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“Der Beginn aller Wissenschaften ist das Erstaunen,

dass die Dinge so sind, wie sie sind.”
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Morbus Alzheimer

Der Psychiater Alois Alzheimer beschrieb 1906 zum ersten Mal eine Erkrankung des
Gehirns, nachdem er bei einer seiner Patientinnen, Auguste D., einen massiven
Gedichtnisverlust sowie schwere kognitive Storungen, die mit einem verdnderten
Wesen einhergingen, feststellte. Nach ihrem Tod fiihrte er eine Autopsie durch, die eine
hochgradige Atrophie der Hirnrinde sowie histopathologische Verdnderung der
Hirnsubstanz zeigte [1]. Bei diesen Verdnderungen handelte es sich um sogenannte
senile ~ Plaques  bestehend aus  B-Amyloid (AB) — Peptidaggregaten,  sowie
neurofibrilliren Biindeln. Verbunden damit zeigten sich neuronale Dysfunktionen und
ein starker Riickgang an Neuronen im zerebralen Kortex sowie im Hippokampus [2].
Dieses charakteristische Krankheitsbild wird heute als Morbus Alzheimer (Alzheimer’s
disease, AD) bezeichnet. AP und neurofibrillire Biindel aktivieren oxidative [3] sowie
inflammatorische [4] Prozesse und bedingen eine starke Neurotoxizitit, welche die
Atrophie des Gehirns und die schweren kognitiven Beeintrachtigungen bedingen [5].
Voraussetzung fiir die Diagnose ist letztendlich die Kombination aus AB-Plaques und
Neurofibrillenbiindeln [6]. Diese kann erst durch eine Biopsie des Gehirns post mortem

gestellt werden.

Die klinisch-pathologischen Symptome &uBlern sich durch eine fortschreitende
Verschlechterung der kognitiven Fdhigkeiten. Dies umfasst Vergesslichkeit,
Wortfindungsstérungen, Orientierungslosigkeit [7] sowie psychische Verdnderungen
wie z.B. Aggressivitit, Depression und Wahnvorstellungen [8], welche zur
vollstindigen Abhéngigkeit der Patienten fithren. Die Erkrankung ist irreversibel und
die Patienten versterben durchschnittlich innerhalb von ca. 10 Jahren nach Auftreten der
ersten Symptome, auch wenn bei guter Pflege prinzipiell keine Beeintrachtigung der

Lebensspanne besteht [9].

Weltweit leiden mehr als 36 Millionen Menschen an AD; in Deutschland sind ca.
700.000 AD-Patienten mit steigender Tendenz zu verzeichnen [10]. Es handelt sich bei

AD um die hiufigste Form einer neurodegenerativen Erkrankung und nach Herzinfarkt,
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Krebs und Schlaganfall um die vierthdufigste Todesursache in den Industriestaaten [11].
Jede zweite Demenzerkrankung kann auf AD zuriickgefiihrt werden [11]. Zunehmendes
Alter stellt den grofSten Risikofaktor fiir Demenz des Alzheimertyps dar [12, 13]. Die
Inzidenz fiir AD verdoppelt sich ab einem Alter von 65 Jahren alle fiinf Jahre. Pro
100.000 der iiber 65-jdhrigen werden jéhrlich ca. 1.300 neue Fille diagnostiziert [14].
Aufgrund der Verdnderung der Altersstruktur mit zunehmendem Anteil dlterer im
Verhiltnis zu jungen Menschen wird bis zum Jahr 2050 eine Verdreifachung der AD-

Pravalenz weltweit erwartet [ 10].

Neben dem Alter gibt es weitere Risikofaktoren, die eine AD-Entstehung beglinstigen.
Auch wenn die meisten AD-Formen sporadischer Art und durch das erste Auftreten von
Symptomen ab einem Alter von 65-85 Jahren gekennzeichnet sind, kann ein geringer
Teil der AD-Fille (5-10%) auf genetische Ursachen zuriickgefiihrt werden. In diesem
Fall wird von der familidren AD (familial Alzheimer's disease, FAD) gesprochen [15,
16]. Des Weiteren spielen individuelle Lebensbedingungen eine Rolle fiir das
Erkrankungsrisiko. So werden z.B. Schidel-Hirn-Traumata [17], endokrine
Erkrankungen [18, 19] und Nikotinkonsum [20] mit einem erhdhten Risiko einer AD in
Verbindung gebracht. Zudem wird dem Plasmacholesterol eine wichtige Rolle im
Zusammenhang mit der AD-Entstehung zugesprochen. So sollen erhohte
Cholesterolspiegel mit einem erhohten AD-Risiko einhergehen [21]. Auf der anderen
Seite werden ein hohes Ausbildungsniveau, lebenslange geistige Beanspruchung [22],
korperliche Betdtigung [23] sowie gesunde Erndhrung [24] in Zusammenhang mit
einem erniedrigten Risiko genannt. Die Entstehung der AD ist demnach multifaktoriell
und wird sowohl durch den Alterungsprozess als auch durch genetische und

umweltbedingte Faktoren beeinflusst.

Auch wenn die Suche nach erfolgreichen Therapien Gegenstand der aktuellen
Forschung ist, gibt es bisher keine Behandlungsmdglichkeit, welche die Krankheit
aufhalten oder heilen kann. Humanstudien deuten darauf hin, dass die
Langzeiteinnahme von antiinflammatorischen nicht-steroidalen Antiphlogistika die
Inzidenz von AD reduzieren kann [25]. In Tiermodellstudien konnte zudem gezeigt
werden, dass cholesterolsenkende Medikamente die Menge an AB-Plaques im Liquor
verringern [26, 27]. Neuere Therapiestrategien zielen speziell auf die AB-Pathologie ab.

Hier stehen vor allem eine Hemmung der fiir die Metabolisierung des AP
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verantwortlichen Schliisselenzyme (- sowie y-Sekretase) im Vordergrund. So konnte in
einer klinischen Studie mit einem vy-Sekretasehemmer die AP-Konzentration im
Blutplasma gesenkt werden [28]. Des Weiteren konnte mit AP-Antikdrpern in
transgegen Méusen die Plaquebildung reduziert werden [29, 30]. Auch wird einer Reihe
von Nahrungsinhaltsstoffen ein therapeutischer Nutzen im Rahmen der AD
zugesprochen. Dazu zéhlen u. a. Polyphenole, deren antioxidative Kapazitit hier im
Fokus steht [31]. Eine hohe Aufnahme polyphenolhaltiger Nahrungsmittel geht mit
einem verminderten Risiko fiir die Entwicklung neurodegenerativer Erkrankungen

einher [32].

1.1.1 B-Amyloid-Prozessierung

Hauptbestandteil der senilen Plaques im Rahmen der AD sind AB-Peptide [33, 34].
Darauf aufbauend stellt die PB-Amyloid-Kaskade das AP in den Fokus der AD-
Pathogenese, wonach die AB-Aggregation der initiale Schritt der Erkrankung ist [14,
35]. Als Ursache hierfiir wird ein Ungleichgewicht zwischen Produktion und
Degradation des AP vermutet [36]. Bei AP handelt es sich um ein Peptid aus 39 bis 43
Aminosduren (AS). Es existieren verschiedene Monomere, die sich in ihrer AS-Anzahl
und ihrer Pathogenitdt unterscheiden. Die hdufigsten Formen sind AP;.40-Monomere
gefolgt von APj4-Monomeren [37]. Beide bilden Aggregate und fithren zu den
klassischen pathologischen Verdnderungen, wobei das AP, die toxischere Wirkung
hat [37]. AP entsteht durch die enzymatische Spaltung des Amyloid-Vorlduferproteins
(amyloid precursor protein, APP). Bei APP handelt es sich um ein integrales Typ-1
Transmembranprotein, das auf Chromosom 21 lokalisiert ist [34, 38]. APP ist ein hoch
konserviertes und ubiquitdr exprimiertes Glykoprotein, welches durch alternatives
Spleilen in drei Haupt-Isoformen (APP770, APP751, APP695) vorliegen kann. Dabei
wird APP695 primér im Gehirn, insbesondere in den Neuronen exprimiert. Es besteht
aus einer groflen N-terminalen, einer Transmembran- sowie einer kurzen C-terminalen
cytoplasmatischen Domine [38]. APP scheint eine Rolle in transmembranen
Signaltransduktionsprozessen zu spielen, da es mit Guanosintriphosphat (GTP) -
bindenden Proteinen komplexieren kann [39]. APP wird zudem mit der Zelladhdsion

[40] sowie mit Zellwachstumsprozessen im Rahmen der Synapsensynthese in



EINLEITUNG

Verbindung gebracht [41]. Eine Beteiligung am Kalziummetabolismus wird ebenfalls

diskutiert [42].

Die Prozessierung von APP erfolgt, wie in Abbildung 1-1 dargestellt, {iber drei
verschiedene Sekretasen. Je nachdem, in welchem Zusammenspiel die Enzyme bei der
Prozessierung agieren, lduft der amyloidogene bzw. der nicht-amyloidogene Abbauweg
ab [14, 43]. Die Spaltung durch die B- und y-Sekretase fiihrt zur Bildung des toxischen
AP, wohingegen die erste Spaltung durch die a-Sekretase zu einem nicht-

amyloidogenen Peptid fiihrt [44].

nicht-amyloidogen amyloidogen

sAPPa sAPPB

senile Plaques

/

Ay APy,
y-Sekretase a-Sekretase P-Sekretase v-Sekretase

mmﬂxmmrmmlmm‘nm«!rxm
00400 beb0000 10ba0E ©0R0000 BEOLEGOE 060

AICD CTF C83 CTF C99 AICD

Abbildung 1-1 Schematische Darstellung der p-Amyloid-Prozessierung

APP: amyloid precursor protein, sAPP: soluble APP, CTF: C-terminales Fragment, AB: B-Amyloid,
P3: 16sliches Peptid, AICD: amyloid intracellular domain.

Der Hauptanteil von APP wird {iber den nicht-amyloidogenen Abbauweg prozessiert
(Abbildung 1-1). In einem ersten Schritt wird APP in der Nihe der Zellmembran durch
die o-Sekretase gespalten. Hierdurch entsteht zunéchst ein losliches APP-Bruchstiick
(solubleAPPa, sAPPa). Das ebenfalls gebildete C-terminale Fragment (CTF) C83
verbleibt vorerst in der Membran und wird anschlieBend durch die y-Sekretase in zwei
weitere Fragmente, ein 16sliches Peptid (P3) sowie eine intrazellulire Doméne (amyloid

intracellular domain, AICD) gespalten [45]. Bei der y-Sekretase handelt es sich um

4
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einen Proteinkomplex, der aus den vier Proteinen Presenilin, Nicastrin, APH-1 und PEN
besteht. Die y-Sekretase ist nur funktionsfahig wenn alle vier Proteine vorhanden sind.
Allerdings bildet das Presenilin, wovon zwei Homologe, das PS1 und das PS2, bekannt
sind, das katalytische Zentrum [46]. Dem sAAPa werden neuroprotektive
Eigenschaften = zugesprochen  [47], widhrend AICD eine Rolle in

Signaltransduktionsprozessen zu kommt [48].

Die zweite Moglichkeit der APP-Prozessierung, die letztendlich die Beschreitung des
amyloidogenen Weges ebnet, ist die initiale Spaltung des APP durch die B-Sekretase
(Abbildung 1-1). Bei der B-Sekretase handelt es um die Typ-1 membrangebundene
Aspartyl-Protease (B-site APP-cleaving enzyme, BACE-1). Analog zur a-Sekretase
bildet sie das l6sliche Fragment sAPPp, das in den extrazelluliren Raum freigesetzt
wird, sowie das membrangebundene CFT C99. Letzteres setzt in einem zweiten Schritt
wiahrend der Prozessierung durch die y-Sekretase APj.40 bzw. AP, extrazelluldr und

die AICD intrazellular frei [43, 44].

AP ist ein hydrophobes Peptid, das zur Aggregation neigt. Diese verlduft spontan und
bildet Strukturen, die von Dimeren iiber Oligomere bis hin zu polymeren Fibrillen
reichen. Die Oligomere stellen mit Aggregaten aus zwei bis sechs Peptiden die
toxischsten Vertreter dar. Sie vergrofern sich und lagern sich zu den fiir AD typischen
unldslichen oligomeren AB-Fibrillen, den senilen Plaques, zusammen. In dieser Form
weist AP eine besonders hohe Toxizitdt auf [14, 43]. APB;4o bildet den mengenmifig
grofleren Teil, wihrend APj.42 nur 5-10% des gebildeten AP ausmacht. Letzteres scheint
bereits intrazelluldr zu oligomerisieren [49]. Es wird davon ausgegangen, dass dies mit
den friihen synaptischen Dysfunktionen im Rahmen der AD einhergeht [2]. Die
aggregierten AP fordern inflammatorische und oxidative Prozesse in den Neuronen, die
zur Dysfunktion der Synapsen, zur mitochondrialen Dysfunktion [14], zu Stérungen der

Zellproteostase und zu zelluldrem Stress [50] fiihren.
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1.1.2 Tauprotein

Neben der Akkumulation von AB-Plaques kommt es im Rahmen der AD zur Bildung
neurofibrillirer Biindel, die aus paarig angeordneten helikalen Filamenten bestehen.
Diese setzen sich aus hyperphosphorylierten Tau-Proteinen zusammen. In
physiologischem Zustand sind Tau-Proteine gut 16slich und mafgeblich an dem Aufbau
und der Stabilitit von Mikrotubuli beteiligt [S1]. Des Weiteren spielen sie bei der
Signaltransduktion [52] und beim Neuritenwachstum eine wichtige Rolle [53]. Im
Cytosol liegt gelostes Tau in einem Gleichgewicht mit dem an Mikrotubuli gebundenem
Tau vor. Die Bindung an Mikrotubuli wird durch die Phosphorylierung spezifischer
Serin- und Threoninreste im Bereich der Bindungsstelle reguliert [54]. Kommt es, wie
im Rahmen der AD, zur Hyperphosphorylierung, verliert das Tau-Protein seine
Bindungsfihigkeit an die Mikrotubuli und 16st sich von diesen. Die Mikrotubuli
verlieren ihre Stabilitdt und sterben ab [55]. Das hyperphosphorylierte Tau lagert sich
zu den beschriebenen unloslichen Filamentstrukturen, den Neurofibrillenbiindeln,
zusammen und akkumuliert intrazellulir. Ebenso wie AP sind auch
Neurofibrillenbiindel neurotoxisch und beeinflussen die kognitive Funktion. In
Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass hyperphosphoryliertes Tau-Protein zu einer
Stimulation proinflammatorischer und prooxidativer Prozesse fiihrt [56, 57]. Der initiale
Grund fiir die Bildung des hyperphosphorylierten Taus ist nicht vollstindig geklért. Es
gibt Hinweise, dass dies auf eine Storung in der Aktivitit verschiedener Kinasen und
Phosphatasen, wie z.B. auf verringerte Protein-Phosphatasen-Aktivititen,
zurlickgefiihrt werden kann [58-60]. So zeigten Gotz et al., dass eine Injektion von
fibrillirem AP in transgenen Maiusen zu einer erhdhten Aggregation von Tau fiihrte
[61]. Dementsprechend wird davon ausgegangen, dass erst AR gebildet wird, welches
dann die Phosphorylierung und Aggregation von Tau fordert. Dies konnte in weiteren

Tiermodellen bestétigt werden [62, 63].
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1.1.3 Genetische Einflussfaktoren

Die Beobachtung familidrer Haufungen von AD, lieen vermuten, dass es genetische
Faktoren geben muss, die auf die Entstehung von AD begiinstigend wirken. Die FAD ist
auf autosomal-dominant vererbte genetische Faktoren zuriickzufithren und geht mit
einem frithen Auftreten der Erkrankung (early-onset) in einem Alter von < 60-65 Jahren
einher [64]. Insbesondere Mutationen in drei Alzheimer-assoziierten Genen werden mit
FAD in Verbindung gebracht. Dazu gehdren Mutationen im APP-Gen auf
Chromosom 21 [65], im PS1-Gen auf Chromosom 14 [66, 67] und im PS2-Gen auf
Chromosom 1 [68, 69]. Weitere bekannte genetische Einflussfaktoren fiir die
Entstehung einer spit auftretenden Form (/ate-onset) der AD sind Polymorphismen des

Apolipoprotein E (4poFE) - Gens auf Chromosom 19 [70, 71].

Als erste genetische Ursache fiir AD wurden Mutationen im APP-Gen auf
Chromosom 21 identifiziert [65]. Da bei Patienten mit Down-Syndrom, die zusitzlich
ein drittes Chromosom 21 besitzen, bereits in mittlerem Alter neuropathologische,
Alzheimer-dhnliche Verdnderungen beobachtet werden konnen, war das Chromosom 21
schon frith im Fokus der Alzheimerforschung. Ein kontinuierlicher lebenslanger mit der
Geburt beginnender Anstieg von AP;.49 sowie APj.4 ist auf die Uberexpression des
strukturell intakten APP zuriickzufiihren [72]. Bei den bisher identifizierten Mutationen
von APP im Rahmen der AD-Pathogenese handelt es sich um Punktmutationen, die zu
einem Fehlsinn des Proteins fithren [65]. Die Mutationen liegen entweder direkt vor der
Schnittstelle der B-Sekretase, kurz hinter der a-Sekretaseschnittstelle oder am C-
terminalen Ende der Schnittstelle fiir die y-Sekretase [73]. Daraus resultiert eine
verdnderte Prozessierung von APP, die entweder die Gesamtmenge an sekretiertem Af}

oder den Anteil des toxischeren A;.4; erhoht [74].

Mutationen des auf Chromosom 1 liegenden PS1-Gens konnten als Ursache fiir eine der
frithsten und aggressivsten Form der FAD identifiziert werden. Es sind ca. 75
verschiedene Mutationen bekannt, die zu einem besonders frithen AD-Erkrankungsalter
von 40-50 Jahren fiihren [66]. PS1-Mutationen fithren zu einer verstdrkten Bildung von
AP, hauptsidchlich AP;.4. AD-Patienten mit entsprechenden Mutationen weisen eine

hohere Zahl an Amyloid-Plaques im Gehirn auf [75].
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PS2-Mutationen sind deutlich seltener und obwohl sie das Auftreten einer early-onset
AD begiinstigen, sind sie im Gegensatz zu PS1-Mutationen nicht so aggresiv in ihrer
Auspriagung. Das durch PS2-Mutationen bedingte Erkrankungsalter ist hoher als bei
Patienten mit PS1-Mutationen [76]. Bei AD-Patienten mit PS2-Mutationen werden
erhohte AP;4> Plasmaspiegel und vermehrt extrazellulir vorkommendes Af;.4»

beobachtet [74].

Anders als bei den autosomal-dominant vererbten Mutationen von APP, PS1 und PS2
erhohen bestimmte Polymorphismen des ApoE das Risiko fiir das Auftreten einer late-
onset AD [71]. Das ApoE-Gen ist auf Chromosom 19 lokalisiert und kommt in drei
verschiedenen Allelen vor: APOg2, APOg3 und APOge4 [77]. Bei ApoE handelt es sich
um einen Lipidtransporter im Serum. Dariiber hinaus bildet ApoE das Haupt-
Apolipoprotein im zentralen Nervensystem (ZNS) [78]. Im ZNS wird ApoE primér von
Astrozyten produziert, mit Cholesterol und Phospholipiden beladen und anschlie3end
den extrazelluldren Raum abgeben [78, 79]. Das APOsg2-Allel des ApoE-Gens ist mit
niedrigen Plasmacholesterolspiegeln assoziiert, wihrend das APOg4-Allel mit hohen
Plasmacholesterolspiegeln in Verbindung gebracht wird [80, 81]. Unter late-onset AD-
Patienten ist das APOg4-Allel iiberdurchschnittlich hiufig zu finden [71]. Patienten, die
hetero- oder homozygot fiir das APOe4-Allel sind, weisen eine deutlich hohere
Plaquedichte im Gehirn auf als Patienten, die kein APOg4-Alleltrdager sind [82]. Das
Erkrankungsrisiko ist bei homozygoten Alleltrigern deutlich erhoht im Gegensatz zu
heterozygoten [70]. Dariiber hinaus gibt es Hinweise, dass das Vorhandensein des
APOe2-Allels das Risiko an AD zu erkranken senkt [83]. Der genaue Mechanismus, der
dem erhohten Erkrankungsrisiko bei APOe4-Triagern zugrunde liegt, ist noch nicht
hinreichend geklirt. ApoE konnte iiber verschiedene Mechanismen die AD-Entstehung
fordern. Denkbar wire dies z. B. iiber eine verstirkte Bildung von AB-Fibrillen [84, 85].
Zusitzlich scheint es zu einem verminderten Abbau, insbesondere des A4 [86] 1im
Gehirn zu kommen. Dies ist eng assoziiert mit einem verdnderten intrazelluldren
Cholesterolspiegel [85, 87]. Studien mit Méusen zeigten, dass ApoE4 zusitzlich zu
einem geringeren Neuritenwachstum und verschlechterten Reparaturen dieser beitragt
[88]. Ein weiteres Gen mit dem Lipistoffwechsel assoziiertes Gen, das mit AD in
Verbindung gebracht wird ist SORLI (sorlin-related receptor). SORLI kodiert einen
Sortolin-dhnlichen Rezeptor, welcher als neuronaler ApoE-Rezeptor fungiert und

hauptsdchliche im ZNS exprimiert wird. Mutationen des Rezeptors scheinen eine
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wichtige Rolle bei der amyloidogenen Prozessierung des APP zu spielen [89, 90]. Die
verminderte SORLI Expression wird mit einem erhohten Risiko der AD-Entstehung
assoziiert [91]. Da die Blut-Hirn-Schranke eigentlich den direkten Transport zwischen
peripher zirkulierendem Cholesterol und dem Gehirn verhindert, konnte die
Identifizierung des permeablen 27-Hydroxycholesterol, ein Oxysterol, das
Gedidchtnisfunktionen beeintriachtigt, die gesuchte Verbindung zwischen AD und

Hypercholesterindmie darstellen [90, 92].

1.1.4 Zellulire Dysfunktionen

Die Akkumulation von AP und Tau-Proteinen fiihrt in AD-Patienten zu Verdnderungen
auf zelluldrer Ebene, die letztendlich zu einer Beeintrachtigung der Zellfunktion
beitragen. Es gibt Hinweise darauf, dass insbesondere die mitochondriale Dysfunktion
(siche Abbildung 1-2) eine wichtige Rolle in der Pathogenese der AD spielt [93]. Auch
wenn die klassische AB-Hypothese besagt, dass extrazelluldres AP Hauptausloser fiir
die AD-Pathogenese ist, gibt es neuere Theorien, die davon ausgehen, dass die
neuronalen Dysfunktionen und Degenerationen durch intrazellulire Akkumulation von
AP entstehen. Dies wird dadurch gestiitzt, dass in Mitochondrien der Gehirne von AD-
Patienten eine Akkumulation von AP beobachtet werden konnte [94]. Einen Hinweis
auf die Beeintrichtigung der Mitochondrien gaben auch morphologische
Untersuchungen die zeigten, dass Mitochondrien bei Vorhandensein von AD
strukturelle Verdnderungen aufweisen und in ihrer Anzahl vermindert sind [95]. Auch
sind typischerweise die Aktivititen von bestimmten Enzymen in Gehirnen von AD-
Patienten vermindert. Dazu zéhlen die Cytochrom-c-Oxidase, die a-Ketoglutarat-
Dehydrogenase sowie die Pyruvat-Dehydrogenase. Zellkulturstudien weisen darauf hin,
dass AP direkt toxisch auf Mitochondrien wirkt, da die Aktivitdt der genannten Enzyme
durch die AB-Exposition inhibiert werden konnte [96]. Dieses Postulat wird dariiber
hinaus durch die Beobachtung gestiitzt, dass die oxidative Phosphorylierung in
Mitochondrien der Gehirne von AD-Patienten stark beeintrachtigt ist [97]. Eine weitere
schwerwiegende Verdnderung, die in Zellkulturen beobachtet wurde, ist ein verringertes
mitochondriales Membranpotential als Reaktion auf Ap-Akkumulation [98].
Wabhrscheinlich kommt es durch mitochondrial akkumulierendes AP zu einer direkten

Hemmung der Komplexe der Atmungskette, gefolgt von einer exponentiell
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ansteigenden Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species,
ROS), hauptsidchlich H,O, [99]. Gleichzeitig sinkt die Adenosintriphosphat (ATP) -
Produktion deutlich [100]. Eine weitere Wirkweise iiber die AP
Mitochondrienfunktionen beeinflussen konnte, ist die verstirkte Freisetzung von
Cytochrom ¢, welches proapoptotisch wirkt und so zum Absterben der Zelle beitragt

[99].
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Abbildung 1-2 Zellulire Dysfunktionen im Rahmen der AD
ROS: reaktive Sauerstoffspezies; 8-OHdG: 8-Hydroxydesoxyguanosin.

Der entstandene oxidative Stress fiihrt dariiber hinaus zu einer Reihe weiterer zelluldrer
Schédden in den betroffenen Neuronen. In den Gehirnen von AD-Patienten wurden
verstiarkt Marker fiir Lipidperoxidationen [101] sowie ein erhdhtes Vorkommen von
mitochondrialem 8-Hydroxydesoxyguanosin (8-OHdG) [102], ein Biomarker fiir
oxidative =~ DNA-Schdden, beobachtet.  Lipidperoxidationen  beeintrachtigen
Membranfunktionen und somit auch die Aktivititen vieler membranstindiger
Transporter wie z. B. des Glukose-Transporters [103], des Glutamat-Transporters [104]
oder von ATPasen (Na'/K'- sowie Ca’"-ATPasen) [105]. Durch die genannten
Beeintrachtigungen wird die Funktionalitdt von Membranen zerstort. Als Folge davon

kommt es u. a. zu einem Anstieg der basalen intrazelluldren Ca*"-Konzentration [106],

10
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die letztendlich die Aktivitdt der Zelle beeintrichtigt und hiufig mit der Apoptose der
Zelle endet. Ebenso gibt es Hinweise darauf, dass der ROS-Stress zu oxidativen
Schiadigungen an zelluldren Proteinen fiihrt, die zusdtzlich die Inaktivierung
antioxidativer Enzyme verursachen [107], wodurch wiederum der oxidative Prozess
gesteigert wird. Zusétzlich verstdrken diese Prozesse die Proteinaggregation, u. a. auch
von A. Ein weiteres von der Oxidation héufig betroffenes Enzym ist die Ubiquitin-C-
terminale Hydroxylase L1 (UCH-L1), die zu den deubiquitinierenden Enzymen zéhlt
und somit eine wichtige Rolle im Rahmen der Proteindegradation iiber das Proteasom
spielt [108]. In vitro Studien mit Antioxidantien zeigten, dass sowohl die prooxidative
als auch die neurotoxische Wirkung von AP mit Antioxidantien wie z. B. Vitamin E

oder Glutathion kompensiert werden konnte [109, 110].

1.2 Steroid-Signalweg

Dysregulationen der Cholesterolhomdostase und der Plasmacholesterolspiegel werden
mit neurodegenerativen Erkrankungen wie z. B. der AD in Verbindung gebracht. Zwar
kann ein verdnderter Cholesterolmetabolismus im Gehirn von AD-Patienten
nachgewiesen werden, allerdings ist nicht bekannt, ob es sich hierbei um eine Ursache
oder Folge der Erkrankung handelt [111]. Da ApoE das Haupt-Apolipoprotein des ZNS
ist und fiir den Cholesteroltransport verantwortlich ist, werden Polymorphismen im
ApoE-Gen mit AD assoziiert. Demnach liegt die Vermutung nahe, dass Cholesterol eine

wichtige Rolle im Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen spielt [71].

Cholesterol wird in Sdugetieren fiir die Synthese von Steroidhormonen und Gallensédure
sowie fiir den Aufbau von Zellmembranen bendtigt. AuBerdem ist Cholesterol
Hauptbestandteil von Mikrodominen im Gehirn, die eine wichtige Rolle bei der
Vermittlung von Wachstumssignalen, der Weiterleitung von Aktionspotentialen und der
synaptischen Ubertragen spielen [111]. AuBerhalb des ZNS wird sowohl endogen
synthetisiertes Cholesterol als auch exogen aufgenommenes Cholesterol verwertet. Da
Plasmalipoproteine die Blut-Hirn-Schranke nicht iiberwinden kdnnen, ist das im Gehirn
vorhandene Cholesterol hauptsdchlich aus endogener Synthese [112]. Trotzdem werden,
wie bereits erwihnt, hohe Plasmacholesterolspiegel mit einem erhdhten Risiko fiir AD

in Verbindung gebracht [21, 113].
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Cholesterol wird im Plasma mit Hilfe von Lipoproteinen transportiert. Lipoproteine
bestehen aus Apolipoproteinen, Phospholipiden und Cholesterol. Sie sind in der Lage
Cholesterolester und Triglyceride aufzunehmen und zu den entsprechenden
Zielgeweben zu transportieren. Cholesterol wird im Plasma primér durch low-density
lipoproteins (LDL, Lipoprotein niederer Dichte), die hauptsichlich das ApoB100 als
Apolipoprotein enthalten, von der Leber zu den Zielzellen transportiert. Dort binden sie
an LDL-Rezeptoren und werden in die Zellen aufgenommen, wo das Cholesterol wieder
aus dem LDL freigesetzt wird [114]. Der Cholesteroltransport im Gehirn verlduft
unabhéngig vom peripher zirkulierenden Cholesterol. Astrozyten produzieren ApoE,
das mit Phospholipiden Lipoproteine bildet, die von der GroBe dem HDL (high-density
lipoprotein, Lipoprotein hoher Dichte) im Plasma entsprechen. ApoE nehmen
Cholesterol iiber ABC (ATP-bindende Kassette, ATP-binding cassette) - Transporter
auf. ApoE werden ebenfalls iiber Rezeptoren der LDL-Familie, z. B. den LDL-

Rezeptor, in Neuronen aufgenommen [115, 116].

Alle Steroidhormone basieren auf der Struktur des Cholesterolgertistes. Fiir Wachstum
und Entwicklung sowie Aufrechterhaltung der Korperfunktionen sind Vertebraten auf
Steroidhormone angewiesen [117]. Steroidhormone wirken iiber Steroidhormon-
rezeptoren, die als Transkriptionsfaktoren fiir die Signaltransduktion der Hormone in
den Zellen verantwortlich sind. Steroidhormonrezeptoren gehdren zur Superfamilie der
nukledren Hormonrezeptoren (NHRs). Auch wenn NHRs noch in weitere Untergruppen
eingeteilt werden, sind sie alle dhnlich aufgebaut und wirken nach dem gleichen
Mechanismus. Nach Bindung des Liganden werden die Rezeptoren aktiviert und
translozieren in den Zellkern wo sie die entsprechenden Hormon-responsiven Elemente
(HREs) auf der DNA erkennen und binden. Dies erméglicht die Bindung von Co-
Aktivatoren, so dass letztendlich die Transkription der entsprechenden Zielgene

stattfinden kann [117].
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1.3 Proteostase

Um der Akkumulation aggregierter AB-Peptide sowie der dadurch verursachten
molekularen Schiaden entgegenzuwirken, ist eine effektive Proteinhomdostase, die
Proteostase, fiir das Uberleben der Zelle essentiell. Erschwerend kommt hinzu, dass die
Akkumulation von Proteinaggregaten zu einer Beeinflussung der Proteostase beitrigt,
was wiederum die Akkumulation und Aggregation fehlerhafter Proteine begiinstigt. Die
Zelle verfiigt iiber ein komplexes System (Abbildung 1-3), das die Faltung, den
Transport und den Abbau von Proteinen streng kontrolliert. Zu diesem System zdhlen
u. a. Chaperone, Hitzeschockproteine (HSPs) und die ungefaltete Proteinantworten in
den Mitochondrien (unfolded protein response der Mitochondrien, UPR™) und im
endoplasmatischen Retikulum (UPR™) sowie das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS),
das fiir die Degradation fehlerhafter Proteine verantwortlich ist. Ebenfalls besteht die

Moglichkeit der Autophagie um Proteine abzubauen.

Akkumulation

il fehlerhafter

Proteine

Chaperon
vermittelte
Proteinfaltung

— Korrekt \
gefaltete
Proteine
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Proteinabbau
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Abbildung 1-3 Zelluléire Proteostase

UPR: unfolded protein response, ER: endoplasmatisches Retikulum, ERAD: ER-associated degradation,
mt: Mitochondrium.
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1.3.1 Chaperon-vermittelte Proteinfaltung

Die zelluldre Proteostase hingt maf3geblich von effektiven Chaperonen ab, die bereits
die de novo Faltung aber auch die Entfaltung und Neufaltung fehlerhafter Proteine
unterstiitzen [118]. Chaperone sind in allen Zellorganellen prisent, in denen Proteine
gefaltet werden (siehe Abbildung 1-3). Dazu zéhlt das Cytoplasma, das ER, die
Mitochondrien, die Peroxisomen und der Zellkern [119]. Sie sind neben der Faltung an
einer Vielzahl von Aufgaben im Rahmen der Proteinbiogenese beteiligt, wie z. B. der
Bildung von Proteinkomplexen, dem Transport von Proteinen, der Membranintegration
von Proteinen sowie dem Proteinabbau. Da Chaperone durch Stress, z. B. Hitzestress
verstirkt exprimiert werden, wird eine Hauptgruppe der Chaperone als HSPs bezeichnet
[118]. Bei HSPs handelt es sich um eine in Eukaryoten hoch konserviert vorkommende
Proteingruppe, die wiederum nach ihrem Molekulargewicht aufgeteilt und benannt
wird. Hier bildet die Familie der HSP70 den groBten Teil [120]. Chaperone besitzen
eine ATP- sowie eine C-terminale Peptidbindungsdoméne. Die Faltung erfolgt in
Zyklen, die mit der Freisetzung der Proteine unter ATP-Verbrauch enden. Thre Aktivitit
wird durch Co-Chaperone, z. B. der HSP40-Familie, beschleunigt und erfordert weitere
Co-Faktoren wie z. B. die Nukleotidaustauschfaktoren (nucleotid exchange factors,
NEFs) [121]. In den Mitochondrien sind sie fiir die initiale Faltung von neu
eingeschleusten Polypeptiden verantwortlich. Neben der HSP70-Familie zdhlen in
Eukaryoten die Chaperone der HSP60-Familie, auch Chaperonine genannt, zu den
hiufigsten mitochondrialen Chaperonen, die bei zelluldrem Stress aktiviert werden. Sie
sind Doppelring-artig aufgebaut und weisen eine zentrale Einstiilpung auf, die gefaltete
und fiir Aggregationen anfillige Proteine vor der Umgebung schiitzen [122]. Ahnlich
wie die Gruppe der HSP70, falten HSP60-Chaperone Proteine unter ATP-Verbrauch
und bendtigen Co-Faktoren, wie z. B. Chaperone der HSP10-Familie [123]. Weitere
Chaperon-Klassen sind z. B. HSP90 sowie HSP100, eine Klasse, die gefaltete Proteine
wieder entfaltet und kleinere Proteinaggregate trennen kann. Als letzte Gruppe sind die
kleinen Hitzeschockproteine (small heat shock proteins, sHSPs) zu erwédhnen, die
unspezifisch Proteine vor irreversiblen Aggregationen schiitzen [122]. Auch im Cytosol
prozessierte und gefaltete Proteine werden durch eine Proteinqualitdtskontrolle, die
sogenannte Hitzeschockantwort geschiitzt. Diese wird iiber den Transkriptionsfaktor
Hitzeschockfaktor 1 (heat shock factor 1, HSF1) reguliert und induziert die Expression
von cytosolischen Chaperonen (z. B. HSP70 und HSP90) [124].

14



EINLEITUNG

1.3.2 Ungefaltete Proteinantwort in den Mitochondrien und im

endoplasmatischen Retikulum

Sowohl die Mitochondrien als auch das ER beherbergen Proteinfaltungsmoglichkeiten.
Sie werden durch organelleigene Kontrollsysteme iiberwacht, welche aktiviert werden,
wenn die Menge an ungefalteten oder fehlerhaft gefalteten Proteinen stark zunimmit.

Diese speziellen Signalwege werden als UPR bezeichnet (siche Abbildung 1-3) [125].

Auch wenn nur ein Bruchteil der Proteine in den Mitochondrien selbst synthetisiert
wird, verfligen Mitochondrien, wie bereits beschrieben (vgl. Kapitel 1.3.1), iiber die
Moglichkeit aufgenommene Proteine zu falten oder bei Bedarf zu entfalten und neu zu
falten. Kommt es zu einer Akkumulation ungefalteter oder fehlerhaft gefalteter Proteine
in den Mitochondrien, wird eine Signalkaskade aktiviert, die letztendlich bis zum
Nukleus geleitet wird und dort die Expression mitochondrialer Chaperone und
spezifischer Proteasen induziert. Die mitochondriale Proteostase kann so wieder
hergestellt werden. Dieser in den Mitochondrien stattfindende Prozess wird als UPR™
bezeichnet. In humanen Zellen konnte gezeigt werden, dass durch die Akkumulation
fehlerhafter Proteine die Expression Proteostase-spezifischer Proteine, wie z.B.
mtHSP60 oder mtHSP10, gesteigert wurde. Zusitzlich kommt es durch mitochondrialen
Stress zur Phosphorylierung und damit zur Aktivierung der C-Jun-N-terminalen Kinase
(JNK), die den Transkriptionsfaktor CHOP (C/EBP homologes Protein) aktiviert. Dass
es in der Promotorregion von mtHSPs CHOP-Bindungsstellen gibt, macht die Bedutung
des Transkriptionsfaktors im Rahmen der UPR™ deutlich [124, 126].

Im ER findet die Translation, Faltung und posttranslationale Modifikation von
Proteinen statt. Die Uberpriifung der Proteinfaltung erfolgt, wie in den Mitochondrien
auch, iiber ein eigenes Proteinqualititskontrollsystem, die UPR™ [125]. Es gibt eine
Vielzahl an Faktoren, welche die ER-Proteostase beeinflussen und letztendlich zu einer
Akkumulation fehlerhafter oder ungefalteter Proteine im ER-Lumen fiihren konnen.
Beispielsweise 10st die libermadflige Ansammlung von Proteinen Stress aus, welcher u. a.
zu einer verminderten Ca’"-Konzentration oder einer verinderten Chaperonaktivitit
fihren kann [127]. Um den ER-Stress zu verringern, kontrolliert das UPR™ die
Expression verschiedener Gene, die an der Proteostase, dem Aufbau des ER oder an

Proteinabbausystemen beteiligt sind. Dafiir interagiert das ER iiber eine Reihe
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spezifischer Transkriptionsfaktoren mit dem Nukleus [128]. Bei ER-Stress werden drei
parallel verlaufende Signalkaskaden stimuliert, die mit der Aktivierung der
Stresssensoren inositol-required enzyme [ (IRE1), protein kinase RNA-like ER kinase
(PERK) und activating transcription factor 6 (ATF6) beginnen. Der iiber IREI
aktivierte Signalweg ist der am stirksten konservierte innerhalb der UPR. Bei IREI
handelt es sich um eine Kinase und Endoribonuklease, die nach ihrer Aktivierung die
mRNA des X-box binding protein 1 (XBP1), einen ER-spezifischen Transkriptions-
faktor, so schneidet, dass die xbp/ mRNA aktiviert und translatiert wird [128]. XBP1
induziert die Transkription verschiedener Proteine des UPR™, wie z. B. die von
Chaperonen,  Transportproteinen  und  Bestandteilen des  ER-associated
degradation (ERAD) - Systems. Das ERAD-System erkennt Proteine, welche die
Proteinqualitdtskontrolle des ER nicht passieren konnen und transportiert diese in das
Cytosol, wo sie ubiquitiniert und {iber das Proteasom abgebaut werden [124]. Die
UPR™ ist fiir die Zelle die effektivste Moglichkeit akuten Zellstress zu iiberwinden und
so die eigene Uberlebensfihigkeit zu garantieren. Andererseits ist die UPR™ bei
chronischem oder nicht-kompensierbarem Stress in der Lage Prozesse wie Autophagie

oder Apoptose zu initiieren, die die Beseitigung geschidigter Zellen iibernehmen [128].
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1.3.3 Proteinabbau iiber das Ubiquitin-Proteasom-System

Proteine, welche die UPRR nicht passieren konnen, werden iiber das ERAD aus dem
ER in das Cytosol transportiert, wo sie vom UPS abgebaut werden konnen (vgl.
Abbildung 1-3). Das UPS ist ein hoch konserviertes System, das den Grofiteil
cytosolischer Proteine abbaut. Dazu zdhlen regulatorische Proteine, deren Lebensdauer
zeitlich begrenzt ist, aber auch fehlerhaft gefaltete oder aggregierte Proteine [129]. Die
Degradation der Proteine erfolgt in zwei Schritten (siche Abbildung 1-4). In einem
ersten wird das Substratprotein mittels Ubiquitinierung markiert und in einem zweiten

Schritt im 26S-Proteasom abgebaut [130].

ATP  AMP @ d%@

substrat

—vi»é—fi»%
® ®

Protein-
substrat

mehrfache

Protein-
substrat

Peptid-

fragmente

208 268-
Proteasom

Abbildung 1-4 Ubiquitin-Proteasom-System

Ub: Ubiquitin; E1: Ubiquitin-aktivierende Enzyme; E2: Ubiquitin-konjungierenden Enzymen; E3:
Ubiquitinligase; ATP: Adenosintriphosphat; AMP: Adenosinmonophosphat, ADP: Adenosindiphosphat.
(modifiziert nach Cell Signaling Technology®) [131].

Ubiquitin ist ein 76 AS groBes Polypeptid, das iiber sein C-terminales Glycin an die ¢-
Amino-Gruppe von Lysinresten innerhalb der Zielproteine gebunden werden kann.
Dariiber hinaus kann Ubiquitin auch an Lysinreste bereits gebundener
Ubiquitinmolekiile binden. Die so entstehenden Isopeptide bilden eine

Polyubiquitinkette, die als Erkennungsmerkmal fiir das 26S-Proteasom dient [132]. Der
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Ubiquitinierungsprozess ist ATP-abhdngig und wird von drei Enzymklassen (Ubiquitin-
aktivierende Enzyme, Ubiquitin-konjungierende Enzyme und Ubiquitin-Ligasen)
vermittelt. Wie in Abbildung 1-4 dargestellt, bindet das Ubiquitin-aktivierende Enzym
(E1) unter ATP-Verbrauch in einem ersten Schritt Ubiquitin {iber eine
Thioesterbindung. Das so aktivierte Ubiquitin wird in einem zweiten Schritt auf eines
von zahlreichen Ubiquitin-konjungierenden Enzymen (E2) iibertragen. Im Anschluss
daran erfolgt die Isopeptidbindung wie beschriecben an den Lysinrest des
Substratproteins. Dieser Schritt erfordert die Aktivitdt einer Ubiquitinligase (E3). Es
sind viele verschiedene E3-Ligasen bekannt, die jeweils nur einige wenige Peptide
erkennen und so eine hohe Spezifitit gewéhrleisten [133, 134]. Die markierten
Substratproteine konnen anschlieBend vom 26S-Proteasom erkannt und abgebaut
werden. Das 26S-Proteasom ist ein aus mehreren Untereinheiten bestehender
Proteasekomplex. Das eukaryotische Proteasom besteht aus einer 20S- und zwei 19S-
Untereinheiten. Die 20S-Untereinheit bildet das multikatalytische Zentrum. Sie besteht
aus zwei dulleren o- und zwei inneren B-Ringen, die wiederum aus jeweils sieben
Untereinheiten aufgebaut sind. Die &ufleren a-Ringe sind fiir die Substraterkennung
verantwortlich. Die Innenwand der B-Ringe enthilt die katalytische Aktivitat. Drei ihrer
sieben Untereinheiten (B1, B2 und B5) weisen proteolytische Aktivitit auf. Jede dieser
Untereinheiten besitzt eine spezifische Aktivitit. So spaltet beispielsweise PS5 nach
hydrophoben AS, weshalb hier von Chymotrypsin-dhnlicher Aktivitdt gesprochen wird
[135, 136]. Die 19S-Untereinheiten sitzen wie Deckel auf den Offnungen der 20S-
Untereinheit und regulieren den Einstrom von Substrat in die 20S-Untereinheit. Bisher
konnten zwei Ubiquitin-bindende Untereinheiten des 19S-Komplexes identifiziert
werden. Sie erkennen ubiquitinierte Proteine, binden diese, entfalten sie und
transportieren sie anschliefend in den proteolytischen Teil des Proteasoms [136, 137].
Nach dem irreversiblen Abbau des Substrates werden kurze Peptidfragmente, die von
cytosolischen Peptidasen weiter abgebaut werden konnen, sowie Ubiquitin, das der

Zelle erneut zur Verfiigung steht, freigesetzt [132].

Das Proteasom ist sensibel gegeniiber degenerativen Prozessen. So kann eine Abnahme
der Proteasomaktivitdt mit dem Alter beobachtet werden [138]. Aber auch eine Reihe
neurodegenerativer Erkrankungen, die mit der Akkumulation und Aggregation
fehlerhafter Proteine einhergehen, scheinen das Proteasom zu beeinflussen. Es gibt

Hinweise, dass Proteinaggregate, wie z. B. ApP-Aggregate im Rahmen der AD, das
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Proteasom direkt hemmen. Proteinaggregate beglinstigen die intrazelluldre
Akkumulation von Ubiquitinaggregaten und fithren zum Zellzyklus-Arrest [139].
Weitere Studien konnten zeigen, dass in Neuronen von AD-Patienten die E1- und E2-
Aktivitidten deutlich vermindert sind [140]. Auch konnten verminderte UCH-LI-
Aktivitdten in Zusammenhang mit AD gebracht werden [108]. Im Gehirn von AD-
Patienten wurden vermehrt oxidierte UCH-L1 Molekiile beobachtet, die in ihrer
Aktivitdt stark gemindert waren und so zu einer Beeintrdchtigung des proteasomalen
Proteinabbaus beitrugen [108]. Die Aufrechterhaltung der zelluldren Proteostase wird
somit zusétzlich erschwert. Ob die Proteinaggregation Ursache oder Folge einer
veranderten Proteasomaktivitdt darstellt, ist nicht hinreichend gekldrt. Bekannt ist
jedoch, dass eine verminderte Aktivitdt des Proteasoms, unabhidngig von der initialen
Ursache, die Produktion von Proteinaggregaten fordert. Eine gesteigerte
Proteinaggregation wiederum wiirde zusitzlich zu einer weiteren Einschrinkung der

Proteasomaktivitét beitragen [139].
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1.3.4 Autophagie

Die Autophagie bezeichnet einen katabolen Prozess, bei dem es zum Abbau zelluldrer
Bestandteile durch zelleigene Mechanismen kommt. Von einer Doppelmembran
begrenzte Autophagosomen nehmen Proteine, cytosolische Bestandteile oder ganze
Zellorganellen auf und verschmelzen mit Lysosomen oder Vakuolen in denen Proteasen
vorhanden sind, die letztendlich den Proteinabbau verantworten [141]. Autophagie
spielt in den unterschiedlichsten zelluldren Prozessen eine Rolle, z. B. wihrend des
Wachstums und der Entwicklung, aber auch in Stresssituationen wie z. B. unter
Nahrungsmangel, bei Mangel an Wachstumsfaktoren, Infektionen oder ER-Stress (vgl.
Kapitel 1.3.2) [142]. Die Autophagie spielt eine wichtige Rolle in dem Erhalt der
Zellhomoostase, indem sie fiir die Balance zwischen Proteinsynthese und —degradation
sowie flr die Wiederverwertung zelluldrer Bestandteile verantwortlich ist [143]. In
Zellen, die hohem Stress ausgesetzt sind und in denen es zu einer Aktivierung der UPR
kommit, hilft die Autophagie diesen Stress zu reduzieren. Damit ist sie neben dem UPS
fir den Proteinabbau im Rahmen der Proteostase von grofer Bedeutung (vgl.
Abbildung 1-3) [144]. Eine gestorte Autophagie wird in engen Zusammenhang mit
Zelltod gebracht und scheint bei der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen eine
wichtige Rolle zu spielen [141]. Im Rahmen der AD wurde die Akkumulation unreifer
autophagischer Vakuolen beobachtet, die wahrscheinlich auf eine verstérkte
Aktivierung der Autophagie und ein Defizit in der Reifung dieser zu Lysosomen

zurlickzufiihren ist [145].

Je nachdem, wie die intrazelluliren abzubauenden Bestandteile zu den Lysosomen
transportiert werden, konnen drei Wege der Autophagie unterschieden werden
(Abbildung 1-5) In Saugetierzellen sind das die Makroautophagie, die Mikroautophagie
sowie die Chaperon-vermittelte Autophagie (chaperone mediated autophagy, CMA)
[144]. In den Lysosomen herrscht ein saures Milieu und die fiir den Proteinabbau
endsprechenden Proteasen und Hydrolasen sind dort angesiedelt [146]. Die einzelnen
Arten der Autophagie unterscheiden sich zudem in ihrer Substratwahl sowie ihrer

Regulation und in den Ausldsern ihrer Aktivierung [144].
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Abbildung 1-5 Schematische Darstellung der Autophagie
CMA: chaperon mediated autophagy (modifiziert nach Martinez-Vicente und Cuervo, 2007) [144].

Die Makroautophagie wird typischerweise unter Stressbedingungen aktiviert und dient
der Energiegewinnung oder als Mdglichkeit fehlerhafte Zellbestandteile abzubauen.
Dazu zéhlen Zellproteine, Kohlenhydrate, Lipide, RNA oder ganze Zellorganellen. Die
Makroautophagie umfasst die Bildung von Autophagosomen, welche die abzubauenden
Bestandteile umschlieBen, mit Lysosomen verschmelzen und so einen Abbau durch
lysosomale Peptidasen ermoglichen [143]. Die basal ablaufende Makroautophagie unter
physiologischen Bedingungen ist sehr gering und bedarf einer Initiierung in
Stresssituationen. Die Bildung von Autophagosomen ist von der Aktivierung eines
Klasse III Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) Komplexes abhidngig, des Beclin-1
(BECT) [141] und der Autophagie-assoziierten Proteine (ATG) 5, 12 und 16, welche
der Familie der LC3-Lipasen (light chain lipase) angehoren. Diese Proteine bilden
gemeinsam das Phagophor [147]. Die Initilerung der Autophagosomenbildung wird
streng reguliert. Die Funktion von BEC1 wird iiber das antiapoptotische Protein BCL2
(B-cell Iymphoma) inhibiert, indem BCL2 unter physiologischen Bedingungen BECI
bindet und nur bei Bedarf freisetzt [148]. Dariiber hinaus wird Autophagie
hauptsichlich tliber die Serin/Threonin Proteinkinase TOR (target of rapamycin)
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reguliert. Humanes TOR (mammalian TOR, mTOR) wirkt hemmend auf den
Autophagieprozess, indem es ULK (unc-51 like kinase) phosphoryliert.
Dephosphoryliertes ULK ist fiir die Formierung des Phagophorkomplexes nétig und
somit verhindert mTOR den initiale Schritt der Autophagosomenbildung. MTOR wird
in Gegenwart von Nahrung iiber den Insulinsignalweg durch Aktivierung des
Insulin/IGF (Insulin-dhnlicher Wachstumsfaktor, insulin-like growth factor) - Rezeptors
und einen Signalweg iiber Klasse I PI3K aktiviert und hemmt so die Autophagie. Bei
Energiemangel wird in Abhéngigkeit von AMP-aktivierten Proteinkinasen (AMPK) die
TSC1/TSC2 (tuberous sclerosis) - Komplexierung aktiviert und so mTOR gehemmt.
Dies fiihrt zur Aktivierung der Autophagie [123].

Als erste Reaktion auf Nahrungsknappheit wird die Makroautophagie aktiviert. Halt
diese jedoch iiber ldngere Zeit an oder ist die Zelle Stress iiber einen ldngeren Zeitraum
ausgesetzt, wird die CMA aktiviert [149]. Im Rahmen der CMA erkennen cytosolische
Chaperone Proteine, die eine spezielle Erkennungssequenz enthalten, binden diese und
transportieren sie zu der Oberfldche der Lysosomen. Zu den beschriebenen Chaperonen
zdhlen einige HSP-Familien (HSC70, HSP40, HSP90) sowie das BAG1 (BCL2-
assoziierte Protein 1) [150]. Der Komplex aus Chaperon und Substrat bindet an die
Lysosomenmembran wo das Substrat mit dem dort sitzenden Lysosomen-assoziierten
Membranprotein Typ 2a (LAMP2a) interagiert. Bevor das Protein in das Lysosom
importiert werden kann muss es entfaltet werden [151]. Dies geschieht wahrscheinlich
durch den Chaperonkomplex selber. Die Aufnahme in die Lysosomen erfolgt mit Hilfe

des lysosomalen HSC70 (IlyHSC70) [152].

Ein weiterer beschriebener Weg der Autophagie ist die Mikroautophagie. Sie spielt in
dem permanent stattfindenden Umbau und Umsatz zelluldrer Bestandteile unter
physiologischen Bedingungen eine Rolle [144]. Bei dieser Art der Autophagie werden
Teile des Cytosols, die die abzubauenden Substrate enthalten, direkt in die Lysosomen
aufgenommen, indem sich ein Teil der lysosomalen Membran ins Lysosomenlumen
stiilpt, sich abschniirt und so die Proteine direkt abgebaut werden konnen. Allerdings
sind keine Zusammenhinge zwischen Mikroautophagie und humanen Erkrankungen

bekannt [144].
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1.4 Polyphenole und degenerative Prozesse

Wie Dbereits beschrieben kann das Risiko an AD zu erkranken iiber
Plasmacholesterolspiegel beeinflusst werden [21, 113]. Diese Erkenntnis I&sst
vermuten, dass die Entstehung von AD nutritiv beeinflussbar ist. Epidemiologische
Studien zeigen, dass eine mediterrane Erndhrungsweise protektive Bestandteile enthélt,
die das Risiko an AD zu erkranken senken [153, 154]. Eine der Hypothesen besagt, dass
der Konsum von Olivendl fiir die beschriebenen Assoziationen verantwortlich sein
konnte. Tatsdchlich konnten zwei Hauptbestandteile des Olivendls, Tyrosol und
Hydroxytyrosol, in einer Zellkulturstudie Neuroblastomzellen vor Ap-induzierter
Toxizitdt schiitzen [155]. Dariiber hinaus verbesserte das Aglykon des Oleuropeins,
welches das Hauptpolyphenol in nativem Olivendl darstellt, die Gedédchtnisfunktion in
einem Af-akkumulierendem Mausmodell [156]. Da die mediterrane Ernidhrung
prinzipiell jedoch viele Friichte und viel Gemiise beinhaltet konnten andere Polyphenole

ebenfalls bedeutende Inhaltsstoffe sein [157].

Polyphenole gehoren zu den sekundidren Pflanzeninhaltsstoffen mit etwa 10.000
verschiedenen identifizierten Substanzen [158]. In der Natur dienen sie Pflanzen als
Farbstoffe zur Anlockung oder Abschreckung, als Bitterstoffe gegen Insektenfral und
als Geruchs- und Geschmacksstoffe. Fiir die Pflanzen spielen sie aber auch eine
wichtige Rolle im Rahmen der Stressabwehr als Antioxidans oder dienen der UV-
Absorption [159, 160]. In der menschlichen Erndhrung sind Polyphenole weit verbreitet
und kommen primér in Obst, Gemiise, Hiilsenfriichten, Schokolade aber auch Tee,
Kaffee und Wein vor [161]. Je nach Erndhrungsweise betrigt die tigliche Aufnahme
von Polyphenolen bis zu 1 g/Tag [162].

Grundsitzlich bestehen die Polyphenole aus einem Phenolring, der mit einem O-
heterozyklischen Ring fusioniert ist. Dieser wiederum ist iiber eine C-C-Bindung mit
einem Aromat assoziiert. Die unterschiedliche Anzahl und Position von
Hydroxylgruppen und Glykosylierungen an den Ringen ermoglicht eine Einteilung der
Polyphenole in verschiedenen Klassen. Die Flavonoide bilden hier die grote und am
weitesten verbreitete Gruppe [163]. Dazu zédhlen die Flavonole wie z. B. das Quercetin
(Abbildung 1-6, A), das in Apfeln und Zwiebeln vorkommt, die Flavanole wie z. B. das
Catechin, das vor allem in Tee zu finden ist, die Flavone wie z. B. das Apigenin, das

den gelben Farbstoff in Bliiten bildet, die Flavanone wie z. B. das Naringenin aus
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Zitrusfriichten, die Isoflavone wie z. B. das Genistein aus Soja und Hiilsenfriichten
sowie die Anthocyanidine wie z.B. das Cyanidin, das in Beeren weit verbreitet
vorkommt. Des Weiteren gibt es auch Lignane, Tannine und Phenolsduren [163],
ebenso wie Stilbene z. B. das Resveratrol (Abbildung 1-6, B), welches aus zwei
Phenolringen, die iiber eine Methylen-Briicke miteinander verbunden sind, besteht.
Resveratrol ist hauptsidchlich in der Schale von roten Trauben und somit auch in

Rotwein zu finden [164].

Abbildung 1-6 Chemische Struktur von Quercetin und Resveratrol
Chemische Struktur von Quercetin (A) und Resveratrol (B) [44].

Unterschiedlichste Studien weisen auf eine Rolle von Polyphenolen in der Pravention
von neurodegenerativen Erkrankungen hin [161]. So senkte Resveratrol in einer
Zellkulturstudie die absolute Menge an dem fiir AD typischen AP [165] und auch
Quercetin konnte in einer Untersuchung an Primérzellen des Hippokampus die Ap-
induzierte Toxizitdt senken [166]. Verschiedene Mechanismen werden diskutiert, tiber
die Polyphenole priaventiv auf die AB-induzierte Toxizitdt wirken kdnnten. Die meisten
beschiftigen sich mit ihrer antioxidativen Kapzitdt, z. B. ithrer Wirkung als Radikal-
fanger, ihrer Moglichkeit antioxidative Enzyme zu induzieren oder ihrer Moglichkeit
mit Ubergangsmetallen Chelate zu bilden [167]. Dariiber hinaus wurde in neueren
Untersuchungen gezeigt, dass Polyphenole weitere wichtige Mechanismen aktivieren.
Sie weisen z. B. anti-amyloidogene Wirkungen auf, spielen eine Rolle in zelluldren
Signaltransduktionsprozessen, zeigen Effekte auf die Telomerlinge und beeinflussen
die Expression und Aktivitdt von Sirtuinen [168]. Da eine verstirkte Aggregation und
Fehlfaltung von Proteinen Schliisselereignisse in der Pathogenese der AD sind, ist es
ebenfalls interessant festzuhalten, dass neuere Studien Polyphenolen eine Inhibierung

der Bildung toxischer amyloidogener Proteinaggregate zuschreiben [169].
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1.5 Caenorhabditis elegans als Modellorganismus

Mitte der 60er Jahre entdeckte Sydney Brenner in Cambridge/England die im Erdboden
frei lebenden Nematoden Caenorhabditis elegans (C. elegans) [170]. Nematoden stellen
die arten- und individuenreichste Gruppe der Metazoen dar [171]. Auch wenn der
GroBteil der Nematoden frei lebend zu finden ist, zeigen einige Arten parasitire
Lebensweisen. So sind 10% der Nematoden Pflanzenparasiten und weitere 15%
Parasiten, die Menschen und Tiere befallen [172]. C. elegans ist ein Vertreter der
Klasse der Secernentea und der Familie der Rhabdtitidae [173]. Die

Hauptnahrungsquelle bilden Bakterien, hauptséchlich Escherichia coli (E. coli).

Brenner etablierte C. elegans als Modellorganismus [170] in der biologischen
Forschung. Speziell in den Bereichen Genomik, Zellbiologie, Neurowissenschaft und
Alterungsforschung wird C. elegans eingesetzt. Seit 1998 ist das C. elegans-Genom
vollstindig sequenziert [174]. Es zeigt sich eine groBe Homologie (ca. 65%) in Bezug
auf krankheitsrelevante Gene des Menschen [175]. Neben dem entschliisselten Genom
besitzt C. elegans eine Reihe weiterer Vorteile als Modellorganismus. Dazu gehdren der
einfache Aufbau, ein kurzer Lebenszyklus, eine kurze Generationszeit mit einer hohen
Anzahl an Nachkommen, die geringe Grof3e (ca. 1 mm) und die einfache Kultivierung
unter Laborbedingungen [175, 176]. Es gibt zwei Geschlechter, selbstfertilisierende
Hermaphroditen (XX) und ménnliche Tiere (XO). Durch die Selbstfertilisation besteht
die Moglichkeit eine homogene Population zu kultivieren [176]. Dariiber hinaus
ermoglicht die Transparenz der Tiere die Untersuchung zelluldrer Ereignisse in
Echtzeit. Hier stehen sowohl die Beurteilung phénotypischer Verdnderungen, als auch
der Einsatz fluoreszenzoptischer Methoden zur in vivo Anfirbung zelluldrer
Kompartimente oder Bestandteile im Fokus [175]. Hinzu kommt eine einfache
physische Manipulierbarkeit, welche den Einsatz von Mutanten und transgenen
Stimmen oder den FEinsatz der RNA-Interferenz (RNAi) als molekulargenetische
Methode ermoéglicht [177]. Von praktischer Bedeutung ist die Mdoglichkeit C. elegans
einzufrieren und wieder aufzutauen, wodurch eine Langzeitlagerung ermoglicht wird
[175]. Unter Laborbedingungen kann C. elegans mit E. coli als Nahrungsquelle sowohl

auf Agarplatten als auch in Fliissigmedium kultiviert werden [178].
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1.5.1 Anatomie und Physiologie

C. elegans weist einen fiir Nematoden typischen Aufbau auf (sieche Abbildung 1-7). Der
Korper ist zylindrisch, nicht segmentiert aufgebaut und verjiingt sich distal. Er besteht
aus einer inneren und einer dufleren Rohre, die durch das Pseudocoelum, die Fliissigkeit
der inneren Leibeshohle, getrennt sind. Die &uBere Rohre stellt eine robuste
Korperwand dar, welche aus der Kutikula und der Hypodermis besteht. Daran schlieBen
sich das Exkretionssystem, die Neuronen und die Kérperwandmuskulatur an. Die innere
Rohre beinhaltet den Pharynx, den Intestinaltrakt und in adulten Nematoden die
Gonaden. Durch den Aufbau eines Turgordrucks gegen die AuBenhiille fungiert das
Pseudocoelum als Hydroskelett [176].

Pharynx Intestinaltrakt N Gonadenarm
-~ G o
o & LTS Spermathek Rektum
™ SRR \,/" Vulva
ventraler o
Nervenstrang " Uterus

Abbildung 1-7 Anatomie eines Hermaphroditen Caenorhabditis elegans
Anatomie eines C. elegans Hermaphroditen (modifiziert nach WormAtlas) [176].

Die quergestreifte Kdrperwandmuskulatur verlduft in vier Quadranten, die sich iiber die
gesamte Lange des Nematoden ziehen. Typischerweise bewegt sich der Wurm in einem
sinusoidalen Bewegungsmuster fort. Neben der quergestreiften Muskulatur gibt es
lingsgestreifte Muskulatur an Pharynx, Darm, Anus, Uterus, Gonadenscheide und
Vulva. Die Muskulatur ist mit dem Nervensystem verbunden. Dies ermdglicht die
koordinierte Bewegung der Muskeln in dorsale und ventrale Richtung. Das
Nervensystem ldsst sich in das pharyngeale und das somatische einteilen. Das
somatische Nervensystem besteht aus 282 Neuronen und befindet sich zwischen
Hypodermis und der Kérperwandmuskulatur. Insgesamt besitzt der Hermaphrodit 302
Neuronen, die in der Kopf- und Schwanzregion Ganglien formen. Hinzu kommen 56
Gliazellen, welche die Neuronen umgeben und schiitzen. Die Hauptaufgabe des
Nervensystems besteht in der Innervation der quergestreiften Muskulatur der
Korperwand [176]. Dariliber hinaus ermoglichen diese neuronalen Strukturen die

Entwicklung von Sinneseindriicken, die zu einer Reithe von Verhaltensmustern
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beitragen wie z. B. die Reaktion auf Beriihrung, die Bewegung in die Richtung einer

Nahrungsquelle und das Aversionsverhalten [175].

C. elegans nimmt Nahrung {iber den in zwei Bulbi geteilten Pharynx auf. Die
aufgenommene Nahrung wird im hinteren Teil des Pharynx konzentriert, dort durch den
Grinder, ein Mahlwerkzeug, zerkleinert und iiber das pharyngeale Ventil in das
Intestinum transportiert. Uber ein Rektalventil erfolgt die Exkretion des Darminhaltes
nach der Intestinumpassage. Das Intestinum besteht aus 20 Epithelzellen, die einen
groflen Zellkern, ein ausgedehntes raues ER mit vielen Ribosomen sowie eine Vielzahl
an Mitochondrien aufweisen. Apikal bilden sie eine Biirstensaummembran mit vielen
Mikrovilli aus. Die Hauptfunktion der Intestinalzellen ist die Sezernierung von
Verdauungsenzymen und die Absorption von Néihrstoffen aus dem Darmlumen.
Ahnlich wie die Muskelzellen spielen die Darmzellen auch eine wichtige Rolle im
Fettstoffwechsel der Nematoden. Im Gegensatz zu hdoheren Organismen, bei denen
verschiedene Funktionen von verschiedenen Organen ausgefiihrt werden, zeigt die
Vielzahl an Funktionen, die vom Intestinum in C. elegans ausgeiibt werden, dessen

zentrale Bedeutung [176].

Das reproduktive System eines Hermaphroditen setzt sich aus den somatischen
Gonaden, der Keimbahn und dem Eiablageapparat zusammen. Die beiden
symmetrischen U-férmigen Gonadenarme sind iiber die Spermathek mit dem zentralen
Uterus verbunden. Die Oozyten werden in der Spermathek befruchtet, reifen im Uterus

und werden liber die Vulva abgelegt [176].

Der Lebenszyklus von C. elegans verlduft, wie in Abbildung 1-8 dargestellt, iiber die
Embryogenese und vier Larvenstadien (L1 — L4) bis zum adulten Stadium. Am Ende
eines jeden Larvenstadiums erfolgt eine Hautung, bei der die Kutikula durch eine neue,
stadiumsspezifische ersetzt wird. Die Embryogenese kann in Proliferation und
Morphogenese unterteilt werden. Der erste Teil der Embryogenese, die Proliferation,
besteht aus der allerersten Zellteilung bis hin zu etwa 550 undifferenzierten Zellen.
Erreicht der Embryo das 30-Zell-Stadium erfolgt die Eiablage. AnschlieBend setzt sich
die Proliferation und Morphogenese ex utero weiter fort. 13 h nach der ersten

Zellteilung schliipft der Embryo [176].
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Adult (1110-1150um)
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Abbildung 1-8 Lebenszyklus von C. elegans bei 22°C

Der Lebenszyklus von C. elegans setzt sich aus der Embryogenese (in utero und ex utero Entwicklung),
den Larvenstadien (L1-L4) sowie dem adulten Stadium zusammen. Bei Nahrungsmangel im L1-Stadium
stellt C. elegans seine Entwicklung ein und setzt diese erst bei Nahrungsangebot wieder fort. Bei
ungiinstigen Umweltbedingungen ist C. elegans in der Lage einen alternativen Entwicklungsweg iiber das
Dauerstadium zu beschreiten. Die jeweiligen Stadien sind mit Name und Gréfe der Nematoden
angegeben. Die zeitliche Dauer der einzelnen Entwicklungsschritte ist neben den Pfeilen kenntlich
gemacht (modifiziert nach WormAtlas) [176].

In Gegenwart von ausreichend Nahrung beginnt 3 h nach dem Schliipfen die
postembryonale Entwicklung [176]. Das Zellteilungsmuster ist zwischen den Individuen
identisch [179]. Bei mangelndem Nahrungsangebot stellt die geschliipfte L1-Larve die
Entwicklung vollkommen ein. Dieses Stadium kann bis zu 10 Tage andauern.
Verbessert sich das Nahrungsangebot, tritt die Larve wieder in die postembryonale
Entwicklung ein [180]. Ungiinstige Umweltfaktoren, wie die Gegenwart von
Pheromonen, Nahrungs- oder Platzknappheit sowie hohe Temperaturen vor Eintritt in
das L2-Stadium, fiihren dazu, dass Larven in das sogenannte Dauerstadium iibergehen
[181]. Dabei stellen sie ihre Nahrungsaufnahme und Bewegung vollstindig ein.
Verbessern sich die Bedingungen, nimmt die Dauerlarve ihre Entwicklung wieder auf

und héautet sich innerhalb von 10 h direkt zu einer L4-Larve. Die Linge des Dauer-
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stadiums beeinflusst die Lebensspanne nicht und wird daher als Nicht-Alterungsstadium
bezeichnet [176]. Ohne Durchschreiten des Dauerstadiums beendet der Nematode etwa
45 — 50 h nach dem Schliipfen und bei einer Temperatur von 22 — 25°C den dreitdgigen
Reproduktionszyklus und erreicht das jung-adulte Stadium. Ein jung-adulter
Hermaphrodit besteht aus exakt 959 somatischen Zellen, ein Ménnchen aus 1.031 [182].
Der fertile Hermaphrodit legt vier Tage lang Eier. Uber Selbstfertilisation produziert er
auf diesem Wege ca. 300 genetisch identische Nachkommen. Die Anzahl der Spermien
ist hierflir der limitierende Faktor. Durch Paarung mit Méannchen kann die Anzahl der
Nachkommen auf 1.200 — 1.400 gesteigert werden. Nach Abschluss der reproduktiven
Phase leben die adulten Hermaphroditen unter standardisierten Laborbedingungen noch

bis zu 15 Tage [176].

1.5.2 C. elegans Alzheimer-Modell CL2006

Der Wildtyp des Nematoden C. elegans weist natiirlicherweise Homologien zu
bedeutenden Alzheimer-assoziierten Genen auf. Dazu zé&hlt das Ortholog des humanen
APPs, apl-1 (amyloid-precurser like), welches in den meisten Geweben exprimiert wird
und fiir das Uberleben der Nematoden essentiell ist [183, 184]. Ebenso besitzt
C. elegans zwei homologe a-Sekretase-Gene, das sup-17 (supressor) und das adm-4
(ADAM (disintegrin plus metalloprotease) family) [185]. Auch sind in C. elegans
Homologe fiir alle y-Sekretase-Komplexe, wie z. B. die Prédsenilinhomologe hop-1
(homolog of presenilin) und sel-12 (suppressor/enhancer of lin-12), zu finden [186]. Fiir
die Bildung des Alzheimer-typischen A fehlt dem Nematoden jedoch die B-Sekretase
[187]. In Rahmen der Alzheimerforschung wurden verschiedene C. elegans Mutanten
hergestellt, die Mutationen in den entsprechenden AD-relevanten Genen enthalten.
Allerdings kann in diesen Modellen die Bedeutung des fiir die AD-Diagnose
unabdingbaren A nicht ermittelt werden. Daher wurden transgene C. elegans Stamme,
die humanes AP exprimieren, hergestellt. In dieser Arbeit wurde der transgene
C. elegans Stamm CL2006 verwendet. CL2006 enthidlt ein Minigen fiir das humane
APi.42, welches im adulten Stadium unter der Kontrolle eines Muskelpromotors unc-54
(uncoordinated) exprimiert wird [188]. Zusitzlich ist wichtig festzuhalten, dass es sich
bei dem letztendlich enstehenden AP um ein 3-42 Bruchstiick handelt. /n vitro Analysen

haben gezeigt, dass APs.4» schneller aggregiert als AB;.42, sich zu fibrilldren Strukturen
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formiert und zusétzlich die AP;4, Aggregation fordert [189]. Das exprimierte AP

akkumuliert intrazelluldir im Cytosol und den Organellen der Muskelzellen [188],

wodurch die neuromuskuldre Transmission gehemmt wird [190], was zu einer Paralyse

der Nematoden fiihrt. Paralysierte Nematoden reagieren auf eine Beriihrung lediglich

mit einer Bewegung des Kopfes und nicht mehr mit dem ganzen Korper [188].

1.5.3 Steroid-Signalweg in C. elegans

C. elegans ist auxotroph fiir Steroide, d. h. Cholesterol muss exogen durch die Nahrung

aufgenommen werden und kann nicht endogen synthetisiert werden. Fiir die

Entwicklung von C. elegans ist Cholesterol essentiell und spielt sowohl fiir den

Ubertritt in das Dauerlarvenstadium als auch bei der Hiutung eine wichtige Rolle [191].

Cholesterol

DAF-36

DAF-9
déjjé_;;d ro-Cholesterol
H\Sﬁx -

A’-dafachronische Sauren

Langlebigkeit T
Stressresistenz 1

Abbildung 1-9 Schematische Darstellung des Steroid-Signalweges in C. elegans

VIT-6: Vitellogenin 6; RME-2: receptor-mediated endocytosis;, DAF: abnormal dauer formation.
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Der Transport von Cholesterol erfolgt in C. elegans Vitellogenin-vermittelt (Abbildung
1-9). Vitellogenine sind Hauptbestandteil der Eidotterproteine und werden ubiquitér in
allen eierlegenden Tieren gebildet. Sie dienen wachsenden Embryonen als
Nahrstoffquelle [192] und weisen eine enge evolutiondre Verwandtschaft zum humanen
ApoB100 auf, sowohl strukturell als auch funktionell. Andere Apolipoproteine, z. B.
das ApoE, sind fiir C. elegans nicht beschrieben [193]. In C. elegans sind sechs fiir
Vitellogenine  kodierende  Gene  bekannt; vit-I  bis vit-6 [194]. Die
cholesteroltransportierenden  Vitellogenine werden {iiber den membranstindigen
Rezeptor RME-2 (receptor-mediated endocytosis), ein dem humanen LDL-Rezeptor
homologes Protein, in die Zellen aufgenommen [195]. Hier wird das Cholesterol
freigesetzt und aktiviert einen steroidalen Signalweg. In einem ersten Schritt wird
Cholesterol durch DAF-36 (abnormal dauer formation, DAF), eine Rieske-dhnliche
Oxygenase, zu 7-Dehydrocholesterol oxidiert. AnschlieBend wird dieses durch das
Cytochrom P450-abhingige Enzym DAF-9 zu dafachronischen Sauren (dafachronic
acid, DA) umgewandelt, indem es am C26-Terminus oxidiert wird. DAF-9 ist das
strukturelle und funktionelle Ortholog zum humanen CYP27, welches in die
Gallensduresynthese involviert ist [196]. DAs sind C27-Steroide, die als Liganden des
nukledren Hormonrezeptors DAF-12 fungieren. DAF-12 weist Homologien zum
humanen Vitamin-D-Rezeptor auf und agiert als Transkriptionsfaktor. Das durch die
Liganden aktivierte DAF-12 wandert in den Zellkern und aktiviert Gene der Stress-
resistenz und des Wachstums [197, 198]. Dariiber hinaus aktiviert der DAF-9/DAF-12
steroidale Signalweg die Reproduktion, den Ubergang in das Dauerstadium und, bei
Ausbleiben von Signalen aus der Keimbahn nach deren Entfernung, {iber eine

Interaktion mit dem Insulin/IGF-1 Signalweg, die Langlebigkeit [199].
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1.5.4 Insulin-Signalweg in C. elegans

C. elegans exprimiert einen einzigen dem humanen Insulin-/IGF-1-Rezeptor homologen
Rezeptor, DAF-2 [200]. Nachdem Insulin-dhnliche Liganden den DAF-2-Rezeptor
binden, wird intrazelluldr eine Phosphorylierungskaskade aktiviert (Abbildung 1-10). In
einem ersten Schritt wird das PI3K-Homolog, AGE-1 (ageing alterations), aktiviert
[201], welches wiederum verschiedene Kinasen, wie z. B. die AKT-1 (AKT kinase
family), induziert [202]. Letztendlich phosphoryliert diese Kinase DAF-16 und
inaktiviert es somit. DAF-16 ist das C. elegans Homolog zur Familie der humanen
FOXO (forkhead box O) Transkriptionsfaktoren. In phosphoryliertem Zustand ist DAF-
16 inaktiv und verbleibt im Cytosol. Ist der Insulin-Signalweg gehemmt, was z. B. bei
der Kalorienrestriktion der Fall ist, liegt DAF-16 dephosphoryliert vor und wandert in
den Zellkern, wo die Transkription von Genen, die Stressresistenz und Langlebigkeit

bewirken, induziert wird [203, 204].

Insulin-
ahnliche

Langlebigkeit 1
Stressresistenz 1

Abbildung 1-10 Schematische Darstellung des Insulin-Signalweges in C. elegans

DAF: abnormal DAuer Formation; AGE: AGEing alterations; AKT: AKT kinase family; PAR: abnormal
embryonic PARtitioning of cytoplasm; FTT: Forteen-Three-Three family, SIR: Sirtuin.
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Um transkriptionell aktiv zu sein interagiert DAF-16 mit verschiedenen Co-Faktoren.
Dazu gehoren die 14-3-3 Protein-Homologe FTT-2 (fourteen-three-three family) und
PAR-5 (abnormal embryonic partitioning of cytoplasm) [203, 204]. Neben den 14-3-3
Proteinen interagiert DAF-16 mit einem weiteren Co-Faktor, dem Sirtuinhomolog SIR-
2.1. Gemeinsam scheinen sie einen Komplex zu bilden, der zu einer erhohten
transkriptionellen Aktivitdt von DAF-16 fiihrt [205]. Dariiber hinaus interagiert DAF-16
mit dem stromabwdérts des Steroid-Signalwegs liegenden Transkriptionsfaktor DAF-12.
Es wird postuliert, dass unbeladenes DAF-12 zur Dephosphorylierung von DAF-16 und
somit zu dessen Aktivierung fiihrt. Die Folge ist eine gesteigerte transkriptionelle

Aktivitit von DAF-16 [197].

1.5.5 Bedeutung der Sirtuine in C. elegans

Sirtuine spielen in C. elegans vor allem in der Verldngerung der Lebensspanne eine
wichtige Rolle. So wird z.B. davon ausgegangen, dass die Verlingerung der
Lebensspanne durch Kalorienrestriktion iiber die Aktivierung des C. elegans Sirtuins
SIR-2.1 abléuft [206]. Auch konnte gezeigt werden, dass der iiber Polyphenole, z. B.
iiber das Resveratrol, vermittelte lebensverlingernde Effekt auf eine SIR-2.1-
Aktivierung zuriick zu fithren ist [207]. In C. elegans sind vier Sirtuine, SIR-2.1 bis
SIR-2.4, bekannt, wobei SIR-2.1 die grofite Homologie zum humanen SIRT1 aufweist.
Fiir die lebensverlangernde Wirkung von SIR-2.1 wird der FOXO Transkriptionsfaktor
DAF-16 benoétigt [208]. Auch wird angenommen, dass die 14-3-3 Proteine FFT-2 und
PAR-5 hierbei involviert sind. SIR-2.1 scheint gemeinsam mit DAF-16, FTT-2 und
PAR-5 einen Komplex zu bilden, der Iletztendlich zur Transkription von
Stressresistenzgenen fiihrt, die die Lebensspanne beeinflussen [205]. Allerdings wird
ebenfalls vermutet, dass SIR-2.1 unabhingig von DAF-16 Einfluss auf die Proteostase
des ER hat und diese mit reguliert. Eine Theorie besagt, dass SIR-2.1 Proteine der
ABU (activated in blocked UPR) - Familie hemmt und dass dieses durch Resveratrol

wieder aufgehoben werden kann [207].
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1.5.6 Proteostase in C. elegans

C. elegans ist in der Lage sich den unterschiedlichsten Stresssituationen anzupassen.
Dazu zdhlt auch zelluldrer Stress ausgelost durch die Akkumulation fehlerhafter
Proteine in den Mitochondrien und dem ER, wie er im Rahmen von neurodegenerativen
Prozessen auftritt. Ahnlich wie der Mensch besitzt der Nematode eine zellulire
Proteinqualitdtskontrolle, die es ihm ermdglicht die Proteostase aufrecht zu erhalten.
Fir die korrekte Faltung und Stabilisierung von Proteinen sind Chaperone
verantwortlich. Die Kontrolle und Regulation dieser wird von HSPs, der UPR™ und der
UPR™ vermittelt. Zuletzt wird das UPS und die Autophagie als Moglichkeit Proteine
abzubauen aktiviert [209].

1.5.6.1 Proteinfaltung und Chaperone in C. elegans

Zentrale Proteine, die in C. elegans an der Proteinfaltung in den Mitochondrien beteiligt
sind, sind die mitochondrialen Chaperone HSP-6 und HSP-60. Sie sind homolog zu
humanen HSP70- und HSP60-Chaperonen. Die Aktivitit und Transkription von Asp-6
und Asp-60 wird durch Stresssituationen, die eine korrekte Faltung von Proteinen
hemmen oder erschweren, sowie bei Akkumulation fehlerhafter Proteine initiiert. Dies
ist ein Hinweis fiir das Vorhandensein einer UPR™ in C. elegans [210, 211]. Hsp-6 und
hsp-60 sind fiir die mitochondriale Funktion in C. elegans essentiell und fithren bei

verminderter Expression zu Alterungs-dhnlichen degenerativen Prozessen [212].

1.5.6.2 Ungefaltete Proteinantwort in C. elegans

Ein postulierter Mechanismus der UPR™ in C. elegans besagt, dass ungefaltete oder
fehlerhaft gefaltete mitochondriale Proteine durch die mitochondriale Matrix AAA+
Protease CLPP-1 (caseinolytic peptidase family) zu Peptiden abgebaut werden und
anschlieBend mittels des ABC-Transporters HAF-1 (HAIF transporter (PGP-related))
in das Cytosol geschleust werden [213, 214]. Als Folge kommt es zu einer verstirkten
Expression der Transkriptionsfaktoren ubl-5 (ubiquitin-like protein) und dve-1
(defective proventriculus in Drosophila homologue). Diese bilden wahrscheinlich einen

Komplex, translozieren in den Zellkern und aktivieren dort die Transkription der
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mitochondrialen Chaperone Asp-6 und hsp-60 [213, 215]. Die Folge der aktiven UPR™

ist eine wieder hergestellte Proteostase in den Mitochondrien.

Neben der UPR™ gibt es, analog zum Menschen, auch in C. elegans eine spezifische
UPR als Antwort auf ER-Stress. Die UPR™® wird iiber IRE-1, das PERK Kinasehomolg
PEK-1 sowie ATF-6 vermittelt. Eine zentrale Rolle nimmt hierbei der IRE-1-Signalweg
ein. Aufgrund des SpleiBens der mRNA von xbp-I durch IRE-1 entsteht der
funktionelle bZip (basic leucine-zipper) Transkriptionsfaktor XBP-1. Dieser bindet an
Zielgene der DNA, die fiir Chaperone, Proteine der Proteinbiosynthese und
Komponenten des ERAD-Systems kodieren und somit die Proteostase wieder herstellen
[213, 216]. Kommt es zu einer Blockade des IRE-1/XBP-1-Signalweges, wird eine
weitere Gruppe von UPR™®-assoziierten Genen aktiviert. Dazu z#hlt die Familie der
abu-Gene. Sie bestehen aus neun miteinander eng verwandten Transmembranproteinen,
z.B. ABU-1 und ABU-11, und sie scheinen eine Rolle bei blockierter UPRF® zu
spielen. Es gibt allerdings Hinweise, dass sie auch unter physiologischen Bedingungen

aktiv sind [217].

1.5.6.3 Das Ubiquitin-Proteasom-System in C. elegans

Analog zu dem fiir Menschen beschriebenen Proteinabbau iiber das UPS findet auch ein
Proteinabbau in C. elegans statt. C. elegans besitzt zwei Ubiquitinhomologe, das ubg-1
und das ubg-2 [218]. Ubg-1 kodiert fiir ein 838 AS umfassendes, aus 11 Tandem-
Ubiquitinsequenzen bestehendes Peptid, das posttranslational in einzelne, 76 AS grof3e
Ubiquitinmolekiile gespalten wird [219, 220]. Ubg-1 und ubg-2 sind essentiell fiir
Wachstum und Entwicklung. So fiihrt eine, z. B. durch RNAIi erreichte, verminderte
Expression dieser zu einem tddlichen Entwicklungsstopp der Larve. Bei adulten
Wiirmern bedingt der Funktionsverlust lediglich einen Zellarrest wahrend der Meiose
[221, 222]. Die genaue Bedeutung der einzelnen ubg-Gene ist nicht bekannt, da
aufgrund ihrer Homologie davon auszugehen ist, dass die RNAi jeweils zu einer
verminderten Expression beider Gene fiihrt [223]. In C. elegans ist ein einziges
Ubiquitin-aktivierendes Enzym, UBA-1, beschrieben. UBA-1 ist fiir die Aktivierung
des Ubiquitins verantwortlich und somit fiir den initialen Schritt des Proteinabbaus
durch das Proteasom. Es wire zu vermuten, dass eine fehlende UBA-1-Aktivitidt den

gesamten Ubiquitin-vermittelten Proteinabbau inaktiviert. Jedoch fiihrte die RNAi1 von
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uba-1 zwar auch zu einem Wachstumsstop wihrend der Larvenentwicklung, allerdings
ist dieser Effekt nicht so stark ausgeprigt wie mit ubg-1 RNAi [224]. Die mit Ubiquitin
markierten Proteine werden iiber das 26S-Proteasom abgebaut. Es besteht aus 14 Unter-
einheiten, die den 20S-Komplex bilden sowie aus weiteren 18 Untereinheiten, die sich

zum 19S-Komplex zusammensetzen [225].

1.5.6.4 Autophagie in C. elegans

Es wird angenommen, dass Autophagie dhnlich wie im Menschen in C. elegans eine
wichtige Rolle in der Anpassung an Stress und degenerative Prozesse, der Beseitigung
toxischer Proteinaggregate, im Rahmen des Zelltods, aber auch im Zellwachstum und
der Reproduktivitit spielt. Die Autophagie scheint in einem geringen Umfang
permanent abzulaufen, kann jedoch unter Stressbedingungen, z. B. bei ER-Stress,
verstirkt induziert werden. Da es in C. elegans Orthologe zu Autophagie-relevanten
Genen in Hefen und Menschen gibt, wird angenommen, dass der Autophagieprozess

hier dhnlich verlduft [226].

Das fiir die Makroautophagie essentielle Beclinl ist ebenfalls in C. elegans zu finden.
Dessen Homolog BEC-1 ist zusammen mit dem PI3K-homologen Protein LET-512 fiir
die initiale Bildung der Autophagosomen verantwortlich [227, 228]. Fiir die Elongation
und die Fertigstellung der Autophagosomen sind die ATG-Homologe LGG-1 (LC3,
GABARAP and GATE-16 family) und LGG-2 verantwortlich [229]. Der Prozess der
CMA ist fiir C. elegans funktionell nicht beschrieben. Jedoch sind zwei Strukturhomo-
loge, Imp-2 (LAMP (lysosome-associated membrane protein) homolog) und unc-46, des
humanen Transmembranproteins LAMP2, das in Sdugerzellen fiir die Aufnahme von
Proteinen im Rahmen der CMA in die Lysosomen verantwortlich ist, beschrieben. Eine

funktionelle Homologie konnte jedoch bisher nicht gezeigt werden [230].
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2 ZIELSETZUNG

Morbus Alzheimer (AD) z&hlt zu den neurodegenerativen Erkrankungen und ist die am
weitesten verbreitete Form der Demenz. AD ist gekennzeichnet durch das Auftreten
seniler Plaques im Gehirn, die sich aus B-Amyloid (AB) - Aggregaten zusammensetzen.
In der vorliegenden Arbeit wurde ein transgener Stamm CL2006 des Nematoden
Caenorhabditis elegans (C. elegans) als Alzheimer-Modell herangezogen. CL2006
exprimiert das humane AP;.4; und zeigt mit der Paralyse einen spezifischen Phénotypen.
Zunéchst sollten die molekularen Grundlagen aufgeklart werden, iiber welche die AB-
induzierte Paralyse vermittelt wird. AnschlieBend sollten Moglichkeiten aufgezeigt
werden wie diese Prozesse durch Polyphenole beeinflussbar sind und welche

molekularen Mechanismen dem zugrunde liegen.

In einem ersten Teil wurde zunédchst grundlegend geklért, ob das Transgen-induzierte
AP tatsdchlich die Ursache fiir die Paralyse in CL2006 darstellt. Da Polymorphismen
des Apolipoprotein E (ApoE) mit AD assoziiert werden, lagen bei den Untersuchungen
AD-assoziierter Gene mit Einfluss auf die Paralyse, Gene mit Einfluss auf den
Cholesteroltransport und die Cholesterolversorgung der Zelle sowie dessen Wirkweise
im Fokus. Entsprechend wurde mittels RNA-Interferenz (RNA1) die Expression der in
den Steroid-Signalweg involvierten Gene vermindert und deren Bedeutung fiir die
Paralyse ermittelt. Darliber hinaus wurde die nutritive Beeinflussbarkeit durch eine
verminderte Cholesterolgabe eruiert. Die Bedeutung des Insulin-Signalweges und

dessen Interaktion mit DAF-16 wurden nachfolgend betrachtet.

Da AD eine durch toxische Proteinaggregate gekennzeichnete Erkrankung ist, ging der
zweite Teil der vorliegenden Arbeit der Frage nach, welche Bedeutung Gene der
Proteostase fiir die Paralyse in CL2006 haben. Dazu wurden zentrale Gene der
ungefalteten Proteinantwort in den Mitochondrien (UPR™) und im endoplasmatischen
Retikulum (UPR™), des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) sowie der Autophagie

mittels RNAi1 vermindert exprimiert und im Anschluss daran die Paralyse ermittelt.

AbschlieBend wurde basierend auf diesen Grundlagen untersucht, ob die Polyphenole
Quercetin, aus Zwiebeln und Apfeln, und Resveratrol, aus Rotwein, Einfluss auf die
AB-induzierte Toxizitdit in CL2006 haben. Dazu wurde die Beeinflussbarkeit der

zentraler Mechanismen der Proteostase durch Polyphenole betrachtet.
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3 MATERIAL UND METHODEN

Die in dieser Arbeit verwendeten C. elegans- und Bakterienstimme sowie die
eingesetzten Materialen, Chemikalien und Geréte sind unter Angabe des Herstellers
sowie der Artikelnummer in Kaptel 9 (Anhang) aufgefiihrt. Auch die
Zusammensetzungen der fiir die Arbeit selbst hergestellten Puffer und Losungen sind

dort tabellarisch dargestellt.

3.1 Kultivierung von C. elegans

Alle C. elegans Stimme wurden auf mit konzentrierter E. coli OP50 Tagkultur
beschichteten NGM (nematode growth medium) - Agar-Platten kultiviert. Um ein
Verhungern der Wiirmer zu verhindern, wurden diese regelméBig auf frische Platten
iberfiihrt. Mit einem sterilen Skalpell wurde dazu ein Stiick Agar herausgeschnitten und

kopfiiber auf eine neue Platte gesetzt. Die Kultivierung der Wiirmer erfolgte bei 20°C.

Um die Wiirmer dauerhaft zu lagern wurden Platten mit angehungerten Larven (L1- und
L2-Stadium) mit Einfrierpuffer A (Tabelle 9-13) gewaschen. Anschlieend wurde die
gleiche Menge Einfrierpuffer B (Tabelle 9-14), welcher 30% Glycerol enthielt, dazu
gegeben. Die Wiirmer konnten so langfristig bei -80°C gelagert werden. Um ein
gleichméaBiges Absinken der Temperatur zu gewihrleisten, wurden die Wiirmer

aliquotiert und in einem mit Isopropanol gefiilltem Einfrierbehéltnis eingefroren.

3.1.1 Herstellung von NGM-Agar-Platten

Der NGM-Agar wurde wie in Tabelle 9-20 beschrieben hergestellt und nach dem
Autoklavieren in einem Wasserbad auf 60°C abgekiihlt. Unter sterilen Bedingungen
wurden ca. 9 ml der NGM-Agar-Losung in Petrischalen (9,2 cm) gegossen. Nachdem
die Platten ausgehirtet waren wurden sie mit 600 pl aufkonzentrierter E. coli OP50
Tagkultur beschichtet. So hergestellte Platten konnten mehrere Tage bei

Raumtemperatur (RT) fiir die Kultivierung von C. elegans gelagert werden.
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3.1.2 Kultivierung von E. coli OP50

Bei dem E. coli OP50 Stamm handelt es sich um einen Uracil-auxotrophen Stamm,
dessen Wachstum auf NGM-Agar limitiert ist [ 170]. Die verwendeten Bakterien wurden
vom Caenorhabditis Genetics Center (CGC) bezogen und nach dem Drei-Ausstrich-
Prinzip auf 2xYT-Agar-Platten (Tabelle 9-18) vereinzelt. Nach einer Inkubation iiber
Nacht bei 37°C wurden am néchsten Tag 3 ml 2xYT-Medium (Tabelle 9-19) mit einer
einzelnen Kolonie beimpft und iiber Nacht bei 37°C auf einem Schiittelinkubator bei
300 rpm inkubiert. Von dieser Ubernachtkultur wurden 500 pl verwendet um 200 ml
2xYT-Medium zu beimpfen und anschlieBend bei 37°C fiir 6 h und 300 rpm schiittelnd
zu inkubieren. Nach der Inkubationszeit wurde die Tagkultur 5 min bei 5000x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Bakterienpellets mit 4,5 ml
2xYT-Medium resuspendiert. Die so aufkonzentrierte Tagkultur konnte bei 4°C
gelagert werden. Fiir die Langzeitlagerung der Bakterien wurden 800 pl

Ubernachtkultur mit 200 pul Glycerol vermischt und bei -80°C eingefroren.

3.1.3 Synchronisation von C. elegans mittels Egg-Preparation

Fir alle Versuche wurde eine homogene Population gleichaltriger Nematoden
verwendet. Um diese zu erhalten wurden Wiirmer mittels einer Bleichmethode, der
sogenannten Egg-Preparation (Egg-Prep), synchronisiert. Die Synchronisation erfolgte
unter sterilen Bedingungen. Hierfiir wurden vollbewachsene Agar-Platten mit M9-
Puffer (Tabelle 9-9) {iberschichtet, mittels Glaspasteurpipette in 15 ml
Zentrifugenréhrchen tiberfithrt und 2x mit M9-Puffer gewaschen. Auf ein Volumen von
3,5 ml MO9-Puffer wurden 1,5 ml Bleichlosung (Tabelle 9-11) gegeben und so lange
geschiittelt bis sich die adulten Wiirmer vollstindig aufgelost hatten. AnschlieBend
wurde das Zentrifugenrohrchen mit MO9-Puffer aufgefiillt und 2 min bei 2800x g
abzentrifugiert um ein Pellet aus den freigesetzten Wurmeiern zu erhalten. Dieses Pellet
wurde zwei Mal mit M9-Puffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde auf
10 ml aufgefiillt und 10 pl Cholesterol-Stammldsung (Tabelle 9-17) hinzugegeben. Das
Zentrifugenrdhrchen wurde in einem Uberkopfschiittler iiber Nacht bei 25 rpm und RT

inkubiert, um ein Schliipfen der Larven zu ermdglichen. Am néchsten Morgen wurden

39



MATERIAL UND METHODEN

die synchronen Larven bei 1200x g abzentrifugiert und das Larvenpellet nach Abnahme

des Uberstandes in frischem M9-Puffer resuspendiert.

3.1.4 Kultivierung von C. elegans in NGM-Fliissigmedium

Fiir alle Versuche wurden Ll-Larven in NGM-Fliissigmedium (Tabelle 9-21) mit
Bakterien in 96- oder 24-Well-Platten kultiviert. Fiir den Versuchsansatz in 96-Well-
Platten wurden ca. 10 synchronisierte L1-Larven in 10 ul M9-Puffer in jede
Plattenvertiefung iiberfiihrt. 1 ml der E. coli HT115 Tagkultur (sieche Abschnitt 3.1.5)
wurde bei 2500x g zentrifugiert und das Pellet wurde in ca. 1 ml NGM resuspendiert.
Die ODgoo dieser Suspension wurde photometrisch auf 1,0 eingestellt. In jede
Plattenvertiefung wurden 46 pl dieser Losung pipettiert. Pro Behandlungsgruppe wurde
eine Reihe angesetzt und die Larven bis zum erreichen des jung-adulten Stadiums nach

ca. 4 Tagen lichtgeschiitzt bei 20°C schiittelnd (150 rpm) inkubiert.

Versuche, die Proteinextraktionen voraussetzten, wurden in 24-Well-Platten angesetzt
und es wurde jeweils das 10-fache Volumen verwendet. Fiir jede Behandlungsgruppe

waren vier 24-Well-Platten notigt.

3.1.5 RNA-Interferenz

Die Methode der RNA-Interferenz (RNA1) eignet sich fiir die gezielte Verminderung
der Expression spezifischer Gene. Wie in Abbildung 3-1 dargestellt kommt es durch das
Einbringen von doppelstrangiger RNA (dsRNA) zu einem starken und langandauernden
Abbau komplementdrer mRNA. In einem ersten Schritt wird die eingebrachte dSRNA
durch eine dsRNA-spezifische Endonuklease (Dicer) in 21 bis 25 Basenpaar grofe
Fragmente, die sogenannten short interfering RNA (siRNA), gespalten. Die
Einzelstringe der siRNA werden durch einen Proteinkomplex, dem RNA-induced
silencing complex (RISC), gebunden. Die zur siRNA komplementire mRNA wird von
diesem Komplex angelagert und durch die im RISC enthaltene Nuklease gespalten und

abgebaut.
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Abbildung 3-1 Prinzip der RNAi

Doppelstringige RNAi (dsRNA) wird von einer spezifischen Endonuklease, dem DICER, in short
interfering RNA (siRNA) gespalten. Diese werden vom RNA induced silencing complex (RISC) erkannt,
gebunden und in Einzelstringe gespalten. Der so gebundene siRNA-Strang bindet komplementér die
entsprechende mRNA. Diese wird anschlieBend vom RISC abgebaut. Die Translation in das jeweilige
Protein wird somit verhindert.

In C. elegans stellt die Fiitterungsmethode eine einfache und effiziente Methode dar
dsRNA in den Organismus einzubringen. Hierfiir wird anstelle des OP50 Stammes der
E. coli HT115 Stamm verfiittert, welcher die spezifische dsRNA exprimiert. HT115
Bakterien sind RNaselll defizient, wodurch ein Abbau der dsRNA verhindert wird. Sie
enthalten den L4440-Vektor, ein Plasmid, das die spezifische Gensequenz beidseitig
flankiert von T7-Promotoren, enthdlt. Die Expression der in das Bakteriengenom
eingebrachten =~ Sequenz  der  T7-Polymerase wird durch  Isopropyl-p-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) induziert und fiihrt zur Bildung der entsprechenden
dsRNA [231].

Fiir die Durchfiihrung der RNAi-Versuche wurden RNAi-Klone aus Glycerolkulturen
auf 2xYT-Agar-Platten, welche 100 pg/ml Ampicillin und 25 mg/ml Tetracyclin
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(Tabelle 9-18) enthielten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Platten
konnten bei 4°C gelagert werden. 3 ml des 2xYT-Medium, welches mit 100 pg/ml
Ampicillin versetzt war, wurde mit einer Einzelkolonie beimpft und iiber Nacht bei
37°C und 300 rpm inkubiert. 200 pl dieser Ubernachtkultur wurden fiir das Ansetzten
einer Tagkultur, bestehend aus 2 ml 2xYT-Medium, welches 100 pg/ml Ampicillin
enthielt, verwendet. Die Transkription der dsSRNA wurde durch die Zugabe von 1 mM
IPTG, wie oben beschrieben, induziert. Die Tagkultur wurde 4 h bei 37°C schiittelnd
bei 300 rpm inkubiert. AnschlieBend wurde jeweils 1 ml der Bakteriensuspension
abzentrifugiert und das Bakterienpellet in 1 ml NGM, welches 25 pg/ml Kanamycin
enthielt, resuspendiert. Die ODgy wurde auf 1,0 eingestellt. Die Zugabe des
Kanamycins diente der Inaktivierung der Bakterien und verhinderte so eine
Verstoffwechselung der zugegebenen Effektoren. Die weitere Durchfithrung der
Versuche wurde wie in Abschnitt 3.1.4 beschrieben vorgenommen. Fiir alle RNAi-
Versuche wurden E. coli HT115, die den leeren L4440-Vektor enthielten, als Kontrolle
verwendet. Bei Doppel-RNAi-Versuchen wurden die in NGM resuspendierten Klone in
den entsprechenden Verhiltnissen vor Versuchsansatz gemischt. Als Einzel-RNAi-
Vergleich wurde der jeweilige RNAi-Klon in entsprechender Konzentration mit der
RNAi-Kontrolle verdiinnt, um so die Stirke der verminderten Expression des

entsprechenden Gens zu erreichen.

3.1.6 Inkubation von C. elegans mit Effektoren

Jung-adulte Nematoden wurden fir 48 h mit den verschiedenen Polyphenolen
behandelt. Fiir die verschiedenen Polyphenol-Behandlungsgruppen wurden Kontrollen,
die nur das jeweilige Losungsmittel enthielten, mitgefiihrt. Die Stammldsungen fiir die
einzelnen Effektoren (Tabelle 9-17) wurden auf RT gebracht und daraus wurden
Arbeitslosungen hergestellt, welche 10-fach konzentrierter waren als die gewlinschte
Endkonzentration und maximal 10% Ethanol enthielten. Nach der 48 stiindigen
Inkubationszeit wurden die Nematoden in 15 ml Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt und
mehrmals mit M9:Tween®20 (Tabelle 9-10) gewaschen, um Bakterien und Effektoren

zu entfernen.

Fiir die Behandlung der Nematoden mit einer verminderten Cholesterolkonzentration,

wurde dem NGM an der Stelle von 5 pg/ml Cholesterol lediglich 2,5 pg/ml zugesetzt.
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Die Nematoden wurden ab dem Ll-Larvenstadium der verminderten
Cholesterolkonzentration ausgesetzt. Um die Vergleichbarkeit gegeniiber den
Inkubationsversuchen zu gewahrleisten, wurden die Wiirmer 48 h nach Erreichen des

jung-adulten Stadiums, wie beschrieben, von den Bakterien und dem Medium gereinigt.

3.2 Messung der Paralyserate

Der C. elegans Stamm CL2006 exprimiert das humane AP;.4p-Peptid unter der
Kontrolle eines muskelspezifischen Promotors. Dies fiihrt zur Akkumulation
intrazelluldirem AP und einer detektierbaren Paralyse des Wurms [188], welche hier als
Alzheimer-Phénotyp bezeichnet wird. Fiir die Messung der Paralyse wurde nach der
48 h Inkubation mit Effektoren eine Hitzeschockbehandlung bei 35°C fiir 1h
durchgefiihrt. Dies fiihrte in der Kontrolle zu einer Paralyserate von ca. 50% und
ermoglichte so die Detektion von Verdnderungen in beide Richtungen. Die Wiirmer
wurden anschliefend in 15 ml Zentrifugenrbhrchen {tberfithrt und mit M9-Puffer
mehrmals gewaschen. Die weitere Versuchsdurchfiihrung erfolgte verblindet, um eine
subjektive Beeinflussung der Ergebnisse zu verhindern. Die Wiirmer wurden an einem
Stereomikroskop vereinzelt und mit je 1 pl Losung auf eine in 25 Abschnitte aufgeteilte
NGM-Agar-Platte liberfithrt. Be1 gedffnetem Deckel konnte die Fliissigkeit verdunsten
und die Wiirmer antrocknen. AnschlieBend wurden die Nematoden unter dem
Mikroskop mit einem abgerundeten Platindraht vorsichtig beriihrt. Wiirmer die
darauthin keine addquate Reaktion im Sinne einer vollstindigen Vorwirtsbewegung,
sondern lediglich eine Bewegung des Kopfes zeigten, wurden als paralysiert gezéhlt.
Pro Behandlungsgruppe wurden 25 Wiirmer herangezogen. Die Paralyserate wurde als

% der Kontrolle angegeben.
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3.3 Quantifizierung von Lysosomen mit LysoTracker® Red

Zur Detektierung von Lysosomen wurde der Fluoreszenzfarbstoff LysoTracker® Red
DND-99 verwendet. Dieser wird in azidischen Zellorganellen protoniert und
akkumuliert in Folge dessen. Es wurden Wiirmer ab dem jung-adulten Stadium analog
zur Inkubation mit Effektoren (Abschnitt 3.1.6) mit 2 uM LysoTracker® Red fiir 48 h
inkubiert. Die LysoTracker® Red Stammlosung (Tabelle 9-17) wurde hierfiir mit M9-
Puffer auf eine 20 uM Arbeitslosung verdiinnt. Nach 48 h wurden die Nematoden in
15 ml Zentrifugenrdhrchen iiberfiilhrt und mit M9:Tween®20 gewaschen. Um ein
Ausscheiden des im Darmlumen befindlichen Farbstoffes zu ermdglichen, wurden die
Wiirmer fiir 2 h im Dunkeln auf mit E. coli OP50 beschichteten NGM-Agar-Platten
inkubiert. Anschliefend wurden die Wiirmer mit M9-Puffer von der Platte gewaschen,
in ein 15 ml Zentrifugenrdhrchen iiberfithrt und erneut gewaschen. Der Uberstand
wurde abgesaugt und die Wiirmer mit 2 mM Levamisol (Tabelle 9-17) betéubt, auf
einen Objekttriger iiberfiihrt und mit einem Deckgldschen fixiert. Die Detektion des
Fluoreszenzfarbstoffes fand mit einem digitalen Fluoreszenzmikroskop (EVOS fl,
AMG) statt. Hierfir wurde das EVOS LED Light Cube RFP mit einer
Anregungswellenldnge  (excitation, Ex) von  531+40nm und  einer
Emissionswellenlinge (Em) von 593 +£40 nm verwendet. Bei einer 100-fachen

Vergroflerung wurden pro Behandlungsgruppe mindestens 20 Wiirmer fotografiert.

Zur Bestimmung der Gesamtfluoreszenz eines Wurmes wurde die Software Imagel
herangezogen. Hierfiir wurden die angefertigten Bilder in einem ersten Schritt in drei
einzelne 8-Bit-Graustufenbilder getrennt, wovon der rote Farbkanal weiterverwendet
wurde. Ein unterer Grenzwert wurde so gewihlt, dass die Auswahl zwar den gesamten
Wurm aber moglichst wenig Hintergrund einschloss. Fiir die so markierte Fliche wurde
die integrierte Dichte, die Summe der Werte fiir die einzelnen Pixel, gemessen und als

MaB fiir die Gesamtfluoreszenz herangezogen.
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3.4 Quantifizierung reaktiver Sauerstoffspezies in Mitochondrien

mit MitoTracker® Red CM-H,XRos

Mittels des Fluoreszenzfarbstoffes MitoTracker® Red CM-H,XRos wurden die ROS-
Spiegel in den Mitochondrien bestimmt. Die reduzierte, nicht fluoreszierende Form des
Farbstoffes akkumuliert in Mitochondrien aktiver Zellen und wird durch ROS oxidiert.
Die oxidierte Form bildet fluoreszierende Konjugate mit Thiol-Gruppen
mitochondrialer Proteine. Dieses kann mittels Epifluoreszenzmikroskopie erfasst
werden. Das Anregungsmaximum von CM-H;XRos liegt bei 579 nm, das
Emissionsmaximum bei 599 nm. Fiir die Detektierung wurde der EVOS® Light Cube
RFP mit den Detektionsbereichen 513 + 40 nm (Ex) und 593 £+ 40 nm (Em) verwendet.

Eine 300 uM Stammlosung des Farbstoffes in DMSO (Dimethylsulfoxid) (Tabelle
9-17) wurde hergestellt und anschlieBend mit M9-Puffer auf 5 uM verdiinnt. Der
Farbstoff wurde in einer Endkonzentration von 0,5 uM zusammen mit den Effektoren
im jung-adulten Stadium zu den Nematoden hinzugegeben. Nach einer 48 h Inkubation
wurden die Wiirmer gewaschen und wie bereits beschrieben (vgl. Kapitel 3.3) wurden
mittels des Fluoreszenzmikroskopes je Behandlungsgruppe ca. 20 Bilder angefertigt.
Diese konnten anschliefend mit Image] und GraphPad wie oben beschrieben weiter

bearbeitet und ausgewertet werden.

3.5 Proteinextraktion mittels des Precellys Homogenisators

Fiir die Proteinextraktion wurden vier 24-Well-Platten mit ca. 10.000 Wiirmern je
Behandlungsgruppe benoétigt. Die Wiirmer wurden mit M9:Tween®20 gewaschen und
der Uberstand wurde vollstindig entfernt. AnschlieBend wurde das Wurmpellet in ca.
300 ul  Lysis-Puffer (Tabelle 9-15) resuspendiert, in ein 2,0 ml Precellys
Schraubdeckelgefdfl iiberfithrt und bei -80°C eingefroren. Fiir die Proteinextraktion
wurden die Wiirmer auf Eis aufgetaut und in jedes Schraubdeckelgefa3 wurden ca. 0,6 g
Precellys Keramik-Kiigelchen (1,4 mm) gegeben. Die Extraktion fand anschlieBend fiir
2x 20 sec bei 6500 rpm mit 30 sec Pause im Precellys 24-Dual Homogenisator von
Peqlab statt. Das Homogenat wurde im Anschluss daran fiir 20 min bei 6000x g und

4°C zentrifugiert. Der Uberstand, der das extrahierte Protein enthielt, wurde in 2 ml
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Reaktionsgefdale tlberfiihrt. Die Proteine konnten zum weiteren Gebrauch auf Eis

gelagert oder bei -20°C eingefroren werden.

3.6 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit der Methode nach Bradford
[232]. Hierfiir wurde ein BioRad Protein Assay eingesetzt, welcher auf dem Prinzip
basiert, dass der Farbstoff Coomassie® Brillant Blau in saurer Losung an Proteine
bindet wodurch sein Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 nm verschoben wird.
Diese Verschiebung kann photometrisch gemessen werden und korreliert mit dem

Gehalt an Proteinen.

Fiir die Bestimmung wurde eine Standardreihe mit in Lysis-Puffer gelostem bovinem
Serumalbumin (BSA) als Referenzprotein erstellt. Die Standardreihe umfasste die BSA-
Konzentrationen 0 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml und 1000 pg/ml.
Zu 25 ul Standard wurden je 975 ul HO und 250 ul Bradford-Reagenz gegeben und
gut gemischt. Nach genau 15 min Inkubationszeit wurde die Absorption bei 595 nm in
einem Eppendorf Biophotometer plus gemessen und eine Standardkurve automatisch

durch das Photometer berechnet.

Fiir die Konzentrationsbestimmung der Proben wurden diese analog zur Standardreihe
mit H,O und Bradford-Reagenz gemischt und die Absorption bestimmt. Fiir jede Probe
wurde eine Doppel-Bestimmung durchgefiihrt. Die Bestimmung der Konzentration
erfolgte automatisch durch das Photometer anhand der zuvor kalkulierten
Standardkurve. Uberstieg der Proteingehalt der Proben den messbaren Bereich, wurden

diese vorab im Verhéltnis 1:10 mit Lysis-Puffer verdiinnt.

3.7 Messung der Proteasomaktivitit

Die Messung der Proteasomaktivitit basiert auf der Grundlage, dass das Proteasom
Peptide spaltet und dies durch spezifische Proteasominhibitoren inhibiert werden kann
[233]. Ein mit einem Fluorogen markiertes Peptid, N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-
Amido-4-Methylcoumarin (Suc-LLVY-AMC), wurde eingesetzt um die Chymotrypsin-
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dhnliche Proteasomaktivitdt fluorometrisch zu bestimmen. Als Proteasom-spezifischer
Inhibitor wurde MG-132 verwendet. Durch die Spaltung des Peptides wird das
Fluorogen freigesetzt und fluoresziert so, dass der Anstieg der Fluoreszenz proportional
zur gesamten Peptidasenaktivitit ist. Durch die Zugabe des Proteasom-spezifischen

Inhibitors kann die spezifische Proteasomaktivitdt bestimmt werden.

Die Messung fand in schwarzen 96-Well-Halbmikrotiterplatte statt. Zur Vorbereitung
der Platten auf die Messung wurden diese blockiert um eine Interaktion zwischen den
Proteinen in der Probe und der Platte zu verhindern. Hierfiir wurde eine 3%ige BSA-
Losung in TBS (tris-buffered saline) angesetzt und je das 1,5-fache des
Versuchsvolumen in jede zu messende Plattenvertiefung pipettiert. Die Platte wurde bei

37°C fiir 1 h inkubiert und anschlieBend wurde die BSA-Losung vollstindig abgesaugt.

Die zuvor extrahierten Proteine wurden auf RT gebracht. Je Plattenvertiefung wurden
25 ul Proteinlosung (entspricht ca. 25 ug Protein) pipettiert und anschlieBend 25 pl
Proteasomaktivitits-Messpuffer (Tabelle 9-16) zugegeben. Danach erfolgte die Zugabe
von 0,5pul der MG-132 Stammldsung (Tabelle 9-17) oder des entsprechenden
Losungsmittels als Kontrolle. Jede Probe wurde in Gegenwart und Abwesenheit des
Inhibitors gemessen. Die Platte wurde 15 min schiittelnd bei 300 rpm im Dunkeln
inkubiert. AnschlieBend wurden 0,5 pl der Suc-LLVY-AMC Stammlosung (Tabelle
9-17) in jede Plattenvertiefung gegeben und der Anstieg der Fluoreszenz wurde im
Abstand von 10 min iiber einen Zeitraum von 3 h bei 37°C in einem Fluoreszenz-
Plattenlesegerit (Fluoroskan Ascent FL) gemessen. Dafiir wurde ein Filterpaar von
355nm (Ex) und 460 nm (Em) ausgewdhlt. Die Messung der Probe erfolgte in
Triplikaten.

Die gemessenen Fluoreszenzwerte wurden auf mg Protein normalisiert und in GraphPad
Prism wurde mittels linearer Regression der Anstieg der Fluoreszenz pro Zeiteinheit
ermittelt. Dieser ist mit der Enzymaktivitit gleichzusetzen. Die Differenz der
ermittelten Aktivitdt in Abwesenheit bzw. Anwesenheit des Inhibitors MG-132 ergab

die Proteasom-spezifische Aktivitit.
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3.8 Bestimmung der Menge an Proteinaggregaten in Losung

Die Bestimmung der Menge aggregierter Proteine in Losung erfolgte mittels des
ProteoStat® Protein Aggregation Assay (Tabelle 9-5). Das verwendete Kit enthielt
einen Fluoreszenzfarbstoff, der bei 550 nm sein Anregungsmaximum und bei 600 nm
sein Emissionsmaximum hat. Das Kit ist hoch sensitiv und ermoglicht die Detektion

von weniger als 1% Proteinaggregate im Ansatz.

Die Proteine der zu untersuchenden Gruppen wurden wie in Kapitel 3.5 beschrieben
extrahiert. AnschlieBend wurde die ProteoStat® Detection Reagent Loading Solution
laut Herstellerprotokoll angesetzt und 2 ul der Losung mit 98 ul der jeweiligen Probe
vermischt. Die Konzentration der Probe sollte zwischen 1 pg/ml bis 10 mg/ml liegen.
Die Messung erfolgte in einer schwarzen 96-Well-Halbmikrotiterplatte in jeweils drei
Replikaten pro Gruppe. Als Leerwert diente bidestilliertes (bidest) H,O. Die Platte
wurde fiir 15 min im Dunkeln inkubiert und anschlieBend wurde die Fluoreszenz bei

646 nm nach Anregung bei 544 nm in einem Fluoroskan Ascent FL gemessen.

3.9 Statistische Auswertung

Fiir jeden Versuch wurden mindestens drei unabhingige Experimente durchgefiihrt, fiir
Paralysemessungen mindestens vier. Die statistische Auswertung erfolgte mittels
GraphPad Prism 5.0. Fiir die Analysen wurden folgende Signifikanzniveaus festgelegt:
*p <0,05, ** p<0,01 und *** p <0,001.

Die Ergebnisse wurden auf die Kontrolle (100%) normalisiert und als
Balkendiagramme mit Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die Uberpriifung
der Mittelwerte der unterschiedlichen Behandlungsgruppen auf signifikante
Unterschiede erfolgte mittels t-Test oder einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) und

Bonferroni Anschlusstest.
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4 ERGEBNISSE

4.1 pB-Amyloid-induzierte  Proteinaggregation im  C. elegans

Alzheimer-Modell CL2006

Senile Plaques, bestehend aus aggregierten AP-Peptiden, sind charakteristisch fiir die
Pathogenese der humanen AD. Im Gegensatz zum Wildtyp exprimiert der transgene
C. elegans Stamm CL2006 AP und prigt den Alzheimer-Phénotypen, die Paralyse, aus.
Es sollte zunichst untersucht werden, ob A im Wurm dhnlich wie beim Menschen
akkumuliert und aggregiert. Hierzu wurde die Menge an aggregiertem Protein in
Losung mittels des ProteoStat® Protein Aggregation Assay bestimmt. Im Vergleich
zum Wildtyp wies CL2006 eine 8,4-fach hohere Menge (936 +£37% der Kontrolle;
Kontrolle entspricht immer 100 + 5%) an Proteinaggregaten auf (p < 0,01, Abbildung
4-1). Daraus wurde abgeleitet, dass die Aggregation des AP der Ausloser fiir die
Auspriagung des Alzheimer-Phénotyps in CL2006 ist.
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Abbildung 4-1 Proteinaggregation in CL2006 im Vergleich zum Wildtyp N2
Proteinaggregation in CL2006 im Vergleich zum Wildtyp N2; ** p <0,01vs. N2.
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4.2 Einflisse Alzheimer-relevanter Gene auf die p-Amyloid-

induzierte Paralyse in CL2006

4.2.1 Apolipoptotein-homologe Gene aktivieren die Paralyse in

CL2006

Im Rahmen der Entstehung der AD werden verdnderte Plasmacholesterolspiegel und
Polypmorphismen der ApoE-Allele diskutiert. ApoE als cholesteroltransportierendes
Apolipoprotein im menschlichen Gehirn ist fiir C. elegans nicht beschrieben. Es sind
jedoch Vitellogenine, z. B. das VIT-6, als cholesteroltransportierende Proteine und
Homologe zu humanen ApoB-Proteinen beschrieben. Intrazelluldr bildet Cholesterol,
nach der DAF-9-vermittelten Oxidation zu dafachronischen Sauren, Liganden des
nukledren Hormonrezeptors DAF-12. Dieser agiert als Transkriptionsfaktor und

reguliert die Transkription von Genen fiir Langlebigkeit und Stressresistenz.

Um den genetischen Einfluss des Steroid-Signalweges in Bezug auf eine mdgliche
Bedeutung bei der Entstehung des Alzheimer-Phénotyps in CL2006 zu untersuchen,
wurden die entsprechenden Gene mittels RNAi in ihrer Expression vermindert. Es
zeigte sich, dass eine Unterbindung des Steroid-Signalwegs auf jeder Ebene zu einem
signifikanten Riickgang der Paralyserate in CL2006 fiihrte (Abbildung 4-2). Eine
RNAi-vermittelte verminderte vit-6 Expression senkte die Paralyserate um 46%
(54 £4%, p<0,001) gegeniiber der Kontrolle. Die RNAi von daf-9 fiihrte zu einer
Reduktion um 20% (80 =+ 12%, p <0,01) und die von daf-12 um 40% (60 £ 13%,
p <0,001) gegeniiber der Kontrolle. Dies ldsst vermuten, dass ein effektiver Transport
und eine verstirkte Aktivierung des Steroid-Signalweges die Entstehung des Alzheimer-

Phénotyps beschleunigen.
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Abbildung 4-2 Paralyse in Steroid-Signalweg-defizienten CL2006

Paralyserate mit vit-6 (A), daf-9 (B) bzw. daf~-12 RNAi (C) sowie anschlieBendem Hitzeschock (1 h
35°C); ** p < 0,01 bzw. *** p < 0,001 vs. Kontrolle.

Im Folgenden galt es zu klédren, ob der durch die RNA1 der einzelnen Komponenten des
Steroid-Signalweges verursachte Riickgang der Paralyse von einem einzelnen Gen
dominiert wird. Dazu wurden in einem nichsten Schritt Doppel-RNAis durchgefiihrt.
Hierzu wurde jeweils das fiir den Transport des Cholesterols zu der Zelle
verantwortliche viz-6 durch RNA1 in seiner Expression vermindert und mit der RNAi

von daf-9 bzw. daf-12 kombiniert (Abbildung 4-3).

Unter keiner der Doppel-RNAis konnte ein additiver Effekt der reduzierten Paralyserate
beobachtet werden. Eine Doppel-RNAi1 von Kontrolle + vit-6 flihrte zu einer
Paralyserate von 36 + 17% im Vergleich zur Kontrolle. Mit daf-9 + vit-6 RNA1 war dies
mit einer Paralyse von 39 + 6% verglichen mit der Kontrolle (p < 0,001) zu beobachten,

mit daf-12 + vit-6 RNAI lag die Paralyserate bei 34 = 19% (p < 0,001). Der vit-6-Effekt
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war hier dominant. Dies bestétigt, dass ein Riickgang der Paralyserate durch die
verminderte Cholesterolversorgung der Zelle und somit eine verminderte Aktivierung

des Steroid-Signalweges vermittelt wird.
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Abbildung 4-3 Paralyserate von CL2006 mit Doppel-RNAi von vit-6 und daf-9 bzw. daf-12

Paralyserate von CL2006 mit Doppel-RNAi des cholesteroltransportierenden vit-6 und den am
intrazelluldren Signalweg beteiligten Genen daf-9 (A) bzw. daf-12 (B) sowie anschlieBendem
Hitzeschock (1 h 35°C); ** p < 0,01 bzw. *** p < 0,001 vs. Kontrolle.

Aufgrund der Bedeutung des Steroid-Signalweges im Rahmen der Entstehung des
Alzheimer-Phénotyps und der cholesteroltransportierenden Eigenschaft des VIT-6
wurde nachfolgend untersucht, ob ein Cholesteroldefizit in der Nahrung direkten
Einfluss auf die Paralyserate hatte und ob dies von einem aktiven Steroid-Signalweg
abgingig war (vgl. Abbildung 4-4). Im Gegensatz zu Vertebraten konnen Nematoden
Sterole nicht selbstindig synthetisieren und sind somit fiir die Aufrechterhaltung
zelluldrer und hormoneller Regulationen auf die Cholesterolzufuhr mit der Nahrung

angewiesen.

Dementsprechend wurden die Nematoden einem Cholesteroldefizit (2,5 pg/ml NGM)
ausgesetzt. Als Kontrolle dienten Nematoden, die 5 pg/ml Cholesterol zur Verfligung
hatten. Ein Cholesteroldefizit fithrte in CL2006 zu einem signifikanten Riickgang der
Paralyserate um 27% (73 £ 1%, p <0,001). Die zusdtzliche Hemmung des Steroid-
Signalwegs mittels RNAi der zentralen Gene vit-6, daf-9 sowie daf-12 zeigte keinen
additiven Effekt der Paralysereduktion durch eine verminderte Cholesterolgabe. Das

Cholesteroldefizit in der Nahrung scheint eine RNAi der zentralen Gene des Steroid-
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Signalweges zu imitieren. Durch die Ergebnisse wurde gezeigt, dass eine reduzierte
Cholesterolversorgung der Zelle letztendlich verantwortlich fiir die verminderte

Paralyse im C. elegans Alzheimer-Modell war.
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Abbildung 4-4 Paralyserate von CL2006 mit RNAi zentraler Gene des Steroid-Signalweges bei
normaler und reduzierter Cholesterolversorgung

Paralyserate von CL2006 mit normaler [5 pug/ml] und reduzierter [2,5 pg/ml] Cholesterolversorgung ohne
RNAIi (A) sowie mit RNAi der zentralen Gene des Steroid-Signalwegs vit-6 (B), daf-9 (C), daf-12 (D)
sowie anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C); * p < 0,05, ** p < 0,01 bzw. *** p < 0,001 vs. Kontrolle.
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4.2.2 Der Insulin-Signalweg beeinflusst die Paralyse in CL2006

4.2.2.1 Die transkriptionelle Aktivitit von DAF-16 ist an der

Verminderung der Paralyse beteiligt

Der Transkripstionsfaktor DAF-16 agiert in C. elegans als Zielprotein des Insulin/IGF-
1-Signalweges. Der Insulin-Signalweg wird iiber den DAF-2-Rezeptor aktiviert und
hemmt DAF-16 so, dass es im Cytosol verbleibt und nicht transkriptionell aktiv ist. Bei
Ausbleiben der Aktivierung, wie dies z. B. im Rahmen der Kalorienrestriktion der Fall
ist, wird DAF-16 dephosphoryliert und transloziert in den Zellkern, wo es die
Transkription Stress-responsiver Gene, z. B. solche, die fiir Katalasen oder die
Superoxiddismutase kodieren, initiiert. Da im Rahmen der AD-Entstehung
Kalorienrestriktion als protektiver Mechanismus diskutiert wird, sollte im Folgenden
geklart werden welche Bedeutung der zentrale Transkriptionsfaktor DAF-16 fiir die Ap-
induzierte Paralyse in CL2006 hat (siche Abbildung 4-5).

Die RNAi von daf-16, welche eine verstirkte Aktivierung des Insulin/IGF-1-
Signalweges imitiert, fiihrte zu einem Anstieg der Paralyse um 40% verglichen mit der

Kontrolle (140 + 14%, p < 0,001).
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Abbildung 4-5 Paralyserate von CL2006 mit daf-16 RNAi

Paralyserate von CL2006 mit RNAi des Transkriptionsfaktors daf-16 sowie anschlieBendem Hitzeschock
(1 h 35°C); *** p <0,001 vs. Kontrolle.
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Um abschlieBend zu kldren, ob die transkriptionelle Aktivitit von DAF-16 die
entscheidende Rolle fiir die Verhinderung der Paralyse spielte, wurden potentielle Co-
Faktoren mittels RNAI in ihrer Expression vermindert. Zu den Co-Faktoren von DAF-
16 zéhlen die 14-3-3-Proteine PAR-5 und FTT-2, sowie das SIR-2.1, welches ebenfalls
ein durch Kalorienrestriktion aktiviertes Protein ist. In C. elegans sind vier Sirtuin-
homologe Gene (sir-2.1 bis sir-2.4) beschrieben. Da SIR-2.1 das funktionell am besten
charakterisierte C. elegans Homolog ist, wurde in dieser Arbeit stellvertretend fiir

Sirtuine das SIR-2.1 untersucht.

Analog zur daf-16 RNAIi fiihrte die RNAi der beiden 14-3-3 Proteine zu einem
signifikanten Anstieg der Paralyse (Abbildung 4-6). In PAR-5-defizienten Nematoden
kam es zu einem Anstieg der Paralyserate um 39% (139 +25%, p <0,05), in FTT-2-
defizienten zu einem 2,6-fachen Anstieg gegeniiber der Kontrolle (261 + 16%,
p <0,001). Die RNAi von sir-2.1 hingegen senkte die Paralyse um 39% (61 + 6%,
p <0,001). SIR-2.1 wird dementprechend nicht fiir die Verhinderung der Paralyse in
CL2006 benotigt. Da fiir SIR-2.1 auch DAF-16 unabhédngige Prozesse beschrieben
wurden, und die beiden 14-3-3 Proteine gleiche Effekte auf die Paralyse zeigten, ist
davon auszugehen, dass die transkriptionelle Aktivitdt von DAF-16 auschlaggebend fiir

die Verminderung der Paralyse ist.
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Abbildung 4-6 Paralyserate von CL2006 mit par-5, fit-2 und sir-2.1 RNAi

Paralyserate von CL2006 mit RNAi der 14-3-3 Proteine PAR-5 (A) und FTT-2 (B) bzw. SIR-2.1 (C)

sowie anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C); * p < 0,05 bzw. *** p < 0,001 vs. Kontrolle.
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4.2.2.2 DAF-16 und DAF-12 beeinflussen iiber eine Interaktion die

Paralyse

Eine Hypothese besagt, dass der nukledre Hormonrezeptor des Steroid-Signalweges
DAF-12 mit dem stromabwirts des Insulin/IGF-1-Signalweges liegenden
Transkriptionsfaktor DAF-16 interagiert. Daher wurde im Folgenden die Bedeutung der
Interaktion von DAF-16 mit DAF-12 untersucht. Hierzu wurde eine Doppel-RNAi von
daf-12 und daf-16 durchgefiihrt (Abbildung 4-7). Wie bereits gezeigt fiihrte die RNAi
von daf-16 zu einer Verstirkung der Paralyse um 94% (194 +9%, p<0,001),
wohingegen die daf-12 RNAi die Paralyse um 22% senkte (78 = 13%, p <0,05). Die
daf-9 +daf-16 Doppel-RNAi steigerte die Paralyserate signifikant gegeniiber der
Kontrolle um das 2,5-fache (247 + 13%, p <0,001). Mit daf-16 RNA.I fiihrte die daf-9
RNAi1 nicht mehr zu einer Senkung der Paralyserate. Der daf-16 RNAi-Effekt ist
demnach dominant gegeniiber dem daf-12 RNAi-Effekt. Es kann davon ausgegangen
werden, dass DAF-16 in dem Signalweg, der die Paralyse beeinflusst, unterhalb von

DAF-12 agiert.
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Abbildung 4-7 Paralyserate von CL2006 mit Doppel-RNAi von daf-16 und daf-12

Paralyserate von CL2006 mit Doppel-RNAi des Transkriptionsfaktors daf-16 und dem nukleédren
Hormonrezeptor daf-12 sowie anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C); * p < 0,05 bzw. *** p <0,001 vs.
Kontrolle.
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4.3 Bedeutung der Proteostase fiir die p-Amyloid-induzierte

Paralyse in CL2006

Wie zuvor gezeigt, ist die Entstehung der Paralyse iiber AD-relevante Gene
beeinflussbar. Jedoch galt es zu kliaren, welcher Mechanismus der Paralyseentstehung
bzw. Paralyseminderung letztendlich zugrunde liegt. Das C. elegans Alzheimer-Modell
CL2006 unterscheidet sich vom Wildtyp im wesentlichen in der Expression des Ap.
Dieses fiihrt wie bereits gezeigt (Kapitel 4.1) zu vermehrter Proteinaggregation und
prigt den Alzheimer-Phédnotyp, die Paralyse, aus. Dieser Prozess kann durch
Hitzeschock (1 h 35°C) beschleunigt werden. Daraus wurde die Hypothese abgeleitet,
dass im Alzheimer-Modell CL2006 die Proteostase gestort ist und dies zur Aggregation
von AP und in dessen Folge zur Paralyse fiihrt. Fiir die Uberlebensfihigkeit von Zellen
ist die Kontrolle iiber ihre Proteine, die Proteostase, essentiell. Diese in Zellen
vorkommende Proteostase umfasst Chaperone, die UPR in Mitochondrien (UPR™) und
im endoplasmatischen Retikulum (UPR™), cytosolische Hitzeschockproteine sowie die
Proteindegradationssysteme UPS und Autophagie. Die Proteostase gewihrleistet eine
korrekte Faltung bzw. den Abbau von fehlerhaft gefalteten, geschidigten oder
aggregierten Proteinen. So fiihrt z. B. eine Akkumulation von Proteinaggregaten in
Mitochondrien, wie sie bei neurodegenerativen Erkrankungen vorkommt, zu akutem

mitochondiralem Stress, welcher die UPR™ aktiviert.

Im folgenden Kapitel wird beschrieben, inwiefern eine fehlerhafte und gestorte
Proteostase im Zusammenhang mit der Entwicklung des Alzheimer-Phinotyps im
Alzheimer-Modell CL2006 steht. Hierfiir wurden zentrale Gene der Proteostase mittels
RNAI in ihrer Expression vermindert und anschliefend die Paralyse nach Hitzeschock

bestimmt.

4.3.1 Die ungefaltete Proteinantwort verhindert die Paralyse in

CL2006

Mitochondriale Chaperone verhindern Proteinaggregationen indem sie ungefaltete oder
fehlerhaft gefaltete Proteine binden, diese entfalten und neu falten. In C. elegans
kodieren Asp-6 und hsp-60 fiir mitochondriale Chaperone der HSP70- und HSP40-
Superfamilie. UBL-5 und DVE-1 agieren als Transkriptionsfaktoren, welche durch
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mitochondrialen, durch die Akkumulation fehlerhafter Proteine verursachten, Stress

induziert werden und an Asp-6 und Asp-60 Promotorregionen binden.

Die verminderte Expression von hsp-6, hsp-60 sowie dve-1 fiihrte in CL2006 zu einer
signifikanten Steigerung der Paralyserate (Abbildung 4-8). Hsp-6 RNAI1 steigerte die
Paralyse um 42% (142 + 14%, p <0,01), Asp-60 RNAi um 55% (155% £ 1, p <0,001)
und dve-1 RNAi1 um 66% (166% + 28, p <0,01) im Vergleich zur Kontrolle. Unter ubl-
5 RNAi kam es zu keiner Verdnderung der Paralyse im Vergleich zur Kontrolle
(98 +£3%). Da DVE-1 auch unabhingig von UBL-5 agieren kann, zeigen die
Ergebnisse, dass eine funktionierende UPR™ fiir die Verhinderung des Alzheimer-

Phinotyps in CL2006 eine essentielle Rolle spielt.
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Abbildung 4-8 Paralyserate in UPR™-defizienten Nematoden

Paralyserate von CL2006 mit isp-6 (A), hsp-60 (B), dve-1 (C) und ubl-5 RNAi (D) sowie anschlieBendem
Hitzeschock (1 h 35°C); ** p < 0,01 bzw. *** p < 0,001 vs. Kontrolle.
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Die Akkumulation fehlerhafter Proteine im ER fiihrt analog zu den Mitochondrien zu
akutem Stress, welcher die ER-assoziierte UPR aktiviert. Dieser Prozess wird
hauptsdchlich durch den zentralen Transkriptionsfaktor XBP-1 reguliert. Kommt es zu
einer Blockade der UPR™®, z. B. aufgrund einer verminderten xbp-1 Expression, werden
Proteine der ABU-Familie induziert. Eine RNAi des Transkriptionsfaktors XBP-1
steigerte die Paralyserate signifikant um 39% (139 + 11%, p < 0,001, Abbildung 4-9) im
Gegensatz zur Kontrolle. Die verminderte Expression der Gene abu-I1 sowie abu-11
mittels RNAI fithrte jedoch zu keiner Verdnderung der Paralyserate (102 + 2% bzw.
100 + 22%) verglichen mit der Kontrolle. Auch wenn eine RNAi der abu-Gene keinen
Effekt auf die Paralyse hatte deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass neben einer
aktiven UPR™ auch eine effektive UPR™® von Bedeutung fiir die Verhinderung der Ap-
induzierten Paralyse in CL2006 ist.
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Abbildung 4-9 Paralyserate in UPR"®-defizienten Nematoden

Paralyserate von CL2006 mit xbp-I RNAi (A), abu-I RNAi (B) bzw. abu-11 RNAi (C) sowie
anschliefendem Hitzeschock (1 h 35°C); ** p < 0,01 vs. Kontrolle.
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4.3.2 Ein aktives Ubiquitin-Proteasom-System vermindert die

Paralyse in CL2006

Terminal fehlgefaltete Proteine sowie eine Uberlastung der UPR fiihren zu einer
Aktivierung des ERAD, welches Proteine aus dem ER in das Cytosol transportiert. Dort
werden diese durch das UPS abgebaut. Dafiir ist eine Markierung mittels Ubiquitin
erforderlich. Ubiquitin ist ein ubiquitir vorkommendes Polypeptid, welches u. a.
benotigt wird, um Zielproteine zu ubiquitinieren. Diese werden vom Proteasom erkannt
und konnen abgebaut werden (vgl. Kapitel 1.3.3). Fiir den Ubiquitinierungsprozess
werden u. a. Ubiquitin-aktivierende und -konjungierende Enzyme sowie verschiedene
Ligasen benoétigt. In C. elegans wird ubg-1, neben ubg-2, als Ubiquitinhomolog
beschrieben und wuba-1 als Ubiquitin-aktivierendes Enzym. Aufgrund der hohen
Homologie zwischen ubg-1 und ubg-2 wird davon ausgegangen, dass eine RNAi von
ubg-1 gleichzeitig die Expression von ubg-2 vermindert. Daher wurde ubg-I
stellvertretend fiir die C. elegans Ubiquitin-homologen Gene untersucht. Wurde die
Paralyse unter den entsprechenden RNAi-Bedingungen betrachtet, konnte festgestellt
werden, dass die fehlende Expression der beiden proteasomalen Gene ubg-1 sowie uba-
I in CL2006 zu einer signifikant gesteigerten Paralyserate fiihrte (Abbildung 4-10). Der
Effekt war bei ubg-/ RNAI1 mit einer Steigerung um 84% gegeniiber der Kontrolle
(184 + 12%, p <0,001) stirker, als mit uba-1 RNA1, die zu einer 51% Steigerung der
Paralyse gegeniiber der Kontrolle fiihrte (151 &+ 24%, p <0,01).
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Abbildung 4-10 Paralyserate mit ubg-1 bzw. uba-1 RNAi

Paralyserate von CL2006 mit ubg-1 (A) bzw. uba-1 RNAi (B) sowie anschlieBendem Hitzeschock (1 h
35°C); ** p < 0,01 bzw. *** p <0,001 vs. Kontrolle.
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Im Folgenden konnte der direkte Beweis erbracht werden, dass durch die ubg-1 bzw.
die uba-1 RNAi die Aktivitit des Proteasoms gehemmt wird (Abbildung 4-11). Die
ubg-1 RNAI fiihrte zu einer Senkung der proteasomalen Aktivitit um 45% im Vergleich
zur Kontrolle (55=+ 8%, p <0,01), eine uba-I RNAi senkte die Proteasomaktivitit
signifikant um 37% im Vergleich zur Kontrolle (63 £+ 6%, p < 0,05).
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Abbildung 4-11 Proteasomaktivitit mit ubg-1 und uba-1 RNAi

Proteasomaktivitit als % der Kontrolle mit ubg-1 (A) und uba-1 RNAi (B); * p < 0,05 bzw. ** p < 0,01
vs. Kontrolle.

Die verminderte proteasomale Aktivitdt war assoziiert mit einer gesteigerten Menge an
Proteinaggregaten in Losung. Wie in Abbildung 4-12 dargestellt, fiihrte die ubg-1 RNAi
zu einer Steigerung der Proteinaggregation um das 2,7-fache (270 + 3, p <0,001), die
uba-1 RNA1 zu einem Anstieg an Proteinaggregaten um 30% im Vergleich zur
Kontrolle (130 + 8%, p <0,001). Diese Resultate deuten darauf hin, dass ein aktives
proteasomales System zum Abbau fehlerhafter aggregierter Proteine Voraussetzung

dafiir ist, die Paralyse in CL2006 zu vermindern.
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Abbildung 4-12 Proteinaggregation mit ubg-1 bzw. uba-1 RNAi
Proteinaggregation als % der Kontrolle mit ubg-1 (A) bzw. uba-1 RNAi (B); *** p < 0,001 vs. Kontrolle.
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4.3.3 Bedeutung der Autophagie fiir die Paralyse in CL2006

Neben dem UPS gibt es mit der Autophagie eine weitere Moglichkeit aggregierte
Proteine abzubauen. Autophagie ist ein konservierter Prozess, der es der Zelle
ermoglicht cytosolisch akkumulierte Proteine, geschéddigte oder nicht mehr bendtigte
zelluldre Bestandteile sowie ganze Zellorganellen abzubauen. Die Autophagie wird in
drei Wege aufgeteilt: die Makroautophagie, die Mikroautophagie und die CMA. Da fiir
die Mikroautophagie kein Zusammenhang zu degenerativen Erkrankungen bekannt ist,
sollte im Folgenden untersucht werden, welche Bedeutung die Makroautophagie sowie
die CMA fiir die Entstehung des Alzheimer-Phénotyps im Alzheimer-Modell CL2006
haben. Die Makroautophagie zeichnet sich durch die initiale Bildung von
Autophagosomen aus, die anschlieBend mit den Lysosomen verschmelzen. Dies
ermoglicht den Abbau ganzer Zellorganellen oder komplexer Proteine. Da bec-1 als
zentrales Gen an der Bildung von Autophagosomen beteiligt ist, wurde dieses mittels
RNAI in seiner Expression vermindert und der Effekt auf die Paralyse sowie der Effekt
auf die Lysosomenbildung, als Marker fiir die Autophagie, in CL2006 ermittelt (siche
Abbildung 4-13). Die Durchfiihrung der bec-I RNAI fithrte zu einem signifikanten
Anstieg der Paralyserate. Im Vergleich zur Kontrolle waren mit bec-1 RNAi 51% mehr
Nematoden paralysiert (151 £ 5%, p <0,001). Dies weist darauf hin, dass eine effektive
Beseitigung fehlerhafter Proteine durch die Makroautophagie wichtig ist, um die

Paralyse zu vermindern.
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Abbildung 4-13 Paralyserate mit bec-1 RNAIi

Paralyserate von CL2006 mit bec-1 RNAi sowie anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C); *** p < 0,001
vs. Kontrolle.

64



ERGEBNISSE

Des Weiteren fiihrte die bec-1 RNAI in C. elegans, wie in Abbildung 4-14 dargestellt,
zu einer um 29% signifikant verminderten Lysosomenbildung im Vergleich zur
Kontrolle (71 + 14%, p <0,001). Das bestitigt die Annahme, dass BEC-1 essentiell fiir
den vollstdndigen Ablauf der Autophagie ist.
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Abbildung 4-14 Lysosomenbildung mit bec-1 RNAi

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefarbter Lysosomen in CL2006 Kontrolle (A) bzw. mit bec-1
RNAi (B); Relative LysoTracker® Red Fluoreszenz als MalBl fiir die Lysosomenbildung (C);
**% p < 0,001 vs. Kontrolle.

Die CMA beschreibt eine Art der Autophagie, bei der im Gegensatz zu anderen
autophagosomalen Prozessen die im Cytosol frei vorliegenden 16slichen Proteine direkt
in die Lysosomen aufgenommen und abgebaut werden konnen. Hierbei spielen
spezifische Rezeptoren der LAMP2-Familie eine wichtige Rolle. Die CMA als Prozess
ist bislang nur in Sdugetieren beschrieben, jedoch sind fiir C. elegans strukturhomologe
Gene bekannt, welche die Existenz der CMA in C. elegans vermuten lassen. Lmp-2 ist
eines von zwel in C. elegans beschriebenen LAMP-homologen Genen. Desweiteren
wird UNC-46 als Transmembranprotein mit einem einzelnen LAMP2-homologen

Motiv beschrieben. Weder die durch RNAi verminderte Expression von /mp-2 noch die
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von unc-46 fihrten in CL2006 zu einer verdnderten Paralyserate gegeniiber der
Kontrolle (92 + 7% bzw. 90 + 8%, Abbildung 4-15). Dies deutet darauf hin, dass in
C. elegans entweder keine CMA stattfindet oder diese ohne Bedeutung fiir die ApB-

induzierte Paralyse ist.
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Abbildung 4-15 Paralyserate mit /mp-2 bzw. unc-46 RNAIi
Paralyserate mit Imp-2 (A) bzw. unc-46 RNAI (B) sowie anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C).

4.4 Bedeutung des Quercetins fiir die p-Amyloid-induzierte

Paralyse in CL2006

Der zweite Teil dieser Arbeit beschiftigt sich mit dem Einfluss von Quercetin auf die
Entwicklung des Alzheimer-Phinotyps im C. elegans Alzheimer-Modell CL2006.
Polyphenole der menschlichen Erndhrung, wie z. B. das Quercetin, werden in der
Literatur hdufig mit der Privention neurodegenerativer Erkrankungen wie z. B. AD in

Zusammenhang gebracht.

4.4.1 Quercetin senkt die Paralyse in CL2006

Zuerst sollte im Folgenden geklirt werden, welchen Effekt Quercetin in Bezug auf die
Paralyse in CL2006 hat. Dazu wurden jung-adulte Nematoden fiir 48 h mit Quercetin in
den Konzentrationen 1 uM, 10 uM und 100 uM inkubiert. Nach einem Hitzeschock
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(1h 35°C) wurde die Paralyserate ermittelt. Es zeigte sich eine von der
Quercetinkonzentration abhédngige Verminderung der Paralyserate. Wie in Abbildung
4-16 dargestellt, filhrte 1 uM Quercetin zu keiner Verdnderung der Paralyserate
(93 £ 15%) wohingegen die Inkubationen mit 10 uM und 100 uM Quercetin die
Paralyse signifikant senkten. Eine Inkubation mit 10 uM Quercetin senkte die Paralyse
um 25% im Vergleich zur Kontrolle (75 £ 4%, p <0,01), eine Inkubation mit 100 uM
fiihrte zu einer Reduktion um 58% (42 + 10%, p <0,001). Da der Effekt mit 100 uM
Quercetin am stirksten war, wurde diese Quercetinkonzentration, wenn nicht anders

angegeben, fiir alle folgenden Versuche eingesetzt.

150
] Bl Kontrolle
o) Bl -+ Quercetin [1 uM]
o £ 1004 @ + Quercetin [10 pM]
=5 ] :ki 3 -+ Quercetin [100 pM]
s ™ ]
S skskk
A~ 8 1
< 507 T
0_

Abbildung 4-16 Paralyserate nach 48 h Inkubation mit 1 pM, 10 pM und 100 pM Quercetin

Paralyserate von CL2006 nach 48 h Inkubation mit 1 pM, 10 uM und 100 uM Quercetin sowie
anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C); ** p < 0,01 bzw. *** p < 0,001 vs. Kontrolle.

4.4.2 Quercetin reduziert die Menge an aggregiertem Protein in

CL2006

Neurodegenerative Erkrankungen sind in der Regel gekennzeichnet durch eine
vermehrte Akkumulation und Aggregation fehlerhafter Proteine. Auch bei der AD
kommt es vermehrt zu einer Bildung von Proteinaggregaten. Wie bereits gezeigt
(Kapitel 4.1) weist auch CL2006 im Vergleich zu dem C. elegans Wildtyp eine
gesteigerte Menge aggregierter Proteine in Losung auf. Die folgenden Untersuchungen
sollten kldren, ob eine Inkubation mit 100 pM Quercetin die Menge an aggregiertem

Protein beeinflussen kann.
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Eine 48 h Inkubation mit Quercetin senkte die Menge an Proteinaggregaten im
Vergleich zur Kontrolle signifikant um 44% (56 + 1%, p <0,001, Abbildung 4-17).
Dieses Ergebnis deutete darauf hin, dass Quercetin liber eine Verminderung der
Proteinaggregation positiven Einfluss auf die Auspriagung des Alzheimer-Phénotyps in

CL2006 nimmt.

150
] Bl Kontrolle

Bl + Quercetin

—

(=

=]
1

%k skok

Proteinaggrgation
[% der Kontrolle]

(9]
<
el

04

Abbildung 4-17 Proteinaggregation nach 48 h Inkubation mit Quercetin
Proteinaggregation in CL2006 nach 48 h Inkubation mit 100 uM Quercetin; *** p < 0,001 vs. Kontrolle.
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4.4.3 Quercetin reduziert die Paralyse in CL2006 nicht aufgrund

seiner antioxidativen Kapazitit

Ein Effekt der Akkumulation fehlerhafter Proteine, speziell der AB-Plaques, ist die
Initiierung oxidativer Prozesse, welche zu massiven Schiddigungen und somit zu
degenerativen Erkrankungen fiihren konnen. Gleichzeitig ist eine der beschriebenen
Haupteigenschaften des Polyphenols Quercetin dessen antioxidatives Potential. Um die
Bedeutung der antioxidativen Kapazitit von Quercetin fiir dessen Effekt auf die
Paralyse zu untersuchen, wurde der Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker® Red CM-
H,XRos verwendet (Kapitel 3.4). In einem ersten Schritt wurde untersucht, ob die AB-
Expression in CL2006 im Vergleich zum Wildtyp einen Einfluss auf die ROS-Bildung
aufweist (Abbildung 4-18). CL2006 zeigte einen um 120% (220 +52%) erhohten
mitochondrialen ROS-Spiegel im Vergleich zum Wildtyp N2 (p <0,001).
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Abbildung 4-18 CM-H,XRos von CL2006 im Vergleich zum C. elegans Wildtyp

Mitochondriale ROS-Spiegel vom Wildtyp N2 (A) im Vergleich zu CL2006 (B), Anfiarbung mit CM-
H,XRos und Quantifizierung der ROS-Spiegel (C); *** p < 0,001 vs. N2.
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Quercetin ~ beeinflusste  die  mitochondrialen =~ ROS-Spiegel in  CL2006
konzentrationsabhédngig (Abbildung 4-19). Wihrend 1 uM Quercetin keinen Effekt auf
die ROS-Bildung aufwies (103 £+ 13%), senkte eine Inkubation mit 10 uM bzw. 100 uM
Quercetin gebildete ROS (p <0,001). 10 uM Quercetin senkte die ROS-Spiegel um
27% gegeniiber der Kontrolle (73 £ 11%), 100 uM Quercetin fiihrte zu einer Reduktion
um 46% (54 £ 8%).
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Abbildung 4-19 CM-H,XRos nach 48 h Inkubation mit 1 pM, 10 pM und 100 pM Quercetin

Mitochondriale ROS-Spiegel nach 48 h Inkubation mit 1 uM, 10 uM und 100 pM Quercetin; Anfirbung
mit MitoTracker® Red CM-H,XRos und fluoreszensmikroskopischer Bestimmung; *** p < 0,001 vs.
Kontrolle.

Um zu untersuchen, ob die Reduktion der ROS-Bildung der Grund fiir die geminderte
Paralyserate in mit Quercetin behandelten Nematoden war, wurden jung-adulte CL2006
fir 48 h mit dem Antioxidans Ascorbinsdure behandelt um freie ROS abzufangen.
Abbildung 4-20 zeigt, dass Ascorbinsidure konzentrationsabhidngig die ROS-Produktion
unterdriickte (p <0,001). Eine Behandlung der Nematoden mit 250 uM Ascorbinsdure
fiihrte zu einem Riickgang des ROS-Spiegels um 18% (82 + 12%), mit 500 uM
Ascorbinsdure sank dieser um 35% gegeniiber der Kontrolle (65 + 9%) und war somit

vergleichbar mit dem durch 100 uM Quercetin erreichten Niveau.
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Abbildung 4-20 CM-H,XRos nach 48 h Inkubation mit Ascorbinsiure

Mitochondriale ROS-Spiegel nach 48 h Inkubation mit 250 pM und 500 pM Ascorbinséure; Anfarbung mit
MitoTracker® Red CM-H,XRos und fluoreszensmikroskopischer Bestimmung; *** p<0,001 vs.
Kontrolle.

Jedoch hatte eine Inkubation weder mit 250 uM noch mit 500 uM Ascorbinséure
Einfluss auf die Paralyserate in CL2006 (Abbildung 4-21). Diese Ergebnisse zeigen,
dass die ROS-Spiegel nicht ursdchlich fiir die Paralyse sind und das Quercetin eine
Inhibierung der Paralyse durch Aktivititen erreicht, die unabhdngig von dessen

antioxidativer Kapazitit sind.
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Abbildung 4-21 Paralyserate nach 48 h Inkubation mit Ascorbinséiure

Paralyserate von CL2006 nach 48 h Inkubation mit 250 uM und 500 uM Ascorbinsdure sowie
anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C).
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4.4.4 Quercetin reduziert die Paralyse unabhingig von dessen

Sirtuinaktivierung

Da Quercetin als Sirtuinaktivator beschrieben wird, wurde in einem néchsten Schritt
untersucht, ob die Reduktion der Paralyse durch Quercetin von der Aktivierung des
Sirtuins SIR-2.1 abhéngig ist. Die alleinige RNAi von sir-2.1 fiihrte, wie schon zuvor
gezeigt (vgl. Kapitel 4.2.2.1), zu einer Reduktion der Paralyserate gegeniiber der
Kontrolle. Die zusétzliche Inkubation mit 100 pM Quercetin fiihrte zu einer weiteren
Senkung (p <0,01) der Paralyse um 28% im Vergleich zur sir-2.1 RNAi-Gruppe auf
44 + 7% der Kontrolle. Die Reduktion der Paralyse durch Quercetin ist diesen

Erkenntnissen zu Folge unabhéngig von dessen Sirtuinaktivierung.
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Abbildung 4-22 Paralyserate mit sir-2.1 RNAi und nach 48 h Inkubation mit Quercetin

Paralyserate mit sir-2./ RNAi und nach 48 h Inkubation mit 100 uM Quercetin sowie anschlieBendem
Hitzeschock (1 h 35°C); ** p<0,01 vs. RNAi-Gruppe. Die Signifikanzen der sir-2.1 RNAI sind der
Abbildung 4-6 zu entnehmen.
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4.4.5 Einfluss von Quercetin auf die Proteosase in CL2006

In Kapitel 4.1 wurden zentrale Gene der Proteostase mit Einfluss auf die AB-induzierte
Paralyse in CL2006 ermittelt. Der folgende Teil der Arbeit beschiftigt sich mit der
Frage, welche von diesen Genen Zielgene des Quercetins darstellen. Dazu wurden die
entsprechenden Gene mittels RNAi in ihrer Expression gemindert und zusétzlich
wurden die Nematoden fiir 48 h mit 100 uM Quercetin inkubiert. Kam es mit RNAi1 zu
keiner Senkung der Paralyse durch Quercetin deutete dies darauf hin, dass es sich bei

dem entsprechenden Gen um ein Zielgen des Quercetins handelte.

4.45.1 Quercetin senkt die Paralyse in UPR-defizienten Nematoden

Eine verminderte Expression der fiir die UPR™ wichtigen Gene hsp-6, hsp-60 und dve-1
fihrte zu einem Anstieg der Paralyserate in CL2006 (Kapitel 4.3.1), welche durch
Quercetin wieder gesenkt werden konnte (Abbildung 4-23).

In Kombination mit der RNAi von Asp-6 und hsp-60 fiihrte die Quercetininkubation zu
einem Riickgang der Paralyse um 40% (auf 78 + 17%) bzw. um 20% (auf 107 + 8%)
verglichen mit der jeweiligen RNAi-Gruppe (p < 0,001 bzw. p <0,05). Unter der RNAi
des Transkriptionsfaktors dve-/ reduzierte sich die Paralyse durch Quercetin um 60%
(auf 66 £ 7%, p <0,001). Auch wenn bereits gezeigt wurde, dass die ubl-5 RNAIi die
Paralyse nicht beeinflusste (vgl. Kapitel 4.3.1), schlieBt dies nicht génzlich eine
mogliche Wirkung von Quercetin iiber UBL-5 auf die Paralyse aus, vorausgesetzt, dass
der Faktor urspriinglich inaktiv wére und erst durch Quercetin aktiviert wiirde. Um dies
zu untersuchen wurde Quercetin auch auf ubl-5 RNAi1 Nematoden appliziert. Mit der
ubl-5 RNAi kam es ebenfalls zu einer Reduktion der Paralyserate durch Quercetin um
26% (auf 72 £ 9%) im Vergleich zur RNAi-Behandlung (p <0,001). Insgesamt zeigen
die Ergebnisse, dass die untersuchten Gene der UPR™ nicht die Zielmolekiile des

Quercetins im Hinblick auf die Reduktion der Paralyse sind.
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Abbildung 4-23 Paralyserate in UPR™-defizienten Nematoden und nach 48 h Inkubation mit
Quercetin

Paralyserate mit asp-6 (A), hsp-60 (B), dve-1 (C) bzw. ubl-5 RNAi (D) und nach 48 h Inkubation mit
100 uM Quercetin sowie anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C); * p <0,05 bzw. *** p <0,001 vs.

RNAIi-Gruppe. Die Signifikanzen der RNAi-Gruppen sind der Abbildung 4-8 zu entnehmen.
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Wie in Kapitel 4.3.1 gezeigt wurde, fiihrte die RNA1 des zentralen Transkriptionsfaktors
XBP-1 der UPR™ zu einem Anstieg der Paralyse. Die zusatitzliche Applikation von
Quercetin senkte auch mit xbp-/ RNA1 die Paralyse um 80% (28 = 35%) im Vergleich
zur RNAi-Gruppe (p <0,001, Abbildung 4-24). Die abu-1 und abu-11 RNA1 zeigte
keinen Effekt auf die Paralyse. Analog zu ubl-5 wurde dennoch die Bedeutung im
Hinblick auf die Quercetinwirkung betrachtet. Mit RNAi von abu-1 senkte Quercetin
die Paralyse um 67% (34 £ 24%, p <0,001) und mit abu-11 RNAIi senkte Quercetin die
Paralyse ebenfalls noch um 51% (49 + 16%, p < 0,001).
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Abbildung 4-24 Paralyserate in UPR"®-defizienten Nematoden und nach 48 h Inkubation mit
Quercetin

Paralyserate mit xbp-I RNAi (A), abu-1 (B) bzw. abu-11 (C) und nach 48 h Inkubation mit 100 uM
Quercetin sowie anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C); *** p<0,001 vs. RNAi-Gruppe. Die
Signifikanzen der RNAi-Gruppen sind der Abbildung 4-9 zu entnehmen
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4.4.5.2 Das  Ubiquitin-Proteasom-System  erweist sich als

Zielstruktur des Quercetins

Das UPS spielt eine wichtige Rolle im Abbau fehlerhafter, akkumulierter Proteine.
Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein effektiver proteasomaler
Proteinabbau fiir die Verhinderung des Alzheimer-Phanotyps in CL2006 essentiell ist
(Kapitel 4.3.2). Im Folgenden sollte die Bedeutung des UPS fiir die Effekte des
Quercetins auf die Senkung der Paralyse in CL2006 im Mittelpunkt stehen. Wie bereits
gezeigt, filhrte die RNA1 von ubg-1 und uba-1 zu einer signifikanten Erhohung der
Paralyserate in CL2006. Eine 48 h Inkubation mit Quercetin konnte weder den
paralysesteigernden Effekt der ubg-1 noch den der uba-1 RNAI ausgleichen. Mit ubg-1
RNAIi und Quercetin blieb die Paralyserate um 75% (175 £ 16%) im Vergleich zur
Kontrolle erhoht, nach uba-1 RNA1 und Quercetininkubation war die Paralyserate um
38% (138 = 12%) erhoht. Dies beweist, dass Quercetin ein aktives UPS bendtigt oder

dieses gar aktiviert, um die Paralyse im Alzheimer-Modell zu senken.
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Abbildung 4-25 Paralyserate mit ubg-1 bzw. uba-1 RNAi und nach 48 h Inkubation mit Quercetin
Paralyserate mit ubg-1 (A) bzw. uba-1 RNAIi (B) und nach 48 h Inkubation mit 100 pM Quercetin sowie
anschlieBendem Hintzeschock (1 h 35°C). Die Signifikanzen der ubg-1 sowie uba-1 RNAIi sind der
Abbildung 4-10 zu entnehmen.

Die Bestimmung der Proteasomaktivitdt anhand der proteolytischen Umsetzung eines
an ein Fluorogen gekoppelten Peptids ergab, dass 100 uM Quercetin die
Proteasomaktivitidt in CL2006 signifikant um 54% (154 +24%) steigerte (p < 0,001,
Abbildung 4-26).
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Abbildung 4-26 Proteasomaktivitit nach 48 h Inkubation mit Quercetin
Proteasomaktivitit als % der Kontrolle nach 48 h Inkubation mit 100 uM Quercetin; *** p < 0,001 vs.

Kontrolle.

Mit uba-1 RNA1 war die Proteasomaktivitit signifikant erniedrigt und auch durch

Quercetin nicht mehr steigerbar (Abbildung 4-27). Die Aktivitit war mit uba-/ RNAi

mit 63 £ 7% im Vergleich zur Kontrolle (p < 0,001) auf einem &hnlich niedrigen Niveau

wie mit zusdtzlicher Quercetininkubation (57 + 13%, p <0,001). Diese Ergebnisse

bestitigten, dass Quercetin liber die Ubiquitinierung der Proteine direkten Einfluss auf

das UPS nimmt und somit auch auf die Degradation fehlerhafter Proteine.
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Abbildung 4-27 Proteasomaktivitit mit #ba-1 RNAi und nach 48 h Inkubation mit Quercetin
Proteasomaktivitét als % der Kontrolle mit uba-/ RNAi und nach 48 h Inkubation mit 100 uM Quercetin;

*#* p <vs. Kontrolle.
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4.4.5.3 Die Makroautophagie ist von zentraler Bedeutung fiir die

Quercetin-vermittelte Reduktion der Paralyse

Die Autophagie ist neben dem UPS ein weiterer wichtiger Mechanismus fehlerhafte
Proteine effektiv abzubauen. In Kapitel 4.3.3 wurden bereits zentrale Gene der
Makroautophagie sowie der CMA mit Einfluss auf die Ap-induzierte Paralyse in
CL2006 ermittelt. Im Folgenden soll geklart werden welche von diesen Genen Zielgene
des Quercetins darstellen. Dazu wurden die entsprechenden Gene mittels RNAI in ihrer
Expression gemindert und zusdtzlich wurden die Wiirmer fiir 48 h mit 100 uM
Quercetin inkubiert. Um den zugrunde liegenden Mechanismus genauer aufzukliren,
wurde zusétzlich der Einfluss des Quercetins und die Beteiligung entsprechender Gene
auf die Lysosomenmenge untersucht. Die Makroautophagie ist, wie bereits gezeigt,

maflgeblich an der Verminderung der Paralyse beteiligt.

Ein Ausschalten der Makroautophagie durch bec-1 RNAI fiithrte zu einem signifikanten
Anstieg der Paralyserate in CL2006 (Kapitel 4.3.3). Auch durch die 48 h Inkubation mit
100 uM Quercetin konnte die Paralyse unter bec-1 RNAIi nicht gesenkt werden und
blieb um 40% (140 = 7%) im Vergleich zur Kontrolle erhéht (Abbildung 4-28). Es
bestand kein Unterschied der RNAi-behandelten Gruppen in Ab- bzw. Anwesenheit von
Quercetin. Dieses Ergebnis zeigt, dass Quercetin die Paralyse in Abhdngigkeit einer

aktiven Makroautophagie senkt.
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Abbildung 4-28 Paralyserate mit bec-1 RNAi und nach 48 h Inkubation mit Quercetin

Paralyserate von CL2006 mit bec-/ RNAi und nach 48 h Inkubation mit 100 uM Quercetin sowie
anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C); Die Signifikanzen der bec-1 RNAI sind der Abbildung 4-13 zu
entnehmen.
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In Kapitel 4.3.3 konnte gezeigt werden, dass die Gene der CMA nicht an der
Verminderung der Paralyse beteiligt sind. Da dies jedoch nicht gidnzlich ausschlieft,
dass diese als Zielgene des Quercetins in Frage kommen, wurde eine RNAi der

entsprechenden Gene durchgefiihrt und zusitzlich wurde Quercetin appliziert.

Mit Imp-2 RNAi fiihrte eine 48 h Inkubation mit 100 uM Quercetin zu einer
signifikanten Reduktion (p <0,001) der Paralyse im Vergleich zur RNAi-Gruppe um
37% auf 58 + 1%. Mit unc-46 RNA1 fiel der Effekt mit einer Reduktion um 20% auf
72 £ 14% etwas geringer aus (p <0,05, Abbildung 4-29). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass Quercetin auch unter einer verminderten Expression der mit CMA in
Verbindung gebrachten Gene /mp-2 und unc-46 Einfluss auf die Paralyse hat. Somit
wird der Quercetineffekt nicht {iber diesen Weg der Autophagie vermittelt.
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Abbildung 4-29 Paralyserate mit /mp-2 bzw. unc-46 RNAi und nach 48 h Inkubation mit Quercetin

Paralyserate in CL2006 mit Imp-2 (A) bzw. unc-46 RNAi (B) und nach 48 h Inkubation mit 100 uM
Quercetin sowie anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C); * p <0,05 bzw. *** p<0,001 vs. RNAi-
Gruppe.

79



ERGEBNISSE

Jung-adulte Nematoden wurden fiir 48 h mit 100 uM Quercetin inkubiert und mittels
LysoTracker® Red wurde die Bildung der Lysosomen fluoreszenzmikroskopisch
bestimmt (Abbildung 4-30). Es zeigte sich, dass Quercetin zu einer signifikanten
Reduktion der Lysosomen um 43% im Vergleich zur Kontrolle fiihrte (57 + 18%,
p <0,001). Dies bestitigt, dass Quercetin die Autophagie auf lysosomaler Ebene

beeintrichtigt.
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Abbildung 4-30 LysoTracker® Red Fluoreszenz nach 48 h Inkubation mit Quercetin

Anfirbung mit LysoTracker® Red: Kontrolle (A) und nach 48 h Inkubation mit 100 uM Quercetin (B);
LysoTracker® Red Fluoreszenz in % der Kontrolle nach 48 h Inkubation mit 100 uM Quercetin (C);
*** p < 0,001 vs. Kontrolle.
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Um zu klidren iiber welchen Weg Quercetin letztendlich die Lysosomenbildung
beeinflusst, wurden die Nematoden, zusitzlich zu Quercetin, ab dem jung-adulten
Stadium mit 10 uM Chloroquin inkubiert (Abbildung 4-31). Chloroquin hemmt den
endolysosomalen Abbau iiber eine Erhdhung des lysosomalen pH und fiihrt zu einer
Akkumulation und VergroBerung von Lysosomen. Eine Inkubation mit Chloroquin
steigerte die Menge an Lysosomen um 47% im Vergleich zur Kontrolle (147 £ 25%,
p <0,001). Diese konnte in Gegenwart von Quercetin wieder um 21% im Vergleich zu
nur mit Chloroquin behandelten Nematoden auf 116 + 24% gesenkt werden (p < 0,001).
Dies deutet darauf hin, dass Quercetin die Aktivierung des Proteinabbaus iiber die

Autophagie verstirkt.
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Abbildung 4-31 LysoTracker® Red Fluoreszenz nach 48 h Inkubation mit Chloroquin in Ab- und
Anwesenheit von Quercetin

LysoTracker® Red Fluoreszenz in % der Kontrolle nach 48 h Inkubation mit 10 uM Chloroquin in Ab-

und Anwesenheit von 100 uM Quercetin; *** p <0,001 vs. Kontrolle bzw. ### p <0,001 vs. mit

Chloroquin behandelte Nematoden.

Wie gezeigt spielen die lysosomalen Rezeptoren der CMA funktionell keine Rolle fiir
die Paralyse in CL2006 (vgl. Kapitel 4.3.3). Trotzdem sollte im Folgenden geklart
werden, ob sie dennoch eine Wirkung auf die Lysosomenbildung aufweisen und ob
Quercetin fiir seine lysosomensenkende Wirkung die Rezeptoren bendtigt (Abbildung

4-32).

Die RNA1 von /mp-2 fiihrte zu einem signifikanten Riickgang der Menge an Lysosomen
um 41% verglichen mit der Kontrolle (59 + 17%, p < 0,001), wohingegen die RNAi von
unc-46 keinen Effekt aufwies (98 = 25%). Wurden die Nematoden zusétzlich fiir 48 h

mit 100 uM Quercetin inkubiert, war wiederum ein signifikanter Riickgang der
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Lysosomenmenge zu verzeichnen (p <0,01), der unabhingig vom Gen-Effekt war.
Unter /mp-2 RNAi und Quercetininkubation sank die Menge an Lysosomen um 36%
gegeniiber der RNAi-Behandlung auf 38 + 12% (p <0,01). Mit unc-46 RNAI sank die
Lysosomenmenge durch zusitzliche Quercetininkubation um 30% gegeniiber der
RNAIi-Gruppe auf 69 + 19% der Kontrolle (p <0,01). Dies bestitigt die Funktionalitit
von /mp-2 in C. elegans und zeigt, dass Quercetin jedoch nicht {iber eine Aktivierung

der lysosomalen Rezeptoren Einfluss auf die lysosomale Aktivitdt nimmt.
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Abbildung 4-32 LysoTracker Red ® Fluoreszenz mit /mp-2 bzw. unc-46 RNAi und nach 48 h
Inkubation mit Quercetin

LysoTracker Red ® Fluoreszenz in % der Kontrolle mit /mp-2 (A) bzw. unc-46 RNAi (B) und nach 48 h
Inkubation mit 100 pM Quercetin, *** p < 0,001 bzw. ## p < 0,01 vs. Kontrolle.

4.5 Bedeutung des Resveratrols fiir die p-Amyloid-induzierte

Paralyse in CL2006

Der folgende Teil dieser Arbeit beschiftigt sich mit der Bedeutung eines weiteren
Polyphenols, des Resveratrols, fiir die Entwicklung des Alzheimer-Phinotyps in
CL2006. Resveratrol ist neben Quercetin eines der am weitesten verbreiteten
Polyphenole. AuBerdem wird Resveratrol eine Bedeutung im Hinblick auf die
Privention einiger degenerativer Erkrankungen, inklusive neurodegenrativer

Erkrankungen, zugesprochen.
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4.5.1 Resveratrol senkt die Paralyse in CL2006

Zuerst sollte im Folgenden geklart werden, welchen Effekt Resveratrol in Bezug auf die
Paralyserate in CL2006 hat. Dazu wurden jung-adulte Nematoden fiir 48 h mit 1 uM,
10 uM und 100 pM Resveratrol inkubiert (Abbildung 4-33). Alle drei Konzentrationen
senkten die Paralyserate signifikant. 1 uM Resveratrol senkte die Paralyse um 39% im
Vergleich zur Kontrolle (61 = 14%, p <0,001), 10 uM Resveratrol um 25% (75 + 7%,
p <0,05) und 100 pM um 41% gegeniiber der Kontrolle (59 + 10%, p <0,001). Wie
schon flir Quercetin gezeigt, senkte auch Resveratrol die Paralyserate in CL2006
konzentrationsabhdngig, auch wenn die einzelnen Konzentrationen Unterschiede zu
Quercetin in ihrer Effektivitit aufwiesen. Um die Vergleichbarkeit mit Quercetin
dennoch zu gewihrleisten, wurde Resveratrol, wenn nicht anders angegeben, in einer

Konzentration von 100 uM weiter verwendet.
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Abbildung 4-33 Paralyserate nach 48 h Inkubation mit 1 pM, 10 pM und 100 pM Resveratrol

Paralyserate von CL2006 nach 48 h Inkubation mit 1 pM, 10 uM und 100 pM Resveratrol sowie
anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C); * p < 0,05 bzw. *** p < 0,001 vs. Kontrolle.
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4.5.2 Resveratrol reduziert die Menge an aggregiertem Protein in

CL2006

Wie in Kapitel 4.4.2 fiir Quercetin gezeigt, senkte auch Resveratrol die Menge
aggregierter Proteine in Losung und verminderte so die AB-induzierte Toxizitdt in
CL2006 (Abbildung 4-34). Durch die Inkubation mit 100 uM Resveratrol konnte ein
signifikanter Riickgang der Menge der Proteinaggregate um 63% gegeniiber der
Kontrolle verzeichnet werden (37 £+ 4%, p < 0,001).
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Abbildung 4-34 Proteinaggregation nach 48 h Inkubation mit Resveratrol

Proteinaggregation in Losung von CL2006 nach 48 h Inkubation mit 100 uM Resveratrol; *** p < 0,001
vs. Kontrolle.
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4.5.3 Resveratrol senkt mitochondriale ROS in CL2006

Wihrend 1 uM Resveratrol, genau wie 1 uM Quercetin (vgl. Kapitel 4.4.3), keinen

Einfluss auf die ROS-Spiegel in den Mitochondrien aufwies (105 = 11%), senkte eine

Inkubation mit 10 uM und 100 uM Resveratrol die mitochondriale ROS-Bildung

signifikant (p < 0,001, Abbildung 4-35). Resveratrol in einer Konzentration von 10 pM

senkte die ROS-Spiegel um 39% im Vergleich zur Kontrolle (61 £ 19%) und in einer

Konzentration von 100 uM um 87% (13 £5%). In Kapitel 4.4.3 wurde bereits

postuliert, dass die antioxidative Kapazitdt nicht entscheidend fiir die Paralyse ist. Diese

Postulat wird bestirkt durch die Reduktion der Paralyse durch 1 uM Resveratrol, die

unabhéngig von dessen antioxidatver Aktivitét ist.
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Abbildung 4-35 CM-H,XRos nach 48 h Inkubation mit Resveratrol

Mitochondriale ROS-Spiegel nach 48 h Inkubation mit 1 uM, 10 uM und 100 uM Resveratrol;
Anfarbung mit MitoTracker® Red CM-H,XRos und fluoreszensmikroskopischer Bestimmung; ***

p <0,001 vs. Kontrolle.
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4.5.4 Einfluss von Resveratrol auf die Proteosatse in CL2006

Um die Bedeutung der Proteostase fiir den durch Resveratrol vermittelten Effekt auf die
Paralyserate in C. elegans CL2006 zu ermitteln, wurden die zentralen Gene der
einzelnen Komponenten mittels RNAIi in ihrer Expression vermindert. Im jung-adulten
Stadium wurden die Nematoden mit 100 pM Resveratrol fiir 48 h inkubiert,
anschlieend ein Hitzeschock (1 h, 35°C) durchgefiihrt und unmittelbar danach wurde

die Paralyse gemessen.

4.5.4.1 Resveratrol aktiviert Zielproteine der UPR

Bei einer Inkubation von CL2006 mit 100 uM Resveratrol konnte die Paralyserate trotz
RNAi der mitochondrialen Chaperone HSP-6 und HSP-60 gesenkt werden (p < 0,001,
Abbildung 4-36). Die RNAi von Asp-6 senkte die Paralyse um 46% gegeniiber der
RNAi-Gruppe auf 71 +25%, mit Asp-60 RNAIi sank die Paralyse durch Resveratrol
gegeniibber der RNAi-Gruppe um 52% auf 64+13%. Nach RNAi des
Transkriptionsfaktors dve-/ kam es zu einem Riickgang der Paralyse (p < 0,001) durch
Resveratrol im Vergleich zur RNAi-Gruppe um 35% auf 58 £ 5%. Obwohl eine ubl-5
RNAI die Paralyse nicht beeinflusste (vgl. Kapitel 4.3.1) verhinderte sie die Reduktion der
Paralyse durch Resveratrol (99 £+ 7%). Dies deutet auf eine Aktivierung von UBL-5 durch

Resveratrol hin.
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Abbildung 4-36 Paralyserate in UPR™-defizienten Nematoden und nach 48 h Inkubation mit

Resveratrol

Paralyserate von CL2006 mit Asp-6 (A), hsp-60 (B), dve-1 (C) bzw. ubl-5 RNAi (D) und nach 48 h
Inkubation mit 100 uM Resveratrol sowie anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C); *** p < 0,001 vs.
RNAI-Gruppe. Die Signifikanzen der RNAi-Gruppen sind der Abbildung 4-10 zu entnehmen.
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Unter der verminderten Expression des UPR™*-relevanten Transkriptionsfaktors XBP-1
konnte Resveratrol die Paralyserate nicht mehr senken (125 +22%, Abbildung 4-37).
Mit abu-1 bzw. abu-11 RNAI fiihrte eine Inkubation mit 100 uM Resveratrol zu einer
signifikanten Senkung der Paralyse (p <0,01 bzw. p<0,001). Dabei sank die
Paralyserate mit abu-I RNAi und Resveratrolinkubation um 44% gegeniiber der RNAi-
Behandlung auf 57 + 4% und unter abu-11 RNAi um 59% auf 41 + 5%. Dies zeigt, dass
die UPR™ iiber eine Aktivierung des zentralen Transkriptionsfaktors XBP-1 Ziel des
Resveratrols ist. Die abu-Gene, die als Antwort auf steigenden ER-Stress aktiviert

werden, waren nicht durch Resveratrol beeinflussbar.
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Abbildung 4-37 Paralyserate in UPR"®-defizienten Nematoden und nach 48 h Inkubation mit
Resveratrol

Paralyserate mit xbp-1 (A), abu-1 (B) bzw. abu-11 RNAi (C) und nach 48 h Inkubation mit 100 pM
Resveratrol sowie anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C); ** p <0,01 bzw. *** p <0,001 vs. RNAi-
Gruppe. Die Signifikanzen der RNAi-Gruppen sind der Abbildung 4-10 zu entnehmen
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4.5.4.2 Einfluss von Resveratrol auf das Ubiquitin-Proteasom-

System

In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass ein effektiver proteasomaler
Proteinabbau fiir die Verhinderung des Alzheimer-Phénotyps sowie die Vermittlung des
Quercetineffektes in CL2006 essentiell ist (vgl. Kapitel 4.4.5.2). Im Folgenden wurde
analog zu Quercetin die Bedeutung des UPS fiir die Vermittlung des Resveratroleffektes

untersucht.

Eine 48 h Inkubation mit 100 uM Resveratrol konnte den paralysesteigernden Effekt
der RNAi des C. elegans Ubiquitin-Homologs ubg-I nicht wieder ausgleichen
(Abbildung 4-38). Die Paralyserate blieb mit 177 + 11% im Verhiltnis zur Kontrolle
auf einem dhnlich hohem Niveau wie die ubg-1 RNAi-Gruppe (184 + 12%). Mit uba-1
RNAI und Resveratrolinkubation kam es zu einer signifikanten Reduktion der Paralyse
(p <0,001) um 43% gegeniiber der RNAi-Behandlung auf 86 + 5%. Diese Ergebnisse

zeigen, dass das UPS Zielstruktur des Resveratrols ist.
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Abbildung 4-38 Paralyserate mit ubq-1 bzw. uba-1 RNAi und nach 48 h Inkubation mit Resveratrol

Paralyserate mit ubg-1 (A) bzw. uba-1 RNAi (B) und nach 48 h Inkubation mit 100 uM Resveratrol
sowie anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C); *** p < 0,001 vs. RNAi-Gruppe; Die Signifikanzen der
ubg-1 und uba-1 RNAI sind der Abbildung 4-10 zu entnehmen.

Im Folgenden sollte gekldrt werden, inwiefern Resveratrol die proteasomale Aktivitét
direkt moduliert. Wie schon zuvor fiir Quercetin (vgl. Kapitel 4.4.5.2) gezeigt, steigerte

eine 48 h Inkubation jung-adulter Nematoden mit 100 uM Resveratrol die proteasomale
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Aktivitit in C. elegans CL2006 signifikant um 65% (165 +29%, p <0,01, Abbildung
4-39). Analog zu dem unter Quercetininkubation erreichten Ergebnis ldsst dieses
Resultat darauf schliefen, dass Resveratrol das UPS direkt beeinflusst und somit auch

die Degradation fehlerhafter Proteine vorantreibt.
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Abbildung 4-39 Proteasomaktivitit nach 48 h Inkubation mit Resveratrol

Proteasomaktivitét als % der Kontrolle nach 48 h Inkubation mit 100 uM Resveratrol; ** p < 0,01 vs.
Kontrolle.

4.5.4.3 Die Autophagie ist von zentraler Bedeutung fiir die

Resveratrol-vermittelte Reduktion der Paralyse

Neben dem UPS spielt die Autophagie fiir den Abbau aggregierter Proteine eine
zentrale Rolle. Im Folgenden wurde untersucht welcher Weg der Autophagie fiir den
Resveratroleffekt von Bedeutung ist und welchen Einfluss Resveratrol auf die

Lysosomenbildung hat.

Zunichst wurde die Bedeutung der Makroautophagie betrachtet. Nach einer 48 h
Inkubation mit 100 uM Resveratrol blieb die Paralyserate mit 142 + 3% im Verhéltnis
zur Kontrolle unveridndert gegeniiber der bec-1 RNAi-Gruppe (Abbildung 4-40). Diese
Untersuchungen zeigten, dass Resveratrol, wie auch Quercetin, die Paralyse nur senken

konnte, wenn eine aktive Makroautophagie mit einem aktiven BEC-1 vorhanden war.
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Abbildung 4-40 Paralyserate mit bec-1 RNAi und nach 48 h Inkubation mit Resveratrol

Paralyserate von CL2006 mit bec-I RNAIi und nach 48 h Inkubation mit 100 uM Resveratrol sowie
anschliefendem Hitzeschock (1 h 35°C); Die Signifikanzen der bec-1 RNAI sind der Abbildung 4-13 zu

entnehmen.

LMP-2-defiziente Wiirmer zeigten keinen Riickgang der Paralyse durch Resveratrol
(92 +23%, Abbildung 4-41), wihrend Resveratrol mit wunc-46 RNAi zu einem
signifikanten Riickgang (p <0,001) der Paralyse im Vergleich zur unc-46 RNAi-
Gruppe um 55% auf 38 £+ 25% fiihrte. Hierbei zeigte sich, dass Resveratrol, anders als
Quercetin, fiir seinen Effekt auf den Alzheimer-Phénotypen das CMA-assoziierte Gen

Imp-2 bendtigt.
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Abbildung 4-41 Paralyserate mit Imp-2 bzw. unc-46 RNAi und nach 48 h Inkubation mit
Resveratrol

Paralyserate mit /mp-2 (A) bzw. unc-46 RNAIi (B) und nach 48 h Inkubation mit 100 uM Resveratrol

sowie anschlieBendem Hitzeschock (1 h 35°C), *** p < 0,001 vs. RNAi-Gruppe.
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Die Behandlung von CL2006 mit 100 uM Resveratrol senkte die gebildete Menge an
Lysosomen signifikant um 33% (67 £24%) gegeniiber der Kontrolle (p <0,001,
Abbildung 4-42).
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Abbildung 4-42 LysoTracker® Red Fluoreszenz in CL2006 nach 48 h Inkubation mit Resveratrol

Anfirbung mit LysoTracker® Red: Kontrolle (A) und nach 48 h Inkubation mit 100 pM Resveratrol (B);
LysoTracker® Red Fluoreszenz in % der Kontrolle nach 48 h Inkubation mit 100 pM Resveratrol (C);
**% p < 0,001 vs. Kontrolle.

Fiir die genaue Aufkldrung der Resveratrolwirkung auf die lysosomalen Prozesse wurde
die Beeinflussung der Lysosomenmenge durch Resveratrol in Gegenwart von
Chloroquin  bestimmt. 10 uM  Chloroquin verhinderten die Reduktion der
Lysosomenmenge durch Resveratrol (Abbildung 4-43). Sie blieb um 44% (144 + 28%)
erhoht im Vergleich zur Kontrolle (p <0,001; vgl. Chloroquin um 50% erhdht). Dies
deutet darauf hin, dass Resveratrol den Abbau von Proteinen in den Lysosomen

beschleunigt.
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Abbildung 4-43 LysoTracker® Red Fluoreszenz nach 48 h Inkubation mit Chloroquin in Ab- und
Anwesenheit von Resveratrol

LysoTracker® Red Fluoreszenz nach 48 h Inkubation mit 10 uM Chloroquin in Ab- und Anwesenheit
von 100 uM Resveratrol; *** p < 0,001 vs. Kontrolle.

Eine RNAi von /mp-2 verhinderte eine Senkung der Lysosomen durch die gleichzeitige
Behandlung der Nematoden mit 100 uM Resveratrol (Abbildung 4-44). Im Gegensatz
dazu kam es mit unc-46 RNAi und Resveratrolinkubation zu einem Riickgang
(p<0,01) der Lysosomenmenge verglichen mit der RNAi-Gruppe um 30% auf
64 £ 18%. Demnach ist zu postulieren, dass /mp-2 einen funktionellen Rezeptor der
CMA in C. elegans kodiert und dieser fiir den durch Resveratrol gesteigerten

autophagosomalen Abbau von Proteinen und die Reduktion der Paralyse benétigt wird.
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Abbildung 4-44 LysoTracker® Red Fluoreszenz mit Imp-2 bzw. unc-46 RNAi und nach 48 h
Inkubation mit Resveratrol

LysoTracker® Red Fluoreszenz mit /mp-2 (A) bzw. unc-46 RNAi (B) und nach 48 h Inkubation mit

100uM Resveratrol; ** p < 0,01 bzw. *** p < 0,001 vs. Kontrolle (A), ## p < 0,01 vs. RNAi-Gruppe (B).
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Die Alzheimer Erkrankung (AD) gehort zu den progressiven neurodegenerativen
Erkrankungen und ist die héufigste Form der Altersdemenz. Bis heute ist keine
Moglichkeit bekannt die Erkrankung aufzuhalten oder zu heilen. AD ist gekennzeichnet
durch die Akkumulation von senilen Plaques im Gehirn. Diese setzen sich
hauptsichlich aus B-Amyloid (AP) - Peptiden zusammen [37]. AP, welches aus 39-43
Aminosduren (AS) besteht [37], entsteht durch die proteolytische Spaltung des
Amyloid-Vorlduferproteins (amyloid precursor protein, APP). Dieses transmembrane
Protein wird durch Sekretasen proteolytisch prozessiert. Erfolgt die Umsetzung durch
die B- und y-Sekretase entsteht unldsliches und toxisches AP;.49 bzw. ABj4, [234]. Laut
der ,,Amyloid-Hypothese“spielt ihre Akkumulation zu Oligomeren die Schliisselrolle in
der Pathogenese der AD [35, 36]. Diese Proteinaggregate scheinen fiir verschiedene
zelluldre Dysfunktionen verantwortlich zu sein. Dazu zéhlen erhdhter ROS-Stress, ein
verdnderter lonenhaushalt sowie Dysfunktionen der Mitochondrien und des
endoplasmatischen Retikulums (ER), welche die beobachtete Neurotoxizitit des AB zu
bedingen scheinen [235]. Ob AP intrazelluldr oder, wie bisher angenommen,
extrazellular wirkt, wird derzeit stark diskutiert. Allerdings wird zunehmend anerkannt,
dass intrazelluldr akkumulierendes AP cytotoxisch wirkt und fiir frithe Verdnderungen
im Rahmen der AD verantwortlich sein kdnnte. Extrazelluldres AP hingegen scheint das
Resultat von neuronalem Zelltod und Degeneration in einem spéten Stadium der AD zu
sein [236]. In der vorliegenden Arbeit wurde der transgene C. elegans Stamm CL2006,
welcher humanes AP;4; in den Muskelzellen der Korperwand exprimiert [188],
herangezogen, um den Einfluss verschiedener genetischer und nutrigenomischer
Faktoren auf die Ap-induzierte Toxizitdt zu untersuchen. Im Fokus standen hier die
Bedeutung AD-assoziierter Gene des Steroid-Signalweges sowie eine nutritive
Beeinflussbarkeit iiber eine niedrige Cholesterolversorgung. Ebenfalls galt es die
genetische Bedeutung des Insulin-Signalweges zu kldren. Des Weiteren wurde die
Bedeutung molekularer Mechanismen der UPR™ und UPR™, des proteasomalen
Proteinabbaus sowie der Autophagie erortert. In dem in dieser Arbeit verwendeten
C. elegans Stamm fiihrt das exprimierte humane AP;.4; zu einer starken Proteotoxizitit,
die letztendlich zum Funktionsverlust der AB-exprimierenden Zellen fiihrt [188]. Unter

diesem Aspekt scheint es wichtig anzumerken, dass die letztendlich gebildeten Af-
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Peptide A;.4p-Fragmente darstellen [189]. In vitro Studien haben gezeigt, dass APz
schneller Aggregate formt als AB;.4 und auch schneller fibrilldre Strukturen ausbildet,
wodurch wiederum die AP;4-Aggregation initiiert wird [189, 222]. Die APs.
Aggregate sind hoch toxisch, besonders wenn sie posttranslational am N-Terminus
durch Glutaminylzyklasen pyroglutamyliert wurden [237 —239]. Phénotypisch &ufert
sich die Toxizitdt durch eine zunehmende Paralyse der Nematoden. Der transgene
C. elegans Stamm CL2006 wurde in der Vergangenheit hiufig als Screening-Modell fiir
die Suche nach Substanzen, welche die Proteotoxizitit beeinflussen konnen,
herangezogen [240]. Studien, die sich mit der Aufklarung der AB-Aggregation zugrunde

liegenden Mechanismen beschéftigen, liegen bislang kaum vor.

5.1 Der Steroid-Signalweg beeinflusst iiber die Interaktion mit

DAF-16 die Paralyse in CL2006

Zwischen Lipid- bzw. Cholesterolmetabolismus und der AD gibt es eine bekannte
Verbindung. Polymorphismen des ApoE-Gens, welches fiir das Apolipoprotein E
kodiert, sind genetische Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer late-onset AD. ApoE
ist fir den Cholesteroltransport im Plasma, aber vor allem im Gehirn verantwortlich
[70, 241]. Auch wenn der Zusammenhang zwischen ApoE-Polymorphismen und AD
bekannt ist, ist der zugrunde liegende Mechanismus bislang ungeklirt. Einige Hinweise
deuten darauf hin, dass Verdnderungen im Plasmacholesterolspiegel Einfluss auf die
AD-Entstehung haben [242]. So wird das Apoe4-Allel, welches mit dem erhdhten
Risiko der AD in Verbindung gebracht wird, mit erhdhten Plasmacholesterolspiegeln
assoziiert [243]. Patienten mit Hypercholesterinimien wiesen post mortem eine
verstarkte AB-Akkumulation im Gehirn auf, unabhédngig davon, dass es sich hierbei
nicht um AD-Patienten handelte. Da in der genannten Studie darauf geachtet wurde,
dass kein Apog4-Polymorphismus vorlag [244], kann davon ausgegangen werden, dass
die erhohten Cholesterolspiegel alleine urséchlich fiir die AB-Aggregation waren und
der Apog4-Polymorphismus iiber die Erhéhung des Plasmacholesterols Einfluss auf die
AD-Entstehung nimmt. Auch im umgekehrten Fall ist der Einfluss des Cholesterols auf
die Entstehung der AD deutlich. So konnte in einer Zellkulturstudie mit APP-
transfizierten Neuronen des Hippokampus gezeigt werden, dass ein zelluldres

Cholesteroldefizit zu einer verminderten AB-Produktion und -Aggregation fiihrte [245,
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246]. Fiir die vorliegende Arbeit war daher von grolem Interesse, ob AD-assoziierte
Gene, die den Cholesteroltransport, die Cholesterolversorgung der Zelle und den
Cholesterolmetabolismus beeinflussen, ebenfalls Einfluss auf die AB-Toxizitit in dem
verwendeten C. elegans Alzheimer-Modell haben. In C. elegans wird Cholesterol iiber
die ApoB100 homologen Vitellogenine zu den Zielzellen transportiert [193]. Dort
werden die cholesterolbeladenen Vitellogenine iiber den membranstindigen Rezeptor
RME-2 in die Zelle aufgenommen [195], wo Cholesterol wieder freigesetzt wird und
den zelluldren Steroid-Signalweg aktiviert. DAF-9 vermittelt die Oxidation von
Cholesterol zu dafachronischen Sauren, die als Liganden des nukledren
Hormonrezeptors DAF-12 agieren [196, 197]. Wird, stellvertretend fiir die
Vitellogenine, vit-6 mittels RNAi in seiner Expression vermindert und somit weniger
Cholesterol zu den Zielzellen transportiert und aufgenommen [247], sinkt die
Paralyserate in CL2006 um 46%. Auch wenn weitere Komponenten des Steroid-
Signalweges, daf-9 und daf-12, mittels RNAi inaktiviert wurden, war ein deutlicher
Riickgang der Paralyserate zu erkennen. Eine Hemmung des cholesterolvermittelten
Steroid-Signalweges verhindert demnach die Entstehung des Alzheimer-Phénotyps in
CL2006. Um zu tiberpriifen, ob dies von der Cholesterolversorgung der Zelle abhingig
war, wurde in einem weiteren Ansatz vit-6 in seiner Expression gemindert und mit den
RNAis von daf-9 bzw. daf-12 kombiniert. Es zeigte sich, dass es zu keinem additiven
Riickgang der Paralyse kam. Die Paralyserate blieb in Kombination von vif-6 RNAi1 mit
daf-9 bzw. daf-12 RNAI auf dem Niveau der vi-6 RNAI konstant. Demnach scheint die
Cholesterolversorgung der Zelle letztendlich der limitierende Faktor fiir die Ap-
Toxizitdt und Paralyse in CL2006 zu sein. Um die nutritive Beeinflussbarkeit der Ap-
Toxizitét zu untersuchen, wurde die Wirkung eines Cholesteroldefizits in der Nahrung
ermittelt. C. elegans ist Cholesterol-auxotroph, weshalb dem Medium normalerweise
5 ng/ml Cholesterol zugesetzt wurden. Um ein Cholesteroldefizit zu erreichen wurden
die Nematoden in 2,5 pg/ml cholesterolhaltigem NGM-Medium kultiviert. Es zeigte
sich, dass die Paralyserate durch den Cholesterolmangel um 27% reduziert wurde. Bei
gleichzeitigem Fehlen der Schliisselproteine des Steroid-Signalweges, VIT-6, DAF-9
sowie DAF-12, und Cholesterolmangel war kein additiver Effekt auf die Paralyse
ersichtlich. Dies zeigt, dass der Riickgang der Paralyserate auf ein Cholesteroldefizit in
der Nahrung und somit tatsdchlich auf eine verminderte Cholesterolversorgung der

Zelle zuriickzufiihren ist. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Beobachtung, dass geringe
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Cholesterolkonzentrationen im Plasma und in Zellen die AB-Toxizitét und die Inzidenz
der AD senken [245, 246, 248]. Epidemiologischen Studien zeigten, dass
Plasmahypercholesterindmien die AB-Akkumulation im Gehirn steigern [244]. Dariiber
hinaus konnte in einem Mausmodell gezeigt werden, dass eine hohe
Cholesterolaufnahme mit der Nahrung zur Verstirkung von mit AD-assoziierten
pathologischen Prozessen fiihrte, darunter auch die Akkumulation von AP [249].
Ebenso konnte in einer Zellkulturstudie mit Neuronen des Hippokampus gezeigt
werden, dass ein zelluldres Cholesteroldefizit mit einer verminderten A-Produktion
und Aggregation einhergeht [245, 246]. Dem konnte die Beeinflussung der Ap-
Produktion aus APP und der daran beteiligten Enzyme durch Cholesterol zugrunde
liegen [250]. So konnte in humanen Zellkulturstudien gezeigt werden, dass durch
geringe Cholesterolkonzentrationen die a-Sekretase, die fiir den nicht-amyloidogenen
Abbauweg verantwortlich ist, stimuliert wird [251, 252]. Gleichzeitig scheint die
Aktivitit der B-Sekretase, die den amyloidogenen Abbauweg des APP einleitet, durch
niedrige Cholesterolkonzentrationen gemindert zu werden [245, 253, 254]. Umgekehrt
konnte an Zellkulturen gezeigt werden, dass hohe Cholesterolkonzentrationen die
Aktivitdt der B-Sekretase steigern [255] und die Freisetzung 16slicher APP-Fragmente
dadurch inhibieren [256, 257]. Auch die y-Sekretase, die den letzten Schritt in beiden
Abbauwegen katalysiert, scheint durch niedrige Cholesterolkonzentrationen in ihrer
Aktivitdt gehemmt zu werden. Dies geschieht unabhingig von der Beeinflussung der
Aktivitit der B-Sekretase [253, 258]. Da C. elegans fiir die B-Sekretase keine Homologe
besitzt, kann der durch die Cholesterolmenge vermittelte Effekt nicht {iber diesen
Mechanismus wirken. Zwar wire eine Aktivierung der a-Sekretase auch in C. elegans
denkbar, allerdings hitte dies in letzter Konsequenz keinen Einfluss auf die Af-
Produktion, da diese aufgrund des Transgens unabhdngig synthetisiert wird [188]. Ein
anderer Mechanismus muss durch die verminderte zelluldre Cholesterolkonzentration

aktiviert werden.

Parallel zu dem Steroid-Signalweg verlauft der Insulin/IGF-Signalweg in C. elegans. Es
ist eine Interaktion zwischen beiden Signalwegen beschrieben [197]. Der Insulin-
Signalweg wird durch die Bindung Insulin-dhnlicher Liganden an den DAF-2-Rezeptor
aktiviert. Das Signal miindet letztendlich in der Phosphorylierung des stromabwirts
liegenden FOXO Transkriptionsfaktor DAF-16. Dephosphoryliert transloziert DAF-16
in den Zellkern und transkribiert Gene fiir Stressresistenz und Langlebigkeit [197].
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Kalorienrestriktion hemmt beispielsweise den Insulin-Signalweg und fiihrt zu einer
Dephosphorylierung von DAF-16, welches im Anschluss daran in den Zellkern wandert
und dort transkriptionell aktiv ist [203, 204]. Studien mit Mé&usen zeigen, dass
Kalorienrestriktion zu einer verlangsamten Entstehung der AD beitragen kann [259].
Die RNAIi von daf-16 fiihrte in CL2006 zu einer Steigerung der Paralyserate um 40%.
Dies zeigt, dass aktives, dephosphoryliertes DAF-16 und somit ein inaktiver Insulin-
Signalweg Voraussetzung fiir eine Verminderung der Paralyse in CL2006 sind. Um zu
klaren, ob dies tatsdchlich von der transkriptionellen Aktivitdt von DAF-16 abhédngig
ist, sollten beschriebene Co-Faktoren ebenfalls mittels RNAi in ihrer Expression
unterdriickt werden und die Bedeutung fiir die Paralyse ermittelt werden. Als erstes
wurde die Bedeutung der beiden in C. elegans beschriebenen 14-3-3 Proteine PAR-5
und FTT-2 [203, 260] untersucht. 14-3-3 Proteine gehdren zu einer Familie hoch
konservierter cytoplasmatischer Proteine, die meist als Hetero- oder Homodimere
vorkommen [261], phosphorylierte Substratproteine binden [262] und eine
Konformationsdnderung bewirken [263]. In C. elegans werden 14-3-3 Proteine sowohl
im Zusammenhang mit lebensverlangernden Effekten als auch im Zusammenhang mit
der Interaktion mit DAF-16 beschrieben [204, 264]. So konnen sie DAF-16 binden und
dessen transkriptionelle Aktivitit fordern, was wiederum Einfluss auf Stressresistenz
und Lebensspanne hat (265). Im C. elegans Alzheimer-Modell fiihrte die RNAi der
beiden 14-3-3 Gene zu einem deutlichen Anstieg der Paralyse, was darauf hindeutet,
dass transkriptionell aktives DAF-16 von Bedetung fiir die Paralysereduktion ist.
Zusitzlich wurde SIR-2.1, welches ebenfalls als Co-Faktor von DAF-16 beschrieben ist
und auch mit den 14-3-3 Proteinen interagieren soll, betrachtet. Sirtuine sind hoch
konserviert, kommen in den verschiedensten Organismen vor und werden primér durch
Kalorienrestriktion aktiviert [266, 267]. Sie vermitteln Stressresistenz [268] und
steigern die Uberlebensfihigkeit eines Organismus [269], daher lisst sich das Ergebnis
der Paralysemessung mit sir-2./ RNAIi nicht ganz erkldren. Entgegen der Erwartungen
fiihrte eine sir-2./ RNA1 in C. elegans zu einem signifikanten Riickgang der
Paralyserate. Eine mogliche Erklarung bietet eine beschriebene Interaktion von SIR-2.1
mit ABU-Proteinen, die im Rahmen der Proteostase im ER eine Rolle spielen. Demnach
hemmt SIR-2.1 die ABU-Proteine [207]. Es wire denkbar, dass eine sir-2. 1/ RNAI diese
Hemmung authebt und die ABUs somit aktiviert, was wiederum andere protektive

zellulare Mechanismen der Proteostase induzieren konnte. Da die AD eine auf
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fehlerhaften Proteinen basierende Erkrankung ist [2], ist anzunehmen, dass eine aktive
Proteostase protektiv wirkt. Dennoch zeigten diese Untersuchungen, dass SIR-2.1 als
Co-Aktivator von DAF-16 im Rahmen der Verhinderung der Paralyse keine Rolle
spielt. Da das Fehlen der Co-Aktivatoren FTT-2 und PAR-5 jedoch gleichgerichtete
Effekte wie die RNAi von daf-16 aufweist, ist davon auszugehen, dass die
Paralysesteigerung unter daf~/6 RNAi dennoch auf das Ausbleiben dessen

transkriptioneller Aktivitdt zuriickzufiihren ist.

Zusitzlich interagiert DAF-16 auch mit dem stromabwiérts des Steroid-Signalweges
liegenden Transkriptionsfaktor DAF-12 [197]. Um die Bedeutung der Interaktion fiir
die Paralyse in CL2006 zu betrachten, wurde eine Doppel-RNAi von daf-16 und daf-12
durchgefiihrt. In Kombination der beiden RNAis blieb die Paralyse deutlich erhoht. Der
paralysesenkende Effekt der daf-12 RNAIi ist demnach abhingig von DAF-16. Die
paralysesenkende Wirkung des vermindert ablaufenden Steroid-Signalweges in CL2006
scheint letztendlich iiber eine Aktivierung des FOXO Transkriptionsfaktors DAF-16
durch unbeladenes DAF-12 vermittelt zu werden. Dies konnte die Transkription
stressresistenzfordernder Gene bwirken und konnte so die AP-Toxizitdt in CL2006
vermindern. Dannoch erklért dies nicht die molekularen Mechanismen, die der Ap-
Toxizitdt zugrunde liegen. Diese galt es im Folgenden genauer zu betrachten und

aufzukléaren.

5.2 Die Proteostase bestimmt die f-Amyloid-induzierte Toxizitat in

CL2006

Das im Rahmen der AD gebildete AP akkumuliert in den Zellen hauptsédchlich in
Lysosomen [270], Mitochondrien [271] und dem ER [272]. Insbesondere der im ER
durch AP ausgeloste Stress wird als eine der entscheidenden pathologischen
Verdnderungen im Rahmen der AD vermutet [272]. Neben den funktionellen
Einschrankungen der Zellorganelle, scheinen Protein-Protein-Interaktionen ebenfalls
einen Beitrag zur verminderten Funktionsfdhigkeit der Zellen zu leisten. Dies wird
durch humane, auf Proteinarrays basierenden Studien gestiitzt, die 324 zellulére
Proteine identifizierten, welche auf unterschiedlichste Weise mit AP;.4 interagieren

[273]. Basierend auf der Tatsache, dass die Funktionsfahigkeit von Proteinen und damit
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auch die gesamte Funktionalitiit der Zelle, als Grundlage fiir die Uberlebensfihigkeit
und Gesundheit eines Organismus, auf deren dreidimensionaler Struktur beruht, kann
vermutet werden, dass die zelluldre Proteostase, die fiir die Reparatur oder den Abbau
fehlerhafter Proteine verantwortlich ist, auch grofen Einfluss auf die Pathogenese von

neurodegenerativen Erkrankungen, wie z. B. AD, besitzt [274].

In der Vergangenheit konnte bereits gezeigt werden, dass der im Cytosol lokalisierte
Hitzeschockfaktor 1 (HSF-1) den durch AP verursachten proteotoxischen Stress in den
transgenen CL2006 Wiirmern verringert [275]. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass
Oligomere, die zur Aggregation neigen, auch physiologisch im Alterungsprozess [188]
sowie nach der Applikation eines Hitzeschocks in Ap-exprimierenden Tieren
akkumulieren [276]. Das ldsst vermuten, dass die erhohte Temperatur letztendlich
Einfluss auf die Effektivitit der Proteostase hat, diese schwicht und so eine
entscheidende Rolle fiir die Lebensspanne, aber auch die Gesundheit des Organismus
spielt. In der vorliegenden Arbeit wurde dies als Grundlage fiir die experimentelle
Durchfithrung der Paralysemessungen herangezogen. Der induzierte Hitzeschock fiir
lh bei 35°C fithrte zu einem Auftreten der Paralyse bei ca. 50% der
Nematodenpopulation, wohingegen der Wildtyp N2 nicht paralysierte (nicht gezeigte
Daten). Dieses Erscheinungsbild war assoziiert mit einer deutlichen Zunahme der
aggregierten Proteine in Losung. Der AB-exprimierende C. elegans Stamm wies eine
deutlich hohere Menge aggregierter Proteine auf als der Wildtyp N2. Da die einzige
genetische Varianz zwischen CL2006 und dem Wildtyp das humane A ist, ist davon
auszugehen, dass insbesondere AP in CL2006 aggregiert und dieses fiir die Paralyse der
Nematoden verantwortlich ist. Studien zeigten, dass die Aggregate aus A sich in ihrer
GroBe deutlich unterscheiden konnen [277]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass
Aggregate mit einem grofen Molekulargewicht vermehrt auftraten, wenn die Paralyse
in  Ap-exprimierenden Nematoden durch eine Inaktivierung des Insulin/IGF-
Signalweges gesenkt wurde [275]. Dies ldsst darauf schlieBen, dass unterschiedliche
Proteinaggregate auch unterschiedliche degenerative Mechanismen beeinflussen und
induzieren [277] und, dass das in der vorliegenden Arbeit verwendete ProteoStat®
Protein Aggregation Assay offensichtlich eine toxische Form der Ap-Aggregate
detektiert. In C. elegans sind verschiedene Mechanismen der Proteostase bekannt, die
auch fiir Vertebraten beschrieben sind. Diese fiihren letztendlich zur Detoxifikation von

Peptiden oder Peptidaggregaten. In den Mitochondrien sind die Chaperone HSP-6 und
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HSP-60 malBigeblich fiir eine korrekte Faltung und somit fiir die Stabilisierung von
Proteinen verantwortlich [210, 211]. Auch im Rahmen der Ap-Detoxifikation in
CL2006 scheint dies essentiell, da die reduzierte Expression von hsp-6 und hsp-60
durch RNAI die Paralyserate deutlich erhohte. Die Bildung von AB-Oligomeren und die
anschlieBende Aggregation sind von der Konformation des Proteins abhingig [278],
weshalb es mdoglich erscheint, dass die Chaperone durch Neufaltung der Peptide zur
Entgiftung bzw. Verhinderung der Bildung von toxischen Oligomeren beitragen.
Tatséchlich waren die humanen Chaperonhomologe HSP70 und HSP90 in der Lage in
vitro einzelne AB-Peptide zu binden und so die Oligomerisierung zu verhindern [279].
Fiir diese Arbeit war dariiber hinausgehend von groflem Interesse, ob weitere Gene der
Proteostase die AP-induzierte Toxizitdt und damit die Paralyse beeinflussen. Deshalb
wurde in einem weiteren Schritt der fiir die UPR™ zentrale Transkriptionsfaktor DVE-1,
welcher die durch mitochondrialen Stress induzierte Aktivitdt und Expression der
Chaperone reguliert [214, 215], mittels RNAI in seiner Expression vermindert. Dies
fiihrte zu einem deutlichen Anstieg der Paralyserate gegeniiber der Kontrolle und
verdeutlicht die wichtige Rolle der UPR™ fiir die zelluldre Proteostase und die
Priavention des Alzheimer-Phénotyps der Nematoden. Nachdem in einer anderen Arbeit
gezeigt werden konnte, dass dve-I RNAI die Asp-6 und hsp-60 Expression vermindert
aber nicht vollstindig unterdriickt [215], ist davon auszugehen, dass weitere am
Proteostaseprozess beteiligte Proteine die Expression der Chaperone regulieren. Auch
miissen weitere protektive Faktoren durch DVE-1 aktiviert werden, da der Anstieg der
Paralyse mit dve-1 RNA1 stidrker war als mit Asp-6 und Asp-60 RNAi1. Dem Ubiquitin-
dhnlichen Protein 5 (UBL-5) wird ebenfalls eine wichtige Rolle im Rahmen der UPR™
zugesprochen. Es gibt Hinweise, dass es gemeinsam mit DVE-1 einen nukledren
Komplex bildet, welcher die Bindung des DVE-1 an die Promotorregion der UPR™-
relevanten Zielgene, z.B. hsp-6 und hsp-60, fordert [215]. Interessanterweise
beeinflusste die RNA1 von ubl-5 die Paralyse in CL2006 nicht. Dies deutet darauf hin,
dass DVE-1 letztendlich unabhingig von UBL-5 die Proteostase beeinflusst.
Entsprechend kann postuliert werden, dass es in der Zelle unter AB-induziertem Stress
zu einer DVE-1 vermittelten Expression der Asp-6 und Asp-60 Chaperone kommt und
diese fiir die Verhinderung der Ap-induzierten Paralyse essentiell sind. Ahnlich wie die
UPR™ gibt es auch im ER eine spezifische, durch akkumulierende Proteine induzierten

Stress aktivierte, zellulire Antwort, die UPR"®. Untersuchungen an Menschen zeigten,
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dass Mutationen im PS1-Gen, die mit der Entstehung der FAD assoziiert sind, die
UPR™ schwichen. Dies beeinflusst die ER-Proteostase und trigt letztendlich zur
Entstehung von ER-Stress bei [280]. In der vorliegenden Arbeit wurde anhand der
transgenen Ap-exprimierenden Nematoden in einem néchsten Schritt die Rolle der
UPR™ fiir die Reduktion der Ap-Toxizitit untersucht. Die UPR™ wird in C. elegans
hauptséchlich iiber den bZip Transkriptionsfaktor XBP-1 reguliert. XBP-1 wird durch
SpleiBen der mRNA durch die transmembrane Proteinkinase IRE-1 aktiviert [281].
Dartiber hinaus wurden in C. elegans Proteine der ABU-Familie identifiziert, die zur
Kompensation des verstirkten ER-Stresses aktiviert werden, wenn die UPR™ blockiert
ist [217]. Es bestitigte sich die zentrale Rolle des XBP-1 fiir die Effektivitit der UPR™®
und somit fiir die Detoxifikation des APB. Die RNAi von xbp-1 fiihrte in CL2006 zu
einem Anstieg der Paralyserate, wohingegen die RNAI1 der fiir die ABUs kodierenden
Gene, abu-1 und abu-11, keinen Einfluss auf die Paralyse hatte. Auch wenn gezeigt
werden konnte, dass die RNAi der abu-Gene ER-Stress steigert [217], scheint dieser
durch aktives XBP-1 kompensierbar zu sein. XBP-1 hingegen, welches u.a. die
Transkription des ER-spezifischen Chaperons Asp-4 in C. elegans reguliert [282], ist
essentiell fiir die Verhinderung der Paralyse und kann demnach nicht durch ABU-1 und
ABU-11 kompensiert werden. Ahnlich wie in den Mitochondrien ist die UPR auch im

ER unabdingbar an der Limitation der AB-Toxizitét beteiligt.

Wird davon ausgegangen, dass die funktionellen Schiden der Zellen tatséchlich durch
eine Akkumulation toxischer AB-Fragmente entstehen, wire denkbar, dass neben der
Verhinderung der Entstehung auch die effektive Beseitigung bereits entstandener
Proteinaggregate einen mdoglichen Mechanismus darstellt um die Toxizitit zu
reduzieren. Wird der durch Proteine ausgeldste Stress in den Organellen zu grof3 oder
konnen einige Proteine die UPR™® nicht passieren, werden sie vom ERAD erkannt und
aus dem ER in das Cytosol transportiert [124]. Dort existieren zwei Moglichkeiten
anfallende Proteinaggregate zu beseitigen. Diese sind zum einen das UPS, als
Moglichkeit ubiquitinierte Proteine abzubauen [283], zum anderen die Autophagie, die
fiir den Abbau ganzer Zellorganelle und langlebiger Proteine verantwortlich ist [144].
Das UPS spielt fiir den Abbau von pathogenen, abnormalen und fehlgefalteten
Proteinen eine besonders wichtige Rolle. So wurden bereits einige auf
Proteinaggregation beruhende Erkrankungen, wie z. B. die Parkinson Erkrankung und

AD, mit verénderten proteasomalen Aktivititen in Verbindung gebracht [284]. In der
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Hirnsubstanz von AD-Patienten konnte eine Abnahme an E1- und E2-Enzymen, die fiir
die Ubiquitinierung von abzubauenden Peptiden benétigt werden, gezeigt werden.
Ebenso war die Trypsin-dhnliche katalytische Aktivitit des Proteasoms hier vermindert
[140]. Unklar ist jedoch, ob dies Ursache oder Folge der Ablagerung der senilen
Plaques ist. In C. elegans sind eine El-Ligase, das wuba-1 [224], und zwei
Ubiquitinhomologe, ubg-1 und ubg-2 [218], beschrieben. Da die Ahnlichkeit zwischen
beiden Ubiquitinhomologen so grof3 ist, dass die RNAi von dem einen wahrscheinlich
auch zur verminderten Expression des anderen fiihrt [223], wurde UBQ-1
stellvertretend flir Ubiquitin in dieser Arbeit betrachtet. Fehlten UBQ-1 und UBA-1
aufgrund von RNAI, so kam es zu einer deutlichen Steigerung der Paralyse in CL2006.
Wie zu erwarten, war der Effekt mit ubg-I RNAi mit 84% mehr paralysiereten
Nematoden stérker als mit uba-I RNAIi mit einer gesteigerten Paralyserate um 51%. Die
RNAIi sowohl von ubg-1 als auch von uba-1 fithrten im C. elegans Alzheimer-Modell
zu einem deutlichen Riickgang der Chymotrypsin-dhnlichen proteasomalen Aktivitit.
Dies war mit einer starken Steigerung der aggregierten Proteine in Losung assoziiert.
Der Effekt war jeweils unter ubg-/ RNAi mit einer 2,7-fachen Steigerung der
Proteinaggregation deutlicher, als unter uba-I RNAi. Die betrachteten Parameter
machen deutlich, dass ein effektives proteasomales System einen Einfluss auf die Ap-
induzierten Schiaden nimmt, indem es die toxischen Proteinaggregate abbaut. Da
mitochondriale Dysfunktionen, die durch die AP-Akkumulation im Rahmen der AD
auftreten, die Proteasomaktivitit negativ beeinflussen konnen [285], ergibt sich ein

Kreislauf, der die Proteotoxizitit und damit den Verlauf der Erkrankung verstarkt.

Die Autophagie stellt neben dem UPS den zweiten Hauptabbauweg aggregierter oder
schédlicher Proteine dar. Die Autophagie kann iiber verschiedene Wege ablaufen, die
alle letztendlich mit der Aufnahme der abzubauenden Proteine in Lysosomen enden
[144]. Lange galt die Autophagie lediglich als ein Prozess der Zellhomdostase und als
Moglichkeit der Energiebeschaffung in Hungersituationen [286]. Neuere Studien jedoch
weisen auf Verbindungen zwischen UPS und zahlreichen Erkrankungen hin, darunter
Krebs und neurodegenerative Erkrankungen [287]. So deutete eine Studie an einem
Alzheimer-Mausmodell darauf hin, dass AP zu einer Aktivierung der Autophagie fiihrt
[288]. Dariiber hinaus zeigten weitere Tiermodellstudien, dass auch die Beseitigung
autophagischer Vakuolen in AD-Gehirnen beeintrachtigt ist [289]. Um die Bedeutung

der Autophagie fiir die Paralyse des C. elegans Alzheimer-Modells zu evaluieren,
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wurden die zentralen Gene mittels RNAi vermindert exprimiert. Dazu wurde bec-1, das
zentrale Gen der Makroautophagie, in den Fokus gestellt. BEC-1 ist fiir die Bildung der
Autophagosomen, welche die abzubauenden Proteine zu den Lysosomen transportieren,
verantwortlich [290]. Wurde bec-I durch RNAi vermindert exprimiert, stieg die
Paralyserate in C. elegans bei gleichzeitig sinkender Menge gebildeter Lysosomen, als
Zeichen fiir einen blockierten autophagosomalen Abbauweg, an. Studien zeigten, dass
zu Beginn des pathologischen AD-Prozesses eine Akkumulation von Autophagosomen
zu verzeichnen ist, wobei nicht klar ist, ob es sich dabei um ein Resultat verstirkter
autophagischer ~ Aktivititen oder einer verminderten Verschmelzung von
Autophagosomen mit Lysosomen handelt [291]. Tatsdchlich konnten bereits Jéger et al.
zeigen, dass die Makroautophagie auch am Abbau von APP und AP beteiligt ist und
dass bei AD-Patienten die Expression von Beclin-1 vermindert ist. Dies ging mit einem
Anstiegt der APP- und AB-Spiegel im Gehirn einher, was wiederum die Autophagie
hemmte [292]. Diese Beobachtungen kdnnen dahingehend interpretiert werden, dass in
der frilhen Phase der AD die verstirkte lysosomale Aktivitdt ein Versuch ist, das
toxische AP zu kompensieren, wohingegen die autophagosomale Aktivitit mit
Voranschreiten der Erkrankung als Folge dessen abnimmt [288]. Ein weiterer fiir
Vertebraten gezeigter Autophagieweg ist die CMA, bei der Proteine aus dem Cytosol
direkt in Lysosomen aufgenommen werden. In C. elegans ist dieser Weg nicht
funktionell beschrieben, jedoch sind homologe Gene des fiir die Aufnahme der Proteine
in die Lysosomen verantwortlichen Rezeptors identifiziert. Das LAMP2-Homolog
LMP-2 und das ebenfalls als Membranprotein beschriecbene UNC-46 [230] zeigten
keinen Einfluss auf die Entstehung des Alzheimer-Phinotyps, da ihre RNAi die
Paralyserate nicht beeinflusste. Dies kann darauf zuriick zu fiihren sein, dass sie
lediglich strukturelle Homologien zeigen oder dass ihre Aktivitit durch die anderen

beschriebenen LAMP-Homologe kompensiert wird [230].

Aus den dargestellten Ergebnissen zeigt sich die Notwendigkeit einer funktionierenden
Proteostase, bestehend aus der Proteinfaltung durch Chaperone, sowie der UPR™ und
UPR™, als auch letztendlich des Abbaus der Proteine iiber das Proteasom oder die
Autophagie. Diese Mechanismen sind fiir die Reduktion der AB-induzierten Toxizitdt
im C. elegans Alzheimer-Modell essentiell. Insbesondere die Chaperone HSP-6 und
HSP-60 sowie die Transkriptionsfaktoren der UPR™ und UPR™ sind von Bedeutung.

Fiir den effektiven Abbau aggregierter Proteine sind die UPS-assoziierten Proteine
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UBQ-1 und UBA-1 sowie das fiir den autophagosomalen Abbau essentielle BEC-1
notwendig. Letztendlich scheint es fiir die Verhinderung der AB-Toxizitdt notwendig,
dass Proteine wéhrend der Faltung optimal stabilisiert, bei Bedarf neu gefaltet oder dass

aggregierte toxische Proteine moglichst effektiv wieder beseitigt werden.

5.3 Quercetin und Resveratrol senken die B-Amyloid-induzierte
Toxizitit iiber die Aktivierung der zellulidren

Proteindegradation in CL2006

AD, als eine Erkrankung deren hochster Risikofaktor das Alter ist, stellt in der immer
alter werdenden Gesellschaft ein kontinuierlich wachsendes Problem dar [12]. Bis heute
ist keine Moglichkeit der Heilung oder Verzdgerung des Krankheitsverlaufes bekannt.
Allerdings verdichten sich die Hinweise darauf, dass bestimmte Mikrondhrstoffe und
sekunddre Pflanzeninhaltsstoffe den Ausbruch der Erkrankung verzdgern oder
verhindern konnten. Polyphenole sind in der menschlichen Erndhrung weit verbreitet
und sowohl experimentelle als auch epidemiologische Studien mit diesen sekundéren
Pflanzeninhaltsstoffen deuten darauf hin, dass sie protektive Effekte auf die AD-
Entstehung haben [167, 293, 294]. Zu den am weitesten verbreiteten Polyphenolen in
Nahrungspflanzen gehoren Quercetin und Resveratrol. Quercetin ist primir in Zwiebeln
und Apfeln zu finden [295], wihrend Resveratrol hauptsichlich in der roten Traube und

somit im Rotwein vorkommt [164].

Welche Einfliisse die Polyphenole Quercetin und Resveratrol im Rahmen der Ap-
Toxizitdt im C. elegans Stamm CL2006 besitzen, sollte in der vorliegenden Arbeit
aufgeklart werden. Obwohl Quercetin und Resveratrol beide zur Klasse der Polyphenole
gehoren, weisen sie dennoch strukturelle Unterschiede auf und sind somit auch in der
Lage unterschiedliche Mechanismen zu aktivieren [296]. Es zeigte sich, dass Quercetin
konzentrationsabhéngig FEinfluss auf die Paralyse nahm wund diese in einer
Konzentration von 100 uM um ca. 58% senkte. 1 uM zeigte keinen Einfluss,
wohingegen 10 uM die Paralyserate zwar senkte, der Effekt mit 25% jedoch geringer
ausfiel als mit 100 pM Quercetin. Auch Resveratrol senkte die Paralyse in CL2006
konzentrationsabhingig, wobei im Gegensatz zu Quercetin alle drei getesteten

Konzentrationen zu einer Senkung fiihrten. Interessanterweise waren 1 uM und 100 uM
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gleich effektiv, wohingegen 10 uM Resveratrol die Paralyse zwar ebenfalls senkte, der
Effekt jedoch deutlich geringer ausfiel als mit den anderen getesteten Konzentrationen.
Bei 100 uM der beiden Polyphenole war ihre paralysesenkende Wirkung etwa gleich
stark ausgepragt. Da bereits gezeigt wurde, dass letztendlich die Toxizitdt des AP und
die daraus resultierende Paralyse iiber die Menge aggregierter Proteine bestimmt wird
(vgl. Kapitel 4.1), galt es grundlegend zu kldren, ob dies auch fiir die Paralysereduktion
durch die Polyphenole galt. In einer Konzentration von 100 uM senkten sowohl
Quercetin, als auch Resveratrol die Menge aggregierter Proteine in Losung signifikant
und bestitigen damit die Annahme, das die Menge aggregierer Proteine der limitierende
Faktor fiir die AB-Toxizitdt und Prigung des Alzheimer-Phanotyps in CL2006 sind.
Welche Mechanismen dazu aktiviert wurden wird im Folgenden diskutiert. Eine der
Haupteigenschaften von Polyphenolen ist ihre antioxidative Kapazitéit [297]. Da die AD
mit einem verstarkten Aufkommen an oxidativem Stress [298], welcher zu Schiaden in
neuronalen Zellen filihrt, einhergeht [299], lag es nahe zu vermuten, dass die beiden
Polyphenole aufgrund ihrer antioxidativen Eigenschaften [297] die Paralyse in CL2006
reduzieren. Insbesondere dem Quercetin wird ein groer Beitrag zum Schutz neuronaler
Zellen vor ROS-induzierten Schiden zugesprochen [166, 300]. Die Expression des A}
in CL2006 fiihrte zu einem verstirkten Vorkommen von mitochondrialen ROS im
Vergleich zum Wildtyp N2. Durch die Inkubation mit den beiden Polyphenolen wurden
die mitochondrialen ROS-Spiegel effektiv gesenkt. Genau wie hinsichtlich der Paralyse
bewirkte Quercetin eine konzentrationsabhéngige Senkung. Auch wenn Resveratrol die
Paralyse mit 1 pM und 100 pM am effektivsten senkte, so zeigte sich fiir die
antioxidative Kapazitit das gleiche konzentrationsabhingige Verteilungsmuster wie bei
Quercetin. 1 uM beider Polyphenole spielte fiir die Verhinderung erhéhter
mitochondrialer ROS keine Rolle, wihrend 10 pM bzw. 100 uM die mitochondrialen
ROS-Spiegel signifikant senkten. Dieser Effekt fiel bei einer Polyphenolkonzentration
von 100 uM am deutlichsten aus. Da Resveratrol in einer Konzentration von 1 pM zwar
die Paralyse nicht jedoch die mitochondiralen ROS-Spiegel senkte, war davon
auszugehen, dass die antioxidative Kapazit der Polyphenole keine Bedetung fiir die
Verminderung der Ap-Toxizitdt hatte. Um dies final zu bestdtigen, wurde
Ascorbinsdure als eines der bekanntesten und potentesten Antioxidantien [301] zum
Vergleich herangezogen. Ascorbinsdure senkte in den beiden getesteten

Konzentrationen die mitochondrialen ROS-Spiegel stark, hatte jedoch keinerlei Einfluss
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auf die Paralyse. Dies bestitigte, dass die antioxidative Kapazitit von Polyphenolen als
Mechanismus fiir die Reduktion der Paralyserate ausgeschlossen werden kann. Da sich
100 uM als potenteste Konzentration der beiden Polyphenole zeigte und mit dieser
Konzentration gleich starke Effekte auf die Paralyse erzielt wurden, wurden fiir alle
weiteren Versuche Polyphenole mit dieser Konzentration appliziert. Polyphenolen wird
eine wichtige Rolle in der Vermittlung von Stressresistenz zugesprochen. So wurden
Quercetin und Resveratrol als Sirtuinaktivatoren identifiziert [206, 302]. Stellvertretend
fiir die beiden in dieser Arbeit verwendeten Polyphenole wurden CL2006 Nematoden
mit 100 pM Quercetin inkubiert und zusdtzlich wurde eine sir-2./ RNA1 durchgefiihrt.
Der paralysesenkende Effekt der sir-2./ RNAi wurde hierdurch nochmal verstirkt.
Demnach muss die Polyphenolwirkung auf die Paralyse unabhéngig von der SIR-2.1
Aktivierung vermittelt werden. In einer anderen Studie wurde in Bezug auf die
Verldngerung der Lebensspanne in C. elegans durch Quercetin bereits gezeigt, dass

auch hier ein SIR-2.1 unabhingiger Mechanismus existieren muss [303].

Im Rahmen der Verhinderung des, durch die AB-vermittelte Toxizitdt, generierten
Alzheimer-Phénotyps wurde, wie in Kapitel 5.1 bereits diskutiert, der zelluldren
Proteostase eine besondere Rolle zugesprochen. Da bereits gezeigt wurde, dass
Polyphenole Einfluss auf die Proteinaggregation ausiiben, erweisen sich die
Mechanismen der zelluldren Proteostase als mogliche Ziele der Polpyphenole. Um die
Bedeutung der Proteostase fiir die durch Quercetin und Resveratrol vermittelten Effekte
zu ermitteln, wurden die einzelnen zentralen Gene der Proteostase unter Verwendung
der RNAI untersucht. Die mitochondrialen Chaperone HSP-6 und HSP-60 wurden fiir
die Quercetin- als auch die Resveratrolwirkung nicht bendtigt. Auch unter RNAi beider
Chaperone fiihrte die Inkubation mit beiden Polyphenolen zu einer Senkung der
Paralyse. Neuste Studien weisen darauf hin, dass die Proteostase Ziel von sekundéren
Pflanzeninhaltsstoffen sein konnte [304]. In einer humanen Zellkulturstudie wurde
gezeigt, dass Quercetin das humane HSP70 inhibiert. Diese von Hosokawa et al.
beschriebene HSP70-Hemmung in HeLa-Zellen sowie in Zellen einer
Kolonkarzinomzelllinie [305] konnte darauf basieren, dass in Anwesenheit der
Polyphenole weniger fehlgefaltete Proteine entstehen und deshalb die Aktivitdten von
HSP-6 und HSP-60 in Bezug auf die AP-Aggregation unbedeutender werden.
Mitochondriale Dysfunktionen sind ein Indikator fiir neurodegenerative Erkrankungen.

Studien zeigten, dass Polyphenole speziell Einfluss auf die Mitochondrien haben
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konnen [306]. So konnten z.B. Anthocyane in Maiusen, die mitochondriale
Dysfunktionen in Zellen des Hippokampus aufwiesen, diese verbessern, indem sie die
mitochondriale Biogenese aktivierten sowie ROS-Spiegel und Vorkommen von
Carbonylverbindungen senkten [307]. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass eine
polyphenolreiche Erndhrung die Spiegel des antioxidativ wirkenden Glutathions in
zerebralen Mitochondrien von Mausen erhohte [308]. Demnach wére es denkbar, dass
auch Quercetin und Resveratrol {iber eine Beeinflussung mitochondrialer Mechanismen,
z. B. eine Aktivierung der UPR™, zur Detoxifikation von AP beitragen. Allerdings kam
es auch in UPR™-defizienten Nematoden zu einer Reduktion der Paralyse durch
Quercetin. Weder der Transkriptionsfaktor DVE-1 noch das UBL-5 sind Zielgene des
Quercetins. Die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse mit Resveratrol zeigten jedoch,
dass Resveratrol in Bezug auf die UPR™ anders wirkt als Quercetin. Eine dve-I RNAi
verhinderte den Riickgang der Paralyse durch Resveratrol ebenfalls nicht, die RNAi von
ubl-5 hingegen schon. Wie bereits diskutiert muss UBL-5 demnach unabhéngig von
DVE-1 wirken (siehe Kapitel 5.1). Resveratrol konnte iiber eine Induktion von UBL-5
wirken und dieser konnte iiber die Aktivierung von Promotorregionen anderer Zielgene
als der genannten der UPR™ den Resveratroleffekt vermittelt. Das ER-Analog zur
UPR™, die UPR®®, ist ebenfalls nicht in die Vermittlung des Quercetineffektes
involviert. Auch wenn fiir andere Polyphenole eine XBP-1-aktivierende Funktion
gezeigt wurde [309], kommt es in XBP-1-, ABU-1- und ABU-11-defizienten
Nematoden nach wie vor zu einer Reduktion der AB-Toxizitdt durch Quercetin. Die
Stabilisierung der Proteine sowie die UPR als Reaktion auf ER-Stress konnen demnach
nicht die Quercetin-induzierte Senkung der cytotoxischen AP-Aggregate und der
Paralyserate katalysieren. Resveratrol jedoch war unter xbp-/ RNAIi nicht mehr in der
Lage die Paralyse zu senken. In Abwesenheit der ABUs aufgrund von abu-1 bzw. abu-
11 RNAIi kam es, wie mit Quercetin auch gezeigt, zu einer Reduktion der Paralyse
durch Resveratrol. Es ist dennoch deutlich, dass Resveratrol eine effektiv
funktionierende UPR™ bendtigt, da bei Fehlen des zentralen Transkriptionsfaktors
XBP-1 keine Reduktion der Ap-induzierten Toxizitdit moglich war und dieser
wahrscheinlich die fehlenden ABUs kompensieren kann. Wie bereits beschrieben wird
XBP-1 iiber verschiedene Wege durch Spleilen der mRNA aktiviert. In C. elegans sind
IRE-1, das PERK Homolog PEK-1 sowie ATF-6 mogliche Aktivierungswege von xbp-

1 [213]. Es wire denkbar, dass Resveratrol hier eingreift und die Aktivitét einer dieser
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Wege beeinflusst. Tatsdchlich konnte an einer humanen Kolonkarzinomzelllinie gezeigt
werden, dass Resveratrol ein verstirktes Spleilen von XBP-1 bewirkt [310]. Auf
humaner Ebene wurde neben der strukturellen Verbindung zwischen ER und den
Mitochondrien auch eine funktionelle Verbindung beschrieben [311]. So ist z. B.
bekannt, dass ein Lipid- sowie Ca”"-Austausch zwischen beiden Organellen stattfindet,
der die Faltung von Proteinen mittels Chaperonen reguliert [312, 313]. Insbesondere
eine Verbindung im Rahmen der Stressantwort konnte nachgewiesen werden. Diese
wird {iber den Austausch von Proteinen vermittelt [314]. Eine besondere Rolle kommt
dabei dem humanen GRP78, ein Ca**-bindendes ER-spezifisches Chaperon, zu, das bei
ER-Stress zwischen ER und Mitochondrien transloziert und so auch die Stressantwort in
den Mitochondrien aktiviert [315, 316]. Resveratrol ist in der Lage die transkriptionelle
Aktivitdit von GRP78 zu erhdhen [310]. Wenn auch mechanistisch nicht ganz geklart,
gibt es Hinweise darauf, dass die Aktivierung auch umgekehrt funktioniert. Die RNAi
der Adenylatkinase 2, ein mitochondriales Enzym, das Nukleotid-Interkonversationen
reguliert, fithrte zu einer verminderten Expression UPR"™*-relevanter Gene [317]. Dies
bestitigend zeigte eine Studie mit Maiusen, dass eine verminderte mitochondriale
Funktionsfdhigkeit verschiedene ER-Stressmarker induziert, u.a. das vermehrte
Spleien von XBP-1 [318]. Dies wire eine mogliche Erklarung fiir die Authebung der
paralysesenkenden Wirkung des Resveratrols in CL2006 unter ub/-5 RNAIi. Es wire
denkbar, dass Resveratrol durch eine Aktivierung von UBL-5 zu einem verstédrkten
SpleiBen des ER-spezifischen Transkriptionsfaktors XBP-1 fiihrt und so die UPR™
aktiviert. Dies konnte den durch Proteinaggregation verursachten ER-Stress reduzieren
und so die Paralyse in CL2006 senken. Es ldsst sich abschlieBend feststellen, dass
Resveratrol, anders als Quercetin, iiber eine Aktivierung der UPR™ die AB-induzierte
Toxizitdt senkt. Warum Quercetin nicht den gleichen Weg aktiviert ist nicht ganz
erklarbar, allerdings sind bereits zuvor Unterschiede in der Signalwegaktivierung

verschiedener Polyphenole gezeigt worden [319].

Funktioniert die UPR™ nicht effektiv oder kommt es zu einer Uberladung dieser mit
fehlgefalteten oder aggregierten Proteinen, erkennt das ERAD-System diese Proteine
und transportiert sie zuriick in das Cytosol [124]. Dort erfolgt die Degradation iiber die
beschriebenen Abbauwege, das UPS und die Autophagie. Das UPS ist im Rahmen
degenerativer Erkrankungen hiufig gestort [108, 139, 140]. Als Modulatoren werden

insbesondere Polyphenole aus Tee schon seit einiger Zeit im Rahmen von
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Krebstherapien erforscht [320, 321]. Fehlte in C. elegans CL2006 das
Ubiquitinhomolog UBQ-1 oder das Ubiquitin-aktivierende Enzym UBA-1, war die
Paralyse stark erhoht und konnte auch durch die Inkubation mit Quercetin nicht wieder
gesenkt werden. Resveratrol wirkte ebenfalls auf das UPS, da eine ubg-1 RNAi die
Senkung der Paralyse durch das Stilben verhinderte. Jedoch kam es unter uba-1 RNAi
nach wie vor zu einer Senkung der Paralyserate durch Resveratrol. Zwar ist UBA-1 als
einziges Ubiquitin-aktivierendes Enzym in C. elegans beschrieben, es gibt jedoch noch
ein zweites Ortholog, das UBA-2. Dieses formt zusammen mit einer katalytischen
Untereinheit AOS-1 (activator of sumo (veast AOS homolog)), ein heterodimeres
Enzym, welches das Ubiquitin-dhnliche Protein SMO-1 (SUMO (ubiquitin-related)
homolog) aktiviert [322]. In C. elegans ist UBA-2 essentiell fiir die Embryogenese und
die Vulvaentwicklung [323]. Es spielt fiir den proteasomalen Abbau keine Rolle und
kann demnach den Effekt des Resveratrols mit uba-I RNAi nicht erkldren.
Schlussendlich jedoch scheinen sowohl Quercetin als auch Resveratrol Einfluss auf den
proteasomalen Abbau zu haben. Um dieses Postulat zu verifizieren, wurde die
spezifische Proteasomaktivitét liber die Umsetzung eines Fluorogen-markierten Peptids
bestimmt. Sowohl Quercetin als auch Resveratrol waren in der Lage die proteasomale
Aktivitdit deutlich zu steigern. Fehlte UBA-1 aufgrund von RNAi, was zu einer
Hemmung des UPS-Abbauweges fiihrte, so war die Proteasomaktivitit erniedrigt und
konnte durch Quercetin nicht mehr gesteigert werden. Quercetin scheint die
Ubiquitinierung abzubauender Proteine in CL2006 zu aktivieren. Dies steigerte
wiederum den Proteinabbau liber das UPS [324] und trdgt somit zu einer effektiven
Detoxifikation des AP bei. Resveratrol steigerte in den durchgefiihrten Untersuchungen
ebenfalls die proteasomale Aktivitdt. Unter Berlicksichtigung der Paralyseergebnisse
mit uba-1 RNAIi geschieht dies wahrscheinlich durch die direkte Aktivierung von UBQ-
1. Da die UBA-1 als einzige El-Ligase in C. elegans beschrieben ist, sollte eine
Aktivierung des Proteasoms eigentlich unter uba-1 RNAIi nicht mehr mdglich sein. Da
jedoch trotz uba-1 RNAI eine gewisse Restaktivitit des Proteasoms vorhanden war,
muss es demnach noch weitere Moglichkeiten geben das Proteasom unabhingig von
UBA-1 zu beeinflussen. Hier wére ein Eingreifen des Resveratrols denkbar. Dafiir
spricht ebenfalls, dass die Auswirkungen einer ubg-/ RNAi auf die Entwicklung
deutlich stirker ausgeprégt sind als die einer uba-1 RNAi [224]. Eine weitere, wenn

auch rein hypothetische Erkldrung wire, dass Resveratrol die Expression von uba-1 so
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stark aktiviert, dass die mRNA-Spiegel stirker ansteigen, als sie von der RANi wieder
abgebaut werden konnen. Dies erscheint angesichts der etablierten Methode der RNAi
als unwahrscheinlich, konnte allerdings in zukiinftigen Forschungsansitze tlberpriift

werden.

Neben dem UPS verfiigt die Zelle mit der Autophagie iiber eine weitere Moglichkeit
Proteine, die vom ERAD wieder ins Cytosol transportiert wurden, abzubauen. Die
Autophagie wird z.B. durch die Kalorienrestriktion ausgelost [325], welche in
Vertebraten den FOXO Transkriptionsfaktor aktiviert [268] und so die Expression von
fiir die Autophagie essentiellen ATGs verstarkt [326]. Wie bereits diskutiert (vgl.
Kapitel 5.2) spielt die Autophagie bei der Entstehung von neurodegenerativen
Erkrankungen eine wichtige Rolle. Im Rahmen der Autophagie konnen die
abzubauenden Proteine iiber verschiedene Wege in die Lysosomen gelangen. Die
Makroautophagie stellt hier einen wesentlichen Weg dar. Das Fehlen von BEC-1 fiihrt
zu einem blockierten makroautophagosomalen Abbau, da der initiale Schritt, die
Bildung der Autophagosomen, ausbleibt [141]. Weder Quercetin noch Resveratrol
konnten unter bec-I RNAI die Paralyserate in CL2006 senken. Dies zeigt letztendlich,
dass BEC-1 und somit die Makroautophagie essentiell fiir die Polyphenol-vermittelte
Reduktion der AB-Toxizitdt ist. Ein weiterer in Vertebraten und im Menschen
beschriebener Autophagieweg ist die CMA. Diese ist funktionell bislang nicht fiir
C. elegans beschrieben [230]. Auch mit RNAi von /mp-2 bzw. unc-46, zwei CMA-
Rezeptorhomologen, kam es zu einer Reduktion der Paralyserate in CL2006 durch
Quercetin. Resveratrol hingegen war nach /mp-2 RNAI1 nicht mehr in der Lage die
Paralyserate zu senken. Dies deutet auf eine funktionelle Bedeutung des LMP-2 auch in
C. elegans hin. Darliber hinaus senkte eine Inkubation mit Quercetin bzw. Resveratrol
die Lysosomenmenge, als Marker fiir Autophagie, in dem C. elegans Alzheimer-Modell
CL2006. Da bereits in mehreren Studien an verschiedenen humanen Krebszelllinien
beschrieben wurde, dass Quercetin die Autophagie aktiviert [327, 328], ist davon
auszugehen, dass das Absinken der Lysosomen auf einen vermehrten Umsatz und somit
eine verstirkte Aktivitdt des autophagosomalen Abbaus zuriickzufithren ist. Um zu
kldaren, wie genau Quercetin und Resveratrol in den autophagosomalen Abbau
eingreifen, wurde der endolysosomale Abbauweg durch die Zugabe von Chloroquin
gehemmt [329]. Dies steigerte die Menge der vorhandenen Lysosomen in CL2006

deutlich, da Chloroquin den pH-Wert in den Lysosomen steigert und so eine Hemmung
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der dort aktiven Proteasen hervorruft [329]. Bei gleichzeitiger Inkubation von
Chloroquin und Quercetin senkte Quercetin die Lysosomenmenge zwar, jedoch nicht
vollstindig bis zu dem Niveau der Kontrolle. Resveratrol konnte nach
Chloroquininkubation die Lysosomenmenge nicht wieder senken. Die RNAi1 des CMA-
Homologs /mp-2 fiihrte zu einem Absinken der Lysosomenmenge, wihrend diese von
einer unc-46 RNAI unbeeinflusst blieb. Quercetin senkte auch unter RNAi der beiden
CMA-Gene die Lysosomenmenge, wihrend Resveratrol mit /mp-2 RNAi nicht mehr in
der Lage war die Lysosomenmenge zu reduzieren. Dies l4sst postulieren, dass Quercetin
den Abbau in den Lysosomen fordert, wahrscheinlich iiber ein herabsetzten des pH-
Wertes. Es konnte zuvor bereits auf zelluldrer Ebene an humanen Caco-2-Zellen gezeigt
werden, dass Quercetin in der Lage ist den pH-Wert von Lysosomen zu senken [330].
Resveratrol hingegen scheint lediglich iiber eine Aktivierung des Proteinabbaus in den
Lysosomen zu wirken, die allerdings nicht direkt iiber eine Senkung des pH-Wertes
reguliert wird, da in Kombination mit Chloroquin keine Reduktion der
Lysosomenmenge erkennbar ist. Zusitzlich zeigten die Beobachtungen mit RNAi1 der
CMA-homologen Rezeptoren, dass auch in C. elegans die CMA funktionell eine Rolle
spielt. Resveratrol scheint den Abbau der Proteine in den Lysosomen iiber eine
Aktivierung des LMP-2-Rezeptors zu fordern. FEine Studie an einer
Kolonkarzinomzelllinie zeigte, dass Resveratrol Lysosomen-spezifische Caspasen
aktivieren und beeinflussen kann [331]. Entsprechend der Ergebnisse dieser Arbeit ist

wahrscheinlich, dass dies in Abhédngigkeit von LMP-2 geschieht.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass sowohl Quercetin als auch Resveratrol die
Paralyse in CL2006 senken, indem sie die Menge anfallender Proteinaggregate in
Losung um ca. 50% reduzieren. Dies bestétigt die zuvor aufgestellte Hypothese, dass
die Menge aggregierter Proteine letztendlich die APB-Toxizitdt in CL2006 definiert.
Quercetin vermindert die A-induzierte Toxizitdt in CL2006 iiber den verstirkten
proteolytischen Abbau des AP mittels UPS und Makroautophagie. Resveratrol hingegen
senkt die AB-induzierte Toxizitit iiber eine Aktivierung der UPR, welche ER-Stress und
mitochondrialen Stress reduzieren, sowie den proteolytischen Abbau iiber das UPS und
der Autophagie, unter Beriicksichtigung der CMA. Wie in Abbildung 5-1 dargestellt
sind die Faktoren HSP-6, HSP-60 und DVE-1 der UPR™ fiir die Verminderung der
Paralyse essentiell, wihrend UBL-5 keine Rolle spielt. Der UPR™ Transkriptionsfaktor
XBP-1 ist ebenfalls von Bedeutung, wihrend die Gene abu-1 und abu-11 unbedeutend
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sind. Sowohl UBQ-1 als auch UBA-1, als essentielle Faktoren des UPS, sind wichtig im
Rahmen der Paralysesenkung. Fiir die Paralysesenkung ist BEC-1 als zentrales Protein
der Makroautophagie essentiell, wihrend LMP-2 und UNC-46 als Faktoren der CMA
keine Rolle spielen. Quercetin senkt die Paralyse iiber eine Aktivierung von UBA-1,
UBQ-1 sowie BEC-1, Resveratrol senkt die Paralyse iiber eine Aktivierung von UBL-5,
XBP-1, UBQ-1, BEC-1 und LMP-2.

CMA

Abbildung 5-1 Schematische Darstellung der Bedeutung der Proteostase fiir die Paralyse in
CL2006

Schematische Darstellung der Proteostase mit Kennzeichnung der Faktoren, welche die Paralyse in

CL2006 beeinflussen; griin: Proteine der Proteostase, welche die Paralyse in CL2006 beeinflussen bzw.

deren RNAI die Paralyse steigert; rot: Proteine der Proteostase, welche die Paralyse nicht beeinflussen;

Pfeile zeigen an welche Faktoren durch das jeweilige Polyphenol aktiviert werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Alzheimer Erkrankung (AD) ist die héufigste Form der Altersdemenz, die
insbesondere aufgrund der verdnderten Altersstruktur der westlichen Gesellschaft
deutlich zunimmt. Die Akkumulation von B-Amyloid (Ap) - Peptiden im Gehirn gilt als
histopathologisches  Erkennungsmerkmal der AD und als Ursache der
Neurodegeneration und der schweren kognitiven Ausfille. Neben genetischen
Einfliissen scheinen beim Menschen bestimmte Nahrungsinhaltsstoffe die Auspragung
der Erkrankung zu verdndern. So wird Cholesterol beispielsweise eine AD-fordernde
Wirkung zugeschrieben, wéhrend die in Nahrungspflanzen vielfach enthaltenen
Polyphenole im Kontext einer AD-Prévention diskutiert werden. In der vorliegenden
Arbeit wurde der transgene Caenorhabditis elegans (C. elegans) Stamm CL2006 als ein
AD-Modell verwendet, um einerseits die Wirkungen bestimmter Gene auf den AD-
Phinotyp zu erfassen und andererseits Interaktionen zwischen Genen und
Nahrungsinhaltsstoffen aufzukldren. CL2006 exprimiert das humane AP unter der
Kontrolle eines Muskelpromotors, wodurch die neuromuskulire Transmission gehemmt
wird, was wiederum die Paralyse als erfassbaren Phianotyp bedingt. Die Exposition der
Nematoden gegeniiber einem Hitzestress von 35°C fiir 1 h bewirkte bei ca. 50% der

CL2006 Population die Paralyse, wohingegen der Wildtyp nicht paralysierte.

Wihrend beim Menschen eine Isoform des am Cholesteroltransportes beteiligten
Apolipoprotein E mit einem erhdhten AD-Risiko einhergeht, konnte in CL2006 gezeigt
werden, dass eine mittels RNA-Interferenz (RNAi) erzielte verminderte Expression
eines Apo-homologen Gens, des vit-6, die Paralyse reduzierte. Da eine verminderte
Cholesterolversorgung die gleichen Effekte erzielte, jedoch die durch vit-6 RNAi
reduzierte Paralyse nicht beeinflusste, ist davon auszugehen, dass VIT-6 durch die
zelluldre Versorgung mit Cholesterol den AD-Phénotyp beeinflusst. Des Weiteren
konnte aufgekldrt werden, dass die intrazelluldre Signalvermittlung des Cholesterols
iiber den Steroid-Signalweg mit seinen beiden zentralen Schliisselproteinen DAF-9 und
DAF-12 erfolgt, die schlieBlich den Stressresistenz- und Langlebigkeit-vermittelnden
FOXO-Transkriptionsfaktor DAF-16 hemmen.

Da die durch den Hitzestress in CL2006 induzierte Paralyse mit einer erhohten Menge

aggregierter Proteine in LoOsung assoziiert war und solche Proteinaggregate als
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urséchlich fiir den AD-Phénotyp diskutiert werden, wurde im Folgenden die Bedeutung
verschiedener Gene in CL2006 untersucht, die an der zelluldren Protein-Homoostase,
der Proteostase, beteilgt sind. Die durch RNAI erzielte verminderte Expression der an
der unfolded protein response der Mitochondrien (UPR™) beteiligten mitochondrialen
Chaperone HSP-6 und HSP-60 steigerte die Paralyse in CL2006 signifikant. Die UPR
des endoplasmatischen Retikulums (UPR™) trug ebenfalls zur Privention des
Alzheimer-Phinotyps bei, da die RNAi des unter ER-Stress aktivierten Gens xbp-/ die
Paralyse deutlich erhohte. Im Gegensatz dazu zeigten die Gene abu-1 und abu-11, die
iiblicherweise eine blockierte UPR™® kompensieren, keinen Einfluss auf die Paralyse.
Neben Proteinen, die iiber die korrekte Faltung von Zielproteinen Einfluss auf den AB-
induzierten Phanotyp in CL2006 nehmen, konnten sowohl der proteasomale als auch
der autophagosomale Abbau von Proteinen als protektive Mechanismen gegeniiber dem

Auftreten der Paralyse in den Nematoden identifiziert werden.

Das in Zwiebeln und Apfeln reichlich vorkommende Polyphenol Quercetin sowie das in
Rotwein enthaltene Resveratrol senkten die Paralyse signifikant. Hierzu reichte eine
Konzentration von 1 uM Resveratrol, wohingegen deutlich hohere Quercetinkonzen-
trationen notwendig waren. Im Hinblick auf die Abhédngigkeit der Polyphenolwirkungen
von zentralen Genen der Proteostase wurde gezeigt, dass Quercetin die Paralyse
unabhingig von Proteinen der UPR™ und der UPR™ senkte, wihrend die Funktionalitit
des Proteasoms und der Makroautophagie unabdingbare Voraussetzung der reduzierten
Paralyse waren. Resveratrol fiihrte ebenfalls zu einem verstédrkten Proteinabbau iiber das
proteasomale und, unter Einbeziehung der Chaperon-vermittelten Autophagie, auch
iiber das autophagosomale System. Dariiber hinaus war die Resveratrolwirkung, im

Gegensatz zu den Quercetineffekten, auch abhingig von der UPR™ und UPR™®.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass der transgene Ap-exprimierende
C. elegans Stamm CL2006 ein hervorragendes Modell darstellt, AD-assoziierte
Phédnomene auf molekularer Ebene zu erfassen. In der vorliegenden Arbeit wurde
aufgezeigt, dass die Versorgung des Oganismus mit Cholesterol den AD-assoziierten
Phénotyp tiber eine Aktivierung des Steroid-Signalweges verstarkt. Desweiteren wurde
die Proteostase als zentraler Mechanismus einer AB-induzierten Paralyse identifiziert.
Die Polyphenole Quercetin und Resveratrol benutzen schlieBlich unterschiedliche

Zielproteine der Proteostase um der AB-induzierten Paralyse entgegenzuwirken.
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7 SUMMARY

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of senile dementia and due to the
aging population it is an increasing issue. The accumulation of B-amyloid (AP) peptides
is considered to be the key histopathological change of AD as well as the cause of the
neurodegeneration and the severe cognitive symptoms. Besides genetic factors certain
food components seem to modulate the delevopement of the disease. Therefore
cholesterol is adjudged to have an AD-promoting effect, while polyphenols are
discussed in the context of AD prevention. In the present work the transgenic
Caenorhabditis elegans (C. elegans) strain CL2006 was used as an Alzheimer model to
study the influence of certain genes on the AD-phenotype on the on side, as well as
interactions betweens genes and food components on the other side. CL2006 expresses
human AP under the control of a muscle promoter, causing a progressive adult onset
paralysis. When a standardized heat shock for 1 h at 35°C was applied, 50% of the
nematode population showed to be paralysed, while the C. elegans wildtype did not.

In humans a polymorphism of the apolipoprotein E, which is involved in cholesterol
transportation, goes along with an increased risk of developing AD. In CL2006 it could
be shown, that a knockdown of the apo-homologous gene vit-6 reduced paralysis.
Because a reduced cholesterol exposure showed the same effects, it can be assumed,
that VIT-6 influences the Alzheimer phenotype through the cellular cholesterol supply.
Furthermore it could be clarified that the intracellular cholesterol signalling, that is
carried out by the two key proteins DAF-9 and DAF-12 of the steroid signalling, finally
results in an activation of the stress resistance and longivety conveying FOXO

transcrisption factor DAF-16.

Due to the fact that the heat-induced paralysis is accompanied by an increase in
aggregated proteins in solution and such protein aggregates are discussed in the context
of the Alzheimer phenotype, the meaning of CL2006 genes, involved in the cellular
protein homeostasis process, the proteostasis, was examined in the following. The
RNAi knockdown of the mitochondrial chaperones HSP-6 and HSP-60, which are
involved in the mitochondrial unfolded protein response (UPR™), increased paralysis in
CL2006 significantly. Likewise, the UPR of the endoplasmatic reticulum (UPR™®) also
contributed to the prevention of the Alzheimer phenotype, since the RNAi of xbp-1, that

116



SUMMARY

is induced upon ER-stress, increased paralysis in CL2006. In contrary the genes abu-1
and abu-11 which are usually activated to compensate a blocked UPR showed no effect
on paralysis. Besides proteins, that have influence on the AB-induced phenotype due to
their ability to modulate the folding process of target proteins, the proteasomale as well
as the autophagosomale degradation of proteins have been identified as protective

mechanisms towards the paralysis in nematodes.

The polyphenol quercetin that can be found in onions and apples, as well as resveratrol
from red wine significantly reduced paralysis. Therefore a concentration of 1 uM
resveratrol was sufficient, whereas quercetin was needed in a higher dosage. In terms of
the depedancy of the polyphenol effects on central genes from the proteostasis network,
it was found that quercetin did not reduce paralysis by activating the key proteins
involved in UPR™ and UPR"™®. However, the functionality of the protein degradation
systems, the UPS and the macroautophagy, is indispensable. Resveratrol also activated
the protein degradation by activating the proteasomal system and, considering the
chaperone-mediated autophagy, also by activating the autophagosomal degradation.

Additionally the resveratrol effect also depended on the UPR™ and UPR™®,

In conclusion, it was assessed that CL2006, the C. elegans AB-expressing transgene, is a
excellent model to study AD-associated changes on a molecular level. In the present
work it was shown, that the supply of the organism with cholesterol increases the AD-
associated phenotype due to an activation of the steroid signalling pathway.
Furthermore the proteostasis network has been identified as a central mechanism to
prevent AB-induced paralysis. The polyphenols quercetin and resveratrol finally use

different target proteins of the proteostasis to counteract paralysis.
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9 ANHANG: MATERIAL UND METHODEN

9.1 Verbrauchsmaterialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 9-1 aufgelistet
und wurden von Duran Group GmbH (Werthheim/Main, Deutschland), Carl Roth
(Karlsruhe, Deutschland), Brand GmbH (Werthheim, Deutschland), Greiner Bio-One
GmbH (Frickenhausen, Deutschland), Pechiney Plastic Packaging (Chicago, USA),
Peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen, Deutschland) und Sarstedt AG & Co.

(Niimbrecht, Deutschland) bezogen.

Tabelle 9-1 Verbrauchsmaterialien mit Hersteller

Materialien Hersteller
Bechergléser Duran
Deckel fiir 2 ml Schraubdeckelgefil3e Carl Roth
Deckgléser (24x50 mm) Carl Roth
Edelstahlskalpell Carl Roth
Erlenmeyerkolben Duran
Impfose Carl Roth
Laborflaschen mit Schraubverschluss Duran
Messzylinder Brand

Mikortiterplatten (96 Well, 384 Well)
Multi-Well-Platten (24 Well, 96 Well)
Objekttriager (25x75 mm)

Parafilm® M

Pasteurpipetten (150 mm)

Petrischalen

Pipettenspitzen (10 pl, 200 pl, 1000 pl)
Precellys Keramik-Kiigelchen 1,44 mm
Reaktionsgefdl (1,5 ml, 2 ml)
Rotilabo®-Aluminiumfolie
Rotilabo®-Cryoboxen
Rotilabo®-Einmalkiivetten Halbmikro (1,5 ml)
Schraubdeckelgefile (2 ml)
Serologische Pipetten (2, 5, 10, 25 ml)

Zahnstocher

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Carl Roth
Pechiney Plastic Packaging
Carl Roth

Carl Roth
Sarstedt

Peqlab

Sarstedt

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Peqlab

Sarstedt

Carl Roth
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Zellkulturréhrchen Greiner Bio-One

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml) Sarstedt

9.2 Gerite

Die in der vorliegenden Arbeit genutzten Gerdte mit Hersteller sind in Tabelle 9-2

aufgefiihrt.

Tabelle 9-2 Verwendete Gerite mit Hersteller

Geriite Hersteller
Autoclav Systec DB23 Systec (Wettenberg, D)
Biophotometer Plus Eppendorf (Hamburg, D)
Fluoreszenzmikroskop EVOS fl Colour AMG (Bothell, USA)
Fluoroskan Ascent FL Thermo Scientific (Bornheim, D)
Inkubator WTB Binder (Tuttlingen, D)
Kaltlichtquelle KL.200 Schott AG (Mainz, D)
Kiihlzentrifuge Universal 320 R Hettich (Tuttlingen, D)
pH-Meter Schott Instruments (Mainz, D)
Pipettus Hirschmann (Eberstadt, D)
Prizisionswaage Kern & Sohn (Bailingen, D)
Schiittler unimax 1010 Heidolph (Hamburg, D)
Seriendosierer Distriman® Gilson (Bad Camberg, D)
Stereomikroskop Breukhoven Microscope Systems
(Capelle a/d 1Jssel, NL)
Sterilisator WTB Binder (Tuttlingen, D)
Sterilwerkbank (HS12/2) Heraeus (Hanau, D)
Thermoschrank Lovibond (Dortmund, D)
Zentrifuge Universal 320R Hettich (Tuttlingen, D)
Uberkopfschiittler (intelli-mixer) neoLab (Heidelberg, D)
Ultraschallbad Sonorex Bandelin electronic (Berlin, D)
Vakuumpumpe neoLab (Heidelberg, D)
Variopipetten 2, 10, 20, 100, 200, 100 pl Gilson (Bad Camberg, D)
Vortexer mixer REAX control Heidolph Instruments (Schwabach, D)
Wasserbad Lauda (Lauda-Kdnigshofen, D)
Zentrifuge Mikro 120 Hettich Zentrifugen (Tuttlingen, D)
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9.3 RNAi-Klone

Des Weiteren sind in Tabelle 9-3 die verwendeten RNAi-Klone genannt. Sie wurden
von Source BioScience — Lifesciences, UK und Thermo Fischer Scientific bezogen.

Abu-11 wurde wie beschrieben hergestellt [332].

Tabelle 9-3 Verwendete RNAi-Klone

Bezeichnung Cosmidname Beschreibung

abu-1 AC33 activated in blocked unfolded protein response

abu-11* TO1D1.6 activated in blocked unfolded protein response

bec-1 T19E7.3 Beclin (human autophagy) homolog

daf-9 T13C5.1 abnormal dauer formation

daf-12 F11A1.3 abnormal dauer formation

daf-16 R13HS.1 abnormal dauer formation

dve-1 ZK1193.5 defective proventriculus in Drosophila
homolog

fit-2 F52D10.3 Fourteen-Three-Three family

hsp-6 C37H5.8 heat shock protein

hsp-60 Y22D7AL.5 heat shock protein

Imp-2 C05D9.2 LAMP (lysosome-associated membrane rotein)
homolog

par-5 M117.2 abnormal embryonic PARtitioning of cytoplasm

sir-2.1 R11A84 yeast SIR related

uba-1 C47E12.5 human ubiquitin related

ubl-5 F46F11.4 ubiquitin-like family

ubgq-1 F25B5.4 UBiQuitin

unc-46 CO04F5.3 UNCoordinated

vit-6 KO07HS.6 VITellogenin structural genes (yolk protein
genes)

xbp-1 R74.3 x-box binding protein homolog
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9.4 Software

Die in dieser Arbeit eingesetzte Software mit Hersteller ist in Tabelle 9-4 aufgefiihrt.

Tabelle 9-4 Verwendete Software mit Hersteller

Software Hersteller

Ascent Software flir Fluoroskan 2.6 Thermo Labsystems (Bornheim, D)
GraphPad Prism 5 Graph Pad Software (San Diego, USA)
Image J 1.41 National Institute of Health (Bethesda, USA)

9.5 Chemikalien und Reagenzien

Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien sowie deren Hersteller und die

Bestellnummer sind in Tabelle 9-5 aufgefiihrt.

Tabelle 9-5 Verwendete Chemikalien und Reagenzien mit Bestellnummer und Hersteller

Produkt Bestell Nr.  Hersteller
1,4-Dithiothreitol (DTT) 6908.2 Carl Roth

2x YT-Medium X966.2 Carl Roth
Adenosin-5-triphosphat Dinatriumsalz (ATP) HN38.2 Carl Roth
Agar Agar SERVA Kobe | 11392 Serva Electrophoresis
Albumin aus Rinderserum (BSA) A2153 Sigma-Aldrich
Ampicillin Natriumsalz K029.1 Carl Roth
L(+)Ascorbinséure 3525.1 Carl Roth
Bio-Rad Protein Assay Farbstoffkonzentrat 500-0006 Bio-Rad
Calciumchlorid Dihydrat (CaCl, - 2 H,O) 5239.2 Carl Roth
Carbenicillin Dinatriumsalz Al1491 AppliChem
Chloroquin Diphosphat C6628 Sigma
Cholesterol C8667 Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid, DMSO (C,H¢OS) 4720.2 Carl Roth
di-Kaliumhydrogenphosphat (K,HPO,) P749.2 Carl Roth
di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) P030.1 Carl Roth
Ethanol (>99.5%) 50543 Carl Roth
Ethanol 70% vergillt T913.3 Carl Roth
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) CNO06.1 Carl Roth
Glycerin 3783.1 Carl Roth
HEPES 9105.3 Carl Roth
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG) 2316.4 Carl Roth
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Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POy) 3904.1 Carl Roth
Levamisol Hydrochlorid 31742 Fluka
LysoTracker® Red DND-99 S7020 Life Technologies
Magnesiumchloride Hexahydrat (MgCl,- 6 H,0) 2189.2 Carl Roth
Magnesiumsulfat Heptahydrat (MgSO, -7 H,0) P027.2 Carl Roth
MG-132 474790 Calbiochem
MitoTracker® Red CM-H,XRos M7513 Life Technologies
Natriumchlorid (NaCl) 3957.1 Carl Roth
Natriumhydroxid (NaOH) 6771.1 Carl Roth
Natriumhypochlorid-Losung (NaClO in H,0, 12% Cl) 9062.3 Carl Roth
Nystatin Suspension N1638 Sigma
Pepton aus Casein 111931 Merck
ProteoStat® Protein Aggregation Assay ENZ- Enzo Life Sciences

51023-

KP002
Quercetin Dihydrat Q0125 Sigma-Aldrich
Resveratrol R5010 Sigma-Aldrich
Suc-LLVY-AMC S6510 Sigma-Aldrich
Tetracyclin Hydrochlorid T7660 Sigma-Aldrich
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) 4855.2 Carl Roth
TRIS-Hydrochlorid (TRIS-HCL) 9090.3 Carl Roth
TWEEN®20 P1379 Sigma-Aldrich

9.6 C. elegans Stimme

Die in dieser Arbeit herangezogenen C. elegans Stamme wurden vom Caenorhabditis
Genetics Center (CGC, University of Minnesota, St. Paul, MN, USA) bezogen und sind
in Tabelle 9-6 aufgefiihrt.

Tabelle 9-6 Verwendete C. elegans Stimme mit Genotyp und Referenz

Stamm Genotyp / Phinotyp Referenz
N2 Wildtyp (170)
CL2006 avis2[pCL12(unc-54/human Abeta peptide 1-42 (188)

minigene) + pRF4]

Adult onset paralysis and egg-laying deficiency when
raised at 20°C
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9.7 Bakterienstimme

In Tabelle 9-7 sind die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme aufgelistet. Der
als RNAi-negativ Kontrolle verwendete E.coli HT115 Klon wurde von Source
BioScience — Lifesciences, UK bezogen. Die zur Kultivierung dienenden OP50 von

CGC (University of Minnesota, St. Paul, MN, USA).

Tabelle 9-7 Verwendete E. coli Stimme mit Genotyp und Referenz

Stamm Genotyp Referenz
OP50 ura- [170]
E. coli HT115 F-, merA, merB, IN(rrnD-rrnE) 1, lambda’, [333]

rncl4::TnlO(DE3 lysogen: lavUV5
promoter -T7 polymerase)

9.8 Puffer und Losungen

In den folgenden Tabellen sind die verwendeten Puffer und Losungen mit ihren

Bestandteilen und der entsprechenden Mengenangabe aufgelistet.

Tabelle 9-8 NaCl-Pepton

NaCl-Pepton

Pepton 25¢g
NaCl 3g
H,O ad 11

— autoklavieren

Die NaCl-Pepton Losung wurde autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle 9-9 M9-Puffer

M9-Puffer

KH,PO, 3g
Na,HPO, 6g
NaCl 5¢
H,0 ad 999 ml

— autoklavieren, abkiihlen auf 60°C

MgSO, (1 M) 1ml

Der fertige M9-Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert.
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Tabelle 9-10 M9:Tween®20 Puffer

M9 : TWEEN ®20 Puffer

M9-Puffer 990 ml
TWEEN"“20 10ml
Der Puffer wurde bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle 9-11 Bleichlosung

Bleichlosung

NaOH (5N) 5 ml
NaClO (12% Cl) Sml
Hzo Sml
Die Bleichlosung wurde vor jedem Egg-Prep immer Frisch angesetzt.

Tabelle 9-12 Ethanol: TWEEN 20

Ethanol: TWEEN “20

Ethanol 92 ml
Tween®20 8ml
Die Losung wurde bei 4°C gelagert.

Tabelle 9-13 Einfrierpuffer A

Einfrierpuffer A

K,HPO, 8,7¢g
KH,PO, 6.8g
NaCl 2’9 g
H,0 ad 500 ml
— pH 5,95

— autoklavieren

Nach dem Autoklavieren wurde der Puffer bei 4°C gelagert.

Tabelle 9-14 Einfrierpuffer B

Einfrierpuffer B

Einfrierpuffer A 700 ml
Glycerol 300 ml

Der Puffer wurde bei 4°C gelagert.

150



ANHANG:

MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 9-15 Lysispuffer

Lysispuffer

HEPES (pH 7,4) 12¢
NaCl 9g
EDTA 1,5g
DTT 03¢g
H,O ad 11
Der Lysispuffer wurde bei 4 °C gelagert.

Tabelle 9-16 Proteasomaktivitiits-Messpuffer

Proteasomaktivitiits-Messpuffer

HEPES (pH 7,4) 12¢g
NaCl 9¢g
EDTA 1,5g
ATP 28¢g
H,O ad 11
Der Puffer fiir die Proteasomaktivitits-Messung wurde bei -20°C gelagert.

Tabelle 9-17 Stammlésungen

Stammlésungen Konzentration Losungsmittel
Ampicillin' 100mg/ml 50% Ethanol
L(+)Ascorbinsaure’ 1M M9 Puffer

CaCl,” 0,1M H,0

CaCl,” 1M H,0
Carbenicillin 25 mg/ml 50% Ethanol
Chloroquin’ 10 mM M9 Puffer
Cholesterol’ 5mg/ ml Ethanol

IPTG' 1M 50% Ethanol
Kanamycin” 25 mg/ml H,O

KH,PO," 1M H,0

KOH" 5N H,0

Levamisol” 2mM M9 Puffer
LysoTracker® Red DND-99" 1 mM DMSO

MG-132} 1 mM DMSO

MgSO0,” 0,1M H,0

MgSO0,” 1M H,0
MitoTracker® Red CM-H,XRos' 30 uM DMSO
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NaOH* 5N H,0

Quercetin Dihydrat’ 10 mM Ethanol: TWEEN
®20

Resveratrol" 10 mM Ethanol:TWEEN
® 20

Suc-LLVY-AMC' 14 mM DMSO

Tetracyclin’ 25 mg/ ml 50% Ethanol

Die Stammldsungen wurden bei Raumtemperatur *, bei 4°C * oder -20°C ' gelagert.

9.9 Medien

In den folgenden Tabellen sind die verwendeten Medien mit ihren Bestandteilen und der

entsprechenden Mengenangabe aufgelistet.

Tabelle 9-18 2xYT-Agar

2xYT-Agar

2xYT-Medium 6,2¢g
Agar 3g
H0 ad 200 ml

— autoklavieren
— Fiir HT115 Kultivierung:

Ampicillin (100 mg/ml) 200 pl
Tetracyclin (25 mg/ml) 200 pl

2xYT-Agar Platten wurden fiir die Kultivierung von OP50 (ohne Antibiotikum) und HT115 E. coli
Bakterien verwendet. Nach dem Abkiihlen des Agar auf unter 60°C wurden die Platten steril gegossen
und konnten bei 4°C gelagert werden.

Tabelle 9-19 2xYT-Medium

2xYT-Medium

2xYT-Medium 31g
H,O ad 11
—pH 7,0

— autoklavieren

2xYT-Medium wurde fiir die Kultivierung von Bakterienkulturen in Fliissigmedium verwendet. Fertiges
2xYT-Medium wurde nach dem Autoklavieren bei Raumtemperatur gelagert.
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Tabelle 9-20 Nematode Growth Medium (NGM) Agar

Nematode Growth Medium (NGM) Agar

Agar 17¢g
Pepton 25¢g
NaCl 3g
H,O 947 ml
— autoklavieren, abkiihlen auf 60°C

CaCl, (0,1 M) 1 ml
Carbenicillin (25 mg/ ml Ethanol) 1 ml
Cholesterol (5 mg/ml Ethanol) 1 ml
KH,PO, (1M, pH 6,0) 25ml
MgSO0, (0,1 M) 1 ml
Nystatinsuspension 25ml

NGM-Agar wurde fiir die Kultivierung der C. elegans Stamme verwendet. Die Platten wurden unter
sterilen Bedingungen gegossen und bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle 9-21 Fliissig-NGM

Fliissig-NGM

CaCl, (0,1 M) 10 ul
Cholesterol (5 mg/ml) 10 ul
KH,PO, (1 M, pH 6,0) 250 ul
MgSO0, (0,1 M) 10 pl
NaCl-Pepton 9.71ml
Carbenicillin (25 mg/ml) 10l

— flir RNAi Experimente
Kanamycin (25 mg/ml) anstatt Carbenicillin 20 ul

Fliissig-NGM wurde fiir die Durchfithrung von C. elegans Versuchen verwendet. Fiir RNAi-Versuche
wurde anstatt des Carbenicillins Kanamycin eingesetzt um die entsprechenden E. coli Bakterien zu
inaktivieren. Das NGM wurde vor jedem Versuchsansatz frisch zubereitet.
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