Effekte von pflanzlichen Extrakten in Caenorhabditis elegans als
Modellorganismus fir die neurodegenerativen Erkrankungen

Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer und Chorea Huntington

Dissertation
zur Erlangung des

Doktorgrades der Ernahrungswissenschaften (Dr. troph.)
der
Naturwissenschaftlichen Fakultat 11|
Agrar- und Ernahrungswissenschaften,
Geowissenschaften und Informatik
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

vorgelegt von

Frau Christina Anita Saier

geboren am 30.05.1992 in Konstanz

Erstgutachter: Prof. Dr. rer. nat. Wim Watjen
Zweitgutachterin: Univ.-Prof. Dr. Judith M. Rollinger
Datum der Verteidigung: 13.06.2022



Inhaltsverzeichnis

I =101 =T 1 (8 T PR PURRRPPPPP 1
1.1 Oxidativer Stress und neurodegenerative Erkrankungen............ccccccvveeeiiiiieeeeeenennnnns 1
1.2 MOrDUS ParkinSON..........uuiiiiiiiiiiiiiicee et 2
1.3 MOIDUS AIZNEIMET ...t 3
1.4 Chorea HUNtINGION... ..o e e 4
1.5 CaenorhabditiS €lEGanS..............ccccceeiiiiiiieeeeee e 5
1.6 C. elegans als Modellorganismus bei M. Parkinson..............ooooiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeees 6

1.6.1 Dopamin und dopaminerge Neuronen in C. elegans...........c.cccccccvvvvuciieeeeeeeennnnn. 6
1.6.2 C. elegans-Stamme zum Modellieren von M. Parkinson............cccocoeveeeeveeinnnnnnn. 7
1.7 C. elegans als Modellorganismus bei M. Alzheimer.............cccooovviiiiiiiiiiieeeeeee, 8
1.7.1 Tau, AB und die AChE iN C. €/€gaNns............uuueeiiiiiiiiieiiieiiieieeeeeeeaa s aaaens 8
1.7.2 C. elegans-Stamme zum Modellieren von M. Alzheimer............cccceeiiiiiiiiiiinnnnnnn. 9
1.8 C. elegans als Modellorganismus bei C. Huntington............ccccoooiiiiiiiiiiiiiieiii. 10
1.8.1 PolyQ und das Huntington Gen in C. elegans............ccccccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 10
1.8.2 C. elegans-Stamme zum Modellieren von C. Huntington..................cccoevvvinnnnnn. 11
1.9 Der Insulin/IGF-1 Signalweg in C. elegans und dessen Bedeutung fur
neurodegenerative ErkrankuUnNgen.............oooiiiiiiiiiiiiii e 11
1.10 Pflanzliche Extrakte und deren Inhaltsstoffe..........ccccooviiiiiii 13
1.10.1 Ol8a GUIOPAEA. .........cceeeeeeeee et e e e e e e e e e aeees 13
T1.10.2 CrOCUS SAUVUS.....cceeeieeieeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e ee ettt e e e e eeeeees 14
1.10.3 Gynostemma pentaphyllum..................cc..oouuuuiiiiiiiiieee e 14
1.10.4 Polygonum muUltiflOrUm..............cooiiiiiiieeeeeeeeee s 15
1.10.5 RoSMArinuS OffiCINANIS. ............c.uuuiiiiiiiiiii e 15
1.10.6 ZiZIDAUS JUJUDA. ...t e e 16

A 1= £ST=Y 4 U [ o Vo PR 17

3 Material UNd MethOEN...........uuieiii s 19
K Tt B =1 =Y - | PPN 19

3.1.1 C. €legans-StAMIME...........uuiiiiiiiiieeeee ettt 19
3.1.2 BakterienStAmmME..........coo oo 19
3.1.3 Eingesetzte Extrakte und Substanzen..............cccccooiiiiii 19
K T O S @ 1= o 11 = | 1= o 21
3.1.5 Medien UNd LOSUNGEN.......ooiiiiie ettt e e e e e eeees 23
K Tt LG 7= =1 = 28



BT SO WA .o 28

3.2 MEthOAEN..... . et e e e e e e 29
3.2.1 KUIIVIErUNG VON E. COli..cccvveeeeeee et 29
3.2.2 Aufkonzentrierung von BaKterien.............ovviuiiiiiiiiiiii e 29
3.2.3 Kontaminationsprifung von Bakterienkulturen..............c.cccoeeiiiiiiiiiiiiiiie e, 30
3.2.4 Bestimmung der Bakterienkonzentration............ccccoooiiiiiiiiiiiiiieeeeee 30
3.2.5 Herstellung von NGM-Agarplatten und Kultivierung von C. elegans................. 30
3.2.6 Inkubationsmedien flr Untersuchungen in FlUssigkultur...............c...ooovvvninnnnnn. 31
3.2.7 Synchronisation von C. €/8gans..............ceuuuuiiiiiiiiiiiiii e 32
3.2.8 Untersuchung der PharynXxpumpfreqQUeNZ..........cccoovviiiiiiiiiiiiieeiiiee e 33
K T2 S B €1 o K=Y 0 g [= TS o SRR 33
3.2.10 Untersuchung der antioxidativen Eigenschaften in vitro (TEAC)..................... 34
3.2.11 Untersuchung der ROS-Level in vivo mittels DCF-ASSay...........eevvieeeiieeinnnnnn. 35
3.2.12 Thermale Stressresistenz (Sytox® Green ASSay).........ccceeevviiiiiiiiiciiiiiiiiieeeeens 36
3.2.13 Resistenz gegenlber oxidativem Stress...........ciiiii e, 37
3.2.14 Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16............coooiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 38

3.2.15 Untersuchung von Effekten auf die durch 6-OHDA hervorgerufene
Degeneration dopaminerger NEUrONEN...........couiiiiiiii it 38

3.2.16 Degeneration der dopaminergen Neuronen durch eine erhéhte

Dopaminsynthese in den NEeUrONEeN.............ooiiiiiiiiiii e e 39
3.2.17 Untersuchung der AB142-Toxizitat (M. Alzheimer)..........ccccoviiiiiiiiiiiiiies 40
3.2.18 Anzahl der AB+.42-Plaques in den Nematoden............ccccceeeeeiiieiiineiiiiniiie e, 41
3.2.19 Untersuchung der AChE-AKktivitat (Ellman’s ASSay)........cccccuureeeiiiiiiiiieeeeeeeenn. 42
3.2.20 Bestimmung der ProteinMeENQgE........couuuiiiiiiiiiii et ea e 43
3.2.21 Untersuchung der Anzahl von PolyQ-Plaques (Huntington).................ccc.euueee. 44
3.2.22 Untersuchung der durch PolyQ hervorgerufenen Neurodegeneration............. 44

3.2.23 Untersuchung der nozizeptorischen Wahrnehmung in einem C. elegans Modell

1{0 1 O o [ a1 11 g7} (o] o VOO 45
4 ErgebniSSe.....cccooiiiiiieeeeeeee 47
4.1 Allgemeine Untersuchungen von OBE und seinen Inhaltsstoffen zu antioxidativen
Wirkungen und StreSSreSISIENZ.........cooooe i 47
4.1.1 Antioxidative Effekte von OBE und seinen Inhaltsstoffen................cccccccceeeen. 47
4.1.2 Modulation der Resistenz gegenliber thermalem und oxidativem Stress durch
OBE und seine INhaltsSStoffe. .........uuiiiiiiiii e 50



4.1.3 Modulation der Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16 durch OBE und
seiNe INNAItSSIOMfE... ... e 53
4.1.4 Untersuchung der Modulation des IIS durch OBE und seine Inhaltsstoffe mittels
Deletion VON DAF-16.... ...ttt e e e e e e e e e e e e e e n s 55
4.2 Untersuchungen von OBE und seinen Inhaltsstoffen auf neuroprotektive Wirkungen
iM M. ParkinSON MOAEIL..........coooeei e e e e e e e enns 58
4.2.1 Untersuchung neuroprotektiver Effekte durch OBE und seine Inhaltsstoffe nach
B6-OHDA-BEhANAIUNG. ......uuiiiiiiiiiiii et 58
4.2.2 Untersuchung neuroprotektiver Effekte durch OBE und seine Inhaltsstoffe bei
Uberproduktion VON DOPAMIN...........cceecueeeeeeeeeeeeete e eeeee e e eee st sae e ere e eeeeneeans 60

4.3 Untersuchungen von OBE und seinen Inhaltsstoffen auf neuroprotektive Wirkungen

T Y Y v 1= =Y o 1Y T Yo 1= | USRI 62
4.3.1 Modulation der AB1.42-Toxizitat durch OBE und seine Inhaltsstoffe.................... 62
4.3.2 Modulation der AB142-Plaques durch OBE und seine Inhaltsstoffe.................... 64
4.3.3 Einfluss von OBE und seinen Inhaltsstoffen auf die Aktivitat der AChE............. 67

4.4 Untersuchungen von OBE und seinen Inhaltsstoffen auf neuroprotektive Wirkungen

iIM C. HUNEINGION MOEIL.......ooiiiiiieiie et 68
4.4.1 Modulation der PolyQ-Plaques durch OBE und seine Inhaltsstoffe................... 68
4.4.2 Modulation der PolyQ-bedingten Neurodegeneration durch OBE und seine
INNAISSTOME. ... e 70

4.4.3 Einfluss von OBE und seinen Inhaltsstoffen auf die Reaktionsfahigkeit der
Nematoden auf mechanische Stimuli..............oeeiiiiiiiii e 72

4.5 Allgemeine Untersuchungen verschiedener Extrakte zu antioxidativen Wirkungen

UNA SErESSIESISIENZ.....ceeeiiiiiii et e e et e e e e e e e e e e eeennes 74
4.5.1 Antioxidative Effekte verschiedener Extrakte.............cccooooiiiiiiiiiiiiiienie, 74
4.5.2 Modulation der Resistenz gegeniiber thermalem und oxidativem Stress durch
verschiedene EXIraKte. ... ... e 79
4.5.3 Modulation der Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16 durch
verschiedene EXIrakte. ... .. ..o e 84

4.5.4 Untersuchung der Modulation des IIS durch verschiedene Extrakte mittels

Deletion VON DAF-16.......oueeeeeeeee ettt 86
4.6 Untersuchungen verschiedener Extrakte auf neuroprotektive Wirkungen im M.
ParkinSON MOGEIL...........oooiiiie et 91

4.6.1 Untersuchung neuroprotektiver Effekte durch verschiedene Extrakte nach 6-

OHDA-BEhANAIUNG......coiiieieiiii ettt e e e e e e 91



4.6.2 Untersuchung neuroprotektiver Effekte verschiedener Extrakte bei
Uberproduktion VON DOPAMIN. ..........cveeeieieeeee et see e eee e 93

4.7 Untersuchungen verschiedener Extrakte auf neuroprotektive Wirkungen im M.

F Y 4 g 1=T 1 =T gl 1Y T o [ | 96
4.7.1 Modulation der AB1.42-Toxizitat durch verschiedene Extrakte............................. 96
4.7.2 Modulation der AB+42-Plaques durch verschiedene Extrakte..............c.............. 99
4.7.3 Einfluss verschiedener Extrakte auf die Aktivitdt der AChE............................ 102

4.8 Untersuchungen verschiedener Extrakte auf neuroprotektive Wirkungen im C.

HUNLINGLON MOdEIL...... ... e e 104
4.8.1 Modulation der PolyQ-Plaques durch verschiedene Extrakte.......................... 104

4.8.2 Modulation der PolyQ-bedingten Neurodegeneration durch verschiedene
EXETAKEE. ..o e 106

4.8.3 Einfluss verschiedener Extrakte auf die Reaktionsfahigkeit der Nematoden auf

MechanisChe SHMUILL............coi e 108
I D 111 (U 1= o] o PPN 111
5.1 Allgemeine protektive Wirkungen von OBE und seinen Inhaltsstoffen..................... 111

5.2 Die Wirkungen von OBE und seinen Inhaltsstoffen werden teilweise durch DAF-16

172 1101110 PP 115
5.3 OBE und seine Inhaltsstoffe besitzen neuroprotektive Eigenschaften in C. elegans
Modellen fUr M. ParkiNSON.........cuuii it eeeees 117
5.4 OBE und seine Inhaltsstoffe besitzen neuroprotektive Eigenschaften in C. elegans
Modellen fUr M. AlZNEIMET..........uiiieiee e eeaaes 122
5.5 OBE und seine Inhaltsstoffe besitzen neuroprotektive Eigenschaften in C. elegans
Modellen fUr C. HUNEINGION........ooiiiiii e 125
5.6 Neuroprotektive Wirkungen von CSE............oooiiiiiiiiiiieeeeeeee e 127
5.7 Neuroprotektive Wirkungen von JGE............ccciiiiiiiiiiiiieee 130
5.8 Neuroprotektive Wirkungen von PME.......... ..o 132
5.9 Neuroprotektive Wirkungen von REW..........oooiiiiee e 136
5.10 Neuroprotektive Wirkungen von ZJE............oouiiiiiiiiii e 139
6 Fazit und AUSDIICK........coooie 142
AT IS- 0] 04 1=T 01 = 111U o T 144
T 0 1= €= T PRSPPI 146
8 LiteraturverzeiChnis.............uuuueiiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e eaeenes 147
S BN o] F= T T PSP 168
9.1 PharyNXpUmMPIrEQUENZ. ... ..uuiie e it e e e e e e e e e e e eaaans 168



S €1 o] =T o 10 g 1= T T o PR 170

S O 11T o o 1T TP 172
9.4 Einzelexperimente DCF-Assay im Wildtyp mit 3-HT...............cciii i 175
9.5 Einfluss von neuroprotektiven Effekten hinsichtlich der Reaktion der Nematoden auf
MechanisChe NOZIZEPIOIEN.........ccui e e e e e 175
O B 7= 1= To T LT ST 177
11 Eidesstattliche Erklarung / Declaration under Oath...........ccccoevviiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 178
12 PUbBlKatioNSIISTE. ... e 179
13 LebenSIauU......c.cco o 181



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Radikalfangende Eigenschaften (TEAC-Assay; OBE und Inhaltsstoffe).......... 47
Abbildung 2: Thermal induzierter Anstieg der ROS-Level im Wildtyp (DCF-Assay; OBE und
INNAILSSIONME) ... e e e e e e e e e e e e e e 49
Abbildung 3: Resistenz wildtypischer Nematoden gegenliber thermalem Stress (OBE und
INNAIRSSIOME)......ee e e e e e e e e e e 50
Abbildung 4: Resistenz des Wildtyp gegentiber oxidativem Stress (OBE und Inhaltsstoffe).52
Abbildung 5: Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16 (OBE und Inhaltsstoffe).......... 54
Abbildung 6: Beispielbilder der Lokalisation von DAF-16::GFP in den Nematoden.............. 54
Abbildung 7: Thermal induzierter Anstieg der ROS-Level in der DAF-16-Deletionsmutante
(DCF-Assay; OBE und INhaltSStoffe).........coooiiiiie e 56
Abbildung 8: Resistenz des DAF-16-defizienten Stammes gegeniber oxidativem Stress
(OBE UNd INh@IESSTOMTR)......eeeeie e 57
Abbildung 9: Beispielbilder von Nematoden des Stammes BZ555...........cccccceiiiiiviiiiiinnennnnnn. 58
Abbildung 10: Untersuchung der Neurodegeneration durch 6-OHDA im Stamm BZ555 (OBE
UNA INNAIRSSTONE). ...t 59
Abbildung 11: Untersuchung der Neurodegeneration durch eine erhéhte Dopaminsynthese
im Stamm UAS57 (OBE und InhaltsSStoffe)...........cuuiiiiiii e 61
Abbildung 12: Beispielbilder von Nematoden des Stammes UAS7.........ccccooeeeiiiiiiiiiniiinnnnn... 62
Abbildung 13: AR-Toxizitatstest (OBE und Inhaltsstoffe)............ccccvieieeiiiiiiiiii, 63
Abbildung 14: Beispielbild eines Nematoden des Stammes CL2006................ccvvveeieeeennn... 64
Abbildung 15: Verteilung der Anzahl der AB;.4>-Plaques in Nematoden des transgenen
Stammes CL2006 (OBE und INhaltsstoffe)............uuciiiiiiiiiiieecee e 65
Abbildung 16: Bestimmung der AChE-Aktivitat (OBE und Inhaltsstoffe)............ccccceeeeiennnnil. 67
Abbildung 17: Beispielbild eines Nematoden des Stammes EAK103...............cooeeiiiiieennnnnn. 68

Abbildung 18: Untersuchung der durch Fragmente eines mutierten humanen
Huntingtinproteins hervorgerufenen Plaquebildung im Stamm EAK103 (OBE und
INNAISSIONME).....cc e e e e e e e e e e e e e e 70
Abbildung 19: Untersuchung der durch Fragmente des humanen Huntingtins
hervorgerufenen Neurodegeneration im Stamm HA659 (OBE und Inhaltsstoffe).................. 71
Abbildung 20: Beispielbilder von Nematoden des Stammes HAB59..........cccccooveeiiiieiiiiennnn.n. 72
Abbildung 21: Untersuchung der durch Fragmente des humanen Huntingtins
hervorgerufenen Reduzierung der nozizeptorischen Wahrnehmung im Stamm HA659 (OBE
UNA INNAIRSSTONE). ... 73

VI



Abbildung 22: Radikalfangende Eigenschaften (TEAC-Assay; verschiedene Extrakte)........ 75
Abbildung 23: Thermal induzierter Anstieg der ROS-Level im Wildtyp (DCF-Assay;
VErsChiedene EXIraKLE).........iiii it e e e e e e e e e e e e e e e e eeaar s 77
Abbildung 24: Resistenz wildtypischer Nematoden gegenliber thermalem Stress
(verschiedene EXIrakte).......cccooiiii i e s 80

Abbildung 25: Resistenz des Wildtyp gegenlber oxidativem Stress (verschiedene Extrakte).

Abbildung 26: Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16 (verschiedene Extrakte)........ 85
Abbildung 27: Thermal induzierter Anstieg der ROS-Level in der DAF-16-Deletionsmutante
(DCF-Assay; verschiedene EXIrakte)..........oooiiiiiiiiiiiiiieiiceeeeeee e 87
Abbildung 28: Resistenz des DAF-16-defizienten Stammes gegentliber thermalem Stress
(verschieden@ EXIrakte).........oooiiiiiiiiiiii et 88

Abbildung 29: Resistenz des DAF-16-defizienten Stammes gegeniber oxidativem Stress

(verschieden@ EXIraKte).........oooiiiiiiiiiiie et 90
Abbildung 30: Untersuchung der Neurodegeneration durch 6-OHDA im Stamm BZ555
(verschieden@ EXIraKte).........oooiiiiiiiii e 92

Abbildung 31: Untersuchung der Neurodegeneration durch eine erhdhte Dopaminsynthese

im Stamm UAS7 (verschiedene EXrakte)..........cuueeiiiiiiiiiiiic e 94
Abbildung 32: AB+.4-Toxizitatstest (verschiedene Extrakte).............ccccuviiiiiiiiiiiiiiiiii. 97
Abbildung 33:Verteilung der Anzahl der AB+42>-Plaques in Nematoden des transgenen

Stammes CL2006 (verschiedene EXtrakie)...........ccccoumiiiiiiiiiiiiiii e 100
Abbildung 34: Bestimmung der AChE-Aktivitat (verschiedene Extrakte)............cc.............. 103

Abbildung 35: Untersuchung der durch Fragmente eines mutierten humanen
Huntingtinproteins hervorgerufenen Plaquebildung im Stamm EAK103 (verschiedene

g (=1 (=) U 105
Abbildung 36: Untersuchung der durch Fragmente des humanen Huntingtins
hervorgerufenen Neurodegeneration im Stamm HAG659 (verschiedene Extrakte)............... 107
Abbildung 37: Untersuchung der durch Fragmente des humanen Huntingtins

hervorgerufenen Reduzierung der nozizeptorischen Wahrnehmung im Stamm HA659

(verschiedene EXIrakte)........cooo i 109
Abbildung 38: Pharynxpumpfrequenz (OBE und Inhaltsstoffe)............ccccoemiiiin e, 168
Abbildung 39: Pharynxpumpfrequenz (verschiedene Extrakte).............cccceiiiiiiii e, 169
Abbildung 40: GréRenmessung (OBE und Inhaltsstoffe)..........cccceeeiiiiiiieiici e, 170
Abbildung 41: GroRenmessung (verschiedene Extrakte)........cccccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 171
Abbildung 42: Quenching (OBE und Inhaltsstoffe)..............ei 173



Abbildung 43: Quenching (verschiedene EXtrakte)............ccccuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee
Abbildung 44: Thermal induzierter Anstieg der ROS-Level im Wildtyp (DCF-Assay; OBE und

Inhaltsstoffe; EiNZeleXperiMmente)..........coooiiiiiiiiiiiiccec e
Abbildung 45: Untersuchung der durch Fragmente des humanen Huntingtins

hervorgerufenen Reduzierung der nozizeptorischen Wahrnehmung im Stamm HAG59 (OBE

und Inhaltsstoffe; Tag 10, 12 UNA 14)... e

VI



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Verwendete C. e/legans-Stamme.............ccoooiiiiiiiiiiiiiiccceeee e 19
Tabelle 2: Verwendete BakterienStAmme...........oovvviiiiiiiiiiii e 19
Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und ihre Hersteller.............ccccuviiiiiiii, 21
Tabelle 4: Verwendete Medien und Losungen und ihre Zusammensetzung...........cccccceeeeeee.. 23
Tabelle 5: Verwendete Gerate und ihre Hersteller.............ooooiiiii e, 28
Tabelle 6: Verwendete Software und ihre Herausgeber.............ccccoiiiii, 28
Tabelle 7: Grundlegende Zusammensetzung von Kulturmedien............ccccouuviiiiiiiiiiiiiiinnnn. 31
Tabelle 8: Zusammensetzung der Kulturmedien mit 3HT und TYR........oooiiiiiiiiiiiii, 32
Tabelle 9: Zusammensetzung der Medien mit 50 mM bzw. 80 mM Paraquat........................ 37
Tabelle 10: Zusammensetzung der Verdlinnungsreihe des BSA-Standards.......................... 43
Tabelle 11: Zusammensetzungen der Verdinnungen der Probe............cccccooiiiiiiiiiiiiinnn. 44

Tabelle 12: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der thermalen
Stressresistenz am Wildtyp (OBE und Inhaltsstoffe)............ccuuiiiiii 51
Tabelle 13: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der oxidativen
Stressresistenz am Wildtyp (OBE und Inhaltsstoffe)............ccuuuiiiiiii e 53
Tabelle 14: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der oxidativen
Stressresistenz an DAF-16-Deletionsmutanten (OBE und Inhaltsstoffe).............cccccoeeeiinn. 57

Tabelle 15: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der Al3-bedingten Paralyse

der Nematoden des Stammes CL4176 (OBE und Inhaltsstoffe)............cccccoviiiiiiiiniinnennnnnnn. 63
Tabelle 16: Mittelwerte und p-Werte der Anzahl an AR+.4.-Plaques in den Kopf- und
Schwanzbereichen der Nematoden des Stammes CL2006 (OBE und Inhaltsstoffe)............. 66

Tabelle 17: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der thermalen
Stressresistenz am Wildtyp (verschiedene Extrakte)..............cccoovvimiiiiiciiie e, 81
Tabelle 18: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der oxidativen
Stressresistenz am Wildtyp (verschiedene Extrakte)..............ccoovviiiiiiiciiiie e, 83
Tabelle 19: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der thermalen
Stressresistenz an DAF-16-Deletionsmutanten..............c..oooeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 89
Tabelle 20: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der oxidativen
Stressresistenz an DAF-16-Deletionsmutanten (verschiedene Extrakte)...............cccceeevnnennn. 91
Tabelle 21: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der AR-bedingten Paralyse
der Nematoden des Stammes CL4176 (verschiedene Extrakte)...........ccccovevivieiiiiiiiiiiiinnnnnn. 98
Tabelle 22: Mittelwerte und p-Werte der Anzahl an AR+.4-Plaques in den Kopf- und

Schwanzbereichen der Nematoden des Stammes CL2006 (verschiedene Extrakte).......... 101



Abklrzungsverzeichnis

AB Amyloid B

ABTS 2, 2'-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonsaure
AChE Acetylcholinesterase

APS Ammoniumperoxodisulfat

BSA-AT Rinderserumalbumin-Ampicillin-Tetracyclin-Mix
BSA Rinderserumalbumin

CAT-2 abnormal CATecholamine distribution

C. elegans Caenorhabditis elegans

C. Huntington Chorea Huntington

C. sativus Crocus sativus

CSE Crocus sativus Extrakt

DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan

DAF-2 abnormal dauer formation protein-2
DAF-16 abnormal dauer formation protein-16
DCF Dichlorofluorescein

DCF-DA Dichlorofluorescein-Diacetat

dH20 destilliertes Wasser

DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
DTNB 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoesaure
DMSO Dimethylsulfoxid

E. coli Escherichia coli

FOXO Forkhead-Box-Protein O

FUDR 5-Fluoro-2'-deoxyuridin

GFP grun fluoreszierendes Protein

G. pentaphyllum Gynostemma pentaphyllum

H.DCF-DA 2',7'-Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat
3-HT 3-Hydroxytyrosol

Htn Huntingtin

IGF-1 insulin-like growth factor-1

IGF-1 R insulin-like growth factor-1 receptor

I} Insulin/IGF-1 Signalweg

JGE Jiao Gulan Extrakt

KBE koloniebildende Einheit

LB Lysogeny Broth



M. Alzheimer
M. Parkinson
MPTP

M9

NGM

NGMx

Nrf2

n.s.

OBE

oD

O. europaea
6-OHDA
oP

0S

Q

PBS

PBST

PFA

PME

P. multiflorum
REW

RNAI

ROS

R. officinalis
rem

SD

SKN-1
SOD-3
TEAC
Trolox

TSG

TYR

YFP

ZJE

Z. jujuba

Morbus Alzheimer

Morbus Parkinson
1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin
Mineralmedium 9

Nematode Growth Medium

Nematode Growth Medium komplett
nuclear factor-erythroid related-factor 2
nicht signifikant

Olivenblattextrakt

Optische Dichte

Olea europaea

6-Hydroxydopamin

Oleuropein

Oleanolsaure

Glutamin

Phosphate Buffered Saline

Phosphate Buffered Saline Tween 20
Paraformaldehyd

Polygonum multiflorum Extrakt
Polygonum multiflorum
Rosmarinextrakt (wassrig)
RNA-Interferenz

Reaktive Sauerstoffspezies
Rosmarinus officinalis

Umdrehungen pro Minute
Standardabweichung

SKINhead-1

Superoxiddismutase 3

Trolox equivalent antioxidative capacity
(x)-6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethylchroman-2-carbonsaure
2,3,5,4'-Tetrahydroxystilben-2-O-B-D-glucosid
Tyrosol

gelb fluoreszierendes Protein

Ziziphus jujuba Extrakt

Ziziphus jujuba

Xl



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Oxidativer Stress und neurodegenerative Erkrankungen

Als oxidativer Stress wird ein Ungleichgewicht von prooxidativen und antioxidativen
Substanzen zugunsten der Prooxidantien bezeichnet. Unter dem Begriff Prooxidantien
werden Molekile zusammengefasst, welche in der Lage sind, weitere Molekile zu oxidieren
(SIES, 1985). Hierzu gehdren auch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Superoxidanionen,
Hydroxylradikale oder Wasserstoffperoxid. ROS sind hochreaktiv und kénnen deshalb zu
oxidativen Schadigungen von Molekilen wie Proteinen, Lipiden oder der DNA und
letztendlich der gesamten Zelle fiihren (Ubersichtsartikel: SIES, 1986).

ROS stammen entweder aus exogenen oder endogenen Quellen. Endogene ROS entstehen
Hauptsachlich im Zuge der mitochondriellen Atmung oder als Nebenprodukt von
verschiedenen Enzymen wie der Xanthinoxidase oder der Stickstoffmonooxid-Synthase
(Ubersichtsartikel: BRIEGER et al., 2012). ROS induzieren in Organismen jedoch nicht nur
oxidativen Stress, sondern sind auch in Signalwegen involviert und regulieren viele zellulare
Prozesse wie den Aufbau des Cytoskeletts (KIM et al., 2009). In geringen Mengen sind ROS
folglich wichtig fiir die Gesundheit (Ubersichtsartikel BRIEGER et al., 2012) und kénnen das
Leben verlangern (YANG und HEKIMI, 2010). In hohen Mengen kdnnen sie jedoch zu
zelluldren Schaden und Krankheit fihren (Ubersichtsartikel BRIEGER et al., 2012).
Organismen bendtigen also eine gute Balance zwischen prooxidativen und antioxidativen
Substanzen (YANG und HEKIMI, 2010; Ubersichtsartikel BRIEGER et al., 2012).

Um diese Balance zu halten, werden antioxidative Mechanismen bendtigt. Hier kann
zwischen zwei Arten unterschieden werden: der direkten und der indirekten antioxidativen
Wirkung. Direkt wirkende Antioxidantien wie die Vitamine C und E, sind in der Lage ROS
abzufangen und sie unschadlich zu machen, wahrend indirekte Antioxidantien auf zellulare
Signalwege Einfluss nehmen, sodass z. B. vermehrt antioxidative Enzyme wie die
Superoxiddismutase (SOD) und die Katalase, exprimiert werden (Ubersichtsartikel:
DINKOVA-KOSTOVA und TALALAY, 2008).

Oxidativer Stress ist auch mit einigen humanen Krankheiten wie z. B. Diabetes (PAOLISSO
et al., 1994) oder Atherosklerose assoziiert (PARKER et al., 1995). Zudem sind oxidative
Prozesse an der Pathogenese der neurodegenerativen Krankheiten Morbus Parkinson (M.
Parkinson) (JANA et al., 2011; PACELLI et al., 2015), Morbus Alzheimer (M. Alzheimer)
(GOOD et al., 1996; SMITH et al., 1996) und Chorea Huntington (C. Huntington) beteiligt
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(SOROLLA et al., 2008; HANDS et al., 2011). Aus diesem Grund kann eine Reduktion des
oxidativen Stresses durch direkt oder indirekt wirkende Antioxidantien eine Moglichkeit zur

Pravention und Therapie von neurodegenerativen Krankheiten darstellen.

1.2 Morbus Parkinson

M. Parkinson ist die zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung (Ubersichtsartikel:
POEWE et al., 2017) und tritt typischerweise erst spat im Leben ab dem 60. Lebensjahr auf.
Der vorherrschende Risikofaktor fur diese Erkrankung ist ein hohes Alter. Nur etwa 5 bis 15%
der Erkrankungsfélle sind auf eine familidre Vererbung zuriickzufiihren (Ubersichtsartikel:
BALESTRINO und SCHAPIRA, 2019). Bei M. Parkinson kommt es zu einer Degeneration
der dopaminergen Neuronen der Substantia nigra im Gehirn der Patienten (Ubersichtsartikel:
BALESTRINO und SCHAPIRA, 2019) und zur Akkumulation von a-Synuclein in
intraneuronalen Lewikérpern (SPILLANTINI et al., 1997).

Die Entstehungsmechanismen der Erkrankung sind noch nicht abschlieBend geklart. Durch
a-Synuclein scheint es zu einer schlechteren Verpackung von Dopamin in intrazellularen
Vesikeln zu kommen, wodurch sich mehr freies Dopamin in den Neuronen befindet (PHAN et
al., 2017). Dopaminerge Neuronen der Substantia nigra haben ein hoheres Level an
oxidativem Stress, da sie eine hohe mitochondriale Aktivitat aufweisen und zudem eine
héhere Anzahl an Mitochondrien in den Axonen besitzen (PACELLI et al.,, 2015). Die
hierdurch erhéhten Level an ROS kénnten wiederum mit dem freien Dopamin reagieren und
hoch reaktive Dopaminquinone bilden, welche den Zellen Schaden zufligen (JANA et al.,
2011). Dopaminerge Neuronen bzw. ihr Neurotransmitter Dopamin sind wichtig fir die
korrekte Ausfiuihrung von Bewegungen. Durch die Degeneration der dopaminergen Neuronen
kommt es zu einem Mangel an Dopamin im Gehirn der Erkrankten, wodurch es zu den fir M.

Parkinson typischen Symptomen kommt (DODSON et al., 2016).

An M. Parkinson erkrankte Menschen leiden unter motorischen Symptomen wie Ruhetremor,
Muskelsteifigkeit, Bradykinesie oder Hypokinesie und nicht motorischen Symptomen wie
Depression oder Demenz. Bisher gibt es keine Heilung fir Patienten mit M. Parkinson. Die
Therapie richtet sich nach den vorhandenen Symptomen und schliel3t unter anderem eine
Behandlung mit Levodopa, einer Vorstufe von Dopamin, Dopaminagonisten, welche die
Dopaminrezeptoren stimulieren, oder Monoaminoxidase B-Inhibitoren, welche den
Metabolismus von Dopamin verringern, ein (Ubersichtsartikel: BALESTRINO und
SCHAPIRA, 2019).
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1.3 Morbus Alzheimer

M. Alzheimer ist die am haufigsten vorkommende neurodegenerative Erkrankung
(Ubersichtsartikel: RAMACHANDRAN et al., 2021). Ein groRer Risikofaktor fir diese
Erkrankung ist ein hohes Alter. Ab einem Alter von 65 Jahren steigt die Anzahl an Patienten
mit M. Alzheimer signifikant an. Mit weiter steigendem Alter wird das Risiko zu erkranken
weiter erhoht (EBLY et al., 1994; OTT et al., 1995). Menschen, welche unter dieser Krankheit
leiden, zeigen Symptome wie Desorientierung, fortschreitender Verlust der kognitiven
Leistung und Gedachtnisverlust (Ubersichtsartikel: RAMACHANDRAN et al., 2021).

Im Gehirn der Patienten kommt es zu einer Degeneration der cholinergen Neuronen. Der
dieser Degeneration zu Grunde liegende Mechanismus ist bisher noch nicht vollstandig
aufgeklart. Bekannt ist, dass mehrere schadliche Mechanismen ablaufen und daran beteiligt
sind (Ubersichtsartikel: HAMPEL et al., 2019). Durch die Degeneration der cholinergen
Neuronen kommt es zu einem Mangel an Acetylcholin im Gehirn der Patienten und zu einer
gestérten Weiterleitung der Signale, was zu den Symptomen fiihrt (Ubersichtsartikel:
HAMPEL et al., 2019). Weiterhin kommt es in den Gehirnen von Alzheimer-Patienten zu
einer Akkumulation sogenannter seniler Plaques im Extrazellularraum (Ubersichtsartikel:
GOURAS et al., 2015). Diese bestehen aus Oligomeren des unléslichen Amyloid-B-Peptids
(AB-Peptid), welches durch einen alternativen Spaltungsvorgang durch die B-Sekretase aus
dem Amyloid Precursor Protein gebildet wird. Durch eine anschliefiende Spaltung durch die
y-Sekretase wird das AB-Peptid frei und kann akkumulieren. Zusatzlich kommt es —
moglicherweise unter anderem durch intrazellulare AB-Peptide — zur Hyperphosphorylierung
des Tau-Proteins (Ubersichtsartikel: LAFERLA et al., 2007), welches wichtig ist fir eine
stabile  Verlangerung der Mikrotubuli (QIANG et al., 2018). Durch eine
Hyperphosphorylierung von Tau polymerisieren diese Peptide und bilden neurofibrillare
Bundel, welche sich in den Neuronen ablagern (ANDORFER et al., 2003). Da im Gehirn von
Alzheimer-Patienten Oxidationsprodukte an den neurofibrillaren Blndeln vorhanden sind
(GOOD et al., 1996) und oxidativ geschadigte DNA auftritt, scheint auch oxidativer Stress an
der Pathogenese von M. Alzheimer beteiligt zu sein (SMITH et al., 1996).

Bisher kann Alzheimer nicht geheilt werden. Die Behandlung erfolgt derzeit symptomatisch
mit Donepezil, Rivastigmin, Galantamin oder Memantin (Ubersichtsartikel: HAMPEL et al.,
2019; Ubersichtsartikel: RAMACHANDRAN et al,, 2021). Wahrend Memantin die
Glutamatkonzentration im Gehirn verringern und so neuroprotektiv wirken soll (DANYSZ et
al., 2000), hemmen Donepezil (DANYSZ et al., 2000), Rivastigmin (ENZ et al., 1991) und
Galantamin (BICKEL et al., 1991) die Acetylcholinesterase (AChE) und verringern so den
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Abbau von Acetylcholin, wodurch die Weiterleitung der ankommenden Signale besser
funktioniert und die Symptome von M. Alzheimer reduziert werden (Ubersichtsartikel:
RODDA und CARTER, 2012).

1.4 Chorea Huntington

George Huntington beschrieb im Jahr 1872 erstmals die Krankheit, die spater als Chorea
Huntington bekannt wurde. Huntington beschrieb die Symptome dieser Krankheit mit
»anzahnlichen spasmischen Bewegungen® (HUNTINGTON, 1872). Die Patienten leiden
unter anderem an Hyperkinesien (Uberbewegungen) der Extremitaten und Gesichtsmuskeln,
Konzentrations- und Gedachtnisstorungen und Depression. Eine Heilung gibt es bisher nicht,
die Patienten werden symptomatisch behandelt (Klinik fir Neurologie und Neurophysiologie,

Universitatsklinikum Freiburg).

Der Ursprung von C. Huntington liegt auf dem sogenannten Huntingtongen, welches flr das
Huntingtinprotein (Huntingtin) codiert. C. Huntington wird autosomal dominant vererbt. Am 5°-
Ende des Genes liegen Trinucleotid-Wiederholungen der Basen CAG. Diese codieren fir die
Aminosaure Glutamin. Bei der nicht erkrankten Bevdlkerung sind es zwischen elf und 34
Wiederholungen dieses Triplets. Bei Menschen, die an C. Huntington erkrankt sind, sind es
mehr Triplet-Wiederholungen. Je langer die Wiederholungen, also je langer die
Polyglutaminkette am N-Terminus des Huntingtins ist, desto friher entwickelt sich die
Erkrankung in den Patienten (MACDONALD et al., 1993) und desto schwerwiegender ist ihr
Verlauf (BECHER et al., 1998).

Im Gehirn von Patienten mit C. Huntington lassen sich intranukledre Aggregationen des
Huntingtins nachweisen. Diese Aggregationen finden sich vor allem im Neocortex und dem
Striatum, wobei es bei C. Huntington vor allem im Striatum zu einem starken Verlust der
Neuronen kommt. Es besteht eine Korrelation zwischen der Anzahl an Huntingtin-
Aggregationen und der Lange der Polyglutaminketten bzw. der schwere der Erkrankung
(BECHER et al., 1998).

Huntingtin wird von der Effektorcaspase 3 spezifisch am N-terminalen Ende an der
Aminosaurenposition 513 geschnitten. Dies lasst den Schluss zu, dass das Schneiden des
Huntingtins durch die Caspase 3 ein wichtiger Mechanismus fur die Entstehung der
Polyglutamin enthaltenden toxischen Fragmente des Huntingtins ist (WELLINGTON et al.,
1998). Eine Behandlung mit Caspase-Inhibitoren verringert die Toxizitat des Huntingtins und
die Entstehung von Aggregaten in neuronalen sowie nicht neuronalen Zellen, welche durch

Polyglutamin verlangertes Huntingtin exprimieren. Eine Verhinderung des Schneidens des

4
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Huntingtins durch Caspasen koénnte folglich von therapeutischer Bedeutung in der
Behandlung von C. Huntington sein (WELLINGTON et al., 2000).

In den Gehirnen von Erkrankten konnte eine Erhéhung von Markern fir oxidativen Stress wie
Carbonylproteinen und eine vermehrte Aktivitat antioxidativer Enzyme wie der SOD und
Katalase festgestellt werden (SOROLLA et al., 2008). Zudem konnten HANDS et al.
nachweisen, dass die Aggregation von PolyQ in vitro zur Produktion von ROS fihrt (HANDS
et al., 2011). Der durch PolyQ hervorgerufene oxidative Stress steht in direktem
Zusammenhang mit dem Zelltod (WYTTENBACH et al., 2002).

1.5 Caenorhabditis elegans

Der Nematode Caenorhabditis elegans (C. elegans) ist ein 1 mm langer und transparenter
Rundwurm (BRENNER, 1973). Er kann leicht im Labor auf Agarplatten oder in
Flissigmedien kultiviert werden. Als Nahrungsquelle dienen ihm Escherichia coli (E. coli)
Bakterien (LAKOWSKI und HEKIMI, 1998). C. elegans ist ein sich selbst befruchtender
Hermaphrodit (BRENNER, 1973) und besteht aus 959 Zellen (SULSTON et al., 1992).
Vereinzelt treten auch Mannchen auf, welche 1031 Zellen besitzen (Ubersichtsartikel:
HULME und WHITESIDES, 2011). Wahrend seiner Entwicklung zum adulten Nematoden
durchlauft C. elegans vier Larvenstadien (L1 bis L4) (SWANSON und RIDDLE, 1981;
BYERLY et al., 1976). Die Entwicklung bis zur Geschlechtsreife dauert bei 20°C 64 bis 68 h.
Unter diesen Bedingungen bekommt jeder Nematode etwa 280 Nachkommen (BYERLY et
al., 1976). C. elegans besitzt ein Verdauungssystem, in dem auch der Grofteil des
Fremdstoffmetabolismus stattfindet, ein Reproduktionssystem und ein Nervensystem.
Geschuitzt wird er durch die Hypodermis und die Oberhaut. Mit Hilfe des Pharynx pumpt
C. elegans Bakterien in seinen Darm (ALTUN und HALL, 2009).

Das Nervensystem der Nematoden besteht aus 302 Zellen, was etwa einem Drittel der
gesamten Zellen des Nematoden entspricht (SULSTON et al.,, 1992). C. elegans kann
sowohl chemische als auch mechanische und thermische Stimulationen wahrnehmen
(Ubersichtsartikel:  HULME und WHITESIDES, 2011). Er besitzt verschiedene
Neurotransmitter wie Dopamin (SULSTON et al., 1975; SUO et al., 2002), Acetylcholin oder
Serotonin und deren Transporter (DUERR et al., 2001).

Bereits im Jahre 1998 konnte die Gensequenz von C. elegans vollstandig entschlisselt
werden (C. elegans Sequencing Consortium, 1998). Auch die Abstammung jeder einzelnen
Korperzelle der Nematoden ist bekannt (SULSTON et al., 1992). Das Genom von
C. elegans besitzt 20.444 protein-codierende Gene (Ubersichtsartikel: CORSI et al., 2015),
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von denen 60 bis 80% zu menschlichen Genen homolog sind (Ubersichtsartikel: HULME und
WHITESIDES, 2011). Auch viele Signalwege sind konserviert, was es mdglich macht, an
C. elegans molekulare Mechanismen von Substanzen oder Extrakten zu untersuchen
(TULLET et al., 2017; HENDERSON und JOHNSON, 2001).

C. elegans kann leicht mutiert werden und eignet sich gut fur genetische Studien
(BRENNER, 1973). Zudem sind bereits viele mutierte oder transgene Stamme von C.
elegans vorhanden, sodass einzelne Aspekte z. B. von neurodegenerativen Krankheiten wie
M. Parkinson (NEGGA et al., 2012; CHEON et al., 2017), M. Alzheimer (LINK, 1995; LINK et
al., 2003) und C. Huntington (FABER et al., 1999; LEE et al.,, 2017) in den Nematoden

modelliert und untersucht werden konnen.

1.6 C. elegans als Modellorganismus bei M. Parkinson

1.6.1 Dopamin und dopaminerge Neuronen in C. elegans

Da der Nematode C. elegans dopaminerge Neuronen und den Neurotransmitter Dopamin
besitzt (SULSTON et al.,, 1975), kann er als Modellorganismus fir Untersuchungen zu
neuroprotektiv wirksamen Substanzen und deren Wirkmechanismen hinsichtlich M.
Parkinson herangezogen werden (NASS et al., 2002; MASOUDI et al., 2014; CHEON et al.,
2017; MANALO und MEDINA, 2018; HAQUE et al., 2020).

Hermaphroditische C. elegans besitzen immer acht dopaminerge Neuronen (SULSTON et
al., 1975), vier davon im Kopfbereich zur Schnauze hin (CEP), zwei weitere direkt dahinter
am Darmanfang (ADE) und zwei in ihrer Kérpermitte (PDE) (LINTS und EMMONS, 1999).
Mannchen weisen zusatzlich sechs dopaminerge Neuronen im Schwanzbereich auf
(SULSTON et al., 1975).

Die dopaminergen Neuronen der Nematoden sind mechanosensorischer Art und wichtig fur
die Wahrnehmung von Bakterien (SAWIN et al., 2000). Trifft C. elegans auf eine
Nahrungsquelle (Bakterien) verlangsamen die Nematoden ihre Bewegungen im Vergleich zu
Nematoden, welche sich auf einer Agarplatte ohne Bakterien befinden. Dieser Effekt wird als
.basal slowing response“ bezeichnet. Durch die Verlangsamung der Bewegungen bei
vorhandenem Futter kann die Nahrungsquelle besser ausgenutzt werden. Werden die
dopaminergen Neuronen der Nematoden zerstort, zeigen diese keine Verlangsamung der
Bewegungen in Anwesenheit von Bakterien mehr. Die dopaminergen Neuronen und
Dopamin werden folglich bendtigt, um die Bewegungen bei Anwesenheit von Bakterien zu
verlangsamen (SAWIN et al., 2000).
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Werden C. elegans mit Dopamin behandelt wird ihre Beweglichkeit inhibiert. Bei einer
Dopaminkonzentration von 30 mM sind die Tiere vollstandig paralysiert. Zudem legen die
Nematoden durch eine Behandlung mit Dopamin weniger Eier (SCHAFER und KENYON,
1995). Weiterhin kommt es zu einer Degeneration der dopaminergen Neuronen, wenn in
diesen vermehrt Dopamin gebildet wird (MANALO und MEDINA, 2018).

C. elegans besitzt kein Homolog zum humanen a-Synuclein. Die Uberexpression von
humanem o-Synuclein in transgenen C. elegans fihrt jedoch zu einer parkinsonahnlichen
Symptomatik: Es kommt zu einer Degeneration der dopaminergen Neuronen und zu
Bewegungsstérungen (LAKSO et al., 2003). Im Vergleich zu wildtypischen Nematoden ist die
Beweglichkeit der Tiere mit einer Expression und Aggregation von humanem a-Synuclein in
den Muskelzellen stark eingeschrankt (DOHERTY et al.,, 2020). Die Expression von
humanem a-Synuclein in den dopaminergen Neuronen von C. elegans fuhrt zu einem
altersabhangigen Verlust dieser Neuronen, einhergehend mit einem Funktionsverlust und

einem funktionellen Mangel an Dopamin (CAO et al., 2010).

Wie es auch bei Saugern der Fall ist, besitzt C. elegans Dopamintransporter in seinen
dopaminergen Neuronen (CHASE et al., 2004; SUO et al., 2003; SUO et al., 2002). Auch die
Tyrosin-Hydroxylase, welche Dopamin aus Tyrosin synthetisiert, wird exprimiert (CHEON et
al., 2017; Nass et al., 2002). Durch neurotoxische Substanzen wie 6-Hydroxydopamin (6-
OHDA) kénnen die dopaminergen Neuronen der Nematoden zerstort werden. Hierzu muss
6-OHDA zunachst in die Neuronen aufgenommen werden. Dies wird durch den
Dopamintransporter DAT-1 bewerkstelligt. Da der DAT-1 Promotor in C. elegans
ausschlief3lich in den dopaminergen Neuronen exprimiert wird, werden nicht-dopaminerge
Neuronen wie serotonerge oder cholinerge Neuronen durch 6-OHDA nicht beschadigt
(NASS et al., 2002). Der Wirkmechanismus von 6-OHDA ist noch nicht abschlieRend geklart.
Es gibt jedoch viele Theorien Uber die Wirkungsweise von 6-OHDA (VARESLIJA et al.,
2020). Eine hohe Produktion von ROS durch 6-OHDA scheint unter anderem fur die Toxizitat
verantwortlich zu sein (FREINBICHLER et al., 2020).

1.6.2 C. elegans-Stamme zum Modellieren von M. Parkinson

C. elegans mit GFP in den dopaminergen Neuronen (BZ555): In den Neuronen dieses
Stammes wird ein GFP-Fusionsprotein exprimiert, welches an den Dopamintransporter DAT-
1 gekoppelt vorliegt. Somit werden die dopaminergen  Neuronen unter
fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung sichtbar (NEGGA et al., 2012). Durch eine

Behandlung der Nematoden mit 6-OHDA, welches uber DAT-1 in die dopaminergen
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Neuronen aufgenommen wird, kommt es zur Degeneration dieser Neuronen (NASS et al.,
2002).

C. elegans mit erhéhter Dopaminsynthese und GFP in den dopaminergen Neuronen
(UA57): Nematoden dieses Stammes uUberexprimieren das cat-2 Gen (CHEON et al., 2017).
CAT-2 ist ein Homolog der Tyrosinhydroxylase (CHEON et al., 2017; LINTS und EMMONS,
1999). Dementsprechend wird in den dopaminergen Neuronen vermehrt Dopamin aus
Tyrosin synthetisiert (MANALO und MEDINA, 2018), was wiederum zur Degeneration dieser
Neuronen fuhrt (MANALO und MEDINA, 2018; MASOUDI et al., 2014). Diese
Neurodegeneration wird im Laufe des Lebens der Nematoden starker. An Tag 7 des adulten
Stadiums sind 40% der dopaminergen Neuronen degeneriert. Gleichzeitig sind die
dopaminergen Neuronen dieses Stammes mit GFP markiert. So ist die Degeneration dieser

Neuronen unter fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung sichtbar (CHEON et al., 2017).

1.7 C. elegans als Modellorganismus bei M. Alzheimer

1.7.1 Tau, AB und die AChE in C. elegans

Da die Nematoden weder Tau (BRANDT et al., 2009) noch AR (DAIGLE und LI, 1993)
exprimieren, missen fir die Untersuchung dieses Aspektes von M. Alzheimer in C. elegans
transgene Stamme genutzt werden (LINK, 1995; LINK et al., 2003; BRANDT et al., 2009).
Diese exprimieren z. B. humanes Tau, welches in C. elegans an vielen fur M. Alzheimer
relevanten Stellen phosphoryliert wird und die raumliche Struktur wie bei an M. Alzheimer
erkrankten Menschen verandert. Diese Nematoden zeigen ein fehlerhaftes Verhalten in Form
von unkoordinierten Bewegungen. Nematoden, welche pseudohyperphosphoryliertes Tau
exprimieren, leiden zusatzlich unter einer fehlerhaften Entwicklung der Motoneuronen
(BRANDT et al., 2009).

Wird in den Muskelzellen der Nematoden zur Oligomerisierung neigendes humanes A4
exprimiert, zeigt sich ein signifikanter Anstieg von Proteinoxidationsprodukten
(Carbonylproteine) in den Nematoden. Sie leiden unter oxidativem Stress, was
mdglicherweise auf eine Toxizitat der nicht-fibrillaren AB14.-Peptide hindeutet (DRAKE et al.,
2003). Weiterhin kann nach einer muskularen Expression auch die Aggregation von
humanen AB-Peptidens4, in C. elegans beobachtet werden (LINK, 1995; DRAKE et al.,
2003). Die Expression von ABi4 in den Muskelzellen der Nematoden fuhrt zu einer
fortschreitenden Paralyse (LINK, 1995; LINK et al., 2003). Nematoden, welche ABi.42 in ihren

Neuronen exprimieren, zeigen ein fehlerhaftes chemotaktisches Verhalten (WU et al., 2006)
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und bekommen aufgrund von Defekten in ihrem Reproduktionssystem weniger
Nachkommen (GALLREIN et al., 2021).

Werden AB142 und Tau zusammen in den Neuronen der Nematoden exprimiert, zeigen sich
neurodegenerative Effekte und Veranderungen im Verhalten der Nematoden, welche starker
sind als die Wirkungen eines der beiden Peptide allein (BENBOW et al., 2020).

C. elegans Dbesitzt sowohl den Neurotransmitter Acetylcholin als auch den
Acetylcholintransporter (DUERR et al.,, 2001) und die AChE (JOHNSON und RUSSELL,
1983), welche Acetylcholin im synaptischen Spalt zu Acetat und Cholin aufspaltet. Hierdurch
wird die Wirkung von Acetylcholin beendet (Ubersichtsartikel: THAPA et al., 2017). In den
Nematoden ubernimmt Acetylcholin verschiedene Funktionen: Es ist wichtig fur die
Lokomotion der Nematoden (MCMULLAN et al., 2005), fur das Ablegen von Eiern (BANY et
al., 2003) und das Pharynxpumpen (MCKAY et al., 2004).

Inhibitoren der AChE werden als Medikamente bei M. Alzheimer eingesetzt
(Ubersichtsartikel: RODDA und CARTER, 2012). In C. elegans kann untersucht werden, ob
Substanzen die Aktivitdt der AChE hemmen kénnen (OPPERMAN und CHANG, 1990;
MANALO et al.,, 2017), denn dies kann mit einer Protektion vor M. Alzheimer im
Zusammenhang stehen (MANALO et al., 2017). Als Positivkontrolle kann das Insektizid und
Nematizid Aldicarb eingesetzt werden (OPPERMAN und CHANG, 1990).

1.7.2 C. elegans-Stamme zum Modellieren von M. Alzheimer

C. elegans mit temperaturabhangiger Expression von ABi4 in den Muskelzellen
(CL4176): Dieser temperatursensitive Stamm wird bei 16°C gehalten. Ein Temperaturanstieg
auf 25°C induziert die Expression von humanem ABi4. in den Muskelzellen, was zu einer
fortschreitenden Paralyse der Nematoden flihrt. Dieser Verlust der Beweglichkeit ist gut
sichtbar und kann somit leicht untersucht werden (LINK et al., 2003). Nematoden dieses
Stammes leiden durch die Expression des AB-Peptidsi4, zudem unter oxidativem Stress
(DRAKE et al., 2003).

C. elegans, welche ABi4-Peptide exprimieren (CL2006): In diesem temperatursensitiven
transgenen Stamm werden bei 20°C humane AB:.4.-Peptide exprimiert, welche zu Plaques
aggregieren (LINK, 1995; DRAKE et al., 2003) und Uber den Farbstoff Thioflavin-S sichtbar

gemacht und anschlielend gezahlt werden kénnen (LINK, 1995).

Untersuchung der AChE-Aktivitadt in wildtypischen C. elegans (N2): Der inhibitorische

Effekt von Extrakten oder Substanzen auf die AChE kann im Lysat von wildtypischen
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Nematoden untersucht werden, da dieses Enzym in den Nematoden vorhanden ist
(JOHNSON und RUSSELL, 1983).

1.8 C. elegans als Modellorganismus bei C. Huntington

1.8.1 PolyQ und das Huntington Gen in C. elegans

Transgene C. elegans, welche zur Modellierung von C. Huntington eingesetzt werden
kdnnen, exprimieren Huntingtinfragmente mit unterschiedlich langen Polyglutaminketten
(FABER et al., 1999; PARKER et al., 2001; MORLEY et al.,, 2002; LEE et al., 2017)
beispielsweise in den ASH-Neuronen der Nematoden (FABER et al., 1999).

Die ASH-Neuronen sind die Hauptnozizeptoren von C. elegans. Sie sind verantwortlich fir
die Vermeidung noxischer Stimuli. Zu diesen schadigenden Stimuli gehéren unter anderem
die Hyperosmolaritat, Bertiihrungen an der Schnauze des Nematoden, ein hoher Salzgehalt
und flichtige Chemikalien, gegen die der Nematode eine Aversion besitzt. Die beiden ASH-

Neuronen befinden sich in der Schnauze des Nematoden (Wormatlas).

Durch Huntingtinfragmente mit einer Polyglutaminlange von mindestens 35 bis 40 (Htn-Q35
bis Htn-Q40) bilden sich Aggregate in den Zellen der Nematoden. Hier scheint der
Schwellenwert zu einer proteotoxischen Wirkung der Polyglutaminkette zu liegen (MORLEY
et al., 2002). Werden in den ASH-Neuronen der Nematoden Huntingtinfragmente mit 2 (Htn-
Q2) oder 23 (Htn-Q23) Glutamin exprimiert, findet keine Degeneration dieser Neuronen statt.
Durch Htn-Q95 oder Htn-Q150 hingegen degenerieren diese Neuronen. Eine Expression von
Htn-Q150 flhrt dazu, dass etwa 30% von acht Tage alten Nematoden defekte ASH-
Neuronen aufweisen. Die negativen Effekte der Huntingtinfragmente werden starker und
beginnen fruher, je langer die Polyglutaminkette ist (FABER et al., 1999). Zudem kommt es
durch eine Expression von Htn-Q150 zu Proteinaggregaten in den Neuronen (FABER et al.,
1999).

Werden wildtypische Nematoden an ihrer Schnauze berihrt, bewegen sie sich rickwarts
weg vom Stimulus. Werden die ASH-Neuronen jedoch mittels Laser zerstort, zeigen diese
Nematoden eine deutliche Reduktion der Reaktionsfahigkeit auf diesen Stimulus (KAPLAN
und HORVITZ, 1993). Auch eine Degeneration der ASH-Neuronen durch Htn-Q150 fihrt zu
einer verringerten Reaktionsfahigkeit der Nematoden (FABER et al., 1999).

Werden Huntingtinfragmente in den Koérperwandmuskelzellen von C. elegans exprimiert,

kénnen sich sichtbare Plaques im Kopfbereich der Nematoden bilden. Dies ist wiederum erst
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bei langeren Polyglutaminketten der Fall. Eine Expression von Htn-Q15 gekoppelt an gelb
fluoreszierendes Protein (YFP) zeigt eine diffuse Fluoreszenz, wahrend eine Expression von
Htn-Q128 mit YFP zu einer Akkumulation in Form von Plaques flhrt. Zusatzlich zeigen
Nematoden, in deren Korperwandmuskelzellen Htn-Q128 exprimiert wird, langsamere

Bewegungen und eine verkiirzte Lebensspanne (LEE et al., 2017).

Sowohl die Tatsache, dass eine langere Polyglutaminkette ein friiheres Einsetzen und einen
schlimmeren Verlauf der Krankheit zur Folge hat, als auch die Proteinaggregationen in den
Neuronen und die physiologischen Effekte, welche in C. elegans durch eine Expression von
Htn-Q150 entstehen (FABER et al., 1999), sind bei Patienten mit C. Huntington vorhanden
(MACDONALD et al., 1993; BECHER et al., 1998), was den Nematoden zum guten Modell
fur diese Erkrankung macht (FABER et al., 1999).

1.8.2 C. elegans-Stamme zum Modellieren von C. Huntington

C. elegans, welche humanes Huntingtin und GFP in ASH-Neuronen exprimieren
(HA659): Dieser Stamm exprimiert N-terminale Fragmente des humanen Huntingtins
gekoppelt an GFP in beiden ASH-Neuronen. Hierdurch kommt es zu einer von PolyQ (Q150)
abhangigen Degeneration dieser Neuronen und zu einer verminderten Reaktionsfahigkeit
der Nematoden auf noxische Stimuli (FABER et al., 1999).

C. elegans, die in Korperwandmuskelzellen Huntingtin-Aggregate bilden (EAK103):
Nematoden dieses Stammes exprimieren ein an YFP gekoppeltes Fragment des mutierten
humanen Huntingtinproteins in den Muskelwandzellen. Exprimiert werden die ersten 513 N-
terminalen Aminosduren des Huntingtinproteins. Die Polyglutaminkette ist hier 128
Aminosauren lang (Q128). Es entstehen PolyQ-Aggregate (Plaques), die unter

fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung gezahlt werden kénnen (LEE et al., 2017).

1.9 Der Insulin/IGF-1 Signalweg in C. elegans und dessen Bedeutung fur

neurodegenerative Erkrankungen

Viele Signalwege des Menschen sind stark konserviert und kommen auch in C. elegans vor.
Ein Beispiel hierfir ist der Insulin/IGF-1 Signalweg (11IS) (HENDERSON und JOHNSON,
2001; LIN et al., 2001). Ist der IIS aktiviert, wird bei C. elegans der Transkriptionsfaktor DAF-
16, welcher Homolog zu den humanen FOXO (Forkhead-Box-Protein O)
Transkriptionsfaktoren ist (OGG et al., 1997), durch Phosphorylierung daran gehindert, in
den Zellkern zu wandern (LIN et al., 2001). Zu Beginn des IIS steht der DAF-2 Rezeptor, der
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das Homolog zum humanen IGF-1 R (insulin-like growth factor-1 receptor) ist. Wird dieser
aktiviert, lauft eine Signalkaskade ab, welche schlussendlich daflir sorgt, dass DAF-16

phosphoryliert wird und somit im Cytosol verbleibt (LIN et al., 2001).

Wird daf-2 abgeschaltet, kann DAF-16 in den Zellkern gelangen, es kommt zur vermehrten
Expression von durch DAF-16 regulierten Genen, wie der Expression der antioxidativ
wirksamen Enzyme SOD und Katalase (MURPHY et al., 2003). DAF-16 ist folglich wichtig flr
die Stressresistenz (LIN et al., 2001; MURPHY et al., 2003). Zusatzlich ist eine Aktivierung
von DAF-16 mit Langlebigkeit assoziiert (LIN et al., 2001; COHEN et al., 2006).

Bei M. Parkinson ist der IIS ein mdglicher therapeutischer Angriffspunkt: Werden
Nematoden, welche humanes a-Synuclein gekoppelt an YFP in ihren Muskelzellen
exprimieren, mit RNA Interferenz (RNAi) gegen daf-2 behandelt, wird weniger a-Synuclein
akkumuliert. Behandelt man diese Nematoden mit RNAi gegen daf-16, steigt die
Akkumulation von a-Synuclein in den Muskelzellen an. DAF-16 hilft folglich die Akkumulation
von a-Synuclein zu verringern (HAQUE et al., 2020). Zudem scheint eine erhéhte Aktivitat
von FOXO im Modellorganismus Drosophila melanogaster die Neuronen vor oxidativem
Stress zu schitzen (XIA et al.,, 2020). FOXO ist fir die Entwicklung von dopaminergen
Neuronen von Drosophila melanogaster wichtig und schitzt diese vor Alterungsprozessen,

verschiedenen Stressoren und Neurodegeneration (TAS et al., 2018).

Zusatzlich hat der 1S auch einen Einfluss auf M. Alzheimer: Wird der IIS von transgenen C.
elegans durch RNAI gegen daf-2 herunterreguliert, ist die Toxizitat von AB-Peptiden deutlich
reduziert. HierfUr ist eine Aktivitat des Transkriptionsfaktors DAF-16 wichtig (COHEN et al.,
2006). Auch in Mausen zeigt eine Reduktion des IS eine Verringerung der
Neurodegeneration und der Toxizitdt von AR (COHEN et al., 2009). Der Alterungsprozess
scheint folglich zur Aggregation von AB beizutragen (COHEN et al., 2006). In vitro reduziert
eine erhohte Aktivitdt von FOXO1 die Entstehung von AB und die Phosphorylierung von Tau
(ZHANG et al., 2020).

Bezogen auf C. Huntington entdeckten Tourette et al. eine verringerte Aktivitdt des
Transkriptionsfaktors FOXO in Neuronen, in denen PolyQ exprimiert wird. Dies ist sowohl im
Mausmodell (FOXO3a) als auch in C. elegans (FOXO-Homolog DAF-16) der Fall
(TOURETTE et al., 2014). Zudem ist DAF-16/FOXO in Nematoden und Mausen mit PolyQ-
Expression in den Neuronen essentiell fur die neuroprotektiven Eigenschaften verschiedener
Substanzen wie Resveratrol oder Isoquercitrin (FARINA et al., 2017). Folglich kénnte eine
Therapie, bei der die Aktivitdt von DAF-16/FOXO erhéht wird, den pathologischen Prozess
von C. Huntigton verzégern (TOURETTE et al., 2014).
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Da eine Aktivierung von FOXO sowohl den oxidativen Stress als auch den Verlust von
Neuronen verringern kann (Ubersichtsartikel: OLI et al., 2021), kénnte dieser
Transkriptionsfaktor ein moglicher Ansatzpunkt fir therapeutische Ansatze gegen M.

Parkinson, M. Alzheimer und C. Huntington darstellen.

1.10 Pflanzliche Extrakte und deren Inhaltsstoffe

1.10.1 Olea europaea

Olivenblatter wurden in der traditionellen Medizin der mediterranen Regionen verwendet,
sind jedoch das grofte ungenutzte Nebenprodukt der Herstellung von Olivendl
(Ubersichtsartikel: DIFONZO et al., 2020). Ein Extrakt aus den Blattern des Olivenbaumes
(Olea europaea, O. europaea) ist in der Lage den Blutdruck zu senken (SUSALIT et al.,
2011) und die Insulinsensitivitat von tUbergewichtigen Mannern zu verbessern (DE BOCK et
al., 2013). Zudem zeigt ein Olivenblattextrakt (OBE) antioxidative Effekte in C. elegans: Er ist
in der Lage die Aktivitat antioxidativ wirkender Enzyme wie der SOD und der Katalase zu
erhdhen (LUO et al.,, 2019). Auch in einem Rattenmodell fir M. Parkinson konnte eine
neuroprotektive Wirkung eines OBE gezeigt werden (SARBISHEGI et al., 2018).

Olivenblatter sind eine gute Quelle fir die Polyphenole Oleuropein (OP), Hydroxytyrosol (3-
HT) und Tyrosol (TYR) (BENINCASA et al., 2019; Ubersichtsartikel DIFONZO et al., 2020)
und fiir das Triterpen Oleanolsaure (OS) (CLAUDIO et al., 2018). Wie auch der Extrakt, zeigt
Oleuropein (OP) starke antioxidative Effekte in vivo und ist in der Lage, die Aktivitat der SOD
und Katalase in C. elegans zu erhdhen. Zusatzlich verlangert OP die Lebensspanne der
Nematoden (FENG et al.,, 2021). OP verringert die Bildung von AB-Oligomeren
(KOSTOMOIRI et al., 2013) und reduziert die Neurodegeneration in einem zellularen Modell
fur M. Parkinson (ELMAZOGLU et al., 2018).

Durch die Hydrolyse von OP entsteht 3-HT (SANTOS et al., 2012), welches in C. elegans
ebenfalls lebensverlangernd wirkt und neuroprotektiv in Parkinsonmodellen ist (BRUNETTI
et al., 2020; DI ROSA et al., 2020). Weiterhin wirkt 3-HT antioxidativ, moduliert Signalwege,
welche zur Aktivierung von antioxidativen Enzymen filhren (MARTIN et al., 2010), und ist
immunmodulierend, sodass es zur Allergiepravention eingesetzt werden kann (BONURA et
al., 2016). Zusatzlich scheint 3-HT gegen Alzheimer (PENG et al., 2016) und Parkinson zu
helfen (PEREZ-BARRON et al., 2020). Auch TYR zeigt neuroprotektive Eigenschaften bei M.
Alzheimer (TANIGUCHI et al., 2019) und M. Parkinson (GARCIA-MORENQO et al., 2019) und

13



1 Einleitung

verbessert die Lebensspanne und die Stressresistenz von C. elegans (CANUELO et al,,
2012).

Die OS zeigt prominente antioxidative (YIN und CHAN, 2007; TSAIl und YIN, 2008) und anti-
inflammatorische Effekte (TSAI und YIN, 2008), scheint gegen Krebs zu helfen (LIU et al.,
2021) und neuroprotektive Eigenschaften zu besitzen (MABANDLA, et al., 2015; GUO et al.,
2020).

1.10.2 Crocus sativus

Safran (Crocus sativus, C. sativus) wird vor allem in Iran angebaut, wird als Gewurz genutzt
und wurde schon in der antiken persischen Medizin eingesetzt (Ubersichtsartikel: MOSHIRI
et al., 2014). Safran zeigt antidepressive und angstlésende Wirkungen in einer
doppelblinden, randomisierten und Placebo-kontrollierten Studie (MAZIDI et al., 2016). Er ist
in der Lage die Aggregation von AB und die Bildung von AB-Fibrillen in vitro zu inhibieren
(PAPANDREOQU et al., 2006). Weiterhin besitzt Safran immunmodulierende (KIANBAKHT
und GHAZAVI, 2011) und antioxidative Eigenschaften (PAPANDREOU et al., 2006).
Wahrend der Safranextrakt in zellfreien Systemen vernachlassigbare antioxidative
Wirkungen zeigt, besitzt er erhebliche antioxidative Eigenschaften in Zellen (ORDOUDI et
al., 2009).

Aktive Inhaltsstoffe von Safran sind unter anderem das Carotinoid Crocin und sein Aglycon
Crocetin (Ubersichtsartikel: MOSHIRI et al., 2014), Safranal, Rutin und Apigenin
(MYKHEILENKO et al., 2021). Aufgrund seiner antioxidativen Eigenschaften zeigt Crocin
neuroprotektive Wirkungen in Zellen und Mausen mit M. Alzheimer (WANG et al., 2019).
Zusatzlich besitzt Crocin im Bezug auf M. Parkinson neuroprotektive Eigenschaften in Ratten
(SALAMA et al., 2020) und Mausen (HAERI et al., 2019). Auch Crocetin zeigt schutzende
Effekte gegen M. Alzheimer (WANI et al., 2021) und M. Parkinson (DONG et al., 2020).

1.10.3 Gynostemma pentaphyllum

Gynostemma pentaphyllum (G. pentaphyllum) wird auch Jiaogulan genannt und in der
traditionellen chinesischen Medizin eingesetzt (Ubersichtsartikel: LI et al., 2019). Diese
Pflanze scheint bei verschiedenen Krankheiten zum Einsatz kommen zu kdnnen: Sie
vermittelt antidiabetische Effekte in Patienten mit Typ Il Diabetes (HUYEN et al., 2010;
HUYEN et al., 2012), zeigt neuroprotektive Wirkungen in einem Rattenmodell fir M.
Parkinson (CHOI et al., 2010) und besitzt zudem antioxidative und anti-inflammatorische
Eigenschaften (XIE et al., 2010).
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Die Haupinhaltsstoffe von Jiaogulan sind die Gypenoside, welche in vitro neuroprotektiv
wirken, die Menge an ROS in neuronalen Zellen reduzieren und die Aktivitat antioxidativer
Enzyme erhéhen (WANG et al.,, 2010). Zusatzlich zeigen sie ebenfalls antidiabetische
Effekte (LIU et al., 2017) und kénnen mdglicherweise auch gegen verschiedene Krebsarten
eingesetzt werden (YAN et al., 2014; SHI et al., 2015). Inzwischen sind mehr als 170
Gypenoside entdeckt worden (Ubersichtsartikel: LI et al., 2019).

1.10.4 Polygonum multiflorum

Extrakte aus der Wurzel von Polygonum multiflorum (P. multiflorum), dem vielblitigen
Knoterich, werden schon lange in der Traditionellen Chinesischen Medizin eingesetzt
(WANG et al., 2017a). P. multiforum bzw. seine Inhaltsstoffe besitzen anti-inflammatorische
(JIANG et al., 2017; PARK et al., 2017), antioxidative (CHEN et al., 1999; BUCHTER et al.,
2015; JIANG et al, 2017; SAIER et al, 2018) und lebensverlangernde Wirkungen
(BUCHTER et al., 2015; SAIER et al., 2018) sowie Effekte gegen Krebs (ZHU et al., 2017)
und Alzheimer (ZHANG et al., 2013; UM et al., 2006).

Zu den Inhaltsstoffen von P. multiflorum gehdren Stilbene wie 2,3,5,4'-Tetrahydroxystilben-2-
O-B-D-glucosid (TSG) und Resveratrol, Flavonoide wie Quercetin, Anthrachinone wie
Emodin und Rhein sowie Polysaccharide, wobei TSG einer der Hauptwirkstoffe zu sein
scheint (WANG et al.,, 2017a). TSG, ein glykosyliertes Resveratrolderivat (WANG et al.,
2017a), wirkt stark antioxidativ, schitzt vor thermalem Stress, verringert die Lipofuscin-
Akkumulation und verlangert die Lebensspanne von C. elegans (BUCHTER et al., 2015).
Auch Resveratrol und Quercetin besitzen potente lebensverlangernde Effekte im Nematoden
C. elegans (BUCHTER et al., 2015), wobei deren Gehalte in den Extrakten meist gering sind
(LI et al.,, 2017). Emodin besitzt ebenfalls antioxidative Effekte in C. elegans und kann

dessen Lebensspanne verlangern (ZHAO et al., 2017b).

1.10.5 Rosmarinus officinalis

Die Pflanze Rosmarinus officinalis (R. officinalis, Rosmarin) kommt aus der mediterranen
Region und wird haufig als Wirzmittel genutzt. Zudem gilt Rosmarin als medizinische
Pflanze und besitzt viele protektive Eigenschaften (Ubersichtsartikel: DE OLIVEIRA et al.,
2019). Rosmarinextrakte zeigen vielfaltige Effekte in verschiedenen Modellorganismen: Es
wird von anti-inflammatorischen (RAHBARDAR et al.,, 2017; GUO et al.,, 2018) und
antioxidativen Effekten (BAKIREL et al., 2008; SAIER et al., 2020) berichtet. Zudem scheint
Rosmarin aufgrund von antihyperglykdmischen Effekten gegen Diabetes zu helfen (BAKIREL
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et al.,, 2008) und koénnte unterstitzend in der Krebstherapie eingesetzt werden (YESIL-
CELIKTAS et al., 2010).

Ein Inhaltsstoff dieser Pflanze ist die Rosmarinsaure (Ubersichtsartikel: DE OLIVEIRA et al.,
2019), welche antioxidativ (TORRE et al., 2019; SAIER et al., 2020) und anti-inflammatorisch
wirkt (RAHBARDAR et al., 2017), und wie die Ursolsaure — ein weiterer Inhaltsstoff des
Rosmarins — die AB-induzierte Toxizitat in Mausen verringert (MIRZA et al., 2021). Weitere
Inhaltsstoffe  sind unter anderem Carnosol, Oleanolsdure und Carnosolsaure
(Ubersichtsartikel: DE OLIVEIRA et al., 2019). Letztere zeigt neuroprotektive Effekte in einem
Rattenmodell fur Parkinson (WU et al., 2015).

1.10.6 Ziziphus jujuba

Ziziphus jujuba (Z. Jujuba, Chinesische Dattel) ist eine Pflanze, deren Frucht schon seit
langer Zeit gegessen und in China als Medizin verwendet wird (Ubersichtsartikel: LU et al.,
2021). Die Frichte besitzen antioxidative Wirkungen (GHIMIRE und KIM, 2017; GOSWAMI
et al., 2019). Zusatzlich kann ein Extrakt aus diesen Frichten die Genotoxizitadt von
Methylmethansulfonsaure und Wasserstoffperoxid verringern (GOSWAMI et al., 2019) sowie
die Lebensspanne und Stressresistenz von Drosophila verbessern (GHIMIRE und KIM,
2017). Es sind auch neuroprotektive Wirkungen der Frucht der chinesischen Dattel bekannt,
wobei diese zumindest teilweise auf die antioxidativen und anti-inflammatorischen
Eigenschaften des Extraktes zurlickzuflihren sind (DJEUZONG, et al., 2021).

Die Frichte enthalten viele protektiv wirkende Substanzen, wie die Saponine Jujubosid A
und B, Quercetin und Apigenin (KHAN et al., 2020). Wahrend Jujubosid A in einem
Mausmodell fir Alzheimer neuroprotektive Eigenschaften aufweist (ZHANG et al., 2018b),
zeigt Jujubosid B eine inhibitorische Wirkung auf die Thrombozytenaggregation (SEO et al.,
2013) und Effekte gegen Krebs (XU et al., 2014). Flavonoide der Z. jujuba sind in der Lage
anti-inflammatorische Wirkungen zu erzielen, oxidativen Stress zu verringern und die
Aktivitat antioxidativer Enzyme zu erhéhen (HUANG et al., 2017).
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Eine kausale Therapie der neurodegenerativen Krankheiten M. Parkinson, M. Alzheimer und
C. Huntington ist noch nicht gefunden worden. Bisher erfolgt nur eine symptomatische
Behandlung dieser Erkrankungen. Als mdgliche Ursache werden bei diesen Krankheiten
unter anderem prooxidative Effekte sowie ROS diskutiert. Pflanzliche Extrakte besitzen
vielfaltige positive Wirkungen: Sie kbénnen z. B. antioxidativ wirken, die Stressresistenz
erhéhen oder Krankheiten modulieren. Auch von neuroprotektiven Effekten durch pflanzliche
Extrakte, z. B. durch den indischen Ginseng (Ubersichtsartikel: DAR et al., 2020), wird
berichtet. Der Nematode C. elegans kann gut als Modellorganismus fiir die Untersuchung

neurodegenerativer Erkrankungen genutzt werden.

Wenn ein Extrakt eine antioxidative Wirkung besitzt oder die Resistenz der Nematoden
gegenuber thermalem oder oxidativem Stress erhoht, kénnte er auch zur Pravention oder
Therapie bei neurodegenerativen Krankheiten eingesetzt werden. Der Einfluss von
verschiedenen pflanzlichen Extrakten auf die neurodegenerativen Erkrankungen M.
Parkinson, M. Alzheimer und C. Huntington soll daher am Modellorganismus C. elegans
untersucht werden. Vielversprechende Kandidaten hierfir sind Extrakte aus Olivenblattern,

Safran, Jiaogulan, P. multiflorum, Rosmarin und den Friichten der chinesischen Dattel.

Zunachst soll das antioxidative Potential der Extrakte sowie deren Einfluss auf die Resistenz
der Tiere gegenlber oxidativem und thermalem Stress untersucht werden. Anschlie3end soll
auch die zelluldre Lokalisation und die Beteiligung des Transkriptionsfaktors DAF-16 an
etwaigen antioxidativen und die Stressresistenz erhdhenden Wirkungen der Extrakte
bestimmt werden. So soll ein Wirkmechanismus untersucht werden, Uber den

maoglicherweise auch neuroprotektive Wirkungen vermittelt werden.

Verschiedene Aspekte der neurodegenerativen Erkrankungen werden in transgenen
Nematodenstdmmen modelliert. Die neuroprotektiven Eigenschaften der pflanzlichen
Extrakte hinsichtlich der dopaminergen Neuronen der Nematoden sollen bestimmt werden.
Zudem werden die Wirkungen der Extrakte auf die Toxizitat und Akkumulation von AB und
deren Potential, die AChE zu inhibieren, gemessen. Anschlielend werden die Effekte der
Extrakte auf die Akkumulation von PolyQ-Plaques, auf eine PolyQ-bedingte
Neurodegeneration und die hierdurch beeintrachtigte Reaktionsfahigkeit der Nematoden

untersucht.
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Weiterhin sollen einige der Inhaltsstoffe des OBE — OP, OS, 3-HT und TYR — ebenfalls auf
neuroprotektive und antioxidative Wirkungen hin untersucht werden, um mogliche

Hauptwirkstoffe dieses Extraktes zu identifizieren.
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3.1 Material

3.1.1 C. elegans-Stamme

Tabelle 1: Verwendete C. elegans-Stimme.

Stamm | Beschreibung Genotyp Beschrieben von
BZ555 [dat-1p::GFP] eglsi. NEGGA et al., 2012
CF1038 | DAF-16-Deletionsmutante daf-16 (mu86) I. |LIN et al., 2001
CL2006 |[pCL12(unc-54/human Abeta dvis2. LINK, 1995
peptide 1-42 minigene) + rol-
6(su1006)]
CL4176 |[myo-3p::A-Beta (1-42)::let-851 smg-1 (cc546) I; |LINK et al., 2003
3'UTR) + rol-6(su1006)] dvis27 X.
EAK103 | [unc-45::Hit513(Q128)::YFP::unc- |eeels2. LEE et al., 2017
45 3'UTR]
HA659 | [osm-10p::GFP + osm- rtls11 V. FABER et al., 1999
10p::HtnQ150 + dpy-20(+)]
N2 Wildtyp var. Bristol Wildtyp BRENNER, 1974
TJ356 [daf-16p::daf-16a/b::GFP + rol- zIs356 IV. HENDERSON und
6(su1006)] JOHNSON, 2001
UA57 [dat-1p::GFP + dat-1p::CAT-2] bals4. CHEON et al., 2017

3.1.2 Bakterienstamme

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme.

Stamm ‘ Beschreibung

OP50
OP50-1

Escherichia coli (E. coli), Uracil auxotroph

Escherichia coli (E. Coli), streptomycinresistent

3.1.3 Eingesetzte Extrakte und Substanzen

Olivenblattextrakt (OBE). Der Extrakt aus den Blattern des Olivenbaumes wird von der

Kaesler Nutrition GmbH zur Verfiigung gestellt. Er wird in DMSO mit Konzentrationen von
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25 mg/ml und 250 mg/ml geldst. Die in den Experimenten verwendete Arbeitskonzentration

betragt 1 mg/ml.

Oleuropein (OP). Diese Substanz wird von Sigma-Aldrich bezogen und wird mit einer
Konzentration von 25 mM in DMSO gelést. Die in den Experimenten eingesetzte

Konzentration betragt 100 pM.

Oleanolsaure (0S). Auch die Oleanolsaure wird von Sigma-Aldrich bezogen und wird in
DMSO gelost. Die Konzentration der Stocklésung betragt 6,25 mM, wahrend die in den
Experimenten eingesetzte Arbeitskonzentration 25 yM betragt. Eine hdhere Konzentration ist
aufgrund der schlechten Léslichkeit der OS in DMSO nicht méglich.

3-Hydroxytyrosol (3-HT) und Tyrosol (TYR). Die Einzelsubstanzen 3-Hydroxytyrosol und
Tyrosol werden ebenfalls von Sigma-Aldrich bezogen. Gelést werden 3-HT und TYR in BSA-
AT mit einer Konzentration von 30 mM. Die in den Experimenten genutzten

Arbeitskonzentrationen betragen 100 uM und 500 pM.

Crocus sativus. Der Extrakt aus der Pflanze C. sativus (CSE) wird von Buckton Scott
Deutschland GmbH bezogen. Dieser Extrakt wird mit einer Konzentration von 25 mg/ml und
250 mg/ml in DMSO gel6st, wobei die in den Experimenten verwendeten Konzentrationen

0,1 mg/ml und 1 mg/ml betragen.

Gynostemma pentaphyllum (Jiaogulan). Der Jiaogulanextrakt (JGE) wird von der W & R
Bioline GmbH bezogen und unverandert genutzt. Als Extraktionsmittel dienen Ethanol und
Wasser. Der Extrakt ist auf 98% Gypenoside standardisiert. Er wird in DMSO mit einer
Konzentration von 25 mg/ml und 250 mg/ml gel6st. Die in den Experimenten verwendeten

Arbeitskonzentrationen betragen 0,1 mg/ml und 1 mg/ml.

Polygonum multiflorum. Der Trockenextrakt aus der Wurzel von P. multiflorum (PME) wird
von Herba Sinica Hilsdorf GmbH bezogen. Das Auszugsmittel dieses Extraktes ist Wasser.
Als Hilfsstoff ist Maltodextrin enthalten, wobei dessen Gehalt im Extrakt unbekannt ist. Der
Extrakt wird in DMSO mit einer Konzentration von 25 mg/ml und 250 mg/ml gel6st. Die in

den Experimenten verwendeten Arbeitskonzentrationen betragen 0,1 mg/ml und 1 mg/ml.

Rosmarinextrakt (wassrig). Das Rosmarinpulver wird von der Kaesler Nutrition GmbH zur
Verfligung gestellt. Zunachst findet eine Extraktion des Rosmarinpulvers statt. Hierzu werden
7,5 g des Pulvers mit 150 g dH.O fur 1 h gekocht. Um das Verdampfen zu verhindern wird
ein Ruckflusskihler eingesetzt. AnschlieRend wird der Extrakt (REW) filtriert und getrocknet.

Gel6st wird der entstandene wassrige Extrakt in DMSO in den Konzentrationen 25 mg/ml
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und 250 mg/ml. Die in den Experimenten eingesetzten Konzentrationen betragen 0,1 mg/ml

und 1 mg/ml.

Ziziphus jujuba. Der Extrakt aus der Frucht der chinesischen Dattel (ZJE) wird von der W &
R Bioline GmbH bezogen und ohne weitere Verarbeitung benutzt. Die Extraktionsmittel sind
Wasser und Ethanol. Der Extrakt wird in DMSO mit einer Konzentration von 25 mg/ml und
250 mg/ml gel6st. Die in den Experimenten verwendeten Arbeitskonzentrationen betragen

0,1 mg/mlund 1 mg/ml.

3.1.4 Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und ihre Hersteller.

Chemikalie Hersteller
Acetylthiocholiniodid Roth, Deutschland
Albumin Fraktion V (BSA) VWR, USA
Aldicarb Sigma-Aldrich, USA
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck, Deutschland
Ampicillin Natriumsalz Merck, Deutschland
Ascorbinsaure Sigma-Aldrich, USA
2, 2'-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin)-6- | Sigma-Aldrich, USA
sulfonsaure (ABTS)

Bacto Agar BD, USA

Bacto Pepton BD, USA

Bacto Trypton BD, USA

Bacto Yeast Extract BD, USA

Bio-Rad (Bradford) Reagenz Bio-Rad, USA
Calciumchlorid-Dihydrat Merck, Deutschland
Cholesterol Sigma-Aldrich, USA
Citronensaure-Monohydrat Sigma-Aldrich, USA
Crocus sativus Extrakt Buckton Scott Deutschland GmbH, Deutschland
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO) |Sigma-Aldrich, USA
2',7'-Dichlorodihydrofluorescein- Sigma-Aldrich, USA
Diacetat (H.DCF-DA)

Dikaliumhydrogenphosphat Merck, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Deutschland
Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Deutschland
5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoesaure Roth, Deutschland
(DTNB)
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Chemikalie Hersteller
Eisen(ll)-sulfat-Heptahydrat Sigma-Aldrich, USA
Ethanol absolut 99% VWR, USA

Ethanol vergallt 99%
Ethylendiamintetraessigsaure
5-Fluoro-2'-deoxyuridin (FUDR)
Glycerin

(x)-6-Hydroxy-2, 5, 7, 8-tetramethyl-
chroman-2-carbonsaure (Trolox)

3-Hydroxytyrosol

Jiao Gulan Extrakt
Kaliumchlorid

Kaliumcitrat
Kaliumdihydrogenphosphat
Koffein
Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat
Levamisol-Hypochlorid
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Mangan(ll)-chlorid-Tetrahydrat
B-Mercaptoethanol
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumhypochloritlésung 13%

6-Hydroxydopamin (6-OHDA)
(Hydrobromid)

Olivenblattextrakt
Oleanolsaure
Oleuropein

oxidiertes 2',7'-
Dichlorodihydrofluorescein-Diacetat

Paraformaldehyd (PFA)
Paraquat

Pepton (Soja)

Polygoni Multiflori Radix
Rosmarinpulver

Salzsaure 37%, rauchend

AppliChem, Deutschland
AppliChem, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
VWR, USA
Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, Deutschland

W & R Bioline GmbH, Deutschland
Merck, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Merck, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

AppliChem, Deutschland

Merck, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Merck, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Bernd Kraft, Deutschland

Cayman Chemical Company, USA

Kaesler Nutrition GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Roth, Deutschland

Acros Organics, USA

Fluka, USA

Herba Sinica Hilsdorf GmbH, Deutschland
Kaesler Nutrition GmbH, Seutschland
Roth, Deutschland

22



3 Material und Methoden

Chemikalie

Hersteller

Streptomycinsulfat

SYTOX® Green Nucleic Acid Stain
(Sytox) (5 mM in DMSO)

Tetracyclin

Thioflavin-S
Tri-Kaliumcitrat-Monohydrat
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan
Triton X-100

Tween 20

Tyrosol

Zinksulfat-Heptahydrat

Ziziphus jujuba Extrakt

3.1.5 Medien und Lésungen

AppliChem, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA

AppliChem, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deutschland
Merck, Deutschland

VWR, USA

AppliChem, Deutschland

Merck, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

W & R Bioline GmbH, Deutschland

Tabelle 4: Verwendete Medien und Lésungen und ihre Zusammensetzung.

Medium / Lésung Zusammensetzung
ABTS-L6sung 14 mM 26,9 mg (MG = 548,7 g/mol)
3,5 ml dH0

Acetylthiocholiniodid 75 mM
Aldicarb 100 mM
Aldicarb 25 mM

Ampicillin 100 mg/ml

Ammoniumperoxodisulfat (APS)
4,9 mM

Ascorbinsaure 200 mM

Bio-Rad (Bradford) Reagenz 1:5

Bleiche-Lésung

BSA-Ampicillin-Tetracyclin-Mix

43,1 mg (MG = 289,18 g/mol)
2 ml 50 mM Phosphatpuffer

100 mg (MG = 190,26 g/mol)
5,26 ml DMSO

50 ul Aldicarb 100mM
ad 200 yl DMSO

19 (MG =371,4 g/mol)
10 ml dH,O

—s sterilfiltriert

3,9 mg (MG = 228,18 g/mol)

3,5 ml dH20

70,45 mg (MG = 176,13 g/mol)
2 ml dH;0

2 ml Bradford Reagenz

10 ml dH-0

50% Natriumhydroxid-Lésung 5 M
50% Natriumhypochlorit-Losung 13%

10 g BSA
100 ml NGM
— gelost

23



3 Material und Methoden

Medium / Lésung

Zusammensetzung

BSA in Phosphatpuffer 1 mg/mi

DABCO-L6sung

DTNB 10 mM
Ethanol 50%
Ethanol 70%

Fixierldsung (4% PFA in PBS)

FUDR 600 uM

H.DCF-DA 100 mM
H.DCF-DA 250 uM

3-HT 30 mM

Kaliumcitrat 1 M

Koffein 156,25 mM

LB-Agar

LB-Medium

1 ml Ampicillin (100 mg/ml)
2,5 ml Tetracyclin (5 mg/ml)
— steril filtriert

10 mg
ad 10 ml Phosphatpuffer (75 mM)

2,5 g DABCO
90 ml Glycerin
10 ml PBS (10x)

7,9 mg (MW = 396,34 g/mol)
2 ml 50 mM Phosphatpuffer

50 ml Ethanol (absolut, vergallt)
50 ml dH.0

700 ml Ethanol (absolut, vergallt)
300 ml dH20

80 ml PBS (1x)

— auf 60°C erwarmern

4 g PFA

— Natriumhydroxid (2M) zur Klarung der Lésungen
— abkuhlen lassen und mit PBS (1x) auf 100 ml
auffullen

— pH 6,9; Lagerung bei 4°C

7,38 mg (MG = 246,19 g/mol)
ad 50 ml NGMq
— steril filtriert

4,87 mg (MG = 487,29 g/mol)
ad 100 yl DMSO

1 ul H.DCF-DA 100 mM
ad 400 pl M9

4,6 mg (MW = 154,165 g/mol)
1 ml BSA-AT (fur Inkubationsmedien)
oder 1 ml Phosphatpuffer (fir TEAC)

20 g Citronensaure-Monohydrat
293,5 g Tri-Caliumcitrat-Monohydrat
ad 11dH0

— autoklaviert

60,7 mg (MG = 194,19 g/mol)
2 ml NGM

10 g Bacto Trypton

5 g Bacto Yeast Extract
5 g Natriumchlorid

20 g Bacto Agar

ad 11dH.0

— autoklaviert

10 g Bacto Trypton
5 g Bacto Yeast Extract
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Medium / Lésung

Zusammensetzung

Levamisol 100 mM
Levamisol 20 mM
Lésung A

Lésung B

Lésung C

Lésung D

MO-Puffer

Natriumhydroxid-Lésung 2 M
Natriumhydroxid-Losung 5 M

NGM

NGM

NGM-Agar

5 g Natriumchlorid
ad 11dH0
— autoklaviert

48,15 mg (MG = 240,76 g/mol)
ad 2 ml steriles dH>O

400 pl Levamisol 100 mM
ad 2 ml steriles dH,O

0,5 g Cholesterol
ad 100 ml Ethanol absolut 99%

36,8 g Calciumchlorid-Dihydrat
ad 250 ml dH.O
— autoklaviert

61,6 g Magnesiumsulfat-Heptahydrat
ad 250 ml dH.O
— autoklaviert

108,3 g Kaliumdihydrogenphosphat
35,6 g Dikaliumhydrogenphosphat
ad 11dH0

— pH 6 eingestellt

— autoklaviert

6 g Dinatriumhydrogenphosphat

3 g Kaliumdihydrogenphosphat

5 g Natriumchlorid

0,25 g Magnesiumsulfat-Heptahydrat
ad 11dH0

— autoklaviert

4 g (MG = 39,99 g/mol)
ad 50 ml dH.O

10 g (MG = 39,99 g/mol)
ad 50 ml dH2O

3 g Natriumchlorid
2,5 g Bacto-Pepton
975 ml dH.O

— autoklaviert

50 pl Lésung A
25 ul Lésung B
50 pyl Lésung C
1250 pl Lésung D
ad 50 mI NGM

3 g Natriumchlorid

2,5 g Pepton (Soja)

20 g Bacto Agar

975 ml dH.O

— autoklaviert

— nach Abkuhlen auf ca. 50°C Zugabe von:

25



3 Material und Methoden

Medium / Lésung

Zusammensetzung

6-OHDA (Hydrobromid) 183,9 mM
Oleanolsaure 6,25 mM
Oleuropein 25 mM

Paraquat 1 M

PBS (10x)

PBS (1x)
PBST (10x)

PBST (1x)

Permeabilisierungslosung

Phosphatpuffer 50 mM

Phosphatpuffer 75 mM

1 ml Losung A
0,5 ml Lésung B
1 ml Lésung C
25 ml Lésung D

6,9 mg (MG = 250,1 g/mol)
150 pl Ascorbinsaurelésung (200 mM)

4,28 mg (MW = 456,7 g/mol)
1 ml DMSO

10 mg (MW = 540,5 g/mol)
739 yl DMSO

771,5 mg (MG = 257,16 g/mol)
ad 3 ml S-Basal

39,7 g Natriumchlorid

0,97 g Kaliumchlorid

7,21 g Natriumhydrogenphosphat
1,02 g Dikaliumhydrogenphosphat
ad 500 ml dH.O

— pH 7 eingestellt

— autoklaviert

5 ml PBS (10x)
ad 50 ml dH20O

50 ml PBS (10x)
50 pl Tween 20

5 ml PBS (10x)
50 ul Tween 20
45 ml dH.0O

1880 pl TRIS Puffer (125 mM, pH7,4)
20 pl Triton X-100
100 pl B-Mercaptoethanol

Lésung 1 (50 mM):
6,8 g Kaliumdihydrogenphosphat
ad 11dH0
Lésung 2 (50 mM):
7,1 g Dinatriumhydrogenphosphat
ad 11dH0
— Ldsung 1 vorlegen und mit Lésung 2 auf pH 7,0
einstellen

Lésung 1 (75 mM):
2,55 g Kaliumdihydrogenphosphat
ad 250 ml dH.O
Lésung 2 (75 mM):
10,65 g Dinatriumhydrogenphosphat
ad 11dH0
— 250 ml Lésung 1 vorlegen und mit Lésung 2 auf
pH 7,4 einstellen
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Medium / Lésung

Zusammensetzung

S-Basal

S-Medium

Spurenelemente-Losung

Streptomycinsulfat 100 mg/ml

Sytox® Green 50 uM
Sytox® Green 2 uM

Tetracyclin 5 mg/ml

Thioflavin-S-Lésung (0,125%)

TRIS-Puffer (125 mM, pH 7,4)

Trolox 25 mg/mi

Tyrosol 30 mM

Wasserstoffperoxid 100 mM

5,85 g Natriumchlorid

1 g Dikaliumhydrogenphosphat
6 g Kaliumdihydrogenphosphat
ad 11dH.0O

— autoklaviert

500 pl Kaliumcitrat

500 pl Spurenelemente-Lésung
50 pl Lésung A

150 ul Lésung B

150 pl Lésung C

ad 50 ml S-Basal

1,86 g Ethylendiamintetraessigsaure
0,69 g Eisen(ll)-sulfat-Heptahydrat
0,2 g Mangan(ll)-chlorid-Tetrahydrat
0,29 g Zinksulfat-Heptahydrat

0,025 g Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat
ad 11dH0

— autoklaviert

19
ad 10 ml dH2O
—s steril filtriert

3 ul Sytox® Green 5 mM
297 yl DMSO

40 ul Sytox® Green 50 uM
960 ul PBS

30 mg Tetracyclin
6 ml Ethanol 99%, unvergallt
—s steril filtriert

10 ml Ethanol (50%)
25 mg Thioflavin-S

— l6sen

ad 20 ml Ethanol (50%)

7,75 g Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan
ad 500 ml dH.O
— mit Salzsaure auf pH 7,4 einstellen

25mg
1 ml DMSO

4,1 mg (138,164 g/mol)
1 ml BSA-AT (fur Inkubationsmedien)
oder 1 ml Phosphatpuffer (fir TEAC)

15,64 pl Wasserstoffperoxid 30%
1984,36 pl dH.0O
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3.1.6 Gerite

Tabelle 5: Verwendete Geréte und ihre Hersteller.

Gerat Bezeichnung Hersteller
Autoklav Laboklav Steriltechnik AG (SHP), Deutschland
Binokular SMZ-168 Motic, China

Stemi 2000 Zeiss, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop

Homogenisator

Kamera des
Fluoreszenzmikroskops

Metallblockthermostat
pH-Elektrode
pH-Meter

Plattenlesegerate
Plattformschuttler

Thermoschranke

Vortexer

Waagen

Wasserdeionisierungs-
anlage

Zentrifugen

3.1.7 Software

Nikon Eclipse Ni mit
Intensilight und C-HGFI

Minilys

DS-Vi1 mit DS-U3
(Controller)
EPT-130-36/18-1,5/18-2,0
Blueline 25 pH

C860

Synergy HT
Synergy MX

Unimax 1010 mit Inkubator
1000

16°C

20°C

25°C

37°C

Vortex Genie 2

PeqgTwist

Si 64
PT 600

TKA GenPure

Centrifuge 5415D
Heraeus Megafuge 8
PerfectSpin 24R

Tabelle 6: Verwendete Software und ihre Herausgeber.

Nikon, Japan

Bertin Technologies, Frankreich
Nikon, Japan

Liebisch, Deutschland
S| Analytics, Deutschland
Consort, Belgien

Biotek, USA
Biotek, USA

Heidolph, Deutschland

Memmert, Deutschland
Memmert, Deutschland
Aqualytic, Deutschland
WTC Binder, Deutschland

Scientific Industries, USA
Peqlab Biotechnologie GmbH,
Deutschland

Denver Instruments, Deutschland
Sartorius, Deutschland

TKA Wasseraufbereitungssysteme,
Deutschland

Eppendorf, Deutschland
Thermo Scientific, USA
Peqlab Biotechnologie GmbH,
Deutschland

Software ‘ Herausgeber
Excel 2019 Microsoft, USA
Genb5 2.03 Bio Tek, USA
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Software Herausgeber

Prism 8 GraphPad, USA

ImagedJ 1.50i National Institutes of Health, USA
NIS-Elements D 4.51.01 Nikon, Deutschland

LibreOffice Writer 6.3 The Document Foundation, Deutschland
PASW Statistics 18 SPSS, USA

3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung von E. coli

Unter Laborbedingungen sind E. coli-Bakterien die Nahrungsquelle von C. elegans. Diese
werden sowohl auf den Kulturplatten der Nematoden ausgestrichen (OP50) als auch in die

Inkubationsmedien gegeben (OP50-1).

Bei der Kultivierung der Bakterien muss zur Vermeidung von Kontaminationen steril
gearbeitet werden. In einen Erlenmeyerkolben werden 200 ml LB-Medium gegossen,
anschlieRend wird eine einzelne Bakterienkolonie hinzugegeben. Fir die Kultivierung von
OP50-1 werden zusatzlich 100 ul Streptomycin (100 mg/ml) dazu pipettiert. Die Kultivierung
der Bakterien erfolgt auf einem Plattformschuttler bei 37 °C und 200 bis 220 rpm fur maximal
18 Stunden. Anschlief3end folgen eine Aufkonzentrierung der Bakterien und eine Prifung der

Bakteriensuspension auf Kontaminationen.

3.2.2 Aufkonzentrierung von Bakterien

Die Bakteriensuspension wird auf vier 50 ml-Reaktionsgefalie aufgeteilt, sodass immer zwei
der Reaktionsgefalie das gleiche Gewicht besitzen. Anschlielend werden die Bakterien fur

15 min bei 4500 rpm zentrifugiert.

Bei Bakterien, die fir das Ausstreichen auf Agarplatten bestimmt sind, werden 10 ml des
Uberstandes zurlickbehalten. Der Rest wird verworfen. Werden die Bakterien fir
Flissigmedien bendtigt, so wird der Uberstand bis auf 1 ml verworfen. Die Bakterien aller
50 ml-Reaktionsgefalle werden im zurlickbehaltenen Uberstand resuspendiert und in
beschriftete 1,5-ml-Reaktionsgefalie Uberflhrt. Gelagert werden die Bakteriensuspensionen
bei 4°C.
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3.2.3 Kontaminationspriifung von Bakterienkulturen

Um zu prifen, ob die Bakterien kontaminiert sind, wird eine LB-Agarplatte benétigt. Fir
OP50 eine einfache ohne Zusatze, fur OP50-1 eine LB-Agarplatte mit Streptomycin. Eine
Impfése wird Uber der Flamme eines Bunsenbrenners ausgegliht. Ist sie abgekuinhlt, wird sie
in die Bakteriensuspension getaucht. Die Bakterien werden mit einem ,3-Osen-Ausstrich* auf
den Agar gestrichen. Anschliefend wird die Platte Uber Nacht bei 37°C gelagert. Am

nachsten Morgen wird sie unter dem Mikroskop auf Kontaminationen untersucht.

3.2.4 Bestimmung der Bakterienkonzentration

Die Flussigkulturmedien, die der Inkubation der Nematoden dienen, sollen eine

Bakterienkonzentration von 10° koloniebildenden Einheiten (KBE) pro ml enthalten.

Bei einer Absorption von 600 nm wird im Synergy MX photometrisch die Konzentration der
KBE, die in der Bakteriensuspension enthalten ist, bestimmt. AnschlieRend erfolgt eine
Doppelbestimmung von je 1 ml einer 1:200-Verdinnung der Bakteriensuspension. Die
Absorption dieser Verdliinnungen muss zwischen 0,1 und 0,8 liegen. Falls die gemessenen
Absorptionen aullerhalb dieses linearen Bereiches liegen, muss ein anderes
Verdinnungsverhaltnis gewahlt werden. Eine optische Dichte (OD) von 1 entspricht einer

Bakterienkonzentration von 10° KBE/ml.

Aus den gemessenen Absorptionswerten der Bakterienverdinnung wird der Mittelwert

berechnet und dieser mit dem Verdunnungsfaktor multipliziert.

Mit Hilfe folgender Formel wird das fiur 1 ml Medium einzusetzende Volumen der

Bakteriensuspension berechnet:
10°/ (X - 10°) -1 ml = Volumen KBE (in ml)/ml Inkubationsmedium

X steht fur den zuvor errechneten Mittelwert der Messung, nachdem er mit dem

Verdinnungsfaktor multipliziert wurde.

3.2.5 Herstellung von NGM-Agarplatten und Kultivierung von C. elegans

Unter Laborbedingungen dienen mit Bakterien bestrichene NGM-Agarplatten den

Nematoden als Lebensraum und Nahrungsquelle.

Hierfir wird NGM-Agar in Petrischalen gegossen und flr mindestens einen Tag bei

Raumtemperatur trocknen gelassen. Dann werden die Agarplatten mit 90 ul einer OP50-
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Bakteriensuspension bestrichen und fir 24 Stunden bei 37°C inkubiert, bis ein dichter

Bakterienrasen gewachsen ist.

Da bei der Kultivierung der Nematoden kein Nahrungsmangel entstehen darf, werden je 10
Nematoden pro Stamm alle drei bis vier Tage auf eine neue Agarplatte Gberflihrt. Die Haltung
der meisten Stdmme findet in einem Thermoschrank bei 20°C statt. Die Stdamme CL4176
und CL2006 werden bei 16°C kultiviert.

3.2.6 Inkubationsmedien fiir Untersuchungen in Flussigkultur

Fir Untersuchungen in Flussigkultur werden Medien mit einem Volumen von 1,5 ml
angesetzt. Dabei werden verschiedene Konzentrationen der eingesetzten Extrakte oder
Substanzen bzw. DMSO als Kontrolle eingesetzt. Die Medien setzen sich wie in Tabelle 7

dargestellt zusammen.

Floxuridin (FUDR) wird eingesetzt, um das Schlipfen von Nachkommen zu verhindern. Ist
dies fir die Durchfiihrung des Experimentes nicht nétig, wird dessen Volumen durch NGMq

ersetzt. Ampicillin und Tetracyclin werden eingesetzt, um Kontaminationen zu vermeiden.

Tabelle 7: Grundlegende Zusammensetzung von Kulturmedien.

Bestandteil Volumen / Konzentration
BSA-AT 150 pl

(FUDR) (300 pl)

DMSO, Extrakt oder 6 ul

Einzelsubstanz in verschiedenen

Konzentrationen

OP50/0P50-1 10° KBE/ml

NGM ad 1500 pl

Ist der Extrakt oder die Substanz in DMSO geldst, wird mit reinem BSA-AT gearbeitet. 3-HT
und TYR sind jedoch in BSA-AT gel6st. Hier wird, den bendtigten Konzentrationen der
Substanz entsprechend, reines BSA-AT und BSA-AT mit 3-HT oder TYR gemischt.
Zusatzlich werden der Vergleichbarkeit halber 6 yl DMSO hinzu gegeben. Die

Zusammensetzungen dieser Medien sind in Tabelle 8 dargestellt.

Weicht die Zusammensetzung der verwendeten Flissigmedien bei einem Versuch von der in
Tabelle 7 oder Tabelle 8 dargestellten Grundzusammensetzung ab, wird dies im

entsprechenden Kapitel beschrieben.
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Tabelle 8: Zusammensetzung der Kulturmedien mit 3HT und TYR.

Bestandteil Volumen / Konzentration fir Volumen / Konzentration fir
100 uM 500 M

BSA-AT 145 ul 125 pl

3HT oder TYR in 5 ul 25 ul

BSA-AT

(FUDR) (300 i) (300 i)

DMSO 6 pl 6 pl

OP50/0P50-1 10° KBE/ml 10° KBE/ml

NGM ad 1500 pl ad 1500 pl

3.2.7 Synchronisation von C. elegans

Um fir das durchzufihrende Experiment gentigend Nematoden gleichen Alters zu erhalten,
wird eine Synchronisation durchgeflihrt.

Synchronisation mittels Eiablage auf Agarplatten. Fir die Eiablagesynchronisation
werden ca. 100 adulte gravide Nematoden auf eine neue NGM,-Agarplatte mit OP50 gesetzt
und dort fir zwei Stunden zur Eiablage belassen. Sind fur die Experimente genigend Eier

auf den Platten vorhanden, werden alle adulten Tiere von den Platten entfernt.

Nach einer dreitagigen Inkubation bei 20°C befinden sich die Nematoden im L4-

Larvenstadium bzw. sind jung-adult und kénnen fir Experimente verwendet werden.

Synchronisation mittels Eiablage in Flussigmedium. Fur diese Art der Synchronisation
wird ein Inkubationsmedium hergestellt, welches nur aus BSA-AT (150 ul), OP50-1 (10° KBE/
ml) und NGMy (ad 1500 pl) besteht. In dieses Medium werden ca. 80 bis 90 gravide adulte
Tiere gesetzt und dort zur Eiablage fur 5 h belassen. Die gelegten Eier kdnnen dann fir die

durchzufiihrenden Experimente verwendet werden.

Bleichesynchronisation. Fir diese Art der Synchronisation wird eine Kulturplatte benétigt,
auf der sich bereits Eier in ausreichender Zahl befinden. Von dieser Platte werden sowohl die
Nematoden, als auch ihre Eier mit 2,5 ml NGMy abgespilt und in ein 2-ml-Reaktionsgefaf
Uberflhrt. Wahrend die Nematoden auf den Boden des Gefalles absinken, werden 500 ul
Bleicheldsung hergestellt. Die Bleichel6sung totet alle bereits geschlipften Nematoden, die

Eier Gberleben jedoch.

32



3 Material und Methoden

Sind die Nematoden abgesunken, wird das NGMy oberhalb der Nematoden bis auf 500 pl
entfernt, die Bleichelésung hinzugegeben und alles grindlich durchmischt. Nach einer

Inkubationszeit von 90 s wird das Reaktionsgefald fir 1 min bei 7000 rpm zentrifugiert.

AnschlieBend wird der Uberstand bis auf 500 pl entfernt, zum Waschen mit NGMy auf 2 ml

aufgefullt, vermischt und nochmals zentrifugiert.
Dieser Waschschritt wird zwei weitere Male wiederholt.

Danach wird der Uberstand bis auf 500 ul abgenommen und die sich im Reaktionsgefal
befindenden Eier im verbliebenen Medium mit einer Pipette resuspendiert. Je 50 ul dieser
resuspendierten Eier werden auf die bendtigten Agarplatten pipettiert. Bei Bedarf kdnnen

weitere resuspendierte Eier hinzugegeben werden.

3.2.8 Untersuchung der Pharynxpumpfrequenz

Bleichesynchronisierte L4-Larven bzw. jung-adulte Nematoden werden fir 96 Stunden in
Inkubationsmedien mit den Extrakten, den Einzelsubstanzen oder der Lésungsmittelkontrolle

DMSO bei 20°C inkubiert, wobei sie alle 24 Stunden in neue Medien gesetzt werden.

AnschlieRend werden die Nematoden in 25 yl Medium auf eine bakterienfreie Agarplatte
Uberfuhrt. Nach 1 min wird die Pharynxpumpfrequenz von 10 Nematoden je drei Mal fir 15 s

ausgezahilt.

Dieses Experiment wird mit jedem der untersuchten Extrakte und Einzelsubstanzen drei Mal

unabhangig voneinander durchgefuhrt.

3.2.9 GroRenmessung

Die GroRe der Nematoden aller Inkubationsgruppen wird erfasst. HierfUr werden mittels
Bleiche synchronisierte wildtypische L4-Larven bzw. jung-adulte Nematoden mit den
Extrakten, den Einzelsubstanzen oder DMSO als Kontrolle flr 24 oder 48 Stunden bei 20°C
inkubiert. OBE, OP, OS, 3-HT, TYR und JGE werden fir 24 Stunden inkubiert, CSE, REW
und ZJE fur 48 Stunden. Anschlielend werden von je 20 Nematoden pro Gruppe, unter
Bertcksichtigung der mikroskopischen VergréRerung, Fotos aufgenommen und die Flache

der Nematoden mittels Image J bestimmt.

Bei der Untersuchung des PME werden wildtypische L4-Larven bzw. jung-adulte C. elegans
bei 20°C fir 72 Stunden in Inkubationsmedien mit verschiedenen Konzentrationen des
Extraktes oder der Kontrolle DMSO und anschlieend fiir weitere 24 Stunden in Medien

ohne P. multiflorum oder DMSO inkubiert. Danach werden von je 20 Nematoden jeder
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Gruppe Fotos unter gleicher VergroRerung gemacht. Anschliefend wird die Flache der

Nematoden mit Hilfe des Programms Image J gemessen.

Dieses Experiment wird mit jedem Extrakt und jeder untersuchten Einzelsubstanz drei Mal

unabhangig voneinander wiederholt.

3.2.10 Untersuchung der antioxidativen Eigenschaften in vitro (TEAC)

Mit Hilfe dieses Experiments sollen die antioxidativen Eigenschaften der verschiedenen
Extrakte und ihrer Inhaltsstoffe in vitro untersucht werden. Als Vergleichssubstanz dient
Trolox, ein syntetisches Vitamin E-Derivat. Dieses Experiment beruht auf der Entfarbung der

farbigen radikalischen Losung ABTS durch hinzugegebene Antioxidantien.

Einen Tag vor Versuchsbeginn wird diese radikalische Lésung 1:1 aus 14 mM ABTS und
4,9 mM APS hergestellt. Zu Beginn des Experiments wird sie dann mit 70% Ethanol, bei den
Experimenten mit 3-HT und TYR mit 75 mM Phosphatpuffer, verdinnt, bis ihre Absorption
bei 734 nm zwischen 0,6 und 0,8 liegt. Es wird darauf geachtet, dass experimentelle

Wiederholungen mit der gleichen Absorption starten.

Sowohl mit Trolox als auch mit den zu untersuchenden Extrakten und Substanzen wird eine
Verdinnungsreihe angesetzt, da verschiedene Konzentrationen untersucht werden sollen.
Hierbei wird darauf geachtet, dass in allen Verdiinnungen von Extrakten und Substanzen, die
in DMSO gel6st sind, die gleiche Menge DMSO enthalten ist. Wird DMSO eingesetzt, wird
die gleiche Menge DMSO auch zu den Verdinnungen von Trolox hinzugegeben. Da 3-HT
und TYR fur die meisten Experimente in BSA-AT gel6st sind, dies hier jedoch nicht
einsetzbar ist, werden 3-HT und TYR fir den TEAC-Assay in Phosphatpuffer geldst und auch

mit diesem verdinnt.

AnschlieRend werden 10 ul der Verdinnungen von Trolox, Extrakten und Substanzen als
Triplikat in die Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert und anschlieRend 290 pl der
eingestellten ABTS-Ldsung hinzugegeben. Als Hintergrund dienen drei Kavitaten mit 70%
Ethanol bzw. bei 3-HT und TYR mit 75 mM Phosphatpuffer. Die Messung der Absorption

findet bei einer Wellenlange von 734 nm nach 12 min statt.

Der PME wird nach einem alternativen Verfahren in Kiivetten gemessen. Hierfiir werden die
Vorverdinnungen von Trolox und PME 1:1 mit der ABTS-Lésung vermischt. Die Absorption
wird bei einer Wellenlange von 734 nm gemessen. Als Hintergrund dient eine Klvette mit
70% Ethanol.
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Zusatzlich werden bei allen Extrakten und Substanzen die Eigenabsorptionswerte
gemessen. Hierbei wird die ABTS-Lésung durch 70% Ethanol bzw. 75 mM Phosphatpuffer
(bei 3-HT und TYR) ersetzt.

Es wird in Triplikaten in drei voneinander unabhangigen Experimenten gemessen.

3.2.11 Untersuchung der ROS-Level in vivo mittels DCF-Assay

Je 16 mittels Bleichelésung synchronisierte L4-Larven bzw. jung-adulte Nematoden werden
fur einen Tag (OBE, OP, OS, 3-HT, TYR und JGE) oder fir zwei Tage (CSE, PME, REW und
ZJE) bei 20°C in Medien mit verschiedenen Konzentrationen der untersuchten Extrakte und
Substanzen oder DMSO als Kontrolle inkubiert. Die unterschiedlichen Inkubationszeiten fur
die Extrakte und Substanzen werden auf Grund der besseren Effektistarke in
Vorexperimenten gewahlt. Es folgt ein einstindiger Waschschritt in PBST. Anschliefend wird
eine 384-Well-Mikrotiterplatte vorbereitet, indem je 7 pl M9 in die Wells aller bendtigten
Spalten luftblasenfrei vorgelegt werden. In die erste Spalte, die der Hintergrundmessung

dient, wird zusatzlich invers 1 ul PBST pipettiert.

Je ein gewaschener Nematode wird nun in 1 pyl des Waschmediums in die Wells der
nachfolgenden Spalten pipettiert. Zuletzt werden alle Wells mit 2 yl 250 uM H,DCF-DA
bestuckt. Die Endkonzentration des H.DCF-DA betragt somit 50 uM.

H,DCF-DA kann in die Zellen der Nematoden eindringen und wird dort von Esterasen
hydrolysiert. Das H.DCF, welches nicht fluoreszent ist, kann die Zellen nicht mehr verlassen.
Bei Anwesenheit von ROS wird es jedoch zum fluoreszierenden DCF oxidiert. Hierbei ist die
Fluoreszenz des DCF proportional zur vorhandenen ROS-Menge und kann daher
photometrisch bestimmt werden (BASS et al., 1983).

Nun wird fir 24 Stunden alle 15 Minuten im Plattenlesegerat Biotek Synergy HT eine
Fluoreszenzmessung bei 37°C, einer Exzitation von 485 nm und einer Emission von 535 nm
durchgeflhrt.

Pro verwendetem Extrakt bzw. verwendeter Einzelsubstanz wird dieses Experiment drei Mal

unabhangig voneinander wiederholt.

Um ausschlielen zu kdnnen, dass es sich bei den im DCF-Assay erhaltenen Ergebnissen
um Quenching-Effekte der Extrakte oder Einzelsubstanzen handelt, wird mit oxidiertem DCF
ein Quenching-Test durchgefiihrt. Hierzu wird eine Spatelspitze des oxidierten DCF in M9-
Puffer gelést und verdinnt, bis die Ldsung klar und farblos ist. Anschliellend wird die

Fluoreszenz mit einer Exzitation von 485 nm und einer Emission von 535 nm gemessen.
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Far die Messung der Quenching-Effekte werden je 450 pl der DCF-Verdunnung in die Wells
einer 96-Well-Mikrotiterplatte vorgelegt und je 50 uyl von zuvor hergestellten
Vorverdinnungen der Extrakte bzw. der Einzelsubstanzen hinzugegeben. Bei allen Extrakten
und Substanzen werden mehrere Konzentrationen untersucht. Als Kontrolle werden 50 pl

M9-Puffer zum DCF hinzugegeben.

Die Messung erfolgt fur alle untersuchten Extrakte und Substanzen in Triplikaten in drei

voneinander unabhangigen Experimenten.

3.2.12 Thermale Stressresistenz (Sytox® Green Assay)

Je 16 durch Bleiche alterssynchronisierte L4-Larven bzw. jung-adulte Nematoden werden bei
20°C flr einen Tag (OBE, OP, OS, 3-HT, TYR und JGE) oder fur zwei Tage (CSE, PME,
REW und ZJE) in Medien mit Extrakten oder Einzelsubstanzen in verschiedenen
Konzentrationen oder mit der Losungsmittelkontrolle DMSO inkubiert. Es folgt ein
einstindiger Waschschritt in PBST.

In der 384-Well-Mikrotiterplatte werden 9 ul PBS pro Well in allen bendtigten Spalten
luftblasenfrei vorgelegt. In die erste Spalte, die der Hintergrundmessung dient, wird
zusatzlich 1yl PBST invers pipettiert. Anschlieend wird je ein Nematode in 1 pl

Waschlésung invers in die Wells der angrenzenden Spalten gegeben.

Sind alle bendtigten Wells mit Nematoden bestlckt, werden in jede Kavitat 10 pl einer 2 yM

Sytox-Lésung pipettiert. Die Endkonzentration des Sytox in den Wells betragt somit 1 uM.

Sytox kann nicht durch intakte Zellmembranen hindurch gelangen. Sind diese jedoch
beschadigt, beispielsweise durch Warme (37°C), gelangt es in die Zellen und kann sich in
die DNA interkalieren. Dadurch steigt die Fluoreszenz des Farbstoffes um das 500-fache an
(ROTH et al., 1997). Dieser starke Anstieg der Fluoreszenz kann genutzt werden, um den
virtuellen Todeszeitpunkt der Nematoden zu ermitteln: Er wird errechnet, indem man den
Mittelwert der Fluoreszenz der ersten drei Messpunkte mit drei multipliziert. Wird dieser Wert

Uberschritten wird der zugehdrige Nematode als tot gewertet.

Im Plattenlesegerat Biotek Synergy HT wird die Fluoreszenz bei 37°C flr 24 h alle 15 min

gemessen. Die Excitation betragt hierbei 485 nm und die Emission 535 nm.

Dieses Experiment wird mit jedem untersuchten Extrakt bzw. jeder untersuchten Substanz
drei Mal unabhangig voneinander durchgefiihrt. Dieses Experiment wird sowohl mit dem
wildtypischen Stamm (N2) als auch der DAF-16-Deletionsmutante (CF1038) durchgefiihrt.
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3.2.13 Resistenz gegenuiber oxidativem Stress

Die Untersuchung der Resistenz gegenuber oxidativem Stress wird bei 20°C durchgefiihrt.
Die Synchronisation der Tiere findet mittels Eiablage statt. L4-Larven bzw. jung-adulte
Nematoden werden fiir drei Tage mit der Testsubstanz bzw. dem Extrakt in verschiedenen
Konzentrationen oder mit DMSO als Kontrolle behandelt. Die Zugabe von FUDR zu diesen

Medien verhindert das Schlupfen der Larven.

AnschlieRend werden je 40 Nematoden pro Gruppe in Medien mit 50 mM Paraquat (PME)
oder in Medien mit 80 mM Paraquat (OBE, OP, OS, 3-HT, TYR, CSE, JGE, REW und ZJE)
Uberfuhrt. Die unterschiedlichen Konzentrationen an Paraquat wurden verwendet, da die
Durchfliihrung dieses Experiments mit der Zeit angepasst wurde. Die Zusammensetzung

dieser Medien ist in Tabelle 9 aufgeflhrt.

Paraquat induziert in den Nematoden oxidativen Stress in Form von Superoxidanionen
(COCHEME und MURPHY, 2007). Dieser Prozess beruht darauf, dass Paraquat-Dikationen
in den Mitochondrien ein Elektron aufnehmen kénnen und somit zum Paraquat-Radikal
reduziert werden. Das Paraquat-Radikal reagiert dann zlgig mit Sauerstoff, wodurch es
wieder zum Paraquat-Dikation oxidiert wird. Gleichzeitig bewirkt diese Reaktion eine
Reduktion des Sauerstoffmolekiils zum Superoxidanion (COCHEME und MURPHY, 2007;
VANFLETEREN, 1993).

Tabelle 9: Zusammensetzung der Medien mit 50 mM bzw. 80 mM Paraquat.

Bestandteil Volumen / Konzentration
BSA-AT 150 pl

Paraquat 1M 75 pl bzw. 120 pl

OP50 10° Bakterien/ml
S-Medium ad 1500 pl

Die Nematoden werden an den vier Folgetagen alle 24 Stunden mit einem
berlihrungsinduzierten Bewegungstest auf ihr Uberleben Uberprift. Hierbei werden die
Nematoden mehrmals vorsichtig berthrt. AnschlieRend wird 5 s auf eine Reaktion gewartet.
Dies wird drei Mal pro Nematode durchgeflhrt. Bleibt eine Reaktion aus, so wird der
Nematode als tot gewertet. Alle Tiere, die geplatzt, deren Organe nach auflen gestllpt, in
denen Larven geschlipft oder die an ihren Schwanzenden miteinander verknotet sind,

werden zensiert.
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Sich bewegende Nematoden verbleiben in den Medien, tote und zensierte werden aus den

Medien entfernt.
Alle Nematoden, die nach dem letzten Versuchstag noch am Leben sind, werden zensiert.

Dieses Experiment wird mit allen untersuchten Extrakten und Substanzen drei Mal
unabhangig voneinander wiederholt. Hier werden sowohl die wildtypischen Nematoden

eingesetzt als auch die DAF-16-Deletionsmutante.

3.2.14 Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16

Um zu untersuchen, ob sich der Transkriptionsfaktor DAF-16 durch die Behandlung mit
einem der untersuchten Extrakte oder einer Einzelsubstanz in den Zellkern bewegt, werden
bleichesynchronisierte C. elegans des Stammes TJ356 im L4-Larvenstadium bzw. jung-
adulte Tiere fir eine Stunde bei 20°C in Medien mit den untersuchen Extrakten,

Einzelsubstanzen oder mit DMSO als Kontrolle inkubiert.

Anschliellend werden die Nematoden in 9 yl Medium auf einen Objekttrager Ubertragen und
mit 9 yl Levamisol (20 mM) betaubt. Mittels Fluoreszenzmikroskopie wird bei 30 Nematoden
die Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16 ermittelt. Die Einteilung in die Kategorie
~nuklear® erfolgt, wenn in verschiedenen Koérperregionen des Nematoden jeweils mindestens

drei Zellkerne leuchten.

Als Positivkontrolle werden 30 weitere Nematoden in 18 ul Levamisol auf einen Objekttrager
gesetzt und fir 5 min bei 37°C inkubiert, bevor deren Lokalisation von DAF-16 ebenfalls

ermittelt wird.

Exemplarische Aufnahmen erfolgen bei einer Belichtungszeit von 300 ms, einer 10-fachen

Vergroéerung und einer analogen Verstarkung von 1,7.

Dieses Experiment wird mit jedem Extrakt bzw. jeder untersuchten Einzelsubstanz drei Mal

unabhangig voneinander durchgeflihrt.

3.2.15 Untersuchung von Effekten auf die durch 6-OHDA
hervorgerufene Degeneration dopaminerger Neuronen

6-OHDA flhrt zur Degeneration der dopaminergen Neuronen der Nematoden (NASS et al.,

2002). Mit Hilfe dieses Experiments wird untersucht, ob eine Vorinkubation der Nematoden

mit verschiedenen Extrakten oder Reinsubstanzen die durch 6-OHDA hervorgerufene

Neurodegeneration vermindern kann.
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Zunachst wird mit dem Stamm BZ555 eine Synchronisation mittels Eiablage in
Flissigmedium durchgefiihrt. AnschlieBend werden je 60 der gewonnenen Eier in
Inkubationsmedien mit DMSO als Kontrolle oder in Medien mit den zu untersuchenden
Extrakten und Substanzen Uberfuhrt und darin bei 20°C fur 67 h inkubiert.

Kurz vor Ablauf der Inkubationszeit werden Bakterien des Stammes OP50-1 in BSA-AT
geldst (Endkonzentration im Well: 10° KBE/ml; 10% BSA-AT) und 6-OHDA in 200 mM
Ascorbinsaurelésung (Endkonzentration von 6-OHDA im Well: 73,56 mM). Die 6-OHDA-
Lésung wird bis zur Verwendung lichtgeschitzt gelagert und muss fir jedes Experiment neu
hergestellt werden, da 6-OHDA schnell oxidiert (VARESLIJA et al., 2020).

Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Nematoden in NGMy gewaschen. In einer 96-
Well-Mikrotiterplatte werden je 40 zuvor inkubierte Nematoden pro Gruppe in NGMj
vorgelegt und anschlieRend mit 20 yl der 200 mM Ascorbinsaurelésung (Kontrolle) oder mit
20 ul 6-OHDA (Negativkontrolle und Behandlungsgruppen) versetzt. Zuletzt wird das BSA-AT

mit den Bakterien hinzugegeben. Das Endvolumen in den Kavitaten betragt 50 pl.

Nun folgt eine Inkubation fur 2,5 h bei 20°C in Dunkelheit, wobei die Mikrotiterplatte ab und
zu geschwenkt wird. AnschlieRend werden 150 pyl M9 hinzugegeben, wodurch das 6-OHDA
oxidiert. Die Nematoden werden fir 30 min in M9 gewaschen. Es folgt eine Inkubation flr
21h in Medien ohne Extrakt oder Substanz, dann werden die Nematoden, wie in
Kapitel 3.2.14 beschrieben, auf Objekttrager Uberfiihrt. Von je 20 Nematoden pro Gruppe
werden schwarz-weil} Fotos bei einer 10-fachen VergroRerung, einer Belichtungszeit von
400 ms und einer analogen Verstarkung von 1 unter Verwendung des GFP-Filters angefertigt
und anschlief’end die Fluoreszenzstarke der Kopfregion der Nematoden densitometrisch mit

Image J ausgewertet.

Dieses Experiment wird mit jedem der untersuchten Extrakte oder Substanzen drei Mal

unabhangig voneinander wiederholt.

3.2.16 Degeneration der dopaminergen Neuronen durch eine erhohte

Dopaminsynthese in den Neuronen

Beim Stamm UA57 kommt es aufgrund einer vermehrten Synthese von Dopamin mit der Zeit
zu einer fortschreitenden Degeneration der dopaminergen Neuronen (MANALO und
MEDINA, 2018; MASOUDI et al., 2014). Bei diesem Experiment wird untersucht, ob die
fortschreitende Neurodegeneration durch eine Behandlung der Tiere mit pflanzlichen

Extrakten oder deren Inhaltsstoffen verzogert werden kann.
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Alterssynchronisierte Tiere dieses Stammes werden mittels Eiablage generiert. Anschlielend
werden die L4-Larven in Medien mit den verschiedenen Extrakten oder Substanzen oder mit
DMSO als Kontrolle bei 20°C inkubiert. Fir jeden Zeitpunkt, zu dem gemessen werden soll,
wird ein separates Medium mit Nematoden hergestellt. Die Testung der Kontrollgruppe mit 30
Nematoden zum Zeitpunkt t0 wird noch am selben Tag unter dem Fluoreszenzmikroskop
durchgefuhrt. Hierbei werden die Nematoden unterteilt, je nachdem, ob ihre dopaminergen
Neuronen im Kopfbereich (CEP) intakt oder degeneriert sind. Die Neuronen werden als
degeneriert eingestuft, wenn die Dendriten durchbrochen sind oder Blaschen bilden, wenn
die Dendriten oder die gesamten Neuronen fehlen oder wenn die Soma der Neuronen fehlen
bzw. stark verkleinert oder aufgeplatzt sind, was sich in einer diffusen Fluoreszenz im

Somabereich aulert.

Nach 24 und 48 Stunden (t1 und t2) werden je 30 Nematoden pro Gruppe (Kontrolle und

Extrakt-, bzw. Substanzgruppen) untersucht und kategorisiert.

Exemplarische Aufnahmen erfolgen bei einer Belichtungszeit von 400 ms, einer 10-fachen

Vergroflerung und einer analogen Verstarkung von 1.

Auch dieses Experiment wird jeweils in drei voneinander unabhangigen Wiederholungen
durchgefihrt.

3.2.17 Untersuchung der AB14.-Toxizitat (M. Alzheimer)

Um herauszufinden, ob einer oder mehrere der in dieser Arbeit untersuchten Extrakte die
Toxizitdt von humanem Afi4. reduzieren kann, wird zunachst bei 16°C eine Eiablage in

Flissigmedium durchgefihrt.

AnschlieRend werden die Eier bei 16°C in die Inkubationsmedien mit oder ohne Extrakt bzw.
Einzelsubstanz Gberfihrt. Als Positivkontrolle dient Koffein, welches mit einer Konzentration

von 5 mM eingesetzt wird.

NGM.-Agarplatten werden mit 250 yl OP50-Bakterien bestrichen. Die hierzu verwendeten
Bakterien werden nach ihrer Kultivierung, Aufkonzentrierung und Kontaminationsprifung und
vor dem Auftragen auf die Agarplatten mit sterilem dH.O verdinnt, so dass sie eine ODeggo
zwischen 0,4 und 0,6 besitzen. Die Platten werden nach dem Bestreichen mit Bakterien fur

48 h bei Raumtemperatur gelagert.

Nach einer Inkubationszeit von 42 h werden je 40 L3-Larven aus den jeweiligen
Inkubationsmedien auf die Agarplatten Uberfihrt und bei 25°C inkubiert. Nach weiteren 26 h

wird gezahlt, wie viele Nematoden paralysiert sind. Dies wird zu den Zeitpunkten 28 h, 30 h,
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32 h und 34 h erneut untersucht, wobei Nematoden, die sich gar nicht bewegen oder nur
noch mit dem Kopf zucken, als paralysiert, und verletzte oder verloren gegangene

Nematoden als zensiert gewertet werden.

Dieses Experiment wird pro untersuchtem Extrakt bzw. untersuchter Substanz drei Mal

unabhangig voneinander durchgefuhrt.

3.2.18 Anzahl der ABi42-Plaques in den Nematoden

Unlosliche ABi4-Plaques sind ein Kennzeichen von M. Alzheimer (Ubersichtsartikel:
LAFERLA et al., 2007). Im Stamm CL2006 werden unlésliche humane AB+.4-Peptide in der
Kdérperwandmuskulatur exprimiert, welche zu Plaques aggregieren. Diese kdnnen mit Hilfe

des Farbstoffes Thioflavin-S in den Nematoden nachgewiesen werden (LINK, 1995).

Mittels Bleiche synchronisierte Nematoden der Stamme CL2006 und N2 werden als L4-
Larven bzw. jung-adulte Tiere in Inkubationsmedien mit den zu untersuchenden Extrakten
und Substanzen bzw. mit DMSO als Kontrolle bei 20°C inkubiert. Der wildtypische Stamm

dient hierbei als Negativkontrolle, da dieser Stamm keine AB1.42-Plaques bildet.

Nach 24 h werden die Nematoden in frische Medien umgesetzt und nach weiteren 24 h fur
eine Stunde in PBST gewaschen. AnschlieRend werden die Tiere in je 100 ul der
Waschldsung in 1,5 ml-Reaktionsgefale tberfiihrt. Der Uberstand wird verworfen. Nun wird
je 1 ml Fixierlésung (4 %PFA in PBS) hinzugegeben. Dann werden die Tiere fur 24 h bei 4°C
gelagert.

AnschlieBend werden die Nematoden in den jeweiligen Reaktionsgeféalen zwei Mal mit
PBST gewaschen. Danach wird die Waschlosung entfernt und 400 pl der frisch angesetzten
Permeabilisierungslésung hinzugegeben. Nun werden die Nematoden flr 24 h bei 37°C im

Dunkeln geschuttelt.

Es schlieRen sich erneut zwei Waschvorgange mit PBST in den Reaktionsgefalen an.
AnschlieBend werden 100 pl 50 % EtOH fir 2 min zu den Tieren gegeben und wieder
entfernt. Die Farbung der Nematoden wird mit Hilfe von 100 ul einer 0,125 %igen Thioflavin-
S-Lésung durchgefiihrt, welche zu den Nematoden gegeben und nach 2 min wieder entfernt
wird. Daran schlieRen sich zwei Entfarbungsschritte mit je 100 pl 50 % EtOH fir 2 min an.
Das EtOH wird anschlieRend wieder entfernt und die Nematoden werden zwei Mal fur 5 min
mit je 100 yl PBS (10x) gewaschen, um die Hintergrundfluoreszenz zu verringern. Der
Uberstand wird verworfen und die Nematoden in 15yl PBST auf einen Objekttrager

uberfuhrt. Um ein schnelles Ausbleichen der ABi42-Plaques zu verhindern werden nun 5 pl

41



3 Material und Methoden

DABCO-L6sung hinzugegeben. AnschlieRend wird das Praparat mit einem Deckglaschen
abgedeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Hierbei wird mit dem GFP-Filter,
einer 20-fachen Vergrofierung, einer Belichtungszeit von 100 ms und einer analogen
Verstarkung von 1 gearbeitet. Mit diesen Einstellungen erfolgte auch die Aufnahme von

Beispielbildern.

Von je 20 Nematoden pro Gruppe werden die Plaques im Kopf- und Schwanzbereich (vor
Beginn des Darms und nach dem Ende des Darms) gezahlt. Es erfolgt die Einteilung der
Nematoden gemaR der in ihnen vorhandenen Plaques. Dieses Experiment wird pro
untersuchtem Extrakt oder untersuchter Substanz drei Mal unabhangig voneinander
durchgeflhrt.

3.2.19 Untersuchung der AChE-Aktivitat (Eliman‘s Assay)

Inhibitoren der AChE werden als Medikamente bei M. Alzheimer eingesetzt
(Ubersichtsartikel: RODDA und CARTER, 2012). Daher werden die Extrakte und ihre
Inhaltsstoffe auf ihr Potential, die in C. elegans vorhandene AChE zu hemmen, untersucht.

Als Positivkontrolle wird Aldicarb eingesetzt.

Hierfur wird zunachst das Aldicarb mit DMSO auf 25 mM verdunnt. Diese Losung kann flr
alle Wiederholungen des Experiments verwendet werden. Vor jedem Versuch neu hergestellt
werden muss jedoch die Stockldsung, die sich aus 40 pl Acetylthiocholiniodid (75 mM in
Phosphatpuffer), 200 ul 5,5-Dithiobis-2-nitrobenzoesaure (10 mM in Phosphatpuffer) und

3 ml Phosphatpuffer (50 mM) zusammensetzt.

Anschlielend werden vier Platten mit bleichesynchronisierten wildtypischen Nematoden mit
je 2,5 ml PBST abgespult und in vier 2 ml-Reaktionsgefalle uberfuhrt. Sind die Nematoden
auf den Boden der GefaRe abgesunken, wird der Uberstand auf 500 pl reduziert und
1,5 ml PBST hinzugegeben. Die Nematoden werden 1 min gewaschen und sinken erneut auf

den Boden der GefalRe ab. Der Waschschritt wird zwei weitere Male wiederholt.

Nun wird der Uberstand in allen ReaktionsgefaRen bis auf 200 ul abgenommen und je 200 pl
Phosphatpuffer (50 mM) hinzugefugt. Dann werden die Volumina in einem Reaktionsgefa
vereinigt. Nachdem die Nematoden erneut auf den Grund des Gefalles abgesunken sind,
wird der Uberstand bis auf 1 ml abgenommen und die zuriickbleibende Flissigkeit mit den
Nematoden in ein Homogenisierungsrohrchen mit Glaskugelchen uberfuhrt. Die Nematoden
werden nun in der Minilys bei héchster Geschwindigkeit 10 s homogenisiert und dann bei
10.000 rpm und 4°C 10 min zentrifugiert.
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Ab diesem Zeitpunkt wird die Probe auf Eis gelagert. Der Uberstand im
Homogenisierungsrohrchen wird abgenommen, in ein 2 ml-Reaktionsgefaly tberfihrt und
durchmischt. Das restliche Homogenat wird bei -80°C fiir die Bestimmung der Proteinmenge

(beschrieben im Kapitel 3.2.20), welche sich diesem Experiment anschlief3t, eingefroren.

In eine transparente 96-Well-Mikrotiterplatte werden 50 yl Homogenat und je 1 yl DMSO
(Kontrolle), Aldicarb (Positivkontrolle) oder Testsubstanz (Extrakt oder Inhaltsstoff) als

Duplikate pipettiert. Anschlie3end erfolgt die Messung des Hintergrunds bei 406 nm.

Nun werden in drei Kavitaten der 96-Well-Mikrotiterplatte 251 pl Stocklésung als Blank
pipettiert. Alle umliegenden Kavitaten der 96-Well-Mikrotiterplatte werden mit 250 pl
Phosphatpuffer beflllt. Dies dient dem Vorbeugen von Verdunstungsprozessen. Zuletzt
werden in alle Testkavitaten 200 pl Stocklésung pipettiert. Die Messung erfolgt im
Plattenlesegerat MX bei 406 nm und 28°C alle 30 min fir 24 h.

Die gemessene Proteinmenge wird einberechnet und die erste von zwei unbehandelten
Kontrollen wird auf 100% AChE-Aktivitdt normiert. Die anderen Gruppen werden daran
angepasst. Dieses Experiment wird mit jedem der untersuchten Extrakte oder Inhaltsstoffe

drei Mal unabhangig voneinander wiederholt.

3.2.20 Bestimmung der Proteinmenge

Zur Bestimmung der Proteinmenge im Homogenat, welches fur den Ellman‘s Assay genutzt
wird, wird zunachst das Bio-Rad Reagenz (Bradford-Reagenz) 1:5 mit dH,O verdinnt und
anschliel®end filtriert. Eine Verdlinnungsreihe des BSA-Standards wird, wie Tabelle 10 zu

entnehmen, hergestellt.

Tabelle 10: Zusammensetzung der Verdiinnungsreihe des BSA-Standards.

Konzentration des dH-0 (ul) 1 mg/ml BSAin
Standards (pg/ml) Phosphatpuffer (ul)
0 50 0

50 95 5

100 45 5

200 40 10

300 35 15

400 30 20

500 25 25
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Die Proteinproben werden ebenfalls in verschiedenen Konzentrationen untersucht (siehe
Tabelle 11).

Tabelle 11: Zusammensetzungen der Verdiinnungen der Probe.

Verdiinnung dH.O (ul) Probe (ul)
unverdinnt 0 40

1:5 32 8

1:10 36

In eine transparente 96-Well-Mikrotiterplatte werden je 10 pyl der Probenverdiinnung im
Triplikat oder der Standardverdinnung im Duplikat pipettiert. Dann werden 200 pl Bradford-
Reagenz in jede belegte Kavitat gegeben. Als Blank dienen 210 pl dH-0.

Die Absorptionsmessung bei einer OD von 595 nm erfolgt im Plattenlesegerat MX nach
7 min. Die Bestimmung der Proteinmenge des Homogenats erfolgt fiur jede

Probenverdinnung im Triplikat.

3.2.21 Untersuchung der Anzahl von PolyQ-Plaques (Huntington)

Bei diesem Experiment soll herausgefunden werden, ob die in dieser Arbeit untersuchten
Extrakte die Akkumulation von sogenannten PolyQ-Plaques in den Nematoden verringern
konnen. Zunachst wird mit dem Stamm EAK103 eine Eiablage in Flissigmedium gemacht.
Nun werden die Eier mit oder ohne Extrakt bei 20°C inkubiert. Nach 56 Stunden werden die
Nematoden in 9 yl Medium auf einen Objekttrager pipettiert und mit 9 yl Levamisol betaubt.
Die Nematoden werden anschlieRend unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und die
im Kopfbereich bis zum Beginn des Darmes akkumulierten PolyQ-Plaques bei 20

Nematoden gezahit.

Exemplarische Aufnahmen erfolgen bei einer Belichtungszeit von 400 ms, einer 20-fachen

Vergroflerung und einer analogen Verstarkung von 1.

Die Experimente werden jeweils drei Mal unabhangig voneinander wiederholt.

3.2.22 Untersuchung der durch PolyQ hervorgerufenen

Neurodegeneration

Um protektive Effekte der untersuchten Extrakte auf die durch PolyQ hervorgerufene
Neurodegeneration zu untersuchen, wird der Stamm HAG659 genutzt, welcher mit GFP

markierte ASH-Neuronen besitzt.

44



3 Material und Methoden

Zunachst wird eine Eiablage in Flissigmedium gemacht. Die so erhaltenen Eier der
Nematoden werden bei 20°C in Inkubationsmedien mit oder ohne Extrakt bzw.
Einzelsubstanz inkubiert. Nach 56 Stunden werden die Nematoden in frische Medien mit
FUDR uberfihrt. Die Inkubationszeit in diesen Medien betragt 7 Tage, wobei die Medien
nach jeweils 2 bis 3 Tagen erneuert werden. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die
Nematoden in 9 ul Medium auf einen Objekttrager gesetzt und mit 9 pl Levamisol betaubt.
AnschlieRend werden je 30 Nematoden jeder Gruppe unter fluoreszenzmikroskopischer
Betrachtung in Nematoden mit intakten oder zerstdorten ASH-Neuronen eingeteilt. Die
Neuronen werden als zerstort gewertet, wenn die Dendriten der Neuronen entweder
blasenférmige Auswucherungen aufweisen, durchbrochen oder ganz verschwunden sind

oder wenn die Zellkérper verschwunden oder deutlich verkleinert sind.

Exemplarische Aufnahmen erfolgen bei einer Belichtungszeit von 400 ms, einer 20-fachen

VergroRerung und einer analogen Verstarkung von 1.

Auch dieser Versuch wird mit jedem Extrakt und jeder Substanz drei Mal unabhangig

voneinander durchgefihrt.

3.2.23 Untersuchung der nozizeptorischen Wahrnehmung in einem C.

elegans Modell fur C. Huntington

Bei diesem Experiment wird untersucht, ob die pflanzlichen Extrakte bzw. deren Inhaltsstoffe
die durch eine Neurodegeneration, welche mit der Zeit bei den Nematoden des Stammes
HAGB59 auftritt, verminderte Reaktionsfahigkeit auf einen mechanischen Stimulus verbessern

konnen.

Hierzu werden mittels Eiablage in Flissigmedium synchronisierte Nematoden dieses
Stammes im L4-Larvenstadium bzw. als jung-adulte Tiere mit den Extrakten oder
Substanzen oder mit DMSO als Kontrolle bei 20°C inkubiert. Nach 56 Stunden werden die
Nematoden in frische Medien mit FUDR Uberfuhrt. Die Inkubationszeit in diesen Medien

betragt 7 Tage, wobei die Medien nach jeweils 2 bis 3 Tagen erneuert werden.

An den Tagen 5, 7 und 10, bzw. 10, 12 und 14 werden 10 Tiere pro Gruppe in je 5 yl Medium
auf frische Agarplatten ohne Bakterienrasen gesetzt. Nach 1 min werden die Nematoden
vorsichtig an ihrer Schnauze berihrt. Bei einer Rlckwartsbewegung werden die
unternommenen Schlangelbewegungen gezahlt, bis die Tiere sich wieder vorwarts bewegen.
Bewegt der Nematode sich nicht riickwarts wird er zwei weitere Male berlhrt. Sobald er sich

ruckwarts bewegt, wird gezahlt. Bewegt er sich nicht, ist die Anzahl der Bewegungen 0.
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Der wildtypische Stamm N2 wird hierbei als Kontrolle mitgefihrt, denn seine nozizeptorische
Wahrnehmung lasst mit der Zeit nicht nach. Alle untersuchten Extrakte und
Einzelsubstanzen werden jeweils in drei unabhangig voneinander durchgeflihrten

Experimenten getestet.
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4 Ergebnisse

4.1 Allgemeine Untersuchungen von OBE und seinen Inhaltsstoffen zu

antioxidativen Wirkungen und Stressresistenz

Die Daten zu antioxidativen Wirkungen und zur Stressresistenz entstanden gréfitenteils in
den im Rahmen dieser Dissertation betreuten Abschlussarbeiten von Frau Nora Meinhardt
(OBE, OP und OS) und Frau Alicia Chisari (OBE, 3-HT und TYR).

4.1.1 Antioxidative Effekte von OBE und seinen Inhaltsstoffen

Antioxidative Eigenschaften in vitro. Das antioxidative Potential des OBE und seiner
Inhaltsstoffe wird im Vergleich zu dem stark antioxidativ wirkenden synthetischen Vitamin E
Derivat Trolox ermittelt. In Abbildung 1A ist zu erkennen, dass in diesem zellfreien
Experiment OBE weniger starke antioxidative Eigenschaften besitzt als Trolox. Die
radikalische Losung wird bei einer OBE-Konzentration von 100 pyg/ml anndhernd vollstandig
entfarbt. Diese Entfarbung tritt bei Trolox bereits bei 12 pug/ml ein. Der Inhaltsstoff OP verhalt
sich in diesem Experiment ahnlich wie der Extrakt selber und ist demnach ebenfalls
antioxidativ wirksam. Dieser Effekt ist jedoch nicht so stark wie der von Trolox. Die OS zeigt
keine antioxidativen Eigenschaften in vitro, denn es kommt zu keiner Entfarbung der

radikalischen Losung im Vergleich zum Kontrollpunkt (Abbildung 1A).
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Abbildung 1: Radikalfangende Eigenschaften (TEAC-Assay; OBE und Inhaltsstoffe).

Im zellfreien TEAC-Assay werden die radikalfangenden Eigenschaften von verschiedenen
Konzentrationen an OBE, OP, OS, 3-HT und TYR bzw. DMSO als Kontrolle im Vergleich zum
syntetischen Vitamin E Derivat Trolox untersucht. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD,
n = 3, einfaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest gegen Trolox 0 ug/mi; a: p < 0,05;
b:p < 0,01;c:p <0,001; d: p < 0,0001.
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Anders als der OBE und seine Inhaltsstoffe OP und OS sind 3-HT und TYR starker
antioxidativ als die Vergleichssubstanz Trolox (Abbildung 1B). Die Kurven beider Substanzen
liegen deutlich unterhalb der von Trolox. Bei einer Trolox-Konzentration von 10 uM ist die
Absorption im Vergleich zum Kontrollpunkt um 30,3% gesunken. 10 uM 3-HT senken die
Absorption bereits um 65,2%. TYR besitzt den starksten antioxidativen Effekt: 10 uyM TYR
fuhren zu einer vollstandigen Entfarbung der radikalischen Loésung und somit einer
Reduktion der Absorption um 99,1% (Abbildung 1B).

Sowohl OBE als auch seine Inhaltsstoffe OP, 3-HT und TYR sind im zellfreien System

antioxidativ wirksam, jedoch in unterschiedlichem Mal.

Antioxidative Eigenschaften in vivo. Um zu Uberprifen, ob OBE und seine Inhaltsstoffe
auch in vivo antioxidative Effekte zeigen, werden die Nematoden mit dem Extrakt und den
Einzelsubstanzen behandelt. AnschlieBend wird das DCF-Fluoreszenzsignal, welches

proportional zu den in den Nematoden vorhandenen ROS ist (BASS et al., 1983), gemessen.

In Abbildung 2 ist der durch thermalen Stress hervorgerufene Anstieg der Fluoreszenz und
somit auch der Menge an ROS in den Nematoden abgebildet. Mit der Zeit, welche die
Nematoden thermalem Stress ausgesetzt sind, steigt die Menge an ROS in den Nematoden
(Abbildung 2). Durch eine Vorinkubation der Nematoden mit OBE zeigt sich im Vergleich zur
Kontrollgruppe keine Verringerung der Fluoreszenz, bzw. der ROS-Akkumulation in den
Nematoden (Abbildung 2A, B und C). OBE hat folglich keine antioxidativen Effekte in vivo.

Auch die OS ruft keine Verringerung der Menge an ROS in den Nematoden hervor
(Abbildung 2A). OP hingegen verringert die DCF-Fluoreszenz um 35,8% im Vergleich zur
Kontrolle (Abbildung 2A; 360 min). Hier zeigt sich nach 300 min, bzw. 360 min ein

signifikanter antioxidativer Effekt.

3-HT scheint keine antioxidativen Wirkungen in vivo zu besitzen (Abbildung 2B). Eine
Konzentration von 500 uM 3-HT bewirkt keine Verringerung der Fluoreszenzintensitat. Die
niedrigere Konzentration von 100 uM 3-HT jedoch verringert die Menge an ROS in den
Nematoden nach 360 min signifikant um 22,3% (Abbildung 2B). Dieses Ergebnis zeigt sich
jedoch nur in einer der drei Wiederholungen und kann als Ausreif3er betrachtet werden (vgl.
Kapitel 9.4).

Eine Behandlung mit TYR hingegen flihrt zu signifikanten antioxidativen Effekten nach 300
und 360 min (Abbildung 2C). Dies ist sowohl bei 100 uM als auch bei 500 uM TYR der Fall.
Eine Behandlung mit 100 uM TYR resultiert nach 300 min in einer 32,5%igen Reduktion des

ROS-Levels im Vergleich zur Kontrolle und nach 360 min in einer 27,9%igen Reduktion. Es
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zeigt sich nur ein sehr geringer Unterschied zur héheren Konzentration an TYR (500 uM):
Nach 300 min betragt die Reduktion der intrazellularen ROS-Menge 29,8% im Vergleich zur
Kontrolle und nach 360 min 31,3%.
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Abbildung 2: Thermal induzierter Anstieg der ROS-Level im Wildtyp (DCF-Assay; OBE und
Inhaltsstoffe).

Wildtypische L4-Larven (N2) werden bei 20°C fir 24 h mit 1 mg/ml OBE, 100 uM OP, 25 uM OS,
100 uM 3-HT oder TYR, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt.
Nach einem einstiindigen Waschschritt in PBST werden sie in Wells mit H,DCF-DA (50 uM)
transferiert. Der thermal induzierte Anstieg der DCF-Fluoreszenz wird bei einer Exzitation von
485 nm, einer Emission von 535 nm und 37°C gemessen. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte
+ SD, normalisiert auf die Kontrolle bei 420 min, n = 4 (A) und n = 3 (B und C) (je 16 Individuen pro
Gruppe), zweifaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest, * p < 0,05; ** p < 0,01;
***p < 0,001, *** p < 0,0001 gegen die Kontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt.
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4.1.2 Modulation der Resistenz gegeniiber thermalem und oxidativem

Stress durch OBE und seine Inhaltsstoffe

Resistenz gegeniiber thermalem Stress. Die Nematoden werden thermalem Stress
ausgesetzt, um herauszufinden, ob die Uberlebensrate unter diesen Bedingungen erhdht
und somit ihre Resistenz gegenuber thermalem Stress durch OBE oder seine Inhaltsstoffe
verbessert ist. Durch eine Vorinkubation mit OBE wird die Resistenz der Nematoden
gegeniiber dem applizierten thermalen Stress nicht signifikant erhéht (Abbildung 3A und B).
Die mediane Uberlebenszeit der Kontrolltiere betrégt 8,5+ 0,2 h (Abbildung 3A) bzw.
9,1 £ 0,1 h (Abbildung 3B). Die mit OBE behandelten Nematoden zeigen eine mediane
Uberlebenszeit von 9,3 + 0,2 h (Abbildung 3A) bzw. 9,5 + 0,2 h (Abbildung 3B).
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Abbildung 3: Resistenz wildtypischer Nematoden gegeniiber thermalem Stress (OBE und
Inhaltsstoffe).

Wildtypische L4-Larven (N2) werden bei 20°C fiir 24 h mit 1 mg/ml OBE, 100 uM OP, 25 uM OS,
100 uM 3-HT oder TYR, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt.
Nach einem einstiindigen Waschschritt in PBST werden sie in Wells mit Sytox-Green (1 uM)
transferiert. Die Messung wird bei 37°C durchgefiihrt und die Fluoreszenz bei einer Exzitation von
485 nm und einer Emission von 535 nm gemessen. AnschlieBend werden die virtuellen
Todeszeitpunkte der Nematoden ermittelt.Verglichen werden die Uberlebenskurven mit einer Kaplan-
Meier-Statistik, n = 3 (je 16 Individuen pro Gruppe), Log-Rank (Mantel-Cox) Test.

Auch die einzelnen Inhaltsstoffe des Extraktes verlangern das Uberleben der Nematoden
unter thermalem Stress nicht (Abbildung 3A und B). Die mediane Uberlebenszeit der
Nematoden, welche mit OP bzw. OS behandelt werden, betragt 8,5+ 0,2 h bzw. 8,8 + 0,2 h
(Abbildung 3A). Eine Vorinkubation mit 3-HT oder TYR resultiert in medianen
Uberlebenszeiten von 9,0 + 0,1 h bei 100 yM 3-HT und 500 uM 3-HT, 8,8 + 0,1 h bei 100 uM
TYR bzw. 9,3 + 0,1 h bei 500 uM TYR (Abbildung 3B).

Die mittleren und medianen Uberlebenszeiten und die entsprechenden p-Werte der

Untersuchung der thermalen Stressresistenz kdnnen Tabelle 12 enthommen werden.
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Weder OBE noch die untersuchten Inhaltsstoffe sind in der Lage die thermale
Stressresistenz der Nematoden zu verbessern und ihr Uberleben unter diesen Bedingungen

zu verlangern.

Tabelle 12: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der thermalen Stressresistenz
am Wildtyp (OBE und Inhaltsstoffe).

Behandlung | Mittelwert [h] + % Median [h] + SD % p-Wert
SD Differenz Differenz gegen
zur zur Kontrolle
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 8,7+0,2 - 8,5+0,2 - -
1 mg/ml OBE 9,1+0,1 +4,6 9,3+0,2 +94 0,238
100 uM OP 8,5+0,2 -2,3 8,5+0,2 0 0,507
25 uM OS 8,4+0,2 -3,4 8,8+0,2 +3,5 0,201
Kontrolle 9,3£0,1 - 9,0£0,1 - -
1 mg/ml OBE 9,6 +0,1 +3,2 95+0,2 +5,6 0,079
100 uM 3-HT 9,1+0,1 -2,2 9,0+0,1 0 0,501
500 uM 3-HT 9,1+0,2 -2,2 9,0+0,1 +0 0,415
100 (M TYR 8,9+0,1 -4,4 8,8+0,1 -2,3 0,078
500 uM TYR 9,1+0,2 -2,2 9,3+0,1 +3,3 0,997

Resistenz gegeniiber oxidativem Stress. Das Herbizid Paraquat bewirkt eine erhdhte
Produktion an Superoxidanionen in den Nematoden (COCHEME und MURPHY, 2007).
Dieser oxidative Stress fuhrt dazu, dass die Nematoden der Kontrollgruppen innerhalb der

folgenden vier Tage sterben (Abbildung 4).

Eine Vorinkubation mit OBE erhdht im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren die
Resistenz gegenlber dem durch Paraquat applizierten oxidativem Stress. Das Uberleben
der Nematoden, welche mit OBE behandelt werden, ist im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant verlangert (Abbildung 4). Das mittlere Uberleben der Kontroligruppe betragt
hierbei 68,5+ 2,2h (Abbildung 4A, Tabelle 13) bzw. 61,3+2,6 h (Abbildung 4B, C,
Tabelle 13), das der mit OBE behandelten Tiere betragt 78,0 + 2,0 h (Abbildung 4A,
Tabelle 13) bzw. 80,9 + 2,3 h (Abbildung 4B, C, Tabelle 13). Das mittlere Uberleben der mit
OBE behandelten Nematoden wird also um 13,9% bzw. 32,0% verlangert (Tabelle 13).
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Abbildung 4: Resistenz des Wildtyp gegeniiber oxidativem Stress (OBE und Inhaltsstoffe).
L4-Larven des wildtypischen Stammes N2 werden bei 20°C fiir 72 h mit 1 mg/ml OBE, 100 uM OF,
25 uM OS, 100 uM 3-HT oder TYR, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle
behandelt. AnschlieBend werden alle Nematoden in Medien ohne Extrakte aber mit 80 mM Paraquat
umgesetzt. Alle 24 h werden die Nematoden mittels Beriihrung auf ihr Uberleben getestet. Verglichen
werden die Uberlebenskurven mit einer Kaplan-Meier-Statistik, n = 3 (je 40 Individuen pro Gruppe),
Log-Rank (Mantel-Cox) Test; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Eine Vorinkubation mit den Inhaltsstoffen OP und OS erhoht die Resistenz der Nematoden
im Vergleich zur Kontrolle nicht. Die Mittelwerte dieser Gruppen betragen 69,8 £ 2,0 h bzw.
70,8 £ 2,2 h (Abbildung 4A, Tabelle 13). Eine leichte Tendenz zur Verlangerung des mittleren

Uberlebens um 1,9% durch OP und 3,4% durch OS ist zu erkennen, dies ist jedoch nicht
signifikant (Tabelle 13).

Durch eine Behandlung mit 3-HT wird das Uberleben der Nematoden unter oxidativem
Stress signifikant verlangert. Hierbei scheint die niedrigere Konzentration von 100 yM 3-HT
sogar einen starkeren Effekt zu erzielen als die héhere von 500 uM 3-HT. Die Mittelwerte
dieser beiden Gruppen betragen 75,1 £ 2,5 h bzw. 69,7 £ 2,4 h (Abbildung 4B, Tabelle 13).
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Tabelle 13 kann entnommen werden, dass das mittlere Uberleben der Nematoden durch
100 pM 3-HT um 22,5% und durch 500 pM 3-HT um 13,7% im Vergleich zur Kontrolle

verlangert wird.

TYR fihrt ebenfalls zu einer erhdhten Resistenz der Nematoden gegeniber oxidativem
Stress. Das mittlere Uberleben der Nematoden betragt durch 100 uM TYR 71,0 £ 2,3 h und
durch 500 uM TYR 70,3+25h, wahrend das mittlere Uberleben der Kontrolltiere
61,3 + 2,6 h betragt (Abbildung 4C, Tabelle 13). Das mittlere Uberleben wird im Vergleich zur
Kontrollgruppe um 15,8% durch 100 yM TYR und 14,7% durch 500 uM TYR verlangert

(Tabelle 13). Die beiden Konzentrationen unterscheiden sich hierbei kaum.

Tabelle 13: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der oxidativen Stressresistenz
am Wildtyp (OBE und Inhaltsstoffe).

Behandlung | Mittelwert [h] * % Median [h] * SD % p-Wert
SD Differenz Differenz gegen
zur zur Kontrolle
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 68,5+2,2 - 72,0+ 3,0 - -
1 mg/ml OBE 78,0+£2,0 +13,9 72,0+ 3,5 0 0,0003
100 uM OP 69,8 +2,0 +1,9 72,0+29 0,8008
25 uyM OS 70,8 £2,2 +3,4 72,0+ 3,3 t 0,3120
Kontrolle 61,3+2,6 - 72,0+ 3,6 - -
1 mg/ml OBE 80,9+2,3 +32,0 96,0 +2,0 + 33,3 < 0,0001
100 uM 3-HT 751+25 +22,5 96,0 £ 2,6 + 33,3 < 0,0001
500 pM 3-HT 69,724 +13,7 72,0141 +0 0,004
100 (M TYR 71,0123 +15,8 72,0+ 3,2 +0 0,007
500 uM TYR 70,3+25 +14,7 72,0+ 3,8 0 0,004

OBE zeigt im Vergleich zu seinen Inhaltsstoffen den starksten Effekt auf die Resistenz der
Nematoden gegenlber oxidativem Stress, aber auch die Inhaltsstoffe 3-HT und TYR sind in
der Lage das Uberleben der Nematoden unter oxidativem Stress zu verlangern
(Abbildung 4).

4.1.3 Modulation der Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16

durch OBE und seine Inhaltsstoffe

Der Transkriptionsvorgang von DAF-16-regulieten Genen kann beginnen, wenn der
Transkriptionsfaktor DAF-16 im Zellkern lokalisiert ist (MURPHY et al., 2003).
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Nur wenige der Nematoden in den Kontrollgruppen weisen nuklear lokalisiertes DAF-16 auf
(Abbildung 5). In der Positivkontrolle hingegen haben fast alle Nematoden nuklear
lokalisiertes DAF-16.
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Abbildung 5: Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16 (OBE und Inhaltsstoffe).

Anhand des transgenen Stammes TJ356 (DAF-16::GFP) wird die Lokalisation des
Transkriptionsfaktors DAF-16 mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Die Nematoden werden fiir
eine Stunde bei 20°C in Inkubationsmedien mit 1 mg/ml OBE, 100 uM OP, 25 uM OS, 100 uM 3-HT
oder TYR, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle inkubiert. Als Positivkontrolle
dienen Nematoden, die 5 min bei 37°C thermalem Stress ausgesetzt werden. Die angegebenen
Werte sind Mittelwerte £ SD, n = 3 (je 30 Individuen pro Gruppe), einfaktorielle Anova mit Dunnett's
multiplem Vergleichstest, ** p < 0,01, **** p < 0,0001.

Werden die Nematoden nun fir 1 h mit OBE inkubiert zeigt sich, dass durch diese

Behandlung der Anteil an Nematoden mit nukledr lokalisiertem DAF-16 im Vergleich zur

jeweiligen Kontrolle signifikant erhoht ist (Abbildung 5). Durch OBE steigt die Anzahl an
Nematoden mit nuklearem DAF-16 um das 2,9- (Abbildung 5A) bis 5,5-Fache (Abbildung 5B)

im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle.

100uM

Abbildung 6: Beispielbilder der Lokalisation von DAF-16::GFP in den Nematoden.
Abgebildet sind ein Nematode mit cytosolisch lokalisiertem DAF-16 (A) und einer mit nukleér
lokalisiertem DAF-16 (B).
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Bei der Untersuchung der Inhaltsstoffe des OBE zeigt sich, dass weder OP noch OS
(Abbildung 5A), 3-HT oder TYR (Abbildung 5B) eine signifikante Translokation von DAF-16 in
den Zellkern bewirken, wobei bei einer Inkubation mit OS eine leichte Tendenz sichtbar ist
(Abbildung 5A).

In Abbildung 6 sind Beispielbilder eines Nematoden mit cytosolischem DAF-16
(Abbildung 6A) und eines Nematoden mit nuklear lokalisiertem DAF-16 (Abbildung 6B)

dargestellt.

4.1.4 Untersuchung der Modulation des IIS durch OBE und seine
Inhaltsstoffe mittels Deletion von DAF-16

Durch eine Deletion des Transkriptionsfaktors DAF-16 kann herausgefunden werden, ob
dieser Faktor fur die Vermittlung des durch OBE oder seine Inhaltsstoffe hervorgerufenen
Effekts essentiell ist. Ist dies der Fall zeigt sich in den Deletionsmutanten im Gegensatz zu
den wildtypischen Nematoden keine Wirkung mehr. Es werden nur solche Experimente mit
den DAF-16-Deletionsmutanten wiederholt, in denen der OBE oder seine Inhaltsstoffe in den

wildtypischen Nematoden eine protektive Wirkung zeigen.

Antioxidative Effekte in DAF-16-Deletionsmutanten. In DAF-16-Deletionsmutanten
besitzen weder OBE noch OP oder OS einen signifikanten antioxidativen Effekt
(Abbildung 7A).

Wahrend OBE und OS im wildtypischen Nematoden ebenfalls keinen signifikanten
antioxidativen Effekt haben, hat OP im Wildtyp eine antioxidative Wirkung. Dies bedeutet,
dass der antioxidative Effekt, welcher durch OP hervorgerufen wird, abhangig ist vom
Transkriptionsfaktor DAF-16.

Auch durch 3-HT sind in der Deletionsmutante — wie auch schon im Wildtyp — keine
antioxidativen Effekte zu erkennen (Abbildung 7B). TYR hingegen besitzt auch in der DAF-
16-Deletionsmutante antioxidative Wirkungen. Nach 360 min wird die Menge an ROS durch
TYR um 20,5% im Vergleich zur Kontrolle signifikant gesenkt (Abbildung 7B).
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Abbildung 7: Thermal induzierter Anstieg der ROS-Level in der DAF-16-Deletionsmutante (DCF-
Assay; OBE und Inhaltsstoffe).

L4-Larven des DAF-16-defizienten Stammes CF1038 werden bei 20°C fiir 24 h mit 1 mg/ml OBE,
100 uM OP, 25 uM OS, 100 uM 3-HT oder TYR, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO (0,4%) als
Kontrolle behandelt. Nach einem einstiindigen Waschschritt in PBST werden sie in Wells mit H,DCF-
DA (50 uM) transferiert. Der thermal induzierte Anstieg der DCF-Fluoreszenz wird bei 5635 nm und
37°C gemessen. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD, normalisiert auf die Kontrolle bei
420 min, n = 3 (A) und n = 4 (B) (je 16 Individuen pro Gruppe), zweifaktorielle Anova mit Dunnett's
multiplem Vergleichstest, * p < 0,05; **** p < 0,0001 gegen die Kontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt.

Der OBE zeigt in diesem Experiment unerwarteterweise ebenfalls signifikante antioxidative
Effekte nach 300 und 360 min. Nach 300 min ist die DCF-Fluoreszenz der Nematoden,
welche mit 1 mg/ml OBE behandelt werden, um 29,4% im Vergleich zur Kontrolle reduziert.
Nach 360 min ist dieser Effekt deutlicher zu sehen: Die Reduktion des ROS-Levels der mit
OBE inkubierten Nematoden betragt 33,3% im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 7B).

Resistenz gegeniiber oxidativem Stress in DAF-16-Deletionsmutanten. Da weder OP
noch OS eine Erhdhung der oxidativen Stressresistenz der wildtypischen Nematoden zur
Folge hatten, werden diese Substanzen in den Deletionsmutanten nicht mehr weiter

untersucht.

Sowohl OBE als auch die Inhaltsstoffe 3-HT und TYR bewirken im Wildtyp eine Erhéhung
der Resistenz gegenuber oxidativem Stress (Abbildung 4B und C). OBE besitzt in der DAF-
16-Deletionsmutante nach wie vor eine signifikante Erhéhung der Resistenz der Nematoden
gegeniiber oxidativem Stress (Abbildung 8A und B). Die mittleren Uberlebenszeiten der
Kontrolltiere und der mit OBE behandelten Nematoden unterscheiden sich stark: Sie
belaufen sich auf 49,3+ 1,5h bei der Kontrollgruppe bzw. 57,9+ 2,2 h bei den mit
1 mg/ml OBE behandelten Tieren. Dies entspricht einer Verlangerung der Uberlebenszeit der

mit OBE inkubierten Nematoden um 17,4% im Vergleich zu den Kontrolltieren (Tabelle 14).
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Die Wirkung von OBE auf die oxidative Stressresistenz der Nematoden scheint nicht von
DAF-16 abhangig zu sein.
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Abbildung 8: Resistenz des DAF-16-defizienten Stammes gegeniiber oxidativem Stress (OBE
und Inhaltsstoffe).

L4-Larven des DAF-16-defizienten Stammes CF1038 werden bei 20°C fiir 72 h mit 1 mg/ml OBE,
100 uM OPR, 25 uM OS, 100 uM 3-HT oder TYR, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO (0,4%) als
Kontrolle behandelt. AnschlieBend werden alle Nematoden in Medien ohne Extrakte aber mit 80 mM
Paraquat umgesetzt. Alle 24 h werden die Nematoden mittels Beriihrung auf ihr Uberleben getestet.
Verglichen werden die Uberlebenskurven mit einer Kaplan-Meier-Statistik, n = 3 (je 40 Individuen pro
Gruppe), Log-Rank (Mantel-Cox) Test; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Tabelle 14: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der oxidativen Stressresistenz
an DAF-16-Deletionsmutanten (OBE und Inhaltsstoffe).

Behandlung | Mittelwert [h] * % Median [h] + SD % p-Wert
SD Differenz Differenz gegen
zur zur Kontrolle
Kontrolle Kontrolle

Kontrolle 493+1,5 - 48,0+ 1,5 - -
1 mg/ml OBE 579+22 +17,4 480+ 3,4 +0 0,0003
100 uM 3-HT 52,3+1,5 + 6,1 48,0 +1,7 +0 0,1680
500 uM 3-HT 52,0+1,9 +55 48,0+2,6 0,1844
100 UM TYR 528+1,5 +7,1 480+1,5 0,1082
500 uM TYR 57,5+1,7 + 16,6 48,0+ 2,2 + 0,0003

Nematoden, welche hingegen mit 100 uM oder 500 uM 3-HT inkubiert werden, zeigen in den
Deletionsmutanten keine erhéhte Resistenz gegeniber oxidativem Stress (Abbildung 8A).

Far die Vermittlung der protektiven Wirkung von 3-HT scheint der Transkriptionsfaktor DAF-
16 essentiell zu sein.
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Werden die Tiere mit 500 uM TYR inkubiert, ist auch im DAF-16-defizienten Stamm eine
signifikante Verlangerung des mittleren Uberlebens unter oxidativen Stressbedingungen um
16,6% von 49,3+1,5h auf 57,5+ 1,7 h und somit auch eine Erhéhung der oxidativen
Stressresistenz zu erkennen (Abbildung 8B, Tabelle 14). 100 uM TYR hingegen zeigen keine
signifikante Erhohung der Resistenz gegeniber oxidativem Stress. Diese Konzentration

scheint nicht mehr auszureichen, um protektive Effekte hervorzurufen.

4.2 Untersuchungen von OBE und seinen Inhaltsstoffen auf

neuroprotektive Wirkungen im M. Parkinson Modell

4.2.1 Untersuchung neuroprotektiver Effekte durch OBE und seine
Inhaltsstoffe nach 6-OHDA-Behandlung

Die neuroprotektiven Effekte der verschiedenen Extrakte werden mit Hilfe einer
densitometrischen Messung der Kopfbereiche der Nematoden erfasst. Sind die sich hier
befindlichen dopaminergen CEP-Neuronen intakt, wie in Abbildung 9A dargestellt, ist die

Helligkeit dieses Bereiches hoher als bei Nematoden mit kaputten Neuronen, wie in

Abbildung 9B gezeigt. Die Messwerte der unbehandelten Kontrollgruppe werden auf 100%
gesetzt (Abbildung 10).

Abbildung 9: Beispielbilder von Nematoden des Stammes BZ555.
Abgebildet ist der Kopfbereich eines Nematoden mit intakten dopaminergen Neuronen (A) und eines
Nematoden mit degenerierten dopaminergen Neuronen (B, Pfeil).

Werden die Nematoden mit 6-OHDA behandelt, ist die Fluoreszenzstarke im Kopfbereich
signifikant verringert. Diese Reduktion belauft sich auf 64,9% (Abbildung 10A) bzw. 52,5%
(Abbildung 10B) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Es kommt zu einer Degeneration

der dopaminergen Neuronen durch 6-OHDA.

Durch eine vorherige Behandlung mit OBE kann der neurodegenerative Effekt von 6-OHDA
vermindert werden. Im Vergleich zu der 6-OHDA-Kontrolle haben Nematoden, welche zuvor
mit OBE behandelt werden, eine um 55,6% (Abbildung 10A) bzw. 31,7% (Abbildung 10B)
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signifikant erhdhte Fluoreszenz und demnach eine verringerte Degeneration der

dopaminergen Neuronen.

Im Vergleich zur 6-OHDA-Kontrolle ruft auch eine Behandlung mit OP oder OS signifikante
neuroprotektive Effekte hervor. Verglichen mit Nematoden, welche mit 6-OHDA allein
behandelt werden, haben Nematoden, die zuvor mit OP inkubiert werden, eine um 34,5%
erhdéhte Fluoreszenz (Abbildung 10A). Werden die Nematoden mit OS vorinkubiert, zeigt sich
im Vergleich zur 6-OHDA-Kontrolle eine um 40,7% erhohte Fluoreszenz der dopaminergen
Neuronen im Kopfbereich. Die Effekte von OP und OS sind hierbei geringer als die

Neuroprotektion, welche durch den Extrakt hervorgerufen wird (Abbildung 10A).
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Abbildung 10: Untersuchung der Neurodegeneration durch 6-OHDA im Stamm BZ555 (OBE
und Inhaltsstoffe).

Transgene Nematoden des Stammes BZ555 werden bei 20°C ab dem Eistadium mit 1 mg/ml OBE,
100 uM OP, 25 uM OS, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. Im
L4-Larvenstadium werden sie fiir 2,5 h mit 6-OHDA oder Ascorbinséure (Kontrolle) inkubiert, in M9
30 min gewaschen und fiir 24 h in substanziosen Medien belassen. AnschlieBend werden
fluoreszenzmikroskopische Fotos der Nematoden aufgenommen und mittels Image J densitometrisch
ausgewertet. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte * SD, einfaktorielle Anova mit Tukey’s
multiplem Vergleichstest, n = 3 (je 20 Individuen pro Gruppe), eeee p < 0,0001 gegen Kontrolle;
*p < 0,05 **p < 0,01, ** p < 0,001 gegen 6-OHDA.

Keine neuroprotektive Wirkung erzeugt hingegen eine Vorbehandlung mit 3-HT, obwohl eine
leichte Tendenz hinsichtlich einer positiven Wirkung uber 15,2% zu erkennen ist
(Abbildung 10B). TYR hingegen vermittelt wiederum neuroprotektive Effekte und verbessert
die Fluoreszenz der CEP-Neuronen im Vergleich zur 6-OHDA-Kontrolle um 30,3%
(Abbildung 10B).
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Sowohl OBE als auch alle untersuchten Inhaltsstoffe dieses Extraktes besitzen, bis auf 3-HT,
neuroprotektive Eigenschaften in diesem Experiment und schitzen die dopaminergen
Neuronen vor 6-OHDA (Abbildung 10).

4.2.2 Untersuchung neuroprotektiver Effekte durch OBE und seine

Inhaltsstoffe bei Uberproduktion von Dopamin

Durch die Uberproduktion an Dopamin in den Neuronen werden diese mit der Zeit zerstért
(MANALO und MEDINA, 2018; MASOUDI et al., 2014). Zu Beginn der Inkubation (0 h)
befinden sich die Nematoden im L4-Larvenstadium, ihre Neuronen sind meist intakt (100%,
Abbildung 11A; bzw. 96,67% Abbildung 11B und C; vgl. Beispielbild Abbildung 12A). Mit der
Zeit nimmt die Anzahl der Nematoden mit intakten dopaminergen Neuronen in der
Kontrollgruppe jedoch stetig ab. Nach 24 h sind bereits bei 20,1% (Abbildung 11A), bzw.
38,9% (Abbildung 11B und C) der Nematoden die Neuronen zerstort (vgl. Beispielbild
Abbildung 12B). Nach 48 h besitzen nur noch 46,7% (Abbildung 11B und C) bis 61,1%
(Abbildung 11A) der Nematoden der Kontrollgruppe intakte dopaminerge CEP-Neuronen.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe ist in Abbildung 11A und B ersichtlich, dass durch eine
Inkubation mit OBE die Neuronen vor ihrer Zerstérung geschiitzt werden. In den Gruppen,
die mit OBE inkubiert werden, sind mehr Nematoden mit intakten Neuronen zu finden als in
den entsprechenden Kontrollgruppen. Nach 24 h befinden sich in den mit OBE inkubierten
Gruppen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen 12,6% (Abbildung 11A) bis 25,5%
(Abbildung 11B und C) mehr Nematoden mit intakten Neuronen. Dieser Effekt ist zu diesem
Zeitpunkt bereits signifikant (Abbildung 11).

Nach 48 h sind im Vergleich zur Kontrolle in der OBE-Gruppe 14,6% (Abbildung 11A) bis
40,4% (Abbildung 11B und C) mehr Nematoden mit intakten dopaminergen Neuronen
vorhanden. Dieser Effekt ist in den Abbildungen 11B und C signifikant. In Abbildung 11A ist
eine Tendenz hinsichtlich einer Neuroprotektion durch OBE nach 48 h sichtbar. Hier ist der
Effekt jedoch nicht signifikant im Vergleich zur Kontrolle. OBE zeigt in den Nematoden
neuroprotektive Wirkungen und schitzt die dopaminergen Neuronen vor der durch eine

Dopaminuberproduktion hervorgerufenen Degeneration der dopaminergen Neuronen.

Auch OP besitzt neuroprotektive Effekte (Abbildung 11A). Bereits nach 24 h ist eine
tendenzielle Protektion der Neuronen sichtbar. Diese 8,5%ige Erhéhung der Anzahl an
Nematoden mit intakten Neuronen ist hier jedoch im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant.

Nach 48 h weisen in der mit OP inkubierten Gruppe 77,8% der Nematoden intakte Neuronen
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auf. Dies ist im Vergleich zur Kontrolle, bei der 61,1% der Nematoden intakte Neuronen

besitzen, eine Erhéhung um 27,3%.
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Abbildung 11: Untersuchung der Neurodegeneration durch eine erh6hte Dopaminsynthese im

Stamm UAS7 (OBE und Inhaltsstoffe).

L4-Larven des transgenen Stammes UA57 werden bei 20°C mit 1 mg/ml OBE, 100 uM OP, 25 uM
OS, 100 uM 3-HT oder TYR, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt.
Nach 0 h, 24 h und 48 h werden die Nematoden unter fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung in
Nematoden mit intakten Neuronen und Nematoden mit zerstérten Neuronen unterteilt. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD, einfaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem
Vergleichstest, n =3 (je 30 Individuen pro Gruppe), *p < 0,05 **p <0,01;, ** p <0,001;
**** p < 0,0001. Die Daten zu OBE, OP und OS (A) entstanden im Rahmen der Abschlussarbeit von
Frau Lucia Taube.

Eine Inkubation mit OS resultiert in keiner signifikanten Erhéhung der Anzahl an Nematoden
mit intakten Neuronen (Abbildung 11A). Nach 24 h bzw. 48 h zeigen die Nematoden der
Gruppe, welche mit OS inkubiert wird, im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Erhéhung der

Anzahl an Nematoden mit intakten Neuronen um 5,7% bzw. 5,3%.

Eine Inkubation der Nematoden mit 3-HT fuhrt sowohl nach 24 h als auch nach 48 h
unabhangig von der eingesetzten Konzentration zu starken neuroprotektiven Effekten
(Abbildung 11B). Nach 24 h ist die Anzahl der Nematoden mit intakten dopaminergen
Neuronen um 25,5% (100 uM 3-HT) bzw. 23,6% (500 uM 3-HT) hdoher als bei den
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Kontrolltieren; nach 48 h sind es 42,8% (100 uyM 3-HT) bzw. 35,6% (500 uM 3-HT). Dieser
neuroprotektive Effekt ist vergleichbar mit der Wirkung von OBE (Abbildung 11B).

Auch eine Behandlung der Nematoden mit 500 uM TYR bewirkt mit OBE vergleichbare
neuroprotektive Effekte (Abbildung 11C). Die Anzahl an Nematoden mit intakten Neuronen
wird durch eine Inkubation mit 500 uM TYR im Vergleich zur Kontrollgruppe um 18,2% nach
24 h bzw. um 40,4% nach 48 h erhéht. Die niedrigere Konzentration von 100 yM TYR hat
jedoch keine signifikanten neuroprotektiven Effekte im Vergleich zu den Kontrolltieren. In
dieser Gruppe ist die Erhdhung der Anzahl an Nematoden mit intakten Neuronen im

Vergleich zur Kontrollgruppe mit 12,7% nach 24 h und 11,8% nach 48 h gering.

Abbildung 12: Beispielbilder von Nematoden des Stammes UA57.
Abgebildet ist der Kopfbereich eines Nematoden mit intakten dopaminergen CEP-Neuronen (A) und
eines Nematoden mit degenerierten dopaminergen CEP-Neuronen (B, Pfeile).

Sowohl OBE als auch seine Inhaltsstoffe OP, 3-HT und TYR besitzen neuroprotektive Effekte
in Nematoden, bei denen Dopamin Uberproduziert wird. Eine Konzentration von 100 uM 3-
HT scheint hierbei schon den maximalen Effekt zu erzielen, wohingegen bei TYR erst bei

einer Konzentration von 500 uM neuroprotektive Wirkungen zu sehen sind.

4.3 Untersuchungen von OBE und seinen Inhaltsstoffen auf

neuroprotektive Wirkungen im M. Alzheimer Modell

4.3.1 Modulation der AB;..-Toxizitdt durch OBE und seine Inhaltsstoffe

Durch die Expression von humanem AB+4, in den Muskelwandzellen der Nematoden kommt
es mit der Zeit zur Paralyse der Kontrolltiere (Abbildung 13). Verlangert sich die Zeit bis zum
Eintreten der Paralyse im Vergleich zur Kontrolle bedeutet dies, dass sich die Toxizitat von

AB142 durch die entsprechende Behandlung verringert haben konnte.

Die Positivkontrolle zeigt eine starke Verzogerung der Api4-bedingten Paralyse
(Abbildung 13). Diese Verzdgerung ist so stark, dass der Median nicht berechnet werden
kann (Abbildung 13; Tabelle 15).
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Abbildung 13: AB-Toxizitatstest (OBE und Inhaltsstoffe).

Transgene Nematoden des Stammes CL4176 werden bei 16°C ab dem Eistadium mit 1 mg/ml OBE,
100 uM OP, 25 uM OS, 500 uM 3-HT oder TYR, 5 mM Koffein als Positivkontrolle oder mit DMSO
(0,4%) als Kontrolle behandelt. L3-Larven werden auf Agarplatten mit OP50 (berfiihrt und bei 25°C
gelagert. Nach 26, 28, 30, 32 und 34 h werden die Nematoden auf eine eingetretene Paralyse hin
untersucht. Verglichen werden die Uberlebenskurven mit einer Kaplan-Meier-Statistik; n = 3 (je
40 Individuen pro Gruppe); Log-Rank (Mantel-Cox) Test; ** p < 0,01, **** p < 0,0001. Die Daten zu
OBE, OP und OS (A) entstanden im Rahmen der Abschlussarbeit von Frau Lucia Taube, die zu OBE,
3-HT und TYR im Rahmen der Abschlussarbeit von Frau Alicia Chisari (B).

Im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe bewirkt eine Behandlung mit OBE ebenfalls eine
signifikant verzégerte Paralyse (Abbildung 13). Die Verlangerung der mittleren Paralysezeit
betragt 0,5 h (Abbildung 13A) bzw. 0,8 h (Abbildung 13B) im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle. Dies entspricht einer prozentualen Verzdgerung der eintretenden Paralyse um
1,6% bzw. 2,5% (Tabelle 15).

Tabelle 15: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der AB-bedingten Paralyse der
Nematoden des Stammes CL4176 (OBE und Inhaltsstoffe).

Behandlung | Mittelwert [h] * % Median [h] £ SD % p-Wert
SD Differenz Differenz gegen
zur zur Kontrolle
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 31,9+0,2 - 32,0+£0,2 - -
1 mg/ml OBE 324+0,2 +1,6 32,0+04 0 0,010
100 uM OP 32,5+0,2 +1,9 34,0+£0,3 +6,3 0,009
25 uyM OS 32,4+0,2 +1,6 32,0+£0,3 +0 0,083
Positivkontrolle 34,0+0,0 + 6,6 - - < 0,0001
Kontrolle 32,5+0,1 - 32,0 - -
1 mg/ml OBE 33,3+0,1 +25 - - < 0,0001
500 pM 3-HT 33,2+0,1 + 2,2 - - < 0,0001
500 uM TYR 33,3+0,1 +25 - - < 0,0001
Positivkontrolle 34,0+£0,0 +4,6 - - < 0,0001
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Auch der Inhaltsstoff OP verzdgert das Eintreten der Paralyse signifikant (Abbildung 13A).
Hier wird die mittlere Paralysezeit im Vergleich zur Kontrolle von 31,9 £ 0,2 h auf 32,5+ 0,2 h
um 0,5 h verlangert. Eine Behandlung mit OS flihrt zu einer dem OP sehr ahnlichen
Verzégerung der Paralysezeit um 0,4 h. Diese ist jedoch nicht statistisch signifikant
(Abbildung 13A, Tabelle 15).

Auch 3-HT und TYR verursachen eine signifikante zeitliche Verzégerung bis zum Eintreten
der Paralyse der Nematoden (Abbildung 13B). Im Vergleich zur Kontrollgruppe bewirkt 3-HT
eine Verlangerung der Zeit bis zum Eintreten der Paralyse um 0,7 h und TYR um 0,8 h. Dies

entspricht einer Verzégerung der Paralysezeit um 2,2 bzw. 2,5% (Tabelle 15).

Sowohl der OBE selbst als auch seine Inhaltsstoffe OP, 3-HT und TYR sind in der Lage die

AB1.42-bedingte Paralyse zu verzégern und somit die Toxizitat von ABi.42 zu verringern.

4.3.2 Modulation der ABi.42-Plaques durch OBE und seine Inhaltsstoffe

Um herauszufinden, ob der OBE und seine Inhaltsstoffe einen Einfluss auf die Anzahl der
Plaques, welche durch eine Expression und Akkumulation humaner AB4.-Peptide entstehen,
besitzt, werden die Plaques der Nematoden gezahlt. Anhand der gelben Pfeile werden in
Abbildung 14 beispielhaft AB1.42-Plaques markiert.

Abbildung 14: Beispielbild eines Nematoden des Stammes CL2006.
Abgebildet ist der Kopfbereich eines Nematoden mit AB-Plaques (Pfeile, beispielhaft).

Die Anzahl der Plaques der Kontrolltiere belduft sich im Mittel auf 27,2 £+ 1,3 bzw.
27,9 £ 4,7 Plaques pro Nematode (Tabelle 16). Werden die Nematoden zuvor mit OBE
behandelt, kommt es zu einer deutlichen Abnahme der mittleren Plaque-Anzahl um 32,7%
bzw. 30,5% (Tabelle 16).
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Da die Anzahl der Plaques in den Nematoden grofen Schwankungen unterlegen ist, werden

die Nematoden gemaR der Anzahl der in ihnen vorhandenen Plaques in Gruppen unterteilt.

Betrachtet man die Anzahl der Nematoden, welche eine bestimmte Menge an Plaques
haben, stellt man fest, dass Nematoden, die mit OBE inkubiert werden, im Vergleich zu den
Kontrolltieren vermehrt eine niedrigere Plaque-Anzahl aufweisen. So gibt es in den
Kontrollgruppen keine Nematoden mit weniger als 15 Plaques im Kopf- und Schwanzbereich
(Abbildung 15). Die mit 1 mg/ml OBE behandelten Nematoden hingegen besitzen in 11,7%
bis 18,3% der Falle 8-14 Plaques. Zudem ist die Anzahl an Nematoden mit 15-21 Plaques
durch eine Behandlung mit OBE im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhdht (Abbildung 15).
Dahingegen ist die Anzahl der Nematoden mit 29-35 Plaques in den mit OBE inkubierten
Nematoden im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant verringert (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Verteilung der Anzahl der AB..>-Plaques in Nematoden des transgenen Stammes
CL2006 (OBE und Inhaltsstoffe).

Nematoden des Stammes CL2006, welche ABi.«-Plaques bilden, werden ab dem L4-Larvenstadium
fiir 48 h bei 20°C mit 1 mg/ml OBE, 100 uM OP, 25 uM OS, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO
(0,4%) als Kontrolle behandelt. AnschlieBend werden die Nematoden mit 4% PFA fixier,
permeabilisiert und mit Thioflavin-S geférbt. Die Anzahl der Afi4-Plaques im Kopf- und
Schwanzbereich der Tiere wird gezéhlt. Es erfolgt eine Klassifizierung der Nematoden nach der
Anzahl ihrer Plaques. Die angegebenen Werte sind die Mittelwerte der Anzahl der Namatoden in der
einzelnen Klasse + SD, zweifaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest, n = 3 (je 20
Individuen pro Gruppe), * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. Die Daten zu OBE, 3-
HT und TYR entstanden im Rahmen der Abschlussarbeit von Frau Feline Frahm.

Eine Behandlung der Nematoden mit OP fuhrt zu einer im Vergleich zur Kontrolle um 34,9%
signifikant verringerten mittleren Plaque-Anzahl (Tabelle 16). OP erhéht im Vergleich zu den

Kontrolltieren die Anzahl an Nematoden mit 8-14 oder 15-21 Plaques signifikant, wohingegen
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die Anzahl an Tieren mit einer hohen Anzahl an Plaques von 22-28 und 29-35 Plaques
signifikant verringert wird (Abbildung 15A). Durch eine Behandlung der Nematoden mit OS
zeigt sich im Vergleich zur Kontrollgruppe ein ahnliches Bild. Die mittlere Anzahl an Plaques
ist signifikant um 33,5% verringert (Tabelle 16). Die OS erhdht die Anzahl an Nematoden mit
8-14 und 15-21 Plaques und verringert gleichzeitig die Anzahl an Nematoden mit 22-28 oder
29-35 Plaques im Vergleich zur Kontrolle signifikant (Abbildung 15A).

Durch eine Behandlung der Nematoden mit 500 uM 3-HT oder TYR kommt es zwar zu einer
deutlichen Verringerung der mittleren Anzahl an Plaques im Kopf- und Schwanzbereich der
Nematoden um 31,2% (500 uM 3-HT) oder 22,9% (500 uM TYR) im Vergleich zur Kontrolle,

diese ist jedoch statistisch nicht signifikant (Tabelle 16).

Tabelle 16: Mittelwerte und p-Werte der Anzahl an ABi..-Plaques in den Kopf- und
Schwanzbereichen der Nematoden des Stammes CL2006 (OBE und Inhaltsstoffe).

Behandlung | Mittelwert £+ SD| % Differenz zur Kontrolle p-Wert gegen
Kontrolle

Kontrolle 27,2+1,3 - -

1 mg/ml OBE 18,3+ 1,1 -32,7 0,002
100 uM OP 17,7+2,4 - 34,9 0,001
25 uyM OS 18,1+2,6 - 33,5 0,001
Kontrolle 279+47 - -

1 mg/ml OBE 19,4 £ 2,1 - 30,5 0,109
500 pM 3-HT 19,2+4,8 -31,2 0,099
500 uM TYR 21,5+5,3 -229 0,251

Wird die Einteilung der Nematoden nach der Anzahl der gebildeten Plaques betrachtet, ist
ersichtlich, dass durch eine Inkubation mit 3-HT im Vergleich zur Kontrolle, bei der kein
Nematode mit weniger als 15 Plaques zu sehen ist, mehr Nematoden eine geringe Plaque-
Anzahl von unter 15 aufweisen (Abbildung 15B). Dieser Effekt ist jedoch statistisch nicht
signifikant. Durch eine Behandlung mit 3-HT kommt es aber zu einer signifikanten
Verringerung der Anzahl an Nematoden mit 29-35 Plaques im Vergleich zur Kontrollgruppe
(Abbildung 15B). Betrachtet man die Nematoden, welche mit TYR behandelt werden, zeigt
sich eine signifikante Zunahme der Tiere mit 15-21 Plaques und eine Abnahme der Tiere mit

29-35 Plaques im Vergleich zu den Kontrolltieren.
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4.3.3 Einfluss von OBE und seinen Inhaltsstoffen auf die Aktivitat der
AChE

Die Aktivitat der AChE wird untersucht, um etwaige inhibierende Effekte der Extrakte zu

erkennen.

Durch die Positivkontrolle Aldicarb wird die Aktivitat der AChE der Nematoden im Vergleich
zur Kontrolle um 66,3% bzw. 60,9% auf 33,4% bzw. 38,6% verringert (Abbildung 16A bzw.B).
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Abbildung 16: Bestimmung der AChE-Aktivitdt (OBE und Inhaltsstoffe).

Das Homogenat von 3000 bis 4000 wildtypischen L4-Larven wird mit 1 mg/ml OBE, 100 uM OP, 25
uM OS, 100 uM 3-HT oder TYR, 500 uM 3-HT oder TYR, 100 uM Aldicarb als Positivkontrolle oder
DMSO als Kontrolle in eine 96-Well-Mikrotiterplatte gegeben. AnschlieBend werden in alle belegten
Wells 200 ul einer Lésung mit Acetylthiocholiniodid und DTNB hinzugegeben und die Absorption bei
406 nm alle 30 Minuten fiir 24 Stunden gemessen. In einem 10 h-Intervall mit méglichst linearem
Anstieg der Absorption wird die Steigung der Geraden errechnet, was der Aktivitdt der AChE
entspricht. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD, normiert auf die erste von zwei Kontrollen,
pro g Protein, einfaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest, n =3, * p < 0,05;
**p <0,01;, **p <0001, ***p <0,0001. Die Daten zu OBE, OP und OS (A) entstanden im
Rahmen der Abschlussarbeit von Frau Lucia Taube, die zu OBE, 3-HT und TYR im Rahmen der
Abschlussarbeit von Frau Alicia Chisari.

Eine ahnlich starke Inhibition der AChE zeigt der OBE in Abbildung 16B: hier kommt es zu
einer Verringerung der AChE-Aktivitat auf 33,5% der Kontrolle. Der inhibierende Effekt von
OBE in Abbildung 16A ist im Vergleich dazu tendenziell etwas starker, jedoch mit einer hohen
Standardabweichung versehen. Hier kommt es im Vergleich zur Kontrolle zu einer Inhibition
um 84,4%. Die inhibierenden Effekte der Positivkontrolle Aldicarb und OBE sind im Vergleich
zur Kontrolle statistisch signifikant (Abbildung 16).
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Die im OBE enthaltenen Substanzen OP und OS besitzen keine signifikanten inhibierenden
Effekte (Abbildung 16A), wobei eine tendenzielle Abnahme der AChE-Aktivitat durch OP um

15,2% zu erkennen ist.

Bei der Untersuchung weiterer Inhaltsstoffe des OBE ist ersichtlich, dass TYR nicht in der
Lage ist, die Aktivitat der AChE zu inhibieren (Abbildung 16B). 3-HT hingegen verursacht in
beiden untersuchten Konzentrationen eine signifikante Inhibition der AChE (Abbildung 16B).
Im Vergleich zur Kontrolle fihren 100 yM 3-HT zu einer Inhibition um 34,3% und 500 pM 3-
HT zu einer Inhibition um 22,8%. Die geringere Konzentration des 3-HT zeigt hierbei
tendenziell eine starkere Inhibition der AChE, der Unterschied der Inhibitionsstarke der

beiden Konzentrationen an 3-HT ist jedoch nicht statistisch signifikant.

4.4 Untersuchungen von OBE und seinen Inhaltsstoffen auf

neuroprotektive Wirkungen im C. Huntington Modell

4.4.1 Modulation der PolyQ-Plaques durch OBE und seine Inhaltsstoffe

Bei der Untersuchung der im transgenen C. elegans Stamm EAK103 gebildeten PolyQ-
Plagues werden diese in den Kopfen der Nematoden ausgezahlt. Ein Beispielbild eines

Nematoden mit PolyQ-Plaques im Kopfbereich ist in Abbildung 17 dargestellt.

Abbildung 17: Beispielbild eines Nematoden des Stammes EAK103.
Abgebildet ist der Kopfbereich eines Nematoden mit durch Fragmente eines
mutierten  humanen  Huntingtinproteins  hervorgerufenen  Plaques  (Pfeile,
beispielhaft).
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Die Streuung der Plaque-Anzahl in den Nematoden ist gering, weshalb die Mittelwerte
betrachtet werden und die Nematoden nicht gemaR ihrer Plaque-Anzahl in Gruppen unterteilt
werden. Nematoden, welche ohne OBE oder seine Inhaltsstoffe inkubiert werden, besitzen
im Mittel 19,1 (Abbildung 18A) bis 23,0 Plaques (Abbildung 18B). Eine Inkubation mit OBE
verringert die Anzahl der Plaques in den Kopfen der Nematoden nicht signifikant. In
Abbildung 18A ist kein Unterschied zwischen der Kontrollgruppe (im Mittel 19,1 Plaques) und
der mit OBE inkubierten Gruppe (im Mittel 19,2 Plaques) vorhanden. In Abbildung 18B
hingegen lasst sich eine leichte Verringerung der Anzahl an Plaques durch OBE erkennen.
Diese ist jedoch statistisch nicht signifikant. Die mit OBE inkubierten Nematoden haben im

Mittel 21,2 Plaques, wahrend die Kontrolltiere 23,0 Plaques besitzen.

Auch die beiden Einzelsubstanzen OP und OS bewirken keine Reduktion der Anzahl an
PolyQ-Plaques. Im Mittel haben die Nematoden, welche mit OP behandelt werden, genau
wie die Kontrolltiere 19,1 Plaques. Durch eine Inkubation mit OS bilden sich im Mittel 18,3

Plaques in den Koépfen der Nematoden.

3-HT und TYR hingegen bewirken eine signifikant verringerte Anzahl an Plaques in den
Koépfen der Tiere (Abbildung 18B). Nematoden, die mit 100 uM 3-HT behandelt werden,
besitzen im Mittel nur 20,5 Plaques. Inkubiert man die Nematoden mit 500 uM 3-HT,
verringert sich die Anzahl der Plaques in ihren Képfen auf 19,8 Plaques. Dies entspricht

einer prozentualen Reduktion der Plague-Anzahl um 13,9% im Vergleich zur Kontrolle.

Eine Behandlung mit TYR bewirkt im Vergleich zur Kontrolle den starksten Rickgang der
Plague-Anzahl. Tiere, welche mit 100 yM TYR behandelt werden, weisen im Mittel
17,9 Plaques auf. Nematoden, die mit 500 uM TYR inkubiert werden, zeigen im Mittel eine
ahnliche Anzahl an Plaques (17,6 Plaques). Dies gleicht einer Reduktion der Anzahl an
Plaques um 22,2% (100 uM TYR) bzw. 23,5% (500 uM TYR) im Vergleich zur Kontrolle.

Weder OBE noch seine Inhaltsstoffe OP oder OS verringern die Anzahl an PolyQ-Plaques in
den Kopfen der Nematoden. 3-HT und TYR hingegen bewirken eine signifikante Reduktion

dieser Plaques.
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Abbildung 18: Untersuchung der durch Fragmente eines mutierten humanen
Huntingtinproteins hervorgerufenen Plaquebildung im Stamm EAK103 (OBE und Inhaltsstoffe).
Transgene Nematoden des Stammes EAK103 werden bei 20°C ab dem Eistadium mit 1 mg/ml OBE,
100 uM OF, 25 uM OS, 100 uM 3-HT oder TYR, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO (0,4%) als
Kontrolle behandelt. An Tag 3 nach Beginn der Inkubation wird die Anzahl der Plaques unter
fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung gezéhlt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD,
einfaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest, n = 3 (je 20 Individuen pro Gruppe),
**p <0,01; *** p < 0,0001.

4.4.2 Modulation der PolyQ-bedingten Neurodegeneration durch OBE

und seine Inhaltsstoffe

Durch die Expression von humanem N-terminalen Huntingtin in den ASH-Neuronen der
Nematoden werden mit der Zeit eben diese Neuronen zerstért: Zum Zeitpunkt der
Untersuchung der Nematoden an Tag 10 sind nur noch bei 26,7% (Abbildung 19A) bzw. bei
16,7% (Abbildung 19B und C) der Nematoden der jeweiligen Kontrollgruppen die Neuronen
vollstandig intakt. In Abbildung 20 ist der Kopfbereich eines Nematoden mit intakten ASH-

Neuronen (A) und eines Nematoden mit degenerierten ASH-Neuronen (B) dargestellt.

Eine Inkubation mit OBE jedoch bewirkt eine deutliche Reduktion der Neurodegeneration. Im
Vergleich zu den Kontrolltieren scheinen die mit OBE behandelten Nematoden besser vor
der PolyQ-bedingten Neurodegeneration geschutzt zu sein. Bei 58,9% (Abbildung 19A) bzw.
bei 64,4% (Abbildung 19B und C) der Nematoden sind die Neuronen intakt. Dies ist im
Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen eine signifikante Verbesserung der
Neurodegeneration um das Doppelte (+ 120,6%; Abbildung 19A) bzw. um das Vierfache
(+ 385,6%; Abbildung 19B und C).

70



4 Ergebnisse

A B
c 80 c 80
g 3 *kk
x X
‘S *kk ﬁ *%
£ 604 £ 601 *x
= C = C
£ § £ §
g £ 40 g £ 40
22 K
® ®
£ 20 £ 20
Z 2
X 0- R 0-
RN N &N G
& & oF o S & &
C
c 80
[}] *kk
x
8
£ 604 o
] -
g £ 40
T o
% Z
£ 20
[}
=
2 o
e & & &
S F &<
& &S
R

Abbildung 19: Untersuchung der durch Fragmente des humanen Huntingtins hervorgerufenen
Neurodegeneration im Stamm HA659 (OBE und Inhaltsstoffe).

Transgene Nematoden des Stammes HA659 werden bei 20°C ab dem Eistadium mit 1 mg/ml OBE,
100 uM OP, 25 uM OS, 100 uM 3-HT oder TYR, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO (0,4%) als
Kontrolle behandelt. Die Medien werden alle 2-3 Tage gewechselt. Ab dem L4-Stadium werden die
Nematoden zusétzlich mit FUDR behandelt. An Tag 10 nach Beginn der Inkubation werden die
Nematoden unter fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung in Nematoden mit intakten Neuronen und
Nematoden mit zerstérten Neuronen unterteilt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD,
einfaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest, n = 3 (je 30 Individuen pro Gruppe),
*p < 0,05 **p <001, ** p < 0,001.

Wahrend der OBE die Degeneration der Neuronen stark verringert, besitzen seine
Inhaltsstoffe OP und OS keine neuroprotektiven Eigenschaften in diesem Modell
(Abbildung 19A). Es kommt zu keiner signifikanten Erhohung der Anzahl an Nematoden mit

intakten Neuronen. Bei einer Inkubation mit OP besitzen noch 26,5% der Nematoden intakte
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Neuronen. Die Inkubation mit OS vermindert die Neurodegeneration zumindest in geringem

Malf3 im Vergleich zur Kontrolle: 31,1% der Nematoden besitzen intakte Neuronen.

3-HT und TYR hingegen besitzen neuroprotektive Effekte (Abbildung 19B und C). Im
Vergleich zu den Kontrolltieren hat die Gruppe, die mit 100 uM 3-HT inkubiert wird, eine 2,8-
fach héhere Anzahl an Nematoden mit intakten Neuronen (Abbildung 19B). Werden die
Nematoden mit 500 uM 3-HT inkubiert, fihrt das zu einer 3,1-fach héheren Anzahl an
Nematoden mit intakten Neuronen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der Unterschied
zwischen den beiden Konzentrationen an 3-HT ist jedoch marginal. Es zeigen 46,7% bei
100 uM 3-HT bzw. 51,1% bei 500 uM 3-HT der Nematoden intakte Neuronen.

Abbildung 20: Beispielbilder von Nematoden des Stammes HAG659.
Abgebildet ist der Kopfbereich eines Nematoden mit intakten ASH-Neuronen (A) und eines
Nematoden mit degenerierten ASH-Neuronen (B).

Eine Inkubation mit 100 uM oder 500 uM TYR aufert sich in einer ahnlich starken
Neuroprotektion, wie sie auch 3-HT entsteht (Abbildung 19B und C). 100 uM TYR bewirkt im
Vergleich zur Kontrolle eine Erhéhung der Anzahl an Nematoden mit intakten Neuronen um
das 2,4-Fache, wahrend 500 ug/ml TYR eine Erhéhung um das 2,7-Fache bewirkt
(Abbildung 19B). In Prozent bedeutet das, dass durch 100 uM TYR 40,0% und durch 44,4%
500 uM TYR der Nematoden intakte Neuronen besitzen.

4.4.3 Einfluss von OBE und seinen Inhaltsstoffen auf die

Reaktionsfahigkeit der Nematoden auf mechanische Stimuli

Durch die Degeneration der ASH-Neuronen sind die Nematoden weniger gut in der Lage
noxische Stimuli wahrzunehmen und darauf adaquat zu reagieren. Dies wird in Abbildung 21
deutlich: Werden Nematoden des wildtypischen Stammes an Tag 10 nach dem Eistadium an
ihrer Schnauze beriihrt machen diese mehrere Riuckwartsbewegungen weg vom Stimulus.
Nematoden des Stammes HAG59, welche zum Zeitpunkt der Messung ebenfalls 10 Tage alt
sind und wie in Kapitel 4.4.2 beschrieben wird, unter einer starken Degeneration der ASH-
Neuronen leiden, machen im Vergleich zu den wildtypischen Nematoden eine deutlich

verringerte Anzahl an Ruckwartsbewegungen. Diese Nematoden sind folglich nicht mehr in
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der Lage in adaquater Weise auf den Stimulus zu reagieren und machen im Mittel nur
0,8 Bewegungen rickwarts, um sich von dem noxischen Reiz zu entfernen (Abbildung 21).
Der Unterschied in der Reaktionsfahigkeit zwischen den wildtypischen Nematoden und den

Kontrolltieren des HA659-Stammes ist statistisch signifikant.

Werden Nematoden des Stammes HAG659 wahrend der 10 Tage bis zur Testung mit
1 mg/ml OBE behandelt, zeigen diese signifikant bessere Reaktionsstarken als die
Kontrolltiere dieses Stammes (Abbildung 21). Mit OBE behandelte Nematoden machen 1,5
(Abbildung 21A) bzw. 3,8 (Abbildung 21B) Ruckwartsbewegungen.
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Abbildung 21: Untersuchung der durch Fragmente des humanen Huntingtins hervorgerufenen
Reduzierung der nozizeptorischen Wahrnehmung im Stamm HA659 (OBE und Inhaltsstoffe).
Transgene Nematoden des Stammes HA659 werden bei 20°C ab dem Eistadium mit 1 mg/ml OBE,
100 uM OPR, 25 uM OS, 100 uM 3-HT oder TYR, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO (0,4%) als
Kontrolle behandelt. Die Medien werden alle 2-3 Tage gewechselt. Ab dem L4-Stadium werden die
Nematoden zusétzlich mit FUDR behandelt. An Tag 10 nach Beginn der Inkubation werden die
Nematoden an ihrer Schnauze berihrt und die Riickwértsbewegungen gezéhlt. Die angegebenen
Werte sind Mittelwerte + SD an Tag 10, zweifaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest
(an den Tagen 10, 12 und 14 bzw. 5, 7 und 10; gesamte Grafik dargestellt in Kapitel 9.5), n = 3 (je
10 Individuen pro Gruppe), * p < 0,05, ** p < 0,01; **** p < 0,0001. Die Daten zu OBE, 3-HT und
TYR (B) entstanden im Rahmen der Abschlussarbeit von Frau Alicia Chisari.

Auch eine Behandlung mit 100 uM OP bewirkt eine Verbesserung der Reaktion auf den
noxischen Stimulus (Abbildung 21A). Dieser Effekt ist jedoch nicht signifikant. Ein ahnliches
Bild zeigt sich durch eine Inkubation der Nematoden mit 25 uM OS (Abbildung 21). Auch
dieser Effekt ist nicht signifikant. Die Anzahl der Rickwartsbewegungen der Nematoden,
welche mit OP oder OS behandelt werden, betragt 1,4 bzw. 1,2.
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Durch eine Behandlung mit 500 yuM 3-HT kommt es zu einer signifikanten Verbesserung der
Reaktion der Nematoden auf einen mechanischen Reiz an ihrer Schnauze. Sie machen im
Mittel 3,8 Ruckwartsbewegungen. Eine Behandlung der Nematoden mit der niedrigeren
Konzentration von 100 uM 3-HT resultiert hingegen nicht in einer signifikanten Verbesserung
der Reaktion, eine Tendenz ist jedoch erkennbar (Abbildung 21B). Durch die Inkubation mit
100 uM oder 500 uM TYR machen die Nematoden eine signifikant erhdhte Anzahl an
Ruckwartsbewegungen im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 21B). Sie bewegen sich 3,4
(100 uM TYR) bzw. 3,5 (500 uM TYR) Bewegungen riickwarts.

Sowohl OBE als auch 3-HT und TYR sind in der Lage, die Reaktionsfahigkeit der

Nematoden signifikant zu verbessern.

4.5 Allgemeine Untersuchungen verschiedener Extrakte zu

antioxidativen Wirkungen und Stressresistenz

Die Daten zu antioxidativen Wirkungen und zur Stressresistenz entstanden in den im
Rahmen dieser Dissertation betreuten Abschlussarbeiten von Frau Jennifer Matzner (CSE),
Frau Jennifer Wermann (JGE) und Frau Clara Brauer (ZJE). Die Daten zu REW entstammen

grofltenteils der Abschlussarbeit von Frau Stephanie Storbeck.

4.5.1 Antioxidative Effekte verschiedener Extrakte

Antioxidative Eigenschaften in vitro. Das Vitamin E Derivat Trolox ist ein starkes
Antioxidans. Dies zeigt sich auch in den mit den Extrakten im Vergleich zu Trolox
durchgefihrten Experimenten zur antioxidativen Kapazitat in vitro, wie in Abbildung 22 zu
sehen ist. Generell kann hier abgelesen werden, dass Trolox starkere antioxidative

Eigenschaften besitzt, als die hier untersuchten Extrakte.

Der CSE besitzt in vitro in den hier eingesetzten Konzentrationen keinerlei antioxidative
Eigenschaften (Abbildung 22A). Auch mit einer Konzentration von 100 ug/ml CSE gibt es

keine Abnahme der Absorption und somit keine radikalfangende Wirkung des Extraktes.

Anders sieht es bei einer Untersuchung des JGE aus (Abbildung 22B). Eine Konzentration
von 100 pg/ml besitzt eine signifikante radikalfangende Wirkung. Im Vergleich zu Trolox ist
die antioxidative Kapazitdt von JGE jedoch deutlich geringer: Wahrend es durch
10 pg/ml Trolox zu einer vollstandigen Entfarbung der radikalischen Losung und somit zu
einer sehr starken antioxidativen Wirkung kommt, zeigt die gleiche Konzentration an JGE

(10 pg/ml) keine Veranderung der Absorption im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 22: Radikalfangende Eigenschaften (TEAC-Assay; verschiedene Extrakte).

Im zellfreien TEAC-Assay werden die radikalfangenden Eigenschaften von verschiedenen
Konzentrationen der unterschiedlichen Extrakte bzw. DMSO als Kontrolle im Vergleich zum
syntetischen Vitamin E Derivat Trolox untersucht. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD,
n = 3, einfaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest gegen Trolox 0 ug/ml; a: p < 0,05;
b: p <0,01; c: p <0,001; d: p <0,0001. CSE = Crocus sativus Extrakt; JGE = Jiaogulan Extrakt;
PME = Poligonum multiflorum Extrakt; REW = Rosmarinextrakt; ZJE = Ziziphus jujuba Extrakt.
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Auch PME hat in vitro antioxidative Wirkungen, welche jedoch deutlich schwacher sind als
die der Vergleichssubstanz Trolox (Abbildung 22C). Erst ab einer Konzentration von
50 ug/ml PME kommt es zu einer signifikanten Reduktion der Absorption und somit zu einer
antioxidativen Wirkung. Erst bei einer Konzentration von 500 ug/ml PME findet eine
vollstandige Entfarbung der radikalischen Losung durch den Extrakt statt. PME zeigt in vitro

folglich erst in héheren Konzentrationen antioxidative Effekte.

Eine im Vergleich zu PME starkere antioxidative Wirkung besitzt REW (Abbildung 22D).
Bereits ab einer Konzentration von 5 pg/mlREW kommt es zu einer signifikanten
Verringerung der Absorption. Ab einer Konzentration von 20 mg/ml REW wird die
radikalische Lésung vollstdndig entfarbt. Die Vergleichssubstanz Trolox ist jedoch auch hier
starker antioxidativ wirksam als der Extrakt. Bei einer Konzentration von 10 ug/ml zeigt sich
bei Trolox eine vollstdndige Entfarbung (Absorption: 0,0007), wahrend REW noch eine
Absorption von 0,15 aufweist.

ZJE hingegen besitzt im Vergleich zu REW schwachere antioxidative Eigenschaften in vitro
(Abbildung 22E). Dieser Extrakt bewirkt erst bei einer Konzentration von 1000 pg/ml ZJE
einen signifikanten antioxidativen Effekt und wirkt dementsprechend deutlich schwacher als

die Vergleichssubstanz Trolox.

Von den hier untersuchten Extrakten hat nur CSE keinerlei antioxidative Eigenschaften in
vitro. Alle anderen Extrakte wirken antioxidativ, jedoch schwacher als das synthetische

Vitamin E Derivat Trolox.

Antioxidative Eigenschaften in vivo. Die untersuchten Extrakte werden auf antioxidative
Eigenschaften in vivo untersucht. Einige, aber nicht alle Extrakte, sind in der Lage, das Level

an ROS in den Nematoden signifikant zu verringern (Abbildung 23).

Durch eine vorherige Behandlung der Nematoden mit CSE kann das ROS-Level der
Nematoden konzentrationsabhangig gesenkt werden, wobei nur eine Behandlung mit der
héheren Konzentration von 1 mg/ml CSE einen signifikanten Effekt zeigt (Abbildung 23A).
Diese signifikante antioxidative Wirkung von CSE ist nach 240 min unter thermalem Stress
das erste mal sichtbar. Auch nach 300 bzw. 360 min bewirkt 1 mg/ml CSE ein signifikant
verringertes Level an ROS im Vergleich zu den Kontrolltieren. Nach 360 min ist die
Fluoreszenz der mit 1 mg/ml CSE inkubierten Nematoden um 20,8% verringert im Vergleich
zu den Kontrolltieren zum selben Zeitpunkt. Durch eine Inkubation mit der geringeren
Konzentration von 0,1 mg/ml CSE nimmt die gemessene Fluoreszenz tendenziell ab. Dies ist

jedoch zu keinem Zeitpunkt signifikant.
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Abbildung 23: Thermal induzierter Anstieg der ROS-Level im Wildtyp (DCF-Assay;
verschiedene Extrakte).

Wildtypische L4-Larven (N2) werden bei 20°C fiir 24 h (JGE) oder fiir 48 h (CSE, PME, REW, ZJE)
mit verschiedenen Konzentrationen der Extrakte oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. Nach
einem einstiindigen Waschschritt in PBST werden sie in Wells mit H,DCF-DA (50 uM) transferiert. Der
thermal induzierte Anstieq der DCF-Fluoreszenz wird bei 535 nm und 37°C gemessen. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD, normalisiert auf die Kontrolle bei 420 min, n = 3 (je 16
Individuen pro Gruppe), zweifaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest (CSE, JGE,
REW wund ZJE), bzw. ungepaarter t-Test (PME), *p < 0,05, **p <0,01; **p < 0,001,
**** p < 0,0001 gegen die Kontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt.
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Werden die Nematoden mit JGE behandelt und anschlieRend thermalem Stress ausgesetzt,
I&sst sich kein antioxidativer Effekt erkennen (Abbildung 23B). Im Gegenteil — die Tendenz
geht eher in Richtung eines prooxitativen Effekts. Dies ist jedoch zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte signifikant. Im Vergleich zu den Kontrolltieren ist das Level an ROS in der

Gruppe, welche mit 1 mg/ml JGE behandelt wird, nach 360 min um 20,5% erhoht.

Eine Behandlung mit 1 mg/ml PME ruft einen starken antioxidativen Effekt hervor
(Abbildung 23C). Bereits nach 180 min wird das Level an ROS im Vergleich zu dem der
Kontrolltiere um 63,9% verringert. Zu diesem Zeitpunkt ist die antioxidative Wirkung des
Extraktes das erste Mal signifikant. Bei allen weiteren Zeitpunkten gibt es eine signifikante
Abnahme des ROS-Levels der mit PME behandelten Nematoden im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Es handelt sich um eine Reduktion um 68,5% (240 min), 71,0% (300 min)
bzw. 71,2% (360 min).

Durch eine Vorbehandlung der Nematoden mit REW werden ebenfalls reduzierte ROS-
Mengen in den Nematoden im Vergleich zu den Kontrolltieren sichtbar (Abbildung 23D).
Jedoch zeigt sich hier, dass eine Konzentration von 0,1 mg/ml REW nicht ausreicht, um
antioxidative Effekte hervorzurufen. Eine Behandlung mit 1 mg/ml REW hingegen verursacht
bereits nach 240 min eine signifikante Reduktion des ROS-Levels um 27,9% im Vergleich zu
der Kontrollgruppe. Nach 300 min kommt es ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion um
24,8% und nach 360 min um 22,8%.

Starke antioxidative Effekte werden durch eine Vorbehandlung der Nematoden mit ZJE
hervorgerufen (Abbildung 23E). Hierbei bewirken beide untersuchten Konzentrationen ab
einem Zeitpunkt von 240 min signifikante antioxidative Effekte. Zu friheren Zeitpunkten lasst
sich bereits eine nicht signifikante Tendenz zur antioxidativen Wirkung des Extraktes
erkennen. Die beiden Konzentrationen des ZJE besitzen in diesem Experiment ahnlich
starke antioxidative Wirkungen. Die héhere Konzentration von 1 mg/ml ZJE ist dennoch ein
wenig starker als die niedrigere Konzentration. Nach 240 min zeigt sich durch eine
Behandlung mit der geringeren Konzentration von 0,1 mg/ml eine Reduktion um 48,2% und
durch die héhere Konzentration eine Reduktion um 56,3% im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Nach 300 min kommt es zu einer Reduktion um 45,2% (0,1 mg/ml ZJE) bzw. 54,1% (1 mg/ml
ZJE) und nach 360 min zu einer Reduktion um 43,1% (0,1 mg/ml ZJE) bzw. 51,7%
(1 mg/ml ZJE).
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4.5.2 Modulation der Resistenz gegeniiber thermalem und oxidativem

Stress durch verschiedene Extrakte

Resistenz gegeniiber thermalem Stress. In Abbildung 24 ist zu erkennen, dass nur zwei
der hier untersuchten Extrakte dazu im Stande sind, das Uberleben der Nematoden unter
thermalem Stress signifikant zu verlangern. Diese Extrakte sind JGE (Abbildung 24B) und

ZJE (Abbildung 24E) jeweils in der hdheren Konzentration von 1 mg/ml.

Abbildung 24A stellt die Uberlebenskurven der mit 0,1 mg/ml bzw. 1 mg/ml CSE behandelten
Nematoden sowie die Uberlebenskurve der zugehérigen Kontrollgruppe dar. Keine der
eingesetzten CSE-Konzentrationen ist in der Lage, das Uberleben der Nematoden unter
thermalem Stress zu verlangern und somit ihre Resistenz gegenlber thermalem Stress zu
verbessern. Das mediane Uberleben der Nematoden der Kontrollgruppe betragt 12,3 + 0,2 h,
das der mit 0,1 mg/ml CSE inkubierten Nematoden 13,0+ 1,4h und das der mit
1 mg/ml CSE behandelten Tiere 12,5 + 1,8 h.

Die mittleren und medianen Uberlebenszeiten der Nematoden sowie die dazugehérigen p-

Werte konnen fir alle untersuchten Extrakte Tabelle 17 entnommen werden.

Auch durch eine Behandlung mit 0,1 mg/ml JGE wird keine Verlangerung des Uberlebens
der Nematoden unter thermalem Stress im Vergleich zur Kontrolle hervorgerufen
(Abbildung 24B). Beide Gruppen haben ein medianes Uberleben von 9,3 +0,2 h. Eine
signifikante Verlangerung des Uberlebens zeigt hingegen eine Behandlung mit 1 mg/ml JGE.
Hier betragt das mediane Uberleben 9,5+ 0,2 h, was im Vergleich zur Kontrolle einer

Verlangerung des Uberlebens um 2,2% entspricht.

Werden die Nematoden mit PME behandelt, kommt es zu keiner signifikanten Verlangerung
des Uberlebens unter thermalem Stress (Abbildung 24C). Das mediane Uberleben der
Nematoden liegt bei 10,5 £ 0,3 h (Kontrolle), 11,0 £ 0,2 h (0,1 mg/ml PME) bzw. 10,8 £ 0,1 h
(1 mg/ml PME).

Ein ahnliches Bild zeigt sich bei einer Inkubation der Nematoden mit REW in Abbildung 24D.
Auch hier wird die thermale Stressresistenz der Tiere durch den Extrakt nicht signifikant
erhoht. Das mediane Uberleben der Kontrolltiere betragt 2,8 + 0,1 h, das der mit 0,1 mg/ml
REW behandelten Nematoden 3,3 £ 0,1 h und das der mit 1 mg/ml REW inkubierten Tiere
3,0£0,1h.
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Abbildung 24: Resistenz wildtypischer Nematoden gegeniiber thermalem Stress (verschiedene
Extrakte).

Wildtypische L4-Larven (N2) werden bei 20°C fur 24 h (JGE) oder fiir 48 h (CSE, PME, REW, ZJE)
mit verschiedenen Konzentrationen der Extrakte oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. Nach
einem einstiindigen Waschschritt in PBST werden sie in Wells mit Sytox-Green (1 uM) transferiert.
Die Messung wird bei 37°C durchgefiihrt und die Fluoreszenz bei 535 nm gemessen. AnschlieRend
werden die virtuellen Todeszeitpunkte der Nematoden ermittelt. Verglichen werden die

Uberlebenskurven mit einer Kaplan-Meier-Statistik, n = 3 (je 16 Individuen pro Gruppe), Log-Rank
(Mantel-Cox) Test; * p < 0,06.
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Ein anderes Bild ergibt sich bei einer Behandlung der Nematoden mit ZJE (Abbildung 24E).
Hier besteht eine konzentrationsabhéngige Verlangerung des Uberlebens unter thermalem
Stress. Das mediane Uberleben der Kontrolltiere belduft sich auf 9,5 + 0,4 h. Behandelt man
die Nematoden mit 0,1 mg/ml ZJE, belauft sich das mediane Uberleben auf 10,0 + 0,4 h.
Dies entspricht einer Verlangerung des Uberlebens um 5,3% im Vergleich zur Kontrolle, ist
jedoch statistisch nicht signifikant. Mit einer Verlangerung der Uberlebenszeit um 10,5% im
Vergleich zur Kontrollgruppe auf 10,5 + 0,2 h ist ZJE in einer Konzentration von 1 mg/ml in

der Lage die Resistenz der Nematoden gegenuber thermalem Stress signifikant zu erhéhen.

Tabelle 17: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der thermalen Stressresistenz
am Wildtyp (verschiedene Extrakte).

Behandlung | Mittelwert [h] % Median [h] £ SD % p-Wert
+SD Differenz Differenz gegen
zur zur Kontrolle
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 13,4+ 0,7 - 12,3 0,2 - -
0,1 mg/ml CSE 15,4+ 0,8 +14,9 13,014 +5,7 0,069
1 mg/ml CSE 13,2+ 0,8 -1,5 12,5 +1,8 +1,6 0,808
Kontrolle 9,2+0,1 - 9,31£0,2 - -
0,1 mg/ml JGE 9,2+0,2 +0 9,3+0,2 +0 0,692
1 mg/ml JGE 9,8+0,2 +6,5 95+0,2 +2,2 0,012
Kontrolle 10,3+ 1,2 - 10,5+0,3 - -
0,1 mg/ml PME 1,1+£1,2 +7,8 11,0+ 0,2 +4,8 0,080
1 mg/ml PME 10,9+1,2 +5,8 10,8 £ 0,1 +2,9 0,584
Kontrolle 3,2+0,2 - 2,8+0,1 - -
0,1 mg/ml REW 3,6+0,2 +12,5 3,3+0,1 +17,9 0,216
1 mg/ml REW 3,7+0,3 +15,6 3,0+£0,1 +7,1 0,147
Kontrolle 9,4+0,3 - 95+04 - -
0,1 mg/ml ZJE 10,2+ 0,3 +8,5 10,0+ 0,4 +5,3 0,122
1 mg/ml ZJE 10,6 £ 0,2 +12,8 10,5+0,2 +10,5 0,011

Resistenz gegeniiber oxidativem Stress. Die oxidative Stressresistenz kann durch
verschiedene Extrakte moduliert werden (Abbildung 25). Bis auf CSE und JGE erh6hen alle
untersuchten Extrakte die Resistenz gegeniber oxidativem Stress und verldngern das

Uberleben unter diesen Bedingungen.

81



4 Ergebnisse

A
00— B 100
| —— ;
& ]
S 507 $ 501
g —— Kontrolle E —— Kontrolle
2 - 0,1 mg/ml CSE _I = —— 0,1 mg/ml JGE *
—— 1 mg/ml CSE —— 1 mg/ml JGE **
0 T T L] 1 o T T T
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Zeit [h] Zeit [h]
D
C 100}——m8 100—1
c c
[ [
s 507 S 50
- -
.g .B Kontrolle
= —— Kontrolle =2 1 - 0,1 mg/ml REW
—— 1 mg/ml PME ** “ 1 mg/ml REW **
0 T T T 1 0 T T 1 1
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Zeit [h] Zeit [h]
E
100-—|:
=<
c
Q
S 50
o —— Kontrolle
Ke)
D 1 = 0,1 mg/mlZJE
—— 1 mg/ml ZJE ***
0 T T T

0 24 48 72 96
Zeit [h]

Abbildung 25: Resistenz des Wildtyp gegeniiber oxidativem Stress (verschiedene Extrakte).

L4-Larven des wildtypischen Stammes N2 werden bei 20°C fir 72 h mit verschiedenen
Konzentrationen der Extrakte oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. AnschlieBend werden
alle Nematoden in Medien ohne Extrakte aber mit 50 mM (PME) bzw. 80 mM Paraquat (CSE, JGE,
REW und ZJE) umgesetzt. Alle 24 h werden die Nematoden mittels Beriihrung auf ihr Uberleben
getestet. Verglichen werden die Uberlebenskurven mit einer Kaplan-Meier-Statistik, n = 3 (JGE, ZJE

n =4) (je 40 Individuen pro Gruppe), Log-Rank (Mantel-Cox) Test, *p < 0,05, **p < 0,01,
**p < 0,001.
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CSE zeigt
(Abbildung 25A). Das mediane Uberleben der Kontrollgruppe sowie beider mit CSE

keine signifikanten Veranderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe
behandelten Gruppen (0,1 mg/ml und 1 mg/ml CSE) liegt bei 72,0 h. Auch das mittlere
Uberleben dieser Gruppen unterscheidet sich nur unwesentlich und kann Tabelle 18

enthommen werden.

Durch eine Behandlung mit JGE wird das Uberleben der Nematoden unter oxidativem Stress
(Abbildung 25B).

konzentrationsabhangig. Das mittlere Uberleben der Nematoden der Kontrollgruppe betragt

signifikant  verringert Diese Verringerung der Uberlebenszeit ist
67,7+ 1,8 h (Tabelle 18). Im Vergleich hierzu nimmt das mittlere Uberleben der mit
0,1 mg/ml JGE inkubierten Nematoden um 9,3% und das der mit 1 mg/ml JGE behandelten
Tiere um 8,3% ab (Tabelle 18). Die Nematoden, welche mit JGE behandelt werden, zeigen
folglich ein im Vergleich zur Kontroligruppe verkiirztes Uberleben und eine verringerte

Resistenz gegeniber oxidativem Stress.

Tabelle 18: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der oxidativen Stressresistenz
am Wildtyp (verschiedene Extrakte).

Behandlung | Mittelwert [h] % Median [h] + SD % p-Wert
+*SD Differenz Differenz gegen
zur zur Kontrolle
Kontrolle Kontrolle

Kontrolle 68,8 + 2,1 - 720+ 2,6 - -
0,1 mg/ml CSE 68,4 + 2,1 -0,6 72,0+ 3,0 0 0,89
1 mg/ml CSE 68,3+2,3 -0,7 720+34 t 0,95
Kontrolle 67,7+1,8 - 720+22 - -
0,1 mg/ml JGE 61,4+1,8 -9.3 72,0+17 +0 0,014
1 mg/ml JGE 62,1+1,8 -8,3 48,0+ 2,8 - 33,3 0,009
Kontrolle 68,8 +1,3 - 720+14 - -
1 mg/ml PME 74,8 +1,2 +8,7 72,0+1,2 +0 0,002
Kontrolle 71,5+272 - 72,0+ 3,3 - -
0,1 mg/ml REW 72,6 +£2,3 +1,5 72,0+ 3,7 0 0,75
1 mg/ml REW 776 £2,2 +8,5 96,0 + 2,3 + 33,3 0,01
Kontrolle 740+1,9 - 72,0+ 2,6 - -
0,1 mg/ml ZJE 70,3+ 1,9 -5,0 720+ 2,4 0 0,30
1 mg/ml ZJE 794+ 1,8 +7,3 96,0+ 2,5 + 33,3 0,0002

Eine Behandlung der Nematoden mit PME hingegen verlangert das Uberleben selbiger unter

oxidativem Stress (Abbildung 25C). Durch eine Inkubation mit 1 mg/ml PME kann das
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Uberleben im Mittel von 68,8 + 1,3 h (Kontrolle) auf 74,8 +1,8 h signifikant um 8,7%

verlangert werden (Tabelle 18).

REW verursacht ebenfalls eine Verbesserung der Resistenz der Nematoden gegeniber
oxidativem Stress (Abbildung 25D). Jedoch bewirkt nur die hohere untersuchte
Konzentration von 1 mg/ml REW eine signifikante Verlangerung des Uberlebens der
Nematoden unter oxidativem Stress. Im Vergleich zur Kontrollgruppe fihrt eine Inkubation
mit 1 mg/ml REW zu einer im Mittel um 8,5% verlangerten Lebensspanne, wobei das mittlere
Uberleben der Kontrolltiere 71,5 + 2,2 h betragt und das der mit 1 mg/ml REW behandelten
Tiere 77,6 £2,2h. Durch eine Inkubation mit 0,1 mg/mlREW kommt es zu keiner
Verlangerung des Uberlebens unter oxidativem Stress. Die mittlere Lebensspanne dieser
Nematoden betragt 72,6 + 2,3 h (Tabelle 18).

Ein ahnliches Bild zeigt sich bei einer Behandlung der Nematoden mit ZJE (Abbildung 25E).
Nur die héhere Konzentration von 1 mg/ml ZJE hat eine signifikante Verbesserung der
Resistenz der Tiere gegenuber oxidativem Stress zur Folge. Bei der Kontrollgruppe und der
mit 0,1 mg/ml ZJE behandelten Gruppe zeigt sich ein mittleres Uberleben von 74,0 £ 1,9 h
bzw. 70,3 £ 1,9 h. Werden die Nematoden mit 1 mg/ml ZJE behandelt, belduft sich das
mittlere Uberleben auf 79,4 + 1,8 h. Dies ist im Vergleich zur Kontrolle eine Verlangerung des
mittleren Uberlebens um 7,3% (Tabelle 18).

4.5.3 Modulation der Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16

durch verschiedene Extrakte

Wird die Lokalisation des Transkriptionsfaktors in den Nematoden untersucht, zeigt sich,
dass nur zwei der untersuchten Extrakte eine Translokation von DAF-16 in den Zellkern
hervorrufen (Abbildung 26). Diese beiden Extrakte sind PME (Abbildung 26C) und REW
(Abbildung 26D).

Durch eine Inkubation mit 1 mg/ml PME kommt es zu einer im Vergleich zur Kontrolle
signifikant um das 4,6-Fache erhdhten Anzahl an Nematoden mit nukleéar lokalisiertem DAF-
16 (Abbildung 26C). Betrachtet man die niedrigere Konzentration von 0,1 mg/ml PME,
kommt es im Vergleich zur Kontrollgruppe zu keiner erhéhten Translokation von DAF-16 in

den Zellkern.
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Abbildung 26: Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16 (verschiedene Extrakte).

Anhand des ftransgenen Stammes TJ356 (DAF-16::GFP) wird die Lokalisation des
Transkriptionsfaktors DAF-16 mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Die Nematoden werden fiir
eine Stunde bei 20°C in Inkubationsmedien mit verschiedenen Konzentrationen der Extrakte oder mit
DMSO (0,4%) als Kontrolle inkubiert. Als Positivkontrolle dienen Nematoden, die 5 min bei 37°C
thermalem Stress ausgesetzt werden. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD, n = 3 (je 30
Individuen pro Gruppe), einfaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest, ** p < 0,01,
*** p < 0,0001.
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Anhnlich sieht es aus, wenn die Nematoden mit REW inkubiert werden (Abbildung 26D). Die
niedrigere Konzentration von 0,1 mg/ml REW hat keinen signifikanten Effekt, wohingegen die
héhere Konzentration von 1 mg/ml REW im Vergleich zur Kontrolle eine um das 7,2-Fache
erhohte Anzahl an Nematoden mit nuklear lokalisiertem DAF-16 aufweist. Dieser Effekt ist

statistisch signifikant.

Alle weiteren untersuchten Extrakte — CSE (Abbildung 26A), JGE (Abbildung 26B) und ZJE
(Abbildung 26E) — bewirken keine signifikante Translokation des Transkriptionsfaktors DAF-

16 in den Zellkern der Nematoden.

Die in den jeweiligen Experimenten mitgefiihrten Positivkontrollen zeigen stets eine starke

und statistisch signifikante Translokation von DAF-16 in den Nukleus (Abbildung 26).

4.5.4 Untersuchung der Modulation des IIS durch verschiedene Extrakte
mittels Deletion von DAF-16

Antioxidative Effekte in DAF-16-Deletionsmutanten in vivo. Werden DAF-16-defiziente
Nematoden mit CSE behandelt und anschlieBend unter thermalem Stress die gebildeten
ROS mit Hilfe der DCF-Fluoreszenz gemessen, zeigt sich ein ahnliches Bild wie auch schon
im Wildtyp (Abbildung 27A im Vgl. zu Abbildung 23A).

Auch in der Mutante besitzt CSE signifikante antioxidative Effekte (Abbildung 27A). Nach
240 min wird durch eine Inkubation mit 1 mg/ml CSE das ROS-Level der Nematoden im
Vergleich zur Kontrollgruppe erstmals signifikant um 32,3% verringert. Auch nach 300 min
bzw. 360 min ergibt sich eine signifikante Reduktion der Menge an ROS um 29,6% bzw.
28,0% im Vergleich zur Kontrolle. Bei 360 min hat auch die niedrigere Konzentration von
0,1 mg/ml REW eine signifikante Reduktion des ROS-Levels um 17,2% induziert. DAF-16 ist

folglich fir den antioxidatven Effekt von CSE nicht essentiell.

Anders verhalt es sich bei einer Behandlung der Nematoden mit PME: Es gibt keinen
signifikanten antioxidativen Effekt im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 27B). Der
antioxidatve Effekt von PME im Wildtyp ist demnach abhangig vom Transkriptionsfaktor DAF-
16.

Bei der Behandlung der DAF-16-Deletionsmutante mit REW werden wie auch im
wildtypischen Stamm antioxidative Effekte sichtbar (Abbildung 27C). Wie im Wildtyp bewirkt
hier ebenfalls nur die héhere Konzentration von 1 mg/ml REW signifikant verringerte ROS-

Mengen in den Nematoden. Nach 300 min ist das ROS-Level im Vergleich zur Kontrolle um
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22,9% und nach 360 min um 21,5% reduziert. Wie auch bei CSE wird der antioxidative Effekt
von REW nicht tGber den Transkriptionsfaktor DAF-16 vermittelt.
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Abbildung 27: Thermal induzierter Anstieg der ROS-Level in der DAF-16-Deletionsmutante
(DCF-Assay; verschiedene Extrakte).

L4-Larven des DAF-16-defizienten Stammes CF1038 werden bei 20°C fir 48 Stunden mit
verschiedenen Konzentrationen der Extrakte oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. Nach
einem einstiindigen Waschschritt in PBST werden sie in Wells mit H.DCF-DA (50 uM) transferiert. Der
thermal induzierte Anstieg der DCF-Fluoreszenz wird bei einer Exzitation von 485 nm, einer Emission
von 535 nm und 37°C gemessen. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD, normalisiert auf die
Kontrolle bei 420 min, n = 3 (je 16 Individuen pro Gruppe), zweifaktorielle Anova mit Dunnett's
multiplem Vergleichstest, * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 gegen die Kontrolle
zum jeweiligen Zeitpunkt.

In der Deletionsmutante besitzt ZJE in keiner der eingesetzten Konzentrationen antioxidative
Effekte (Abbildung 27D). Auch hier ist die antioxidative Wirkung des Extraktes, welche im
Wildtyp zu sehen ist (Abbildung 23E), vollstandig von DAF-16 abhangig.
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Resistenz gegeniiber thermalem Stress in DAF-16-Deletionsmutanten.

Werden DAF-16-Deletionsmutanten mit JGE behandelt und thermalem Stress ausgesetzt,
wird das Uberleben unter diesen Bedingungen gegeniber der Kontrolle erhoht
(Abbildung 28A). Das mittlere Uberleben wird durch die untersuchten Konzentrationen an
JGE von 8,1 + 0,2 h (Kontrollgruppe) auf 8,8 + 0,3 h (0,1 mg/ml JGE) bzw. 8,9 £ 0,3 h (1 mg/
ml JGE) erhoht (Tabelle 19). Dieser Effekt ist jedoch nur bei der héheren Konzentration von
1 mg/ml JGE signifikant. DAF-16 scheint folglich fir die durch JGE erhohte thermale
Stressresistenz, welche im Wildtyp zu sehen ist, nicht essentiell zu sein.

Eine Behandlung der DAF-16-defizienten Tiere mit ZJE resultiert jedoch in einer signifikant
verringerten Uberlebensrate im Vergleicht zur Kontroligruppe (Abbildung 28B). Dies ist bei
beiden untersuchten Konzentrationen der Fall.
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Abbildung 28: Resistenz des DAF-16-defizienten Stammes gegeniiber thermalem Stress
(verschiedene Extrakte).

L4-Larven des DAF-16-defizienten Stammes CF1038 werden bei 20°C fiir 24 h (JGE) oder fiir 48 h
(ZJE) mit verschiedenen Konzentrationen der Extrakte oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt.
Nach einem einstiindigen Waschschritt in PBST werden sie in Wells mit Sytox-Green (1 uM)
transferiert. Die Messung wird bei 37°C durchgefiihrt und die Fluoreszenz bei einer Exzitation von
485 nm und einer Emission von 535 nm gemessen. AnschlieBend werden die virtuellen
Todeszeitpunkte der Nematoden ermittelt. Verglichen werden die Uberlebenskurven mit einer Kaplan-
Meier-Statistik, n =3 (je 16 Individuen pro Gruppe), Log-Rank (Mantel-Cox) Test;, *p < 0,05;
***p < 0,001.

Die Resistenz DAF-16-defizienter Nematoden gegeniber thermalem Stress nimmt folglich
durch eine Behandlung mit ZJE ab (Abbildung 28B). Die mittlere Uberlebensrate der
Kontrollgruppe betragt 9,9 + 0,3 h, wahrend die Nematoden, welche mit 0,1 mg/ml ZJE
behandelt werden, im Mittel 9,2+ 0,2 h Uberlebten. Nematoden, die mit 1 mg/ml ZJE
inkubiert werden, weisen ein mittleres Uberleben von 9,0 + 0,2 h auf (Tabelle 19). Auch die
Wirkung von ZJE auf die thermale Stressresistenz der Nematoden scheint von DAF-16

abhangig zu sein.
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Tabelle 19: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der thermalen Stressresistenz
an DAF-16-Deletionsmutanten.

Behandlung | Mittelwert [h] * % Median [h] = SD % p-Wert
SD Differenz Differenz gegen
zZur zur Kontrolle
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 8,1+0,2 - 7,8+0,1 - -
0,1 mg/ml JGE 8,8+0,3 + 8,6 8,5+0,3 +9,0 0,058
1 mg/ml JGE 8,9+0,3 +99 85+0,2 +9,0 0,029
Kontrolle 9,9+0,3 - 10,0+ 0,2 - -
0,1 mg/ml ZJE 9,2+0,2 -7 9,0+0,2 -10,0 0,023
1 mg/ml ZJE 9,0+0,2 -9.1 9,0+0,2 -10,0 0,001

Resistenz gegeniiber oxidativem Stress in DAF-16-Deletionsmutanten.

In den DAF-16-Deletionsmutanten zeigt sich durch eine Inkubation mit 1 mg/ml PME — wie
auch schon im wildtypischen Stamm N2 — eine Verlangerung des Uberlebens unter

oxidativem Stress im Vergleich zu den Kontrolltieren (Abbildung 29A).

Das mittlere Uberleben der Kontrolltiere betragt 58,9 + 1,2 h. Werden die Nematoden jedoch
mit PME behandelt, verlangert sich das Uberleben auf 74,1 + 1,4 h. Dieser Effekt ist
signifikant und entspricht einem durch PME um 25,8% verlangerten Uberleben der Tiere
(Tabelle 20). Fir die Vermittlung der erhohten Resistenz der Nematoden gegeniber
oxidativem Stress durch eine Behandlung mit PME ist der Transkriptionsfaktor DAF-16 nicht

essentiell.

Abbildung 29B bildet die Uberlebenskurven der mit REW behandelten Nematoden im
Vergleich zu der der Kontrolltiere ab. Durch eine Behandlung mit REW wird die Resistenz
gegenuber oxidativem Stress nicht erhdht. Die Kurven liegen sehr nah beieinander und das
mittlere Uberleben der Kontrolltiere, der mit 0,1 mg/ml REW oder 1 mg/ml REW inkubierten
Tiere liegt bei 61,0+ 1,3h, bzw. 58,2+ 1,4h und 62,5+ 1,4h (Tabelle 20). Fehlt den
Nematoden der Transkriptionsfaktor DAF-16, kommt es folglich zu keiner Verlangerung des
Uberlebens durch REW im Vergleich zur Kontrolle. Somit ist DAF-16 essentiell fir die

Vermittlung der durch REW erhdhten Resistenz gegenuber oxidativem Stress im Wildtyp.
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Abbildung 29: Resistenz des DAF-16-defizienten Stammes gegeniiber oxidativem Stress
(verschiedene Extrakte).

L4-Larven des DAF-16-defizienten Stammes CF1038 werden bei 20°C fiir 72 h mit verschiedenen
Konzentrationen der Extrakte oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. AnschlieBend werden
alle Nematoden in Medien ohne Extrakte aber mit 50 mM (PME) oder 80 mM Paraquat (REW und
ZJE) umgesetzt. Alle 24 h wurden die Nematoden mittels Beriihrung auf ihr Uberleben getestet.
Verglichen werden die Uberlebenskurven mit einer Kaplan-Meier-Statistik, n = 3 (je 40 Individuen pro
Gruppe), Log-Rank (Mantel-Cox) Test; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Wie auch bei einer Inkubation mit PME zeigt eine Behandlung mit 1 mg/ml ZJE trotz
fehlendem DAF-16 eine erhdhte Resistenz der Nematoden gegeniiber oxidativem Stress
(Abbildung 29C). Das mittlere Uberleben wird im Vergleich zur Kontrolle von 54,0 + 1,3 h auf
64,4 £ 1,5 h signifikant erhoht. Wie auch bei den wildtypischen Nematoden reicht eine
Konzentration von 0,1 mg/ml ZJE bei den DAF-16-Deletionsmutanten nicht aus, um eine

Verbesserung der Resistenz gegeniber oxidativem Stress hervorzurufen. Hier betragt das
mediane Uberleben 51,8 + 1,2 h.
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Tabelle 20: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der oxidativen Stressresistenz
an DAF-16-Deletionsmutanten (verschiedene Extrakte).

Behandlung | Mittelwert [h] % Median [h] £ SD % p-Wert
+ SD Differenz Differenz gegen
zZur zur Kontrolle
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 58,9+1,2 - 48,0+ 2,0 - -
1 mg/ml PME 741+14 + 25,8 720+20 + 50,0 < 0,0001
Kontrolle 61,0+1,3 - 72,0+11 - -
0,1 mg/ml REW 582+1,4 -4.6 48,0+24 - 66,7 0,229
1 mg/ml REW 625+1,4 +25 720+1,2 +0 0,427
Kontrolle 540+1,3 - 48,0 +£1,7 - -
0,1 mg/ml ZJE 51,8+1,2 -4.1 48,0+ 1,5 +0 0,2241
1 mg/ml ZJE 644 +1,5 +19,3 720+1,2 + 50,0 < 0,0001

4.6 Untersuchungen verschiedener Extrakte auf neuroprotektive

Wirkungen im M. Parkinson Modell

4.6.1 Untersuchung neuroprotektiver Effekte durch verschiedene
Extrakte nach 6-OHDA-Behandlung

Werden die Nematoden fur 2,5h mit 6-OHDA behandelt, werden ihre dopaminergen
Neuronen zerstort, was sich in einer Verringerung der gemessenen Fluoreszenzstarke im
Kopfbereich auflert. Die Degeneration der Neuronen der mit 6-OHDA behandelten
Nematoden im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle belauft sich auf 51,7 bis 62,4%
(Abbildung 30A-E). Dieses Ausmal® der Neurodegeneration ist bei allen durchgefuhrten

Experimenten deutlich zu erkennen und statistisch signifikant.

die durch 6-OHDA
hervorgerufene Neurodegeneration vermindern. Dies ist bei JGE (Abbildung 30B), PME
(Abbildung 30C) und ZJE (Abbildung 30E) der Fall. CSE (Abbildung 30A) und REW
(Abbildung 30D) sind in diesem Modell jedoch nicht in der Lage die durch 6-OHDA

hervorgerufene Neurodegeneration zu verringern.

Eine Vorinkubation mit den Extrakten kann, je nach Extrakt,
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Abbildung 30: Untersuchung der Neurodegeneration durch 6-OHDA im Stamm BZ555
(verschiedene Extrakte).

Transgene Nematoden des Stammes BZ555 werden bei 20°C ab dem Eistadium mit verschiedenen
Konzentrationen der Extrakte oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. Im L4-Larvenstadium
werden sie fiir 2,5 h mit 6-OHDA oder Ascorbinséure (Kontrolle) inkubiert, in M9 30 min gewaschen
und fiir 24 h in substanzlosen Medien belassen. AnschlieBend werden fluoreszenzmikroskopisch
Fotos der Nematoden aufgenommen und mittels Image J densitometrisch ausgewertet. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD, einfaktorielle Anova mit Tukey's multiplem Vergleichstest,
n = 3 (je 20 Individuen pro Gruppe), eeee p < 0,0001 gegen Kontrolle; * p < 0,05; ** p < 0,01 gegen
6-OHDA.
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Bei einer Vorinkubation mit CSE und einer darauf folgendenden Behandlung mit 6-OHDA ist
das Ausmaly der Neurodegeneration ahnlich wie bei 6-OHDA allein (Abbildung 30A). Die
Degeneration der dopaminergen Neuronen durch 6-OHDA betragt 56,3% im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Durch eine Vorbehandlung mit CSE ist diese Degeneration
geringfugig vermindert und liegt bei 51,8%. Dieser geringe neuroprotektive Effekt ist nicht

statistisch signifikant.

Auch REW zeigt in diesem Modellsystem nur eine sehr geringe Neuroprotektion
(Abbildung 30D). Im Vergleich zu der Gruppe, welche nur mit 6-OHDA behandelt wird, hat
eine Vorinkubation der Nematoden mit REW einen protektiven Effekt um 11,8%. Dieser

Effekt ist jedoch nicht signifikant.

Anders verhalt es sich bei einer Behandlung mit JGE (Abbildung 30B). Auch hier fihrt 6-
OHDA zu einer starken Neurodegeneration. Die Protektion der dopaminergen Neuronen,
welche durch JGE hervorgerufen wird, betragt im Vergleich zu den nur mit 6-OHDA

behandelten Nematoden 51,1% und ist statistisch signifikant.

Der protektive Effekt, den eine Vorbehandlung mit PME bewirkt, ist noch etwas starker und
belauft sich auf 55,6% im Vergleich zu den nur mit 6-OHDA behandelten Nematoden
(Abbildung 30C).

Auch ZJE zeigt einen signifikanten neuroprotektiven Effekt gegeniber der mit 6-OHDA
behandelten Positivkontrolle (Abbildung 30E). Dieser Effekt ist mit 25,5% jedoch geringer als

die durch PME oder JGE hervorgerufene Neuroprotektion.

4.6.2 Untersuchung neuroprotektiver Effekte verschiedener Extrakte bei

Uberproduktion von Dopamin

Die Neurodegeneration in Nematoden, welche durch eine Uberproduktion von Dopamin
hervor gerufen wird, kann durch einige der Untersuchten Extrakte vermindert werden
(Abbildung 31). Zu Beginn der Inkubation (0 h) besitzen 95,6 bis 97,8% der Nematoden
vollstandig intakte dopaminerge CEP-Neuronen in ihren Képfen. Im Laufe der Zeit nimmt die
Anzahl an Nematoden mit intakten Neuronen in der Kontrollgruppe deutlich ab. Nach 48 h

haben nur noch 48,9% bis 58,9% der Tiere intakte dopaminerge Neuronen (Abbildung 31).

93



4 Ergebnisse

>

100 Em Kontrolle
mm 0,1 mg/ml JGE
B 1 mg/ml JGE

100 « = Kontrolle
T * 0,1 mg/ml CSE

- 1 mg/ml CSE

% Nematoden mit intakten w
Neuronen
3
1

% Nematoden mit intakten
Neuronen
(4]
o
1

o
I

0 24 48 0 24 48
Zeit [h] Zeit [h]

100+ ***_ mm Kontrolle 100 = = ok x++__ HE Kontrolle
= 0,1 mg/ml PME R I ¥ 0,1 mg/ml REW
] = 1 mg/ml PME - - 1 mg/ml REW

50

Neuronen
0
o
1

% Nematoden mit intakten o)
Neuronen

% Nematoden mit intakten o

=]
L

0 24 48 0 24 48
Zeit [h] Zeit [h]

Hl Kontrolle
B 0,1 mg/ml ZJE
1 mg/ml ZJE

100

50—

% Nematoden mit intakten
Neuronen

0 24 48
Zeit [h]

Abbildung 31: Untersuchung der Neurodegeneration durch eine erhé6hte Dopaminsynthese im
Stamm UAS57 (verschiedene Extrakte).

L4-Larven des transgenen Stammes UA57 werden bei 20°C ab dem Eistadium mit verschiedenen
Konzentrationen der Extrakte oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. Nach O h, 24 h und
48 h werden die Nematoden unter fluoreszenzmikroskopischer Betrachtung in Nematoden mit
intakten Neuronen und Nematoden mit zerstérten Neuronen unterteilt. Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte + SD, einfaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest, n = 3 (je 30 Individuen
pro Gruppe), * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001; **** p < 0,0001.

Durch eine Inkubation mit CSE kommt es im Vergleich zu den Kontrolltieren zu einer
Verringerung der Neurodegeneration (Abbildung 31). Bereits nach 24 h zeigt sich, dass die
héhere Konzentration an CSE, 1 mg/ml, eine signifikante Neuroprotektion in den Nematoden
hervorruft. Dieser neuroprotektive Effekt ist tendenziell auch bei der geringeren

Konzentration an CSE zu sehen, dies ist jedoch nicht signifikant. Durch 0,1 mg/ml CSE
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erhoht sich die Anzahl an Nematoden mit intakten Neuronen im Vergleich zur Kontrolle um
14,7%. Durch 1 mg/ml CSE wird die Anzahl an Nematoden mit intakten Neuronen signifikant
um 19,6% erhoht. Nach 48 h zeigt sich im Vergleich zur Kontrolle ein noch starkerer
neuroprotektiver Effekt. Im Vergleich zur Kontrolle haben, unabhangig von der Konzentration

an CSE, mit CSE inkubierte Nematoden 23,5% mehr intakte dopaminerge Neuronen.

Auch PME besitzt neuroprotektive Effekte (Abbildung 31C). 24 h nach Beginn der Inkubation
lasst sich eine dosisabhangige Protektion der dopaminergen Neuronen erkennen. Durch
0,1 mg/ml PME erhoht sich die Anzahl an Nematoden mit intakten Neuronen im Vergleich zur
Kontrolle um 11,5%. Durch 1 mg/ml PME sind es bereits 26,3% mehr Nematoden mit
intakten Neuronen als in der Kontrollgruppe. Zu diesem Zeitpunkt ist nur die Wirkung der
hoéheren Konzentration gegenliber der Kontrolle statistisch signifikant. Nach 48 h
Inkubationszeit verursachen beide Konzentrationen signifikante neuroprotektive Effekte. Hier
ist die Anzahl der Nematoden mit intakten dopaminergen Neuronen im Vergleich zur
Kontrollgruppe um 24,7% bei 0,1 mg/ml PME bzw. 29,3% bei 1 mg/ml PME erhéht.

Der dritte Extrakt, welcher in diesem Experiment neuroprotektive Effekte besitzt, ist REW
(Abbildung 31D). Im Gegensatz zu CSE und PME zeigen sich durch eine Inkubation mit
REW bereits nach 24 h signifikante neuroprotektive Effekte durch beide eingesetzten
Konzentrationen. Beide Konzentrationen haben einen &hnlich starken Effekt. Mit
0,1 mg/ml REW besitzen 24,6% mehr Nematoden intakte Neuronen als die Nematoden der
Kontrollgruppe. Bei einer Inkubation mit 1 mg/ml REW erhoéht sich die Anzahl der Nematoden
mit intakten Neuronen im Vergleich zur Kontrolle um 28,1%. Nach weiteren 24 h
Inkubationszeit ist der Effekt von REW noch starker. Hier erhéht sich die Anzahl der
Nematoden mit intakten dopaminergen Neuronen verglichen mit der Kontrolle um 38,7%. Zu
diesem Zeitpunkt macht es keinen Unterschied mehr, welche Konzentration bei der

Inkubation verwendet wird, da der Effekt bei beiden Konzentrationen genau gleich groR ist.

Eine Inkubation mit JGE oder ZJE ruft hingegen in diesem Modell keine signifikanten
neuroprotektiven Effekte hervor (Abbildung 31B und E). Nach 24 h ist die Anzahl an
Nematoden mit intakten Neuronen in der Gruppe, welche mit JGE inkubiert wird, im
Vergleich zur Kontrollgruppe nur geringfiigig erhéht (Abbildung 31B). Diese Erhéhung betragt
sowohl bei einer Konzentration von 0,1 mg/ml JGE als auch bei 1 mg/ml JGE 3,4%. Nach
48 h zeigt eine Konzentration von 0,1 mg/ml JGE keinen Effekt. Der Grad der
Neurodegeneration dieser Gruppe ist genau so grof wie der der Kontrolle. Eine Inkubation
der Nematoden mit 1 mg/ml JGE bewirkt zu diesem Zeitpunkt eine leichte, aber nicht

signifikante Erhdhung der Anzahl an intakten Neuronen im Vergleich zur Kontrolle. Eine
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tendenzielle Protektion ist folglich zu erkennen, diese ist jedoch zu schwach um statistisch

signifikant zu sein.

ZJE besitzt im Vergleich zu JGE nach 24 h Inkubation einen starkeren, jedoch ebenfalls nicht
signifikanten neuroprotektiven Effekt (Abbildung 31E). Die Anzahl an Nematoden mit intakten
dopaminergen Neuronen erhoht sich im Vergleich zur Kontrollgruppe zu diesem Zeitpunkt
um 12,3% (0,1 mg/ml ZJE) bzw. um 9,3% (1 mg/ml ZJE). Nach 48 h ist ebenfalls ein geringer
nicht signifikanter neuroprotektiver Effekt zu sehen. Hier sind 7,5% mehr Nematoden mit
intakten Neuronen in der Gruppe, die mit 0,1 mg/ml ZJE inkubiert wird, als in der Kontrolle.
Eine Inkubation mit 1 mg/ml ZJE bewirkt eine 17%ige Verbesserung im Vergleich zur

Kontrolle.

4.7 Untersuchungen verschiedener Extrakte auf neuroprotektive

Wirkungen im M. Alzheimer Modell

4.7.1 Modulation der ABs...-Toxizitat durch verschiedene Extrakte

Eine verzdgerte Paralyse der Nematoden ist mit einer verringerten Toxizitat von AB+42 gleich
zu setzen. Von den hier untersuchten Extrakten sind nur CSE und JGE dazu in der Lage, die
AB142-induzierte Paralyse zu verzdgern (Abbildung 32A und B). PME, REW und ZJE
hingegen bewirken keine Verzégerung der Paralyse im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle
(Abbildung 32C, D und E). Eine Inkubation mit der hier eingesetzten Positivkontrolle bewirkt
in allen durchgefiuihrten Experimenten eine starke und signifikante Verzégerung der Paralyse
(Abbildung 32).

Durch eine Vorinkubation mit CSE wird die AB+4-induzierte Paralyse signifikant verzégert
(Abbildung 32A). Die mediane Paralysezeit der Kontrolltiere betragt 32,0 £ 0,4 h. Durch
1 mg/ml CSE wird diese Zeit auf 34,0 £ 0,4 h verlangert. Es lasst sich erkennen, dass die
héhere Konzentration an CSE von 1 mg/ml die Zeit bis zum Eintreten der Paralyse
tendenziell starker verzdgert als eine Konzentration von 0,1 mg/ml CSE. Hier betragt die
mediane Paralysezeit 34,0 £ 0,3 h (Tabelle 21).

Auch eine Behandlung mit JGE fluhrt zu einer signifikanten Verzdégerung der Paralysezeit
(Abbildung 32B). Die Kontrollgruppe hat eine mediane Paralysezeit von 32,0 + 0,2 h. Durch
eine Inkubation mit 0,1 mg/ml JGE bzw. 1 mg/ml JGE verzégert sich das mediane Eintreten

der Paralyse um 2 h, sodass sie sich auf 34 + 0,3 h belauft (Tabelle 21).
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Abbildung 32: AB+..>-Toxizitdtstest (verschiedene Extrakte).

Transgene Nematoden des Stammes CL4176 werden bei 16°C ab dem Eistadium mit verschiedenen
Konzentrationen der Extrakte, mit 56 mM Koffein als Positivkontrolle oder mit DMSO (0,4%) als
Kontrolle behandelt. L3-Larven werden auf Agarplatten mit OP50 (berfihrt und bei 25°C gelagert.
Nach 26, 28, 30, 32 und 34 h werden die Nematoden auf eine eingetretene Paralyse hin untersucht.
Verglichen werden die Uberlebenskurven mit einer Kaplan-Meier-Statistik; n = 3 (je 40 Individuen pro
Gruppe); Log-Rank (Mantel-Cox) Test; *** p < 0,001, **** p < 0,0001. Die Daten zu ZJE entstanden
im Rahmen der Abschlussarbeit von Frau Clara Brauer.

Eine Inkubation mit PME hingegen verzdgert die Zeit bis zum Eintreten der durch AR 142
hervorgerufenen Paralyse nicht (Abbildung 32C). Die medianen Paralysezeiten der
Kontrolltiere und der Nematoden, welche mit 1 mg/ml PME behandelt werden, betragt

32,0 £ 0,3 h, wahrend die mittlere Paralysezeit der Kontrolltiere 31,7 £ 0,2 h und die der mit
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dem Extrakt behandelten Nematoden 31,4 +0,2 h betragt (Tabelle 21). Es gibt keinen

signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen.

Abbildung 32D zeigt den Verlauf der eintretenden Paralyse von Nematoden, welche mit
1 mg/ml REW inkubiert werden, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Auch dieser
Extrakt ist nicht in der Lage die durch AB+.42 hervorgerufene Toxizitat zu verringern und somit
die Zeit bis zum Eintreten der Paralyse zu verzdgern. Das mediane Uberleben der
Kontrolltiere belauft sich auf 32,0 + 0,4 h, das von Nematoden, welche mit 1 mg/ml REW
behandelt werden, auf 32,0 £ 0,3 h.

Auch ZJE kann die ABi.4-induzierte Paralyse im Vergleich zur Kontrolle nicht verzégern
(Abbildung 32E). Die medianen Paralysezeiten der Kontrolltiere und der Nematoden, welche
mit 0,1 mg/ml ZJE oder 1 mg/ml ZJE behandelt werden, liegen bei 32,0 £ 0,2 h (Kontrolle
und 0,1 mg/ml ZJE) bzw. 32,0 + 0,3 h (1 mg/ml ZJE).

Tabelle 21: Mittelwerte, Mediane und p-Werte der Untersuchung der AB-bedingten Paralyse der

Nematoden des Stammes CL4176 (verschiedene Extrakte).

Behandlung | Mittelwert [h] * % Median [h] + SD % p-Wert
SD Differenz Differenz gegen
zur zur Kontrolle
Kontrolle Kontrolle
Kontrolle 31,9+0,2 - 320+£04 - -
0,1 mg/ml CSE 32,8 +0,1 +2,8 34,0+0,3 +6,3 0,0004
1 mg/ml CSE 33,1+0,1 +3,8 34,0+04 +6,3 < 0,0001
Positivkontrolle| 34,0 £ 0,03 + 6,6 - - < 0,0001
Kontrolle 316+£0,2 - 32,0+0,2 - -
0,1 mg/ml JGE 32,9+0,1 +4,1 34,0+0,3 +6,3 < 0,0001
1 mg/ml JGE 32,7+0,2 +3,5 34,0+0,3 +6,3 < 0,0001
Positivkontrolle| 34,0 £ 0,02 +7,6 - - < 0,0001
Kontrolle 31,7+0,2 - 32,0+£0,3 - -
1 mg/ml PME 31,4+0,2 -0,9 32,0+£0,3 +0 0,463
Positivkontrolle 33,8+0,1 + 6,6 - - < 0,0001
Kontrolle 31,9+0,2 - 32,0+x0,4 - -
1 mg/ml REW 32,2+0,2 +0,9 32,0+0,3 +0 0,487
Positivkontrolle| 34,0 £ 0,02 +6,6 - - < 0,0001
Kontrolle 31,5+0,2 - 32,0+0,2 - -
0,1 mg/ml ZJE 31,6+0,2 +0,3 32,0+0,2 + 0,597
1 mg/ml ZJE 31,8+0,2 +1,0 32,0+0,3 t 0,117
Positivkontrolle| 34,0 £ 0,02 +7,9 - - < 0,0001
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Eine Behandlung mit CSE oder JGE verringert die ABi.4-induzierte Toxizitat, wohingegen
PME, REW und ZJE nicht in der Lage sind die Paralysezeit zu verzogern.

4.7.2 Modulation der AB;4.-Plaques durch verschiedene Extrakte

Wird die Anzahl der ABi4-Plaques im transgenen Stamm CL2006 gezahlt, ist ersichtlich,
dass alle hier untersuchten Extrakte bis auf den JGE in der Lage sind, die Plaque-Anzahl im
Kopf- und Schwanzbereich der Nematoden signifikant zu verringern (Abbildung 33;
Tabelle 22).

Eine Behandlung mit CSE fuhrt dazu, dass auch Nematoden mit weniger als 15 Plaques
vorhanden sind, wahrend die Nematoden der Kontrollgruppe mindestens 15 Plaques
aufweisen (Abbildung 33A). Die Anzahl an Nematoden mit 15-21 Plaques nimmt durch eine
Behandlung der Tiere mit CSE signifikant zu im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dahingegen
nimmt die Anzahl der Nematoden mit einer héheren Anzahl an Plaques von 29-35 Plaques
durch CSE signifikant ab. Dies ist sowohl bei einer Konzentration von 0,1 mg/ml CSE als
auch bei einer Konzentration von 1 mg/ml CSE der Fall. Der Effekt wird durch die héhere
Konzentration an CSE im Vergleich zu 0,1 mg/ml CSE nicht weiter verstarkt. Auch die
mittlere Plaque-Anzahl der Nematoden wird durch eine Behandlung mit CSE signifikant
verringert (Tabelle 22). Die Kontrolltiere zeigen im Mittel 28,5 + 0,8 Plaques, wahrend
Nematoden, welche mit 0,1 mg/ml CSE behandelt werden, im Mittel 19,9 + 3,2 Plaques
besitzen. Nematoden, die mit 1 mg/ml CSE inkubiert werden, besitzen im Mittel 20,8 + 3,0
Plaques. Diese Reduktion entspricht einer Verringerung der Plaque-Anzahl um 30,2%
(0,1 mg/ml CSE) bzw. 27,0% (1 mg/ml CSE) im Vergleich zur Kontrolle.

Werden die Nematoden mit JGE behandelt, wird die mittlere Plaque-Anzahl dieser im
Vergleich zu der der Kontrolltiere nicht signifikant verringert (Tabelle 22). Eine Tendenz zur
Reduktion der Plaque-Anzahl lasst sich hier trotzdem erkennen. Es handelt sich um eine
Verringerung der Plaque-Anzahl im Vergleich zur Kontrolle um 17,8% durch 0,1 mg/ml JGE
und um 12,1% durch 1 mg/ml JGE. Werden die Nematoden nach der Anzahl der in ihnen
vorhandenen Plaques in Gruppen eingeteilt, zeigt sich, dass es im Vergleich zur
Kontrollgruppe durch eine Behandlung mit JGE zu keiner signifikanten Veranderung kommt
(Abbildung 33B). Nur die Anzahl der Nematoden mit 36-42 Plaques wird durch eine
Behandlung mit 0,1 mg/ml JGE im Vergleich zur Kontrolle signifikant verringert. Eine solche
Tendenz ist bei einer Inkubation mit 1 mg/ml JGE ebenfalls vorhanden, jedoch nicht

statistisch signifikant.
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Abbildung 33:Verteilung der Anzahl der AB+..-Plaques in Nematoden des transgenen Stammes
CL2006 (verschiedene Extrakte).

Nematoden des Stammes CL2006, welche AB+.«-Plaques bilden, werden ab dem L4-Larvenstadium
flir 48 h bei 20°C mit verschiedenen Konzentrationen der Extrakte oder mit DMSO (0,4%) als
Kontrolle behandelt. AnschlieBend werden die Nematoden mit 4% PFA fixiert, permeabilisiert und mit
Thioflavin-S gefarbt. Die Anzahl der ABi...-Plaques im Kopf- und Schwanzbereich der Tiere wird
gezéhlt. Es erfolgt eine Klassifizierung der Nematoden nach der Anzahl ihrer Plaques. Die
angegebenen Werte sind die Mittelwerte der Anzahl der Namatoden in der einzelnen Klasse + SD,
zweifaktorielle Anova mit Dunnetts multiplem Vergleichstest, n = 3 (JGE: n = 4) (je 20 Individuen pro
Gruppe), * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001; **** p < 0,0001. Die Daten zu CSE, JGE, REW und
ZJE entstanden im Rahmen der Abschlussarbeit von Frau Feline Frahm.
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Eine Inkubation der Nematoden mit 0,1 mg/ml PME resultiert in einer im Vergleich zur
Kontrolle signifikant um 31,8% reduzierten mittleren Anzahl an ABi4-Plaques in den
Nematoden. Eine Erh6hung der Konzentration an PME auf 1 mg/ml bewirkt eine 47,7%ige
signifikante Reduktion der mittleren Plaque-Anzahl (Tabelle 22). Auch bei der Einteilung der
Nematoden anhand der Anzahl ihrer Plaques lassen sich deutliche protektive Effekte von
PME erkennen: Wahrend die Nematoden der Kontrollgruppe mindestens 15 Plaques
aufweisen, gibt es durch eine Inkubation mit 0,1 mg/ml PME auch Nematoden mit 8-
14 Plaques (Abbildung 33C). Dies ist auch bei einer Behandlung der Tiere mit 1 mg/ml PME
der Fall. Hier ist die Anzahl an Nematoden mit 8-14 Plaques im Vergleich zur Kontrolle
signifikant erhdéht. Zudem gibt es hier auch Nematoden mit weniger als 8 Plaques. Die
Anzahl der Nematoden mit 15-21 Plaques ist durch eine Behandlung mit beiden
Konzentrationen an PME im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhdht, wahrend die
Anzahl an Nematoden mit 22-28 Plaques oder mit 29-35 Plaques durch 0,1 mg/ml und 1 mg/
ml PME signifikant verringert wird.

Tabelle 22: Mittelwerte und p-Werte der Anzahl an ABR..-Plaques in den Kopf- und
Schwanzbereichen der Nematoden des Stammes CL2006 (verschiedene Extrakte).

Behandlung Mittelwert £ % Differenz zur Kontrolle p-Wert gegen

SD Kontrolle

Kontrolle 28,5+0,8 - -

0,1 mg/ml CSE 19,9+ 3,2 - 30,2 0,012

1 mg/ml CSE 20,8+ 3,0 -27,0 0,019

Kontrolle 348+42 - -

0,1 mg/ml JGE 28,6 +5,7 -17,8 0,230

1 mg/ml JGE 30,6 £5,9 -12,1 0,475

Kontrolle 26,7+1,6 - -

0,1 mg/ml PME 18,2+ 1,0 - 31,8 0,0002

1 mg/ml PME 15,4+ 0,7 -47,7 < 0,0001

Kontrolle 28,7+59 - -

0,1 mg/ml REW 18,6 £ 2,9 - 35,2 0,034

1 mg/ml REW 17,3+ 1,1 - 39,7 0,020

Kontrolle 21,9+3,0 - -

0,1 mg/ml ZJE 15,0+ 1,7 - 31,5 0,021

1 mg/ml ZJE 15,8 +2,3 -27,9 0,035

Ein ahnliches Bild ergibt sich bei einer Behandlung der Nematoden mit REW. Die mittlere

Plaque-Anzahl wird durch 0,1 mg/ml REW im Vergleich zur Kontrolle um 35,1% verringert
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auf 18,2+ 2,9 Plaques pro Nematode. Durch eine Erhéhung der Konzentration auf
1 mg/ml REW nimmt auch der Effekt zu. Die mittlere Plaque-Anzahl wird im Vergleich zur
Kontrolle um 39,7% verringert (Tabelle 22). Durch eine Behandlung der Nematoden mit REW
gibt es im Vergleich zur Kontrolle signifikant mehr Nematoden mit einer geringen Plaque-
Anzahl von 8-14 Plaques (Abbildung 33D). Auch die Anzahl an Nematoden mit 15-
21 Plaques wird durch eine Inkubation mit 0,1 mg/ml REW im Vergleich zur Kontrolle
signifikant erhoht. Zudem wird die Anzahl an Nematoden mit einer hohen Plaque-Anzahl von
29-35 Plaques durch beide Konzentrationen des REW im Vergleich zur Kontrolle signifikant

vermindert.

Einen ebenfalls protektiven Effekt auf die Akkumulierung von ABi4-Plaques in den
Nematoden besitzt ZJE. Zum Einen wird die Anzahl an Nematoden mit einer geringen Anzahl
an Plaques (8-14 Plaques) durch eine Behandlung mit ZJE (0,1 mg/ml und 1 mg/ml ZJE)
signifikant erhéht, zum Anderen wird durch ZJE die Anzahl an Nematoden mit 22-28 Plaques
signifikant verringert (Abbildung 33E). Passend hierzu wird auch die mittlere Anzahl an
Plagues in den Nematoden von 21,9+ 3,0Plaques in der Kontrollgruppe auf
15,0 £ 1,7 Plaques bei den Nematoden, welche mit 0,1 mg/ml ZJE behandelt werden, bzw.
auf 15,8 + 2,3 Plaques bei den mit 1 mg/ml ZJE behandelten Nematoden verringert. Dies
entspricht einer Reduktion der Plaque-Anzahl im Vergleich zur Kontrolle um 31,5% bzw.
27,9% (Tabelle 22).

4.7.3 Einfluss verschiedener Extrakte auf die Aktivitat der AChE

Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle inhibiert die Positivkontrolle Aldicarb die Aktivitat
der AChE der Nematoden um 67,3% bis 86,0%. Diese Inhibition ist jeweils signifikant mit
einem p-Wert von p < 0,001 (Abbildung 34).

Durch CSE kommt es ebenfalls zu einer Inhibition der AChE-Aktivitat (Abbildung 34A). Bei
einer Konzentration von 0,1 mg/ml CSE ist die Inhibition mit 6,4% nicht signifikant. Bei der
héheren Konzentration von 1 mg/ml CSE zeigt sich eine signifikante Inhibition der AChE-
Aktivitat. Im Vergleich zur Kontrolle ergibt sich hier eine Inhibition um 37,8%. Die durch CSE
hervorgerufene Inhibition der AChE-Aktivitadt ist jedoch deutlich geringer als die der

Positivkontrolle Aldicarb, welche sich auf 67,6% belauft.
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Abbildung 34: Bestimmung der AChE-Aktivitét (verschiedene Extrakte).

Das Homogenat von 3000 bis 4000 wildtypischen L4-Larven wird mit verschiedenen Konzentrationen
der Extrakte, 100 uM Aldicarb als Positivkontrolle oder DMSO als Kontrolle in eine 96-Well-
Mikrotiterplatte gegeben. AnschlieBend wird in alle belegten Wells 200 ul einer Lésung mit
Acetylthiocholiniodid und DTNB hinzugegeben und die Absorption bei 406 nm alle 30 Minuten fiir
24 Stunden gemessen. In einem 10 h-Intervall mit méglichst linearem Anstieqg der Absorption wurde
die Steigung der Geraden errechnet, was der Aktivitédt der AChE entspricht. Die angegebenen Werte
sind Mittelwerte + SD, normiert auf die erste von zwei Kontrollen, pro ug Protein, einfaktorielle Anova
mit Dunnett's multiplem Vergleichstest, n = 3, * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001; **** p < 0,0001.
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Durch JGE kommt es zu einer konzentrationsabhangigen Inhibition der AChE-Aktivitat
(Abbildung 34B). Durch die geringere Konzentration von 0,1 mg/ml JGE kommt es zu einer
44 ,8%igen Inhibition. Die Aktivitdt der AChE ist hier im Vergleich zur Kontrolle bereits
signifikant verringert. Wird die Konzentration auf 1 mg/ml JGE erhoht, zeigt sich eine weit
starkere Inhibition von 80,3%. Dieser Effekt ist sogar etwas starker als der der

Positivkontrolle Aldicarb, die im Vergleich zur Kontrolle eine Inhibition um 67,6% erreicht.

Wie in Abbildung 34C zu sehen ist, besitzt auch eine Konzentration von 1 mg/ml PME einen
signifikanten inhibierenden Effekt auf die Aktivitat der AChE. Dieser Effekt ist mit einer
Inhibition um 50,3% im Vergleich zur Kontrolle nicht so stark wie die durch die
Positivkontrolle Aldicarb vermittelte Inhibition von 86,0%. Eine geringere Konzentration an

PME (0,1 mg/ml) verursacht im Vergleich zur Kontrolle keine Inhibition der AChE.

Wird das inhibitorische Potential von REW untersucht, ist ersichtlich, dass beide
Konzentrationen an REW (0,1 mg/ml und 1 mg/ml) eine sehr dhnliche Effektstarke erzielen
(Abbildung 34D). Es kommt zu einer Inhibition um 41,8% (0,1 mg/ml REW) bzw. 44,9%
(1 mg/ml REW). Es besteht keine Konzentrationsabhangigkeit der Inhibition der AChE durch
REW und die Positivkontrolle Aldicarb hat einen starkeren inhibitorischen Effekt. Dieser

betragt im Vergleich zur Kontrolle 67,3%.

Im Vergleich zu den anderen Extrakten zeigt ZJE als einziger Extrakt in beiden untersuchten
Konzentrationen keinen inhibitorischen Effekt auf die Aktivitdt der AChE (Abbildung 34E).
Wahrend die Positivkontrolle Aldicarb die AChE-Aktivitat um 86,0% verringert, bewirken
0,1 mg/ml ZJE eine 21,8%ige Inhibition und 1 mg/ml ZJE eine Inhibition um 8,6%. Diese

Effekte sind jedoch statistisch nicht signifikant.

4.8 Untersuchungen verschiedener Extrakte auf neuroprotektive

Wirkungen im C. Huntington Modell

4.8.1 Modulation der PolyQ-Plaques durch verschiedene Extrakte

Bei der Untersuchung der im Stamm EAK 103 gebildeten PolyQ-Plaques zeigt keiner der
genutzten Extrakte eine starke Reduktion der Anzahl an gebildeten Plaques. Die Nematoden
der Kontrollgruppen besitzen 19 bis 20 Plaques im Kopfbereich. Durch eine Inkubation mit
JGE (Abbildung 35B), REW (Abbildung 35D) und ZJE (Abbildung 35E) verandert sich die

Plaque-Anzahl im Vergleich zu der der Kontrolltiere nicht.
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Abbildung 35: Untersuchung der durch Fragmente eines mutierten humanen
Huntingtinproteins hervorgerufenen Plaquebildung im Stamm EAK103 (verschiedene
Extrakte).

Transgene Nematoden des Stammes EAK103 werden bei 20°C ab dem Eistadium mit
verschiedenen Konzentrationen der Extrake oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. An Tag
3 nach Beginn der Inkubation wird die Anzahl der Plaques unter fluoreszenzmikroskopischer
Betrachtung gezéhlt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD, einfaktorielle Anova mit
Dunnett's multiplem Vergleichstest, n = 3 (je 20 Individuen pro Gruppe), * p < 0,05.
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Werden die Nematoden mit CSE behandelt, kommt es zu einer leichten Verringerung der
Anzahl der gebildeten Plaques (Abbildung 35A). Die Tiere der Kontrollgruppe besitzen im
Mittel 20,1 Plaques. Nematoden, welche mit 0,1 mg/ml CSE inkubiert werden, besitzen im
Mittel 17,0 und Nematoden, die mit 1 mg/ml CSE behandelt werden, 16,6 Plaques. Diese

leichte Verringerung der Plaque-Anzahl ist jedoch nicht signifikant.

Eine Inkubation mit PME bewirkt nur bei einer Konzentration von 0,1 mg/ml eine signifikante
Reduktion der Plaque-Anzahl (Abbildung 35C). Hierdurch verringert sich die Anzahl der
Plaques im Vergleich zu den Kontrolltieren, welche im Mittel 19,1 Plaques besitzen, um 11%
auf 17,0 Plaques. Durch eine Behandlung der Nematoden mit einer héheren Konzentration
an PME (1 mg/ml) zeigt sich jedoch keine Verringerung der Plaque-Anzahl im Vergleich zu
den Kontrolltieren (19,5 Plaques bei 1 mg/ml PME; 19,1 Plaques in der Kontrollgruppe).

4.8.2 Modulation der PolyQ-bedingten Neurodegeneration durch

verschiedene Extrakte

Die Extrakte werden hinsichtlich neuroprotektiver Effekte beziiglich der PolyQ-bedingten
Neurodegeneration untersucht. Nach einer Inkubation der Nematoden fiir zehn Tage
besitzen in der Kontrollgruppe bereits 85,6% bis 93,3% der Nematoden degenerierte ASH-
Neuronen. Im Umkehrschluss besitzen nur 6,7% bis 14,4% der Nematoden intakte

Neuronen.

Durch eine Inkubation mit CSE zeigt sich keine signifikante Protektion der Neuronen
(Abbildung 36A). Eine Tendenz zur Neuroprotektion ist jedoch zu erkennen. Durch CSE
erhoht sich die Anzahl an Nematoden mit intakten Neuronen um das 2,2-Fache. Hierbei
macht es keinen Unterschied ob die Nematoden mit 0,1 mg/ml CSE oder mit 1 mg/ml CSE

inkubiert werden.

Auch JGE, PME und REW haben keine neuroprotektiven Effekte gegenlber der PolyQ-
bedingten Neurodegeneration (Abbildung 36B, C und D). Anders als bei CSE lasst sich hier

jedoch keine Protektion erkennen — auch keine Tendenz.
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Abbildung 36: Untersuchung der durch Fragmente des humanen Huntingtins hervorgerufenen
Neurodegeneration im Stamm HA659 (verschiedene Extrakte).
Transgene Nematoden des Stammes HA659 werden bei 20°C ab dem Eistadium mit verschiedenen
Konzentrationen der Extrakte oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. Die Medien werden alle
2-3 Tage gewechselt. Ab dem L4-Stadium werden die Nematoden zusétzlich mit FUDR behandelt.
An Tag 10 nach Beginn der Inkubation werden die Nematoden unter fluoreszenzmikroskopischer
Betrachtung in Nematoden mit intakten Neuronen und Nematoden mit zerstérten Neuronen unterteilt.
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD, einfaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem
Vergleichstest, n = 3 (je 30 Individuen pro Gruppe), ** p < 0,01.
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Eine signifikante Neuroprotektion wird hingegen durch eine Inkubation mit ZJE hervorgerufen
(Abbildung 36E). Eine Inkubation mit 0,1 mg/ml ZJE bewirkt eine Erhéhung der Anzahl an
Nematoden mit intakten Neuronen um das 1,8-Fache im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dieser
Effekt ist jedoch nicht signifikant. Weiterhin zeigt sich eine dosisabhangige Verbesserung der
Neuroprotektion durch ZJE: Eine Inkubation mit der héheren Konzentration von 1 mg/ml ZJE
hat eine starkere Protektion der ASH-Neuronen zur Folge als 0,1 mg/ml ZJE. Diese
Protektion flhrt zu einer Erhéhung der Nematoden mit intakten Neuronen auf 32,2%, was im
Vergleich zur Kontrolle dem 2,2-Fachen (+ 123,6%) entspricht. Dieser neuroprotektive Effekt

ist signifikant.

4.8.3 Einfluss verschiedener Extrakte auf die Reaktionsfahigkeit der

Nematoden auf mechanische Stimuli

Werden die Nematoden des transgenen Stammes HA659 am 10., 12. und 14. Tag nach dem
Eistadium mit Hilfe eines Platindrahtes an ihrer Schnauze berthrt, zeigen sie eine signifikant
schwachere Reaktion in Form von Ruckwartsbewegungen im Vergleich zum wildtypischen
Stamm (Abbildung 37).

Eine Behandlung der Nematoden mit CSE fuhrt im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrolltieren des Stammes HA659 zu einer erhdhten Reaktionsfahigkeit der Nematoden
(Abbildung 37A). An Tag 10 machen die mit CSE inkubierten Nematoden
2,3 Ruckwartsbewegungen, wahrend die Kontrolltiere nur 1,6 Bewegungen machen. Dieser
Effekt ist statistisch signifikant und es spielt keine Rolle, ob die Tiere mit 0,1 mg/ml CSE oder
mit 1 mg/ml CSE behandelt werden. An Tag 12 hingegen bewirkt nur eine Behandlung mit
1 mg/ml CSE eine signifikante Verbesserung der Reaktionsfahigkeit im Vergleich zur
Kontrolle, eine Tendenz ist aber auch bei einer Inkubation mit 0,1 mg/ml CSE zu sehen. An
Tag 14 verbessern wieder beide Konzentrationen an CSE die Reaktionsfahigkeit der
Nematoden signifikant. Die Kontrollgruppe macht im Mittel 0,5 Ruckwartsbewegungen,
wahrend die mit 0,1 mg/ml CSE behandelten Tiere 1,2 und die mit 1 mg/ml CSE inkubierten

Nematoden 1,4 Bewegungen machen.

Werden die Nematoden mit 1 mg/ml JGE behandelt, wird die Reaktionsfahigkeit der
Nematoden auf den noxischen Stimulus im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht verbessert
(Abbildung 37B). Im Gegenteil — an Tag 14 bewirkt eine Behandlung der Nematoden mit JGE
im Vergleich zur Kontrollgruppe eine tendenziell verringerte Reaktionsfahigkeit. Dieser Effekt
ist jedoch nicht signifikant. Die geringere Konzentration wird auf Grund des fehlenden Effekts

nach einer Inkubation mit 1 mg/ml JGE nicht dargestellt.
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Abbildung 37: Untersuchung der durch Fragmente des humanen Huntingtins hervorgerufenen
Reduzierung der nozizeptorischen Wahrnehmung im Stamm HA659 (verschiedene Extrakte).
Transgene Nematoden des Stammes HA659 werden bei 20°C ab dem Eistadium mit verschiedenen
Konzentrationen der Extrakte oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. Die Medien werden alle
2-3 Tage gewechselt. Ab dem L4-Stadium werden die Nematoden zusétzlich mit FUDR behandelt. An
den Tagen 10, 12 und 14 nach Beginn der Inkubation werden die Nematoden an ihrer Schnauze
beriihrt und die Riickwértsbewegungen gezéhit. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD,
zweifaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest, n = 3 (je 10 Individuen pro Gruppe),
*p <005 *™p<0,01;, ***p <0001, ***p <0,0001. Die Daten zu CSE, JGE, REW und ZJE
entstanden im Rahmen der Abschlussarbeit von Frau Feline Frahm.

Ein ganzlich anderes Bild zeigt sich bei einer Behandlung der Nematoden mit verschiedenen
Konzentrationen an PME (Abbildung 37C). Eine Inkubation mit 0,1 mg/ml PME verbessert

die Reaktionsfahigkeit der Nematoden im Vergleich zur Kontrolle zu allen untersuchten
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Zeitpunkten signifikant. Auch eine Behandlung mit 1 mg/ml PME hat eine signifikante
Verbesserung der Reaktionsfahigkeit zur Folge. Dieser Effekt ist starker als der, welcher
durch die niedrigere Konzentration an PME hervorgerufen wird. An Tag 10 beispielsweise
machen Nematoden der Kontrollgruppe 0,8 Rickwartsbewegungen, wahrend Nematoden,
welche mit 0,1 mg/ml PME behandelt werden, 1,4 und mit 1 mg/ml PME inkubierte
Nematoden 1,8 Rickwartsbewegungen machen. Zu diesem Zeitpunkt gibt es keinen
Unterschied zwischen der Reaktionsfahigkeit der wildtypischen Nematoden und der

Nematoden des Stammes HA659, welche mit 1 mg/ml PME behandelt werden.

Werden die Nematoden des Stammes HA659 mit REW inkubiert, zeigt sich auch hier ein
protektiver Effekt. Die Reaktionsfahigkeit der Tiere ist im Vergleich zur Kontrolle erhoht
(Abbildung 37D). Dieser Effekt ist an Tag 10 nach dem Eistadium noch nicht signifikant, eine
Tendenz ist jedoch erkennbar. An Tag 12 bewirkt die niedrigere Konzentration von
0,1 mg/ml REW eine signifikante Verbesserung der Reaktionsfahigkeit der Nematoden im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Dahingegen ist an Tag 14 die Reaktionsfahigkeit der
Nematoden, welche mit 1 mg/ml REW behandelt werden, im Vergleich zur Kontrolle
signifikant erhoht. Diese Nematoden machen 1,9 Rickwartsbewegungen, wahrend die

Kontrolltiere nur 1,1 Bewegungen machen.

Auch durch eine Behandlung der Nematoden mit verschiedenen Konzentrationen an ZJE
wird die Reaktion auf den mechanischen Stimulus im Vergleich zur Kontrollgruppe
verbessert (Abbildung 37E). An Tag 10 machen die Kontrolltiere im Mittel
1,4 Ruckwartsbewegungen, wahrend die mit 0,1 mg/ml ZJE behandelten Tiere 2,4 und die
mit 1 mg/ml ZJE inkubierten Nematoden 2,8 Rickwartsbewegungen machen. Zu diesem
Zeitpunkt besteht statistisch gesehen kein Unterschied zwischen den mit ZJE behandelten
Nematoden und den wildtypischen Nematoden, welche nicht von einer Neurodegeneration
betroffen sind. An Tag 12 zeigt eine Behandlung der Nematoden mit 1 mg/ml ZJE im
Vergleich zur Kontrolle erneut eine signifikante Verbesserung der Reaktionsfahigkeit. Auch
bei der geringeren Konzentration ist eine tendenzielle Zunahme der Reaktionsfahigkeit zu
erkennen, diese ist jedoch nicht signifikant. An Tag 14 wiederum verbessern beide
Konzentrationen an ZJE im Vergleich zur Kontrollgruppe die Reaktionsfahigkeit der

Nematoden auf den noxischen Stimulus.
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5 Diskussion

5.1 Allgemeine protektive Wirkungen von OBE und seinen

Inhaltsstoffen

OBE zeigt in vitro antioxidative Wirkungen. Ein methanolischer Extrakt aus Olivenblattern
zeigt in einem weiteren in vitro Experiment, bei dem der radikalfangende Effekt von
Substanzen anhand des 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Radikals gemessen wird,
ebenfalls radikalfangende Eigenschaften (LUO et al., 2019). Diese scheinen jedoch
schwacher zu sein, als die des hier untersuchten Extraktes, da bei LUO et al. (2019) erst bei
etwa 0,8 mg/ml Extrakt alle Radikale abgefangen werden, wahrend dies hier bereits bei

0,1 mg/ml der Fall ist.

In den Nematoden jedoch wird das durch thermalen Stress erhéhte Level an ROS nicht
verringert. Die direkte antioxidative Wirkung, welche in vitro zu sehen ist, scheint demnach
nicht auszureichen, um die durch Hitze entstandenen ROS in den Nematoden signifikant zu
senken. Anders als in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten zeigt der Extrakt,
welcher von LUO et al. (2019) eingesetzt wird, auch in vivo in C. elegans antioxidative
Eigenschaften. Moglicherweise liegt dies an der unterschiedlichen Durchfuhrung der
Messung des Gehaltes an ROS: Wahrend in der vorliegenden Arbeit die Nematoden
wahrend der gesamten Messung thermalem Stress von 37°C ausgesetzt werden, werden die
Nematoden von LUO et al. (2019) nur fir 1 h mit 35°C behandelt. Zusatzlich sind die von
LUO et al. (2019) eingesetzten Nematoden jinger und der Extrakt ein anderer. Es ist folglich
durchaus moglich, dass Extrakte aus Olivenblattern in vivo antioxidative Eigenschaften

besitzen, auch wenn dies in dieser Arbeit nicht gezeigt werden kann.

Die Inhaltsstoffe des OBE besitzen in vitro — mit Ausnahme der OS — ebenfalls antioxidative
bzw. radikalfangende Eigenschaften. Die starksten Effekte werden durch 3-HT und TYR
vermittelt. Auch BEGINES et al. (2019) berichten von starken radikalfangenden
Eigenschaften von 3-HT. Jedoch ist TYR nicht in der Lage, in dem von BEGINES et al.
(2019) durchgeflihrten DPPH-Assay antioxidative Wirkungen in vitro zu zeigen. KIM et al.
(2021) weisen jedoch radikalfangende Eigenschaften von TYR nach, wenn das gleiche
Radikal genutzt wird, welches auch in dieser Arbeit Verwendung findet. Wird jedoch der
DPPH-Assay angewandt, zeigt TYR keine antioxidativen Eigenschaften (KIM et al., 2021).
TYR st folglich antioxidativ in vitro, es scheint jedoch wichtig zu sein, unter welchen

experimentellen Bedingungen das antioxidative Potential in vitro gemessen wird.
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Im Gegensatz zum OBE besitzen OP und TYR auch in vivo in C. elegans eine antioxidative
Wirkung. Der Gehalt an OP und TYR in dem fir diese Arbeit verwendeten OBE scheint
jedoch nicht ausreichend zu sein, das ROS-Level der Nematoden signifikant zu senken. Wie
hoch die im OBE enthaltene Menge an OP und TYR ist, ist nicht bekannt. Der Extrakt,
welcher durch MARTIN-VERTEDOR et al. (2016) untersucht wird, enthalt als
Hauptinhaltsstoff OP, welches mehr als 50% des Polyphenolgehalts im OBE darstellt.
Zusatzlich sind etwa 0,5% des Polyphenolgehalts 3-HT enthalten. Der Gehalt an TYR ist
geringer (MARTIN-VERTEDOR et al., 2016). Die genaue Zusammensetzung des fiir diese
Arbeit genutzten Extraktes sollte in weiterfihrenden Experimenten untersucht werden. Von
ALNUSAIRE et al. (2021) wurden in Caco-2 Zellen prooxidative Effekte eines
Olivenblattextraktes entdeckt. Zudem sind in diesem Extrakt Substanzen wie Olenosid A
enthalten, die basierend auf einer computergestitzten Untersuchung antioxidative Enzyme
wie die SOD oder die Glutathion-Reduktase inhibieren kénnen (ALNUSAIRE et al., 2021).
Dies kénnte ebenfalls ein Grund flr das Ausbleiben antioxidativer Effekte in den Nematoden

sein.

Wahrend 3-HT starke direkte antioxidative Wirkungen in vitro besitzt, kann es in den
Nematoden das endogene Level an ROS nicht signifikant verringern. In Zellen, welche auf
Grund einer Behandlung mit UV-Licht ein erhoéhtes Level an ROS zeigen, ist 3-HT dagegen
in der Lage, die Menge an ROS zu verringern (ZWANE et al.,, 2012). Die starken
radikalfangenden Eigenschaften von 3-HT in vitro scheinen jedoch in C. elegans nicht
ausreichend zu sein, eine antioxidative Wirkung zu vermitteln. Die OS zeigt weder in vitro
noch in vivo antioxidative Effekte. In den Experimenten von ZHANG et al. (2015) jedoch
besitzt die OS antioxidative Effekte in C. elegans, nachdem die Nematoden fir drei Tage mit
300 uM OS behandelt wurden. Die langere Inkubationszeit mit der héheren Konzentration an
OS, als sie in dieser Arbeit verwendet wird, scheint demnach ausschlaggebend zu sein fir
die erfolgreiche Messung des antioxidativen Potentials der OS. Da in dieser Arbeit die
Inkubation der Nematoden in Flussigmedien erfolgt, ist die einsetzbare Konzentration der OS
durch ihre schlechte Léslichkeit limitiert. ZHANG et al. (2015) behandeln die Nematoden auf

Agarplatten mit OS, wodurch die einsetzbare Konzentration deutlich héher ausfalit.

Durch fluoreszenzléschende Eigenschaften (quenching) des OBE oder seiner Inhaltsstoffe
kann die Messung der endogenen Menge an ROS beeinflusst werden, weshalb der OBE und
seine Inhaltsstoffe auf diese Eigenschaft hin untersucht werden. Obwohl OBE in einer
Konzentration von 1 mg/ml in der Lage ist, in vitro die Fluoreszenz von DCF zu verringern
(Abbildung 42A), zeigt dieser Extrakt in den wildtypischen Nematoden keinen antioxidativen

Effekt. Der Extrakt scheint also in den Nematoden nicht ausreichend stark zu akkumulieren,
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um in vivo einen fluoreszenzldschenden Effekt hervorzurufen. Auch OP zeigt in einer
Konzentration von 100 uM fluoreszenzléschende Eigenschaften (Abbildung 42B). Dieser
Effekt ist jedoch ausgesprochen gering und scheint durch die sehr kleinen Schwankungen
bzw. Standardabweichungen in diesem Experiment zu Stande zu kommen. Eine
Beeinflussung der Messung des antioxidativen Potentials von OP in den Nematoden scheint
sehr gering bzw. unwahrscheinlich zu sein. Die Inhaltsstoffe OS, 3-HT und TYR zeigen auch
in hohen Konzentrationen keine fluoreszenzléschenden Eigenschaften (Abbildung 42C, D
und E).

Obwohl OBE die Menge der durch thermalen Stress gebildeten ROS nicht verringern kann,
ist der Extrakt in der Lage die Resistenz der Nematoden gegenlber oxidativem Stress zu
erhdhen. Anders als bei thermalem Stress, der die Bildung verschiedener ROS
(Superoxidanionen, Hydroxylradikale oder Wasserstoffperoxid) induziert (FEDYAEVA et al.,
2014), werden durch den Redox-Cycler Paraquat nur Superoxidanionen gebildet
(COCHEME und MURPHY, 2007). Der Extrakt scheint folglich verschiedene protektive
Mechanismen in Gang zu setzen, welche die Nematoden schiitzen und ihr Uberleben unter
oxidativem Stress verlangern. Maglicherweise liegt dies unter anderem an der Fahigkeit des
Extraktes, wie flr einen methanolischen OBE in vitro gezeigt, Superoxidanionen abzufangen
und unschadlich zu machen (LUO et al., 2019). Da nur 3-HT und TYR, nicht aber OP und
OS, ebenfalls die Resistenz der Nematoden gegentiber oxidativem Stress verbessern, kann
davon ausgegangen werden, dass diese Substanzen — mdglicherweise zusammen mit
weiteren hier nicht untersuchten Inhaltsstoffen des OBE - fiir diese Wirkung des Extraktes
verantwortlich sind. Mit Hilfe einer computergestiitzten Analyse und einer experimentellen
Bestatigung dieser Analyse zeigen ROSSI et al. (2017), dass sowohl 3-HT als auch TYR in
der Lage sind, Superoxidanionen abzufangen. Dies kdnnte einen moglichen Mechanismus
darstellen, der zu der erhdhten Resistenz der Nematoden gegeniber oxidativem Stress
fuhrt.

Werden Nematoden unter milderem oxidativem Stress (5 mM Paraquat) gehalten, kann die
OS das Uberleben dieser Nematoden signifikant verlangern (ZHANG et al., 2015). Allerdings
werden durch ZHANG et al. (2015) im Vergleich zu dieser Arbeit deutlich hdhere
Konzentrationen eingesetzt (mindestens 100 uM). Moéglicherweise ist die in dieser Arbeit
verwendete Konzentration von 25 uM OS zu gering. Dies konnte auch bei OP der Fall sein:
In einer Studie von FENG et al. (2021) wird die Lebensspanne von C. elegans unter
oxidativem Stress (200 uM Paraquat) durch die Gabe von OP verlangert. Die eingesetzten
Konzentrationen an OP sind dabei mindestens 4-mal so hoch (FENG et al., 2021), wie die in

dieser Arbeit genutzte Konzentration von 100 uM. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen
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dieser Arbeit stellen CANUELO et al. (2012) eine durch 250 uM TYR erhéhte Resistenz von

C. elegans gegenulber oxidativem Stress fest.

In dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten experimentellen System, sind weder OBE
noch seine Inhaltsstoffe in der Lage, die Resistenz der Nematoden gegeniber thermalem
Stress zu erhdhen. Ein anderer Extrakt aus Olivenblattern erhdht die Anzahl an
Uberlebenden Nematoden, welche Uber 5 h hinweg mit 35°C gestresst werden (LUO et al.,
2019), was zu der Annahme fuhrt, dass OBE maoglicherweise bei geringem thermalem Stress
schiitzt, jedoch das Uberleben der Nematoden unter letalem thermalem Stress nicht
verlangern kann. Weiterhin kdnnten die unterschiedlichen Ergebnisse auch durch eine
unterschiedliche Zusammensetzung der Extrakte zu Stande kommen. OP verlangert in
hohen Konzentrationen von mindestens 180 uM die Lebensspanne unter thermalem Stress
ebenfalls (FENG et al., 2021). Die von FENG et al. (2021) eingesetzten Nematoden sind
jedoch deutlich juinger, die Konzentration an OP héher und der thermale Stress moderater
als in dieser Arbeit. Auch die OS kann die Resistenz der Nematoden gegenuber thermalem
Stress erhohen (ZHANG et al., 2015). Hier muss aber erneut darauf hingewiesen werden,
dass die von ZHANG et al. (2015) verwendete Konzentration 12 Mal so hoch war, wie die in
dieser Arbeit eingesetzte Konzentration von 25 puM. Werden Nematoden mit einer
Konzentration an 3-HT von mindestens 100 ug/ml behandelt und fir 3 h mit 37°C gestresst,
ist das Uberleben dieser Nematoden im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe erhéht
(BRUNETTI et al., 2020). Die hohere der beiden in dieser Arbeit verwendeten
Konzentrationen an 3-HT — 500 uM — entspricht einer Konzentration von 77,1 ug/ml und ist
somit geringer als die von BRUNETTI et al. (2020) eingesetzten Konzentrationen. Zusatzlich
werden die Nematoden in dieser Arbeit nicht nur fir 3 h, sondern bis zu ihrem Tod mit
thermalem Stress (37°C) behandelt, was zu den unterschiedlichen Ergebnissen flhren
konnte. CANUELO et al. (2012) berichten, dass 250 yM TYR die Anzahl Uberlebender
Nematoden nach einer Behandlung mit thermalem Stress (35°C) fur 8 h erhdht, wohingegen
in dieser Arbeit auch 500 uM die Lebensspanne unter héherem thermalen Stress (37°C)
nicht verlangert. Diese Unterschiede kéonnten zum Einen durch die unterschiedliche
Temperatur, zum Anderen durch die Haltung auf Agarplatten (CANUELO et al., 2012) bzw. in

Flissigmedien zu Stande kommen.

Es gibt keine adversen Effekte von OBE und seinen Inhaltsstoffen auf die GroRe der

Nematoden (Abbildung 40) oder ihre Pharynxpumpfrequenz (Abbildung 38).
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5.2 Die Wirkungen von OBE und seinen Inhaltsstoffen werden teilweise
durch DAF-16 vermittelt

Da die Zielgene von DAF-16 in den Nematoden unter anderem fir die Bildung von
antioxidativen Enzymen verantwortlich sind (MURPHY et al., 2003), ist eine Aktivierung von
DAF-16 ein mdglicher Mechanismus fir die Vermittlung der antioxidativen Wirkung und der
Erhdhung der oxidativen Stressresistenz durch OBE bzw. seine Inhaltsstoffe. Eine
Voraussetzung fur die Aktivitdt von DAF-16 ist die Translokation dieses Transkriptionsfaktors
aus dem Zytosol in den Zellkern (MURPHY et al., 2003).

Durch OBE, aber nicht durch die untersuchten Inhaltsstoffe, kommt es zu einer Translokation
von DAF-16 in den Zellkern der Nematoden. Eine Uber DAF-16 vermittelte Wirkung des
Extraktes ist somit méglich. Auch LUO et al. (2019) kénnen fir den von ihnen verwendeten
Extrakt aus den Blattern des Olivenbaumes eine erhdhte Translokation von DAF-16 in den
Zellkern von C. elegans feststellen. Zudem stellen sie eine durch die Behandlung mit OBE
erhohte Aktivitat von Uber DAF-16 regulierten antioxidativen Enzymen wie der SOD und
Katalase fest (LUO et al., 2019). Die von FENG et al. (2021) verwendete Konzentration von
440 uM OP fihrt dazu, dass der Transkriptionsfaktor DAF-16 vermehrt im Zellkern lokalisiert
ist und die Aktivitat der SOD und Katalase erhdht sind. Eine Konzentration von 300 uM OS
ist ebenfalls in der Lage, eine Translokation von DAF-16 in den Zellkern hervorzurufen
(ZHANG et al., 2015). Zudem wird durch diese Menge OS die Expression von DAF-16-
Zielgenen wie der SOD und Katalase erhoht (ZHANG et al., 2015). Mdglicherweise sind die
in dieser Arbeit eingesetzten Konzentrationen an OP und OS nicht ausreichend hoch, um
eine Translokation von DAF-16 in den Zellkern hervorzurufen. Eine Wirkung uber DAF-16
scheint auf Grund der Ergebnisse von FENG et al. (2021) und ZHANG et al. (2015) jedoch
moglich zu sein. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit ist TYR in den
Experimenten von CANUELO et al. (2012) nicht in der Lage, die Anzahl an C. elegans mit
eindeutig nuklear lokalisiertem DAF-16 zu erhohen. In der Literatur ist bisher noch nichts
uber 3-HT und dessen Effekt auf die Lokalisation von DAF-16/FOXO bekannt. Die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente belegen, dass der

Transkriptionsfaktor im Zytosol verbleibt.

Wird daf-16 ausgeschaltet, wie es in den DAF-16-Deletionsmutanten der Fall ist, kann die
Beteiligung dieses Transkriptionsfaktors an der Vermittlung der Effekte von OBE und seinen
Inhaltsstoffen untersucht werden. Ist der Effekt in den Deletionsmutanten nach wie vor
vorhanden, ist der Transkriptionsfaktor nicht essentiell fur diesen Effekt. Fehlt die im Wildtyp

gezeigte protektive Wirkung jedoch, ist DAF-16 fur die Wirkung von OBE oder seinen
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Inhaltsstoffen essentiell. Nachdem OBE im Wildtyp keine antioxidative Wirkung zeigt, werden
auch in der Deletionsmutante keine Effekte erwartet. Dies ist jedoch nicht immer der Fall.
Dass OBE in der Deletionsmutante eine antioxidative Wirkung besitzt ist nicht plausibel,
denn dies wirde bedeuten, dass die bekannten und bereits bewiesenen Wirkungen von
DAF-16 wie z. B. die Expression von antioxidativen Enzymen (MURPHY et al., 2003) in
Frage gestellt wirden. Méglich ist jedoch, dass die hier gezeigten antioxidativen Wirkungen
des OBE in den DAF-16-Deletionsmutanten durch die starken Schwankungen in den
einzelnen Experimenten zu Stande kommen und nicht durch antioxidative Eigenschaften des
Extraktes. Die antioxidative Wirkung von OP, welche im Wildtyp zu sehen ist, ist in der
Deletionsmutante verschwunden. Dies lasst den Schluss zu, dass dieser Effekt durch DAF-
16 vermittelt wird. Eine vermehrte Translokation von DAF-16 in den Zellkern der mit OP
behandelten Nematoden ist jedoch nicht zu sehen. Mdglicherweise wird der antioxidative
Effekt von OP dennoch uber die von DAF-16/FOXO regulierten antioxidativen Enzyme
vermittelt, denn in weiteren Modellorganismen bewirkt OP eine Erhdhung der Aktivitat dieser
Enzyme: In Ratten mit ulcerativer Colitis werden beispielsweise die Level an SOD und
Katalase durch OP signifikant erhoht (MOTAWEA et al., 2020). Zudem erhéht OP die Aktivitat
dieser beiden Enzyme in Ratten mit Magengeschwuren (ALIREZAEI et al., 2012). Wahrend
die OS und 3-HT weder im Wildtyp noch in den Mutanten antioxidative Effekte besitzen, zeigt
TYR in den Deletionsmutanten wie auch im Wildtyp eine antioxidative Wirkung. DAF-16 ist
fur die Vermittlung dieses Effekts folglich nicht essentiell. Es sind andere Signalwege
erforderlich, um die antioxidative Wirkung hervorzurufen. Méglicherweise konnte der Effekt
Uber den Transkriptionsfaktor SKN-1 (Homolog zum humanen Nrf2) (TULLET et al., 2017)
vermittelt sein, denn Nrf2 wird durch TYR in Mausen aktiviert (WANG et al., 2017b). In
C. elegans wird die Expression einiger Gene des Phase-llI-Metabolismus wie zum Beispiel
der Glutathion-Synthetase, der Superoxiddismutase (PARK et al., 2009; AN und
BLACKWELL, 2003), der Glutathion-S-Transferase oder der UDP-Glucuronosyltransferase
von SKN-1 reguliert (PAEK et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2010; AN und BLACKWELL, 2003).

Fir die Vermittlung der durch OBE erhdhten Resistenz gegenilber oxidativem Stress ist der
Transkriptionsfaktor DAF-16 nicht essentiell, denn OBE ist auch in der Deletionsmutante in
der Lage, das Uberleben der Nematoden unter diesen Bedingungen zu verlangern. Dies
kann moglicherweise an einer erhohten Expression von SKN-1 liegen, denn ALHAITHLOUL
et al. (2019) stellen eine durch einen OBE erhdhte Expression von Nrf2 in Ratten, welche
durch Cyclophosphamid erhéhtem oxidativem Stress ausgesetzt waren, fest. Anders verhalt
es sich bei der Wirkung von 3-HT, die in den Mutanten nicht mehr vorhanden ist. DAF-16 ist

fur diese Wirkung essentiell. Da in der Deletionsmutante nur die hdhere der beiden
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untersuchten Konzentrationen an TYR einen protektiven Effekt besitzt, wahrend im Wildtyp
bereits 100 uM ausreichen, scheint dieser Effekt zumindest teilweise von DAF-16 abhangig
zu sein. Wahrscheinlich spielen hier jedoch auch weitere Signalwege eine Rolle. Ein Beispiel
hierfir kann die erhéhte Menge der Glutathion-S-Transferase 4, einem mit einer erhéhten
Resistenz gegen oxidativem Stress im Zusammenhang stehenden Enzym, welches durch
den Transkriptionsfaktor SKN-1 reguliert wird (PAEK et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2010; AN
und BLACKWELL, 2003), darstellen, welche CANUELO und PERAGON (2013) in ihren

Untersuchungen zu TYR messen kénnen.

5.3 OBE und seine Inhaltsstoffe besitzen neuroprotektive Eigenschaften

in C. elegans Modellen fur M. Parkinson

OBE ist in der Lage, die durch 6-OHDA induzierte Degeneration von dopaminergen
Neuronen zu verringern und schutzt diese vor der Zerstérung. Die genaue Wirkungsweise
von 6-OHDA ist noch nicht bekannt (VARESLIJA et al., 2020), eine erhdhte Produktion an
ROS in den Zellen scheint hierbei jedoch eine Mdglichkeit zur Vermittlung der Toxizitat zu
sein (FREINBICHLER et al., 2020). MOHANKUMAR et al. (2018) zeigen ein durch 6-OHDA
erhdhtes Level an ROS in C. elegans. Eine Substanz oder ein Extrakt mit antioxidativer
Wirkung kénnte demnach vor 6-OHDA schutzen (MOHANKUMAR et al., 2018). OBE st in
der Lage die Resistenz der Nematoden gegenlber oxidativem Stress zu erhéhen, zeigt in
dieser Arbeit aber in vivo keine antioxidativen Eigenschaften. Es scheint folglich moglich zu
sein, dass Schutzmechanismen in den Zellen in Gang gesetzt werden, welche fur eine
erhOhte Resistenz dieser gegenuber oxidativem Stress verantwortlich sind und so dem
Verfall der dopaminergen Neuronen entgegenwirken. PASBAN-ALIBADI et al. (2013)
behandeln PC12 Zellen mit 6-OHDA und kénnen ein erhdhtes Level an oxidativem Stress in
den Zellen messen. Sie vermuten, dass die Behandlung der Zellen mit einem Extrakt aus
Olivenblattern die Zellen durch seine antioxidative Wirkung vor dem durch 6-OHDA
hervorgerufenen Schaden schiitzt (PASBAN-ALIBADI et al., 2013).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine erhdhte Synthese von Dopamin
aus Tyrosin in den dopaminergen Neuronen von C. elegans eine fortschreitende
Degeneration dieser Neuronen verursacht. Dies bestatigt die Ergebnisse von MANALO und
MEDINA (2018). Der OBE ist in der Lage, vor dieser durch Dopamin hervorgerufenen

Degeneration zu schiitzen und verzégert das Fortschreiten der Zerstérung.

Eine verminderte vesikulare Verpackung von Dopamin, und demnach ein erhdhtes Level an

frei in den dopaminergen Neuronen vorliegendem Dopamin, schadigt diese Neuronen und
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fuhrt zu einem hoheren Level an oxidativem Stress in Mausen (CAUDLE et al., 2007). Somit
kénnen antioxidative Effekte wie die direkten radikalfangenden Eigenschaften von OBE auch
hier eine mogliche Erklarung fir die neuroprotektiven Eigenschaften des Extraktes geben.
Da aber in vivo das durch thermalen Stress erhdhte ROS-Level der Nematoden durch OBE
nicht verringert wird, der Extrakt also nicht antioxidativ ist, missen weitere neuroprotektive
Mechanismen in den Nematoden ablaufen. OBE ist in der Lage, eine Translokation von DAF-
16 in den Zellkern der Nematoden zu verursachen. Hierdurch kann es zur Expression von
antioxidativ wirkenden Enzymen kommen, welche die Zellen vor dem oxidativen Stress
(MURPHY et al.,, 2003), welcher durch 6-OHDA oder eine erhéhte Dopaminproduktion
entsteht, schitzen. LUO et al. (2019) weisen eine erhdhte Aktivitdt der DAF-16-regulierten
antioxidativen Enzyme SOD und Katalase nach einer Behandlung von C. elegans mit einem
methanolischen OBE nach. Eine Behandlung von Ratten mit Rotenon, was
parkinsonahnliche Symptome verursacht (BETARBET et al., 2000), verringert die Menge an
antioxidativen Enzymen in den Gehirnen der Ratten (SARBISHEGI et al., 2018). Werden die
Ratten jedoch zusatzlich mit einem hydro-alkoholischen OBE behandelt, wird das Level der
SOD, Katalase und Glutathionperoxidase signifikant erhoht (SARBISHEGI et al., 2018).
Wenn daf-2 in C. elegans ausgeschaltet wird, kann DAF-16 vermehrt in den Zellkern
gelangen und es kommt zur Expression von DAF-16-Zielgenen (MURPHY et al., 2003). Die
Abschaltung von daf-2 und demnach die Aktivierung von DAF-16, schitzt vor einer durch 6-
OHDA hervorgerufenen Degeneration der dopaminergen Neuronen in C. elegans (YAN et al.,
2019). Eine durch DAF-16 vermittelte Neuroprotektion durch den OBE scheint demnach

maoglich zu sein.

Auch physiologische Fahigkeiten von Modellorganismen kdnnen durch eine Behandlung mit
OBE verbessert werden: Die durch eine Behandlung mit Rotenon verringerte Balance und
muskuldre Koordination von Ratten kann durch eine Gabe eines hydro-alkoholischen
Extraktes aus den Blattern des Olivenbaums signifikant verbessert werden (SARBISHEGI et
al., 2018).

Auch eine Behandlung der Nematoden mit OP schiitzt die dopaminergen Neuronen vor der
Zerstorung durch 6-OHDA oder einer Neurodegeneration durch eine erhohte Menge an
Dopamin in den Neuronen. Die schitzende Wirkung vor Dopamin scheint jedoch erst mit der
Zeit prominent zu werden, da dieser Effekt erst nach 48 h signifikant ist. FUr den in den
Nematoden gezeigten antioxidativen Effekt ist DAF-16 essentiell. Dies kann eine Erklarung
fur die neuroprotektiven Effekte von OP liefern. OP koénnte durch seine direkten
antioxidativen Wirkungen und die uUber DAF-16 vermittelten protektiven Effekte die

Degeneration der dopaminergen Neuronen verringern. PASBAN-ALIBADI et al. (2013)
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demonstrieren eine durch die antioxidative Wirkung von OP bedingte Neuroprotektion in
PC12 Zellen. Eine Behandlung von PC12 Zellen mit 6-OHDA verursacht eine starke
Reduktion der Anzahl von lebenden Zellen (ELMAZOGLU et al., 2017). Werden die Zellen
zusatzlich mit OP behandelt, gibt es, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, keine
Reduktion der Uberlebenden Zellen. Durch 6-OHDA kommt es zu einer mitochondriellen
Dysfunktion. Auch dies kann durch eine Behandlung der Zellen mit OP verringert werden
(ELMAZOGLU et al., 2017). Zudem ist OP in der Lage das Level der durch die Mitochondrien
gebildeten Superoxidanionen in einem zellularen Parkinsonmodell zu reduzieren (ACHOUR
et al., 2016). Moglicherweise spielen diese die Mitochondrien betreffenden protektiven
Mechanismen bei der Vermittlung der neuroprotektiven Effekte von OP in C. elegans

ebenfalls eine Rolle.

BRUNETTI et al. (2020) untersuchen die physiologischen Effekte des OP-Aglycons in C.
elegans. Sie zeigen eine durch Rotenon stark reduzierte Aktivitat der Nematoden, welche
durch das OP-Aglycon jedoch deutlich verbessert wird. Zusatzlich ist das Aglycon in der
Lage die Akkumulation von a-Synuclein in transgenen C. elegans leicht zu verringern
(BRUNETTI et al., 2020). Eine vergleichende Untersuchung von OP und seinem Aglycon

ware von Interesse.

Eine Behandlung der Nematoden mit OS verringert die durch 6-OHDA verursachte
Degeneration der dopaminergen Neuronen. In den Nematoden, welche ein erhdhtes Level
an Dopamin in den dopaminergen Neuronen haben, schitzt die OS die Neuronen jedoch
nicht vor der Zerstoérung. Da die OS in den fur diese Arbeit durchgefuhrten Experimenten
weder in vitro noch in vivo antioxidative Eigenschaften zeigt und die Nematoden auch vor
thermalem und oxidativem Stress nicht schiitzt, scheint ein weiterer Mechanismus an der
Vermittlung der Neuroprotektion beteiligt zu sein. Oder die in dieser Arbeit gewahlte
Konzentration ist zu gering fur die Vermittlung antioxidativer und die Stressresistenz-
modulierender Effekte, nicht jedoch flir eine neuroprotektive Wirkung. Da ZHANG et al.
(2015) sowohl antioxidative als auch die thermale und oxidative Stressresistenz erhéhende
Effekte der OS verzeichnen kénnen, scheint letzteres durchaus mdglich zu sein. Auch eine
erhdhte Expression der SOD und Katalase (ZHANG et al., 2015) kann an der Vermittlung
des neuroprotektiven Effektes der OS beteiligt sein. Durch die untersuchte Konzentration von
25 uM OS treten neuroprotektive Effekte auf, wahrend in vivo keine antioxidativen Effekte
gezeigt werden konnen. Die antioxidative Wirkung der OS konnte fur eine Neuroprotektion
ausreichend sein, jedoch im DCF-Assay (Messung des endogenen ROS-Levels) dennoch
unterhalb der Nachweisgrenze liegen. Dies sollte in weiteren Experimenten untersucht

werden.
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Auch in Ratten, welche mit 6-OHDA behandelt werden, zeigt eine vorherige Behandlung mit
OS neuroprotektive Wirkungen (MABANDLA et al., 2015). Wird den Tieren die OS jedoch
erst 7 Tage nach der Injektion von 6-OHDA gegeben, zeigt diese Behandlung keine
Neuroprotektion. Zudem schitzt die praventive Gabe von OS die Mitochondrien vor der
durch 6-OHDA verursachten Dysfuktion (MABANDLA et al., 2015). Dies koénnte ein
Mechanismus fiir die in dieser Arbeit entdeckten neuroprotektiven Effekte der OS sein und
sollte in den Nematoden weiter untersucht werden. Auch die Parkinsonsymptome, welche
durch eine Injektion von 6-OHDA in das Gehirn von Ratten entstehen, kdnnen durch eine
praventive Gabe von OS verringert werden (MSIBI und MABANDLA, 2019). Zusatzlich ist die
durch 6-OHDA verringerte Konzentration an Dopamin im Striatum der Ratten durch die Gabe
von OS deutlich verbessert. Auch die Viabilitdt von PC12 Zellen ist durch eine Behandlung
mit OS im Vergleich zu einer Behandlung mit 6-OHDA erhéht, wahrend das durch 6-OHDA
erhohte ROS-Level durch die OS verringert wird (MSIBI und MABANDLA, 2019). Weiterhin
ist die OS in der Lage, die durch das Parkinsonmediakment Levodopa als Nebenwirkung
hervorgerufenen ungewollten Bewegungen in einem Rattenmodell fir Parkinson zu
reduzieren (NDLOVU et al., 2016).

3-HT schitzt die mit 6-OHDA geschadigten dopaminergen Neuronen nicht, ist jedoch in der
Lage, die durch eine erhdhte Synthese von Dopamin voranschreitende Degeneration zu
verlangsamen. Hierbei ist bei einer Konzentration von 100 yM bereits der maximale Effekt
erreicht, die héhere Konzentration zeigt keinen starkeren neuroprotektiven Effekt. Diese
Neuroprotektion kdnnte unter anderem durch die starken radikalfangenden Eigenschaften
von 3-HT zustande kommen. Auch PEREZ-BARRON et al. (2021) zeigen einen durch die
antioxidativen Eigenschaften von 3-HT hervorgerufenen protektiven Effekt in einem
Rattenmodell fur M. Parkinson. YU et al. (2016) weisen eine durch eine Gabe von Dopamin
verringerte Viabilitdt von Neuroblastomazellen nach. Durch eine Behandlung dieser Zellen
mit 3-HT kann der schadigende Einfluss von Dopamin stark verringert werden (YU et al.,
2016). YU et al. (2016) fuhren dies auf eine erhéhte Expression von Enzymen, welche im
Phase-llI-Metabolismus beteiligt sind, zurtick. Schlussendlich kénnte dies in einer erhéhten
Aktivitat von Glutathion und somit einer Verringerung des oxidativen Stresses minden (YU et
al., 2016). Zudem kann 3-HT die Menge an schadlichen Dopaminmetaboliten verringern
(GOLDSTEIN et al, 2016). Eine erhdhte Expression von Enzymen des Phase-ll-
Metabolismus, welche in C. elegans Uber SKN-1 reguliert werden (AN und BLACKWELL,
2003), und eine Verringerung der schadlichen Dopaminmetabolite kdnnten folglich moégliche
Mechanismen fiur die schitzende Wirkung von 3-HT auf Nematoden mit einer erhdhten

Menge an Dopamin in den Neuronen darstellen. Zudem wird durch 3-HT die Resistenz der
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Nematoden gegenuber oxidativem Stress erhoht. Dieser Effekt benétigt die Beteiligung von
DAF-16. Eine uber DAF-16 vermittelte Neuroprotektion ist demnach ebenfalls mdglich.
Bisher wurde der Effekt von 3-HT auf DAF-16/FOXO bezlglich der neuroprotektiven Wirkung

jedoch nicht untersucht.

3-HT ist in der Lage, die Beweglichkeit der Nematoden zu erhéhen, wenn diese mit Rotenon
geschadigt werden sowie die Akkumulation von a-Synuclein in transgenen Nematoden zu
verringern (BRUNETTI et al.,, 2020; DI ROSA et al, 2020). Die Degeneration von
dopaminergen Neuronen in denen humanes a-Synuclein exprimiert wird, kann durch 3-HT
ebenfalls verringert werden (BRUNETTI et al., 2020; DI ROSA et al., 2020).

TYR zeigt neuroprotektive Wirkungen in beiden in dieser Arbeit verwendeten C. elegans
Modellen fir M. Parkinson: Es ist in der Lage, die durch 6-OHDA verursachte
Neurodegeneration sowie die durch eine erhdhte Dopaminsynthese hervorgerufene
Degeneration der dopaminergen Neuronen zu verringern, wobei bei letzterem die geringere
Konzentration von 100 uM TYR nicht ausreichend ist fur die Vermittlung eines signifikanten
Effekts. TYR kann die Bildung von durch eine Oxidation von freiem Dopamin entstehenden
neurotoxischen Dopaminaddukten reduzieren (VAUZOUR et al., 2010). Zudem ist TYR ist in
der Lage, das durch eine neurotoxische Substanz hervorgerufene erhéhte ROS-Level in
Zellen signifikant zu verringern (IBRAKAW et al., 2020). Die antioxidativen Effekte, welche
auch in dieser Arbeit gezeigt werden, kénnten folglich wichtig sein fur die Vermittlung der

neuroprotektiven Eigenschaften von TYR.

TYR zeigt sowohl in vitro als auch in vivo prominente antioxidative Effekte und verlangert das
Uberleben der Nematoden unter oxidativem Stress. Diese Effekte sind nicht abhéngig von
DAF-16. Auch die neuroprotektiven Effekte scheinen nicht von DAF-16 abhangig zu sein,
denn GARCIA-MORENO et al. (2019) kénnen keine erhdhte Expression von DAF-16-
Zielgenen durch TYR in C. elegans nachweisen. Die Expression der Glutathion-S-
Transferase 4 ist jedoch erhdht (GARCIA-MORENO et al., 2019). Auch WANG et al. (2017b)
zeigen einen Effekt von TYR auf den Nrf2 Signalweg, was diesen zu einer Mdglichkeit

macht, die neuroprotektiven Effekte von TYR zu vermitteln.

Zusatzlich ist eine Konzentration von 1 uM TYR in der Lage die Akkumulation von a-
Synuclein in C. elegans zu verringern (GARCIA-MORENO et al., 2019).

Der starke neuroprotektive Effekt von OBE kann durch ein Zusammenspiel der in ihm
enthaltenen Substanzen zu Stande kommen, da auch die untersuchten Inhaltsstoffe gute
Effekte erzielen. Eine einzelne Substanz kann hier nicht als Hauptwirkstoff erkannt werden.

OBE und seine Inhaltsstoffe scheinen gute Kandidaten fur die Entwicklung von Praventions-
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oder Therapiemallnhahmen gegen M. Parkinson zu sein. Weitere Untersuchungen zum
Wirkmechanismus sollten jedoch folgen. Zudem sollten weiterfiihrend auch physiologische

Effekte in C. elegans untersucht werden.

5.4 OBE und seine Inhaltsstoffe besitzen neuroprotektive Eigenschaften

in C. elegans Modellen fiir M. Alzheimer

Eine Vorbehandlung der Nematoden mit OBE oder seinen Inhaltsstoffen OP, 3-HT und TYR
schitzt die Tiere vor der durch die Expression von humanem AR+, in den Muskelzellen
hervorgerufene Paralyse. Auch die OS zeigt einen dem von OP und dem Extrakt ahnlichen
Effekt, dieser ist jedoch statistisch nicht signifikant. Zuséatzlich sind der OBE und alle in dieser
Arbeit untersuchten Inhaltsstoffe in der Lage, die Anzahl an AB+..-Plaques in den Nematoden

zu verringern. Der OBE z. B. um ca. 30% im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe.

Bei der Pathogenese von M. Alzheimer scheint oxidativer Stress beteiligt zu sein, da in den
Zellen der Gehirne von Patienten oxidative Schadigungen nachgewiesen werden koénnen
(SMITH et al., 1996). Ein moglicher Mechanismus flir die Protektion der Nematoden vor AR -.
42 durch den OBE und seine Inhaltsstoffe sind antioxidative Wirkungen. Auch wenn der OBE
in vivo in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten das Level an ROS, welches
durch thermalen Stress erhdht wird, nicht senken kann, zeigt der Extrakt dennoch eine
Protektion der Tiere vor oxidativem Stress. OMAR et al. (2017) zeigen in Zellen auf
antioxidativen Effekten beruhende neuroprotektive Wirkungen eines Extrakies aus den
Blattern des Olivenbaums. Die Vitalitdt der Neuroblastomazellen unter oxidativem Stress ist
erhoht (OMAR et al., 2017). Zudem kann in dieser Arbeit gezeigt werden, dass OBE eine
Translokation von DAF-16 in den Zellkern verursacht. Auch eine erhéhte Aktivitat von SOD

und Katalase durch einen OBE kann in C. elegans nachgewiesen werden (LUO et al., 2019).

OP besitzt starke antioxidative Eigenschaften in C. elegans. Dieser Effekt wird tber DAF-16
vermittelt, was den Schluss nahe legt, dass die antioxidativen Eigenschaften und DAF-16
mdglicherweise fir die Neuroprotektion durch OP mitverantwortlich sein kdnnen. In
neuronalen Zellen von Ratten, welche mit AB142 und Glucose behandelt werden, verringert
OP das ROS-Level und induziert eine erhdhte Aktivitdt der antioxidativ wirkenden Enzyme
SOD und Katalase (ELMAZOGLU et al., 2021).

In in vitro Experimenten bewirken sowohl ein OBE als auch OP eine Verringerung der
Bildung von AB4. Fibrillen (OMAR et al., 2019). Auch die AB-Toxizitat in Neuroblastomazellen
ist durch eine Gabe von OBE oder OP verringert und die Zellviabilitat somit erhoht (OMAR et

al., 2019) Dies passt gut zu der in dieser Arbeit gefundenen verringerten Plaque-Anzahl und
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AB1.42-Toxizitat durch OBE und OP. Auch in Mausen ist ein Extrakt aus Olivenblattern in der
Lage, die Anzahl von ABs.-Plaques zu verringern (OMAR et al., 2019). OP kann zudem nicht
kovalent an AB.. binden und so dessen Aggregation verringern (BAZOTI et al., 2008; CABA
et al., 2021). Dies kdnnte ein moéglicher Mechanismus fir die verringerte Plaque-Anzahl und
AB1.42-Toxizitat in Nematoden, welche mit OP oder dem OBE behandelt werden, sein. Zudem
kénnte auch die Verringerung der Anzahl an Plaques in den Nematoden die Toxizitat von ApB-.

42 verringern und so die Paralyse der Nematoden verzogern.

In vitro wird die Aggregation von AB1.4; durch 3-HT verringert (GEA-GONZALEZ et al., 2022).
Auch die ABzs.3s-Toxizitat in N2a Zellen wird durch 3-HT reduziert (ST-LAURENT-THIBOULT
et al., 2011) und die Anzahl an AB-Plaques im Gehirn von Mausen wird ebenfalls verringert
(NARDIELLO et al.,, 2018). 3-HT reduziert die Bildung von toxischen ARi..-Fibrillen in
menschlichen Neuroblastomazellen indem es die Bildung harmloser Addukte férdert (LERI et
al., 2019). Dieser Prozess konnte auch in den Nematoden ablaufen und so die Bildung der
AB142-Plaques reduzieren und die Toxizitat von ABi4. verringern. Dies wirde die in dieser
Arbeit generierten Ergebnisse untermauern und einen mdglichen Wirkmechanismus bieten.
Auch GEA-GONZALEZ et al. (2022) zeigen in transgenen C. elegans (CL2331) eine
Reduktion der Anzahl an ABi.4-Plaques. Zudem wird das durch die Expression von ABi4.
verschlechterte chemotaktische Verhalten der Nematoden durch 3-HT signifikant verbessert
(GEA-GONZALEZ et al., 2022). 3-HT ist auch in der Lage, die kognitive Leistungsfahigkeit
von Mausen nach einer Injektion von AB142-Oligomeren zu verbessern (ARUNSUNDAR et
al., 2015). Dies kénnen auch NARDIELLO et al. (2018) bei ihrem AB4-Mausmodell zeigen.

TYR verringert, wie auch 3-HT, die Aggregation von AR+ in vitro, wobei dieser Effekt durch
3-HT starker ist als der von TYR (GEA-GONZALEZ et al., 2022). Zudem reduziert TYR die
Toxizitdt von ABz.ss in N2a Zellen (ST-LAURENT-THIBOULT et al., 2011). Auch in den
Experimenten dieser Arbeit zeigt TYR eine deutliche Reduktion der Toxizitat von AB 142, denn
die hierdurch hervorgerufene Paralyse wird durch TYR stark verzogert. Zudem ist die Anzahl
der ABi.42-Plaques in transgenen C. elegans verringert. Ein mdglicher Mechanismus fur die
verringerte Toxizitdt von ABi42 in den Nematoden koénnte die verringerte Akkumulation
darstellen oder die starken antioxidativen Eigenschaften, welche TYR in vitro und in vivo
besitzt. Auch TANIGUCHI et al. (2019) zeigen antioxidative Effekte von TYR in einem
Alzheimer Mausmodell und vermuten, dass dies ein Mechanismus flr die Neuroprotektion

darstellt.

OS kann die Paralyse der Nematoden, welche durch humanes AB14. hervorgerufen wird,

verzdgern, was jedoch nicht signifikant ist. Die Toxizitat von AB+4. scheint demnach reduziert

123



5 Diskussion

zu sein. Zusatzlich wird die Anzahl der ABi..2-Plaques signifikant durch die OS verringert.
Auch in Ratten, welche eine Injektion von AP.s.ss erhielten, zeigt die OS protektive
Eigenschaften und reduziert neuronale Schadigungen im Gehirn der Ratten (WANG et al.,
2018). In einem Mausmodell fliir M. Alzheimer kann eine Behandlung der Tiere mit OS die
kognitiven Fahigkeiten der Tiere verbessern (LIN et al., 2021). Dies ist auch in einem
Rattenmodell der Fall. Zusatzlich verringert die OS in diesen Ratten die Bildung
inflammatorischer Cytokine (ZHANG et al., 2018a). Die OS ist in den fir diese Arbeit
durchgeflhrten Experimenten nicht antioxidativ wirksam. Demnach kénnte sie bisher noch
nicht untersuchte Mechanismen in Gang setzen, welche flir den vor AB:.4, schiitzenden
Effekt ausschlaggebend sind. Welche Mechanismen dies sind, kann hier aber nicht
abschlie®end geklart werden, da die Datenlage relativ schlecht ist. Es missen weitere
Untersuchungen zu moglichen Mechanismen folgen. Eine weitere Mdglichkeit ist, dass der
antioxidative Effekt der OS ausreicht, um die Anzahl der AB142-Plaques zu verringern, jedoch

im DCF-Assay unterhalb der Nachweisgrenze liegt.

Der OBE zeigt starke inhibierende Effekte auf die AChE der Nematoden. Auch in den
Experimenten von SENOL et al. (2016) zeigen zwei Extrakite aus Olivenblattern eine
Inhibition der AChE. Diese Inhibition ist jedoch mit 10% (SENOL et al., 2016) deutlich
schwacher als die in dieser Arbeit gezeigte Reduktion von ca. 70% bis 80%. Dies kann zum
Einen an der unterschiedlichen Herkunft der AChE (Zitteraal vs. C. elegans), zum Anderen
an den Unterschieden in der genutzten Konzentration liegen (0,5 mg/ml vs. 1 mg/ml). OP
hingegen zeigt weder in dieser Arbeit noch in den Experimenten von OMAR et al. (2018)

eine signifikante Inhibition der AChE.

In dieser Arbeit ist 3-HT in der Lage, die AChE der Nematoden signifikant zu inhibieren. Ein
inhibitorischer Effekt um 50% wird jedoch durch die eingesetzten Konzentrationen nicht
erreicht. Dies wird durch die Ergebnisse von OMAR et al. (2018) bestatigt: Auch sie konnten
keine 50%ige Inhibition der AChE nachweisen. TYR hingegen zeigt in dieser Arbeit keine die
AChE inhibierenden Effekte — auch in einer Konzentration von 500 uM nicht. Dies steht in
Korrelation mit den Daten von BOUSADA et al. (2020), die zwar mit einer Konzentration von
50 uM eine deutlich geringere Konzentration an TYR einsetzen, jedoch ebenfalls keine
Inhibition der AChE (Zitteraal) durch TYR feststellen. Verschiedene Derivate von TYR
hingegen kénnen die AChE inhibieren (BAUSADA et al., 2020).

In der fUr diese Arbeit durchgefuhrten Messung des inhibitorischen Potentials der OS auf die
AChE der Nematoden kann kein inhibitorischer Effekt festgestellt werden. Dies wird durch
die Ergebnisse von SZWAJGIER und BARANOWSKA-WOJCIK (2019) bestétigt.
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Auch Medikamente, welche bei M. Alzheimer eingesetzt werden, inhibieren die AChE, um die
Symptomatik der Erkrankung zu verbessern (Ubersichtsartikel: RODDA und CARTER,
2012). Da auch der OBE und in geringerem Mall 3-HT die AChE inhibieren, kdnnte ein
Einsatz in der Therapie gegen M. Alzheimer erfolgsversprechend sein. Aufgrund der
protektiven Eigenschaften vor allem von OBE aber auch seiner Inhaltsstoffe gegentiber AB1.42
und den die AChE inhibierenden Eigenschaften, kbnnten OBE und seine Inhaltsstoffe in der
Pravention oder unterstitzenden Therapie bei M. Alzheimer eingesetzt werden. Jedoch
mussen weitere Studien zu den zu Grunde liegenden Mechanismen durchgefihrt werden. In
Bezug auf die Wirkung von Olivenblattern und deren Inhaltsstoffen auf M. Alzheimer ist die

allgemeine Datenlage ist relativ schlecht.

5.5 OBE und seine Inhaltsstoffe besitzen neuroprotektive Eigenschaften

in C. elegans Modellen fiir C. Huntington

Durch eine Behandlung der Nematoden mit OBE, OP oder OS wéahrend der Entwicklung wird
die Anzahl an PolyQ-Plaques in den Kopfregionen der Nematoden nicht verringert. Die
Inhaltsstoffe 3-HT und TYR sind jedoch in der Lage, die Plaque-Anzahl signifikant zu senken,
wobei die Effektstarke von TYR groRer ist als die von 3-HT. Die Anzahl an Plaques in den
Nematoden wird im Lauf des Lebens der Nematoden nicht hoher und hat im L4-
Larvenstadium bereits den Hoéchststand erreicht (LEE et al.,, 2017). Zu diesem Zeitpunkt

erfolgt die Auszahlung der Plaques fir die vorliegende Arbeit.

Bisher ist noch keine Publikation zu den Einflissen von 3-HT oder TYR (oder Olivenblattern,
OP und OS) auf die Akkumulation von PolyQ vorhanden. Weitere Studien zu den
Wirkmechanismen von 3-HT und TYR, durch die die Anzahl an PolyQ-Plaques in C. elegans
reduziert wird, sind noétig. Zudem sollte dieser Effekt auch in weiteren Modellorganismen

untersucht werden.

Ein weiterer Inhaltsstoff von Olivenblattern ist Rutin (BENINCASA et al., 2019). Rutin
verringert die PolyQ-Aggregation in den Muskeln von transgenen C. elegans und ist in der
Lage, die ASH-Neuronen vor der PolyQ-bedingten Degeneration zu schitzen (CORDEIRO
et al., 2020). Auch OBE, 3-HT und TYR, nicht aber OP und OS, schiitzen die ASH-Neuronen
von C. elegans vor einer durch PolyQ hervorgerufenen Neurodegeneration. Den starksten
Effekt erzielt hierbei der Extrakt.

Eine Aggregation von PolyQ-Plaques fuhrt zu einer erhdhten Bildung von ROS (HANDS et
al., 2011). Dieser durch PolyQ hervorgerufene Stress steht in direktem Zusammenhang mit
dem Zelltod (WYTTENBACH et al., 2002). Eine Verringerung der Akkumulation von PolyQ

125



5 Diskussion

schutzt folglich auch die Neuronen vor dem Untergang. Dies kdnnte eine mdgliche
Begrindung sein, warum 3-HT und TYR die ASH-Neuronen der Nematoden vor der
Zerstérung durch PolyQ schitzen, da sie auch in der Lage sind, die Plaquebildung zu
reduzieren. Andererseits zeigt der OBE, welcher die Bildung der PolyQ-Plaques nicht
verringern kann, einen deutlich starkeren Schutz der ASH-Neuronen als 3-HT oder TYR. Es
sind also noch weitere schiitzende Mechanismen nétig, welche durch OBE in Gang gesetzt

werden, um dessen neuroprotektive Wirkung zu vermitteln.

Da der Transkriptionsfaktor DAF-16 durch eine Behandlung der Nematoden mit OBE
vermehrt in den Zellkern gelangt, besteht auch die Moglichkeit, dass die neuroprotektiven
Effekte des OBE Uber eine Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors vermittelt werden, wie
auch CORDEIRO et al. (2020) fir Rutin zeigen. Dies bietet jedoch keine vollstandige
Erklarung, da auch die durch 3-HT vermittelte Erhohung der Resistenz der Nematoden
gegenuber oxidativem Stress von DAF-16 abhangig ist und 3-HT somit ebenfalls ein
Kandidat fur die Aktivierung von DAF-16 ist. MAglicherweise spielen bei der neuroprotektiven
Wirkung von OBE auch die Effekte weiterer Inhaltsstoffe eine Rolle. Rutin z. B. bewirkt eine
Erhéhung der Aktivitat der SOD, Katalase und Glutathionperoxidase (SUGANYA und
SUMATHI, 2017) und kénnte an der Wirkung des OBE beteiligt sein. TYR verursacht keine
erhdhte Expression von DAF-16-Zielgenen in C. elegans (GARCIA-MORENO et al., 2019)
und die in dieser Arbeit gezeigten antioxidativen und die oxidative Stressresistenz
erhohenden Wirkungen sind unabhangig von DAF-16. Durch TYR wird aber die Expression
der Glutathion-S-Transferase in C. elegans erhoht (GARCIA-MORENO et al., 2019) und
auch Rutin bewirkt eine Erhéhung der Aktivitat der Uber Nrf2 regulierten Glutathion-S-
Transferase (SUGANYA und SUMATHI, 2017). Zudem scheint eine Aktivierung des Nrf2
Signalwegs vielversprechend zu sein bei der Behandlung von C. Huntington (YANG et al.,
2009; STACK et al., 2010). Da auch 3-HT (iber diesen Signalweg wirken kann (MARTIN et
al., 2010) und die Menge an Glutathion in den Gehirnen von Huntington-Modellratten erhoht
(TASSET et al., 2011), scheint dies einen moglichen Wirkmechanismus von OBE, 3-HT und
TYR darzustellen. Dies muss jedoch fir klare Aussagen noch weiter untersucht werden. Da
der OBE im Vergleich zu 3-HT und TYR eine starkere Protektion der ASH-Neuronen bewirkt,
kénnten nicht nur weitere Inhaltsstoffe an dieser Wirkung beteiligt sein, sondern auch
synergistische oder additive Wirkungen dieser Inhaltsstoffe. Dies sollte in weiteren

Experimenten untersucht werden.

In Korrelation mit den neuoprotektiven Eigenschaften zeigen OBE, 3-HT und TYR auch eine
Verbesserung der Reaktionsfahigkeit der Nematoden auf einen noxischen Stimulus. Dieser

physiologische Effekt konnte demnach direkt auf die im Vergleich zur Kontrollgruppe erhdhte
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Anzahl an intakten Neuronen zurtickzufiihren sein. OP und OS sind nicht in der Lage, den
Verfall der Neuronen, der durch PolyQ hervorgerufen wird, zu verringern. Weiterhin kdnnen
sie die Reaktionsfahigkeit der Nematoden nicht signifikant erhdhen. In einem Rattenmodell
fur C. Huntington kann das in Olivenblattern enthaltene Rutin die Defizite in Bewegung und
Gedachtnisleistung deutlich verbessern (SUGANYA und SUMATHI, 2017). Die Kombination
von neuroprotektiven Substanzen wie 3-HT, TYR und Rutin im OBE kénnten Ausldser fir die

starken Effekte des Extraktes sein.

Bezogen auf Olivenblatter oder die Substanzen OP, OS, 3-HT und TYR gibt es bisher kaum
Studien. Da in dieser Arbeit gezeigt wird, dass der OBE und einige seiner Inhaltsstoffe
vielversprechende protektive Wirkungen in C. elegans Modellen fur C. Huntington besitzen,
sollte dies weiter untersucht und der Wirkung zu Grunde liegende Mechanismen aufgeklart

werden.

5.6 Neuroprotektive Wirkungen von CSE

Durch eine Behandlung der Nematoden mit CSE kénnen weder bezogen auf die GroRe der
Tiere (Abbildung 41) noch auf die Pharynxpumpfrequenz (Abbildung 39) adverse Effekte
beobachtet werden. In vitro zeigt der Extrakt keine radikalfangenden Effekte, wirkt jedoch in
vivo in den Nematoden antioxidativ und reduziert die durch thermalen Stress endogen
gebildeten ROS. Auch in Drosophila melanogaster senken ein Safranextrakt und dessen
Inhaltsstoff Crocin die Menge an endogen gebildeten ROS (RAO et al., 2016). Durch eine
Behandlung von transgenen Nematoden mit CSE kann keine Translokation von DAF-16 in
den Zellkern festgestellt werden. Zudem ist der antioxidative Effekt von CSE auch in DAF-16
defizienten C. elegans vorhanden. Dieser Effekt ist dementsprechend nicht von DAF-16
abhangig. Sowonhl ein Extrakt aus Crocus sativus als auch der Inhaltsstoff Crocin erhéhen die
Menge an antioxidativen Enzymen wie der SOD und der Glutathion-S-Transferase in
Drosophila melanogaster (RAO et al., 2016). Diese Enzyme werden in C. elegans beide Uber
den Transkriptionsfaktor SKN-1 (AN und BLACKWELL, 2003) und DAF-16 reguliert
(MURPHY et al., 2003). Eine Vermittlung der antioxidativen Effekte von CSE Uber SKN-1 ist

somit ebenfalls mdglich und sollte weiter untersucht werden.

Eine Untersuchung des fluoreszenzldschenden Effekts von CSE zeigt, dass die hochste
eingesetzte Konzentration von 1 mg/ml CSE die DCF-Fluoreszenz in vitro signifikant
verringert (Abbildung 43). Dies konnte durchaus einen Einfluss auf die in vivo gemessene
antioxidative Kapazitat des Extraktes haben und den angezeigten Effekt des CSE

verstarken. Da jedoch die geringere Konzentration von 0,1 mg/mlCSE in den
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Deletionsmutanten ebenfalls eine antioxidative Wirkung zeigt, jedoch keine
fluoreszenzléschenden Eigenschaften besitzt, scheint die Beeinflussung der Experimente
durch eine Ldschung der Fluoreszenz unwahrscheinlich zu sein. Um eine sichere Aussage

treffen zu kdnnen, musste jedoch der Gehalt an CSE in den Nematoden untersucht werden.

Eine Behandlung von C. elegans mit CSE erhoht weder die Resistenz der Nematoden
gegenluber thermalem noch oxidativem Stress. Rutin, ein weiterer Inhaltsstoff von Safran
(MYKHEILENKO et al., 2021), ist ebenfalls nicht in der Lage, die Resistenz von C. elegans
gegenluber thermalem Stress zu erhdhen, besitzt jedoch antioxidative Effekte in den
Nematoden (KAMPKOTTER et al., 2007). Die im Vergleich zu anderen Experimenten zur
thermalen Stressresistenz sehr lange Lebensspanne bei CSE in dieser Arbeit scheint mit der
Durchfliihrung dieses Experiments im Hochsommer zusammen zu hangen, da die
Experimente zu JGE, PME und ZJE im Fruhling bzw. Herbst durchgefuhrt wurden und die
Experimente zu REW, in denen die Lebensspanne unter thermalem Stress vergleichsweise
kurz ist, im Winter. Die im Labor herrschende Raumtemperatur unterliegt Uber das Jahr

hinweg leichten Schwankungen, was einen Einfluss auf die Experimente haben kann.

CSE zeigt keine neuroprotektiven Eigenschaften bezogen auf dopaminerge Neuronen, wenn
diese mit 6-OHDA geschadigt werden. Bei einer durch eine erhdéhte Produktion an Dopamin
bedingten Degeneration der dopaminergen Neuronen hingegen zeigt CSE eine signifikante
Verzogerung der Degeneration und demnach schutzende Effekte. Mdglicherweise konnte
diese Protektion durch die antioxidativen Eigenschaften des Extraktes, welche in dieser
Arbeit und von RAO et al. (2016) beschrieben werden, und durch die Induktion von
antioxidativen Enzymen (RAO et al., 2016) unter Kontrolle von SKN-1/Nrf2 zu Stande
kommen. Safranal kann den durch Rotenon verursachten Untergang von dopaminergen
Neuronen verringern, bewirkt eine Translokation von Nrf-2 in den Zellkern und induziert die
Bildung von durch Nrf2-regulierten antioxidativen Enzymen in vitro (PAN et al., 2016). In
einem durch Rotenon geschadigten Mausmodell fir M. Parkinson kann Crocin die Schaden
im Verhalten der Tiere verbessern und induziert antioxidative Enzyme wie die SOD und
Glutathion-S-Transferase im Gehirn der Tiere (RAO et al., 2019). Zusammengefasst deutet
dies auf eine Vermittlung der neuroprotektiven Wirkungen von CSE Uber SKN-1/Nrf2 hin.

Weitere mechanistische Untersuchungen in C. elegans sollten jedoch folgen.

Zusatzlich ist Safran in der Lage, die durch a-Synuclein induzierte Toxizitat auf
Neuroblastomazellen zu verringern und genau wie Crocetin die physiologischen Schaden,
welche durch a-Synuclein in Drosophila melanogaster hervorgerufen werden, zu reduzieren
(INOUE et al., 2021).
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In den in dieser Arbeit genutzten C. elegans Modellen fir M. Alzheimer zeigt CSE protektive
Effekte: Er verzogert die Zeit bis zum Eintreten der AB+.42-bedingten Paralyse und reduziert
die Anzahl an AB+.42-Plaques in den Kopf- und Schwanzbereichen der Nematoden. In vitro ist
Safran in der Lage, die Fibrillogenese von AB+.4 zu reduzieren (PAPANDREQU et al., 2006).
In einem Mausmodell, in welchem sich ABs im Gehirn akkumuliert, wird gezeigt, dass ein
Safranextrakt die Akkumulation von AB. im Gehirn der Mause verringert und die Degradation
von ABso verstarkt (BATARSEH et al., 2017). Auch Crocin verringert die Akkumulation von
ABao, jedoch weniger stark als der Extrakt (BATARSEH et al., 2017). Crocetin ist in der Lage,
die Akkumulation von AB in vitro (AHN et al., 2011) und in einem Mausmodell fir M.
Alzheimer zu reduzieren (ZHANG et al.; 2018c). Eine verringerte Akkumulation und ein
verstarkter Abbau von AR konnte folglich eine Erklarung fur die in C. elegans beobachtete

Verzogerung der durch AB+.42 verursachten Paralyse sein.

Die hohere Konzentration von CSE ist zudem in der Lage, die AChE der Nematoden
signifikant um 37,8% zu inhibieren. Auch GEROMICHALOS et al. (2012) berichten von einer
Inhibition der AChE (Zitteraal) um bis zu 30%, wobei die eingesetzten Konzentrationen
jedoch nicht aufgefliihrt werden. Safranal (21 uM) und Crocetin (96 uM) inhibieren die AChE
um 50% (GEROMICHALOS et al., 2012). Diese beiden Inhaltsstoffe konnten folglich fir den
die AChE inhibierenden Effekt von CSE verantwortlich sein. Die Zusammensetzung von CSE

sollte jedoch genauer untersucht werden.

Werden Nematoden, in denen sich PolyQ-Plaques bilden, mit CSE behandelt, kommt es nur
zu einer leicht verringerten Anzahl an Plaques. Dies ist jedoch nicht signifikant. Auch auf die
ASH-Neuronen zeigt CSE nur einen geringen und nicht signifikanten neuroprotektiven Effekt.
Die neuroprotektiven Eigenschaften von Safran bezogen auf C. Huntington sind bisher noch
nicht untersucht worden. Das in Safran enthaltene Rutin zeigt in C. elegans jedoch eine
Reduktion der Plague-Akkumulation und eine Protektion der ASH-Neuronen (CORDEIRO et
al., 2020). Die schwachen neuroprotektiven Effekte des CSE koénnten somit durch Rutin
hervorgerufen werden, wobei die Konzentration dieser Substanz im CSE nicht ausreicht, um

signifikante Effekte zu erzielen.

Médglicherweise schitzt CSE durch eine leichte Reduzierung der Plaque-Anzahl und die
hieraus resultierende Verringerung des oxidativen Stresses (HANDS et al.,, 2011) die
Neuronen vor dem Verfall (WYTTENBACH et al., 2002). Auch wenn dies keine signifikante
neuroprotektive Wirkung ist, wird durch CSE die Reaktionsfahigkeit der Nematoden, deren
ASH-Neuronen durch PolyQ geschadigt werden, auf den noxischen Stimulus deutlich

verbessert. Dies weist darauf hin, dass eine verringerte Neurodegeneration allein nicht
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ausschlaggebend fir die Verbesserung der physiologischen Symptome durch CSE ist. Das
in Safran enthaltene Safranal ist in einem Rattenmodell fir C. Huntington in der Lage, den
Verlust der Beweglichkeit und Kraft zu verringern (FOTOOHI et al., 2021). Zudem ist die
Aktivitdt von SOD und Katalase in diesem Modell durch Safranal erhéht (FOTOOHI et al.,
2021), was auf antioxidative Wirkungen als mdglichen Mechanismus der Neuroprotektion
hinweist. Auch in den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit kdnnen antioxidative Effekte
des CSE in vivo nachgewiesen werden. Diese sind jedoch nicht abhangig vom
Transkriptionsfaktor DAF-16. Eine weitere Untersuchung der molekularen Wirkmechanismen

von Safran ist demnach nétig.

Auf Grund der hier entdeckten neuroprotektiven Wirkungen koénnte der CSE in der
Pravention und begleitenden Therapie von neurodegenerativen Krankheiten von Nutzen

sein. Die Wirkmechanismen dieses Extraktes sollten jedoch weiter untersucht werden.

5.7 Neuroprotektive Wirkungen von JGE

Der Extrakt aus Jiaogulan zeigt in vitro antioxidative Eigenschaften. Auch ein aus dieser
Pflanze isoliertes Polysaccharid besitzt in zellfreien Systemen radikalfangende
Eigenschaften (WANG et al., 2020). In vivo hingegen wird die endogene Menge an ROS in
den Nematoden durch JGE nicht verringert. Da der Extrakt keine fluoreszenzl6schenden
Eigenschaften besitzt (Abbildung 43), kann ausgeschlossen werden, dass er in vivo
prooxidative Eigenschaften besitzt. Die thermale Stressresistenz der Tiere kann durch 1 mg/
ml JGE leicht erhéht werden, das Uberleben unter diesen Bedingungen ist verlangert. Da
JGE unter diesen Bedingungen die Menge an ROS in C. elegans jedoch nicht verringert,
mussen die protektiven Effekte durch andere molekularen Wirkmechanismen zu Stande
kommen, welche weiter untersucht werden sollten. Die Resistenz der Nematoden gegenuber
oxidativem Stress wird durch eine Behandlung der Tiere mit JGE sogar verkirzt, was auf
eine toxische Wirkung des Extraktes unter diesen Bedingungen hindeutet. In verschiedenen
Zellen kann ein Gypenosid jedoch vor oxidativem Stress schitzen, auch vor oxidativem
Stress durch Superoxidanionen (LI et al., 1993). WANG et al. (2020) zeigen ebenfalls, dass
das von ihnen untersuchte Polysaccharid aus Jiaogulan in einem zellfreien Experiment
Superoxidanionen abfangen kann. Da hier jedoch jeweils isolierte Substanzen eingesetzt
werden, ist es durchaus mdglich, dass der Extrakt, welcher in der vorliegenden Arbeit
Anwendung findet, nicht in der Lage ist, praventiv vor den durch Paraquat generierten
Superoxidanionen zu schitzen und im Gegenteil, die Lage sogar verschlimmert. Weitere

toxische Wirkungen des Extraktes kdnnen in dieser Arbeit nicht festgestellt werden. Die
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GroRe der Nematoden (Abbildung41B) und die Pumpfrequenz ihres Pharynx
(Abbildung 39B) sind durch JGE im Vergleich zur Kontrollgruppe unverandert. Auch in der
Literatur wird von keinen adversen Wirkungen von G. pentaphyllum berichtet (ATTAWISH et
al., 2004; CHIRANTHANUT et al., 2013).

JGE ist nicht in der Lage, die Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16 hinsichtlich einer
vermehrten nukledren Lokalisation zu veradndern und die im Wildtyp erhdhte thermale
Stressresistenz zeigt sich ebenfalls in den DAF-16-Deletionsmutanten. Daher ist der
Transkriptionsfaktor DAF-16 fur die Vermittlung dieses Effektes nicht essentiell. Ein Saponin
aus Jiaogulan erhoht in diabetischen Ratten die Expression des Transkriptionsfaktors Nrf2
(GAO et al., 2016). Eine Vermittlung des Effekts von JGE auf die thermale Stressresistenz in
C. elegans Uber diesen Transkriptionsfaktor ist moglich und sollte daher weiter untersucht

werden.

Einerseits ist JGE in der Lage, praventiv vor einer Schadigung der dopaminergen Neuronen
von C. elegans durch 6-OHDA zu schitzen. Passend zu diesen Ergebnissen kann ein
ethanolischer Extrakt aus Jiaogulan auch die Schadigung von dopaminergen Neuronen in
Ratten, welche zuvor mit 6-OHDA behandelt werden, deutlich verringern (CHOI et al., 2010).
Gypenoside schitzen die dopaminergen Neuronen von Ratten, bei denen die neuronalen
Schaden mit Hilfe des Neurotoxins 1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP)
hervorgerufen werden, wobei eine praventive Gabe, wie sie auch in dieser Arbeit eingesetzt
wird, bessere Effekte erzielt als eine parallele oder spatere Gabe (WANG et al., 2010). Da in
diesen Ratten die Aktivitat der SOD, Katalase und Glutathionperoxidase erhdht ist, vermuten
WANG et al. (2010) dies als Wirkmechanismus der Gypenoside. Zudem ist das Level an
Glutathion erhéht (WANG et al., 2010). Da die Glutathion-Synthetase Uber SKN-1 reguliert
wird (AN und BLACKWELL, 2003), deutet die Entdeckung von WANG et al. (2010) auch auf
eine Beteiligung von SKN-1/Nrf2 an den neuroprotektiven Effekten hin. Dies stellt auch einen

madglichen Wirkmechanismus fir die neuroprotektiven Effekte in den Nematoden dar.

Andererseits zeigt der Extrakt keine signifikanten neuroprotektiven Eigenschaften in einem
C. elegans Parkinsonmodell, in dem die dopaminergen Neuronen durch eine Uberproduktion
an Dopamin geschadigt werden. Das durch 6-OHDA (CHOI et al., 2010) oder MPTP (WANG
et al., 2010) verringerte Level an Dopamin im Gehirn der Versuchstiere kann durch die Gabe
von Gypenosiden verbessert werden (CHOI et al., 2010; WANG et al.,, 2010). Dieser
modulatorische Effekt scheint jedoch nicht vor einer Uberproduktion an Dopamin zu

schitzen, scheint die Situation aber auch nicht weiter zu verschlimmern. Weitere
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mechanistische Untersuchungen sollten folgen, um den Wirkmechanismus von JGE zu

verstehen.

JGE verzogert die durch humanes AB1.42 induzierte Paralyse der Nematoden im Vergleich zur
Kontrolle signifikant, ist jedoch nicht in der Lage, die mittlere Anzahl der in einem weiteren C.
elegans Modell fur M. Alzheimer gebildeten AB+.4.-Plaques signifikant zu verringern. Da die
Anzahl der Plaques jedoch zumindest ein wenig reduziert wird, kdnnte diese Reduktion der
Akkumulation von ABi.42 mitverantwortlich fur die verzogerte Paralyse sein. Es missen
jedoch noch weitere Mechanismen an der Verzdgerung der Paralyse beteiligt sein. Ein
moglicher Mechanismus kdnnte beispielsweise ein durch JGE vermehrter Abbau von AR
sein. Diese Annahme wird durch die Ergebnisse von MENG et al. (2016) gestutzt, welche
zeigen, dass ein Inhaltsstoff von Jiaogulan, Gypenosid 17 den Abbau von AR+ und AB142 in
Zellen fordert. Zudem kann dieser Inhaltsstoff die Formierung von AB-Plaques in einem
Mausmodell fir M. Alzheimer verringern (MENG et al., 2016). Das Gypenosid 17 erhoht die
Viabilitat von Zellen, welche mit AB.sss behandelt werden, verringert das Level an ROS in
diesen Zellen, erhoht die Menge an Glutathion und aktiviert den Nrf2-Signalweg (MENG et
al., 2014). Auch in den Nematoden koénnte eine Aktivierung von SKN-1 wichtig fir die

Verzdgerung der AB14-bedingten Paralyse sein. Dies sollte weiter untersucht werden.

Zusatzlich ist JGE in den in dieser Arbeit untersuchten Konzentrationen ein potenter Inhibitor
der AChE und kénnte somit auch deshalb in der Pravention und Therapie von M. Alzheimer
eingesetzt werden. Zu Effekten von JGE oder seinen Inhaltsstoffen auf die AChE sind bisher

noch keine Studien zu finden.

JGE zeigt in den in dieser Arbeit verwendeten C. elegans Modellen fir C. Huntington
keinerlei protektive Wirkungen. Bisher sind noch keine Studien vorhanden, welche sich mit
der Pflanze G. pentaphyllum oder ihren Inhaltsstoffen bezogen auf C. Huntington
beschaftigen. Da Jiaogulan und seine Inhaltsstoffe in Modellen fir M. Parkinson und M.
Alzheimer protektive Eigenschaften besitzen, waren Studien zu seinen protektiven Effekten
bei C. Huntington von Interesse, wobei der Nutzen dieser Untersuchungen auf Grund der in

dieser Arbeit gezeigten fehlenden protektiven Wirkungen von JGE, fraglich ist.

5.8 Neuroprotektive Wirkungen von PME

PME Dbesitzt keine adversen Effekte auf die GroRe (Abbildung 41C) und die
Pharynxpumpfrequenz der Nematoden (Abbildung 39C).

Der hier untersuchte Extrakt aus der Wurzel von P multiflorum zeigt in hoheren

Konzentrationen starke antioxidative Effekte in vitro. BUCHTER et al. (2015) kdénnen fir
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TSG, einen Inhaltsstoff der Wurzel, ebenfalls starke antioxidative Effekte in vitro nachweisen
und auch LV et al. (2014) entdecken antioxidative Effekte zweier Polysaccharide aus
P. multifiorum. Der Extrakt zeigt jedoch nicht nur in vitro, sondern auch in vivo starke
antioxidative Effekte. Das endogene ROS-Level der Nematoden kann durch den Extrakt
stark verringert werden. Eine Beeinflussung der Ergebnisse durch einen
fluoreszenzléschenden Effekt von PME besteht nicht (Abbildung 43C). TSG zeigt sowohl
direkte antioxidative Effekte im TEAC-Assay als auch eine indirekte antioxidative Kapazitat
durch die Modulation von antioxidativen Enzymen (BUCHTER et al., 2015). Da auch Emodin
die Expression von antioxidativen Enzymen erhéhen kann (ZHAO et al.,, 2017a), ist es
mdglich, dass PME nicht nur durch direkte antioxidative Effekte, sondern auch durch eine
erhdhte Expression von antioxidativen Enzymen das ROS-Level der Nematoden verringern

kann.

PME erhoht die Resistenz der Nematoden gegenuber thermalem Stress nicht. Dies wird
durch die Ergebnisse von SUN et al. (2021), die ebenfalls einen Extrakt aus der Wurzel von
P. multiflorum untersuchen, bestéatigt. BUCHTER et al. (2015) kdnnen hingegen eine erhéhte
Thermoresistenz von C. elegans durch TSG feststellen. Hier verlangern 50 uyM TSG die
mittlere Uberlebenszeit bei 37°C um 22%. Auch Resveratrol (BUCHTER et al., 2015) und
Quercetin (KAMPKOTTER et al., 2007) erhéhen die Resistenz von C. elegans gegeniiber
thermalem Stress und sind in der Wurzel von P. multiflorum enthalten (WANG et al., 2017a).
Diese sich widersprechenden Ergebnisse kénnten darauf hindeuten, dass die Konzentration
an TSG oder anderen Bestandteilen, die ebenfalls die Thermoresistenz von C. elegans
erhéhen kdnnen, in dem hier untersuchten PME zu gering ist, als dass ein positiver Effekt auf
die Thermoresistenz sichtbar werden kann. Genauere Untersuchungen des Extraktes

hinsichtlich seiner Zusammensetzung sollten deshalb folgen.

Die Resistenz der Nematoden gegenuber oxidativem Stress ist durch eine Vorbehandlung
der Tiere mit PME erhoht. Auch dies wird durch SUN et al. (2021) bestatigt. Es ist moglich,
dass dies durch eine Aktivierung von Stressabwehrmechanismen in C. elegans zustande
kommt, wie es fir TSG (BUCHTER et al., 2015) und Emodin (ZHAO et al., 2017a) bereits

bekannt ist.

Durch eine Inkubation mit dem Extrakt kommt es bei den Nematoden zu einer Translokation
von DAF-16 in den Zellkern. Zusatzlich ist DAF-16 fur die Vermittlung des antioxidativen
Effektes in vivo essentiell. Die direkte radikalfangende Wirkung von PME ist nicht
ausreichend, um die durch Hitze induzierte Erhdhung des Levels an ROS zu verringern. Eine

Untersuchung der Resistenz von DAF-16 defizienten Nematoden gegenuber oxidativem
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Stress ergibt jedoch, dass der Extrakt trotz des fehlenden DAF-16 die oxidative
Stressresistenz der Nematoden erhoht und somit deren Lebensspanne unter diesen
Bedingungen im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant verlangert. Die erhohte Resistenz
der wildtypischen Nematoden gegeniber oxidativem Stress ist folglich unabhangig vom
Transkriptionsfaktor DAF-16. Dies kann mit den unterschiedlichen Bedingungen in den
Experimenten erklart werden: Da der Stress durch Paraquat relativ mild ist (die Tiere
Uberleben einige Tage) im Vergleich zum thermalen Stress, bei dem die Nematoden nur noch
wenige Stunden leben, kdnnte ein alternativer Signalweg in Gang gesetzt werden und die
Nematoden so schiitzen. Ein Beispiel fir einen solchen Mechanismus ware eine Wirkung
Uber SKN-1.

Durch eine Behandlung der Nematoden mit PME kann sowohl die durch 6-OHDA als auch
die durch eine Uberproduktion an Dopamin hervorgerufene Degeneration der dopaminergen
Neuronen signifikant verringert werden. In einem Mausmodell fir M. Parkinson zeigt PME
eine Verringerung der Neurodegeneration und einen verringerten Verfall der motorischen
Fahigkeiten (LI et al., 2005). Und auch der Inhaltsstoff TSG besitzt protektive Effekte
gegeniuiber dopaminergen Neuronen in Ratten, welche mit 6-OHDA behandelt werden
(HUANG et al., 2018). In Zellen, die mit 6-OHDA geschadigt werden, kann TSG die Viabilitat
verbessern und das Level an ROS senken (TAO et al.,, 2011). Auch in mit MPTP
geschadigten Mausen reduziert TSG das Level an ROS und die Degeneration der
dopaminergen Neuronen (HE et al., 2015). Der antioxidative Effekt von PME kdénnte folglich
ein Wirkmechanismus fur die in den Nematoden vorhandenen neuroprotektiven Effekte sein.
Da der Transkriptionsfaktor DAF-16 durch PME vermehrt im Nukleus der Nematoden
lokalisiert ist, kénnte auch seine Aktivierung und demnach eine erhdhte Expression
antioxidativer Enzyme einen Einfluss auf die Neuroprotektion durch PME haben. Dies muss

jedoch in weiteren Experimenten genauer untersucht werden.

PME verzogert die im transgenen Stamm CL4176 durch AB+42 hervorgerufene Paralyse
nicht, die Anzahl an ABi.4-Plaques in einem weiteren transgenen Stamm (CL2006) wird
jedoch signifikant reduziert. Dies weist darauf hin, dass eine reduzierte Menge an Plaques
allein nicht unbedingt vor der toxischen Wirkung von AR, schitzt. Ein anderer Extrakt aus
der Wurzel von P. multiflorum hingegen verringert die Anzahl an ABs..-Plaques in C. elegans
und ist zusatzlich in der Lage, die Paralyse des Stammes CL4176 zu verzégern (SUN et al.,
2021). Dieser Unterschied kdnnte auf die verschiedenen Extrakte, welche in dieser und in
der Arbeit von SUN et al. genutzt werden, und deren unterschiedliche Zusammensetzung
zurickzufuhren sein. Auch in transgenen Drosophila melanogaster, welche ABi.4.

exprimieren, besitzt ein PME protektive Effekte: Das Uberleben der Tiere wird verlangert, die
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Anzahl an zerstorten Zellen im Gehirn der Fliegen und das Level an ROS wird reduziert (LIU
et al., 2015). Dies weist auf eine Wirkung des Extraktes durch seine antioxidativen
Eigenschaften hin. Auch der in dieser Arbeit genutzte Extrakt zeigt starke antioxidative
Wirkungen. TSG verbessert die kognitiven Fahigkeiten von mit AB+..2 behandelten Mausen
und erhoht die Aktivitat der antioxidativen Enzyme SOD und Katalase (XIE et al., 2018). Eine
Beteiligung von DAF-16/FOXO an der protektiven Wirkung von PME scheint demnach

ebenfalls mdglich zu sein.

Werden Mause mit ABzs.3s und einem Extrakt aus der Wurzel von P. multiflorum behandelt,
verbessert PME die kognitive Leistung dieser Tiere im Vergleich zur nur mit ABazsass
behandelten Kontrolle (UM et al., 2006). Auch in C. elegans, welche ABi.42 in den Neuronen
exprimieren, zeigen sich positive physiologische Effekte: Die chemotaktischen Fahigkeiten

der Nematoden werden durch einen PME verbessert (SUN et al., 2021).

Zusatzlich ist PME in der héheren der beiden untersuchten Konzentrationen in der Lage, die
AChE von wildtypischen Nematoden stark zu inhibieren, was ihn zu einem Kandidaten fur
die Behandlung von M. Alzheimer macht. Im Einklang mit diesem Ergebnis inhibiert der von
Um et al. genutzte Extrakt die AChE im Gehirn von Mausen (UM et al., 2006). Auch
verschiedene Stilbenglucoside, isoliert aus der Wurzel von P multifforum, zeigen
inhibierende Effekte auf die AChE (Zitteraal) in vitro (KIM et al., 2008).

Eine Behandlung von transgenen Nematoden mit PME verringert die Anzahl an PolyQ-
Plaques im Kopfbereich der Tiere nur bedingt: Die geringere Konzentration ist in der Lage,
die Plaque-Anzahl zu verringern, wahrend die hohere Konzentration keinen Einfluss hat.
Auch die ASH-Neuronen werden durch eine Behandlung der Nematoden mit PME nicht vor
dem durch Fragmente des humanen Huntingtins hervorgerufenen Untergang geschutzt. Die
Reaktionsfahigkeit der Nematoden gegeniber einem mechanischen Stimulus an der
Schnauze der Tiere ist jedoch durch PME konzentrationsabhangig verbessert. Bei der
Einteilung der Nematoden des Stammes HA659 in Nematoden mit intakten oder
degenerierten ASH-Neuronen, genlgt bereits ein zerstdértes Neuron, um die Tiere in die
Kategorie ,defekt” einzuteilen. Moéglicherweise kommt die bessere Reaktionsfahigkeit der
Nematoden dadurch zu Stande, dass nur ein Neuron, nicht jedoch beide Neuronen, durch
die Huntingtin-Fragmente zerstért wird, das andere jedoch noch funktionstlchtig ist.
Weiterhin kdnnte es daran liegen, dass die Neuronen bereits optische Merkmale einer
Zerstérung besitzen, die Funktion jedoch noch nicht vollstdndig verloren ist. Dies sollte in
weiteren Experimenten genauer untersucht werden. Bisher sind die in dieser Arbeit

durchgefuhrten Experimente die ersten, welche PME in Verbindung mit C. Huntington
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untersuchen. Auch zu TSG, Emodin oder Rhein gibt es bisher keine Daten. Resveratrol ist in
der Lage, die motorischen Fahigkeiten von einem Mausmodell fir C. Huntington zu
verbessern (NAIA et al., 2017). In transgenen C. elegans, welche PolyQ128 exprimieren, ist
Resveratrol in der Lage, die Funktion der Neuronen zu erhalten (PARKER et al., 2005). Dies
ist in DAF-16-Deletionsmutanten jedoch nicht der Fall, die Neuroprotektion wird Uber DAF-16
vermittelt (PARKER et al., 2005). Da auch der in dieser Arbeit verwendete Extrakt eine
Translokation des Transkriptionsfaktors DAF-16 in den Zellkern fordert, scheint dies auch ein

mdglicher Wirkmechanismus des PME zu sein.

PME besitzt vielversprechende neuroprotektive Effekte in den hier untersuchten C. elegans
Modellen und koénnte fur die Pravention und Therapie neurodegenerativer Krankheiten
eingesetzt werden. Deshalb sollten weitere Experimente zu den Wirkmechanismen des

Extraktes gemacht werden.

5.9 Neuroprotektive Wirkungen von REW

Der REW zeigt in den in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimenten keinerlei adverse Effekte
und auch die GréRBe der Nematoden (Abbildung 41D) und ihre Pharynxpumpfrequenz
(Abbildung 39D) bleiben durch eine Behandlung mit dem Extrakt unverandert.

In einem zellfreien System besitzt REW starke radikalfangende Eigenschaften und wirkt
auch in den Nematoden antioxidativ. Eine Beeinflussung der in vivo vorhandenen
antioxidativen Kapazitat durch einen fluoreszenzléschenden Effekt (Abildung 43D) scheint
jedoch mdglich zu sein. Dies sollte in weiterfiihrenden Experimenten untersucht werden, z.
B. durch eine Messung der in den Nematoden vorhandenen Menge an REW. Da REW sehr
starke radikalfangende Eigenschaften besitzt, WANG et al. (2017c) eine durch Rosmarin
erhdhte Aktivitat der antioxidativen Enzyme SOD und Katalase in Drosophila melanogaster
zeigen (WANG et al., 2017¢) und auch die Rosmarinsdure in C. elegans antioxidativ wirkt
(SAIER et al.,, 2020), ist eine antioxidative Wirkung des REW wahrscheinlich. Die
Lebensspanne der Nematoden unter thermalem Stress wird durch REW nicht verlangert.
Gleichermalien ist die Rosmarinsaure nicht in der Lage, die thermale Stressresistenz von C.
elegans zu verbessern und auch die oxidative Stressresistenz bleibt durch 200 pM
Rosmarinsédure unverandert (SAIER et al., 2020). Das Uberleben unter oxidativen
Stressbedingungen wird jedoch durch 1 mg/ml REW verlangert. Dies kann unter anderem
auf die gute direkte antioxidative Wirkung des Extraktes zurtickgefuhrt werden, kann jedoch
auch an einer durch DAF-16 vermittelten Wirkung liegen. Da die in Rosmarin enthaltene

Carnosolsaure die Resistenz von C. elegans gegenuber oxidativem Stress erhoht (LIN et al.,
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2019), konnte dieser Inhaltsstoff fur diesen Effekt des REW verantwortlich bzw.
mitverantwortlich sein. Die Zusammensetzung des in dieser Arbeit verwendeten REW sollte

untersucht werden.

REW verursacht eine Translokation von DAF-16 in den Zellkern der Nematoden. In
Drosophila melanogaster ist die Aktivitat der SOD und Katalase durch einen Rosmarinextrakt
erhéht (WANG et al., 2017c). Auch durch die Carnosolsaure wird die Menge an SOD in C.
elegans erhoht (LIN et al., 2019). Dies spricht ebenfalls fur eine Wirkung des Extraktes Uber
DAF-16. Wahrend der antioxidative Effekt von REW in C. elegans jedoch nicht von DAF-16
abhangig ist, ist fur die Erhéhung der Resistenz der Nematoden gegenulber oxidativem
Stress der Transkriptionsfaktor DAF-16 essentiell. Der durch die Rosmarinsaure
hervorgerufene antioxidative Effekt in C. elegans ist im Gegensatz zu REW von DAF-16
abhangig (SAIER et al., 2020). Da aber nicht alle Effekte von REW DAF-16-abhangig sind,
mussen zusatzlich noch weitere Mechanismen fir die Wirkungen des REW verantwortlich
sein. Dies kann z. B. eine Uber SKN-1/Nrf2 vermittelte Wirkung sein. Daflr spricht, dass ein
Rosmarinextrakt eine erhéhte Expression von Nrf2 in Zellen hervorruft (TONG et al., 2017).
Zudem wird das Leben von C. elegans durch die Carnosolsaure verlangert. Dieser Effekt ist
von SKN-1 abhéangig (LIN et al., 2019).

Eine praventive Behandlung mit REW zeigt keinen schitzenden Effekt auf die dopaminergen
Neuronen von Nematoden, die mit 6-OHDA behandelt werden. Der Extrakt ist jedoch in der
Lage, die durch eine Uberproduktion an Dopamin hervorgerufene Degeneration der
dopaminergen Neuronen in C. elegans zu verringern. In einem C. elegans Modell fur M.
Parkinson verringert die Rosmarinsaure (100 uM) die Akkumulation von ROS.
(HANUMANTHAPPA et al., 2020). Da freies Dopamin durch eine Reaktion mit ROS schnell
hoch reaktive Dopaminquinone bilden kann (JANA et al., 2011), konnte dies flir den in dieser
Arbeit gezeigten neuroprotektiven Effekt im UAS7 Stamm verantwortlich sein.
Maoglicherweise ist auch DAF-16 an der Neuroprotektion beteiligt, denn die Rosmarinsaure
erhoht in einem C. elegans Modell fur M. Parkinson die Aktivitat der antioxidativen Enzyme
SOD und Katalase (HANUMANTHAPPA et al., 2020). Aber auch eine Aktivierung des SKN-1/
Nrf2-Signalwegs konnte mitverantwortlich sein fiir die Neuroprotektion: In Zebrafischen
reduziert die Rosmarinsdure die durch MPTP induzierte Neurodegeneration, erhoéht die
nukleare Lokalisation von Nrf2 und die Menge an Glutathion und verringert so das Level an
ROS in den Tieren (ZHAO et al., 2020). Auch der durch Carnosolsaure induzierte protektive
Effekt in Neuroblastomazellen zeigt eine Abhangigkeit von Nrf2: Die Carnosolsaure erhoht
die Aktivitdt von Nrf2 und die Menge an Glutathion und verringert das Level an ROS (DE
OLIVEIRA et al., 2016).
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Auch die Beweglichkeit der Nematoden, welche in dem von HANUMANTHAPPA et al. (2020)
genutzten Parkinsonmodell im Vergleich zum Wildtyp verringert ist, wird durch die
Rosmarinsaure verbessert. Der REW sollte ebenfalls hinsichtlich dieses physiologischen

Effekts untersucht werden.

Der REW ist nicht in der Lage, die durch AB+4. induzierte Paralyse der Nematoden zu
verringern. Wie auch bei PME der Fall, bewirkt der REW jedoch eine Reduktion von AB1.42-
Plaques in C. elegans. Auch hier scheint die Reduktion der Plague-Anzahl die Toxizitat nicht
so weit zu beeinflussen, als dass die eintretende Paralyse der Nematoden verzdgert werden
wirde. Im Gegensatz zu dem hier verwendeten Rosmarinextrakt, verzoégert die
Carnosolsaure die eintretende Paralyse von ABi.u-exprimierenden Nematoden signifikant
(LIN et al., 2019). Die Menge an Carnosolsaure in dem fiir diese Arbeit verwendeten REW ist
unbekannt, scheint jedoch nicht auszureichen, die Paralyse zu verzogern. Die
Zusammensetzung des Extraktes sollte weiterfiihrend untersucht werden. Die Carnosolsaure
erhoht die Viabilitdt von humanen Neuroblastomazellen, welche mit AB+..2 behandelt werden,
und verringert die Anzahl an AB+.4-Plaques (LIU et al., 2016). Auch die Menge an ROS in
diesen Zellen wird durch die Carnosolsaure reduziert (LIU et al., 2016). Die Rosmarinsaure
verringert ebenfalls das Level an ROS in Zellen (PC12). Zudem wird die Aktivitat von Nrf2
erhoht (RONG et al.,, 2018). Dies kdonnten mdgliche Wirkmechanismen von REW sein.
Méoglicherweise spielt bei der durch REW verringerten Plaque-Anzahl auch DAF-16 eine

Rolle. Dies muss jedoch in weiteren Experimenten untersucht werden.

Ein weiterer Effekt des REW, der fir REW als praventives bzw. therapeutisches Mittel bei M.
Alzheimer spricht, ist sein inhibitorischer Effekt auf die AChE von C. elegans. Auch im Gehirn
von Ratten inhibieren ein Rosmarinextrakt und die Rosmarinsaure die AChE (OZAROWSKI
et al., 2013). Dies steht im Einklang mit den in dieser Arbeit generierten Ergebnissen und
fordert die Annahme, dass Rosmarin bei der Behandlung von M. Alzheimer Anwendung

finden kann.

Bezogen auf die in dieser Arbeit eingesetzten C. elegans Modelle fir C. Huntington besitzt
REW kaum protektive Effekte: Die Anzahl an PolyQ-Plaques wird durch REW nicht reduziert
und auch die Degeneration der ASH-Neuronen kann durch REW nicht verringert werden. Die
Reaktionsfahigkeit der Nematoden gegenliber dem noxischen Stimulus hingegen wird durch
REW zwar nur leicht, aber dennoch signifikant verbessert. In einem Rattenmodell fur C.
Huntington kann durch die Gabe von mit Rosmarinsdure beladenen Nanopartikeln die
motorische Koordination und die motorischen Fahigkeiten der Tiere verbessert werden
(BHATT et al., 2014). Zusatzlich werden die Mengen an Katalase und Glutathion im Gehirn
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der Ratten erhoht (BHATT et al., 2014). Eine Vermittlung der Effekte Gber SKN-1/Nrf2 und
DAF-16/FOXO scheint méglich zu sein. Da REW in den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Experimenten eine Translokation von DAF-16 in den Zellkern verursacht und die oxidative
Stressresistenz der Nematoden Uber DAF-16 vermittelt wird, sollte die Beteiligung dieses
Transkriptionsfaktors an der die Reaktionsfahigkeit der Nematoden verbessernden Wirkung
von REW weiter untersucht zu werden. Es sollten weitere Studien zu Rosmarin und seinen

Inhaltsstoffen und C. Huntington folgen, da es bisher kaum Daten hierzu gibt.

Ein Einsatz von Rosmarin in der Pravention und begleitenden Therapie von
neurodegenerativen Krankheiten scheint auf Grund der vorliegenden positiven Effekte des

Extraktes moglich zu sein und sollte weiter untersucht werden.

5.10 Neuroprotektive Wirkungen von ZJE

In einem zellfreien Umfeld zeigt ZJE radikalfangende Eigenschaften. Diese scheinen im
Vergleich zu den in vivo in C. elegans beobachteten starken antioxidativen Wirkungen eher
schwach zu sein. Dieser Extrakt besitzt wahrscheinlich nicht nur direkte, sondern auch
indirekte antioxidative Wirkungen. Die Messung des endogenen ROS-Levels wird nicht durch
fluoreszenzldschende Eigenschaften des ZJE beeinflusst (Abbildung 43E). Auch weitere
Extrakte aus den Frichten von Z. jujuba zeigen radikalfangende Eigenschaften (CHOI et al.,
2011; RAJAEI et al., 2020). Die thermale und die oxidative Stressresistenz der Nematoden,
welche mit ZJE behandelt werden, ist im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle signifikant
erhoht. Diese protektiven Eigenschaften des Extraktes konnen moglicherweise zumindest
zum Teil auf die guten antioxidativen Eigenschaften des Extraktes zurlickgefiihrt werden.
Auch in Drosophila melanogaster ist ein Extrakt aus den Friichten der chinesischen Dattel in
der Lage, die Resistenz der Tiere gegenuber oxidativem Stress in Form von Paraquat zu
erhéhen (GHIMIRE und KIM, 2017).

Eine Translokation von DAF-16 in den Zellkern findet durch eine Behandlung der Nematoden
mit ZJE nicht statt. Und auch an der die oxidative Stressresistenz erhéhenden Wirkung ist
DAF-16 nicht beteiligt, da auch in Deletionsmutanten das Uberleben der Nematoden unter
oxidativem Stress erhoht ist. Flr die erhéhte thermale Stressresistenz der Tiere ist DAF-16
jedoch essentiell. Die Lebensspanne der DAF-16-Deletionsmutanten ist unter thermalem
Stress durch eine Behandlung der Tiere mit ZJE sogar deutlich verkurzt. Ohne DAF-16
scheint der zuvor protektiv wirkende Extrakt eher toxische Effekte zu besitzen. Der im
Wildtyp vorhandene antioxidative Effekt ist in den Mutanten ebenfalls nicht zu sehen. Fir

diese Wirkung des Extraktes ist DAF-16 essentiell. Dies bestatigt die Annahme, dass fur den
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antioxidativen Effekt in vivo vor allem die indirekte antioxidative Aktivitdt des Extraktes
wichtig ist, denn die direkten radikalfangenden Eigenschaften des Extraktes sind nicht
ausreichend, um in DAF-16-Deletionsmutanten antioxidative Wirkungen hervorzurufen.
Folglich sind auch im Wildtyp indirekte antioxidative Effekte an der Wirkung beteiligt. Obwohl
es zu keiner signifikanten Translokation von DAF-16 in den Zellkern der Nematoden kommit,
ist der Transkriptionsfaktor fur die Vermittlung von bestimmten Effekten des Extraktes
notwendig. Auch in Drosophila melanogaster scheinen die Effekte des Fruchtextraktes tber
FOXO =zu wirken: Der Extrakt hemmt einen Faktor (14-3-3¢), welcher diesen
Transkriptionsfaktor im Zytosol halt (GHIMIRE und KIM, 2017). Jujubosid A verringert den
oxidativen Stress von diabetischen Mausen und erhoht die Aktivitat von antioxidativen
Enzymen wie der SOD, Katalase und Glutathionperoxidase (ZHONG et al., 2022). Zusatzlich
scheint ein Extrakt aus den Friichten der chinesischen Dattel auch Uber SKN-1/Nrf2 wirken
zu kénnen, denn CHEN et al. (2014) kénnen in Zellen eine durch den Extrakt erhdhte
Expression der Glutathion-S-Transferase nachweisen. Dies wird durch Untersuchungen an
murinen Makrophagen unterstiitzt, denn hier zeigt sich ebenfalls eine erhéhte Expression
von Nrf2-Zielgenen (CHEN et al., 2016). In diesem Fall konnte die in den Nematoden nicht
von DAF-16 abhangige Verbesserung der oxidativen Stressresistenz z. B. Uber SKN-1

vermittelt sein.

ZJE verursacht keine Veranderung der GroRe (Abbildung 41E) der Nematoden und auch
keine Verringerung der Nahrungsaufnahme (Abbildung 39E).

Er ist in der Lage, die Degeneration der durch 6-OHDA geschadigten dopaminergen
Neuronen zu verringern. Dieser Effekt ist zwar signifikant, jedoch relativ gering. Wird die
Degeneration der dopaminergen Neuronen durch eine erhéhte Produktion an Dopamin in
den Zellen hervorgerufen, zeigt ZJE nur eine leichte und nicht signifikante Protektion. Da
bisher noch keine Studien zu Z. jujuba oder den charakteristischen Inhaltsstoffen Jujubosid A
und B und ihren Wirkungen in Modellen fir M. Parkinson vorliegen, ist eine genaue
Betrachtung der Mechanismen, welche der Neuroprotektion zu Grunde liegen, schwierig. Ein
weiterer Inhaltsstoff der Frichte von Z. jujuba, Quercetin (KHAN et al., 2020), schitzt ein
Rattenmodell fir M. Parkinson vor Verhaltensveranderungen und oxidativem Stress durch
Rotenon (EL-HORANY et al., 2016). Maéglicherweise spielen die antioxidativen
Eigenschaften bei der Vermittlung der Neuroprotektion in C. elegans eine Rolle, da auch 6-
OHDA die Bildung von ROS fordert (FREINBICHLER et al., 2020). Auch DAF-16 oder SKN-1

kénnten am Wirkmechanismus beteiligt sein. Weitere Untersuchungen hierzu sollten folgen.
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Die durch AB+.42 in den Nematoden hervorgerufene Paralyse wird durch eine Behandlung der
Nematoden mit ZJE nicht verzégert. ZJE schutzt folglich nicht vor der Toxizitat von AB1.z.
Dennoch verringert der Extrakt die Akkumulation von A4, in transgenen Nematoden. Die
verringerte Plaque-Anzahl scheint jedoch, wie auch bei PME und REW, nicht in der Lage zu
sein, die Toxizitat ausreichend zu verringern und so die Paralyse zu verzdgern. Der
Inhaltsstoff Jujubosid A verbessert die kognitiven Fahigkeiten von Mausen und zeigt
vielversprechende AB+.4.-reduzierende Eigenschaften in ihrem Gehirn (LIU et al., 2014). Die
Reduktion von AB+.42 durch Jujubosid A ist sogar starker als die durch Donepezil (LIU et al.,
2014), einem Medikament gegen M. Alzheimer (Ubersichtsartikel: HAMPEL et al., 2019;
Ubersichtsartikel: RAMACHANDRAN et al., 2021). Zudem ist in diesen Mausen die Aktivitat
der SOD und Glutathionperoxidase erhéht (LIU et al., 2014). Mdglicherweise kénnte DAF-16
an der Plaque-reduzierenden Wirkung von ZJE in C. elegans beteiligt sein. Von einer
verringerten Plaque-Akkumulation im Gehirn von Mausen durch Jujubosid A und einer
Verbesserung der kognitiven Fahigkeiten berichten auch ZHANG et al. (2018b). Vor allem
die Plaque-reduzierenden Eigenschaften von ZJE scheinen fir die Vermittlung der
protektiven Effekte in Modellen fur M. Alzheimer wichtig zu sein. Der genaue
Wirkmechanismus und die Beteiligung von DAF-16/FOXO oder SKN-1/Nrf2 sollten weiter

untersucht werden.

Der fur diese Arbeit genutzte Extrakt aus den Fruchten von Z. jujuba inhibiert die AChE von
C. elegans nicht. Dahingegen zeigt das Peptid Snakin-Z, ein Inhaltsstoff der Frucht,
inhibitorische Effekte auf die AChE (ZARE-ZARDINI et al., 2013). Jujubosid A reduziert das
Level der AChE im Gehirn von Mausen (LIU et al., 2014). Da ZJE jedoch keine Inhibition der
AChE von C. elegans zeigt, scheint der Gehalt an die AChE inhibierenden Substanzen in

diesem Extrakt zu gering zu sein.

Die Akkumulation von PolyQ-Plaques in transgenen C. elegans wird durch ZJE nicht
verringert. Die ASH-Neuronen werden jedoch vor der durch Fragmente des humanen
Huntingtins verursachten Degeneration geschitzt. In den mit ZJE behandelten Nematoden
sind mehr Tiere mit intakten Neuronen vorhanden als in der unbehandelten Kontrollgruppe.
Passend zur verringerten Degeneration der ASH-Neuronen wird auch die Reaktionsfahigkeit
dieser Nematoden gegentber einem mechanischen Stimulus an ihrer Schnauze signifikant
verbessert. Da einige der Effekte von ZJE Uber DAF-16 vermittelt werden, konnte dieser
auch ein mdglicher Vermittler des Schutzes vor der durch Fragmente des humanen
Huntingtins verursachten Degeneration der ASH-Neuronen sein. Bisher gibt es noch keine
Daten zu C. Huntington im Zusammenhang mit Z. jujuba oder den Hauptwirkstoffen

Jujubosid A und B. Quercetin ist in der Lage, das Verhalten eines Rattenmodells fur C.
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5 Diskussion

Huntington zu verbessern und die Aktivitdt der SOD und Katalase im Gehirn der Tiere zu
erhdhen (SANDHIR und MEHROTRA, 2013) und ist ebenfalls in den Frichten der
chinesischen Dattel enthalten (KHAN et al., 2020). Eine Wirkung Gber DAF-16/FOXO scheint
demnach moglich zu sein, dies sollte jedoch weiter untersucht werden, genau wie die

Zusammensetzung und die Inhaltsstoffe des ZJE.

Auf Grund der in dieser Arbeit gezeigten positiven Effekte von ZJE in C. elegans Modellen fiir
neurodegenerative Krankheiten kann ein Einsatz in der Pravention und Therapie dieser

Erkrankungen lohnenswert sein, es sollten jedoch weitere Untersuchungen hierzu folgen.

6 Fazit und Ausblick

Sowohl der OBE und seine Inhaltsstoffe als auch die weiterhin untersuchten Extrakte CSE,
JGE, PME, REW und ZJE besitzen im Modellorganismus vielseitige neuroprotektive
Wirkungen. Die allgemeine Datenlage zu den untersuchten Extrakten und Inhaltsstoffen
bezliglich der neurodegenerativen Krankheiten M. Parkinson, M. Alzheimer und C.
Huntington ist dabei recht begrenzt. Vor allem zu C. Huntington fehlen Studien. In dieser
Arbeit wird erstmalig von neuroprotektiven Effekten verschiedener Extrakte wie z. B. durch
OBE, CSE, PME oder REW berichtet. Auf Grund dieser protektiven Effekte konnten die hier
untersuchten pflanzlichen Extrakte und Substanzen in der Pravention und Therapie von
neurodegenerativen Erkrankungen eingesetzt werden. Weiterfihrende Experimente sind
jedoch notwendig, um beispielsweise die genauen Wirkmechanismen zu verstehen. Hier
konnte zunachst die Beteiligung der Transkriptionsfaktoren DAF-16 und SKN-1 und ihrer

Zielgene in C. elegans untersucht werden.

Zudem sollten weitere Untersuchungen zu den physiologischen Effekten der Extrakte und
Substanzen in C. elegans erfolgen. Bezogen auf M. Parkinson kdnnte unter anderem die
Wirkung der Extrakte auf die Verlangsamung der Bewegungen, wenn die Tiere auf eine

Nahrungsquelle stoRen, untersucht werden.

Weiterfihrend sollten die Inhaltsstoffe und die Zusammensetzungen der Extrakte untersucht
werden. So kdnnten die Hauptwirkstoffe identifiziert und etwaige synergistische oder additive

Effekte der Inhaltsstoffe untersucht werden.

Da in anderen Studien im Vergleich zu dieser Arbeit héhere Konzentrationen z. B. an OS
(ZHANG et al., 2015) oder 3-HT (BRUNETTI et al., 2020) untersucht werden, kdnnte es sich
auch lohnen, hoéhere Konzentrationen einzusetzen. Hier bestehen jedoch Limitationen

bezlglich der Ldslichkeit der Substanzen (v. a. bei OS). Um dies zu umgehen kénnten
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weiterfihrende Experimente mit C. elegans auf Agarplatten durchgefiihrt werden, anstatt in

Flassigmedien.

Der Modellorganismus C. elegans erweist sich als sehr nitzlich fur die Erforschung der
neuroprotektiven Wirkungen unterschiedlichster Extrakte, bevor weitere Experimente in
anderen Organismen vorgenommen werden. Zusatzlich kann er zur Aufdeckung von

Wirkmechanismen eingesetzt werden.
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7 Zusammenfassung

Eine kausale Therapie der neurodegenerativen Krankheiten M. Parkinson, M. Alzheimer und
C. Huntington gibt es noch nicht. Bisher erfolgt nur eine symptomatische Behandlung dieser
Krankheiten. Pflanzliche Extrakte sind vielversprechende Kandidaten fir Pravention und
Therapie von neurodegenerativen Erkrankungen. Aus diesem Grund werden in der
vorliegenden Arbeit Untersuchungen am Modellorganismus C. elegans hinsichtlich der
antioxidativen Effekte verschiedener pflanzlicher Extrakte und ausgewahlter Inhaltsstoffe und
deren Wirkungen auf die thermale und oxidative Stressresistenz durchgeflhrt. Zudem
werden die Extrakte auf neuroprotektive Effekte hinsichtlich M. Parkinson, M. Alzheimer und

C. Huntington untersucht.

In einem C. elegans Modell fir M. Parkinson ist ein Olivenblattextrakt (Olea europaea) in der
Lage, die dopaminergen Neuronen vor einer durch 6-Hydroxydopamin hervorgerufenen
Degeneration zu schitzen: Die GFP-Fluoreszenz dieser Neuronen wird um bis zu 56%
erhéht. Auch die in Olivenblattern enthaltenen Substanzen Oleuropein, Oleanolsaure und
Tyrosol schiitzen die dopaminergen Neuronen, Hydroxytyrosol jedoch nicht. Bezogen auf M.
Alzheimer verzogert der Extrakt die durch Amyloid-B induzierte Paralyse der Nematoden um
bis zu 0,8 h. Auch eine Behandlung der Nematoden mit Oleuropein, Hydroxytyrosol und
Tyrosol schitzt vor Amyloid-f. Zudem sind sowohl der Extrakt als auch alle hier untersuchten
Inhaltsstoffe in der Lage, die Anzahl an Amyloid-B-Plaques in den Nematoden zu reduzieren.
Durch den Extrakt (1 mg/ml) erfolgt eine Inhibition der Acetylcholinesterase um bis zu 84%.
In einem C. elegans Modell fur C. Huntington, bei dem es durch die Expression von
Fragmenten des humanen Huntingtins zu einer Degeneration der ASH-Neuronen kommt,
bewirkt eine Behandlung der Nematoden mit dem Extrakt eine bis zu vierfach erhéhte Anzahl
an Nematoden mit intakten ASH-Neuronen. Die Reaktionsfahigkeit dieser Nematoden ist
durch den Extrakt ebenfalls signifikant erhoht. Diese Effekte werden auch durch

Hydroxytyrosol und Tyrosol vermittelt, jedoch in geringerem Ausmalf.

Die weiterhin untersuchten pflanzlichen Extrakte aus Crocus sativus, Gynostemma
pentaphyllum, Polygonum multiflorum, Rosmarinus officinalis und Ziziphus jujuba besitzen
ebenfalls neuroprotektive Effekte in verschiedenen Modellen von C. elegans fir
neurodegenerative Krankheiten und konnen beispielsweise in der Lage sein, die
dopaminergen Neuronen vor dem Untergang zu schitzen, die Toxizitat von Amyloid-g zu
verringern oder die Reaktionsfahigkeit von Nematoden, deren ASH-Neuronen durch die

Expression von humanen Huntingtinfragmenten zerstért werden, zu verbessern.
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Die hier untersuchten pflanzlichen Extrakte und Substanzen sind mogliche Kandidaten fur
die Pravention und unterstitzende Therapie bei den neurodegenerativen Krankheiten M.
Parkinson, M. Alzheimer und C. Huntington, weitere Experimente zur Wirkungsweise und
den Wirkmechanismen der Extrakte und Substanzen beziglich der neuroprotektiven
Eigenschaften sollten jedoch folgen. C. elegans eignet sich gut als Modellsystem fir die
initiale  Untersuchung von pflanzlichen Extrakten und Einzelsubstanzen, weitere
Untersuchungen in komplexeren Modellorganismen, z. B. in Saugern, sind jedoch

notwendig.
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7.1 Abstract

Until now, there is no cure for the neurodegenerative disorders Parkinson’s, Alzheimer’s and
Huntington’s disease and medical treatment only relieves symptoms. Plant derived extracts
are promising candidates for prevention and therapy of neurodegenerative diseases.
Therefore, several extracts and selected compounds are screened for antioxidant and stress
resistance improving properties in the model organism C. elegans. Furthermore,

neuroprotective effects on Parkinson’s, Alzheimer’s and Huntington’s disease are examined.

In a C. elegans model for Parkinson’s disease an extract of olive leaves (Olea europaea)
protects dopaminergic neurons from 6-Hydroxydopamine-induced damage: GFP-
fluorescence of these neurons is increased by up to 56%. Likewise, tested compounds of
olive leaves, oleuropein, oleanolic acid, and tyrosol but not hydroxytyrosol have protective
effects on dopaminergic neurons. In relation to Alzheimer’s disease, olive leaf extract delays
Amyloid-B-induced paralysis about up to 0.8 h. Treatment of nematodes with oleuropein,
hydroxytyrosol and tyrosol protects against Amyloid-3, too. The extract as well as all tested
compounds reduce the number of Amyloid-B-plaques in the nematodes. Furthermore, the
extract (1 mg/ml) inhibits acetylcholinesterase up to 84%. Treatment of a C. elegans model of
C. Huntington expressing fragments of human huntingtin with olive leaf extract protects
against degeneration of ASH-neurons and increases the number of nematodes with intact
ASH-neurons up to fourfold. Likewise, responsiveness of these nematodes is increased by
the extract, too. These effects are mediated by hydroxytyrosol and tyrosol as well, but to a

lesser extend.

Other plant derived extracts from Crocus sativus, Gynostemma pentaphyllum, Polygonum
multiflorum, Rosmarinus officinalis and Ziziphus jujuba induce neuroprotective effects in C.
elegans model of Parkinson’s, Alzheimer’s and Huntington’s disease, too: They protect
dopaminergic neurons, reduce the toxicity of Amyloid-B or improve responsiveness of
nematodes whose ASH-neurons degenerate due to an expression of fragments of human

huntingtin.

In conclusion, the extracts and substances examined here are promising candidates for
prevention and therapy of Parkinson’s, Alzheimer’s and Huntington’s disease. However,
further investigations on underlying mechanisms are needed. C. elegans is a good model
system for the initial analysis of plant derived extracts and substances, but investigation in

more complex model organisms, e. g. in mammals, is required.
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9 Anhang

9 Anhang

9.1 Pharynxpumpfrequenz

Um herauszufinden, ob die Nematoden durch die Substanzen weniger Nahrung aufnehmen

und somit einer kalorischen Restriktion unterliegen wird das Pumpen des Pharynx

untersucht.
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Abbildung 38: Pharynxpumpfrequenz (OBE und Inhaltsstoffe).

Wildtypische L4-Larven wurden fiir 96 h bei 20°C mit 1 mg/ml OBE, 100 uM OP, 25 uM OS, 100 uM
3-HT oder TYR, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. Dann wurden
alle Nematoden in 25 ul Medium auf eine Agarplatte gesetzt. Das Pharynxpumpen wurde in 15 s im
Triplikat ausgezahlt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD, n = 3 (je 10 Individuen pro
Gruppe). Die Daten zu OBE, OP und OS (A) entstanden im Rahmen der Abschlussarbeit von Frau
Nora Meinhardt, die Daten zu OBE, 3-HT und TYR (B) im Rahmen der Abschlussarbeit von Frau
Alicia Chisari.

Es zeigt sich, dass weder OBE, noch seine Inhaltsstoffe einen signifikanten Einfluss auf die
Pumpfrequenz der Nematoden haben (Abbildung 38). Auch CSE, JGE, PME und REW
beeinflussen die Pumpfrequenz des Pharynx der Nematoden nicht signifikant (Abbildung 39A
bis D). Eine Inkubation der Nematoden mit ZJE erhoht die pharyngeale Pumprate signifikant

und konzentrationsabhangig (Abbildung 39E).
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Abbildung 39: Pharynxpumpfrequenz (verschiedene Extrakte).

Wildtypische L4-Larven wurden fiir 96 h bei 20°C mit verschiedenen Konzentrationen der Extrakte
oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. Dann wurden alle Nematoden in 25 ul Medium auf
eine Agarplatte gesetzt. Das Pharynxpumpen wurde in 15 s im Triplikat ausgezahlt. Die angegebenen
Werte sind Mittelwerte + SD, n = 3 (je 10 Individuen pro Gruppe), einfaktorielle Anova mit Dunnett's
multiplem Vergleichstest; ** p < 0,01. Die Daten zu CSE, JGE, REW und ZJE entstanden im Rahmen
der Abschlussarbeiten von Frau Jennifer Matzner (A), Frau Jennifer Wermann (B), Frau Stephanie
Storbeck (D) und Frau Clara Brauer (E).
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9.2 GroRenmessung

Auch die Untersuchung der GréRe der Nematoden dient der Aufklarung adverser Effekte der

Extrakte und der Inhaltsstoffe des OBE auf die Nematoden.
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Abbildung 40: Gr6Benmessung (OBE und Inhaltsstoffe).

Wildtypische L4-Larven wurden fiir 24 h bei 20°C mit 1 mg/ml OBE, 100 uM OP, 25 uM OS, 100 uM
3-HT oder TYR, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. Dann wurden
Fotos von den Nematoden gemacht und deren Grél3e durch Umranden gemessen. Die angegebenen
Werte sind Mittelwerte + SD, n = 3 (je 20 Individuen pro Gruppe), einfaktorielle Anova mit Dunnett's
multiplem Vergleichstest. Die Daten zu OBE, OP und OS (A) entstanden im Rahmen der
Abschlussarbeit von Frau Nora Meinhardt, die Daten zu OBE, 3-HT und TYR (B) im Rahmen der
Abschlussarbeit von Frau Alicia Chisari.

Der OBE und seine Inhaltsstoffe zeigen keine Beeinflussung der GréRe der Nematoden
(Abbildung 40) und auch eine Behandlung der Tiere mit den anderen untersuchten Extrakten

zeigt keine Auswirkungen auf die GréRRe (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Gr6Benmessung (verschiedene Extrakte).

Wildtypische L4-Larven wurden fiir 24 h (JGE) oder 48 h (CSE, REW, ZJE) bei 20°C mit
verschiedenen Konzentrationen der Extrakte oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt und
anschlieBend fotografiert. Bei PME wurden die Nematoden fir 72 h mit verschiedenen
Konzentrationen PME oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt und anschliel8end fiir 24 h in
substanzfreiem Medium inkubiert. Dann wurden Fotos von den Nematoden gemacht. Die Gré3e der
Tiere wird durch Umranden gemessen. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD, n = 3 (je 20
Individuen pro Gruppe), einfaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest. Die Daten zu
CSE, JGE, REW und ZJE entstanden im Rahmen der Abschlussarbeiten von Frau Jennifer Matzner
(A), Frau Jennifer Wermann (B), Frau Stephanie Storbeck (D) und Frau Clara Brauer (E).
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9.3 Quenching

Ein moglicher quenchender Effekt der Extrakte und Substanzen kann das Ergebnis der DCF-
Fluoreszenzmessung beeinflussen. In hohen Konzentrationen zeigt OBE signifikante
fluoreszenzléschende Wirkungen (Abbildung 42A). Auch OP zeigt geringe quenchende
Eigenschaften, was jedoch durch die geringen Standardabweichungen zu Stande zu
kommen scheint (Abbildung 42B). Die anderen Inhaltsstoffe des OBE haben keine
fluoreszenzldschende Eigenschaften (Abbildung 42C bis E).

Bei der Betrachtung der zusatzlich untersuchten Extrakten zeigen JGE, PME und ZJE
ebenfalls keine quenchende Eigenschaften (Abbildung 43B, C und E). CSE und REW
hingegen zeigen in hohen Konzentrationen fluoreszenzléschende Effekte (Abbildung 43A
und D).
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Abbildung 42: Quenching (OBE und Inhaltsstoffe).

Autofluoreszentes oxidiertes DCF wurde mit M9 verdiinnt. AnschlieBend wurden verschiedene
Konzentrationen von OBE, seinen Inhaltsstoffen oder DMSO als Kontrolle hinzugegeben und bei
535 nm einer Fluoreszenzmessung unterzogen. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD, n = 3
(Messung in Triplikaten), einfaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest; * p < 0,05. Die
Daten zu OBE (A), 3-HT (D) und TYR (E) entstanden im Rahmen der Abschlussarbeit von Frau Alicia
Chisari.
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Abbildung 43: Quenching (verschiedene Extrakte).

Autofluoreszentes oxidiertes DCF wurde mit M9 verdiinnt. AnschlieBend wurden verschiedene
Konzentrationen der Extrakte oder DMSO als Kontrolle hinzugegeben und bei 535 nm einer
Fluoreszenzmessung unterzogen. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD, n = 3 (Messung in
Triplikaten), einfaktorielle Anova mit Dunnett's multiplem Vergleichstest; ** p < 0,01, **** p < 0,0001.
Die Daten zu CSE, JGE, REW und ZJE entstanden im Rahmen der Abschlussarbeiten von Frau
Jennifer Matzner (A), Frau Jennifer Wermann (B), Frau Stephanie Storbeck (D) und Frau Clara Brauer

(E).
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9.4 Einzelexperimente DCF-Assay im Wildtyp mit 3-HT
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Abbildung 44: Thermal induzierter Anstieg der ROS-Level im Wildtyp (DCF-Assay; OBE und
Inhaltsstoffe; Einzelexperimente).

Wildtypische L4-Larven (N2) werden bei 20°C fiir 24 h mit 1 mg/ml OBE, 100 uM 3-HT, 500 uM 3-HT
oder mit DMSO (0,4%) als Kontrolle behandelt. Nach einem einstiindigen Waschschritt in PBST
werden sie in Wells mit H.DCF-DA (50 uM) transferiert. Der thermal induzierte Anstieg der DCF-
Fluoreszenz wird bei einer Exzitation von 485 nm, einer Emission von 535 nm und 37°C gemessen.
Die angegebenen Werte normalisiert auf die Kontrolle bei 420 min, n = 1 (je 16 Individuen pro
Gruppe). Alle drei Wiederholungen des Experiments sind dargestellt. Diese Daten entstanden im
Rahmen der Abschlussarbeit von Frau Alicia Chisari.

9.5 Einfluss von neuroprotektiven Effekten hinsichtlich der Reaktion der

Nematoden auf mechanische Nozizeptoren

In Abbildung 45 ist die Reaktionsfahigkeit der mit OBE oder seinen Inhaltsstoffen

behandelten Nematoden des Stammes HAG659 zu verschiedenen Messzeitpunkten
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dargestellt. Nach 5 und 7 Tagen zeigen die Nematoden noch keine Verringerung ihrer

Reaktionsfahigkeit, die ASH-Neuronen scheinen noch intakt zu sein (Abbildung 45B und C).

An den Tagen 12 und 14 hingegen zeigt sich ein sehr ahnliches Bild wie auch an Tag 10 zu
sehen ist (Abbildung 45A).
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Abbildung 45: Untersuchung der durch Fragmente des humanen Huntingtins hervorgerufenen
Reduzierung der nozizeptorischen Wahrnehmung im Stamm HA659 (OBE und Inhaltsstoffe;
Tag 10, 12 und 14).

Transgene Nematoden des Stammes HA659 werden bei 20°C ab dem Eistadium mit 1 mg/ml OBE,
100 uM OP, 25 uM OS, 100 uM 3-HT oder TYR, 500 uM 3-HT oder TYR oder mit DMSO (0,4%) als
Kontrolle behandelt. Die Medien werden alle 2-3 Tage gewechselt und ab dem L4-Stadium werden die
Nematoden zusétzlich mit FUDR behandelt. An den Tagen 10, 12 und 14 (A) bzw. 5, 7 und 10 (B und
C) nach Beginn der Inkubation werden die Nematoden an ihrer Schnauze beriihrt und die
Riickwértsbewegungen gezéhlt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte + SD, zweifaktorielle Anova
mit Dunnett's multiplem Vergleichstest, n = 3 (je 10 Individuen pro Gruppe), * p < 0,05; ** p < 0,01;
**** p < 0,0001. Die Daten zu OBE, 3-HT und TYR (B und C) entstanden im Rahmen der
Abschlussarbeit von Frau Alicia Chisari.
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