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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG
1.1  Morbus Alzheimer

Morbus Alzheimer (AD) ist eine Form der Demenz, die Anfang des 20. Jahrhunderts entdeckt
wurde. In dieser Zeit lernt der Neuropathologe ALols ALZHEIMER die Patientin Auguste Deter
kennen, die verschiedene Symptome, wie fortschreitende kognitive Beeintrachtigungen, Ge-
dachtnisverlust, Sprachstérungen und eine psychosoziale Inkompetenz zeigte [1]. Nach ihrem
Tod im Jahr 1906 untersuchte Alzheimer das Gehirn der Patientin, das sich &uRerlich bereits
durch eine Atrophie auszeichnete. Durch die Anfertigung von histologischen Schnitten konnte
er durch die mikroskopische Untersuchung des Gewebes neben zahlreichen abgestorbenen
Neuronen zwei wesentliche Veranderungen feststellen. Zum einen entdeckte er in abgestorbe-
nen Hirnarealen verdickte neurofibrillare Blindel. Zum anderen fanden sich tber die gesamte
Hirnrinde verteilt Plaque-artige Ablagerungen einer bis dahin unbekannten Substanz [2]. Spater
wurde erkannt, dass sich die Plaques aus dem B-Amyloid (AB)-Peptid aufbauen [3-5], welches
urspringlich durch GLENNER [6] in den meningovaskularen Amyloid-Ablagerungen von Alz-
heimer Gehirnen identifiziert wurde. Fur die Diagnostik der AD ist das Vorliegen von intraneu-
ronalen neurofibrillaren Bundeln und von extrazellulédren AB-Plaques im Gehirn entscheidend,
weshalb die eindeutige Diagnose nur post mortem mittels einer Obduktion erfolgen kann [7].
Die AD &uRert sich bei Betroffenen durch die fortschreitende Beeintrachtigung der kognitiven
Funktionen, die zu den AD typischen Verhaltensweisen und psychologischen Symptomen fiih-
ren [8]. Neben Apathie und Depressionen gehdren Unruhe, eine erhohte Reizbarkeit, Wahnvor-
stellungen, Halluzinationen und ein abnormes Bewegungsverhalten zu den Charakteristika der
AD [9, 10]. Je nach Krankheitsverlauf ist der Betroffene friiher oder spater nicht mehr dazu in
der Lage, eigenstandig zu leben und auf Hilfe angewiesen [8]. Nicht nur fur den Betroffenen
selbst, sondern auch fiir sein soziales Umfeld stellt die AD somit eine besondere Herausforde-
rung dar [11].
Im Jahr 2019 waren weltweit etwa 50 Millionen Menschen an Demenz erkrankt. Es wird ange-
nommen, dass diese Zahl im Jahr 2030 auf etwa 82 Millionen und im Jahr 2050 auf etwa 152
Millionen ansteigen wird [12]. Unter den Demenzformen gilt die AD mit etwa 65 % aller Féalle
als die haufigste Form [13]. Weitere hdufig auftretende Demenzformen sind die Vaskulére De-
menz, die Lewy-Kdorperchen-Demenz und die fronto-temporale Demenz (Pick-Krankheit) [14].
Bedingt durch die steigende Lebenserwartung der Menschen nimmt die Haufigkeit flir neuro-
degenerative Erkrankungen insgesamt zu [15]. Das Altern gilt als der Hauptrisikofaktor fur die
Entstehung der AD [16]. In der Vergangenheit wurde postuliert, dass sich das individuelle
1
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Erkrankungsrisiko ab dem 65. Lebensjahr verdoppelt [17]. Neueren Schatzungen zufolge ist
jede neunte Person ab dem 65. Lebensjahr und jede dritte Person ab dem 85 Lebensjahr von
AD bedroht [18]. Gleichzeitig ist festzustellen, dass die AD Erkrankung die Lebenserwartung
insgesamt verkirzt [16].

Neben der AD-Form, die sich im Alter manifestiert und als late-onset AD (LOAD; > 65 Jahre)
bezeichnet wird, existiert die early onset AD (EOAD), die vor dem 65. Lebensjahr auftritt [14].
Die haufiger vorkommende LOAD wird auch als sporadische Form der AD angesehen, wohin-
gegen die EOAD als familiare Form gilt und auf genetisch vererbbaren Faktoren beruht. Aller-
dings werden auch fir die sporadische AD genetische Risikofaktoren beschrieben [14], die
unter 1.1.3 genauer erlautert werden. Zusétzlich zum Altern und der Genetik werden verschie-
dene modifizierbare Faktoren mit der Pathogenese der AD assoziiert. Zum einen werden vas-
kulare Risikofaktoren, zu denen Bluthochdruck, Diabetes mellitus, Rauchen und Ubergewicht
zahlen, als pradisponierend fir die Alzheimer Erkrankung diskutiert [19]. Umgekehrt wird ver-
schiedenen Erndhrungsgewohnheiten eine protektive Rolle zugesprochen. Diese umfassen die
regelméRige Aufnahme von verschiedenen mehrfach-ungeséttigten Fettsauren, Antioxidantien
und Vitaminen [20]. Der Lebensstil und psychosoziale Faktoren werden auch als relevante Fak-
toren fur die AD-Pathogenese postuliert. Beispielsweise werden Depressionen und eine soziale
Isolation als AD-fordernd eingeordnet, wohingegen korperliche Bewegung und ein héherer Bil-
dungsgrad das AD Risiko senken [19, 21, 22].

Zwar konnten schon einige beeinflussende Faktoren fiir die AD-Pathogenese herausgestellt
werden, allerdings sind die genauen mechanistischen Ursachen noch unklar [23]. Daher ist eine
Heilung bisher nicht moglich. Derzeit werden verschiedene Medikamente zur Verzégerung des
Krankheitsverlaufs und zur Verbesserung der Symptomatik eingesetzt. Dazu zahlen die Cholin-
esterase-Inhibitoren Donepezil, Rivastigmin und Galantamin, die dem bei AD vorherrschenden
Acetylcholin-Mangel durch die Hemmung des Acetylcholinabbaus entgegenwirken und damit
dessen Verfugbarkeit im synaptischen Spalt erhéhen. Des Weiteren wird das Medikament
Memantin eingesetzt, das als N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor-Antagonist die Gluta-
mat-vermittelte Exzitotoxizitat hemmt, welche fiir die AD-Erkrankung charakteristisch ist [24].
Im Rahmen von moglichen zukiinftigen Behandlungsansétzen fokussiert sich die Forschung
u.a. auf Moglichkeiten, die AB-Synthese zu hemmen und den Abbau von A zu foérdern, sowie
die Aktivitat von neuroprotektiven Faktoren im Gehirn zu unterstiitzen [25]. Zu diesem Zweck
wird u.a. die Wirksamkeit von B-Sekretase-Inhibitoren [26] und von Modulatoren der y-Sekre-
tase untersucht (siehe 1.1.1) [27]. Der Abbau von AP wird durch verschiedene Systeme wie

dem Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) und dem Autophagie-Lysosom-System vermittelt.
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Die AB-assoziierte Hemmung der UPS kdnnte moglicherweise durch einen gesteigerten lyso-
somalen Abbau kompensiert werden [28]. Ein neuroprotektiver Faktor ist der brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), der im Gehirn weit verbreitet ist und mit seiner neurotrophen
Funktion essenziell fir die Aufrechterhaltung der synaptischen Plastizitat und der Synaptoge-
nese im Hippocampus ist. Da wahrend der AD-Pathogenese die BDNF-Synthese vermindert
ist, stellt dessen Erhdhung auch einen therapeutischen Ansatz dar [29]. Weitere Therapieansétze
befassen sich mit der Behandlung der mit ibermé&Riger neuronaler AB-Ansammlung assoziier-

ten Konsequenzen, wie z.B. oxidativem Stress [30] und inflammatorischen Reaktionen [31].

1.1.1 Pathophysiologie

Die charakteristischen pathophysiologischen Merkmale der AD sind das Vorliegen von soge-
nannten extrazellularen AB-Plaques und intrazellularen neurofibrill&ren Biindeln, die zu neuro-
nalen Schéden und letztendlich zum Absterben der Neuronen fuhren. Grundlegender
Bestandteil der AB-Plaques bildet das B-Amyloid [32].

1.1.1.1 B-Amyloid (AB)

Das AB-Peptid ist ein Spaltprodukt des Amyloid Precursor Proteins (APP) [32]. APP ist ein
Typ | integrales Membranprotein, das durch das auf Chromosom 21 lokalisierte und hoch-kon-
servierte APP-Gen kodiert wird. Bedingt durch das alternative Spleien ist APP in drei Haupt-
isoformen existent: APP695, APP751 und APP770. APP695 wird hauptsachlich in Neuronen
exprimiert. Die APP-Struktur untergliedert sich in eine grole extrazellulare N-terminale Do-
maéne, eine hydrophobe Transmembran- und eine kurze cytoplasmatische C-terminale Doméne
[33]. APP ist an einer Reihe von Prozessen im Gehirn beteiligt, welche die Funktion der Neu-
ronen betreffen und neuroprotektiv wirken. Dazu z&hlen u.a. die neuronale Stammzellprolife-
ration und -differenzierung, das Neuritenwachstum, die Zelladh&sion und die Synaptogenese
sowie die Regulierung der synaptischen Plastizitéat [34]. Die verschiedenen Funktionen begrin-
den sich z.T. auf den Spaltprodukten, die infolge der posttranslationalen APP-Prozessierung
entstehen [35]. Wie in Abbildung 1.1 dargestellt, wird zwischen der nicht-amyloidogenen und
der amyloidogenen Prozessierung differenziert, wobei infolge der zweiten Verarbeitung das als
toxisch beschriebene AP entsteht [36].
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der APP-Prozessierung.
APP: amyloid precursor protein; SAPP: soluble APP; CTF: C-terminales Fragment; Ap: B-Amyloid,;
P3: l6sliches Peptid; AICD: APP intracellular domain.

An der Prozessierung sind die endoproteolytischen Enzyme o- und -Sekretase bzw. der En-
zymkomplex y-Sekretase beteiligt. Die Aktivitdt der a-Sekretase wird durch die Enzyme
ADAM9, ADAM10 und ADAM17 vermittelt, die zur ADAM-Familie (a disintegrin and me-
talloproteinase-family enzyme) gehdren [37]. Als verantwortlich fiir die Aktivitit der B-Sekre-
tase wurde das pg-site APP-cleaving enzyme | (BACE1) identifiziert, welches eine Aspartyl-
Protease ist [38]. Die y-Sekretase ist hingegen ein Enzymkomplex bestehend aus den vier Pro-
teinkomponenten Presenilin, PEN-2 (presenilin enhancer 2), APH1 (anterior pharynx-defec-
tive 1) und Niacastrin. Presenilin, von dem es die zwei Homologe PS1 und PS2 gibt, bildet das
katalytische Zentrum [39].
Wahrend der vorwiegend ablaufenden nicht-amyloidogenen Prozessierung wird APP zuerst
durch die a-Sekretase im Bereich der AB-Sequenz gespalten, wodurch extrazellulér ein 16sli-
ches APP-Bruchstiick (soluble APPa; SAPPa) freigesetzt wird und das membran-assoziierte C-
terminale Fragment (CTF) C83 (aus 83 Aminosauren bestehend) entsteht. Der ndchste Schritt
wird durch die y-Sekretase vermittelt, welche die Spaltung des C83-Fragments in ein losliches
P3-Peptid und in die APP intracellular domain (AICD) vornimmt [32]. Das APP-Bruchstiick
sAPPa ist als neuronaler Wachstumsfaktor aktiv und wirkt beispielweise an der Synaptogenese
mit, weshalb es als neuroprotektiv gilt [33].
Der amyloidogene Weg beginnt hingegen mit der Aktivitat der B-Sekretase, die APP in das
extrazellulare sAPPB und das membran-assoziierte CTF C99 (aus 99 Aminosauren bestehend)
4
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umsetzt. Danach spaltet die y-Sekretase das C99-Fragment in das intrazelluldare AICD und das
extrazelluldre neurotoxische Ap [40].

Neben der beschriebenen extrazelluldren Ablagerung von AP konnte eine intrazellulare Akku-
mulation des Peptids nachgewiesen werden [32, 41, 42]. Dafiir werden verschiedene Griinde
diskutiert. Es ist moglich, dass das sezernierte AP entweder mittels einer Rezeptor-vermittelten
oder einer Rezeptor-unabhangigen Endocytose in die Zelle aufgenommen wird [43]. Rezepto-
ren, denen gegeniiber AP eine erhohte Bindungsaffinitit aufweist, sind u.a. der Rezeptor fir
advanced glycation end products (RAGE), der NMDA-Rezeptor, der a.7-Nikotin Acetylcholin
Rezeptor (a7-nAChR) und der low-density lipoprotein receptor-related protein (LRP)-
Rezeptor. Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung von A an RAGE, a7-nAChR und LRP
zu dessen Aufnahme in die Zelle fihrt, die durch entsprechende Kolokalisationen von intrazel-
luldrem AP mit den Rezeptoren nachgewiesen werden konnte [44, 45]. Weiterhin haben Unter-
suchungen ergeben, dass 16sliches AB1-40 auch tber die passive Diffusion in das Innere eines
Neuronen gelangen kann [46]. Zudem ist APP nicht nur in der Plasmamembran der Zelle, son-
dern auch in Membranen von verschiedenen Zellorganellen wie z.B. dem Endoplasmatischen
Retikulum (ER), dem trans-Golgi-Netzwerk und dem endosomalen-lysosomalen System loka-
lisiert, wodurch bei vorhandener - und y-Sekretase-Aktivitit A intrazelluldr gebildet werden
kann [47]. Auch in der Membran von Mitochondrien ist APP vorhanden und wird dort prozes-
siert [48].

Das infolge der amyloidogenen Prozessierung entstandene hydrophobe AB-Peptid variiert in
der Lange der Aminosduresequenz, wovon sich die Aggregationsneigung und somit auch die
Toxizitat ableitet [49]. Das haufigste Monomer ist das aus 40 Aminosauren bestehende Api-so.
Unter physiologischen Bedingungen liegt Api-40 beispielsweise zu AP1-42 in einem Verhaltnis
von 9:1 vor [50]. Bei AD Patienten konnte eine Verschiebung dieses Verhaltnisses zu einer
erhdhten Bildung von Ap1-42 festgestellt werden, das aufgrund seiner hheren Aggregationsnei-
gung als toxischer eingestuft wird [50, 51]. AB-Monomere konnen sich zu AB-Oligomeren zu-
sammenlagern, die tUber die Bildung von unloslichen Fibrillen zu Ablagerungen im Gehirn
fihren, die die flr die AD charakteristischen senilen Plaques darstellen [32]. Die AB-Ablage-
rung als senile Plaques wurde lange Zeit als die Hauptursache fur alle pathologischen Verén-
derungen wahrend der AD-Pathogenese gesehen und als ,,Amyloid-Kaskaden-Hypothese*
beschrieben [52]. Allerdings haben Untersuchungen gezeigt, dass bereits die I6slichen AB-Oli-
gomere synaptotoxisch wirken [53, 54]. Durch die Interaktion der AB-Oligomere mit verschie-
denen Rezeptoren werden Signalkaskaden ausgelost, die u.a. zu einer erhohten ROS-
Entstehung [55], zur mitochondrialen Dysfunktion [56], zu einer gestorten Metallionen-
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Homoostase [57] und letztendlich zur Apoptose [58] fuhren. AuBerdem ist die neuronale An-
haufung von AP mit der Induktion von inflammatorischen Prozessen assoziiert, die letztendlich
den Krankheitsverlauf der AD zusatzlich beschleunigen kdnnen [17, 31].

Fur die Toxizitat von AP ist dessen Uberproduktion entscheidend, die aus einem Ungleichge-
wicht zwischen amyloidogener und nicht-amyloidogener APP-Prozessierung resultiert [59].
Grundlegend ist die Bildung von A aber ein physiologischer Vorgang. Ap beeinflusst u.a. die
Bildung und Differenzierung von Neuronen [60] sowie die synaptische Plastizitét [61].

1.1.1.2 Tau-Protein

Das zweite pathophysiologische Merkmal der AD ist die Entstehung von neurofibrillaren Biin-
deln aufgrund einer Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins [17].

Das Tau-Protein ist ein vorwiegend neuronales Protein, das sich im Cytosol mit den Mikro-
tubuli assoziiert [62, 63]. Durch die Bindung des Tubulin-Proteins wird dessen Polymerisation
gefordert und stabilisiert. Daher ist es am strukturellen Aufbau und an dynamischen Prozessen
innerhalb des Neurons beteiligt [62]. Flr das Tau-Protein wird in diesem Zusammenhang eine
verstarkende Wirkung auf die mit dem Neuritenwachstum assoziierte Signaltransduktion pos-
tuliert [64].

Die Struktur des Tau-Proteins unterteilt sich in vier Regionen; einer N-terminalen Projektions-
region, einer Prolin-reichen Domaéne, einer Mikrotubuli-bindenden Domaéne und einer C-termi-
nalen Region [65]. Durch alternatives Splicing um die N-terminale Region und der
Mikrotubuli-bindenden Doméne entstehen sechs verschiedene Isoformen des Proteins [63].
Aufgrund des hohen Anteils an basischen Aminosauren und der daraus resultierenden positiven
Ladung ist das Tau-Protein sehr hydrophil und besitzt eine ungefaltete Anordnung der Amino-
séuren, die das Protein weniger kompakt als andere cytosolische Proteine sein lasst [63, 66].
Das Tau-Protein unterliegt verschiedenen posttranslationalen Modifikationen, die es streng in
seinen Eigenschaften und Funktionen regulieren [66]. Im Rahmen der AD-Pathogenese ist die
Phosphorylierung des Tau-Proteins in den Fokus der Forschung gertickt. Die Phosphorylierung
reguliert dessen Bindung von Mikrotubuli und ist mit der krankheitsbedingten Aggregation von
Tau assoziiert [67]. Der Bereich innerhalb und um die Mikrotubuli-bindende Doméne herum,
der insgesamt eine positive Ladung aufweist, wird durch die Phosphorylierung von Tau neutra-
lisiert [68]. Dies fuhrt zur Veranderung der Struktur der Mikrotubuli-bindenden Domane, wel-
che in einer Ablésung des Tau-Proteins von den Mikrotubuli resultiert [67]. Das abgeldste Tau
akkumuliert daraufhin in den neuronalen Zellkérpern und den Neuriten, in denen es unlésliche

Filamente bildet, die sich zu gepaarten helikalen Filamenten, den sogenannten neurofibrillaren
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Biindeln, zusammenlagern [69]. Die neurofibrillaren Biindel werden als neurotoxisch beschrie-
ben, da sie u.a. beeintréchtigend auf die mitochondriale Funktion und damit prooxidativ wirken
[70]. Zudem flhrt der Funktionsverlust des Tau-Proteins zu einer Dysfunktion des Cytoskeletts,
die letztendlich den Zelltod zur Folge haben [71]. Als auslésender Faktor fur dessen Entstehung
wird die Beeinflussung von Phosphatasen und Kinasen durch AB postuliert [72]. In Tiermodel-
len konnte gezeigt werden, dass die Expression von AP mit der Phosphorylierung des Tau-
Proteins einhergeht [73-75].

1.1.2 Zelluléare Dysfunktion/Neurotoxizitat

Die fur AD charakteristischen kognitiven Dysfunktionen stehen im Zusammenhang mit dem
erhohten AB-Vorkommen im Gehirn, das sich auf der vermehrten amyloidogenen APP-
Prozessierung und dem verminderten AB-Abbau begriindet [76]. Zu Beginn der Forschung uber
AD galten die AB-Ablagerung in Form von senilen Plaques als Ausloser fir die AD-
Pathogenese [52]. Da in einer Reihe von Untersuchungen in AD Patienten dieser postulierte
Zusammenhang nicht immer bestétigt werden konnte, riickte das AB-Oligomer in den Fokus
[54, 77]. Fur die AD-Pathogenese wird zudem den AB-assoziierten VVorgangen in den Mito-
chondrien eine zentrale Bedeutung fur die Degeneration der Neuronen zugesprochen [78]. lhre
Relevanz konnte schon friih durch mitochondriale morphologische Verédnderungen und eine
verminderte Mitochondrienanzahl in den Neuronen von AD Patienten herausgestellt werden
[79, 80]. Zudem konnte in den Gehirnen von Erkrankten ein verminderter Energiestoffwechsel
und eine Beeintrachtigung der Atmungskette festgestellt werden, die einen weiteren Hinweis
auf die mitochondriale Sché&digung geben [81, 82]. So konnte gezeigt werden, dass durch AB
die Aktivitat der Cytochrom-c-Oxidase, der a-Ketoglutarat-Dehydrogenase und der Pyruvat-
Dehydrogenase in den Mitochondrien gehemmt wird [83]. Dementsprechend wird eine vermin-
derte ATP-Produktion beschrieben, die auf eine gestorte oxidative Phosphorylierung zuriickzu-
fihren ist und die Hypothese der AB-Toxizitat auf mitochondrialer Ebene unterstutzt [84, 85].
Als eine wesentliche Folge der mitochondrialen AB Akkumulation gilt die Erzeugung von oxi-
dativem Stress, der verschiedene Auswirkungen hat [86]. So fuhrt die Lipidperoxidation der
Membranlipide zur Schadigung des mitochondrialen Membranpotentials, die zusétzlich durch
die Integration des AB-Peptids in die Membran verstarkt wird [87]. Die verminderte Glukose-
Versorgung der Neuronen ist ebenfalls auf die Lipidperoxidation zurlickzuftihren, die den Glu-
kose-Transport iber die Membran hemmt [88].

Weiterhin konnte eine erhdhte Menge der oxidierten Nukleinsdaure 8-Hydroxydesoxyguanosin

in Gehirnen von AD Patienten festgestellt werden, die auf oxidative Schéden der
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mitochondrialen und nukledaren DNA hinweist [89]. Ebenfalls sind oxidative Veranderungen
von Enzymen und Strukturproteinen nachweisbar, die zu deren Funktionsverlust fihren [90].
Dazu zahlt auch die verminderte Aktivitat von antioxidativen Enzymen, wie z.B. der Super-
oxid-Dismutase (SOD), der Katalase und der Glutathion-Peroxidase [91, 92].

Auf zellulérer Ebene wird die Induktion einer Calcium-Dyshomd@ostase als ein weiterer durch
AP verursachter pathologischer Mechanismus beschrieben [93]. Durch die Interaktion von A
mit dem NMDA-Rezeptor ist der Ca**-lonen-Einstrom in die Zelle erh6ht [94]. Als Folge der
gestorten Membranpermeabilitéat verliert das Mitochondrium die Eigenschaft die vermehrt ein-
stromenden Ca?*-lonen abzupuffern [78]. Zusatzlich wird die lonen-Homoostase und damit der
transmembrane Protonengradient durch die AB-bedingte Hemmung der Na*/K*- und der Ca?*-
ATPase gestort [95, 96]. Dies und die AB-induzierte Beeinflussung proapoptotischer Gene flihrt
zur Freisetzung von Cytochrom C in das Cytoplasma und bedingt damit die Aktivierung von

Caspasen, die letztendlich die Apoptose der Zelle einleiten [97].

1.1.3 Genetische Faktoren

Im Rahmen der AD-Pathogenese werden verschiedene genetische Risikofaktoren beschrieben,
die meist zur Entstehung einer EOAD flhren, welche sich charakteristischerweise vor dem
65. Lebensjahr manifestiert [98]. In diesem Zusammenhang wird haufig das Krankheitsbild des
Down-Syndroms angeftihrt, das auf einem dritten zusétzlichen Chromosom 21 beruht und da-
her auch als Trisomie 21 bezeichnet wird [99]. Da auf dem Chromosom 21 das APP-Gen ko-
diert ist, ist eine erhdhte APP-Expression beobachtbar, die frith zu einer vermehrten Ap-
Bildung fuhrt und damit mit einem erhdhten Risiko fur die Entstehung von AD verbunden ist
[100, 101].

Weiterhin konnten genetische Studien im Rahmen der AD-Erkrankung 52 pathogene Mutatio-
nen im APP-Gen identifizieren, die mit einer vermehrten Ablagerung von AP assoziiert sind
[102]. Unter anderem wurden Duplikationen der APP-Sequenz detektiert, welche die Effekte
einer Trisomie 21 partiell imitieren. AuRerdem werden verschiedene Arten von Punktmutatio-
nen beschrieben, welche die Amyloidogenese fordern. Dazu z&hlen u.a. Missense-Mutationen,
die viermal haufiger als die Verdopplung der APP Sequenz in AD Patienten nachgewiesen wer-
den konnten [103, 104]. APP-Mutationen im proteolytischen Schnittbereich der - und der vy-
Sekretase fiihren zu einer insgesamt erhohten AB-Bildung oder zu einer toxischen Verschie-
bung des Verhéltnisses von AB1-40 zu AP1.42, verbunden mit einer erhohten Akkumulation des
toxischeren AP1-42 [103].
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Initial wurde im Zusammenhang mit der Entstehung der familiaren AD die Mutation der Gene
PSEN1 und PSEN2 entdeckt, welche die Préaseniline 1 und 2 kodieren und das katalytische
Zentrum des y-Sekretase-Protease-Komplexes bilden [105-107]. Am hdufigsten liegt einer
EOAD eine autosomal-dominante Mutation des PSEN1-Gens zugrunde [108]. Eine Mutation
des auf Chromosom 14 befindlichen PSEN1-Gens bedeutet, dass der Betroffene in jedem Fall
an AD erkrankt und durch den schwerwiegenden Krankheitsverlauf schon sehr frih die charak-
teristische Symptomatik zeigen kann [109]. Dahingegen ist die Mutation des fur Prasenilin 2
kodierenden PSEN2-Gens, das auf Chromosom 1 liegt, seltener als Grund fir die Entstehung
einer familiaren AD verantwortlich zu machen. AuRerdem ist das Erkrankungsalter fiir AD bei
PSEN2-Mutationstragern hoher als bei PSEN1-Mutationstragern [110].

Im Zusammenhang mit der Entstehung der sporadischen LOAD werden ebenfalls genetische
Risikofaktoren beschrieben. Es konnte beobachtet werden, dass bei AD-Patienten vermehrt das
Apolipoprotein E (APOE) 4-Allel vorliegt [111]. Apolipoproteine vermitteln als Bestandteile
von Lipoproteinen den Lipidtransport zwischen den Zellen verschiedener Organe und innerhalb
von spezifischen Geweben [112]. Als Ligand fur spezifische Zellmembranrezeptoren wie z.B.
dem integralen LDL (low density lipoprotein)- Rezeptor reguliert APOE (ber die Bindung die
Entfernung von Lipoproteinen aus dem Blutplasma [112]. Das ZNS (Zentrales Nervensystem)
ist nach den Hepatozyten ein Hauptsyntheseort fiir APOE, in dem die Synthese Uberwiegend
durch die Astrozyten erfolgt [113]. APOE existiert in den drei Isoformen APOE2, APOE3 und
APOEA4, die im Zusammenhang mit der AD-Pathogenese unterschiedliche Risikopotentiale
aufweisen [113]. Wahrend APOE3 am héaufigsten vorzufinden ist und damit als die normale
Form gilt, unterscheiden sich APOE2 und APOE4 von dieser durch die Substitution einer ein-
zelnen Aminoséure an Position 112 bzw. 158 [113]. Ein vorliegendes APOE2-Allel wird als
protektiv gegenlber der Entstehung von AD postuliert [114]. Dagegen ist bereits durch ein
heterozygot vorhandenes APOE4 das Risiko fir AD erhoht [115]. Im ZNS ist das HDL (high
density lipoprotein) das vorherrschende Lipoprotein, das mithilfe von APOE Cholesterol und
AP transportieren kann [116]. Das Vorliegen des APOE4-Allels scheint sowohl mit einer er-
hohten AB-Synthese als auch mit einem verminderten Abbau von AP assoziiert zu sein [117,
118]. In Gehirnen von AD-Patienten konnte gezeigt werden, dass APOE4 mit erhohten AP1-40-
Spiegeln [119] und einer verstarkten AB-Oligomerisation einhergeht [116]. Diese Beobacht-
ungen werden im Zusammenhang mit dem LRP-Rezeptor diskutiert, der u.a. die Aufnahme von
AP in Verbindung mit APOE in die neuronale Zelle vermittelt [120]. Im Vergleich zu APOE3
weist APOE4 eine hohere Bindungsaffinitat gegentiber dem LRP-Rezeptor auf, wodurch ge-
bundene AB-Peptide eher in die Neuronen aufgenommen werden [121]. Zudem ist APOE4 mit
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einer Beeintrachtigung von neuronalen Reparaturmechanismen und der neuronalen Plastizitét
assoziiert, die das Fortschreiten von degenerativen Prozessen beglinstigen [122].

Im Kontext des zerebralen Lipidstoffwechsels konnte einem weiteren APOE-Rezeptor, dem
neuronalen SORL1 (sortilin-related receptor 1), ebenfalls eine Relevanz fur die AD-
Pathogenese zugesprochen werden. Fir SORL1 wird eine protektive Funktion postuliert, da im
Rahmen einer LOAD eine verminderte Produktion des Proteins festgestellt werden konnte
[123]. Es wird angenommen, dass SORL1 eine zentrale regulierende Funktion fur den Trans-
port und die Prozessierung von APP hat. SORL1 bindet APP und verhindert dadurch die Pro-

zessierung durch zellmembranstdndige Enzyme [124, 125].

1.2 Ausgewahlte nutritive Faktoren mit Einfluss auf die Alzheimer-Pathogenese

Im Rahmen der Erforschung nutritiver Faktoren mit Einfluss auf die AD-Pathogenese wurde
Cholesterol als Risiko-steigernd und dessen Strukturhomolog Vitamin D als Risiko-senkend
diskutiert [126-128]. Die unterschiedlichen Einflisse beider Erndhrungsfaktoren werden im

Folgenden erortert.

1.2.1 Cholesterol

Aus einer Vielzahl von Studien geht eine Assoziation zwischen der Hypercholesteroldamie und
der AD-Pathogenese hervor. Erste Zusammenhénge konnten durch epidemiologische Studien
aufgezeigt werden, die durch Tierstudien bestatigt werden konnten [126, 127, 129]. Die Blut-
hirnschranke des Menschen ist zwar nicht permeabel fiir Cholesterol, aber flr dessen Metabo-
lite. Der Austausch von Oxysterolen tber die Bluthirnschranke wird als ein Erklarungsansatz
fiir den beschriebenen Zusammenhang diskutiert [130].

Im Organismus ist Cholesterol eine wichtige strukturelle Komponente der Zellmembranen,
welche die Membranpermeabilitat und die Membranfluiditat beeinflusst. Dabei wirkt es auch
an der Bildung von Mikrodomanen wie den lipid rafts in der Membran mit [131]. Lipid rafts
verandern durch die Einlagerung von verschiedenen Lipidstrukturen (Steroide, Sphingolipide)
stellenweise die Struktur der Lipiddoppelschicht und damit auch Signaltransduktionsprozesse
[132].

Cholesterol kann entweder tber die Nahrung aufgenommen oder durch den Organismus selbst
synthetisiert werden [133]. Die zum grof3en Teil in der Leber stattfindende Eigensynthese wird
durch das vorliegende Cholesterolangebot reguliert. Uber eine Feedback-Regulation hemmt
Cholesterol die HMG-CoA (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A)-Reduktase, welche das

Schlisselenzym der Cholesterol-Biosynthese darstellt [134]. Das in die Leberzelle
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aufgenommene Cholesterol und das synthetisierte Cholesterol wird iber Lipoproteine zu den
Geweben transportiert. Plasma-Lipoproteine sind wasserlésliche Makromolekiile, die sich aus
Phospholipiden, Apolipoproteinen und verschiedenen Lipiden (Triglyceriden, Cholesterol,
Cholesterolestern) zusammensetzen. Die Apolipoproteine regulieren die Verstoffwechslung
der Lipoproteine Uber die Interaktion mit Membranrezeptoren [135].

Das Gehirn ist das Organ mit dem hochsten Cholesterolgehalt im menschlichen Organismus
[136]. Cholesterol ist ein Bestandteil der Myelinscheiden und der Plasmamembranen der Neu-
ronen und der Gliazellen [137]. Zudem ist es essenziell fur die Myelinisierung wahrend der
Hirnentwicklung, die Modulation des Dendriten-Auswuchses und die Synaptogenese [137,
138]. Da der Cholesterolstoffwechsel des Gehirns durch die Bluthirnschranke vom restlichen
Organismus getrennt ist, erfolgt im Gehirn groBtenteils eine de novo Synthese durch die Glia-
zellen [139]. Dies sind vor allem die Astrozyten, die analog zu den Hepatozyten Cholesterol
synthetisieren und es zusammen mit APOE uber einen ABC (ATP-binding cassette)-Transpor-
ter aus der Zelle heraus transportieren. Das an APOE gebundene Cholesterol wird anschlief3end
von Neuronen tiber LDL-Rezeptoren aufgenommen [130]. In den Neuronen wird u.a. das Oxy-
sterol 24S-Hydroxycholesterol gebildet, fir das eine regulatorische Funktion in Bezug auf die
durch Gliazellen vermittelte APOE-Synthese postuliert wird [140]. Das 24S-Hydroxycho-
lesterol kann die Bluthirnschranke passieren und ermdglicht die Entfernung von tberschissi-
gem Cholesterol aus dem Gehirn [130]. Weiterhin besteht ebenfalls ein Cholesterolaustausch
zwischen dem Blut und dem Gehirn tiber 27-Hydroxycholesterol. Uber diesen Metaboliten
konnte einer Tiermodellstudie zufolge, eine Hypercholesteroldamie die Gehirnfunktion beein-
flussen [141].

1.2.2 Vitamin D

Aus verschiedenen Untersuchungen geht hervor, dass erniedrigte Plasmakonzentrationen von
Vitamin Dz moglicherweise mit einem erhdhten Risiko fiir die Entstehung von Demenz asso-
ziiert sind [128, 142, 143]. Vitamin D3 ist ein Steroidhormon, das sowohl tber die Nahrung
aufgenommen wird als auch durch den humanen Organismus selbst synthetisiert werden kann,
weshalb es geméls Definition kein Vitamin ist [144]. In der Abbildung 1.2 ist der humane Vi-
tamin D-Stoffwechsel sowie die durch den aktiven Vitamin Ds-Metaboliten 1,25(0OH)2 Chole-

calciferol vermittelte Regulation des Calcium- und Knochenmetabolismus dargestellt.
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Abbildung 1.2: Stoffwechsel und Funktion von Vitamin D im humanen Organismus.

Das in der Haut vorliegende 7-Dehydrocholesterol wird durch die Einwirkung von UVB-Strahlung und durch die
Kdrperwérme in Vitamin D3 umgewandelt. Dieses und das durch die Nahrung aufgenommene Vitamin D3 gelangt
Uber den Blutkreislauf in die Leber, in der es zu 25(OH)Ds hydroxyliert wird. AnschlieBend erfolgt in der Niere
die weitere Hydroxylierung zum metabolisch aktiven 1,25(0OH).Ds. Die renale 1,25(0OH),D3 Bildung wird u.a.
durch die Phosphat-, Calcium- und Parathormon (PTH)-Spiegel im Blut beeinflusst. Zu den wichtigsten Geweben,
auf die 1,25(0OH),D3 eine Wirkung hat, z&hlen die Knochen, die Nieren und das Intestinum. Im Intestinum und in
der Niere wird durch 1,25(0OH),D5 die Aufnahme von Calcium und Phosphat gesteigert. Bei niedrigen Calcium-
konzentrationen im Blut kénnen durch PTH die Osteoblasten zur RANK(L) (receptor activator of nuclear factor-
kB (ligand))-Sekretion veranlasst werden und durch RANKL werden anschlielend die Osteoklasten aktiviert, die
Calcium und Phosphat aus den Knochen freisetzen. Modifiziert nach Holick [144].

Im Rahmen der Eigensynthese findet der erste Schritt in der Haut statt, in dem durch die Ein-
wirkung von Ultraviolett B (UVB)-Strahlung 7-Dehydrocholesterol zu Provitamin D3 umge-
wandelt wird. AnschlieRend erfolgt mittels der Kérperwarme die Umwandlung zu Vitamin D3
(Cholecalciferol). In der Leber wird Vitamin Dz mithilfe der 25-Hydroxylase zu 25-Hydroxy-
Cholecalciferol (25(OH)D3s) hydroxyliert. Im letzten Schritt wird in der Niere durch die 1-a-
Hydroxylase das metabolisch aktive 1,25-Dihydroxy-Cholecalciferol (1,25(0OH)2D3) aus
25(0OH)Ds gebildet [145, 146]. Eine wichtige nutritive Vitamin Ds-Quelle sind v.a. Fettfische
[146]. Der Vitamin Ds-Status der deutschen Bevolkerung wird als unzureichend eingestuft
[147].
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Vitamin D3 erfiillt im menschlichen Organismus eine Reihe an Funktionen, die tber zwei ver-
schiedene Wirkmechanismen vermittelt werden. Der bekanntere Mechanismus ist die Interak-
tion von Vitamin D3 mit dem nukledren Vitamin D-Rezeptor (VDR), woraus ein aktivierter
Transkriptionsfaktor resultiert, der die Genexpression von Proteinen reguliert [144, 148]. Der
zweite neu entdeckte Mechanismus beinhaltet die Bindung von Vitamin Dz an den
1,25(0OH).D3- membrane associated rapid response steroid-binding (MARRS)-Rezeptor.
Membran-assoziierte Rezeptoren vermitteln Vitamin D3 assoziierte Effekte schneller als der
nukledre VDR. Dazu zahlt u.a. die Aktivierung von Calcium-Kandlen und die Modulation von
intrazellularen Proteinen der Signaltransduktion wie z.B. der Proteinkinase C (PKC), der mito-
gen-activated protein (MAP)-Kinase, den Phosphoinositid-3 (PI3)-Kinasen und der Ade-
nylatcyclase [148, 149].

Vitamin Ds ist essenziell fur den Calcium- und Phosphatstoffwechsel. Eine konstante Calcium-
konzentration im Blutplasma ist flr die neuromuskulére Funktion, die Signaltransduktion und
verschiedene Stoffwechselprozesse erforderlich [146]. Fir die Regulation werden als klassi-
sche Zielorgane das Intestinum, die Nieren und die Knochen beschrieben (Abbildung 1.2)
[144]. Durch die Interaktion mit dem nukledren VDR werden im Dinndarm vermehrt Proteine
exprimiert, welche die Calcium-Absorption aus der Nahrung steigern. Gleichzeitig erfolgt eine
gesteigerte passive Absorption von Phosphat. Zusammen mit dem Parathormon steuert Vita-
min D3 die Calcium-Reabsorption in der Niere. Wenn die Absorption insgesamt nicht ausrei-
chend ist, wird in den Osteoblasten die Expression des receptor activator of nuclear factor-xB
Liganden (RANKL) durch das Parathormon induziert. RANKL induziert eine verstarkte Rei-
fung der Osteoklasten, wodurch Vitamin D3 zu einer gesteigerten Calcium- und Phosphat-Mo-
bilisation aus dem Knochen fuhrt [144, 150].

Neben den klassischen Zielorganen werden weitere Organe beschrieben, die sich bedingt durch
das Vorhandensein eines VDRs als ein moglicher Wirkort flr Vitamin D3 herausgestellt haben.
Uber den VDR in der Nebenschilddriise fiihrt Vitamin D3 beispielsweise zu einer Senkung der
Expression des Parathormon-Gens, wobei die Parathormon-Sekretion primér durch die Cal-
cium-Spiegel im Blutserum reguliert wird [151]. Weiterhin hat Vitamin D3 einen Einfluss auf
die Differenzierung und Funktion der Zellen des Immunsystems. Der VDR wird u.a. von Ma-
krophagen, CD4+ T-Zellen und dendritischen Zellen exprimiert. Dahingegen wird MARRS in
allen Immunzellen exprimiert. Vitamin Dz induziert eine gesteigerte Expression von antiin-
flammatorischen Cytokinen und eine Reduzierung der Bildung von pro-inflammatorischen Cy-
tokinen [152, 153]. Durch die antiinflammatorische Wirkung wird Vitamin D3 auch als

protektiv gegentiber der Entstehung von kardiovaskuldren Erkrankungen eingestuft [153].
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Zudem weist Vitamin D3 anti-proliferative und proapoptotische Eigenschaften auf, die zusam-
men mit der stimulatorischen Wirkung auf Differenzierungsprozesse die Entstehung von Krebs
hemmen [154]. AulRerdem wird fur Vitamin D3 eine regulierende Wirkung auf die Insulinsek-
retion postuliert, die sich auf den nachgewiesenen VDR in pankreatischen pB-Zellen zuriick-
fiihren lasst. In diesem Zusammenhang wird beschrieben, dass eine geringe Vitamin D3z-Zufuhr
mit einem erhohten Risiko fir die Entwicklung des Metabolischen Syndroms und der Typ 2
Diabetes einhergeht [155].

Im Hinblick auf die AD-Forschung wird Vitamin Ds als neuroprotektiv diskutiert. Dies ergibt
sich zum einen aus dem beobachteten Zusammenhang zwischen erniedrigten Vitamin D3 Plas-
makonzentrationen und erhohtem Erkrankungsrisiko [156, 157]. Zum anderen konnte als ein
Hinweis auf die cerebrale Aktivitat Vitamin Dz in der zerebrospinalen Flissigkeit und der VDR
sowie die 1-a-Hydroxylase auch im Gehirn nachgewiesen werden [158, 159]. In einer Tiermo-
dellstudie konnte gezeigt werden, dass Vitamin D3 antioxidativ gegenuber Zink-induzierten
oxidativen Schédigungen im ZNS wirkt [160]. In einer weiteren in vivo Studie bewirkte Vita-
min D3 eine Hemmung der Bildung der induzierbaren Stickstoffmonoxid Synthase (inducible
nitric oxide synthase; iNOS), deren Aktivitat mit Erkrankungen des ZNS assoziiert wird [161].
Dartiber hinaus steigert Vitamin Dz die Synthese von neurotrophen Faktoren wie z.B. den Ner-
venwachstumsfaktor (nerve growth factor; NGF) , die wahrend der AD im Gehirn fehlreguliert
und ungleichmé&Rig verteilt werden [162, 163]. Es konnte auf3erdem festgestellt werden, dass
Vitamin D3 die durch Makrophagen vermittelte Phagocytose von AP verbessert und damit des-
sen Abbau fordert [164].

1.3 Transkriptionsfaktoren

Transkriptionsfaktoren sind regulatorische Proteine, die sich an spezifische Bereiche der DNA
binden und dadurch die Bindung der DNA-abh&ngigen RNA-Polymerase an den Kernpromotor
beeinflussen [165].

Nukledre Hormonrezeptoren sind zundchst cytosolisch vorliegende Transkriptionsfaktoren, die
durch die Bindung von Liganden, wie z.B. Hormonen, aktiviert werden und dann in den Kern
translozieren. Im Gehirn regulieren nukledre Hormonrezeptoren eine Vielzahl von Prozessen,
zu denen u.a. der Lipid-Stoffwechsel, die antiinflammatorische Antwort und die synaptische
Funktion gehdren. Aus diesem Grund wird in der Modulation der Aktivitat von nukledren Hor-
monrezeptoren eine Moglichkeit zur Therapie der AD gesehen [166].

Die Transkriptionsfaktoren der FOXO-Familie sind an der Regulation zahlreicher Prozesse be-

teiligt, die mit der Langlebigkeit des humanen Organismus assoziiert sind und im Rahmen von
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Alterungsprozessen eine Rolle spielen. Daher sind sie auch in Bezug auf die Entstehung der
AD von Interesse [167].

1.3.1 Die nuklearen Hormonrezeptoren VDR und PPAR

Nukledre Hormonrezeptoren (NHR) sind durch Liganden induzierbare Transkriptionsfaktoren.
Als Liganden fungieren kleine lipophile Molekdile wie Steroid- und Schilddriisenhormone, Re-
tinoide und Vitamin D [168]. Diese Liganden sind essenziell fir das Wachstum, den Stoff-
wechsel und die Entwicklung des Organismus [169]. Insgesamt werden fir den Menschen 48
Mitglieder der NHR-Superfamilie beschrieben, die aufgrund der evolutionaren Entstehung in
sechs Unterfamilien Kklassifiziert werden kann [170, 171].

Eine weitere Einteilung kann bedingt durch die DNA-Bindungscharakteristika in drei Gruppen
vorgenommen werden. Die erste Gruppe bindet als Homodimer an die DNA und beinhaltet
Steroidhormonrezeptoren, wie z.B. Glukokortikoid- und Ostrogenrezeptoren. In der zweiten
Gruppe sind Rezeptoren zusammengefasst, die mit Retinoid-X-Rezeptoren (RXR) wie dem
VDR oder dem peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) Heterodimere bilden. Die
Rezeptoren der dritten Gruppe sind hingegen als Monomere aktiv, wie beispielsweise der est-
rogen-related receptor (ERR) [172].

Die grundlegende Struktur eines nukledren Hormonrezeptors setzt sich aus einer variierenden
N-terminalen Domane, einer hoch-konservierten zentralen DNA-bindenden Doméne (DBD)
und einer funktionell komplexen C-terminalen Liganden bindenden Doméne (LBD) zusammen
[173]. Die N-terminale Doméne wird auch als A/B-Domane bezeichnet und enthalt eine Li-
ganden-unabhangige Aktivierungsfunktion (AF-1). Als modulierende Doméne des nukledren
Hormonrezeptors weist sie sowohl in der GrolRRe als auch in der Sequenz die hdchste Variabilitat
auf und vermittelt die Promotor-spezifische und Zell-spezifische Aktivitat des nukledren Hor-
monrezeptors. AuBBerdem ist sie durch die vorhandene AF-1 das Ziel flr posttranslationale Mo-
difikationen, wodurch die transkriptionelle Aktivitdt des nukledren Hormonrezeptors
beeinflusst werden kann [169]. Uber die DBD wird dem nukleéren Hormonrezeptor ermdglicht,
spezifische Zielsequenzen in der DNA zu erkennen und die Transkription zu beeinflussen. Die
Kernstruktur der DBD besteht aus zwei Zinkfingern. Die a-Helix (P-Box) im ersten Zinkfinger
vermittelt die sequenzspezifischen Interaktionen mit der DNA. Uber die a-Helix (D-Box) des
zweiten Zinkfingers kann sich der nukledre Hormonrezeptor hetero- oder homodimerisieren.
Weiterhin verfugt die DBD (ber eine variable C-terminale Verlangerung, die entweder die
DNA-Bindung stabilisiert oder an den Protein-Protein Kontakten des DBD-Dimers beteiligt ist
[174]. Als multi-funktionale Doméne ist die LBD neben der Bindung des Liganden fir die
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Vermittlung der Hetero- und Homodimerisierung des nuklearen Hormonrezeptors, der Interak-
tion mit Hitzeschockproteinen und der Liganden-abhdngigen transkriptionellen Aktivitat zu-
stdndig. Die LBD ist aus 11 bis 13 konservierten a-helikalen Regionen aufgebaut, die als
dreischichtiges antiparalleles Sandwich gefaltet sind. In der unteren Hélfte verborgen verflgt
die LBD uber eine hydrophobe Hohle, die der Bindung von Liganden dient und deren GréRe
vom Typ des nukledren Hormonrezeptors abhangig ist. Zuséatzlich verfiigt die LBD uber eine
AF-2, die durch die Interaktion mit Liganden ihre Konformation andert und damit auch eine
Neuanordnung der a-Helices induziert, wodurch in der LBD Bindungsstellen fur Co-Aktiva-
toren entstehen [169, 174].

Um die Transkription eines Gens zu beeinflussen, ist die Bindung des nukle&ren Hormonrezep-
tor-Komplexes an das hormone response element (HRE) in der DNA notwendig. Das HRE ist
ein spezifisches DNA-Motiv, das entweder nah am Kernpromotor oder im Bereich des enhan-
cers lokalisiert ist. Es setzt sich aus zwei half-sites zusammen, die jeweils hexamere Nukleo-
tidsequenzen darstellen und die Bindung von Dimeren erméglichen [169, 175]. Die Spezifitat
fiir die zu bindenden Dimere ergibt sich aus der variierenden Anzahl von Nukleotiden zwischen
den beiden half-sites und durch die Sequenz der half-sites, die entweder palindromisch, inver-
tiert palindromisch oder als direct repeats strukturiert sein kann [176].

Der VDR und der PPAR sind jeweils im Nukleus lokalisierte nukledre Hormonrezeptoren, die
sich infolge der Liganden-induzierten Aktivierung mit dem RXR heterodimerisieren [172].

Vitamin D-Rezeptor

Der VDR bindet als Liganden das Steroidhormon 1,25(0OH).D3, wodurch eine Bindung des
Komplexes mit dem RXR induziert wird. Dieser Komplex aus aktivem Vitamin Dz und VDR-
RXR-Heterodimer ist dazu in der Lage, die Vitamin D responsive elements (VDRE) in der
DNA-Sequenz der Vitamin D regulierten Gene zu erkennen. Primar wird in diesem Zusam-
menhang die Expression von Genen reguliert, die der Aufrechterhaltung der Knochen- und Mi-
neralstoffhomoostase dienen [177]. Dazu z&hlt z.B. die Induktion des intestinalen
Calciumkanals TRPV®, der die Resorption von Calcium fordert [178]. Weiterhin stimuliert der
Komplex die Expression der Proteine RANKL, Osteopontin und low-density lipoprotein recep-
tor-related protein 5 (LRP5), die an der Mineralisation des Knochens beteiligt sind [179].
Durch die vermehrte Expression von fibroblast growth factor 23 (FGF23) nimmt der Komplex
Einfluss auf die renale Phosphatreabsorption [180]. Weitere Zielgene sind mit der Karzinoge-

nese, der Funktion des Immunsystems und dem allgemeinen Stoffwechsel assoziiert [177].
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Rezeptoren der PPAR-Familie

Die PPAR-NHR-Familie umfasst die Mitglieder PPARa, PPARYy und PPARP/S, die jeweils in
aktivierter Form mit dem RXR heteromerisieren, um sich an das PPAR response element
(PPRE) der DNA binden zu kénnen. Die PPARs unterscheiden sich untereinander durch ihre
Liganden und Expressionsorte [170].

PPARa wird hauptséchlich in der Leber exprimiert und reguliert verschiedene Gene, die fur
Proteine des Lipidstoffwechsels kodieren. Dazu zahlen u.a. Transportproteine fur Fettséuren,
Enzyme der B-Oxidation und Enzyme der Ketogenese. Als Liganden fiir PPARa agieren ver-
schiedene Fettsauren. Durch die Veranderung von deren zelluldrer Konzentration wird die Ak-
tivitdt von PPARa gesteuert, der als Sensor fungiert und eine Anpassung des Lipidstoffwechsels
an die vorliegende Situation ermdglicht [181]. Dementsprechend wird PPARa als Zielprotein
der Fenofibrate genutzt, die zur Therapie von Hypertriglyceriddmien und Hypercholesterol-
amien eingesetzt werden [182].

Auch PPARYy ist mit dem Lipidstoffwechsel assoziiert und spielt fiir die Adipogenese und die
Glukosehomoostase eine Rolle [183]. Die Expression findet primér im Fettgewebe statt, in dem
PPARYy als Masterregulator der Adipogenese und Fettspeicherung aktiv ist [184]. Insgesamt
werden fiir PPARy vier Isoformen beschrieben, die in unterschiedlichen Geweben exprimiert
werden [185]. Als Liganden werden einfach und mehrfach ungesattigte Fettsduren sowie
Eicosanoide postuliert [186]. Als nachgewiesener Ligand gelten die antidiabetischen Thiazolid-
indione (Glitazone) [187].

PPARP/d wird ubiquitdr exprimiert und durch die Interaktion mit mehrfach ungesattigten Fett-
séuren sowie deren Metaboliten aktiviert [188]. PPARP/S ist an vielen Prozessen als Transkrip-
tionsfaktor beteiligt, die im Rahmen der Pravention und Behandlung des Metabolischen
Syndroms im Fokus stehen [189]. Die Aktivitdit vom PPARP/6 wird mit erhdhten HDL-
Spiegeln, einer verbesserten Insulinsensitivitat und einer antiinflammatorischen Wirkung asso-
ziiert [190].

Durch die Interaktion mit Agonisten wie Fibraten, Statinen und nichtsteroidalen Antirheuma-
tika vermitteln PPARs neben antiinflammatorischen und metabolischen Effekten auch eine
Wirkung auf den AB-Stoffwechsel. In diesem Kontext wird u.a. eine Hemmung der amyloido-
genen APP-Prozessierung, eine Steigerung der nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung sowie

ein verstirkter Abbau von AB-Ablagerungen beschrieben [191-194].
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1.3.2 Der FOXO Transkriptionsfaktor

Forkhead-Class O (FOXO)-Proteine sind hoch-konservierte Transkriptionsfaktoren, die auf-
grund von zelluldarem Stress aktiviert werden und daraufhin Proteine regulieren, welche die
Stressantwort vermitteln. Die regulierten Proteine sind an der zellularen Energieproduktion, der
Resistenz gegeniliber oxidativem Stress, der Zellviabilitat und der Proliferation beteiligt [195].
In diesem Zusammenhang wird die Aktivitdt von FOXO mit der Tumor-Suppression, der Re-
gulation des Energiestoffwechsels und der Verzogerung von Alterungsprozessen assoziiert
[167, 196].

Homologe FOXO-Gene werden in Drosophila melanogaster mit dFOXO und in Caenorhabdi-
tis elegans (C. elegans) mit daf-16 beschrieben, die in genetischen Studien zur Untersuchung
von molekularen Wirkmechanismen herangezogen wurden [197, 198]. In S&ugetieren konnten
vier Mitglieder der FOXO-Subfamilie identifiziert werden: FOXO1, FOX03, FOX04 und
FOXO06. Deren Expression kann in den meisten Geweben nachgewiesen werden, wobei die
Menge variiert. In der Leber und im Fettgewebe findet eine verstarkte Expression von FOXO1
statt [199, 200]. FOXO3 wird am stérksten im Herzgewebe und den Neuronen exprimiert und
FOXO04 hauptséchlich im Muskelgewebe [201]. Im Gehirn ist eine hohe Expressionsrate von
FOXO06 vorzufinden [202].

Alle FOXO-Transkriptionsfaktoren verfligen tber eine hoch-konservierte als forkhead box be-
zeichnete DNA-Bindungsdoméne, die etwa 110 Aminosauren umfasst und &hnlich zum Helix-
Loop-Helix-Motiv gefaltet sind [203]. In der Néahe der forkhead box befinden sich zudem kon-
servierte Sequenzen, die fur die translozierende Bewegung zwischen dem Cytoplasma und dem
Nukleus notwendig sind [204].

Die Aktivitat von FOXO wird auf transkriptioneller, posttranskriptioneller und auf posttransla-
tionaler Ebene reguliert [205]. Durch Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung und
Ubiquitinierung kann im Rahmen der posttranslationalen Modifikation entweder eine Hem-
mung oder eine Aktivierung von FOXO erfolgen, die (iber die Veradnderung der Lokalisation,
der Stabilitat, der DNA-Bindung oder der Protein-Protein-Interaktionen vermittelt wird [206].
Posttranslationale Modifikationen ereignen sich im Zusammenhang mit diversen Signalwegen,
die infolge von externen Stimuli reguliert werden. Hierzu z&hlen vor allem die durch Insulin,
verschiedene Wachstumsfaktoren, oxidativen Stress und Nahrungsinhaltsstoffe aktivierten Sig-
nalwege [206].

In genetischen Studien mit C. elegans konnte gezeigt werden, dass die FOXO-Proteine das
Hauptziel des Insulin/Insulin-like growth factor (IGF)- Signalweges sind, der regulierend auf

die Entwicklung, den Stoffwechsel und Langlebigkeit wirkt [207, 208]. Der IGF-Signalweg
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wird durch die Bindung von Insulin oder Wachstumsfaktoren an den membrangebundenen Re-
zeptor mit einer intrazellul&ren Tyrosin-Kinase-Domane eingeleitet, wodurch die Phosphatidy-
linositol-3-Kinase (PI3K) rekrutiert und aktiviert wird [209]. PI3K aktiviert daraufhin
verschiedene Serin/Threonin-Kinasen wie z.B. die AKT-Kinase und die serum and glucocorti-
coid-induced kinase (SGK). Durch diese Kinasen wird eine dreifache Phosphorylierung von
FOXO erreicht, welche die Bindung des Chaperon-Proteins 14-3-3 ermoglicht, das FOXO aus
dem Nukleus exportiert und damit dessen transkriptionelle Aktivitat hemmt [210-212]. Die
Insulineffekte auf den Glukosestoffwechsel werden somit zum Teil durch die Hemmung der
transkriptionellen Aktivitat von FOXO vermittelt. FOXO fordert in diesem Zusammenhang die
Glukoneogenese durch die Induktion der Transkription der Glukose-6-Phosphatase und Phos-
phoenolpyruvat-Carboxykinase und hemmt die Genexpression von Proteinen flr die Verstoff-
wechslung von Glukose [213].

Aufgrund von oxidativem Stress erfolgt ebenfalls eine Phosphorylierung von FOXO. Unter
diesen Bedingungen werden neben AKT verschiedene Kinasen der MAPK-Familie wie der
extracellular-signal regulated kinase (ERK), p38-MAPK und Jun-N-terminal kinase (JNK) so-
wie die mammalian Ste20-like kinase 1 (MST1) aktiv und vermitteln eine veranderte subzellu-
lare Lokalisation und Aktivitat von FOXO [214]. Im Gegensatz zu AKT fuhren die durch MST1
und JNK vermittelte Phosphorylierung von FOXO4 zu dessen Aktivierung durch eine ver-
mehrte nukleére Lokalisation [206]. Die so regulierten Gene kodieren fur antioxidativ wirksame
Proteine wie z.B. die Superoxid-Dismutase oder vermitteln eine proapoptotische und antikan-
zerogene Wirkung zum Schutz des Organismus [195].

Infolge von oxidativem Stress wird auBerdem die Acetylierung von FOXO durch die gegen-
sétzliche Aktivitat von Acetylasen und Deacetylasen reguliert. Die Histon-Acetyltransferasen
cAMP-response element-binding protein (CBP) und p300 acetylieren sowohl FOXO, wodurch
dessen Aktivitat gehemmt wird, als auch die Histone, wodurch die DNA fir Transkriptionsfak-
toren zuganglich wird. Daher kann sich die Acetylierung von FOXO hemmend und auch for-
dernd auf dessen Transkriptionsaktivitat auswirken, wobei vermehrt eine hemmende Wirkung
beobachtet werden kann [204, 215]. Im Zusammenhang mit der Deacetylierung von FOXO ist
die NAD"-abhangige Histon-Deacetylase silent information regulator 1 (SIRT1) aktiv, die ein
Mitglied der Sirtuin-Familie darstellt. Infolge von oxidativem Stress bildet das nuklear lokali-
sierte SIRT1 einen Komplex mit FOXO und katalysiert dessen Deacetylierung. Dies hat die
Induktion der Transkription von Stressresistenz-Genen zur Folge [216].
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1.4 Die Proteindegradation als Bestandteil der Proteostase

Die Homoostase der Proteine wird durch den Begriff der Proteostase beschrieben. Die Proteos-
tase umfasst regulatorische Mechanismen in der Zelle, die das Gleichgewicht von funktionalen
Proteinen aufrechterhalten soll. Die Elemente der Proteostase sind die Chaperon-vermittelte
Proteinfaltung, die Unfolded Protein Response - vermittelte Stressantwort im ER und im Mito-
chondrium und die Proteindegradation, die durch das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) und
die Autophagie vermittelt wird [217]. Im Folgenden werden der UPS- und der Autophagie ver-
mittelte Proteinabbau néher erldutert, da wahrend neurodegenerativer Erkrankungen, wie der
AD, eine Beeintrachtigung der Degradationsmechanismen durch Alterungsprozesse und die zu-

nehmende Ansammlung von fehlgefalteten Proteinen beschrieben wird [218].

1.4.1 Ubiquitin-Proteasom-System

Das UPS ist im Rahmen der zellularen Proteinqualitatskontrolle aktiv und stellt einen hoch-
konservierten Abbaumechanismus fur fehlgefaltete Proteine dar [219]. Unter physiologischen
Bedingungen werden cytosolische Proteine, wie z.B. kurzlebige regulatorische Proteine, haupt-
séchlich durch das Proteasom abgebaut [220, 221]. AulRerdem werden fehlgefaltete sowie ag-
gregierte Proteine durch diesen Mechanismus degradiert [219]. ER-Stress, der auf fehlgefaltete
Proteine dort zurtickzufiihren ist, resultiert in einer Aktivierung des ER-geftrderten Abbaus
(ERAD, ER-assisted degradation) der Proteine. ERAD beinhaltet den Ricktransport von fehl-
gefalteten Proteinen in das Cytosol, in dem die Ubiquitinierung und der Proteasom-vermittelte
Abbau stattfindet [222]. Der in Abbildung 1.3 dargestellte UPS-vermittelte Proteinabbau un-
tergliedert sich in zwei verschiedene aufeinanderfolgende Schritte. Im ersten Schritt erfolgt die
kovalente Bindung von mehreren Ubiquitin-Molekilen an das abzubauende Zielprotein. Da-
raufhin wird im zweiten Schritt das markierte Protein durch das 26S-Proteasom abgebaut [223].
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Abbildung 1.3: Der UPS-vermittelte Proteinabbau.

Der in zwei Schritten untergliederte proteasomale Abbau von fehlgefalteten Proteinen beginnt mit der Ubiquiti-
nierung des abzubauenden Substrats (S) durch einen mehrstufigen Prozess, der durch drei verschiedene Enzyme
(E) katalysiert wird. Das polyubiquitinierte Protein wird anschlieBend im zweiten Schritt mittels des 26S-Protea-
soms abgebaut. Modifiziert nach Ustiin und Bornke [224].

 El

Das Ubiquitin-Protein setzt sich aus 76 Aminosauren zusammen und gehort zu einer strukturell
konservierten Proteinfamilie. Durch die kovalente Bindung an andere zellulére Proteine veran-
dert Ubiquitin deren Stabilitat, Lokalisation und Aktivitat [225]. Die Ubiquitin-Konjugation an
die fehlgefalteten Proteine geschieht innerhalb eines dreistufigen Prozesses. Zunéachst erfolgt
die Aktivierung von Ubiquitin durch das Enzym E1, dem Ubiquitin-aktivierenden Enzym, das
sich unter ATP-Verbrauch mit einer energiereichen Thioesterbindung an dessen C-terminalen
Glycinrest bindet. Dadurch ist die Ubertragung an die E2-Enzyme mdglich, welche die
Ubiquitin-Konjugations-Proteine darstellen und das aktivierte Ubiquitin an die Ubiquitin-Pro-
tein-Ligase E3 weitergeben. E3 vermittelt die kovalente Verbindung zwischen dem C-termina-
len Lysinrest des Ubiquitins und der e-Aminogruppe eines Lysinrests des abzubauenden
Substrats. Da die Markierung des abzubauenden Substrats eine Polyubiquitinierung erfordert,
kann E3 das aktivierte Ubiquitin auch auf einen Lysinrest des angehdngten Ubiquitins bertra-
gen. Die Enzyme der E3-Familie vermitteln insgesamt die Spezifitat der Reaktion, da die ver-
schiedenen Formen nur bestimmte Proteine erkennen [223, 225].

Daraufhin kdnnen die polyubiquitinierten Proteine vom 26S Proteasom erkannt und durch die-
ses abgebaut werden. Das 26S Proteasom ist ein hoch-konservierter Proteasekomplex in Euka-
ryoten, der im Cytosol in freier Form oder am ER gebunden und im Nukleus vorkommt. Dieser
Komplex besteht aus einer 20S proteolytischen Untereinheit, die an den Enden von jeweils

einer 19S regulatorischen Untereinheit umschlossen wird [220]. Die zentral positionierte 20S
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Untereinheit weist eine zylindrische Struktur auf, in der sich die proteolytisch aktiven Seiten
befinden [226]. Der Zylinder baut sich aus vier ibereinanderliegenden Ringen auf, von denen
die beiden dufleren Ringe a-Untereinheiten und die beiden inneren B-Untereinheiten darstellen.
Jeder der beiden a- und B-Ringe setzt sich aus sieben unterschiedlichen Untereinheiten zusam-
men [221]. Drei der sieben B-Untereinheiten beinhalten nach innen ausgerichtete aktive Seiten
mit verschiedenen enzymatischen Eigenschaften fiir die Peptidspaltung. Dazu gehdren B1, 2
und B5, die entweder Caspase-, Trypsin- oder Chymotrypsin-&hnliche proteolytische Spalt-
ungen vornehmen [226].

Die an den Enden von 20S positionierten 19S Untereinheiten fungieren als Deckel des Kom-
plexes, welche die markierten fehlgefalteten Proteine erkennen und fir den proteasomalen Ab-
bau entsprechend modifizieren. Nach der Abspaltung der Ubiquitinketten erfolgt unter ATP-
Verbrauch die Entfaltung und Denaturierung der Proteine. Zu diesem Zweck verfugt die 19S
Untereinheit tber sechs verschiedene ATPasen [220, 226]. AnschlieRend transportiert die 19S
Untereinheit die Proteine in die proteolytische 20S Untereinheit, in der der Abbau zu 3 bis 22
Aminosauren umfassende Peptide erfolgt [220]. Die abgespaltenen Ubiquitinketten werden im
Cytosol fur weitere Reaktionen wiederaufbereitet [226].

Waéhrend der AD-Pathogenese legt die abnormale Anhdufung von polyubiquitinierten Protei-
nen eine Fehlfunktion des UPS nah. Es wurde nachgewiesen, dass das AB-Protein den protea-
somalen Abbau hemmt [226]. Die direkte Interaktion des Proteasoms mit dem aggregierten
Protein ist ein Grund fur die Beeintrachtigung des Proteasoms. Weiterhin fiihrt die verminderte
ATP-Produktion bzw. der oxidative Stress, der auf der vermehrten AB-Bildung begriindet ist,
zu einer Verminderung der proteasomalen Aktivitat [227].

1.4.2 Autophagie

Die Autophagie ist ein evolutiondr konservierter Prozess, der eine entscheidende Rolle in der
zellularen Protein-Qualitatskontrolle spielt [228]. Der Begriff ,,Autophagie® leitet sich von dem
altgriechischen Wort ,,autophagos‘ ab und bedeutet ,,sich selbst verzehrend [229]. Auf zellu-
larer Ebene beschreibt dies einen lysosomal vermittelten Abbauweg, der den intrazelluldren
Umsatz von Proteinen, Organellen und Pathogenen steuert [228]. Als ein physiologischer Pro-
zess lauft die Autophagie permanent ab und hat eine Reinigungsfunktion in der Zelle, die in der
Elimination von potenziell toxischen geschédigten Komponenten besteht [230]. Zudem wird
die Autophagie als Antwort auf zelluldren Stress aktiviert, um die biosynthetische Kapazitat
und die ATP-Spiegel in der Zelle aufrechtzuerhalten. Relevanter Stress entsteht infolge von

einem Nahrstoff-, Wachstumsfaktoren- und Energiedefizit, ER-Stress, oxidativem Stress und
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mitochondrialen Schéden [231]. Weiterhin hat die Autophagie eine entscheidende Rolle in der
Eliminierung von Pathogenen, die in die Zelle eindringen [232].

In der Abbildung 1.4 sind die drei Arten der Autophagie dargestellt: die Makroautophagie, die
Mikroautophagie und die Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA). Die Unterschiede bestehen
in der Art der lysosomalen Aufnahme des abzubauenden Substrats, der Substratwahl sowie der
Regulation der Aktivierung [233]. Durch die Aufnahme in das Lysosom erfolgt ein Abbau der
Substrate durch die im sauren Milieu aktiven Hydrolasen in ihre Ausgangsstoffe wie Amino-

sauren und Fettsduren [228].
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cytosolischer Chaperon- — %
Komplex @
~N
\A cytosolisches Protein

o /v g
MIKROAUTOPHAGIE | ®

U i)

. Losom

Abbildung 1.4: Die drei Arten des Autophagie-vermittelten Proteinabbaus.

Die drei Arten des Autophagie-vermittelten Proteinabbaus sind die Mikroautophagie, die Makroautophagie und
die Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA). Alle drei Arten resultieren in einer lysosomalen Aufnahme der ab-
zubauenden Substanzen, wodurch der Abbau in die Ausgangsstoffe bewirkt wird. Modifiziert nach Martinez-
Vicente und Cuervo [233].

Die Makroautophagie ist die am intensivsten erforschte Art, weshalb diese auch im Allgemei-
nen als Autophagie bezeichnet wird [228]. Die Induktion erfolgt infolge von Stress. Als ein
zentraler Inhibitor flr die Autophagie wird die Serin/Threonin Proteinkinase mTOR (mamma-
lian target of rapamycin) beschrieben, die wahrend einer ausreichenden Né&hrstoffversorgung
aktiv ist. Unter Stressbedingungen wie dem Kaloriendefizit ist mTOR hingegen inaktiv und
ermoglicht daher die Aktivierung der stromabwarts lokalisierten ULK (unc-51-like kinase 1),
die an der Phagophorbildung beteiligt ist [232]. Die Bildung des Phagophors ist der initiale
Schritt der Erzeugung eines Autophagosoms [231]. Dazu rekrutiert das Autophagie-assoziierte
Protein (ATG) Beclin-1 die Klasse 3 PI13-Kinase VPS34, um Phosphatidylinositol-3-Phosphat
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zu generieren. Durch die Aktivitat des mit den zwei Ubiquitin-ahnlichen Molekilen Atg12 und
die LC3-Ligase (light chain 3) assoziierten Konjugations-Systemen erfolgt die Elongation des
Phagophors bis hin zur Schlielung der Membranen. Infolge dieses Prozesses entsteht ein Auto-
phagosom, das wahrend seiner Bildung abzubauende Substrate umschlie3t. Aus der anschlie-
Renden Fusion mit einem Lysosom zu einem Autolysosom resultiert der Abbau der umschlos-
senen Substrate durch die enthaltenen Proteasen, Lipasen, Nukleasen und Glykosidasen. Die
produzierten Aminosauren, Lipide, Nukleoside und Kohlenhydrate stehen dann im Cytoplasma
fiir verschiedene Synthese- und Stoffwechselwege zur Verfugung [230, 231].

Wenn das Kaloriendefizit Uber einen langeren Zeitraum besteht, wird zusétzlich die CMA ak-
tiviert. Die CMA weist eine hohe Selektivitit gegenlber cytosolischen Proteinen auf und ist
damit ein Lieferant fur Aminoséuren [233]. Die cytosolischen Chaperone erkennen spezielle
Erkennungssequenzen in Proteinen, wodurch eine Bindung entsteht und ein Transport zu den
Lysosomen ermdglicht wird. Die Aufnahme in das Lysosom wird Uber den spezifischen Re-
zeptor lysosome-associated membrane protein type 2A (LAMP-2A) in der lysosomalen Memb-
ran vermittelt [234].

Im Gegensatz zu Makroautophagie und der CMA weist die Mikroautophagie eine konstante
basale Aktivitat unter physiologischen Bedingungen auf. Sie dient dem selektiven Abbau von
Organellen, die nicht mehr ben6tigt werden und ist daher am permanenten Umbau zellul&rer
Bestandteile beteiligt [233]. Mittels der Einstulpung der lysosomalen Membran in das Innere
des Lysosomens werden abzubauende Substrate mit Teilen des Cytosols eingeschlossen und
damit zur Zersetzung aufgenommen [235].

Wahrend der AD-Pathogenese ist zu Beginn des Krankheitsverlaufs ein Anstieg der autophago-
somalen Aktivitat zu beobachten, die durch eine vermehrte Bildung von Lysosomen charakte-
risiert ist. Die zunehmend entstehenden Ap-Proteinaggregate werden spezifisch mittels der
Makroautophagie abgebaut, bevor sich Ablagerungen bilden kénnen. Mit fortschreitenden
Krankheitsverlauf sinkt die Effizienz der Autophagie, wodurch toxische Produkte akkumulie-
ren und sich in der Zelle ablagern [233, 236].

1.5 Modellorganismus Caenorhabditis elegans

Der Nematode Caenorhabditis elegans (C. elegans) wurde in den 1960er Jahren von Sydney
Brenner als biologischer Modellorganismus fuir genetische Studien entdeckt [237] und hat sich
heute als ein wichtiges Forschungsmodell fur die Genetik, Zellbiologie, Neurowissenschaften
und Alterung etabliert [238]. C. elegans ist ein Fadenwurm, der als Metazoa der Klasse der

Secernentea und der Familie der Rhabditidiae zuzuordnen ist [239]. Der etwa 1 mm lange, im
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Erdreich freilebende Nematode ist weltweit in hauptséchlich feucht gemaRigten Gebieten ver-
breitet [240]. Grundlegend erndhrt sich C. elegans von Bakterien, die sich in verrottenden
Pflanzenmaterial wie Frichten befinden [241]. Unter Laborbedingungen wird das Bakterium
Escherichia coli (E. coli) als Nahrungsquelle eingesetzt [238].

Die Eignung von C. elegans als Modellorganismus ist auf einer Vielzahl von Eigenschaften des
Nematoden begrundet. Als ein selbstfertilisierender Hermaphrodit, der aus 959 somatischen
Zellen besteht, erzeugt C. elegans eine homozygote Nachkommenschaft, in der eingebrachte
Mutationen aufrechterhalten werden. Genetische Veranderungen kénnen durch die Kreuzung
mit Mannchen, die mit einer Haufigkeit von 0,1-0,2 % in einer Population vorkommen, vorge-
nommen werden. Die kleineren, diinneren Mannchen bauen sich aus 1031 somatischen Zellen
auf und besitzen einen facherférmigen Schwanz [242]. Die vorliegende Eutelie und der einfa-
che, aber dennoch differenzierte Aufbau in unterschiedliche Gewebe, wie Muskeln, Nerven und
Intestinalzellen, ermdglichen die Untersuchung von biologischen Prozessen in einem Organis-
mus [238, 243]. Durch die transparente Kutikula, die ber alle Entwicklungsstufen vorhanden
ist, kénnen zudem Vorgénge, wie z.B. die Mitose und die Apoptose, im lebenden Nematoden
in Echtzeit beobachtet werden. Zusatzlich ist es mdglich, durch das Einbringen von fluoreszie-
renden Reportergenen oder die Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen Zellen im Organismus
zu markieren und so zu lokalisieren [242].

Die Kultivierung von C. elegans ist sehr einfach und kostengunstig. Diese kann entweder auf
NGM-OP50-Agarplatten oder in einem Flissigmedium stattfinden [244]. Der Nematode weist
eine kurze Generationszeit und eine hohe Nachkommenschaft auf, weshalb ein hoher Versuchs-
durchsatz realisierbar ist [242]. Eine weitere Besonderheit ist die Lagerféhigkeit der Nematoden
bei -80°C [244].

Das Genom von C. elegans wurde 1998 vollstandig sequenziert, wodurch homologe Sequenzen
fur eine Vielzahl von menschlichen Genen, die mit der Entstehung verschiedener Erkrankungen
assoziiert werden, detektiert werden konnten [242, 245]. Hinsichtlich der Erforschung der Gen-
funktion und deren Bedeutung fir biologische Prozesse gibt es, neben der Mdglichkeit, Gene
im Organismus zu verandern, die Moglichkeit der posttranskriptionellen Hemmung der Gen-
expression mittels der RNA-Interferenz (RNAI) [246].

1.5.1 Anatomie und Physiologie

Als ein Vertreter der Fadenwurmer hat C. elegans eine unsegmentierte zylindrische Korper-
form, die sich zu den Enden hin verjiingt (Abbildung 1.5). Grundlegend ist der Nematode ana-

tomisch aus einer inneren und einer &ulReren ROhre aufgebaut, die durch den
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pseudocoelomischen Raum getrennt werden. Die dulRere Réhre bildet zusammen mit der Kuti-
kula, der Hypodermis, dem exkretorischen System, den Neuronen und den Muskeln die Kor-
perwand. Die innere Rohre umfasst den Pharynx, das Intestinum und, bei einem adulten Tier,
die Gonaden. Die Gewebe unterliegen einem inneren hydrostatischen Druck, der durch ein os-

moregulatorisches System reguliert wird [238].
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Abbildung 1.5: Anatomie des adulten C. elegans-Hermaphroditen.
Langsschnitt eines adulten C. elegans Hermaphroditen. Modifiziert nach Altun & Hall, WormAtlas [238].

Die Korperoberflache des Nematoden besteht aus einer kollagenhaltigen Kutikula, die von dem
darunterliegenden Epithelium gebildet wird. Die Offnungen fiir die exkretorische Pore, die
Vulva, den Anus und den Pharynx werden durch interfasziale Zellen ausgekleidet. Die Kutikula
ist robust und flexibel zugleich, um den Nematoden vor &uReren Umwelteinfllissen zu schiitzen,
die Kdrperform aufrechtzuerhalten und als ein &uBerliches Skelett die Motilitat zu ermdglichen
[247]. Auf der Kutikula befinden sich Sensillen, welche die Sinnesorgane darstellen und als

Mechano- und Chemorezeptoren fungieren [248].

Der adulte C. elegans Hermaphrodit besitzt 302 Neuronen, von denen 282 zum grofRRen somati-
schen Nervensystem und 20 zum kleinen pharyngealen Nervensystem z&hlen. Die beiden Ner-
vensysteme unterscheiden sich in ihrer rdumlichen Struktur. Die Neuronen des somatischen
Nervensystems befinden sich zwischen der Hypodermis und den Korperwandmuskelzellen und
sind durch die gemeinsame Anordnung mit der Hypodermis in einer Basallamina von den Mus-
keln isoliert. Innerhalb des pharyngealen Nervensystems sind die Neuronen hingegen nicht iso-
liert und liegen auf den Zielmuskelzellen auf [248]. Grundsatzlich sind die Neuronen als
Ganglien im Kopf- und Schwanzbereich organisiert, wobei die Mehrzahl der Neuronen im
Kopfbereich um den Pharynx lokalisiert sind. Entlang des Nematodenkdrpers sind die Neuro-
nen angrenzend an die ventrale Hypodermis in einer zusammenhdngenden Reihe angeordnet.
Zudem befinden sich an den Seiten zwei kleinere Ganglien, sowie unregelmaRig verteilte Neu-

ronen. Die Reizweiterleitung findet entweder (ber den dorsalen oder den ventralen
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Nervenstrang statt und mundet in den im Kopf befindlichen Nervenring, der den zentralen Ner-

venknoten des Nematoden darstellt [238].

Die Innervation der Muskelzellen erfolgt durch 113 Motoneuronen, die sowohl die Kriech- und
Schwimmbewegungen des Nematoden als auch die Motilitat des Verdauungstraktes und des
reproduktiven Systems kontrollieren [248]. Entlang der gesamten Korperldnge erstreckt sich
die als somatisches Muskelsystem bezeichnete quergestreifte Korperwandmuskulatur, die sich
in zwei dorsale und zwei ventrale Quadranten aufteilt [238]. Die charakteristische wellenfor-
mige Bewegung des Nematoden wird durch die Neuronen des ventralen Nervenstrangs regu-
liert, welche die abwechselnde Kontraktion der dorsalen und ventralen longitudinalen
Muskelreihen bestimmen [248]. Kleinere, nicht gestreifte Muskelpartien befinden sich im Be-

reich des Pharynx, um die Vulva, das Intestinum und das Rektum [238].

Die Nahrungsaufnahme erfolgt bei C. elegans Uber den Pharynx, eine réhrenartige muskulére
Pumpe, die in zwei Bulbi aufgeteilt ist [249]. Der Pharynx stellt aufgrund des eigenen Nerven-
systems, der eigenen Muskeln und dem eigenen Epithel ein fast autonomes Organ dar. Zudem
besitzt der Pharynx eine eigene Basallamina, durch die er von der &ufleren Réhre und dem
Pseudocoelom separiert ist [238]. Im terminalen Bulbus befindet sich der grinder, eine speziali-
sierte Kutikula, die durch drei paarig angeordnete Muskelzellen geformt wird. Daher besitzt der
grinder drei Kontaktflachen, die bei Muskelkontraktion rotieren. Die daraus resultierende Ver-
zahnung fiihrt zum Aufschluss der Nahrung und reguliert zusammen mit der pharyngealen
Klappe die durchgehende Weiterfuhrung der Nahrung in das Intestinum [249]. Das Lumen des
Pharynx geht unmittelbar in das des Intestinums uber. Das Intestinum besteht aus 20 epithelia-
len Zellen, die eine Réhre um das zentrale Lumen formen und Verdauungsenzyme in jenes
sezernieren. Die apikalen Oberflachen der intestinalen Zellen beherbergen zahlreiche Mikro-
villi, die einen Birstensaum bilden [238]. In C. elegans ist das Intestinum ein groRRes Organ mit
zahlreichen Aufgaben. Neben der VVerdauung und der N&hrstoffaufnahme ist das Intestinum fiir
die Bildung und Speicherung von Makromolekiilen wie Fetten, die Einleitung der Immunant-
wort infolge von Pathogenkontakt und die Versorgung der Keimzellen verantwortlich [250].
Die intestinalen Zellen sind sehr grofl3 und beinhalten einen grof3en Zellkern, eine erhéhte Dichte
an Mitochondrien und Ribosomen, ein ausgedehntes raues ER und eine umfangreiche Samm-
lung an membrangebundenen Vesikeln und Vakuolen. Zudem scheint das Intestinum ein grof3es
Speicherorgan zu sein, da in den Zellen eine erhdohte Anzahl an verschiedenen Speichergranula
enthalten sind, die ihre GroRe, Form und Anzahl wahrend der Entwicklung anpassen kénnen
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[250]. Die metabolische und Verdauungsaktivitat des Intestinums hat insgesamt eine zentrale
Bedeutung fur das Wachstum und die Entwicklung des Nematoden [250]. Die Ausscheidung
des Darminhalts erfolgt Uber eine rektale Klappe, welche den Darm mit dem Rektum und dem
Anus verbindet. Die vier an der Defékation beteiligten enteralen Muskeln sind um das Rektum

und das posteriore Intestinum herum lokalisiert [238].

Das Reproduktionssystem von C. elegans besteht aus den somatischen Gonaden, der Keimbahn
und dem Eilegeapparat. Die beiden symmetrischen, U-férmigen Gonadenarme sind uber die
Spermathek mit dem zentralen Uterus verbunden [238]. Innerhalb der distalen Gonadenarme,
welche die Ovarien des Nematoden sind, liegt die Keimbahn, die eine Ansammlung von Keim-
bahnzellkernen um einen zentralen zytoplasmatischen Kern darstellt [238]. Die Keimbahn des
Hermaphroditen produziert sowohl mannliche (Spermien) als auch weibliche Gameten (Oocy-
ten). Wahrend die Oocyten Uber die gesamte adulte Lebenszeit gebildet werden, findet die Bil-
dung der Spermien nur im L4-Stadium statt, um im jungen Erwachsenenalter des Nematoden
die Oocyten zu befruchten [251]. Entlang der Keimbahn wachsen und reifen die Oocyten bis
diese mit den Spermien aus der Spermathek befruchtet werden. Die daraus resultierenden dip-
loiden Zygoten werden im Uterus aufbewahrt und tber die Vulva in der Umgebung abgelegt
[238].

Ahnlich wie bei anderen Nematoden umfasst der Lebenszyklus von C. elegans insgesamt sechs
Entwicklungsstadien; das Embryonalstadium, die vier Larvenstadien und das adulte Stadium.
Am Ende von jedem Larvenstadium vollzieht der Nematode eine Hiutung, bei der die alte Ku-
tikula abgestolRen und eine entwicklungsspezifische Kutikula gebildet wird. Wahrend dieser
Zeit wird die pharyngeale Pumpaktivitat eingestellt und der Nematode verfallt in eine kurze
Tragheit [238]. In Abbildung 1.6 ist der Lebenszyklus veranschaulicht.
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Abbildung 1.6: Lebenszyklus des C. elegans Hermaphroditen bei 22°C.

Zu Beginn des Zyklus erfolgte die Befruchtung. Die Stundenangabe an den Pfeilen gibt die Verweildauer des
Nematoden in der jeweiligen Entwicklungsstufe an. Die erste Zellteilung erfolgt nach 40 min, die Eiablage
150 min nach der Befruchtung und in der Gastrula-Phase. Die GrofRe des Nematoden im jeweiligen Stadium ist
in Klammern hinter dem Entwicklungsstadium in uM angegeben. Modifiziert nach Altun & Hall, WormAtlas
[238].

Die Embryogenese beginnt nach der Befruchtung in utero und untergliedert sich in zwei Pha-
sen: die Proliferationsphase und die Phase der Organogenese bzw. der Morphogenese. Die
Proliferationsphase, die sich tber die ersten 330-350 min erstreckt, beschreibt die Zellteilungen
von einer Zelle bis hin zu etwa 550 undifferenzierten Zellen. Der erste Teil dieser Phase, die
etwa 150 min andauert und intrauterin stattfindet, umfasst den Zeitraum von der Entstehung der
Zygote bis hin zum 30 Zellen-Stadium. Im anschlieBenden zweiten Teil der Phase, die durch
viele Zellteilungen und der Gastrulation bis zum Beginn der Organogenese gekennzeichnet ist,
erfolgt die Ablage des Eies im 30 Zellen-Stadium. Am Ende der Proliferationsphase ist der
Embryo sphéroidisch aus Zellen aufgebaut, welche die drei Keimblatter bilden: das Ektoderm,
das Mesoderm und das Entoderm. Aus dem Ektoderm entsteht die Hypodermis und die Neuro-
nen, das Mesoderm bildet die Grundlage fur die Entstehung von den Muskeln und dem Pharynx
und aus dem Entoderm wird die Keimbahn und das Intestinum gebildet. In der Phase der Orga-

nogenese finden die terminalen Zelldifferenzierungen statt und der Embryo verlangert sich um
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das Dreifache, wodurch er die Form eines vollstandig entwickelten Tieres mit differenzierten
Organen und Geweben annimmt. Im spéten 1,5-fach Stadium kann sich der Nematode inner-
halb des Eies in einer koordinierten Weise bewegen und zeigt damit die fortgeschrittene Ent-
wicklung des Bewegungsapparates. Etwa 760 min nach der ersten Zellteilung zeigt der Embryo
pharyngeale Pumpaktivitat und schliipft letztendlich nach 800 min. Am Ende der Embryoge-
nese ist der grundlegende Korperbau des Nematoden festgelegt und veréndert sich nicht wah-
rend der postembryonalen Entwicklung [238].

Nach dem Schltpfen wird die postembryonale Entwicklung durch die Verfiigbarkeit von Nah-
rung beeinflusst. Wenn Nahrung vorhanden ist, setzt sich die weitere Entwicklung drei Stunden
nach dem Schlupfen fort. Im Fall von fehlender Nahrung verbleiben die geschlupften Larven
im L1-Stadium, in welchem die Larven etwa 6-10 Tage ohne Nahrung uberlebensfahig sind.
Um das adulte Stadium zu erreichen, durchlauft der Nematode insgesamt vier Larvenstadien,
deren Uberginge durch Hautungen gekennzeichnet sind. Infolge von ungiinstigen Umweltbe-
dingungen, wie z.B. einer zu hohen Populationsdichte, einem Nahrungsmangel oder einer zu
hohen Temperatur, kann der Nematode am Ende des L2-Stadiums statt in das L3-Stadium in
ein sogenanntes Dauer-Stadium tbergehen. Der Nematode altert in diesem Stadium nicht, so
dass die darauffolgende Lebensdauer im adulten Stadium nicht beeinflusst wird. Zudem hat die
Dauer-Larve ihre Nahrungsaufnahme eingestellt und weist ein deutlich vermindertes Bewe-
gungsverhalten auf. Das Dauer-Stadium wird durch verbesserte Entwicklungsbedingungen, wie
z.B. bei Nahrungsverfiigbarkeit, beendet. Es erfolgt nach einer Hautung der direkte Ubergang
in das L4-Stadium [238].

Bei einer Temperatur von 22°C bis 25°C ist nach etwa 45 bis 50 Stunden nach dem Schlipfen
der jung-adulte Hermaphrodit vollstandig entwickelt und beendet seinen dreitdgigen Reproduk-
tionszyklus. Der Hermaphrodit legt seine ersten Eier ab, wobei in den darauffolgenden vier
Tagen noch weitere Oocyten gebildet werden. AnschlieRend lebt der Nematode noch weitere
10 bis 15 Tage. Ein selbstfertilisierender Nematode kann etwa 300 Nachkommen erzeugen,
bedingt durch die begrenzte Menge an Spermien. Durch die Paarung mit einem Mé&nnchen kann
die Nachkommenschaft auf etwa 1200 bis 1400 erhoht werden [238].

1.5.2 Das Alzheimermodell CL2006

Aufgrund einer Vielzahl von Griinden ist C. elegans als Modellorganismus fur neurodegenera-
tive Erkrankungen wie AD geeignet. Neben seiner schnellen Alterung besitzt C. elegans Ho-
mologien zu AD-relevanten Genen [252]. Die Hauptkomponente der senilen Plaques, das Ap-

Peptid, ist ein Spaltprodukt des APP, dessen Homolog in C. elegans durch apl-1 (amyloid
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precursor-like) kodiert wird. APL-1 gehdrt zu der Klasse APP-verwandter Gene, die allerdings
nicht die Sequenz fiir AP enthalten [253]. C. elegans ist daher dazu geeignet, die nicht toxische,
physiologische Funktion von APP zu untersuchen, die noch nicht hinreichend geklart ist. Im
Nematoden wird apl-1 in den meisten Geweben exprimiert und ist an einer Reihe von lebens-
wichtigen Prozessen wie z.B. der Morphogenese und der Hautung beteiligt [254]. Des Weiteren
besitzt C. elegans zwei a-Sekretase Proteine, die durch sup-17 (suppressor) und adm-4 (ADAM
(disintegrin plus metalloprotease) family) kodiert werden [255]. Auch der y-Sekretase-Kom-
plex ist mit seinen Komponenten in C. elegans vertreten. Beispielsweise werden die Homologe
der beiden Praseniline im Nematoden durch die Gene sel-12 (suppressor/enhancer of lin-12)
und hop-1 (homolog of presenilin) kodiert [256]. Dahingegen gibt es in C. elegans kein Homo-
log flr die B-Sekretase, die essenziell fur die Bildung von A ist [257]. Aus diesem Grund
erfolgte im Rahmen der Alzheimerforschung die Herstellung einer Reihe von C. elegans Mu-
tanten, die Mutationen in den AD-relevanten Genen aufweisen [256]. Da diese aber nicht das
fur AD kennzeichnende Ap bilden und somit keine Riickschlisse auf dessen Bedeutung fur die
AD-Pathogenese erlauben, wurden verschiedene transgene C. elegans Stamme hergestellt, die
humanes AP exprimieren. Dem in dieser Arbeit verwendeten transgenen C. elegans Stamm
CL2006 (dvis2 [pCL12(unc-54/human Abeta peptide 1-42 minigene) + pRF4]) wurde das hu-
mane AB1-42 Minigen unter der Kontrolle des muskelspezifischen Promotors unc-54 (uncoordi-
nated) in das Genom integriert [258]. Untersuchungen haben ergeben, dass im adulten Stadium
nicht AP1-42 sondern das gekiirzte Aps.s2 exprimiert wird [259]. Im Vergleich zu AB1-42 aggre-
giert das Fibrillen formende Aps.s2 schneller und fordert zudem dessen Aggregation starker
[259]. Die progressive Ablagerung von Ap fuhrt zu vielféaltigen Schaden an den Muskelzellen
[258], die neben den Organellen und auch die neuromuskulére Signallbertragung betreffen
[260]. Daher ist flr diesen Nematodenstamm die fortschreitende Paralyse kennzeichnend [258].
Paralysierte Nematoden zeigen infolge eines Beriihrungsreizes statt einer vollstandigen Bewe-
gung nur die Bewegung des Kopfes und sind somit nicht mehr dazu in der Lage, sich zielge-
richtet fortzubewegen [261].

1.5.3 Der Insulin/IGF-Signalweg in C. elegans

Im humanen Organismus reguliert der Insulin/IGF-Signalweg die Genexpression und die Ak-
tivitat von verschiedenen Stoffwechselenzymen als Antwort auf die Interaktion mit Insulin oder
Wachstumsfaktoren [262]. In C. elegans ist der verwandte Signalweg ebenfalls mit der Regu-
lation des Stoffwechsels sowie der Entwicklung und der Langlebigkeit assoziiert [263]. Gene-

tisch betrachtet ist das durch daf-2 kodierte Protein homolog zum humanen Insulin/IGF-
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Rezeptor [264]. Als einziger Insulin/IGF-Rezeptor in C. elegans bindet DAF-2 einen Insulin-
ahnlichen Liganden und induziert damit eine Phosphorylierungskaskade (Abbildung 1.7) [265].
Aus der Ligandenbindung an DAF-2 resultiert zunéchst die Aktivierung des stromabwarts lo-
kalisierten AGE-1 (AGEing alteration), das ein Homolog zu den katalytischen Untereinheiten
der humanen PI3K darstellt [266]. AGE-1 vermittelt daraufhin die Phosphorylierung von ver-
schiedenen Kinasen wie z.B. AKT-1 (AKT kinase family), die dadurch aktiviert werden [267].
Letztendlich phosphoryliert AKT-1 den Transkriptionsfaktor DAF-16, der das humane FOXO
Homolog und das regulatorische Hauptziel des Insulin/IGF-Signalweges in C. elegans darstellt
(Abbildung 1.7) [208]. Die daraus resultierende Hemmung flhrt zum Verbleib des Transkrip-
tionsfaktors im Cytoplasma. Ein gehemmter Insulin/IGF-Signalweg ist hingegen mit der
Dephosphorylierung von DAF-16 assoziiert, die zu dessen Translokation in den Zellkern flhrt
und die Transkription von Genen der Stressresistenz und der Langlebigkeit veranlasst [268].
Weiterhin wird DAF-16 als ein Schlusselregulator fur die Dauer-Diapause, die Fettspeicherung,
die Fertilitdt und den Stoffwechsel beschrieben [198, 269].

Des Weiteren wird postuliert, dass die Aktivitdt von DAF-16 von der Aktivitat des Steroid-
Signalweges mitbestimmt wird. Demnach vermittelt der ligandengebundene DAF-12 Hormon-
rezeptor eine Hemmung der DAF-16 Aktivitdt (Abbildung 1.7) [270, 271].
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Abbildung 1.7: Die Aktivitat des Steroid-Signalwegs hat Einfluss auf die DAF-16-Lokalisation in C. elegans.
Der linke Pfad représentiert den Insulin/IGF-Signalweg, dessen Wirkung durch die Aktivitat von DAF-2 vermittelt
wird. Die Aktivierung von DAF-2 resultiert letztlich in der Phosphorylierung von DAF-16 und der Retention des
Transkriptionsfaktors im Cytosol. Der rechte Pfad stellt den Steroid-Signalweg dar, der die Synthese von Liganden
fiir den nukledren Hormonrezeptor DAF-12 vermittelt. Das aufgenommene Cholesterol wird zunachst durch DAF-
36 zu 7-Dehydrocholesterol und anschlieend durch DAF-9 weiter zu dafachronischen S&uren oxidiert, die als
Liganden an DAF-12 binden. Die Liganden-gebundene Form stellt die aktive Form von DAF-12 dar, die in den
Zellkern transloziert, um Gene der Stressresistenz und der Langlebigkeit zu transkribieren. Gleichzeitig hemmt
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diese Form die Aktivitat von DAF-16, wohingegen das Liganden-freie DAF-12 im Cytoplasma verbleibt und zur
Dephosphorylierung von DAF-16 beitragt. Das dephosphorylierte DAF-16 geht in den Zellkern tber und kann
dort die Expression von Stressresistenz-Genen induzieren.

1.5.4 Nukledre Hormonrezeptoren des Steroid-Signalweges in C. elegans

Als strukturelles Element von Zellmembranen und als Grundlage fr die Synthese von Steroid-
hormonen ist Cholesterol essenziell fur die Entwicklung und die Lebensfahigkeit von C. ele-
gans. Im Unterschied zu Saugetieren besitzt C. elegans nicht die Fahigkeit, Cholesterol selbst
zu synthetisieren und ist daher als ein Cholesterol-auxotropher Organismus auf eine alimentare
Versorgung mit Cholesterol angewiesen [272]. In C. elegans wird Cholesterol innerhalb des
Steroid-Signalweges zu Liganden fur den nukledren Hormonrezeptor DAF-12 verstoffwech-
selt, der die reproduktive Entwicklung, den Ubergang in das Dauerstadium und die Lebens-
spanne reguliert [273]. Der Cholesterol-Transport findet in C. elegans tber Vitellogenine statt.
Als ein Bestandteil von Eidotterproteinen werden Vitellogenine in allen eierlegenden Tieren
gebildet und dienen der Versorgung der wachsenden Embryonen [274]. Die im Intestinum syn-
thetisierten Vitellogenine werden in C. elegans durch insgesamt sechs Gene kodiert [275, 276].
Aus evolutionérer Sicht weisen Vitellogenine und das humane ApoB-100 strukturelle und funk-
tionelle Gemeinsamkeiten auf [277]. Fur die Aufnahme der Vitellogenine in die Zelle erfolgt
eine Verbindung mit dem RME-2 (receptor-mediated endocytosis) Rezeptor, der zur LDL-
Rezeptorfamilie zahlt [278]. In der Zelle wird das freigesetzte Cholesterol im ersten Schritt des
Steroid-Signalweges zunachst durch die Rieske-ahnliche Oxygenase DAF-36 zu 7-Dehydro-
cholesterol oxidiert [279]. AnschlieRend erfolgt die Oxidation von 7-Dehydrocholesterol an C-
26 durch das Cytochrom P450 abhéngige Enzym DAF-9. DAF-9 ist ein funktionelles Ortholog
des humanen CYP27, einer Sterol-27-Hydroxylase, die an der Gallenséuresynthese beteiligt ist.
Die durch DAF-9 generierten Oxidationsprodukte sind A*- und A’- dafachronische Séuren, wel-
che die Liganden fur DAF-12 bilden [273]. DAF-12 ist ein nukledrer Hormonrezeptor, der eng
mit dem Vitamin D-Rezeptor verwandt ist [280]. Infolge der Bindung von dafachronischen
Sduren tritt DAF-12 in den Nukleus tber, in welchem er als Transkriptionsfaktor aktiv wird.
Dadurch erfolgt die Regulation von Genen der Stressresistenz oder der Entwicklung, zu denen
die der Dauer-Diapause, der reproduktiven Entwicklung und der Langlebigkeit des adulten Tie-
res zéhlen [273, 281, 282].

Als regulierend fir die Funktion des Steroid-Signalweges und der Cholesterol-Homdéostase hat
sich der nukledre Hormonrezeptor NHR-8 erwiesen. NHR-8 ist das Homolog des humanen
LXR-Rezeptors, der in der Aufrechterhaltung der Cholesterol- und Gallensdure-Homoostase
sowie im Fettsaurestoffwechsel eine Rolle spielt. In C. elegans beeinflusst NHR-8 u.a. die
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Expression von daf-36 und damit auch die Bildung der dafachronischen Sauren und die Akti-
vitat von DAF-12 [283].

1.5.5 Die nukleare Hormonrezeptorfamilie der PPARs in C. elegans

Wie bereits in 1.5.4 beschrieben sind DAF-12 und NHR-8 zwei Vertreter der nukledren Hor-
monrezeptor-Familie, die mit dem Cholesterol-Metabolismus und der Auspréagung der Lebens-
spanne assoziiert sind [283, 284]. Im Genom von C. elegans konnten insgesamt 284 nukleére
Hormonrezeptoren identifiziert werden, von denen etwa 20 auf genetischer Ebene analysiert
sind, die Homologien in anderen Organismen vorweisen. In C. elegans ist die Aktivitat der
nukledren Hormonrezeptoren u.a. mit der Regulation der Entwicklung, der Diapause und der

Lebensspanne sowie der Beeinflussung des Fett- und des Fremdstoffwechsels assoziiert [284].

Die meisten nuklearen Hormonrezeptoren in C. elegans gehdren der HNF4 (hepatocyte nuclear
factor 4)-Rezeptorfamilie an [285]. NHR-49 ist ein HNF-4 &hnlicher Rezeptor, dessen regula-
torische Aktivitat der von Vertretern der PPAR-Rezeptorfamilie dhnelt [286]. Als Antwort auf
die Versorgung mit N&hrstoffen wird durch NHR-49 die Expression von Genen des Fettstoff-
wechsels reguliert, die sich wiederum als einflussnehmend auf die Auspréagung der Lebens-
spanne erwiesen haben [286, 287]. In NHR-49-Mutanten wurde u.a. die Hemmung der
Fettsduren-p-Oxidation und der Fettsduren-Desaturierung festgestellt [286]. Weiterhin wird fir
NHR-49 eine Beteiligung an der oxidativen Stressresistenz in C. elegans beschrieben [288].
Zudem konnten als Bindungspartner fir NHR-49 die nukledren Hormonrezeptoren NHR-66
und NHR-80 identifiziert werden, durch deren Bindung die Expression von NHR-49-Zielgenen
modifiziert werden kann. Die Interaktion zwischen NHR-49 und NHR-66 resultiert in einer
Hemmung des Sphingolipidstoffwechsels in C. elegans, wohingegen die Bindung von NHR-
80 an NHR-49 zur Aktivierung von Genen fiihrt, die mit der Fettsauren-Desaturierung assozi-
iert sind [289].

1.5.6 UPS- und Autophagie-vermittelter Proteinabbau in C. elegans

Die Aktivitat der UPS-vermittelten Proteindegradation kann auch in C. elegans nachvollzogen
werden, da es sich um einen evolutionar konservierten Abbaumechanismus handelt [290]. Im
Genom von C. elegans wurden die zwei Homologe, ubg-1 (UBiQuitin) und ubg-2, fir Ubiquitin
detektiert [291]. Die dominante Splei3form von ubg-1 kodiert ein 838 Aminoséuren umfassen-
des Peptid, das 11 Tandem-Ubiquitin-Sequenzen enthélt und posttranslational durch Ubiquitin-

hydrolasen in verschiedene Ubiquitin Peptide gespalten wird [292, 293]. Das durch ubg-2
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kodierte Protein ist ein ribosomales Fusionsprotein, das nach der Spaltung ein funktionelles
Ubiquitin freisetzt [294, 295]. Die durch die RNAI vermittelte verminderte Expression von ubg-
1 und ubg-2 fuhren jeweils zu einem Zellarrest wahrend der meiotischen Teilungen, die zu
einem Absterben von Larven fuhren [296, 297]. Fur den ersten Schritt des proteasomalen Pro-
teinabbaus, der die Ubiquitinierung des abzubauenden Substrats umfasst, wurden in C. elegans
ein Ubiquitin-aktivierendes Enzym, 20 vermeintliche Ubiquitin-konjugierende Enzyme und
hunderte potentielle Ubiquitin-Ligasen als notwendige Enzyme identifiziert [298]. Wenn die
Aktivitat des einzigen Ubiquitin-aktivierenden Enzyms UBA-1 (UBA (human ubiquitin) rela-
ted) durch eine RNAI gehemmt wird, ist ein embryonaler Entwicklungsstopp die Folge, der
sich auf der Hemmung des proteasomalen Abbaus begrindet [298].

Das 26S Proteasom, das den Abbau Ubiquitin-markierter Substrate vermittelt, setzt sich aus
einer zentralen proteolytisch-aktiven 20S Untereinheit und zwei regulatorischen 19S Unterein-
heiten zusammen (Kapitel 1.4.1). In C. elegans liegen 14 konservierte Untereinheiten vor, die
dem 20S Kernkomplex zuzuordnen sind. Die 19S Untereinheit ist mit 18 konservierten Protei-
nen vertreten [299]. Die RNAI vermittelte Hemmung der Proteasom-Komponenten wéhrend
der Larvenentwicklung wirkt sich letal aus, wohingegen in adulten Tieren die Entwicklung der
Nachkommenschaft beeintrachtigt ist [296, 300]. Die zusétzliche Aktivierung des 26S Protea-
soms resultiert hingegen in einer Erweiterung der Lebensspanne und vermittelt eine gesteigerte

Resistenz gegenuber oxidativem Stress [301].

Da es sich bei der Autophagie um einen evolutiondr konservierten Abbauweg fir zelluldre
Komponenten handelt, wird angenommen, dass die Autophagie in C. elegans in dhnlicher
Weise bei hoheren Organismen stattfindet. Dementsprechend wurden in C. elegans Orthologe
zu Autophagie-relevanten Genen des Menschen nachgewiesen [302]. Die Autophagie findet in
den meisten Geweben in C. elegans statt [303]. Sie wird mit dem Uberleben der Nematoden
unter Nahrungsmangel, der Entwicklung des Dauer-Stadiums sowie der Verlangerung der Le-
bensspanne assoziiert [302]. Weiterhin vermittelt die Autophagie eine Resistenz gegentber un-
terschiedlichen Stresskonditionen, wie z.B. oxidativem Stress, und ist an der reproduktiven
Entwicklung sowie am Zellwachstum und dem Zelltod beteiligt [304]. Im Rahmen der Alzhei-
mer-Forschung konnte in C. elegans eine protektive Funktion der Autophagie durch die Besei-
tigung toxischer Proteinaggregate postuliert werden [302].

Die Makroautophagie in C. elegans beginnt, wie die im Menschen, mit der Bildung des Auto-
phagosoms. Das zu diesem Zweck aktive BEC-1 (BECIlin homolog 1), welches das humane
Ortholog des fur die Makroautophagie essenziellen Beclinl darstellt, interagiert mit dem PI3K-
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homologen Protein LET-512 flr die initiale Bildung des Autophagosoms [305]. Fir die Reifung
und Fertigstellung des Autophagosoms befinden sich die ATG-Homologe LGG-1 (LC3,
GABARAP and GATE-16 family) und LGG-2 in der autophagosomalen Membran, die ortholog
zum humanen MAP-LC3 (human microtubule-associated protein 1 light chain 3) sind [306].
AnschlieBend verschmilzt das Autophagosom mit einem Lysosom zum Autolysosom, in dem
der Abbau der cytoplasmatischen Materials stattfindet [302].

Fur die CMA existiert eine funktionelle Beschreibung in C. elegans [307]. Insgesamt werden
zwei Strukturhomologe flr den humanen Transmembranrezeptor LAMP-2A beschrieben, der

fiir die Aufnahme des abzubauenden Substrats in das Lysosom erforderlich ist [308].
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2 ZIELSETZUNG

Als hdufigste Demenzform ist die Alzheimer-Demenz eine neurodegenerative Erkrankung, die
sich mit zunehmendem Erkrankungsfortschritt durch kognitive Einschrankungen auszeichnet.
Diese liegen auf der Ablagerung von sogenannten senilen Plaques und der Bildung von neuro-
fibrillaren Bundeln im Gehirn begrindet. Die Entstehung der senilen Plaques beruht auf der
iibermédBigen Bildung von B-Amyloid (Ap), das sich zu Aggregaten zusammenlagert, intra- und

extrazelluldr akkumuliert und so eine neurotoxische Wirkung austbt.

In der vorliegenden Arbeit wurde das transgene C. elegans Alzheimer-Modell CL2006 verwen-
det, das sich durch die muskuldre Expression von humanem Aps.42 auszeichnet und dadurch mit
fortschreitendem Alter einen spezifischen Paralyse-Phanotyp entwickelt, der eine Aussage Uber
die AB-Toxizitat im Nematoden ermdglicht. Das Ziel bestand darin, die Relevanz ausgewéhlter
nukledrer Hormonrezeptoren hinsichtlich der AB-Toxizitat herauszustellen und mdgliche mo-

lekulare Wirkmechanismen zu ermitteln.

Der Cholesterol metabolisierende Steroid-Signalweg reguliert in C. elegans die Aktivitat des
nukledren Hormonrezeptors DAF-12, der sich bereits in vorangegangen Studien als verstarkend
gegeniber der Ausbildung des Paralyse-Phanotyps erwiesen hat. Fur den nukledren Hormon-
rezeptor NHR-8 wird eine regulative Wirkung auf den Steroid-Signalweg beschrieben, weshalb
dessen Relevanz in CL2006 mittels der RNA-Interferenz (RNAI) induzierten reduzierten Ex-
pression Uberprift wurde. Als ein moglicher Wirkmechanismus wurde anschlielend die Inter-
aktion mit dem DAF-16 Transkriptionsfaktor untersucht, dessen Aktivitdt durch den
Insulin/IGF1-Signalweg reguliert wird und die zudem abhangig vom DAF-12 Aktivitatsstatus
sein konnte. Der Einfluss der Mitglieder des Steroid-Signalweges auf die nukledre DAF-16-
Lokalisation wurde durch RNAI der Mitglieder des Steroid-Signalweges in einem transgenen
C. elegans Stamm bestimmt, der ein DAF-16::GFP-Fusionsprotein exprimiert. Ferner wurde
die transkriptionelle Aktivitat von DAF-16 in einem C. elegans Stamm ermittelt, der GFP unter
der Kontrolle des sod-3 Promotors exprimiert, da das sod-3 Gen ein Zielgen von DAF-16 dar-
stellt. SchlieRlich wurde die Interaktion zwischen DAF-12 und DAF-16 auch hinsichtlich ihrer

Wirkung auf die proteasomale und lysosomale Proteindegradation in CL2006 untersucht.

Da DAF-12 und NHR-8 als Homologe fiir den humanen Vitamin D-Rezeptor beschrieben wer-
den und fiir Vitamin D eine neuroprotektive Funktion postuliert wird, wurde im ndchsten Schritt
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die Wirkung von Cholecalciferol (Vitamin D3) auf die AB-Toxizitat in Abhangigkeit von der
Aktivitat des Steroid-Signalweges Uberpruft.

Weiterhin wird im Zusammenhang mit der AD-Pathogenese die Aktivitat der PPAR-Rezeptor-
Familie als protektiv beschrieben, weshalb die Effekte des PPARa-Homologs NHR-49 und sei-
ner Bindungspartner NHR-66 und NHR-80 auf die Paralyse in CL2006 untersucht wurden.
Auch bezuglich der Paralyse-verdndernden Effekte von NHR-49 wurde die Abhangigkeit bzw.
die Interaktion mit DAF-16 betrachtet.
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3 METHODEN

Die in dieser Arbeit verwendeten C. elegans- und Bakterienstimme sowie RNAI-Klone sind
im Kapitel 9 aufgelistet. AuBerdem sind im Anhang die verwendeten Materialien, Chemikalien
und Geréate unter Angabe des Herstellers und der Artikelnummer sowie die Zusammensetzung

samtlicher selbst hergestellter Losungen und Puffer aufgelistet.

3.1 Kultivierung von C. elegans

Zur permanenten Aufrechterhaltung einer Nematodenpopulation erfolgte die Kultivierung von
C. elegans auf NGM-Agarplatten, die mit einem E. coli OP50-Rasen bewachsen waren. Die
Lagerung der bewachsenen Platten fand bei 20°C im Thermostatschrank statt.

Um ein Aushungern der Nematoden zu verhindern, war das regelméBige sogenannte ,,Umset-
zen* notwendig, welches stets unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt wurde. Mithilfe eines
abgeflammten Skalpells wurde dabei ein Stlick Agar von einer gut bewachsenen Platte ausge-
schnitten, das sich als geeignet herausstellte, wenn sich die Nematoden auf diesem Stiick ge-
sammelt hatten und vom Rest der Platte der OP50-Rasen weitestgehend abgefressen war. Das
ausgeschnittene Stuck wurde anschlieBend kopfuber auf einer neuen NGM-OP50-Agarplatte
platziert. In Abh&ngigkeit von der Menge der umgesetzten Nematoden und deren Entwick-
lungsverhalten musste dieser VVorgang regelmélig wiederholt werden.

Fur die langfristige Kultivierung und Lagerung von C. elegans ist es moglich, diesen bei -80°C
einzufrieren. Daflr wurden mit angehungerten L1- und L2-Larven besetzte Platten benétigt.
Mit dem Einfrierpuffer A (Tabelle 9.7) wurden die Larven zun&chst von den Platten herunter-
gewaschen. AnschlieBend wurde zu dieser Suspension die gleiche Menge Einfrierpuffer B
(Tabelle 9.8), der 30 % Glycerin enthielt, hinzugegeben. Infolge dieser Préparation konnten die
Larven bei -80°C eingefroren werden, wobei dies in einem mit Isopropanol gefilltem Einfrier-

behéltnis geschah, um ein gleichméaRiges Absinken der Temperatur zu gewahrleisten.

3.1.1 Herstellung von NGM-Agar-Platten

Die NGM-Agarplatten wurden gemald dem in 9.5 beschriebenen Rezept hergestellt. Nachdem
die Bestandteile in H>O bidest. gelost wurden, erfolgte die Autoklavierung bei 121°C flr
15 min. AnschlieRend wurde der fliissige Agar im Wasserbad auf 55°C abgekihlt und geman
den Angaben in Tabelle 9.21 fertiggestellt. Unter sterilen Bedingungen wurde der fllissige Agar
zu je 9 ml in 92 mm Petrischalen gegossen. Nach dem Aushérten wurde unter sterilen Bedin-
gungen die konzentrierte OP50-Tagkultur zu je 600 pl auf den NGM-Agar ausplattiert.
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3.1.2 Kultivierung von E. coli OP50 Bakterien

Im Rahmen dieser Arbeit dienten die E. coli OP50 Bakterien als Nahrungsquelle wahrend der
Kultivierung. Diese Bakterien wurden vom Caenorhabditis Genetics Center (CGC, University
of Minnesota, St. Paul, USA) bezogen. Sie sind Uracil-auxotroph, weshalb durch das Weglas-
sen von Uracil ihr Wachstum auf einem Medium limitiert werden kann [242].

Die Kultivierung von E. coli OP50 fand stets unter sterilen Bedingungen statt. Aus einer Gly-
cerin- oder einer Ubernachtkultur wurden mithilfe einer abgeflammten Impfose Bakterien ent-
nommen, die mittels des Drei-Ausstrich-Prinzips auf einer YT-Agarplatte (Tabelle 9.23)
vereinzelt wurden. Nach einer iber Nacht andauernden Inkubation bei 37°C konnte eine ein-
zelne gewachsene Kolonie mit einem Zahnstocher gepickt werden und damit 3 ml YT-Medium
beimpft werden, um eine Ubernachtkultur herzustellen. Nach der tiber Nacht andauernden In-
kubation bei 37°C und 300 rpm auf dem Schuttelinkubator konnte diese Kultur fur die Herstel-
lung einer Tagkultur verwendet werden. In einem Erlenmeyerkolben wurden hierfir 200 ml
YT-Medium mit 500 pl Ubernachtkultur beimpft und fiir sechs Stunden bei 37°C und 300 rpm
auf dem Schdttelinkubator inkubiert. Um die Kultur aufzukonzentrieren, wurde die Suspension
auf vier Zentrifugenréhrchen a 50 ml aufgeteilt und fiir 5 min bei 5100 x g in der Tischzentri-
fuge (Tabelle 9.2) abzentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurden die Bakterienpel-
lets in je 5ml frischem YT-Medium resuspendiert und anschlielend in einem
Zentrifugenrohrchen zusammengefiihrt. Die aufkonzentrierte Tagkultur war bei 4°C etwa eine
Woche haltbar. Fir die langfristige Lagerung erfolgte die Herstellung von Bakterien-Glycerol-
kulturen. Zu diesem Zweck wurden 800 pl Ubernachtkultur mit 200 pul Glycerin versetzt, ali-

quotiert und bei -80°C eingefroren.

3.1.3 Alterssynchronisation von C. elegans mittels Egg-Preparation

Fur die Versuchsdurchfiihrung war eine in ihrem Entwicklungsstadium respektive Alter homo-
gene Gruppe an Nematoden notwendig, weshalb eine Alterssynchronisation der Nematoden
mittels des sogenannten standardisierten EggPreps (egg preparation) stattfand. Flr einen Egg-
Prep waren ausreichend mit Nematoden bewachsene NGM-OP50-Agarplatten notwendig, de-
ren Anzahl je nach Nematodenstamm zwischen vier und sechs Platten lag. Die Durchfiihrung
erfolgte stets unter sterilen Bedingungen.
Zu Beginn wurden die Nematoden mit sterilem M9-Puffer (Tabelle 9.13) von den Agarplatten
heruntergespult und mithilfe einer Glaspasteurpipette in ein Zentrifugenréhrchen a 15 ml tiber-
fihrt. Um die adulten Nematoden von Larven, Eiern und Bakterien zu trennen, erfolgte das
Waschen der Nematoden mit M9-Puffer. Danach wurde der Uberstand auf 3,5 ml abgesaugt
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und 1,5 ml der zuvor frisch angesetzten Bleichlosung (Tabelle 9.5) hinzugegeben. Die Bleich-
I0sung erfillt den Zweck, die Kutikula der Nematoden aufzubrechen, um so die enthaltenden
Eier zu gewinnen. Dazu musste die Ldsung fiir etwa vier bis sechs Minuten kraftig geschittelt
werden, bis keine adulten Nematoden mehr in der Suspension erkennbar waren. Anschlie3end
erfolgte die sofortige Verdiinnung der Suspension mit M9-Puffer durch das Auffillen auf die
15 ml Marke, um die Eier nicht zu beschadigen. Nachfolgend war das dreimalige Waschen der
Eiersuspension notwendig, um die Bleichlésung komplett zu entfernen. Dazu wurde der Zentri-
fugenroéhrcheninhalt bei 2800 x g filr 2 min in der Tischzentrifuge zentrifugiert, der Uberstand
bis auf das Pellet abgesaugt und das Rohrchen erneut auf 15 ml mit M9-Puffer aufgefillt. Nach
dem dritten Mal Waschen wurde das Zentrifugenrohrchen auf 10 ml mit M9-Puffer aufgefillt.
Die Eiersuspension wurde zudem mit 10 pl Cholesterol (Tabelle 9.4) versetzt, um die Entwick-
lung der Larven zu unterstltzen. Fir das Schlipfen der Larven wurde das Zentrifugenréhrchen
tiber Nacht im Uberkopfschittler bei 25 rom im Thermostatschrank bei 20°C inkubiert.

Am darauffolgenden Tag wurde die entstandene L1-Larvensuspension flr den Versuchsansatz
so eingestellt, dass sich in 10 pl Suspension ca. 10 Larven befanden. Zuvor war ein zweimaliges
Abzentrifugieren bei 1200 x g fur 2 min in der Tischzentrifuge notwendig, um Verunreini-
gungen aus der Larvensuspension zu entfernen. Nach dem zweiten Zentrifugationsschritt wurde
der Uberstand auf 2 ml abgesaugt und die Einstellung der Larvenkonzentration durch die, am

Stereomikroskop kontrollierte Zugabe von M9-Puffer vorgenommen.

3.1.4 Kultivierung von C. elegans in NGM-Flussigmedium

Die Aufzucht der synchronisierten L1-Larven erfolgte in einem Flussigmedium, das mit Bak-
terien versetztes NGM beinhaltete. In den Versuchen wurden stets E. coli HT115 Bakterien als
Nahrung fir C. elegans eingesetzt. Fur den Versuchsansatz war es daher erforderlich, die Bak-
terien in Form von Ubernacht- und Tagkultur zu kultivieren. Dies geschah gemaR der Beschrei-
bung in 3.1.5.

Um die HT115 Bakterien in NGM l6sen zu kdnnen, musste zunédchst das Medium entfernt wer-
den, in dem die Kultivierung stattfand. Daftir wurde 1 ml der Tagkultur in ein 2 ml Reagierge-
faR pipettiert und in der Mikroliterzentrifuge fiir 2 min bei 5100 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde anschliefend entfernt und das entstandene Pellet in 500 ul zuvor frisch hergestelltem
NGM resuspendiert. Die Einstellung der optischen Dichte bei 600 nm (ODsqo) erfolgte am Pho-
tometer auf den Wert 1 (x 0,1) durch die schrittweise Hinzugabe von NGM.

Die Versuche wurden je nach Weiterbehandlung in 96- oder 24-Well-Mikrotiterplatten ange-
setzt. FUr den Ansatz in einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurden die dul3ersten
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Plattenvertiefungen grundsétzlich mit 100 pl destilliertem Wasser bestiickt, um als Verduns-
tungsschutz zu wirken. In die brigen innenliegenden Plattenvertiefungen wurden jeweils 10 pl
der zuvor eingestellten Larvensuspension und 44 ul der NGM-Bakterien-Suspension pipettiert.
In einer 96-Well-Mikrotiterplatte konnten bis zu 6 Behandlungsgruppen a 10 Plattenvertief-
ungen aufgezogen werden. Versuche, die in 24-Well-Platten angesetzt wurden, benétigten pro
Behandlungsgruppe drei dieser Platten. Pro Plattenvertiefung wurden 100 pl der Larvensuspen-
sion und 460 pl der NGM-Bakterien-Suspension pipettiert.

Nach der vollstdndigen Bestiickung einer Platte wurde diese mit einem befeuchteten Papiertuch
bedeckt und in einer Pappschachtel gelagert. Fir die Aufzucht der Nematoden erfolgte die La-

gerung dieser Schachtel auf einem Schiittler bei 125 rpm im Thermostatschrank bei 20°C.

3.1.5 RNA-Interferenz in C. elegans

Die RNA-Interferenz, die auch als gene silencing bezeichnet wird, beschreibt eine Form der
posttranskriptionellen Modifikation der Genexpression. Sie dient dem Schutz des Genoms eines
Organismus vor schadlichen Umwelteinfliissen wie z.B. Parasiten in Form von Viren, die zu
einer abweichenden oder unerwiinschten Genexpression fuhren kdnnen und der Regulation der
Genexpression [309, 310]. In C. elegans wurde entdeckt, dass es durch den Einsatz von dop-
pelstrangiger RNA (dsRNA) und deren simpler Verfutterung maglich ist, effizient und se-
quenzspezifisch Gene via RNAI abzuschalten [246].

Im ersten Schritt wird die eingebrachte dsSRNA durch den sogenannten DICER, eine dsSRNA-
spezifische Endonuklease, in kurze etwa 21-23 Nukleotide umfassende Fragmente (short inter-
fering RNA; siRNA) geschnitten. Diese werden durch den RNA-induced silencing complex
(RISC) gebunden, der die doppelstrangigen siRNA Fragmente in Einzelstrdnge auftrennt. In
Verbindung mit einer der beiden einzelstrangigen siRNAs ist der RISC dazu in der Lage, kom-
plementére einzelstrangige messenger RNA (mMRNA) zu binden und anschlieBend mittels der
enthaltenen Nuklease abzubauen. Auf diese Weise wird die Menge der zu translatierenden
MRNA deutlich reduziert (knock-down) [310].
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Abbildung 3.1: Prinzip der RNAI

Die spezifische Endonuklease (DICER) schneidet die doppelstrangige RNA (dsRNA) in kurze Fragmente
(short interfering RNA; siRNA). Die siRNA wird durch Bindung an den RNA-induced silencing complex
(RISC) in Einzelstrange aufgetrennt. Mithilfe des zur mRNA komplementaren Einzelstranges bindet der RISC
an die mRNA, wodurch diese abgebaut wird. Modifiziert nach Grishok [311].

’

Durch Injektion, Durchtrankung oder Verfutterung kann die dsRNA in C. elegans eingebracht
werden [311]. In dieser Arbeit wurde die RNAI in C. elegans durch die Verfutterung von E. coli
HT115(DE3)-Bakterien vermittelt, die fiir die effiziente Synthese von dsSRNA modifiziert wur-
den. Der E. coli HT115-Klon ist RNAselll-defizient, da das entsprechende Gen entfernt wurde,
um den RNAse vermittelten Abbau der dsSRNA zu hemmen. Fir die Synthese des dSRNA wurde
das Gen fur eine T7-Polymerase in das Genom von HT115 integriert, dessen Expression durch
einen Laktose- und Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)-induzierbaren Promotor regu-
liert wird. Zudem enthélt das Bakterium ein Plasmid, welcher ein L4440-Vektor ist und einen
mit zwei konvergenten T7-Promotoren flankierten Bereich enthdlt, in den ein Fragment eines
C. elegans Gens kloniert wurde [312]. Durch die Kultivierung der Bakterien in einem mit IPTG
versetzten Medium wurde die Expression der T7-Polymerase induziert, welche die durch die
T7-Promotoren flankierte Sequenz im Plasmid schrieb und somit zur Bildung der dsRNA
flhrte. Da ein Strang dsSRNA komplementdr zur mRNA des von dem integrierten C. elegans
Gens war, fuhrte die Aufnahme in C. elegans folglich zum Abbau der mRNA und Reduktion
der Menge des kodierten Proteins [311, 313]. Zur Selektion besitzt der E. coli HT115-Klon eine
Tetracyclin-Resistenz, um ein selektives Wachstum der Bakterien zu ermdglichen, und eine in
dem Plasmid enthaltene Ampicillin-Resistenz, die ein selektives Wachstum Plasmid-enthalten-

der Bakterien veranlasst [312].
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Fur die Kultivierung der E. coli HT115-Bakterien, die stets unter sterilen Bedingungen statt-
fand, waren zunéchst vereinzelte Kolonien notwendig, die durch einen Verdiinnungsausstrich
aus einer Glycerin- oder Ubernachtkultur auf einer mit Ampicillin und Tetracyclin versetzten
YT-Agar-Platte erhalten wurden. Nach der tber Nacht andauernden Inkubation bei 37°C
konnte von dieser Platte eine einzige Bakterienkolonie mit einem Zahnstocher aufgenommen
werden und diente der Beimpfung des sogenannten Mastermixes, der sich aus 3 ml YT-
Medium, versetzt mit 3 ul Ampicillin, zusammensetzte. Nach der Inkubation, die Uber Nacht
auf dem Schiittelinkubator bei 37°C und 300 rpm erfolgte, konnte mit der Ubernachtkultur eine
Tagkultur hergestellt werden. Hierfir wurden dem Mastermix, der aus 4 ml YT-Medium, 4 pul
Ampicillin und 4 pl IPTG bestand, 400 pl der Ubernachtkultur zugesetzt. Nach einer vierstiin-
digen Inkubation auf dem Schittelinkubator bei 300 rpm und 37°C war die Kultur gebrauchs-
fertig. Fir die Langzeitlagerung der HT115-Bakterien wurden 800 pl der Ubernachtkultur mit
200 pl Glycerin versetzt und nach grindlichem Mixen bei -80°C eingefroren.

In RNAIi-Versuchen wurde als Kontrolle stets eine sogenannte Negativkontrolle mitgefuhrt, die
jene RNAi-Bakterien meint, die im Plasmid kein C. elegans Fragment enthielten. Des Weiteren
wurde bei sogenannten Doppel-RNAi-Versuchen jede der beiden RNAi mit Negativkontrolle
verdunnt, um die Menge der applizierten dsRNA hinsichtlich der Einzel- und Doppel-RNAi zu

nivellieren.

3.1.6 Inkubation von C. elegans mit Effektoren

Die Inkubation der Nematoden mit Effektoren fand ab dem jung-adulten Stadium statt, das sich
durch die erste Eiablage auszeichnete. Die Inkubationsdauer betrug 48 h und erfolgte im Ther-
mostatschrank bei 20°C auf dem Schiittler bei 150 rpm.

Fur die Behandlung mit Cholecalciferol (Tabelle 9.4) wurde eine Stammlésung angesetzt, die
bei -20°C lichtgeschutzt gelagert wurde und als Grundlage fiir die Herstellung der Arbeitslo-
sungen diente. Auch die in unterschiedlichen Konzentrationen angesetzten Arbeitsldsungen
wurden vorbereitet, bei -20°C eingefroren und vor jedem Auftragen aufgetaut. Es erfolgte in
regelméBigen Abstanden ein frischer Ansatz dieser Losungen. Die Arbeitslosungen waren
grundsétzlich zehnfach héher konzentriert als die gewinschte Endkonzentration in der Platten-
vertiefung. Als Kontrolle wurde in den Versuchen das Losungsmittel des Effektors mitgefthrt.
Bei den Losungsmitteln fur die Effektoren galt es stets zu beachten, dass der Ethanolanteil der
10-fach konzentrierteren Losung bei héchstens 10 % lag, um negative Auswirkungen auf die

Nematoden zu vermeiden.
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Um die Nematoden mit einer hoheren Cholesterolkonzentration zu inkubieren, erfolgte von
Anfang an die Aufzucht der L1-Larven in einem NGM-Medium, das 15 pg/ml anstatt 5 pg/ml
Cholesterol enthielt.

Nach 48-stiindiger Inkubation der jung-adulten Nematoden erfolgte deren gruppenweise Uber-
fuhrung in Zentrifugationsréhrchen a 15 ml, die bis zur 10 ml Marke mit M9:Tween®-Puffer
beftllt waren. Durch das zweimalige Waschen mit M9:Tween®-Puffer erfolgte die Entfernung

von Bakterien, des NGMs und der Larven.

3.2 Messung der Paralyserate

Die Paralyserate von CL2006 gilt als ein Mal3 fur die Ap-Toxizitat. Aufgrund des im Genom
integrierten AB-Minigens, das unter dem muskelspezifischen Promotor unc-54 exprimiert wird,
akkumuliert das AP mit fortschreitendem Alter in den Muskelzellen des Nematoden. Als Re-
sultat zeigt sich der zunehmende muskulare Funktionsverlust als Paralyse des Nematoden, wo-
bei dieser nur noch den Kopf oder den Schwanz bewegen kann [258, 261].

Nach der 48 h andauernden Inkubation mit Effektoren wurden fiir die Messung der Paralyse
die Nematoden, die sich noch in den Plattenvertiefungen der 96-Well-Mikrotiterplatte befan-
den, fur 1,5 h bei 35°C inkubiert, um deren Alterungsprozess und die Proteinaggregation zu
beschleunigen. Infolge der Hitzeexposition ergibt sich in der mit den RNAi-Kontroll-Bakterien
behandelten Gruppe eine Paralyserate von 50 %.

Nach der Hitzeexposition fur 1,5 h bei 35°C wurden die Nematoden gruppenweise in 15 ml
Zentrifugationsrohrchen tberfuhrt, in denen jeweils 10 ml M9: Tween®-Puffer vorgelegt wa-
ren. Nach dem zweimaligen Waschen mit M9:Tween®-Puffer wurde der Uberstand auf 1 ml
abgesaugt. Die Zentrifugationsrohrchen wurden anschlielend in Alufolie eingewickelt, um die
Behandlungsgruppen zu verblinden. Dies diente dem Zweck der objektiven Beurteilung des
Bewegungsmusters der Nematoden. Fur die Untersuchung des Bewegungsverhaltens der Ne-
matoden wurden jene einer Gruppe mithilfe des Stereomikroskops unter Kaltlicht auf einer
NGM-Agar-Platte vereinzelt, die zuvor in ein 25 Felder umfassendes Raster eingeteilt wurde.
Pro Feld wurde 1 ul der Suspension mit einem adulten Nematoden platziert. Da die Platte ge-
Offnet blieb, trockneten die Nematoden kurz an und wurden anschlieBend mit einer abgeflamm-
ten, abgekihlten Platindse angetippt, um die daraus resultierende Bewegungsreaktion
beurteilen zu kénnen. Wenn sich der Nematode nicht mehr zielgerichtet fortbewegen konnte,
wurde dieser als paralysiert eingestuft. AnschlieBend wurde die Paralyserate in % der Kontrolle

angegeben.
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3.3  Fluoreszenzmikroskopische Messungen

3.3.1 Analyse der DAF-16::GFP Translokation

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der transgene C. elegans Stamm TJ356 (zIs356 [daf-16p::daf-
16a/b::GFP + rol-6(su1006)]) verwendet, um die Aktivitat des Insulin/IGF-1 vermittelten Sig-
nalwegs zu Uberprifen. In diesem Stamm ist das daf-16::gfp-Reportergen in das Genom inte-
griert. Das GFP wurde urspriinglich aus der Qualle Aequorea victoria isoliert und besteht aus
238 Aminosduren. Es absorbiert blaues Licht bei einer Wellenlange zwischen 395 und 470 nm
und emittiert grines Licht bei einer Wellenlange zwischen 509 und 540 nm [314]. In TJ356
erfolgt unter der Kontrolle des daf-16 (abnormal dauer formation)-Promotors die Expression
eines Fusionsproteins aus dem DAF-16- und dem GFP-Protein [268]. In Abbildung 3.2 ist
exemplarisch die cytosolische (A) und nukleare (B) Lokalisation von DAF-16::GFP gezeigt.

Abbildung 3.2: GFP-Fluoreszenz von TJ356
(A) Cytosolische Verteilung von DAF-16::GFP; (B) Nukleére Verteilung DAF-16::GFP.

Wie schon fir die Bestimmung der Paralyserate beschrieben (3.2) wurden die TJ356 Nemato-
den zuerst fiir 60 min bei 35°C im Inkubator inkubiert und anschlieRend fiir 60 min bei 20°C
im Thermostatschrank auf dem Schiittler bei 150 rpm verwahrt. Je Behandlungsgruppe wurde
zunéchst ein 15 ml Zentrifugenréhrchen mit 10 ml M9:Tween®-Puffer befillt, in das die Ne-
matoden fur den Waschvorgang Gberfiihrt wurden. Nach dem zweimaligen Waschen wurde der
Uberstand vorsichtig auf 100 pl abgesaugt und 200 pl Levamisol (Tabelle 9.4) hinzugefiigt.
Das Levamisol diente der Betdubung der Nematoden, um die fluoreszenzmikroskopischen Auf-
nahmen zu ermdéglichen. Danach wurden die Zentrifugenrdéhrchen als Lichtschutz in Alufolie
eingewickelt.

Fur die Bestimmung der zellularen DAF-16::GFP Lokalisation wurden Aufnahmen mithilfe
des Fluoreszenzmikroskops AMG EVOS fl Color (Tabelle 9.2) erstellt. Dafur wurden 35 pl der
Nematoden-L6sung auf einen Objekttréger pipettiert und mit einem Deckglaschen abgedeckt.

Fur die Aufnahmen wurde der GFP-Kanal eingestellt, der eine Anregungswellenldnge von
46



METHODEN

470 nm und eine Emissionswellenldange von 525 nm beinhaltete. Die Aufnahmen erfolgten bei
hundertfacher VVergroRerung. Pro Behandlungsgruppe wurden mindestens 20 verschiedene Ne-
matoden aufgenommen.

In der mit RNAi-Kontroll-Bakterien behandelten Gruppe lag in ca. 50 % der untersuchten
TJ356 Nematoden eine nukledre DAF-16-Lokalisation vor.

3.3.2 Expressionsanalyse mittels des sod-3p::gfp Transgens

Der transgene C. elegans Stamm CF1553 (muls84 [(pAD76) sod-3p::GFP + rol-6(su1006)]),
der ein GFP-Gen gekoppelt an dem sod-3 (SOD (superoxide dismutase))-Promotor aufweist,
wurde verwendet, um die transkriptionelle Aktivitit von DAF-16 zu Gberprifen. Die durch sod-
3 kodierte Superoxid-Dismutase ist ein Zielgen von DAF-16, weshalb die SOD-3-Expression
Ruckschliisse auf die DAF-16-Aktivitat erlaubt. Durch das an den Promotor gekoppelte gfp-
Reportergen korreliert die messbare GFP-Fluoreszenz mit der SOD-3-Expression [315].

Die CF1553 Nematoden wurden vor dem Waschen fir 1,5 h bei 35°C inkubiert. Das Waschen,
die Betdubung der Nematoden und die Aufnahmen am Fluoreszenzmikroskop wurden wie unter
3.3.1 beschrieben durchgefiihrt.

Die anschlieBende Auswertung der Aufnahmen gliederte sich in zwei Schritte. Zunéchst er-
folgte die graphische Auswertung mit der Software ImageJ (Tabelle 9.30). Dazu wurden die
Aufnahmen in 8-bit Graustufenbilder aufgetrennt, um im griinen Farbkanal die Quantifizierung
der Pixel vornehmen zu konnen. Da sich pro Aufnahme nur ein adulter Nematode befinden
sollte, wurden Eier, Larven und andere stérende Objekte wegretuschiert. Als nachstes wurde
ein unterer Grenzwert festgelegt, um bei moglichst niedrigem Hintergrundrauschen den ganzen
Nematoden durch die Anzahl der Pixel einzuschlieBen. Mit dieser Angabe wurde mittels
ImageJ die integrierte Dichte der ausgewéhlten Pixel ermittelt, die als ein MaR fiir die Fluores-
zenzintensitat gilt. Mithilfe der ermittelten kumulierten Grauwerte der ausgewahlten Pixel

konnte die Gesamtfluoreszenz im zweiten Schritt statistisch ausgewertet werden.

3.3.3 Quantifizierung der Lysosomen mittels Lysotracker® Red

Fur die Bestimmung der Aktivitat der Autophagie wurde der Fluoreszenzfarbstoff Lysotra-
cker® Red verwendet, der in sauren Vesikeln, wie z.B. in Lysosomen, akkumuliert. Lysotra-
cker® Red ist ein mit einer schwachen Base verknupftes Fluorophor, das im sauren Milieu
protoniert wird und dadurch die Eigenschaft verliert, Membranen zu passieren [316].

Fur die Anfarbung der Lysosomen im Nematoden erfolgte die 48-stiindige Inkubation mit
Lysotracker® Red (2 uM in M9:Tween®20) analog zur Inkubation mit den Effektoren (3.1.6).
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AnschlieBend wurden die Nematoden in mehreren Schritten gewaschen. Fur die Entfernung des
Farbstoffs, der Bakterien und der Larven wurden die Nematoden aus den Plattenvertiefungen
gruppenweise in Zentrifugenrohrchen a 15 ml tberfuhrt, die jeweils mit 10 ml M9: Tween®20
befiillt waren. Nach dem zweimaligen Waschen mit M9:Tween®20 wurde der Uberstand auf
200 ul abgesaugt und die Nematodensuspension wurde gruppenweise auf NGM-OP50-
Agarplatten pipettiert. Die Nematoden verblieben fur 1 h auf der NGM-OP50-Agarplatte, um
den Darm zu entleeren, da andernfalls der verbleibende Fluoreszenzfarbstoff im Intestinum des
Nematoden zu fehlerhaften Messergebnissen gefiihrt hatte. Danach wurden die Nematoden mit
M9-Puffer von den Agarplatten heruntergespult und gruppenweise in Zentrifugenréhrchen a
15 ml uberfiinrt. Nach dem Waschen wurde der Uberstand auf 100 pl abgesaugt, damit eine
Betédubung der Nematoden durch die Zugabe von 200 pl Levamisol mdglich war. Mithilfe des
Fluoreszenzmikroskops AMG EVOS fl Color (Tabelle 9.2) erfolgten die Aufnahmen im RFP-
Kanal, welcher eine Anregungswellenldnge von 530 nm und eine Emissionswellenlange von
593 nm beinhaltete. Die Aufnahmen und die quantitative Auswertung erfolgten analog zu dem
in 3.3.2 beschriebenen Prozedere, wobei fur die Auswertung der rote Farbkanal ausgewéhlt

wurde.

3.3.4 Quantifizierung der Cholesterolaufnahme mittels Dehydroergosterol

Fur die fluoreszenzoptische Messung der Cholesterolaufnahme in C. elegans wurde das natur-
lich vorkommende fluoreszierende Cholesterolanalogon Dehydroergosterol (DHE) eingesetzt.
Durch die sehr dhnlichen biologischen Eigenschaften ist DHE als ein Cholesterolsubstituent
geeignet, was auch dadurch verdeutlicht wird, dass es als allein verfligbare Sterolquelle in der
Nahrung keine negativen Auswirkungen auf die Entwicklung des cholesterolauxotrophen Ne-
matoden hat [317]. Der Vorgehensweise zugrundeliegend ist die Methode von Wiistner et al.
[318]. Statt des Cholesterols wurde dem NGM DHE [100 pM] zugesetzt, d.h. eine Behandlung
der Nematoden mit DHE fand ab dem L1-Stadium statt. Die Untersuchung der Nematoden
erfolgte wiederum 48 h nach dem Erreichen des jung-adulten Stadiums. Das Waschen und die
Betdubung der Nematoden erfolgten geméall den Angaben in 3.3.2. Die Aufnahmen und deren
Auswertung wurden ebenfalls nach der Beschreibung in 3.3.2 erstellt, wobei als Fluoreszenz-
kanal der DAPI-Kanal gewéhlt wurde, der eine Anregungswellenldnge von 360 nm und eine

Emissionswellenlange von 447 nm beinhaltete.
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3.3.5 Bestimmung der Ap-Aggregation mittels NIAD-4

Das C. elegans Alzheimermodell exprimiert Ap in den Kdrperwandmuskelzellen, das mittels
des rotfluoreszierenden Farbstoffs NIAD-4 ({[5°-( p-hydroxyphenyl)-2,20-bithienyl-5-yl]-me-
thylidene}-propanedinitrile) angeféarbt wurde. NIAD-4 bindet spezifisch Amyloid-Fibrillen und
ermdoglicht deren Nachweis Uber den Anstieg der Fluoreszenz [319, 320]. Fur die Anfarbung
der AB-Ablagerungen war zunéchst eine VVorbehandlung der Nematoden notwendig, die sich in
die Fixierung und die Permeabilisierung untergliederte. Innerhalb eines Versuchsansatzes
wurde fur jede Behandlungsgruppe eine 24-Well-Platte vorbereitet. 48 h nach dem Erreichen
des jung-adulten Stadiums wurden die CL2006 Nematoden zunéchst fiir 1,5 h bei 35°C inku-
biert. Danach wurden die Nematoden gruppenweise in Zentrifugenréhrchen tberfihrt und
zweimal mit M9-Puffer gewaschen. Zu dem Nematodenpellet wurden anschliefend 1 ml der
Fixierungslosung (Tabelle 9.10) hinzu pipettiert. Nach der 24 h andauernden Inkubation bei
4°C im Kihlschrank wurde der Uberstand weitestgehend abgesaugt und unter dem Abzug
500 pl des Permeabilisierungspuffers (Tabelle 9.17) hinzugefgt. Die Inkubation erfolgte fur
24 h auf dem Schttelinkubator bei 37°C und 300 rpm. Danach fand die Entfernung des Uber-
standes sowie das zweimalige Waschen mit PBS (Tabelle 9.16) unter dem Abzug statt. Auf-
grund der veranderten Struktur der Nematoden war eine Zentrifugation zwischen den
Waschschritten nicht moglich, weshalb sich die Nematoden von selbst absetzen mussten. Nach
dem der Uberstand weitestgehend abgesaugt wurde, erfolgte die lichtgeschiitzte Inkubation der
Nematoden mit NIAD-4 [10 uM] (Tabelle 9.4) fur etwa 10 min, bis sich die Nematoden groR-
tenteils abgesetzt hatten. Der Uberstand wurde entfernt und die Nematoden durch das drei-
malige Waschen mit Ethanol (50 %) entfarbt. Danach wurden zu den entfarbten Nematoden
100 pl PBS hinzupipettiert. Am Fluoreszenzmikroskop wurde der rote Fluoreszenzkanal sowie
das 20x Objektiv fiir die Aufnahmen ausgewahlt, die vom Nematodenkopf erstellt wurden. Pro
Gruppe wurden ca. 30 Nematoden fotografiert. Fiir die Auswertung der Bilder wurden diese
zuerst mit Adobe Photoshop (Tabelle 9.30) bearbeitet, um den zu messenden Kopfbereich, der
sich bis zum terminalen Bulbus des Pharynx erstreckt, und den Farbtonbereich der AB-Ablager-
ungen auszuwahlen, die sich als hellere Flachen darstellten (Abbildung 3.3). Mithilfe von
ImageJ erfolgte die graphische Auswertung, die in 3.3.2 beschrieben ist, woraufhin die statisti-

sche Auswertung ausgefiihrt wurde.
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Abbildung 3.3: Anfirbung der AB-Aggregate mit NIAD-4
Darstellung der NIAD-4 Féarbung im Wildtyp (A) und in CL2006 (B).

3.4 Proteinextraktion mittels des Precellys Homogenisators

Um biochemische Analysen mit entsprechenden Mengen an Protein aus C. elegans durchfiihren
zu konnen, ist eine groRe Menge an Nematoden notwendig. Zu diesem Zweck erfolgten die
Versuchsansétze in 24-Well-Platten, wobei davon drei fur eine Behandlungsgruppe benétigt
wurden, um etwa 8.000 Nematoden zu erhalten. 48 h nach dem Erreichen des jung-adulten Sta-
diums wurden die CL2006 Nematoden zuerst einer Hitzeschockbehandlung (1,5 h, 35°C) un-
terzogen, nach welcher die Nematoden aus den Plattenvertiefungen gruppenweise in
Zentrifugenrohrchen tberfiihrt wurden. AnschlieRend wurden die Nematoden zweimal mit M9-
Puffer gewaschen. Danach wurde der Uberstand weitestgehend abgesaugt und das Nematoden-
pellet in ein 2 ml Schraubdeckelgefal (Micro Packaging Vials™, Tabelle 9.1) tberfihrt, zu dem
ca. 300 pl Lyse-Puffer I (Tabelle 9.11) hinzupipettiert wurden. Danach war eine mindestens
24 h andauernde Lagerung bei -80°C erforderlich. Fir die Proteinextraktion wurden die Ne-
matoden zundchst auf Eis aufgetaut und pro GefaRl 52 Keramikkiigelchen (Tabelle 9.1) hinzu-
gegeben. AnschlieBend fand die Extraktion im Precellys-Homogenisator (Tabelle 9.2) statt,
welche fir 2x 20 s bei 6500 rpm mit 30 s Pause erfolgte. Danach wurde das Homogenat in der
Tischzentrifuge bei 4°C fiir 20 min bei 4000 x g zentrifugiert. Der Uberstand, der die extrahier-
ten Proteine enthielt, wurde in 2 ml Reaktionsgefale tberfuhrt. Dieser konnte entweder direkt

auf Eis weiterverwendet oder bei -20°C gelagert werden.

3.5 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Mittels der Bio-Rad Protein Prifung erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration. Der
kolorimetrischen Bestimmung zugrundeliegend ist die Methode von Bradford, welche die Bin-

dung des Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteine in saurer Losung beinhaltet.
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Durch die Bindung verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 465 nm nach
595 nm. Die Intensitét der Extinktion bei 595 nm korreliert mit der Proteinkonzentration [321].
Die flr die Bestimmung notwendige Standardreihe wurde durch Lésungen von bovinem Ser-
umalbumin (BSA) in den Konzentrationen 0 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml,
500 pg/ml und 1000 pg/ml in Lyse-Puffer I erstellt. Von den Standards wurden jeweils 25 pl
mit 975 pl bidestilliertem Wasser vermischt und mit 250 pl Bradford-Reagenz versetzt. Nach
einer exakten Inkubationszeit von 15 min wurde mittels des Photometers (Tabelle 9.2) die Ab-
sorption von jedem Standard bei 595 nm bestimmt und anschliefend automatisch eine Stan-
dardkurve generiert.

Die Messung der Proteinproben erfolgte in verdunnter Form, in dem zundchst 10 pl der Probe
mit 90 pl Lysis-Puffer I vermischt wurden. AnschlieBend erfolgte analog zu den Standards die
Vermischung mit Wasser und der Bradford-Reagenz. Nach 15 min wurde die Konzentration

der Probe anhand der Standardreihe ermittelt.

3.6 Messung der Proteasomaktivitat

Die fluorometrische Messung der Proteasomaktivitét in C. elegans erfolgte spezifisch Gber die
Bestimmung der Chymotrypsin-dhnlichen Proteasomaktivitat, die durch eine Untereinheit des
20S Proteasoms vermittelt wird. Zu diesem Zweck wurde das fluorogene Substrat N-Succinyl-
Leu-Leu-Val-Tyr-7-Amido-4-Methylcoumarin (Suc-LLVY-AMC) (Tabelle 9.4) eingesetzt,
von dem proteolytisch das Fluorogen 7-Amino-4-Methylcoumarin (AMC) abgespalten wird.
Daraus resultiert ein Fluoreszenzsignal, dessen Anstieg zunachst mit der gesamten enzymati-
schen Proteasenaktivitat gleichzusetzen ist. Fur die Spezifizierung der enzymatischen Aktivitat
wurde der Proteasen-Inhibitor MG-132 [322] (Tabelle 9.4) genutzt, der die Chymotrypsin-ahn-
liche Proteasomaktivitat spezifisch hemmt. Die Differenz aus dem Fluoreszenzsignal mit und
ohne Inhibitor gibt die Chymotrypsin-ahnliche Proteasomaktivitét an.

Fur die Messung wurde eine schwarze 96-Well half area Mikrotiterplatte (Tabelle 9.1) verwen-
det. In jede Plattenvertiefung, die fiir eine Probe bendtigt wurde, wurden zundchst die 1,5 fache
Menge des spéteren Ansatzvolumens (75 pl) einer 3 %-igen BSA-LOsung in tris-buffered sa-
line (TBS) (Tabelle 9.19) pipettiert. Es folgte eine 30-minutige Inkubation bei 37°C, woraufhin
die BSA-Lo6sung vollstandig entfernt wurde. Dies diente der Vermeidung von Interaktionen
zwischen der Mikrotiterplatte und der Protein-Probe.

AnschlieBend wurde in die zuvor mit BSA-L6sung praparierten Plattenvertiefungen 35 pl des
Proteasomaktivitatspuffers vorgelegt, zu dem 15 pl der jeweiligen auf Eis gelegten Protein-

Probe hinzugefugt wurden. Dies erfolgte fir jede Protein-Probe in 6-facher Ausfiihrung, da
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jeweils drei Plattenvertiefungen zusétzlich mit dem Proteasom-Inhibitor MG-132 [10 uM] und
drei Plattenvertiefungen mit DMSO (Dimethylsulfoxid) als Kontrolle versetzt wurden. Nach
einer im Dunkeln erfolgten 15-minutigen Inkubation bei 20°C im Thermostatschrank auf dem
Schittler bei 150 rpm, wurde zu jedem Proben-Puffer-Gemisch 0,5 pl der Stammlésung des
spezifischen Substrats Suc-LLVY-AMC hinzugefuigt. Mittels des Mikrotiterplatten Fluorome-
ters Fluoroskan (Tabelle 9.2) erfolgte die kinetische Fluoreszenzmessung bei einer Anregungs-
wellenldnge von 355 nm und einer Emissionswellenldnge von 460 nm. Die Gesamtzeit der
Messung betrug 3 h, in der in einem Abstand von 10 min die Fluoreszenz gemessen wurde.

Mithilfe von GraphPad Prism 5 (Tabelle 9.30) wurde mittels linearer Regression der Fluores-
zenzanstieg pro Zeiteinheit bestimmt. Durch die Bildung der Differenz der Steigungen, die je-
weils in Ab- und Anwesenheit des Inhibitors bestimmt wurden, konnte der Fluoreszenzanstieg
ermittelt werden, der die Chymotrypsin-ahnliche Proteasomaktivitat wiedergibt. Diese wurde

als spezifische Aktivitat pro mg Protein normalisiert.
3.7 PCR-Verfahren

3.7.1 Single Worm-PCR

Die sogenannte Single Worm-PCR (SW-PCR) beschreibt die Vervielféltigung des genetischen
Materials eines einzelnen Nematoden und wurde genutzt, um fiir die Quantitative-Reverse
Transkriptase-PCR (qRT-PCR) generierte Primer hinsichtlich ihrer Funktionalitit zu Gberpra-
fen. Um die DNA und die mRNA eines einzelnen Nematoden zu erhalten, musste zuerst die
Lyse des Nematoden erfolgen. Da die Primer flr eine gqRT-PCR bendtigt wurden, war die
cDNA-Synthese aus der mRNA ein notwendiger Zwischenschritt. Das entstandene PCR-

Produkt wurde mittels DNA-Gelektrophorese nachgewiesen.

3.7.1.1 Wurmlyse

Um einen Nematoden zu lysieren, wurde der Lyse-Puffer 1l (Tabelle 9.12) benétigt. Dieser
wurde zuerst in ein Glasschélchen pipettiert. Am Stereomikroskop wurde mithilfe eines Platin-
drahtes ein einzelner Nematode von einer schwach bewachsenen NGM-OP50-Agarplatte auf-
genommen und in den Lyse-Puffer gegeben. Anschliefend wurde dieser Nematode in einem
Volumen von 2 ul mit einer Pipette aufgenommen und in ein PCR-Reaktionsgefall (Tabelle
9.1) Uberfuhrt. Die Wurmlyse fand im Thermocycler Veriti® 96 Well Thermal Cycler (Tabelle
9.2) in 2 Schritten statt. Zuerst erfolgte die Lyse fur 1 h bei 60°C, woraufhin durch die 15-
mindtige Inkubation bei 90°C der Lyse-Vorgang beendet wurde. Das Wurmlysat konnte ent-

weder direkt weiterverwendet oder bei -20°C eingefroren werden.
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3.7.1.2 cDNA-Synthese

Die Synthese der cDNA (complementary DNA) erfolgte mithilfe des Maxima H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kits (Tabelle 9.28). Fir die Herstellung des Mastermixes wurden die
enthaltenen Komponenten in den folgenden Mengen in ein PCR-Reaktionsgefal pipettiert:

e 1l 10x dsDNase Puffer

e 1 puldsDNase

e 1 ul Random-Hexamer Puffer [100 pmol]

e 1 pldNTP Mix [10 mM]

e 4l 5x RT-Puffer

e 1 pl Enzyme Mix (Reverse Transkriptase, RNase Inhibitor)

e 11 pl Nuklease-freies Wasser
In einem neuen PCR-Reaktionsgefall wurde 1 pl des Wurmlysats, welches die mRNA enthielt,
mit 1 pl des Mastermixes vermischt. Anschlieend erfolgte im Thermocycler Veriti® 96 Well
Thermal Cycler (Tabelle 9.2) erst eine 10-minltige Inkubation bei 25°C, dann eine 30-minditige
Inkubation bei 55°C und abschlieRend eine 5-mintige Inkubation bei 85°C. Zu dem Produkt
wurden anschlieBend 23 ul bidestilliertes Wasser hinzugefugt. Das Produkt konnte bei -80°C

gelagert werden.

3.7.1.3 Single Worm-Polymerase Kettenreaktion

Fir die SW-PCR wurde das KAPA2G Fast Hot Start PCR Kit (Tabelle 9.28) verwendet. Als
erstes wurde der Mastermix bestehend aus der KAPA2G Fast Hot Start DNA-Polymerase, Puf-
fer, ANTPs, den spezifischen Primern und Wasser hergestellt. AnschlieRend wurde der Master-
mix in die PCR-ReaktionsgefaRe pipettiert, in die zuvor 2 pul des cDNA Produkts (3.7.1.2)

gegeben wurde.

Ein Reaktionsansatz umfasste 25 pl und setzte sich wie folgt zusammen:
e 2 pl gDNA aus der Wurmlyse

5 ul KAPA2G Puffer [5x]

e 0,1 ul KAPA2G Fast Hot Start Polymerase [5 U/ul]

e 0,5l KAPA2G dNTP Mix [40 mM]

e 1,25 ul forward Primer [10 puM]

e 1,25 pl reverse Primer [10 uM]
e 14,9 ul Diethylpyrocarbonat (DEPC)-H.0
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Mithilfe des Thermocycler Veriti® 96 Well Thermal Cyclers (Tabelle 9.2) wurde die PCR
durchgefiihrt. Die Einstellungen sind in Tabelle 3.1 aufgelistet. Die Annealing-Temperaturen

waren abhdngig vom jeweiligen Primer-Paar.

Tabelle 3.1: Zyklus-Einstellungen fir SW-PCR

Phase Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 1 min 1
Denaturierung 95°C 155

Annealing zw. 50-60°C 15s 50
Elongation 72°C 1s

Das PCR-Produkt war bei -20°C lagerféhig.

3.7.1.4 DNA-Gelektrophorese

Das flr die DNA-Gelelektrophorese benétigte Gel bestand aus 2 % Agarose in TAE-Puffer
(Tabelle 9.20). Fir die Visualisierung der DNA wurde diese mit 6x DNA-Beladungspuffer
(Tabelle 9.3) vor der Beladung des Gels in einem Verhéltnis von 1:6 vermischt, wobei das Gel
vor dem Erstarren zusatzlich mit 1x SYBR® Safe (Tabelle 9.3) versetzt wurde. Als GroRen-
marker wurde der Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Tabelle 9.3) aufgetragen. Die DNA-
Auftrennung fand fur 2 h bei 80 V statt. Mittels des VisiBlue™ Transilluminators (Tabelle 9.2)
wurde die DNA veranschaulicht. Eine Aufnahme des Gels wurde mithilfe der Kamera Moticam
2500 erstellt.

3.7.2 Quantitative Echtzeit-PCR

Die Quantitative Echtzeit-PCR ist eine Methode zur Analyse der Genexpression und ermdglicht
die Quantifizierung der synthetisierten DNA in Echtzeit. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine
gRT-PCR durchgefihrt, die sich durch den zusatzlichen Einsatz einer Reversen Transkriptase
auszeichnet, welche die Synthese von cDNA aus mRNA vermittelt (3.7.1.2). Um die amplifi-
zierte DNA quantifizieren zu kdnnen, wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green | verwen-
det. Durch die Bindung dieses Farbstoffs an eine doppelstrdngige DNA entsteht ein
Fluoreszenzsignal, das proportional zur DNA-Menge ist. Die Quantifizierung der Gen-spezi-
fischen mMRNA wurde relativ zum Referenzgen 18S vorgenommen.

Fur die gqRT-PCR war zunachst die Isolierung der RNA notwendig. AnschlieBend wurde die

Expression von ech-1 in C. elegans mittels der qRT-PCR quantifiziert.
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3.7.2.1 RNA-Isolierung

Fur die Isolierung der RNA aus C. elegans wurde das Roti®-Prep RNA MINI Kit (Tabelle
9.28) genutzt. Um genligend RNA zu erhalten, wurden etwa 8.000 Nematoden bendtigt, die in
drei 24-Well-Platten aufgezogen wurden. Nach der Hitzeschockbehandlung (1,5 h bei 35°C)
wurden die Nematoden aus den Plattenvertiefungen gruppenweise in die Zentrifugenréhrchen
uberfiinrt. Nach dem Waschen der Nematoden (vgl. 3.4) wurde der Uberstand weitestgehend
abgesaugt und das Nematodenpellet in ein 2 ml SchraubdeckelgefaR (Micro Packaging Vials™,
Tabelle 9.1) Gberflhrt. Anschlieend wurde das Pellet mit 450 pl des im Kit enthaltenen Lysis-
Puffers LSR versetzt und fiir mindestens 24 h bei -80°C eingefroren. Danach wurden die Ne-
matoden auf Raumtemperatur (RT) aufgetaut und pro Gefall wurden 52 Keramikkdigelchen hin-
zugeflgt. Der erste Schritt fir die RNA-Isolierung erfolgte im Precellys-Homogenisator bei
5400 rpm flr 2x 20 s mit einer Pause von 10 s. Um das Lysat mit der enthaltenen RNA von den
Feststoffen abtrennen zu koénnen, erfolgte eine Zentrifugation bei 5100 x g fir 2 min in der
Mikroliter-Zentrifuge. Um die RNA aus dem Lysat zu isolieren, wurde gemal} der Gebrauchs-
anleitung des verwendeten Roti®-Prep RNA MINI Kits vorgegangen, das im Wesentlichen

durch die Verwendung verschiedener Aufreinigungssaulen gekennzeichnet war.

Die eluierte RNA wurde anschlielend auf Eis gelagert. Die Konzentration wurde photometrisch
bestimmt. Fir die Quantifizierung der spezifischen mRNAs erfolgte die Einstellung der Kon-
zentration fur die 185 mRNA mit DEPC-Wasser auf 0,01 ng/pl und fir die ech-1 mRNA auf
10 ng/ul.

3.7.22 gRT-PCR

In der vorliegenden Arbeit wurde das Brilliant 11 SYBR® Green QRT-PCR Master Mix Kit
(Tabelle 9.28) fiir die Durchfuhrung einer gRT-PCR verwendet. Da es sich um ein 1-Step Kit
handelte, wurde die reverse Transkription und die PCR in einem Schritt ausgefuhrt. Der Ansatz
erfolgte in einem Volumen von 10 ul und setzte sich wie folgt zusammen:

e 5ul SYBR Green | Mastermix

e 0,4 pl Reverse Transkriptase [200 U/ul]

e 0,75 pl Forward Primer [1 uM]

e 1,25 pl Reverse Primer [1 uM]

e 1,6 pl Nuklease-freies Wasser

e 1l Template RNA
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Zundachst erfolgte die Herstellung des Mastermixes, der aus dem SYBR Green | Mastermix, der
Reversen Transkriptase, den Forward- und Reverse-Primern sowie dem Nuklease-freien Was-
ser bestand. Der Mastermix wurde anschlielend in die gPCR-Reaktionsgefalie (Rotor Gene
Tubes fur Rotor Gene-Q Real-time PCR Cycler) vorgelegt. Jede Probe wurde 4-fach mit dem
mit 18S Primern versetzten Mastermix und 4-fach mit dem mit ech-1 Primern versetzten Mas-
termix angesetzt. Zur Kontrolle von DNA-Verunreinigungen wurde stets von jedem Mastermix
eine no template control (NTC) mitgefihrt, in der dem Mastermix statt der Template-RNA 1 pl
Nuklease-freies Wasser hinzugeftigt wurde. Im Anschluss an die Komplettierung des Ansatzes
durch Hinzufligen der Template RNA wurden die ReaktionsgefalRe verschlossen und in den
Rotor Gene-Q Real-time PCR Cycler (Tabelle 9.2) einsortiert, um die qRT-PCR unter den im
Folgenden aufgefiihrten Konditionen zu starten.

Tabelle 3.2: Zyklus-Einstellungen fir gRT-PCR

Phase Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Reverse Transkription 50°C 30 min 1

Initiale Denaturierung 95°C 10 min 1
Denaturierung 95°C 30s

Annealing 55°C 1 min 55
Elongation 72°C 30s

Inkubation 95°C 1 min 1
Schmelzkurve 55°C bis 95°C jeweils 30 s

Die durch die Rotor-Gene Q Series Software (Tabelle 9.30) gemessenen Fluoreszenzsignale
wurden automatisch als Kurven dargestellt, anhand derer die Software die einzelnen Cycle
Threshold (Ct)-Werte ermittelte. Als Ct-Wert wird der Zyklus beschrieben, in dem das Fluores-
zenzsignal zum ersten Mal einen als Basis-Fluoreszenz definierten Grenzwert exponentiell
uberschreitet. Da von jeder Probe eine 4-fach Bestimmung angefertigt wurde, erfolgte im ersten
Schritt fir jeden Ct-Wert die Berechnung des Mittelwerts und der Standardabweichung. Um
die Genexpression relativ quantifizieren zu konnen, wurde die AACt-Methode angewendet
[323]. Zunachst wurde fir jede untersuchte Probe der Ct-Wert des Referenzgens vom Ct-Wert
des zu untersuchenden Gens subtrahiert (ACt). Nach dem die Ct-Werte auf diese Weise nor-

miert wurden, wurde der ACt-Wert der Kontrolle von dem ACt-Wert der experimentell
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behandelten Probe subtrahiert (AACT). AnschlieBend wurde die Ratio der AACt-Werte (fold

change) rechnerisch ermittelt, um die relativen Expressionsunterschiede darstellen zu kénnen.

ACt= CtZielgen — Ct Referenzgen
AACt = ACt Behandlung — ACt Kontrolle
Ratio (fold change) = 2-4ACT

3.8 Statistische Auswertung

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse beruhen auf mindestens 2 unabhéngigen Experimen-
ten, die an unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse der fluoreszenzmik-
roskopischen Untersuchungen (Fluoreszenz von SOD-3::GFP, DHE, NIAD-4 und
Lysotracker®Red), der Proteasomaktivitats-Messung und der gRT-PCR werden durch ein je-
weils représentatives Ergebnis dargestellt. Die Ergebnisse der Paralyse-Messungen und der
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der DAF-16::GFP-Translokation zeigen eine Zu-
sammenfassung von mindestens vier unabh&ngigen Experimenten. Es wurden folgende Signi-

fikanzniveaus festgelegt: *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001.

Alle Ergebnisse wurden auf die Kontrolle (100 %) normalisiert und als Balkendiagramme mit
Mittelwert + Standardabweichung (SD; engl. standard deviation) dargestellt. Flr die statis-
tische Auswertung wurde in Abhéngigkeit von der Behandlungsgruppenanzahl entweder der
unpaarige t-Test oder die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) zusammen mit dem Bonfer-

roni Anschlusstest angewendet.
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4 ERGEBNISSE

Um die pathologischen Vorgange wahrend der AD ergriinden zu kénnen, finden in der For-
schung zahlreiche Modellorganismen eine Anwendung. Im Zentrum des Forschungsinteresses
stehen dabei die senilen Plaques, die einen wichtigen Marker fur die AD-Erkrankung darstellen
und auf einem gestérten APP-Stoffwechsel beruhen. Der transgene C. elegans Stamm CL2006
exprimiert das humane Af1-42 in seinen Kdrperwandmuskelzellen, wodurch die als Alzheimer-
Phénotyp bezeichnete charakteristische Paralyse des Nematoden entsteht. REGITZ und WENZEL
konnten zeigen, dass CL2006 eine vermehrte Proteinaggregation aufweist, die durch die Cho-
lesterolreduktion im Medium vermindert werden konnte [324]. Cholesterol wird in C. elegans
mittels des Steroid-Signalweges zu dafachronischen Sauren verstoffwechselt, die als Liganden
fur den nukledren Hormonrezeptor DAF-12 dienen, dessen Aktivierung sich als Paralyse-stei-
gernd erwiesen hat [273, 324].

4.1 Interaktionen zwischen dem Steroid-Signalweg und Insulin/IGF-Signalweg beein-
flussen die Ap-induzierte Paralyse in CL2006

4.1.1 Die Aktivierung des nukledren Hormonrezeptors DAF-12 des Steroid-Signalweges
steigert die Paralyse in CL2006

Cholesterol ist fur C. elegans ein Metabolit, der tiber die Nahrung aufgenommen werden muss
und der als Ausgangsstoff fur die Synthese von dafachronischen Sauren dient. Der Steroid-
Signalweg vermittelt diese Verstoffwechslung, um Liganden fir den nukledren Hormonrezep-
tor DAF-12 zu synthetisieren. DAF-12 agiert nach Bindung der Liganden als Transkriptions-

faktor und beeinflusst die Expression zahlreicher Gene.

Zum Steroid-Signalweg gehdren verschiedene Mitglieder, deren Relevanz fiir die Auspragung
des Alzheimer-Phéanotyps schon zum Teil durch REGITZ und WENZEL untersucht wurden [324].
So konnte bereits gezeigt werden, dass die Aktivitat der Cytochrom P450-abhangigen Hydro-
xylase DAF-9, welche die Oxidation von 7-Dehydrocholesterol zu dafachronischen Sauren vor-
nimmt, und des nukledren Hormonrezeptors DAF-12 eine steigernde Wirkung auf die Paralyse
besitzen. Mittels der RNAI vermittelten Hemmung der Genexpression von daf-36, das fir eine
Rieske-adhnliche Oxygenase kodiert und innerhalb des Steroid-Signalweges stromaufwérts von
DAF-9 und DAF-12 Cholesterol zu 7-Dehydrocholesterol oxidiert, sollte dessen Bedeutung fur
die Ausprégung der Paralyse Uberprift werden. Es zeigt sich, dass die RNAI von daf-36 eine

Senkung der Paralyserate zur Folge hatte (Abbildung 4.1 B). Zusétzlich wurde die Rolle von
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NHR-8 fiir die AB-Toxizitat in CL2006 Uberprift, da dieser nukledre Hormonrezeptor als re-
gulierend fir die Funktion des Steroid-Signalweges und der Cholesterol-Homdostase beschrie-
ben wird [283]. Die RNAI vermittelte Hemmung der nhr-8-Expression resultierte ebenfalls in
einer signifikanten Reduktion der Paralyserate (Abbildung 4.1 A). Beide Ergebnisse unter-
stitzen die These, dass ein aktivierter Steroid-Signalweg die Auspragung des Alzheimer-Pha-

notyps in CL2006 steigert.
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Abbildung 4.1: Paralyseraten von CL2006 nach nhr-8 bzw. daf-36 RNA..
Die Paralyseraten von CL2006 wurden nach nhr-8 (A) bzw. daf-36 RNAI (B) sowie nach einem 1,5-stindigen
Hitzeschock bei 35°C in 2 Tage alten jung-adulten Nematoden ermittelt. **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. Kontrolle

4.1.2 Der Einfluss von DAF-12 auf die Paralyse in CL2006 wird durch dessen Interak-
tion mit DAF-16 des Insulin/IGF-Signalweges vermittelt

Der DAF-16 Transkriptionsfaktor ist neben DAF-12 ein weiterer Faktor, der einen regulieren-
den Einfluss auf die Langlebigkeit von C. elegans hat. Fur die transkriptionelle Aktivitat der
beiden Faktoren wird eine Abhéangigkeit diskutiert, die durch eine Hemmung von DAF-16
durch das Liganden-gebundene DAF-12 charakterisiert ist [271]. Demnach ist DAF-16 strom-
abwarts des Steroid-Signalweges positioniert. REGITz und WENZEL haben bereits in diesem
Zusammenhang beschrieben, dass wéhrend einer Doppel-RNAI von daf-16 und daf-12 der Pa-
ralyse-steigernde Effekt der daf-16 RNAIi dominant Uber den Paralyse-senkenden Effekt der
daf-12 RNAIi ist [324]. Der DAF-16 Transkriptionsfaktor reguliert in C. elegans die Expression
von Stressresistenzgenen, deren Fehlen offenbar die Ap-Toxizitat steigert.
Durch Doppel-RNAI von nhr-8 bzw. daf-36 sollte ermittelt werden, ob die stromaufwarts ge-
legenen Mitglieder des Steroid-Signalweges ebenfalls durch eine Hemmung von DAF-16 Pa-
ralyse-steigernd wirken. Entsprechend der Beschreibung im Methodenteil (3.1.5), wurde im
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Vergleich zur alleinigen RNAI (Abbildung 4.1) nur die Hélfte an nhr-8 bzw. daf-36 RNAI-
Bakterien eingesetzt. Dennoch fand sich auch unter dieser Konstellation eine signifikante Re-
duktion der Paralyse durch die nhr-8 (Abbildung 4.2 A) bzw. daf-36 RNAI (Abbildung 4.2 B).
Die RNAI von daf-16 wirkt auch in verdinnter Form Paralyse-steigernd und erweist sich so-
wohl hinsichtlich der Effekte der nhr-8 RNAI als auch der daf-36 RNAi wiederum als dominant
(Abbildung 4.2). Damit konnte gezeigt werden, dass sowohl NHR-8 als auch DAF-36 als Mit-
glieder des Steroid-Signalweges die DAF-16 Aktivitdt hemmen und dadurch die Paralyse in
CL2006 steigern.
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Abbildung 4.2: Paralyseraten von CL2006 nach simultaner RNAi von nhr-8 bzw. daf-36 und daf-16.

Die Paralyseraten von CL2006 wurden nach Doppel-RNAi des Transkriptionsfaktors daf-16 und nhr-8 (A) bzw.
nach Doppel-RNAI von daf-16 und daf-36 RNAI (B) sowie nach einem 1,5-stlindigen Hitzeschock bei 35°C in 2
Tage alten jung-adulten Nematoden ermittelt. **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. Kontrolle

4.1.3 Die Mitglieder des Steroid-Signalweges hemmen die nukleare DAF-16-

Lokalisation

Da DAF-16 ein Transkriptionsfaktor ist, wére neben der Beeinflussung seiner Expression auch
dessen Lokalisation im Nukleus ein Regulationsmechanismus, tiber den die Mitglieder des Ste-
roid-Signalweges Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitat von DAF-16 nehmen kdnnten. Um
dies zu Uberprifen, wurde der transgene C. elegans Stamm TJ356 verwendet, der ein DAF-
16::GFP Fusionsprotein unter der Kontrolle des daf-16-Promotors exprimiert.

Die RNAI von nhr-8, daf-36, daf-9 und daf-12 resultierten jeweils in einer signifikanten Stei-
gerung der nukledren DAF-16-Lokalisation (Abbildung 4.3), durch die die Annahme der hem-
menden Wirkung des Steroid-Signalweges auf die Aktivitat von DAF-16 gestitzt werden kann.
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Abbildung 4.3: Nukledre DAF-16::GFP-Lokalisation in TJ356 nach RNAI der Mitglieder des Steroid-Sig-
nalweges.

Nachweis der nukledren DAF-16::GFP-Lokalisation nach nhr-8 RNAI, daf-36 RNAI, daf-9 RNAIi bzw. daf-12
RNA.. Die nukledre DAF-16::GFP-Lokalisation wurde in 2 Tage alten jung-adulten Nematoden nach 1-stiindigem
Hitzeschock (35°C) mit folgender 1-stiindiger Inkubation bei 20°C gemessen. **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. Kon-
trolle
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Um nachzuweisen, dass die nukleére Lokalisation von DAF-16 mit einer transkriptionellen Ak-
tivitat einhergeht, wurde im Folgenden die Expression des Superoxid-Dismutase Gens sod-3
untersucht, das ein Zielgen des Transkriptionsfaktors darstellt. Zu diesem Zweck erfolgte die
Verwendung des transgenen C. elegans Stamms CF1553, der durch ein sod-3::gfp-Transgen
gekennzeichnet ist und damit die SOD-3-Expression anhand des gekoppelten Fluoreszenz-Mar-
kers veranschaulicht. Zundchst wurde durch die daf-16 RNAI in CF1553 gezeigt, dass der
Transkriptionsfaktor Einfluss auf die SOD-3-Expression hat. So war eine Reduktion der SOD-
3-Expression unter daf-16 RNAIi um 34 % + 10 zu beobachten (Abbildung 4.4).
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Abbildung 4.4: Relative SOD-3::GFP-Expression in CF1553 nach daf-16 RNAI.
Quantifizierung der SOD-3::GFP-Expression nach daf-16 RNAI. Die Messung wurde in 2 Tage alten jung-adulten
Nematoden nach 1,5-stlindigem Hitzeschock (35°C) vorgenommen. ***p < 0,001 vs. Kontrolle

Um zu zeigen, dass die Effekte der DAF-16-Aktivitat auf die Paralyse u.a. durch transkriptio-
nelle Einflisse auf die SOD-3-Expression vermittelt werden, wurde in CL2006 eine sod-3
RNAI durchgefihrt. Die RNAi-vermittelte Verminderung der SOD-3-Expression bewirkte in
CL2006 eine Steigerung der Paralyserate um 22 % + 7, wodurch die protektive Funktion der
Superoxid-Dismutase gegeniiber der AB-Toxizitat verdeutlicht wird (Abbildung 4.5). Daher
kann die Annahme getroffen werden, dass zumindest ein Teil der protektiven DAF-16-Aktivitat

durch transkriptionelle Aktivierung des sod-3 Gens vermittelt wird.
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Abbildung 4.5: Paralyserate von CL2006 nach sod-3 RNAI.
Die Paralyserate von CL2006 nach sod-3 RNAi wurde nach einem 1,5-stlindigen Hitzeschock bei 35°C in 2 Tage
alten jung-adulten Nematoden ermittelt. ***p < 0,001 vs. Kontrolle

Die daraufhin durchgefiihrte RNAi-vermittelte Hemmung des Steroid-Signalweges in CF1553
bestatigte die Vermutung, dass die infolge dieser Behandlung induzierte gesteigerte nukleére
Lokalisation von DAF-16 (Abbildung 4.3) auch mit einer gesteigerten transkriptionellen Akti-
vitat fir dessen Zielgene einhergeht (Abbildung 4.6). Infolge der nhr-8 RNAI konnte in CF1553
eine um 28 % = 25 signifikant gesteigerte sod-3 Promotoraktivitat im Vergleich zur Kontrolle
beobachtet werden. Die daf-36 RNAI erhohte die SOD-3-Expression um 41 % + 22 im Ver-

gleich zur Vektor-Kontrolle, ahnlich wie die daf-9 RNAI (42 % + 14) und die daf-12 RNAI
(38 % + 19).
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Abbildung 4.6: Relative SOD-3::GFP-Expression in CF1553 nach RNAI der Mitglieder des Steroidsignal-
weges.

Quantifizierung der SOD-3::GFP-Expression nach nhr-8 RNAI, daf-36 RNAI, daf-9 RNAi bzw. daf-12 RNA..
Die Messung wurde in 2 Tage alten jung-adulten Nematoden nach 1,5-stlindigem Hitzeschock (35°C) vorgenom-
men. ***p < 0,001 vs. Kontrolle
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Im néchsten Schritt wurde als Nachweis der Abhangigkeit der erhohten SOD-3-Expression ein
simultaner knock-down von daf-16 und des jeweiligen Mitglieds des Steroid-Signalweges in
CF1553 mittels einer Doppel-RNAI durchgefiihrt. Wie aus der Abbildung 4.7 hervorgeht,
fiihrte die RNAI von nhr-8, daf-36, daf-9 und daf-12 jeweils zu einer signifikanten Erhéhung
der SOD-3-Expression gegentiber der Vektor-Kontrolle. Der knock-down von daf-16 resultierte
auch bei reduzierter Menge an RNAi-Bakterien, die sich aus der Doppel-RNAI ergab, in einer
signifikanten Reduktion der SOD-3-Expression (vgl. Abbildung 4.4). Diese durch die daf-16
RNAI erzielte Reduktion der SOD-3-Expression war dominant Gber die durch nhr-8, daf-36,
daf-9 bzw. daf-12 induzierte Erhéhungen der SOD-3-Menge (Abbildung 4.7). Letztendlich
konnte damit gezeigt werden, dass durch das Fehlen von DAF-16 der steigernde Effekt auf die
SOD-3::GFP-Expression, der durch die Hemmung des Steroid-Signalweges induziert wird,
ausbleibt.

Insgesamt lasst sich aus den gezeigten Ergebnissen schlussfolgern, dass die protektive Wirkung
des gehemmten Steroidsignalwegs auf die Paralyse von CL2006 auf der gesteigerten Aktivitat
des DAF-16 Transkriptionsfaktors und der damit assoziierten gesteigerten Expression des an-

tioxidativ wirksamen Enzyms SOD-3 beruht.
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Abbildung 4.7: Relative SOD-3::GFP-Expression in CF1553 nach Doppel-RNAI von daf-16 und jeweils ei-
nem der Mitglieder des Steroidsignalweges.

Quantifizierung der SOD-3::GFP-Expression nach Doppel-RNAi von daf-16 RNAi und nhr-8 RNAI, daf-16 RNAI
und daf-36 RNAI, daf-16 RNAI und daf-9 RNAI bzw. daf-16 RNAI und daf-12 RNAI. Die Messung wurde in 2
Tage alten jung-adulten Nematoden nach 1,5-stiindigem Hitzeschock (35°C) vorgenommen. *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001 vs. Kontrolle
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4.2 Interaktion von Cholesterol und Cholecalciferol mit dem Steroid-Signalweg

4.2.1 Cholesterol aktiviert den Steroid-Signalweg und steigert die Paralyse in CL2006

Cholesterol dient dem mit dem nuklearen Hormonrezeptor DAF-12 assoziierten Steroid-Sig-
nalweg als Ausgangssubstrat fiir die Synthese von dafachronischen Séuren, die final als Ligan-
den fir DAF-12 fungieren. Daher sollte untersucht werden, ob eine erhéhte Cholesterolzufuhr
die als Folge eines gehemmten Steroid-Signalweges reduzierte Paralyse steigern kann.

Zu diesem Zweck wurden die CL2006 Nematoden ab dem L1-Stadium in einem NGM aufge-
zogen, das 15 pg/ml Cholesterol statt der sonst reguléren 5 pg/ml Cholesterol in der Kontrolle
enthielt. In Abbildung 4.8 sind die Effekte einer Cholesterolsupplementation auf die durch
RNAI verschiedener Mitglieder des Steroid-Signalweges induzierte reduzierte Paralyse gezeigt.
Zunachst kann festgestellt werden, dass die Aufzucht der Nematoden mit einer Cholesterolkon-
zentration von 15 pg/ml keinen signifikanten Effekt im Vergleich zur Vektor-Kontrolle mit
5 nug/ml Cholesterol auf die Paralyse hat. Wie bereits in Abbildung 4.1 gezeigt, flhrt die RNAI-
vermittelte Reduktion der Expression von nhr-8, daf-36, daf-9 bzw. daf-12 jeweils zu einer
signifikanten Senkung der Paralyse gegentiber der Vektor-Kontrolle. Die Aufzucht der Ne-
matoden in einem NGM mit einer erhéhten Cholesterolkonzentration von 15 pg/ml steigert die
Paralyseraten unter allen knock-downs auf das Niveau der Kontrolle (Abbildung 4.8). Es scheint
plausibel, dass aufgrund der unter RNAI bestehenden Restaktivitaten, die Aktivierung des Ste-
roid-Signalweges durch die erhohte Verfugbarkeit des Substrats die Paralyse-Steigerung verur-

sacht.
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Abbildung 4.8: Einfluss einer erhdhten Cholesterolzufuhr auf die Paralyserate in CL2006 unter RNAI ver-
schiedener Mitglieder des Steroid-Signalweges.

Die Paralyserate von CL2006 nach nhr-8 (A), daf-36 (B), daf-9 (C), daf-12 RNAI (D) und erhéhter Cholesterol-
zufuhr [15 pg/ml] ab dem L1-Stadium wurde nach einem 1,5-stiindigen Hitzeschock bei 35°C in 2 Tage alten
jung-adulten Nematoden ermittelt. *p < 0,05, **p < 0,01 vs. Kontrolle; #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 vs.
RNAI-Gruppe

Da bereits die Relevanz der Aktivitat des Steroid-Signalweges fir die nukleédre Lokalisation
und Aktivitat von DAF-16 herausgestellt wurde (4.1.3), soll auch der Effekt der erhéhten Chol-
esterolzufuhr auf die DAF-16-Lokalisation beschrieben werden. Dazu wurden die TJ356 Ne-
matoden jeweils mit einer erhéhten Zufuhr an Cholesterol [15 pg/ml] unter RNAI eines Mit-
glieds des Steroid-Signalweges behandelt. Wie entsprechend der Effekte einer erhdhten
Cholesterolzufuhr auf die Paralyserate in CL2006 (Abbildung 4.8) zu erwarten war, zeigte sich,
dass die alleinige Gabe von 15 pg/ml Cholesterol auch keinen signifikanten Effekt auf die nu-
kledre DAF-16::GFP-Lokalisation hat (Abbildung 4.9). Die RNAI der Mitglieder des Steroid-
Signalweges bewirkten, wie bereits in Abbildung 4.3 gezeigt, eine signifikante Steigerung der
nukledren DAF-16::GFP-Lokalisation im Vergleich zur Vektor-Kontrolle. Wenn hingegen der
Steroid-Signalweg unter erhéhter Cholesterolzufuhr in TJ356 aktiviert wird, bleibt der durch
den knock-down erzielte steigernde Effekt auf die nukledre DAF-16-Lokalisation aus. Daraus
lasst sich schlieRen, dass die Hemmung des Steroid-Signalweges, die durch die RNAI einzelner
Mitglieder vermittelt wird, durch die erhohte Cholesterolzufuhr ausgeglichen wird.
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Abbildung 4.9: Nukleare DAF-16::GFP Lokalisation in TJ356 nach Hemmung des Steroid-Signalweges und
erhohter Cholesterolzufuhr.

Nachweis der nukledren DAF-16::GFP-Lokalisation nach erhéhter Cholesterolzufuhr [15 pg/ml] ab dem L1-Sta-
dium und der RNAI des Steroid-Signalweges. Die nukledre DAF-16::GFP-Lokalisation wurde in 2 Tage alten
jung-adulten Nematoden nach 1-stindigem Hitzeschock (35°C) mit folgender 1-stiindiger Inkubation bei 20°C
gemessen. *p < 0,05, **p < 0,01 vs. Kontrolle; #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 vs. RNAIi-Gruppe
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Mittels des blau-fluoreszierenden Cholesterol-Analogons DHE, das in der Aufzucht von C. ele-
gans statt Cholesterol als Sterolquelle eingesetzt werden kann, sind Ruckschliisse auf die rela-
tive Cholesterolaufnahme in C. elegans moglich. Um also die erhohte zellulare Verfugbarkeit
von Cholesterol nachzuweisen, wurde auch die DHE-Konzentration 3-fach erhoht. Als Stan-
dardkonzentration wurde 100 uM DHE verwendet, eine Mindestkonzentration, die notwendig
ist, um den Fluoreszenznachweis zu ermdglichen. Durch die Aufzucht der Nematoden in einem
NGM mit 300 uM DHE konnte eine signifikante Steigerung der DHE-Fluoreszenz um
42 % + 33 im Intestinaltrakt verzeichnet werden. Der knock-down des Cholesteroltransporters
VIT-6 [325] resultierte hingegen in einer um 48 % + 23 reduzierten Aufhahme von DHE im
Vergleich zur Vektor-Kontrolle. Unter vit-6 RNAI konnte die DHE-Aufnahme durch Erh6hung
der DHE-Konzentration nicht mehr gesteigert werden (Abbildung 4.10). Diese Ergebnisse ver-
deutlichen, dass bei einem erhéhten Angebot von DHE bzw. Cholesterol auch mehr der Sub-

strate durch VIT-6 aufgenommen werden.
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Abbildung 4.10: Relative DHE-Fluoreszenz in CL2006 nach vit-6 RNAi und erhéhter DHE-Zufuhr.
Quantifizierung der DHE-Fluoreszenz in CL2006 nach vit-6 RNAI und erhéhter DHE-Zufuhr [300 uM] ab dem
L1-Stadium in 2 Tage alten jung-adulten Nematoden. ***p < 0,001 vs. Kontrolle; ###p < 0,001 vs. DHE [300 uM]
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Dass die reduzierte Cholesterolversorgung unter vit-6 RNAI die Paralyse in CL2006 mindert,
konnte bereits in friheren Untersuchungen gezeigt werden [324]. Der Einfluss der Cho-
lesterolaufnahme auf die Aktivitat des Steroid-Signalweges und die Auspragung der Paralyse
konnte in der vorliegenden Arbeit weiter bestétigt werden. Wahrend unter erhéhter Cholesterol-
konzentration kein Paralyse-senkender Effekt der nhr-8 RNAI auftrat, war unter Doppel-RNA.
von nhr-8 und vit-6 eine signifikant reduzierte Paralyse festzustellen (Abbildung 4.11). Dies
lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Aktivitat des Steroid-Signalweges und damit die Aus-

pragung der Paralyserate in CL2006 abhangig vom VIT-6-vermittelten Cholesteroltransport ist.

200

-

[3)]

o
1

Paralyse
[% der Kontrolle]
o S
< < <

*k%

*kk

CL2006; Vektor-Kontrolle
+ Cholesterol [15 pg/ml]
nhr-8 RNAI

vit-6 RNAI
nhr-8 RNAI + vit-6 RNAI

go0 n

Abbildung 4.11: Paralyserate von CL2006 nach Doppel-RNAi von nhr-8 und vit-6 bei erhdhter Cholesterol-
zufuhr.

Die Paralyserate von CL2006 wurde nach Doppel-RNAi von nhr-8 und vit-6 bei erhéhter Cholesterolzufuhr
[15 pg/ml] ab dem L1-Stadium nach einem 1,5-stiindigen Hitzeschock bei 35°C in 2 Tage alten jung-adulten Ne-
matoden ermittelt. ***p < 0,001 vs. Kontrolle

4.2.2 Cholecalciferol senkt die Paralyse in CL2006 durch die Hemmung des Steroid-
Signalweges

Im Zusammenhang mit der AD-Pathogenese wird eine schlechte Versorgung mit Vitamin D3,
das auch als Cholecalciferol bezeichnet wird, mit einem erhohten Erkrankungsrisiko assoziiert.
Um zu untersuchen, ob die AB-Toxizitat und damit die Ausbildung des Paralyse-Phanotyps in
CL2006 durch Cholecalciferol beeinflusst werden kann, erfolgte eine 48 h andauernde Inkuba-
tion der CL2006 Nematoden ab dem jung-adulten Stadium mit Cholecalciferol in drei unter-
schiedlichen Konzentrationen. In Abbildung 4.12 ist dargestellt, dass die Behandlung mit
Cholecalciferol in allen drei Konzentrationen zu einer signifikanten Reduktion der Paralyserate
in CL2006 fihrte, wobei in der niedrigsten Konzentration von 1 uM bereits der maximale Ef-
fekt erzielt wurde.
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Abbildung 4.12: Paralyserate von CL2006 nach 48 h Inkubation mit 1 uM, 10 uM und 100 uM Cholecal-

ciferol

Die Paralyserate von CL2006 wurde nach 48 h Inkubation mit 1 uM, 10 uM und 100 uM Cholecalciferol sowie
nach einem 1,5-stlindigen Hitzeschock bei 35°C in 2 Tage alten jung-adulten Nematoden ermittelt. **p < 0,01,
***p < 0,001 vs. Kontrolle

Cholecalciferol wird durch UV-Strahlung aus 7-Dehydrocholesterol gebildet und ist dement-
sprechend ein Strukturhomolog des Cholesterols. Um festzustellen, ob die beiden Strukturho-
mologe um die Bindungspartner des Steroid-Signalweges miteinander konkurrieren, wurde der
Effekt von Cholecalciferol auf die Paralyse auch in Gegenwart erhéhter Cholesterolkonzentra-
tionen untersucht. Hierbei zeigte sich, dass durch die Applikation von 15 pg/ml Cholesterol der
Paralyse-senkende Effekt von 1 pg/ml Cholecalciferol aufgehoben wurde (Abbildung 4.13).
Dies lasst die Vermutung zu, dass Cholecalciferol und Cholesterol um den Cholesteroltrans-
porter VIT-6 und/oder die Bindung eines oder mehrerer Mitglieder des Steroid-Signalweges

konkurrieren.
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Abbildung 4.13: Paralyserate von CL2006 nach 48 h Inkubation mit 1 uM Cholecalciferol in An- und Ab-
wesenheit erhohter Cholesterolkonzentrationen.

Die Paralyserate von CL2006 wurde nach 48 h Inkubation mit 1 uM Cholecalciferol und erhéhter Cholesterolzu-
fuhr [15 pg/ml] sowie nach einem 1,5-stiindigen Hitzeschock bei 35°C in 2 Tage alten jung-adulten Nematoden
ermittelt. **p < 0,01 vs. Kontrolle
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Tatsachlich bewirkte die Gabe von 1 uM Cholecalciferol als auch der knock-down von nhr-8,
daf-36, daf-9 bzw. daf-12 jeweils eine vergleichbare Senkung der Paralyserate (Abbildung
4.14). Da die Applikation von Cholecalciferol unter der jeweiligen RNAI keine zusétzliche
Senkung der Paralyse mehr verursachte, ist davon auszugehen, dass Cholecalciferol den Ste-

roid-Signalweg auf diesen Stufen hemmt.
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Abbildung 4.14: Paralyserate von CL2006 nach 48 h Inkubation mit 1 uM Cholecalciferol unter Hemmung
des Steroid-Signalweges.

Die Paralyserate von CL2006 wurde nach 48 h Inkubation mit 1 pM Cholecalciferol unter nhr-8 RNAi (A), daf-
36 RNAI (B), daf-9 RNAI (C), daf-12 RNAI (D) sowie nach einem 1,5-stiindigen Hitzeschock bei 35°C in 2 Tage
alten jung-adulten Nematoden ermittelt. **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. Kontrolle

Um zu untersuchen, ob Cholecalciferol auch mit der Aufnahme des Cholesterols tiber VIT-6
interferiert, wurde wiederum DHE als fluoreszierendes Cholesterol-Homolog verwendet.
Durch die 48-stiindige Behandlung der CL2006 Nematoden mit 1 uM Cholecalciferol konnte

eine signifikante Reduktion der relativen DHE-Fluoreszenz im Intestinaltrakt um 20 % £ 20 im
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Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden (Abbildung 4.15). Daraus l&sst sich schliel3en, dass
1 uM Cholecalciferol auch zu einer verminderten Aufnahme von Cholesterol in C. elegans
fiihrt und damit das Substrat fur den Steroid-Signalweg limitiert. Des Weiteren wurde in diesem
Zusammenhang die Relevanz des Cholesterol-Transportproteins VIT-6 fur den gezeigten Ef-
fekt von Cholecalciferol untersucht. Die Tatsache, dass die DHE-Aufnahme nach der vit-6
RNAI starker reduziert wurde als durch Cholecalciferol (Abbildung 4.15), spricht dafiir, dass
Cholecalciferol in einer Konzentration von 1 puM nicht in der Lage ist, VIT-6 vollstandig zu

inhibieren.
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Abbildung 4.15: Relative DHE-Fluoreszenz in CL2006 nach 48 h Inkubation mit 1 uM Cholecalciferol in
An- und Abwesenheit einer vit-6 RNAI.

Quantifizierung der DHE-Fluoreszenz in CL2006 nach 48 h Inkubation mit 1 uM Cholecalciferol unter Hemmung
der vit-6 Expression in 2 Tage alten jung-adulten Nematoden. ***p < 0,001 vs. Kontrolle; ###p < 0,001 vs. Chole-
calciferol [1 pM]

Da sich herausgestellt hat, dass Cholecalciferol mit Cholesterol um die Interaktion mit dem
Cholesteroltransporter VIT-6 und dem Steroid-Signalweg konkurriert, sollte im ndchsten
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Schritt die Relevanz des stromabwaérts vom Steroid-Signalweg positionierten Transkriptions-
faktors DAF-16 fur den Cholecalciferol-Effekt untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde
zunéchst die Paralyse von CL2006 infolge der Cholecalciferol-Behandlung unter daf-16 RNAI
bestimmt (Abbildung 4.16). Die Behandlung der CL2006 Nematoden mit daf-16 RNAi allein
induzierte die Erhéhung der Paralyserate um 49 % + 12 im Vergleich zur Vektor-Kontrolle.
Durch die zusatzliche Behandlung mit 1 uM Cholecalciferol konnte im Vergleich zur mit daf-
16 RNAI behandelten Gruppe kein Unterschied festgestellt werden, wéahrend Cholecalciferol
in der Vektor-Kontrolle die Paralyse signifikant senkte. Der dominante Effekt der daf-16 RNAI

zeigt somit, dass Cholecalciferol den Transkriptionsfaktor aktiviert.
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Abbildung 4.16: Paralyserate von CL2006 nach 48 h Inkubation mit 1 uM Cholecalciferol unter Hemmung
des Transkriptionsfaktors DAF-16.

Die Paralyserate von CL2006 wurde nach 48 h Inkubation mit 1 uM Cholecalciferol unter daf-16 RNAIi sowie
nach einem 1,5-stiindigen Hitzeschock bei 35°C in 2 Tage alten jung-adulten Nematoden ermittelt. *p < 0,05 vs.
Kontrolle

Zur Darstellung der nukledren Aktivitat von DAF-16 unter dem Einfluss der Inkubation mit
1 uM Cholecalciferol und der gleichzeitigen Hemmung von Mitgliedern des Steroid-Signalwe-
ges wurden wiederum TJ356 Nematoden verwendet. Aus der 48-stiindigen Behandlung mit
1 uM Cholecalciferol resultierte eine Steigerung der nukledren DAF-16::GFP-Lokalisation.
Die Hemmung des Steroid-Signalweges bewirkte ebenso eine signifikante Steigerung der nuk-
ledren DAF-16::GFP-Translokation Vergleich zur Vektor-Kontrolle. Infolge der zusétzlichen
Gabe von 1 uM Cholecalciferol zu den RNAI behandelten Nematoden war kein additiver Effekt
zu verzeichnen (Abbildung 4.17). Anhand der durchgefiihrten Untersuchung kann festgestellt
werden, dass Cholecalciferol eine Steigerung der nukledren DAF-16::GFP-Lokalisation be-
wirkt, die auf die assoziierte Hemmung des Steroid-Signalweges zurlickgefuhrt werden kann.
Wenn der Steroid-Signalweg RNAi-vermittelt in dessen Aktivitat eingeschrénkt wird, zeigt die
zusétzliche Inkubation mit 1 uM Cholecalciferol keinen additiven Effekt.
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Abbildung 4.17: Nukledre DAF-16::GFP Lokalisation in TJ356 nach 48 h Inkubation mit 1 uM Cholecal-

ciferol unter Hemmung des Steroid-Signalweges.

Nachweis der nukledren DAF-16::GFP-Translokation nach 48 h Inkubation mit 1 pM Cholecalciferol und nach
der RNAI von nhr-8, daf-36, daf-9 und daf-12. Die nukledre DAF-16::GFP-Lokalisation wurde in 2 Tage alten
jung-adulten Nematoden nach 1-stindigem Hitzeschock (35°C) mit folgender 1-stiindiger Inkubation bei 20°C

gemessen. **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. Kontrolle
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4.3 Die daf-12 RNAI resultiert in einer verminderten Ablagerung von AB-Aggregaten

Die Toxizitdt des AP-Peptids wird letztlich, wie in Kapitel 1.1.1.1 beschrieben, tber dessen
Aggregationsverhalten bestimmt. Deshalb sollte als néchstes untersucht werden, inwiefern die
Hemmung des stromabwarts im Steroid-Signalweg stehenden nukledren Hormonrezeptors
DAF-12 auf die AB-Aggregation Einfluss nimmt. Zu diesem Zweck wurde der rotfluoreszie-
rende Farbstoff NIAD-4 eingesetzt, der spezifisch AB-Fibrillen anfarbt. Die Anfarbung von
zuvor fixierten und permeabilisierten Nematoden mit NIAD-4 zeigte, dass die mit daf-12 RNAI
behandelten CL2006 Nematoden im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant verringerte
Menge an AB-Ablagerungen (43 % + 33) aufwiesen (Abbildung 4.18). Das reduzierte Vorlie-
gen von AB-Ablagerungen in den Kérperwandmuskelzellen von CL2006 erklart die verringerte
Paralyse, die unter daf-12 RNAi messbar ist (vgl. Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.18: Relative NIAD-4 Fluoreszenz in CL2006 nach daf-12 RNA..

Auswertung der relativen NIAD-4 Fluoreszenz in CL2006 nach daf-12 RNAI. Nach der Behandlung mit Hitze-
schock (1,5 h 35°C) erfolgte die Fixierung (24 h) und Permeabilsierung (24 h) der 2 Tage alten jung-adulten Ne-
matoden. Anschliefend fand die Anfarbung mit 10 uM NIAD-4 statt, woraufhin fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen von den Nematodenkdpfen erfolgten. ***p < 0,001 vs. Kontrolle.
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4.4 Die daf-16 RNAi hemmt den lysosomalen und proteasomalen Abbau von Ap

Da die Aktivitat des Steroid-Signalweges und damit auch von DAF-12 letztlich tber die Akti-
vitdt von DAF-16 Einfluss auf die Proteinaggregation und Paralyse nimmt, sollte untersucht
werden, inwiefern DAF-16 den lysosomalen Abbau als letzten Schritt der Autophagie sowie
den proteasomalen Abbau von Proteinen beeinflusst. Zunéchst konnte gezeigt werden, dass die
daf-16 RNAI die Lysosomenbildung signifikant (33 % + 17) reduzierte (Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.19: Lysosomendichte in CL2006 in Ab- bzw. Anwesenheit der daf-16 RNA..
Auswertung der relativen LysoTracker® Red-Fluoreszenz als MaR fur die Lysosomenbildung in CL2006 unter
daf-16 RNAI. ***p < 0.001 vs. Kontrolle
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Auch die Chymotrypsin-ahnliche Proteasomaktivitat wurde durch die RNAI von daf-16 redu-

ziert (16 % £ 3) (Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20: Proteasomaktivitat in CL2006 in Ab- bzw. Anwesenheit der daf-16 RNAI.

Spezifische Proteasomaktivitat in CL2006 nach Behandlung mit Hitzeschock (1,5 h 35°C). Die Proteine wurden
aus den Nematoden extrahiert, um die spezifische Proteasomaktivitat mithilfe des Substrats Suc-LLVY-AMC zu
quantifizieren. Der Proteasom-Inhibitor MG-132 wurde eingesetzt, um die spezifische Proteasomaktivitét als Dif-
ferenz zwischen der Aktivitat in Anwesenheit des Inhibitors und der Gesamtaktivitat zu bestimmen; **p < 0.01

vs. Kontrolle

Es kann somit im Hinblick auf die AB-Aggregation postuliert werden, dass diese durch die
Hemmung des Steroid-Signalweges und der daraus folgenden Aktivierung des DAF-16-
Transkriptionsfaktors durch den gesteigerten autophagosomalen und proteasomalen Abbau re-

duziert wird.

79



ERGEBNISSE

4.5 Die Bedeutung des PPARa-Homolog NHR-49 und seiner Bindungspartner fur die
AB-Toxizitat in CL2006

4.5.1 Die reduzierte Expression von nhr-49, nhr-66 bzw. nhr-80 bewirkt eine Steigerung

der Paralyse

Ein weiterer in dieser Arbeit untersuchter nukledrer Hormonrezeptor ist das in C. elegans be-
schriebene PPARa-Homolog NHR-49. Die Rezeptoren der PPAR-Familie wirken durch ihre
Liganden an der Vermittlung von verschiedenen Stoffwechselprozessen mit und sind zudem an
antioxidativen und antiinflammatorischen Effekten beteiligt. Diese Aktivitaten konnten daher
einen Einfluss auf die im Rahmen der AD-Pathogenese auftretenden und durch AP ausgelosten
oxidativen und inflammatorischen Schaden nehmen. Um den Einfluss von NHR-49 auf die A-
Toxizitat in CL2006 zu ergriinden, erfolgte eine RNAi-vermittelte Reduktion der Expression.
Zusétzlich wurde in diesem Zusammenhang die Relevanz der beiden fir NHR-49 beschriebe-
nen Bindungspartner, NHR-66 und NHR-80, untersucht. In Abbildung 4.21 sind die Ergebnisse
der Paralysemessungen dargestellt. Sowohl die RNAI von nhr-49, als auch die RNAI von nhr-
66 und von nhr-80 fuhrten zu einer signifikanten Steigerung der Paralyse in CL2006. Dies lasst
darauf schlieen, dass NHR-49 und dessen Bindungspartner an Prozessen in CL2006 beteiligt

sind, die sich protektiv auf die AB-Toxizitat auswirken.
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Abbildung 4.21: Paralyserate von CL2006 nach nhr-49, nhr-66 bzw. nhr-80 RNA..
Die Paralyseraten von CL2006 wurden nach nhr-49 (A), nhr-66 (B) bzw. nhr-80 RNAI (C) sowie nach einem 1,5-
stiindigen Hitzeschock bei 35°C in 2 Tage alten jung-adulten Nematoden ermittelt. *p < 0,05, **p < 0,01 vs.
Kontrolle
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4.5.2 NHR-49 ist stromaufwarts des Steroid-Signalweges aktiv und zeigt zusammen mit
seinen Bindungspartnern unterschiedliche Effekte auf die nukleére Lokalisation
und transkriptionelle Aktivitat von DAF-16

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob NHR-49 mit dem Steroid-Signalweg und der DAF-
16-Aktivitat interferiert und dartber die Paralyse in CL2006 beeinflusst.

Aus der Abbildung 4.22 geht hervor, dass der Paralyse-steigernde Effekt der nhr-49 RNAI so-
wohl den Paralyse-senkenden Effekt der daf-9 RNAI als auch den der daf-12 RNAi dominiert.
Dies deutet darauf hin, dass NHR-49 stromaufwarts von DAF-9 und DAF-12 gelegen den Ste-

roid-Signalweg inhibiert.
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@gapoon

Abbildung 4.22: Paralyserate von CL2006 nach der Doppel-RNAi von nhr-49 und daf-9 bzw. der Doppel-
RNAi von nhr-49 und daf-12.

Die Paralyseraten von CL2006 wurden nach nhr-49, daf-9, daf-12 RNAI sowie der Doppel-RNAi von nhr-49 und
daf-9 bzw. von nhr-49 und daf-12 RNAI sowie nach einem 1,5-stlindigen Hitzeschock bei 35°C in 2 Tage alten
jung-adulten Nematoden ermittelt. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. Kontrolle
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Auf die nukledre DAF-16-Lokalisation hat die nhr-49 RNAI im Vergleich zur Vektor-Kontrolle
einen reduzierenden Effekt gezeigt. Analog zu den Ergebnissen in CL2006 konnte infolge der
Doppel-RNAI mit daf-9 bzw. daf-12, die jeweils allein zu einer Steigerung der nukledren DAF-
16-Lokalisation fuhrten, beobachtet werden, dass der Effekt der nhr-49 RNAI Uberwiegt
(Abbildung 4.23). Auch aus diesem Ergebnis kann geschlussfolgert werden, dass NHR-49
stromaufwarts des Steroid-Signalweges positioniert ist und eine hemmende Wirkung auf diesen

vermittelt.
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Abbildung 4.23: Nukledre DAF-16::GFP Lokalisation in TJ356 nach der Doppel-RNAi von nhr-49 und daf-
9 bzw. der Doppel-RNAi von nhr-49 und daf-12.

Nachweis der nukledren DAF-16::GFP-Lokalisation nach nhr-49 RNAI, nhr-49 + daf-9 sowie nhr-49 + daf-12
Doppel-RNA.. Die nukledre DAF-16::GFP-Lokalisation wurde in 2 Tage alten jung-adulten Nematoden nach 1-
stiindigem Hitzeschock (35°C) mit folgender 1-stiindiger Inkubation bei 20°C gemessen. *p < 0,05, ***p < 0,001
vs. Kontrolle; ##p < 0,01 vs. nhr-49 RNA.
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Die reduzierte Expression der beiden NHR-49-Bindungspartner NHR-66 und NHR-80 be-
wirkte indes keine Verénderung der nukledren DAF-16-Lokalisation im Vergleich zur Vektor-
Kontrolle. Auch nach der Doppel-RNAi von nhr-49 und nhr-66 bewirkt die nhr-66 RNAI keine
Verénderung der durch nhr-49 RNAI reduzierten nuklearen DAF-16-Lokalisation. Dies deutet
darauf hin, dass die Steigerung der Paralyse nach der nhr-66 RNAI nicht tber eine Verminde-
rung der nukledren DAF-16-Lokalisation vermittelt wird. Ein dhnliches Ergebnis ist bei der
Doppel-RNAI von nhr-49 und nhr-80 zu beobachten. Auch hier hat der knock-down des Bin-
dungspartners keinen Einfluss auf die durch nhr-49 RNAI verursachte Hemmung der DAF-

16::GFP-Translokation in den Zellkern.
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Abbildung 4.24: Nukleédre DAF-16::GFP Lokalisation in TJ356 nach nhr-49, nhr-66 bzw. nhr-80 RNAi und
nach Doppel-RNAI von nhr-49 und nhr-66 bzw. nhr-80.

Nachweis der nukledren DAF-16::GFP-Lokalisation nach nhr-49 RNAI, nhr-49 + nhr-66 sowie nhr-49 + nhr-80
Doppel-RNA.. Die nukledre DAF-16::GFP-Lokalisation wurde in 2 Tage alten jung-adulten Nematoden nach 1-
stiindigem Hitzeschock (35°C) mit folgender 1-stiindiger Inkubation bei 20°C gemessen. *p < 0,05, ***p < 0,001
vs. Kontrolle; ##p < 0,01 vs. nhr-49 RNA.
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Um zu untersuchen, ob womdglich die Bindungsaktivitat des Transkriptionsfaktors durch seine
Bindungspartner moduliert und dadurch die Transkription von dessen Zielgenen beeinflusst
wird, wurde die relative Expressionsanderung von SOD-3 unter nhr-49, nhr-66 bzw. nhr-80
RNAI bestimmt. Erstaunlicherweise bewirkte die nhr-80 RNAI trotz unveranderter nukledrer
DAF-16::GFP-Lokalisation (Abbildung 4.24) eine Erhéhung der SOD-3::GFP-Expression,
wéhrend die nhr-66 RNAI ohne Einfluss blieb (Abbildung 4.25).

o
+ nhr-66 RNAi 22 200
T
o
5 € 1501
a s
L o
@2 100 I
=
D N
ol
@ N50
Q2
25
© 5
gL o
@ CF1553; Vektor-Kontrolle
c— 3 nhr-66 RNAI
. S 2 200
CF1553 + nhr-80 RNAI 23
D S
SS
- X5 < 1501 -
T3 1
@2 100
3o
D N
ol
@ 5N 504
Q2
25
< 5
gE o

@ CF1553; Vektor-Kontrolle
3 nhr-80 RNAI

Abbildung 4.25: Relative SOD-3::GFP-Expression in CF1553 nach nhr-66 bzw. nhr-80 RNA..
Quantifizierung der SOD-3::GFP-Expression nach nhr-66 RNAi bzw. nhr-80 RNAI. Die Messung wurde in 2
Tage alten jung-adulten Nematoden nach 1,5-stlindigem Hitzeschock (35°C) vorgenommen. **p < 0,01 vs. Kon-
trolle

4.5.3 Der Paralyse-hemmende Effekt von NHR-80 beruht auf der Steigerung der p-Oxi-

dation

Das PPARa-Homolog NHR-49 und seine Bindungspartner NHR-66 sowie NHR-80 haben u.a.
eine regulierende Wirkung auf die Fettsduren-p-Oxidation in C. elegans, da sie die Expression
von beteiligten Schlusselenzymen beeinflussen. Da die protektiven Effekte von NHR-66 bzw.
NHR-80 hinsichtlich der Ap-Toxizitat unabhangig von der DAF-16-Lokalisation und der SOD-
3-Expression waren, wurde zun&chst untersucht, ob der knock-down des fir die Enoyl-CoA-
Hydratase kodierenden Gens ech-1 Einfluss auf die Paralyse in CL2006 nimmt. Tatsdchlich

fuhrte die ech-1 RNAI zu einer signifikanten Steigerung der Paralyserate (Abbildung 4.26).
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Abbildung 4.26: Paralyserate von CL2006 nach ech-1 RNA..
Die Paralyserate von CL2006 wurde nach ech-1 RNAI sowie nach einem 1,5-stiindigen Hitzeschock bei 35°C in
2 Tage alten jung-adulten Nematoden ermittelt. *p < 0,05 vs. Kontrolle

Da sowohl die nhr-66 und die nhr-80 RNA. als auch die ech-1 RNAI zu einer Steigerung der
Paralyseraten flihrten, war die Feststellung eines funktionellen Zusammenhangs zwischen der
NHR-49-Bindungspartner und dem Schllsselenzym der Fettsauren-f-Oxidation nicht moglich.
Deshalb wurde exemplarisch untersucht, ob der knock-down von nhr-80 zu einer Verénderung
der ech-1-Transkript-Spiegel fuhrt.

Das in Abbildung 4.27 dargestellte Balkendiagramm ist ein représentatives Ergebnis der Mes-
sung der relativen ech-1 mRNA-Spiegel unter nhr-80 RNAI in CL2006 und zeigt eine redu-
zierte ech-1 Expression unter nhr-80 RNAI (0,4 + 0,5) im Vergleich zur Vektor-Kontrolle.
Dieses Ergebnis stltzt die Annahme, dass durch die RNAi-vermittelte, gghemmte Aktivitét von
NHR-80 der Ablauf der B-Oxidation beeintrachtigt wird. Ech-1 wird weiterhin als ein regulier-
tes Zielgen von NHR-49 als auch von NHR-66 beschrieben [286, 289], so dass insbesondere
die NHR-49-Bindungspartner NHR-66 und NHR-80 iiber eine gesteigerte 3-Oxidation Para-

lyse-senkend wirken kénnten.
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Abbildung 4.27: Relative ech-1 Expression nach nhr-80 RNA..

Relative ech-1 Expression (2-22¢Y) in CL2006 mit nhr-80 RNAI. Die RNA wurde aus den Nematoden isoliert und
durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Mittels qRT-PCR mit den Primern ech-1-fw-939-2 und ech-
1-r-1095-2 wurden die ech-1 Transkript-Spiegel bestimmt und quantifiziert. *p < 0,05 vs. Kontrolle.
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5 DISKUSSION

Als eine Folge der steigenden Lebenserwartung des Menschen ist ein zunehmendes Auftreten
von neurodegenerativen Erkrankungen zu beobachten [15]. Dazu zahlt die Demenz, die sich
auf unterschiedlichen Ursachen begriindet, jedoch am haufigsten das Resultat einer patholo-
gisch erhohten Bildung des AB-Peptids im Gehirn darstellt. Diese Demenzform wird als AD
bezeichnet [4, 13]. Infolge der amyloidogenen Prozessierung des APP entsteht das AB-Peptid,
das hauptsichlich in Form des APi-40 und des APi42 vorkommt [50]. Unter physiologischen
Bedingungen wird vorranging APi1-40 gebildet, das auch an der Neuronenbildung beteiligt ist
[326]. AP1-42 stellt aufgrund der hoheren Aggregationsneigung die toxischere Form dar, deren
Bildung bei AD-Patienten gesteigert ist [51]. Als ein Resultat dieser toxischen Verschiebung
entstehen die flr die AD charakteristischen senilen Plaques, die sich extrazellular ablagern und
lange Zeit als der Ausldser fur die AD-Pathogenese angesehen wurden [52]. Neueren Erkennt-
nissen zufolge sind die 16slichen AB-Oligomere, die intrazellular lokalisiert sind, fur die Mani-
festation des AD-assoziierten Krankheitsbildes verantwortlich [53, 54]. Speziell im ER, in den
Mitochondrien und im Golgi-Apparat konnte eine AB-Ansammlung nachgewiesen werden [32,
327, 328]. In den Mitochondrien resultiert die iiberméBige Bildung von A in einem vermin-
derten Energiestoffwechsel infolge der Beeintrachtigung der Atmungskette, die zur Entstehung
von oxidativem Stress in Form erhéhter ROS-Spiegel fuhrt [81, 82, 86]. Diese vermehrte Bil-
dung von ROS geht mit einer gesteigerten Lipidperoxidation der Zellmembran einher, welche
dessen Funktion beeintrachtigt und die Permeabilitat erhoht. Die daraus resultierende gestorte
Metallionenhomoostase im Zellinneren fuhrt letztendlich zur Apoptose der Nervenzelle [86].
Weiterhin wird die neuronale Degeneration durch die Interaktion der AB-Aggregate mit ver-
schiedenen Rezeptoren wie z.B. dem NMDA-Rezeptor gefordert [94].

Insgesamt ist die Relevanz von AP fiir die AD-Pathogenese unbestritten und das Forschungs-
interesse deshalb auf die Entstehungsmechanismen der neuronalen AB-Toxizitat und die asso-
ziierten Wirkmechanismen ausgerichtet. Zu diesem Zweck bedient sich die Forschung
verschiedener Modelle, die von Zellkulturen bis hin zu komplexen Organismen reichen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde der transgene C. elegans Stamm CL2006 verwendet. In das Ge-
nom von CL2006 wurde ein humanes AB1-42 Minigen integriert, das durch einen Muskel-spezi-
fischen Promotor reguliert wird [258]. Untersuchungen haben ergeben, dass nicht APi-42
sondern das verkiirzte Afz-42 in den Kérperwandmuskelzellen von CL2006 gebildet wird. In in
vitro Studien konnte gezeigt werden, dass die verkirzte Form sogar noch toxischer als APi-42
aufgrund der héheren Aggregationsneigung ist und auflerdem die Aggregationseigenschaft von

APi1-a0 stimuliert [259]. Daher ist CL2006 trotz der modifizierten Form fir die Untersuchung
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der AB-Toxizitat geeignet. Als ein Marker fiir die Ap-Toxizitat bildet CL2006 mit fortschrei-
tendem Alter aufgrund der muskuléren Schadigungen einen Paralyse-Phanotyp aus [258].
REGITZ und WENZEL konnten zeigen, dass der Paralyse-Phanotyp von CL2006 mit einer ver-
mehrten Protein-Aggregation einhergeht [324].

Innerhalb dieser Arbeit steht die Untersuchung der Bedeutung von nukledren Hormonrezepto-
ren fir die AB-Toxizitat in CL2006 im Mittelpunkt. Nukledre Hormonrezeptoren sind tiber Li-
ganden induzierbare Transkriptionsfaktoren, die auf verschiedene Prozesse eine regulierende
Funktion haben. Die Liganden steuern die Aktivitat der nukledaren Hormonrezeptoren und sind
daher essenziell fur das Wachstum, den Stoffwechsel und die Entwicklung eines Organismus
[169]. In C. elegans sind 284 nukledre Hormonrezeptoren beschrieben, von denen etwa 20 Ho-
mologien zu nukledren Hormonrezeptoren anderer Organismen vorweisen. Sie werden in
C. elegans u.a. mit der Regulation der Entwicklung, der Diapause und der Lebensspanne asso-
ziiert und beeinflussen den Fett- sowie den Fremdstoffwechsel [284].

Ein Vertreter ist DAF-12, dessen Liganden dafachronische Sauren sind, die iber den Steroid-
Signalweg aus Cholesterol synthetisiert werden. Dabei wird das Cholesterol zunachst durch die
Rieske-ahnliche Oxygenase DAF-36 zu 7-Dehydrocholesterol oxidiert, welches anschlieRend
durch das Cytochrom P450-abhangige Enzym DAF-9 zu dafachronischen Sauren umgesetzt
wird [273, 279]. Als regulierend fur die Aktivitat des Steroid-Signalweges wird der nukleére
Hormonrezeptor NHR-8 beschrieben, da dieser die Expression von DAF-36 beeinflusst [283].
Fir die Aktivitdt von DAF-9 und DAF-12 konnten REGITZ und WENZEL bereits eine verstar-
kende Wirkung auf die AB-Toxizitat in CL2006 nachweisen [324]. Homologien von DAF-12
bestehen zum humanen Vitamin D-Rezeptor, der als nukledrer Hormonrezeptor die Funktionen
von Vitamin D vermittelt [142]. Sowohl fur Cholesterol als auch fir Vitamin D wird eine Ein-
flussnahme auf die AD-Pathogenese im Menschen diskutiert. So korrelieren die Cholesterol-
spiegel des Menschen, besonders im mittleren Lebensalter, mit dem Auftreten der AD [126].
Dagegen wird ein Mangel an Vitamin Dz mit einem erhéhten AD-Erkrankungsrisiko assoziiert
[128, 143]. Gegenstand dieser Arbeit war es daher, den Einfluss von Vitamin D und Cholesterol
in Abhangigkeit des Steroid-Signalweges auf die AB-Toxizitdt im Alzheimer-Modell von
C. elegans zu untersuchen.

Hinsichtlich der AD-Pathogenese wird zudem der Einfluss von nukledren Hormonrezeptoren
der PPAR-Familie diskutiert, da im Zusammenhang mit deren Agonisten verschiedene Wir-
kungen auf den ApB-Stoffwechsel beobachtet werden konnten, die sich protektiv auf den neuro-
degenerativen Prozess auswirkten [191-194]. Daher sollten das PPARa-Homolog NHR-49 und
seine beiden Bindungspartner NHR-66 und NHR-80 bezuglich ihrer Bedeutung fiir die Ap-
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Toxizitat in CL2006 betrachtet werden. Weiterhin wurde erortert, ob NHR-49 mit dem zuvor

beschriebenen Steroid-Signalweg interagiert.

5.1 DAF-12 beeinflusst die AB-Toxizitat in CL2006 tber die Interaktion mit dem DAF-
16 Transkriptionsfaktor und in Abhéangigkeit von der Bindung von Cholesterol und

Cholecalciferol

In Untersuchungen zur AD-Pathogenese konnte eine Korrelation zwischen den Cholesterol-
Spiegeln im mittleren Lebensalter und der Erkrankungswahrscheinlichkeit identifiziert werden,
weshalb ein Zusammenhang diskutiert wird [126]. Dabei ist noch nicht genau geklart, auf wel-
chem Wirkmechanismus dieser Zusammenhang begrtindet sein kdnnte.

Das Gehirn ist im menschlichen Organismus das Organ mit dem hochsten Cholesterolgehalt
[136]. Cholesterol bildet eine Strukturkomponente in den Myelinscheiden sowie den Plasma-
membranen der Neuronen und der Gliazellen und ist essenziell fir die Neuronenentwicklung
[137, 138].

Als Bestandteil der LDL- und VLDL-Partikel ist das Apolipoprotein ApoB-100 am Chol-
esteroltransport beteiligt. Post mortem Untersuchungen in AD-Patienten haben gezeigt, dass
die LDL- und ApoB-100-Spiegel mit den APi-42-Spiegeln im Gehirn korrelieren [329]. Die
Uberversorgung der Neuronen mit Cholesterol scheint daher pathologische Mechanismen im
Gehirn zu fordern, die zur Entstehung der AD flhren.

Um diesen Zusammenhang zu ergriinden, haben RAMIREZ et al. ein Mausmodell flr die fami-
lidre Hypercholesteroldmie genutzt, welches ApoB-100 tiberexprimiert und durch einen knock-
out keinen LDL-Rezeptor mehr bildet. Infolge der erhdhten Cholesterolspiegel waren in dem
Mausmodell eine Dystrophie der Neuriten, oxidative Schaden, eine Astrogliose und eine vas-
kuldre B-Amyloidose festzustellen, die letztendlich zur Schéadigung der Neuronen flihrten und
in einer kognitiven Beeintrachtigung der Tiere resultierte [330]. In den Studien von LOFFLER et
al. wurden Mausmodelle eingesetzt, die jeweils APP und ApoB-100 einzeln oder gemeinsam
uberexprimierten. In den drei Mausmodellen konnte die Gruppe jeweils eine gesteigerte Li-
pidperoxidation in den Gehirnen nachweisen, die mit einem Gedé&chtnisverlust einherging. Da-
bei konnte die gesteigerte Lipidperoxidation in den ApoB-100-Madusen schon detektiert werden
bevor Verhaltensdefizite erkennbar waren. Wéhrenddessen war in den APP-M&usen die gestei-
gerte Lipidperoxidation erst nach der Manifestation des Gedachtnisverlusts messbar. In den
ApoB-100-Méausen konnte zudem keine AB-Ablagerung detektiert werden, wodurch der Ein-
fluss der ApoB-100-induzierten Lipidperoxidation fir die kognitive Funktion deutlich wird

88



DISKUSSION

[331]. Weiterhin konnten LOFFLER et al. in den ApoB-100-Méusen infolge einer fettreichen
Nahrung erhohte ACAT und APOE mRNA Spiegeln feststellen, die den Abbau von freiem
Cholesterol andeuteten. Zusatzlich war eine Erhéhung der BACE- und der murinen APP-
Spiegel zu beobachten. In allen Modellen, die APP-Uberexprimierten, wurden neben den er-
hohten AB-Spiegeln reduzierte Spiegel an freiem Cholesterol im Kortex festgestellt. Zusétzlich
wurden in diesem Zusammenhang erhohte Expressionsspiegel der HMG-CoA-Reduktase
MRNA detektiert, die auf einen Anpassungsmechanismus zur Aufrechterhaltung der Cho-
lesterol-Versorgung hindeuteten [332]. BERECZKI et al. stellten in den Gehirnen ApoB-100-
Uberexprimierender Mause eine vermehrte Apoptose der Neuronen sowie erhdhte APP-Spiegel
fest. Zudem konnten sie Amyloid-Plaques im Hippocampus, im Kortex und dem Hypothalamus
nachweisen. Da die Uberexpression von ApoB-100 mit einer Hypercholesterolamie assoziiert
ist, konnen die Effekte in Verbindung mit der Uberversorgung mit Cholesterol gebracht werden
[333].

Als eine Wirkung der Cholesterol-Uberversorgung der Neuronen identifizierten GHRIBI et al.
in einem Kaninchen-Modell den steigernden Effekt auf die BACEL-Aktivitat, die in einer ge-
steigerten amyloidogenen APP-Prozessierung resultierte. In diesem Zusammenhang konnte
auch die Entstehung von Ap1.42-Plaques nachgewiesen werden [334]. In einer Zellkulturstudie,
die in Hippocampus-Neuronen von Ratten durchgefthrt wurde, haben SIMONS et al. gezeigt,
dass ein Cholesterol-Mangel die amyloidogene Prozessierung von APP hemmt und daher unter
diesen Bedingungen weniger Ap gebildet wird [335]. Weiterhin bewirkte das reduzierte Cho-
lesterolangebot in Hippocampus-Neuronen von Méusen, denen AB1-40 Peptide injiziert wurden,
eine Hemmung der Aggregation von A} [336]. Daher wird auch die Bedeutung der Cholesterol-
haltigen Lipid rafts fiir die Aggregation von AP diskutiert [337].

Ein fur den Cholesterol-Stoffwechsel relevanter nuklearer Hormonrezeptor ist der LXR, da die-
ser an der Regulation der de novo Cholesterolsynthese, der Induktion der Gallensauresynthese
und der Aktivierung des reversen Cholesteroltransports beteiligt ist [338]. FITz et al. verfitter-
ten an Méause, die mutiertes humanes APP exprimierten, eine Cholesterol-reiche Diét, die zu
einer zusatzlichen Beeintrachtigung der kognitiven Funktion der Tiere flhrte. Durch die zu-
sdtzliche Gabe eines LXR-Agonisten konnte dieser Effekt aufgehoben werden, was sich auf
einer verminderten Ablagerung von A zurlckfihren lies. Zudem konnte festgestellt werden,
dass durch die Gabe des LXR-Agonisten die Expression von ABCAL und APOE gesteigert
wurde. Die Autoren schlussfolgerten, dass die vermehrt gebildeten APOE-tragenden Lipopro-
teine fiir den Abbau von A verantwortlich sind [339].
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Die Versorgung mit Vitamin D3z wird als ein weiterer relevanter Einflussfaktor fur die Entsteh-
ung von AD diskutiert [340]. In zahlreichen Tiermodell- und Zellkulturstudien konnten eine
protektive Wirkung von Cholecalciferol auf die Bildung von AB-Aggregaten und die assoziier-
ten negativen Auswirkungen festgestellt werden. Beispielsweise konnte in AB-exprimierenden
Méusen gezeigt werden, dass die Bindung von Cholecalciferol an den VDR die Expression des
P-Glykoproteins erhoht, das einen gesteigerten Efflux von AP tiber die Blut-Hirn-Schranke in
die Peripherie vermittelt und damit die Ap-Konzentrationen im Gehirn reduziert, wodurch die
Bildung von Plaques zurlickging und sich die kognitiven Funktionen verbesserten [341]. Der
positive Effekt der Vitamin D3 Supplementation konnte auch in der Mausmodell-Studie von
YU et al. herausgestellt werden, in der die Mause weniger AB-Plaques und eine verbesserte
kognitive Funktion im Vergleich zur nicht supplementierten Behandlungsgruppe aufwiesen
[342]. Weiterhin wird die protektive Funktion von Vitamin Dz durch eine gesteigerte Synthese
von neurotrophen Faktoren sowie der gesteigerten Makrophagen vermittelten Phagocytose von
AP beschrieben [162—-164].

Dass die Cholesterolreduktion im Medium oder die Hemmung der Cholesterolaufnahme einen
Einfluss auf die Ausbildung des Alzheimer-Phénotyps von CL2006 haben, haben REGITZ und
WENZEL in ihrer Studie bereits gezeigt. Sowohl durch eine reduzierte Cholesterolzufuhr als
auch durch die Hemmung der Cholesterolaufnahme infolge des knock-downs des Chol-
esteroltransporters VIT-6 konnte eine Hemmung des Steroid-Signalweges erzielt werden, was
in einer Senkung der Paralyse resultierte [324].

Als regulierend fiir die Cholesterol Homdostase in C. elegans beschreiben MAGNER et al. den
nukledren Hormonrezeptor NHR-8. Mutationen, die zum Funktionsverlust von NHR-8 fiihren,
resultieren in einem Phanotyp, der dem eines Mangels an dafachronischen Sauren ahnelt. Dies
ist u.a. darauf zurtickzuftihren, dass NHR-8 die Expression von DAF-36 und damit die Aktivitat
des Steroid-Signalweges induziert [283]. Gemal dieser funktionellen Beschreibung von NHR-
8 resultierte die, innerhalb dieser Arbeit durchgefuhrte, nhr-8 RNAI in CL2006 in einer Hem-
mung des Steroid-Signalweges, die sich in einer reduzierten Paralyse ausdriickte. Die zuséatz-
liche Erhohung der Cholesterolkonzentration im Medium bewirkte unter diesen Bedingungen
einen Anstieg der Paralyse in den mit nhr-8 RNAI behandelten CL2006 Nematoden auf den
Wert der Kontrolle. Dies bestatigt also, dass NHR-8 den Steroid-Signalweg aktiviert und dass
ein aktivierter Steroid-Signalweg die Paralyse in CL2006 steigert. Einhergehend mit diesem

Ergebnis fuhrte die erhOohte Cholesterolkonzentration auch bei dem knock-down der von

90



DISKUSSION

NHR-8 stromabwarts positionierten Mitglieder des Steroid-Signalweges DAF-36, DAF-9 und
DAF-12 zu einer Aufhebung des RNAi-bedingten Paralyse-senkenden Effektes.

In der Funktion als nukledrer Hormonrezeptor ist DAF-12 in C. elegans an der Entscheidung
beteiligt, ob unter den gegebenen Umweltbedingungen der Organismus in einem Zustand des
reproduktiven Wachstums oder des Dauerstadiums verharrt, was einen Einfluss auf die Lebens-
spanne hat [273]. Die Langlebigkeit von C. elegans wird durch eine Reihe von Faktoren be-
stimmt, zu denen neben DAF-12 auch der DAF-16 Transkriptionsfaktor z&hlt, der das Homolog
zum humanen FOXO darstellt [198]. Anhand der Entfernung der Keimbahn konnte nachgewie-
sen werden, dass sowohl DAF-12 als auch DAF-16 fir die Auspragung der Lebensspanne not-
wendig sind [343]. Die Aktivitat von DAF-16 wird durch den Insulin/IGF-Signalweg reguliert.
Ein inaktiver Insulin/IGF-Signalweg resultiert in einer Dephosphorylierung von DAF-16, wo-
raufhin DAF-16 in den Zellkern transloziert, um die Transkription von Genen der Stressresis-
tenz und der Langlebigkeit zu initiieren [268].

DoweELL et al. beschreiben in einem in vitro-Versuch eine Interaktion zwischen DAF-16 und
DAF-12. Im Zusammenhang mit deren Homologien wird argumentiert, dass die Interaktion die
transkriptionelle Aktivitat der Faktoren beeinflussen kann [344]. In einer experimentellen Stu-
die von MATYASH et al. konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat von DAF-16 auch durch
DAF-12 reguliert werden kann. Den Ergebnissen zufolge induziert das Liganden-freie DAF-12
die nukledre Translokation von DAF-16 [345]. GERISCH et al. ergénzen in diesem Kontext, dass
die Wirkung von DAF-12 auf DAF-16 neben der Versorgung mit dafachronischen Sauren auch
abhangig von der Anwesenheit einer funktionellen Keimbahn ist. Bei einem Mangel an Ligan-
den, der dem Mangel an Nahrung entspricht, wird die Langlebigkeit des Nematoden dadurch
gesteigert, dass DAF-16 vermehrt aktiv ist. Wenn hingegen dafachronische Sauren vorhanden
sind, dann werden reproduktive Mechanismen durch das Liganden-gebundene DAF-12 akti-
viert. Im Keimbahn-losen Nematoden begunstigt das Liganden-gebundene DAF-12 hingegen
zusétzlich die nukleédre Aktivitat von DAF-16, wodurch die Nematoden eine hohere Lebens-
spanne aufweisen [346]. DUMAS et al. stellten ebenso fest, dass sowohl das Liganden-freie als
auch das Liganden-gebundene DAF-12 einen Einfluss auf die Lebensspanne von C. elegans in
Abhangigkeit der Aktivitat des Insulin/IGF-Signalweges hat [347].

Die stromabwaérts gelegene Positionierung von DAF-16 gegentiber dem Steroid-Signalweg
konnten auch ReEGITz und WENZEL in CL2006 feststellen, in dem der daf-16 RNAI Effekt ge-
gentiber dem Effekt der daf-9 und der daf-12 RNAi dominant auf die Paralyserate wirkte [324].
Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit auch fur DAF-36 und fir NHR-8 eine stromauf-

waérts gelegene Positionierung gegentiber DAF-16 nachgewiesen werden, in dem der Paralyse-
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steigernde Effekt der daf-16 RNAI in der jeweiligen Doppel-RNAi gegeniiber dem Paralyse-
senkenden Effekt der nhr-8 bzw. der daf-36 RNAi dominant war. MAGNER et al. beschreiben
fir NHR-8 gegenuiber dem Steroid-Signalweg eine stromaufwarts gelegene Positionierung und
vermuten dies auch fir DAF-16, wobei in diesem Fall auch eine parallele Positionierung als
maoglich erachtet wurde [283].

Um zu Uberprifen, ob der stromaufwarts lokalisierte Steroid-Signalweg einen Einfluss auf die
nukleére Lokalisation von DAF-16 hat, erfolgte eine durch RNAI erzielte, verminderte Expres-
sion von nhr-8, daf-36, daf-9 bzw. von daf-12 in dem transgenen Nematodenstamm TJ356, der
ein an den daf-16-Promotor gekoppeltes GFP-Reportergen beinhaltet. Dies ermdéglichte die
fluoreszenzmikroskopische Visualisierung der Lokalisation von DAF-16 in C. elegans. Wie
CL2006 wurde auch TJ356 vor der Bestimmung des entsprechenden Parameters einem Hitze-
stress (1 h bei 35°C) ausgesetzt. Die Hemmung des Steroid-Signalweges fihrte in allen vier
Behandlungsgruppen zu einer signifikanten Steigerung der nukledren DAF-16-Lokalisation ge-
gentber der Vektor-Kontrolle. Ein regulatorischer Zusammenhang zwischen dem Steroid-Sig-
nalweg und der Lokalisation des DAF-16-Transkriptionsfaktors konnte auch in der
experimentellen Studie von BERMAN und KENYON nachgewiesen werden. Sie stellten allerdings
in Keimbahn-losen C. elegans Nematoden fest, dass sich die Hemmung von DAF-12 in redu-
zierten nukledren DAF-16-Translokation niederschlagt. Sie nehmen an, dass die Keimbahn den
Steroid-Signalweg nutzt, um die Aktivitdt von DAF-16 im Intestinum zu regulieren [348].
GERISCH et al. sind in ihrer Studie zum gleichen Ergebnis gekommen und konnten zu dem zei-
gen, dass durch die zusétzliche Gabe von dafachronischen Sauren die nukledre DAF-16-
Lokalisation gesteigert werden konnte [346]. Die Entfernung der Keimbahn in C. elegans ist
insgesamt mit der Verlangerung der Lebensspanne verbunden, die auf die vermehrte Aktivitat
von sowohl DAF-16 als auch DAF-12 zuriickgeht [343].

Zusatzlich wurde fiir die Bestimmung der transkriptionellen Aktivitat von DAF-16 unter der
Hemmung des Steroid-Signalweges die Expression des sod-3-Gens untersucht, das fur ein an-
tioxidativ wirksames Enzym kodiert und ein charakteristisches Zielgen von DAF-16 darstellt.
Mittels RNAI wurde zunéchst uberpruft, ob SOD-3 eine Relevanz fiir die AB-Toxizitat in
CL2006 hat. Die sod-3 RNA. resultierte in einer signifikanten Steigerung der Paralyserate, was
tatsachlich auf eine protektive Wirkung der SOD-3 gegeniiber der AB-Toxizitéat schlielen l&sst.
Zur Untersuchung der SOD-3-Expression diente ein transgener Nematodenstamm, der am
sod-3-Promotor ein GFP-Reportergen gekoppelt hat. Nach einem 1,5 stindigen Hitzeschock
und der RNAI von nhr-8, daf-36, daf-9 oder daf-12 war eine signifikante Steigerung der
SOD-3-Expression zu beobachten. Die Steigerung der SOD-3-Expression war nachweislich
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von der DAF-16 Aktivitat abhéngig, da die daf-16 RNAI eine Senkung der SOD-3-Expression
verursachte, die dominant gegeniiber der Hemmung des Steroid-Signalweges war. In einer Stu-
die von ZHANG et al. beschreiben die Autoren, dass die Liganden-gebundene Form von
DAF-12 die Expression der SOD-3 hemmt und vermuten eine parallele Aktivitat des Steroid-
Signalweges zum Insulin/IGF-Signalweg [349]. MAGNER et al. zeigen in ihrer Studie, dass in
nhr-8 Mutanten die SOD-3-Expression gegenuber der Kontrolle gesteigert ist [283]. Daraus
kann geschlussfolgert werden, dass der nukledre Hormonrezeptor DAF-12, der durch den
stromaufwarts gelegenen Steroid-Signalweg mit dafachronischen Sauren als Liganden versorgt
wird, in Liganden-gebundener Form durch die Hemmung von DAF-16 die Expression von

Stress-assoziierten Genen reduziert und dadurch die Ap-Toxizitat in C. elegans verstérkt.

Da flr die Aktivitat der nuklearen Hormonrezeptoren, wie DAF-12, die Liganden von entschei-
dender Rolle sind, sollte im ndchsten Schritt die Relevanz von Cholesterol und von Cholecal-
ciferol fur die Aktivitdt von DAF-12 und damit letztlich von DAF-16 untersucht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Cholesterolangebot im NGM, in dem die Nematoden auf-
gezogen wurden, verdreifacht, um zu untersuchen, ob dadurch der protektive Effekt eines ge-
hemmten Steroid-Signalweges auf die Paralyse in CL2006 relativiert werden kann. Die erhohte
Cholesterolkonzentration bewirkte in der Vektor-Kontrolle keine Steigerung der Paralyse in
CL2006. Dies bedeutet, dass der Steroid-Signalweg unter Standardbedingungen von 5 pg/ml
Cholesterol offensichtlich den maximalen Effekt der Paralysesteigerung in CL2006 ausubt. Erst
durch die RNAI von nhr-8, daf-36, daf-9 und daf-12 wurde ein Effekt der erhdhten Cholesterol-
konzentration deutlich, der in der Aufhebung des Paralyse-senkenden Wirkung der jeweiligen
RNAI bestand. Mittels des blau-fluoreszierenden Cholesterolanalogons DHE, das in der Auf-
zucht von C. elegans statt Cholesterol als Sterolquelle eingesetzt werden kann und Aussagen
uber die relative Cholesterolaufnahme in C. elegans ermdglicht, konnte in CL2006 auf’erdem
nachgewiesen werden, dass bei einem erhohten Angebot an DHE, respektive Cholesterol, mehr
der Sterole in den Organismus aufgenommen werden. Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die DHE-, respektive Cholesterolversorgung abhéngig von dem Cholesterol-
Transportprotein VIT-6 ist. Die Relevanz von VIT-6 fir die Cholesterolversorgung und damit
die Paralyse konnte zudem durch eine Doppel-RNAi mit nhr-8 nachgewiesen werden. Wahrend
eine Erhdhung des Cholesterols den senkenden Effekt der nhr-8 RNAI auf die Paralyse aufhe-
ben konnte, fuhrte der zusatzliche knock-down von VIT-6 zu einer signifikanten Reduktion der

Paralyse, auch unter erhohten Cholesterolkonzentrationen im Medium.
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Die Wirkung des Steroid-Signalweges in Abhadngigkeit seines Substrats auf die DAF-16-
Translokation wird dadurch sichtbar, dass die durch die Hemmung des Steroid-Signalweges
bedingte Erhohung der nukledren DAF-16-Lokalisation durch die Erhéhung der Cholesterol-
konzentration reduziert werden konnte. Die Relevanz der Cholesterolversorgung fur die Akti-
vitdt von DAF-16 konnten auch IHARA et al. nachweisen, die infolge einer reduzierten
Cholesterolversorgung einen steigernden Effekt auf die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors
feststellten [350].

Da die nukledren Hormonrezeptoren DAF-12 und NHR-8 Homologe des humanen Vitamin D-
Rezeptors darstellen und Vitamin D ein Strukturhomolog von Cholesterol ist, wurde die Wir-
kung von Cholecalciferol (Vitamin D3) auf die Paralyse untersucht.

Die 48-stindige Inkubation der CL2006 Nematoden mit 1, 10 und 100 uM Cholecalciferol
resultierte in einer signifikanten, gleich starken Senkung der Paralyserate. Einen ahnlichen Ef-
fekt konnten MARK et al. in einem anderen Alzheimermodell von C. elegans beobachten. In
CL4176 senkte Vitamin D3 die Paralyse allerdings konzentrationsabhéngig. Sie setzten Vita-
min D3 in den Konzentrationen 10, 25, 50 und 100 uM ein, wobei die Inkubation mit 100 uM
Vitamin D3 den stérksten Effekt aufwies [351]. In der Publikation von MARK et al. wurde statt
des in dieser Arbeit verwendeten Ethanol: Tween®20 als Losungsmittel fur Vitamin Ds DMSO
eingesetzt, wodurch die Wirkung von Vitamin D3 beeinflusst werden konnte. Zu dem besteht
auch ein Unterschied in der Inkubationsart mit Vitamin Dz, denn in der Publikation wurden die
CL4176 ab dem L3-Stadium fir insgesamt 36 h auf Agar-Platten mit Vitamin D3z behandelt.
Als vermittelnder Mechanismus fiir den Paralyse-senkenden Effekt des Cholecalciferols konnte
in der vorliegenden Arbeit die Kompetition mit Cholesterol um die Bindung an die Mitglieder
des Steroid-Signalweges identifiziert werden. Durch Cholecalciferol wird bereits die Aufnahme
von Cholesterol gesenkt, denn beide Steroide werden offensichtlich mittels VIT-6 transportiert.
Jedenfalls senkte Cholecalciferol in der vorliegenden Arbeit die Aufnahme von DHE signifi-
kant. Dieser Verdrangungseffekt war auch hinsichtlich der Paralyse nachweisbar, in dem eine
erhohte Cholesterolzufuhr [15 pg/ml] den Paralyse-senkenden Effekt von Cholecalciferol in
CL2006 wieder aufhob. Um zu ermitteln, ob die Wirkung von Cholecalciferol auf die Paralyse
uber den Steroid-Signalweg vermittelt wird, erfolgte unter dessen RNAi-induzierter Hemmung
die Gabe von Cholecalciferol. Da unter diesen Bedingungen keine zusétzliche Reduktion der
durch nhr-8, daf-36, daf-9 bzw. daf-12 RNAI bereits reduzierten Paralyserate zu beobachten

war, kann angenommen werden, dass Cholecalciferol den Steroid-Signalweg hemmt.
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Weiterhin konnte in dieser Arbeit herausgestellt werden, dass wiederum der DAF-16 Transkrip-
tionsfaktor essenziell fiir die Wirkung von Cholecalciferol ist, da unter daf-16 RNAI kein Pa-
ralyse-senkender Effekt mehr in CL2006 beobachtet werden konnte. Cholecalciferol induzierte
zudem und erwartungsgeman eine Steigerung der nukledren DAF-16-Translokation.

MESSING et al. untersuchten die Wirkung von Cholecalciferol im Wildtyp von C. elegans und
in einer daf-12 Mutante. Es wurde jeweils ein lebensverlangernder Effekt von 1000 pg/ml
Cholecalciferol festgestellt, wobei dieser im Wildtyp signifikant starker ausgepragt war als in
der daf-12 Mutante. Die Autoren vermuten, dass Cholecalciferol neben DAF-12 noch tber wei-
tere nukledre Hormonrezeptoren seine Wirkung auf die Lebensspanne vermittelt [352]. Hin-
sichtlich des in dieser Arbeit nachgewiesenen hemmenden Effekts des Cholecalciferols auf den
Steroid-Signalweg kann das Ergebnis von MESSING et al. auch dahingehend interpretiert wer-
den, dass durch die Mutation in daf-12 andere Mechanismen vermittelt werden als durch dessen
Hemmung. Die Cholecalciferol-induzierte Hemmung von DAF-12 entspricht der Wirkung ei-
nes Liganden-freien DAF-12, dass die nukleédre Aktivitat von DAF-16 fordert. Wenn hingegen
durch eine Mutation kein funktionelles DAF-12 mehr verfugbar ist, wird auch nicht mehr die
Aktivitat von DAF-16 induziert. Der geringere lebensverldngernde Effekt von Cholecalciferol
in der daf-12 Mutante legt die Vermutung nahe, dass Cholecalciferol womdglich einen weiteren
protektiven Mechanismus initiiert. MARK et al. zeigten, dass Cholecalciferol mit funktionellen
Proteinen der Proteostase interagiert und dadurch die Lebensspanne von C. elegans erweitert
[351].

Nachdem mittels der Paralysemessungen herausgestellt werden konnte, dass sich die Aktivitat
von DAF-12 auf die AB-Toxizitat in CL2006 auswirkt, war es ein Ziel der Arbeit, zu tberpri-
fen, ob sich dieses Ergebnis auf der Veranderung von AB-Ablagerungen in CL2006 begrindet.
ReGITZ und WENZEL haben diesbezlglich bereits gezeigt, dass die Paralyse von CL2006 mit
dem erhohten Vorkommen an aggregiertem Protein assoziiert ist [324].

In dieser Arbeit wurde fiir die Anfdrbung der AB-Ablagerungen in CL2006 der Fluoreszenz-
farbstoff NIAD-4 verwendet, der spezifisch an AB-Fibrillen bindet [319, 320]. In CL2006 Ne-
matoden, in denen RNAi-vermittelt die DAF-12-Expression vermindert wurde, konnte eine
signifikante Reduktion der relativen NIAD-4 Fluoreszenz gemessen werden, die auf eine Senk-
ung der gebildeten AB-Ablagerungen schliefen lasst. Aufgrund der vorhergehenden Unter-
suchungen der Arbeitsgruppe, die eine essenzielle Bedeutung des Proteinabbaus tiber die Au-
tophagie und das UPS im Rahmen der Protektion gegeniiber AB-induzierter Degeneration in
CL2006 beschrieben haben [353, 354], sollte schlieRlich Gberprift werden, ob der zentrale
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Regulator mit Einfluss auf die Paralyse, DAF-16, diese Abbauwege in ihrer Aktivitat beein-
flusst. Fir die Bestimmung der Autophagie wurden die Lysosomen als finale Strukturen mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Lysotracker® Red DND-99 angefarbt. Um die Aktivitat des UPS zu
bestimmen, wurde ein fluorogenes Substrat verwendet, das durch die Chymotrypsin-&hnliche
Protease des Proteasoms abgebaut und damit detektierbar wird. Unter daf-16 RNAi war sowohl
der lysosomale als auch der proteasomale Abbau in CL2006 vermindert, was somit final den
Paralyse-steigernden Effekt unter daf-16 RNAI erklaren kdnnte. Da die daf-12 RNAI mit einer
Reduktion der gebildeten AB-Fibrillen in CL2006 einhergeht, kann durch die vorher gezeigte
regulative Funktion auf die DAF-16 Aktivitat postuliert werden, dass weniger Liganden-gebun-
denes DAF-12 vermutlich mit einem gesteigerten lysosomalen und proteasomalen Abbau von
AP einhergeht. In der Studie von JiA et al. war die Uberexpression von DAF-16 in C. elegans
mit einer vermehrten Bildung von Autophagosomen verbunden [355]. TOTH et al. postulieren
resultierend aus ihren Untersuchungen, dass Signalwege, die mit der Langlebigkeit assoziiert
sind, letztlich die Autophagie positiv regulieren. Die in daf-2 Mutanten gemessene Erweiterung
der Lebensspanne wurde durch die zusatzliche Mutation eines Autophagie-relevanten Gens ge-
hemmt [356]. Weiterhin beschreiben COHEN et al. fiir DAF-16 einen protektiven Einfluss auf
die Aggregation von AP1-42 in C. elegans [357].

Daraus lasst sich folgern, dass durch die Hemmung des Steroid-Signalweges und der damit
verbundenen Aktivierung von DAF-16 Proteinabbauwege stimuliert werden, welche die Pro-

teinaggregation und damit die AB-Toxizitat limitieren.

5.2 Die Aktivitat des PPARa-Homologs NHR-49 wirkt sich protektiv auf die B-Amy-
loid-induzierte Toxizitat in CL2006 aus

Ein weiterer nukledrer Hormonrezeptor, der im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde, war
das PPARa-Homolog NHR-49. Die nukle&dren Hormonrezeptoren der PPAR-Familie, die durch
die Bindung von Fettsduren reguliert werden, sind u.a. an der Regulation des Fett- und des
Cholesterolstoffwechsels beteiligt. Alle PPAR-Isoformen werden im adulten Gehirn des Men-
schen exprimiert [358].

Im Zusammenhang mit der AD werden den PPARa-Agonisten neuroprotektive Funktionen zu-
gesprochen. Fibrate agieren als Agonisten von PPARa und sind an verschiedenen regulativen
Mechanismen beteiligt, welche die Alzheimer-Pathogenese hemmen. In einer Studie mit
APP/PS1 transgenen Mausen konnte ein steigernder Effekt von Fenofibrat auf die PPARa-EXx-

pression gezeigt werden, der mit reduzierten BACE-1 mRNA- und Protein-Spiegeln assoziiert
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war. Dieses Ergebnis war mit einer geringeren Bildung von l6slichem APPp und Ap;-42 assozi-
iert [191]. Damit einhergehend sind die Ergebnisse von CORBETT et al., die in M&usen in Ver-
bindung mit der Aktivitdt von PPARa eine gesteigerte Expression von ADAM10 beobachten
konnten, die in der nicht-amyloidogenen Verstoffwechslung von APP resultierte [359]. Durch
die Interaktion mit HMG-CoA-Reduktase Inhibitoren wie den Statinen hat PPARa zudem eine
regulative Funktion auf die Expression von BDNF, die in einem Alzheimer-Mausmodell zu
einer verbesserten Gedachtnis- und Lernfunktion fiihrte [360]. Weiterhin konnte nachgewiesen
werden, dass der aktivierte PPARa-Transkriptionsfaktor einen stimulierenden Einfluss auf die
Autophagie hat und sich durch den vermehrten autophagosomalen Abbau von A die kognitive
Funktion in einem Alzheimer-Mausmodell verbesserte [192].

Als Bindungspartner fiir das PPARa-Homolog NHR-49 konnten PATHARE et al. NHR-66 und
NHR-80 in C. elegans identifizieren, die an der Regulation von NHR-49-Zielgenen beteiligt
sind und daher die Auspragung der verschiedenen Phanotypen der nhr-49-Mutanten beeinflus-
sen [289]. Die Heterodimerisierung von NHR-49 und NHR-66 fuhrt zu einer Hemmung des
Sphingolipidabbaus und der Lipaseaktivitat [289, 361]. NHR-80 reguliert durch die Interaktion
mit NHR-49 die Genexpression von Fettsduren-Desaturasen, wodurch u.a. das Verhaltnis von
geséttigten und ungesattigten Fettsduren in den Lipidmembranen von C. elegans modifiziert
wird [289]. Weiterhin konnten GouDEAU et al. in Nematoden, den die Keimbahn entfernt
wurde, zeigen, dass die daraus resultierende Verlangerung der Lebensspanne eine gesteigerte
Aktivitat von NHR-80 bendtigt. NHR-80 bewirkte unter diesen Bedingungen eine gesteigerte
Genexpression von fat-6, welches fiir die A9-Desaturase kodiert, wodurch die Bildung von Ol-
séure gesteigert wurde [362]. In der Studie von BRoOCK et al. zeigten C. elegans Nematoden,
die eine Mutation in nhr-80 hatten, eine geringere Verkirzung der Lebensspanne im Vergleich
zu Nematoden, die eine Mutation in nhr-49 aufwiesen. Dies kann auf den unterschiedlichen
regulierten Zielgene von NHR-49 und NHR-80 begrindet sein [363]. HORIKAWA und
SAkKAMOTO stellten durch ihre Untersuchungen in C. elegans fest, dass der Fettsduren-Stoff-
wechsel in Stressresistenz-Mechanismen involviert ist. Dabei konnte zum Teil eine Abhéngig-
keit von der DAF-16-Aktivitat herausgestellt werden [364].

Sowohl die innerhalb dieser Arbeit durchgefihrte nhr-49 RNAI als auch die verminderte Ex-
pression der beiden Bindungspartner von NHR-49, NHR-66 und NHR-80, resultierten in einer
signifikanten Steigerung der Paralyserate in CL2006. Dies zeigt, dass sich die Aktivitat vom
PPARa-Homolog NHR-49 und von seinen Bindungspartnern auch in C. elegans protektiv auf
die AB-Toxizitat auswirkt. Um zu ergrinden, ob die Aktivitat von NHR-49 auf die Aktivitat
des Steroid-Signalweges einwirkt, erfolgte eine Doppel-RNAi von nhr-49 mit daf-9 und
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daf-12. Da sich der Effekt der nhr-49 RNAI in beiden Féllen als dominant herausstellte, kann
postuliert werden, dass die Aktivitdt von NHR-49 stromaufwarts des Steroid-Signalweges
lokalisiert ist.

Die nhr-49 RNAI resultierte erwartungsgemal auch in einer signifikanten Reduktion der nuk-
leédren DAF-16-Lokalisation. Wahrend der Doppel-RNAi mit daf-9 und daf-12 war der Effekt
der nhr-49 RNAI auf die nukledre DAF-16-Lokalisation dominant. Zusammen mit den unter
diesen Bedingungen beobachteten Effekten auf die Paralyserate in CL2006 kann geschlussfol-
gert werden, dass NHR-49 die nukledre Lokalisation und die Aktivitat von DAF-16 durch die
Hemmung des Steroid-Signalweges steigert.

RATNAPPAN et al. untersuchten in C. elegans Nematoden, denen die Keimbahn-Stammzellen
entfernt wurden, den Effekt der Inaktivierung von NHR-49 auf die DAF-16-Aktivitat. Interes-
santerweise konnte in dieser Studie festgestellt werden, dass die Expression der DAF-16-
Zielgene durch die Inaktivierung von NHR-49 gehemmt wurde. Weiterhin wurde im Zusam-
menhang mit der Inaktivitdt von NHR-49 in dieser Studie gezeigt, dass das Protein KRI-1, das
fur die nukledre Lokalisation von DAF-16 in C. elegans essenziell ist, vermehrt in den Mem-
branen statt im Cytosol und Nukleus lokalisiert ist [365]. In einer weiteren Studie haben
RATNAPPAN et al. auBerdem festgestellt, dass DAF-16 eine erhohte Transkription von NHR-49
in Keimbahn-losen C. elegans Nematoden vermittelt [287]. Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass zwischen NHR-49 und DAF-16 eine positive Feedback-Regulation besteht, die mit
verantwortlich fiir den lebensverlangernden Effekt wahrend der Entfernung der Keimbahn in
C. elegans ist [365].

In weiterfuhrenden Experimenten aul3erhalb der vorliegenden Arbeit wurde zusétzlich die Wir-
kung des PPARa-Agonisten Fenofibrat in diesem Zusammenhang untersucht. Die 48 h andau-
ernde Behandlung mit 10 uM Fenofibrat reduzierte die Paralyserate in CL2006 und steigerte
gleichzeitig die nukleare DAF-16-Lokalisation in TJ356. Uber eine nhr-49 RNAi konnte in
beiden Modellen nachgewiesen werden, dass die gezeigten Effekte vom PPARa-Homolog
NHR-49 abhéngig waren.

Dahingegen zeigten weder die nhr-66 noch die nhr-80 RNAI einen Einfluss auf die nukleare
DAF-16-Lokalisation. Deshalb wurde berprift, ob durch die Bindungspartner die transkrip-
tionelle Aktivitat von DAF-16 beeinflusst wird. Die zu diesem Zweck durchgefiihrte Messung
der Expression des DAF-16 Zielgens SOD-3 zeigte fur die RNAi von nhr-80 einen steigernden
Effekt auf die Expression. Unter der nhr-66 RNAI blieb die SOD-3-Expression unverandert.
GouUDEAU et al. stellten ebenso in Keimbahn-losen C. elegans Nematoden fest, dass die nhr-80
RNAI keinen Effekt auf die DAF-16-Translokation hat. Stattdessen konnten sie im Hinblick
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auf die Ausprégung der Lebensspanne zeigen, dass DAF-16 die transkriptionelle Aktivitat von
NHR-80 beeinflussen kann [362].

Da somit der Paralyse-senkende Effekt von NHR-66 und NHR-80 weder durch eine erhohte
nukledre DAF-16-Lokalisation noch durch eine erhdhte SOD-3-Expression zu erklaren war,
wurde als néchstes Uberprift, ob die von NHR-49 und seinen Bindungspartnern regulierte -
Oxidation eine Relevanz fur deren Einfluss auf die Ap-Toxizitat in CL2006 hat. Dies wurde
exemplarisch anhand der nhr-80 RNAI untersucht. Das Gen ech-1 kodiert in C. elegans fur die
Enoyl-CoA Hydratase, die in der B-Oxidation involviert ist. Mittels der qRT-PCR wurde die
regulative Funktion der nhr-80 RNA. fir die ech-1 Expression Uberpruft. Tatsachlich bewirkte
die nhr-80 RNAI eine Reduktion der ech-1-Transkriptspiegel. PATHARE et al. beschreiben auch
fir die Aktivitat von NHR-49 und NHR-66 eine Steigerung der ech-1-Expression in C. elegans
[289]. In Anbetracht dessen, dass die RNAIi von ech-1 in einer signifikanten Steigerung der
Paralyserate von CL2006 resultierte, kann postuliert werden, dass der Paralyse-steigernde Ef-
fekt der nhr-80 RNAI und vermutlich auch der nhr-66 RNAI auf der gehemmten 3-Oxidation
beruht.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Mit der zunehmenden Lebenserwartung des Menschen ist ein vermehrtes Auftreten von neuro-
degenerativen Erkrankungen wie der Alzheimer-Demenz zu beobachten. Sie ist die haufigste
Form der Altersdemenz und zeichnet sich histopathologisch durch das Auftreten von senilen
Plaques im Gehirn aus, welche durch die neuronale Ablagerung von B-Amyloid (AB)-Aggre-
gaten charakterisiert sind. Aufgrund der damit verbundenen neurotoxischen Effekte wird die
Akkumulation von AB-Aggregaten als eine Hauptursache fir die Alzheimer typische Sympto-
matik angesehen, die sich im Wesentlichen durch eine fortschreitende kognitive Dysfunktion
der Betroffenen auszeichnet. Neben der genetisch bedingten Alzheimer-Demenz gibt es eine
sporadische Form, flr die sowohl verschiedene Risiko- als auch praventive Faktoren diskutiert
werden. Zahlreiche Faktoren der Nahrung wirken entweder direkt oder als Vorlaufer auf die
Aktivitat nukledrer Hormonrezeptoren ein und beeinflussen dadurch zahlreiche Prozesse, die
im Rahmen der Alzheimer-Pathogenese von Relevanz sind. In diesem Zusammenhang wird
einerseits Cholesterol als fordernd und Vitamin Dz als verhindernd oder verzégernd flr die
Alzheimer-Pathogenese beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde das transgene C. ele-
gans Alzheimer-Modell CL2006 verwendet, das in seinen Muskelzellen humanes AB1-4> bildet
und bedingt durch die daraus resultierende gehemmte neuromuskulére Transmission mit fort-

schreitendem Alter einen charakteristischen Paralyse-Phanotyp ausbildet.

In C. elegans wird Cholesterol durch den Steroid-Signalweg zu dafachronischen S&uren ver-
stoffwechselt, die als Liganden fir den nukledaren Hormonrezeptor DAF-12 fungieren. Die
durch RNA-Interferenz (RNAI) erzielte verminderte Expression des daf-36 Gens, das fir ein
Mitglied des Steroid-Signalweges kodiert, und des nhr-8 Gens, das fir einen nukledren Hor-
monrezeptor mit regulatorischer Funktion fur den Steroid-Signalweg kodiert, fiihrten zu einer
reduzierten Paralyse in CL2006. AulRerdem konnte infolge der RNAi-vermittelten Hemmung
des Steroid-Signalweges sowohl eine gesteigerte nukleédre Lokalisation des stromabwaérts posi-
tionierten DAF-16 Transkriptionsfaktors als auch eine gesteigerte SOD-3-Expression mithilfe
von transgenen Nematodenstdmmen, die ein GFP-Reportergen an den entsprechenden Promo-
tor gekoppelt haben, nachgewiesen werden. Demzufolge bewirkte die reduzierte Aktivitéat des
Steroid-Signalweges eine Aktivierung des Stressantwort-Gene-transkribierenden DAF-16. Die
mit der Hemmung des Steroid-Signalweges verbundenen protektiven Effekte auf den Alzhei-
mer-Phanotyp konnten durch eine Erhéhung der Cholesterol-Applikation allesamt wieder auf-

gehoben werden.
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Weiterhin hat sich gezeigt, dass DAF-12 durch die Hemmung von DAF-16 auch den protea-
somalen und lysosomalen Abbau von AB-Aggregaten reduziert.

Das als neuroprotektiv diskutierte Vitamin D3 senkte bereits in einer Konzentration von 1 pM
signifikant die Paralyse in CL2006. Es konnte gezeigt werden, dass der protektive Effekt von
Cholecalciferol auf einer Kompetition mit Cholesterol um die Aufnahme in die Intestinalzellen
und die Interaktion mit den Mitgliedern des Steroid-Signalweges beruht. Letztlich bewirkte dies
eine verstéarkte nukleédre Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16, der sich auch fiir die

Alzheimer-Phéanotyp-reduzierenden Effekte des Vitamin D3 als essenziell herausstellte.

PPAR-a ist ein nukledrer Hormonrezeptor, dem eine protektive Rolle im Hinblick auf die Ent-
stehung der Alzheimer-Erkrankung zugesprochen wird. Sowohl der knock-down von NHR-49
als auch von seinen Bindungspartnern NHR-66 und NHR-80 steigerten die Paralyse in CL2006
signifikant. Mittels Doppel-RNAi von nhr-49 und daf-9 bzw. daf-12 konnte gezeigt werden,
dass NHR-49 stromaufwarts des Steroid-Signalweges positioniert ist und die Aktivitét des Ste-
roid-Signalweges hemmt. Wahrend allerdings NHR-49 die nukledre DAF-16-Lokalisation be-
wirkt, kénnen dies dessen Bindungspartner nicht. Auch die transkriptionelle Steigerung der
SOD-3-Expression wurde weder durch NHR-66 noch durch NHR-80 verandert. Vielmehr
scheinen die NHR-49-Bindungspartner ber eine Steigerung der Fettsauren-B-Oxidation, die
auch ein typisches reguliertes Ziel von NHR-49 darstellt, den Alzheimer-Phénotyp zu reduzie-

ren.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der Steroid-Signalweg durch die Generierung von
Liganden fir DAF-12 in C. elegans zu einer Hemmung der nukledren DAF-16-Translokation
und damit zu einem reduzierten Schutz gegeniiber der AB-induzierten Paralyse fuhrt. Chol-
esterol als Substrat des Steroid-Signalweges wirkt somit hemmend auf die nukledre DAF-16-
Translokation und verstarkt den Alzheimer-Phanotyp in CL2006. Vitamin D3 konkurriert mit
den Cholesterol-Metaboliten um die Bindung an die Mitglieder des Steroid-Signalweges.

NHR-49 konnte schlieRlich als ein weiterer nukledrer Hormonrezeptor identifiziert werden, der

den Steroid-Signalweg inhibiert und dartiber DAF-16-abhangig die Paralyse in CL2006 senkt.
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7 SUMMARY

With the increasing life expectancy of humans an increased occurrence of neurodegenerative
diseases such as Alzheimer's dementia can be observed. It is the most common form of senile
dementia and is characterized histopathologically by the appearance of senile plaques in the
brain, which are characterized by the neuronal deposition of amyloid B (AP) aggregates. Due
to the associated neurotoxic effects, the accumulation of AP aggregates is considered to be a
major cause of Alzheimer's typical symptoms, which are essentially characterized by progres-
sive cognitive dysfunction of the affected persons. In addition to genetically caused Alzheimer's
dementia, there is a sporadic form for which various risk and preventive factors are discussed.
Numerous dietary factors have a direct or precursor effect on the activity of nuclear hormone
receptors and thus influence numerous processes relevant to Alzheimer's pathogenesis. In this
context, cholesterol is described as promoting and vitamin D3 as preventing or delaying Alz-
heimer's pathogenesis. The present work uses the transgenic C. elegans Alzheimer model
CL2006, which expresses human APi1-42 in its muscle cells and forms a characteristic paralysis

phenotype with progressive age due to the resulting inhibited neuromuscular transmission.

In C. elegans, cholesterol is metabolized by the steroid-signaling pathway to dafachronic acids,
which act as ligands for the nuclear hormone receptor DAF-12. Reduced expression by RNA
interference (RNAI) of the daf-36 gene, which encodes a member of the steroid-signaling path-
way, and the nhr-8 gene, which encodes a nuclear hormone receptor with regulatory function
for the steroid-signaling pathway, led to reduced paralysis in CL2006. In addition, experiments
in transgenic nematode strains that coupled a GFP reporter gene with the corresponding pro-
moter showed that RNAi-mediated inhibition of the steroid-signaling pathway led to increased
nuclear localization of the downstream DAF-16 transcription factor and increased SOD-3 ex-
pression. Consequently, the reduced activity of the steroid-signaling pathway led to activation
of the stress response gene transcribing DAF-16. The protective effects on the Alzheimer phe-
notype associated with the inhibition of the steroid-signaling pathway could all be reversed by
an increase of cholesterol application.

Furthermore, DAF-12 has been shown to reduce proteasomal and lysosomal degradation of AP

aggregates by inhibiting DAF-16.

Vitamin D3, which is discussed as neuroprotective, already significantly lowered paralysis in
CL2006 at a concentration of 1 uM. It could be shown that the protective effect of cholecalcif-

erol is based on competition with cholesterol for uptake into intestinal cells and interaction with
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members of the steroid-signaling pathway. Finally, this led to an increased nuclear localization
of the transcription factor DAF-16, which was also found to be essential for the Alzheimer

phenotype-reducing effects of vitamin Da.

PPAR-a is a nuclear hormone receptor that is expected to play a protective role in the develop-
ment of Alzheimer's disease. Both knockdown of NHR-49 and its binding partners NHR-66
and NHR-80 significantly increased paralysis in CL2006. Double RNAI of nhr-49 and daf-9 or
daf-12 showed that NHR-49 is positioned upstream of the steroid-signaling pathway and inhib-
its the activation of the steroid-signaling pathway. However, while NHR-49 causes DAF-16
nuclear localization, its binding partners do not. Neither NHR-66 nor NHR-80 altered the tran-
scriptional increase of SOD-3 expression. The NHR-49 binding partners seem to reduce the
Alzheimer's phenotype by increasing fatty acid oxidation, which is also a typical regulated tar-
get of NHR-49.

In summary, it can be concluded that the steroid-signaling pathway, by generating ligands for
DAF-12 in C. elegans, leads to inhibition of nuclear DAF-16 translocation and thus to reduced
protection against AB-induced paralysis. As a substrate of the steroid-signaling pathway, chol-
esterol thus inhibits nuclear DAF-16 translocation and enhances the Alzheimer's phenotype in
CL2006. Vitamin D3 competes with cholesterol metabolites for binding to members of the ster-
oid-signaling pathway.

Finally, NHR-49 was identified as another nuclear hormone receptor that inhibits the steroid-

signaling pathway and reduces paralysis in CL2006 depending on DAF-16.
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9 ANHANG: MATERIAL

9.1 Verbrauchsmaterialien

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien aufgelistet, wel-
che von Bemis Company Inc. (Oshkosh, USA), Brand GmbH & Co. KG (Wertheim, D), Carl
Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D), Gilson International B.V. (Bad Camberg, D), Greiner
Bio-One GmbH (Frickenhausen, D), Hakle-Kimberly Deutschland GmbH (Koblenz, D),
Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG (Eberstadt, D), Sarstedt AG & Co. KG (Nirnbrecht,
D), neoLab Migge GmbH (Heidelberg, D), Schott AG (Mainz, D), UNIGLOVES Arzt- und
Klinikbedarf Handelsgesellschaft mbH (Troisdorf-Spich, D), VWR International GmbH
(Darmstadt, D), Zellstoffvertriebs GmbH & Co. KG (Troisdorf, D) bezogen wurden.

Tabelle 9.1: Verbrauchsmaterialien mit Angabe des Herstellers

Verbrauchsmaterialien Hersteller
Becherglaser Schott
Deckel fiir 96 Well Mikrotiterplatten Brand
Deckglaser (24 x 50 mm) Carl Roth
Edelstahlskalpell Carl Roth
Erlenmeyerkolben Schott
Impfose Carl Roth
Keramik-Kigelchen (1,4 mm) VWR

Kimtech® Wettask Wischtlicher

Hakle-Kimberly

Laborflaschen mit Schraubverschluss
(50, 100, 250, 500 und 1000 ml)

Schott AG

Messkolben

Brand

Messzylinder

Hirschmann Laborgeréte

Micro Packaging Vials™ (2 ml) and Closures

VWR

Mikroplatte, schwarz, half-area, uClear® (96 Well)

Greiner Bio-One

Mikrotiterplatten (96 Well)

Greiner Bio-One

Multiwellplatten (24 well)

Greiner Bio-One

Nitrilhandschuhe Unigloves
Objekttrager (76 x 26 mm), mit Mattrand Carl Roth
Bemis

Parafilm® M
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Pasteurpipetten (mit & ohne Wattestopfen, 150 mm) Carl Roth

PCR Tube with attached Feat Caps (0,2 ml) VWR
Petrischalen (35x10 mm, 92x16 mm ) Sarstedt
Pipettenspitzen (10, 200, 1000 ul) Sarstedt
Pipettenspitzen low retention (10, 200, 1000 pl) Sarstedt
Platindraht neoLab
Reagiergefalie (1,5, 2 ml) Sarstedt
Reagiergefale Protein LB (1,5 ml) Sarstedt
Rotilabo® Verschlussfilm fur Mikrotiterplatten Carl Roth
Rotilabo® Aluminiumfolie Carl Roth
Rotilabo® Cryoboxen aus Karton Carl Roth
Eﬁélﬁ?ﬁ% I(E;gm;ﬂkuvetten, Halbmikro (1,5 ml) Carl Roth
Rotor Gene Tubes fur Rotor Gene-Q Real-time PCR Qiagen

Cycler (0,1 ml)

Seriendosieraufsatz Distrip (125, 1250, 12500 pl) Gilson

Serologische Pipetten (2, 5, 10 und 25 ml) Sarstedt
Spatel, L-Form VWR
Vernichtungsbeutel (Autoklav) Sarstedt
Zahnstocher Carl Roth

Zellkulturréhrchen (14 ml)

Greiner Bio-One

Zentrifugenrohrchen (15, 50 ml)

Sarstedt

Zetform® Einwegtlcher

ZNG

9.2 Gerate

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Gerate aufgelistet.

Tabelle 9.2: Geréte unter Angabe des Herstellers

Gerat

Hersteller

Analysen-Prazisionswaage

Kern & Sohn (Balingen, D)

Autoklav Systec DB23

Systec (Linden, D)

BioPhotometer plus

Eppendorf (Hamburg, D)
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Cryo 1°C Freezing Container

Nalgene® Labware (Langenselbold, D)

Fluoreszenzmikroskop AMG EVOS fl Color

AMG (Bothell, USA)

Fluoroskan Ascent FL

Labsystems (Bornheim, D)

Gasprofi 1 micro

WLD-TEC (Géttingen, D)

Homogenisator, Precellys® 24-Dual

VWR (Darmstadt, D)

Inkubator

WTB Binder GmbH (Tuttlingen, D)

Kaltlichtquelle KL200

Schott AG (Mainz, D)

Kihl- und Gefrierschranke

Liebherr-Hausgerate (Ochsenhausen, D)

Khlzentrifuge Universal 320R

Hettich (Bach, CH)

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank HS
12/2

Heraeus (Hanau, D)

Mikroliter Zentrifuge Mikro 120

Hettich (Bach, CH)

Mikrowelle

Cinex (Ascheberg, D)

Moticam 2500 USB 2.0

Bayersdorfer (Saarbriicken-Eschringen, D)

Perfect Blue™ Mini S Gelsystem

VWR (Darmstadt, D)

Petrischalenabfiller Mediajet

Integra Biosciences (Biebertal, D)

pH-Meter pH 211

HANNA Instruments (V6hringen, D)

Pipetus®

Hirschmann Laborgeréte (Eberstadt, D)

Rotilabo® Kurzzeitmesser

Carl Roth (Karlsruhe, D)

Rotor Gene-Q Real-time PCR Cycler

Qiagen (Hilden, D)

Schiittler Promax 2020

Heidolph Instruments (Schwabach, D)

Schittler Unimax 1010 mit Inkubator 1000

Heidolph Instruments (Schwabach, D)

Schattler Unimax 2010

Heidolph Instruments (Schwabach, D)

Seriendosierer Distriman®

Gilson (Bad Camberg, D)

Stereomikroskop

BMS (Capelle a/d Ijssl, NL)

Sterilisator UT20

Fisher Scientific (Schwerte, D)

Thermocycler Veriti® 96 Well Thermal Cy-
cler

Applied Biosystems (Darmstadt, D)

Thermostatschrank Lovibond

Tintometer (Dortmund, D)

Tischzentrifuge Universal 320

Hettich (Bach, CH)

Trockenschrank

Heraeus (Hanau, D)

Uberkopfschiittler Intelli-Mixer

neolLab (Heidelberg, D)
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Ultraschallbad Sonorex Super

Bandelin electronic (Berlin, D)

Ultratiefkihlschrank HFU 400TV

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt, D)

Vakuumpumpe Laboport

neoLab (Heidelberg, D)

Vakuumpumpe Vacusafe

Integra Biosciences (Biebertal, D)

Vakuumpumpe Vacusip

Integra Biosciences (Biebertal, D)

Vario-Pipetten (2, 10, 20, 100, 200, 1000ul)

Gilson (Bad Camberg, D)

VisiBlue™ Transilluminator

UVP (Cambridge, UK)

Vortex Schittler REAX control

Heidolph Instruments (Schwabach, D)

Vortex Schiittler RS-VA 10

Phoenix Instrument (Garbsen, D)

Wasseraufbereitungssystem Synergy

Merck (Darmstadt, D)

Woasserbad 020 T

LAUDA (Lauda-Kdnigshofen, D)

Wasserbad Aqualine AL5

LAUDA (Lauda-Koénigshofen, D)

9.3 Chemikalien und Reagenzien

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sowie deren Hersteller

aufgelistet.

Tabelle 9.3: Chemikalien mit Angabe von Herstellern und Bestellnummern

Chemikalie Hersteller Bestellnr.
1,4-Dithiothreitol (DTT) Carl Roth 6908.2
2x YT-Medium Carl Roth X966.2
Adenosin-5-triphosphat Dinatriumsalz (ATP) Carl Roth HN35.2
Agar Agar, Kobe | Carl Roth 5210.2
Agarose NEEO Carl Roth 2267.4
Albumin aus Rinderserum (BSA) Sigma-Aldrich A2153
Ampicillin Natriumsalz Carl Roth K029.1
[-Mercaptoethanol Carl Roth 4227.3
Bio-Rad Protein Assay Farbstoffkonzentrat Bio-Rad 500-0006
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl; - 2 H20) Carl Roth 5239.2
Carbenicillin Dinatriumsalz Sigma-Aldrich C1389
Cholecalciferol Santa Cruz Biotechno- o o563

logy
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Cholesterol Sigma-Aldrich C8667
Dehydroergosterol Sigma-Aldrich E2634
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich D5758
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth 4720.2
di-Natriumhydrogenphosphat (NazHPO4) Carl Roth P030.1
DNA-Beladungspuffer (6x) Fermentas R0619
Essigsédure Carl Roth 7332.1
Ethanol > 99,5% Carl Roth 5054.3
Ethanol, vergéllt 70% Carl Roth T913.3
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Carl Roth CNO06.1
Gene Ruler™100 bp Plus DNA Ladder Fermentas SM0321
Glycerin Carl Roth 3783.1
Glycin Carl Roth 3908.2
IGEPAL® CA-630 Fluka 56741
Isopropanol (2-Propanol, 99,8%) Carl Roth 6752.3
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Carl Roth 2316.4
Kaliumchlorid (KCI) Carl Roth 6781.1
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POa) Carl Roth 3904.1
Kaliumhydroxid (KOH) Carl Roth 6751.1
Kanamycinsulfat Carl Roth T832.1
Levamisol-Hydrochlorid Sigma Aldrich 31742
Lysotracker® Red DND-99 Thermo Fisher L7528
Mz%j)nesmmchlorld Hexahydrat (MgCl. - 6 Carl Roth 2189 2
szsg)nesmmsulfat Heptahydrat (MgSQOas - 7 Carl Roth P027.2
MG-132 Calbiochem (Merck) 474790
L\lé—uzr-eli()l/_ldé%):zy;)htylpiperazin-N‘-Z-ethansquon- Carl Roth 9105.3
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth 3957.1
Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth 6771.1
Natriumhypochlorit-Losung (NaClO in H20, carl Roth 9062 3

12 % CI)
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NIAD-4 Cayman Chemical 18520
Nystatin-Suspension Sigma-Aldrich N1638
Paraformaldehyd Fluka 76240
Pepton aus Casein Merck 1.11931.1000
N g " SameAw ses
SYBR® Safe Life Technologies S33102
Tetracyclin Hydrochlorid Sigma-Aldrich T7660
TRIS-Hydrochlorid (TRIS-HCL) Carl Roth 9090.3
Triton-X 100 Carl Roth 3051.3
TWEEN® 20 Sigma-Aldrich P1379

9.4 Puffer und Losungen

In diesem Abschnitt werden die in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Losungen mit der

Angabe von Konzentration, den einzelnen Bestandteilen und entsprechenden Mengenangaben

sowie dem jeweiligen Losungsmittel aufgefihrt.

Tabelle 9.4: Stammlésungen

Stammldsung

Konzentration

Loésungsmittel

Ampicillint 100 mg/ml Ethanol (50 %)

CaCl2? 100 mM H20 bidest.
Carbenicillint 25 mg/ml Ethanol (50 %)
Cholecalciferol* 100 mM S}Cf nol:Tween®20 (92:8
Cholesterol* 5 mg/ml Ethanol (99,8 %)
Dehydroergosterol! 10 mM 5}3;1 nol:Tween®20 (32:8
EDTAS3 05M H20 bidest.

IPTG! 1M Ethanol (50 %)
Kanamycin? 25 mg/ml H20 bidest.

KCP 50 mM H20 bidest.

KH,PO4? 1M H>0 bidest.

Levamisol? 2mM MO-Puffer
LysoTracker® Red DND- 1 mM DMSO

99!
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MG-1321 1mM DMSO
MgClI2? 2,5mM H20 bidest.
MgSO42 0,1 M H0 bidest
MgSO42 1M H20 bidest.
NaOH?3 5N H20 bidest
NIAD-4 10 mM DMSO
Proteinkinase K* 20 mg/ml H20 bidest
Suc-LLVY-AMC! 14 mM DMSO
Tetracyclin? 25 mg/ml Ethanol (50 %)
TRIS pH 8,3° 10 mM H20 bidest

Die Lagerung erfolgte bei -20°C?, bei 4°C? oder bei RT3,

Tabelle 9.5: Bleichlésung

Bleichlosung

NaClO (12% ClI) 0,5 ml
NaOH (5 N) 0,5 ml
H>0 bidest. 0,5 ml
Die Bleichlésung wurde fiir jeden EggPrep frisch angesetzt.
Tabelle 9.6: DEPC-Wasser
DEPC-Wasser
DEPC 1ml
H->O bidest. ad 11

— autoklavieren

Fir die Herstellung von nukleasefreiem Wasser wurde DEPC verwendet, das der Inaktivierung

von Nukleasen dient. Die Lagerung erfolgte bei RT.

Tabelle 9.7: Einfrierpuffer A

Einfrierpuffer A

K2HPO4

8,79

KH2PO4

6,89
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NaCl

2949

H-O bidest.

ad 500 ml

— pH 5,95

— autoklavieren

Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

Tabelle 9.8: Einfrierpuffer B

Einfrierpuffer B

Einfrier-Puffer A

700 ml

Glycin

300 ml

Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

Tabelle 9.9: Ethanol: Tween®20

Ethanol: Tween®20

Ethanol

92 ml

Tween®20

8 ml

Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

Tabelle 9.10: Fixierungslésung

Fixierungslosung

Paraformaldehyd

PBS fur Wurmfarbung

50 ml

— pH 7,4 einstellen

Die Lagerung erfolgte bei RT.

Tabelle 9.11: Lyse-Puffer |

Lyse-Puffer I

HEPES (pH 7,4)

129

NaCl

9¢g

EDTA

159

DTT

0,39
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H->O bidest. ad 11
Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

Tabelle 9.12: Lyse-Puffer 11
Lyse-Puffer 11 (Wurm-Lyse-Puffer fir die SW-PCR)

TRIS (pH 8,3, 10 mM) 0,121 g
KCI 0,3725¢g
MgCl, 50,825 g
IGEPAL 450 ul
Tween®20 450 ul
Gelatine 100 pl
H-0 bidest. ad 100 ml

— autoklavieren

Proteinase K (25 mg/ml) 5 ul
Die Lagerung des Puffers erfolgte bei RT. Die Zugabe von 5 ul Proteinase K-Stammldsung (bei

-20°C gelagert) zu 995 ul Puffer erfolgte direkt vor dem Gebrauch.

Tabelle 9.13: M9-Puffer

MO9-Puffer

KH2PO4 159
NazHPO4 3¢
NaCl 2549
H20 bidest ad 500 ml

— autoklavieren, abkiihlen auf 60°C, anschlieRende Zugabe von

MgSO4 (1M) 1ml
Die Lagerung erfolgte bei RT.

Tabelle 9.14: M9: Tween®-Puffer
M9: Tween®-Puffer

M9-Puffer 495 ml

Tween20® 5ml
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Der Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle 9.15: NaCl-Pepton

NaCl-Pepton
NaCl 159
Pepton 1,259
H-O bidest. ad 500 ml
— autoklavieren

Die Lagerung erfolgte bei RT.

Tabelle 9.16: PBS fur Wurmféarbung
PBS fur Wurmfarbung
NaCl 89
KCI 029
Na:HPO4 1449
KH2PO4 02¢g
H20 bidest. ad 11
— pH 7,4 einstellen
— autoklavieren

Die Lagerung erfolgte bei RT.

Tabelle 9.17: Permeabilisierungspuffer
Permeabilisierungspuffer
TRIS (125 mM) 760,5 mg
Triton-X 100 0,5 ml
[-Mercaptoethanol 2,5 ml
H20 bidest. ad 50 ml
— pH 7,4 einstellen

Tabelle 9.18: Proteasomaktivitats-Messpuffer
Proteasomaktivitats-Messpuffer
HEPES (pH 7,4) 12 g
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NaCl 99
EDTA 159
ATP 2,84
H-0 bidest. ad 11

Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

Tabelle 9.19: 10x TBS-Puffer
10x TBS-Puffer

NaCl 8,779
TRIS 6,06 g
H-O bidest. ad 100 ml
—pH75

Der Puffer war bei RT lagerfahig. Vor Gebrauch erfolgte eine 1:10 Verdiinnung mit H20 bidest.

Tabelle 9.20: 50x TAE-Puffer
50x TAE-Puffer

TRIS 242 g
Essigsédure 57,1 ml
EDTA 100 ml
H20 bidest. ad 11

Der Puffer war bei RT lagerfahig. Vor Gebrauch erfolgte eine 1:50 Verdiinnung mit H>O bidest.

9.5 Medien

Tabelle 9.21: NGM-Agar
NGM (Nematode Growth Medium)-Agar

Agar 6,89
Pepton 19
NaCl 1,2¢g
H20 bidest. 380 ml

— autoklavieren, abkiihlen auf 60°C

CaCl, (0,1 M) 0,4 ml
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Carbenicillin (25 mg/ml) 0,4 ml
Cholesterol (5 mg/ml) 0,4 ml
KH2PO4 (1 M, pH 6,0)) 10 ml
MgSOq (0,1 M) 0,4 ml
Nystatin-Suspension (10.000 U) 10 ml

Die Kultivierung von C. elegans erfolgte auf NGM-Agarplatten. Nach dem GieRen erfolgte die
Lagerung der Agar-Platten bei Raumtemperatur.

Tabelle 9.22: Flussig-NGM

Flissig-NGM

CaCl; (0,1 M) 10 ul
Cholesterol (5 mg/ml) 10 pl
KH2PO4 (1 M , pH 6,0) 250 pl
MgSO4 (1 M) 10 ul
NaCl-Pepton 9,71 ml
Kanamycin (25 mg/ml) fir Experimente mit E. coli HT115 20 pl
Carbenicillin (25 mg/ml) fur Experimente mit E. coli OP50 10 pl

Das NGM wurde fiir jeden Versuch unter sterilen Bedingungen frisch angesetzt. Das einge-
setzte Antibiotikum war abh&ngig von der Versuchsart; fir RNAi-Versuche wurde fir die In-
aktivierung von E. coli HT115 als Antibiotikum statt Carbenicillin verwendet.

Tabelle 9.23: 2x YT-Agar

2x YT-Agar

2x YT-Medium 1249
Agar 69
H20 bidest. ad 400 ml

— autoklavieren, abkiihlen auf 60°C

Fir die Kultivierung von HT115 zusatzlich:

Ampicillin (200 mg/ml) 400 pl

Tetracyclin (12,5 mg/ml) 400 pl

Die Kultivierung von E. coli OP50 und HT115 erfolgte auf den 2x YT-Agarplatten. Nach dem
GieRen, welches unter sterilen Bedingungen erfolgte, konnten die Platten bei 4°C gelagert wer-
den.
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Tabelle 9.24: 2x YT-Medium

2x YT-Medium

2x YT-Medium 155¢
H-O bidest. ad 500 ml
—pH7,0

— autoklavieren

Flussiges 2x YT-Medium diente der Flussigkultivierung von E. coli OP50 und HT115. Nach
der Autoklavierung erfolgte die Lagerung des Mediums bei RT.

9.6 C.elegans Stamme

Die in dieser Arbeit verwendeten C. elegans-Stdamme wurden vom Caenorhabditis Genetics
Center (CGC) der University of Minnesota (Minneapolis, USA) bezogen. In der Tabelle 9.25

sind die verwendeten Stamme mit dem jeweiligen Genotyp aufgefiihrt.

Tabelle 9.25: C. elegans Stdmme

Stamm Genotyp Referenz

N2 Wildtyp [237]

CF1553 muls84 [(pAD76) sod-3p::GFP + rol-6(su1006)] [315]
dvis2 [pCL12(unc-54/human Abeta peptide 1-42

CL.2006 minigene) + pRF4] [258]

TJ356 z1s356 [daf-16p::daf-16a/b::GFP + rol-6(su1006)] [268]

9.7 Bakterienstamme

In dieser Arbeit wurden die Escherichia coli (E. coli) - Bakterienstimme OP50 und HT115
verwendet, die in der Tabelle 9.26 mit dem jeweiligen Genotyp aufgefiihrt werden. Der E. coli
OP50 Stamm wurde vom CGC (Minneapolis, USA) bezogen. Der E. coli HT115 Stamm wurde
von Source BioScience LifeSciences (Nottingham, UK) bereitgestellt.

Tabelle 9.26: Bakterienstamme

Stamm Genotyp Referenz

E. coli OP50 ura- [237]

F-, mcrA, merB, IN(rrD-rrnE)1, lambda-,
E. coli HT115 rncl4::Tn10(DE3 lysogen: lavUV5 promoter -T7 po- [366]
lymerase)
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9.8 RNAI-Klone

Die in dieser Arbeit verwendeten RNAIi-Klone stammen aus den RNAI-Bibliotheken von Ah-
ringer [367], der C. elegans RNAI Library, und von Vidal [368], der C. elegans ORFeome v1.1
library. Sie sind in Tabelle 9.27 aufgefhrt.

Tabelle 9.27: RNAIi-Klone

Bezeichnung Cosmid Beschreibung
daf-9 T13C5.1 abnormal dauer formation
daf-12 F11A1.3 abnormal dauer formation
daf-16 R13H8.1 abnormal dauer formation
daf-36 C12D8.5 abnormal dauer formation
ech-1 C29F3.1 enoyl-CoA hydratase
nhr-8 F33D4.1 nuclear hormone receptor family
nhr-49 K10C3.6 nuclear hormone receptor family
nhr-66 T09A12.4 nuclear hormone receptor family
nhr-80 H10E21.3 nuclear hormone receptor family
vit-6 KO07H8.6 VITellogenin structural genes (yolk protein genes)
zmp-2 H19M22.3 Zinc MetalloProtease

9.9 Kits

Die in dieser Arbeit verwendeten Kits sind in Tabelle 9.28 zusammen mit dem Hersteller sowie

der Bestellnummer angegeben.

Tabelle 9.28: Kits

Kit

Hersteller

Bestellnummer

Brilliant Il SYBR® Green QRT-PCR
Master Mix Kit, 1-Step

Agilent Technologies
(Santa Clara, USA)

600825

KAPA2G Fast Hot Start PCR Kit

Peglab (Darmstadt, D)

07-KK5530-03

Maxima H Minus First Strand cDNA

Thermo Fisher Scientific

Synthesis Kit, with dsDNase (Darmstadt, D) K1681
peqGold Plasmid Miniprep Kit | VWR (Darmstadt, D) 12-6943-01
Roti®-Prep RNA MINI Carl Roth (Karlsruhe, D) 8485.2
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9.10 Oligonukleotide

Die in der Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind der Tabelle 9.29 aufgefihrt. Sie wurden
mit Hilfe des National Center for Biotechnology (NCBI) Primer Designing Tools entwickelt
und von biomers.net GmbH (Ulm, D) hergestellt. In der Tabelle sind neben den Sequenzen die
Schmelztemperaturen (Tm; engl. melting temperature) der verwendeten Oligonukleotide aufge-
fuhrt.

Tabelle 9.29: Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5‘—3°) Tm (°C)
ech-1-fw-939-2 AGC TGA GGC TAA GGC ATT TGG 55
ech-1-r-1095-2 TGC TCC CAT GAATCC AGC TC 55

18S rRNA-fw ATG GTT GCA AAG CTG AAACT 53,2
18S rRNA-rev TCC CGT GTT GAG TCA AATTA 53,2

Tm: melting temperature

9.11 Software

In der Tabelle 9.30 wird die in dieser Arbeit genutzte Software aufgelistet.

Tabelle 9.30: Verwendete Software mit Angabe des Herstellers.

Software Hersteller

Adobe Photoshop CS6 Extended Adobe Systems Incorporated (San Jose, USA)

Ascent Software for Fluoroskan 2.6~ Thermo Labsystems (Bornheim, D)

GraphPad Prism 5.03 GraphPad Software, Inc. (La Jolla, USA)
ImageJ 1.51p National Institutes of Health (Bethesda, USA)
Microsoft Office 2013/2016 Microsoft Deutschland GmbH (Miinchen, D)
Motic Images Plus 2.0 ML Beyersdorfer (Saarbriicken-Eschringen, D)
Rotor-Gene Q Series Software 2.0.2

(Build 4) Qiagen (Hilden, D)
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