4 h-Synchronisation hervorgegangenen Wirmer.

Die synchronisierten Wurmer wurden vereinzelt und auf kleine Feeding-Platten
(@ 35 mm, Herstellung wie im Anhang beschrieben) mit RNAi fur atad-3 gesetzt.
Eine Kontrolle wurde immer mitgefuhrt. Pro Platte wurden zwei Wurmer
eingesetzt. Von diesen Wurmern wurde die Nachkommenschaft fur insgesamt
96h erfasst und unter dem Mikroskop ausgezahlt (Auszahlung erfolgte jeweils
nach 24 h, 48 h, 72 h und 96h). Die Platten wurden hierfur bei 18 °C fur 24 h
inkubiert, dann erfolgte die erste Zahlung der Nachkommen unter dem
Mikroskop. AnschlieBend wurde der Wurm auf eine frische Feeding-Platte
gesetzt und fur weitere 24 h bei 18 °C inkubiert. Nach erneuter Zahlung wurde
der Vorgang zwei weitere Male wiederholt. Zur besseren Orientierung wurde mit
Filzstift von unten ein Raster auf die Platten gemalt. Die Unterteilung in einzelne
Felder ermdglichte eine leichtere und genauere Zahlung der Eier und Larven.
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3.2.6. Assays mit Eiseninaktivatoren

Chelatoren sind reaktionsfreudige organische, selten auch anorganische
Verbindungen, die aufgrund von freien Elektronenpaaren in der Lage sind, freie
lonen zu binden und damit zu inaktivieren. Sie bilden hierbei stabile ringformige
Komplexe, die Chelate. Sie werden in der Medizin therapeutisch eingesetzt, um
toxische Wirkungen von z. B. Metallionen (Eisen, Blei) zu neutralisieren.
Untersucht wurde, ob sich die Wurmer unter Zugabe des Eisenchelators
Deferoxamin und der dadurch erfolgenden Bindung und Inaktivierung des Eisens

erholten und phanotypisch veranderten.

Flavonoide sind sekundare Pflanzenstoffe, die in vielen Gemusesorten und
Getreidearten vorkommen. Sie sind in der Lage, freie Radikale zu binden und so
zu inaktivieren. Auch sie finden Anwendung in der Medizin. Untersucht wurde,
ob die beiden Flavonoide Quercetin und Myricetin einen Rescueeffektes auf die
atad-3(RNAIi) ausuben konnen, indem sie freie Radikale binden, die durch den

mit der Eisenakkumulation verbundenen oxidativen Stress entstanden sind.

3.2.6.1. Deferoxamin

Deferoxamin ist ein Chelatbildner mit einer starken Bindungsaffinitat zu
Eisen(lll)-lonen Uber drei Hydroxamgruppen. In der Medizin wird es als ein
Antidot bei Eisenuberladung des Organismus eingesetzt und ermaoglicht die
renale Ausscheidung des Eisens. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob
Deferoxamin eine Auswirkung auf den Phanotyp, der atad-3(RNAI) hat. Als Mal}
wurde die Fertilitadt eines Wurmes beurteilt und die Nachkommenschaft studiert.
Fur die Assays wurde Deferoxamin Mesylate Salt (DF) von der Fa. Sigma-Aldrich

verwendet.
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Abb. 5: Struktur- und Summenformel und Molekulargewicht von Deferoxamin
(https://www.sigmaaldrich.com/DE/de)(zuletzt gepriift am 29.04.2023)

Es wurde zunachst ein 10 mM Stock von DF hergestellt. Hierfir wurden
0,006568 g des pulvrigen DF auf einer Feinwaage abgemessen und in 100 pl
frisch hergestelltem MQ geldst.

AnschlieRend wurden je 3 ml einer OP50-Bakterienkultur (s. Anhang 2.1.) in den
drei working-Konzentrationen 100 yM DF, 10 yuM DF und 1 uM DF hergestelit.

Die hierfur benotigte Menge Stock wurde nach der Formel

Volumen (Soll)
Volumen (Haben)

x Volumen = bendtigte Menge Stock

ermittelt.

Durch 4 h-Synchronisation (s. 3.1.6.1.) gewonnene N2-Embryonen wurden fur
zwei Tage bei 18 °C auf normalen OP50-Platten inkubiert. Anschliel3end wurden
die L2/3-Wurmlarven auf atad-3-RNAi Feeding-Platten gesetzt und fur einen Tag
bei 18 °C gehalten. Nach der RNAi wurden die Wurmer auf mit DF in den drei zu
untersuchenden Konzentrationen (100 yM DF, 10 yM DF und 1 uyM DF)
supplementierten OP50-Platten gebracht und fir einen weiteren Tag inkubiert.
Im Anschluss daran wurde ein Fecundity-Assay (wie unter 3.2.5. beschrieben)
uber 3x 24 h durchgefuhrt und nach 24 h, 48 h und 72 h die Zahl der
Nachkommen bestimmt. Kontrollwirmer ohne RNAi wurden jeweils parallel

mitgefuhrt.

3.2.6.2. Quercetin

Fur die Assays wurde Quercetin von der Fa. Sigma-Aldrich verwendet.
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C1sH1007

MG: 302,24 g/mol

Abb. 6: Struktur- und Summenformel und Molekulargewicht von Quercetin

(Kopustinskiene et al., 2020)

Fur die Assays wurden kleine OP50-Platten (@ 35 mm) verwendet, pro Platte
wurden zwei Wurmer eingesetzt. Untersucht wurden die Effekte von Quercetin
auf die Fertilitatsrate von C. elegans als atad-3(RNAi) und frh(RNAIi) in den
Dosierungen 200 yM und 100 uM. Verglichen wurden sie mit Kontrollen ohne
Chelatorenbehandlung (= n. T., no treatment). Pro Platte wurden jeweils 60 pl
Quercetin in den festgelegten Workingkonzentrationen eingebracht. Da das
Quercetin in DMSO gel6st wurde, und DMSO-Effekte auf C. elegans haben kann,
wurde, um gleiche Versuchsbedingungen zu schaffen, auch auf die n. T.- Platten
DMSO in 10 %iger BSA-Lsg. aufgebracht (8 uyl DMSO in 4 ml 10 % BSA =
0,3 %ige DMSO). Kontrollen wurden immer mitgefuhrt. Die Auswertung erfolgte
nach 24 h, 48 h und 72 h. Hierfir wurde die Nachkommenschaft (Larven und
Eier) unter dem Mikroskop ausgezahlt. Die Wirmer wurden nach jeder Zahlung
jeweils auf frische Platten gesetzt.

Zunachst wurde ein 100 mM Quercetin-Stock hergestellt (0,03224 g/ml
Quercetin in DMSO (100 %) geldst, anschlieRend eine 10 %ige BSA-LAsung
(1,5 g BSAin 15 ml frisch hergestelltem MQ gel6st). Nach der Formel

Volumen (Soll)
Volumen (Haben)

x Volumen = benotigte Menge Stock

wurde die benotigte Menge Stock, die fur die jeweiligen working-Konzentrationen

in 10 % BSA zu losen ist, berechnet.

Durch 4 h-Synchronisation (s. 3.1.6.1.) gewonnene N2-Embryonen wurden fur
einen Tag bei 20 °C auf OP50-Platten inkubiert. AnschlieRend wurden die L2/3-
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Wurmlarven auf atad-3- bzw. frh-RNAi Feeding-Platten gesetzt und fur einen Tag
bei 20 °C gehalten. Nach Abschluss der RNAi wurden die Wirmer auf Quercetin-
Platten gesetzt. Das Quercetin wurde unmittelbar vor Versuchsbeginn auf die
Platten aufgebracht und ca. 10 min einziehen lassen. AnschlieRend wurden die
Wiarmer auf die Platten gesetzt und nach 24 h ausgewertet. Unter dem Mikroskop
wurde die Anzahl der Nachkommen ausgezahlt und die Warmer auf frische
Quercetin-Platten, bzw. n. T.-Platten gesetzt. Nach weiteren 24 h erfolgte ein
erneutes Auswerten und Umsetzen, und nach erneuten 24 h ein drittes

Auswerten.

3.2.6.3. Myricetin

Fur die Assays wurde Myricetin von der Fa. Extrasynthese verwendet.

C1sH100s

MG: 318,25 g/mol

Abb. 7:  Struktur- und Summenformel und Molekulargewicht von  Myricetin
(Kopustinskiene et al., 2020)

Ein 100 mM Myricetin-Stock wurde hergestellt (0,031825 g/ml Myricetin in DMSO
(100 %) gelost) und in 10 % BSA gel6st Fur die n. T.-Platten wurde 0,3 % DMSO
in 10 % BSA verwendet.

Die Myricetin-Assays wurden analog zu den unter 3.2.6.2. beschriebenen Quercetin-
Assays durchgefuhrt.
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3.3. Statistische Auswertung

Um die Unterschiede zwischen den Ergebnissen in den verschiedenen Assays auf ihre
Signifikanz zu prufen, wurde der t-Test eingesetzt. Die Signifikanz-Niveaus lagen
hierbei bei p < 0,05 *, p < 0,01 **, p < 0,001***.
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4. Ergebnisse

4.1. ZnMp-Assays mit atad-3(RNAI)

4.1.1. Kurzzeitassay (6 h)

ZnMp 40 pM fiir 6 h auf Platten ohne (wo) und mit 2 uM, 10 uM und 20 pM Hamin

In den Kurzzeitassays war die Fluoreszenz nach 6 h Inkubation insgesamt schwach
ausgepragt. Sowohl bei den Platten ohne Hamin als auch unter Hidminkonzentrationen
von 2 uM und 10 uM zeigten die atad-3(RNAI) eine reduzierte Fluoreszenz (Abb. 8 und
9). Bei einer Konzentration von 2 uM zeigen t-Tests signifikante Unterschiede
(Signifikanz-Niveaus: p < 0,05 *, p < 0,01 **, p < 0,001***). War kein oder nur 2 yM
Hamin in den Platten vorhanden, lag die Fluoreszenz der
atad-3(RNAI) nur bei etwa 60 % im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 9). Es zeichnete sich
bei beiden Populationen, den modifizierten und den nicht modifizierten Wirmern, eine

Abnahme der Fluoreszenz mit steigender Haminkonzentration ab.

Hohe Haminkonzentrationen (20 uM) fihrten zum Absterben von Kontroll- und
atad-3(RNAi) Wurmern. Die Fluoreszenzmessung konnte hier nicht valide
durchgefuhrt werden, da bei diesen Konzentrationen deutlich weniger Individuen zur
Verfugung standen (Abb. 8). Bei nachfolgenden Assays wurden deshalb keine

weiteren Versuche mit Konzentrationen von 20 yM Hamin durchgefihrt.
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Abb. 8: Gemessene Fluoreszenz der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans Wurmer (atad-3) im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (con) 6 h nach Gabe von 40 uyM Zink-Mesoporphyrin
(ZnMp) auf Platten ohne (wo) Hamin im Vergleich zu Feeding-Platten mit Hamin in den
Konzentrationen 2 yM, 10 yM und 20 pM. Anzahl der durchgeflihrten Experimente: 3,
Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus: p < 0,001***).
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Abb. 9: Vergleich der Fluoreszenz der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer (atad-3) in
Prozentwerten 6 h nach Gabe von 40 yM Zink-Mesoporphyrin (ZnMp) auf Platten ohne (wo)
Hamin und Feeding-Platten mit Hamin in den Konzentrationen 2 yM, 10 yM und 20 uM. Der
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Durchschnittswert der unbehandelten Kontrolltiere (con) wurde auf 100% gesetzt. Anzahl der
durchgefiihrten Experimente: 3, Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus:
p < 0,001***).

4.1.2. Langzeitassay (1 d)

ZnMp 40 pM fir 1 d auf Platten ohne (wo) und mit 2 yM und 10 pM Hamin

In den Langzeitassays (1 d) zeigte sich auf den Platten ohne Hamin- Zusatz (wo) eine
geringradig schwachere Fluoreszenz bei den atad(RNAi) modifizierten Wirmern im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren (Abb. 10). Die Differenz zwischen
diesen beiden war nicht mehr so stark ausgepragt (~80% im Vergleich zur Kontrolle)
(Abb. 11) im Vergleich zu den Ergebnissen der 6 h—Assays (Abb. 9). Auf den 2 uM-
Haminplatten war — im Unterschied zu der 6 h-Inkubation — nach einem Tag die
Fluoreszenz der atad-3(RNAI) geringfligig starker als die der Kontrolle, wobei der
Unterschied nicht signifikant war (Abb. 10). Die 10 uM-Haminplatten zeigten wiederum,
ahnlich wie nach 6 h, eine signifikant schwachere Fluoreszenz als die Kontrolle
(~70 %) (Abb. 11). Ein Zusammenhang von Fluoreszenz und Haminkonzentration

aulerte sich nicht so deutlich wie in den 6 h-Assays.
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Abb.10: Gemessene Fluoreszenz der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer (atad-3) im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (con) 1 d nach Gabe von 40 uM Zink-Mesoporphyrin
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(ZnMp) auf Platten ohne (wo) Hamin im Vergleich zu Feeding-Platten mit Hamin in den
Konzentrationen 2 yM und 10 y. Anzahl der durchgefiihrten Experimente: 3, Statistische
Analyse mittels t-Test (Signifikanz Niveaus: p < 0,05 *, p < 0,001***).

1d 40 pM ZnMp Assay (in % zur Kontrolle)
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Abb.11: Vergleich der Fluoreszenz der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer (atad-3) in
Prozentwerten 1 d nach Gabe von 40 yM Zink-Mesoporphyrin (ZnMp) auf Platten ohne (wo)
Hamin und Feeding-Platten mit Hamin in den Konzentrationen 2 yM und 10 yM. Der
Durchschnittswert der unbehandelten Kontrolltiere (con) wurde auf 100% gesetzt. Anzahl der
durchgefiihrten Experimente: 3, Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus:

p<0,05% p<0,001***).

Zusammenfassend zeigte sich in den Experimenten bei den atad-3(RNAi) Wirmern
im Vergleich zu den Kontrollen im Kurzzeitassay (6 h) bei ohne Hamin und 2 yM
Haminzusatz und im Langzeitassay (1 d) bei 10 yM Haminzusatz eine verminderte

Fluoreszenz.

4.2. ZnMp-Assays mit frh(RNAi)

4.2.1. Kurzzeitassay (6 h)

ZnMp 40 pM fiir 6 h auf Platten ohne (wo) und mit 2 yM und 10 uM Hamin
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Wie auch bei den ZnMp-Assays mit atad-3(RNAi) zeigte die Kontrolle in diesem
Kurzzeit-Assay Uber 6 h mit frh(RNAi) mit zunehmenden Haminkonzentrationen in den
Platten eine Reduktion der Fluoreszenz (Abb. 12). Die gemessene Fluoreszenz
reduzierte sich um etwa die Halfte. Auf den Platten ohne Haminzusatz zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen der Fluoreszenz von frh(RNAI) und der Kontrolle.
Auch bei der niedrigen Hdminkonzentration (2 uM) war kein signifikanter Unterschied
zu erkennen. Bei 10 yM-Haminzusatz emittierten die frh(RNAI) eine signifikant starkere
Fluoreszenz als die Kontrolle (Abb. 12). Die Darstellung der Werte in % zur Kontrolle
zeigte tendenziell eine héhere Fluoreszenz der frh(RNAI) im Vergleich zur Kontrolle,
bei einer Haminkonzentration von 10 pm zeigte sich eine signifikante

Fluoreszenzerhéhung (Abb. 13).
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Abb.12: Gemessene Fluoreszenz der Frataxin (RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer (frh) im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (con) 6 h nach Gabe von 40 uyM Zink-Mesoporphyrin
(ZnMp) auf Platten ohne (wo) Hamin im Vergleich zu Feeding-Platten mit Hamin in den
Konzentrationen 2 yM und 10 pM. Anzahl der durchgefiihrten Experimente: 1, Statistische
Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus: p < 0,01 **).
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Abb.13: Vergleich der Fluoreszenz der Frataxin (RNAi) modifizierten C. elegans Wuirmer (frh) in
Prozentwerten 6 h nach Gabe von 40 uM Zink-Mesoporphyrin (ZnMp) auf Platten ohne (wo)
Hamin und Feeding-Platten mit Hadmin in den Konzentrationen 2 yM und 10 pM. Der
Durchschnittswert der unbehandelten Kontrolltiere (con) wurde auf 100% gesetzt. Anzahl der
durchgefihrten Experimente: 1, Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus:
p <0,01**).

4.2.2. Langzeitassay (1 d)

ZnMp 40 pM fiir 1 d auf Platten ohne (wo) und mit 2 yM und 10 pM Hamin

Die Kontrollen verhielten sich bei dem 1 d—Assay in ihrer Fluoreszenz wie die
Kontrollgruppen in den vorangegangen Assays. Die Fluoreszenz war auf den Platten
ohne Haminzusatz am hdchsten und nahm mit Zugabe von Hamin ab, da das Hamin
mit ZnMp um die Stoffwechselwege konkurriert. Mit zunehmenden Haminangebot
wurde weniger ZnMp aufgenommen, was einer Reduktion der Fluoreszenz entsprach
(Abb. 14). Bei einer Konzentration von 10 yM Hamin betrug sie bei 1 d Exposition ein

knappes Viertel der Ausgangsfluoreszenz auf Platten ohne Hamin.

Die frh(RNAI) zeigten auf Platten ohne Hamin gegenuber der Kontrolle eine signifikant
reduzierte Fluoreszenz. Wurde den Platten Hamin zugesetzt, zeigte sich sowohl bei

der niedrigen Haminkonzentration (2 uM) als auch bei der hohen Konzentration
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(10 uM) eine signifikante Erhdhung der Fluoreszenz (Abb. 14). Deutlich ist dies auch

in der Darstellung der Prozentwerte im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 15) zu sehen.
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Abb.14: Gemessene Fluoreszenz der Frataxin (RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer (frh) im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (con) 1 d nach Gabe von 40 pyM Zink-Mesoporphyrin
(ZnMp) auf Platten ohne (wo) Hamin im Vergleich zu Feeding-Platten mit Hamin in den
Konzentrationen 2 uM und 10 pM. Anzahl der durchgefiihrten Experimente: 1, Statistische
Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus: p < 0,01 **, p < 0,001***).
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Abb.15: Vergleich der Fluoreszenz der Frataxin (RNAi) modifizierten C. elegans Wurmer (frh) in
Prozentwerten 1 d nach Gabe von 40 uM Zink-Mesoporphyrin (ZnMp) auf Platten ohne (wo)
Hamin und Feeding-Platten mit Hamin in den Konzentrationen 2 yM und 10 pM. Der
Durchschnittswert der unbehandelten Kontrolltiere (con) wurde auf 100% gesetzt. Anzahl der
durchgefiihrten Experimente: 1, Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus:
p <0,01**, p <0,001***).

Zusammenfassend ergaben sich bei den frh(RNAi) Wirmern im Vergleich zu den
Kontrollen somit Hinweise auf eine verminderte Eisenaufnahme aus dem Darmlumen
als Ausdruck der hohen Fluoreszenz. Die Eisenakkumulation in frh(RNAi) wurde
bereits in der Literatur beschrieben (Pandolfo, 1998). Es wurde deshalb nur ein

einzelnes Experiment im Sinne einer Validierung durchgefihrt.

4.2.3. Vergleich der atad-3(RNAIi) und frh(RNAI)

Bei der Gegenuberstellung der Ergebnisse der Experimente mit atad-3(RNAi) und
frh(RNAi) im Kurzzeit-Assay (6 h) und Langzeit-Assay (1 d) fallt auf, dass die
Fluoreszenz der frh(RNAI) und der dazugehdrigen Kontrollen deutlich hoher ist, als die
gemessene Fluoreszenz in den Experimenten mit atad-3(RNAi) (Abb. 16). Das
entspricht einer Anreicherung von Eisen im Darmlumen des Wurmes bei fehlender
bzw. gestorter Eisenaufnahme durch die Darmzellen bei frh(RNAi). Bei atad-3(RNAI)
ist dies nicht so deutlich. Auch im Vergleich der Prozentwerte zur Kontrolle zeigen die
frh(RNAI), mit Ausnahme der Platte ohne Hamin (wo) des Langzeitassays, eine hdhere
Fluoreszenz als atad-3(RNAI) (Abb. 17)
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Abb.16: Vergleich der Fluoreszenz der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer (atad-3) mit den
Frataxin (RNAi) modifizierten Tieren (frh) in Prozentwerten 6 h nach Gabe von 40 yM Zink-
Mesoporphyrin (ZnMp) auf Platten ohne (wo) Hamin und Feeding-Platten mit Hadmin in den
Konzentrationen 2 uM und 10 uM. Der Durchschnittswert der unbehandelten Kontrolltiere
(Kontrolle) wurde auf 100% gesetzt. Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus:

p < 0,01 ** p < 0,001***,
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Abb.17: Vergleich der Fluoreszenz der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer (atad-3) mit den
Frataxin (RNAIi) modifizierten Tieren (frh) in Prozentwerten 1 d nach Gabe von 40 yM Zink-
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Mesoporphyrin (ZnMp) auf Platten ohne (wo) Hadmin und Feeding-Platten mit Hdmin in den
Konzentrationen 2 yM und 10 uM. Der Durchschnittswert der unbehandelten Kontrolltiere
(Kontrolle) wurde auf 100% gesetzt. Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus:
p <0,01**, p <0,001**).

4.3. Eisen-Assays

Die Messung des Eisengehaltes erfolgte in Wurmlysaten aus Wurmpellets von
atad-3(RNAI) und Kontrollen mit dem Leervektor L4440 unter Einsatz des Iron
Colorimetric Assay Kits (Iron Colorimetric Assay Kit K 390, Biovision, Inc.). Fur
diese Assays wurden Wurmpellets einer GroRe von ca. 5.000 Wiarmern
eingesetzt, die Herstellung ist unter 3.2.2.1. beschrieben. Es wurden insgesamt
drei unabhangige Eisen-Assays durchgefihrt, alle Proben wurden in jedem
Assay doppelt gefuhrt. Mit Hilfe des Iron Colorimetric Assays kann nach Angaben
des Herstellers Eisen in einem linearen Bereich von 0,4 bis 20 nmol in einer 50-
pl-Probe oder 8 uM bis 400 uM gemessen werden.

Abb. 18 zeigt die zusammengefassten Ergebnisse aller drei Assays. Die
experimentell erhobenen Messwerte samtlicher Proben lagen mit <0,2 ng/ul fur
Fe?*, <0,65 ng/ul fir Fe3* und <0,7 ng/ul Fe?*/Fe3* deutlich unterhalb des
Detektionslimits des Kits, so dass eine Beurteilung der Ergebnisse nicht méglich

ist.
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Abb.18: Gesamtauswertung der durchgefihrten Eisenassays (Iron Colorimetric Assay Kits (Ilron
Colorimetric Assay Kit K 390, Biovision, Inc.), Darstellung der Messergebnisse fir
Fe2*, Fe3* und Fe2*/Fe3* in Wurmlysaten von atad-3(RNAi) und Kontrollen. Alle Proben
wurden doppelt gefihrt (Probe 1 und 2). Anzahl der durchgefiihrten Experimente: 3. Die
statistische Auswertung mittels t-Test ergab sehr groRe Standardabweichungen, die aus
Grinden der Ubersichtlichkeit nicht abgebildet sind. Es wurden keine signifikanten

Unterschiede gesehen.

Wir haben zur Kontrolle den Gesamteisengehalt unserer Wurmpellets von atad-
3(RNAIi) und Kontrollen mit dem Leervektor L4440 nach dem Protokoll des Iron
Colorimetric Assay Kit durch ein externes Referenzlabor (Metabolomic Discoveries
GmbH, Am Muhlenberg 11, 14476 Potsdam) bestimmen lassen. Auch bei den dort
durchgeflhrten Messungen lagen die Ergebnisse unterhalb des Detektionslimits
(<0,6 pug/ml) (Befundnummer MD 11140 vom 21.03.2014).

4.4. Hamin-Assays

Der Hamingehalt wurde in Wurmpellets von atad-3(RNAi) und unbehandelten

Kontrollwirmern (Herstellung s. 3.2.2.1.) unter Verwendung des Hemin Assay Kit,
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(Cat. Nr. MAKO036, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) bestimmt. Die Wurmpellets hatten
eine GroRe von ca. 5.000 Widrmern (Herstellung s. 3.2.2.1.). Es wurden sechs
unabhangige Hamin-Assays durchgeflhrt. Alle Proben wurden in den Assays doppelt
geflhrt. Da die Akkumulation von Hamin in den Mitochondrien fir Frataxin bereits von
Pandolfo (1998) beschrieben wurde, wurden in diesen Assays frh(RNAi) modifizierte

Wirmer nicht erneut untersucht.

In Abb. 19 sind die kumulativen Ergebnisse flr die doppelten atad-3(RNAi)- Proben
und die zugehorigen Kontrollen dargestellt. Es zeigte sich in beiden Probenansatzen
eine signifikante Erhéhung des Hamingehaltes in atad-3(RNAi)-modifizierten
C. elegans im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. Sie liegt in beiden
Probenansatzen mit ca. 70% bzw. 60 % deutlich Uber dem Hamingehalt der
Kontrolltiere (Abb. 20).

Hemingehalt (fg/pg) in T3 Adulten
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Abb.19: Gesamtauswertung der durchgefiihrten Haminassays (Hemin Assay Kit, (Cat. Nr. MAKO36,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Darstellung der Messergebnisse fiir die doppelte gefiihrten
atad-3-Proben (Probe 1 bzw. Probe 2) und die dazugehoérigen Kontrollen (con Probe 1 bzw.
con Probe 2) in fg Hamin/ug Protein. Anzahl der durchgeflihrten Experimente: 6.

Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus: p < 0,001***)
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Abb.20: Hamingehalt der doppelte gefiihrten atad-3-Proben (Probe 1 bzw. Probe 2) im Vergleich zu
den dazugehdrigen Kontrollen (con Probe 1 bzw. con Probe 2) in Prozent. Der
Durchschnittswert der unbehandelten Kontrolltiere (con) wurde auf 100% gesetzt. Anzahl der
durchgefiihrten Experimente: 6. Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus:
p < 0,001**)

4.5. Fecundity-Assays

In 11 unabhangigen Experimenten wurde das Legeverhalten von C. elegans in
verschiedenen RNAi-Formen Uber einen Zeitraum von vier Tagen studiert. Diese
Assays dienten zum einen der Untersuchung der Auswirkung der Ausschaltung des
Gens atad-3 mittels RNAi auf die Fertilitat der Wirmer und damit der
Charakterisierung des atad-3-RNAi-Phanotypes bei C. elegans. Zum anderen
sollte in Vorbereitung der Chelatoren-Assays (Quercetin, Myricetin, Deferoxamin) die

optimale Beobachtungsdauer der Fertilitat ermittelt werden.

Das Ausschalten des Proteins ATAD-3 durch RNAI in C. elegans fuhrte zu einer
signifikanten Minderung der Fertilitit des Wurmes und Reduktion der
Reproduktionsrate. Wahrend die Kontrollen an Tag 2 ein Maximum an

Nachkommenschaft zeigten, war das Legeverhalten der atad-3(RNAI) an Tag 2 bereits
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deutlich reduziert, nach drei Tagen hatte es sich erschopft (Abb. 21). Betrachtet man

die Gesamtzahl aller Embryonen von atad-3(RNAIi) Uber den Zeitraum von vier Tagen

im Vergleich zu den Kontrollen so ist dieser Unterschied sehr deutlich und signifikant

zu erkennen (Abb. 22).
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Abb.21: Anzahl der Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer (atad-3) im

Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (con) Uber 4 d auf Feeding-Platten. Anzahl der

durchgefiihrten Experimente: 11. Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus:
p < 0,001***).
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Mittlere Gesamtzahl der Embryonen - Fecundity Assay
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Abb.22: Gesamtzahl aller Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer (atad-3) im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (con) uber 4 d auf Feeding-Platten. Anzahl der
durchgefiihrten Experimente: 11. Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus:
p <0,001***).

4.6. Assays mit Eiseninaktivatoren

4.6.1. Deferoxamin

Es wurden in zwei unabhangigen Experimenten die Effekte des Eisenchelators
Deferoxamin in den Konzentrationen 1 uM, 10 uM und 100 M auf das Legeverhalten
von C. elegans atad-3(RNAi) im Vergleich zum Legeverhalten der Tiere ohne
Behandlung durch Deferoxamin (n. T.) untersucht. Kontrollen wurden jeweils
mitgefuhrt. Da keine Informationen zu einer geeigneten Wirkkonzentration von
Deferoxamin zur Verflgung standen, wurden Konzentrationen in abgestuften
Zehnerpotenzen gewahlt. Anhand der Gesamtembryonenzahl Uber einen Zeitraum
von drei Tagen wurde geprtft, ob eine Bindung des Eisens durch Deferoxamin die
negativen Effekte der Eisenlberladung infolge des ausgeschalteten Proteins ATAD-3

mindern oder sogar aufheben kann.

Es zeigte sich sehr deutlich, dass der Eisen-Chelator Deferoxamin in allen gewahlten
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Konzentrationen keinen Effekt auf die Fertilitat der atad-3(RNAi) Wirmer hat (Abb. 23).
Es zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle keine Verbesserung der Reproduktionsrate
der Warmer (Abb. 24). Daher wurden nach zwei unabhangigen Versuchen keine

weiteren Experimente durchgefihrt.
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Abb.23: Gesamtzahl aller Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer (atad-3) im
Vergleich zu Kontrolltieren (con) nach 3 d ohne Behandlung (No Treatment) und unter der
Gabe von Deferoxamin in den Konzentrationen 1 pM, 10 yM und 100 yuM. Anzahl der
durchgefiihrten Experimente: 2. Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus:
p <0,001***).
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Gesamtanzahl der Embryonen in Prozent zur Kontrolle - Deferoxamin Assay
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Abb.24: Vergleich der Anzahl der Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer
(atad-3) in Prozent 3 d ohne Behandlung (No Treatment) und unter der Gabe von Deferoxamin
in den Konzentrationen 1 yM, 10 yM und 100 pM. Der Durchschnittswert der Kontrolltiere
(Kontrolle) wurde auf 100% gesetzt. Anzahl der durchgefuhrten Experimente: 2. Statistische

Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus: p < 0,001***).

4.6.2. Quercetin

In zwei unabhangigen Experimenten wurde ein mdglicher Rescue-Effekt durch Gabe
von Quercetin aus der Gruppe der Flavonoide in den Konzentrationen 100 ul und
200 pl versus kein Quercetin bei atad-3(RNAi) und frh(RNAI) untersucht. Ermittelt
wurde jeweils die Gesamtembryonenzahl Uber einen Zeitraum von drei Tagen. Die

Darstellung erfolgte in absoluten Zahlen, bzw. Prozent. Kontrollen wurden mitgefihrt.

Die Gabe von Quercetin in den gewahlten Dosierungen bewirkte keine Verbesserung
der Fertilitat und des Legeverhaltens von C. elegans. Die Fertilitat der RNAi Wirmer
war sowohl fur atad-3(RNAI) als auch frh(RNAIi) unverandert eingeschrankt. Die
Ausschaltung des Proteins ATAD-3 schien einen starkeren Effekt auf die Fertilitat des
Wurmes zu haben als die Ausschaltung von Frataxin (Abb. 25 und 26). Aufgrund der

Ergebnisse wurden nach zwei Ansatzen keine weiteren Versuche durchgeflhrt.
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Gesamtanzahl der Embryonen - Quercetin Assay
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Abb.25: Gesamtzahl aller Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer (atad-3) und
Frataxin (RNAi) modifizierten Tiere (frh) jeweils im Vergleich zu Kontrolltieren (con) nach 3 d
ohne Behandlung (No Treatment) und unter der Gabe von 100 yM und 200 uM Quercetin.
Anzahl der durchgefihrten Experimente: 2. Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-
Niveaus: p < 0,001***).
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Abb.26: Vergleich der Anzahl der Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer
(atad-3) und Frataxin (RNAi) modifizierten Tiere (frh) in Prozent nach 3 d ohne Behandlung
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(No Treatment) und unter der Gabe von 100 yM und 200 uM Quercetin. Der Durchschnittswert
der Kontrolltiere (Kontrolle) wurde auf 100% gesetzt. Anzahl der durchgefihrten

Experimente: 2 . Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus: p < 0,001***).

4.6.3. Myricetin

Es wurden insgesamt 3 Assays in der unter 2.4.1. beschriebenen Weise durchgefihrt.
Als Kriterium wurde die Fertilitat der atad-3(RNAi)- und frh(RNAi)-Wurmer unter Gabe
von 100 uM Myricetin versus n. T. verglichen und die Nachkommenschaft Gber einen
Zeitraum von drei Tagen ermittelt. Abb. 27 zeigt die Gesamtembryonenzahl Uber eine
Legeperiode von drei Tagen bei den beiden RNAi—Knockout Varianten (atad-3, frh)
ohne Myricetingabe und unter 100 pyl Myricetin in absoluten Zahlen im Vergleich zu
den Kontrollen. Die Prozentwerte im Vergleich zu den Kontrollen sind in Abb. 28

dargestellt.

Durch die Gabe von Myricetin konnte keine Verbesserung oder Normalisierung der
Fertilitat bei den atad-3(RNAi)- und den frh(RNAi)- Wirmern erreicht werden. Das
Legeverhalten wunverandert reduziert im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrolltieren. Auch hier schienen die atad-3(RNAi) starker beeintrachtigt als die
frh(RNAI).
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Abb.27: Gesamtzahl aller Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer (atad-3) und
Frataxin (RNAi) modifizierten Tiere (frh) jeweils im Vergleich zu Kontrolltieren (con) nach 3 d
ohne Behandlung (No Treatment) und unter der Gabe von 100 yM und 200 uM Myricetin.
Anzahl der durchgefihrten Experimente: 3. Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-
Niveaus: p < 0,001***).
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Abb.28: Vergleich der Anzahl der Embryonen der atad-3(RNAi) modifizierten C. elegans Wirmer
(atad-3) und Frataxin (RNAi) modifizierten Tiere (frh) in Prozent nach 3 d ohne Behandlung
(No Treatment) und unter der Gabe von 100 yM und 200 pyM Myricetin. Der Durchschnittswert
der Kontrolltiere (Kontrolle) wurde auf 100% gesetzt. Anzahl der durchgefiihrten Experimente:

3. Statistische Analyse mittels t-Test (Signifikanz-Niveaus: p < 0,001***).
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5. Diskussion der Ergebnisse

5.1. Die Ausschaltung des atad-3 Gens durch RNAI fiihrt zu einem
erhohten Hamingehalt in C. elegans

Zwischen der zellularen Eisenhomodstase und dem Hamstoffwechsel in C. elegans
besteht eine enge Verbindung. Wichtige Vorarbeiten hierzu wurden von A. Rao (Rao
et al., 2005) durchgefuhrt. Sie konnte nachweisen, dass der Nematode C. elegans
Ham auxotroph ist, es aus seiner Umgebung aufnehmen und Uber Signalwege
verstoffwechseln muss. Ham dient dem Wurm als exogene Eisenquelle. C. elegans
verfugt Uber ein Transportsystem, das die Aufnahme von Eisen aus dem Darm
ermdglicht. Durch die Analyse von Wurmgenomen konnte Rao et al. zeigen, dass den
Wuarmern Orthologe zu Genen fehlen, die Enzyme fir die Ham-Biosynthese codieren
(Rao et al., 2005). Hame sind kritische Cofaktoren fur viele biologische Prozesse und
wichtig u. a. fur den oxidativen Metabolismus in Zellen, die zellulare Differenzierung,
Genregulation und die Aufrechterhaltung der Proteinstabilitat (Wenger, 2000,
Nakajima et al., 1999, Sun et al., 2002, Qi et al., 1999). Sie sind auch ein wichtiger
Wachstumsfaktor fur die Entwicklung von C. elegans (Rao et al., 2005).

In unseren Experimenten haben wir den Einfluss von atad-3 auf die Ham-Homdostase
in C. elegans untersucht. Die Hdm-Homoostase ist bei atad-3(RNAi) verandert, die
Ausschaltung des Gens fluhrt zu einer signifikanten Erhéhung des Hamingehaltes im
Wurmlysat im Vergleich zur Kontrolle. Hierfir wurde das eisenhaltige Protein Hamin
mit Hilfe eines spezifischen Assays im Wurmlysat von atad-3(RNAi) gemessen. Hamin
ist eine eisenhaltige Komplexverbindung, die sich aus Ham und einem Chlorid-lon
zusammensetzt. Als Positivkontrolle wurden unbehandelte Wirmer mitgefihrt und in
gleicher Weise untersucht. Beide Gruppen wurden wegen der Notwendigkeit der
Hamaufnahme aus der Umgebung auf mit Hamin angereicherten NGM-Platten
gehalten. Als Ergebnis dieser Experimente zeigt sich eine signifikant erhohte
Haminkonzentration in den atatd-3(RNAi). Im Vergleich zur Kontrolle war die
Haminkonzentration in den RNAi-Wirmern um rund 70% hoéher (s. Abb. 19 und 20).
Dies erlaubt den Ruckschluss, dass das Protein ATAD-3 eine wichtige Rolle im Ham-
Stoffwechselweg spielt und die artifizielle Ausschaltung zu einer Unterbrechung

desselben fuhrt.
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Interessant ist das Ergebnis nachgehender Untersuchungen, in denen die
Haminspiegel in atad-3(RNAI) in verschiedenen Zellkompartimenten von C. elegans
untersucht wurden. Van den Ecker et al. isolierte die Mitochondrien von atad-3(RNAI)
und fand in dieser mitochondrialen Fraktion deutlich erhdhte Haminkonzentrationen,
wahrend die Haminlevel im Zytoplasma im Vergleich zu Kontrollen nur leicht erhoht
waren (Van den Ecker et al., 2015). Diese Ergebnisse deuten auf einen Einfluss von
ATAD-3 auf den Mitochondrialen Stoffwechsel in C. elegans hin. Diese Vermutung
passt sehr gut zu anderen wissenschaftlichen Arbeiten, die eine Lokalisation von
ATAD-3 an der inneren Mitochondrienmembran beschrieben haben. Einschrankend
muss allerdings bemerkt werden, dass diese Studien nicht in C. elegans sondern in
Kultur von humanen HelLa-Zellen, bzw. Leberzellen von Mausen durchgefuhrt wurden
(Bogenhagen et al., 2008, Da Cruz et al., 2003). Eine Stérung der Eisen- und Ham-
Homoostase hat schwerwiegende Konsequenzen fur den Zellstoffwechsel. Es wurde
bereits in unterschiedlichen Modellsystemen beschrieben, dass eine Akkumulation von
Eisen in den Mitochondrien multiple schadliche Einfliisse austibt (zur Ubersicht siehe
z.B. Ricci et al., 2022).

5.2. Die Ausschaltung des frh-Gens durch RNAI fiihrt in C. elegans
zu einer erhohten Fluoreszenz im ZnMp-Assay

Die Ausschaltung des frh-Gens durch RNAi in C. elegans fuhrt zu einer Erhhung der
Fluoreszenz im ZnMp-Assay. Dieser Effekt zeigte sich deutlich und signifikant in den
durchgefuhrten Langzeit-Assays mit ZnMp (s. Abb. 14 und 15). Die Erhéhung der
Fluoreszenz im Darmlumen spricht fur einen Ruckstau und eine Anhaufung des
ZnMps, das als Ham-Analogon um die gleichen Stoffwechselwege mit dem Hamin
konkurriert und ein Maf3 fir das im Hamin enthaltene Eisen ist. Die Aufnahme aus dem
Darmlumen ist bei den frh(RNAI) durch Ausschaltung des Proteins reduziert bzw.
ganzlich unterbrochen. Dieser Effekt zeigt sich besonders deutlich in den Langzeit-
Assays und bei Haminkonzentrationen in den NGM-Platten von 10 pm.

In der Literatur wird eine Eisenanhaufung bei Frataxin-Mangel 1997 durch Babcock et
al. wie auch durch Koutnikova et al. und Priller et al. beschrieben (Babcock et al., 1997,
Koutnikova et al., 1997, Priller et al., 1997). Babcock et al. haben Untersuchungen zur
Eisenhomodstase und deren Regulierung durch das frataxin homolog-Gen (YFH1) in

Hefen vor dem Hintergrund durchgefuhrt, um die Pathologie, die zu den Symptomen
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der Friedreich Ataxie fuhren, zu studieren. Diese Storungen der Eisenhomodstase
wurden auch in anderen Modellorganismen beschrieben (Maus (Cossée et al., 2000),
Drosophila (Calap-Quintana et al., 2018), beide als Krankheitsmodelle fur FRDA). Es
ist jedoch bis heute nicht vollstandig geklart, welche funktionellen Mechanismen bei
einem Frataxin-Mangel zur Dysregulation der Eisenhomoodstase mit Eisenanhaufung
in den Zellen fuhren. Tamarit et al. diskutieren in ihrem Review von 2021 die
unterschiedlichen Forschungsansatze zur Rolle von Frataxin in der Eisen- und
Hamhomoostase. Es werden dort verschiedene Hypothesen vorgestellt: Sie stltzen
sich auf die Beobachtungen, dass Frataxin Eisen binden kann, aber nicht als
Eisenspeicher in den Mitochondrien fungiert. Es ist bekannt, dass Frataxin mit vielen
Proteinen interagiert, die an der Ham- und Eisen-Schwefel-Cluster-Synthese beteiligt
sind. Ein Frataxin-Mangel fuhrt zu einem verminderten Einbau von Eisen in die Eisen-
Schwefel-haltigen Proteine und/oder zu einer unkontrollierten Oxidation von Fe?*durch
O2. Dadurch kommt es zur Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) und zu
mitochondrialer Dysfunktion. Andere zellulare Signalwege werden aktiviert und
regulieren die Expression von Genen, die an der Eisenaufnahme und/oder dem
eisenvermittelten  Stoffwechselumbau beteiligt sind. Dies fuhrt zu einer
Eisenakkumulation und zur Unterdriickung von eisenregulierten Enzymen und
Stoffwechselwegen (Tamarit et al., 2021).

Diese wissenschaftlichen Erkenntnisse sind kongruent mit unseren experimentellen

Beobachtungen im ZnMp-Assay mit C. elegans frh(RNAi) und stutzen sie.

5.3. Die Ausschaltung des Gens atad-3 fuhrt zu einer starken
Reduktion des Legeverhaltens

Die RNAi vermittelte Ausschaltung von atad-3 in C. elegans fuhrt zu einer
gravierenden Einschrankung des Legeverhaltens der Nematoden. Es zeigte sich im
Vergleich zu Kontrollwirmern eine signifikante Reduktion. Wahrend die Kontrollen
nach 48 h ein Maximum an Eiern legten, war das Legeverhalten der atad-3(RNAi) nach

24 h bereits deutlich vermindert und nach 72 h nahezu erschopft.

Diese Beobachtungen sind in der Literatur zuvor beschrieben worden und konnten
durch unsere Experimente bestatigt werden (Hoffmann 2009). Sie wurden in
Vorbereitung der Assays mit dem therapeutischen Einsatz von Deferoxamin,
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Quercetin und Myricetin durchgefuhrt. Ziel dieser Experimente war es vor allem, durch
Beobachtung von Verhalten und Entwicklung der atad-3(RNAi) im Vergleich zur
Kontrolle Sicherheit in der Beurteilung zu gewinnen, um ggf. Abweichungen in den

nachfolgenden Assays besser erfassen zu konnen.

5.4. Die Gabe von Eisenchelatoren oder Radikalfangern (Flavo-
noide) fuhrt zu keiner Erholung des Legeverhaltens in
atad-3(RNAi) und frh(RNAi)

Eisen ist ein Spurenelement und muss sowohl beim Menschen als auch bei C. elegans
mit der Nahrung zugefuhrt werden. Die Aufnahme in den Korper erfolgt in beiden
Fallen Uber die Darmschleimhaut. Mit Hilfe des Eisenchelators Deferoxamin sollte die
intestinale Eisenaufnahme reduziert werden, die Erholung des Legeverhaltens der
atad-3(RNAI) sollte als Messgrofe dienen. Mit der Gabe der Flavonoide Quercetin und
Myricetin sollte oxidativer Stress vermindert werden und auf diese Weise die toxischen
Effekte des Eisenuberschusses in den Mitochondrien reduziert werden. Auch hier

diente das Legeverhalten als Messgrofe.

Wir habe zum ersten Mal versucht, in einem experimentellen Setting mogliche positive
Wirkungen von Chelatbildnern und Radikalfangern auf atad-3(RNAIi) und frh(RNAI) in
C. elegans zu untersuchen. Beide Substanzgruppen haben in den verwendeten
Dosierungen keinen Erholungseffekt auf das Legeverhalten von atad-3(RNAi) und
frh(RNAI) gezeigt.

Ein moglicher Grund fur diesen fehlenden Effekt kann in der chemischen Struktur
von Deferoxamin liegen. Deferoxamin ist ein Chelatbildner mit einer starken
Affinitat zu Fe3*lonen und wird wegen dieser Eigenschaften in der Medizin haufig
bei Erkrankungen, die mit einer Eisentiberladung des Organismus einhergehen,
z.B. der Hamatochromatose, eingesetzt. Da Deferoxamin aufgrund seiner
MolekulgroRe biologische Membranen nur schlecht uberwinden kann, wird es
beim Menschen in der Regel parenteral angewandt. Die beiden in C. elegans
untersuchten Proteine ATAD-3 und Frataxin sind in Mitochondrien und damit in
einer Zellorganelle lokalisiert, die sich durch eine eigene Doppelmembran vom
ubrigen Zytoplasma abgrenzt, wie es in zahlreichen Arbeiten gezeigt werden
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konnte (Bogenhagen 2008, Da Cruz 2003, Koutnikova 1997, Priller 1997).
Mdglicherweise konnte Deferoxamin aufgrund seiner Molekulgréfie nicht in relevanten
Mengen in die Mitochondrien eindringen und dort wirken, wo es vermutlich den gréften
Effekt gehabt hatte.

Es gibt klinische Studien zum Einsatz von Eisenchelatoren in der Therapie der
Friedreich-Ataxie (Elincx-Benizri et al., 2016, Pandolfo et al., 2013). Untersucht wurde
der Chelatbildner Deferipron, der aufgrund seiner chemischen Eigenschaften in der
Lage ist, Membranen leicht zu Uberwinden und intrazellulare Kompartimente und
Mitochondrien zu erreichen. Er kann Eisen zwischen zellularen Organellen
transportieren (Sohn et al., 2008) und auf diese Weise zur Entlastung bei
Eisenuberladung einer Zelle beitragen. Es konnte in den Studien gezeigt werden, dass
niedrigdosiertes Deferipron einen positiven Effekt auf die Herzparameter bei
Friedreich-Ataxie Patienten hat. Hohere Dosen des Eisenchelators haben zu einer
Zustandsverschlechterung geflihrt und bargen das Risiko einer schweren
Agranulozytose (Pandolfo et al., 2013). Diese Ergebnisse zeigen, dass die
Eisenchelation eine therapeutische Option fur Patienten mit Friedreich-Ataxie sein

kann.

Es ist denkbar, dass der Chelatbildner Deferipron in C. elegans ahnlich wie bei
Menschen in die Mitochondrien eindringen kann und dort regulierend in die

Eisenhomoostase eingreift. Dies ware experimentell zu prufen.

Das Legeverhalten der beiden modifizierten Wurmvarianten atad-3(RNAi) und
frh(RNAI) zeigte sich reduziert im Vergleich zu den Kontrollwiurmern. Auch die Gabe
von Myricetin und Quercetin fuhrte zu keiner Erholungstendenz. Vergleicht man das
Legeverhalten der beiden Varianten untereinander, so fallt die sehr drastische
Reduktion der Gesamtembryonenzahl Uber drei Tage in der atad-3(RNAi) Population
auf, die sich deutlich von der milder beeintrachtigten Reproduktionsrate der frh(RNAI)
Tiere unterscheidet. Diese Beobachtung legt den Schluss nahe, dass die
Ausschaltung von ATAD-3 zu erheblichen Beeintrachtigungen bei C. elegans fuhrt, die
deutlich ausgepragter sind, als es bei einem Knockout von Frataxin zu beobachten ist.
Hoffmann et al. konnten in ihren Arbeiten zeigen, dass es sich bei ATAD-3 um ein
mitochondriales Protein handelt und dass eine durch RNA-vermittelte Interferenz

(RNAI) hervorgerufene Verarmung zu schweren Defekten in C. elegans fuhrt, die durch
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frihen Larvenstillstand, gonadale Dysfunktion, reduzierte Fettspeicherung im Darm
und embryonale Letalitdt gekennzeichnet sind (Hoffmann et al.,, 2009). Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass ATAD-3 nicht nur einen Einfluss auf die
Eisenhomoodstase in C. elegans hat, sondern in mogliche dartber hinaus gehende
Prozesse involviert ist. Es hat sich bei der mikroskopischen Beobachtung der
Nematoden, die diese Experimente begleiteten, immer wieder gezeigt, dass atad-
3(RNAI) im Vergleich zu den Kontrollen und auch den frh(RNAi) tendenziell vulnerabler

zu sein schienen und sich auch nicht vergleichbar gut entwickelten.

Die Ausschaltung der Proteine ATAD-3 und Frataxin in C. elegans fihrt zu einer
Unterbrechung in komplexen Stoffwechselwegen innerhalb des Mitochondriums mit
weitreichenden Konsequenzen fur das einzelne Wurm-Individuum. Die Ergebnisse
lassen vermuten, dass das alleinige Abfangen der schadigenden Eisenmolekile und
der durch sie freigesetzten Radikale nicht ausreichend ist, um die weitreichenden

Effekte des Genknockdowns aufzuheben.

Beim Menschen werden in der Therapie von Mitochondriopathien Vitamine (z.B.
Vitamine B, C, L-Carnitin) und Cofaktoren (Coenzym Q10) haufig eingesetzt. Sie
wirken — wie auch Myricetin und Quercetin — v. a. als Radikalfanger. Beschrieben sind
fur sie positive Effekte in kleinen Fallstudien und Einzelfallbeobachtungen (Rodriguez
et al., 2007, Glover et al., 2010, Mermigkis et al., 2013). Eine signifikante Wirksamkeit
konnte jedoch fur keine der untersuchten Substanzen belegt werden. Es fehlen Daten
aus kontrollierten Studien (Pfeffer et al., 2012, Murayama et al., 2019). Es scheinen
einige Patienten einen gewissen Benefit vom Einsatz von Antioxidantien zu haben, so
dass der therapeutische Einsatz solcher Substanzen weiterhin eine Rolle im Rahmen
von individuellen Behandlungsversuchen spielt. Mit dem in den letzten Jahren
dramatisch gewachsenen Wissen uUber die Pathogenese der Mitochondriopathien,
insbesondere  hinsichtlich  des  Verstandnisses der  zugrundeliegenden
molekulargenetischen Ursachen, zeichnen sich fir einige Defekte spezifischere
Therapieansatze ab. Dies betrifft vor allem Stérungen im sogenannten
Cofaktormetabolismus. Durch neue Sequenzierungstechniken konnten inzwischen fur
etwa 400 Mitochondriopathien ursachliche genetische Defekte gefunden werden. Der
fur eine Erkrankung ursachliche Genotyp wird zunehmend an Bedeutung fur

Therapieentscheidungen gewinnen (Leitlinie Mitochondriale Erkrankungen 2021).
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5.5. Zusammenfassende Bewertung der Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit zur Rolle der mitochondrialen Proteine ATAD-3 und
Frataxin in der zellularen Eisen- und Hamhomoostase im Modellorganismus
C. elegans zeigen, dass beide Proteine eine wichtige regulierende Funktion innerhalb
der Stoffwechselwege einnehmen. l|hr Ausfall fuhrt zu Stérung der Eisen- und
Hamhomoostase sowie zur Akkumulation der zu verstoffwechselnden Produkte mit
nachgehenden toxischen Effekten fur die Mitochondrien und die Zellen. ATAD-3 hat
einen Einfluss auf die Entwicklung und Fruchtbarkeit von C. elegans und ist flr einen
normalen Lebenszyklus unabdingbar. Wird das Protein Gber RNAi ausgeschaltet, zeigt
C. elegans ein deutlich reduziertes Legeverhalten gegenuber gesunden
Kontrollwarmern. Dieses Ergebnis ist durch die Gabe von Chelatoren (Deferoxamin)
und Radikalfangern (Quercetin, Myricetin) weder zu bessern noch aufzuheben. Fir
beide Substanzgruppen konnten wir in unseren Versuchen keinen Rescue-Effekt

beobachten.

Bei den Eisen-Assays ergaben sich methodische Limitationen, die Werte fanden sich
in unseren Experimenten unterhalb des Detektionslimits des Assays, so dass keine
auswertbaren Daten erhoben werden konnten. Die ZnMp-Assays sind bedingt zur
Quantifizierung der Akkumulation von fluoreszenzmarkierten ZnMp nach
Genknockdown geeignet. Sie haben eine gewisse Fehleranfalligkeit, die eine gute
Datenerhebung erschwert.

5.6. Methodendiskussion und Limitationen

Grundsatzlich muss bei der Betrachtung der Experimente immer berucksichtigt
werden, dass es sich bei den RNAi-modifizierten Wirmern um Modelle handelte, die
aufgrund der hohen Sequenzidentitat der Proteine ATAD-3 und Frataxin zu ihren
Homologa beim Menschen Ruckschliusse auf die Prozesse in humanen Zellen
erlauben, die aber auch ihre Limitationen haben. Die isolierte Betrachtung einer
einzelnen Funktion ist kritisch zu betrachten, da Signalwege haufig hochkomplexe

Netzwerke sind und die an ihnen beteiligten Akteure im Organismus nicht selten mehr
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als nur eine spezifische Funktion wahrnehmen. Die Ubertragung von Erkenntnissen
aus Wurmmodellen auf den humanen Organismus muss begleitet sein von dem

Wissen um die ungleich hdhere Komplexitat des Systems ,Mensch*

5.6.1. ZnMp-Assays

In den durchgefuhrten Experimenten mit Kurz- (6 h) und Langzeitexposition (1 d)
ergaben sich bei der Untersuchung der atad-3(RNAI) Tiere Probleme und die initialen
Ergebnisse entsprachen nicht der Arbeitshypothese und standen im Kontrast zu den
Ergebnissen des Hamin-Assays (s. Abb. 21). Sowohl in den Assays uber 6 h (Abb. 8
und 9) als auch in den Assays Uber 1 d (Abb. 10 und 11) konnte keine signifikante
Erh6hung der ZnMp-Fluoreszenz im Vergleich zu den Kontrollen gefunden werden.

Nach meinem Verlassen der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Distelmaier wurde die
Etablierung des ZnMp-Assays von der biologischen Doktorandin Frau Daniela van den
Ecker fortgefuhrt. Im Verlauf konnte unter geanderten Versuchsbedingungen eine
Erhohung der ZnMp Fluoreszenz in atad-3(RNAi) Wirmern nachgewiesen werden
(publizierte Daten siehe van den Ecker et al., 2015). Als Ursache fir die diskrepanten

Ergebnisse konnten wir folgende Aspekte ausmachen:

Die Praparation des ZnMps (1.) ist nicht trivial. ZnMp lasst sich nicht einfach in eine
homogene Losung bringen. PH-neutrales Wasser ist als Losungsmittel nicht geeignet.
ZnMp ist ahnlich wie Hdm hydrophob und [6st sich in ihm nicht, sondern bildet in
Wasser grol3e, grobe Flocken, die von den Wiurmern nicht aufgenommen werden
konnen. Sie kleben an der aulReren Korperoberflache des Wurmes und sind fur eine
Interpretation nicht zu gebrauchen. Mit der ZnMp-Praparation nach dem Protokoll von
J. Walston (Walston 2010) gelingt es unter Verwendung von 0.3 M NH4O, ZnMp in
L6sung zu bringen. Aber auch hier ist die LOsung nicht vollstandig homogen, das ZnMp
hat die Tendenz, flockig zu bleiben. Dies stellt moglicherweise eine Schwierigkeit bei
der oralen Aufnahme durch die Wirmer dar und kénnte auch die Ergebnisse der
Fluoreszenzmessung beeinflussen. Die oral aufgenommenen ZnMp-Partikel
fluoreszieren je nach Grofie und Dicke unterschiedlich stark und liegen nicht immer in
der vorab definierten Messregion (ROI).

Es konnte (2.) unter dem Mikroskop beobachtet werden, dass C. elegans die auf der

Agarplatte mit Bakterienrasen aufgebrachte ZnMp-L6sung mied und sich — wo immer
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moglich — auRerhalb des ZnMp-Feldes aufhielt. Ursache hierfur konnte das schwach
basische Amoniakwasser als Solvens des ZnMp nach dem Watson-Protokoll sein, das
von den Wirmern als toxisch erkannt und gemieden wird. Dies kann zu falsch
negativen Ergebnissen fuhren, da die aufgenommene Menge Fluoreszenz aus dem

vorgegebenen Angebot deutlich geringer ist.

ZnMp ist lichtempfindlich (3.), die Experimente mussten lichtgeschutzt durchgefihrt
werden. Die Arbeiten beim Umsetzen der Wiarmer mit dem Wurmpicker auf die Test-
Agarplatten erfordern ein hohes Mal} an Geschicklichkeit und Routine, um weder die
Wirmer noch den Agarboden zu verletzen, und gleichzeitig die Lichtexposition von
ZnMp mdglichst gering zu halten. Verletzungen der aul3eren Koérperhdille fihren zum
Tod des Wurmes, Verletzungen des Agarboden fuhren zum ,Eingraben® eines
Wurmes, er verschwindet und kann fur das Experiment nicht ausgewertet werden. Eine

zu lange Lichtexposition verandert das ZnMp und macht es unbrauchbar.

Es ist bekannt, dass ein Fehlen von ATAD-3 bei C. elegans zu einer Verzogerung der
Entwicklung bis hin zum Entwicklungsstillstand der Tiere fuhrt (Hoffmann et al., 2009).
Aus diesem Grund wurde die RNAIi zur Ausschaltung der atad-3 Gensequenz erst an
Wirmern im Entwicklungsstadium L3 (s. auch Abb. 2) durchgefihrt, nicht an juvenilen
Formen. Auf diese Weise sollte eine grundlegende Entwicklung und Lebensfahigkeit
der Versuchstiere sichergestellt und eine Vergleichbarkeit mit den Kontrolltieren
gewahrleistet werden. In Abb. 8 ist zu erkennen, dass sich die Zahl der eingesetzten
Wirmer unter 6 h ZnMp-Exposition in der atad-3(RNAIi)-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe mehr als halbiert. Moglicherweise (4.) waren die eingesetzten Warmer
durch die atad-3(RNAi) dennoch so beeintrachtigt, dass das von uns postulierte

Ergebnis nicht zufriedenstellend dargestellt werden konnte.

Die ROI als Messfeld der emittierten Fluoreszenz (5.) wurde immer unmittelbar hinter
der pharyngeal-intestinal Klappe zu Beginn des Darmlumens des Wurmes (s. auch
Abb. 1a) platziert. Diese ist nach 1 d Expositionszeit gut zu erkennen, nach 6 h ist dies
nicht immer sicher mdglich, da es sehr von der aufgenommenen Menge an
fluoreszierendem ZnMp und der Position des Wurmes abhangt. Eine nicht korrekt
platzierte ROl kann zu einem Messfehler fihren, der das hypothetisch angenommene

Ergebnis maskiert.
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AbschlieRend wurde zudem das experimentelle Setting dahingehend verandert, dass
neben der Inkubation mit ZnMp eine Zugabe von Ferric ammonium citrate (FAC)
erfolgte. Hierdurch konnte die Interdependenz von Ham-Aufnahme und

Eisenmetabolismus besser untersucht werden.

5.6.2. Eisen-Assay

Die direkte Messung des Eisens im Wurmlysat erwies sich als schwierig und mit den
von uns gewahlten Methoden als nicht durchfuhrbar. In allen Fallen lagen die
Messergebnisse unterhalb des Detektionslimits. Hauptproblem war hierbei die
Gewinnung von ausreichendem Material. Insbesondere bei der Kultur von C. elegans
auf Agar-Platten sind die Mdglichkeiten hierbei begrenzt. Zudem ist der Nachweis von
Eisen komplex wund durch die chemischen Eigenschaften des Molekils
stérungsempfindlich, so dass sich eine Art ,methodisches Rauschen® einstellt ohne
valide Messergebnisse zu liefern. Ein Referenzlabor (Metabolomic Discoveries GmbH,
Am Muhlenberg 11, 14476 Potsdam) kam zu den gleichen Ergebnissen. Ggf. ware die
Gewinnung von grof3eren Materialmengen Uber die sogenannte Flussigkultur von C.
elegans moglich. Allerdings bietet diese Form der Kultur insbesondere bei Studien zu
mitochondrialen Stoffwechselwegen Nachteile, da die Wurmer unter anaeroben

Bedingungen gehalten werden.

5.6.3. Zusammenfassung der Limitationen

Die Messung der Fluoreszenz von ZnMP als Mal} fur eine Eisenakkumulation nach
oraler Aufnahme durch C. elegans bzw. atad-3(RNAi) muss kritisch betrachtet werden,
da eine Vielzahl madglicher Fehlerquellen die Aussage des Experimentes
beeintrachtigen kann.

Die direkte Messung von Eisen im Wurmlysat ist aufgrund der hohen Reaktivitat von
Eisen und der schwierigen Materialgewinnung problematisch und scheint keine
geeignete Methode zu sein, um eine Akkumulation nachzuweisen.

Die Behandlung von C. elegans RNAi Stammen mit Eisenchelatoren oder Flavonoiden
zeigte keine klaren Effekte auf die Fertilitat. Die Interpretation dieser Ergebnisse ist
schwierig, da die Aufnahme der Substanzen in C. elegans bisher nicht gut untersucht

wurde.

64



6. Schlussfolgerung und Ausblick

Wir konnten in dieser Arbeit erstmals zeigen, dass die Ausschaltung des
mitochondrialen Proteins ATAD-3 in C. elegans zu einer sehr deutlichen
Haminuberladung im Wurm fuhrt. Ob diese Effekte primar durch einen direkten
Einfluss von ATAD-3 auf den Eisen- und Hamstoffwechselweg oder sekundar durch
indirekten Einfluss anderer Stoffwechselprodukte ausgeldst werden, ist noch unklar

und sollte Inhalt weiterer Forschung sein.

Wir konnten weiter zeigen, dass durch Ausschaltung von atad-3 die Fertilitat von
C. elegans, gemessen am Legeverhalten der Wirmer, deutlich reduziert ist. Wir haben
zum ersten Mal untersucht, ob die Gabe von Deferoxamin, Quercetin oder Myricetin
als eisenbindende, bzw. antioxidative Substanzen bei atad-3(RNAi) und frh(RNAi) zu
einem Rescueeffekt mit Erholung des Legeverhalten fuhrt. Einen solchen Effekt

konnten wir mit den untersuchten Substanzen nicht feststellen.

C. elegans ist ein in vielerlei Hinsicht gut geeigneter und in der Forschung bewahrter
Modellorganismus. Beim Studium des Eisenstoffwechsels ist die Komplexitat der
Stoffwechselwege zu berlcksichtigen. Die hohe Sequenzidentitat beteiligter Proteine
zu ihren Homologa beim Menschen erlaubt potentielle Rickschlliisse oder Hinweise
auf die Prozesse in humanen Zellen. Sie konnen als ein Schlissel zu einem besseren
Verstandnis von Erkrankungen dienen, denen ursachlich ein gestorter

Eisenstoffwechsel zugrunde liegt.

Zu Beginn meiner Arbeiten war das humane ATAD3 noch nicht mit klinisch-relevanten
Krankheitsbildern assoziiert. Dies hat sich durch die zunehmende Anwendung von
neuen molekulargenetischen Analysetechniken geandert (siehe “neonatal lethal
pontocerebellar hypoplasia, hypotonia, and respiratory insufficiency syndrome”;
PHRINL; OMIM # 618810 und “autosomal dominant chromosome 1p36.33 duplication
syndrome”; OMIM # 618815). Hierdurch gewinnen die hier dargestellten Ergebnisse
an Relevanz. Es bleibt zu hoffen, dass ein besseres Verstandnis der Pathophysiologie

langfristig zu therapeutischen Ansatzen fuhren kann.
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Anhang

1. Chemikalien, Materialien, Gerate und Software

1.1. Verbrauchschemikalien

Die Verbrauchschemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:
= Sigma-Aldrich, Steinheim
= Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD 21152, USA
= Frontier Scientific, Logan, UT 84323-0031, USA
= Extrasynthese, ZI Lyon Nord, Impasse Jaquard — CS 30062, 69727 Genay Cedex,
France

Die eingesetzten Léosungen wurden mit MQ-Wasser angesetzt und ggf. autoklaviert

bzw. steriffiltriert.

1.2. Allgemeine Gerate

= UV- Vis- Spektrophotometer, UV Mini 1240, Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg
= Zentrifugen: Biofuge fresco, Heraeus instruments, Osterode
Pico Fuge Tomy capsule, Tomy Tech, Palo Alto, CA, USA
= Reax Top Vortexer, Heidolph Instruments GmbH & Co KG, Schwabach
= Brutschranke, Memmert, Schwabach
= Tecan — Mikrotiterplatten Photometer (ELISA-Reader mit PC-Schnittstelle und
Software-gestitzter Auswertung) Software Magellan
= Polytron PT 1200 C Kinematica

1.3. Kit-Systeme

= Bicinchoninsaure (BCA)- Protein-Assay-Kit von Thermo Scientific Pierce
Biotechnology, Rockford, Illinois, USA

= Hemin Assay Kit, Kat. Nr. MAK036, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

= |ron Colorimetric Assay Kit K 390 (BioVision, Inc.)

1.4. Mikroskopie

Die mikroskopischen Untersuchungen wurden durchgefuhrt mit:
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Laborstereomikroskop SMZ 140, Motic, Wetzlar, Germany

= Zeiss Axiovert 200M Mikroskop, ausgestattet mit einer Zeiss Axiocam Kamera

1.5. Sonstige Materialien

= Petrischalen (& 35 x 10 mm) Falcon
= Petrischalen (& 60 x 15 mm) Falcon
= Petrischalen (J 100 x 15 mm) Falcon
= Falcon Tubes (50 ml) Falcon

= Eppendorf Safe-lock microcentrifuge tubes (1,5 ml)Sigma-Aldrich

= Objekttrager (76 x 26 mm) Engelbrecht Medizin-
und Labortechnik GmbH

= Deckglaschen (18 x 18 mm) Menzelglaser

* |Immersionsol Zeiss; Immersol 518N

1.6. Bakterienstamme

Verwendet wurden die folgenden Bakterienstamme der Spezies Escherichia coli:

OP50 (CGC, Minnesota) Uracil auxotropher Stamm Haltung der Wirmer
HT115(DE3) (CGC, Minnesota) RNAI

RNAcell-defizienter Stamm mit zwei, die MCS flankierenden T7-Promotoren fur die
Synthese von dsRNA.

Genotyp: F—, mcrA, merB, IN(rrnD-rrnE)1, lambda—, rnc14::Tn10(DE3 lysogen:lacUV5
promotor-T7 polymerase)

freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Professor Dr. Olaf Bossinger, RWTH

Aachen

1.7. Vektor

pPD129.36 (L4440 “feeding vektor”, 2.79kB, (Timmons L. et Fire A., 1998))
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Dieser ampicillinresistente Vektor wird fur das ,Feeding“ benutzt. Die Fremdsequenz
ist hier von zwei T7-Promotoren flankiert und flhrt Gber die Transkription zu dsRNA. In
RNase-defizienten Bakterien wird diese nicht abgebaut. Werden diese Bakterien vom

Wurm aufgenommen, kann RNAi erfolgen.

2. Standardverfahren in der Haltung von C. elegans

2.1. Herstellung der angereicherten NGM-Platten (OP50-Platten)

Fir die Herstellung der angereicherten NGM-Agarplatten zur Haltung von C. elegans
wurden verwendet (pro Liter):

BD Bacto Agar 209

NaCl 39

BD Bacto Peptone No.3 2,5¢g

BD Bacto Yeast Extract 5g

Diese Ansatze wurden mit MQ-H20 aufgefullt und autoklaviert. Nach dem Abkuhlen

(< 60 °C) wurden die Losungen A, B, C und D hinzugegeben.

Losungen (pro Liter):

Losung A: 5 g Cholesterin ad 1150 % (V/V) EtOH
Lésung B: 110,8 g CaClz ad 1 | MQ-H20

Lésung C: 246,5 g MgSO4 *7H20 ad 1 | MQ-H20
Lésung D: 108,3 g KH2PO4 + 36 g K2HPO4

@ 100 mm groRe Petrischalen wurden mit etwa 18 ml der Lésung geflllt und Uber
Nacht bei RT ausgehartet. Gleichzeitig wurde eine oN-Kultur OP50 Bakterien (OP50
immer frisch aus dem Glycerol-Stock in 30 ml LB-Medium bei 37 °C) angesetzt. Am
folgenden Tag wurden die festen Platten mit je 360 ul der Bakterien-Kultur beimpft und
uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Platten wurden anschlielend bis zu ihrer

Verwendung bei 4 °C gelagert.
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C. elegans wurde auf diesen Platten bei 18 °C im Brutschrank gehalten und

regelmafig auf frische Platten umgesetzt.

2.2. Herstellung der Feeding-Platten

Die durch Futterung vermittelte RNAI erfolgte auf speziellen Feeding-Platten. Fur die

Herstellung der Feeding-Platten wurden verwendet (pro Liter):

BD Bacto Agar 209

NaCl 39
BD Bacto Peptone No.3 2,5¢g

Diese Ansatze wurden mit MQ-H20 aufgefullt und autoklaviert. Nach dem Abkuhlen
(< 60 °C) wurden die Losungen A, B, C und D (s. 2.2.1.1) hinzugegeben sowie (pro
Liter)

IPTG: 0,119 g IPTG in 1 ml MQ-H20 geldst
Ampicillin (100 mg/ml): 100 mg in 1 ml MQ-H20 gelost
Tetracyclin (12,5 mg/ml): 20 mg Tetracyclin in 1,6 ml 50 % (V/V) EtOH gelost,

1 ml eingesetzt

Die verwendete PlattengroRe variierte mit dem Experiment, @ 100 mm grofRe
Petrischalen wurden mit etwa 12 ml der Lésung geftllt, @ 50 mm grof3e mit 7 ml und
@ 35 mm groRe mit 2 ml. Alle Platten trockneten Uber Nacht bei RT. Sie wurden

anschlielend bis zu ihrer Verwendung bei 4 °C gelagert.

Die Beimpfung mit H115 und den jeweiligen RNAi Konstrukten erfolgte jeweils kurz vor
den Experimenten, um eine mdglichst effektive RNAI zu erhalten. Hierfur wurden von
HT115 mit der gewlnschten Sequenz atad-3 bzw. frh sowie einer Kontrolle mit
Leervektor in 30 ml LB-Medium versetzt mit je 30 pl Ampicillin und Tetracyclin oN-
Kulturen hochgezogen. Das Wachstum der Bakterien wurde durch Messung der
optischen Dichte bei 600 nm vor der Ausplattierung kontrolliert. Lag die OD zwischen
0,9 und 1,0 — ein Wert, der sich fir die Durchfihrung der RNAIi als gut geeignet
erwiesen hat — wurden die Platten je nach Grofie mit 600 ul (& 100 mm), 120 ul (& 50

mm) und 60 pl (@ 35 mm) Bakterienkultur beimpft. Fir die kombinierte RNAi zweier
75



Gensequenzen (atad-3/frh) wurden beide Bakterienkulturen separat hochgezogen und
erst unmittelbar vor Gabe auf die Platte im Verhaltnis 1:1 gemischt. Die angeimpften
Platten wurden Uber Nacht bei RT getrocknet und anschlieRend bis zu ihrer

Verwendung bei 4 °C gelagert.

Lésung:
LB-Medium: 8 g LB-Broth in 400 ml MQ-H20

2.3. Herstellung der Glycerol-Stocks

Sowohl von OP50 als auch von HT115 wurden Glycerol-Stocks angelegt. OP50 wurde
mit 10 ml LB-Medium oN bei 37 °C inkubiert, bei HT115 wurden jeweils 10 yl Ampicillin
und Tetracyclin hinzugegeben. Am folgenden Tag wurden je 750 ul der oN-Kulturen mit
250 ul 80% Glycerol versetzt, gevortext, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80 °C gelagert.

2.4. Herstellung von LB-Amp/Tet Agarplatten mit Einzelkolonien der HT115
Feeding-Klone

Die HT115 Feeding-Klone wurden auf LB-Platten versetzt mit Ampicillin und Tetracyclin
gehalten. Fur die Platten wurde 14 g LB-Agar in 400 ml MQ-H20 geldst und
autoklaviert. Nach dem Abkuhlen wurden Ampicillin und Tetracyclin je im Verhaltnis
1:1000 hinzugegeben. Der Agar wurde in grof3e Petrischalen gegossen und hartete
uber Nacht bei RT aus. 10 pl einer oN Kultur der HT115 Feeding-Klone wurde nach
Kontrolle der OD auf den LB-Amp/Tet-Platten ausplattiert und bei 37 °C Uber Nacht
inkubiert. Am nachsten Tag sollten einzelne Bakterienkolonien auf den Platten sichtbar
sein. Die Platten wurden mit Parafilm abgedichtet und bei 4 °C im Kuhlschrank
gelagert. Nach etwa 4-6 Wochen wurden sie erneuert.

Das Hochziehen der Bakterienkulturen flr Feeding-Platten erfolgte im Falle der

Feeding-Klone durch Bakterienkolonien von LB-Amp/Tet-Platten, hingegen wurden die
OP50 Bakterienkulturen immer vom Glycerol-Stock aus angeimpft.
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