Aktivierung der Proteostase durch Quercetin als
molekularer Mechanismus der Pravention Glukose-
induzierter Schadigungen - Untersuchungen an der

mev-1 Mutante des Nematoden Caenorhabditis elegans

Inaugural-Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades

eines Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

im Fachbereich
Biologie und Chemie
an der

Justus-Liebig-Universitat Giellen

Dorothe Jenni Eisermann

Giellen, Méarz 2016



PROFESSUR FUR MOLEKULARE ERNAHRUNGSFORSCHUNG

JUSTUS-LIEBIG-
ﬁ UNIVERSITAT

GIESSEN

Aktivierung der Proteostase durch Quercetin als
molekularer Mechanismus der Pravention Glukose-
induzierter Schadigungen - Untersuchungen an der

mev-1 Mutante des Nematoden Caenorhabditis elegans

Inaugural-Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades

eines Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)

im Fachbereich

Biologie und Chemie

an der

Justus-Liebig-Universitat GielRen

vorgelegt von

M. Sc. Dorothe Jenni Eisermann

Marz 2016



1. Gutachter:

2. Gutachter

Prof. Dr. Uwe Wenzel

Professur fir Molekulare Ernahrungsforschung
Interdisziplindres Forschungszentrum
Justus-Liebig-Universitat Giellen
Heinrich-Buff-Ring 26-32

35392 GieRen

Prof. Dr. Adriaan Dorresteijn

Professur fir Allgemeine Zoologie und Entwicklungsbiologie
Justus-Liebig-Universitat Gielen

Stephanstr. 24

35390 GieRen



,.Die Wissenschaft fangt eigentlich erst da an interessant zu werden,
wo sie aufhort.
Justus Freiherr von Liebig (1803 -1873)



INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis
AbDbIldUNGSVErZEICANIS ......c.eeciiee e Vi
TabellenVerzeiChNis..........ooii s viii
ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS. ...t X
1 EINIEITUNG coeee e e 1
1.1 GIUKOSEBIOXIZITAL. ... c..eiviitiiiiciieiieee ettt bbb 1
1.1.1  Hyperglykdmie und oXidatiVer StreSS.........ccoeiiiriieiesie e 2
1.1.2  Glukose-induzierte SChAAIGUNGEN ........ceeiiiiiiieiieciee e 3
1.2 PIOTBOSTASE .....ooieiiieeiieieie ettt n e e e ne e s ne e 6
1.2.1  Chaperon-vermittelte Proteinfaltung ..........ccccocoveieiiieie i 7
1.2.2  Unfolded Protein RESPONSE ......cc.eieiiiieriiiieiienieeie et 9
1.2.2.1 Unfolded Protein Response im Mitochondrium ...........c.ccooovevviiiiinneniencenins 9
1.2.2.2 Unfolded Protein Response iM ER .........ccccoovviieiiiie s 11
I B ANT | (0] o] g o - SRS 15
1.2.4  Das Ubiquitin-Proteasom-SYSEM .........cccocerirrieriniiesieesienie e 18
1.3 Das Polyphenol QUErcetin...........ccovviiiiiiiiiiii 21
1.3.1  POIYPhENOIE ........ccviiiiii 21
I B © 11 1= (ol ] PSSO PP 22
1.4  Caenorhabditis elegans als ModellorganiSmus...........ccccooceeivrieieenesieseese e 24
1.4.1  Anatomie und PRYSIOIOQIE. .......ciiiiiiieiiieiesie e 25
1.4.1.1 Maénnliche C. elegans Nematoden...........ccccooevveieeiiesienesie e 27
142 FertIlISALION ..ottt 28
1.4.3  Lebenszyklus vONn C. elegans ........ccoeiiieiiiienieniieie e 29



INHALTSVERZEICHNIS

1.4.4  Modellorganismus fir die Untersuchung  Glukose-induzierter
SCRATIGUNGEN ...ttt ae s 31
1.45  Proteostase iN C. €legans ........cccccveiiiiieiieie e 32
1.4.5.1 Proteinfaltung und Chaperone in C. elegans...........ccccoevvvienieincicceesee, 33
1.4.5.2 UPR™ N C. €IEGANS.......c.evevereeeieterisiesssessstes s iessesee s s ssesses s, 33
1.4.5.3 UPRFIN C. @IRGANS ..o 34
1.4.5.4 Autophagie iN C. ElEJANS........ccccveiieiie e 34
1.455 UPS N C. ElEGANS ......ciieiieie ettt esre e 35
2 WA =] 11:] w40 | Lo SRS 37
3 MELNOAEN ... e 39
3.1 Kultivierung VON C. ElEGANS .......cccoieiiiiieiesie et 39
3.1.1  Herstellung von NGM-Agarplatten ...........ccccceieiiein i 39
3.1.2  Kultivierung vOn E.COli OP50 ........cccviieiiieieiiese e se e 40
3.1.3  Egg-Preparation zur Synchronisation von C. elegans...........c..ccccceveevveinennn. 40
3.1.4  Aufzucht synchronisierter C. elegans Larven in NGM ..........cccccevviieinennnne 41
315  RNAIINC. EleQANS.....ci ettt 42

3.1.6  Inkubation von C. elegans mit Glukose in Ab- und Anwesenheit von
QUETCELIN. ...ttt e s e e b e e st e e nte e s ree e sbeesneeereeas 44
3.2 Bestimmung der Uberlebenszeit unter HitZeStress ..........cccovvvveveeeeeeveieeenan, 45
3.3 Fluoreszenzmikroskopische BeStimmuNgeN .........c.ccocveeiieniene s 47
3.3.1  Quantifizierung von Lysosomen mit LysoTracker® Red ..........c.cccccevervrenene. 47
3.3.2  Expressionsanalyse mit GFP-RepOortergenen ...........ccoccoveeeveneeneennseesiennenns 48
3.4 Biochemische Methoden ..o 49
341 Protein-EXTraktion.........cccoooiiiiiiieiice e 49
3.4.2  Bestimmung der ProteinkKonZentration ...........ccccoovveveeeeieenesieeseese e e 49
3.4.3  Messung der spezifischen ProteasomaktiVitat.............cccceveverieerivernciiennennn, 50
3.4.4  Bestimmung poly-ubiquitinierter Proteine ...........ccoccovveveeieninneeie e 51



INHALTSVERZEICHNIS

3.5

3.6

4.1

4.2

4.3

4.4

3.4.4.1 SDS-Polyacrylamid-GeleleKtrophorese..........c.ccovveiieienienienieecee e 51
3.4.4.2 WESEEIN-BIOt. ..o 53
3.4.4.3 Immunodetektion poly-ubiquitinierter Proteine ..........ccccccevveeiveriveresieernenenn 53
3.4.4.4 Chemilumineszenz-DeteKtioN..........cccoeiiiiiiieiiiiriseee e 53
I ST 1] ] 01T o PRSI 54
3.4.4.6 Immunodetektion VON B-AKLIN .....cocoiiiiiiieeeeee 54
Molekularbiologische Methoden.............ccocveeiiiiieie e 55
3.5.1  Kreuzung transgener C. elegans Stimme mit dem Stamm TK22.................. 55
3.5.1.1 Herstellung und Kultivierung ménnlicher C. elegans Nematoden.................. 55
3.5.1.2 Kreuzung und SEIEKLION ........cceiiiiiiiiiie e 56
TR T G T I TSP UTR RSP 57
3.5.1.4 Polymerase-Kettenreaktion.............cuevviieieeresieieese e 57
3.5.1.5 ReStNKONS-VEITAU .......ccueiiiiiiiiie i 58
3.5.1.6 DNA-GeleleKIropNOreSe .......ccoiiiiiiiieiie e 59
35,17 HITZESIIESS ... ettt bbbttt 60
3.5.2  Quantitative EChtZEIT-PCR..........cooiiiie et 61
3.5.2.1 RNA-ISOHEIUNG ..ottt s 62
3.5.2.2 QRT-PCR .ottt ettt bt be e neenes 63
StatistiSChe AUSWEITUNG........c.ooveiice et ae s 65
ErQEDNISSE. ...t 66
Quercetin interagiert mit der UPR™............cc.oouiiiiieieeeeeeeees s, 67
UPRER-Zielgene des QUEICETINS ...........vueveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeee s eeseeesenee e 71
Kompensationsmechanismen im Rahmen der UPRER ..., 74
Die Hemmung des autophagosomalen Abbaus schitzt vor einer

GIUKOSEIOXIZITAL ..., 78



INHALTSVERZEICHNIS

4.5

Al

A2

A3

A4

A5

A.6

A7

A8

A9

Das Proteasom als zentrales Ziel der Hemmung durch Glukose und der

AKtivierung durch QUEICETIN .........ooiiiiiie i 81
DISKUSSION.......ciiiiiiiiieie it 85
ZUSAMMENTASSUNG ...vveiviecieciee e re e 99
SUMIMATY .ttt ettt ae e e snn e 101
LiteraturverzeiChnis ... 103
Appendix: Material ..........cccocveiiiiiii 126
VerbrauChSmateriali€n ..........cocooiiiiiiic e 126
GIALE ... 127
Chemikalien und REAGENZIEN .......ccoiiiiiiiiee e 129
PUFFEr UNA LOSUNGEN.....ctiiiiiiieitieie ettt st 132
IMIBAIEN ...t 140
C. elegans STAMIMIE........ccviiecieci et nrs 142
BaKEerien STAMIME ........ooiiie e 142
RNAT-KIONE. ... 143
KIS 144



INHALTSVERZEICHNIS

A.10 ENzyme UnNd ANTIKOIPEE .....oovviiiiieiieieee et 144
ALl ONGONUKIEOLIAE ..ottt 145
A2 SOTEWAKE. ...t 146
B Appendix: PUDIIKAtiONeN ..........cccoooviiiiiieiieee e 147
B.1  PUBIKALION L...oiiiiiiicce e 147
B.2  PUDBIKALION 2. 159
B.3  PUBIKALION 3. 167
B.d  PUDIKALION 4 ...t 176
B.5  PUBIKALION 5. 183
DaANKSAQUNG . ..ceviiiiieiieiiie sttt sttt sttt sreesneesnne et 203
ETKIANUNG ... 205



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1:
Abbildung 1.2:
Abbildung 1.3:
Abbildung 1.4:
Abbildung 1.5:
Abbildung 1.6:
Abbildung 1.7:
Abbildung 1.8:
Abbildung 1.9:
Abbildung 3.1:
Abbildung 3.2:
Abbildung 3.3:
Abbildung 3.4:
Abbildung 4.1:
Abbildung 4.2:
Abbildung 4.3:

Abbildung 4.4:

Abbildung 4.5:
Abbildung 4.6:

Abbildung 4.7:

Abbildung 4.8:

Abbildung 4.9:

Abbildung 4.10:

Klassische Signalwege der GIUKOSEtOXIZItaL..........cccveveevivereiiienrenns
Schematische Darstellung der zelluléren Proteostase ...........c.ccv.....
Schematische Darstellung der UPR™ Signalkaskade in

T 00 1= 741 1 < SRR
Schematische Darstellung der UPR™® Signalkaskaden in
SAUQEIZEIIEN ..t
Schematische Darstellung der Autophagie in Saugerzellen...............
Schematische Darstellung des Ubiquitin-Proteasom-Signalwegs......
Chemische Strukturformel des QUErcetins.........cccovvvevveviieeieeiiieeinens
Anatomie eines C. elegans Hermaphroditen im Langsschnitt ...........
Lebenszyklus von C. elegans bei 22 °C........cccccevvevveieviievesieseeine
Prinzip der RNA-INEIfErenz........ccccovveveiieiiee e
Verlauf einer Fluoreszenzkurve des Fluoroskan-Assay .....................
DNA-Gelelektrophorese eines gfp-Amplifikats sowie von mev-
1-Amplifikaten nach anschlieBendem Verdau durch Kpn2I ..............
Mikroskopische Aufnahmen von C. elegans TK22,

SJA005XTK22 und SJA058XTK22......cveiiiieieieiiiee e
Quercetin verhindert die Glukose-induzierte Minderung der
Stressresistenz VON TK22 .......cviiviiiieiese e
Quercetin verlangert die Uberlebenszeit von TK22 nicht mehr

NACH AtFS-1 RNAI ...ceiiiiiiiiieeee s
Quercetin verlangert die Uberlebenszeit von TK22 auch nicht

mehr nach verdinnter hsp-60 RNAI.........ccccvvevviie i
Quercetin beeinflusst nicht die hsp-60 Promotoraktivitat in

TK22 in Anwesenheit VON GIUKOSE .........cccvviiiiiiiienenc e
RNAI von hsp-4 verhindert die Glukosetoxizitat in TK22 ................
Quercetin beeinflusst nicht die hsp-4 Promotoraktivitét in TK22

in Anwesenheit von GIUKOSE...........ccccviiiiiiie e
Quercetin verlangert die Uberlebenszeit von TK22 nicht mehr
NACN ITE-1 RNAI ..ottt
Die Aktivierung von Kompensationsmechanismen durch RNAI
von hsp-4 in TK22 ist unabhéngig von pek-1 .........cccccceviveviviieiieennns
RNAI von pek-1 verhindert die Glukosetoxizitat in TK22 ................
Doppel-RNAI von ire-1 und xbp-1 verlangert die Uberlebenszeit
VON TK2Z....ccee s



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 4.11:
Abbildung 4.12:

Abbildung 4.13:
Abbildung 4.14:
Abbildung 4.15:
Abbildung 4.16:
Abbildung 4.17:
Abbildung 4.18:
Abbildung 4.19:

Abbildung 4.20:

Abbildung 4.21:

XBP-1 als Transkriptionsfaktor des hsp-4 Promotors in TK22 ......... 76
Die Verlangerung der Uberlebenszeit von TK22 durch ire-1 und

xbp-1 Doppel-RNAI wird verhindert durch pek-1 RNA.................... 77
Eine verminderte IRE-1/XBP-1 Signaltransduktion beeinflusst

nicht die pek-1 ESPreSSION ......cccvevviieieeiesieseerie e e e 77
Quercetin beeinflusst nicht die Lysosomenbildung in TK22 in
Anwesenheit VON GIUKOSE.........cccooiieiiiiiiieeee s 78
RNAI von lgg-2 verhindert die Glukosetoxizitat in TK22................. 79
RNAI von Imp-2 verhindert die Glukosetoxizitat in TK22................ 80
Quercetin verlangert die Uberlebenszeit von TK22 nicht mehr

NACH PDS-4 RNAI ..ot 81
Quercetin aktiviert das Proteasom in TK22 in Anwesenheit von
GIUKOSE. ... 82

Die Steigerung der Proteasomaktivitat in TK22 durch Doppel-

RNAI von ire-1 und xbp-1 wird verhindert durch pek-1 RNAi ......... 83
Eine Inhibierung der Autophagie steigert die Proteasomaktivitat

TN THK22. ettt 84
Poly-ubiquitinierte Proteine in TK22 unter Imp-2 RNAI ........c.......... 84

Vil



TABELLENVERZEICHNIS

Tabellenverzeichnis

Tabelle 3.1:
Tabelle 3.2:
Tabelle 3.3:
Tabelle 3.4:
Tabelle 3.5:
Tabelle A.1:
Tabelle A.2:
Tabelle A.3:
Tabelle A.4:
Tabelle A.5:
Tabelle A.6:
Tabelle A.7:
Tabelle A.8:
Tabelle A.9:

Tabelle A.10:
Tabelle A.11:
Tabelle A.12:
Tabelle A.13:
Tabelle A.14:
Tabelle A.15:
Tabelle A.16:
Tabelle A.17:
Tabelle A.18:
Tabelle A.19:
Tabelle A.20:
Tabelle A.21:
Tabelle A.22:
Tabelle A.23:
Tabelle A.24:
Tabelle A.25:
Tabelle A.26:
Tabelle A.27:
Tabelle A.28:
Tabelle A.29:
Tabelle A.30:

Zusammensetzung des 8,5 %igen Trenngels........c.cccovvevvevevvereennenn, 52
Zusammensetzung des 5 %igen Sammelgels.........ccccoevvveivviiereennene 52
Zykluskonditionen der PCR ........cccoovviiiieiie e 58
Konditionen des Restriktionsverdaus durch Kpn2l (BspEl) .............. 59
Zykluskonditionen der qRT-PCR........ccccoiviiiviieie e 63
Verbrauchsmaterialien...........ccoveereni i 126
Gerdte und Laborhilfsmittel ..., 127
Chemikalien und ReageNZIeN.........cccuevvvieieeiieseese e eee e 129
StAMMIGSUNGEN ...t sra e 132
2] 1= Tod 0] (o111 Vo USSR 133
EINrier-PUTTEr A ..o 133
EINFrier-PUFTEr B........cooovoeeeee s 134
Ethanol: TWEEN®20.........ccoviiiiiiiiiesicriese s 134
MO-PUTTET ... 134
MOITWEEN®Z20 .....cceeeeiieiieeiee e 134
NACI-PEPION ... 135
3X LAMMIT-PUTTEN ..o 135
10X LAUT-PUFTEI ..o 135
10X TBS-PUFTEE ..o 136
10X TBS-T-PUFTEI ..eiiiiiiiceee e 136
BIOCK-PUTTEN ...t s 136
Blot-Puffer nach TOWDIN .......coooiiiiiiiiieeee e 136
ECL-LOSUNG ..ottt 137
LYSE-PUTTEN L. .o 137
Proteasomaktivitats-MesSpUFfer..........cccocvevvvieviicis s 138
SHP-PUFTEI ... 138
50X TAE-PUFTEI ..o 138
DEPC-WASSET ......ceiiieiiieeieeiee et 139
LYSE-PUTTEr 11 ... 139
2X Y T-AGAN it 140
2X Y T-IMEIUM ...t 140
NGM-AGAE ..o 141
FIUSSIG-NGIM ...t s 141
C. elegans StAMIME .......ccocveiieeceeceee e 142
BaKterien STAMME ........coiiieee s 142



TABELLENVERZEICHNIS

Tabelle A.31:
Tabelle A.32:
Tabelle A.33:
Tabelle A.34:
Tabelle A.35:

RNAI-KIONE ... s 143
KIS e 144
Enzyme und ANtIKOIPET .....cveieeieee e 144
OlGONUKIEOLIE ... 145
SOTEWANE ...t 146



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkurzungsverzeichnis

ABC
abu
ADP
age-1
AGEs
AMC
AMP
APS
ATF4
ATF6
ATF-6
ATFS-1
ATG
ATP
AUC
BAG1
BEC1
BEC-1
bp
BSA
bZip
C. elegans
C/EBP
cDNA

CGC

ATP binding cassette

activated in blocked UPR
Adenosindiphosphat

ageing alteration family member
advanced glycation end products
7-Amino-4-Methylcoumarin
Adenosinmonophosphat
Ammoniumpersulfat

activating transcription factor 4
activating transcription factor 6

ATF (cAMP-dependent transcription factor) family
activating transcription factor associated with stress
Autophagie-assoziiertes Protein
Adenosintriphosphat

area under the curve

BCL-2 associate athanogene 1

Beclin 1

beclin (human autophagy) homolog-1
Basenpaar

bovines Serumalbumin

basic leucine-zipper

Caenorhabditis elegans
CCAAT-enhancer-binding protein g
complementary DNA

Caenorhabditis Genetics Center



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

CHOP
CLIPS
Clp
CMA
Cr
daf-12
DAG
DEPC
DMSO
dsRNA
DTC
DTT

dve-1

E.coli
El
E2
E3
ECL
EDTA
egg-prep
elF2
Em
EMS
eNOS
ER

ERAD

C/EBP homologes Protein

chaperones linked to protein synthesis
caseinolytic peptidase family

chaperone mediated autophagy

Cycle Threshold

abnormal dauer formation
Diacylglycerol

Diethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid

doppelstrangige RNA

distal tip cell

1,4-Dithiothreitol

defective proventriculus in drosophila homologue
Elektron

Escherichia coli

Ubiquitin-aktivierendes Enzym
Ubiquitin-konjugierendes Enzym
Ubiquitin-Ligase

enhanced chemiluminescent
Ethylendiamintetraessigsaure
egg-preparation

eukaryotic translational initiation factor 2
Emissionswellenlange
Ethylmethansulfonat

endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase
endoplasmatisches Retikulum

ER-associated degradation

Xi



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ERSE ER stressresponse element

Era estrogen receptor o,

ETC electron transport chain

Ex excitation wave length

FADH, Flavin-Adenin-Dinukleotid

F-Generation Filialgeneration

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GIcNAc N-Acetylglucosamin

H* Proton

H,O Wasser

H,O bidest. bidestilliertes H,0O

H,0, Wasserstoffperoxid

HAF-1 HAIF transporter (PGP related)

HCS heat shock cognate protein

HEPES N-2-Hydroxyehtylpiperazin-N*-2-ethansulfonséure
HIP hsc70-interacting protein

HOP HSC70-HSP90 organizing protein

HRP horseradish peroxidase

HSF1 heat shock factor 1

HSR heat shock response

HtrA2 high temperature requirement protein A2
IGEPAL Octylphenoxypoly(ethyleneoxy)ethanol
IGF insulin like growth factor

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
IRE1 inositol-requiring enzyme 1

IxB inhibitor of NF-xB

JNK c-jun N-terminal kinase

Xii



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

LAMP2A
LC3
LGG
MAP-LC3
mdt
mev
MRNA
mTOR
MURE
NADH
NCBI
NEF
NFY
NF-xB
NGM
NRF
O}

0"
PAI-1
PAS
PBS
PCR
PEK-1

PERK

P-Generation

Pi

PI3K

lysosome-associated membrane protein type 2A
light chain 3

LC3, GABARAP and GATE-16 family
microtubule-associated protein 1 light chain 3
mediator

abnormal methyl viologen sensitivity
messenger RNA

mammalian target of rapamycin
mitochondrial unfolded protein response element
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid

National Center for Biotechnology
nucleotide exchanging factor

nuclear factor Y

nuclear transcription factor-«B

nematode growth medium

nuclear respiratory factor

Sauerstoff

Superoxid-Radikal

plasminogen activator inhibitor-1
proteasome alpha subunit

proteasome beta subunit

polymerase chain reaction

human PERK kinase homolog-1

protein kinase RNA-like ER kinase
Parenteralgeneration

anorganisches Phosphat

Klasse III Phosphatidylinositol-3-Kinase

Xiii



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

PI3P
PKC
PPAR
PVDF

Q
gRT-PCR
RISC
RNAI
RNS
ROS

rpm

RT

S1P

S2P

SD

SDS
SDS-PAGE
sel-1
SEPA-1
SHSP
SIR-2.1
SIRNA
SKN-1
Suc-LLVY-AMC
SW-PCR
TBS

TEMED

Phosphatidylinositol-3-phosphat
Proteinkinase C
Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor
Polyvinylidenfluorid

Coenzym Q

guantitative real-time PCR

RNA-induced silencing complex
RNA-Interferenz

reactive nitrogen species

reactive oxygen species

revolutions per minute

Raumtemperatur

site-1 protease

site-2 protease

standard deviation

sodium dodecyl sulphate
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
suppressor/enhancer of lin-12

suppressor of ectopic P granules in autophagy mutant
small heat shock protein

yeast SIR related

short interfering RNA

skinhead family member
N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-Amido-4-Methylcoumarin
single worm PCR

tris-buffered saline

N,N,N’N*“-Tetramethylethylendiamin

Xiv



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

TGF-B

TNF-a
TRIS
uba
ubl-5
UBQ
UDP
ULK
UPR
UPRE
UPRER
UPR™
UPS
VEGF
VPS-43

XBP-1

transforming growth factor-4

melting temperature

Tumornekrosefaktors-a
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

UBA (human ubiquitin) related
ubiquitin-like protein

Ubiquitin

Uridindiphosphat

uncoordinated 51-like kinase

unfolded protein response

UPR element

unfolded protein response des ERs

unfolded protein response der Mitochondrien
Ubiquitin-Proteasom-System

vascular endothelial growth factor

related to yeast vacuolar protein sorting factor-43

x-box-binding protein 1

XV



EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Glukosetoxizitat

Glukose stellt neben Fetten die wichtigste metabolische Energiequelle fiir den Organismus
dar. Die Versorgung der Organe uber das Blut bedarf daher eine genaue Regulation der
Glukosekonzentration [1]. Glukose wird dem Organismus zum einen durch die Aufnahme
von Kohlenhydraten mit der Nahrung, gefolgt von deren Verdauung und der
anschlieBenden intestinalen Absorption der Glukose, bereitgestellt. Zum anderen ist eine
endogene Verflgbarkeit durch die Glykogenolyse in der Leber sowie die Glukoneogenese
in der Leber und den Nieren innerhalb von Fastenperioden sichergestellt [2-4]. Die
Regulation der Blutglukosekonzentration wird primar durch Insulin gewahrleistet, welches
einerseits die Aufnahme von Glukose aus dem Blut in Muskel- und Fettgewebe induziert
und andererseits, als Antagonist des Glukagons, die hepatische Glykogenolyse sowie die
Glukoneogenese inhibiert [4, 5]. Eine Hyperglyk&mie ist dabei die typische Folge eines
absoluten oder relativen Insulinmangels im Rahmen der Pathogenese des Diabetes mellitus
vom Typ | beziehungsweise Typ Il [6, 7]. Bereits im Jahr 1940 konnte erstmals ein
pathologischer Effekt erhohter Blutglukosekonzentrationen auf pankreatische B-Zellen
festgestellt werden [8], der als ,,Glukosetoxizitat* bezeichnet [9] und im Folgenden
besonders in Assoziation mit der Entstehung von Diabetes mellitus gebracht wurde [10,
11]. Heute werden die chronische Hyperglykdmie und die damit einhergehende
Glukosetoxizitét als Hauptursache Diabetes-assoziierter Komplikationen definiert [12, 13].
Neben den klassischen mikrovaskularen Komplikationen wie Retinopathie, Nephropathie
und Neuropathie wird auch die Entstehung der Arteriosklerose mit Diabetes mellitus in
Verbindung gebracht und als makrovaskuldare Komplikation bezeichnet [14, 15]. Darlber
hinaus wird die chronische Hyperglykdmie mit dem friihzeitigen Tod von Individuen

assoziiert [16].



EINLEITUNG

1.1.1 Hyperglykdmie und oxidativer Stress

Die Glukosetoxizitat kann durch verschiedene Pathomechanismen erklart werden. Die
mitochondriale Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS; engl. reactive oxygen
species) gilt dabei als Stimulator verschiedener Signalwege, die in die Entstehung
Hyperglykamie-abhéngiger Schadigungen involviert sind [7, 17-20]. Die intrazellulére
Oxidation der Glukose beginnt mit der Glykolyse im Cytoplasma, wodurch Nicotinamid-
Adenin-Dinukleotid (NADH) und Pyruvat entstehen. Die Oxidation von Pyruvat innerhalb
des Citratzyklus liefert weitere Reduktionsaquivalente in Form von NADH und Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FADH;), welche in die mitochondriale Elektronentransportkette
(ETC; engl. electron transport chain) eingeschleust werden [17]. Der mitochondriale
Elektronen-Transport wird durch 4 Multi-Proteinkomplexe (Komplex I bis 1V), die mit der
inneren Mitochondrienmembran assoziiert sind, sowie Coenzym Q und Cytochrom c
vermittelt [21]. NADH, welches als Hauptelektronendonator fungiert, tbertragt Elektronen
auf Komplex I, die NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase [17, 22], wohingegen FADH, als
Elektronendonator fir Komplex II, die Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase, fungiert.
Beide Komplexe reduzieren schlieBlich Coenzym Q, welches als Elektronentbertrager
durch Komplex Il oxidiert wird [22, 23]. Die Elektronen werden im Folgenden von
Cytochrom ¢ und Komplex 1V, der Cytochrom-c-Oxidase, letztendlich auf molekularen
Sauerstoff Ubertragen, um diesen zu Wasser zu reduzieren [17, 22]. Durch den
Elektronentransfer entsteht ein Protonengradient, dessen Energie fur die Synthese von
Adenosintriphosphat (ATP) durch die ATP-Synthase, auch als Komplex V bezeichnet,
verwendet wird [21, 23]. Schon unter normalen physiologischen Bedingungen entstehen
ROS durch die Ubertragung von einem Elektron auf molekularen Sauerstoff innerhalb der
mitochondrialen ETC [24], die als Hauptquelle endogen gebildeter ROS unseres
Organismus definiert ist [25-29]. Besonders in Zellen ohne restriktive Glukoseaufnahme,
die typischerweise durch eine Hyperglykdmie geschadigt werden, steigt diese ROS-
Produktion durch die vermehrte Verstoffwechselung der Glukose und die erhohte
Oxidation der Reduktionsédquivalente NADH und FADH, an [18, 30]. Die daraus
resultierende  Hyperpolarisation der mitochondrialen Membran inhibiert den
Elektronentransport an Komplex Il [23, 31]. Dadurch steigt die Halbwertszeit des
Radikal-Zwischenprodukts von Coenzym Q, des Semichinons, Elektronen werden an
dieser Stelle vermehrt auf molekularen Sauerstoff (bertragen und erhdhen so die
Generierung des Superoxid-Radikals (0,™) [18, 22, 30].
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1.1.2 Glukose-induzierte Schadigungen

Durch die vermehrte Produktion von ROS in der mitochondrialen ETC werden bestimmte
Signalwege aktiviert, die als Mediatoren diabetischer Komplikationen gelten [7, 17-20,
22]. Ausgangspunkt daftr ist die Hemmung der Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), einem Enzym der Glykolyse, durch ROS [32]. Der dadurch
bewirkte Anstieg der Glykolyse-Intermediate stromaufwérts von Glycerinaldehyd-3-
phosphat fiihrt zu einem verstarkten Flux der Intermediate in Signalwege, die mit der
Entstehung diabetischer Komplikationen assoziiert werden. Dazu gehdren der Polyol-
Signalweg, der Hexosamin-Signalweg, die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) sowie
die Entstehung von Glykierungsendprodukten (AGEs; engl. advanced glycation end
products) [7, 18, 20, 22]. Abbildung 1.1 stellt schematisch die Zusammenhénge dar.
Innerhalb des Polyolwegs Kkatalysiert die Aldose-Reduktase NADPH-abhéngig die
Reduktion von Glukose zu Sorbitol, gefolgt von dessen NAD*-abhéngiger Oxidation zu
Fruktose durch die Sorbitol-Dehydrogenase. Durch die dementsprechend geringe
Verfligbarkeit von NADPH wird die Regeneration von reduziertem Glutathion, welches als
wichtiger Radikalfanger fir ROS fungiert, unterdriickt. Zusatzlich steigt die O,"-Bildung,
denn die erhéhte NADH-Produktion durch die Oxidation der Fruktose resultiert in einer
gesteigerten Aktivitat der NADH-Oxidase [33]. Dartber hinaus ist die Akkumulation von
Sorbitol [34] sowie der beschriebene oxidative Stress [35] mit einer osmotischen
Dysregulation im Rahmen des diabetischen Katarakts assoziiert und auch die Entwicklung
von vaskularen Erkrankungen scheint mit einer erhdhten Expression der Aldose-Reduktase
in Verbindung zu stehen [36, 37].

Fruktose-6-phosphat wird innerhalb des Hexosaminwegs zunéchst in Glucosamin-6-
phosphat und anschlieBend in Uridindiphosphat (UDP)-N-Acetylglucosamin (GIcNACc),
das als Substrat einer spezifischen O-GIcNAc-Transferase dient, konvertiert [7, 18, 22].
Dieses Enzym katalysiert die posttranslationale Modifikation von Proteinen in Form einer
O-GIcN-Acylierung an spezifischen Serin- und Threonin-Resten [38], die oft mit
pathologischen Veranderungen des Expressionsmusters verschiedener Gene einhergeht
[32, 39, 40]. Dariiber hinaus ist die Inhibierung der endothelialen Stickstoffmonoxid-
Synthase (eNOS) durch O-GIcN-Acylierung im Zusammenhang mit der Entstehung
diabetischer vaskuldrer Schadigungen beschrieben [41].

Innerhalb einer Hyperglykdmie wird die chronische Aktivierung der PKC durch

Diacylglycerol (DAG) vermittelt [42, 43]. Die gesteigerte de novo Synthese von DAG
3
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resultiert dabei aus der Akkumulation des glykolytischen Intermediats
Dihydroxyacetonphosphat. Dieses wird zu Glycerinaldehyd-3-phosphat reduziert, welches
die DAG-Synthese positiv reguliert [20, 44]. Die Aktivierung des DAG-PKC-Signalwegs
beeinflusst eine Reihe pathophysiologischer Prozesse, die mit mikro- und makrovaskuléren
Komplikationen des Diabetes mellitus assoziiert werden und durch eine verdnderte
Expression verschiedener Faktoren charakterisiert sind [45, 46]. Dazu gehort
beispielsweise die verminderte Expression der eNOS mit gleichzeitig erhdhter Expression
von Endothelin-1, resultierend in Durchblutungsstérungen, eine erhéhte Expression von
vascular endothelial growth factors (VEGFs), einhergehend mit Veranderungen der
vaskuldren Permeabilitdt durch Ubermé&lige Angiogenese, eine erhthte Expression des
transforming growth factors-f (TGF-B) sowie des plasminogen activator inhibitor-1
(PAI-1), die mit kapillaren bzw. vaskuldren Verschllssen assoziiert werden, sowie eine
gesteigerte Expression des nukledren Transkriptionsfaktors kB (NF-kB; engl. nuclear
transcription factor-xB), der die Expression von pro-inflammatorischen Genen steigert.
Daruber hinaus wird auch die Entstehung von oxidativem Stress durch eine verstarkte
PKC-AKktivitat beglnstigt, denn die Expression der NAD(P)H-Oxidasen wird ebenfalls
durch eine erhohte DAG-PKC-Signaltransduktion gesteigert [18].

AGEs entstehen durch eine nicht-enzymatische Reaktion von Glukose, anderen
reduzierenden Zuckern [47], oder reaktiven Dicarbonylen [48] mit Aminogruppen von
intra- sowie extrazelluldren Proteinen. Extrazellulér steht dabei besonders die Bildung von
AGEs uber Glycerinaldehyd-3-phosphat und daraus gebildeten Dicarbonylen, wie zum
Beispiel Methylglyoxal, im Vordergrund. Die schadigende Wirkung der AGEs begriindet
sich besonders in der veranderten Funktion der modifizierten intrazellul&ren Proteine. Aber
auch extrazellular spielen AGEs eine Rolle im Rahmen diabetischer Komplikation, denn
sie flhren zu veranderten Interaktionen modifizierter extrazellularer Matrixkomponenten
mit anderen Matrixkomponenten und binden an entsprechende AGE-Rezeptoren. Letzteres
resultiert in der Entstehung von ROS, welche wiederum NF-kB aktivieren und so zu einem
veranderten Expressionsmuster von Genen, die in die pathophysiologischen Mechanismen

diabetischer Komplikationen involviert sind, fihren [18].
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Neben der Aktivierung der beschriebenen Sig

direkten Schadigung aller Arten von Makromolekilen,

Nukleinsduren, Lipiden und Proteinen [49, 5

nalwege durch ROS fiihren diese zu einer
wie zum Beispiel von

0]. Neben der Bildung von AGEs ist die

Oxidation von Proteinen einer der Hauptgriinde fir ROS-abhéngige Protein-Schadigungen,

resultierend in einer Dysfunktion des Proteins bis hin zum Verlust der Funktionalitat [49].
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1.2 Proteostase

Proteine sind die Klasse der Makromolekille mit der hochsten strukturellen Komplexitét
und Diversitdt [51]. Sie stellen die ,molekularen Maschinen“ der Zelle dar. lhre
Hauptaufgaben sind unter anderem die Signaltransduktion, Transport, enzymatische
Katalyse und Membranfusion [52]. Die Zellen und Gewebe eines Organismus stehen unter
der stetigen Herausforderung, die Einwirkungen von akutem und chronischem Stress
auszugleichen [53, 54]. Proteine sind dabei die Molekile mit der hochsten Sensitivitat
gegenuber zelluldrem Stress [55]. Die Belastung der Zelle durch physikalischen,
chemischen, umweltbedingten oder metabolischen Stress kann die Entfaltung, Fehlfaltung
und die unspezifische Aggregation von Proteinen bedingen [54, 56]. Dadurch wird die
Funktionalitat der Proteine, welche maligeblich von der spezifischen dreidimensionalen
Struktur abhéngt [57], veréndert und beeintrachtigt.

Die Homoostase des eukaryotischen Proteoms, der Gesamtheit zellulérer Proteine, wird als
Proteostase bezeichnet. Sie wird durch ein komplexes Netzwerk molekularer Interaktionen,
das Synthese, Faltung, Transport sowie Abbau der Proteine kontrolliert und koordiniert,
charakterisiert [58]. Das Proteostase-Netzwerk stellt somit die Proteinqualititskontrolle
dar, welche fehlgefaltete oder geschédigte Proteine erkennt, riickfaltet oder deren Abbau
initilert. Damit existiert gleichzeitig ein Schlusselmechanismus der zelluldren
Stressantwort [59], der unabdingbar fiir die Funktionalitat der Zelle ist [60]. Das Netzwerk
der zelluldren Proteostase umfasst die Hitzeschockantwort im Cytosol, die Unfolded
Protein Response in den Mitochondrien (UPR™) und im endoplasmatischen Retikulum
(ER) (UPR™), die Autophagie und das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS). Eine

schematische Darstellung der Proteostase findet sich in Abbildung 1.2.
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der zellularen Proteostase

UPR™: unfolded protein response im Mitochondrium; ER: endoplasmatisches Retikulum; UPRE: unfolded
protein response im ER; UPS: Ubiquitin-Proteasom-System; ERAD: ER associated degradation

1.2.1 Chaperon-vermittelte Proteinfaltung

Die zellulére Proteostase hangt mafigeblich von der Aktivitdt molekularer Chaperone ab.
Sie fordern die de novo Faltung neu-synthetisierter Proteine, sind aber ebenso an der Ent-
und Neufaltung fehlgefalteter oder denaturierter Proteine beteiligt [61]. Vertreten in allen
Zellkompartimenten [62] weisen sie neben der Proteinfaltung diverse weitere Funktionen
innerhalb der Proteostase auf, die beispielsweise bei der Translokation von Proteinen tiber
verschiedene zelluldre Kompartimente, der Stabilisierung der Protein-Konformation, dem
Zusammenschluss von Protein-Komplexen sowie dem Abbau von Proteinen eine Rolle
spielen [63]. In eukaryotischen Zellen werden diese Funktionen von zwei
unterschiedlichen Chaperon-Netzwerken durchgefihrt [64]. Zum einen sind das
Chaperone, die physikalisch und funktionell mit der Translation assoziiert sind und die

Faltung neu-synthetisierter Proteine unterstltzen (chaperones linked to protein synthesis;

7
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CLIPS). Zum anderen sind es die Hitzeschockproteine (HSPs) [61], welche die
Hauptklasse bilden [62]. HSPs sind stressresponsive Chaperone, deren Expression durch
Hitzeschock, aber ebenso durch verschiedene andere Stresskonditionen, die zu einer
Fehlfaltung oder Schadigung von Proteinen fiihren, induziert wird [56, 65]. In Eukaryoten
wird diese hochkonservierte Gruppe von Proteinen entsprechend ihrer molekularen Masse
in die Klassen HSP-40, HSP-60, HSP-70, HSP-90 und HSP-100 sowie kleine HSPs (SHSP;
engl. small heat shock protein) eingeteilt [53, 61, 66]. Innerhalb der Proteostase sind die
unterschiedlichen Klassen an unterschiedlichen Prozessen beteiligt. Die HSP-70
Chaperone sind am weitesten verbreitet [67]. In Gegenwart von Stressoren sind sie
verantwortlich fiir die Prévention der Protein-Aggregation und die Neufaltung
fehlgefalteter Proteine. Dartiber hinaus spielen sie unter physiologischen Bedingungen eine
Rolle innerhalb der de novo Faltung, der Protein-Translokation durch Membranen von
Zellorganellen, dem Abbau von oligomeren Proteinstrukturen, der proteolytischen
Degradierung von unstabilen Proteinen sowie der Kontrolle der biologischen Aktivitat von
regulatorischen Proteinen [68]. Sie weisen eine ATPase-Domane sowie eine Substrat-
Bindungs-Domane auf. lhre Aktivitat lauft in Zyklen der Protein-Bindung und ATP-
Hydrolyse ab und endet mit der Freisetzung des Proteins [67], wobei lhre Aktivitat
abhangig von der Interaktion der beiden Domanen untereinander sowie der Interaktion der
Doménen mit anderen Cofaktoren ist. Dazu gehdren zum Beispiel die HSP-40 Chaperone,
die auch als Co-Chaperone  bezeichnet  werden, sowie  verschiedene
Nukleotidaustauschfaktoren (NEF; engl. nucleotide exchanging factor) [62].

Die Aktivitdt der Mitochondrien-spezifischen HSP-60 Chaperone, auch bekannt als
Chaperonine, ist ebenfalls ATP-abhangig, unterscheidet sich in ihrem Reaktions-
Mechanismus jedoch von den HSP-70 Chaperonen. Chaperonine sind Doppelring-
Komplexe, die in ihrem Zentrum eine Art Reaktionshéhle beherbergen. Hydrophobe
Wechselwirkungen bewirken die Bindung des Protein-Substrats, gefolgt von dessen
Translokation in das Zentrum des Chaperonins, in dem es, geschiitzt vor Aggregation mit
anderen Proteinen, gefaltet wird [69]. Zusatzlich werden fur diese Reaktion HSP-10 Co-
Chaperone bendtigt, denn sie fungieren als eine Art molekularer Deckel, der die
Reaktionshohle schliel3t [70].

Des Weiteren sind die hochkonservierten HSP-90 Chaperone zu nennen. Sie sind Cytosol-
spezifisch und ihre Substrate sind vor allem Signaltransduktions-Proteine, wie zum
Beispiel Steroid-Hormon-Rezeptoren, fiir deren Konformations-Stabilisierung sie
verantwortlich sind. Ihre Aktivitat ist ebenfalls ATP-abhéngig [71].
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Die Chaperone der HSP-100 Klasse sind vor allem fiir die Entfaltung fehlgefalteter
Proteine sowie die Auflésung von Protein-Komplexen oder -Aggregaten zustandig [62, 66,
69].

Zuletzt sind die sHSPs zu nennen. Sie binden unspezifisch vor allem partiell denaturierte
Proteine, um diese vor irreversibler Aggregation zu schitzen [67] und ihre Ent- und
Neufaltung, zum Beispiel durch HSP-70 Chaperone, einzuleiten [72].

1.2.2 Unfolded Protein Response

Naszierende Proteine sind im Cytosol, im ER sowie im Mitochondrium préasent und
erfordern Mechanismen der Proteinfaltung. Wird die Kapazitat der Proteinfaltung durch
eine stressbedingte Akkumulation un- oder fehlgefalteter Proteine (berstiegen, entsteht
eine Stresssituation, an welche die Aktivitat der Faltungs-Mechanismen angepasst werden
muss [73].

Die eukaryotische Hitzeschockantwort (HSR; engl. heat shock response) stellt dabei die
Proteinqualitatskontrolle fir das Cytosol dar, mit dem Hitzeschockfaktor 1 (HSF1; engl.
heat shock factor 1) als zentrales Element. Unter physiologischen Bedingungen liegt dieser
Transkriptionsfaktor gebunden an cytosolische Chaperone vor. Wird die Kapazitat der
Faltungsmechanismen durch Akkumulation fehlerhafter Proteine Uberstiegen, transloziert
HSF1 in den Nukleus und reguliert die Expression von Genen, die in die HSR involviert
sind. Dazu gehoren verschiedene, im Cytosol sowie im Nukleus lokalisierte Chaperone,
aber ebenso Komponenten des UPS [73].

Die entsprechenden Signalwege im ER und im Mitochondrium werden im Folgenden

erlautert.

1.2.2.1 Unfolded Protein Response im Mitochondrium

Zelluldre Stresssituationen, wie erhohte Temperaturen, oxidativer Stress oder die
Akkumulation von mutierten Proteinen, fordern die mitochondriale Proteostase heraus und
fihren zu einer Situation, in der eine Proteinqualitatskontrolle unabdingbar ist [74]. Die
UPR™ ist eine Stressantwort, welche die Proteostase innerhalb des Organells aufrecht
erhalt [75]. Sie stellt einen Signalweg zwischen Mitochondrium und Nukleus dar, der
zunéchst die Stresssituation im Mitochondrium erkennt, um ein Signal aus diesem tber das

Cytosol in den Nukleus abzugeben, um dort die Transkription von mitochondriale



EINLEITUNG

Chaperone und Proteasen der Qualitatskontrolle kodierenden Genen zu erhéhen und so die
mitochondriale Proteostase wiederherzustellen [73].

Obwohl das Mitochondrium sein eigenes Genom beherbergt, wird der groBte Teil
mitochondrialer Proteine im Cytosol exprimiert und ins Mitochondrium importiert. Fur
eine effiziente Translokation tber die engen Poren der beiden mitochondrialen Membranen
mussen die VVorldufer-Proteine in einem relativ ungefalteten Stadium importiert werden, in
welchem sie die mitochondriale Matrix erreichen. Dadurch ist auch unter physiologischen
Bedingungen im Mitochondrium die Aktivitat von Faltungsmechanismen noétig [76], die,
wie in Abschnitt 1.2.1 bereits erldutert wurde, von Chaperonen abhéngig sind. Die
Chaperone mtHSP70, HSP-60 und HSP-10 sind fir die Faltung von Proteinen, die ins
Mitochondrium importiert wurden, sowie flr die Ent- und Neufaltung von beschéadigten
mitochondrialen Proteinen verantwortlich. Uberschiissige Proteine, die nicht von
Chaperonen als Substrat erkannt werden unterlaufen dem proteolytischen Abbau durch
spezifische Proteasen, zu denen beispielsweise verschiedene Peptidasen aus der
caseinolytic peptidase family (Clps) und die Lon-Protease gehdren. Infolge von
proteotoxischem Stress werden diese spezifischen Chaperone und Proteasen durch die
UPR™ verstarkt aktiviert [77]. Die Expression der entsprechenden Ziel-Gene der UPR™
wird dabei durch ein Dimer der Transkriptionsfaktoren C/EBP homologes Protein (CHOP)
und CCAAT-enhancer-binding protein g (C/EBPP) koordiniert, das an eine spezifische
CHOP-Bindungsstelle in der Promotorregion der Gene bindet [77-79]. Diese
Bindungsstelle wird von zwei UPR™ Respons-Elementen (MURES; engl. mitochondrial
unfolded protein response elements), die in verschiedenen Ziel-Genen der UPR™
identifiziert wurden [80], flankiert [77, 79]. Flr die Expression von CHOP und C/EBP ist
wiederum die Aktivitat der c-Jun N-terminalen Kinase 2 (JNK2; engl. c-jun N-terminal
kinase 2) notig. Diese wird durch Peptide, welche bei dem proteolytischen Abbau
fehlerhafter Proteine in der mitochondrialen Matrix vermehrt entstehen und ins Cytosol
transportiert werden, aktiviert. JNK2 transloziert in den Nukleus und phosphorylisiert
c-Jun, das an den Transkriptionsfaktor AP-1 bindet und diesen aktiviert. AP-1 steigert
schliellich die Transkription von CHOP und C/EBP [77]. Eine schematische Darstellung
der Signalwege findet sich in Abbildung 1.3.

10
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der UPR™ Signalkaskade in Saugerzellen

JNK2: c-jun N-terminal kinase 2; CHOP: C/EBP homologes Protein; C/EBPB: CCAAT-enhancer-binding
protein 8; MURE: mitochondrial unfolded protein response element. Modifiziert nach Haynes und Ron, 2010
[75].

Neben der Aktivierung der beschriebenen Signaltransduktion existiert eine weitere
separate Stressantwort innerhalb der UPR™, die sich auf den mitochondrialen
Intermembranraum beschréankt und Uber die Aktivierung der Proteinkinase B vermittelt
wird. Durch Phosphorylierung des Ostrogenrezeptors estrogen receptor o (Era) wird
beispielsweise die Transkription der Serin-Protease high temperature requirement protein

A2 (HtrA2), die im mitochondrialen Intermembranraum aktiv ist, gesteigert [73, 79].

1.2.2.2 Unfolded Protein Response im ER

In eukaryotischen Zellen wird der grofite Teil sekretorischer und transmembraner Proteine
im Lumen des ERs gefaltet [81]. Im Anschluss an die Translation an den Ribosomen
erreichen die genannten Proteine das ER als ungefaltete Polypeptide. Dort herrscht eine
optimale Umgebung fir die Faltung sowie die post-translationale Modifizierung der
Polypeptidketten, die fiir die Reifung zu Proteinen der Plasmamembran, intrazellulérer
Organellen oder auch der extrazellularen Umgebung bestimmt sind [82]. Der Flux in das
ER ist sehr variabel und kann sich in Abhangigkeit des Status der Zelldifferenzierung,

wechselnder umweltbedingter Konditionen sowie des physiologischen Zustands der Zelle
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veréndern [81]. Zudem ist eine Beeintréchtigung der Proteinfaltung durch eine Vielzahl
zelluldrer Stresskonditionen, zu denen Nahrstoffmangel, Storungen des Redox-Status,
Verdanderungen der Calcium-Konzentration, eine fehlerhafte post-translationale
Modifizierung oder eine Erh6hung in der Protein-Synthese gehoéren, standig prasent und
fuhrt weiterhin zu einer Akkumulation un- oder fehlgefalteter Proteine im ER Lumen [83].
Um die Proteostase innerhalb des ERs in solchen Situationen aufrechtzuerhalten, existieren
spezifische Signalkaskaden im Rahmen der UPRFR [81, 82, 84]. Die UPR®R reduziert
Translationsprozesse und den Flux von naszierenden Proteinen ins ER, bedingt die
Erhohung der Expression von Chaperonen sowie die Aktivierung des ER-associated
degradation (ERAD)-Systems [83]. Letzteres vermittelt den Transport von Proteinen, die
im ER nicht korrekt gefaltet werden kénnen, in das Cytosol, wo sie ubiquitiniert und durch
das UPS degradiert werden [85] oder dem lysosomalen Abbau als Folge der Autophagie
unterliegen [86].

Drei integrierte Signalkaskaden, die parallel zueinander interagieren, wurden innerhalb der
UPR®® identifiziert. Eine schematische Darstellung der wichtigsten Interaktionen findet
sich in Abbildung 1.4. Die Induktion der Signalkaskaden beginnt mit der Aktivierung
sogenannter Stresssensoren, den drei Transmembranproteinen inositol-
requiring enzyme 1(IRE1), protein kinase RNA-like ER kinase (PERK) und activating
transcription factor 6 (ATF6), die ER-Stress in Form von einer Akkumulation un- oder
fehlgefalteter Proteine erkennen [81, 87-89]. Die Aktivierung aller drei Stresssensoren ist
abhdngig von dem Chaperon immunoglobulin binding protein (BiP). Unter basalen
Konditionen bindet BiP an die luminale Doméne eines jeden der drei Stresssensoren,
wodurch diese in ihrer inaktiven Form vorliegen. Infolge der Akkumulation un- oder
fehlgefalteter Proteine im ER binden diese ber ihre hydrophoben Doménen an BiP und
bewirken dessen Dissoziation von den Stresssensoren, die dadurch aktiviert werden [87,
90].

Die Aktivierung der IRE1-Signalkaskade induziert den am stérksten konservierten
Signalweg innerhalb der UPRFR [81, 87-89]. IRE1l st ein bifunktionales
Transmembranprotein mit einer Kinase- sowie einer Endoribonuklease/RNAse-Aktivitat
[89], das durch die luminale Aktivierung zundchst dimerisiert und trans-autophosphoryliert
wird. Die dadurch herbeigefiihrte Konformationsédnderung induziert die Aktivierung der
cytosolischen RNAse-Doméne, welche die Exzision eines Introns der mRNA des UPRER-
spezifischen Transkriptionsfaktors x-box-binding protein 1 (XBP1) bewirkt [90]. Die
gespleilite MRNA wird in den aktiven Transkriptionsfaktor translatiert. XBP1 transloziert
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in den Nukleus und reguliert die Transkription einer breiten Vielfalt von Genen, die
Proteine kodieren, welche in die ER-Membran-Biogenese, die Protein-Faltung, das ERAD-
System und die zelluléare Protein-Sekretion involviert sind [87].

PERK weist strukturelle Ahnlichkeiten zu IRE1 auf, denn es beherbergt eine ER-luminale
dimerisierende Domane sowie eine cytosolische Kinase-Domane. Der unmittelbare Effekt
der Aktivierung von PERK resultiert in der selektiven Phosphorylierung der a-Untereinheit
des eukaryotic translational initiation factor 2 (elF2). Dadurch wird der elF2B-
Translations-Initiations-Komplex, der in die Regeneration von elF2 involviert ist, inhibiert,
wodurch die ribosomale Translation und somit der Import neu-synthetisierter Proteine in
das ER vermindert wird. Darliber hinaus resultiert die Phosphorylierung von elF2a in der
Transkription selektiver stressresponsiver Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel dem
activating transcription factor 4 (ATF4), der die Expression von verschiedenen
proteostatischen Genen reguliert [81, 87-89]. Dazu z&hlen solche, die fur Chaperone,
Elemente des ERADs, antioxidative Enzyme sowie Proteine, welche in die Biosynthese
und den Transport von Aminosauren involviert sind, kodieren [82].

Die Aktivierung des ATF6-Signalwegs erfolgt durch einen ungewohnlichen Mechanismus,
der als ,regulierte intramembrane Proteolyse” bezeichnet wird. Dabei transloziert ATF6
infolge einer Aktivierung vom ER zum Golgi-Apparat, um dort der proteolytischen
Prozessierung durch die site-1 protease (S1P) und die site-2 protease (S2P) zu unterlaufen
[91, 92]. Durch diese Prozessierung werden die luminale Doméne sowie der
transmembrane Anker entfernt, woraufhin das freigesetzte N-terminale Fragment
(ATF6(N)) in den Nukleus transloziert, wo es als aktiver Transkriptionsfaktor die
Expression von UPR¥ Ziel-Genen reguliert [89]. Dies geschieht in Gegenwart des
Transkriptionsfaktors nuclear factor Y (NFY), auch bekannt als CCAAT-box binding
factor, durch die Bindung an sogenannte ER stressresponse elements (ERSES), die in der
Promotorregion vieler ER-stressresponsiver Gene identifiziert wurden. Dazu gehoren
molekulare Chaperone sowie Elemente des ERADs, aber auch CHOP, der als
Transkriptionsfaktor stromabwartsliegende proapoptotische Gene reguliert [91]. Die
Transkriptions-Regulation durch XBP1 wird ebenfalls Uber dessen Bindung an ERSESs
vermittelt. Dartiber hinaus aktiviert XBP1 stressresponsive Gene Uber die Interaktion mit
Promotormotiven, die als UPR elements (UPRES) bezeichnet werden [91] und vor allem in
der Promotorregion von Genen, die Chaperone kodieren, vorzufinden sind [88]. Die
Bindung an UPREs ist dabei als XBP-1-Homodimer oder in Assoziation mit ATF6(N) als
Heterodimer moglich [91].
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der UPRFR Signalkaskaden in Saugerzellen

PERK: protein kinase RNA-like ER kinase; elF2: eukaryotic translational initiation factor 2; ATF4:
activating transcription factor 4; ATF6: activating transcription factor 6; ATF6(N): ATF6 N-Terminus;
S1P: site-1 protease; S2P: site-2 protease; ERSE: ER stressresponse element; IRE-1: inositol-
requiring enzyme 1; XBP-1: x-box-binding protein 1; UPRE: UPR element; ERAD: ER associated
degradation. Modifiziert nach Kitamura, 2008 [93].

Die UPR®® benétigt gewisse Riickkopplungsmechanismen, um sicherzustellen, dass ihre
Aktivitdt weder hyperaktiviert noch friihzeitig abgeschwacht wird. Zwei negative
Rickkopplungen sind bekannt und werden von GADD34, ein Mitglied der DNA-damage
and growth-arrest-inducible gene family, und dem Co-Chaperon p58"* vermittelt. Beide
bedingen die Dephosphorylierung und somit die Inaktivierung von elF2a beziehungsweise
PERK [94]. Als positive Rickkopplung scheint eine Aktivierung der Transkription des
XBP1 Gens durch das XBP1 Protein mdglich zu sein. XBP1 bindet dabei an identische
Promotorregionen (ERSEs [95]) wie ATF6(N) in Assoziation mit NFY. Dadurch entsteht
eine autoregulatorische Rickkopplung, welche die IRE1-Signalkaskade, auch bei
verminderter PERK- und ATF6-Aktivitat, aufrechterhélt [94].

Proteine, die im ER nicht korrekt gefaltet werden konnen, werden vom ERAD-System
erkannt, ins Cytosol transportiert und dort durch das UPS degradiert [96]. Vor allem wenn
das UPS durch die Akkumulation ubiquitinierter Proteine Uberlastet ist, findet ein Abbau

dieser durch Autophagie statt [86].
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1.2.3 Autophagie

Die Autophagie ist ein evolutionér konservierter Prozess in eukaryotischen Zellen, der dem
lysosomalen Abbau von Proteinen oder vollstandigen Zellorganellen dient [97]. Sie ist ein
selbst-degradierender Prozess mit einer wichtigen Funktion bei der Kontrolle Uber die
Verwendung von Energie-Ressourcen innerhalb kritischer Entwicklungsphasen oder
Nahrungsmangel. Die Autophagie ist aber ebenso in die Entfernung von fehlgefalteten
oder aggregierten Proteinen, die Wiederherstellung von beschédigten Organellen sowie die
Eliminierung von Pathogenen involviert [98] und wird in bestimmten Situationen durch die
UPR aktiviert [86]. Weitere zellulare Stresskonditionen, die zur Aktivierung der
Autophagie flhren, sind ein Mangel an Wachstumsfaktoren, DNA-Schaden, oxidativer
Stress oder Hypoxie [99]. Dementsprechend stellt sie einen fundamentalen Mechanismus
innerhalb der zelluldren Proteostase unter physiologischen und pathophysiologischen
Bedingungen dar [100].

Der Begriff Autophagie stammt von den griechischen Worten fir ,,selbst und ,,essen“ ab
[98, 100] und ist der Oberbegriff fur eine von Lysosomen abh&ngige Degradierung.
Abhéngig von der Art und Weise, wie das zu degradierende Material in das Lysosom
transportiert wird, lassen sich drei Formen der Autophagie unterscheiden. In Sdugerzellen
werden sie bezeichnet als Makroautophagie, Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA;
engl. chaperone mediated autophagy) und Mikroautophagie. Innerhalb der
Makroautophagie wird das zu degradierende Material zunéchst in ein durch eine
Doppelmembran umgebenes Autophagosom eingeschlossen, das anschlieBend mit einem
Lysosom verschmilzt. Innerhalb der CMA wird ein fiir die Degradierung bestimmtes
Protein anhand eines spezifischen Signals durch ein Chaperon erkannt und durch dieses
zum Lysosom transportiert. Als Mikroautophagie wird die UmschlieBung kleiner Teile des
Cytoplasmas durch die lysosomale Membran selbst bezeichnet [100]. Abbildung 1.5 zeigt
eine schematische Darstellung der drei Formen der Autophagie.

Die molekularen Mechanismen der Makroautophagie, meist als Autophagie bezeichnet,
sind am besten erforscht. Auch wenn eine basale Aktivitdt der Makroautophagie besteht,
ist die Regulation dieser abhdngig vom gegenwartigen Niveau an Aminosauren,
Né&hrstoffen und Wachstumsfaktoren [101] sowie an Sauerstoff und Energie. Da die
Produkte der Autophagie vor allem durch die Degradierung zellul&rer Proteine entstandene
Aminosduren sind, wird die Autophagie besonders durch einen Mangel an Aminoséduren

gesteigert [102]. Die Signale, welche die Makroautophagie regulieren, sind sehr
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unterschiedlich. Eine Induktion durch Nahrungsmangel wird beispielsweise durch die
Inaktivierung der Serin/Threonin Proteinkinase mammalian target of rapamycin (mTOR)
vermittelt [103]. Die stromabwarts von mTOR integrierten uncoordinated 51-like kinases
(ULKSs) stellen Schlusselelemente der Induktion der Makroautophagie im Rahmen des
Né&hrstoffmangels dar. Bei ausreichender N&hrstoffversorgung interagiert der mTOR-
Komplex 1 mit einem Komplex in dem ULK gebunden vorliegt und inhibiert diesen durch
Phosphorylierung. Infolge von Néahrstoffmangel wird der Energie- und Nahrstoffsensor
mTOR inhibiert und dissoziiert von ULK ab, wodurch letzterer dephosphoryliert wird und
die Makroautophagie durch Forderung der Autophagosomen-Bildung induziert [99, 104].
Die Makroautophagie beginnt immer mit der Bildung einer Isolationsmembran, dem
sogenannten Phagophor. Dieses kann ausgehend von verschiedenen Quellen generiert
werden, zu denen das ER, die duRere Mitochondrienmembran sowie die Plasmamembran
gehoren [99]. Phosphatidylinositol-3-phosphat (P13P) wird beispielsweise fur die Synthese
von Omegasomen, den initialen Strukturen des Autophagosoms, die bei der Vesikel-
Knospung ausgehend vom ER entstehen, benétigt. Fur die Bildung von PI3P ist der
Zusammenschluss verschiedener Autophagie-assoziierter Proteine (ATGS) zu einem
Komplex Voraussetzung [99]. Zu diesem gehdren Beclin1 (BEC1), das die Klasse III
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) Vsp34 in den Komplex rekrutiert, um PI3P zu
synthetisieren und die Bildung des Phagophors zu initiieren [99, 104, 104]. Die Elongation
des Phagophors sowie die Schliefung der Membranen und somit die Fertigstellung des
reifen Autophagosoms wird durch zwei Ubiquitin-ahnliche Molekile, Atg12 und die light
chain 3 (LC3)-Lipase, und zwei Konjugations-Systeme realisiert [104]. Ausgehend von
BECL1 flhrt dieser Prozess somit zur Ausbildung naszierender Autophagosommembranen,
die sich um die zu degradierenden Substrate schliefen und diese in einem Vesikel, dem
Autophagosom, verpacken. Letzteres verschmilzt mit einem Lysosom, wodurch das
Autolysosom entsteht. Die Degradierung wird von lysosomalen Proteasen, Lipasen,
Nukleasen und Glycosidasen katalysiert. Lysosomale Permeasen vermitteln den Transport
der Abbauprodukte, zu denen Aminosduren, Lipide, Nukleoside und Kohlenhydrate
gehéren, in das Cytosol, wo sie fiir verschiedenste synthetische und metabolische

Signalwege zur Verfligung stehen [104].
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Autophagie in Saugerzellen

BEC1: Beclin 1; CMA: chaperone mediated autophagy; LMP2A: lysosome-associated membrane protein
type 2A. Modifiziert nach Parzych und Klionsky, 2014 [97].

Waihrend die Makroautophagie unspezifische Teile des Cytoplasmas in verhaltnismaRig
grolen Mengen aufnehmen kann, ist der Degradierungsmechanismus der CMA
hochspezifisch [97]. Durch die CMA werden cytosolische Proteine, die ein spezifisches
Pentapeptid als Erkennungsmotiv aufweisen, selektiv durch ein Chaperon der heat shock
cognate protein (HSC)-70 Familie im Cytosol erkannt [105, 106]. HSC-70 bildet in
Interaktion mit den Co-Chaperonen HSP90, HSP40, BCL-2 associate athanogene 1
(BAG1), HSC70-HSP90 organizing protein (HOP) und hsc70-interacting protein (HIP)
einen Komplex mit dem Protein-Substrat, um dieses zu einem Lysosom zu transportieren
[105]. Der Chaperon-Protein-Komplex bindet Uber den Membranrezeptor lysosome-
associated membrane protein type 2A (LAMP2A) an die lysosomale Membran und das
Protein-Substrat wird entfaltet und ins Lysosom verlagert [105, 106]. Auch die Aktivitat
der CMA zeigt ein sehr niedriges basales Niveau und wird, wie die Makroautophagie, vor
allem durch einen Mangel an Aminosauren aktiviert. Wéhrend die Makroautophagie als
erste Reaktion auf Nahrungsknappheit aktiviert wird und ihr Maximum nach etwa 4 bis 6 h
erreicht, beginnt eine schrittweise Aktivierung der CMA allerdings erst etwa 8 bis 10 h
nach Beginn der Nahrungsknappheit und halt bis zu 3 Tage an. Daruber hinaus wird auch
die CMA innerhalb der Proteinqualitatskontrolle aktiviert, um zum Beispiel durch

oxidativen Stress beschadigte Proteine zu entfernen [106]. Beide Formen der Autophagie,
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die Makroautophagie sowie die CMA, werden somit unter Stresskonditionen aktiviert
[107].

Als dritte Form der Autophagie ist die Mikroautophagie hauptsachlich an der
kontinuierlichen, basalen Umsetzung zellularer Komponenten unter physiologischen
Bedingungen beteiligt [108]. Durch Invagination werden konstitutiv ganze Teile des
Cytoplasmas direkt durch das Lysosom aufgenommen und degradiert. Die
Mikroautophagie dient hauptsachlich der Aufrechterhaltung der Masse und Form von
zellularen  Organellen sowie der Membran-Homdoostase. In  Situationen  der
Nahrungsknappheit ist eine Aktivierung der Mikroautophagie tber das basale Niveau in
Kooperation mit der Makroauophagie und der CMA ebenfalls mdglich [109].

1.2.4 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Ein weiterer Degradierungs-Mechanismus innerhalb der Proteostase ist das UPS. Es stellt
das primére System fur die selektive Degradierung im Nukleus sowie im Cytosol der
eukaryotischen Zelle dar und vermittelt den Abbau kurzlebiger regulatorischer Proteine
sowie die Entfernung beschadigter loslicher Proteine [110]. Es ist ein sorgfaltig und
prazise terminierter Mechanismus mit einer entscheidenden Bedeutung fur die
Aufrechterhaltung der korrekten Konzentration vieler regulatorischer Proteine, die in den
Zellzyklus, die Funktionalitdt von Stammzellen, die Entwicklung und Signaltransduktion
sowie die metabolische Aktivitéat involviert sind. Auch Proteine, die Funktionen innerhalb
der Transkription sowie der DNA-Reparatur Ubernehmen und den Prozess der Apoptose
oder auch inflammatorische Prozesse vermitteln, werden durch das UPS in ihrer Menge
reguliert [52, 111]. Aufgrund der breiten Vielfalt an durch das UPS regulierten Prozessen
kdnnen Veranderungen in diesem System zu der Entwicklung verschiedenster Pathologien
fihren [111]. Auch die Hyperglykdamie sowie oxidativer Stress wurden als Faktoren,
welche das UPS modulieren, beschrieben [112].

Die Degradierung eines Proteins durch das UPS beinhaltet zwei Schritte: in einem ersten
Schritt wird das Protein-Substrat durch eine kovalente Bindung multipler Ubiquitin-
Molekiile markiert, um in einem ndchsten Schritt durch das 26S-Proteasom erkannt und
degradiert zu werden [111]. Ubiquitin ist ein evolutiondr konserviertes Polypeptid
bestehend aus 76 Aminoséuren, das in der koordinierten Wirkung einer Kaskade aus drei
unterschiedlichen Enzymen, einem Ubiquitin-aktivierenden Enzym (E1), einem Ubiquitin-

konjugierenden Enzym (E2) sowie einer Ubiquitin-Ligase (E3), an das Protein-Substrat
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gebunden werden kann [52]. Ubiquitin wird dabei Uber eine kovalente Isopeptidbindung
zwischen seinem C-terminalen Lysin-Rest und einer e-Aminogruppe eines internalen
Lysin-Rests des Protein-Substrats auf dieses (bertragen [111]. Daftr wird Ubiquitin
zunachst unter ATP-Verbrauch Uber eine energiereiche Thioesterbindung an seinem
C-terminalen Glycinrest von E1 gebunden, um sogleich auf E2 Ubertragen zu werden. E3
vermittelt die Isopeptidbindung zwischen Ubiquitin und dem Protein-Substrat [52]. Dieser
Prozess wird mehrfach wiederholt, denn fur die proteasomale Degradierung ist eine Poly-
Ubiquitinierung Uber die Bindung eines jeweils nachsten Ubiquitin-Molekils an einen
Lysin-Rest des bereits gebundenen Ubiquitins notig [113]. Das 26S-Proteasom ist eine
multikatalytische Protease [111], die im Zellkern und Cytoplasma einer jeden
eukaryotischen Zelle exprimiert wird [114] und den Abbau der poly-ubiquitinierten
Proteine zu kleinen Peptiden Kkatalysiert [111]. Es besteht aus einer 20S- und ein bis zwei
19S-Untereinheiten, wobei erstere das katalytische Zentrum darstellt. Die beiden
regulatorischen 19S-Untereinheiten, auch oft als ,,Boden* und ,,Deckel” bezeichnet, da sie
beide Enden des katalytischen Zentrums begrenzen, sind fir die Erkennung und Bindung
der Poly-Ubiquitin-Kette sowie deren Abspaltung vom Protein-Substrat zustandig. Das
Substrat wird denaturiert und an die katalytische 20S-Untereinheit weitergegeben [114].
Die 20S-Untereinheit weist eine zylindrische Form auf, bestehend aus zwei duBeren a- und
zwei inneren B-Ringen, die jeweils wiederum aus 7 Untereinheiten aufgebaut sind [115].
Die a-Ringe komplexieren jeweils mit einer 19S-Untereinheit, um einen schmalen Kanal
zu formen, der ausschlielllich von denaturierten Proteinen passierbar ist [114]. Das
katalytische Zentrum wird durch die beiden B-Ringe gebildet, wobei die 3 Untereinheiten
B1, B2, und Bs eines jeden Ringes unterschiedliche katalytische Aktivitaten aufweisen, die
sich durch ihre Substrat-Spezifitdt unterscheiden. Dementsprechend werden sie als
Chymotrypsin-artig, Trypsin-artig und Caspase-artig beschrieben [115]. Das Protein-
Substrat wird durch die 20S-Untereinheit in kurze Peptide gespalten, die anschlieRend
freigegeben werden [114]. Ubiquitin wird ebenfalls freigesetzt und kann erneut fur die
Ubiquitinierung verwendet werden [111].

Die Selektion der UPS-Substrate wird durch die E3-Spezifitat vermittelt. E3-Ligasen
bilden eine groRe Protein-Familie, wobei die einzelnen Ligasen eine streng limitierte
Substrat-Spezifitat aufweisen und jeweils nur ein oder wenige Peptide erkennen [111,
114]. Diese hohe Spezifitat ist essentiell, um eine streng regulierte und koordinierte

Degradierung durch das UPS zu gewahrleisten [114].
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung des Ubiquitin-Proteasom-Signalwegs

Ub: Ubiquitin; E1: Uniquitin-aktivierendes Enzym; E2 Uniquitin-konjugierendes Enzym; E3: Ubiquitin-
Ligase; S: Substrat. Modifiziert nach Ustiin und Bornke, 2014 [116].
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1.3  Das Polyphenol Quercetin

1.3.1 Polyphenole

Als sekundére Pflanzenmetabolite werden eine heterogene Klasse von Molekilen mit mehr
als 10000 unterschiedlichen Vertretern bezeichnet, die sich in der Natur und somit auch in
unserer Nahrung wiederfinden [117]. Diese Komponenten dienen der Pflanze nicht der
Deckung des Bedarfs an Energie und biosynthetischen Produkten, sondern sind
hauptsachlich in Schutzsysteme der Pflanze gegenuber verschiedensten umweltbedingten
Stresskondition involviert [118]. Polyphenole sind die grofite und am besten erforschteste
Gruppe der sekundéaren Pflanzenmetabolite. Sie sind reichlich in pflanzlichen
Lebensmitteln vorhanden und machen den Hauptteil ihrer Antioxidantien aus. Mehrere
hundert verschiedene Polyphenole wurden identifiziert [119]. Apfel, Weintrauben oder
verschiedene Beerensorten enthalten 200 bis 300 mg Polyphenole pro 100 g Frischgewicht.
Durch den Konsum eines Glas Rotweins oder einer Tasse Tee betragt die Aufnahme etwa
100 mg. Getreide, Schokolade und Gemuse tragen ebenso zur taglichen Aufnahme von
Polyphenolen bei, die bei einer ausgewogenen Erndhrung etwa 1 g pro Tag entspricht
[120]. Polyphenole werden anhand der Anzahl ihrer Phenolringe und der strukturellen
Elemente, die diese miteinander verbinden, in unterschiedliche Subklassen eingeteilt [119].
Die Flavonoide stellen dabei eine der Hauptklassen dar [121]. Sie werden strukturell durch
das Vorhandensein von 2 aromatischen Ringen und einem O-heterozyklischen Ring
charakterisiert. Der O-heterozyklische Ring ist durch eine C-C-Briicke mit einem
aromatischen Ringe verknlpft [122]. Die Flavonoide werden unterteilt in Flavone,
Flavonole, Flavanole (Catechine), Flavanone, Isoflavone und Anthocyanine. Einige der am
haufigsten vorkommenden Flavonoide sind Quercetin (Abbildung 1.7), ein reichlich in
Zwiebeln, Apfeln und Tee vorhandenes Flavonol, Catechin, ein Flavanol, das in Tee und
verschiedenen Friichten vorkommt, Hesperitin, ein Flavanon aus Zitrusfriichten, Cyanidin,
ein Anthocyan mit farbgebenden Funktionen in vielen roten Friichten, Daidzein, das
wichtigste Isoflavon der Sojabohne, sowie verschiedene Catechin-Oligomere, die fiir den
adstringierenden oder bitteren Charakter in pflanzlichen Lebensmitteln verantwortlich sind
[120]. In Pflanzen Uben Flavonoide verschiedene, evolutionér verankerte Funktionen aus.
Beispielsweise regulieren sie die Bildung von Auxinen, den Regulatoren des Wachstums
und der Differenzierung. Sie wirken antifungal sowie bakterizid und stellen einen gewissen

FraBschutz dar, denn sie sind fur die organoleptischen Eigenschaften der Pflanze
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verantwortlich. Sie dienen darlber hinaus der Farbgebung von bestimmten Pflanzen,
welche unter anderem im Zusammenhang mit dem Bestdubungsverhalten von Insekten
steht. In pflanzlichen Lebensmitteln sind die Flavonoide ebenfalls fir die Farbgebung, aber
auch fur die Textur und den Geschmack ausschlaggebend [123]. Neben ihrer Funktion als
sekundarer Pflanzenmetabolit wird den Polyphenolen ein Potential in der Reduzierung, der
Pravention sowie der Therapie chronischer Erkrankungen zugesprochen, zu denen
beispielsweise Krebs, kardiovaskuldre Erkrankungen, Adipositas, Diabetes sowie
neurologische Dysfunktionen gehdren [120]. In diesem Zusammenhang wurde in der
vorliegenden Arbeit Quercetin, das am haufigsten vorkommende Polyphenol in
pflanzlichen Lebensmitteln und Getranken, fokussiert.

1.3.2 Quercetin

Quercetin  (3,3,4,5,7-Pentahydroxyflavon) weist die charakteristische Form eines
Flavonoids auf (Abbildung 1.7) [124]. In der Pflanze existiert es ausschlieBlich als
Aglykon [123-125].

Abbildung 1.7: Chemische Strukturformel des Quercetins

Neben Zwiebeln, Apfeln und Tee sind weitere Quellen Kopfsalat, Chillischoten,
Aroniabeeren, Preiselbeeren, Brokkoli und Tomaten [125]. Die durchschnittliche
Aufnahme von Quercetin betragt 5 bis 40 mg pro Tag, wobei eine Erhéhung auf 200 bis
500 mg pro Tag erndhrungsabhangig moglich ist [117].

Die Mechanismen, durch die Quercetin als potentielle Substanz mit verschiedensten
Gesundheitsnutzen definiert wird, sind sehr unterschiedlich. Wie Polyphenole allgemein
[126] wird auch Quercetin als hoch wirksames Antioxidans beschrieben. Innerhalb der

Flavonoide ist Quercetin der potenteste Scavenger von ROS und reaktiven
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Stickstoffspezies (RNS; engl. reactive nitrogen species) in vitro [127]. Der antioxidative
Effekt konnte auch in vivo gezeigt werden [128]. Daruber hinaus wird Quercetin als stark
antiinflammatorisch, antifibrotisch, antikoagulativ, antibakteriell, anthiatherogen,
antihypertensiv und antiproliferativ sowie proapoptotisch beschrieben [127]. Aufgrund
dieser Eigenschaften wird das Polyphenol mit préaventiven und therapeutischen Effekten im
Hinblick auf verschiedene Erkrankungen diskutiert. Quercetin wird zum Beispiel als
antikarzinogen beschrieben, denn es kann die Induktion des Zelltods oder des Zellzyklus-
Arrestes durch verschiedene Prozesse, welche die Herunterregulierung selektiver
Onkogene sowie die Hochregulierung verschiedener Tumorsuppressorgene involvieren,
vermitteln und dadurch die Elimination von Krebszellen herbeifiihren [117, 129].

Unterschiedliche Studien weisen auf protektive Effekte von Quercetin im Rahmen
diabetischer Komplikationen hin. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass Quercetin in
verschiedenen diabteischen Tier-Modellen zu einer Senkung der nuchternen und
postprandialen Hyperglykdmie und dadurch zu einer Hemmung der a-Glukosidase fiihrte
[130]. In einer Studie mit pB-Zellen des Pankreas wurde die durch Glukose stimulierte
Insulin-Sekretion durch Quercetin verbessert, was zudem im Zusammenhang mit einer
Veranderung der Expressionsmuster verschiedener Schllssel-Gene der B-Zell Funktion
sowie regulatorischer Gene, unter anderem Chaperone kodierende, stand [131]. In einer
weiteren Zellkultur-Studie verminderte Quercetin verschiedene Parameter, die mit
Glukose-induzierten Schadigungen assoziiert werden, wie zum Beispiel die ROS-Spiegel
oder die Inhibierung von eNOS und der NO-Produktion, in Abh&ngigkeit von dem Sirtuin
Sirtl [132]. In einem diabetischen Tier-Modell wurden die antiinflammatorischen
Eigenschaften des Quercetin anhand reduzierter Entziindungsparameter nachgewiesen,
begleitet von einer Verminderung des durch Glukose erhéhten Blutdrucks, der Glukose-
induzierten Vasokonstriktion sowie der Diabetes-assoziierten, adventitialen Leukozyten-
Infiltration und der endothelialen Pyknose [133]. Auch in dem Nematoden
Caenorhabditis elegans (C. elegans) konnte gezeigt werden, dass Quercetin (Publikation 1;
Appendix B.1), verschiedene Polyphenol-reiche Pflanzenextrakte (Publikation 2;
Appendix B.2) sowie ein mit Catechinen angereicherter Grintee-Extrakt (Publikation 3;
Appendix B.3) Glukose-induzierte Schadigungen vermindern, wodurch die Bedeutung des
Nematoden als Modellorganismus fur die Untersuchungen solcher Schédigungen
(vergleiche Abschnitt 1.4.4) sowie deren Pravention durch Quercetin bereits dargestellt

wurde.
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1.4  Caenorhabditis elegans als Modellorganismus

Caenorhabditis elegans (C. elegans) ist ein Fadenwurm aus dem Phylum Nematoda, die
eine der arten- und individuenreichsten Metazoen-Gruppe darstellt [134]. Nematoden sind
uberwiegend freilebend in terrestrischen und aquatischen Gebieten, wobei auch Arten
existieren, die parasitare Eigenschaften aufweisen und Pflanzen, Tiere und Menschen
befallen [135]. C. elegans wurde Mitte der 60er Jahre von dem Biologen Sydney Brenner
in Cambridge/England als ein im Erdboden freilebender Nematode, der sich hauptséchlich
von Escherichia coli (E. coli)-Bakterien ernéhrt, entdeckt [136]. Er ist ein Vertreter der

Klasse der Secernentea und der Familie der Rhabditidae [137].

Die Etablierung von C. elegans als Modellorganismus resultierte aus der Vorstellung
Sydney Brenners einen weniger komplexen Organismus als Forschungsmodell der
Organentwicklung und des programmierten Zelltods zur Verfugung zu haben als den der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster [136]. C. elegans existiert als Hermaphrodit (XX)
und als mannliches Tier (X0) [138]. Der adulte Hermaphrodit besteht aus 959 somatischen
Zellen, die seinen Organismus in einem verhaltnisméRig strukturell einfachen Aufbau
organisieren, der dennoch spezialisierte Zellen und Gewebe beherbergt. Besonders die
Einfachheit des aus 302 Neuronen organisierten Nervensystems [139] hat dazu
beigetragen, dass C. elegans von Brenner als biologisches Forschungsmodell etabliert
wurde [136]. Heute wird der Nematode vor allem in den Bereichen Zellbiologie, Genomik,
Neurowissenschaft und Alterungsforschung eingesetzt [138]. Neben seinem einfachen
Korperaufbau bringt C. elegans weitere Vorteile mit sich, die ihn als Modellorganismus
attraktiv machen. Dazu gehort der kurze Lebenszyklus, eine kurze Generationszeit mit
einer hohen Anzahl an Nachkommen, die einfache Kultivierung unter Laborbedingungen
und die geringe GroRe (etwa 1 mm) [138, 139]. Die selbstfertile Eigenschaft der
Hermaphroditen macht eine Generierung homozygoter Populationen einfach durchfiihrbar
[138]. Die méannlichen Tiere sind fur die Erzeugung genetischer Kreuzungen einsetzbar
[136, 140]. Dariber hinaus besteht durch die Transparenz des Nematoden in jedem
Lebenszyklus die Mdglichkeit mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen oder Reportergenen
zelluldre Ereignisse invivo zu untersuchen [139]. Auch das seit 1998 vollstandig
sequenzierte Genom von C.elegans [141] definiert einen experimentellen Nutzen
genetischer Tiermodelle, denn es weist fir eine Vielzahl der menschlichen Gene, die mit
der Entstehung verschiedener Erkrankungen assoziiert werden, homologe Sequenzen auf

[142]. Die physische Manipulierbarkeit von C. elegans, beispielsweise durch die RNA-
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Interferenz (RNAI) [143], und der Einsatz von Mutanten sowie von transgenen Stammen
erlaubt dabei die gezielte Untersuchung von Gen-Funktionen. Unter Laborbedingungen ist
die Kultivierung von C. elegans auf Agarplatten oder in Flussigmedium mit E. coli als
Nahrungsquelle einfach durchfuhrbar [144]. Eine Langzeitlagerung ist ebenfalls mdglich,

da C. elegans eingefroren und wieder aufgetaut werden kann [136, 144].

1.4.1 Anatomie und Physiologie

C. elegans zeichnet sich durch die fur Nematoden charakteristische Kérperform aus (siehe
Abbildung 1.8). Der unsegmentierte, zylindrische Korper, der sich zu den Seiten hin
verjlingt, besteht aus einer &uBeren und einer inneren Ro&hre, die durch den
pseudocoleomischen Raum voneinander getrennt sind. Die duRRere Rohre, fungierend als
Korperwand, setzt sich zusammen aus der Kutikula und der Hypodermis, an die ein
exkretorisches System sowie Neuronen und die Muskulatur der Kérperwand anschlieRen.
Die innere Rohre beherbergt das Verdauungssystem, bestehend aus Pharynx und
Intestinaltrakt, und im adulten Nematoden das Reproduktionssystem [138, 139]. Durch den
hydrostatischen Druck, aufgebaut durch das Pseudocoleum, wird das Hydroskelett stabil
gehalten [138].

Pharynx Intestinum Gonadenarm

Spermathek . et

ventraler

Nervenstrang : Uterus

Abbildung 1.8: Anatomie eines C. elegans Hermaphroditen im Langsschnitt

Anatomie eines C. elegans Hermaphroditen modifiziert nach Altun und Hall, 2009 [138].

Die kollagene Kutikula von C. elegans hélt die Korperform aufrecht und grenzt den
Nematoden von der Umwelt ab. Sie fungiert als eine Art dulReres Skelett, wodurch der
Nematode seine Motilitat erlangt. Sezerniert wird die Kutikula von den auBBen aufliegenden
Epithelzellen der Hypodermis und der Saumzellen sowie von den interfaszialen Zellen,
welche die vier Hauptoffnungen der Kutikula (Pharynx, Anus, Vulva und exkretorische
Pore) auskleiden [145].
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C. elegans besitzt als adulter Hermaphrodit 302 Neuronen, die zwei spezialisierte und
voneinander unabhangige Nervensysteme organisieren: ein aus 282 Neuronen bestehendes
somatisches Nervensystem sowie ein kleines pharyngales Nervensystem aus 20 Neuronen
[146-148]. Innerhalb des somatischen Nervensystems sind die Neuronen sowie die von
ihnen gesteuerten Prozesse zwischen Hypodermis und Korperwandmuskulatur platziert.
Die Hypodermis und das somatisches Nervensystem teilen sich dabei eine Basallamina, die
beide von der Muskulatur isoliert. Die pharyngalen Neuronen hingegen sind nicht durch
eine Basallamina von der Muskulatur getrennt und liegen direkt auf den entsprechenden
Zielmuskeln auf [146]. Insgesamt sind die Zellkdrper der meisten Neuronen in Ganglien
im Kopf- und Schwanzbereich von C. elegans organisiert und werden von 56 neuronalen
Stltzzellen umgeben [149]. Die Innervation der quergestreiften Kérperwandmuskulatur ist
die Hauptaufgabe des Nervensystems von C. elegans [139]. Sie wird als somatisches
Muskelsystem bezeichnet und verldauft in zwei dorsalen und zwei ventralen Quadranten
uber die gesamte Korperlange [148], wodurch das sinusoidale Bewegungsmuster des
Nematoden entsteht [139]. Kleinere, nicht gestreifte Muskelpartien befinden sich im
Pharynx, in der Region der Vulva, des Darms und des Rektums und bilden das glatte
Muskelsystem. Die Muskelkontraktion wird hauptséachlich durch die Impulsubertragung
von Nerven auf die Muskelzellen ausgel6st, wodurch die koordinierte Bewegung der
Muskeln maglich ist [150].

Die Nahrungsaufnahme von C. elegans erfolgt (ber den in zwei Bulbi aufgeteilten
Pharynx, der ein nahezu autonomes Organ mit eigenem neuronalen System, Muskulatur
und Epithel darstellt. Das Lumen des Pharynx geht in das intestinale Lumen uber. Die
aufgenommene Nahrung wird im hinteren Bereich des Pharynx konzentriert, durch ein
Mahlwerk, den sogenannten grinder, fein zerrieben und tber ein pharyngales Ventil in das
Intestinum transportiert [138]. Dieses besteht aus 20 epithelialen Zellen, die einen groRen
Zellkern, eine hohe Dichte an Mitochondrien, membrangebundene Vesikel und Vakuolen
sowie ein ausgedehntes raues ER beherbergen. In ihrer Anordnung formen die epithelialen
Zellen eine Réhre um das zentrale Lumen [151]. Die apikale Seite dieser Zellen tragt eine
Vielzahl an Mikrovilli, die einen Burstensaum bilden. Der intestinale Inhalt wird Gber ein
Ventil, das den Darm mit Rektum und Anus verbindet, weitergeleitet und so letztendlich
ausgeschieden [138]. Die Hauptfunktion der intestinalen Zellen ist die Sekretion von
Verdauungsenzymen in das Lumen sowie die Absorption von Nahrstoffen aus diesem.

Daruber hinaus scheint das Intestinum eine Art Speicherorgan darzustellen, denn es verfiigt
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uber unterschiedliche Speichergranula [151]. Die zentrale Bedeutung des Intestinums fir
den Metabolismus von C. elegans wird deutlich durch seine Vielzahl an Funktionen, die in
hoheren Organismen von unterschiedlichen Organen ausgefiihrt werden [151]. Dazu
gehéren neben der Verdauung der Nahrung und der Nahrstoffabsorption zum Beispiel auch
die Initiierung eines angeborenen Immunsystems [152], die Né&hrstoffversorgung von
Keimzellen [153] sowie die Regulation des Kohlenhydrat- und Lipidmetabolismus [151,
154].

Das Reproduktionssystem des C. elegans Hermaphroditen produziert reife Gameten und
stellt den Ort der Fertilisation und Eiablage dar [155]. Es besteht aus somatischen
Gonaden, Keimbahnen und einem Eiablageapparat. Die Gonaden formen mit der
darunterliegenden Keimbahn zwei symmetrische, U-formige Gonadenarme, die jeweils
durch eine Spermathek mit einem gemeinsamen Uterus verbunden sind und in diesen
minden [138, 155]. Die somatischen Gonaden setzen sich zusammen aus einer am distalen
Ende platzierten, speziellen somatischen Zelle (DTC; engl. distal tip cell), der
Gonadenscheide, der Spermathek, der Spermathek-Uterus-Klappe sowie dem Uterus, der
gleichzeitig Bestandteil des Eiablageapparates ist [155, 156]. Dieser wiederum besteht aus
Uterus und uteriner Muskulatur, Vulva und vulvaler Muskulatur sowie einem Neutropil,

das durch die Neuronen, welche die Eiablage kontrollieren, geformt wird [157].

1.4.1.1 Mannliche C. elegans Nematoden

Ménnliche C. elegans Nematoden unterscheiden sich von den Hermaphroditen in ihrer
Morphologie, in einigen Aspekten der Anatomie sowie in ihrem Verhalten [158]. Mit Hilfe
eines Stereomikroskops lassen sich die mannlichen Nematoden deutlich von den
Hermaphroditen unterscheiden [158]. Sie weisen einen vergleichsweise schlanken Korper,
transparent bis weille Gonaden und einen facherartig (peloderan) geformten
Schwanzbereich auf. Letzterer beherbergt die kopulative Vorrichtung des Nematoden
[158]. Die mannlichen Nematoden haben einen kleineren Koérperumfang und eine
geringere Korperlange als die Hermaphroditen [159], wobei dies hauptséchlich durch das
Fehlen volumindser Gonadenarme bedingt wird [158]. Ein weiterer Unterschied besteht in
der Anzahl der somatischen Zellen. Der ménnliche C. elegans Nematode beherbergt 1031,
wohingegen der Hermaphrodit 959 somatische Zellkerne aufweist [139, 159].

Das Reproduktionssystem eines ménnlichen C. elegans Nematoden wird analog zu dem

des Hermaphroditen in eine somatische Gonade und die entsprechenden innervierenden
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somatischen Neuronen, die Keimbahn und das Proctodaeum unterteilt. Zusammen mit der
Keimbahn bildet die Gonade einen J-férmigen Arm, der mit der Kloake des Proctodaeums
verbunden ist [160]. Die Keimbahn des ménnlichen Nematoden produziert ausschlieBlich
méannliche Keimzellen, wobei die aus der Gametogenese hervorgehenden Spermatiden in
einer Samenblase gespeichert werden [161-163]. Die Spermiogenese findet im Anschluss
an die Kopulation in der Spermathek des Hermaphroditen statt [164].

1.4.2 Fertilisation

Die Keimbahn des C. elegans Hermaphroditen produziert Spermatozoen und Oocyten. Die
Oogenese findet im adulten Stadium statt. Die Spermatozoen hingegen werden im L4-
Stadium gebildet und in der Spermathek gespeichert, um der Fertilisation der Oocyten des
adulten Hermaphroditen zu dienen [165, 166]. Die am distalen Ende eines jeden
somatischen Gonadenarms befindliche DTC reguliert Mitose und Meiose in der Keimbahn,
beginnend mit der mitotischen Proliferation der angrenzenden Keimbahn-Stammzellen
[162, 167]. Eine Abnahme des DTC-Signals lasst die Keimzellen in die Meiose eintreten
[162]. Entsprechend der distal-proximalen Polaritdt der Keimbahn des Hermaphroditen
[165] befinden sich somit in proximaler Richtung meiotische Zellen, die zu
charakteristischen Zeiten zu Spermatozoen oder Oocyten differenzieren [166]. Eine
Keimbahn produziert etwa 150 Spermatiden [168], die sich im proximalen Ende des
Gonadenarms konzentrieren und bei der ersten Ovulation in die Spermathek transportiert
werden. Dort durchlaufen sie die Spermiogenese und reifen zu Spermatozoen [169, 170].
Die Reifung der Oocyten findet ebenfalls in direkter Nahe der Spermathek statt und wird
hormonell durch die in der Spermathek befindlichen Spermatozoen stimuliert. Die
Oocyten-Reifung wiederum initiiert die Kontraktion der Gonadenscheide [171] und die
gleichzeitige Dilatation der Spermathek, sodass die reife Oocyte aufgenommen werden
kann [165]. Meiotische Reifung, Ovulation und Fertilisation sind somit zeitlich gekoppelt.
Reife Spermatozoen l6sen hormongesteuert die meiotische Reifung der Oocyten aus. Die
reifende Oocyte wiederum bewirkt eigens ihre Ovulation und erméglicht somit letztendlich
die Fertilisation [166, 166].

Beide C.elegans Geschlechter, die selbstfertilisierenden Hermaphroditen und die
Ménnchen, sind diploid fir die finf autosomalen Chromosomen [172]. Der Hermaphrodit

unterscheidet sich jedoch wvon dem maéannlichen Nematoden durch seine zwei
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X-Chromosomen (5AA;XX). Die ménnlichen Nematoden (5AA;X0) entstehen durch eine
fehlerhafte  X-Chromosomen  Segregation  (non-disjunction), einem  spontanen
Verteilungsfehler der X-Chromosomen wahrend der Meiose in der Keimbahn des
Hermaphroditen. Diese Fehlverteilung fuhrt zum Verlust eines X-Chromosoms, wodurch
der Genotyp der mé&nnlichen Nematoden als X0 bezeichnet wird [158, 172]. Die Fusion
eines sogenanten ,,Nullo-X-Gameten“ mit einem X-Chromosom-tragenden Gameten in der
Keimbahn des Hermaphroditen findet sporadisch statt. Infolgedessen treten mannliche
C. elegans Nematoden lediglich mit einer Haufigkeit von etwa 0,1 % bis 0,2 % auf [164,
173]. Durch die Kopulation kann die Anzahl der mannlichen Nachkommen auf etwa 50 %
[138] ansteigen, denn die ménnlichen Nematoden tragen ,,Nullo-X-Gameten“ in gleicher
Héufigkeit wie X-Chromosom-tragende Gameten [164]. Zudem werden die Spermatozoen
des Mannchens flr die Fertilisation préferiert genutzt [164]. Mannliche Spermatozoen
weisen grolRere Pseudopodien auf und uUbersteigen die des Hermaphroditen in ihrer
gesamten GroRe [174, 175]. Diese Eigenschaft scheint einer der Hauptgrunde fir die
Préferenz der mannlichen Spermatozoen darzustellen, denn die dadurch vergleichsweise
gesteigerte Motilitat fihrt dazu, dass die Spermatozoen des Hermaphroditen aus der
Spermathek verdréangt werden. Die tatsdchliche Auskreuzung eines méannlichen C. elegans
Nematoden mit einem Hermaphroditen ist somit bei erfolgreicher Verpaarung durch diese
Préferenz sichergestellt [175].

1.4.3 Lebenszyklus von C. elegans

Der Lebenszyklus von C. elegans lasst sich in die Embryogenese, vier Larvenstadien (L1
bis L4) und das adulte Stadium unterteilen [138]. Eine schematische Darstellung findet
sich in Abbildung 1.9. Unabhédngig davon, ob die Oocyte durch die Spermathek des
Hermaphroditen oder durch Kopulation mit einem mannlichen Nematoden befruchtet
wurde [139], beginnt die Embryogenese in utero [138, 139]. Sie ist in eine
Proliferationsphase und eine Phase der Organogenese/Morphogenese unterteilt [138, 153].
Die Proliferationsphase ist durch die Zellteilung einer einzelnen Zelle bis hin zu 550
uberwiegend undifferenzierten Zellen gekennzeichnet. Die Eiablage erfolgt sobald der
Embryo ein 30-Zell-Stadium erreicht hat. Am Ende der Proliferationsphase, die sich extra
uterin fortsetzt, ist der Embryo ein Sphéroid, dessen Zellen in verschiedenen
Keimschichten organisiert sind. Wéhrend der Organogenese/Morphogenese findet eine

terminale Differenzierung ohne weitere Teilung der Zellen statt. Der Embryo verléangert
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sich um das Dreifache und erhélt seine endgultige Form mit differenzierten Geweben und
Organen. Etwa 800 min nach der ersten Zellteilung schltipft der Embryo [138].
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Abbildung 1.9: Lebenszyklus von C. elegans bei 22 °C
Lebenszyklus von C. elegans bei 22 °C modifiziert nach Altun und Hall, 2009 [138].

Die postembryonale Entwicklung von C.elegans beginnt bei einem ausreichenden
Nahrungsangebot 3 h nach dem Schlipfen und I&sst sich in vier Stadien einteilen [176].
Die L1-Larven entwickeln sich in Gegenwart von glnstigen Umweltbedingungen Gber die
Stadien L2 bis L4 bis hin zu adulten Tieren, wobei das Ende eines jeden Larvenstadiums
durch einen Hautungsprozess gekennzeichnet ist [138]. Das Zellteilungsmuster ist dabei
zeitlich sowie raumlich invariant zwischen den Individuen [148]. Unter Nahrungsmangel
stellt die L1-Larve die Entwicklung vollstdndig ein und verbleibt bis zu zehn Tage in
dieser Entwicklungspause [177]. Durch die Normalisierung des Nahrungsangebots kann
dieser Zustand unterbrochen und eine normale Weiterentwicklung herbeigefiihrt werden
[178]. Befindet sich die Larve vor Eintritt in das L2-Stadium in Nahrungsmangel,

Temperaturstress oder in Uberpopulation, geht der Entwicklungsprozess in das sogenannte
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Dauer-Stadium (ber [179, 180]. Dabei wird die Nahrungsaufnahme vollstdndig eingestellt
und die Fortbewegung stark reduziert. Durch Verbesserung der Umweltbedingungen wird
das Dauer-Stadium beendet. Die Larve beginnt mit der Nahrungsaufnahme und nach etwa
zehn Stunden findet die Hautung, die den Ubergang zum L4-Stadium herbeifiihrt, statt.
Larven, die das Dauer-Stadium durchlaufen, umgehen somit das L3-Stadium. Die post-
dauer Lebensspanne wird nicht durch die L&nge des Dauer-Stadiums beeinflusst, das
deswegen als Nicht-Alterungsstadium bezeichnet wird [138]. Ohne den Eintritt in das
Dauer-Stadium ist etwa 45 bis 50 Stunden nach dem Schlipfen und in Gegenwart einer
Temperatur von 22 °C bis 25 °C der jung-adulte Hermaphrodit vollstandig entwickelt und
beendet seinen dreitdgigen Reproduktionszyklus [181]. Die erste Eiablage findet statt,
wobei der adulte Nematode etwa vier Tage lang Oocyten produziert. Der selbstfertile
Hermaphrodit produziert etwa 300 genetisch identische Nachkommen. Die Anzahl der
Spermatozoen stellt dabei den limitierenden Faktor dar und so steigt die Anzahl der
Nachkommen durch die Kopulation mit einem mannlichen Nematoden auf etwa 1000
[172] bis 1400 an [138] (vergleiche Abschnitt 1.4.2). Unter standardisierten
Laborbedingungen lebt der Hermaphrodit nach seiner reproduktiven Phase noch etwa
10 bis 15 Tage.

1.4.4 Modellorganismus fur die Untersuchung Glukose-induzierter
Schadigungen

Die Relevanz von C.elegans als Modellorganismus fir die Untersuchung Glukose-
induzierter Schadigungen wurde mehrfach gezeigt. So stellten Schlotterer et al. eine
Glukose-induzierte Lebenszeitverkirzung in dem Nematoden dar, die von einer erhéhten
ROS-Produktion und einer gesteigerten AGEs-Bildung begleitet wurde [182]. Lee et al.
zeigten eine verkurzte Lebensspanne des Nematoden nach Glukose-Applikation, die mit
einer Glukose-abhéngigen Inhibierung der Transkriptionsfaktoren DAF-16 (abnormal
dauer formation), der innerhalb des Insulin/insulin like growth factor (IGF)-1 Signalwegs
eine Rolle spielt, und HSF-1 einherging. Beide werden als lebensverldngernde Faktoren
beschrieben [183]. Fitzenberger et al. fiihrten Untersuchungen zur Glukosetoxizitat in
C. elegans mit dem Stamm TK22 durch. Sie zeigten eine Lebenszeitverkirzung des
Nematoden, die unabhédngig von der Veranderung klassischer Hyperglykamie-Marker, wie
ROS und AGEs war. Stattdessen wurden Glukose-induzierte Schadigungen des
Proteostase-Netzwerks, insbesondere des Proteasoms, postuliert [184]. Auch in der
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vorliegenden Arbeit wurde der C. elegans Stamm TK22 mit dem Genotyp mev-1 (kn-1) als
Diabetes-relevantes Modell herangezogen. Die C. elegans mev-1 Mutante TK22 wurde im
Jahr 1990 von Naoaki Ishii unter der Verwendung von Ethylmethansulfonat (EMS)
hergestellt [185]. Das mev-1 (abnormal methyl viologen sensitivity) Gen kodiert die
Cytochrom-b-Untereinheit des Enzyms Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase, das den
Komplex Il der mitochondrialen ETC darstellt [186]. Die in dieser Mutante vorhandene
Punktmutation in mev-1 [186] resultiert in einer vermehrten Produktion von ROS, einer
Hypersensitivitat gegenlber oxidativem Stress sowie einer vierfach erhdhten Sensitivitat
gegenuber Methylviologen im Vergleich zum Wildtyp. Die Lebensspanne sowie die
Nachkommenschaft sind ebenfalls verkirzt beziehungsweise vermindert [185]. Die
Produktion von O, innerhalb der mitochondrialen ETC findet unter physiologischen
Konditionen hauptsachlich an Komplex | und 11 statt [17]. In C. elegans TK22 scheint
sich dieser Prozess jedoch auf Komplex Il zu konzentrieren [185, 186]. Die ROS-
Produktion an Komplex Il konnte ebenfalls in einer Insulin-resistenten Zellkultur-Linie
gezeigt werden [17] und wird im Zusammenhang mit ischamischen Reperfusionsschaden
diskutiert [187]. Generell wird eine erhdhte ROS-Produktion mit der Schadigung
verschiedenster zellularer Komponenten assoziiert und gilt als Mediator von lebensstil-
abhdngigen Erkrankungen, wie Diabetes und Arteriosklerose, aber auch Alterungs-
abhangigen Krankheitsbildern, wie neurodegenerative Erkrankungen und bestimmte Arten
von Krebs [188].

Die im C. elegans Wildtyp (Publikation 2; Appendix B2 und Publikation 3; Appendix B3)
sowie in TK22 (Publikation 1; Appendix Bl und Publikation 4; Appendix B4)
dargestellten Untersuchungen Glukose-induzierte Schadigungen zeigen, wie bereits
erwéhnt, die Relevanz des Nematoden als Modellorganismus in diesem Kontext. Die
Aktivierung des Proteasoms wurde dabei als Mechanismus der Pravention der
Glukosetoxizitdt durch Quercetin (Publikation 1; Appendix B1), Polyphenol-reiche
Pflanzenextrakte (Publikation 2; Appendix B2) und einen mit Catechinen angereicherten
Griintee-Extrakt (Publikation 3; Appendix B3) postuliert.

1.45 Proteostase in C. elegans

Das Proteostase-Netzwerk in C. elegans weist grundlegende Ahnlichkeiten zu dem des
Menschen auf. Der Nematode besitzt eine zelluldre Proteinqualitatskontrolle, die zur

Aufrechterhaltung der Proteostase besonders in Situationen zelluldren Stresses nétig ist
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[189]. Das Proteostase-Netzwerk in C. elegans beinhaltet ebenfalls molekulare Chaperone,
eine Hitzeschockantwort, eine mitochondriale sowie ER-spezifische UPR und die
Degradierungssysteme der Autophagie und des UPS. Im Folgenden werden die fir diese

Arbeit relevanten Elemente des Proteostase-Netzwerks in C. elegans beschrieben.

1.4.5.1 Proteinfaltung und Chaperone in C. elegans

In C.elegans wurden die beiden Chaperone HSP-6 [190] und HSP-60 als
UPR™-spezifische Chaperone identifiziert. Sie stellen die Homologe zu HSP-70 und
HSP-60 im menschlichen Organismus dar [191]. Weiterhin werden die Chaperone HSP-3
[190, 192] und HSP-4 [192] als ER-Stress sensitive Chaperone in C. elegans beschrieben.
Beide werden als Homologe zu BiP angesehen [192, 193], wobei hsp-3 Hitzestress-
unabhéngig exprimiert wird. Die Transkription von hsp-4 ist jedoch durch Hitze steigerbar
[192] und HSP-4 wird als zentrale, stromaufwérts liegende Komponente der UPR™®
bezeichnet [193].

1.45.2 UPR™n C. elegans

Die Induktion der UPR™ in C. elegans ist abhéngig von der in der mitochondrialen Matrix
lokalisierten Protease ClpP1. Diese erkennt fehlgefaltete Proteine und vermittelt deren
Abbau zu Peptiden, die anschliefend durch den ATP binding cassette (ABC)-Transporter
HAIF transporter (PGP related) (HAF-1) in das Cytosol transportiert werden [75]. Analog
zur Situation beim Menschen wird durch dieses, vom Mitochondrium induzierte Signal,
eine Signalkaskade Uber das Cytoplasma bis zum Nukleus aktiviert. Der stromabwarts von
HAF-1 identifizierte Transkriptionsfaktor activating transcription factor associated with
stress-1 (ATFS-1) wird als Folge der Degradierung fehlgefalteter Proteine, dem Transport
der Degradierungsprodukte uber die mitochondrialen Membranen sowie der Peptid-
Akkumulation im Cytosol aktiviert und transloziert in den Zellkern [194]. Der exakte
Mechanismus der Aktivierung von ATFS-1 ist dabei noch unbekannt. Allerdings wird
ATFS-1 als potentielles Ortholog von CHOP diskutiert [73].

Die Akkumulation fehlgefalteter Proteine in der mitochondrialen Matrix fiihrt auBerdem zu
einer verstarkten Expression der Gene ubl-5 (ubiquitin-like protein-5) und dve-1 (defective
proventriculus in drosophila homologue-1) sowie der Translokation entsprechender
Transkriptionsfaktoren in den Nukleus beziehungsweise deren Relokalisierung im
Nukleus. Dort komplexieren sie miteinander [195] und binden an die Promotorregion von

hsp-60. Diese Bindung scheint in einer Remodellierung der Chromatin-Struktur zu
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resultieren, die wiederum die Bindung von ATFS-1 forciert. Als Resultat der
UPR™.Signalkaskade werden vermehrt spezifische Chaperone ins Mitochondrium

importiert, um die Proteostase aufrechtzuerhalten [75, 196].

1.45.3 UPR®Rin C. elegans

Auch in C.elegans wird die UPR™® als spezifische Antwort auf ER-Stress durch eine
Akkumulation fehlgefalteter Proteine induziert und die entsprechende Signalkaskade
kommt der in Saugerzellen gleich. In C.elegans wird die UPR™ ebenfalls durch drei
Signalkaskaden vermittelt, induziert durch die Aktivitat von IRE-1, dem PERK-Homolog
human PERK kinase homolog (PEK-1) sowie dem Transkriptionsfaktor ATF (CAMP-
dependent transcription factor) family (ATF-6) [197]. Die Aktivierung von IRE-1
resultiert auch in C. elegans im Spleif3en der xbp-1 mRNA. Der funktionelle basic leucine-
zipper (bzip) Transkriptionsfaktor XBP-1 transloziert in den Zellkern und aktiviert die
Transkription von weiteren UPRR-relevanten Genen, die Chaperone und Proteine des
ERADs kodieren [193, 197]. PEK-1 hingegen wird nicht fur eine transkriptionelle
Aktivierung innerhalb der UPR®® benétigt [197], sondern vermittelt die Phosphorylierung
von elF-2a, um die Translation und somit die Proteinbiosynthese zu vermindern [198,
199]. Die Aktivitat von ATF-6 reguliert hauptsachlich die Expression von konstitutiv
exprimierten Genen und weniger solche, die durch ER-Stress induziert werden [200]. Die
Expression von ER-spezifischen Chaperonen ist somit unabhéngig von ATF-6 [197] und
der GroRteil der innerhalb der UPR™ induzierten Gene ist abhangig von xbp-1. Wird die
IRE-1/XBP-1-Signaltransduktion blockiert, werden die Gene der abu (activated in blocked
UPR)-Familie aktiviert. Diese besteht aus neun sehr &hnlichen Transmembranproteinen,

die eine wichtige Funktion innerhalb einer gestérten UPR® zu haben scheinen [201].

1.4.5.4 Autophagie in C. elegans

Autophagie findet in C. elegans in verschiedensten Zelltypen statt und spielt in vielen
entwicklungsrelevanten und physiologischen Prozessen eine Rolle. Dazu gehoren das
Uberleben der Nematoden unter Nahrungsmangel, die Entfernung von Protein-Substraten,
der Prozess des Dauer-Stadiums und der Alterung sowie die Pravention bakterieller
Infektionen [202]. Sie ist involviert in das reproduktive Wachstum, kontrolliert das
Zellwachstums, aber auch den Zelltod [203] und vermittelt die Resistenz gegenuber
verschiedenen Stresskonditionen, zu denen auch der oxidatve Stress gehort [204]. Durch

genetische Studien konnten vor allem in Saccharomyces cerevisiae zahlreiche Autophagie-
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relevante Gene, die eine Orthologie zu solchen in C. elegans aber auch in Sdugerzellen
aufweisen, identifiziert werden [203]. Die Beschreibung dieser Autophagie-spezifischen
Elemente in C. elegans hat zu einem starken Fortschritt des molekularen Verstandnisses
der Autophagie in hoheren Eukaryoten beigetragen [202].

Auch in C.elegans ist die Makroautophagie abhéngig von der Bildung eines
Autophagosoms, das cytoplasmatisches Material einschliet und anschlieBend mit einem
Lysosom zu einem Autophagolysosom verschmilzt [205]. Das Homolog fur Beclin-1 wird
in C.elegans als beclin (human autophagy) homolog-1 (BEC-1) bezeichnet und ist
zusammen mit dem related to yeast vacuolar protein sorting factor-43 (VPS-43), auch
bezeichnet als LET-512 und homolog zu PI3K, fir die initiale Autophagosom-Bildung
notwendig [206]. Die autophagosomale Elongation und Schlieung wird unter Beteiligung
der ATG-Homologe LGG-1 und LGG-2, die beide der LC3, GABARAP and GATE-16
family angehdren, vermittelt. Sie werden als homolog zu Atg8 in Saccharomyces
cerevisiae, aber auch zu dem human microtubule-associated protein 1 light chain 3 (MAP-
LC3) beschrieben [207].

Fur C. elegans existiert keine funktionelle Beschreibung der CMA. Allerdings wurden
zwei Strukturhomologe zu LAMP2A identifiziert. LAMP (lysosome-associated membrane
protein) homolog-2 (LMP-2) und uncoordinated-46 (UNC-46) werden als
Transmembranproteine mit strukturellen Ahnlichkeiten zu LAMP2A beschrieben [208],
das in Saugerzellen innerhalb der CMA an der Aufnahme der zu degradierenden Proteine

in das Lysosom beteiligt ist (vergleiche Abschnitt 1.2.3).

1.455 UPSin C. elegans

Die durch Ubiquitin vermittelte Proteolyse ist einer der wichtigsten Signalwege innerhalb
der Degradierung von nukledren und cytosolischen Proteinen. Durch die damit essentielle
Funktion innerhalb einer Vielzahl von zelluldren Vorgdngen sind durch Ubiquitin
vermittelte Prozesse auch in C. elegans essentiell fur multiple Aspekte der Entwicklung
sowie der zelluldren Physiologie. In dem Nematoden existieren ein Ubiquitin-aktivierendes
Enzym, 20 vermeintliche Ubiquitin-konjugierende Enzyme sowie hunderte potentielle
Ubiquitin-Ligasen, die final die Markierung des Protein-Substrats mit Ubiquitin vermitteln
[209]. Fur Ubiquitin (UBQ) gibt es zwei Loci in C. elegans, ubg-1 und ubg-2 [210]. Die
pradominant gespleilte Form von ubg-1 kodiert ein aus 838 Aminoséuren bestehendes
Peptid, das 11 Tandem-Ubiquitin-Sequenzen enthélt und post-translational durch

Ubiquitin-Hydrolasen in individuelle Ubiquitin-Peptide gespalten wird [211, 212]. Ubg-2
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kodiert ein Fusions-Protein bestehend aus Ubiquitin und einer ribosomalen Untereinheit.
Nach Abspaltung des Ubiquitins steht dieses fir die Markierung von Protein-Substraten
zur Verfligung [213, 214]. Wie bereits erwahnt, existiert nur ein Ubiquitin-aktivierendes
Enzym in C. elegans, das von uba-1 (UBA (human ubiquitin) related) kodiert wird [209,
215]. UBA-1 vermittelt die Aktivierung des Ubiquitins, indem es dieses auf E2 Ubertragt,
von welchem es letztendlich durch E3 an das Protein-Substrat gebunden wird [216]
(vergleiche Abschnitt 1.2.4). Der Abbau der ubiquitinierten Proteine erfolgt Gber das 26S-
Proteasom. In C. elegans sind die 14 a-Untereinheiten des 20S-katalytischen Zentrums
ebenfalls zu zwei &uReren Ringen, die strukturelle und regulatorische Funktionen
ausfiihren, organisiert. Die Untereinheiten eines jeden Rings werden als proteasome alpha
subunit (PAS)-1 bis PAS-7 beschrieben. Die beiden inneren [B-Ringe bestehen in
C. elegans jeweils aus den Untereinheiten proteasome beta subunit (PBS)-1 bis PBS-7
[217]. Alle a- und pB-Untereinheiten weisen signifikante Homologien zu den
entsprechenden Untereinheiten in Sdugerzellen auf. Beispielsweise kodiert pbs-4 eine
Untereinheit, die als homolog zur zweiten B-Untereinheit des 20S-Zentrums in

Saugerzellen beschrieben wurde [216].
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2 Zielsetzung

Hyperglykdmische Konditionen sind ein Charakteristikum des Diabetes mellitus. Die
erhdhten Glukosekonzentrationen sind mit der Entstehung diabetischer Komplikationen
sowie einer reduzierten Lebensspanne von Organismen assoziiert. Neben der
medikamentdsen  Therapie  metabolischer  Erkrankungen steht die  nutritive
Beeinflussbarkeit, zum Beispiel in Form pflanzlicher Polyphenole, immer hdufiger im
Fokus der Forschung. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bedeutung von Elementen
der Proteostase fir die Stressantwort gegentiber Glukose-induzierten Schadigungen sowie
deren Beeinflussbarkeit durch das Polyphenol Quercetin auf molekularer Ebene zu
untersuchen. Daflr wurde der stresssensitive C.elegans Stamm TK22 als
Modellorganismus herangezogen.

Dass die Stressresistenz des Nematoden durch die Applikation einer Hyperglykamie-
simulierenden Glukosekonzentration reduziert wird, konnte in vorangegangenen Studien
bereits gezeigt werden. Die simultane Gabe von Quercetin resultierte in der Préavention der
Glukose-abhingigen Verkirzung der Uberlebenszeit bei 37 °C und somit in der
Wiederherstellung der origindren Stressresistenz (Publikation 1; Appendix B1). Um die
Bedeutung von Elementen der Proteostase vor allem fiir die Erh6hung der Stressresistenz
durch Quercetin, aber auch ihrer Verminderung durch Glukose zu untersuchen, wurden
zentrale Proteine der Proteostase mittels RNA-Interferenz (RNAI) in ihrer Expression
vermindert. Im Einzelnen waren dies zentrale Gene der Unfolded Protein Response im
Mitochondrium (UPR™) sowie im ER (UPR), der Autophagie und des Ubiquitin-
Proteasom-Systems (UPS). Die Stressresistenz  wurde wiederum anhand der
Uberlebenszeit unter Hitzestress (37 °C) bestimmt.

Um die Wirkung von Glukose und Quercetin auf die Expression UPR™- und UPRER-
spezifischer Chaperone in TK22 zu untersuchen, wurde dieser Stamm mit transgenen
Stdmmen, die GFP unter der Kontrolle des Promotors entsprechender Chaperone
exprimieren, gekreuzt und nach Exposition gegentiber Glukose in Ab- und Anwesenheit
von Quercetin fluoreszenzmikroskopisch evaluiert. Die Beeinflussung der Autophagie und
des UPS durch Glukose in Ab- und Anwesenheit von Quercetin wurde zudem durch die
Quantifizierung der Lysosomenbildung beziehungsweise die Ermittlung der proteasomalen
Aktivitat unter Verwendung eines fluoreszenzoptisch nachweisbaren Substrats untersucht.
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AbschlieBend erfolgte die Ermittlung von Interaktionen einzelner Elemente des
Proteostase-Netzwerks, indem der Einfluss einer verminderten Expression von UPR®R-

und Autophagie-spezifischen Genen auf die proteasomale Aktivitat ermittelt wurde.
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3 Methoden

Alle C. elegans und E. Coli Stdimme sowie sdmtliche RNAi-Klone, die in der vorliegenden
Arbeit verwendet wurden, sind in Appendix A aufgefiihrt. Ebenso findet sich dort eine
tabellarische Auflistung von allen in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Geraten und
Materialien unter Angabe des Herstellers und der Artikel-Nummer sowie die
Zusammensetzung samtlicher selbst hergestellten Losungen und Puffer.

3.1 Kultivierung von C. elegans

C.elegans wurde unabhangig vom Stamm auf nemtode growth medium (NGM)-
Agarplatten (Tabelle A.27), die mit aufkonzentrierter E.coli OP50 Tagkultur
(Absatz 3.1.2) beschichtet waren, kultiviert. Die Kultivierung fand bei 20 °C statt. Um das
Verhungern der Nematoden zu vermeiden und die fortlaufende Kultivierung aufrecht zu
erhalten, wurden die Nematoden in regelmaiiigen Abstanden auf eine frische, mit E. Coli
OP50 beschichtete NGM-Agarplatte tberfuhrt. Dafiir wurde unter sterilen Bedingungen
mit einem ausgeglihten Skalpell ein Stiick der mit Nematoden bewachsenen Agar-Platte
herausgeschnitten und kopflber auf der frischen Agar-Platte platziert, die anschlie3end bei

20 °C gelagert wurde.

Eine Langzeitlagerung von C. elegans ist bei -80 °C moglich. Dafiir wurden Agarplatten,
die mit angehungerten L1- und L2-Larven besetzt waren, benétigt. Die Larven wurden mit
Einfrier-Puffer A (Tabelle A.6) von der Platte heruntergewaschen. Die gleiche Menge
Einfrier-Puffer B, der 30 % Glycerin enthielt (Tabelle A.7), wurde hinzugegeben und die
Larven wurden bei -80 °C eingefroren. Um einen gleichmaRigen Abfall der Temperatur
um 1 °C pro Minute zu gewahrleisten, geschah das Einfrieren in einem mit Isopropanol
gefiillten Behaltnis (Tabelle A.2).

3.1.1 Herstellung von NGM-Agarplatten

Der flr das GieRBen der NGM-Agaplatten benétigte NGM-Agar wurde, wie in Tabelle A.27
beschrieben, hergestellt. Im Anschluss an das Autoklavieren und anschlieBende Abkuhlen
auf 60 °C in einem Wasserbad wurde der fliissige NGM-Agar in Petrischalen gegossen,

39



METHODEN

wobei etwa 9 ml Agar in eine Petrischale mit 9,2 cm Durchmesser gegeben wurden. Fir
die Kultivierung von ménnlichen C.elegans Nematoden (Abschnitt 3.5.1.1) wurden
Petrischalen von 3,5 cm Durchmesser mit etwa 3 ml Agar befullt. Nach dem Aushérten der
Platten wurden diese mit jeweils 600 ul aufkonzentrierter E. Coli OP50 Tagkultur (100 pl
fir Kultivierung der mannlichen Nematoden) beschichtet. Nach dem Trocknen des
Bakterienrasens waren die NGM-Agarplatten einige Tage bei Raumtemperatur (RT)

lagerfahig, um fir die Kultivierung von C. elegans verwendet zu werden.

3.1.2 Kultivierung von E.coli OP50

Der E. coli Stamm OP50 (Tabelle A.30) ist Uracil-auxotroph, wodurch sein Wachstum auf
den NGM-Agarplatten limitiert werden kann [136]. Er wurde vom Caenorhabditis
Genetics Center (CGC, University of Minnesota, St. Paul, USA) bezogen. Fir seine
Kultivierung, deren einzelne Schritte stets unter sterilen Bedingungen stattfanden, wurden
aus einer Glycerin-Kultur stammende Bakterien mittels des Drei-Ausstrich-Prinzips auf
2x YT-Agarplatten (Tabelle A.25) vereinzelt und (ber Nacht bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden 3 ml 2x YT-Medium (Tabelle A.26) mit einer einzelnen Kolonie
beimpft und Uber Nacht auf einem Schittelinkubator bei 300 rpm und ebenfalls 37 °C
inkubiert, um so eine Ubernachtkultur zu erhalten. Zur Herstellung einer aufkonzentrierten
Tagkultur wurden zunachst 200 ml 2x YT-Medium mit 500 pl der Ubernachtkultur
beimpft. Im Anschluss an die 6-stindige Inkubation auf dem Schittelinkubator bei
300 rpm und 37 °C wurde die Tagkultur in 4 x 50 ml aufgeteilt und bei 5100xg fir 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und jedes der Bakterienpellets in 5 ml
2x YT-Medium resuspendiert. Die aufkonzentrierte Tagkultur war bei 4 °C lagerféhig und
1 Woche haltbar.

Zur Langzeitlagerung von E. coli bei -80 °C wurden Glycerin-Kulturen, bestehend aus
800 pl Ubernachtkultur und 200 pl Glycerin, hergestellt.

3.1.3 Egg-Preparation zur Synchronisation von C.elegans

Um eine homogene Population gleichaltriger Nematoden zu erhalten, wurde eine
Synchronisation von C. elegans durch eine egg-preparation (egg-prep) durchgefihrt. Die

Synchronisation mittels dieser Bleich-Methode erfolgte unter sterilen Bedingungen. Dafr
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wurden zundchst mit adulten Nematoden dicht bewachsene NGM-Agarplatten mit
M9-Puffer (Tabelle A.9) Uberschichtet. Die Nematoden wurden in dem M9-Puffer mittels
einer Glaspasteurpipette in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und noch zweimal
gewaschen. Es erfolgte die Abnahme des Uberstands bis auf 3,5 ml mit anschlieRender
Zugabe von 1,5 ml Bleichlésung (Tabelle A.5). Durch kraftiges Schitteln wurden die
adulten Nematoden aufgel®st und ihre Eier freigesetzt. Um diese zu pelletieren wurde das
Zentrifugenrohrchen vollstandig mit M9-Puffer aufgefullt und anschlieBend bei 2800xg fur
2 min zentrifugiert. Nach dem zweimaligen Waschen des Pellets mit M9-Puffer erfolgte
das Auffullen des Zentrifugenréhrchens auf 10 ml und die Zugabe von 10 pl Cholesterol-
Stammlosung (Tabelle A.4). Um das Schlipfen der Larven zu ermdglichen, wurde das
Zentrifugenréhrchen dber Nacht auf einem Uberkopfschiittler bei 25rpm und RT
inkubiert. Die synchronisierten Larven wurden anschlieBend bei 1200xg zentrifugiert, der

Uberstand wurde verworfen und das Larven-Pellet noch einmal mit M9-Puffer gewaschen.

3.1.4 Aufzucht synchronisierter C. elegans Larven in NGM

Die Aufzucht der synchronisierten L1-Larven erfolgte stets in mit Bakterien versetztem,
flissigem NGM (Tabelle A.28) in 96- oder 24-Well-Mikrotiterplatten. Daflr wurden
zundchst 30 pl einer aufkonzentrierten E. coli OP50 Tagkultur bei 5100xg fur 2 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 1 ml NGM resuspendiert und
die optische Dichte (ODggo) wurde mit Hilfe eines Eppendorf Biophotometer plus (Tabelle
A.2) auf 1,0 eingestellt. Fir einen Versuchsansatz in einer 96-Well-Mikrotiterplatte
wurden in eine Plattenvertiefung 10 bis 15 synchronisierte L1-Larven in 10 pl M9-Puffer
pipettiert, gefolgt von der Zugabe von 46 ul der NGM-Bakterien-Suspension. Fir eine
Behandlungsgruppe wurden 10 Plattenvertiefungen nach dem beschriebenen Prinzip
angesetzt. Die Inkubation der Mikrotiterplatte erfolgte geschitzt vor Licht und
Verdunstung, schuttelnd bei 150 rpm und 20 °C bis zum Erreichen des jung-adulten

Stadiums der Nematoden.

Fur Experimente mit C. elegans, die eine Proteinextraktion voraussetzten, wurden die
Versuche in 24-Well-Mikrotiterplatten mit einem 10-fachen Volumen der einzelnen
Bestandteile pro Plattenvertiefung angesetzt, wobei mindestens drei 24-Well-

Mikrotiterplatten pro Behandlungsgruppe benétigt wurden. Fir die Isolierung von RNA
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aus C. elegans wurde pro Behandlungsgruppe mindestens eine 24-Well-Mikrotiterplatte
angesetzt.

3.1.5 RNAIInC. elegans

Um die Expression bestimmter Gene in C.elegans zu vermindern, wurde die RNAI
durchgefuhrt. Diese Methode, bei der das sogenannte gene silencing durch den gezielten
Abbau von messenger RNA (MRNA) stattfindet, wurde erstmals in C. elegans beschrieben
[143]. Dafur muss zunéchst doppelstrangige RNA (dsRNA) in den Organismus
eingebracht werden. Eine dsRNA-spezifische Endonuklease (Dicer) spaltet diese in
Fragmente einer GroRe von 25 bis 30 Basenpaaren (bp) mit 3’-Uberhang, die sogenannten
short interfering RNAs (siRNAs). Durch Zusammenlagerung der siRNA mit verschiedenen
spezifischen Proteinen entsteht der RNA-induced silencing complex (RISC), der zundchst
die Doppelstrange der siRNA auftrennt. Der antisense-Strang der siRNA verbleibt im
RISC und bewirkt die Bindung der komplementdren mRNA, die dann durch eine dem
RISC angehtrende Endonuklease gespalten und abgebaut wird [218, 219]. Der
Mechanismus ist schematisch in Abbildung 3.1 dargestellt.

Dicer
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Abbildung 3.1: Prinzip der RNA-Interferenz

Die doppelstrangige RNA (dsRNA) wird von der spezifischen Endonuklease Dicer in short interfering RNA
(SiRNA) gespalten. Durch den RNA induced silencing complex (RISC) wird die siRNA in Einzelstrénge
aufgetrennt, der antisense-Strang verbleibt im RISC und bindet die komplementdre mRNA, die anschliefend
gespalten und abgebaut wird.
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In C.elegans stellt die sogenannte Futterungsmethode eine einfache und effiziente
Maglichkeit dar, die RNAI durchzufuhren. Daflir wurde der E. coli Stamm HT115 (Tabelle
A.30), der spezifische dsRNA exprimiert und durch eine RNaselll-Defizienz nicht die
Fahigkeit aufweist, dieselbe zu spalten und somit wieder abzubauen, verfuttert. HT115-
Bakterien enthalten den L4440 Vektor, welcher einen Polylinker zur Verfligung stellt, in
den eine spezifische Gen-Sequenz flankiert von zwei konvergenten T7-Promotoren
integriert ist. Bei Aktivierung der in HT115 enthaltenen T7-Polymerase durch Isopropyl-p-
D-thiogalactopyranosid (IPTG) wird die Gen-Sequenz exprimiert und so die entsprechende
dsRNA synthetisiert [220].

Um RNAI-Experimente durchzufihren wurden zun&chst die entsprechenden Bakterien
kultiviert. Ausgehend von Glycerin-Kulturen wurden die Bakterien auf 2x YT-Agarplatten,
die mit der Zugabe von Ampicillin [100 pg/ml] und Tetracyclin [25 mg/ml] hergestellt
wurden (Tabelle A.25), mittels des Drei-Ausstrich-Prinzips vereinzelt und Gber Nacht bei
37 °C inkubiert. AnschlieRend waren sie fur etwa 1 Monat bei 4 °C lagerfdhig. Um eine
Ubernachtkultur herzustellen, wurden 3 ml 2x YT-Medium mit Ampicillin [100 pg/ml]
versetzt, mit einer einzelnen Bakterien-Kolonie beimpft und Gber Nacht bei 37 °C und
300 rpm auf einem Schiittelinkubator inkubiert. Die entsprechende Tagkultur wurde aus
2ml 2x YT-Medium hergestellt, das zuvor mit Ampicillin versetzt und mit 200 pl
Ubernachtkultur beimpft wurde. Durch die zusétzliche Zugabe von 1 mM IPTG wurde die
dsRNA-Synthese aktiviert. Nach 4-stiindiger Inkubation bei 37 °C und 300 rpm auf einem
Schiittelinkubator wurde 1 ml der Tagkultur zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet in 500 pl NGM, das mit Kanamycin [25 pug/ml] (Tabelle A.28) versetzt wurde,
resuspendiert. AnschlieRend erfolgte die photometrische Bestimmung der ODggo, um diese
auf 1,0 einzustellen. Die Zugabe des Kanamycins diente der Inaktivierung der Bakterien,
um die Metabolisierung von spater hinzugefiigten Effektoren, wie zum Beispiel der
Glukose, zu unterbinden. Fur alle RNAi-Experimente wurde der E. coli Stamm HT115 mit
leerem L4440-Vektor als Kontrolle verwendet [221]. Alle in der vorliegenden Arbeit
verwendeten RNAI-Klone sind in Tabelle A.31 aufgelistet. Fiir Doppel- oder Tripel-RNAI-
Experimente wurden die jeweiligen NGM-Bakterien-Suspensionen im entsprechenden
Verhaltnis vor dem Ansatz des Versuchs gemischt. Fir solche Experimente wurden die
RNAI-Klone zudem als Einzelvergleich mit der RNAi-Kontrolle verdinnt (1:2 fur Doppel-
RNAI beziehungsweise 1:3 fir Tripel-RNAI), um den abgeschwéchten Effekt durch die

Verdlnnung des einzelnen RNAI-Klons darzustellen.
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3.1.6 Inkubation von C. elegans mit Glukose in Ab- und Anwesenheit
von Quercetin

Die Behandlung von C. elegans mit Glukose in Ab- und Anwesenheit des Polyphenols
Quercetin erfolgte im jung-adulten Stadium, das in der Regel am vierten Tag der Aufzucht
in NGM erreicht war. Die Inkubationszeit betrug stets 48 h. Fr jede Behandlungsgruppe
wurde eine Kontrollgruppe mitgefiihrt, der ausschlieBlich das LoOsungsmittel des
entsprechenden Effektors verabreicht wurde. Fir die Glukose wurde die Stammldsung
(Tabelle A.4) frisch angesetzt und die entsprechende Arbeitslésung hergestellt. Die
Stammldsung des Quercetins (Tabelle A.4) wurde auf RT gebracht und ebenfalls zur
Herstellung entsprechender Arbeitslosungen verwendet. Die Arbeitsldsungen von Glukose
und Quercetin waren dabei 10-fach konzentrierter als die definierte Endkonzentration. In
Ansatzen mit Quercetin ergab sich daraus eine Endkonzentration von 1%

Ethanol: TWEEN® 20, die auch in der entsprechenden Kontrolle eingestellt wurde.

Am Ende der Inkubationszeit wurden die Nematoden aus den Mikrotiterplatten in 15 ml
Zentrifugenroéhrchen Uberfihrt und zweimal mit M9:Tween®20 (Tabelle A.10)

gewaschen, um Bakterien und Effektoren zu entfernen.
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3.2  Bestimmung der Uberlebenszeit unter Hitzestress

Die Ermittlung der Uberlebenszeit unter Hitzestress-Bedingungen in Anlehnung an Gill
etal. [222] ist ein technisch automatisiertes Verfahren, bei dem mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes SYTOX® Green (Tabelle A.4) der Todeszeitpunkt von C. elegans
bei einer Umgebungstemperatur von 37 °C bestimmt wird. SYTOX® Green dringt
ausschlieBlich in abgestorbene Zellen ein und interkaliert in die DNA. Das entstehende
Fluoreszenzsignal wurde in der vorliegenden Arbeit mit dem Fluoroskan Ascent FL
Fluorometer (Tabelle A.2) detektiert.

Fur die Durchfuhrung wurden zundchst 6,5 pl M9:Tween®20 in jede Plattenvertiefung
einer 384-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Mit M9:Tween®20 gewaschene Nematoden
wurden in ein Urglas tberfihrt und mit Hilfe des Stereomikroskops vereinzelt, um 1 pl
M9:Tween®20 mit einem Nematoden in eine Plattenvertiefung der Mikrotiterplatte zu
bringen. Pro Behandlungsgruppe wurden 40 Nematoden bendtigt. Im Anschluss erfolgte
die Zugabe von 7,5pul SYTOX® Green (2 uM in M9:Tween®20). Zum Schutz vor
Verdunstung wurde die Mikrotiterplatte mit einem Schutzfilm und einem Deckel
verschlossen. Die Messung des SYTOX® Green Signals erfolgte bei 37 °C (ber einen
Zeitraum von 16 h im Abstand von 30 min mit dem Fluoroskan bei einer
Anregungswellenléange (excitation, Ex) von 485 nm und einer Emissionswellenldnge (Em)

von 538 nm.

Fur die Bestimmung der Uberlebenszeit unter Hitzestress-Bedingungen wurde mit Hilfe
der Software GraphPad Prism5 (Tabelle A.35) fur jeden Nematoden -einer
Behandlungsgruppe der Todeszeitpunkt graphisch ermittelt. Durch die Darstellung der
Fluoreszenzintensitdt in Abhéngigkeit von der Zeit (Abbildung 3.2) konnte der
Todeszeitpunkt, definiert als 1 h nachdem die Fluoreszenz deutlich Uber das Basisniveau
angestiegen war, abgelesen werden. Die Todeszeitpunkte der Nematoden einer
Behandlungsgruppe wurden als Kaplan-Meier-Kurven dargestellt und mit denselben der

unterschiedlichen Behandlungsgruppen hinsichtlich signifikanter Unterschiede verglichen.
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Abbildung 3.2: Verlauf einer Fluoreszenzkurve des Fluoroskan-Assay

Fur die Generierung einer Kaplan-Meier-Kurve wurde zunéchst jede Fluoreszenzkurve analysiert, um den
Todeszeitpunkt jedes Nematoden einer Behandlungsgruppe festzustellen. Der Todeszeitpunkt war definiert
als 1 h nachdem die Fluoreszenz Uiber das Basis Niveau angestiegen war.
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3.3  Fluoreszenzmikroskopische Bestimmungen

3.3.1 Quantifizierung von Lysosomen mit LysoTracker® Red

Die Quantifizierung von Lysosomen in C.elegans wurde unter Verwendung des
Fluoreszenz Farbstoffs LysoTracker® Red DND-99 (Tabelle A.4) durchgefihrt. Durch die
Eigenschaft in azidischem Milieu protoniert zu werden und dort zu akkumulieren, eignet
sich LysoTracker® Red um Lysosomen spezifisch anzufarben und somit zu quantifizieren
[223]. Die Inkubation der Nematoden mit LysoTracker® Red (2 UM in M9:Tween®20)
erfolgte im jung-adulten Stadium analog zur 48-stlindigen Inkubation mit den Effektoren
(Abschnitt 3.1.6). Anschlielend wurden die Nematoden zweimal mit M9:Tween®20
gewaschen. Um die Ausscheidung von LysoTracker® Red aus dem Darmlumen
herbeizufiihren, folgte die Uberfihrung der Nematoden auf eine mit OP50 Tagkultur
beschichtete NGM-Agarplatte, auf der sie 1h verblieben. AnschlieBend wurden die
Nematoden mit M9-Puffer von der NGM-Agarplatte gewaschen, in ein 15ml
Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und nochmals zweimal mit M9: Tween®20 gewaschen. Die
Nematoden wurden mit 2 mM Levamisol andsthesiert, auf einen Objekttrager Uberfihrt
und mit einem Deckgldschen fixiert. Die Detektion der LysoTracker® Red-Fluoreszenz
wurde mit dem digitalen Fluoreszenzmikroskop AMG EVOS fl Color (Tabelle A.2)
durchgefuhrt. Unter der Verwendung des EVOS LED Light Cube RFP wurden innerhalb
der Detektionsbereiche 531 nm Anregung (Ex) und 539 nm Emission (Em) und bei 100-
facher VergroRerung mindestens 20 Nematoden pro Behandlungsgruppe fotografiert.

Fur die Bestimmung der Lysosomendichte wurde zunédchst die Gesamtfluoreszenz von
LysoTracker® Red fir jeden Nematoden bestimmt. Mit Hilfe der Software Imagel
(Tabelle A.35) erfolgte die Trennung der Bilder in separate 8-Bit-Graustufenbilder, um den
roten Farbkanal fir die Quantifizierung verwenden zu koénnen. Storende Objekte wie
andere Nematoden oder Larven wurden wegretuschiert, so dass sich ausschliel3lich ein
Nematode auf einem Bild befand. Im néchsten Schritt erfolgte die Festlegung eines unteren
Grenzwertes so, dass die Auswahl der selektierten Pixel bei mdglichst geringem
Hintergrundrauschen den Nematoden vollstdndig einschloss. Als Mall fir die
Gesamtfluoreszenz wurde die integrierte Dichte der durch einen einheitlich festgelegten
Grenzwert selektierten Pixel bestimmt, um kumulierte Grauwerte der ausgewéhlten Pixel

zu erstellen und statistisch miteinander zu vergleichen.
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3.3.2 Expressionsanalyse mit GFP-Reportergenen

Die Expressionsanalyse der C.elegans Gene hsp-4 und hsp-60 wurde mit Hilfe der
transgenen C. elegans Stdmme SJ4005 (Genotyp zcls4 [hsp-4p::GFP] V) und SJ4058
(Genotyp zcls9 [hsp-60p::GFP] V), die zuvor mit dem Stamm TK22 (Genotyp mev-1(knl))
gekreuzt wurden (Abschnitt 3.5.1), durchgefiihrt. Die verwendeten transgenen Stamme
zeichnen sich durch ein GFP-Reportergen aus, das an den Promotor des zu untersuchenden
Gens gekoppelt ist. Bei diesen transkriptionellen Reportern befindet sich das einige
Kilobasen schwere Promotorfragment unmittelbar stromaufwarts des GFP-Startcodons und
gewahrleistet durch einen hohen Anteil cis-regulatorischer Elemente dessen Transkription
[224]. Bei transkriptioneller Aktivitat des Gen-spezifischen Promotors erfolgt somit die
Expression des GFP-Reportergens. Die Quantifizierung der GFP-Fluoreszenz wurde in der
vorliegenden Arbeit als Mal3 fur die transkriptionelle Aktivitdt des Gen-spezifischen

Promotors herangezogen.

Dafur wurden die Nematoden zundchst zweimal mit M9:Tween®20 gewaschen und mit
2mM Levamisol anésthesiert. Die Detektion der GFP-Fluoreszenz wurde mit dem
digitalen Fluoreszenz Mikroskop AMG EVOS fl Color (Tabelle A.2) durchgefiihrt. Unter
der Verwendung des EVOS LED Light Cube GFP wurden innerhalb der
Detektionsbereiche 470 nm (Ex) und 525 nm (Em) und bei 100-facher VergrélRerung

mindestens 20 Nematoden pro Behandlungsgruppe fotografiert.

Fur die Quantifizierung der GFP-Fluoreszenz wurde nach dem Prinzip vorgegangen, wie
es in Abschnitt 3.3.1 fir die Quantifizierung der Lysosomen in C. elegans beschrieben ist,
mit dem Unterschied, dass im Anschluss an die Trennung in separate
8-Bit-Graustufenbilder der griine Farbkanal verwendet wurde.
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3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Protein-Extraktion

Die Protein-Extraktion von C. elegans wurde mit dem Precellys 24-Dual Homogenisator
(Tabelle A.2) durchgefiihrt. Daflir wurden pro Behandlungsgruppe mindestens
drei 24-Well-Mikrotiterplatten mit jeweils etwa 2500 Nematoden bendtigt (Abschnitt
3.1.4). Zunachst wurden die Nematoden zweimal mit M9-Puffer gewaschen. Nachdem
vollstandigen Entfernen des Uberstands erfolgte die Resuspendierung des Nematoden-
Pellets in Wurm-Lyse-Puffer | (Tabelle A.19), dessen Volumen &quivalent zu dem des
Pellets war, jedoch mindestens 300 pl betragen musste. Anschlieend wurden die
Nematoden in dem Lyse-Puffer in ein 2 ml Precellys SchraubdeckelgefaR tberfihrt und
bei -80 °C flir mindestens 24 h eingefroren, um die Kutikula aufzubrechen. Fir die
Extraktion wurden die Nematoden auf Eis aufgetaut. Zu jeder Probe wurden 600 mg
Precellys Keramik-Kigelchen in das Schraubdeckelgefal? gegeben, um anschlieRend die
Homogenisierung im Precellys 24-Dual Homogenisator fiir 2x 20 sec bei 6500 rpm mit
30 sec Pause zu starten. AnschlieBend wurde das Homogenat bei 4000xg und 4 °C fur
20 min zentrifugiert. Die im Uberstand befindlichen Proteine wurden in ein 2 ml
Reaktionsgefaly uberfiihrt und konnten zum weiteren Gebrauch auf Eis gelagert oder

bei -20 °C eingefroren werden.

3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit einem BioRad Protein Assay. Dafur
wurde entsprechend der Methode nach Bradford [225] der Farbstoff Coomassie® Brilliant
Blau verwendet, der in saurer Losung an Proteine bindet. Dabei entsteht eine VVerschiebung
des Absorptionsmaximums von 465 nm nach 595 nm, wobei letztere (Ex 595 nm)

photometrisch erfasst wird und deren Intensitat mit der Proteinkonzentration korreliert.

Zunéchst wurde eine Standard-Reihe hergestellt, die aus bovinem Serumalbumin (BSA)
der Konzentrationen 0 pg/ ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml  und
1000 pg/ml in Wurm-Lyse-Puffer I bestand. Es wurden 25 ul Standard jeweils mit 975 pl
bidestilliertem H,O (H,O bidest.) und 250 pl Bradford-Reagenz vermischt, um nach exakt
15 min Inkubationszeit die Absorption eines jeden Standards bei 595 nm mit einem
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Eppendorf Biophotometer plus zu bestimmen. Die Standardkurve wurde dabei automatisch
durch das Photometer generiert.

Analog dazu wurden 25 ul Proteinextrakt (Abschnitt 3.4.1) mit H,O bidest. und Bradford-
Reagenz versetzt, um ebenfalls die Absorption bei 595 nm zu bestimmen, die durch das
Photometer anhand der zuvor erstellten Standardkurve in die Protein-Konzentration
(ng/ml) der Probe umgerechnet werden konnte.

3.4.3 Messung der spezifischen Proteasomaktivitat

In der vorliegenden Arbeit wurde die Chymotrypsin-ahnliche Proteasomaktivitéat der 20S-
Untereinheit des Proteasoms in C. elegans fluorometrisch bestimmt. Dafur wurde das
spezifische Substrat N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-7-Amido-4-Methylcoumarin
(Suc-LLVY-AMC) (Tabelle A.4), das mit dem Fluorogen 7-Amino-4-Methylcoumarin
(AMC) markiert ist, verwendet. Durch proteolytische Spaltung von Suc-LLVY-AMC wird
AMC freigesetzt und kann fluorometrisch nachgewiesen werden, wobei der Anstieg der
Fluoreszenz zundchst mit der gesamten enzymatischen Proteasenaktivitit gleichzusetzen
ist. Um ausschliel3lich die Chymotrypsin-ahnliche Proteasomaktivitat zu ermitteln, wurde
der spezifische Proteasom-Inhibitor MG-132 (Tabelle A.4) verwendet. Durch
Differenzbildung der Proteasomaktivitat in Abwesenheit und Gegenwart des Inhibitors

konnte die Chymotrypsin-&hnliche Proteasomaktivitat ermittelt werden.

Die Messung erfolgte in einer 96-Well half area Mikrotiterplatte. Um Interaktionen der
Protein-Probe mit der Mikrotiterplatte zu minimieren, wurden die Plattenvertiefungen
zundchst mit einer 3 %-igen BSA-L6sung in tris-buffered saline (TBS) blockiert, woflr die
1,5-fache Menge (75 pl) des spateren Ansatz-Volumens der BSA-Losung in jede
Plattenvertiefung gebracht wurde, um die Mikrotiterplatte anschlieRend fur 30 min bei

37 °C zu inkubieren. AnschlieBend wurde die BSA-L6sung vollstéandig entfernt.

Im Anschluss an das Auftauen der Protein-Probe auf Eis wurde diese in einem Volumen
entsprechend einem mg Protein in eine Plattenvertiefung gebracht, um anschlielend ein
solches VVolumen Proteasomaktivitats-Messpuffer (Tabelle A.20) hinzuzugeben, sodass das
gesamte Volumen 50 ul betrug. Um die Proteasomaktivitat der Probe in Gegenwart und
Abwesenheit des Proteasom-Inhibitors zu messen, wurden entweder 0,5 pl der MG-132
Stammldsung oder 0,5 pl des entsprechenden Losungsmittels hinzugeftigt. Nachdem die
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Mikrotiterplatte 15 min bei 20 °C und 150 rpm im Dunkeln inkubiert wurde, erfolgte die
Zugabe von 0,5 pl Suc-LLVY-AMC Stammldsung. In einem Abstand von 10 min wurde
der Fluoreszenz-Anstieg bei 460 nm (Em) nach Anregung bei 355 nm (Ex) Uber einen
Zeitraum von 3 h in dem Fluoroskan Ascent FL Fluorometer (Tabelle A.2) bestimmt,

wobei jede Probe in Triplikaten gemessen wurde.

Die so erhaltenen Fluoreszenzwerte wurden pro mg Protein normalisiert, um anschlie3end
mit Hilfe der Software GraphPad Prism 5 (Tabelle A.35) den Anstieg der Fluoreszenz pro
Zeiteinheit mittels linearer Regression zu bestimmen. Durch Differenzbildung der
ermittelten Steigungen der Probe in Abwesenheit und Gegenwart von MG-132 wurde
letztendlich derjenige Anstieg der Fluoreszenz ermittelt, welcher der spezifischen

Proteasomaktivitét gleichzusetzen ist.

3.4.4 Bestimmung poly-ubiquitinierter Proteine

Die Bestimmung von poly-ubiquitinierten Proteinen in C.elegans wurde in der
vorliegenden Arbeit mit der Western Blot-Analyse durchgefuhrt. Dafir wurden die
Proteine im Anschluss an deren Extraktion (Abschnitt 3.4.1) und der Bestimmung ihrer
Konzentration (Abschnitt 3.4.2) zunéchst mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Durch einen Semi-Dry
Blot erfolgte der Elektrotransfer auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran, um die
poly-ubiquitinierten Proteine dort unter der Verwendung spezifischer Antikdrper
nachzuweisen. Als Referenzprotein wurde B-Aktin auf derselben Membran detektiert. Samtlich

Wasch- und Inkubations-Schritte bei RT fanden auf einem Horizontalschittler statt.

3.4.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE wurde in dem Elektrophorese Komplettsystem Mini Protean 3 Cell
(Tabelle A.2) durchgefiihrt. Zunachst wurde ein 8,5 %iges Trenngel (Tabelle 3.1, Angaben
fir 2 Gele), in dem Proteine mit einer Molekilmasse von 43 bis 200 kDa aufgetrennt
werden, zwischen 2 Glasplatten gegossen. Eine Uberschichtung des Gels mit
2-Methyl-1-Propanol gewahrleistete den Ausschluss von Sauerstoff und somit die

Polymerisation des Gels.
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Tabelle 3.1: Zusammensetzung des 8,5 %igen Trenngels

Chemikalie Menge
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 3ml
10 % SDS (w/v) 120 pl
30 % Acrylamidlésung 3,4 ml
H,0 bidest. 5,44 mi
10 % APS 160 pl
TEMED 7ul

Im Anschluss an die durch  Ammoniumpersulfat (APS) und N,N,N’N‘-
Tetramethylethylendiamin (TEMED) katalysierte Polymerisation des Trenngels wurde das
2-Methyl-1-Propanol entfernt, ein 5 %iges Sammelgel (Tabelle 3.2, Angaben fir 2 Gele)

wurde aufgegossen und ein 10-Taschen-Kamm luftblasenfrei eingesetzt.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung des 5 %igen Sammelgels

Chemikalie Menge
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1ml
10 % SDS (w/v) 40 pl
30 % Acrylamidlésung 680 pl
H,0O bidest. 2,24 ml
10 % APS 40 pl
TEMED 2 ul

Im Anschluss an die 2-stiindige Polymerisation des Sammelgels wurde der Kamm entfernt
und das Gel beladen. Um die Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts aufzutrennen,
wurden diese zunachst nach der Methode von Laemmli denaturiert [226]. Ein VVolumen der
extrahierten Proteine (Abschnitt 3.4.1), das 30 pg Protein enthielt, wurde daftr mit dem
doppelten Volumen 3x Lammli-Puffer (Tabelle A.12) versetzt und 15 min bei 55 °C
inkubiert. Eine Tasche des Gels wurde mit jeweils einem Drittel der

Denaturierungsreaktion beladen. Zuséatzlich fand ein Molekulargewicht-Standard im
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Bereich von 43 bis 200 kDa (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards) (Tabelle A.3)
als Marker Anwendung. Unter der Verwendung von Lauf-Puffer (Tabelle A.13) fand die
Elektrophorese bei 200 V fir 45 min statt.

3.4.4.2 Western-Blot

Die mittels SDS-PAGE separierten Proteine wurden durch einen Semi-Dry-Blot auf eine
PVDF-Membran elektrotransferiert. Dafiir erfolgte zunachst die Aktivierung der Membran
in Methanol (100 %) mit anschlieBender 15-mindtiger Inkubation in Blot-Puffer nach
Towbin (Tabelle A.17). Fur den Aufbau des Blots wurden 6 Stiicke Whatman-Papier
benotigt, die ebenfalls zunéchst in Blot-Puffer aquilibriert wurden. Der Aufbau des Blots
geschah ausgehend von der Kathode und bestand aus drei Lagen &quilibriertem Whatman-
Papier, gefolgt von dem Trenngel und der Membran sowie weiteren drei Lagen Whatman-
Papier, auf welchen zuletzt die Anode angebracht wurde. Das Blotten der Proteine erfolgte
durch Elektrotransfer bei 1 mA/cm fir 45 min in dem Semi-Dry Blotter Modell HEP 1
(Tabelle A.2).

3.4.4.3 Immunodetektion poly-ubiquitinierter Proteine

Im Anschluss an den Semi-Dry-Blot wurde die Membran zunéchst 1 h bei RT in Block-
Puffer (Tabelle A.16) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu sattigen.
AnschlieBend erfolgte eine 16-stiindige Inkubation der Membran bei 4°C mit einem
priméren Antikorper gegen Poly-Ubiquitin (Rabbit-anti-ubiquitin (linkage-specific K48))
(Tabelle A.33), der zuvor 1:5000 in Block-Puffer verdiinnt wurde. Um nicht gebundenen
priméren Antikorper zu entfernen, erfolgte das 2-malige Waschen der Membran in TBS-T-
Puffer (Tabelle A.15) fir jeweils 5 min. AnschlieBend wurde die Membran mit einem
Meerrettichperoxidase (HRP; engl. horseradish peroxidase)-konjugierten, sekundéren
Antikorper (Mouse anti-rabbit IgG-HRP) (Tabelle A.33) 1 h bei RT inkubiert. Auch dieser
Antikdrper wurde in einer 1:5000-Verdinnung in Block-Puffer verwendet. Im Anschluss
an das Entfernen des sekundaren Antikorpers wurde die Membran erneut 2-mal mit
TBS-T- und 1-mal mit TBS-Puffer (Tabelle A.14) fur jeweils 5 min gewaschen.

3.4.4.4 Chemilumineszenz-Detektion

Das Prinzip der Chemilumineszenz-Detektion basiert auf der Aktivitdt der an den
sekundaren Antikorper konjugierten HRP. Das Enzym Kkatalysiert die Oxidation des
Luminols, das in der enhanced chemiluminescent (ECL)-Ldsung (Tabelle A.18) vorhanden

ist. Diese Reaktion findet in Gegenwart von Peroxiden, wie zum Beispiel
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Wasserstoffperoxid (H20-), statt und wird durch die HRP beschleunigt [227]. Das dabei
entstenende Luminol-Dianion wird durch Oxidation in ein instabiles Peroxid (berfihrt,
dessen Elektronen sich in einem angeregten Zustand befinden. Bei Rucktritt in das
Ausgangsniveau wird Energie in Form von Photonen emittiert. Dieser Prozess findet auf
der Membran in den Bereichen statt, in denen der sekundére an den priméren Antikorper
gebunden hat und somit die HRP immobilisiert ist. Die emittierten Photonen bewirken eine
Schwarzfarbung auf einem Film, wodurch die entsprechenden Bereiche sichtbar gemacht

werden kdnnen.

Fur die Chemilumineszenz-Detektion wurde die Membran fir 5 min bei RT und unter
Lichtausschluss in frischer ECL-L6sung inkubiert. Nach dem EinschweiRen der Membran
in Folie wurde sie in einer Rontgenfilm-Kassette platziert. In einer Dunkelkammer wurde
ein Film auf der Membran angebracht und die Rontgenfilm-Kassette geschlossen. Die
Belichtungszeit betrug 30 sek. AnschlieBend erfolgte die Filmentwiscklung in dem
Optimax X-Ray Film Processor (Tabelle A.2).

3.4.45 Strippen

Um die priméren und sekundéren Antikorper gegen Poly-Ubiquitin von der Membran zu
I6sen und auf derselben B-Aktin als Referenzprotein zu detektieren, erfolgte das Strippen
der Membran. Dafiir wurde diese 45 min bei 50 °C in Strip-Puffer (Tabelle A.21)
inkubiert. AnschlieRend erfolgte das 2-malige Waschen in TBS-T-Puffer fir jeweils 5 min,

um die Membran erneut 1 h bei RT in Block-Puffer zu inkubieren.

3.4.4.6 Immunodetektion von B-Aktin

Die Detektion des B-Aktins erfolgte in analoger VVorgehensweise zu der Detektion der
poly-ubiquitinierten Proteine, wobei die Membran fur 2 h bei RT mit dem entsprechenden
priméren Antikorper (Mouse-anti-actin, 1:400) (Tabelle A.33) inkubiert wurde, gefolgt von
einer 1-stiindigen Inkubation bei RT mit dem sekundaren Antikdrper (Goat anti-mouse
lgG-HRP, 1:5000) (Tabelle A.33).
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3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Kreuzung transgener C. elegans Stamme mit dem Stamm TK22

Um die Promotoraktivitat der C. elegans Gene hsp-4 und hsp-60 vor dem Hintergrund
einer Mutation in dem Gen mev-1 zu quantifizieren, wurden in der vorliegenden Arbeit die
transgenen C. elegans Stdamme SJ4005 (Genotyp zcls4 [hsp-4p::GFP] V) und SJ4058
(Genotyp zcls9 [hsp-60p::GFP] V) mit dem Stamm TK22 (Genotyp mev-1(knl)) gekreuzt.
Die Kreuzung wurde nach Fay [140] durchgefiihrt. Da eine Kreuzung verschiedener Stamme
immer eine Verpaarung voraussetzt, war es zun&chst notig eine Population mannlicher
C. elegans Nematoden zu erhalten. Im Anschluss an die Kreuzung wurden mittels Polymerase
Kettenreaktion (PCR; engl. polymerase chain reaction) und Restriktions-Verdau mit
anschlieRender Agarose-Gelelektrophorese solche Nematoden selektiert, die ein gfp-Transgen
sowie das mev-1(kn-1)-Allel aufwiesen und fir beide Merkmale homozygot waren. Die PCR
wurde ausgehend von genomischer DNA, die durch Lyse eines einzelnen Nematoden
gewonnen wurde, durchgefiihrt und wird somit als single worm PCR (SW-PCR) bezeichnet.
Da die Transgene gfp-Reportergene, die an den Promotor des jeweiligen Hitzeschockproteins
gekoppelt sind, darstellen, erfolgte der Nachweis der Expression und somit einer erfolgreichen
Kreuzung zusétzlich durch die fluoreszenzoptische Detektion von GFP (Kapitel 3.3.2). Um die
Expression der Gene zu stimulieren, wurden die Nematoden zuvor unter Hitzestress gesetzt.

Dieser Schritt entfiel bei der Expressionsanalyse, wie sie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben ist.

3.5.1.1 Herstellung und Kultivierung méannlicher C. elegans Nematoden

Ménnliche C. elegans Nematoden treten in einer Wildtyp Population mit einer sehr
niedrigen Haufigkeit auf (siehe Abschnitt 1.4.2), die jedoch durch Hitzeschock-
Behandlung junger Hermaphroditen gesteigert werden kann [139, 140]. Unter erhohten
Temperaturen steigt die Frequenz der fehlerhaften X-Chromosomen Segregation in
Keimzellen, die der Meiose unterlaufen. So wird die Entstehung von X0-Gameten (siehe
Abschnitt 1.4.2) begiinstigt [140]. In der vorliegenden Arbeit wurden im L4-Stadium
befindliche C. elegans N2 Hermaphroditen flr 4 h einem Hitzestress von 34 °C ausgesetzt.
Dafur wurde eine gut bewachsene NGM-Agarplatte (Abschnitt 3.1) mit einer hohen Dichte
an L4-Larven verwendet. AnschlieRend wurde die Agarplatte unter Standard-Bedingungen
aufbewahrt, um die Eiablage der Hermaphroditen und das Schlipfen der Larven

abzuwarten. Mit Hilfe eines Stereomikroskops erfolgte die phanotypische Selektion der
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méannlichen Nematoden. Um diese letztendlich fortlaufend zu kultivieren, wurden in
regelméiiigen Abstdnden 5 bis 6 mannliche Nematoden mit 1 bis 2 Hermaphroditen auf
einer kleinen NGM-Agarplatte (Abschnitt 3.1.1) zusammengebracht. Eine hohe
Reproduktionsrate konnte gewahrleistet werden, indem dabei Nematoden, die hdchstens
das jungadulte Stadium erreicht hatten, ausgewahlt wurden. Dies war besonders bezlglich
der Hermaphroditen von Bedeutung. Die Kultivierung fand unter Standard-Bedingungen
statt.

3.5.1.2 Kreuzung und Selektion

Im ersten Schritt der Kreuzung wurden ménnliche N2 Nematoden mit Hermaphroditen des
transgenen Stamms verpaart. Die aus dieser Verpaarung hervorgehenden ménnlichen
Nachkommen waren gfp-heterozygot und wurden mit TK22 Hermaphroditen verpaart
(Parenteralgeneration  (P-Generation)). Die so generierte erste Filialgeneration
(F1-Generation) war aufgrund der fur das mev-1(kn-1)-Allel homozygoten Hermaphroditen
der P-Generation vollstdndig heterozygot flr dieses. Somit wurden aus der F;-Generation
zundchst solche Nematoden selektiert, die zudem ein gfp-Transgen enthielten. Ausgehend
von dieser Auswahl wurde die F,-Generation herangezogen, um auch aus dieser
Hermaphroditen zu selektieren, die das gfp-Transgen enthielten und gleichzeitig fur das
mev-1(kn-1)-Allel homozygot waren. Um einen Hermaphroditen zu selektieren, der die
Reinerbigkeit fir beide Merkmale aufwies und flr die Generierung einer homozygoten
Population herangezogen werden konnte, wurde die F3;-Generation dieser mev-1(kn-1)-
homozygoten Auswahl kultiviert und auf gfp-Homozygotie untersucht.

Die Selektion von Nematoden, die das gfp-Transgen enthielten, wurde mittels PCR mit
gfp-spezifischen Primern (Tabelle A.34) durchgefihrt. Durch statistische Analyse wurde
festgelegt, dass bei 25 von 25 Nematoden einer Generation das gfp-Transgen
nachzuweisen war, um die gfp-Homozygotie festzustellen. Auch fur die Selektion von
mev-1(kn-1)-homozygoten Nematoden wurde zunéchst eine PCR mit mev-1-spezifischen
Primern (Tabelle A.34) durchgefiihrt. Diese binden jedoch sowohl an das mev-1-Wildtyp-
Allel, als auch an das mev-1(kn-1)-Allel des TK22-Stamms. Durch den Verdau des PCR-
Produkts mit der Restriktionsendonuklease Kpn2l (BspEl) (Tabelle A.33) war eine
Unterscheidung der Allele moglich.
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3.5.1.3 Lyse

Fur die SW-PCR (Abschnitt 3.5.1.4) wurde die genomische DNA eines einzelnen
Nematoden als Template verwendet. Um einen einzelnen Nematoden zu lysieren, wurde
dieser in 2 pl Lyse-Puffer 1l (Tabelle A.24) aufgenommen und in ein PCR-Reaktionsgefal
uberfuhrt. In dem Thermocycler Veriti® 96 Well Thermal Cycler (Tabelle A.2) erfolgte
die Lyse flr 1 h bei 60 °C mit anschlieBender 15-minttiger Inkubation bei 90 °C, um den
Lyse-Vorgang zu beenden. Das Wurm-Lysat war bei -20 °C lagerfahig.

3.5.1.4 Polymerase-Kettenreaktion

Die SW-PCR wurde mit dem KAPA2G Fast Hotstart PCR Kit (Tabelle A.32)
durchgefuhrt. Zunéchst erfolgte die Herstellung eines PCR Mastermixes aus H,O, Puffer,
dNTPs, spezifischen gfp- oder mev-1-Primern (Tabelle A.34) und der KAPA2G Fast Hot
Start DNA-Polymerase. Der Mastermix wurde in die PCR-ReaktionsgefaRe aliquotiert, in
denen die genomische DNA, gewonnen aus der Lyse eines Nematoden (Abschnitt 3.5.1.3),

als Template vorgelegt war.
Ein Reaktionsansatz von 25 pl enthielt die folgenden Bestandteile:

2 1l genomische DNA aus der Lyse

5 ul KAPA2G Puffer [5x]

0,5 pl KAPA2G dNTP Mix [40 mM]

1,25 pl forward Primer [10 pM]

1,25 ul reverse Primer [10 uM]

0,1 pl KAPA2G Fast Hotstart Polymerase [5 U/ul]
14,9 ul Diethylpyrocarbonat (DEPC)-H,0

Die PCR wurde in dem Thermocycler Veriti® 96 Well Thermal Cycler mit den in Tabelle
3.3 aufgefihrten Einstellungen durchgefuhrt. Die Annealing-Temperatur war dabei

abhangig von dem verwendeten Primer-Paar.
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Tabelle 3.3: Zykluskonditionen der PCR

Stufe Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 2 min 1
Denaturierung 95 °C 155
60 °C fur gfp
Annealing 15s 30

52 °C fir mev-1

Elongation 72°C ls

Das PCR-Produkt wurde bei -20 °C gelagert.

3.5.1.5 Restriktions-Verdau

Um das mev-1(kn-1)-Allel des C.elegans Stamm TK22 zu detektieren, wurde das
Amplifikat der mev-1-spezifischen PCR mit der Restriktionsendonuklease Kpn2l (BspEl)
(Tabelle A.33) verdaut. KPN2I benétigt eine TA"CCGGA Schnittstelle, die durch die
Punktmutation in dem mev-1(kn-1)-Allel nicht zur Verfigung steht. Demnach lag das
Amplifikat des mev-1-Wildtyp-Allels im Anschluss an den Verdau in 2 kleineren
Fragmenten vor, wéhrend das des mev-1(kn-1)-Allels unverdaut blieb und in der GroRe des
PCR-Produkts zu detektieren war (siehe Abbildung 3.3 (B)). Fur den Verdau wurde
zundchst ein Mastermix hergestellt, um diesen zu einer definierten Menge des mev-1-

Amplifikats hinzuzuftigen.
Ein Reaktionsansatz von 31 pl enthielt die folgenden Bestandteile:

10 pl mev-1-Amplifikat

18 ul DEPC-H,0

2 ul Tango Puffer [10x]

1 pl Kpn2l (BspEN[10 U/ul]

Der Verdau fand in dem Thermocycler Veriti® 96 Well Thermal Cycler mit den in Tabelle
3.4 aufgeflihrten Konditionen statt.
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Tabelle 3.4: Konditionen des Restriktionsverdaus durch Kpn2l (BspEl)

Stufe Temperatur Zeit
Verdau 55 °C 2 bis16 h
Inaktivierung 80 °C 20 min

Das Produkt war bei -20 °C lagerféhig.

3.5.1.6 DNA-Gelelektrophorese

Fur die DNA-Gelelektrophorese wurde ein Gel, bestehend aus 2 % Agarose in TAE-Puffer
(Tabelle A.22) verwendet. Die Zugabe von 1 x SYBR® Safe (Tabelle A.3) war notwendig,
um die DNA, die vor der Beladung des Gels mit 6x DNA-Beladungspuffer (Tabelle A.3)
vermischt wurde (Verdinnung 1:6), zu visualisieren. Ein GroRenmarker (Gene Ruler™
100 bp Plus DNA Ladder) (Tabelle A.3) wurde ebenfalls aufgetragen. Die DNA-
Auftrennung erfolgte 1 h bei 80 bis 100 V. Fur die Detektion der DNA wurde ein VisiBlue
Transilluminator (Tabelle A.2) verwendet und das Gel wurde mit Hilfe der Kamera
MotiCam 2500 (Tabelle A.2) dokumentiert. Abbildung 3.3 zeigt exemplarisch die
Dokumentation einer DNA-Gelelektrophorese nach gfp-Amplifikation (A) sowie nach
mev-1-Amplifikation mit anschlieendem Restriktionsverdau durch Kpn2l (B).
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1000 bp — e
500 bp

500bp—

Abbildung 3.3: DNA-Gelelektrophorese eines gfp-Amplifikats sowie von mev-1-Amplifikaten nach
anschlieBendem Verdau durch Kpn2l

(A) SW-PCR Amplifikation von gfp mit den genspezifischen Primern GFP-fw-111 und GFP-rv-794.
Amplifikat (Spur 1) bei 683 bp. (B) SW-PCR Amplifikation von mev-1 mit den genspezifischen Primern
mev-1-fw-24 und mev-1-rv-573 mit anschliefendem Restriktionsverdau durch Kpn2l. Verdau des mev-1
Gens im Wildtyp N2 resultierte in 2 Fragmenten einer GréRe von 250 bp und 300 bp (Spur 2, 3, 4, 6 und 8).
Das Amplifikat des mev-1 (kn-1) Gens des Stamms TK22 wird durch Kpn2l nicht verdaut. Es verblieb das
PCR-Amplifikat in einer Grofe von 549 bp bei homozygoten Individuen (Spur 5 und 9). Heterozygote
Individuen wiesen entsprechend 3 Fragmente auf (Spur 1 und 7). M = Marker (Fermentas Gene Ruler™ 100
bp Plus DNA Ladder)

3.5.1.7 Hitzestress

Eine erfolgreiche Kreuzung hinsichtlich der Transgene, welche die Promotoren der fir die
Hitzeschock-Proteine  HSP-4 und HSP-60 kodierenden Gene beinhalten, wurde
abschlieBend durch einen Hitzestress nachgewiesen. Die GFP-Expression, gemessen
anhand der relativen GFP-Fluoreszenz, wurde dabei mit der entsprechenden
Promotoraktivitat gleichgesetzt. Dafiir erfolgte die Ermittlung der GFP-Fluoreszenz in den
Nematoden nach 1h Hitzestress (35 °C) nachdem in Abschnitt 3.3.2 beschriebenen
Prinzip. Als Kontrolle dienten TK22 Nematoden. Abbildung 3.4 zeigt eine mikroskopische

Durchlicht-Aufnahme und eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme bei einer Emission
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von 525 nm (Em) nach Anregung bei 470 nm (Ex) eines TK22 Nematoden und jeweils

eines durch Kreuzung entstandenen SJ4005xTK22 und SJ4058xTK22 Nematoden.

250 pm

250 pm

250 pm

Abbildung 3.4: Mikroskopische Aufnahmen von C. elegans TK22, SJ4005xTK22 und SJ4058xTK22

Mikroskopische  Durchlicht-Aufnahme und  fluoreszenzmikroskopische ~ Aufnahme (Ex 470 nm;
Em 525 nm) von C. elegans TK22 (A und B), SJ4005xTK22 (hsp-4p::GFP) (C und D) und SJ4058xTK22
(hsp-60p::GFP) (E und F) nach Hitzestress (1 h 35 °C).

3.5.2 Quantitative Echtzeit-PCR

Die quantitative Echtzeit-PCR (gRT-PCR; engl. quantitative real-time PCR) ist eine

Standard-Methode zur Quantifizierung von DNA in Echtzeit. Dabei wird zundchst durch
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den Einsatz einer reversen Transkriptase mRNA in complementary DNA (cDNA)
transkribiert, um diese im nachsten Schritt mittels PCR zu amplifizieren und letztendlich in
Echtzeit zu quantifizieren. Fir die Quantifizierung wurde der an die dsDNA bindende
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | verwendet. Wéhrend der Amplifikation nimmt das
Fluoreszenz-Signal proportional zu der Menge des Amplifikats zu. Die Quantifizierung
erfolgte dabei im relativen Verhdltnis zu dem Referenzgen 18S. Die qRT-PCR wurde in
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt, um die Expression von hsp-4 und pek-1 in
C. elegans zu quantifizieren. Um dies zu erreichen, wurde zunéchst die RNA, wie im
Folgenden beschrieben, isoliert (Absatz 3.5.2.1).

3.5.2.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung wurde in der vorliegenden Arbeit mit dem Roti®-Prep RNA MINI-
Kit (Tabelle A.32) durchgefiihrt. Daflr wurde pro Behandlungsgruppe mindestens
eine 24-Well-Mikrotiterplatte mit jeweils etwa 2500 Nematoden bendtigt (Abschnitt 3.1.4).
Zunédchst wurden die Nematoden zweimal mit M9-Puffer gewaschen. Nach dem
vollstandigen Entfernen des Uberstands erfolgte die Resuspendierung des Nematoden-
Pellets in 450 ul Lysis-Puffer-LSR, der Bestandteil des Kits war. Anschliefend wurden die
Nematoden in Lysis-Puffer in ein 2 ml Precellys Schraubdeckelgefal uberfuhrt und
bei -80°C fir mindestens 24 h eingefroren. Fir die RNA-Isolierung wurden die
Nematoden zunéchst wieder auf RT gebracht. Es erfolgte die Zugabe von 600 mg Precellys
Keramik-Kigelchen in das Schraubdeckelgefa® jeder Probe, um anschlieBend die
Homogenisierung im Precellys 24-Dual Homogenisator fur 2x 20 sec bei 5400 rpm mit
10 sec Pause zu starten. AnschlieBend wurde das Homogenat bei 1400 rpm fur 2 min
zentrifugiert. Die Isolierung der im Uberstand befindlichen RNA erfolgte entsprechend des
Roti®-Prep RNA MINI-Manuals und basierte auf der RNA-Aufreinigung mit Hilfe
unterschiedlicher Aufreinigungssaulen.

Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt und durch Verdinnung mit
DEPC-Wasser auf eine Konzentration von 0,01 ng/ul zur Quantifizierung der 18S RNA

und 10 ng/ul zur Quantifizierung der Gen-spezifischen mRNA eingestellt.

62



METHODEN

3.5.2.2 gRT-PCR

Die gRT-PCR wurde in der vorliegenden Arbeit mit dem Brilliant Il SYBR ® Green QRT-
PCR Master Mix Kit (Tabelle A.32) durchgefiihrt. Dieses 1-Step Kit ermdglicht die reverse
Transkription mit anschliefender PCR in einem Schritt. Die Ansatze hatten ein VVolumen
von 10 pl und setzten sich aus folgenden Bestandteilen zusammen:

5 ul SYBR Green | Mastermix

0,4 ul Reverse Transkriptase [200 U/ul]
0,75 pl Forward Primer [1 uM]

1,25 ul Reverse Primer [1 uM]

1,6 pl nukleasefreies Wasser

1 pl Template-RNA

Zunédchst wurde aus dem SYBR Green Mastermix, der reversen Transkriptase, dem
nukleasefreien Wasser sowie den entsprechenden Primern ein Mastermix hergestellt, der in
die qRT-PCR-Reaktionsgefalie (Rotor Gene Tubes fur Rotor Gene-Q Real-time PCR
Cycler) (Tabelle A.1) vorgelegt wurde. Jede Probe wurde separat mit 18S- sowie Gen-
spezifischen Primern und jeweils in einer 4-fachen Bestimmung amplifiziert. Nach dem
Hinzupipettieren der Template-RNA und dem VerschlieBen der Reaktionsgefalie wurde
die gRT-PCR in dem Rotor Gene-Q Real-time PCR Cycler (Tabelle A.2) unter den in
Tabelle 3.5 aufgefuhrten Konditionen gestartet.

Tabelle 3.5: Zykluskonditionen der gRT-PCR

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

Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 1

Denaturierung 95 °C 30 sec

Annealing 53°C 1 min 40

Elongation 72 °C 30 sec

Inkubation 95°C 1 min 1

Schmelzkurve 55 °C bis 95 °C jeweils 30 sec
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Die von der Rotor-Gene Q Series Software generierten Fluoreszenz-Kurven wurden
automatisch in Cycle Threshold (C+)-Werte tberfuhrt. Cr-Werte geben denjenigen Zyklus
an, in dem das Fluoreszenzsignal einen definierten Grenzwert, der die Basis-Fluoreszenz
eingrenzt, zum ersten Mal exponentiell Uberschreitet. Aufgrund der 4-fachen Bestimmung
jeder Probe wurden zunédchst Mittelwert und Standardabweichung der entsprechenden C+-
Werte berechnet. Fiur die relative Quantifizierung der Genexpression wurde die AAC+-
Methode angewendet [228]. Dafur wurden die Cy-Werte der Proben, die mit Primern
spezifisch fur das Zielgen amplifiziert wurden, von den Cy-Werten der Proben, die mit
Primern spezifisch fir das Referenzgen amplifiziert wurden, subtrahiert (ACy).
AnschlieBend wurde der ACt-Wert der Kontrollgruppe von dem AC:-Wert der
Behandlungsgruppe  subtrahiert  (AACy), um letztendlich  die  relativen

Expressionsunterschiede durch eine Ratio der AACt-Werte (fold change) zu ermitteln.

ACt = Cy Zielgen - Ct Referenzgen
AACt = ACt Behandlungsgruppe - AC+ Kontrollgruppe

- AACT
2

fold change =
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3.6  Statistische Auswertung

Fur jeden Versuch wurden mindestens drei voneinander unabhangige Experimente
durchgefuhrt. Die statistische Analyse erfolgte mit der Software GraphPad Prism 5
(Tabelle A.35). Folgende Signifikanzniveaus wurden festgelegt:

p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***)

Die Ergebnisse der Bestimmung der Uberlebenszeit unter Hitzestress wurden in Kaplan-

Meier-Kurven dargestellt und mittels Mantel-Haenszel Logrank-Test analysiert.

Die Ergebnisse der Quantifizierung von Lysosomen mit LysoTracker® Red, der
Expressionsanalyse mit  GFP-Reportergenen, der Messung der spezifischen
Proteasomaktivitdt sowie der gRT-PCR wurden auf die Kontrolle normalisiert und als
Balkendiagramme mit Mittelwert £ Standardabweichung (SD; engl. standard deviation)
dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mittels unpaarigem t-Test oder einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA) und Bonferroni’s multiple comparison test.
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4 Ergebnisse

Glukose-induzierte Schadigungen sind die Ursache diabetischer Komplikationen. Der
Stamm TK22 des Nematoden C.elegans wurde in dieser Arbeit verwendet, um die
molekularen Mechanismen der Glukosetoxizitat sowie der Pravention von Glukose-
induzierten Schadigungen durch das Polyphenol Quercetin zu untersuchen. Daflir wurde
zundchst der Einfluss von Glukose in Ab- und Anwesenheit von Quercetin auf die
Uberlebenszeit von TK22 bei 37 °C bestimmt. Glukose bewirkte bereits in einer
Konzentration von 10 mM eine signifikante Verkirzung der Uberlebenszeit von TK22
unter Hitzestress. Durch die zusétzliche Applikation von 1 uM Quercetin wurde die durch
Glukose verursachte Minderung der Stressresistenz von TK22 vollstandig verhindert.
Diese bereits publizierten Ergebnisse (Publikation 1, Appendix B.1) wurden zunéchst
einleitend verifiziert (Abbildung 4.1).

100
] — TK22
§. 75; == + Glukose [10 mM] ]***
s — + Glukose/Quercetin [1 pM] 4***
S ]
€ 50
S 907
Q E
2 ]
3 25
D) ]

04 —r—r
0 2 4 14

Zeit [n]

Abbildung 4.1: Quercetin verhindert die Glukose-induzierte Minderung der Stressresistenz von TK22

Uberlebenszeit unter Hitzestress (37 °C) von C. elegans TK22 nach 48-stiindiger Inkubation mit 10 mM
Glukose in Ab- und Anwesenheit von 1 uM Quercetin. ***p < 0.001
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4.1 Quercetin interagiert mit der UPR™

Die UPR™ ist eine Stressantwort, die in C. elegans uber die Aktivierung der Expression
der mitochondrialen Chaperone HSP-6 und HSP-60 die Proteinhom@ostase aufrechterhalt.
Die Promotoraktivitat der entsprechenden Gene wird dabei ber DVE-1, UBL-5 sowie
ATFS-1 reguliert. In vorangegangenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die
RNA.I einiger Schliisselfaktoren der UPR™ zu einer Uberlebenszeitverkiirzung des Stamms
TK22 fuhrte, in gleichem AusmaR wie die Inkubation mit Glukose. Die Applikation von
Glukose unter RNAI resultierte dabei in Kkeiner weiteren Verkirzung der
Uberlebenszeit [184]. Des Weiteren verhinderte die RNAI solcher Faktoren die
Verlangerung der Uberlebenszeit durch Quercetin (Publikation 1; Appendix B.1). Im
Folgenden wird dieser Zusammenhang exemplarisch fur die RNAI von atfs-1 dargestellt.
Um zunéchst zu zeigen, dass durch die Verfutterung der fur die RNAI verwendeten
E. coli HT115 keine signifikante Beeinflussung im Vergleich zur Verfiitterung von
E. coli OP50 verursacht wurde, erfolgte die Ermittlung der Uberlebenszeit von TK22 bei
37 °C unter Verfutterung der HT115 Vektor-Kontrolle (RNAIi Kontrolle) und nach
Exposition gegenlber Glukose in Ab- und Anwesenheit von Quercetin. Wie in Abbildung
4.2 (A) gezeigt ist, fihrte die Inkubation von TK22 mit 10 mM Glukose auch unter
Verfltterung der E. coli HT115 zu einer signifikanten Verkirzung der Lebensspanne unter
Hitzestress. Die zusatzliche Inkubation mit 1 uM Quercetin verlangerte die Uberlebenszeit
auf den Wert der Kontrolle.

Die RNAI des Transkriptionsfaktors atfs-1 bewirkte eine signifikante Verkirzung der
Uberlebenszeit bei 37 °C (Abbildung 4.2 (B)). Weder die Inkubation mit 10 mM Glukose,
noch die zusatzliche Inkubation mit 1 uM Quercetin hatten einen Effekt auf die
Lebensspanne von TK22 unter atfs-1 RNAI und Hitzestress. Daher ist die Verlangerung
der Uberlebenszeit durch Quercetin in Anwesenheit von Glukose als abhangig von atfs-1

Zu bezeichnen.
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Abbildung 4.2: Quercetin verlangert die Uberlebenszeit von TK22 nicht mehr nach atfs-1 RNAI

Uberlebenszeit unter Hitzestress (37 °C) von C. elegans TK22 unter Vektor-Kontrolle (A) sowie atfs-1 RNAI
(B) und nach 48-stlindiger Inkubation mit 10 mM Glukose in Ab- und Anwesenheit von 1 pM Quercetin.
***p < 0.001
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Um auszuschlieRen, dass Quercetin die Uberlebenszeit von TK22 aufgrund einer RNAI-
bedingten unspezifischen Schadigung nicht mehr steigert, wurde eine RNAI mit verdlnnter
hsp-60 dsRNA (1:10) durchgefiihrt. Die RNAI fiir hsp-60 bewirkte unverdinnt eine hoch
signifikante Verkiirzung der Uberlebenszeit [184]. Wie Abbildung 4.3 zeigt, resultierte
auch die abgeschwachte RNAi von hsp-60 in einer signifikanten Verkirzung der
Lebensspanne unter Hitzestress von TK22. Wiederum verhinderte die RNAI auch in
verdinnter Anwendung eine weitere Verkirzung der Uberlebenszeit durch 10 mM
Glukose sowie eine Verlangerung dieser durch 1 uM Quercetin. Durch dieses Ergebnis
wird hsp-60 als Zielgen des Quercetins ausgewiesen. AuBerdem wird bestétigt, dass die
Minderung der Stressresistenz nach hsp-60 RNAIi auf dem Funktionsverlust des Gens
beruht.
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Abbildung 4.3: Quercetin verlangert die Uberlebenszeit von TK22 auch nicht mehr nach verdunnter
hsp-60 RNAI

Uberlebenszeit unter Hitzestress (37 °C) von C. elegans TK22 unter verdiinnter hsp-60 RNAi (1:10) und
nach 48-stiindiger Inkubation mit 10 mM Glukose in Ab- und Anwesenheit von 1 uM Quercetin. *p < 0.05

Nachdem die Notwendigkeit des Vorliegens von HSP-60 fir die gesteigerte Stressresistenz
von TK22 durch Quercetin gezeigt wurde, sollte im Folgenden festgestellt werden, ob das
Polyphenol zu einer gesteigerten Expression von HSP-60 fiihrt. Die Untersuchungen
erfolgten mit dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit hergestellten Stamm SJ4058xTK22,
der GFP unter der Kontrolle des hsp-60 Promotors exprimiert (vergleiche Abschnitt 3.5.1).
Wie Abbildung 4.4 zeigt, fihrte die 48-stiindige Inkubation mit 10 mM Glukose zu einer
signifikanten Steigerung der relativen GFP-Fluoreszenz um 25 + 19 % verglichen mit der
Kontrolle. Die zusétzliche Inkubation mit Quercetin hatte keinen signifikanten Einfluss auf
die durch Glukose erhdhte Promotoraktivitat. Es kann daher postuliert werden, dass

HSP-60 in Gegenwart von Glukose durch Quercetin nicht auf Transkriptionsebene
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beeinflusst wird. Die durch Glukose bedingte Steigerung der hsp-60 Expression in TK22
|4sst sich als Aktivierung der UPR™ interpretieren, die jedoch nicht effizient genug ist, um

die Verkirzung der Lebensspanne durch die Glukose-Applikation zu verhindern.

SJ4058xTK22 + Glukose [10 mM]

+ Glukose/Quercetin [1pM]

Il SJ4058xTK22
B + Glukose [10 mM]
[ 1 + Glukose/Quercetin [1 pM]

Relative GFP-Fluoreszenz
[% Kontrolle]

Abbildung 4.4: Quercetin beeinflusst nicht die hsp-60 Promotoraktivitat in TK22 in Anwesenheit von
Glukose

Relative GFP-Fluoreszenz in C. elegans SJ4058xTK22 (hsp-60p::GFP) nach 48-stiindiger Inkubation mit
10 mM Glukose in Ab- und Anwesenheit von 1 uM Quercetin. ***p < 0.001 vs. Kontrolle
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4.2 UPRFR-Zielgene des Quercetins

Durch die Akkumulation von un- oder fehlgefalteten Proteinen im ER wird in C. elegans
die UPR® als eine Stressantwort aktiviert, die durch eine erhdhte Chaperon-Expression,
ahnlich den Gegebenheiten in Mitochondrien, die Proteinhomoostase bewirkt. In der
vorliegenden Arbeit wurde zunéchst mittels RNAI die Bedeutung von Mitgliedern der
UPR®® fiir die Uberlebenszeit von C. elegans TK22 unter Glukoseexposition in Ab- und

Anwesenheit von Quercetin untersucht.

Das Chaperon HSP-4, ein Protein aus der HSP-70 Familie, wird in C. elegans als ein
zentrales Element der Stressantwort innerhalb des ERs postuliert. Die verminderte
Expression des ER-spezifischen Chaperons durch RNAI zeigte keinen Einfluss auf die
Lebensspanne von TK22. Allerdings bewirkte auch die Gabe von Glukose unabhédngig der
Prasenz des Quercetins keinerlei Beeinflussung der Uberlebenszeit mehr (Abbildung 4.5).
Diese Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass die Aktivierung protektiver Mechanismen
als Folge der hsp-4 RNAIi die Glukosetoxizitat verhindert und Quercetin nur unter

besonderen Stressbedingungen die Uberlebenszeit von TK22 verlangert.
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Abbildung 4.5: RNAI von hsp-4 verhindert die Glukosetoxizitat in TK22

Uberlebenszeit unter Hitzestress (37 °C) von C. elegans TK22 unter hsp-4 RNAi und nach 48-stiindiger
Inkubation mit 10 mM Glukose in Ab- und Anwesenheit von 1 uM Quercetin.
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Wie schon fiir das mitochondriale HSP-60 beschrieben wurde auch fir das im ER
lokalisierte Chaperon HSP-4 untersucht, ob Quercetin Uber eine Steigerung der Expression
eine Verlangerung der Uberlebenszeit in Glukose-exponierten Nematoden verursacht. In
dem Stamm SJ4005xTK22 wurde die GFP-Expression unter der Kontrolle des hsp-4
Promotors bestimmt. Abbildung 4.6 zeigt, dass die 48-stiindige Inkubation mit 10 mM
Glukose zu einer signifikanten Steigerung der relativen GFP-Fluoreszenz um 25 + 22 %
verglichen mit der Kontrolle fihrte und diese durch die zusétzliche Inkubation mit 1 uM
Quercetin gegentber der Kontrolle nicht weiter gesteigert wurde. Die durch Glukose
verursachte Steigerung der HSP-4 Expression reichte offenbar wiederum nicht aus, um die
Verkiirzung der Uberlebenszeit durch Glukose zu verhindern. AuRerdem findet die
Pravention der Glukose-vermittelten Uberlebenszeitverkiirzung durch Quercetin offenbar

unabhéngig von einer Beeinflussung der HSP-4 Expression statt.
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Abbildung 4.6: Quercetin beeinflusst nicht die hsp-4 Promotoraktivitat in TK22 in Anwesenheit von
Glukose

Relative GFP-Fluoreszenz in C. elegans SJ4005xTK22 (hsp-4p::GFP) nach 48-stindiger Inkubation mit
10 mM Glukose in Ab- und Anwesenheit von 1 UM Quercetin. **p < 0.01 und ***p < 0.001 vs. Kontrolle
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Die RNAi von xbp-1, das einen zentralen Transkriptionsfaktor der UPR™® kodiert,
resultierte in einer Verkiirzung der Uberlebenszeit unter Hitzestress von TK22. Die
Glukoseapplikation bewirkte wiederum keine zusatzliche Uberlebenszeitverkiirzung [184]
und auch die Verlangerung der Uberlebenszeit durch Quercetin unter Exposition
gegenuber Glukose und Hitze wurde durch die RNAI von xbp-1 verhindert (Publikation 1;
Appendix B.1). Gleiche Aussagen lassen sich fiir die RNAi der im Rahmen der UPR®®
wichtigen Transmembranproteine aus der abu-Familie (abu-1 und abu-11) treffen [184]
(Publikation 1; Appendix B.1).

Die RNAI von ire-1, eine flr das Spleifien der aktiven mMRNA des Transkriptionsfaktors
XBP-1 notwendige transmembrane Proteinkinase, zeigte erstaunlicherweise keinen
Einfluss auf die Uberlebenszeit von TK22 Nematoden (Abbildung 4.7). Die 48-stiindige
Inkubation mit 10 mM Glukose resultierte auch unter ire-1 RNAI in einer signifikanten
Verkiirzung der Uberlebenszeit, die jedoch durch die zusatzliche Inkubation mit 1 pM
Quercetin nicht verlangert werden konnte. Obwohl die Aktivitat von IRE-1 notwendig ist,
um die mMRNA von xbp-1 zu spleiRen resultierte die ire-1 RNAI in keiner Verkurzung der
Uberlebenszeit von TK22, wahrend jedoch die xbp-1 RNAI diese reduzierte [184]. Zu
postulieren wére, dass die ire-1 RNAI ebenso wie die hsp-4 RNAI zu einer Aktivierung
eines protektiven Signalwegs fuhrt. Unabhé&ngig davon bendtigt Quercetin offensichtlich

IRE-1, um die Stressresistenz unter Anwesenheit von Glukose zu erhéhen.

100
— 1 — TK22; RNAI Kontrolle
S — TK22;ire-1 RNAI ]
g 75': —= + Glukose [10 mM] ***]
S —= + Glukose/Quercetin [1 pM]d ***
2 501
3 ]
2 ]
@ 25
D -
D) h
C- T T T
0 2 4 12 14

Zeit [h]

Abbildung 4.7: Quercetin verlangert die Uberlebenszeit von TK22 nicht mehr nach ire-1 RNAI

Uberlebenszeit unter Hitzestress (37 °C) von C. elegans TK22 unter ire-1 RNAi und nach 48-stiindiger
Inkubation mit 10 mM Glukose in Ab- und Anwesenheit von 1 uM Quercetin. ***p < 0.001
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4.3  Kompensationsmechanismen im Rahmen der UPR™®

Wie in Abschnitt 4.2 beschrieben, fiihrte die RNAi von hsp-4 zu einer Blockierung der
Glukosetoxizitat in TK22. Um zu untersuchen, ob die verminderte hsp-4 Expression durch
eine Aktivierung des fir die UPR®R zentralen Transmembranproteins PEK-1, das fiir eine
Verringerung der Protein-Synthese im Rahmen von ER-Stress verantwortlich ist,
kompensiert wird, wurde eine Doppel-RNAi von pek-1 und hsp-4 durchgefihrt.
Abbildung 4.8 zeigt, dass die zusitzliche RNAi von pek-1 die Uberlebenszeit gegeniiber
der hsp-4 RNAI alleine nicht verkirzte. Eine Aktivierung von PEK-1 unter hsp-4 RNAI,
welche die unter der verminderten Expression von hsp-4 beobachtete Stresskompensation

erklaren konnte, kann dadurch nicht bestétigt werden.
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Abbildung 4.8: Die Aktivierung von Kompensationsmechanismen durch RNAI von hsp-4 in TK22 ist
unabhangig von pek-1

Uberlebenszeit unter Hitzestress (37 °C) von C. elegans TK22 unter verdiinnter hsp-4 RNAi und Doppel-
RNA. von pek-1 und hsp-4.

Tatsachlich scheinen auch durch die pek-1 RNAI Kompensationsmechanismen aktiviert zu
werden, die eine Glukosetoxizitat vollstandig verhindern, denn die verminderte Expression
von PEK-1 zeigte ebenfalls keinen Einfluss auf die Uberlebenszeit von TK22 und der

lebensverkirzende Effekt der Glukose wurde unterbunden (Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: RNAI von pek-1 verhindert die Glukosetoxizitat in TK22

Uberlebenszeit unter Hitzestress (37 °C) von C. elegans TK22 unter pek-1 RNAi und nach 48-stiindiger
Inkubation mit 10 mM Glukose in Ab- und Anwesenheit von 1 uM Quercetin.

Auch die ire-1 RNAI zeigte keinen Effekt auf die Uberlebenszeit von TK22 (vergleiche
Abschnitt 4.2), obwohl sie fir die Aktivierung des XBP-1 Transkriptionsfaktors essentiell
ist, dessen RNAI eine signifikante Verkiirzung der Uberlebenszeit von TK22 bewirkte
[184]. Dementsprechend wurde fir die ire-1 RNAIi ebenfalls die Aktivierung eines
Kompensationsmechanismus postuliert. Die Aktivierung eines vom SpleilRen der xbp-1
MRNA unabh&ngigen Mechanismus durch ire-1 RNAI wurde anhand einer Doppel-RNAI
von ire-1 und xbp-1 bestatigt. Wie Abbildung 4.10 zeigt, fihrte die Doppel-RNAIi im
Vergleich zu der verdunnten xbp-1 RNAIi zu einer signifikanten Verlangerung der
Uberlebenszeit von C. elegans TK22. Die signifikante Lebensverkiirzung durch die xbp-1
RNAI wurde somit durch die zusatzliche Verminderung der ire-1 Transkription

aufgehoben.
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Abbildung 4.10: Doppel-RNAI von ire-1 und xbp-1 verlangert die Uberlebenszeit von TK22

Uberlebenszeit unter Hitzestress (37 °C) von C. elegans TK22 unter verdiinnter xbp-1 RNAi und Doppel-
RNA. von ire-1 und xbp-1. ***p < 0.001
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Fur die Verlangerung der Uberlebenszeit von mit xop-1 RNAi behandelten Nematoden
durch zuséatzliche ire-1 RNAI kann die Kompensation durch eine gesteigerte hsp-4
Expression ausgeschlossen werden, denn sowohl die mRNA-Spiegel als auch die
Aktivierung des hsp-4 Promotors wurde durch die Doppel-RNAi von ire-1 und xbp-1
signifikant vermindert. Es wurde eine Senkung der mRNA-Spiegel um 51+ 19 %
(Abbildung 4.11 (A)) und eine Verminderung der Promotoraktivitdt um 42 +10 %
(Abbildung 4.11 (B)) verglichen mit der jeweiligen Kontrolle verzeichnet. Diese

Ergebnisse zeigen zudem, dass XBP-1 einen Transkriptionsaktivator des hsp-4 Promotors

darstellt.
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Abbildung 4.11: XBP-1 als Transkriptionsfaktor des hsp-4 Promotors in TK22

Relative hsp-4 Expression (2*“) in C. elegans TK22 unter Doppel-RNAi von ire-1 und xbp-1. Die RNA
wurde aus den Nematoden isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Mittels
gRT-PCR mit den Primern hsp-4-qPCR-fw-14 und hsp-4-gPCR-rv-171 wurden die hsp-4 Transkriptions-
Spiegel bestimmt und quantifiziert (A). Relative GFP-Fluoreszenz in C.elegans SJ4005xTK22
(hsp-4p::GFP) unter Doppel-RNAI von ire-1 und xbp-1. Um die Promotoraktivitat zu stimulieren wurde der
fluoreszenzmikroskopischen Analyse ein Hitzestress (1 h35°C) vorausgestellt (B). *p<0.05 und
***p < 0.001 vs. RNAI Kontrolle

Fur die Verhinderung der durch xbp-1 RNAI induzierten Lebenszeitverkiirzung von TK22
durch die zusatzliche ire-1 RNAIi wurden weitere mogliche Kompensationsmechanismen
untersucht. Dies geschah, indem zusatzlich zur ire-1 und xbp-1 Doppel-RNAI die
Transkription von pek-1 oder abu-11 (exemplarisch fir die Gene der abu-Familie) mittels
RNAI vermindert wurde. Die Tripel-RNAI von pek-1, ire-1 und xbp-1 resultierte in einer
signifikanten Verkurzung der Lebensspanne unter Hitzestress von TK22 im Vergleich zu
der verdiinnten Doppel-RNAI von ire-1 und xbp-1 (Abbildung 4.12 (A)). Dies bedeutet,
dass PEK-1 essentiell fur die durch Doppel-RNAi von ire-1 und xbp-1 verursachte

Hormesis ist, sein funktioneller Verlust alleine jedoch ebenfalls hormetische Effekte im
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Rahmen der Glukosetoxizitdt bewirkt. Die Tripel-RNAi von abu-11, ire-1 und xbp-1

beeinflusste die Lebenspanne unter verdiinnter Doppel-RNAI von ire-1 und xbp-1 nicht
(Abbildung 4.12 (B)).
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Abbildung 4.12: Die Verlangerung der Uberlebenszeit von TK22 durch ire-1 und xbp-1 Doppel-RNAi
wird verhindert durch pek-1 RNAI

Uberlebenszeit unter Hitzestress (37 °C) von C. elegans TK22 unter verdiinnter Doppel-RNAi von ire-1 und
xbp-1 und Tripel-RNAi von pek-1, ire-1 und xbp-1 (A) sowie abu-11, ire-1 und xbp-1 (B). ***p < 0.001

Wie aus Abbildung 4.13 hervorgeht, fand die durch Doppel-RNAi von ire-1 und xbp-1
bewirkte Aktivierung von PEK-1 nicht auf Ebene der Transkription statt, denn die Doppel-

RNAI zeigte keinen signifikanten Effekt auf die pek-1 mRNA-Spiegel (1,02 £0,5)
verglichen mit der Kontrolle (1,0 + 0,4).
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Abbildung 4.13: Eine verminderte IRE-1/XBP-1 Signaltransduktion beeinflusst nicht die pek-1
Espression

Relative pek-1 Expression (2%%Y) in C. elegans TK22 unter Doppel-RNAi von ire-1 und xbp-1. Die RNA
wurde aus den Nematoden isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Mittels

gRT-PCR mit den Primern pek-1-gPCR-fw-2554 und pek-1-qPCR-rv-2687 wurden die pek-1 Transkriptions-
Spiegel bestimmt und quantifiziert.
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4.4  Die Hemmung des autophagosomalen Abbaus schutzt vor
einer Glukosetoxizitat

Die Autophagie ist ein evolutiondr konservierter katabolischer Prozess, der dem Abbau
von cytosolisch akkumulierten beschédigten Proteinen oder anderen zelluldaren Elementen
dient und somit einen wichtigen Bestandteil der Proteostase darstellt. Um zu untersuchen,
ob dieser Prozess durch die Applikation von Glukose gehemmt und durch die Gabe von
Quercetin gesteigert wird, erfolgte die Anfarbung von Lysosomen in TK22 mittels des
Fluoreszenzfarbstoffs LysoTracker® Red, um die in der Autophagie final bedeutsamen
Organellen quantitativ darzustellen. Abbildung 4.14 zeigt, dass die 48-stlindige Inkubation
von C.elegans TK22 mit 10 mM Glukose zu einer signifikanten Steigerung der
LysoTracker® Red-Fluoreszenz um 44 + 33 % verglichen mit der Kontrolle flhrte. Die
zusatzliche Inkubation mit 1 uM Quercetin  beeinflusste die LysoTracker® Red-

Fluoreszenz in Gegenwart von Glukose nicht weiter.
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Abbildung 4.14: Quercetin beeinflusst nicht die Lysosomenbildung in TK22 in Anwesenheit von
Glukose

Relative LysoTracker® Red-Fluoreszenz in C. elegans TK22 nach 48-stindiger Inkubation mit 10 mM
Glukose in Ab- und Anwesenheit von 1 uM Quercetin. ***p < 0.001 vs. Kontrolle
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die Lysosomenbildung in TK22 durch Glukose gesteigert
wird, um geschadigte Proteine mittels Autophagie zu beseitigen. Diese Aktivierung ist
jedoch nicht ausreichend, um die durch Glukose induzierte Verkiirzung der Uberlebenszeit
von TK22 zu verhindern. Auch die Prévention Glukose-induzierter Schadigungen durch
Quercetin wird offensichtlich nicht tber eine Beeinflussung der Autophagie, zumindest
nicht Gber die Regulation der Lysosomenbildung, vermittelt.

Die Bildung von Autophagosomen, welche die abzubauenden Substrate umschlieBen um
anschlieBend mit Lysosomen, welche die bendtigten Peptidasen bereitstellen, zu
verschmelzen, ist der initiale Prozess der Makroautophagie und beginnt mit der Entstehung
eines Phagophors. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 1gg-2, dessen Aktivierung essentiell fur
die Ausbildung und Verlangerung des Phagophors ist, durch RNAI in seiner Expression
unterdriickt. Abbildung 4.15 zeigt, dass die RNAIi von lgg-2 keinen Effekt auf die
Uberlebenszeit von C.elegans TK22 hatte. Durch die verminderte Expression des
Makroautophagie-spezifischen Gens wurde jedoch der lebensverkiirzende Effekt von
Glukose als auch der lebensverlangernde Effekt des Quercetins verhindert. In Analogie zu
den unter hsp-4 und pek-1 RNAI erhaltenen Ergebnissen (siehe Abschnitt 4.2 und 4.3)
lassen auch diese Ergebnisse die Vermutung zu, dass die Aktivierung eines anderen
Elements der Proteostase die Verkiirzung der Uberlebenszeit durch Glukose verhindert und

die Verlangerung der Uberlebenszeit nur unter speziellen Stressbedingungen evident wird.
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Abbildung 4.15: RNAI von Igg-2 verhindert die Glukosetoxizitat in TK22

Uberlebenszeit unter Hitzestress (37 °C) von C. elegans TK22 unter Igg-2 RNAI und nach 48-stiindiger
Inkubation mit 10 mM Glukose in Ab- und Anwesenheit von 1 UM Quercetin.
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Innerhalb der CMA werden die zu degradierenden Proteine von cytosolischen Chaperonen
gebunden und an die Oberflache der Lysosomen transportiert. Der Chaperon-Protein-
Komplex bindet an die Lysosomenmembran und das abzubauende Protein interagiert mit
einem spezifischen Lysosomen-assoziierten Membranprotein, wodurch die Aufnahme in
das Lysosomen initiiert wird. Im Folgenden wurden die Effekte der RNAi von Imp-2,
einem Strukturhomolog eines humanen Lysosomen-assoziierten Membranproteins, auf die
Uberlebenszeit evaluiert. Wie Abbildung 4.16 zeigt, wurde die Uberlebenszeit von TK22
durch RNAI von Imp-2 nicht beeinflusst. Ebenso wie die RNAI des Makroautophagie-
spezifischen Gens Igg-2 fihrte auch die verminderte Expression von Imp-2 zu einer
Verhinderung der Glukosetoxizitat. Quercetin zeigte unter Glukoseexposition und in

Gegenwart der Imp-2 RNAI wiederum keinen Effekt mehr auf die Uberlebenszeit.
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Abbildung 4.16: RNAI von Imp-2 verhindert die Glukosetoxizitat in TK22

Uberlebenszeit unter Hitzestress (37 °C) von C. elegans TK22 unter Imp-2 RNAi und nach 48-stiindiger
Inkubation mit 10 mM Glukose in Ab- und Anwesenheit von 1 UM Quercetin.
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4.5 Das Proteasom als zentrales Ziel der Hemmung durch
Glukose und der Aktivierung durch Quercetin

Der Abbau von geschéadigten Proteinen durch das UPS stellt, neben der Autophagie, einen
weiteren Degradierungs-Mechanismus innerhalb der Proteostase dar. PBS-4 ist ein Faktor,
der eine wichtige Funktion fur die enzymatische Aktivitat des Proteasoms besitzt. Die
RNAI von pbs-4 flihrte zu einer signifikanten Verkiirzung der Uberlebenszeit von TK22,
die durch die Applikation von 10 mM Glukose allerdings zusétzlich reduziert wurde
(Abbildung 4.17). Die Inkubation mit 1 uM Quercetin bewirkte keine Beeinflussung der
Uberlebenszeit unter Anwesenheit von Glukose. Diese Ergebnisse bestatigen, dass
Quercetin das UPS als eine unabdingbare Voraussetzung fiir eine Verlangerung der
Uberlebenszeit von TK22 in Anwesenheit von Glukose benétigt.
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Abbildung 4.17: Quercetin verlangert die Uberlebenszeit von TK22 nicht mehr nach pbs-4 RNAI

Uberlebenszeit unter Hitzestress (37 °C) von C. elegans TK22 unter pbs-4 RNAIi und nach 48-stiindiger
Inkubation mit 10 mM Glukose in Ab- und Anwesenheit von 1 uM Quercetin. *p < 0.05 und ***p < 0.001

Um nachzuweisen, dass das Proteasom tatsdachlich funktionell durch Glukose gehemmt
und durch Quercetin aktiviert wird, wurde die Chymotrypsin-ahnliche Proteasomaktivitét
in TK22 bestimmt. Abbildung 4.18 zeigt, dass die 48-stiindige Inkubation von TK22 mit
10 mM Glukose zu einer signifikanten Senkung der Proteasomaktivitdt um 48 £5 %
verglichen mit der Kontrolle fuhrte. Die zusétzliche Inkubation mit 1 uM Quercetin
steigerte die Proteasomaktivitat signifikant um 75+ 11 % und sogar signifikant um
27 =11 % Uber den Wert der unbehandelten Kontrolle. Die Proteasomaktivitat kann somit
als direktes Ziel von Quercetin im Rahmen der Prévention von Glukose-induzierten

Schédigungen in TK22 definiert werden.
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Abbildung 4.18: Quercetin aktiviert das Proteasom in TK22 in Anwesenheit von Glukose

Spezifische Proteasomaktivitat in C. elegans TK22 nach 48-stiindiger Inkubation mit 10 mM Glukose in Ab-
und Anwesenheit von 1 uM Quercetin. Die Proteine wurden aus den Nematoden extrahiert, um die
spezifische Proteasomaktivitat mithilfe des Substrats Suc-LLVY-AMC zu quantifiziert. Der Proteasom-
Inhibitor MG-132 wurde verwendet, um nach Substraktion der Aktivitat in Anwesenheit des Inhibitors von
der Gesamtaktivitdt die spezifische Proteasomaktivitat zu bestimmen. *p <0.05 und ***p <0.001 vs.
Kontrolle bzw. ### p < 0.001 vs. mit Glukose behandelte Nematoden

Nachdem das Proteasom als zentral fir die Verhinderung der Glukosetoxizitdt durch
Quercetin identifiziert werden konnte, sollte abschlieBend geklart werden, ob die nach
funktioneller Schwéchung der UPRER® beziehungsweise der Autophagie beobachteten
Kompensationsmechanismen ebenfalls von der Aktivitat des Proteasoms abhéngig sind.

In Abschnitt 4.3 wurde bereits dargestellt, dass das VVorhandensein von PEK-1 notwendig
ist, um eine Verlangerung der Uberlebenszeit durch Doppel-RNAi von ire-1 und xbp-1 zu
bewirken. Wie Abbildung 4.19 (A) zeigt, steigerte die Doppel-RNAI von ire-1 und xbp-1
die Proteasomaktivitat in C. elegans TK22 signifikant um 265 £ 73 % verglichen mit der
Kontrolle. Die pek-1 RNAIi hingegen resultierte in einer signifikant verminderten
Proteasomaktivitdt um 53 + 26 % verglichen mit der Kontrolle (Abbildung 4.19 (B)).
Dieser Effekt war dominant gegeniiber dem Effekt der Doppel RNAI von ire-1 und xbp-1,
denn durch Tripel-RNAi von pek-1, ire-1 und xbp-1 wurde die Proteasomaktivitét
signifikant um 48 + 1 % gegenuber der Doppel-RNAi von ire-1 und xbp-1 vermindert
(Abbildung 4.19 (C)). Diese Ergebnisse zeigen, dass die fehlende IRE-1/XBP-1
Signaltransduktion zu einer Aktivierung des Proteasoms Uber PEK-1 fuhrt, wodurch die
Verlangerung der Uberlebenszeit durch die Doppel-RNAi von ire-1 und xbp-1 erklart

werden kann.
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Abbildung 4.19: Die Steigerung der Proteasomaktivitat in TK22 durch Doppel-RNAi von ire-1 und
xbp-1 wird verhindert durch pek-1 RNAI

Spezifische Proteasomaktivitat in C. elegans TK22 unter Doppel-RNAi von ire-1 und xbp-1 (A), pek-1 RNAI
(B) und pek-1, ire-1 und xbp-1 Tripel-RNAi verglichen mit verdlnnter Doppel-RNAi von ire-1 und xbp-1
(C). Die Proteine wurden aus den Nematoden extrahiert, um die spezifische Proteasomaktivitat mithilfe des
Substrats Suc-LLVY-AMC zu quantifizieren. *p < 0.05 und **p <0.01 vs. Kontrolle bzw. #p <0.05 vs.
ire-1 und xbp-1 Doppel-RNAI

Sowohl die funktionelle Unterdriickung der Makroautophagie durch Igg-2 RNA. als auch
der CMA durch Imp-2 RNAI zeigte keinen signifikanten Effekt auf die Lebensspanne von
TK22, unterdriickte jedoch vollstandig die Glukosetoxizitat (vergleiche Abschnitt 4.4).
Entsprechend des fiir die Effekte der RNAi UPRFR-spezifischer Faktoren auf die
Uberlebenszeit von TK22 aufgestellten Postulats hinsichtlich der Aktivierung von
Kompensationsmechanismen (vergleiche Abschnitt 4.3) kann auch fir die Inhibierung der
Autophagie durch RNAI der genannten Faktoren die Aktivierung eines kompensatorischen
Mechanismus postuliert werden. In diesem Zusammenhang wurde im Rahmen dieser
Arbeit ebenfalls das UPS untersucht. Abbildung 4.20 zeigt, dass die Inhibition der

Autophagie durch RNAI von funktionellen Elementen der Makroautophagie (A) und der
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CMA (B) zu einer Aktivierung des UPS in TK22 fiihrte. Sowohl die RNAI des
Makroautophagie-spezifischen Proteins LGG-2 als auch des CMA-spezifischen Proteins
LMP-2 steigerten signifikant die Proteasomaktivitit um 92 + 14 % beziehungsweise

153 + 37 %.
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Abbildung 4.20: Eine Inhibierung der Autophagie steigert die Proteasomaktivitat in TK22

Spezifische Proteasomaktivitdt in C. elegans TK22 unter Igg-2 RNAi (A) sowie Imp-2 RNAi (B). Die
Proteine wurden aus den Nematoden extrahiert, um die spezifische Proteasomaktivitat mithilfe des Substrats
Suc-LLVY-AMC zu quantifizieren. ***p < 0.001 vs. Kontrolle

Um die Aktivierung des UPS bei verminderter Aktivitat der Autophagie zu verifizieren,
wurden aufRerdem poly-ubiquitinierte Proteine nach RNAI von Imp-2 in TK22 mittels
Western Blot Analyse bestimmt. Wie Abbildung 4.21 zeigt, resultierte die verminderte
Expression von Imp-2 tatsachlich in einer moderaten Steigerung der Menge poly-

ubiquitinierter Proteine.

RNA1 [mp-2
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Abbildung 4.21: Poly-ubiquitinierte Proteine in TK22 unter Imp-2 RNAI

Die Proteine wurden aus den Nematoden extrahiert und mittels Western Blot Analyse mit den Antikérpern
Rabbit-anti-ubiquitin und Mouse-anti-actin sowie jeweils einem HRP-konjugierten sekundaren Antikorper

analysiert.
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5 Diskussion

Organismen sind stetig mit Konditionen konfrontiert, die zu akutem oder chronischem
Stress fiihren [54]. Die eukaryotische Zelle ist somit fortlaufend herausgefordert, die
Integritdt der zellularen Komponenten in Gegenwart von Stressfaktoren jeglicher Art
aufrecht zu erhalten [58]. Der Grofiteil zellularer Funktionen wird von Proteinen
durchgefuhrt [229], die in nahezu jeden biologischen Prozess involviert sind [51]. Eine
funktionierende zelluldre Proteinhomdostase, die Proteostase, ist daher essentiell, um die
Proteom-Integritat aufrecht zu erhalten [229] und damit die Funktionalitat von Zellen und
Organismen zu gewadhrleisten [61]. Das Proteostase-Netzwerk kontrolliert die
Konzentration, die Konformation sowie die spezifische Lokalisierung der Proteine [58],
indem es ihre Biosynthese und Faltung, ihren Transport sowie die Entfaltung und den
Abbau reguliert [230]. Es dient dadurch nicht nur der erfolgreichen Entwicklung des
Organismus in Gegenwart von konstantem intrinsischem und Umwelt-bedingtem Stress,
sondern auch der Prévention pathologischer VVeranderungen [58]. Dementsprechend fihrt
eine  Abnahme der Proteostase-Aktivitdt, wie sie zum Beispiel innerhalb des
Alterungsprozesses beschrieben ist [60, 231-233], zu einer Verminderung der effizienten
Faltung von neu-synthetisierten Proteinen, zu einem Verlust der flr die Protein-
Funktionalitat essentiellen Konformation sowie zu der Bildung von Protein-Aggregaten.
Letztere werden zunehmend mit der Zytotoxizitat innerhalb von neurodegenerativen und
metabolischen Erkrankungen, zu denen auch der Diabetes mellitus gehort, assoziiert [229,
234]. Als Reaktion auf die Akkumulation fehlgefalteter Proteine wird die UPR im
Mitochondrium [79] sowie im ER [92] aktiviert, um die durch Chaperone vermittelte
Protein-Faltung zu steigern und gegebenenfalls den Abbau von fehlgefalteten Proteinen
und Protein-Aggregaten einzuleiten. Fehlfunktionen innerhalb der UPR, insbesondere der
Chaperon-Aktivitat, fordern deswegen die Manifestation oder Progression der eben
genannten Erkrankungen [51]. Umgekehrt wird die Aktivierung von Elementen der
Proteostase immer hadufiger als potentielle Intervention im Rahmen der Pravention und
Therapie entsprechender Pathologien diskutiert [56, 58, 229].

Die chronische Hyperglykdmie wird als Ursache fiir die Entwicklung diabetischer
Komplikationen angesehen [12] und gilt als Faktor, der die Lebensspanne von Organismen
reduziert [16]. Besonders die vermehrte Entstehung von ROS innerhalb der

mitochondrialen ETC [49, 50], wie sie fur durch eine Hyperglykdamie geschadigte Zellen
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typisch ist (vergleiche Abschnitt 1.1.1), wird fiir die Aktivierung charakteristischer, an
diabetischen Komplikationen beteiligter Signalwege verantwortlich gemacht (vergleiche
Abschnitt 1.1.2). Als Folge davon kommt es unter anderem zu Schéadigungen von
Proteinen, die zu einer Destabilisierung des Proteoms und einer Uberlastung des

Proteostase-Netzwerks flihren [235].

In der vorliegenden Arbeit sollten die préaventiven Effekte des Polyphenols Quercetin auf
die durch Glukose verminderte Stressresistenz untersucht werden. Dafur wurde der Stamm
TK22 des Nematoden C. elegans, der aufgrund einer Mutation in mev-1 erhéhte ROS-
Spiegel aufweist, herangezogen. Bislang konnte in TK22 gezeigt werden, dass bestimmte
Pflanzenextrakte, inshesondere solche aus den Bléattern der Brombeere, aus Hibiskus und
aus Holunderbeeren sowie aus Jiaogulan, die Uberlebenszeit bei 37 °C unter
Glukoseexposition signifikant verlangerten und zwar bis auf das Niveau der in
Abwesenheit von Glukose kultivierten Nematoden. Die Extrakte mit der hochsten
Wirksamkeit im Hinblick auf die Glukosetoxizitdt zeichneten sich durch eine Steigerung
der Proteasomaktivitéat aus (Publikation 2; Appendix B.2).

Auch ein mit Catechinen angereicherte Grintee-Extrakt erwies sich als sehr potent im
Hinblick auf die Pravention einer durch Glukose reduzierten Stressresistenz und war in
seiner Wirkung ebenfalls abhangig von der Funktionalitat des Proteasoms (Publikation 3;
Appendix B.3). Die Steigerung der Stressantwort als Reaktion auf einen milden Stressor,
die sogenannte Hormesis, wurde besonders am Beispiel des Griintee-Extrakts verdeutlicht.
Die RNAIi von sir-2.1, einem Sirtuin mit Funktion im Rahmen der Stressantwort,
verhinderte nicht nur die Verlingerung der Uberlebenszeit durch den Extrakt in
Anwesenheit von Glukose, sondern fiihrte sogar zu einer signifikanten Verkirzung der
Lebensspanne durch den Griintee-Extrakt (Publikation 3; Appendix B.3).

Die hormetische Aktivierung des Proteasoms scheint allerdings nicht die einzige
Maglichkeit zu sein, eine Verlangerung der Uberlebenszeit in Glukose-exponierten TK22
Nematoden zu erreichen. Dies wurde beispielhaft durch die Applikation der Reinsubstanz
Carnitin gezeigt, das die durch Glukose reduzierte proteasomale Aktivitdt sogar noch
zusatzlich senkte (Publikation 4; Apendix B.4). Die Verlangerung der Uberlebenszeit
durch Carnitin war abhdngig von DAF-12, einem nukledren Hormonrezeptor mit
Strukturhomologie zu den Peroxisomen-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARS) in
Saugetieren (Publikation 4; Apendix B.4).
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Sowohl von DAF-12 als auch von SIR-2.1 abhangig war die Steigerung der Uberlebenszeit
von TK22 in Anwesenheit von Glukose vermittelt durch das Polyphenol Quercetin
(Publikation 1; Appendix B.1), das auch in dieser Arbeit als klassischer Vertreter der
Polyphenole beziehungsweise Flavonoide untersucht wurde. Der lebensverlangernde
Effekt des Quercetins wurde auch verhindert, wenn die Expression verschiedener Gene der
UPR im Mitochondrium oder im ER durch RNAi vermindert wurde. Im Einzelnen konnte
dies gezeigt werden fir die mitochondrialen Chaperone hsp-6 und hsp-60 sowie die
UPR™-spezifischen Transkriptionsfaktoren dve-1, ubl-5 und atfs-1 ebenso wie fiir den
UPRR-spezifischen Transkriptionsfaktor xbp-1 und die Gene abu-1 und abu-11, die im
Rahmen einer blockierten UPR®® transkribiert werden (Publikation 1; Appendix B.1). In
der vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung weiterer an der UPR™, der UPR™®, der
Autophagie sowie des UPS beteiligter Gene fir die durch Quercetin verursachte
Verlangerung der Uberlebenszeit Glukose-behandelter TK22 Nematoden auf molekularer
Ebene untersucht sowie Interaktionen zwischen einzelnen Faktoren der genannten

Elemente ermittelt werden.

In C.elegans sind die Chaperone HSP-6 und HSP-60 in die Antwort gegenilber
mitochondrialem Stress involviert, indem sie als stromabwaérts liegende Elemente der
UPR™ infolge der retrograden Stressantwort zwischen Mitochondrium und Nukleus
vermehrt exprimiert werden [75, 196]. Besonders die Verwendung von C. elegans
Stammen, die GFP unter der Kontrolle der Promotoren von hsp-6 oder hsp-60 exprimieren,
hat zur Aufklarung der Signaltransduktion der UPR™ in C.elegans und somit der
Mechanismen, welche die Aktivierung der beiden Chaperone vermitteln, geflhrt [75].
Yoneda et al. konnten durch Verwendung solcher Stdmme zeigen, dass die Expression von
hsp-6 und hsp-60 unter physiologischen Konditionen ein basales Niveau aufweist und
spezifisch durch Stérungen der mitochondrialen Protein-Homdostase gesteigert wird [191].
Um Komponenten zu identifizieren, die diese gesteigerte Expression vermitteln,
verwendeten Benedetti et al. hitzeempfindliche C. elegans-Mutanten mit einer
kontinuierlichen ~ UPR™-Aktivitdt, um durch  systematische =~ RNAI-Screenings
Komponenten der Signalkaskade zu identifizieren. UBL-5 wurde so als stromaufwarts
aktiver Regulator von hsp-6 und hsp-60 beschrieben [236]. Infolge einer mitochondrialen
Stresssituation bildet UBL-5 einen Komplex mit dem Transkriptionsfaktor DVE-1, der
ebenfalls als stromaufwarts-liegender Aktivator von hsp-6 und hsp-60 beschrieben wurde

[195]. DVE-1 liegt unter physiologischen Konditionen in der Nukleus-Region vor und
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relokalisiert infolge von mitochondrialem Stress, um die Komplexbildung einzugehen.
Diese scheint die Bindung von DVE-1, das ein DNA-Bindungsprotein darstellt, an die
entsprechenden Promotor-Regionen zu beglnstigen [195]. Das initiale Signal fur eine
Erhoéhung der hsp-6 und hsp-60 Expression ist die Akkumulation ungefalteter Proteine in
der mitochondrialen Matrix [195]. Diese werden durch eine Clp-Protease, die als Sensor
fur mitochondrialen Stress beschrieben ist, erkannt und degradiert [194, 195]. Eine
Inaktivierung dieses Sensors fuhrte zu einer Verhinderung der Proteolyse fehlgefalteter
Proteine [194] und somit zu einer Storung der retrograden Signalkaskade. Die
Weiterleitung des Signals erfolgt durch den ABC-Transporter HAF-1, der fir den
mitochondrialen Peptid-Efflux benotigt wird [194]. HAF-1 transportiert Peptide, die durch
die Clp-abhangige Proteolyse fehlgefalteter Proteine entstanden sind, in den
mitochondrialen Intermembranraum, von wo aus sie, vermutlich durch freie Diffusion
durch die pordsere &ullere Mitochondrienmembran, ins Cytosol gelangen [75]. Der bZip-
Transkriptionsfaktor ATFS-1 wurde als stromabwaérts von HAF-1 lokalisiertes Element der
UPR™-Signalkaskade identifiziert [194]. Die Aktivierung von ATFS-1 und somit seine
Translokation in den Nukleus ist dabei abhangig von der Effektivitit des mitochondrialen
Imports des Transkriptionsfaktors. ATFS-1 wird konstitutiv synthetisiert und in Gegenwart
einer physiologischen Funktionalitit der Mitochondrien in diese importiert und degradiert.
Die Folge von mitochondrialem Stress ist unter anderem eine Einschréankung der Import-
Kapazitét, die scheinbar durch HAF-1 vermittelt wird und dazu fihrt, dass der Import von
ATFS-1 vermindert und dessen Translokation in den Nukleus gesteigert wird [237].
HAF-1 scheint somit, parallel zu der Vermittlung des erhéhten Efflux von Peptiden, die
Import-Kapazitat zu vermindern und dadurch ATFS-1 zu aktivieren. Im Nukleus scheint
die Bindung von ATFS-1 an Ziel-Gene durch die Bildung des DVE-1/UBL-5 Komplexes
forciert zu werden [75, 196]. Allerdings ist die Redistribution von DVE-1 im Nukleus
unabhéngig von der HAF-1-Aktivitat, wohingegen ein Funktionsverlust der Clp-Protease
die Relokalisierung von DVE-1 verhinderte [194]. Auch die Expression von ubl-5 wurde
durch clpp-1 RNAI negativ beeinflusst [195]. Die Transkription von ubl-5 konnte jedoch
als abhangig von HAF-1 identifiziert werden [194]. Trotz der teilweise nicht vollsténdig
aufgeklarten Interaktionen innerhalb der UPR™-Signalkaskade wurde gezeigt, dass alle
beschriebenen Elemente fiir die gesteigerte Expression der mitochondrialen Chaperone
innerhalb einer mitochondrialen Stresssituation, welche die UPR™ aktiviert, essentiell sind.
Die RNAI von dve-1 [195], ubl-5 [236] oder clpp-1 [195] sowie die Gen-Deletion von
haf-1 [194] resultierte zumindest in einer verminderten Expression von hsp-60, wie durch
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die Verwendung von entsprechenden GFP-Reporter-Stdimmen gezeigt wurde.
Fitzenberger et al. konnten zeigen, dass sowohl die RNAi von hsp-6 als auch von hsp-60 in
einer signifikanten Verkirzung der Lebensspanne unter Hitzestress von TK22 resultierte
[184]. Etwas schwécher ausgepragt war der lebensverkiirzende Effekt einer dve-1 oder
ubl-5 RNAI [184] und ebenso der RNAI von atfs-1, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt
wurde. Aufgrund der starken lebensverkirzenden Effekte der hsp-6 und hsp-60 RNAI
sollte ausgeschlossen werden, dass die verminderte Expression der Chaperone zu einer
unspezifischen Schadigung in TK22 fiihrte. Nachdem jedoch die Verdinnung der RNAI
von hsp-60 ebenfalls zu einer Lebensverkirzung von TK22 fihrte, die zwar geringer
ausfiel, aber sowohl eine weitere Verkiirzung der Uberlebenszeit durch Glukose als auch
eine Verlangerung durch Quercetin unter Glukoseapplikation verhinderte, wurde eine
unspezifische Beeinflussung der Uberlebenszeit durch die hsp-60 RNAi im Rahmen dieser
Arbeit ausgeschlossen. Weiterhin lasst der vergleichsweise starke Effekt der unverdinnten
hsp-6 und hsp-60 RNAI verglichen mit der RNAI fur DVE-1 und UBL-5 [184] die
Vermutung zu, dass die Expression der beiden Chaperone durch weitere transkriptionelle
Regulatoren beeinflussbar ist, was dadurch bestarkt wird, dass unter RNAi von dve-1 oder
ubl-5 die hsp-60 Expression nicht vollstandig verhindert wurde [195, 236]. Da ATFS-1
ebenfalls als Transkriptionsaktivator fur hsp-6 und hsp-60 beschrieben wurde [194], dieser
aber scheinbar, wie oben beschrieben, durch Interaktion mit dem DVE-1/UBL-5 Komplex
seine regulatorische Aktivitat vermittelt [238], bleibt ungeklart, ob eine von dve-1 und
ubl-5 unabhangige Regulation der hsp-6 und hsp-60 Expression durch ATFS-1 stattfinden
kann. Dies ware durch Doppel- oder Tripel-RNAi Experimente in entsprechenden
transgenen C. elegans Stdimmen zu untersuchen.

Die lebensverkiirzenden Effekte der verminderten Expression von UPR™-spezifischen
Genen zeigen die Essentialitat der UPR™ im Rahmen der Stressantwort gegeniiber einer
Glukosebelastung in TK22. Dass die Verminderung der UPR™-Signaltransduktion durch
RNAI von hsp-6, hsp-60, dve-1, ubl-5 und atfs-1 eine Verlangerung der Uberlebenszeit
durch Quercetin in Anwesenheit von Glukose verhinderten (Publikation 1; Appendix B.1),
lasst zudem das Postulat zu, dass Quercetin Glukose-induzierte Schadigungen durch eine
Aktivierung der UPR™ verhindert (Publikation 1; Appendix B.1). Um die Beeinflussung
der mitochondrialen Chaperon-Expression durch Glukose und Quercetin in TK22 genauer
zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit TK22 mit dem transgenen C. elegans
Stamm SJ4058, der GFP unter der Aktivitat des hsp-60 Promotors exprimiert, gekreuzt.
Durch die Applikation von 10 mM Glukose wurde die hsp-60 Promotoraktivitét signifikant
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gesteigert, wodurch postuliert werden kann, dass die Glukosebelastung in C. elegans zu
einer Aktivierung der UPR™ fiihrt. Entsprechend der durch Glukose induzierten
gleichzeitigen Uberlebenszeitverkiirzung in TK22 scheint die Aktivierung der UPR™ in
Form der gesteigerten Expression des Chaperons jedoch nicht auszureichen, um die
Glukosetoxizitdt zu verhindern. Die durch Glukose-induzierte Steigerung der hsp-60
Expression wurde allerdings durch Quercetin nicht beeinflusst. Da die Transkription von
hsp-6 und hsp-60 gekoppelt reguliert zu werden scheint [239], ist davon auszugehen, dass
Quercetin genauso wie in Abhangigkeit von hsp-60 auch abhéngig von hsp-6 seine
lebensverlangernde Eigenschaft unter Glukoseexposition unabhéngig von einer Steigerung
ihrer Expression beeinflusst. Da es Hinweise sowohl aus klinischen Studien [240-242] als
auch anhand von Tiermodellen [242-244] auf eine verminderte Chaperon-Aktivitat im
Rahmen diabetischer Komplikationen gibt, stellen die Befunde hinsichtlich der Wirkung
des Quercetins einen moglichen Ansatzpunkt dar, zu einer expressionsunabhangigen

Steigerung der mitochondrialen Chaperon-Aktivitat zu gelangen.

Neben den fir die UPR™ wichtigen Chaperonen HSP-6 und HSP-60 wurde in dieser
Arbeit auch die Bedeutung des UPR¥-relevanten Chaperons HSP-4 im Rahmen der
Glukosetoxizitat und deren Pravention durch Quercetin untersucht. Interessanterweise
verhinderte eine hsp-4 RNAI vollstandig die Glukosetoxizitat. Offenbar wird spezifisch
durch die RNAi von hsp-4 ein Kompensationsmechanismus aktiviert, der fur die
Verhinderung der schadigenden Wirkung der Glukose verantwortlich ist. Das ER-
Transmembran-Protein PEK-1 wird in C. elegans ebenfalls durch ER-Stress aktiviert.
PEK-1 phosphoryliert elF2a mit einer verminderten Translation als Folge, wodurch die
Faltungskapazitat entsprechender ER-Chaperone nicht durch neu-synthetisierte Proteine
beansprucht wird [198]. Durch Doppel-RNAIi von pek-1 und hsp-4 konnte jedoch gezeigt
werden, dass die PEK-1 Aktivitat keine kompensatorische Komponente bei fehlender
HSP-4 Expression darstellt, denn die Uberlebenszeit von TK22 in Gegenwart von hsp-4
RNAI wurde durch die zusétzliche pek-1 RNAI nicht vermindert. Im Rahmen der UPR
scheinen Kompensationen besonders auf Ebene des ERs stattzufinden, wie an einem
weiteren Beispiel verdeutlicht werden kann. Obwohl IRE-1 fir das Spleien des fir die
UPR®R zentralen bZip Transkriptionsfaktors XBP-1 notwendig ist, verhinderte die ire-1
RNAI eine durch xbp-1 RNAI verursachte Verkiirzung der Uberlebenszeit bei 37 °C. In
C. elegans sind keine anderen Mdglichkeiten der mRNA-Spleiftung von xbp-1 und somit

der XBP-1 Aktivierung beschrieben und auch andere Untersuchungen weisen darauf hin,
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dass dieser Sachverhalt strikt abhdangig von IRE-1 ist. Beispielsweise zeigten
Mimura et al., dass die Inhibierung von IREla, das in Sdugerzellen fir das SpleilRen der
XBP1 mRNA verantwortlich ist, in einer Blockade der Expression des aktiven XBP1
Transkriptionsfaktors resultierte [245]. Back et al. stellten die Abhangigkeit des
Transkriptionsfaktors von der Kinase dar, indem sie in IRE1a knockout Maus-Embryonen-
Fibroblasten zeigten, dass zwar das vollstandige XBP1 Transkript in dquivalenter Menge
wie in Wildtyp Maus-Embryonen-Fibroblasten vorhanden war, jedoch infolge der
Induktion von ER-Stress die gespleilte Form der XBP1 mRNA nur in den Wildtyp-
Fibroblasten um das 92-fache anstieg [246]. Die zentrale Bedeutung von XBP-1 fir die
Stressantwort in C. elegans wird auBerdem dadurch verdeutlicht, dass der Funktionsverlust
des Transkriptionsfaktors zwar in TK22 [184], nicht aber im Wildtyp [247] eine
Verkirzung der Uberlebensspanne bewirkte. Dass durch ire-1 RNAI keine Verkiirzung der
Uberlebenszeit von TK22 verzeichnet wurde, ist konsistent mit den von Shenet al.
erzielten Befunden, die zeigten, dass eine Gen-Deletion von ire-1 keinen Einfluss auf die
Uberlebensfahigkeit von C. elegans hatte, wenn die Entwicklung auch etwas verzogert
gegenuiber dem Wildtyp war [197].

Ein weiteres in C. elegans beschriebenes Chaperon wird von hsp-3 kodiert [190, 192] und
ebenfalls als Homolog von BiP, einem UPR™-Marker in Hefen und Saugerzellen,
beschrieben [192, 193]. Sowohl hsp-3 als auch hsp-4 werden in C.elegans
XBP-1-abhdngig exprimiert, wie die verminderte Expression unter xbp-1 RNAI nach
induziertem ER-Stress zeigt [197]. Fur TK22 konnte in dieser Arbeit die IRE-1/XBP-1-
abhangige Expression von hsp-4, sowohl auf mRNA-Ebene mittels quantitativer Echtzeit-
PCR, als auch auf Protein-Ebene in dem transgenen Stamm SJ4005xTK22, der den
Genotyp mev-1 (kn-1) enthielt und GFP unter der Kontrolle des hsp-4 Promotors
exprimierte, demonstriert werden. Dementsprechend ist festzustellen, dass XBP-1 einen
Tranksriptionsfaktor  fur den  hsp-4 Promotor in TK22 darstellt und die
Kompensationsmechanismen einer ire-1 RNAI nicht von einer erhéhten hsp-4 Expression
abhangig sind. Shen et al. zeigten, dass die Expression beider Chaperone durch eine
Mutation in ire-1 sowie durch xbp-1 RNAI verhindert wurde. Nematoden mit einer
Doppel-Mutation in pek-1 und xbp-1 wiesen diesen Ph&notypen ebenfalls auf, wohingegen
eine Mutation in pek-1 alleine die Transkription der Chaperone nicht verhinderte und die
Induktion dieser in einem &hnlichen Ausmald wie in Wildtyp Nematoden zuliel3. Allerdings

war die basale Expression von hsp-3 und hsp-4 erhoht in dieser Mutante, wodurch die
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partiell komplementére Funktion von pek-1 und der IRE-1/XBP-1 Signaltransduktion
verdeutlicht wird.

Auch wenn HSP-3 als hauptsachlich konstitutiv exprimiertes Chaperon beschrieben wird
und weniger stark durch ER-Stress aktiviert zu werden scheint als HSP-4 [197], ist eine
gesteigerte Expression von HSP-3 unter hsp-4 RNAI denkbar. Ob eine solche gesteigerte
HSP-3 Expression die fiir die hsp-4 RNAI beschriebenen Kompensationsmechanismen
erklart, muss zukinftig erforscht werden. In diesem Zusammenhang konnten
Kapulkin et al. bereits zeigen, dass die HSP-4 Expression in dem C. elegans Stamm
SJ4005 durch hsp-3 RNAI sowie durch Gen-Deletion von hsp-3 stark anstieg und die
fehlende Aktivitat von HSP-3 kompensierte [248].

Um zu untersuchen, ob die PEK-1 Aktivitat eine kompensatorische Komponente flr eine
fehlende IRE-1/XBP-1 Signaltransduktion darstellt, wurde der Effekt der Tripel-RNAi von
pek-1, ire-1 und xbp-1 auf die Uberlebenszeit von TK22 untersucht. Verglichen mit der
Doppel-RNAi von ire-1 und xbp-1 resultierte die zusatzliche pek-1 RNAI in einer
signifikanten Verkirzung der Lebensspanne unter Hitzestress und somit in einer
Verhinderung der postulierten Kompensation. Eine Aktivierung von PEK-1 bei fehlender
XBP-1 Aktivitat wurde von Richardson et al. beschrieben, indem eine erhohte PEK-1-
abhéngige elF2a-Phosphorylierung in einem xbp-1 Mutanten-Stamm im Vergleich zum
C. elegans Wildtyp verzeichnet werden konnte [198]. Entsprechend den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit findet die Aktivierung von PEK-1 jedoch nicht auf transkriptioneller
Ebene statt, denn die Doppel-RNAI von ire-1 und xbp-1 fihrte in TK22 nicht zu einer
Veranderung der pek-1 mRNA-Spiegel. Dartiber hinaus scheint die Notwendigkeit von
PEK-1 sehr spezifisch fiir die hormetischen Effekte der Doppel-RNAI von ire-1 und xbp-1
zu sein, da eine Glukosetoxizitdt verhindernde Hormesis besonders auch durch den
Funktionsverlust von PEK-1 erreicht werden konnte.

Trotz der Tatsache, dass auch die hsp-4 RNAI eine hormetische Wirkung hatte, konnte in
dem Stamm SJ4005xTK22 gezeigt werden, dass der Effekt des Quercetins unabhangig von
einer Beeinflussung der hsp-4 Expression in Anwesenheit von Glukose stattfindet. Darlber
hinaus ist die Funktionalitdt von HSP-4 fiir die Verlangerung der Uberlebenszeit durch
Quercetin in Anwesenheit von Glukose nicht essentiell, wie anhand der hsp-4 RNAI
gezeigt wurde.

Generell werden hyperglykamische Situationen mit der mitochondrialen Dysfunktion und

ER-Stress, begleitet von der Akkumulation fehlgefalteter Proteine sowie der Bildung
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toxischer Protein-Aggregate assoziiert [249]. Als Folge wird die Autophagie fir die
Degradierung von geschédigten Zellorganellen sowie Proteinen, die durch das UPS nicht
abgebaut werden konnen essentiell [250, 251]. Fitzenberger et al. zeigten bereits in TK22,
dass die RNAI von bec-1, das in den Prozess der Autophagosomen-Bildung innerhalb der
Makroautophagie involviert ist [206], keinen Effekt auf die Uberlebenszeit von TK22
hatte, jedoch die Verkirzung dieser durch 10 mM Glukose verhinderte [184]. Zudem blieb
die zusatzliche Applikation von 1M Quercetin wirkungslos, bewirkte also keine
Verlangerung der Uberlebenszeit [252]. Ein gleiches Ergebnis wurde in dieser Arbeit fur
die RNAI von Igg-2, das an der Elongation sowie der MembranschlieBung des
Autophagosoms in C. elegans beteiligt ist [207], gezeigt. Es existieren zahlreiche Hinweise
auf einen Zusammenhang zwischen einer funktionierenden Autophagie beziehungsweise
der Aktivierung dieser und der Uberlebensfihigkeit eines Organismus [253-256]. In
C.elegans wurde ebenfalls bereits festgestellt, dass bec-1 fir die Extension der
Lebensspanne einer langlebigen Mutante verantwortlich ist [257]. Meléndez et al. zeigten
in diesem Zusammenhang auch, dass die verminderte Expression von bec-1 in einer
leichten Verkirzung der Lebensspanne des C. elegans Wildtyps resultierte, die jedoch
unter Standard-Laborbedingungen und nicht unter Hitzestress ermittelt wurde und die
geringer ausfiel als in der langlebigen Mutante [257]. Auch fir die RNAIi von lgg-2
konnten Alberti et al. eine Verklrzung der Lebensspanne des C.elegans Wildtyps,
ebenfalls unter Standard-Laborbedingungen ermittelt, verzeichnen [258]. Gleiche Effekte
wurden fir die RNAI von Igg-1, das zweite Gen der LC3, GABARAP and GATE-16 family
in C. elegans mit groRen Ahnlichkeiten zu Igg-2 [207], dargestellt. Dariiber hinaus konnte
eine Synergie des lebensverkirzenden Effekts der RNAI beider Gene festgestellt werden
[258]. In der vorliegenden Arbeit flihrte die RNAI von Igg-2, genauso wie die RNAI von
bec-1 [184] zu einer Verhinderung der Glukose-induzierten Verkirzung der
Uberlebenszeit von TK22. Auch wenn in C.elegans die CMA funktionell nicht
beschrieben ist, wurde in dieser Arbeit die Bedeutung von Imp-2, einem in C. elegans
beschriebenen Strukturhomolog zum CMA-bedeutsamen LAMP2A aus Séugerzellen
[208], ebenfalls untersucht. Ebenso wie die RNAIi von lgg-2 verhinderte auch die Imp-2
RNAI vollstdndig die Glukosetoxizitdt in TK22. Damit wurde in dieser Arbeit ein
funktioneller Nachweis fur Imp-2 erbracht, der zudem zeigt, dass neben der Hemmung der
Makroautophagie auch die Inhibierung der CMA die Glukosetoxizitdt in TK22
unterdriickt. Da die Hemmung Makroautophagie-spezifischer Gene zu einer Verkirzung

der Lebensspanne des C. elegans Wildtyps fiihrte, ist zu postulieren, dass die beobachtete
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Unwirksamkeit der RNAi entsprechender Gene auf die Uberlebenszeit von TK22 in
Abwesenheit von Glukose auf bereits einsetzenden Kompensationsmechanismen aufgrund
des in TK22 erhohten ROS-Stress beruht. Die durch Hemmung der Autophagie zusétzlich
induzierte Stressantwort verhindert dann offenbar die schadigende Wirkung der Glukose.
Sowohl innerhalb des Prozesses der Makroautophagie als auch der CMA wird die
Degradierung der Substrate durch Lysosomen vermittelt [100]. Die Bildung der
Lysosomen wurde in der vorliegenden Arbeit als Autophagie-Marker herangezogen, um
den direkten Einfluss von Glukose und Quercetin auf die autophagosomale Aktivitat zu
ermitteln. Die Inkubation mit 10 mM Glukose resultierte in TK22 in einer signifikanten
Steigerung der Lysosomen. Zu postulieren ist, dass die Autophagie aufgrund der
Akkumulation Glukose-geschéadigter Proteine stimuliert und gleichzeitig die durch
Hemmung der Autophagie bewirkte Kompensation verhindert wird. Auch in einer
Zellkulturstudie mit humanen retinalen Pigment-Epithelzellen konnte gezeigt werden, dass
eine Steigerung der Glukosekonzentration im Medium zu einer Steigerung der Autophagie
fiihrte. Diese Steigerung wurde erklart durch eine Glukose-induzierte Steigerung von ROS,
die in der post-translationalen Modifizierung von Proteinen sowie der Bildung von Protein-
Aggregaten resultierte, die letztendlich Uber ER-Stress zu einer Aktivierung der
Autophagie fuhrten [259]. Weitere Studien bestétigen eine Aktivierung der Autophagie
durch hyperglykédmische Situationen [260-262]. Es existieren ebenfalls Hinweise darauf,
dass Quercetin zu einer Aktivierung der Autophagie flhrt, wie zum Beispiel in Zellkultur-
Studien mit Krebszellen gezeigt wurde [263-265]. In einer Untersuchung mit Schwann-
Zellen wurde festgestellt, dass Quercetin Hyperglykdmie-induzierte Schadigungen durch
eine Aktivierung der Autophagie vermindert, allerdings war durch die Inkubation der
Glukose zunéchst eine Verminderung der betrachteten Autophagie-Marker verzeichnet
worden [266]. In der vorliegenden Arbeit zeigte die Inkubation mit 1 uM Quercetin keine
Beeinflussung der durch 10 mM Glukose induzierten Steigerung der Lysosomenbildung in
TK22, was postulieren lasst, dass die Prévention der Glukosetoxizitat in TK22 durch

Quercetin nicht Gber eine Beeinflussung der Autophagie vermittelt wird.

Ein weiterer Degradierungs-Mechanismus innerhalb der Proteostase wird durch das UPS
vermittelt. Fitzenberger et al. untersuchten die Effekte einer Inhibierung des UPS auf die
Lebensspanne von TK22 [184] und konnten zeigen, dass eine verminderte Expression von
ubg-1, dessen Genprodukt Ubiquitin darstellt [210], sowie von uba-1, welches das einzige

Ubiquitin-aktivierende Enzym in C. elegans kodiert [209, 215], die Lebensspanne unter
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Hitzestress von TK22 signifikant verkirzte [184] und den lebensverldangernden Effekt des
Quercetins verhinderte (Publikation 1, Appendix B1). Die RNAi von pbs-4, das ein
Homolog einer katalytischen B-Untereinheit des 26S-Proteasoms in S&ugerzellen kodiert
[216], fuhrte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ebenfalls zu einer signifikanten
Verkiirzung der Uberlebenszeit von TK22 und verhinderte die Protektion vor Glukose-
induzierten Schéden durch Quercetin. Um die zu postulierende Hemmung des Proteasoms
durch Glukose und eine Aktivierung durch Quercetin nachzuweisen, wurde in dieser
Arbeit die Proteasomaktivitat in TK22 unter Verwendung eines spezifischen Substrats
direkt ermittelt. Erwartungsgemal resultierte die Inkubation mit 10 mM Glukose in einer
signifikanten Verminderung der proteasomalen Aktivitdt in TK22. Eine vergleichbare
Hemmung des Proteasoms durch Glukose wurde auch von Queisser et al. in vitro als auch
in vivo gezeigt [267]. Untersuchungen von Boyer et al. zeigten hingegen eine
Hyperglykdmie-abhéngige Steigerung der proteasomalen Aktivitat in einer Zellkultur [268]
und auch Liu et al. stellten in vitro sowie in vivo dar, dass die Aktivitat des UPS durch
hyperglykamische Situationen erhéht wurde [269]. Untersuchungen von Aghdam et al. zu
der Funktion der proteasomalen Aktivitat innerhalb der Entwicklung der diabetischen
Retinopathie zeigten unterschiedliche Effekte einer hyperglyké&mischen Situation auf die
Aktivitat des Proteasoms, abhangig von der Zellart. Teilweise fuhrte die Behandlung der
Zelle mit hohen Glukose-Konzentrationen zu einer Steigerung ubiquitinierter Proteine, die
durch das Proteasom effizient degradiert wurden. In anderen Kompartimenten l6ste die
hyperglykdmische Situation eine verminderte proteasomale Aktivitat aus, die mit
Schadigungen der katalytischen Untereinheiten des Proteasoms assoziiert wurden [270].
Die in der vorliegenden Arbeit dargestellte Glukose-induzierte Verminderung der
Proteasomaktivitdt in TK22 deutet auf eine klare Schédigung des Proteasoms hin, die
haufig mit der Progression verschiedener Pathologien sowie mit dem Alterungsprozess und
der Entstehung metabolischer Veradnderungen assoziiert wird [271]. Quercetin konnte als
ein potenter Proteasom-Aktivator identifiziert werden, denn die durch 10 mM Glukose
verminderte Proteasomaktivitat in TK22 wurde durch die zusatzliche Applikation von
1 uM Quercetin signifikant, sogar ber das Niveau der Kontrollgruppe hinaus, gesteigert.
Daruber hinaus konnte auch in einem C. elegans Alzheimer-Modell eine Aktivierung der
Proteasomaktivitat durch Quercetin verzeichnet werden [272]. Neben Quercetin fihrte, wie
bereits erwdhnt, auch die zusatzliche Applikation von polyphenolreichen
Pflanzenextrakten (Publikation 2, Appendix B2) oder einem mit Catechinen

angereichertem Grintee-Extrakt (Publikation 3; Appendix B3) zu einer Verhinderung der
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Glukosetoxizitdt. Auch diese protektiven Effekte waren mit einer gesteigerten
Proteasomaktivitat assoziiert. Die Bedeutung der Aktivierung des Proteasoms durch
Quercetin flr die Protektion gegentiber den schadigenden Wirkungen der Glukose wird
schlielich bestatigt durch eine Verhinderung der Quercetin-abhangigen Pravention der
Glukose-induzierten Verkirzung der Lebensspanne durch die zusétzliche Inkubation von
TK22 mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 (Publikation 1; Appendix B.1). In der Literatur
wird Quercetin allerdings hauptsachlich als Inhibitor der Proteasomaktivitat beschrieben.
Quercetin  flhrte beispielsweise zu einer Senkung der Chymotrypsin-ahnlichen
Proteasomaktivitat in Blutzellen von Hasen. Diese wurden zuvor mit einer Cholesterol-
reichen Didt behandelt, um Arteriosklerose zu induzieren. Durch diese Intervention wurde
die Proteasomaktivitiat, deren Erh6hung in diesem Fall mit der Pathogenese der
Arteriosklerose assoziiert wurde, gesteigert. Die zusétzliche Gabe von Quercetin senkte die
Proteasomaktivitat, weshalb dieses als antiatherogen postuliert wurde [273]. Auch
innerhalb der Pathogenese von Krebserkrankungen scheint eine Hemmung des UPS
protektiv zu sein, denn eine Aktivierung des UPS wird mit der Entstehung und Progression
der Erkrankungen assoziiert. In Bezug auf Krebserkrankungen scheint allerdings insofern
eine spezielle Situation vorzuliegen, als dass das UPS den Umsatz von Schliisselfaktoren
der Zellzyklus Progression, wie zum Beispiel des Tumorsuppressors p53 sowie des
Inhibitors Cyclin-abhangiger Kinasen, p27, reguliert. Tumorzellen sind charakterisiert
durch eine hohe Proliferationsrate, wodurch eine gewisse Abhangigkeit von einem aktiven
UPS, das den Abbau dieser Zellzyklus-Suppressoren vermittelt, besteht. Weiterhin ist die
Aktivierung von NF-«xB durch das UPS fiur die Pathogenese von Tumorerkrankungen
relevant, indem der Inhibitor des NF-kBs (IkB; engl. inhibitor of NF-xB) verstarkt
proteasomal abgebaut wird. Eine konstitutive Aktivierung dieses Signalwegs, teilweise
vermittelt durch das UPS, wird als Charakteristikum von Tumorzellen beschrieben [274].
Dementsprechend wird die Inhibierung des UPS als Intervention innerhalb der Therapie
verschiedener  Krebserkrankungen diskutiert [274-276]. Fir neurodegenerativen
Erkrankungen hingegen ist hdufig eine Stérung des UPS beschrieben, wodurch ein
mangelhafter Abbau von Protein-Aggregaten entsteht [277, 278] und die Steigerung der
proteasomalen Aktivitat deshalb als therapeutische Intervention beschrieben wird [279]. In
C. elegans wurde Quercetin in diesem Zusammenhang, wie bereits erwahnt, schon als
Proteasom-aktivierende Substanz beschrieben [272]. Unter Verwendung von TK22 konnte
auflerdem gezeigt werden, dass die Aktivierung des Proteasoms unter Glukose-Exposition

durch Quercetin abhéngig von dem Sirtuin-Homolog SIR-2.1 stattfindet, das ebenfalls fur
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die Pravention der Glukose-induzierten Verkiirzung der Uberlebenszeit benotigt wurde
(Publikation 1; Appendix B.1). Fur den mit Catechinen angereicherten Griintee-Extrakt
wurde ebenfalls eine sir-2.1-abhingige Wiederherstellung der Uberlebenszeit und eine
gleichzeitige Aktivierung des Proteasoms unter Glukose-Exposition verzeichnet
(Publikation 3; Appendix B3). Sirtuine werden als Vermittler der Kalorien-Restriktion
beschrieben und konnten als direkte Zielelemente von Polyphenolen innerhalb der
Verhinderung des Alterungsprozesses in C. elegans identifiziert werden [280]. Umgekehrt
zeigte sich eine durch Carnitin erzielte Verlangerung der Uberlebenszeit von Glukose-
exponierten TK22 Nematoden sowohl als unabhdngig von sir-2.1 als auch von einer
Steigerung der proteasomalen Aktivitat (Publikation 4; Appendix B.4).

Obwonhl die Aktivitat des Proteasoms in Abhangigkeit von der jeweiligen physiologischen
beziehungsweise pathophysiologischen  Situation gegensétzlich ist, lasst sich
schlussfolgern, dass besonders unter Stress, als Folge erhohter Exposition gegentber
Glukose oder physiologischer  Alterung, eine Aktivierung des Proteasoms
Schutzwirkungen entfaltet und die Stressresistenz erhdht. Eine Abnahme der
Stressresistenz ist ein typisches Phdnomen des Alterungsprozesses [281], der gleichzeitig
mit einer Abnahme der proteasomalen Aktivitat einhergeht, wie beispielsweise in
Saccharomyces cerevisiae [282] und Drosophila melanogaster [283] gezeigt wurde. Wie
auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit dargestellt wurde gibt es Hinweise, dass eine
Aktivierung des Proteasoms dementsprechend eine Verbesserung des Alterungsprozesses
und damit assoziierter Erkrankungen sowie eine Verldngerung der Lebensspanne erzielen
kann [284]. In diesem Zusammenhang konnte beispielsweise in C. elegans die Kalorien-
Restriktion mit einer Aktivierung des Proteasoms und gleichzeitiger Verlangerung der
Lebensspanne assoziiert werden [284]. Die Aktivierung des Proteasoms durch
Uberexpression einer 20S-Untereinheit fiihrte in dem Nematoden ebenfalls zu einer
Verlangerung der Lebensspanne und einer Erhéhung der Stressresistenz in Abhangigkeit
der Transkriptionsfaktoren DAF-16, HSF-1 und dem skinhead family member (SKN)-1
[285], ortholog zu den nuclear respiratory factors (NRF) in Saugerzellen [286].

Entsprechend der beschriebenen Essentialitat der Aktivierung des Proteasoms im Rahmen
der Prévention einer Glukosetoxizitat durch Quercetin in TK22 war zu postulieren, dass
auch die beschriebenen, durch eine Hemmung der Autophagie oder Unterdriickung
einzelner Faktoren der UPRFR erzielten Kompensationsmechanismen durch eine

Steigerung proteasomaler Aktivitaten erklart werden kdénnen. Beztglich der durch Doppel-
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RNAI von ire-1 und xbp-1 erzielten Hormesis konnte gezeigt werden, dass diese mit einer
gesteigerten Proteasomaktivitit assoziiert war. Sowohl die Steigerung der Uberlebenszeit
als auch der Proteasomaktivitat erwies sich als abhéngig von PEK-1. Ein Zusammenhang
zwischen pek-1 und dem ERAD in C. elegans wurde bisher nicht beschrieben, allerdings
konnten Kondratyev et al. eine Verbindung zwischen dem S&ugetier-Homolog PERK und
dem ERAD-System in einer Zellkultur-Studie herstellen [287]. Sie identifizierten ein
Membran-assoziiertes Kompartiment fur Substrate des ERAD-Systems, das als Reservoir
fir die Retranslokation der Proteine in das Cytosol und dem nachfolgenden Abbau Uber
das UPS diente [288]. Hierbei war die Akkumulation der ERAD-Substrate PERK-
abhangig [287].

Fitzenberger et al. zeigten bereits, dass die RNAIi des Makroautophagie-spezifischen Gens
bec-1 nur dann eine Glukose-induzierte Uberlebenszeitverkiirzung von TK22 verhinderte,
wenn nicht gleichzeitig das Proteasom durch RNAI gehemmt war. Entsprechend ist zu
postulieren, dass durch Hemmung der autophagosomalen Degradierung das UPS aktiviert
wird [184]. Dieses Postulat konnte in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden, denn
sowohl die RNAI des Makroautophagie-spezifischen Igg-2 als auch des CMA-relevanten
Imp-2 fuhrten zu einer signifikanten Steigerung der Proteasomaktivitat in TK22.
Interaktionen zwischen Autophagie und UPS wurden bislang hauptséachlich in umgekehrter
Richtung untersucht. So wurde gezeigt, dass eine Hemmung des UPS in einer Aktivierung
der lysosomalen Degradierung resultiert [289-291]. Obwohl die Autophagie urspringlich
als ein relativ unspezifischer Degradierungsmechanismus beschrieben wurde, konnte die
Ubiquitinierung als selektives Erkennungssignal fir beide Abbau-Systeme identifiziert
werden, wenn auch die Modifizierung durch Ubiquitin unterschiedlich zu sein scheint.
Substrate des UPS werden vor allem tber K48-Seitenketten erkannt, die Erkennung durch
den autophagosomalen Signalweg geschieht scheinbar vor allem Uber K63-Seitenketten
oder mono-ubiquitinierte Proteine [292]. In der Tat konnte im Rahmen der vorliegenden
Arbeit eine moderat gesteigerte Menge K48-ubiquitinierte Proteine nach Hemmung der
Autophagie durch Imp-2 RNAI detektiert werden. Dies bedeutet, dass durch Hemmung der
Autophagie mehr Proteine effizient einem gleichzeitig aktivierten UPS zum Abbau zur
Verfligung stehen.

Die Aktivierung des Proteasoms stellt demnach einen molekularen Mechanismus der
Stressadaption dar, der nicht nur durch Quercetin im Rahmen der Pravention einer
Glukotoxizitat induziert wird, sondern auch als Kompensationsmechanismus gegenuber

einer Hemmung der UPR®R und der Autophagie definiert werden kann.
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6 Zusammenfassung

Die chronische Hyperglykédmie ist ein grundlegendes Charakteristikum des Diabetes
mellitus. Sie gilt als Hauptursache fur die Entstehung diabetischer Komplikationen und
wird mit dem friihzeitigen Tod von Individuen assoziiert.

Proteine vermitteln den Hauptteil zelluldrer Funktionen und sind gleichzeitig die
Makromolekile mit der hochsten Sensitivitat gegenuber zelluldren Stresskonditionen aller
Art. Die Aufrechterhaltung der Proteinhomdostase, der Proteostase, ist folglich
unabdingbar fir die Funktionalitat der Zelle. Umgekehrt begiinstigen Schéadigungen von
Elementen des Proteostase-Netzwerks die Pathogenese und Progression verschiedener
Erkrankungen. In der vorliegenden Arbeit wurde der Stamm TK22 des Nematoden
C. elegans als Modellorganismus herangezogen, um Glukose-induzierte Schadigungen
sowie deren Prdvention durch das Polyphenol Quercetin auf molekularer Ebene zu

untersuchen.

Die durch Glukose-induzierte Verkirzung der Uberlebenszeit von TK22 konnte durch die
zusatzliche Gabe von mikromolaren Quercetin-Konzentrationen verhindert werden. Um
Proteostase-relevante Gene zu identifizieren, deren Funktionalitat VVoraussetzung fir die
praventive Wirkung des Quercetins ist, wurde die Expression entsprechender Gene mittels
RNA-Interferenz (RNAI) vermindert. Dabei stellte sich heraus, dass die fehlende Aktivitat
von zentralen Genen der Unfolded Protein Response im Mitochondrium (UPR™), wie
hsp-60 und atfs-1, die Uberlebenszeit von TK22 verkiirzte und die Verlangerung der
Uberlebenszeit unter Glukoseexposition durch Quercetin verhinderte. Glukose fiihrte zwar
zu einer Stressantwort, wie anhand der Steigerung der Expression des Mitochondrien-
spezifischen Chaperons hsp-60 gezeigt wurde. Diese reichte jedoch nicht aus um die

Glukosetoxizitat zu verhindern.

Die RNAI des zentralen Transkriptionsfaktors XBP-1 der Unfolded Protein Response im
ER (UPRF) filhrte ebenfalls zur Ineffektivitat des Quercetins. Interessanterweise bewirkte
die zusatzliche RNAI des flr die Aktivierung von XBP-1 notwendigen Gens ire-1 keine
zusatzliche Verkiirzung der Uberlebenszeit von mit xbp-1 RNAI behandelten Nematoden,
sondern eine Verlangerung. Als urséchlich hierfir wurde die Aktivitat der Proteinkinase
PEK-1 identifiziert, die offenbar innerhalb eines zum IRE-1/XBP-1 parallelen Signalwegs
dessen Ausfalle tiberkompensiert.
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Des Weiteren wurde die Bedeutung der beiden zentralen Abbauwege fiir geschadigte
Proteine, der Autophagie und des proteasomalen Abbaus, im Hinblick auf die
Glukosetoxizitdt verhindernden Effekte des Quercetins untersucht. Wahrend die
Effektivitat des Quercetins durch eine Hemmung des Proteasoms mittels pbs-4 RNAI
vollstdndig unterdriickt wurde, konnte die Glukosetoxizitdt durch Hemmung der
Makroautophagie sowie der Chaperon-vermittelten Autophagie mittels RNAIi von Igg-2
bzw. Imp-2 vollstdndig verhindert werden. Die Hemmung der Autophagie flhrte dabei zu
einer Steigerung der proteasomalen Aktivitét, die sich als essentiell fiir die Verhinderung
der Glukosetoxizitat erwies und auch als der durch Quercetin aktivierte Mechanismus
identifiziert wurde.

Auch die Kompensationsmechanismen unter ire-1 und xbp-1 Doppel-RNAi waren
abhangig von einer erhdhten Proteasomaktivitat und wurden durch die zuséatzliche pek-1
RNAI verhindert.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass Quercetin eine Glukosetoxizitat in C. elegans
TK22 in Abhéngigkeit verschiedener Faktoren der UPR vollistandig verhindert. Sowohl
Quercetin, als auch die Hemmung zentraler Elemente der UPR und der Autophagie
resultierten in einer Aktivierung des Proteasoms, das dementsprechend als entscheidendes
zu aktivierendes Element im Hinblick auf die Prévention durch Glukose verursachter

Schédigungen identifiziert werden konnte.

100



SUMMARY

7 Summary

Chronic hyperglycemia is a hallmark of diabetes mellitus. It is a principal contributor to
the development of diabetic complications and is associated with premature death of
organisms.

Proteins mediate the bulk of cellular functions and are simultaneously the macromolecules
with the highest sensitivity to all forms of cellular stress conditions. Consequently, the
maintenance of protein homeostasis, proteostasis, is indispensable to cellular functionality.
Conversely, impairment of proteostasis members promotes the pathogenesis and
progression of various diseases. In the present work the TK22 strain of the nematode
Caenorhabditis elegans was used as a model organism to study glucose-induced damages

and their prevention by the polyphenol quercetin at the molecular level.

The glucose-induced survival time reduction of TK22 was prevented by the additional
administration of micromolar quercetin concentrations. In order to identify relevant genes
of the proteostasis network, which are required for the preventive effect of quercetin, the
expression of respective genes was decreased by RNA-interference (RNAI). By doing so
the missing activity of central genes of the mitochondrial unfolded protein response
(UPR™), i. e. hsp-60 and atfs-1, was shown to shorten the survival time of TK22 and to
prevent the survival prolonging effect of quercetin under glucose exposure. Although the
application of glucose activated a stress response in terms of an increased expression of the
mitochondrion-specific chaperone hsp-60, this activation was insufficient to prevent

glucose toxicity.

RNAI for XBP-1, the central transcription factor of the unfolded protein response in the
ER (UPRR), also resulted in ineffectiveness of quercetin. Interestingly, the additional
RNAI of ire-1, a gene that is required for XBP-1-activation, did not result in an additional
survival time reduction of xbp-1 RNAI treated nematodes, but prolonged the survival time.
The causative factor for this was identified to be the activity of the protein kinase PEK-1,
which apparently overcompensates the failure of IRE-1/XBP-1 signaling in a parallel

pathway.

The significance of central degradation pathways for damaged proteins, i.e. autophagy and

the proteasomal degradation, was also examined with respect to the glucose toxicity-
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preventing effects of quercetin. Whereas the effectiveness of quercetin was completely
suppressed owing to inhibition of the proteasome by pbs-4 RNAI, glucose toxicity was
completely prevented due to inhibition of macroautophagy and chaperone-mediated
autophagy by Igg-2 RNAI and Imp-2 RNAI, respectively. Inhibition of autophagy resulted
in an increased proteasomal activity, which was proven to be crucial for the prevention of
glucose toxicity and also identified as the mechanism that was activated by quercetin.

Also the compensatory mechanisms in the presence of ire-1 and xbp-1 double-RNAI were
dependent on an increased proteasomal activity and were prevented by additional pek-1
RNA.I.

In conclusion, quercetin completely prevents glucose toxicity in C.elegans TK22
depending on multiple members of the UPR. Since both, quercetin and the inhibition of
central elements of UPR and autophagy, respectively, resulted in an activation of the
proteasome, the latter was identified as the crucial element, which has to be activated
regarding the prevention of glucose-induced damages.
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A Appendix: Material

A.1 Verbrauchsmaterialien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle A.1
aufgefihrt und wurden von Brand GmbH (Wertheim, D), Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, D), Duran Group GmbH (Wertheim/Main, D), Gilson Inc. (Middleton, USA),
Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, D), Labcon North America (Petaluma, USA),
Pechiney (Chicago, USA), Peqglab Biotechnologie GmbH (Erlangen, D), Qiagen (Hilden,

D) und Sarstedt AG & Co. (Nirnbrecht, D).

Tabelle A.1: Verbrauchsmaterialien

Materialien Hersteller
Becherglaser Duran
Deckel fur 384 Well Mikrotiterplatten Brand
Deckel fur 2 ml Schraubdeckelreaktionsgeféale Peglab
Deckglaser (24x50 mm) Carl Roth
Edelstahlskalpell Carl Roth
Erlenmeyerkolben (verschiedene Gréflien) Duran
Gefrier- und Kochfolie Carl Roth
Laborflaschen mit Schraubverschluss Duran
Messzylinder Brand

Mikrotiterplatten (96 Well, 384 Well)
Multiwellplatten (24 Well, 96 Well)
Objekttrager (25x75 mm)

Parafilm M (10,2 cm x 38,1 m)

Pasteurpipetten (mit und ohne Wattestopfen, 150 mm)

PCR-Reaktionsgefalie (0,2 ml)

Petrischalen (35 x 10 mm, 92 x 16 mm)

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Carl Roth
Pechiney

Carl Roth
Labcon

Sarstedt
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Pipettenspitzen (10 ul, 200 pl, 1000 pl)

Pipettenspitzen low retention (10 ul, 200 pl, 1000 pl)
Polyvinylidenfluorid-Membran (PorengroRe 0,45 pm)

Precellys Keramik Kigelchen (1,4 mm)

Reaktionsgefale (1,5 ml, 2 ml)

Rotilabo® Abdeckfolie fiir Mikrotiterplatten

Rotilabo® Aluminiumfolie

Rotilabo® Cryoboxen

Rotilabo® Einmalkiivetten Halbmikro (1,5 ml) und Mikro (70 pl)
Rotilabo® Impfése

Rotor Gene Tubes fir Rotor Gene-Q Real-time PCR Cycler (0,1 ml)
Schraubdeckelreaktionsgefale (2 ml)

Seriendosieraufsatz Distrip (125 ml, 1250 ml, 12500 ml)
Serologische Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
Whatman-Papier (20 x 20 cm, 0,34 mm)

Zahnstocher

Zellkulturréhrchen

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Sarstedt
Sarstedt
Carl Roth
Peglab
Sarstedt
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Qiagen
Peglab
Gilson
Sarstedt
Carl Roth
Carl Roth
Greiner Bio-One

Sarstedt

A.2 Gerate

Die in dieser Arbeit verwendeten Gerate und Laborhilfsmittel sowie deren Hersteller sind

in Tabelle A.2 aufgefihrt.

Tabelle A.2: Geréate und Laborhilfsmittel

Geréte Hersteller

Autoklav Systec DB23 Systec (Wettenberg, D)
Biophotometer Plus Eppendorf (Hamburg, D)

Cryo 1 °C Freezing Container Nalgene® Labware (Langenselbold, D)
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Elektrophorese Komplettsystem Mini Protean 3 Cell

Elektrophorese System Perfect Blue Gelsystem™

Fluoreszenzmikroskop EVOS fl Colour
Fluoroskan Ascent FL

Inkubator

Kaltlichtquelle KL200

Kihlzentrifuge Universal 320 R

Mikrowelle
Moticam 2500 USB 2.0

Optimax X-Ray Film Processor
pH-Meter

Pipetus ©

Prézisionswaage

Rotor Gene-Q Real-time PCR Cycler
Rontgenfilmkassette

Schuttler

Schdttler unimax 1010 mit Inkubator
Semi-Dry Blotter Modell HEP 1

Seriendosierer Distriman
Stereomikroskop

Sterilisator

Sterilwerkbank (HS12/2)

Thermocycler Veriti® 96 Well Thermal Cycler

Thermostatschrank
Tischzentrifuge Universal 320R
Trockenschrank

Uberkopfschiittler (intelli-mixer)

Biorad (Minchen, D)
Peglab (Erlangen, D)

AMG (Bothell, USA)
Labsystems (Bornheim, D)
WTB Binder (Tuttlingen, D)
Schott AG (Mainz, D)
Hettich (Tuttlingen, D)
Cinex (Ascheberg, D)

Bayersdorfer (Saarbriicken-Eschringen,
D)

Protec Medizintechnik (Oberstenfeld, D)
Schott Instruments (Mainz, D)
Hirschmann (Eberstadt, D)

Kern & Sohn (Bailingen, D)

Qiagen (Hilden,D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

Eppendorf (Hamburg, D)

Heidolph (Hamburg, D)

Owl (Portsmouth, USA)

Gilson (Bad Camberg, D)

Breukhoven Microscope Systems
(Capelle a/d 1Jssel, NL)

WTB Binder (Tuttlingen, D)
Heraeus (Hanau, D)

Applied Biosystems (Darmstadt, D)
Lovibond (Dortmund, D)

Hettich (Tuttlingen, D)

Heraeus (Hanau, D)

neolLab (Heidelberg, D)
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Ultraschallbad Sonorex Bandelin electronic (Berlin, D)

Siemssen Product Service GmbH
(Minster, D)

Vakuum-FolienschweilRer FS 6171-07

Vakuumpumpe Laboport neolLab (Heidelberg, D)

Variopipetten 2 pl, 10 pl, 20 ul, 100 pl, 200 pl,
PP : : : : : Gilson (Bad Camberg, D)

1000 ul

VisiBlue™ Transilluminator UVP (Cambridge, UK)

Vortex mixer REAX control Heidolph Instruments (Schwabach, D)
Wasseraufbereitungssystem Synergy Millipore (Schwalbach, D)
Wasserbad LAUDA (Kdnigshofen, D)

Zentrifuge Mikro 120 Hettich (Tuttlingen, D)

A.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle A.3 gibt die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien mit
Angabe des jeweiligen Herstellers und der entsprechenden Bestellnummer wieder. Die
Produkte wurden bezogen von AppliChem (Darmstadt, D), Bio-Rad Laboratories GmbH
(Minchen, D), Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, D), Fermentas (St. Leon-Rot, D),
Life Technologies GmbH (Darmstadt, D), Merck KGaA (Darmstadt, D), Promega
(Madison, USA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen, D) und Serva Electrophoresis
GmbH (Heidelberg, D).

Tabelle A.3: Chemikalien und Reagenzien

Produkt Hersteller Bestellnummer
1,4-Dithiothreitol (DTT) Carl Roth 6908.1
1-Methyl-2-Propanol Sigma-Aldrich 58460
2-Mercaptoethanol Carl Roth 4227.3

2x YT-Medium Carl Roth X966.2
Acrylamid-Lésung (30 %) Carl Roth 3029.1
Adenosin-5-triphosphat Dinatriumsalz (ATP) Carl Roth HN38.2
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Agar Agar SERVA Kobe |

Agarose

Albumin aus Rinderserum (BSA)
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin Natriumsalz

Bio-Rad Protein Assay Farbstoffkonzentrat
Bromphenolblau

Calciumchlorid Dihydrat (CaCl, - 2 H,0)
Carbenicillin Dinatriumsalz

Cholesterol

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
di-Kaliumhydrogenphosphat (K,HPO,)
Dimethylsulfoxid, (DMSO) (C,Hs0S)
di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPOy,)
DNA-Beladungspuffer (6x)

Essigsaure

Ethanol (> 99.5 %)

Ethanol (70 %, vergéllt)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA Ladder
Glycerin

Glycin

IGEPAL® CA-630

Isopropanol (2-Propanol, 99.8 %)
Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Kaliumhydroxid (KOH)

Serva

Electrophoresis
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth

Carl Roth
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Carl Roth
AppliChem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Fermentas
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Fermentas
Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

11392

T846.2

A2153

9592.3

K0291

500-0006

32768

5239.2

C1389

C8667

D5758

P749.2

4720.2

P030.1

R0611

7332.1

5054.3

T913.3

CNO06.1

SM0321

3783.1

3908.2

13021

6752.3

2316.4

3904.1

6751.1
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Levamisol Hydrochlorid

Luminol

LysoTracker® Red DND-99
Magnesiumchloride Hexahydrat (MgCl,- 6 H,0)
Magnesiumsulfat Heptahydrat (MgSQO, - 7 H,0)

Methanol

MG-132

Milchpulver
N,N,N’N*-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

N-2-Hydroxyehtylpiperazin-N‘-2-ethansulfonséure
(HEPES)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumhypochlorid-Lésung (NaClO in H,0, 12 % ClI)
Natriumlaurylsulfat (SDS)

Nystatin Suspension

P-Coumarinséure

Pepton aus Casein

Precision Plus Protein™ Dual Color Standards
Quercetin Dihydrat

Suc-LLVY-AMC

SYBR Safe

SYTOX® Green nucleic acid stain in DMSO
Tetracyclin Hydrochlorid
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
TRIS-Hydrochlorid (TRIS-HCL)

TWEEN® 20

a-D(+)-Glukose Monohydrat

Sigma-Aldrich
Carl Roth

Life Technologies
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Calbiochem
(Merck)

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Bio-Rad

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Life Technologies
Sigma-Aldrich
Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich

Carl Roth

46944

4203.1

S7020

2189.2

P027.2

4627.4

474790

T145.1

2367.3

9105.3

3957.1

6771.1

9062.3

4360.2

N1638

C9008

111931

1610374S

7138.1

S6510

S33102

S7020

T77660

4855.2

9090.3

p2287

6780.1
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A.4  Puffer und Losungen

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Lésungen mit der Angabe

von Konzentration, den einzelnen Bestandteilen und entsprechenden Mengenangaben

sowie dem jeweiligen Losungsmittel aufgefiihrt.

Tabelle A.4: Stammlésungen

Stammldsung

Konzentration

Loésungsmittel

Ampicillin*
CaCl,”
Carbenicillin *
Cholesterol *
EDTA'

IPTG "
Kanamycin *

KCI

KH,PO, *

KOH

Levamisol *
Luminol *
LysoTracker® Red DND-99 *
MG-132 "

MgCl,*

MgSO,”

MgSO, *

NaOH
p-Coumarinséure ~

Proteinase K *

Querctin-Dihydrat

100 mg/mi
1M

25 mg/ml
5 mg/ml
05M
1M

25 mg/ml
50 mM
1M

5N

2 mM
250 mM
1 mM

1 mM
2,5mM
0,1M
1M

5N

90 mM

20 mg/ml

10 mM

50 % Ethanol
H,0O bidest.
50 % Ethanol
Ethanol

H,0O bidest.
50 % Ethanol
H,0O bidest.
H,0O bidest.
H,0O bidest.
H,O bidest.
M9-Puffer
DMSO
DMSO
DMSO

H,0O bidest.
H,0O bidest.
H,0O bidest.
H,0O bidest.
DMSO

H,0O bidest.

Ethanol : TWEEN® 20
(92:8v/vV)
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SDS' 20 % wiv H,O bidest.
Suc-LLVY-AMC * 14 mM DMSO
SYTOX® Green nucleic acid stain 5mM M9: Tween®20
Tetracyclin 25 mg/ml 50 % Ethanol
TRISpH 6,8 05M H,O bidest.
TRISpH 8,3 " 1 mMm H,O bidest
TRISpH 85" 1M H,O bidest.
TRISpH 88" 1,5M H,O bidest.
a-D(+)-Glukose Monohydrat 1M M9-Puffer

Die Stammldsungen wurden bei -20 °C *, bei 4 °C *, oder bei RT ' gelagert. Die Stammlésung fir Glukose
wurde stets frisch angesetzt.

Puffer und Losungen flr die Kultivierung von C. elegans

Tabelle A.5: Bleichlésung

Bleichlésung

NaOH (5 N) 0,5 ml
NaClO (12 % CI) 0,5 ml
H,0 bidest. 0,5 ml

Die Bleichlésung wurde flr jeden egg-prep frisch angesetzt.

Tabelle A.6: Einfrier-Puffer A

Einfrier-Puffer A

K,HPO, 8,79
KH,PO, 6,89
NaCl 299
H,0O bidest. ad 500 ml
- pH 5,95

— autoklavieren

Die Lagerung des Einfrier-Puffers A fand bei 4 °C statt.
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Tabelle A.7: Einfrier-Puffer B

Einfrier-Puffer B

Einfrier-Puffer A 700 ml
Glycin 300 ml
Die Lagerung des Einfrier-Puffers B fand bei 4 °C statt.

Tabelle A.8: Ethanol:Tween®20

Ethanol: Tween®20

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

Tabelle A.9: M9-Puffer

M9-Puffer

KHZPO4 3 g
Na,HPO, 69
NaCl 590
H,0O bidest. 999 ml
— autoklavieren, abkiihlen auf 60 °C, anschlielende Zugabe von

MgSQO, (1 M) 1ml
Der M9-Puffer war bei RT lagerfahig.

Tabelle A.10: M9:Tween®20

M9: Tween®20

MO9-Puffer 495 ml
Tween®20 5ml

M9:Tween®20 wurde bei RT gelagert.

134



APPENDIX: MATERIAL

Tabelle A.11: NaCl-Pepton

NaCl-Pepton

NaCl 259
Pepton 39
H,0O bidest. ad 11

— autoklavieren

Im Anschluss an das Autoklavieren wurde die NaCl-Pepton-Lodsung bei RT gelagert.

Puffer und Losungen flir biochemische Methoden

Tabelle A.12: 3x Lammli-Puffer

3x Lammli-Puffer

TRIS (pH 6,8, 1 M) 2,4 ml
20 % SDS (w/v) 3ml
Glycin 3ml
B-Mercaptoethanol 1.6 ml
Bromphenolblau 0,006 g

Der 3x Lammli-Puffer wurde bei -20 °C gelagert.

Tabelle A.13: 10x Lauf-Puffer

10x Lauf-Puffer

TRIS 30,39
Glycin 144 g
SDS 10g
H,0 bidest. ad 11

Der 10x Lauf-Puffer war bei RT lagerfahig und wurde vor Gebrauch 1:10 mit H,O bidest. verdunnt.
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Tabelle A.14: 10x TBS-Puffer

10x TBS-Puffer

NaCl 8,779
TRIS 6,06 g
H,0O bidest. ad 100 ml
- pH75

Der 10x TBS-Puffer war bei RT lagerféhig und wurde vor Gebrauch 1:10 mit H,O bidest. verdunnt.

Tabelle A.15: 10x TBS-T-Puffer

10x TBS-T-Puffer

Tween®20 500 ul

10x TBS-Puffer ad 100 mi

Der 10x TBS-T-Puffer war bei RT lagerfahig und wurde vor Gebrauch 1:10 mit H,O bidest. verdiinnt.

Tabelle A.16: Block-Puffer

Block-Puffer

Milchpulver 1g

1x TBS-T-Puffer 100 ml

Der Block-Puffer war 1 Woche bei 4 °C lagerfahrig.

Tabelle A.17: Blot-Puffer nach Towbin

Blot-Puffer nach Towbin

TRIS 3,03¢g
Glycin 14,4 g
Methanol 200 ml
H,0O bidest. ad 11

Der Blot-Puffer war bei RT lagerfahig.
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Tabelle A.18: ECL-Ld&sung

ECL-L06sung

Ldosung A

TRIS (pH 8,5, 1 M) 5ml
p-Coumarinséure 110 pl
Luminol 250 pl
H,0O bidest. 45 ml
Ldsung B

H,0; (30 %) 100 pl
H,0O bidest. 900 ul

Fur die Detektion von HRP-konjugierten Antikérpern wurden 10 ml der ECL-L&sung A mit 30 ul der ECL-
Losung B vermischt. Dieses Gemisch war vor Gebrauch frisch anzusetzen, wobei die einzelnen Lésungen
1 Woche bei 4 °C lagerfahig waren.

Tabelle A.19: Lyse-Puffer |

Lyse-Puffer |

HEPES (pH 7,4) 129
NaCl 9¢
EDTA 159
DDT 039
H,O bidest. ad 11

Der Lyse-Puffer | wurde bei 4 °C gelagert.
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Tabelle A.20: Proteasomaktivitats-Messpuffer

Proteasomaktivitéats-Messpuffer

HEPES (pH 7,4) 12¢g
NaCl 9¢
EDTA 159
ATP 2,89
H,0O bidest. ad 11

Der Proteasomaktivitats-Messpuffer war bei -20 °C lagerfahig.

Tabelle A.21: Strip-Puffer

Strip-Puffer

TRIS 75149
SDS 209
DTT 15,43 g
H,O bidest. ad 11

Der Strip-Puffer wurde bei RT gelagert. Vor Gebrauch wurde das DTT frisch hinzugefugt.

Puffer und Losungen fir molekularbiologische Methoden

Tabelle A.22: 50x TAE-Puffer

50x TAE-Puffer

TRIS 242 g
Essigséure 57,1 mi
EDTA 100 ml
H,0 bidest. ad 11

Der 50x TAE-Puffer war bei RT lagerfahig und wurde vor Gebrauch 1:50 mit H,O bidest. verdinnt.
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Tabelle A.23: DEPC-Wasser

DEPC-Wasser

DEPC 1ml
H,0O bidest. ad 11

— autoklavieren

DEPC dient der Inaktivierung von Nukleasen und wurde in der vorliegenden Arbeit zur Herstellung von
nukleasefreiem H,O verwendet. DEPC-H,O war bei RT lagerfahig.

Tabelle A.24: Lyse-Puffer Il

Lyse-Puffer 1l (Wurm-Lyse-Puffer fur die SW-PCR)

TRIS (pH 8,3, 10 mM) 0.121g
KCI 0,3725 g
MgCl, 50,825 g
IGEPAL 450 pl
Tween®20 450 pl
Gelatine 100 pl
H,0O bidest. ad 100 ml

— autoklavieren

Proteinase K (25 mg/ml) 5ul

Der Lyse-Puffer Il wurde bei RT gelagert. Ein Gemisch aus 5 pl Proteinase K-Stammlésung und 995 pl
Puffer wurde vor Gebrauch frisch angesetzt.
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A5 Maedien

In den folgenden Tabellen sind die in dieser Arbeit verwendeten Medien sowie deren

Bestandteile mit entsprechenden Mengenangaben dargestellt.

Tabelle A.25: 2x YT-Agar

2x YT-Agar

2x YT-Medium 6,290
Agar 39
H,0O bidest. ad 200 ml

— autoklavieren

Fur die Kultivierung von HT115 zusétzlich:
Ampicillin (100 mg/ml) 200 pl

Tetracyclin (25 mg/ml) 200 pl

2x YT-Agarplatten wurden fir die Kultivierung von E. coli OP50 und HT115 verwendet. Nach dem
Abkuhlen das Agars auf 55 °C wurden die Platten unter sterilen Bedingungen gegossen und waren bei 4 °C
lagerféhig.

Tabelle A.26: 2x YT-Medium

2x YT-Medium

2x YT-Medium 31g
H,0O bidest. ad 11
- pH7,0

— autoklavieren

Flussiges 2x YT-Medium wurde fiir die E.coli OP50- und HT115-Flussigkultivierung verwendet. Im
Anschluss an das Autoklavieren fand die Lagerung bei RT statt.
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Tabelle A.27: NGM-Agar

NGM-Agar

Agar 179
Pepton 259
NaCl 30
H,0 bidest. 947 ml

— autoklavieren, abkiihlen auf 60 °C

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

NGM-Agarplatten wurden fur die Kultivierung von C. elegans verwendet. Im Anschluss an das Gielen der
Platten unter sterilen Bedingungen fand die Lagerung bei RT statt.

Tabelle A.28: Flissig-NGM

Flussig-NGM

CaCl, (0,1 M) 10 pl
Cholesterol (5 mg/ml) 10 pl
KH,PO, (1 M, pH 6,0) 250 l
MgSQO, (1 M) 10 pl
NaCl-Pepton 9,71 mi
Carbenicillin (25 mg/ml) fir Experimente mit E. coli OP50 10 pl
Kanamycin (25 mg/ml) fiir Experimente mit E. coli HT115 20 pl

Alle Experimente mit C. elegans wurden in frisch angesetztem Flissig-NGM durchgefiihrt. Fir RNAI-
Experimente wurde Carbenicillin durch Kanamycin ersetzt, um die E. coli HT115 Bakterien zu inaktivieren.
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A.6 C.elegans Stamme

Tabelle A.29 gibt die in der vorliegenden Arbeit verwendeten C. elegans Stdmme mit
Angabe des jeweiligen Genotyps wieder. Die Stéamme SJ4005, SJ4058 und TK22 wurden
vom CGC (University of Minnesota, St. Paul, USA) bezogen. Die Stdmme mit den
Genotypen zcls4 [hsp-4p::GFP] V; mev-1(knl) und zcls9 [hsp-60p::GFP] V; mev-1(knl)

wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit generiert (Absatz 3.5.1).

Tabelle A.29: C. elegans Stdmme

Stamm Genotyp Referenz
N2 Wildtyp [136]
SJ4005 zcls4 [hsp-4p::GFP] V [193]
SJ4058 z¢ls9 [hsp-60p::GFP] V [191]
TK22 mev-1(knl) [185]
SJ4005xTK22 zcls4 [hsp-4p::GFP] V; mev-1(knl)

SJ4058xTK22 zcls9 [hsp-60p::GFP] V; mev-1(knl)

A.7 Bakterien Stamme

Tabelle A.30 gibt die in dieser Arbeit verwendeten Bakterien-Stdmme mit Angabe des
jeweiligen Genotyps wieder. Der E. coli-Stamm OP50 wurde vom CGC (University of
Minnesota, St. Paul, USA) bezogen, der HT115-Klon von Source Bioscience -
Lifesciences (UK).

Tabelle A.30: Bakterien Stamme

Stamm Genotyp Referenz

E. coli OP50 ura- [136]

E. coli HT115 F-, mcrA, merB, IN(rrnD-rrnE)1, lambda-,
rncl4::Tn10(DE3 lysogen: lavUV5 [293]

promoter -T7 polymerase)
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A.8 RNAI-Klone

Die in dieser Arbeit verwendeten RNAIi-Klone sind in Tabelle A.31 aufgefuhrt. Sie
stammen aus den RNAI-Bibliotheken von Ahringer (C. elegans RNAi Library) [221, 294]
und Vidal (C. elegans ORF RNAI Library) [295].

Tabelle A.31: RNAIi-Klone

Bezeichnung Cosmid Beschreibung

abu-11 T01D1.6 activated in blocked unfolded protein response

atfs-1 ZC376.7 activating transcription factor associated with stress

hsp-4 FA3E2.8 heat shock protein

hsp-6 C37H5.8 heat shock protein

hsp-60 Y22D7AL.5 heat shock protein

ire-1 C41C4.4 IRE1 kinase related

lgg-2 ZK593.6 LC3, GABARAP and GATE-16 family

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

pek-1 F46C3.1 human PERK kinase homolog

xbp-1 R74.3 x-box binding protein homologue
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A9 Kits

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kits sind mit Hersteller und Bestellnummer in

Tabelle A.32 aufgefuhrt.

Tabelle A.32: Kits

Kit

Hersteller

Bestellnummer

Brilliant Il SYBR ® Green QRT-PCR Master

Mix Kit, 1-Step
Fast Plasmid™ Mini Kit
KAPA2G Fast Hot Start PCR Kit

Roti®-Prep RNA MINI

Agilent Technologies
(Santa Clara, USA)

5Prime (Hilden, D)
Peglab (Erlangen, D)

Carl Roth (Karlsruhe, D)

600825

2300000

07-KK5530-02

8485.1

A.10 Enzyme und Antikorper

In Tabelle A.33 sind die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme und Antikorper mit Angabe
des Herstellers und der Bestellnummer aufgelistet.

Tabelle A.33: Enzyme und Antikdrper

Enzym Schnittstelle

Hersteller

Bestellnummer

STICCGGA 3

Kpn2l (BspEl
pnzi (BspEl) 3AGGCCITS

Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt,D)

ERO0531

Antikorper

Hersteller

Bestellnummer

Rabbit-anti-ubiquitin (linkage-specific K48)

(monoclonal)

Mouse-anti-actin (monoclonal)

Mouse anti-rabbit 1IgG-HRP (polyclonal)

Goat anti-mouse 1gG-HRP (polyclonal)

Abcam (Cambridge, UK)
(RabMab)

Dianova (Hamburg, D)

Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg, D)

Santa Cruz Biotechnology
(Heidelberg, D)

ab140601

DLN-07276

sc-2357

sc-2005
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A.11 Oligonukleotide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden mit Hilfe des
National Center for Biotechnology (NCBI) Primer Designing Tools entworfen und von
Eurofins MWG Operon (Ebersberg, D) synthetisiert. Die Sequenzen und
Schmelztemperaturen (Trn; engl. melting temperature) der verwendeten Oligonukleotide
sind in Tabelle A.34 aufgefihrt.

Tabelle A.34: Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5*— 39) Tm (C°)
GFP-fw-111 AGT GGA GAG GGT GAA GGT GA 60
GFP-rv-794 GGC AGATTG TGT GGA CAG GT 60
hsp-4-gPCR-fw-14 CGTTGATTTTGATTG CCT TC 53,8
hsp-4-gPCR-rv-171 TGATTCTGT TTC CTT GAT CG 53,4
mev-1-fw-24 CCAACT GCGATTCTGTGCC 52
mev-1-rv-573 CCT GTCCAACATTATTGACTCCC 52
pek-1-gPCR-fw-2554 ATC CAT AAC AGA GCG ATG AT 53,2
pek-1-qPCR-rv-2687 ATC CAATCTTCAAGGGTCTT 53,2
18S rRNA-fw ATG GTT GCA AAG CTG AAACT 53,2
18S rRNA-rev TCCCGT GTT GAGTCA AATTA 53,2

Tm: melting temperature
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A.12 Software

In Tabelle A.35 ist die Software, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, mit

Angabe des Herstellers aufgezeigt.

Tabelle A.35: Software

Software Hersteller

Ascent Software for Fluoroskan 2.6 Thermo Labsystems (Bornheim, D)
GraphPad Prism 5 Graph Pad Software (San Diego, USA)
Image J 1.44 National Institute of Health (Bethesda, USA)
Motic Images Plus 2.0 ML Beyersdorfer (Saarbriicken-Eschringen, D)

Rotor-Gene Q Series Software 2.0.2 (Build 4) Qiagen (Hilden, D)
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Scope: Hyperglycemia is a hallmark of diabetes mellitus but slighter increases of blood glu-
cose levels are observed also during ageing. Using the Caenorhabditis elegans mev-1 mutant,
we identified molecular mechanisms underlying the protection from glucose toxicity by the
polyphenol quercetin.

Methods and results: We fed C. elegans mev-1 mutants on a liquid medium supplemented with
10 mM glucose, which resulted in a reduced survival at 37°C. The polyphenol quercetin (1 uM)
was able to prevent glucose-induced lifespan reduction completely. RNA interference revealed
that the sirtuin SIR-2.1, the nuclear hormone receptor DAF-12, and its putative co-activator
MDT-15 were critical for the quercetin effects. Moreover, RNA interference for key factors of
proteostasis reduced survival, which was not further affected by glucose or quercetin, suggesting
that those proteins are a target for both substances. Besides unfolded protein response, proper
functionality of the proteasome was shown to be crucial for the survival enhancing effects of
quercetin and the polyphenol was finally demonstrated to activate proteasomal degradation.
Conclusion: Our studies demonstrate thatlowest concentrations of quercetin prevent a glucose-
induced reduction of survival. SIR-2.1, DAF-12, and MDT-15 were identified as targets that
activate unfolded protein response and proteasomal degradation to limit the accumulation of
functionally restricted proteins.
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Hyperglycemia is a hallmark of diabetes mellitus that is held
responsible for a number of late onset complications [1]. A
modest increase in blood glucose levels, however, is also
observed during healthy ageing [2]. Mechanisms suggested
to contribute to the detrimental effects of glucose encom-
pass enhanced generation of mitochondrial reactive oxygen
species (ROS) in combination with increased protein oxida-
tion [3, 4], the formation of advanced glycation end products
(AGEs) [5, 6], and disturbances of mitochondrial functional-

ity [7,8].
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In order to slow the ageing process, caloric restriction has
been consistently shown to work from yeast to humans [9].
Beyond a conservation of insulin sensitivity [10], reductions
of oxidative stress [11] and AGE formation [12], as well as a
proper functionality of the proteostasis network were found
to be associated with this situation [13]. The proteostasis
network describes a protein quality control system that in-
volves among others proteins acting in unfolded protein re-
sponse in mitochondria (UPR™) or the endoplasmic reticu-
lum (UPRER), or which play a role for the cellular degradation
of proteins by the proteasome or by autophagosomes [14].
This protein quality control system has been suggested to
be of vital importance for the maintenance and function of
the proteome and thus the health and viability of cells and
organisms [15, 16].

Many of the beneficial effects of caloric restriction on
health and lifespan are mediated by sirtuins, which function
as NAD"-dependent deacetylases [17, 18]. Certain polyphe-
nols, such as resveratrol from red grapes and red wine, have
been identified as sirtuin-activating compounds that mimic
caloric restriction and delay the ageing process in meta-
zoans [19]. Also in mice it was demonstrated that resveratrol
shifts the physiology of middle-aged mice on a high-calorie
diet toward that of mice on a standard diet and significantly
increased their survival [20]. Nevertheless, the exact mecha-
nisms through which those effects are achieved are not fully
elucidated [21]. In addition to resveratrol, a number of other
polyphenols from red wine, including quercetin, were shown
to act via identical mechanisms as resveratrol on ageing-
relevant processes [22]. In a wild-type strain of the nema-
tode Caenorhabditis elegans, it was shown that the extension
of stress protective and life prolonging actions of quercetin
are not only due to its strong antioxidant capacity but may
also be mediated by modulation of signaling pathways [23].

In the present study, we used the mev-1 mutant of C. ele-
gans, which is characterized by enhanced mitochondrial ROS
production [24], to find that 1 M of the polyphenol quercetin
is able to completely prevent the reduction of survival under
heat-stress at 37°C which was caused by 10 mM glucose. The
concentration of the polyphenol applied reflects plasma con-
centrations in humans after ingestion of a polyphenol-rich
diet [25]. In order to investigate the role of the proteostasis
network for this effect, RNA interference (RNAi) was accom-
plished to knockdown key proteins of the protein quality con-
trol system. Quantitative PCR and Western blotting served
the evaluation of effects on the expression level of critical fac-
tors. Finally, activities of proteasomal degradation were as-
sessed in order to describe associations between the lifespan
extension by quercetin and proteasomal protein degradation.

2 Materials and methods
2.1 Strains and maintenance

Caenorhabditis elegans strains were maintained on nema-
tode growth medium (NGM) agar plates seeded with Es-
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cherichia coli OP50 at 20°C according to standard proto-
cols [26]. Caenorhabditis elegans TK22 mev-1(kn1), TJ356
daf-16::gfp(z1s356), and E. coli OP50 were obtained from
the C. elegans Genetics Center (University of Minnesota,
MN, USA). Transgenic mev-1 nematodes expressing the
DAF-16::GFP transgene zIS356 in TK22(mev-1) were gener-
ated by crossing as described below. Escherichia coli HT115
RNAI clones were purchased from Source Bioscience (Cam-
bridge, UK) and included a negative control (empty L4440
vector), sir-2.1 (R11A8.4), aak-2 (T01C8.1), jnk-1 (B0478.1),
hsf-1 (Y53C10A.12), daf-9 (T13C5.1), daf-12 (F11A1.3), daf-
16 (R13H8.1), mdi-15 (R12B2.5), dve-1 (ZK1193.5), ubl-
S (F46F11.4), hsp-6 (C37H5.8), hsp-60 (Y22D7ALS), atfs-1
(ZC376.7), abu-1 (AC3.3), xbp-1 (R74.3), ubg-1 (F25B5.4), uba-
1 (C47E12.5). The RNAIi clone abu-11 (T01D1.6) was con-
structed using standard cloning techniques as described pre-
viously [27].

For all experiments, synchronous nematode populations
were used that were obtained by bleaching [27]. Synchronous
nematodes were raised in liquid culture using NGM liquid
and packed E. coli OP50 according to Stiernagle [28]. Car-
benicillin was added to the NGM liquid in order to inactivate
E. coli. A volume of 46 pL of NGM liquid was dispensed in
each well of a 96-well microplate, to which 10 pL M9 buffer
containing ten synchronized L1 larvae were added. L1 larvae
were maintained shaking at 20°C and reached the adult stage
within 3 days. Nematodes were treated with effectors at the
young adult stage for 48 h.

2.2 Glucose and quercetin treatment

A 1 M glucose solution was prepared in M9 buffer. This
was diluted with M9 buffer for a 100 mM working so-
lution. A 10 mM quercetin stock solution was prepared
in ethanol/Tween®20 (92/8 v/v). This was diluted with
ethanol/M9 buffer yielding a 10 pM working solution con-
taining 10% ethanol.

When nematodes had reached the young adult stage,
7 wL of glucose working solution (or control solution) and
7 wL of quercetin working solution (or control solution) were
added to the media. After 48 h incubation, worms were pre-
pared for measurement. We used a quercetin concentration of
1 pM in all experiments, which proved as potent in preventing
glucose toxicity as higher concentrations upto 100 pM.

2.3 Generation of mev-1(kn1), daf-16::gfp(zls356)
double mutants

To obtain mev-1(knl), daf-16:gfp(zls356) double mutants,
mev-1(kn1) hermaphrodites were first crossed with N2 wild-
type males and heterozygous F1 males were then mated with
daf-16::gfp(z1s356) hermaphrodites using standard crossing
protocol. In the F2 generation of the second cross, we
screened for double mutants that express DAF-16-GFP fu-
sion protein and carry the mev-1(kn1) allele. The missense
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mutation of the mev-1(knl) allele that created a restriction
fragment-length polymorphism [29] was identified by single-
worm PCR using the primer pair mev-1-fw-5 CCA ACT
GCG ATT CTG TGC C-3' and mev-1-rev-5 CCT GTC CAA
CAT TAT TGA CTC CC-3 followed by Bsp13I restriction
analyses.

2.4 RNAi experiments

RNAI experiments were performed in liquid cultures [30, 31].
In brief, expression of gene-specific dsRNA in the correspond-
ing RNAi-feeding strain was induced with 1 mM isopropyl-
B-d-thiogalactopyranoside for 4 h at 37°C. Subsequently, bac-
terial cells were washed and resuspended in NGM liquid, to
which 40 wg/mL kanamycin were added to inactivate E. coli
HT115. A volume of 46 L of this suspension was dispensed
into each well of a 96-well plate (Greiner Bio-One, Fricken-
hausen, Germany), to which ten synchronized L1 larvae were
added. In general, L1 larvae reached the adult stage within
3 days of incubation with agitation at 20°C. Nematodes were
treated with effectors at the young adult stage for 48 h. In case
of ubg-1 and uba-1 RNAi, nematodes were raised on negative
control RNAi until they reached the young adult stage, in
order to circumvent developmental delays caused by RNAI.
Subsequently, the NGM liquid with control RNAi bacteria
was replaced by ubg-1 or uba-1 RNAI bacteria.

2.5 AQuantitative real-time PCR

Total RNA was extracted from 10000 worms using Tri-
zol. One-step real-time PCR reactions were performed in
triplicate using 1 pL of RNA template (10 ng/pL), Bril-
liant II SYBR Green QRT-PCR Mastermix and appropri-
ate primers in a CFX™ Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad, Miinchen, Germany). Cycling conditions were 1 x
(15 min 50°C), 1 x (10 min 95°C), 40 x (30 s 95°C, 15 s 52°C,
305 60°C), 1 x (1 min 95°C), 1 x (30 s 52-95°C). Changes in
target gene expression were calculated according to Pfaffl [32]
using equation 2724¢T, For each sample, the fold change in
the target gene was normalized to 18S rRNA and relative to
the control expression. Primers used for qPCR are given in
Supporting Information Table 1.

Relative mRNA levels in nematodes cultured on RNAi
bacteria were significantly lower (p < 0.01) than mRNA levels
of the control that was fed 14440, and were below 0.25 for all
genes tested.

2.6 Western blot

For detection of DAF-12, a mouse anti-DAF-12 polyclonal
antibody at a 1:500 dilution was used and B-actin, as a load-
ing control, was detected with a mouse anti-actin polyclonal
antibody at 1:500. As secondary antibody, goat anti-mouse
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IgG polyclonal at 1:1000 was used as horseradish peroxi-
dase conjugate. Groups of 10 000 nematodes were treated
with lysis buffer (sucrose 0.8 M, EDTA 1 mM, Tris-HCL
10 mM, PMSF 0.5 mM), twice freeze-thawed at —80°C and
room temperature, and subsequently sonicated on ice. Pro-
tein concentration of the lysate was determined by the Bio-
Rad Protein Assay (Bio-Rad). Lysates were separated on 8.5%
SDS-polyacrylamide gels, and proteins were transferred onto
a polyvinylidene fluoride membrane for 1 h at 1.0 mA/cm?
membrane area. The membrane was blocked in 15 mL of 1%
milk in TRIS-buffered saline/0.05% Tween®20, and probed
with antibodies diluted in blocking solution for 1 h. Follow-
ing 2 x 5 min washes with TBS-T, 2 x 5 min TBS, and in-
cubation in freshly prepared enhanced chemiluminescence
solution (1 M TRIS pH 8.5, 90 mM p-Coumaric acid, 250 mM
Luminol, 0.01% H,0,) for 1 min, a radiographic film was ex-
posed to detect the immunoreactive bands. Band intensities
were quantified using Image] (NIH).

2.7 Fluorescence microscopy

Microscopic analyses of nematodes were performed with a
PeqLab EVOS fl digital microscope for light and fluorescence
microscopy. Detection of DAF-16::GFP localization in the
constructed transgenic mev-1 strain was scored microscop-
ically using a band-pass filter set with excitations at 450—-490
nm and emissions at 468-452 nm.

2.8 Survival analysis at 37°C

Lifespan analysis under heat-stress conditions (at 37°C) was
performed 48 h after the addition of glucose as previously
described [33]. In brief, nematodes were washed off the wells
with M9 buffer into 15 mL tubes followed by additional three
washing steps with M9 buffer. In each well of a black 384-
well low-volume microtiter plate (Greiner Bio-One), 6.5 pL
M9 buffer/Tween®20 (1% v/v) solution were added. Sub-
sequently, one nematode was dispensed in 1 pL M9 buffer
into each well and mixed with 7.5 wL SYTOX green (final
concentration 1 uM in M9 buffer/Tween®20; Life Technolo-
gies, Karlsruhe, Germany). To prevent water evaporation, the
plates were sealed with Rotilab sealing film and covered with
a lid (Greiner Bio-One). Heat shock (37°C) was induced and
fluorescence was measured with a Fluoroskan Ascent mi-
crotiter plate reader (Thermo Labsystems, Bonn, Germany)
every 30 min for a period of 16 h. To detect SYTOX green
fluorescence, excitation wavelength was set to 485 nm and
emission was measured at 538 nm.

To determine the survival time for each nematode, an
individual fluorescence curve was generated. Time of death
was defined as 1 h after an increase in fluorescence over
the baseline level was observed and was verified by touch
provocation first. From the individual times of death, Kaplan—
Meier survival curves were drawn.
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Figure 1. Quercetin protects from glucose-induced reduction of
survival in C. elegans TK22 (mev-1). Young adult mev-1 nema-
todes were exposed to medium alone or medium either sup-
plemented with 10 mM glucose alone or in addition with 1 uM
quercetin for 48 h before survival of mev-7was measured at 37°C.
A representative experiment of three is shown. Number of worms
in the presented experiment: control 59, 10 mM glucose 49, 10
mM glucose/1 uM quercetin 54 (A). Survival in the absence of
glucose, as measured by SYTOX green nucleic acid stain as de-
scribed in section 2, is unaffected by 1 wM quercetin alone. A rep-
resentative experiment out of three is shown. Number of worms:
control 47, 1 uM quercetin 58 (B).

2.9 Proteasomal activity

For protein extraction, nematodes were treated with lysis
buffer (50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2 mm
DTT) and frozen at —80°C. After homogenization with Pe-
glab Precellys 24-Dual, the concentration of solubilized pro-
teins was determined by the Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad).
Quantification of specific proteasome activity was done by a
fluorogenic peptide substrate assay as described [34]. In brief,
the solubilized proteins were incubated with succinyl-leucyl-
leucyl-valine-tyrosine-aminomethyl-coumarine (final concen-
tration 140 wM; Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Ger-
many) in proteasome activity assay buffer (50 mM HEPES
pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, and 5 mM ATP) at
room temperature. The fluorescence intensity was measured
in triplicate over 3 h every 10 min with excitations at 355
nm and emissions at 460 nm, using a Fluoroskan Ascent
microtiter plate reader (Thermo Labsystems). To determine
the specific proteasome activity, differences of activities mea-
sured in the presence of proteasome inhibitor MG132 (final
concentration 10 wM; Calbiochem, Merck, Darmstadt, Ger-
many) were subtracted from activities due to overall fluoro-
genic peptide cleavage.

2.10 Calculations and statistics

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism
5.0 software (GraphPad, La Jolla, CA, USA). Log rank test
was performed to compare survival rates with p values < 0.05
being significant. Kaplan-Meier survival curves are shown
for lifespan experiments. For group comparisons, t-test or
analysis of variance was performed. Following analysis of
variance, differences between groups were determined by
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Bonferroni-Holm multiple comparison test. Results are pre-
sented as means + SD.

3 Results

3.1 Quercetin prolongs the lifespan of
glucose-treated mev-1 nematodes at 37°C

We have previously shown that glucose feeding decreases the
survival of mev-1 nematodes under heat-stress at 37°C [27].
Here, we demonstrate that the polyphenol quercetin at a con-
centration of only 1 uM was able to rescue the lifespan reduc-
tion induced by 10 mM glucose completely (Fig. 1A). Those
effects were clearly dependent on the presence of glucose,
since quercetin did not affect lifespan in the absence of the
sugar (Fig. 1B).

3.2 Prolongation of survival under glucose exposure
by quercetin is dependent on SIR-2.1, DAF-12,
and MDT-15

Based on the fact that quercetin is a sirtuin-activating com-
pound, we next examined the role of the SIRT1 homologue
SIR-2.1in order to enable quercetin-mediated lifespan exten-
sion in the presence of glucose. SIR-2.1 proved to be essen-
tially necessary for the quercetin effects (Fig. 2A). RNAi for
any of the four sirtuins in C. elegans displayed no significant
influence on lifespan in the absence of glucose and knock-
down of sir-2.2, sir-2.3, or sir-2.4 did not block the lifespan
rescuing activity of quercetin (data not shown). At the mRNA
level, quercetin was found to stimulate sir-2.1 expression in
the presence of glucose (Fig. 2B). Besides sir-2.1, the daf-12
gene encoding a nuclear hormone receptor was identified
as crucial to enable quercetin the recovery of a normal life
span under glucose exposure (Fig. 2C). At the protein level,
quercetin did not increase DAF-12 expression over levels ob-
served in the presence of glucose alone (Fig. 2D), suggesting
that its activation by the polyphenol is not due to enhanced
protein synthesis. Since daf-9, encoding a cytochrome Pys
dependent enzyme that generates cholesterol-derived steroid-
like ligands, termed dafachronic acids, for DAF-12 has no
influence on the activities of quercetin (Fig. 2E), it can be
suggested that DAF-12 affects survival in its ligand-free form.
RNAI of a putative co-activator of DAF-12, the C. elegans me-
diator subunit MDT-15, likewise to daf-12 RNAi prevented
an increased survival by quercetin in the presence of glucose
(Fig. 2F).

3.3 Quercetin does not target a number of other
stress-activated pathways

In order to evaluate whether other known pathways for stress
resistance play a role for the prevention of glucose toxicity
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Figure 2. Protection from glucose-induced lifespan reduction by quercetin requires sir-2.1, daf-12, and mdt-15. RNAi for sir-2.1 completely
prevented the rescue exerted by 1 wM quercetin in mev-1 nematodes treated with 10 mM glucose (n = 3, number of worms: control
RNAI 56, sir-2.1 RNAi 57, sir-2.1 RNAi + 10 mM glucose 52, sir-2.1 RNAi + 10 mM glucose + 1 nM quercetin 49) (A). Quercetin at the
same concentration increased the sir-2.1 transcript levels in the presence of glucose (B); *p < 0.05 versus the control. Under daf-12 RNAi
exposure (n = 4, 55 nematodes versus 52 nematode in the control), 10 mM glucose drastically reduced the survival (51 nematodes). One
micromolar quercetin was not able to rescue this reduction (58 nematodes) (C). Western blotting results revealed that DAF-12 expression at
the protein level is increased after treatment of mev-7 with 10 mM glucose, which is not further affected by the addition of 1 WM quercetin.
B-actin was detected as a loading control for the normalization of band intensities between the different treatments. Quantification of three
independent Western blots was carried out using ImagedJ (NIH) software; ***p < 0.001 versus control (D). RNAi for daf-9 did not prevent
the lifespan rescue by quercetin in glucose-treated nematodes (n = 3, number of nematodes: control RNAI 48, daf-9 RNAI 54, daf-9 RNAi +
10 mM glucose 51, daf-9 RNAi + 10 mM glucose + 1 wM quercetin 60) (E), whereas RNAi for mdt-15 prevented survival-rescuing activities
of quercetin in the presence of glucose (n = 3, number of nematodes: control RNAi 48, mdt-15 RNAi 44, mdt-15 RNAi + 10 mM glucose 49,
mdt-15 RNAi + 10 mM glucose + 1 M quercetin 54) (F).

by quercetin, corresponding key proteins were silenced by
RNAI. Knockdown of juk-1, encoding the stress-activated pro-
tein kinase JUN, and of hsf-1, encoding a central heat shock
factor, both did not prevent the quercetin-induced, complete
recovery of lifespan to control levels under glucose exposure
(Fig. 3A and B). Also RNAI for aak-2, encoding the AMP-
activated protein kinase was without influence on the exten-
sion of survival by quercetin in glucose exposed mev-1 nema-
todes (Fig. 3C). In the absence of insulin/IGF-1 signaling the
forkhead transcription factor DAF-16 in wild-type nematodes
is translocated to the nucleus activating the transcription of
genes whose products are involved in mediating stress resis-
tance. It is shown here, that DAF-16 in mev-1 nematodes is
localized exclusively in the nucleus of mev-1, independent of
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the presence of glucose or quercetin (Fig. 4A), suggesting an
intrinsic response to the stress caused by enhanced endoge-
nous ROS generation. However, the transcriptional activity of
DAF-16 appears to be dispensable for the effects of quercetin,
as evidenced by the lifespan prolongation caused by quercetin
in the presence of daf-16 RNAI (Fig. 4B).

3.4 The extension of survival by quercetin is
dependent on UPR™ and UPRER

Since our previous studies have shown that glucose impairs
UPR™ and UPRR as parts of the proteostasis network, we

investigated the necessity of key components for the lifespan
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extending effects of quercetin in the presence of glucose at
37°C. It was found that knockdown of key factors for UPR™,
such as hsp-6, hsp-60, dve-1, ubl-5, and atfs-1 all completely pre-
vented a prolongation of survival at 37°C (Fig. 5A-E). Hsp-6
and hsp-60 encode mitochondria-specific chaperones that are
members of the HSP70 and HSP40 superfamilies of molec-
ular chaperones, whereas DVE-1 binds to hsp-6 and hsp-60
promoters upon mitochondrial stress and UBL-5 is suggested
to permit the interactions of DVE-1 with cis-elements of the
DNA. Finally, ATFS-1 is a protein that translocates to the
nucleus during mitochondrial stress to activate a protective
transcriptional response and to release the suppression of
UPR™.

Likewise to the effects caused by RNAi for factors of
UPR™, the knockdown of proteins with relevance for UPRER
such as XBP-1 (Fig. 6A), which controls a signaling pathway
to prevent ER stress, or of genes activated in blocked UPR
(abu) (Fig. 6B and C) excluded quercetin from exerting a
survival-enhancing activity in the presence of glucose.

3.5 Activation of the proteasome is crucial for the
lifespan extension by quercetin

Besides the correct folding of proteins, their degradation de-
termines the maintenance of proteostasis and thus normal

cellular functions and viability. Reducing the expression of
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Figure 3. Stress-resistance pathways
not used by quercetin to increase the life
span of glucose-treated mev-7 mutants.
Knockdown of jnk-1, (n = 4, number of
nematodes: control RNAIi 59, jnk-7 RNAI
54, jnk-1 RNAi + 10 mM glucose 47, jnk-1
RNAi + 10 mM glucose + 1 nM quercetin
56) (A), hst-1, (control RNAIi 59, hsf-71 RNAI
54, hsf-1 RNAi + 10 mM glucose 55, hsf-1
RNAi + 10 mM glucose + 1 pM quercetin
54) (B), or aak-2 (control RNAi 59, aak-2
RNAi 56, aak-2 RNAi + 10 mM glucose
59, aak-2 RNAi + 10 mM glucose + 1 uM
quercetin 57) (C) did not affect the lifespan
extension caused by 1 uM quercetin in
nematodes treated with 10 mM glucose.

ubg-1, which encodes the C. elegans ubiquitin, and of uba-
1, which encodes the ubiquitin-activating enzyme, both pre-
vented the rescuing effect of quercetin with regard to life
span (Fig. 7A and B). Estimations of the proteasome activity
in the presence of glucose revealed that quercetin caused a
significant activation of proteasomal degradation which was
completely prevented by the knockdown of sir-2.1 (Fig. 7C).
Additionally, inhibiting proteasomal degradation by use of
the specific proteasome inhibitor MG132 (200 nM) com-
pletely blocked the rescuing effect of quercetin with respect
to survival (Fig. 7D).

4 Discussion

Enhanced plasma glucose concentrations are known to trig-
ger biochemical reactions that are associated with diabetic
complications and premature death in humans but which
are also discussed to play a role in the physiological age-
ing process [35, 36]. Among those glucose-driven reactions
are the generation of ROS, AGEs, sorbitol, diacylglycerol, or
UDP-N-acetyl-glucosamine, accumulating especially in cells
with unrestricted glucose uptake [37]. A unifying hypothesis
has been proposed whereby mitochondrial overproduction
of ROS in response to chronic hyperglycemia may be the
key initiator for each of these pathogenic pathways [38, 39].
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This postulate emphasizes the importance of mitochondrial
dysfunction in the progression and development of diabetic
complications but maybe also in the ageing process.

In a recent study we found that feeding 10 mM glucose
to the C. elegans mutant mev-1 indeed leads to functional
impairments and further enhanced ROS generation in mito-
chondria [27]. Moreover, the application of glucose led to re-
duced lifespan at 37°C as also shown in the present study. The
application of glucose, and also of quercetin in the present
study, in a liquid medium provides a very efficient uptake
of dissolved compounds through pharyngeal pumping of the
nematodes [40] thus making the model beneficial for nutri-
tion research. It was found previously, that scavenging of
ROS did not affect the lifespan reduction caused by glu-
cose [27]. Likewise to the role of ROS, even AGEs have been
challenged regarding their contribution to glucose-induced
degenerations [27,41] or ageing [42]. Instead impairment of
the protein quality control was suggested to possibly play a
more importantrole in diabetic complications and ageing and
thus appears as a promising target to prevent ageing phenom-
ena by clearing cellular damage [41-43]. As a matter of fact,
knocking down key proteins involved in UPR™ or UPRER
reduced the survival of mev-1 nematodes and prevented a fur-
ther lifespan reduction by glucose, suggesting that glucose
acts on lifespan through inhibition of UPR [27].

In order to prevent glucose-induced acceleration of age-
ing processes, it might be reasonable to activate biochemical
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57) (B), or abu-11(n = 4, abu-11
RNAi + 10 mM glucose 58,
abu-11 RNAi + 10 mM glucose
+ 1 wM quercetin 48) (C).

pathways that are triggered by caloric restriction, since this
kind of intervention has been generally recognized to slow
the ageing process from simple organisms to primates [9]. As
important mediators of this lifespan extension, sirtuins were
identified [17, 18] and also in C. elegans, sir-2.1, the homo-
logue of mammalian SIRT1, was shown to increase lifespan
when overexpressed [44], although the robustness of those
effects in C. elegans were questioned by others [45]. Sirtuins
can be effectively activated by a number of secondary plant
compounds [46] and many studies have demonstrated that
hormetic effects of such compounds depend on sir-2.1[47,48].
Also in the present study, the observed increased survival of
mev-1 nematodes caused by 1 wM quercetin in the presence
of 10 mM glucose was strictly dependent on sir-2.1. Many of
the hormetic effects of SIR-2.1 need the cooperation with the
forkhead transcription factor DAF-16. Both enabling nuclear
localization and acting as a transcriptional co-activator [49]
were shown as mechanisms underlying such a concerted ac-
tion of SIR-2.1 and DAF-16. Using a transgenic DAF-16::GFP
expressing strain, it was demonstrated here that DAF-16 re-
mains completely localized in the nucleus of mev-1, even in
the presence of glucose. This demonstrates first of all that
even under insulin/IGF-1 signaling, DAF-16 is not effectively
phosphorylated in order to promote a cytosolic re-localization
in mev-1 and secondly that the dependence of quercetin on
SIR-2.1 does not rely on DAF-16 translocation from cytosol
to nucleus. Nevertheless, it could have been possible that
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Figure 7. Quercetin activates the proteasome. Effects of 10 mM glucose alone or plus 1 uM quercetin on lifespan were determined in mev-1
nematodes treated with RNAIi bacteria in order to reduce the expression of ubg-1 (n = 3, ubg-7 RNAi + 10 mM glucose 50, ubg-7 RNAI
+ 10 mM glucose + 1 uM quercetin 48) (A), or uba-1 (uba-1 RNAi + 10 mM glucose 48, uba-1 RNAi + 10 mM glucose + 1 M quercetin
50) (B). Activity of the proteasome as influenced by 1 uM quercetin was estimated in nematodes fed on either HT115 vector control or
sir-2.1 dsRNA-producing bacteria, all in the presence of 10 mM glucose (C). Cleavage of the fluorogenic peptide succinyl-leucyl-leucyl-
valine-tyrosine-aminomethyl-coumarine served as an indicator of proteasomal activity after values obtained in the presence of the specific
proteasome inhibitor MG123 at 10 pM had been subtracted from total slopes. ***p < 0.001 versus the vector control, #***p < 0.001 versus
quercetin effects in the vector control. Moreover, application of 200 uM MG123 prevented the survival rescue of quercetin under glucose
exposure (n = 3, control 40, 10 mM glucose 40, 10 mM glucose + 200 uM MG132 40, 10 mM glucose + 200 puM MG132 + 1 pM quercetin
40) (D). ***p < 0.001 versus the control.

quercetin requires DAF-16 for a co-transcriptional activity in ble that the discrepancies are due to a more efficient uptake
order to promote its SIR-2.1-dependent effects on survival. of glucose in liquid media [27] which restricts survival more
However, applying daf-16 RNAi revealed the dispensability efficiently.

of the transcription factor for the effects of quercetin on sur- Besides DAF-16, the nuclear hormone receptor DAF-12
vival in mev-1, similar to results described for the polyphenol has been recognized to affect longevity and survival and was
resveratrol in wild-type animals [50]. Besides DAF-16 also identified to be crucial for the survival-enhancing properties
HSF-1 was neither a target of glucose nor did its absence of quercetin in the present study. The shortened lifespan of
prevent the survival increase by quercetin in mev-1. Interest- a DAF-12 loss-of-function mutant has been attributed to ac-
ingly, the down-regulation of both factors was identified to celerated ageing in young adulthood [52] but DAF-12 proved
mediate the reductions of lifespan by glucose in wild-type an- also necessary for gonadal longevity [53]. The role of DAF-
imals [51]. That the different results are due to the different 12 for stress resistance and longevity is massively influenced
genetic background can be excluded, however, since we ob- by its endogenous ligands, the dafachronic acids. These are
served lifespan reductions by 10 mM glucose also in daf-16 3-keto bile acid-like steroids produced from cholesterol under
or hsf-1 mutant strains with an otherwise genetic wild-type assistance of DAF-9, a cytochrome P50 with activity similar
background (not shown). It therefore appears more plausi- to mammalian CYP27A1 [54]. Dafachronic acids are able to
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regulate C. elegans lifespan according to signaling state quite
differently, shortening the lifespan of long-lived daf-9 mu-
tants and abolishing their stress resistance, whereas they ex-
tend the lifespan of germ-line ablated daf-9 mutants [55]. In
the present study, DAF-9 was without influence on quercetin-
induced extension of lifespan under glucose exposure. In-
stead, MDT-15, a subunit of the C. elegans mediator complex,
was identified to mediate the quercetin effects also. Given
the identification of MDT-15 as an interacting protein and
transcriptional co-activator of the nuclear hormone receptor
NHR-49 [56], and that both NHR-49 and DAF-12 possess bio-
logical activities similar to peroxisomal proliferator activated
receptors [57,58], it appears plausible that MDT-15 acts as a
co-activator of DAF-12 also.

Finally, the activation of SIR-2.1, DAF-12, and MDT-15
is suggested to prevent glucose-induced impairments of the
protein quality control, i.e. UPR™ and UPRFR, and of pro-
teasomal degradation, since the knockdown of key factors in-
volved in these parts of proteostasis diminished the life span
prolonging activities of quercetin completely. The fact that
knockdown of sir-2.1 not only prevents the ability of quercetin
to rescue the survival under glucose exposure but also the acti-
vation of the proteasome under identical conditions, provokes
amodel where upstream targets such as SIR-2.1, DAF-12, and
MDT-15 trigger UPR and proteasomal degradation to provide
the perfect equilibrium of functionally active proteins that are
finally crucial for the survival of the cells that constitute an
organism.

The authors have declared no conflict of interest.
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Abstract Enhanced blood glucose levels are a hallmark of
diabetes and are associated with diabetic complications and a
reduction of lifespan. In order to search for plant extracts that
display preventive activities in such a scenario, we tested 16
extracts used in human nutrition for their survival enhancing
activities in the nematode Caenorhabditis elegans.
Nematodes were exposed for 48 h to 10 mM glucose in the
absence or presence of 0.1 % extract. Thereafter, survival was
measured at 37 °C. Extracts made from coffee, kola, rooibos
and cinnamon, did not influence the glucose-induced reduc-
tion of survival. Those made from ginseng, camomile, lime
blossom, paraguay tea, balm, rhodiola, black tea, or knotgrass
all extended the lifespan of the glucose-treated nematodes
significantly but did not rescue survival completely. Extracts
from the leaves of blackberries, from hibiscus, elderberries, or
jiaogulan completely countered the glucose-induced survival
reduction. A potent activation of the proteasome was shown
for the most preventive extracts suggesting a more efficient
degradation of proteins impaired by glucose. In conclusion,
we present a simple animal model to screen for plant extracts
with potency to reverse glucose toxicity. Extracts from black-
berry leaves, hibiscus, elderberries, and jiaogulan were iden-
tified as very potent in this regard whose exact mechanisms of
action appear worthwile to investigate at the molecular level.
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Abbreviations

AA Ascorbic acid

AGEs Advanced glycation end products

ER Endoplasmic reticulum

MG Methylglyoxal

NGM Nematode growth medium

Suc-LLVY-AMC  Succinyl-leucyl-leucyl-valine-
aminomethyl-coumarine

Introduction

Hyperglycaemia is a condition which is generally observed in
diabetes mellitus and which is recognized as the major cause
for the development of late onset complications [1]. Slight
increases of blood glucose levels are also characteristic for
ageing of healthy individuals and are due to a decrease in
insulin-sensitivity [2]. Accordingly, it appears plausible to
conclude that beyond providing energy for the cells and
organisms, toxicity is derived from too much glucose which
contributes to premature death in animals and humans [3].
Mechanistically, diverse actions of glucose were suggested
to be responsible for detrimental effects. Those encompass the
enhanced generation of mitochondrial reactive oxygen species
(ROS) leading to increased protein oxidation [4], the forma-
tion of advanced glycation end products (AGEs) due to non-
enzymatic reactions of glucose with proteins and nucleic acids
that results in products with impaired function [5], and distur-
bances of mitochondrial functionality [6]. Our previous stud-
ies have demonstrated that especially the latter parameter
seems to reduce the survival of the model organism
Caenorhabditis elegans in the presence of enhanced glucose
concentrations [7]. Moreover, it was shown there that
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directing misfolded proteins to proteasomal degradation
completely counteracts glucose toxicity [7].

Although a number of plant foods are suggested to possess
preventive effects on diabetic complications [8], it remains
unknown whether phytochemicals exert protective effects
against glycotoxin-induced damage [9]. We aimed therefore
at testing the potency of 16 water soluble plant extracts fed for
48 h in the presence of 10 mM glucose to wildtype C. elegans
on the survival of the nematodes under a subsequent heat-
stress at 37 °C. In addition, we assessed the effects of extracts
that reverse the detrimental glucose effects on proteasomal
activities.

Materials and Methods
Reagents

SYTOX green nucleic acid stain was obtained from Life
Technologies (Karlsruhe, Germany). Rotilab sealing film,
96- and 384-well plates were purchased from Carl Roth
(Karlsruhe, Germany). All extracts were from Plantextrakt
GmbH & Co. KG (Vestenbergsreuth, Germany). All other
materials used were from Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany).

Extract Preparation
For the preparation of the extracts, the herbal and fruity raw

materials which are listed in Table 1 are extracted with water
or diluted ethanol. After the extraction process the solvent is

removed by gentle evaporation with reduced air pressure. The
concentrated viscous extracts are usually blended with carrier
substances, preferred maltodextrin, and are finally spray-dried.

Determination of Reference Compounds

Total phenolics were measured with a modified version of the
Folin-Ciocalteu method according to DIN ISO/DIS 14502/1
using gallic acid as a reference. Phenolic contents of the
extracts from rooibos, cinnamon, lime blossom, knotgrass,
and jiaogulan are given in Table 1.

The determination of procyanidins in blackberry leaves
extract was carried out according to Ph.Eur. 7.0. Photometric
determination at 518 nm in a 0.1 % aqueous extract acidified
with 1 % citric acid served the calculation of malvinchloride in
the extracts from hibiscus and elderberries. Concentrations
of known reference compounds in the extracts of coffee
(PhytoLab in-house method), kola (DIN 10801 and ISO
10727), ginseng (PhytoLab in-house method), camomile
(PhytoLab in-house method), paraguay tea (DIN 10801 and
ISO 10727), balm (PhytoLab in-house method), rhodiola
(PhytoLab in-house method), and black tea (DIN 10801) were
accomplished by HPLC, exploiting the characteristic UV/Vis
absorption maxima (see Table 1 for contents).

C. elegans Maintenance

C. elegans wildtype strain N2, variation Bristol, was obtained
from the C. elegans Genetics Center, CGC (University of
Minnesota, MN, USA). Nematodes were maintained on nem-
atode growth medium (NGM) agar plates seeded with E. coli

Table 1 Contents of reference

compounds in plant extracts Extract made of: Latin name Reference Measured Method
compound content [%]  used
Coffee seeds Colffea spp. chlorogenic acid 26.77 HPLC
Cola seeds Cola spp. caffeine 291 HPLC
Fermented Rooibos leaves  Aspalathus linearis total polyphenols 18.14 UV/Vis
Cinnamon bark Cinnamomum spp. total polyphenols 10.87 UV/Vis
Ginseng roots Panax ginseng ginsenosides 5.18 HPLC
Camomile flowers Matricaria chamomilla apigenin and apigenin- 3.63 HPLC
7-glucoside

Lime blossom flowers Tilia spp. total polyphenols 10.96 UV/Vis
Green Paraguay tea leaves  Ilex paraguariensis caffeine 1.78 HPLC
Balm leaves Melissa officinalis rosmarinic acid 2.29 HPLC
Rhodiola root Rhodiola rosea salidroside 1.20 HPLC
Black tea leaves Camellia sinensis caffeine 4.03 HPLC
Knotgrass herb Polygonum aviculare total polyphenols 6.32 UV/Vis
Blackberry leaves Rubus fruticosus procyanidins 1.70 UV/Vis
Hibiscus calyces Hibiscus sabdariffa anthocyanins 2.60 UV/Vis
Elderberry juice Sambucus nigra anthocyanins 14.30 UV/Vis
Jiaogulan leaves Gynostemma pentaphyllum  total polyphenols 2.04 UV/Vis
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OP50 at 20 °C according to standard protocols [10]. Methods
such as freezing nematodes and obtaining synchronous pop-
ulations using a bleaching method with hypochlorite treatment
of egg-laying adults were also performed according to stan-
dard protocols [11].

Treatment of Nematodes with Glucose and Plant Extracts

Synchronous nematodes were raised in liquid culture using
NGM liquid and packed E. coli OP50 according to Stiernagle
[11]. Carbenicillin was added to the NGM liquid in order to
inactivate E. coli. A volume of 46 ul of NGM liquid was
dispensed in each well of a 96-well microplate, to which
10 ul M9-buffer containing 10 synchronized L1 larvae were
added. L1 larvae were maintained shaking at 20 °C and
reached the adult stage within three days. To young adult
nematodes a volume of 6 pl glucose in M9-buffer was added
reaching a final concentration of 10 mM. Plant extracts were
prepared as 1 % (w/w) stock solutions in M9-buffer and soni-
cated for 5 min. 7 pl of plant extract stock solution was added to
the incubation medium to reach a final concentration of 0.1 %.
Control nematodes were always treated with identical volumes
of M9-buffer only instead of glucose and/or plant extracts.

Determination of Survival at 37 °C

After incubation of young adult N2 nematodes for 48 h at
20 °C in the presence or absence of glucose or plant extracts
lifespan was determined using a microplate thermotolerance
assay [12]. In brief, nematodes were washed off the wells with
M9-buffer/Tween®20 (1 %, v/v) into 15 ml tubes followed by
additional three washing steps. In each well of a black 384-
well low-volume microtitre plate 6.5 ul M9-buffer/Tween®20
(1 %, v/v) solution was added. Subsequently, one nematode
was dispensed in 1 pl M9 buffer under a stereo-microscope
(Breukhoven Microscope Systems) into each well and mixed
with 7.5 pul SYTOX green to reach a final concentration of
1 uM. Heat shock (37 °C) was induced and fluorescence was
measured with a Fluoroskan Ascent microtiter plate reader
(Thermo Labsystems, Bonn, Germany) every 30 min. To
detect SYTOX green fluorescence, excitation wavelength
was set to 485 nm and emission was measured at 538 nm.

Proteasomal Activity

For protein extraction, nematodes were treated with lysis
buffer (HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, DTT
2 mM) and freezed at —80 °C. After homogenization with
Peqlab Precellys 24-Dual (Peqlab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Germany), protein concentration was determined
by the Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Munich, Germany).
Specific proteasome activity was assessed using a fluorogenic
peptide substrate assay [13]. In brief, the solubilized proteins

@ Springer

were incubated with Suc-LLVY-AMC (final concentration
140 uM) in proteasome activity assay buffer (50 mM
HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, and 5 mM
ATP) at room temperature. The fluorescence intensity was
measured in triplicate over 3 h every 10 min with excitations
at 355 nm and emissions at 460 nm, using the fluorescence
plate reader. For calculation of specific proteasome activities,
those measured in the presence of 10 uM proteasome inhibitor
MG132 were subtracted from activities due to overall
fluorogenic peptide cleavage.

Calculations and Statistics

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 5.0
software (GraphPad, La Jolla, CA, USA). Log rank test was
performed to compare survival rates with p values <0.05
being significant. Kaplan—-Meier survival curves are shown
for survival experiments. For group comparisons, analysis of
variance (ANOVA) was performed. Differences between
groups were determined by Bonferroni-Holm multiple com-
parison test. Results are presented as means+SD.

Results and Discussion
Contents of Reference Compounds in Plant Extracts

Reference compounds of the 16 plant extracts were analyzed
according to standard protocols. The different reference com-
pounds were chosen based on their quantitative occurrence in
the different original plants [14,15]. Respective contents of
chlorogenic acid in coffee, caffeine in kola, paraguay tea and
black tea, ginsenosides in ginseng, apigenin, and apigenin-7-
glucoside in camomile, rosmarinic acid in balm, salidrosid in
rhodiola, procyanidins in leaves from blackberries, anthocya-
nins in hibiscus and elderberries, and total polyphenols in the
other extracts are shown in Table 1.

Effects of Plant Extracts on Glucose-induced Reductions
of Survival

As previously shown [7], nematodes exposed for 48 h at 20 °C
to 10 mM glucose were short-lived in comparison to those
which were left without glucose when both groups were
transferred subsequently to 37 °C (Figs. 1, 2 and 3).
Although we primarily tested thereby the ability of the nem-
atodes to resist a thermal stress in response to the different pre-
treatments, it must be emphasized here, that similar if not
identical stress response adaptations, such as the regulation
of proteostasis, are also crucial for the determination of
lifespan [16]. In a recent publication [7], we have shown that
indeed impairment of the proteostasis network is more rele-
vant for lifespan reductions caused by glucose than the so far
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Fig.2 Plant extracts which prolong the survival of nematodes exposed to
glucose. Plant extracts tested at a final concentration of 0.1 % for their
ability to affect the lifespan of wildtype nematodes caused by 10 mM

black tea [0.1 %]

glucose at 37 °C were as follows: ginseng (a), camomile (b), lime
blossom (¢), paraguay tea (d), balm (e), rhodiola (f), black tea (g), or
knotgrass (h). * p <0.05; ** p<0.01; *** p<0.001
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lifespan but are not, at least in our experimental setup, so
extensive to cause an increase in proteincarbonyls or AGEs
[7]. Therefore, the major aim of the present study was to use
the same experimental setup as screening platform to identify
plant extracts that are able to reverse glucose-induced reduc-
tions of survival.

Extracts from coffee (Fig. 1a), kola (Fig. 1b), rooibos
(Fig. 1¢) and cinnamon (Fig. 1d) were all without significant
effect on the normal reduction of survival from addition of
glucose. Extracts made from ginseng (Fig. 2a), camomile
(Fig. 2b), lime blossom (Fig. 2¢), paraguay tea (Fig. 2d), balm
(Fig. 2¢), rhodiola (Fig. 2f), black tea (Fig. 2g), or knotgrass
(Fig. 2h) all extended the lifespan of the glucose-treated
nematodes significantly but did not rescue survival complete-
ly. Since rooibos extract contains higher total polyphenol
amounts than camomile extract, it must be concluded that
the polyphenol species might be more relevant for the preven-
tion of glucose-toxicity than the total amount. Extracts which
completely reversed the lifespan reduction caused by glucose
were those from leaves of blackberries (Fig. 3a), hibiscus
(Fig. 3b), elderberries (Fig. 3c), or jiaogulan (Fig. 3d). Since
extracts from hibiscus and especially from elderberries are
characterized by a comparably high content of anthocyanins
(Table 1), we tested two monomeric reference compounds,
delphinidin-3-sambubiosid und cyanidin-3-sambubiosid, for

@ Springer

their influence on glucose-toxicity. Both compounds were
tested at concentrations of 1 uM, 10 uM, and 100 puM.
Taking into account that the concentrations of anthocyanins
in elderberries is about 10 % (Table 1), those concentrations
should cover the concentrations present in the extracts of
elderberries but also from hibiscus. Neither anthocyanin af-
fected survival reduction that was due to glucose exposure, at
any tested concentration (Fig. 4), suggesting that the mono-
meric anthocyanins are not responsible for the lifespan rescu-
ing activities exerted by the extracts. However, we can not rule
out that synergistic effects were present in the extract which
were absent when testing the monomeric forms. Nevertheless,
it appears more likely that the survival relevant activities of
extracts made from hibiscus or elderberries are mediated by
oligomeric anthocyanins, given that the sum of monomeric
forms, including delphinidin-3-sambubiosid and cyanidin-3-
sambubiosid, in the hibiscus extract is 1.4 % [17], and thus
almost half of the estimated anthocyanins in hibiscus (Table 1)
consist of oligomeric structures. That oligomeric structures
could provide a common basis for triggering stress response
rather effectively, is substantiated by the presence of
procyanidins in the leaves from blackberries (Table 1) and
the gypenosides in jiaogulan [18].

None of the extracts tested affected survival of the nematodes
in the absence of glucose (data not shown). These results let us
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Fig. 4 Lead anthocyanidines are not responsible for the survival rescue
caused by anthocyanin-rich extracts in glucose-exposed nematodes.
Delphinidin-3-sambubiosid was tested at 1 uM (a), 10 uM (b), and
100 uM (c) for its influence on survival at 37 C in nematodes exposed

suggest that in respect of preventing glucose-toxicity, the effec-
tive extracts cause a hormetic response, leading to an improved
stress-resistance and that those adaptations are not necessarily
seen with regard to survival in the absence of a stressor.

Activation of the Proteasome

Recent findings showed that the knockdown of key proteins
of the ubiquitin-proteasome system, such as the nematode
ubiquitin UBQ-1 or the ubiquitin-activating enzyme UBA-1,
reduced the survival at 37 °C but prevented a further lifespan
reduction by glucose [10]. On the contrary, knockdown of
BEC-1 a key protein for the formation of autophagosomes,
completely prevented lifespan reductions by glucose whereas
the knockdown of UBQ-1 was dominant over that of BEC-1
[7]. We therefore concluded, that the activation of proteasomal
degradation might be a promising strategy to prevent accu-
mulation of glucose-impaired proteins and thus glucose-
toxicity. This hypothesis was further supported by studies
demonstrating that malfunction of cellular protein degradation
can contribute to different aspects of the phenotype of ageing
and to the pathogenesis of age-related diseases [19]. In
the present study, we were able to show that incubation
of wildtype C. elegans with extracts from hibiscus or

~ + glucose/
cyanidin-3-sambubiosid [10 uM]

cyanidin-3-sambubiosid [100 pM]

to 10 mM glucose. Likewise, 1 uM (d), 10 uM (e), and 100 uM (f) of
cyanidin-3-sambubiosid did not affect survival reduction caused by
glucose

elderberries completely reversed the reductions of proteasomal
activity which were due to glucose (Fig. 5). In this regard
the extracts of rooibos or cinnamon were less effective

(Fig. 5).
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Fig. 5 Proteasomal activity is enhanced by extracts from hibiscus and
elderberries. Activity of the proteasome was estimated subsequent to the
incubation of the nematodes for 48 h with 10 mM glucose and 0.1 % of
the extracts due to the cleavage of the fluorogenic peptide Suc-LLVY-
AMC. MG123 was used at 10 pM in order to inhibit specifically
proteasomal degradation and values obtained were subtracted from values
generated in the absence of the inhibitor. *** p <0.001 versus the control,
*** p<0.001 versus control, #** p<0.01 and #*** p<0.001 versus
glucose treated nematodes. n =4
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In conclusion, we used a high-throughput survival analysis
in a simple model organism in order to identify plant extracts
which reverse glucose-toxicity. Oligomeric structures
consisting of anthocyanins, catechins or gypenosides are sug-
gested as representatives for effective plant extracts with
regard to the observed increase of survival under thermal
stress. The portability of such informations to higher animals
and likely also humans is substantiated by findings which
demonstrate renal protective effects of extracts from guava
fruit in diabetic mice [20], or antioxidant and antiglycative
potential of a Psidium guajava leaf extract or a mulberry leaf
extract in diabetic rats [21,22],
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Hyperglycemia is a hallmark of diabetes mellitus which leads to the onset of complications in the
long term. Green tea through its high content of polyphenolic catechins, on the other hand, is
suggested to prevent or at least delay such detrimental complications. In the present study we fed
the nematode Caenorhabditis elegans on a liquid medium supplemented with 10 mM glucose in
the absence or presence of a catechin-enriched green tea extract (CEGTE). After exposure of young
adults for 48 h survival was subsequently measured under heat stress at 37 °C. Whereas CEGTE at
0.01% did not affect the survival of wild type nematodes, it completely reversed the glucose-
induced survival reduction. Those effects were not achieved through the monomeric catechins
included in CEGTE. RNA interference (RNAI) for sir-2.1 not only prevented the survival extension
by CEGTE under simultaneous glucose exposure but also caused a further reduction of survival.
Likewise, the knockdown of uba-1, encoding the only El-ubiquitin-activating enzyme in
C. elegans, proved that UBA-1 is essential for the survival extension by CEGTE and that its loss of
function changes CEGTE from a survival extending into a survival reducing extract. Stimulation of
the proteasome by CEGTE was finally proven through measurements of the proteolytic cleavage of
a fluorogenic peptide substrate.
To conclude, our studies provide evidence that CEGTE reverses glucose-induced damage in
C. elegans through activation of adaptive responses mediated by SIR-2.1 and proteasomal
degradation. The hormetic mode of action is revealed by a reduction of survival once the adaptive
processes were blocked.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Enhanced blood glucose levels, known as hyperglycemia,
are recognized as the major cause for the development of late

Abbreviations: CEGTE, catechin-enriched green tea extract; EC, epicatechin;

onset diabetic complications [1]. Chronic hyperglycemia im-
poses damage in various cell types and is strongly correlated
with microvascular complications, including retinopathy, ne-
phropathy, and neuropathy [2]. Altogether, prolonged elevated
plasma glucose levels are associated with premature death in
animals and humans [3]. Polyphenolic compounds as present

ECG, epicatechin gallate; EGC, epigallocatechin; EGCG, epigallocatechin gallate;
MW, molecular weight; NGM, nematode growth medium; RNAi, RNA
interference; SGLT, sodium-dependent glucose transporter; Suc-LLVY-AMC,
succinyl-leucyl-leucyl-valine-aminomethyl-coumarine.
* Corresponding author. Tel.: +49 6419939222.
E-mail address: elena.fitzenberger@ernaehrung.uni-giessen.de
(E. Fitzenberger).
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in larger amounts in plant foods, have been suggested to
prevent the development of long-term diabetes complications
[4]. Besides displaying antioxidative and anti-inflammatory
activities, through which polyphenols could interfere with
increased ROS and inflammation as a consequence of enhanced
glucose levels [5], specific influences on glucose transport and
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metabolism has also been described [4]. Those very specific
effects include inhibition of ai-glucosidase and ac-amylase [6,7],
the key enzymes for the digestion of dietary carbohydrates, or
the inhibition of SGLT-1 and SGLT-2, which are mainly
responsible for intestinal glucose absorption and renal glucose
reabsorption [7,8]. Moreover, selected polyphenols have been
demonstrated to regulate the key pathways of carbohydrate
metabolism and hepatic glucose homeostasis including glycol-
ysis, glycogenesis and gluconeogenesis, which are usually
impaired in diabetes [4,9,10]. The major green tea polyphenol
constituents, the catechins, were described to affect many of
those metabolic dysregulations of diabetes [4,11]. Although
intervention studies provide evidence that green tea consump-
tion could be beneficial in preventing late onset diabetic
complications in animal models [4,12], more simple models
are required in order to explore quickly the underlying
molecular mechanisms.

Using the nematode Caenorhabditis elegans as a model
organism we have previously shown that it enables the fast
screening of the effects of various plant extracts on glucose
toxicity [13]. The most potent extracts in reverting the survival
reduction caused by exposure versus enhanced glucose levels
were also proven to be effective with regard to revert the
glucose-induced impairment of the proteasome [13]. In a more
mechanistic study we have shown that the polyphenol
quercetin, also prevents the glucose-induced survival reduction
in C. elegans, most likely through sir-2.1 triggered activation of
the proteasome [14].

In the present study, we tested a catechin-enriched green
tea extract (CEGTE) for its potential to prevent glucose toxicity
in C. elegans by assessing the survival of nematodes at 37 °C.
RNA interference (RNAi) was used investigate the role of sir-2.1
and of key components of the proteasome for adaptations to
the glucose imposed stress. Finally, we assessed the effect of
CEGTE on the chymotrypsin-like activity of the proteasome,
according to the release of a fluorophore in the presence and
absence of a specific proteasome inhibitor.

2. Methods and materials
2.1. Reagents

SYTOX green nucleic acid stain was obtained from Life
Technologies (Karlsruhe, Germany). Suc-LLVY-AMC and all
other materials used were from Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany).

2.2. Plant material

CEGTE is a spray dried extract from leafs of Camellia sinensis
L. (Kuntze), family Theacea, enriched with catechins to a total
amount of at least 60% that was provided by Plantextrakt
GmbH & Co. KG (Vestenbergsgreuth, Germany), batch no.
19202077. CEGTE contained 76.9% total catechins and 37.9%
EGCG, respectively, as determined using HPLC (Table 1).
Therefore, the extract was dissolved and analyzed against
external standards.

For extraction, 0.5 g extract are dissolved in 25 ml hot water
(70 °C). After the solution has cooled down, 5 ml acetonitrile
and 20 ml water are added. The sample solution is diluted 1:20
with stabilizing solution and subsequently centrifuged at

Table 1
Lead compounds of CEGTE were analyzed by HPLC and are given in % of the dry
extract. RT: retention time.

Lead compound RT (min) Content (%)
Epicgallocatechin 8.250 5.88
Catechin 10.832 1.53
Epicatechin 16.821 3.64
Epigallocatechin gallate 18.988 37.85
Epicatechin gallate 23.979 14.58
Gallocatechin 5.844 324
Gallocatechin gallate 19.976 10.21
Total catechins 76.92
Caffeine 15.994 10.23
Theobromine 6.419 0.16
Theogallin 3.931 0.05
Gallic acid 4.338 0.18

13,400 rpm for 3 min. The supernatant solution is used for
HPLC measurement.

Catechins are separated by an RP-phenyl-hexyl column
using an acetonitrile-water gradient and detected by UV-
detector. The flow rate was 1 ml/min. For calibration a caffeine
working standard with specific response factors for the various
catechin derivatives is used (Fig. 1).

2.3. C. elegans and bacterial strains

C. elegans wild type strain N2, variation Bristol, and
Escherichia coli OP50 were obtained from C. elegans Genetics
Center (CGC, University of Minnesota, USA). Nematodes were
maintained on nematode growth medium (NGM) agar plates
seeded with E. coli OP50 at 20 °C according to standard
protocols [15]. For all experiments synchronous populations
were used that were obtained by bleaching [16]. E. coli HT115
RNAI clones were purchased from Source Bioscience (Cambridge,
UK) and included a negative control (L4440), sir-2.1 (R11A8.4),
and uba-1 (C47E12.5).

2.4. RNAi experiments

RNAi experiments were performed in liquid cultures as
described [17,18]. In brief, expression of gene-specific dsSRNA in
the corresponding RNAi strain was induced with 1 mM
isopropyl-p-p-thiogalactopyranoside for 4 h at 37 °C. Subse-
quently bacteria cells were washed and resuspended in NGM
liquid added with 40 pg/ml kanamycin to inactivate E. coli
HT115. A volume of 10 pl M9-buffer containing 10 synchro-
nized L1 larvae was dispensed into each well of a 96-well-plate
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) to which 46 pl of
E. coli HT115-NGM suspension were added. In general, L1
larvae reached the adult stage within 3 days of incubation with
agitation at 20 °C. At this stage nematodes were treated with
effectors for 48 h.

2.5. Quantitative real-time PCR

Total RNA was extracted from 10,000 worms using Trizol.
One-step-real-time PCR reactions were performed in triplicate
using 1 pl of RNA template (10 ng/ul), Brilliant II SYBR Green
QRT-PCR Mastermix and appropriate primers in a CFX™ Real-
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Fig. 1. HPLC profile of CEGTE. Catechin content of CEGTE was analyzed by HPLC as described in the Methods and materials section. The total catechin content of CEGTE
was 76.92% and contained mainly EGCG (37.85%), ECG (14.58%) and EGC (5.88%). Further details of the HPLC profile are provided in Table 1.

Time PCR Detection System (Bio-Rad, Miinchen, Germany).
Cycling conditions were 1 x [15 min 50 °C], 1 x [10 min
95 °C], 40 x [30 595 °C, 15552 °C,30s 60 °C], 1 x [1 min
95 °C], and 1 x [30 s 52 °C-95 °C]. Changes in target gene
expression were calculated according to Pfaffl [19] using the
equation 2722¢T, For determination of RNAi efficiency
unique primer pairs (Eurofin MWG Operon, Ebersberg,
Germany) recognizing only cDNA derived from endogenous
mRNA were designed to avoid cross-reaction with genomic
DNA and bacterially generated dsRNA and were as follows:
18S-rRNA fw-5'-ATG GTT GCA AAG CTG AAA CT-3, 18S-TRNA
rev-5-TCC CGT GTT GAG TCA AAT TA-3'; sir-2.1 fw-5’-GAC
AAA GAA CAG AAA GTA CAA CCA G-3/, sir-2.1 rev-5'-GGA GTG
GCA CCA TCA TCA AG-3'; uba-1 fw-5’-CAC TTT CTG GGG TCA
ATC AG-3’, uba-1 rev-5'-TCC TCC GGC ATT ATT GCT A-3'.
For each sample the fold change in the target gene (sir-2.1 or
uba-1) was normalized to 18S rRNA and relative to the
expression in the vector control, which was fed on 14440
bacteria.

2.6. Survival analysis at 37 °C

Lifespan analysis under heat stress conditions (37 °C) was
performed 48 h after the addition of effectors as previously
described [20]. In brief, nematodes were washed off the
wells with M9-buffer/Tween 20 into 15 ml tubes followed by
additional three washing steps. In each well of a black 384-well
low-volume microtiter plate (Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Germany) 6.5 Wl M9-buffer/Tween 20 (1% v/v) solution were
added. Subsequently one nematode was dispensed in 1 ul M9-
buffer/Tween 20 into each well and mixed with 7.5 pl SYTOX
green (final concentration 1 pM, Life Technologies, Karlsruhe,
Germany). To prevent water evaporation the plates were
sealed with Rotilab sealing film and covered with a lid (Greiner
Bio-One, Frickenhausen, Germany). The induction of heat
shock (37 °C) was done in a Fluoroskan Ascent microtiter
plate reader (Thermo Labsystems, Bonn, Germany) and the
measurement of SYTOX green fluorescence was performed
therein every 30 min at excitations at 485 nm and emissions at
538 nm.

2.7. Chymotrypsin-like proteasomal activity

For protein extraction nematodes were treated with lysis
buffer (50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2 mM DTT)
and frozen at —80 °C. After homogenization with Precellys
24-Dual  (Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux,
France) the concentration of solubilized proteins was deter-
mined by the Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Munich,
Germany). Quantification of specific proteasome activity was
done by a fluorogenic peptide substrate assay as described [21].
In brief, the solubilized proteins were incubated with Suc-LLVY-
AMC at a final concentration of 140 uM in proteasome activity
assay buffer (50 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA,
5 mM ATP) at room temperature. The fluorescence intensity
was measured in the in the Fluoroskan Ascent microtiter plate
reader in triplicate over 3 h every 10 min with excitations at
355 nm and emissions at 460 nm. Fluorescence increase over
this time was linear. To determine the specific proteasome
activity, the average activity measured in the presence of
proteasome inhibitor MG132 (final concentration 10 uM;
Calbiochem, Merck, Darmstadt, Germany) was subtracted
from activities due to overall fluorogenic peptide cleavage.

2.8. Calculations and statistics

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism
5.0 software (GraphPad, La Jolla, CA, USA). Log rank test was
performed to compare survival rates with p-values <0.05 being
significant. Kaplan-Meier survival curves are shown for
survival experiments. For group comparisons Analysis of
variance (ANOVA) was performed. Following ANOVA, differ-
ences between groups were determined by Bonferroni-Holm
multiple comparison test. Results are presented as means + SD.

3. Results

3.1. CEGTE prolongs the survival of glucose-treated wild type
nematodes at 37 °C

As previously described [13], wild type C. elegans survived a
heat shock significantly shorter when they had been exposed to
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10 mM glucose for 48 h (Fig. 2). When CEGTE was added during
the 48 h incubation of young adults at a concentration of 0.01%
glucose toxicity was completely abolished (Fig. 2). In the
absence of glucose, CEGTE did not affect the survival time of
nematodes (data not shown). The high efficiency of CEGTE is
further substantiated by a tenfold lower concentration needed
for the reversal of the glucose mediated reduction of survival in
comparison to other potent plant extracts described with
regard to the same parameter [13]. Using concentrations of
0.1% of CEGTE resulted in the death of the whole population
during the 48 h incubation period at 20 °C (data not shown).

3.2. Catechins are not responsible for the survival extension
by CEGTE

Catechins and especially epigallocatechin gallate (EGCG)
are major polyphenols in green tea and have been enriched in
CEGTE. EGCG (MW = 458.4) is by 37.9% a constituent of CEGTE
and results in a final concentration of 82.7 uM when CEGTE is
applied at 0.01%. In the present study we applied 100 M of the
monomeric catechins representing concentrations that might
be achieved by the application of 0.01% CEGTE at its maximum.
Neither epicatechin (EC) (Fig. 3A), epicatechin gallate (ECG)
(Fig. 3B), epigallocatechin (EGC) (Fig. 3C), nor EGCG was able
to revert the survival reductions that were due to glucose
exposure.

3.3. CEGTE acts via sir-2.1 and the proteasome on glucose toxicity

Since we have recently found that the polyphenol quercetin
prevents glucose toxicity depending on SIR-2.1 functionality
[14], we investigated here whether CEGTE displays the same
dependence for the same activity. Compared to quercetin,
knockdown of sir-2.1 (relative expression of 0.22 4 0.05 versus
the vector control) not only prevented the reversal of glucose-
induced survival reduction under heat-stress, but also caused
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Fig. 2. CEGTE protects C. elegans from glucose toxicity. Treatment of nematodes
with 10 mM glucose for 48 h decreases the survival of wild type C. elegans under
subsequently applied heat-stress at 37 °C. Application of 0.01% CEGTE together
with glucose prevents the glucose-induced reduction of survival completely.
Nematodes were considered as dead according to the fluorescence generated
by SYTOX-green when penetrating into dead cells, as described in the Methods
and materials section. ***p < 0.001.

CEGTE to become toxic itself as evidenced by a further survival
reduction when the extract was added to glucose treated
nematodes (Fig. 4A). Similar effects were observed when
uba-1, encoding the only known E1-ubiquitin-activating en-
zyme in C. elegans was knocked down (Fig. 4B). It has to be
stressed here that those effects were only seen under diluted
RNAI for uba-1 (relative expression of 0.45 + 0.11 versus the
vector control), which did not cause a survival reduction itself.
When uba-1 or ubg-1, encoding ubiquitin, was knocked down
with undiluted RNAi-bacteria, survival reduction was too
pronounced [14] to observe a further reduction of survival by
CEGTE treatment (data not shown).

CEGTE was finally proven to enhance the chymotrypsin-like
activity of the proteasome (Fig. 4C), substantiating the
dependence of proteasomal activity in order to enable the
protection from glucose-induced damage by CEGTE.

4. Discussion

Green tea is an important beverage consumed in East Asian
diets which has been widely discussed to provide cancer
chemoprevention, and to inhibit mechanisms involved in the
generation of hypercholesterolemia, atherosclerosis, neurode-
generative diseases, and other aging-related disorders [22].
Catechins, especially EGCG, are the major polyphenolic con-
stituents of green tea and have been extensively studied in the
context of prevention of cardiovascular disease, cancer pre-
vention, and glucose homeostasis [23,24]. With regard to the
latter, green tea catechins were demonstrated to decrease
glucose levels and to increase glucose tolerance in insulin-
resistant mice [25]. EGCG attenuated dexamethasone and TNF-a
promoted ROS generation and increased glucose uptake ability
in this study [25], congruent with concepts that catechins are
mainly acting through their antioxidative properties [26,27].
However, there are also reports suggesting that other mecha-
nisms, including direct interactions with plasma membrane
proteins, regulation of signal transduction pathways or mito-
chondrial function, might be more important in order to exert
many of its beneficial biological actions [28]. Direct interaction
of secondary plant compounds with proteins by the formation
of ionic bonds is known to induce changes in conformation and
bioactivity. Moreover, it has to be taken into account that green
tea contains a complex mixture of catechins and other
polyphenolic compounds that could synergistically affect the
aforementioned mechanisms [29].

Although the catechins are chemical antioxidants which can
quench free radical species and have been demonstrated to
increase the resistance to oxidative stress in C. elegans [30], we
have previously shown that the prevention of glucose-induced
lifespan-reduction by the polyphenol quercetin is independent
of antioxidant activities [31]. There is evidence that some of the
effects of these compounds may be related to induction of
oxidative stress indeed [32]. Such pro-oxidant effects may also
induce endogenous antioxidant systems in normal tissues that
in response offer protection against stressors such as carcino-
gens or glucose [32]. This leads to the concept of hormesis,
saying that adaptive responses to mild stress may overcom-
pensate for the stress, thereby protecting the organism from
cellular damage that would accumulate in non-stressed
individuals and contributes to the aging process or the
development of disorders [33]. As a matter fact, it becomes


Image of Fig. 2

D.J. Deusing et al. / Fitoterapia 102 (2015) 163-170

>
i
(=]
o

~
T

o
(=]
PP

N
[3.]
PR AP
-
4 o
Q O
I X

percent survival

-

G. L | L JNLA L LA B N BNLEN BELEN NN BB BN B
012345678 91011121314
time [h]

— N2 wildtype ]
=+ glucose [10 mM]
== 4+ glucose/EC [100 pM]

C
100+
T 757
g ™
5
2 501
o 507
g
o i
g 251
o

91011121314

- N2 wildtype
=+ glucose [10 mM]
== + glucose/EGC [100 pM]

wRE

B

167
100+
T 75
s ]
3 ]
2 501
2 ]
. ]
2 ]
g 257
G- rrrrrrrrrrrrrrrrrrrTrTrTr YOt
01234567 8 9101112131415
time [h]
- N2 wildtype
*h*k
==+ glucose [10 mM]
== + glucose/ECG [100 pM]
100+
3 75
2 ] 0
2 ]
_.2 50-:H Q. \,\QO
S ] B
g 257 ™
c-"I'I'I'I'I'I'I'I'I'IEI‘I"I'
0123456738 91011121314
time [h]
— N2 wildtype ]*

+ glucose [10 mM]
+ glucose/EGCG [100 pM]

Fig. 3. Catechin monomers are ineffective regarding the reversal of glucose toxicity. The catechin monomers EC (A), ECG (B), EGC (C), and EGCG (D) included in CEGTE
were tested at 100 uM on glucose-induced reductions of survival and proved to be without effects. The survival of nematodes treated with catechins in the presence of
glucose is compared only to the exposed nematodes in the figures. **p < 0.01; ***p < 0.001.

increasingly evident that plant polyphenolic compounds do not
exert their beneficial effects on animal and human physiology
through their direct radical scavenging properties but through
induction of a hormetic response likewise to caloric restriction
[34,35]. Sirtuins, which are NAD*"-dependent deacetylases,
have been identified as mediators of many of the biological
responses to caloric restriction and several polyphenols were
identified as potent sirtuin-activators which slow the pace
of aging and increase the lifespan in metazoans [36,37].
Also catechins were shown to activate sirtuins directly or
indirectly in a variety of models [38], and accordingly so-called
“MediterrAsian” diets, reflecting Mediterranean and Asian
sirtuin-activating foods, may be a promising dietary strategy
in preventing chronic diseases [39].

Using a catechin-enriched green tea extract (CEGTE) in the
present study we were able to show that its addition to a liquid
medium as a feeding strategy, completely prevented the
reduction of survival caused by exposure to increased glucose
levels. The glucose levels that were applied in the liquid
medium has been previously shown to result in a concentration

of glucose inside the nematodes of approximately 8 mM [39],
thus reflecting plasma glucose levels between physiological
levels and the renal threshold for glucose in humans. The
survival extending effects of CEGTE were completely depen-
dent on the functional presence of SIR-2.1, whose homologue
in mammals is SIRT-1, and when sir-2.1 was knocked down by
RNAIi CEGTE became toxic, resulting in a reduced survival in the
presence of glucose. Although we previously found that the
polyphenol quercetin also extends the survival under glucose
exposure in mev-1 mutants of C. elegans in dependence of
sir-2.1[14], it is the first time here that we observed a reduction
of survival under treatment with polyphenols or plant extracts.
The result, however, clearly suggests that SIR-2.1 is activated
through CEGTE-mediated stress and then compensates for the
detrimental effects of glucose. Interestingly, on 10-fold higher
concentrations of CEGTE, i.e. 1%, nematodes died within 24 h,
indicating that CEGTE is indeed a hormetic stressor, exerting
beneficial effects at low concentrations while being toxic at
higher concentrations. Similar results were obtained in a
different model organism, the red flour beetle Tribolium
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Fig. 4. CEGTE acts via SIR-2.1 and activation of the proteasome. RNAi for sir-2.1 prevented the CEGTE mediated reversal of survival reductions by glucose (A). Likewise,
knockdown of proteasomal uba-1 blocked the survival extension by CEGTE (B). Survival curves of nematodes treated with CEGTE under RNAi are compared only to
nematodes treated with the same RNA:i in the absence of CEGTE. **p < 0.01, ***p < 0.001. Chymotrypsin-like proteasomal activity was significantly increased by CEGTE
under exposure to 10 mM glucose (C). ***p < 0.001 versus the glucose treated control.

castaneum, fed on a grape seed extract which contains 40.1%
oligomeric catechins, ie. procyanidins [40]. The survival
extending effects of the grape seed extract were proven to be
dependent on a foxo-homologous gene and the reductions of its
mRNA caused a left-shift of the survival curve under exposure
to the plant extract [40]. Although monomeric catechins were
substantially included in the grape seed extract they did not
mediate the effects on survival in T. castaneum [40]. Experi-
ments using C. elegans and rooibos in a high glucose
environment revealed that this extract increases stress resis-
tance and promotes longevity under stress, which is suggested
to be mediated by regulating the insulin-like signaling pathway
and its transcription factor DAF-16/FOXO [41]. Since sir-2.1
transcriptionally cooperates with DAF-16 [42] such coopera-
tion may also be required for the observed hormetic effects of
sir-2.1. On the other hand, we have shown previously that DAF-
16 is dispensable for the survival extending properties of the
polyphenol quercetin in the same model of glucose toxicity
[14]. Likewise to the experiments in T. castaneum, monomeric
catechins were ineffective in C elegans, too, regarding the
reversal of glucose-induced reductions of survival in the
present study and we suggested in a previous study that
oligomeric structures from plant extracts could provide a
common basis for triggering stress response rather effectively
[13]. Moreover, the potent effects of CEGTE, which displays
identical effects on prevention of glucose toxicity versus a

green tea extract that was not enriched with regard to
catechins [13] at 10-fold lower concentrations (data not
shown), indicates that together with the catechins something
similar must have been co-concentrated. Procyanidins, which
are present in green tea albeit at lower concentrations than
monomeric catechins [43,44] and are known to be bioactive
food factors of similar importance as tea catechins [45] might
be such substances. Moreover, recent quantitative analysis of
tea samples have demonstrated that the retrieved amount of
procyanidins e.g. by HPLC methods considerably depends on
the extraction method [46] suggesting that procyanidin
content in green tea might be higher than believed so far.
Altogether these statements are finally in agreement with
previous findings that procyanidins from apples extend the
lifespan of C. elegans [47].

Besides catechin-derivatives, caffeine is a major compound
of CEGTE, which might contribute to the prevention of survival
reduction caused by exposure to increased glucose levels. There
is indeed evidence that 0.1% caffeine extends the lifespan of
C. elegans wild type [48]. In 0.1% CEGTE, however, the caffeine
content is 10-fold lower. Actually, this concentration was also
tested in the aforementioned study. However, results on
lifespan were not reported, indicating that this lower concen-
tration was ineffective [48].

In search for possible targets through which activated
sirtuins could finally affect glucose-induced adverse effects in
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C. elegans, we found previously that impairment of the
proteasome is crucial for glucose-induced survival reduction
[31] and that quercetin protects from glucose toxicity via
activation of the proteasome [14]. Moreover, hyperglycemia
inhibited proteasomal activity in diabetic mice through
methylglyoxal-induced covalent modifications of proteasomal
subunits [49]. Also the beneficial activities of CEGTE were found
to be associated with an increased activity of the proteasome in
the present study substantiating the importance of proteasome
functionality in order to prevent glucose toxicity by CEGTE.
When the only ubiquitin-activating enzyme in C. elegans, uba-1
was knocked down comparably slight by diluted RNAI, survival
of the nematodes was further reduced by the addition of
glucose, suggesting that also the proteasome is involved in the
hormetic activities exploited by CEGTE. That the protein quality
control system is probably a common mechanism by which
plant extracts including those from green tea exert their
beneficial effects is also supported by the finding that green
tea catechins affect the expression of small heat shock proteins
under oxidative stress and thereby reduced protein oligomer-
ization [50].

In conclusion, our studies show that a catechin-enriched
green tea extract exerts mild stress in C. elegans which leads to
sir-2.1 and uba-1 dependent adaptations that enable the
complete reversal of glucose-induced reduction of survival.
Under functional impairment of these genes the plant extract
caused a further decrease of survival stressing the importance
of the genes for stress-resistance. The described hormesis
induced by the green tea extract is not mediated through its
catechin monomers though, since they were not able to reverse
glucose-induced reduction of survival at all.
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Besides its function in transport of fatty acids into mitochondria in order to provide substrates for
B-oxidation, carnitine has been shown to affect also glucose metabolism and to inhibit several mecha-
nisms associated with diabetic complications. In the present study we used the mev-1 mutant of the
nematode Caenorhabditis elegans fed on a high glucose concentration in liquid media as a diabetes model
and tested the effects of carnitine supplementation on their survival under heat-stress. Carnitine at
100 uM completely prevented the survival reduction that was caused by the application of 10 mM
glucose. RNA-interference for sir-2.1, a candidate genes mediating the effects of carnitine revealed no
contribution of the sirtuin for the rescue of survival. Under daf-12 RNAi rescue of survival by carnitine
was abolished. RNA-interference for y-butyrobetaine hydroxylase 2, encoding the key enzyme for carni-
tine biosynthesis did neither increase glucose toxicity nor prevent the rescue of survival by carnitine,
suggesting that the effects of carnitine supplementation on carnitine levels were significant. Finally, it
was demonstrated that neither the amount of lysosomes nor the proteasomal activity were increased by
carnitine, excluding that protein degradation pathways, such as autophagy or proteasomal degradation,

are involved in the protective carnitine effects.

In conclusion, carnitine supplementation prevents the reduction of survival caused by glucose in
C. elegans in dependence on a nuclear hormone receptor which displays high homologies to the verte-
brate peroxisomal proliferator activated receptors.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

L-carnitine or 3-hydroxy-4-N,N,N-trimethylaminobutyric acid is
essential for the normal function of all tissues [1]. Its endogenous
synthesis in mammals starts from lysosomal proteolysis and the
threefold N-methylation of lysine in lysosomes especially of liver
and kidney [2]. As a member of the carnitine shuttle system
carnitine is essential for the translocation of long-chain fatty acids
into mitochondria for B-oxidation [3]. Moreover, carnitine is also

Abbreviations: LTR, LysoTracker® Red; NGM, nematode growth medium; PPAR,
peroxisome proliferator activated receptor; ROS, reactive oxygen species; RNAI,
RNA-interference;  Suc-LLVY-AMC, succinyl-leucyl-leucyl-valine-aminomethyl-
coumarine.
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(E. Fitzenberger), uwe.wenzel@ernaehrung.uni-giessen.de (U. Wenzel).
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necessary for the efflux of acetyl and acyl groups out of the mito-
chondria in the case that substrate oxidation exceeds the energy
demand, and therefore, accumulating acyl-CoA intermediates are
converted back to acylcarnitines that are transported out of mito-
chondria and cells [1,4]. Interestingly, there appears to exist a link
between carnitine deficiency in developing mitochondrial
dysfunction and insulin resistance during states of chronic meta-
bolic stress as is the case in obesity or aging [5,6]. In addition, the
carnitine-dependent removal of mitochondrial acetyl-CoA releases
the inhibition of pyruvate-dehydrogenase and enables thereby
pyruvate utilization with the free mitochondrial CoA, allowing an
increased oxidation rate, as was demonstrated in the heart [7] and
also in peripheral tissues [8]. It is reasonable to suggest that the
latter effects become prominent in cells which display an unre-
stricted glucose uptake in diabetes mellitus, such as endothelial
cells [9], pericytes [10], neurons [11], and glomerular cells [12], and
that carnitine supplementation might be required in order to adapt
to the increased requirements. Indeed, previous studies have
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shown that carnitine supplementation in pharmacological doses
improved glucose tolerance in humans and animals [1,13]. How-
ever, besides the described effects of carnitine on glucose and fatty
acid metabolism, anti-oxidative activities, mitochondrial biogen-
esis but also adverse effects at higher doses have to be considered
[14,15].

In previous studies we have shown that the mev-1 mutant of the
nematode Caenorhabditis elegans provides a valid model to study
the molecular mechanisms of glucose-induced toxicity which
finally was evaluated according to the survival of the nematodes
under heat-stress [16]. Moreover, we have identified several
mechanisms linked to proteostasis, the biological machinery con-
trolling the folding and degradation thus the functionality of pro-
teins within a cell, which has to be necessarily activated through
quercetin [17] or plant extracts [18] in order to enable those in-
terventions to compensate the survival reduction as caused by
glucose.

In the present study we used the C. elegans mev-1 mutant in
order to investigate whether carnitine is able to prevent the
reduction of survival caused by the application of glucose. RNA-
interference (RNAi) was accomplished to assess the contribution
of single candidate genes on those effects. Moreover, the formation
of lysosomes was quantified and the chymotrypsin-like activities
were estimated in order to unravel whether autophagosomal and
proteasomal degradation pathways were involved in carnitine
mediated effects, respectively.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

SYTOX green nucleic acid stain was obtained from Life Tech-
nologies (Karlsruhe, Germany). L-Carnitine inner salt, Suc-LLVY-
AMC and all other materials used were purchased from Sigma-
—Aldrich (Steinheim, Germany).

2.2. Strains and maintenance

C. elegans TK22 mev-1(kn1) and E. coli OP50 were obtained from
C. elegans Genetics Center (CGC, University of Minnesota, USA).
Nematodes were maintained on nematode growth medium (NGM)
agar plates seeded with E. coli OP50 at 20 °C according to standard
protocols [19]. For all experiments synchronous populations were
used that were obtained by bleaching [20]. Synchronous nema-
todes were raised in liquid culture using NGM liquid blended with
E. coli OP50 or an appropriate RNAi clone [20]. Carbenicillin was
added to the NGM liquid in order to inactivate E. coli. A volume of
46 pL of NGM liquid was dispensed in each well of a 96-well
microplate, to which 10 uL M9 buffer containing ten synchro-
nized L1 larvae were added. L1 larvae were maintained shaking at
20 °C and reached the adult stage within 3 days. Nematodes were
treated with effectors at the young adult stage for 48 h.

E. coli HT115 RNAI clones were purchased from Source Biosci-
ence (Cambridge, UK) and included a negative control (L4440), sir-
2.1 (R11A8.4), daf-12 (F11A1.3), and ubg-1 (F25B5.4). The RNAi clone
gbh-2 (M05D6.7) was from C. elegans ORF-RNAI library [21].

2.3. Glucose and carnitine treatment

A 1 M glucose solution and a 10 mM carnitine solution were
prepared in M9 buffer. This was diluted with M9 buffer for a
100 mM glucose working solution and a 1 mM carnitine working
solution, respectively. When nematodes had reached the young
adult stage, 7 puL of glucose working solution or in addition 7 puL of
carnitine working solution were added to the media. M9 buffer was

added in equivalent amounts to the control. After 48 h incubation,
worms were prepared for measurement.

2.4. RNAi experiments

RNAi experiments were performed in liquid cultures as
described [22]. In brief, expression of gene-specific dsRNA in the
corresponding RNAIi bacterial strain was induced with 1 mM iso-
propyl-B-p-thiogalactopyranoside for 4 h at 37 °C. Subsequently
bacteria cells were washed and resuspended in NGM liquid added
with 40 pg/ml kanamycin to inactivate E. coli HT115. A volume of
10 uL MO9-buffer containing 10 synchronized L1 larvae was
dispensed into each well of a 96-well-plate to which 46 pL of E. coli
HT115 NGM suspension were added. For preparations of nematodes
in order to determine proteasomal activity ten-fold increased ap-
proaches were set up in 24-well-plates (Greiner Bio-One, Frick-
enhausen, Germany). In general, L1 larvae reached the adult stage
within 3 days of incubation with agitation at 20 °C before they were
treated with effectors for 48 h (see Section 2.3).

2.5. Quantitative real-time PCR

Total RNA was extracted from 10,000 worms using Trizol. One-
step-real-time PCR reactions were performed in triplicate using
1 ul of RNA template (10 ng/ul), Brilliant II SYBR Green QRT-PCR
Mastermix and appropriate primers in a CFXTM Real-Time PCR
Detection System (Bio-Rad, Miinchen, Germany). Cycling condi-
tions were 1 x [15 min 50 °C],1 x [10 min 95 °C], 40 x [30 s 95 °C,
15552°C,30s60°C],1 x [1 min 95 °C], 1 x [30 s 52 °C—95 °C].
Changes in target gene expression were calculated according to
Pfaffl [23] using equation 278ACT For determination of RNAi effi-
ciency unique primer pairs (Eurofin MWG Operon, Ebersberg,
Germany) recognizing only cDNA derived from endogenous mRNA
were designed to avoid cross-reaction with genomic DNA and
bacterially generated dsRNA and were as follows: 185-rRNA fw-5'-
ATG GTT GCA AAG CTG AAA CT-3, 185-rRNA rev-5'-TCC CGT GTT
GAG TCA AAT TA-3’; sir-2.1 fw-5'-GAC AAA GAA CAG AAA GTA CAA
CCA G-3/, sir-2.1 rev-5’- GGA GTG GCA CCA TCA TCA AG-3’; daf-12
fw-5- CAA CGT GGA TGA TAT GTT TG-3/, daf-12 rev-5'-GAA GAA
ACC GAA GAA CTC TA-3'; ubg-1 fw-5'-GCG TCT TAT CTT TGC TGG-3/,
ubg-1 rev-5-GAG CAC CAA GTG GAG AG-3'; gbh-2 fw-5-
ACGGCGTAGAAGGAACATCA-3/, gbh-2 rev-5'-AGGTTCGTCCTGAAA-
GATGGA-3'. For each sample the fold change in the target gene was
normalized to 18S rRNA and relative to the expression in the vector
control, which was fed on L4440 bacteria. Relative mRNA levels in
nematodes cultured on RNAi bacteria were significantly lower
(p < 0.01) than mRNA levels of the vector control and were below
0.25 for all genes tested.

2.6. Survival at 37 °C

Lifespan analysis under heat stress conditions (37 °C) was per-
formed 48 h after the addition of effectors as previously described
[24]. In brief, nematodes were washed off the wells with M9-buffer/
Tween®20 into 15 ml tubes followed by additional three washing
steps. In each well of a black 384-well low-volume microtiter plate
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) 6.5 pL M9-buffer/
Tween®20 (1% v/v) solution were added. Subsequently one nema-
tode was dispensed in 1 uL M9-buffer/Tween®20 into each well and
mixed with 7.5 pL SYTOX green (final concentration 1 pM, Life
Technologies, Karlsruhe, Germany). To prevent water evaporation
the plates were sealed with Rotilab sealing film and covered with a
lid (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany). The induction of
heat shock (37 °C) and the measurement of fluorescence were done
with a Fluoroskan Ascent microtiter plate reader (Thermo
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Labsystems, Bonn, Germany) every 30 min. To detect SYTOX green
fluorescence, excitation wavelength was set to 485 nm and emis-
sion was measured at 538 nm.

To determine the survival time for each nematode an individual
fluorescence curve was generated. Time of death was defined as
one hour after an increase in fluorescence over the baseline level.
From the individual times of death Kaplan—Meier survival curves
were drawn.

2.7. Staining of lysosomes

The formation of lysosomes was quantified using the low mo-
lecular weight fluorescent dye LysoTracker® Red DND-99 (LTR; Life
Technologies, Schwerte, Germany), that specifically accumulates in
acidic organelles [25]. In brief, synchronized young adult nema-
todes were incubated with LTR (final concentration 2 pM) for 48 h
simultaneously with the effectors. For epifluorescence microscopy
(EVOS fl digital fluorescence microscope, AMG, Bothell, USA)
worms were washed subsequently and anaesthetized by addition
of 2 mM levamisole. LTR was visualized using the EVOS LED light
cube RFP with an excitation at 531 + 40 nm and an emission at
593 + 40 nm. Images were taken at tenfold magnification and the
quantification of fluorescence intensity was done using Image]
(National Institute of Health, NIH).

2.8. Chymotrypsin-like proteasomal activity

For protein extraction nematodes were treated with lysis buffer
(50 mM HEPES, 150 mM NacCl, 5 mM EDTA, 2 mM DTT) and freezed
at —80 °C. After homogenization with Peqlab Precellys 24-Dual the
concentration of solubilized proteins was determined by the Bio-
Rad Protein Assay (Bio-Rad, Munich, Germany). Quantification of
specific chymotrypsin-like proteasome activity was done by a flu-
orogenic peptide substrate assay as described [26]. In brief, the
solubilized proteins were incubated with Suc-LLVY-AMC (final
concentration 140 puM, Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim, Ger-
many) in proteasome activity assay buffer (50 mM HEPES pH7.4,
150 mM NadCl, 5 mM EDTA, 5 mM ATP) at room temperature. The
fluorescence intensity was measured in triplicate over 3 h every
10 min with excitations at 355 nm and emissions at 460 nm, using a
Fluoroskan Ascent microtiter plate reader (Thermo Labsystems,
Bonn, Germany). To determine the specific proteasome activity, the
average activity measured in the presence of proteasome inhibitor
MG132 (final concentration 10 uM; Calbiochem, Merck, Darmstadt,
Germany) was subtracted from activities due to overall fluorogenic
peptide cleavage.

2.9. Calculations and statistics

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 5.0
software (GraphPad, La Jolla, CA, USA). Log rank test was performed
to compare survival rates with p values <0.05 being significant. For
group comparisons Analysis of Variance (ANOVA) was performed.
Following ANOVA, differences between groups were determined by
Bonferroni—Holm multiple comparison test. Results are presented
as means + SD.

3. Results

3.1. Carnitine extends the survival of glucose-treated mev-1
nematodes

As demonstrated previously, the addition of 10 mM glucose to
the NGM reduced the survival time of mev-1 nematodes signifi-
cantly (Fig. 1). Here we show that carnitine at a concentration of

100 uM was able to prevent the survival reduction induced by
10 mM glucose completely (Fig. 1).

3.2. The effects of carnitine on survival are dependent on daf-12 but
independent of sir-2.1 and carnitine biosynthesis

Since it was previously shown by us that the polyphenol quer-
cetin compensates the glucose-induced reduction of survival
depending on the transcription factors sir-2.1 and daf-12, we tested
here whether carnitine triggers the same signaling pathways as the
polyphenol. Knockdown of the nuclear hormone receptor daf-12
not only led to a high sensitivity of nematodes versus the addition
of glucose but also prevented the survival extending effects of
carnitine under simultaneous glucose exposure (Fig. 2A). In
contrast, knockdown of sir-2.1 was not able to prevent the survival
extension caused by carnitine in mev-1 mutants (Fig. 2B). In order
to investigate whether carnitine synthesis contributes in any way to
the survival extension caused by exogenous carnitine we per-
formed RNAi for gbh-2, which encodes an ortholog of human
gamma butyrobetaine hydroxylase 2. As shown in Fig. 2C, the
knockdown of gbh-2 did not prevent the carnitine-induced rescue
of lifespan at 37 °C, indicating that carnitine biosynthesis does not
contribute to the effects of exogenous carnitine.

3.3. Protein degradation pathways are not involved in the survival
extension by carnitine

Since we have described previously that activation of the pro-
teasome is crucial for the extension of survival in glucose-treated
mev-1 mutants by quercetin, we assessed in the present study
the impact of carnitine on chymotrypsin-like proteasomal activity.
This activity was reduced due to the addition of glucose but was
further reduced by simultaneous carnitine application (Fig. 3A).
Moreover, the extent of lysosomes as a measure of subsided auto-
phagy, increased in the presence of glucose but was under these
conditions not affected by applying in addition carnitine (Fig. 3B). In
accordance with the resulting conclusion that the proteasome does
not play a role for the carnitine effects on survival extension in the
presence of glucose, daf-12 RNAi did not display any influence on
proteasomal activity (data not shown).
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Fig. 1. Carnitine extends the survival of C. elegans mev-1 mutants under glucose
exposure. Treatment of nematodes with 10 mM glucose for 48 h decreases the survival
of mev-1 mutants under subsequently applied heat-stress at 37 °C. Additional appli-
cation of 100 pM ti-carnitine prevents the glucose-induced reduction of survival
completely.
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Fig. 2. Knockdown of daf-12 prevents the survival rescue by carnitine. RNAi for daf-12 as accomplished by feeding HT115 RNAi bacteria from the L1 stage on, prevented the
extension of survival by 100 uM carnitine in glucose treated mev-1 nematodes (A). RNAI for sir-2.1 did not display any effects on the survival extension caused by carnitine in glucose
exposed mev-1 (B). Likewise did the knockdown of gbh-2 not affect the effects of carnitine on survival extension (C). Vector controls did not display significant differences of survival
compared to RNAi for daf-12, sir-2.1 or gbh-2, respectively, and are not shown for reasons of clarity.

4. Discussion

L-carnitine is an essential part of the carnitine shuttle that is
necessary to import fatty acids into mitochondria in order to enable
their f-oxidation [27]. Moreover, by providing a pool for acetyl-CoA
it decreases the acetyl-CoA/CoA ratio in the mitochondrial matrix
and thereby releases the product inhibition of the pyruvate dehy-
drogenase complex [1,28]. This has been finally shown to enable an
increased glucose oxidation which is able to explain the improved
glucose homeoestasis and insulin-sensitivity observed in diabetic
patients treated with carnitine [29].

In the model organism C. elegans used in the present study,
carnitine applied at a concentration of 100 uM was able to
completely prevent the reduction of survival caused by the addition
of 10 mM glucose. Glucose concentrations were set in order to
achieve levels in the nematodes which represent diabetes relevant
concentrations of about 8 mM [30], whereas carnitine concentra-
tions of 100 uM represent human plasma levels after exogenous
carnitine administration [31]. Since we have found in our previous

study that the polyphenol quercetin protects mev-1 nematodes to
the same extent as carnitine depending on sir-2.1 and the nuclear
hormone receptor daf-12, we tested the influence of those factors
also in the present study. Interestingly, the survival extending ef-
fects of carnitine were completely independent of the sirtuin ac-
tivity. Daf-12, however, proved essential in order to allow carnitine
to exert its stress-resistance enhancing effects. It has been
described, that DAF-12 interacts with the C. elegans forkhead
transcription factor, DAF-16, paralleling the interaction between
PPAR-y and Foxol in mammalians [32]. However, so far there is
only very little information about the functional convergence of the
nematode Foxo-1 homolog DAF-16 and PPAR-y homolog DAF-12
and although the mammalian factors antagonize each other, our
previous study showed that the effects of quercetin were depen-
dent on daf-12 but independent of daf-16 [17].

Interestingly, activity of the proteasome, which was increased
due to exposure to quercetin [18], was not only inhibited by
glucose, as described also in diabetic mice [33], but even more by
carnitine. An inhibition of the proteasome has been described for
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Fig. 3. Protein degradation pathways are not involved in the survival extension caused by carnitine. Chymotrypsin-like proteasomal activity was estimated according to the cleavage
of Suc-LLVY-AMC in the absence and presence of the proteasome inhibitor MG132 as described in the Methods section. Proteasomal activity was significantly reduced by glucose
and a further reduction was observed after additional application of carnitine (A). In contrast, the extent of lysosomes, as determined by LysoTracker® Red fluorescence, was

increased by glucose whereas the simultaneous application of carnitine had no further effect (B).

carnitine also in the skeletal muscle of rats [34] and let us therefore
suggest that carnitine increases the stress-resistance independent
of the proteasomal activity. A second important pathway for pro-
tein degradation is autophagy which finally results in the formation
of lysosomes in order to eliminate aggregated proteins, damaged
organelles, and intracellular pathogens [35]. Glucose application
markedly increased the formation of lysosomes, probably in order
to degrade increasingly accumulating and aggregating non func-
tional proteins. The triggering of this pathway, however, seems not
to be beneficial for glucose treated nematodes, since blocking it
prevents glucose toxicity by enhancing simultaneously proteaso-
mal degradation [16]. Independent of the significance of autophagy
for glucose mediated survival reduction, this pathway was found
not to be affected by carnitine here.

Although the exact mechanisms through which carnitine affects
stress-resistance and thereby survival in C. elegans have to be
unraveled, it is suggested that DAF-12 and PPAR-y share functional
homologies, such as the regulation of various genes involved in
glucose homeostasis [36]. The fact that decreased binding of PPAR-
vy to the cis-acting PPAR-response element of several target genes
with functions in glucose metabolism has been demonstrated fits
into such a concept [37]. Finally, likewise to PPAR-y, DAF-12 could
stimulate the biosynthesis of carnitine by increasing the expression
of y-butyrobetaine dioxygenase, the key enzyme in carnitine
biosynthesis pathway [38]. Those effects, however were not rele-
vant for the survival extension by exogenous carnitine in the pre-
sent study since it remained unaltered after the knockdown of y-
butyrobetaine dioxygenase. Alternatively, the increased expression
level of OCTN2, the transporter mediating cellular carnitine uptake,
could explain the dependence of the carnitine effects on the PPAR-y
homologue DAF-12 [39]. Our studies show that carnitine supple-
mentation is able to enhance the resistance against heat-stress and
thereby to increase the survival of mev-1 nematodes. The nuclear

Hk

p < 0.001 versus the control, #p < 0.05 versus glucose treated mev-1.

hormone receptor DAF-12 was identified as a key factor mediating
those effects.
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Abstract

The accumulation of unfolded proteins in the endoplasmic reticulum (ER) causes an
imbalance of proteostasis and is related to many pathological conditions. In answer to this ER
stress cells activate a network of three integrated signaling pathways consolidated as the
unfolded protein response of the ER (UPR®), which is also present in the stress-sensitive
Caenorhabditis elegans mutant mev-1. Whereas inhibition of one of those pathways by RNA-
interference (RNAI) versus xbp-1 results in reduced survival of mev-1 nematodes under heat
stress, additional knockdown of the xbp-1 splicing activator ire-1 results in a PEK-1-
dependent hormetic response. In contrast, increased survival under ire-1/xbp-1 double RNAI
was found to be independent of the presence of HSP-4, an UPR®R-specific chaperone, as
evidenced under ire-1/xbp-1/hsp-4 triple knockdown conditions. Moreover, ire-1/xbp-1
double-RNAI significantly increased chymotrypsin-like proteasomal activity, which was
completely blocked under additional RNAI versus pek-1.

In conclusion, we identified PEK-1 as a mediator of hormesis in the mev-1 mutant of
C. elegans which is induced by simultaneous inhibition of XBP-1 and its splicing activator

IRE-1 and mediated through activation of the proteasome.
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1. Introduction

Proteostasis is a complex network of protein quality control processes that ensure the
maintenance and function of the proteome and thus provides an indispensable prerequisite
for health and viability of the cell [1]. Endoplasmic reticulum (ER) stress, which results in
the accumulation of misfolded proteins in the ER, is a common example of disturbed
proteostasis. In answer to ER stress an adaptive response, the unfolded protein response of
the ER (UPR®), is activated in order to restore the proteostatic equilibrium [2]. The
UPR®™® is mediated by three parallel and partially complementary signaling pathways that
regulate translation, chaperone expression and ER-associated degradation (ERAD) [3].
Each of these branches is controlled by an ER luminal sensor, i.e. PERK/PEK-1, IRE-1,
and ATF-6. While PEK-1 is mainly responsible for global translation attenuation [4],
ATF-6 is a transcription factor that activates the transcription of UPR genes [5]. IRE-1 is
an ER transmembrane protein that catalyzes the splicing of xbp-1 mRNA to initiate the
generation of the active form of XBP-1 transcription factor [6]. The IRE-1/XBP-1
pathway in C. elegans is especially required for the metabolism of secreted proteins even
during unstressed growth conditions [7] and for the proper localization of neuronal
proteins [8]. Knockdown of xbp-1 by RNA-interference (RNAI) leads to a reduced stress
resistance in the nematode [9,10] and expression of a constitutively active form of XBP-1
was able to reverse age-onset loss of ER proteostasis [11]. Irrespective of the fact that
xbp-1 mRNA is a direct target of IRE-1 endonucleolytic activity and that processing is a
precondition for the accumulation of activated xbp-1 mRNA during the UPR [12], effects
of IRE-1 on determination of germ cell fate, which are independent of its canonical

downstream target xbp-1, have been described as well [13].

In the present study we investigated in how far the functional loss of IRE-1 affects the

reduction of stress resistance observed under xbp-1 RNAI. In order to identify downstream
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targets responsible for the observed effects, pek-1 and hsp-4 were knocked down. Using a
fluorogenic substrate proteasome activity was assessed, in order to correlate effects on

stress resistance with activities of the ubiquitin-proteasome-system (UPS).
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2. Methods and materials

2.1 Reagents

SYTOX green nucleic acid stain was obtained from Life Technologies (Karlsruhe, Germany).
The Brilliant 11 SYBR Green QRT-PCR Master Mix Kit was purchased from Agilent
Technologies (Santa Clara, USA) and the Roti prep RNA MINI Kit was from Carl Roth
(Karlsruhe, Germany). The Bio-Rad Protein Assay was purchased from Bio-Rad (Munich,
Germany) and the proteasome inhibitor MG-132 was from Calbiochem/Merck (Darmstadt,
Germany). Suc-LLVY-AMC and all other materials used were obtained from Sigma-Aldrich

(Steinheim, Germany).

2.2 Strains and maintenance

Caenorhabditis elegans TK22 mev-1(knl) and SJ4005 zcls4 [hsp-4p::GFP] as well as E. coli
OP50 were obtained from C. elegans Genetics Center (CGC, University of Minnesota, USA).
Transgenic C. elegans nematodes expressing the hsp-4p::gfp transgene zcls4 in the TK22
mev-1 mutant were generated by crossing, as previously described [10]. Nematodes were
maintained on liquid nematode growth medium as previously described [14].

E. coli HT115 RNAI clones from the C. elegans ORF-RNAI library [15] or Ahringer library
[16] were obtained from Source Bioscience (Cambridge, UK) and included a negative control

(L4440), xbp-1 (R74.3), ire-1 (C41C4.4), pek-1 (F46C3.1) and hsp-4 (F43E2.8).

2.3 RNAI experiments
In order to achieve a gene-specific knockdown, RNAI was performed by feeding E. coli
RNAI clones expressing gene-specific dsSRNA, as described before [14]. Knockdown of the

corresponding genes was verified by gPCR. Relative mRNA levels in nematodes cultured on
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RNAI bacteria were significantly lower (p < 0.01) than mRNA levels of the vector control

(L4440) and were below 0.32 for all genes and gene combinations tested.

2.4 Quantitative real-time PCR

Total RNA was extracted from 2500 worms using the Roti®-Prep RNA MINI Kit. One-step-
real-time PCR reactions were performed in triplicate using 1 pl of RNA template (10 ng/ul),
the Brilliant Il SYBR Green QRT-PCR Mastermix Kit and adequate primers in a Qiagen
Rotor Gene-Q Real-time PCR Cycler (Hilden, Germany). Cycling conditions were 1 x 30 min
50 °C, 1 x 10 min 95°C, 40 x [30 s 95 °C, 1 min 53 °C, 305 72 °C], 1 x 1 min 95 °C, 1 x [30
s 55 °C - 95 °C]. Changes in target gene expression were calculated according to Pfaffl [18]
using equation 2 **“T. The fold change in the target gene was normalized to 18S rRNA and
relative to the control expression for each sample. Primers used for qPCR were as follows:
18S-rRNA fw-5'-ATG GTT GCA AAG CTG AAA CT-3’, 18S-rRNA rev-5'-TCC CGT GTT
GAG TCA AAT TA-3', hsp-4-tw 5'-CGT TGA TTT TGA TTG CCT TC-3', hsp-4-rv 5'-TGA
TTC TGT TTC CTT GAT CG-3', ire-1-fw 5'-GCT CTT CTC CTC TGT AAT TT-3/, ire-1-rv
5'-ATC GTA AAA CAG GCT CTT C-3, xbp-1-fw 5'-ACG TAT TTA TGT GCT CCC AG-
3’, xbp-1-rev 5'-TAT CAT CGC CAA GAA GTT GT-3', pek-1-fw 5-ATC CAT AAC AGA

GCG ATG AT-3', pek-1-rv 5-ATC CAA TCT TCA AGG GTC TT-3".

2.5 Survival analysis at 37°C
Survival analysis under heat stress conditions was performed using a thermotolerance assay as

previously described [14].

2.6 Fluorescence microscopy
Quantification of GFP-fluorescence was performed using the AMG EVOS fl digital

fluorescence microscope (Bothell, USA). For epifluorescence microscopy nematodes were
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washed twice with M9/Tween20 buffer and subsequently anaesthetized by addition of 2 mM
levamisole. GFP fluorescence was analyzed using an EVOS GFP Light Cube with an
excitation at 470/22 nm and an emission at 510/42 nm. Images were taken at tenfold
magnification and the quantification of fluorescence intensity was done using Imagel

(National Institute of Health, NIH).

2.8 Chymotrypsin-like proteasomal activity
The chymotrypsin-like proteasomal activity was quantified with the fluorogenig peptide

substrate Suc-LLVY-AMC in absence and presence of the proteasome inhibitor MG-132 [14].

2.9 Calculations and statistics

Statistical analyses were done with GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad, La Jolla, CA,
USA). Log rank test was performed to compare survival rates with p values < 0.05 being
significant. Kaplan—-Meier survival curves are shown for survival experiments. For group
comparisons t-test or analysis of variance (ANOVA) was performed. Following ANOVA,
differences between groups were determined by Bonferroni-Holm multiple comparison test.

Results are presented as means £ SD.
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Results

3.1 Knockdown of ire-1 induces hormesis under xbp-1 RNAI

We have previously shown that xbp-1 RNAI leads to reduced survival of C. elegans mev-1
mutants under heat stress [9]. Since the formation of the active XBP-1 transcription factor
requires the splicing of xbp-1 mMRNA by IRE-1, we anticipated that loss of IRE-1 function
should result in a reduction of survival just as xbp-1 RNAI. Surprisingly, ire-1 RNAI did not
affect C. elegans lifespan at all (Fig. 1A). This result suggests an activation of a compensatory
signaling mechanism to cope with loss of ire-1. The hormetic effect of ire-1 RNAI was
dominant over survival reduction due to xbp-1 RNAI, as evidenced by the survival time in
nematodes under ire-1/xbp-1 double RNAI (Fig. 1B). This survival extension by ire-1 RNAI
prevails in spite of a smaller survival reduction by diluted xbp-1 siRNA, which serves as the

correct reference versus ire-1/xbp-1 double RNAI (Fig. 1B).

3.2 The chaperone HSP-4 is dispensable for the hormetic effects of ire-1 RNAI

Since HSP-4 is a chaperone which compensates for the functional loss of numerous ER
chaperones in C. elegans, and because its compensatory upregulation is mediated via the
IRE-1/XBP-1 signaling cascade, we speculated that vice versa the inhibition of
IRE 1/XBP 1/HSP-4 signaling might induce the hormesis observed due to ire-1/xbp-1 RNAI
possibly by the upregulation of ER chaperones.

Whereas both xbp-1 RNAI and ire-1/xbp-1 double RNAI reduced hsp-4 promoter activity
(Fig. 2A) and hsp-4 mRNA levels (Fig. 2B) to a similar degree in the mev-1 mutant, hsp-4

RNAI was not able to rescue the survival reduction caused by xbp-1 RNAi (Fig. 2C).
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3.3 PEK-1 activates the proteasome and mediates the hormetic effects of ire-1/xbp-1 RNAI.

In order to investigate whether blocking the IRE-1/XBP-1 pathway by simultaneous
knockdown of both factors activates a second important UPRFR pathway, we knocked down
pek-1, coding for an ER luminal sensor responsible for translation attenuation.

Whereas pek-1 RNAIi did not affect the nematodes’ survival (Fig. 3A), it prevented the
survival extension caused by ire-1/xbp-1 double RNAI (Fig. 3B). The obvious activation of
PEK-1 due to ire-1/xbp-1 double RNAI was not accomplished on the transcript level, as
indicated by unaltered pek-1 mRNA levels in ire-1/xbp-1 RNAI treated mev-1 (Fig. 3C).

Since we formerly found that activation of the proteasome is able to protect the nematodes
against stress conditions, we looked at the impact of PEK-1 on proteasomal activities. RNAI
for xbp-1 reduced chymotrypsin-like proteasomal activity whereas additional knockdown of
ire-1 led to a twofold increase of proteasomal degradation versus the vector control (Fig. 3D).
This increase in proteasomal activity by ire-1/xbp-1 RNAi was completely blunted by the

additional knockdown of pek-1 (Fig. 3D).
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4. Discussion

The ER represents the functional environment for synthesis, folding and post-translational
modification of secretory and membrane-associated proteins [1,2,19]. Synthesis and secretion
of proteins in the ER are tightly regulated and depend on the capacity of protein folding and
processing [20]. If the demands for protein folding overwhelm the capability of chaperones,
ER stress is the result [1]. This is the case in several diseases, such as neurodegenerative
diseases and diabetes [19]. Accordingly, a stringent control of ER functionality by the UPR™®
is crucial to maintain ER homeostasis [20].

The IRE-1/XBP-1 signaling cascade represents the most conserved pathway within the
UPR®®, regulating the transcription of genes involved for example in protein folding and the
ERAD [6,21-23]. Although IRE-1 is responsible for splicing the xbp-1 mRNA into a
functional form [24,25], in the present study it was revealed that knockdown of xbp-1 reduces
the survival of stress-sensitive mev-1 nematodes under heat stress, whereas ire-1 knockdown
did not. According to the function of IRE-1 it was moreover surprising that simultaneous
RNAI for both factors prevented the reduction of survival caused by xbp-1 RNAI.

Based on the fact that the chaperone HSP-4 is induced by the IRE-1/XBP-1 pathway and that
increased HSP-4 expression compensates for the functional lack of numerous ER chaperones
[26], we suggested that conversely the observed hormesis under ire-1 RNAI might depend on
the induction of ER chaperones when HSP-4 is repressed. However, we could not detect such
a compensatory mechanism depending on HSP-4, since hsp-4 knockdown was not able to
prevent the survival reduction due to xbp-1 RNA..

Instead, a key factor for a second UPR®® pathway, namely PEK-1, was identified to mediate
the hormetic effects of ire-1 RNAI under knockdown of xbp-1. Hormesis observed with
regard to survival of the nematodes under these conditions was reflected by an increase in
proteasomal activities, which was completely blunted in the absence of functional PEK-1. In

how far the ERAD is involved as an intermediate step between PEK-1 and the enhancement
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of proteasomal degradation is currently unclear. However, it was demonstrated that NIH 3T3
fibroblasts contain a membrane-associated compartment in which substrates designated for
degradation by the ERAD accumulate before they retranslocate to the cytosol [27]. This
pericentriolar accumulation of ERAD-substrates depends on the mammalian PEK-1
homologue PERK [28] and provides the link between the ERAD and proteasomal degradation
[29].

Since it has been shown in C. elegans that xbp-1 mutants display a higher induction of abu
genes under ER stress [30], it appeared also plausible that the encoded ABU proteins might be
involved in the PEK-1 mediated hormesis. However, neither abu-1 nor abu-11 reduced the
survival under ire-1/xbp-1 RNAI (data not shown).

In conclusion, our studies show that inhibition of IRE-1 leads to hormetic survival extension
in mev-1 nematodes under functional absence of XBP-1. Those hormetic effects are mediated
by enhanced activity of PEK-1, which is responsible for the increase in proteasomal

degradation.
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Figure 1: RNAI of ire-1 inhibits survival reduction in response to xbp-1 knockdown. Shown
are Kaplan-Meier curves for survival of mev-1 nematodes at 37°C as a response to xbp-1 or

ire-1 RNAI (A) or the combination of both RNAI versus xbp-1 RNAI (B).
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Figure 2: Reduced expression of HSP-4 does not compensate for functional loss of xbp-1 in
mev-1 mutants. In hsp-4p::gfp transgenic mev-1 nematodes, GFP expression was reduced to a
similar degree by either xbp-1 RNA. or ire-1/xbp-1 double RNAI (A). On the left panel in (A)
the fluorescence intensities are given whereas on the right panels fluorescence photographs of
nematodes under the respective treatments are show. Transcript levels for hsp-4 were
determined by quantitative RT-PCR with 18S-rRNA as a reference gene (B). Survival
analysis revealed that knockdown of hsp-4 by RNAI does not affect the survival time under

simultaneous xbp-1 RNAI (C). *** p < 0.001, ** p < 0.01 versus the vector control.
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Figure 3: PEK-1 mediates lifespan extension and activation of the proteasome under
simultaneous knockdown of ire-1 and xbp-1. RNAI for pek-1 did not influence the survival of
mev-1 nematodes (A), but prevented the survival enhancing effect of double RNAI for ire-1
and xbp-1 (B). Pek-1 mRNA remained unaltered after ire-1/xbp-1 knockdown (C).
Proteasome activity, as assessed due to cleavage of the substrate Suc-LLVY-AMC in the
presence and absence of the proteasome inhibitor MG123, was decreased by xbp-1 RNAI but
increased when in addition ire-1 was knocked down (D). The ire-1/xbp-1 induced increase in
proteasome activity was blocked under ire-1/xbp-1/pek-1 triple RNAIi (D). **p < 0.05, ***

p < 0.001 versus the vector control, “*p < 0.001 versus ire-1/xbp-1 RNA..
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