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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Morbus Alzheimer

1.1.1 Die Amyloid-Hypothese

Morbus Alzheimer ist eine neurodegenerative Erkrankung, die durch den progressiven Kognitionsverlust
gekennzeichnet ist. Seit die Erkrankung durch Alois Alzheimer 1906 zum ersten Mal beschrieben wurde,
steht noch immer die Aufklarung des molekularen Pathomechanismus im Fokus der pharmazeutischen
Forschung. Geeignete Praventions-, Behandlungs- oder gar Heilungsstrategien waren bisher wenig
erfolgreich. Gedachtnisfunktionsstérungen stellen sich bei 95 % der Patienten erst in einem Alter von
Uber 65 Jahren ein. Bei diesen Patienten wird von einem senilen Alzheimer gesprochen, wohingegen
ein geringer Anteil der Patienten den prasenilen Alzheimer-Typ entwickeln, d. h. bereits vor dem 65.
Lebensjahr erkrankt (Finckh 2006). Der symptomatische Verlauf der Erkrankung steht dabei im engen
Zusammenhang mit charakteristischen Veranderungen im Gehirn. Zu diesen gehéren Ansammlungen
von senilen Plaques und neurofibrillaren Biindeln, das Absterben von Nervenzellen und die Atrophie
des Gehirngewebes (Ubersichtsartikel von Haass & Selkoe 2007). Der Zusammenhang der
pathologischen Erscheinungen wird mit der derzeit vorherrschenden ,Amyloid“-Hypothese erklart. Den
Ausgangspunkt stellen hierbei die amyloidogenen Peptide Amyloid 8 (AB) dar, welche oligomerisieren,
Fibrillen bilden und sich schlie8lich in unléslichen Plaques ablagern. Das Ap-Peptid entsteht durch
proteolytische Spaltung aus dem AB-Prakursorprotein (APP), ein transmembranes Rezeptor-dhnliches
Protein, das ubiquitéar exprimiert wird. Unter physiologischen Bedingungen vermittelt das APP die
synaptische und Zelladh&sion und ist somit flr N&hrstoffversorgung und Wachstum der Neuronen
wichtig (Ubersichtsartikel von Miiller & Zheng 2012). Das codierende Gen fiir das APP liegt auf dem
langen Arm des Chromosoms 21 (Kang et al. 1987). Down-Syndrom-Patienten, welche ein Triplikat
dieses Chromosoms aufweisen, haben folglich ein erhdhtes Erkrankungsrisiko fur Morbus Alzheimer.
Die intramembrane Proteolyse von dem APP wird von spezialisierten Sekretasen vermittelt, die den
amyloidogenen Charakter von ApR-Peptiden bestimmen. Im vorherrschenden nicht-amyloidogenen Weg
spalten a-Sekretasen eine grof3e N-terminale Ektodomane (sAPPa) an Position C83 (83 Aminoséauren
(AS) vom C-Terminus) von dem APP ab, welche anschlieBend in den Extrazellularraum sezerniert wird
(Abb. 1). Da die Spaltung innerhalb der AB-Domane stattfindet, entstehen keine AB-Peptide. Wéahrend
das sAPPa synaptotrophische und neuroprotektive Eigenschaften aufweist, Ubernimmt das
verbleibende transmembrane APP-Stiick intrazellulare Signaltransduktionsfunktionen (Ubersichtsartikel
von Miller & Zheng 2012). Im amyloidogenen Weg spaltet eine alternative Protease, die -Sekretase
(BACE), die N-terminale Ektodomé&ne sAPPB an Position C99 ab, welche ebenfalls in den
Extrazellularraum gelangt. Das verbleibende transmembrane APP-Stiick wird anschlieRend von einem
y-Sekretasekomplex nach AS 38, 40 oder 42 geschnitten, wodurch AB-Peptide freigesetzt werden. Die
AB1-42-Variante neigt aufgrund ihrer Lange zur Oligomerisierung und Fibrillisierung und ist daher die
vorherrschende Form in den AB-Plaques (Abb. 1). ABi-s2-Fibrillen weisen eine typische (-
Faltblattstruktur auf, die mit entsprechenden Farbstoffen, wie Thioflavin S (ThS), gebunden und somit

nachgewiesen werden konnen (Kelényi 1967). Mutationen im APP oder in Komponenten des
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y-Sekretasekomplexes filhren zum prasenilen Morbus Alzheimer, der autosomal-dominanten vererbt

wird (Ubersichtsarkel von Haass & Selkoe 2007, LaFerla et al. 2007).

Plagues
/’

i amyloidogen

: Fibrillen
sAPPa SAPPB % 7/
a-Secretase [ | ] p-Secretase @
: y-Secretase
«— | || | —» s
: A7 siche
i — > AB Oligomere
ZM —iH
c83 APP ~APP c99

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Prozessierung von AB-Peptide aus dem APP.
Modifiziert nach LaFerla et al. (2007). APP = AB-Prakursorprotein, ZM = Zellmembran.

Da im Gehirn von Morbus Alzheimer-Patienten post mortem AB-Plaques in unmittelbarer Umgebung
von dystrophischen Neuriten lokalisiert sind, wurden jene Ablagerungen in der Vergangenheit mit der
Degeneration von Nervenzellen assoziiert (Tsai et al. 2004). In vielen Studien konnte jedoch keine
eindeutige Assoziation zwischen der Anzahl von AB-Plaques und der Progression der Erkrankung
festgestellt werden (Ubersichtsartikel von Haass & Selkoe 2007). Dariiber hinaus weisen auch einige
asymptomatische Menschen AB-Ablagerungen im Gehirn auf (lacono et al. 2009). Nach derzeitigem
Stand der Wissenschaft stehen l6sliche oligomere AB-Verbindungen in einem engeren Zusammenhang
mit dem Gedachtnisverlust als die Plaques. Diese toxischen AB-Spezies kdnnen synaptische bzw.
postsynaptische Kompartimente angreifen (Selkoe 2002). Wiederholte hochfrequente elektrische
Stimulierungen von Synapsen, sogenannte Langzeitpotenzierungen (LTPs), im Hippocampus fuhren
zur synaptischen Plastizitat und sind daher fir die Gedachtnisbildung verantwortlich. Eine Vielzahl von
elektrophysiologischen Studien konnte zeigen, dass losliche AB-Oligomere von der Variante 42 die
Erhaltung der LTPs im Hippocampus in vitro und in vivo stéren, wohingegen AB-Plaques keine Wirkung
zeigten (Walsh et al. 2002, Townsend et al. 2006, Shankar et al. 2008). Des Weiteren sind die AB1-42-
Oligomere neurotoxisch im PC12-Zellmodell (Ono et al. 2009) und scheinen die Hyperphosphorylierung
von Tau-Proteinen, die zur Bildung der charakteristischen neurofibrillaren Bindeln im Gehirn von
Morbus Alzheimer-Patienten fiihrt, zu induzieren (Ubersichtsartikel von Selkoe et al. 2016). Tau ist ein
Mikrotubuli-assoziiertes Protein, das fir die Zytoskelettstabilitit essentiell ist. Bei der
Hyperphosphorylierung von Tau-Proteinen kommt es zur Oligomerisierung bis hin zur Fibrillisierung.
Diese neurofibrillaren Biindel fiihren zur neuronalen Dysfunktion und schlieBlich zum Untergang der
Zelle (Ubersichtsartikel von Haass & Selkoe 2007). Aus diesem Grund wird angenommen, dass
phosphorylierte Tau-Proteine die Gehirnatrophie vermitteln und den Krankheitsverlauf maRgeblich
bestimmen. Die AB-Oligomere kénnen neben der Modulation der Tau-Proteine auch Uber die Bindung

an spezifische Zellrezeptoren Signalwege beeinflussen. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
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AB-Peptide an N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-, a7 nikotinischen Acetylcholin- (a7nACh), Apoprotein

(Apo) E-Rezeptoren und receptor for advanced glycation end products (RAGE) binden (Nagele et al.
2002, Deane et al. 2003, Snyder et al. 2005, Bu et al. 2006). Daneben weisen immer mehr Studien
darauf hin, dass intrazellulare AB-Peptide, die entweder aus anderen membranhaltigen
Zellkomponenten durch proteolytische Spaltung aus dem APP entstehen oder aus extrazellularen AB-
Pools durch Rezeptor-vermittelte Endozytose aufgenommen werden, mit dem Ubiquitin-Proteasom-
System interferieren und zu einer Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezien (ROS) fihren kdnnen
(Ubersichtsartikel von LaFerla et al. 2007).

Zusammenfassend besagt die Amyloid-Hypothese, dass das zur Oligomerisierung neigende ABi-42-
Peptid eine Vielzahl von biochemischen Veranderungen induziert, die z.T. durch eine Fehlregulation
zellularer Signalwege hervorgerufen werden und somit die zellulare Homoostase stéren. Damit
einhergehend kommt es zur Bildung von neurofibrillaren Blindeln, die zur weiteren Neurodegeneration
beitragen, und zur Aktivierung entzindlicher Prozesse. Der Untergang der Neuronen resultiert
schliellich in einer Neurotransmitterverarmung, was durch die progressive Abnahme der Kognition
gekennzeichnet ist (Ubersichtsartikel von Haass & Selkoe 2007). Der Alterungsprozess begiinstigt
durch die Abnahme der Proteinhomdostase und die Zunahme von ROS die Ansammlung von
amyloidogenen Proteinen und somit die zellulare Dysfunktion (Ubersichtsartikel von Douglas & Dillin
2010).

1.1.2 Morbus Alzheimer und oxidativer Stress

Oxidativer Stress wird als jener zellularer Status definiert, bei dem das Gleichgewicht zwischen
Antioxidantien und Prooxidantien zur Seite der Prooxidantien hin verschoben ist (Sies 1985). Als
Prooxidantien werden freie Radikale bezeichnet, die aus endogenen oder exogenen Quellen stammen
kénnen. Im aeroben Organismus entstehen bei der Reduktion von Sauerstoff (O2) zu Wasser (H20)
freie  Sauerstoffradikale. Als Zwischenprodukte werden Superoxidanionenradikale (O2*),
Hydrogenperoxide (H202) und Hydroxylradikale («OH) gebildet. Weiterhin kann (Triplett)-Sauerstoff zu
Singulett-Sauerstoff (102) elektronisch angeregt werden. Greift ein Sauerstoffradikal andere Molekiile
an, kénnen Alkyl (RO¢)- und Peroxylradikale (ROO¢) oder auch Stickoxidradikale (NO¢) entstehen. NO-
kénnen wiederum mit Oz¢- hochreaktives Peroxynitrit bilden. Die ROS-Produktion findet bei aeroben
Organismen hauptséchlich in den Mitochondrien am Komplex | und lll der Elektronentransportkette
statt. Daneben werden ROS in den Peroxisomen und im Zytosol von verschiedenen Enzymen wie der
Xanthinoxidase, Cyclooxygenase, Lipoxygenase und den Cytochrom P450-(CYP) Enzymen gebildet
(Ubersichtsartikel von Finkel & Holbrook 2000). Phagozytierende Zellen besitzen auRerdem
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat = (NADPH)-Oxidasen, die Oz bilden, um einerseits
Bakterienzellen abzutdten und andererseits die inflammatorische Antwort der Immunzellen zu
organisieren. Bei Letzterem dienen ROS als Signalmolekiile, die die Produktion von Zytokinen
stimulieren (Ubersichtsartikel von Forman & Torres 2002). NADPH-Oxidasen werden jedoch auch in
vielen anderen Zellen exprimiert, in denen die gebildeten ROS die Genexpression, Proliferation,
Differenzierung, Migration und den Zelltod regulieren (Ubersichtsartikel von Brown & Griendling 2009).
Neben Oz kdnnen Makrophagen Bakterienzellen mit NO+ abtéten, welches von der induzierbaren NO-
Synthase gebildet wird (Stuehr et al. 1991). Zugleich wirkt NO- als Signalmolekil und wird von

Endothelzellen und Neuronen Uber die endotheliale bzw. neuronale NOS gebildet. NO- fungiert hierbei



Einleitung
als Regulator der Vasodilatation im Endothel oder tGbernimmt eine Neurotransmitterfunktion in den

Nervenzellen (Busse & Miilsch 1990, Ubersichtsartikel von Mungrue & Bredt 2004). Die endogene
Entstehung von ROS wird auBerdem durch das Vorhandensein von Schwermetallen begtinstigt. In der
Fenton- und Haber-Weiss-Reaktion, wird beispielsweise Eisen oxidiert, wobei als Nebenprodukt
hochreaktives *OH entsteht (Halliwell & Gutteridge 1984). Des Weiteren kénnen tber die Nahrung oder
Chemotherapeutika ROS-generierende  Substanzen aufgenommen werden (Sies 1993,
Ubersichtsartikel Finkel & Holbrook 2000).

Die Gegenspieler der Oxidantien sind die Antioxidantien. Diese liegen in niedrigen Konzentrationen in
der Zelle vor und verzégern oder inhibieren die Oxidation von Substraten. Das antioxidative
Abwehrsystem der Zelle setzt sich aus nicht-enzymatischen und enzymatischen Molekilen zusammen
(Sies 1993). Zu den nicht-enzymatischen Antioxidantien zahlen Radikalfanger, wie Plasmaproteine,
Pyruvat, Urate, das Coenzym Q oder Metallchelatoren (Sies 1985, Sies 1993). Das Tripeptid Glutathion
(GSH) stellt ein besonders wichtiges Antioxidans dar, da es in humanen Zellen im millimolaren
Konzentrationsbereich vorkommen kann (Chance et al. 1979). Zu den antioxidativen Enzymen zahlen
die in Zytosol und Mitochondrien befindlichen Superoxiddismutasen (SOD), die Oz zu H20:2
umwandeln. Hydroperoxidasen entfernen anschliel3end das gebildete H202, wobei H20 als Endprodukt
entsteht. Zu dieser Enzymfamilie gehdren vor allem Glutathionperoxidasen (GPO) und Katalasen (CAT)
(Sies 1985). Peroxiredoxine konvertieren ebenfalls H202 zu H20 (Kang et al. 1998). Unterstiitzende
Systeme stellen Reduktionsequivalente fur die antioxidativen Enzyme bereit, wie z. B. die Glutathion-
Reduktase (GR), die GSH zur Verfugung stellt, oder diverse NADPH-Regenerationssysteme (Sies
1985).

Ein ausgeglichener Haushalt zwischen Prooxidantien und Antioxidantien ist zum einen essentiell um die
Zelle vor oxidativen Schaden zu schitzen und zum anderen um wichtige Zellfunktionen und damit die
zellulare Homdoostase aufrechtzuerhalten. Die entstanden ROS kénnen Makromolekiile, die fur Struktur
und Funktion der Zelle notwendig sind, angreifen. Auf diesem Wege werden beispielswerde
Membranlipide, Desoxyribonukleinsaure-(DNA)-Basen, Kohlenhydrate und Proteine modifiziert
(Ubersichtsartikel von Janero 1990, Halliwell 1994, Ubersichtsartikel von Stadtman 2006). Harman
formulierte bereits 1956 die ,freie Radikal-Theorie* (Free Radical Theory), welche besagt, dass der
Angriff freier Radikale auf Zellbestandteile den Alterungsprozess und die Entstehung degenerative
Erkrankungen forciert (Harman 1956). Diese Theorie wurde spater durch Einbezug des
Ungleichgewichtes zwischen Antioxidantien und Oxidantien erweitert und als ,oxidativen Stress-
Hypothese des Alterns® bezeichnet (Sohal & Allen 1990). Wie bereits erwahnt ist die Produktion von
ROS in bestimmten Situationen, wie bei der Pathogenabwehr, erwiinscht. Des Weiteren werden geringe
intrazellulare ROS-Konzentrationen fur die Signaltransduktion z. B. in der Immunantwort,
Zellproliferation und -differenzierung und dem programmierten Zelltod benétigt (Ubersichtsartikel von
Seifried et al. 2007). Reaktive Cystein-Thiole in den aktiven Zentren von regulatorischen Proteinen
stellen dabei eine Schlisselkomponente dar. H20:2 oxidieren die Cysteinreste zum Sulfenrest (RSOH),
der weiter zum Sulfinsaurerest (RSO2H) und Sulfonsdurerest (RSOsH) oxidiert. Des Weiteren finden
Nitrosylierungen (RSNO) und Glutathionylierungen (RSSG) statt. Benachbarte Cysteine kénnen
aulBerdem intra- und intermolekulare Disulfidbriicken bilden. Diese kovalenten Proteinmodifikationen
aktivieren und inaktivieren zahlreiche Proteine, wodurch zellulare Stresssignalwege reguliert werden
konnen (Ubersichtsartikel von Finkel & Holbrook 2000).
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Im Gehirn sind ROS fiir die normale hippocampale synaptische Plastizitat essentiell. Superoxid fungiert

als second messenger nach Aktivierung von NMDA-Rezeptoren. Diese Rezeptoren vermitteln den Ca?*-
Einstrom in postsynaptische Neuronen und regulieren somit die LTP. Antioxidantien, aber auch eine
Uberproduktion von ROS, kénnen die LTP beeintrachtigen. Eine strikte Regulation von ROS ist daher
fur die Gedachtnishildung essentiell. Die mit der Alterung zunehmende Stdrungen der LTP werden u.
a. mit oxidativen Stress assoziiert (Serrano & Klann 2004). AB-Oligomere kénnen Uber eine Bindung an
NMDA-Rezeptoren die ROS-Bildung stimulieren und die Ca?*-Homdoostase storen (De Felice et al.
2007). Des Weiteren kommt es durch die AB-Ablagerung zur Aktivierung von immunkompetenten
Zellen, die wiederrum ROS hilden. Dartiber hinaus besitzen AB-Peptide eine hohe Affinitat zu redox-
aktivem Eisen (Ubersichtsartikel von Padurariu et al. 2013). Oxidativer Stress steht dabei nicht nur mit
der Initiation der Erkrankung im Zusammenhang sondern auch mit der Bildung weiterer toxischer AB-
Spezies, die das Fortschreiten der neuronalen Degradation férdern (Ubersichstartikel von Bhat et al.
2015). Die Vorbeugung oder Reduktion von oxidativen Stress durch Abfangen von ROS mittels direkter
Antioxidantien oder durch die Induktion von antioxidativen Enzymen tber die Modulation von zelluléren

Signalwegen kodnnte daher fir die Pravention und Therapie von Morbus Alzheimer maf3geblich sein.
1.1.3 Caenorhabditis elegans als Modellsystem fiir Morbus Alzheimer

Der Nematode Caenorhabditis elegans (C. elegans) wurden als experimentelles Modell fir genetische
Untersuchungen des Nervensystems von Sydney Brenner etabliert (Brenner 1974). Der Fadenwurm
kommt in der Natur freilebend im Boden vor und erreicht eine Gro3e von bis zu einem Millimeter. C.
elegans ist ein selbstbefruchtender Hermaphrodit (XX) (= 99%), wobei jedes Tier Eizellen und
Samenzellen produziert. Daneben treten sporadisch (ca. 1%) méannliche Tiere (XO) auf (Brenner 1974).
Unter Laborbedingungen wird C. elegans auf Agarplatten monoxenisch gehalten, d. h. die Entwicklung
des Nematoden ist streng wirtsspezifisch, wobei der Uracil-auxotrophe Escherichia coli (E. coli)-Stamm
OP50 als Nahrungsquelle dient (Brenner 1974). Unter diesen Bedingungen erreicht der Nematode eine
mittlere Lebensspanne von ca. 20 Tagen und produziert ca. 300 Nachkommen wéhrend der ersten
Woche des Erwachsenenalters (Ubersichtsartikel von Gruber et al. 2009). Der Hermaphrodit besteht
aus 959 somatischen Zellen und das mannliche Tier aus 1031, wobei die vollstandige Zelllinie des
Organismus von der Zygote bis zum adulten Nematoden bekannt ist (Sulston et al. 1983). Der
Lebenszyklus von C. elegans betragt unter Standardlaborbedingungen bei 20°C ca. drei Tage, wobei
vom Ei bis zum adulten Nematoden vier Larvenstadien durchlaufen werden (Abb. 2B). Unter
ungunstigen Bedingungen, wie bei Nahrungsknappheit, kbnnen L1- und L2-Larven in das extrem
widerstandsfahige Dauerlarvenstadium Ubergehen. Die Entwicklung dieser Larven kann tber mehrere
Monate arretieren bis wieder ausreichend Nahrung vorhanden ist. Das Dauerstadium wird Uber
sogenannte Dauergene (daf) reguliert, die auch Metabolismus, Reproduktion und Lebensspanne bei
adulten Nematoden beeinflussen (Ubersichtsartikel von Yen et al. 2011).

Als mehrzelliger Organismus bestehend aus Nervensystem, Verdauungssystem (Pharynx, Darm,
Rektum und Anus) und Reproduktionssystem (somatische Gonaden, Keimbahnen und Legeapparat)
eignet sich C. elegans als Modellsystem, um komplexe Fragestellungen hinsichtlich physiologischer
Prozesse in hoheren Organismen zu untersuchen (Abb. 2A) (Ubersichtsartikel von Hulme & Whitesides
2011). Aus ernahrungswissenschaftlicher Sicht ist C. elegans besonders interessant, da der Darm des

Nematoden dem menschlichen Verdauungs- und Ausscheidesystem samt Leber, Pankreas, Niere,
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Dunndarm und Colon entspricht. Hierbei Ubernimmt der Darm nicht nur die Verdauungsfunktion,

sondern auch die Biosynthese von Metaboliten und die Detoxifizierung (Ubersichtsartikel von Blackwell
et al. 2015). Das Genom des Nematoden wurde bereits 1998 vollsténdig sequenziert und fur 60-80%
der humanen Gene sind Homologe in C. elegans bekannt (The C. elegans Sequencing Consortium
2012). Aus diesem Grund besitzt der Modellorganismus hodchste Relevanz hinsichtlich der
Untersuchung von evolutionar konservierten Signalwegen und molekularen Prozessen, die bei
menschlichen Erkrankungen eine Rolle spielen (Ubersichtsartikel von Hulme & Whitesides 2011).
Beispielsweise wurden regulatorische Gene fur den Alterungsprozess und die Apoptose erstmals in C.
elegans identifiziert. Der Nematode dient heute als etabliertes Modellsystem in der Altersforschung
(Hengartner & Horvitz 1994, Friedman & Johnson 1987). Zugleich kann C. elegans aufgrund seiner
einfachen experimentellen Handhabung, kurzen Lebensspanne und hohen Reproduktionsrate als
Screening-System fir neue Wirkstoffe gegen altersassoziierte Erkrankungen eingesetzt werden
(Ubersichtsartikel von Hulme & Whitesides 2011). Zu diesem Zweck wurden unter anderem transgene
Stamme generiert, die spezifische krankheitsassoziierte Proteine exprimieren. Des Weiteren wurden
durch gezielte genetische Veranderungen C. elegans-Stdamme entwickelt, die Fusionsproteine
bestehend aus fluoreszierenden Markern, wie z. B. dem griin fluoreszierenden Protein (GFP), und
einem Schlusselprotein exprimieren. Aufgrund der Transparenz der Nematoden kénnen dadurch
molekulare Prozesse in Echtzeit beobachtet werden. AuRerdem ist es méglich durch Ribonukleinséure-
Interferenzen (RNAI) Uber die Fitterung von doppelstrangigen RNA exprimierenden Bakterien
regulatorische Gene auszuschalten. Mutante Stamme, bei denen bestimmte Genen ausgeschaltet sind,
wurden durch Selektionen und Kreuzungen mit mannlichen Tieren Uber Generationen erhalten und
stehen der Forschergemeinschaft Uber das Caenorhabditis Genetics Center zur Verfiigung (Jorgensen
& Mango 2002). Diese gentechnischen Modulationen ermdglichen nicht nur die Erforschung des
Pathomechanismus bestimmter Erkrankungen, sondern auch die Identifizierung von neuen potentiellen

Therapeutika und deren Wirkmechanismus.
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Abbildung 2: A. Anatomie und B. Lebenszyklus eines adulten C. elegans.
Moadifiziert nach Yen et al. (2011).
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Zur Untersuchung des molekularen Pathomechanismus von Morbus Alzheimer wird C. elegans seit

Uber 20 Jahren als Modellsystem eingesetzt (Link 1995). Der Nematode besitzt das Homolog fiir das
humane Amyloid-Prékursor-ahnliche Protein apl-1, das jedoch anders als das APP keine Ap-
Peptidsequenz besitzt (Daigle & Li 1993). Des Weiteren weist das Genom von C. elegans kein Homolog
fur das humane BACE-Gen auf, jene Sekretase, die die AB-Sequenz aus dem APP schneidet (Link
2006). Um dennoch die Amyloid-Hypothese in C. elegans untersuchen zu kénnen, wurden transgene
Stamme entwickelt, die humane AB-Peptide gewebespezifische exprimieren (Link 1995). Bei dem
Stamm CL2006 wird das ABi-42-Gen unter der Kontrolle des Promotors unc-54 exprimiert. Die APi-42-
Expression fihrt in diesem Stamm zur progressiven Paralyse und Akkumulation von AB-Plaques, die
mit dem Fluoreszenzfarbstoff ThS nachweisbar sind. Rebolledo et al. (2011) zeigten, dass die AB1-42-
induzierte Paralyse auf einer Inhibition der synaptische Transmission durch eine Stérung der nACh-
Rezeptoren beruhen. Da die Paralyse im CL2006-Stamm altersabhdngig ist und in sehr
unterschiedlichen Altersstadien einsetzen kann, muss bei diesem Stamm das Paralyseverhalten tber
die gesamte Lebensspanne betrachtet werden (Link 1995). Ein Vorteil bietet der Stamm CL4176, der
ein temperaturinduzierbares ABi-42- Transkript unter der Kontrolle des Kérperwandmuskel-spezifischen
myo-3 (MYOsin heavy chain structural gene) Promoters exprimiert. Das Minigen-Transkript wird durch
eine abnormal lange 3'-untranslatierten Region destabilisiert und folglich durch das messenger (m)RNA
Kontrollsystems abgebaut (Abb. 3). Unter basalen Bedingungen (16°C) wird AB1-42 daher nur schwach
in den Nematoden exprimiert. Der Stamm enthalt zuséatzlich eine temperatursensitive smg-1
(Suppressor with morphological effect on Genitalia) Mutation. Da das smg-1 Gen eine essentielle
Komponente des mRNA-Kontrollsystems ist, bewirkt diese Mutation eine temperaturinduzierte
signifikante Transgeninduktion durch eine erhdéhte ABi-42-Minigen-Transkriptstabilitat (5-fach erhdhte
steady-state transgene mRNA) und AB1-42-Expression. Bei einer Temperaturerh6hung auf 25°C fur 24
Stunden fuhrt diese Api42-Transgeninduktion zu einer Stérung der Synapsenfunktion der
Korperwandmuskelzellen (motorische Endplatte) und ist als Paralyse am ganzen Kérper des Tieres
beobachtbar (Link 2003). Die schnelle Temperatur-induzierte ABi-42-Expression ermdoglicht es, die
toxische Wirkung des APi42-Peptids unabhéangig von dem Alterungsprozess in C. elegans zu
betrachten. Der Stamm enthalt auRerdem den rol-6 Selektionsmarker. Anders als der CL2006 Stamm
bildet der CL4176 Stamm keine AB-Plaques (Link 2006).

AR 1-42

muskKelspezifischer T 3'UTR
Promotor Signalpeptid

Abbildung 3: Schematische Darstellung des ABi..>.Genkonstruktes im transgenen C. elegans-
Modell fir Morbus Alzheimer.
Modifiziert nach Link (2006) und (2003). AB = Amyloid beta, UTR = untranslatierte Region.
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1.1.4 Insulin/Insulinahnlicher Wachstumsfaktor-1 Signalweg und Morbus Alzheimer

Der Insulin/Insulindhnlicher Wachstumsfaktor (IGF)-1 Signalweg (ILS) ist ein hochkonservierter
Signalweg, der zentrale metabolische Funktionen im Organismus reguliert. Mithilfe von C. elegans
konnte gezeigt werden, dass der Signalweg fiir die Stressresistenz, Alterung und Proteinhomd&ostase
essentiell ist (Ubersichtsartikel von Baumeister et al. 2006). Eine Fehlregulation des ILS kénnte daher
auch im Menschen im Zusammenhang mit Alterungsprozessen und degenerativen Erkrankungen, wie
Morbus Alzheimer, stehen.

Die Aktivierung des Signalweges geht von Insulin-dhnlichen Liganden aus, die an DAF-2, das C.
elegans Homolog fiir den Insulin/IGF-1-Rezeptor (IR/IGF-1R), binden (Kimura et al. 1997) (Abb. 5).
Umuweltreize, wie bestimmte Nahrstoffe oder die Nahrungsmittelverfiigbarkeit, kdnnen die Sekretion von
Insulin-dhnlichen Liganden in den Neuronen stimulieren (Ubersichtsartikel von Partridge & Gems 2002).
Uber das Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K)-Homolog AGE-1 werden durch die Formation von
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) die Phosphoinositol-abhéngige Kinase (PDK1), AKT-1/2
und Serumglukokortikoide regulierte Kinase (SGK-1) aktiviert (Hertweck et al. 2004). AKT-1/2 und SGK-
1 phosphorylieren den Transkriptionsfaktor DAF-16 an spezifischen AS, wodurch der nukleére Faktor
mit 14-3-3-Proteinen assoziiert und im Zytosol verbleibt (Li et al. 2007) (Abb. 5). Das C. elegans-
Dauergen daf-16 gilt als das Ortholog zum humanen forkhead box O (FOXO)3A-Gen (Ogg et al. 1997),
wobei sich die Gene in 67 % der Basenpaare gleichen (Lin et al. 1997). Wie im Menschen weist das
Gen eine winged-helix DNA-Bindungsdoméne, nukleare Lokalisations- und -Exportsignalsequenzen,

Bindungsstellen fur 14-3-3-Proteine sowie Phosphorylierungs- und Acetylierungsstellen auf (Abb. 4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des humanen FoxO bzw. C. elegans daf-16 Gens.

Modifiziert nach Klotz et al. (2015) und Yen et al. (2011). A = Acetylierungsstellen, Fox = Forkhead box/
winged-helix DNA-Bindungsdomane, KR = konservierte Region (Bindungsstellen fir 14-3-3-Proteine),
NES = nukleére Exportsequenz, NLS = nukledre Lokalisierungssequenz, P = Phosphorylierungsseiten.

Je nach Gewebe treten unterschiedlich gespilcte Formen auf, die sich zum Teil in den
Phosphorylierungsstellen unterscheiden. Unterbrechungen in der Signalkaskade fiihren zur DAF-16-
Translokalisation in den Zellkern und folglich zur Transkription von spezifischen Zielgenen. Zu diesen
gehdren u. a. die antioxidativen Gene sod-3, catalase und glutathion S-transferase (Honda & Honda
1999, Taub et al. 1999, Lee et al. 2003). Weiterhin werden metallothionein-1 und kleine
Hitzeschockproteine (shsp) von DAF-16 reguliert (Barsyte et al. 2001, Hsu et al. 2003). Des Weiteren
existiert eine Vielzahl von Cofaktoren, die die transkriptionelle Aktivitat von DAF-16 beeinflussen. Der
Hitzeschockfaktor (HSF)-1, welcher die HSP-Chaperone hochreguliert, wird ebenfalls Gber den ILS

reguliert. In der Literatur wird davon ausgegangen, dass beide Transkriptionsfaktoren zusammenwirken,
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um die Lebensspanne von C. elegans zu verlangern (Hsu et al. 2003). Weiterhin wurde gezeigt, dass

das Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) -Homolog SKiNhead (SKN)-1 parallel zu DAF-16
wirkt (Tullet et al. 2008). Neben dem ILS wird die Aktivitat von DAF-16 bzw. FOXO auch Uber andere
Kinasen, Phosphatasen, Acetylasen oder Deacetylasen reguliert und ist vom Redox-Status der Zelle
abhangig (Ubersichstartikel von Salih & Brunet 2008 und Klotz et al. 2015).

C. elegans human
DAF-2 IR/ IGF-R
AGE-1 PI3K

\ 4 1
PDK-1 PDK
v v
AKT-1/2 Akt/PKB
SGK-1
7/
/
\ l
SKN-1 HSF-1 =L
DAF-16 FoxO

Abbildung 5: Schematische Darstellung des ILS in C. elegans und im Menschen.

Madifiziert nach O’Neill et al. (2012). DAF = Dauergen (abnormal DAuer Formation), FOXO = forkhead
box O, HSF = Hitzeschockfaktor, IGF-R = Insulindhnlicher Wachstumsfaktorrezeptor, IR =
Insulinrezeptor, PKB = Proteinkinase B, SGK = Serumglukokortikoide regulierte Kinase, SKN =
SKiNhead.

Die Aktivierung von DAF-16 fuhrt zu einer Induktion der Stressantwort und Verlangerung der
Lebensspanne von C. elegans (Friedman & Thomas 1987, Kenyon et al. 1993, Lin et al. 1997). Auch
im Menschen gibt es Hinweise darauf, dass bestimmte Komponenten des Insulinsignalweges mit
Langlebigkeit assoziiert sind: Variationen in den Genen von IGF-1, PI3K, Insulinrezeptorsubstrat (IRS)
oder IGF-1R korrelieren mit der humanen Lebensspanne (Van Heemst et al. 2005, Suh et al. 2008).
Ebenso fuhrt eine Variation im FOXO3A-Gen zur Langlebigkeit im Menschen (Willcox et al. 2008,
Flachsbart et al. 2009).

Bei Morbus Alzheimer-Patienten wurde post mortem eine Stérung des ILS im Gehirn festgestellt. Dabei
kommt es zu einer andauernden Aktivierung von Akt, was wiederum zu einer feedback-Inhibition von IR
und IGF-1R fuhrt. In der Literatur wird daher von einem gehirnspezifischen Diabetes gesprochen
(Ubersichtsartikel von O’'Neill et al. 2012). Aus experimentellen Studien mit Rattenzellen ist bekannt,
dass toxische AB-Oligomere eine Umverteilung der IR innerhalb der Hippocampusneuronen
verursachen kdnnen. Hierbei binden AB-Oligomere an die IR in der Zellmembran der Dendriten und
fordern die Internalisierung der Rezeptoren. Gleichzeitig nimmt die Anzahl der IR in der Zellmembran

der Somata zu. Des Weiteren induzieren AB-Oligomere eine Phosphorylierung und damit Aktivierung
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von Akt in diesen Neuronen (Zhao et al. 2008). Da Tau-Proteine von Akt an bestimmten Serin-Resten

phosphoryliert werden kénnen, stellt die Uberaktivierung des ILS durch die AB-Oligomere eine mégliche
Verbindung zwischen den AB-Peptiden und den toxischen Tau-Filamenten dar (Griffin et al. 2005). In
einem Drosophila-Versuch wurde weiterhin gezeigt, dass eine Hyperaktivierung des Akt-Signalweges
durch ABi-42-Spezien mit dem Gedéachtnisverlust der Tiere korrelierte (Chiang et al. 2010). In dem
transgenen C. elegans-Stamm CL2006 schiitzt eine Herunterregulierung des IR/IGF-1-R-Homologs
daf-2 vor der ABi-42-induzierten Paralyse (Cohen et al. 2006). Die Autoren konnten aul3erdem zeigen,
dass dieser protektive Effekt von den Transkriptionsfaktoren DAF-16 und HSF-1 abh&ngig ist. Hierbei
induziert HSF-1 eine Disaggregationsmaschinerie, die kleine toxische AB-Aggregate auflst, welche
anschlieBend degradiert werden. Wird die Kapazitat der HSF-1-Machinerie Uberschritten, dann
vermittelt die DAF-16-induzierte Genexpression die Aggregation von AB-Oligomere in héhermolekulare
weniger toxischen AB-Ablagerungen, die anschlieRend von der HSF-1-Machinerie degradiert werden
(Abb. 6) (Cohen et al. 2006). Demnach sind héhermolekulare AB-Aggregate per se nicht toxisch und
stellen moglicherweise einen Pool fir pathogene AB-Oligomere dar. Dies zeigt auch die Studie von
Cohen et al. (2009): Hierbei flhrte eine Reduzierung des ILS in transgenen Alzheimer-Mausen zu einer
erhdhten Ablagerung von AB-Aggregaten, was mit einem geringeren Kognitionsverlust assoziiert war.
Die HSF-1-induzierte Disaggregation scheint der primére Schutzmechanismus in C. elegans zu sein,
da eine Inhibition der HSF-1-Expression und weniger der DAF-16-Expression die Paralyserate der
transgenen Nematoden verstarkt. Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass sich die HSP-16.2-
Proteine mit den AB-Plagues in C. elegans zusammenlagern und ein kurzer Hitzeschock die
Paralyserate verringert (Link 2006, Wu et al. 2010). Ein méglicher Pathomechanismus fir Morbus
Alzheimer ergibt sich dann wie folgend: Im Alter kommt es zu einer fehlerhaften Regulation des ILS,
was zu einer Hyperaktivierung dieses Signalweges fihrt. Da Degradationssysteme durch den ILS
inhibiert werden, erhdht sich die AB-Peptid-Akkumulation im Gehirn. Oligomere AB-Peptide aktivieren
zudem den Akt-Signalweg, wodurch einerseits protektive Transkriptionsfaktoren wie FOXO und HSF-1
gehemmt und andererseits Tau-Proteine hyperphosphoryliert werden. Die unterdriickten
Stressantwortsysteme machen die Zelle anfallig flr oxidativen Stress und die Hyperaktivierung des ILS
fuhrt durch eine feedback-Inhibition von IR und IGF-1-R zur Insulinresistenz. Die Schéden durch
hyperphosphorylierte Tau-Filamente und oxidativen Stress beeintréchtigen die normale Zellfunktion und
fuhren schlie3lich zum Untergang der Zelle (O’Neill et al. 2012).

Daneben scheint auch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nrf2 bzw. SKN-1 vor der AB-Toxizitat
zu schitzen. Aus der Untersuchung von Ramsey et al. (2007) geht hervor, dass die Aktivierung von
Nrf2 im Gehirn von Morbus Alzheimer-Patienten inhibiert wird. In transgenen Mause (APP/PS1) wurden
ahnliche Beobachtungen gemacht: Hierbei weisen die Alzheimer-Tiere im Vergleich zu dem Wildtypen
eine reduzierte Nrf2-induzierte Genexpression im Gehirn auf (Kanninen et al. 2008). Eine Transduktion
von humanen Nrf2 in den Hippocampus dieser Mause konnte Lern- und Gedachtnisdefizite ausgleichen.
Dariiber hinaus schitzte eine pharmakologische Nrf2-Aktivierung sowie eine Nrf2-Uberexpression vor
AB1-42-induzierten Zelltod in hippocampalen Neuronen (Kanninen et al. 2008, 2009). Des Weiteren
wurde ein Polymorphismus im humane NFE2L2-Gen entdeckt, welcher mit dem Auftreten des
prasenilen Morbus Alzheimer-Typs assoziiert ist (von Otter et al. 2010). Es wird vermutet dass die Nrf2-
Aktivierung die ABi-42-Toxizitét Uber antioxidative und antiinflammatorische Mechanismen sowie Gber

die Induktion von zellularen Degradationswegen reduziert (Ubersichtsartikel von Prasad 2016).
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Abbildung 6: Einfluss des ILS auf die Pathogenese von Morbus Alzheimer.

Eine Inhibition des ILS fiihrt in C. elegans zu der Degradation von toxischen AB-Spezies durch ein
Zusammenspiel aus HSF-1 und DAF-16. Modifiziert nhach Cohen et al. (2006). DAF = Dauergen
(abnormal DAuer Formation), FOXO = forkhead box O, HSF = Hitzeschockfaktor, PISK =
Phosphoinositol-3-Kinase.

1.2 Ernahrung zur Pravention von Morbus Alzheimer

Nach derzeitigen Stand der Wissenschaft ist bei der Entstehung von Morbus Alzheimer eine Vielzahl
an Faktoren beteiligt. Neben genetischen Préadispositionen kdnnen auch Lebensstilfaktoren das
Erkrankungsrisiko beeinflussen. Die mediterrane Erndhrung, von der bereits bekannt ist, dass sie vor
koronare Herzkreislauferkrankungen schiitzen kann, wurde auch als praventive Malinahme gegeniiber
Morbus Alzheimer untersucht. Die Erné&hrungsform basiert auf dem kulturellen Lebensstil der
griechischen, spanischen und italienischen Bevolkerung, wobei eine hohe Aufnahme von griinem
Gemuse und eine niedrige Aufnahme von Fleischprodukten im Vordergrund stehen. Daneben wird ein
hoher Olivendl-, Vollkorn-, Fisch- und moderater Weinkonsum empfohlen (Ubersichtsartikel von
Trichopoulou & Vasilopoulou 2000). Einige epidemiologischen Studien weisen darauf hin, dass
Menschen, die sich nach mediterranen Vorbild erndhren, ein geringeres Risiko flr
Demenzerkrankungen aufweisen als Gleichaltrige, die sich nach westlichen Vorbild erndhren (Roberts
etal. 2010, Scarmeas et al. 2011, Tangney et al. 2011, Cao et al. 2015, Morris et al. 2015). Eine ahnliche
Erndhrungsform, die Dietary Approaches to Stop Hypertension (DASH), fihrte in epidemiologischen
Studien ebenfalls zu einer erhdhten kognitiven Leistungsféhigkeit gegeniiber einer herkdmmlichen
Erndhrung (Smith et al. 2010, Tangney et al. 2014). Wie die mediterrane Kost basiert auch die DASH-
Erndhrung auf pflanzlichen Lebensmitteln, hat jedoch keinen kulturellen Hintergrund und zielt im
Speziellen auf die Reduktion des Koérpergewichtes und damit einhergehend des Blutdruckes ab
(Tangney et al. 2014). Aus beiden Erndahrungsformen wurde die Mediterranean-DASH Intervention for
Neurodegenerative Delay (MIND) entwickelt, welche sich auf die Pravention von Morbus Alzheimer
spezialisiert. Dabei werden aus beiden Erndhrungsweisen jene Lebensmittel auswahlt, die in
wissenschaftlichen Studien signifikante neuroprotektive Wirkungen zeigten (Ubersichtsartikel von

Morris 2016). Die Basis der MIND bildet eine gesteigerte Aufnahme von grunbléattrigen Gemuse und
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Beeren, welche in verschiedenen prospektiven Kohortenstudien die altersbedingte Abnahme der

kognitiven Fahigkeiten verzdogern konnte (Kang et al. 2005, Morris et al. 2006, Devore et al. 2012,
Trichopoulou et al. 2015). Als physiologisch wirksame Inhaltsstoffe werden hierbei u. a. Folsaure,
Antioxidantien und Polyphenole diskutiert (Roberts et al. 2010, Chin et al. 2013, Cao et al. 2015).
Epidemiologische Studien aus den letzten Jahren zeigen, dass die Aufnahme von polyphenolreichen
Lebensmitteln das Eintreten von Morbus Alzheimer verzégern und Demenzanzeichen in Patienten
vermindern kann (Commenges et al. 2000, Dai et al. 2006, Letenneur et al. 2007, Devore et al. 2012).
Der genaue Wirkmechanismus dieser bioaktiven Substanzen ist jedoch nur teilweise aufgeklart.
Zusatzlich bieten die haufig angewandten retrospektiven Fallkontrollstudien nur eine begrenzte
Aussage zur tatsachlichen Polyphenolaufnahme und prospektive Interventionsstudien sind aufgrund der
ethischen Rahmenbedingungen und hoher Drop-out-Quoten der Probanden selten. Aus diesem Grund
sind die gesundheitsférdernden Wirkungen von Polyphenolen im Menschen umstritten. Hinzukommend
zeigen Studien, die die Aufnahme von isolierten Polyphenolen als Nahrungserganzungsmittel
untersuchten, kontroverse Ergebnisse (Edwards et al. 2007, Egert et al. 2008, Heinz et al. 2010). Daher
soll in dieser Arbeit mithilfe des Modellorganismus C. elegans zum einen das protektive Potential von
Polyphenolen gegeniiber Morbus Alzheimer und zum anderen der zugrunde liegende molekulare

Mechanismus untersucht werden.
1.2.1 Polyphenole

Polyphenole gehdren zu der Gruppe der sekundéaren Pflanzenstoffe (SPS). Im Gegensatz zu den
priméren Pflanzenstoffe, die fur den Stoffwechsel und den Aufbau der Zelle notwendig sind, sind diese
Sekundarmetaboliten  nicht-essentielle  niedermolekulare  Pflanzeninhaltsstoffe mit teilweise
gesundheitsfordernden bzw. pharmakologischen Eigenschaften (Biesalski & Bischoff 2012). Die Klasse
der Polyphenole umfasst iber 10.000 Verbindungen, die als Grundstruktur einen sechsgliedrigen
aromatischen C-Atomring (Phenyl-) mit einer Hydroxylgruppe (-OH) tragen (Abb. 7A) (Ubersichtsartikel
von Kuhnert 2013).

OH

Abbildung 7: Grundstruktur der Polyphenole, das Phenol (A) und der Flavonoide, das Flavan (B),
ein Benzopyranderivat.

Der Polyphenolgehalt und die Komposition der Polyphenolzusammensetzung sind in Pflanzen sehr
variabel (Ubersichtsartikel von Cheynier 2005). Daher ergeben sich z. T. betrachtliche Schwankungen
in der Abschéatzung der menschlichen Polyphenolaufnahme zwischen den verschiedenen Studien. Es
wird jedoch davon ausgegangen, dass die maximale Polyphenolaufnahme in der Regel nicht 1 g pro
Tag uberschreitet (Ubersichtsartikel von Manach et al. 2004). Polyphenole liegen in Pflanze meist

glykosyliert vor (meist B-O-Glykoside), was die Wasserl6slichkeit des hydrophoben Charakters erhdht
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(Ebermann & Elmadfa 2011). Die Glykoside werden im Dinndarm zum einen Uber den Natrium-

abhangigen Glukose-Transporter (SGLT-1) in die Enterozyten transportiert und anschlieend durch
intrazellulare B-Glukosidasen gespalten und zum anderen Uber die burstensaumstandige pB-
Glukosidase, Lactase-Phlorizin-Hydrolase (LPH), extrazellular hydrolysiert, wobei das freie Aglykon
durch die Membran in die Enterozyten diffundiert (Day et al. 1998, Day et al. 2000). Polyphenol-
Glykoside, die im Dunndarm nicht resorbiert werden, kénnen durch p-Glukoronidasen der Mikroflora im
Dickdarm in Aglykone und weiter in aromatische Sauren zerlegt werden (Ubersichtsartikel von Hollman
& Katan 1997). Die Aglykone werden Uber Catechol-O-Methyltransferasen, Sulfotransferasen, UDP-
Glukuronosyltransferasen entsprechend konjugiert, um die Lslichkeit zu erh6hen und somit zum einen
den Transport im Korper und zum anderen die Ausscheidung tber Galle und Urin zu ermdglichen. Die
konjugierten Polyphenole werden im Plasma an Albumin gebunden, wobei die Plasmakonzentration der
Metaboliten im nano- bis mikromolarem Bereich liegt (Ubersichtsartikel von Manach et al. 2004). In C.
elegans kénnen Polyphenol-Glykoside, wie Quercetin-1-Glykosid, Gber die Klotho-Orthologe klo-1 und
klo-2 deglykosyliert werden (Duenas et al. 2013). Des Weiteren findet eine Biotransformation von
Quercetin zu den konjugierten Metaboliten statt (Surco-Laos et al. 2011, Duenas et al. 2013).

Polyphenole sind vor allem fir ihre antioxidative Wirkung bekannt. Das antioxidative Potential ist dabei
von der Anzahl und Zugéanglichkeit der Phenoleinheiten abhangig, wobei vor allem Hydroxylgruppen in
o-Stellung, sogenannte Catecholgruppe, eine hohe radikalfangende Kapazitat zeigen (Cheynier 2005).
Daneben konnen einige Polyphenole ebenfalls als indirekte Antioxidantien fungieren, indem sie

antioxidative und Phase-1I-Enzyme induzieren (Ubersichtsartikel von Dinkova-Kostova & Talalay 2008).
1.2.2 Flavonoide

Flavonoide sind Polyphenole, die zwei aromatische Ringe (A und B) enthalten, die Uber einen
oxygenierten heterozyklischen y-Pyronring (C) verbunden sind (Abb. 7B). Je nach Oxidationsstufe des
C-Rings werden die Flavonoide in funf Unterklassen eingeteilt: Flavanone, Flavone, Flavonole, Flavane
und Anthocyanidine (Ebermann & Elmadfa 2011).

Neben Hydroxylierungen kdnnen weitere Modifizierungen, wie Methylierungen und Prenylierungen, am
Grundgeriist auftreten (Ubersichtsartikel von Cheynier 2005). Methylierungen an O- oder C-Atomen
kénnen die biochemischen und pharmakologischen Eigenschaften stark beeinflussen. Beispielsweise
wird die Affinitat zu Proteinen und der Membrantransport durch eine O-Methylierung von Flavonoiden
erhoht (Cao et al. 2013). Methoxyflavonoide weisen eine hoéhere metabolische Stabilitdt als
unsubstituierte Flavonoide auf, da die OH-Gruppen fur Sulfatierungen und Glukuronidierung nicht
zuganglich sind (Wen & Walle 2006). Methylierungen von Flavonoiden koénnen folglich die
Bioverfigbarkeit und somit auch die biologische Wirkung erhéhen (Walle et al. 2007). Prenyleinheiten
an den aromatischen Ringen filhren theoretisch zu einer erhdhten Lipophilie und somit gesteigerten
Membrangéngigkeit der Flavonoide. In vitro- und in vivo-Studien zeigen jedoch, dass die
Bioverflgbarkeit von Prenylflavonoiden geringer ist als von den unprenylierten Verbindungen. Dies wird
zum Teil auf einen gehemmten basolateralen Transport der Prenylverbindungen in den Enterozyten
zuruickgefuhrt (Mukai et al. 2013). In Langzeitfutterungsstudien mit Nagern zeigte sich jedoch, dass
prenylierte im Vergleich zu unprenylierten Flavonoiden dennoch ein erhdhtes Potential zur

Bioakkumulation in Muskeln und Leber zeigen (Mukai et al. 2012 und 2013). Darlber hinaus kénnen
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Prenylflavonoide eine starke éstrogene und anticancerogene Aktivitat aufweisen (Ubersichtsartikel von

Yang et al. 2015).

Die protektiven Wirkungen von Polyphenolen im Menschen werden u. a. auf die Flavonoiden
zurlickgefuihrt, da sie neben ihrer hohen antioxidativen Aktivitat auch mit intrazellularen Signalwegen,
wie den Insulin/PI3K-, Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)- und nuklearer Faktor (NF)kB-
Signalwegen, interagieren kénnen. Bindungsstellen fur Flavonoide stellen dabei G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, Liganden-gesteuerte lonenkandle und Rezeptortyrosinkinasen dar. Niedrige
Konzentrationen von Flavonoiden kdénnen in vitro zur Aktivierung von nachgeschalteten Kinasen fuhren,
wahrend hohe Konzentrationen diese inhibieren (Ubersichtsartikel von Williams & Spencer 2012).
Dariiber hinaus kdnnen bestimmte Flavonoide auch direkt an die Adenosintriphosphat (ATP)-bindende
Seite der PI3K binden (Walker et al. 2000). Diese intrazellularen Wirkungen von Flavonoiden scheinen
dabei stark von der Struktur abhéngig zu sein, wobei Anzahl und Substituierungen der OH-Gruppen im
B-Ring und der Grad der Sattigung der C2-C3-Verbindung die Bioaktivitat bestimmen (Ubersichtsartikel
von Williams & Spencer 2012). Aus C. elegans-Studien ist bekannt, dass bestimmte Flavonoide die
Lebensspanne und Stressresistenz der Nematoden in Abhéangigkeit von dem FOXO Ortholog DAF-16
verlangern kdnnen (Kampkotter et al. 2008, Blichter et al. 2013). Eine protektive Wirkung von
Flavonoiden gegenlber Morbus Alzheimer Uber eine Inhibition des PI3K-Signalweges bzw. Aktivierung
von FOXO/DAF-16 ware daher ebenfalls denkbar (Abb. 6).

In dieser Arbeit soll die Wirkung von zwei flavonoidreichen Pflanzenextrakte auf die ABi-s2-Toxizitat in
vivo untersucht werden. Aufgrund von Schwankungen der Extraktzusammensetzung wurde die Wirkung
von isolierten Naturstoffe in dem Modellorganismus analysiert. Hibiskusextrakte (HE) enthélt zahlreiche
Flavonoide der Flavonol-Klasse, wie Quercetin und Myricetin (Ubersichtsartikel von Da-Costa-Rocha et
al. 2014). Hingegen sind in Hopfenextrakte (HOE) prenylierte Chalcone und Flavanone zu finden
(Milligan et al. 2000). Folglich wurden zuerst die unsubstituierten Flavonole und Flavanone und

anschlieBend methylierte und prenylierte Flavonoidderivate in C. elegans untersucht.
1.2.2.1 Flavonole

Flavonole sind in der pflanzlichen Nahrung weitverbreitet, wobei gréRere Mengen in Zwiebeln, Beeren,
Brokkoli, Wein und Tee zu finden sind (Ubersichtsartikel von Heim et al. 2002). Charakteristische
Merkmale von Flavonolen sind die Carbonylgruppe (C=0) an Position C4, die C3-Hydroxygruppe und
die C2-3-ungesattigte Verbindung. Die hier ausgewahlten Flavonole unterscheiden sich in Anzahl und
Stellung der OH-Gruppen (Abb. 8).

Quercetin. Quercetin weist neben der OH-Gruppen an C3, zwei weitere OH-Gruppen an C5 und C7 im
A-Ring auf und zwei weitere OH-Gruppen in o-Stellung am B-Ring (C3‘ und C4°). Quercetin ist das wohl
weitverbreitetste und am haufigsten untersuchte Flavonol und kommt in zahlreichen Obst- und
Gemiisesorten vor (Ubersichtsartikel von El Gharras 2009). Der Naturstoff ist fiir seine antioxidativen,
antiinflammatorischen, antikoagulativen, antiatherogenen und antiproliferativen Eigenschaften bekannt
(Ubersichstartikel von Boots et al. 2008). Daneben weisen zahlreiche Untersuchungen auf ein
neuroprotektives Potential von Quercetin hin: z. B. schiitzte eine Inkubation mit dem Flavonol vor der
AB-Peptid-Toxizitat in kortikalen und hippocampalen Zellen von Nagern (Shi et al. 2010, Choi et al.
2014) und in einem transgenen Alzheimer-Tiermodell modulierte die Behandlung mit Quercetin bzw.
Quercetin-3-Glucuronid das Langzeitgedachtnis (Sabogal-Guaqueta et al. 2015, Ho et al. 2013). Des
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Weiteren wurde in C. elegans bereits gezeigt, dass eine Quercetin-Behandlung die Lebensspanne und

Stressresistenz verlangern und die ROS-Akkumulation reduzieren kann (Kampkétter et al. 2007b und
2008, Saul et al. 2008, Pietsch et al. 2011). Zudem erhdhte die Quercetin-Behandlung die DAF-16-
Translokation in die Zellkerne der Nematoden (Kampkotter et al. 2007b, Kampk®étter et al. 2008, Griinz
et al. 2012). Auch in C. elegans-Modellen fur Morbus Alzheimer wies das Flavonoid protektive
Wirkungen auf. Hierbei werden antioxidative Effekte, die Hemmung der in vitro-AB-Fibrillenbildung und
die Modulation von Proteindegradationsprozessen als urséchlich gesehen (Jagota & Rajadas 2012,
Smith & Luo 2003, Regitz et al. 2014). Aufgrund der ausfihrlichen Untersuchungen des Flavonoids in
C. elegans wurde Quercetin als Vergleichsbasis fur die anderen Flavonole und methylierten Derivate

gewabhlt.

Galangin. Das Flavonol weist neben der 3-OH-Gruppe zwei weitere Hydroxylgruppen an Position C5
und C7 auf und kommt in Propolis und Gewéachsen der Ingwerfamilie vor (Tao et al. 2006, Gardana et
al. 2007). Bisher sind Uber das Flavonol antibakterielle, antivirale und antikanzerogene Eigenschaften
aus vorwiegend in vitro-Versuchen bekannt (Cushnie et al. 2003, Amoros et al. 1992, Cao et al. 2016).
Daneben konnte bereits gezeigt werden, dass eine Galangininkubation vor oxidativen Stress in
humanen retinalen Epithelzellen und Keratozyten schitzte (Hanneken et al. 2006, Madduma Hewage
et al. 2015). Fitterungsstudien weisen auflRerdem darauf hin, dass der Pflanzenstoff den
Glukosestoffwechsel in diabetischen Tiermodellen normalisieren kann (Sivakumar et al. 2010,
Sivakumar & Anuradha 2011). Ergebnisse zum neuroprotektiven Potential von Galangin sind jedoch
begrenzt und z.T. kontrovers: In humanen Neuroblastom-Zellen (SH-SY5Y) senkte eine
Galangininkubation die Produktion von APi42-Peptiden Uber eine Modulation der proteolytischen
Spaltung des Vorlauferpeptids (Zeng et al. 2015). Hingegen konnten keine protektiven Effekte des

Naturstoffes auf die kognitiven Fahigkeiten von Nagern gefunden werden (Lei et al. 2012).

Fisetin: Die Flavonolstruktur von Fisetin unterscheidet sich von Quercetin nur durch das Fehlen der
OH-Gruppe an C5. Der Mensch nimmt den Pflanzenstoff tiber Lebensmittel wie z. B. Erdbeeren, Apfel
und Zwiebeln auf (Ubersichtsartikel von Khan et al. 2013). Aufgrund der zwei OH-Gruppen in o-Stellen
besitzt das Flavonoid potente antioxidative Eigenschaften in vitro (Myara et al. 1993, Ishige et al. 2001,
Kang et al. 2014). Zudem zeigte Fisetin in verschiedenen Zellkulturstudien antiatheriosklerotische,
antiinflammatorische und neuroprotektive Effekte, die z. B. Uber die Aktivierung der Nrf2-abhéngigen
Genexpression vermittelt wurden (Lee et al. 2011, Smirnova et al. 2011, Seo & Jeong 2015, Kim et al.
2016). Studien an Nagern weisen auf ein neuroprotektives Potential des Flavonols hin, wobei Defizite
in Langzeitgedachtnis und Lernverhalten durch die Fisetin-Behandlung ausgeglichen werden konnten.
Fisetin induzierte hierbei u. a. PI3K- und MAPK-Signalwege (Maher et al. 2006, Maher et al. 2011,
Currais et al. 2014, Ahmad et al. 2016). Zudem inhibier das Flavonoid die in vitro-AB-Fibrillenbildung
(Kim et al. 2005, Akaishi et al. 2008). In C. elegans erhthte eine Fisetin-Behandlung die Resistenz
gegeniber thermalem Stress mdglicherweise durch eine Reduktion der ROS-Bildung (Kampkétter et al.
2007a). Daneben erhdhte der Pflanzenstoff die nukleére DAF-16-Akkumulation und die Expression der
Histon-Deacetylase SIR-2.1 im Nematoden (Wood et al. 2004, Kampkdtter et al. 2007a). In Drosophila

melanogaster verldngerte eine Fisetin-Behandlung die Lebensspanne (Wood et al. 2004).

Morin. Der Naturstoff kommt z. B. in der Pflanzengattung der Maulbeeren (Moraceae) und im Rotwein

vor (Fang et al. 2006, Yang et al. 2010). Die Flavonolgrundstruktur ist bei dieser Verbindung um vier
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weitere OH-Gruppen an den Positionen C7, C5, C2‘ und C4‘ substituiert. Der Pflanzenstoff besitzt

potente antioxidative Eigenschaften gegeniiber der Lipidperoxidation und LDL-Oxidierung in vitro
(Yuting et al. 1990, Naderi et al. 2003). Des Weiteren schuitzt eine Morin-Behandlung vor y-Strahlung-
und H202-induzierten Lipidmembran- und DNA-Schéden in vitro, wobei verschiedene Stresssignalwege
durch das Flavonol reguliert werden kénnen (Zhang et al. 2009, Zhang et al. 2011). Im Nagermodell
wurden ebenfalls antioxidative und antiinflammatorische Wirkungen des Pflanzenstoffes nachgewiesen,
sowie eine Aktivierung von Nrf2 (Ola et al. 2014, Athira et al. 2016, Ma et al. 2016, Mathur et al. 2016).
Aus Zell- und Tierversuchen sind potente neuroprotektive Wirkungen von Morin bekannt. Neben den
antioxidativen Eigenschaften des Flavonols werden hierbei weitere molekulare Mechanismen, wie die
Inhibierung oder Aktivierung von Kinasen oder die Prozessierung von amyloidogenen Proteinen,
diskutiert (Gong et al. 2011, Du et al. 2016, Lee et al. 2016). Eine Studie von Jagota & Rajadas (2012)
zeigte ebenfalls, dass eine Morin-Behandlung vor der altersabhangigen AB-Toxizitdt in einem

transgenen C. elegans-Stamm schitzt.

Myricetin. Das Flavonol aus Beeren, Wein und verschiedenen Gemusearten ist aus der Literatur u. a.
fur antiinflammatorische, immunmodulatorische, antidiabetische und antikanzerogene Wirkungen
bekannt (Ubersichtsartikel von Semwal et al. 2016). Aufgrund der drei Hydroxylgruppen an den
Positionen C3, C4' und C5' besitzt Myricetin potente radikalfangende Eigenschaften in vitro
(Ubersichtsartikel von Semwal et al. 2016). Zusétzlich schiitzt eine Myricetin-Inkubation vor oxidativem
Stress, indem u. a. antioxidative Enzyme Uber die Regulation von PI3K/Akt-, MAPK- und Nrf2-
Signalwegen in verschieden Zellmodellen induziert werden (Ah Kang et al. 2010, Wang et al. 2010, ,Qin
et al. 2013). Dartber hinaus wird das Flavonoid als mogliches Therapeutikum gegen Morbus Alzheimer
diskutiert. Aus in vitro-Versuchen gibt es Hinweise darauf, dass Myricetin AB-Fibrillen bindet, mit diesen
interagiert und dadurch die Fibrillogenese hemmt (Ono et al. 2003, Choi et al. 2008, Naldi et al. 2012).
Weiterhin reduzierte das Flavonol die Menge von AB-Oligomeren in verschiedenen Zelllinien (Shimmyo
et al. 2008, Ono et al. 2012). Ahnliche Ergebnisse wurden in einem Alzheimer-Rattenmodell gefunden,
wobei eine Myricetin-Behandlung den AB-Aggregationsweg von Monomeren zu Oligomeren inhibierte
(Hamaguchi et al. 2009). Experimente mit C. elegans weisen darauf hin, dass eine Behandlung mit dem
Naturstoff die ROS-Akkumulation reduzieren, die Lebensspanne verlangern und die DAF-16-
Translokation in den Zellkern induzieren kann (Griinz et al. 2012, Blchter et al. 2013). Blchter et al.
(2013) konnten zeigen, dass diese protektiven Effekte von Myricetin Uber DAF-16 vermittelt werden,

wohingegen die Arbeitsgruppe von Grinz et al. (2012) keine Abhangigkeit feststellen konnte.
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Abbildung 8: Strukturen ausgewahlter Flavonole.

1.2.2.2 Flavanone

Flavanone zeichnen sich durch eine Carbonylgruppe (C=0) im C-Ring aus und kommen vor allem in
Zitrusfrichten vor, wo sie oftmals glykosyliert an Position C7 vorliegen und einen bitteren Geschmack

vermitteln (Manach et al. 2004). Die ausgewdhlten Verbindungen sind in Abb. 9 dargestellt.

Naringenin. Das Flavanon tragt an C5, C7 und C4‘ Hydroxylgruppen und ist vor allem in
Grapefruitfriichten zu finden (Ubersichtsartikel von Manach et al. 2004). In Zellversuchen wurden bereits
antiinflammatorische Eigenschaften sowie eine schwache 0strogene Aktivitdt von Naringenin
nachgewiesen (Zierau et al. 2003, Hamalainen et al. 2007). Auch im Tierversuch zeigte der Naturstoff
antiinflammatorische Wirkungen, wobei Naringenin u. a. die Nrf2-mRNA-Expression in dem verletzen
Gewebe induzierte (Manchope et al. 2016). Harmon & Patel (2004) zeigten aul3erdem, dass Naringenin
die Insulin-induzierte Akt- und MAPK-Phosphorylierung inhibierte, wodurch die Glukoseaufnahme und
Proliferation von MCF-7-Zellen gehemmt wurde. Weiterhin weist Naringenin im Zell- und Nagermodell
lipidmodulatorische, antioxidative und zytoprotektive Eigenschaften auf (Renugadevi & Prabu 2009,
Mulvihill et al. 2009, Goldwasser et al. 2010). In C. elegans reduzierte eine Naringenin-Behandlung die
Lipidakkumulation und erhdhte die SOD-3-Proteinexpression, welche auf eine verstarke nukleére
Akkumulation von DAF-16 zurlickzufihren war. Das Flavanon hatte jedoch keinen Einfluss auf
mitochondriale Superoxidbildung, Proteincarbonylgehalt und Lebensspanne der Nematoden (Griinz et
al. 2012, Bhattacharya et al. 2013). In verschiedenen Tiermodellen wurden neuroprotektive
Eigenschaften von Naringenin gezeigt (Zbarsky et al. 2005, Khan et al. 2012, Chtourou et al. 2014, W.
Yang et al. 2014, Ghofrani et al. 2015). Eine Naringenin-Behandlung bewirkte z. B. eine gesteigerte
Lern- und Ged&chtnisleistungen in Ratten, denen AB-Peptide oder Streptozotocin in kritische
Gehirnbereiche injiziert wurden (Khan et al. 2012, Ghofrani et al. 2015).
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Liguiritigenin (LQ). Das aus der SuRholzwurzel (Glycyrrhizae radix) stammende Flavanon

unterscheidet sich vom Naringenin durch das Fehlen der OH-Gruppe an C5 und ist vor allem fiir seine
Ostrogene Wirkung bekannt (Kupfer et al. 2008). Daneben scheint LQ indirekte antioxidative Wirkungen
aufzuweisen, beispielsweise induzierte der Pflanzenstoff die Nrf2-abhéngige Expression in Hepalclc?
und HepG2 Zellen (Hajirahimkhan et al. 2015, Gong et al. 2015). Auch die antiinflammatorische Wirkung
des Flavanons im Zell- und Tiermodell scheint Uber die Modulation antioxidativer Enzyme vermittelt zu
werden (Yu et al. 2015, Zhang et al. 2015). Des Weiteren wies LQ eine Antidepressiva-ahnliche Wirkung
in chronisch gestressten Mausen auf. Dieser Effekt war mit einer Erhdhung der Serumkonzentration
antioxidativer Enzyme und der Induktion des PI3K-Signalweges assoziiert (Tao et al. 2016). Im
Gegensatz dazu inhibierte das Flavonoid den PI3K-Signalweg in Gliomzellen und aktivierte MAPK-
Signalwegen in hepatischen Karzinomzellen (Wang et al. 2014, Liu et al. 2015). Weiterhin weist der
Pflanzenstoff neuroprotektive Eigenschaften auf: In hippocampalen Nervenzellen schitzte eine LQ-
Inkubation vor ABes-35- und Glutamat-induzierter Zytotoxizitat (Liu et al. 2009, Yang et al. 2013).
Letzteres wird u. a. mit der Reduktion der intrazellularen ROS-Spiegel erklart (Yang et al. 2013). In
einem murinen Alzheimermodell erhdhte eine LQ-Behandlung die Gedachtnisleistung der Mause, was
mit einer Reduktion der AChE-Aktivitat und Konzentration von AB-Oligomeren im Gehirn assoziiert war
(Liu et al. 2011). In C. elegans wurde die Wirkung von Glycyrrhiza uralensis-Extraktinhaltsstoffen
untersucht, wobei LQ die Anzahl der AB-Aggregate in einem transgenen Stamm Alzheimer-Stamm

reduzierte. Die AB-induzierte Toxizitat blieb jedoch durch die Behandlung unbeeinflusst (Link et al.

2015).
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Abbildung 9: Strukturen ausgewahlter Flavanone.

1.2.2.3 Methylierte Flavonoide

Der Einfluss einer Methylierung auf die Bioaktivitat von Flavonoiden in C. elegans wurde anhand von

drei Derivaten des Quercetins untersucht. Die Strukturen der Verbindungen sind in Abb. 10 dargestellt.

Quercetin-3-Methylether (Q-3-M). Das Quercetinderivat besitzt eine Methoxygruppe an C3 und kommt
natdrlich in vielen medizinischen Pflanzen vor, zu welchen u. a. Korbblitler, Kakteenarten und
Kreuzdorngewachse gehoren (Wei et al. 2001, Lee et al. 2003, Takeara et al. 2003, Rubio et al. 2007).
Der Naturstoff zeigt in vitro potente antiinflammatorische und antikanzerogene Eigenschaften, die die
Bioaktivitat von Quercetin Gbertreffen (Wei et al. 2001, Rubio et al. 2006, Li et al. 2013). In einem Modell
mit murinen Leberzellen (FL83B) schiitzte das methylierte Flavonoid vor Cu?*-induzierter Zytotoxizitat,
was mit einer Erhéhung der FOXO3A-Proteinexpression und Reduktion der ROS-Spiegel assoziiert war
(Li et al. 2013). Des Weiteren zeigte eine Q-3-M-Inkubation neuroprotektive Eigenschaften in kortikalen
Rattenzellen: Das Derivat inhibierte den H202-induzierten neuronalen Zelltod (halbmaximale

inhibitorische Konzentrationen (ICso): 0,6 pg/ml =~ 1,9 uM) und war fast zehnmal potenter als Quercetin
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(Dok-Go et al. 2003). In einem Rattenmodell fiir zerebrale Ischamie reduzierte eine Q-3-M-Behandlung

das Infarktvolumen im Gehirn und verminderte neurologische Defizite (Jung et al. 2012).

Isorhamnetin bzw. 3'-O-Methylquercetin. Der Naturstoff kommt zusammen mit Quercetin in vielen
Gemiise- und Obstsorten wie Zwiebeln und Apfeln vor (Park & Lee 1996, Schieber et al. 2002). Des
Weiteren wird Quercetin in Saugern und in C. elegans zu Isorhamnetin metabolisiert (Manach et al.
1996, de Boer et al. 2005, Surco-Laos et al. 2011). Huebbe et al. (2010) konnten zeigen, dass die
Konzentration von Isorhamnetin nicht nur im Plasma, sondern auch im Gehirn von Mausen (C57BL/6)
nach einer 6 wochigen Quercetin-Futterung (2 mg/g Futter) ansteigt. Die Verbindung ist vor allem fir
ihre antioxidativen Eigenschaften in Zellkulturen und in verschiedenen Tiermodellen bekannt (Hwang
& Yen 2009, Sun et al. 2013, Qiu et al. 2016). Die Wirkungsweise wird dabei auf eine Interaktion mit
zellularen Stresssignalwegen zuriickgefiihrt: beispielsweise erhdhte eine Isorhamnetininkubation die
nukleare Translokation von Nrf2 in HepG2 und murinen hepatische Sternzellen (Yang et al. 2014 und
2016). In C. elegans steigerte das Flavonoid nicht nur die Resistenz gegeniber oxidativem und
thermalem Stress, sondern verlangerte auch die Lebensspanne (Surco-Laos et al. 2012). Wie Q-3-M
schitzte Isorhamnetin (100 pM) vor H202-induziertem neuronalen Zelltod, lag jedoch unter der
biologischen Aktivitat von Quercetin (Wu et al. 2016). Im ischamischen Rattenmodell reduzierte eine
Isorhamnetin-Behandlung das Infarktvolumen und neurologische Defizite, was Uber eine Aktivierung
von Nrf2 vermittelt wurde (Zhao et al. 2016).

Tamarixetin bzw. 4-O-Methylquercetin. Wie Isorhamnetin entsteht Tamarixetin aus Quercetin durch
Konjugierungsreaktionen in Darm- und Leberzellen (Van Der Woude et al. 2004). In C. elegans findet
eine Transformation von Quercetin zu Tamarixetin nicht in nennenswerten Mengen statt (Surco-Laos et
al. 2011). Das Flavonol zeigt potente antiinflammatorische und anticancerogene Eigenschaften in vitro
(Moltke et al. 2004, Nicolini et al. 2013). In C. elegans erhthte Tamarixetin die thermale Stresstoleranz
und verlangerte die Lebensspanne (Surco-Laos et al. 2012). Des Weiteren fungiert die Substanz als
Acetylcholinesterase (AChE)- und Cytochrome P450 (CYP) 2C-Inhibitor (Min et al. 2010, Wang et al.
2014).

OH O
Quercetin

HsC-O

OH O
Isorhamnetin Tamarixetin

Abbildung 10: Strukturen methylierter Quercetinderivate.

19



Einleitung
1.2.2.4 Prenylierte Flavonoide

Der Einfluss einer Prenylierung auf die Bioaktivitat von Flavonoiden in C. elegans wurde anhand von
zwei prenylierten Naringeninderivaten untersucht. Vergleichend dazu wurde auch ein methyliertes

Naringeninderivat analysiert. Die Strukturen sind in Abb. 11 dargestellt.

8-Prenylinaringenin (8-PN) und 6-Prenylnaringenin (6-PN). Die Naringeninderivate weisen eine
Prenyleinheit an C8 oder C6 auf und sind Bestandteile von Humulus Lupulus L., wobei die
strukturverwandten Verbindungen Xanthohumol und Isoxanthohumol in héheren Konzentrationen in der
Hopfenblite vorliegen (Milligan et al. 2000). Bei der Verdauung kénnen jedoch fast 80 % des
Isoxanthohumol-Bestandteils vom Mikrobiom im distalen Kolon zu 8-PN konvertiert werden (Possemiers
et al. 2006). Die Prenylierung von Naringenin erhéht die éstrogene Wirkung, wobei 8-PN die héchste
Aktivitat besitzt und sowohl an den a-Ostrogenrezeptor (OR) als auch an den BOR bindet (Milligan et
al. 2000, Zierau et al. 2003, Kretzschmar et al. 2010). 8-PN wird daher als Ostrogenersatztherapie
diskutiert, da das prenylierte Flavanon in Rattenstudien sowohl Osteoporose vorbeugte als auch die
Plasma-Cholesterinkonzentrationen senkte (Sehmisch et al. 2008, Béttner et al. 2008). Mechanistische
Studien an MCF-7-Zellen weisen darauf hin, dass 8-PN den PI3K/Akt-Signalweg inhibieren kann
(Brunelli et al. 2009). Zusatzlich zeigen Blanquer-Rosselld et al. (2013), dass bereits geringe
Konzentrationen 8-PN (0,01 uM bis 20 uM) die ROS-Konzentration senken und 1 uM 8-PN die SIRT1-
Proteinexpression in MCF-7-Zellen erhéhen. In zwei in vitro-Systemen wurde zudem beschrieben, dass
8-PN die Nrf2-abhangige Enzymexpression induzieren kann (Miranda et al. 2000, Dietz et al. 2013).
Des Weiteren wurden antiproliferative Effekte von 8-PN in diversen Krebszelllinien nachgewiesen
(Delmulle et al. 2006, Busch et al. 2015).

Isosakuranetin (ISK). Das Flavanon besitzt an C4‘ eine Methoxygruppe und kommt hauptsachlich in
Orangen vor (Gattuso et al. 2007). Zellkulturstudien weisen darauf hin, dass das Flavonoid
Stoffwechselfunktionen beeinflussen kann, z. B. erhdhte ISK die Glukoseaufnahme in L6 Muskelzellen
und inhibiert die Cholesterinaufnahme in Caco-2-Zellen (Kawabata et al. 2011, Nekohashi et al. 2014).
In spontan hypertensiven Ratten scheint eine Behandlung mit ISK den Blutdruck zu reduzieren

(Maruyama et al. 2009). Das Flavanon wurde bisher noch nicht in C. elegans untersucht.

0-CH,
O O

OH ©

8-PN 6-PN

Abbildung 11: Strukturen ausgewahlter methylierter und prenylierter Verbindungen.
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1.3 Zielsetzung

Der Pathomechanismus von Morbus Alzheimer wird durch die vorherrschende Amyloid-Hypothese
erklart, wobei AB-Peptide der Variante 42 eine Kaskade von biochemischen Prozessen, die die zellulare
Homoostase im Gehirn storen, induzieren (Ubersichtsartikel von LaFerla et al. 2007). Da der ILS sowohl
die oxidative Stressabwehr als auch Proteindegradationswege steuert, stellt eine altersbedingte
Fehlregulation dieses Signalweges eine mdgliche Verknupfung zwischen dem Alterungsprozess und
Morbus Alzheimer dar (Ubersichtsartikel von Baumeister et al. 2006). Eine flavonoidreiche
Erndhrungsweise wird als eine mégliche Praventionsstrategie gegeniiber Morbus Alzheimer diskutiert,
zumal die Bioaktivitat der Flavonoide auf direkten antioxidativen Eigenschaften und der Modulation
zellularer Signalwege beruht (Ubersichtsartikel von Williams & Spencer 2012). Da Ergebnisse aus
epidemiologischen Studien jedoch haufig kontrovers und Tierversuche aufwendig sind, wird in dieser
Arbeit der Nematode C. elegans als alternatives Modellsystem verwendet, um die molekularen
Mechanismen von Flavonoide in vivo zu untersuchen.

Der Einfluss von flavonoidreichen Pflanzenextrakten auf die ABi42-Toxizitdét wird mittels eines
transgenen Stammes (CL4176), der humane AB1-42-Peptide in den Kérperwandmuskelzellen exprimiert,
analysiert. Anschlieend werden Vertreter der Flavonole und Flavanone als madgliche bioaktive
Inhaltsstoffe der Extrakte untersucht. Neben unsubstituierten Verbindungen sollen auch in den
Extrakten enthaltene methylierte und prenylierte Flavonoide untersucht werden, um maégliche Struktur-
Wirkungsbeziehungen aufzukléaren. Neben der ABi-42-Toxizitat wird auch die Wirkung der Naturstoffe
auf die AB-Plagues-Akkumulation im transgenen C. elegans-Modell (CL2006) untersucht. Um zu
Uberprifen, ob die protektiven Effekte der Naturstoffe auf deren antioxidativen Aktivitat beruhen, wird
zuerst die radikalfangende Kapazitat in vitro mittels der Trolox Equivalent Antioxidative Capacity
(TEAC)-Methode gemessen. AnschlieRend wird die antioxidative Wirkung der Substanzen in C. elegans
analysiert. Hierbei werden die ROS-Spiegel im Morbus Alzheimer-Modell (CL4176) und im Wildtypen
(N2) unter thermalem Stress mit der Fluoreszenzsonde Dichlorofluorescein (DCF) gemessen. Ziel dabei
ist es herauszufinden, ob die Flavonoide spezifisch im Morbus Alzheimer-Modell (CL4176) oder auch
unter basalen Bedingungen in C. elegans (N2) wirken. Da eine erhdhte Stresstoleranz sowohl mit
antioxidativen Effekten als auch mit einer Protektion gegeniber der ABi-42-induzierten Paralyse in C.
elegans assoziiert ist, soll anschlieBend Uberprift werden, ob die Naturstoffe die thermale
Stressresistenz der Nematoden (N2) beeinflussen (Link 2006, Wu et al. 2010). Nach den
phanomenologischen Effekten, wird anschliel3end die Wirkungsweise der ausgewahlten Flavonoide auf
molekularer Ebene erforscht. Zu diesem Zweck wird die nukledre Translokation von zwei
Transkriptionsfaktoren des ILS mittels transgener C. elegans-Stamme, die entweder ein DAF-16::GFP-
oder ein SKN-1::GFP-Fusionsprotein (TJ356 oder LD001) exprimieren, untersucht. AnschlieRend wird
die Proteinexpression des DAF-16-Zielgens HSP-16.2 mittels eines HSP-16.2::GFP-Stammes
(CL2070) im Fluoreszenzspektrometer analysiert. Im letzten Schritt soll Uberprift werden, ob die
Protektion gegenuiber der ABi.42-Toxizitét in C. elegans (CL4176) durch spezifische Flavonoide von
DAF-16 abhangig ist. Zu diesem Zweck werden die Paralyseversuche unter daf-16 RNAi-Bedingungen

wiederholt.
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2 Material
2.1 Chemikalien

Chemikalie

Material

Hersteller

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO)

2,7-Dichlorodihydrofluorescein (DCF)-
Diacetat

ABTS (2,2 -Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin)-6-
sulfonsaure)

Albumin aus Rinderserum, Fraktion V (BSA)

Ampicillin-Natrium (Amp)

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Bacto™ Agar

Bacto™Pepton

Bacto™Trypton

Bacto™Yeast (Hefeextrakt)

Calciumchlorid Dihydrat
Cholesterin
Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenhosphat
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Ethanol (EtOH) 96 %, vergallt mit 1 %
Methylethylketon

EtOH abs. 99 %

5-Fluoro-2‘-deoxyuridin (FUDR)

Glycerin
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, D

Calbiochem, VWR International GmbH,
Darmstadt, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, USA

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, USA

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, USA

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, USA

Merck KGaA, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Merck KGaA, Darmstadt, D
Merck KGaA, Darmstadt, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

AppliChem GmbH, Darmstadt, D

VWR International GmbH, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
VWR International GmbH, Darmstadt, D
Promega Corp, Madison, Wisconsin, USA
Merck KGaA, Darmstadt, D

Merck KGaA, Darmstadt, D
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Kalziumchlorid
Levamisol-Hydrochlorid
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumhypochloridlésung 13 %

Paraformaldehyd (PFA)
Pepton aus Soja

Streptomycin Sulfat (Strep)

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

Tetracyclin Hydrochlorid (Tet)
Thioflavin S (ThS)
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan
Triton X-100

Trolox ((%)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetrame-
thylchroman-2-carbonséaure)

Tween® 20
Wasserstoffperoxid 33 %

B-Mercaptoethanol

2.2 Naturstoffe

Naturstoff

Reinheit

Material

Merck KGaA, Darmstadt, D

AppliChem GmbH, Darmstadt, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Merck KGaA, Darmstadt, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Bernd Kraft GmbH, Disseldorf, D

Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, D

Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

AppliChem GmbH, Darmstadt, D

MolecularProbes, Thermo Fisher Scientific,
Inc., Waltham, MA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
VWR International GmbH, Darmstadt, D

AppliChem GmbH, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

Merck KGaA, Darmstadt, D
Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Hersteller

6-Prenylnaringenin

8-Prenylnaringenin

Fisetin (3,3",4",7-
Tetrahydroxyflavon)

Galangin (3,5,7-Trihydroxyflavon)

HPLC =99,75 %

HPLC =97,3%

HPLC =98 %

HPLC = 95 %

Phytolab, MB-Holding GmbH & Co. KG,
Vestenbergsgreuth, D

Phytolab, MB-Holding GmbH & Co. KG,
Vestenbergsgreuth, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D
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Hibiskus-Extrakt getrocknet
(Hibiscus sabdariffa) (HE)

Hopfenblliten-Trockenextrakt
(Lupuli e. flos spir. sicc.) (HOE)

Isorhamnetin (3,4',5,7-
Tetrahydroxy-3'-methoxyflavon)

Isosakuranetin (5,7-Dihydroxy-4'-
methoxyflavanon)

Liquiritigenin (4',7-
Dihydroxyflavanon)

Morinhydrat (2',3,4',5,7-
Pentahydroxyflavon)

Myricetin (3,3',4',5,5',7-
Hexahydroxyflavone)

Naringenin (4',5,7-
Trihydroxyflavanon)

Negletein (5,6-Dihydroxy-7-
methoxyflavone)

Pinoresinol

Quercetin-3-Methylether (3',4',5,7-
Tetrahydroxy-3-methoxyflavon)

Quercetindihydrat (3,3',4',5,7-
Pentahydroxyflavon Dihydrat)

Schisandrin B

Secoisolariciresinol

Sesamin

Tamarixetin (3,3',5,7-Tetrahydroxy-
4'-methoxyflavon)

wassriger
Extrakt, 100 %
nativ

ethanolischer
Extrakt, 80 %
nativ, 17 %
Lactose-
Monohydrat, 3 %
hochdisperses
Siliciumdioxid)
HPLC = 99 %
HPLC = 99 %
HPLC 298.5 %
HPLC 285 %
HPLC = 99 %
HPLC = 99 %
HPLC = 90 %
HPLC = 95 %
HPLC = 90 %
HPLC = 95 %

HPLC =98 %

HPLC =95 %

HPLC =95 %

HPLC =99 %

Material

Plantextrakt GmbH & Co. KG,
Vestenbergsgreuth, D

Finzelberg GmbH & Co. KG,
Andernach, D

Extrasynthese, Z.1 Lyon Nord, F

Extrasynthese, Z.1 Lyon Nord, F

Extrasynthese, Z.I Lyon Nord, F

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

Extrasynthese, Z.I Lyon Nord, F

Extrasynthese, Z.I Lyon Nord, F

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

Extrasynthese, Z.I Lyon Nord, F

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

(LKT Labs), Biomol GmbH, Hamburg,
D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, D

(Cayman), Biomol GmbH, Hamburg, D

Extrasynthese, Z.1 Lyon Nord, F
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2.3 Losungen und Puffer

Ldsungen/ Puffer

Material

Zusammensetzung

Bleichelésung

BSA-Mix (10x)

DABCO-Lo6sung

Einfrierldsung

Fixierldsung (4 % PFA in PBS)

Lésung A

Lésung B (1 M CacCl,)

Lésung C (1 M MgSO,)

Lésung D (1 M KPO4 Puffer)

M9

1:1 Mischung von 5 M Natriumhydroxid und 13-%-iger
Natriumhypochlorit-Lésung

10 g BSA

500 pL Strep (100 mg/ml)

in 100 ml NGMk

(sterilfiltriert)

2,59 DABCO
in 90 ml Glycerin
und 10 ml 10x PBS

30 % Glycerin in S-Basal

(autoklaviert)

80 ml PBS (auf 60°C erwarmen)

4 g PFA

2 M NaOH (zur Klarung der Losung)
Abkuhlen und auf 100 ml mit PBS auffiillen
pH 6,9

Lagerung bei 4°C

0,5 g Cholesterin
in 100 ml absoluten EtOH (unvergallt)

27,8 g CaClz bzw. 36,8 g CaCl2 x 2 H20
ad 250 ml ddH20

(autoklaviert)

30,1 g MgSOa4 bzw. 61,6 g MgSO4 x 7 H20
ad 250 ml mit ddH20

(autoklaviert)

108,3 g KH2PO4
35,6 g KeHPO4
ad 1 | mit ddH20
pH 6

(autoklaviert)

6 g NazHPO4

3 g KH2PO4

5 g NaCl

0,25 g MgS04 x 7 H20
ad 11ddH20
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MOT

Phosphat gepufferte Salzlésung
(PBS) (10x)

PBST

Permeabilisierungslésung

RNAi BSA-Mix (10X)

2.4 Medien

Medien

Material
(autoklaviert)

M9 mit 0,1 % Tween® 20 versetzt

39,7 g Natriumchlorid

1,9 g Kaliumchlorid

7,21 g Dinatriumhydrogenphosphat
1 g Kaliumdihydrogenphosphat

in 1 1ddH20

pH 7,0

(autoklaviert)
1x PBS mit 0,1 % Tween® 20 versetzt

1 % Triton X-100
5 % B-Mercaptoethanol
in 125 mM TRIS-Puffer

10 g BSA

1 ml Amp (100 mg/ml)
2,5 ml Tet (5 mg/ml)
2mlo,5MIPTG

in 100 ml NGMokomplett

(sterilfiltriert)

Zusammensetzung

Lysogeny Broth (LB)

LB-Agar

Nematodenwachstumsmedium-
komplett (NGMk)

10 g Bacto™Pepton
5 g Bacto™Yeast

5 g NaCl

ad 1 1 ddH20

(autoklaviert)

10 g Bacto™Pepton
5 g Bacto™Yeast

5 g NaCl

20 g Bacto-Agar

ad 11ddHz20
(autoklaviert)

nach dem Abkuhlen entsprechend Antibiotika hinzugeben

3 g NaCl
2,5 g Pepton
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NGMk-Agar

S-Basal

RNAI-Fltterungsplatten

2.5 Verbrauchsmaterialien

Material

Material

975 ml ddH20
(autoklaviert)

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

3 g NaCl

2,5 g Pepton

20 g Bacto-Agar
975 ml ddH20
(autoklaviert)

1 mlLsg. A
0,5mlLsg. B
1mlLsg.C

25 mlLsg. D

5,85 g NaCl
1 g K2HPO4
in 1 1ddH20

3 g NaCl

2,5 g Pepton

20 g Bacto-Agar

967, 5 ml ddH20

(autoklaviert)

2ml0,5M IPTG (1 mM)

0,5 ml 100 mg/ml Amp (50 pg/ml)
2,5ml 5 mg/ml Tet (12,5 pg/ml)
1 ml Losung A

0,5 ml Lésung B

1 mlLésung C

25 ml Lésung D

Hersteller

12-Well-Platte (transparent)

35 mm Schalen

384 Well Platten schwarz

60 mm Schalen

Greiner bio-one Interational GmbH, Frickenhausen, D
Greiner bio-one International GmbH, Frickenhausen, D
Greiner bio-one International GmbH, Frickenhausen, D

Greiner bio-one International GmbH, Frickenhausen, D

27



94 mm Schalen
96-Well-Platte (transparent)
Abdeckfolie (schwarz)
Deckglaser fur Objekttrager
Flacon (15 und 50 mL)
Glasobjekttrager

Glasobjekttrager

Material

Greiner bio-one International GmbH, Frickenhausen, D
Greiner bio-one International GmbH, Frickenhausen, D
PerkinElmer, Inc., Waltham, MA, USA

neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg, D
Greiner bio-one International GmbH, Frickenhausen, D
neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg, D

VWR International GmbH, Darmstadt, D

Parafilm

Pipettenspitzen (10,100, 1000 und

2500 pL)

Plastikkiivetten

Reaktionsgefalle (1,5 und 2 mL)

Stopfwatte

Bemis Company, Inc., Neenah, WI, USA

Greiner bio-one International GmbH, Frickenhausen, D

Greiner bio-one International GmbH, Frickenhausen, D

Greiner bio-one International GmbH, Frickenhausen, D

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg, D

2.6 C. elegans-Stamme

Bezeichnung

Beschreibung

Genotyp (beschrieben von)

[PCL12(unc-54/human A-beta peptide (1-42)
minigene); pRF4 rol-6 (su1006)],

[(pPAF29)myo-3p::A-beta (1-42)::let-? 3'UTR) +

[Pskn-1::skn-1b/c::gfp; pRF4 rol-6 (su1006gf)]

[(pSAK2) myo-3p::GFP::LacZ::NLS + (pSAK4)

[Pdaf-16::daf-16p::daf-16a/b::gfp; pRF4 rol-6

CL2006
progressive Paralyse
CL2070 [hsp-16.2p::GFP + rol-6 (su1006gf)]
CL4176 pRF4 rol-6 (sul006)],
temperaturinduzierbare Paralyse
CL802 Kontrollstamm fur CL4176
LD001
N2 Wildtyp
PD4261
myo-3p::mitochondrial GFP + dpy-20(+)]
TJ356 (su1006g)]
TK22

Amev-1, sensitiv gegenuber oxidativen Stress

dvis2 (Link 1995)

dvis70 (Link et al. 1999)

smg-1(cc546) I; dvis27 X. (Link
2003)

smg-1(cc546) [; rol-6(su1006)
II. (Fonte et al. 2011)

IdIs007 (An & Blackwell 2003)
(Brenner 1974)

ccls4251 I; dpy-20(e1282) IV.
(Fire et al. 1998)

zIs356 IV (Henderson &
Johnson 2001)

mev-1(kn1) Ill (Ishii et al. 1990)
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2.7 Bakterienstamme

Bezeichnung | Beschreibung

Material

OP50 E. coli B, uraxil auxotroph

OP50-1

HT 115 (DE3)
L4440

OP50 mit Strep-Resistenz

E. coli, RNase lll-defizient mit IPTG-induzierbarer T7 Polymeraseaktivitat und Tet-
Resistenz, enthalt Amp-resistenten L4440 Vektor mit zwei T7 Promotoren,

zwischen denen kein dDNA-Fragment eingefligt wurde (Leervektor)

(Genotyp: F-, mcrA, mcrB, IN(rrnD-rrE)1, lambda -, rnc14::Tn10(DE3 lysogen:
lavUV5 promoter —T7 polymerase) (IPTG-inducible T7 polymerase) (RNase I

minus))

HT 115 (DE3)
daf-16

2.8 Gerate

Gerat

HT115 (DE3) mit klonierten Fragment der daf-16 cDNA im L4440 Vektor

Hersteller

Bakterienschiuttler - Unimax 1010

Binokular - SMZ-168
Binokular - Stemi 2000

Fluoreszenzmikroskop - Axioskop mit
AxioCam MRC

Fluoreszenzmikroskop - Eclipse Ni mit
Intensilight C-HGFI

Kamera - DS-Vil mit Digital Sight
Kamera - Moticam 3

Metallblockthermostat - EPT-130-36/18-
1,5/18-2,0

Monochromator-basierter Multi-
Detektions-Reader fir Mikroplatten -
Synergy HT
Monochromator-basierter Multi-
Detektions-Reader fur Mikroplatten -
Synergy MX

pH-Meter - C860

Plattformschuttler - Unimax 1010 mit
Inkubator 1000

Stepper - Multipette®plus

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach,
D

Motic Deutschland GmbH, Wetzlar, D

Carl Zeiss AG, Oberkochen, D

Carl Zeiss AG, Oberkochen, D

Nikon GmbH, Dusseldorf, D

Nikon GmbH, Dusseldorf, D
Motic Deutschland GmbH, Wetzlar, D

Gebr. Liebisch GmbH & Co. KG Labortechnik,
Bielefeld, D

BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA

BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA

Consort bvba, Turnhout, BL

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach,
D

Eppendorf AG, Hamburg, D
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Thermoschrank
Thermoschrank - IPP 500
Thermoschrank - Wtc
Vortexer - Vortex Genie 2
Waage - PT600

Waage - Si64

Zentrifuge - Centrifuge 5415D

Zentrifuge - Heraeus Megafuge 8

2.9 Software

Material

AQUALYTIC® Germany, Dortmund, D
Memmert GmbH + Co.KG, Schwabach, D
BINDER GmbH, Tuttlingen, D

Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA
Sartorius AG, Géttingen, D

Denver Instrument GmbH, Géttingen, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA

Software Hersteller
Excel 2013 Microsoft Cooperation, Redmond, WA, USA
Gen52.0 BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA

GraphPad Prism 6

ImageJ (Version 1.47v)

Motic Images Plus (Version 2.0)
NIS-Elements D 4.30.02

SPSS Statistics (Version 22)

GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA
Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA
Motic Deutschland GmbH, Wetzlar, D

Nikon GmbH, Dusseldorf, D

IBM Corp., Armonk, NY, USA
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Methoden

3 Methoden

3.1 in vitro-Methoden
3.1.1 Bestimmung der radikalfangenden Kapazitat (TEAC-Assay)

Die radikalfangenden Eigenschaften der zu untersuchenden Polyphenole wurden mittels dem TEAC
Assay bestimmt. Das Prinzip beruht auf der Reaktivitat von ABTS, das im oxidativen Milieu ein griines
Radikalkation bildet. Bei Reduktion des Kations durch Antioxidantien, kommt es zu einer Entfarbung der
Losung, welche photometrisch bestimmbar ist. Da sich die Abnahme der gemessenen Extinktion
proportional zur radikalfangenden Aktivitdt der Substanz verhalt, lasst sich anschlieend eine
quantitative Aussage Uber die antioxidative Kapazitat der Testsubstanz treffen. Als Referenz wurde das
synthetische Vitamin E-Derivat Trolox mitgefthrt.

Zu Beginn wurde eine ABTS-Radikallésung aus gleichen Teilen ABTS (14 mM) und APS (4,9 mM)
hergestellt und tGber Nacht im Dunkeln bei Raumtemperatur gelagert. AnschlieRend wurde die ABTS-
Lésung mit 70-%-igen Ethanol auf eine Absorption von 0,6 bei 734 nm in einer 96-Well-Platte mittels
Photometer (Synergy MX, BioTek Instruments, Inc) eingestellt. Von Trolox wurde eine
Verdinnungsreihe (OpM, 150 pM, 300 uM, 450 uM und 600 yM) und von den Naturstoffen eine 600 uM
konzentrierte Losung in 70 %-igen Ethanol hergestellt. Anschlieend wurden 10 pl der jeweiligen
Troloxverdinnung bzw. des Naturstoffes (600 uM) in je ein Well einer 96-Well-Platte pipettiert und 290
ul der eingestellten ABTS-L6sung auf jedes Well hinzugegeben. Folglich lagen die Endkonzentrationen
im Well fur Trolox bei 0, 5, 10, 20 und 25 uM und fir die Naturstoffe bei 100 uM. Als Leerwert wurden
300 pl 70 %-iger Ethanol verwendet. Nach 6 min Inkubation wurde die Absorption bei 734 nm im
Plattenlesegerat (Synergy MX, BioTek Instruments, Inc.) photometrisch bestimmt. Flavonoide, die die
ABTS-Absorption um tber 50 % reduzierten, wurden weiter zu Endkonzentration von 10, 25 und 50 pM
im Well verdiinnt, mit ABTS-Ldsung versetzt und erneut gemessen. Fir Pflanzenstoffe, die in einer
Konzentration von 10 uM die ABTS-Radikale fast vollstandig abfingen, wurde eine weitere Bestimmung
mit den Endkonzentration 1,25, 2,5 und 5 puM durchgefiihrt. Hierbei erfolgte die Messung im Triplikat.

Alle Versuche wurden dreimal durchgefihrt.

3.2 in vivo-Methoden
3.2.1 Kultivierung von C. elegans

Die Kultivierung der C. elegans Laborstamme erfolgte auf NGM-Agarplatten mit dem Uracil-auxotrophen
E. coli-Stamm OP50 als Nahrungsquelle in einem temperaturkontrolliertem Inkubator. Dafiir wurden 94
mm grof3e Petrischalen mit frisch hergestelltem NGMk-Agar befillite und nach einem Tag Aushértung
mit OP50 E. colis beimpft. Die Platten wurden anschliel3end tiber Nacht bei 37°C inkubiert, sodass sich
ein dichter Bakterienrasen bilden konnte. Nach dem Abkuhlen der Petrischalen auf Raumtemperatur

(RT) wurden diese bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

Der wildtypische N2 Stamm wurde bei 20°C im Inkubator gehalten und zweimal pro Woche auf eine
neue Platte (ibertragen, um Nahrungsmangel und Uberpopulation zu vermeiden. Die TJ356, CL2006,
LD001, CL2070, PD4251 und TK22-Stamme wurden ebenfalls bei 20 °C gehalten, wohingegen der
Stamm CL4176 bei 16°C kultiviert wurde.

31



Methoden
3.2.2 Kultivierung von Bakterienstammen

3.2.2.1 OP50 und OP50-1 E. coli

Fur die Kultivierung von C. elegans wurde ausschlieBlich der E. colis-Stamm OP50 und fir die
Experimente der Streptomycin (Strep)-resistente E. coli-Stamm OP50-1 eingesetzt.

Bei der Herstellung einer OP50-Bakterienkultur wurde zuerst eine Einzelkolonie von einer LB-
Stammplatte in 200 ml LB-Medium in einem Erlenmeyerkolben ubertragen. Anschlieend wurde der
Ansatz fur ca. 18 h bei 37°C schittelnd (200-220 rpm) inkubiert (Unimax 1010, Heideloph Instruments
GmbH & Co.KG). Die frisch gewachsene E. coli-Suspension wurde nun aus dem Kolben in vier 50 ml-
Réhrchen Gberfihrt und bei 4500 rpm fiir 15 min zentrifugiert (Heraeus Megafuge 8, Thermo Fisher
Scientific, Inc.). Zur Aufkonzentrierung der OP50-Bakterien wurde der Uberstand aller R6hrchen bis auf
10 ml verworfen, das Bakterienpellet resuspendiert, anschlieRend vereinigt und in 2 ml-
ReaktionsgefaRe pipettiert. Analog dazu wurde die OP50-1 E. coli-Kultur aufgearbeitet. Fiur die
Kultivierung wurden jedoch 50 pug/ml Strep aus einer 100 mg/ml Stocklésung hinzugegeben und die
Aufkonzentrierung erfolgte in einem Volumen von 1,5 ml. Um eine mogliche Kontamination
auszuschlieRen, wurde ein 3-Osenausstrich der frischen Kultur auf einer LB-Agarplatte angefertigt und
diese bei 37°C Uber Nacht inkubiert. AnschlieRend wurde der Ausstrich mikroskopisch auf Reinheit
Uberpruft.

Fir die OP50-1 E. colis wurde eine Konzentrationsbestimmung durchgefuhrt. Hierfir wurde der
konzentrierte Bakterienansatz 1:200 mit Wasser verdinnt und die Optische Dichte (OD) bei 600 nm
bestimmt (Synergy MX, BioTek Instruments, Inc.). Die Messung wurde in Doppelbestimmung
durchgefiihrt. Zur ad libidum Fitterung von C. elegans wurden 10° koloniebildende Einheiten (KBE)/ml
in die Inkubationslosung eingesetzt. Die Berechnung des einzusetzenden Volumens erfolgte nach

folgender Formel:

1.

0Dy, = ODyw X Verdlinnungsfaktor
2.

10° X 1ml _ KBE
ODkal - ml

9 KBE
ml

gegeben, dass: ODgpp = 1 = 10

ODyw = Mittelwert der gemessenen OD aus zwei Verdiinnungen einer Probe
ODy.1 = kalkulierte OD einer Probe

Die konzentrierten Bakterien und die LB-Stammplatte wurden bei 4°C gelagert. Die hergestellten OP50-
1 E. colis wurden am nachsten Tag hitzeinaktiviert. Hierbei erfolgte eine Uberfiihrung von max. 500 pl
Bakteriensuspension in ein neues 2 ml-Reaktionsgefaf3, welches fiir 30 min bei 65°C in den Metallblock-
Thermostat (EPT-130-36/18-1,5/18-2,0, Gebr. Liebisch GmbH & Co. KG Labortechnik) gestellt wurde.
Eine Uberprufung der Hitzeinaktivierung wurde mittels 3-Osenausstrich analog zur
Kontaminationstberprifung durchgefiihrt. Die abgettteten OP50-1 E. colis wurden anschlieend 1:1

mit Einfrierldsung verdunnt, aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert.
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3.2.2.2 HT115E. coli

Fur RNAI-Experimente wurde der Ribonuklease (RNase) llI-defizienten E. coli Stamm HT115 mit einem
T7-Expressionssystem (DE3) verwendet. Dieser Stamm ist Tet-resistent und enthélt eine IPTG-
induzierbare Polymeraseaktivitdt aus der Bakteriophage T7. In E. colis wird die Expression von
Proteinen fur den Laktosemetabolismus durch das lac Operon reguliert. Das lac Operon ist eine
Funktionseinheit der genomischen DNA, an die die E. coli-Polymerase bindet, um die mRNA fur die
Laktose-metabolisierenden Enzyme LacZ, LacY- und LacA zu transkribieren. In Abwesenheit von
Laktose fungiert das Protein des lacl Gens als Repressor des lac Operons. Eine Bindung von Allolaktose
bzw. IPTG an den lac-Repressor verandert dessen Konformation. Der lac-Repressor dissoziiert von der
DNA und die E. coli-Polymerase kann an das lac Operon binden. In dem HT115 (DE3) Stamm wurde
zusatzlich der L4440 (pPD129.36)-Klonierungsvektor transformiert (Abb. 12). Dieser enthalt zwei
Bakteriophage-T7 Polymerasepromotoren in entgegengesetzter Orientierung, die durch eine Multiple
Klonierungsstelle (MKS) voneinander getrennt sind. In die MKS kénnen Poylmerasekettenreaktion
(PCR)-Amplifikate des zu untersuchenden Gens (gene of interest (GOI)) kloniert werden. Die in
Anwesenheit von IPTG exprimierte T7 Polymerase transkribiert nun das eingefugte Gen in der MCS.
Das hier gentechnisch eingefligte Gen fur die T7-RNA-Polymerase in das E. coli-Chromosom wird durch
das E. coli lac-Operon reguliert. In Anwesenheit von IPTG dissoziiert der lac-Repressor von der DNA
und die E. coli-Polymerase exprimiert die T7 Polymerase. Der Klonierungsvektor enthélt auRerdem ein
Amp-Resistenzgen. Bei Hinzufiigen von Amp wahrend der HT115-Kultivierung wird sichergestellt, dass
sich nur die HT115-Bakterien vermehren, die auch den Klonierungsvektor tragen.

Ein eingebautes Tn10 Transposon unterbricht das rnc14 Gene, das fir die RNase IlI-Aktivitat der HT115
E. colis verantwortlich ist. Das Tn1l0 Transposon enthdlt zusatzliche eine Tet-Resistenz. Durch die

Zugabe von Tet bei der Kultivierung von HT115 E. colis bleibt somit die RNase IlI-Defizienz erhalten.

. PCR~

product N

L4440
double-T7
vector

T7 promoter T7 promoter

AmpR

HT115(DE3)

Abbildung 12: Schematische Darstellung des HT115-Klonierungsvektors.
(Kamath et al. 2000). Amp = Ampicillin, PCR product = Polymerasekettenreaktionsamplifikat des zu
untersuchenden Gens.

Die Kultivierung von HT115-E. colis erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie die Herstellung einer OP50-
1 E. coli -Kultur. Als Einzelkolonieplatten wurden jedoch LB-Platten mit 50 pg/ml Amp (Stocklésung: 100
mg/ml) und 12,5 pg/ml Tet (Stockldsung: 5mg/ml) hergestellt. Von diesen Stammplatten wurde eine
Einzelkolonie abgetragen und in einen Erlenmeyerkolben mit LB-Medium und 50 pg/ml Amp tberfuhrt
und fur 18 h bei 37°C geschdttelt (Unimax 1010, Heideloph Instruments GmbH & Co.KG).

AnschlieRend wurde 1 mM IPTG (Stocklésung: 0,5 M) hinzugegeben und die Kultur wurde fir weitere

4 h bei 37°C geschuttelt, um die Transkription dopplestrangiger RNAs des gewiinschten Zielgens zu

33



Methoden
induzieren. Es folgten Aufkonzentrierung, Konzentrationsbestimmung, Hitzeinaktivierung und

Kontaminationsuberprifung analog zur Kultivierung von OP50-1 E. colis.
3.2.3 Synchronisation von C. elegans

Fur alle Experimente wurden alterssynchrone Tiere eingesetzt. Hierzu wurden die Nematoden mittels

Bleiche- oder Eiablage-Methode synchronisiert.
3.2.3.1 Bleichesynchronisation

Fur die Bleichesynchronisation wurden graviden Tieren mit 2,5 ml NGMk von einer dicht bewachsenen
Kulturplatte abgespilt und mittels Pipette in ein 2 ml-Reaktionsgefal tberfiihrt. Nach Absinken der
Nematoden auf den Boden des ReaktionsgefaRRes wurde der Uberstand verworfen und die Tiere mit
500 pl einer Bleichelésung fur 1,5 min behandelt. Die Bleicheldsung bestand aus gleichen Teilen einer
5 M NaOH- und einer 13 % NaClO-Ldsung. Nach Zentrifugieren der Tiere bei 7500 rpm fir 1 min
(Centrifuge 5415D, Eppendorf AG) wurde der Uberstand verworfen, die Nematoden in 2 ml NGMk
gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Waschschritt wurde dreimal wiederholt, wobei im letzten Schritt
der Uberstand bis auf ca. 500 ul entfernt wurde und das Pellet aus Eiern und toten Nematoden
resuspendiert und auf eine neue NGMk-Platte mit ausgestrichenen OP50 Uberfihrt wurde. Die
geschlipften Nematoden konnten nach 2,5 Tagen bei 20°C als L4-Larven bzw. jung adulte Tiere fir
das Experiment eingesetzt werden. Die Bleichesynchronisation wurde fir die Stamme N2, TJ356,
CL2006 und TK22 vorgenommen.

3.2.3.2 Synchronisation per Eiablage

Die Synchronisation per Eiablage wurde fur eine Behandlung ab dem Ei-Stadium fur den
temperatursensitiven Stamm CL4176 sowie fir die Stamme TJ356, LD001, CL2070 und PD4251
angewandt. Hierbei wurden gravide Nematoden von einer Kulturplatte in 1,5 ml flissiges NGMk mit
hitzeinaktivierten OP50-1 oder HT115 E. colis Uberfiihrt und fir 4 h bei 16°C (CL4176) bzw. 20°C
(TJ356, LDOO1, CL2070, PD45251) inkubiert. Anschlie3end wurden die abgelegten Eier mittels Pipette

in die Inkubationslésung tberfuhrt.
3.2.4 Naturstoffinkubation von C. elegans

Die Behandlung von C. elegans mit den Naturstoffen erfolgte ab dem L4- oder jung adultem Stadium in
1,5 ml Inkubationsmedium in 35 mm gro3en Petrischalen. Inkubationen ab dem Ei-Stadium wurden in
12-Well-Platten mit je 0,7 ml Medium pro Well durchgefihrt. Die Inkubationsschemata fir die einzelnen
Versuche sind in Abb. 13 dargestellt. Das Standard-Inkubationsmedium mit den Pflanzenextrakten und

den Reinsubstanzen setzte sich aus folgenden Bestandteilen zusammen:

Hibiskus-Extrakt Hopfen-Extrakt Reinsubstanzen

0/ 0,5/ 1 mg/ml Extrakt | DMSO/ 0,125/ 0,25/ 0,5 mg/ml Extrakt | DMSO/ 50/ 100 uM Substanz

50 pg/ml Strep 1 % BSA mit 50 pg/ml Strep 1 % BSA mit 50 pg/ml Strep
NGMk NGMk NGMk
10° OP50-1/ml (lebend) 10° OP50-1/ml (lebend) 10° OP50-1/ml (inaktiviert)
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Das Hibiskus-Extrakt wurde zuvor in einer Konzentration von 10 mg/ml in NGMk geldst. Die

Kontrollgruppe enthielt anstatt dem Extrakt die entsprechende Menge NGMkK. Von dem Hopfenextrakt
und den Reinsubstanzen wurden 250 mg/ml- bzw. 100- und 50 mM-Stocklésungen in DMSO hergestellt.
Die Kontrollgruppe erhielt anstatt den Pflanzenstoff den entsprechenden Anteil DMSO (0,2 oder 0,1 %).
NGMk diente als Basismedium und BSA als Trager fur den Pflanzenstoff. Das Antibiotika Strep wurde
zur Verhinderung von bakteriellen Kontaminationen eingesetzt und die Strep-resistenten OP50-1 E.
colis dienten als Nahrungsquelle und wurden fir die Reinsubstanzinkubation standardmaRig
hitzeinaktiviert, um eine mogliche Wirkung des Naturstoffes auf die Bakterien auszuschlie3en.
Ausgenommen sind hierbei die Experimente mit Lignanen, bei denen lebenden OP50-1 E. colis
verwendet wurden. Fir die RNAi-Experimente wurden die entsprechenden hitzeinaktivierte IPTG-
induzierte HT115 E. colis eingesetzt. Anstelle von Strep wurde dem BSA-Mix 50 pg/ml Amp und 12,5
pg/ml Tet hinzugesetzt. Die Behandlungs- und DMSO-Kontrollgruppen wurden mit Leer-Vektor-HT115-
Bakterien bzw. GOI-Vektor-HT115-Bakterien inkubiert.

Methode Zeit (d)
(Stamm)

0 24 48 64 72 88 96
AB- 16°C c

25°C

Toxizitat A H Py
(CL4178) Ei

20°C
AB-Plagues A A Py
(CL2006) La/

jung adult

16°C A
AB-DCF A j 25°C
(CL4176) Ei

20°C
Wildtyp- A A PY
DCF L4/
(N2) jung adult

20°C
Sytox tM A 9
(N2) .

jung adult

20°C
DAF-16-
Lokalisa- L4
tion E )
(TJ356) !
SKN-1- 20°¢
Lokalisa- A PY
tion Ei
(LD0O1)
ESP-16._2- io °C 35°C 20°C
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(CL2070) A Ermeuerung des

Abbildung 13: Ubersicht der Inkubationsschemata.
AB = Amyloid beta Protein, DAF= Dauergen (abnormal DAuer Formation), DCF = Dichlorofluorescein,
HSP = Hitzeschockprotein, SKN = SKiNhead.

Inkubationsmediums
Start der Messung
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3.2.5 Untersuchung der APi42-induzierten Paralyse in C. elegans (APi-42-

Toxizitatsassay)

Um zu untersuchen, ob Pflanzenextrakte und Polyphenole schiitzend gegentber Morbus Alzheimer
wirken kénnen, wurde der transgener C. elegans-Stamm CL4176 mit temperaturinduzierbarer ABi-42-
Expression verwendet. Die Etablierung der ABi.42-Toxizitdtsmethode erfolgte nach den Protokoll von
Dostal et al. (2010) und Regitz et al. (2014) mit leichten Abanderungen: Die Nematoden des Stammes
CL4176 wurden ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit unterschiedlichen Konzentrationen Coffein als
Positivkontrolle bzw. ddH20 in 0,8 ml Flussigmedium behandelt. Es wurde ebenfalls ein Inkubationen
mit 10, 50 und 100 uM Quercetin bzw. 0,1 % DMSO durchgefiihrt, um die Standardkonzentration fir
Flavonole im ABi-42-ToxXizitdtsassay zu ermitteln.

Nach Festlegung der experimentellen Bedingungen wurden die Versuche mit den Extrakten bzw.
Reinsubstanzen wie folgt durchgefiihrt: adulte Nematoden vom Stamm CL4176 wurden per Eiablage in
1,5 ml flissigem NGMk mit den jeweiligen E.colis bei 16°C synchronisiert (Siehe 3.2.3.2 Synchronisation
per Eiablage). AnschlieBend wurden ca. 60 Eier in das jeweilige Inkubationsmedium mit dem
Pflanzenextrakt, der Reinsubstanz oder der entsprechenden Kontrollldsung mit der Pipette tUberfihrt
und fur 64 h bei 16°C inkubiert. AnschlieRend wurden ca. 40 Larven pro Gruppe auf je eine 60 mm
groBe NGMKkK-Platte mit OP50-Bakterien Uberfiihrt und bei 25°C gestellt. Die NGMk-Platten wurden
zuvor frisch hergestellt und nicht langer als zwei Wochen gelagert. Drei Tage vor Beginn der Paralyse-
Testung wurden 250 pl frisch hergestellte OP50-E.colis, deren ODeoo mit autoklavierten ddH20 auf 0,4
bis 0,6 eingestellt wurde (Synergy MX, BioTek Instruments, Inc.), auf die Platten ausgestrichen. Nach
24 h Inkubation bei 25°C wurden die Tiere aller 2 h mit einem Platindraht untersucht, um das Einsetzen
der Paralyse festzustellen. Tiere, die keine Bewegung zeigten oder nur den Kopf bewegten, wurden als
Lparalysiert” klassifiziert. Verlorengegangene oder verletzte Tiere wurden zensiert.

Fur die RNAi-Experimente wurden die synchronisierten Eier der CL4176-Tiere in RNAI-
Inkubationsmedium + Reinsubstanz oder DMSO mit entsprechenden leer-Vektor oder GOI-Vektor
HT115 E. colis fir 64 h bei 16°C inkubiert. Die Gruppen wurden auf 60 mm grof3e NGM-RNAI-
Futterungsplatten mit den entsprechenden HT115 E. colis Uberflhrt, zeitversetzt bei 25°C gestellt und

nach 24 h aller 2 Stunden auf die Paralyse Uberpruft.

3.2.6 Bestimmung der Aggregation von Amyloid beta-Plaques in C. elegans (ThS-
Assay)

Im menschlichen Gehirn bilden AB1-42-Peptide Fibrillen und aggregieren zu unléslichen Plaques, welche
als Kennzeichen von Morbus Alzheimer gelten. Da der transgene C. elegans Stamm CL4176
hauptsachlich niedermolekulare AB-Peptide bildet, wurde der CL2006 Stamm verwendet. In diesem
Stamm aggregieren die ABi-42-Peptide zu Plaques, die Uber B-Faltblattstruktur-bindende Farbstoffe
nachgewiesen werden kénnen (Drake 2003).

Zur Untersuchung des Einfluss von Flavonoiden auf die Aggregation von ABi.42-Peptiden wurde der
Farbstoff ThS verwendet (Abb. 14). ThS hat eine hohe Sensitivitdt gegenuber héhermolekularen AB-
Ablagerungen, wohingegen verwandte Farbstoffe mit verschiedene AB-Spezies assoziieren. Nach

Bindung an 3-Faltblattstrukturen zeigt der Farbstoff eine verstarkte grine Fluoreszenz.
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Abbildung 14: Thioflavin S, Fluoreszenzfarbstoff fiir die Markierung von A Plaques.

Fur die Experimente wurden ca. 100 synchronisierte L4 C. elegans vom Stamm CL2006 in 1,5 ml
Flussiginkubationsmedium mit dem Flavonoid oder der entsprechenden Kontrolle behandelt. Nach 24
h wurde das Medium erneuert und nach 48 h wurden die Nematoden fiir 1 hin 1,5 mI PBST gewaschen,
um Substanzreste und anhaftende Bakterien zu entfernen. AnschlieBend wurden die Tiere in 2 ml-
ReaktionsgefalRe mit 1 ml Fixierldsung, bestehend aus 4 % PFA in PBS, mit der Pipette tberfuhrt und
Uber Nacht bei 4°C gelagert. Nach zwei Waschschritten in PBST wurden 400 pl
Permeabilisierungslésung auf die Nematoden gegeben und die Anséatze wurden fir 24 h bei 37°C im
Dunkeln geschiittelt (Unimax 1010, Heidolph Instruments GmbH & Co.KG). Die Nematoden wurden
erneut zweimal in PBST gewaschen und anschlieRend geféarbt. Hierfir wurden die Tiere in 50 %
Ethanol, anschlieend in 0,125 % ThS-L&sung (in 50 % Ethanol) und erneut in 50 % Ethanol fur je 2
min inkubiert. Nach Entfernung des Ethanols folgte ein letzter Waschschritt in 10x PBST fir 2 min,
welches anschlie3end so weit entfernt wurde, dass die Nematoden in einem geringen Volumen auf die
Objekttrager pipettiert werden konnten. Um ein schnelles Ausbleichen der ThS-Fluoreszenz zu
verhindern wurden 5 pl einer DABCO-L6sung auf die Tiere pipettiert und der Objekttrager mit einem
Deckgléaschen und Vaseline versiegelt. Die Praparate wurden mittels Fluoreszenzmikroskop im GFP-
Filter und mit 20-facher VergrofRerung betrachtet. Alle Plagues, die im Schwanz- und Kopfbereich
sichtbar waren wurden gezahlt. Fir die Auswertung wurden die Tiere entsprechend der Anzahl der
gezahlten Plaques in vier Gruppen eingeteilt: A (0-15 Plaques/Tier), B (16-29 Plaques/Tier), C (30-45
Plaques/Tier) und D (> 45 Plaques/Tier). Jedes Experiment wurde mindestens dreimal durchgefiihrt.

3.2.7 Bestimmung der ROS-Akkumulation in wildtypischen C. elegans unter
thermalem Stress (Wildtyp-DCF-Assay)

Der Einfluss der Flavonoide auf die ROS-Konzentration in C. elegans wurde mittels der DCF-Methode
bestimmt. Das Prinzip beruht auf der Oxidierung des nicht fluoreszierenden 2°,7-
Dichlorodihydrofluoresceins (H2DCF) zum grun fluoreszierenden DCF. Die Intensitét des
Fluoreszenzsignals verhalt sich dabei proportional zur ROS-Menge im Nematoden. In dieser Arbeit
wurde das veresterte Derivat 2°,7"-H.DCF-Diacetat (DA) verwendet, welches passiv durch die
Zellmembran diffundiert. In der Zelle wird das Substrat von Esterasen zum H2DCF gespalten und
akkumuliert folglich intrazellulér.

Aufgrund der hohen oxidativen Empfindlichkeit der ROS-Sonde wurde eine 100 mM H2DCF-DA-
Stockldsung in DMSO hergestellt, welche bei -20°C eingefroren und nur einmal nach dem Auftauen
verwendet wurde. Die Akkumulierung von ROS in den Nematoden wurde durch die Applikation von

thermalem Stress (37°C) induziert.
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Fur die Versuche mit wildtypischen C. elegans (N2) wurden alterssynchrone L4 oder jung adulte

Nematoden in 1,5 ml Inkubationsmedium mit entsprechender Konzentration der Reinsubstanz oder
DMSO in 35 mm groRRen Petrischalen bei 20°C inkubiert. Die Tiere wurden nach 24 h in neues
Inkubationsmedium Uberfihrt und fir weiter 24 h bei 20°C inkubiert. AnschlieRend folgte ein
Waschschritt, um anhaftende Substanzreste und Bakterien zu entfernen. Hierbei wurden die
Nematoden in 1,5 ml PBST-Waschlosung Uberfuhrt und fur 1 h bei 20°C inkubiert. Fur die
Fluoreszenzmessung wurde eine 384-Well-Platte verwendet, die vorher mit 7 pl M9 pro Well befillt
wurde. Die Tiere wurden einzeln in 1 pl PBST mit der Kolbenhubpipette aufgesaugt und in jeweils ein
Well Gbertragen. Anschlielend wurden 2 pl einer 250 uM H2DCF-DA-LOsung in M9 hinzugegeben, um
eine Endkonzentration von 50 uM zu erhalten. Fir die Hintergrundmessung wurden 8 Wells mit 7 pl M9,
1 pl der PBST-Waschlésung und 2 pl 250 uM H2DCF-DA-L8sung bestlickt. Die Platte wurde mit einer
schwarzen Folie versiegelt, um eine Verdunstung zu verhindern. Die Fluoreszenz (Extinktion: 485 + 9
nm; Emission: 535 + 9 nm) wurde Uber 12 h im Fluoreszenzspektrometer (Synergy MX, BioTek
Instruments, Inc.) gemessen. Jeder Versuch wurde mindestens dreimal wiederholt, wobei 8 Nematoden

pro Gruppe eingesetzt wurden.

3.2.8 Bestimmung der ROS-Akkumulation in transgenen C. elegans-Modell fur

Morbus Alzheimer unter thermalem Stress (AB-DCF-Assay)

Fur die Bestimmung der ROS-Menge im transgenen Morbus Alzheimer-C. elegans-Stamm CL4176
wurde das DCF-Experiment modifiziert, um die gleichen Behandlungsbedingungen wie im ApB-
Toxizitdtsassay zu garantieren. Hierbei wurden die Tiere ab dem Ei-Stadium bei 16°C mit dem Naturstoff
oder der entsprechenden Kontrolle in Flissigmedium behandelt und nach 64 h auf 60 mm NGM-Platten
Uberfuihrt und bei 25°C gestellt. 24 h nach der Temperaturerhhung wurden die Nematoden zweimal in
PBST (1,5 ml) gewaschen und anschliel3end wie die wildtypischen Nematoden in eine 384-Well-Platte
Uberfuhrt, mit H.DCF-DA versetzt und im Fluoreszenzspektrometer gemessen (Extinktion: 485 + 9 nm;
Emission: 535 £ 9 nm; Synergy MX, BioTek Instruments, Inc.). Aufgrund der geringen Grol3e der
transgenen Nematoden wurden 10 Tiere pro Well im Triplikat eingesetzt. Jeder Versuch wurde

mindestens dreimal wiederholt, wobei 30 Nematoden pro Gruppe eingesetzt wurden.
3.2.9 Bestimmung der thermalen Stressresistenz in C. elegans (SYTOX-Assay)

Die thermale Stressresistenz von C. elegans wurde mithilfe der der SYTOX-Methode nach Gill et al.
(2003) und Kampkotter et al. (2007b) ermittelt. SYTOX Green ist ein griiner Fluoreszenzfarbstoff, der
nach Bindung an Nukleinsduren eine um 500-fach erhéhte Fluoreszenz aufweist. Der SYTOX-DNA-
Komplex besitzt bei Anregung mit Licht mit einer Wellenlange zwischen 450 und 490 nm ein
Emissionsmaximum, das bei 523 nm liegt. Da der Farbstoff nur Zellen mit unterbrochener
Membranintegritét passieren kann, wird die SYTOX-Fluoreszenz als Marker fiir Zellschdden und tote
Zellen eingesetzt.

Die Behandlung der Tiere erfolgte analog zur DCF-Methode im Wildtypen: Alterssynchrone L4 oder jung
adulte Nematoden wurde in 1,5 ml Inkubationsmedium mit entsprechender Konzentration Naturstoff
bzw. DMSO in 35 mm Petrischalen bei 20°C fir insgesamt 48 h inkubiert und taglich umgesetzt.
Anschlie3end wurden die Tiere fir 1 h in 1,5 ml PBST gewaschen und einzeln in je 1 yl PBST in die

Wells einer 384-Wellplatte tberfiihrt, wobei 8 Nematoden je Behandlungsgruppe eingesetzt wurden.
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Zuvor wurden die Wells mit je 9 pl PBS befillt. Fir die Hintergrundmessung wurden ebenfalls 8 Wells

mit je 9 ul PBS vorbereitet. Nach dem Uberfilhren der Tiere, wurden 10 pl der 2 uM SYTOX Green
Nucleid Acid Stain-Ldsung in jedes Well hinzugegeben. Die Platte wurde mit einer schwarzen Folie
versiegelt und die Fluoreszenz (Extinktion: 485 = 9 nm; Emission: 535 + 9 nm) fir 12 h bei 37°C
gemessen (Synergy MX, BioTek Instruments, Inc.). Aus den gemessenen Fluoreszenzwerten wurde
eine Fluoreszenzkurve fur jeden Nematoden ermittelt. Als Schwellenwert fir den Todeszeitpunkt wurde
der dreifache Mittelwert aus den ersten vier Fluoreszenzwerten festgelegt. Wenn die Fluoreszenzkurve
eines Tieres den individuellen Schwellenwert Giberschritt (,virtueller Todeszeitpunkt®), wurde diese als
tot eingestuft. Zensiert wurden jene Tiere, die beim Pipettieren in die 384-Wellplatte verletzt wurden.

Jeder Versuch wurde mindestens dreimal wiederholt.

3.2.10 Untersuchung der Lokalisation von GFP-gekoppelten Transkriptionsfaktoren

(Fluoreszenzmikroskopie)

Signalmolekile und zellulare Prozesse kénnen im transparenten Nematoden mittels der Expression von
GFP-Fusionsproteinen erforscht werden. Hierbei ist es mdgliche eine Aussage Uber die zellulare
Lokalisation von Proteinen zu treffen. Da Transkriptionsfaktoren in den Zellkern gelangen missen, um
die Transkription von Zielgenen zu regulieren, wurde zur Vereinfachung nur zwischen einer

zytosolischen und nukledren Lokalisation von GFP-gekoppelten Transkriptionsfaktoren unterschieden.
3.2.10.1 Untersuchung der DAF-16::GFP-Lokalisation in C. elegans

Der transgenen C. elegans Stamme TJ356 Uberexprimiert ein DAF-16 a/b::GFP Fusionsprotein und
enthalt zusatzlich den Selektionsmarker rol6, der ein mutiertes Kollagengen codiert, dessen Expression
zum ,Roller® Phanotyp fihrt (Abb. 15) (Henderson & Johnson 2001).

daf-16 daf-16 a/b

gfp e 3

C. elegans Promotor codierende Sequenzen

Abbildung 15: Schematische Darstellung des daf-16a/B::gfp-Genkonstrukts im transgenen C.
elegans Stamm TJ356.
daf = Dauergen (abnormal DAuer Formation), gfp = griin fluoreszierendes Protein.

Zur Untersuchung des Einflusses von Polyphenolen auf die zellulare DAF-16-Lokalisation wurden eine
Kurzzeit- und eine Langzeitinkubation durchgefuhrt. Fir die Kurzzeitinkubation wurden 40
synchronisierte L4-Larven fir 1 h bei 20°C in 1,5 ml Inkubationslésung mit dem Naturstoff bzw. DMSO
in entsprechender Konzentration inkubiert. Die Langzeitinkubation erfolgte ab dem Ei-Stadium fiir 64 h
bei 20°C in 0,7 ml Inkubationsmedium in einer 12-Well-Platte. AnschlieBend wurden 40 Nematoden in
9 pl Inkubationslésung auf den Objekttrager tberfuhrt und mit 9 pl einer 10 mM Levamisollésung sediert.
Nach dem Abdecken des Praparates mit einem Deckglaschen und Vaseline wurden die Tiere unter dem
Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Carl Zeiss AG/ Eclipse Ni, Nikon GmbH) mit passenden GFP-Filter
bei 20-facher Vergrolierung innerhalb von 10 min analysiert. Nematoden, bei denen tiber den gesamten

Korper hinweg die GFP-Fluoreszenz in den Zellkernen sichtbar war, wurden als ,nuklear” eingestuft,
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wohingegen Tiere mit einer diffusen Fluoreszenz als ,zytosolisch“ klassifiziert wurden. Als

Positivkontrolle diente ein finfminltiger Hitzestress bei 37°C oder eine einstiindige Behandlung mit den
Flavonoid Negletein, welches zuvor als DAF-16-Aktivator identifiziert wurde. Jeder Versuch wurde

mindestens dreimal wiederholt.
3.2.10.2 Untersuchung der SKN-1::GFP-Lokalisation in C. elegans

Der transgene C. elegans Stamm LDO001 enthdlt ein Fusionsprotein aus SKN-1b/c und GFP sowie den
Selektionsmarker rol-6 (Abb. 16) (An & Blackwell 2003).
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Abbildung 16: Schematische Darstellung des skn-1b/c::gfp-Genkonstrukts im transgenen C.
elegans Stamm LDOO1.
gfp = grun fluoreszierendes Protein, skn = SKiNhead.

Der Einfluss von Polyphenolen auf die zellulare SKN-1b/c::GFP-Lokalisation wurde mittels
Langzeitinkubation ab Ei-Stadium untersucht. Die Versuchsdurchfiihrung gestaltete sich analog zum
DAF-16::GFP-Versuch. Nematoden, bei denen die GFP-Fluoreszenz in mehr als drei Darmzellkernen
sichtbar war, wurden als ,nuklear” eingeteilt und Tiere, die eine diffuse grine Fluoreszenz aufwiesen,
wurden als ,zytosolisch® eingestuft. Als Positivkontrolle wurde eine einstiindige Inkubation 10 mM H20:2

verwendet. Jedes Experiment wurde dreimal wiederholt.
3.2.11 Untersuchung der HSP16.2- und MYOSIN-3-Proteinexpression in C. elegans

Der Einfluss von ausgewahlten Polyphenolen auf die HSP16.2-Proteinexpression in C. elegans wurde
mittels dem transgenen Stamm CL2070, der dein Fusionsprotein aus HSP-16.2 und GFP exprimiert,
untersucht (Abb. 17) (Link et al. 1999).

hsp-16.2 —1 hsp-16.2
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Abbildung 17: Schematische Darstellung des hsp-16.2::gfp-Genkonstrukts im transgenen C.
elegans Stamm CL2070.
gfp = Grin fluoreszierendes Protein, hsp = Hitzeschockprotein.

Hierfur wurden die Tiere, analog zum AB-Toxizitatstest, ab dem Ei-Stadium fiir 64 h bei 20°C in 0,7 ml
Inkubationsmedium mit 50 uM oder 100 pM des Flavonoids oder entsprechendem Anteil DMSO in einer
12-Well-Platte behandelt. AnschlieBend wurden 80 Nematoden pro Gruppe in je ein Well einer neuen
12-Well-Platte mit 0,7 ml NGMk und hitzeinaktivierten OP50-1 E. colis mit der Pipette Ubertragen und
fir 45 min bei 35°C inkubiert (Synergy MX, BioTek Instruments, Inc.). Nach einer 24-stiindigen
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Regenerationsphase bei 20°C wurden 3 Wells einer 384-Wellplatte mit je 20 Nematoden befllt und die

Fluoreszenz (Extinktion: 488 = 9 nm und Emission: 511 + 9 nm) im Plattenlesegerat (Synergy MX,
BioTek Instruments, Inc.) gemessen. Zuvor wurde die optimale Dauer des Hitzeschocks bestimmt und
die Sensitivitat der Messung im Fluoreszenzspektrometer mit der im Fluoreszenzmikroskop (Eclipse Ni,
Nikon GmbH) vergleichen (Anh. Abb. 62). Hierbei stellte sich heraus, dass die Messung der HSP-16.2-
Expression im Fluoreszenzspektrometer durch die Groflie der Nematoden beeinflusst wird. Aus diesem
Grund wurden Nematoden vom Stamm PD4251, welche ein Konstrukt aus MYOSIN-3 (MYO-3) und
GFP exprimieren (Abb. 18), analog zu den CL2070-Tieren behandelt und folglich als Indikator fir die
Grol3e der Tiere betrachtet. Auch hier wurde zuvor die manuelle GréRBenmessung der PD4251-Tiere
(Siehe 3.2.12) der GFP-Messung im Fluoreszenzspektrometer (Synergy MX, BioTek Instruments, Inc.)

gegeniber gestellt (Anh. Abb. 63). Jeder Versuch wurde mindestens dreimal wiederholt.

5 myo-3 NLS gfp lacZ — 3
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Abbildung 18: Schematische Darstellung des myo-3p::GFP-LacZ(NLS) + myo-3p::mitochondrial
gfp-Genkonstrukts im transgenen C. elegans Stamm PD4251.

gfp = grin fluoreszierendes Protein, MtLS = mitochondriale Lokalisierungssequenz, NLS = nukleé&re
Lokalisierungssequenz.

3.2.12 GrolRenmessung von C. elegans

PD4521 Tiere wurden ab dem Ei-Stadium in 0,7 ml Inkubationsmedium mit 0,1 % DMSO und lebenden
oder hitzeinaktivierten OP50-1 E.colis inkubiert. Es erfolgte eine tagliche Bestimmung der Flache der
Tiere, wobei 20 Larven in 9 pl Inkubationsmedium auf einen Objekttrager Ubertragen und mit 9 ul einer
10 mM Levamisollésung sediert wurden. Nach dem Abdecken des Praparates mit einem Deckglaschen
wurden die Tiere bei funffacher Vergré3erung fotografiert (Binokular - Stemi 2000, Carl Zeiss GmbH
und Motic Images Plus (Version 2.0), Motic Deutschland GmbH). Die Flache der einzelnen Nematoden
wurde anschlielBend mit Image J (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) vermessen. Die
Flache der Tiere wurde an den ersten vier Lebenstagen bestimmt. Versuche mit lebende OP50 E.colis
wurden zweimal und mit hitzeinaktivierten E.colis einmal durchgefihrt.

3.2.13 Lebensspannenanalyse von C. elegans

Die Lebensspannenanalyse wurde mit den C. elegans-Stdmmen N2 und TK22 durchgefihrt. Hierflr
wurden 50 alterssynchrone L4 Larven bzw. junge adulte Nematoden in 1,5 ml Inkubationsmedium mit
dem zu untersuchenden Naturstoff (100 uM) oder der Lésemittelkontrolle DMSO tberfuhrt und bei 25°C
inkubiert. Der erste Tag der Inkubation entsprach Tag O der Lebensspanne. Um eine mdgliche
Vermischung mit Nachkommen zu verhindern, wurde zusétzlich 0,12 mM FUDR in der reproduktiven
Periode (bis zum Tag dreizehn der Behandlung) eingesetzt. FUDR ist ein DNA-Synthese-Inhibitor, der

die Entwicklung vom Ei zur Larve inhibiert.
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Die Tiere wurden fiinfmal pro Woche auf ihr Uberleben uberpriift und in frisches Inkubationsmedium
Uberfuhrt. Zu diesem Zweck wurde die touch-provoked movement-Methode angewandt, bei der die
Tiere mit einem Platindraht am Kopf- und Schwanzende berihrt werden, um eine Bewegung
hervorzurufen. Wenn nach 3 s keine Reaktion erfolgt, wird der entsprechende Nematode in der
Korpermitte bertihrt. Bei ausbleibender Bewegung wird das Tier als ,tot* klassifiziert und aus dem
Medium entfernt. Individuen, die herausgestilpte Organe aufwiesen oder verloren gegangen waren,
wurden bei der Auswertung zensiert. Lebende Tiere wurden anschlieBend in frisches

Inkubationsmedium Uberfuhrt. Jedes Experiment wurde mindestens dreimal durchgefunhrt.
3.3 Statistik

Die Statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels GraphPad Prism 6 und SPSS Statistics. Fir den
Mittelwertvergleich von zwei Gruppen wurde der unpaired t-test und von mehr als zwei Gruppen die
one-way oder two-way ANOVA mit Bonferroni's multiplen Vergleichstest angewandt.
Uberlebensanalyse wurden mittels Kaplan-Meier-Schatzung und log-rank (Mantel-Cox) test ermittelt.
Werte galten als signifikant unterschiedlich, wenn das Signifikanzwert (p) kleiner gleich 0,05 war: *: p <
0,05, **: p < 0,01, ***: p <0,001.
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4 Ergebnisse

4.1 Pflanzenextrakte

4.1.1 Modulation der ABi-42-Toxizitat im transgenen C. elegans-Modell fir Morbus

Alzheimer

Zuerst wurde der Einfluss von flavonoidreichen Pflanzenextrakten auf die APi-42-Toxizitat in vivo
untersucht. Zu diesem Zweck wurde der transgene C. elegans Stamm CL4176, der das humane
AB1-42-Peptid temperaturabhangig in den Koérperwandmuskelzellen exprimiert, analysiert. Die ABi-a2-
Toxizitat aullert sich in diesem Stamm durch die Paralyse des Koérpers, wobei der Zeitpunkt des
Eintretens der LAhmung fir jeden Nematoden erfasst werden kann. Sowohl das HE als auch HOE
reduzierten die APi42-Toxizitat in C. elegans (Abb. 19): Die Inkubation mit 0,5 und 1 mg/ml HE
verlangerte die mittlere Zeitspanne bis zum Eintreten der Paralyse um 0,8 h (p = 0,002) und 0,9 h (p <
0,001) gegeniiber der Kontrolle. Die HOE-Behandlung zeigte ebenfalls eine konzentrationsabhéngige
Protektion und verlangerte die mittlere paralysefreie Zeit um 0,7 h (0,125 mg/ml, p = 0,004), 1,1 h (0,25
mg/ml, p < 0,001) und 1,2 h (0,5 mg/ml, p < 0,001) im Vergleich mit der DMSO-Gruppe. Bei der
Konzentration von 0,5 mg/ml wies das HOE eine um ca. 30 % potentere Wirkung als das HE gegenuber
der ABi42-Toxizitdt in den CL4176-Nematoden auf. Die mittleren und medianen Zeitpunkte des

Paralyseeintritts aller Behandlungsgruppen sind in Tabelle 1 ersichtlich.
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Abbildung 19: Einfluss von Pflanzenextrakten auf die ABi.4>-Toxizitat in C. elegans.

Nematoden vom transgenen Stamm CL4176, die das humane AB1-42-Peptid temperaturabhangig in den
Kdrperwandmuskelzellen exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fur 64 h mit dem Extrakten bzw.
entsprechender Kontrolle bei 16°C inkubiert. Anschlie3end erfolgte eine Temperaturerh6hung auf 25°C
fur 24 h. Mittels touch-provoked movement wurde das Eintreten der Paralyse festgestellt. Angegeben
sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven, n = 3 (40 Individuen/Versuch), **p < 0,01, ***p < 0,001 (Log-rank
(Mantel-Cox) Test) im Vergleich zur DMSO-Gruppe. Die Daten zu dem Hibiskus-Extrakt wurden von
Frau Nora Weldle im Rahmen ihrer Masterarbeit erstellt. HE = Hibiskus-Extrakt, HOE = Hopfen-Extrakt.
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Tabelle 1: Einfluss von Pflanzenextrakten auf die Paralyse im transgenen C. elegans-Stamm
CLA4176.
DMSO = Dimethylsulfoxid, HE = Hibiskus-Extrakt, HOE = Hopfenextrakt, SEM = Standardfehler.

mittlere Zeit (h) bis mediane Zeit (h) bis

Behandlung zum Eintreten der zum Eintreten der n (Iopg-YI\ézrrfk)
Paralyse + SEM Paralyse = SEM

Kontrolle (NGMKk) 31,6 + 0,202 32 £ 0,307 120

0,5 mg/ml HE 32,4+£0,184 34 +0,633 120 0,002

1 mg/ml HE 32,5+0,178 34 £ 0,030 120 <0,001
Kontrolle (0,2 % DMSO) 29,7 + 0,154 30+0,172 120

0,125 mg/ml HOE 30,4 £ 0,150 30+0,179 110 0,004
0,250 mg/ml HOE 30,8 + 0,154 30 £ 0,221 119 <0,001
0,500 mg/ml HOE 30,9 £ 0,169 30+0,275 120 <0,001

4.2 Flavonoide

4.2.1 Modulation der ABi-42-Toxizitat im transgenen C. elegans-Modell fir Morbus

Alzheimer

Zur Identifizierung bioaktiver Flavonoide aus den Pflanzenextrakten wurde der Einfluss von Flavonolen
und Flavanonen auf die ABi42-Toxizitdt im transgenen C. elegans Stamm CL4176 untersucht. Im
Vordergrund stand dabei eine Strukturwirkungsbeziehung der Substanzen. Zur Untersuchung der
Flavonole wurden Quercetin als Leitsubstanz und die strukturverwandten Verbindungen Fisetin,
Galangin, Morin, und Myricetin ausgewahlt. Fir Quercetin wurde zuvor eine konzentrationsabhangige
Untersuchung durchgefiihrt, wobei sich bei 50 uM die starkste Protektion gegentber der AB1-42-Toxizitét
in C. elegans einstellte (Anh. Abb. 57). Aus diesem Grund wurden alle strukturverwandten
Verbindungen in derselben Konzentration eingesetzt. Von den untersuchten Flavonolen zeigten, bis auf
Fisetin, alle Substanzen eine protektive Wirkung gegentber der ABi42-Toxizitat in C. elegans (Abb.
20A). Eine Behandlung mit Quercetin oder Galangin verlangerte die mittlere Zeitspanne bis zum
Eintreten der Paralyse der Nematoden statistisch signifikant um 0,9 h (<0,001) bzw. 0,7 h (p = 0,026)
im Vergleich zur DMSO-Behandlung. Die Myricetin-Gruppe (50 uM) zeigte eine vergleichbare
Verschiebung der mittleren paralysefreien Zeit wie die Galangin-Gruppe (0,7 h, p = 0,014) gegentiber
den DMSO-behandelten Tieren. Die stéarkste Protektion wurde durch eine Inkubation mit Morin erreicht,
wobei die mittlere Zeitspanne bis zum Eintreten der Paralyse von C. elegans um 0,9 h (p = 0,001) im
Vergleich zur Kontrollgruppe verlangert wurde.

Zur Untersuchung der Flavanone wurde Naringenin als Leitsubstanz gewahlt und die strukturverwandte
Verbindung LQ. Die Behandlung mit 100 uM Naringenin zeigte keinen Einfluss auf das Eintreten der
ABi42-induzierten Paralyse in C. elegans, wohingegen eine Inkubation mit 100 uM LQ die mittlere
paralysefreie Zeit um 0,6 h (p = 0,032) verlangerte (Abb. 20B). Eine Inkubation mit 50 uM LQ zeigte
keine statistisch signifikante Wirkung auf das Paralyseverhalten der Nematoden (Anh. Abb. 64). Die
mittleren und medianen Zeiten bis zum Paralyseeintritt aller Behandlungsgruppen sind in Tabelle 2

dargestellit.
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Abbildung 20: Einfluss von Flavonoiden auf die AB1.4>- Toxizitat in C. elegans.

A. 50 pM Flavonole,

B. 100 pM Flavanone.
Nematoden vom transgenen Stamm CL4176, die das humane AB1-42-Peptid temperaturabhéngig in den
Kdérperwandmuskelzellen exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit dem Flavonoid bzw.
0,1 % DMSO bei 16°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Temperaturerhéhung auf 25°C fir 24 h,
wobei die Tiere zeitversetzte auf NGM-Platten Uberfuihrt wurden. Mittels touch-provoked movement
wurde das Eintreten der Paralyse festgestellt. Angegeben sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven, n = 3
(40 Individuen/Versuch), *p < 0,05, ***p < 0,001 (Log-rank (Mantel-Cox) Test) im Vergleich zur DMSO-
Gruppe. Die Naringenin-Daten wurden von Herrn Gabriel Schulz im Rahmen seiner Masterarbeit
erstellt. DMSO = Dimethylsulfoxid, LQ = Liquiritigenin.
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Tabelle 2: Einfluss von Flavonoiden auf die Paralyse im transgenen C. elegans-Stamm CL4176.

DMSO = Dimethylsulfoxid, LQ = Liquiritigenin, SEM = Standardfehler.

mittlere Zeit (h) bis mediane Zeit (h) bis

p-Wert

Behandlung zum Eintreten der zum Eintreten der n (log-Rank)
Paralyse =+ SEM Paralyse = SEM

Flavonole

0,1 % DMSO 30,2 £ 0,107 30+0,125 400

50 uM Quercetin 31,0+ 0,108 30 +£0,165 401 <0,001

0,1 % DMSO 29,5+ 0,218 30 £ 0,227 113

50 uM Galangin 30,2+ 0,198 30£0,190 121 0,026

0,1 % DMSO 30,9+0,176 30 £ 0,270 124

50 uM Fisetin 31,4 +£0,158 32+0,183 120 0,062

0,1 % DMSO 29,6 + 0,188 30+£0,188 119

50 pM Morin 30,5+ 0,197 30 £ 0,227 126 0,001

0,1 % DMSO 30,9+0,176 30+ 0,270 124

50 uM Myricetin 31,6 £ 0,162 32 £0,180 122 0,014

Flavanone

0,1 % DMSO 30,2+0,131 30 £ 0,169 117

100 pM Naringenin 30,2 £0,135 300,174 119 0,953

0,1 % DMSO 30,2 £0,184 30+ 0,339 121

100 uM LQ 30,8 +0,198 32 £ 0,196 122 0,032

4.2.2 Modulation der Aggregation von AB-Plaques im transgenen C. elegans-Modell
fur Morbus Alzheimer

Die Alzheimer-Erkrankung ist im Menschen durch die Ablagerung von aggregierten AB-Fibrillen als
unlésliche Plaques im Gehirn charakterisiert. Bei spezifischen transgenen C. elegans-Stammen
aggregieren die AB-Peptide ebenfalls in Fibrillen, die sich im Interzellularraum ablagern und mittels ThS
nachweisen lassen (Abb. 21C).

Folglich wurde der Einfluss von Flavonoiden auf die Akkumulation von ThS-positiven AB-Plaques im
transgenen C. elegans Stamm CL2006 untersucht. Behandlungen mit den einzelnen Flavonolen (50
UM) hatten keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die mittlere Anzahl der AB-Plagues im
Nematoden. Tiere, die mit Quercetin oder Fisetin inkubiert wurden, wiesen jedoch geringere Werte auf,
wobei die mittlere AB-Plaque-Anzahl um ca. 28 bzw. 17 % reduzierte wurde im Vergleich zur Kontrolle
(Abb. 21A). Bei der Klassifizierung der Nematoden nach der Anzahl der Plaques wurden ebenfalls keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe
festgestellt (Abb. 21B). Jedoch enthielt die Quercetin-Gruppe keine Individuen, die der Klasse mit dem
meisten Plaques (D > 45 Plaques) zugeordnet wurden, wohingegen von den DMSO-behandelten
Nematoden ca. 8 % der Tiere zu dieser Klasse zahlten. Der Vergleich der Behandlungsgruppen
untereinander zeigte, dass der Anteil der Nematoden in Klasse C (30-45 Plaques) der Galangin-Gruppe
statistisch signifikant (p = 0,030) héher lag als bei der Myricetin-Gruppe, was auf eine Reduktion der

Anzahl der Tiere in den Klassen A und B zurtickzufuhren war (Abb. 21B).
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Abbildung 21: Einfluss von Flavonolen auf die Akkumulation von ThS-positiven AB-Plaques in
C. elegans.
Nematoden vom transgenen Stamm CL2006, die das humane Ai42-Peptid konstitutiv in den
Korperwandmuskelzellen exprimieren, wurden ab dem L4-Stadium fur 48 h mit 50 uM des Flavonoids
bzw. 0,1 % DMSO bei 20°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Tiere fixiert, permeabilisiert und mit ThS
gefarbt.

angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung, (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s

multiplen Vergleichstest).
Klassifizierung nach Anzahl der Plagques,

angegeben sind Mittelwerte des prozentualen Anteils der Nematoden pro Klasse und
Behandlungsgruppe = Standardabweichung, #p < 0,05 (two-way ANOVA mit Bonferroni‘s

multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur Myricetin-Gruppe.

C. Reprasentative Abbildung von CL2006 Nematoden mit ThS-positiven Plaques (rechts) und

wildtypischen (N2) Tieren ohne Plagues (links).

DMSO = Dimethylsulfoxid.
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Die Untersuchung der zwei ausgewahlten Flavanone zeigte, dass die Behandlungsgruppen eine

vergleichbare mittlere Anzahl der Plaques pro Nematoden wie die DMSO-Gruppe aufwiesen (Abb. 22A).
Die Klassifizierung der Tiere nach der Anzahl der Plaques ergab ebenfalls keine Unterschiede zwischen
den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe (Abb. 22B).
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Abbildung 22: Einfluss von Flavanonen auf die Akkumulation von ThS-positiven AB-Plagues in
C. elegans.
Nematoden vom transgenen Stamm CL2006, die das humane APi42-Peptid konstitutiv in den
Kérperwandmuskelzellen exprimieren, wurden ab dem L4-Stadium fir 48 h mit 100 uM des Flavonoids
bzw. 0,1 % DMSO bei 20°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Tiere fixiert, permeabilisiert und mit ThS
gefarbt.
A. Anzahl der Plaques/ Tier,
angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung, (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen
Vergleichstest)
B. Klassifizierung nach Anzahl der Plaques,
angegeben sind Mittelwerte des prozentualen Anteils der Nematoden pro Klasse und
Behandlungsgruppe + Standardabweichung, (two-way ANOVA mit Bonferroni‘'s multiplen
Vergleichstest).
n =4 (20 Individuen/Versuch und Gruppe)
DMSO = Dimethylsulfoxid, LQ = Liquiritigenin.

4.2.3 Bestimmung der radikalfangenden Kapazitat in vitro (TEAC-Assay)

Die antioxidativen Eigenschaften von Flavonolen wurden mittels einer ABTS-Radikallésung, die sich
nach Zugabe von Antioxidantien entfarbt, Uberpruft. Als Referenzsubstanz diente hierbei das
synthetische Vitamin E-Derivat Trolox.

Alle Substanzen zeigten bereits ab einer Konzentration von 10 uM radikalfangende Eigenschaften, da
sie die ABTS-Absorption im Vergleich zur DMSO-Kontrolle statistisch signifikant (p < 0,001) reduzierten
(Abb. 23A). Morin und Galangin reduzierten die ABTS-Absorption gleichermalRen um ca. 48 % im
Vergleich zu DMSO und lagen damit im antioxidativen Bereich der Referenzsubstanz Trolox (10 pM)
(Abb. 23B). Fisetin unterschied sich ab 10 pM statistisch signifikant (p < 0,001) von Galangin und
reduzierte die ABTS-Absorption um ca. 56 % im Vergleich zur Kontrolle. Quercetin und Myricetin waren
in diesem Vergleich die potentesten Radikalfanger und verringerten die ABTS-Absorption ab einer
Konzentration von 10 uM fast vollstandig (Abb. 23B).
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Abbildung 23: Antioxidative Kapazitat von Flavonolen in vitro in einem zellfreien System.
Photometrische Bestimmung der Absorption des blau-griin gefarbten ABTS-Radikals nach
sechsminitiger Inkubation mit dem jeweiligen Flavonol in entsprechend angegebener Konzentration.
Die Abnahme der Absorption korreliert mit der antioxidativen Kapazitat des Flavonoids. Fir die
Standardreihe wurde das synthetische Vitamin E-Derivat TROLOX verwendet.

A. Konzentrationen: 10-50 uM,

B. Konzentration: 10 uM,

C. Konzentrationen: 1,25 -5 uM.
Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung, n = 3, **p < 0,01, ***p < 0,001 im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle, 2b¢4p < 0,0% Gruppen mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
voneinander (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest). DMSO = Dimethylsulfoxid.

Ein separater Vergleich der zwei Substanzen zeigte, dass beide Flavonole bereits ab einer
Konzentration von 1,25 uM die ABTS-Radikale statistisch signifikant abfingen (p < 0,001) und potenter
als die Referenzsubstanz Trolox (p < 0,001) waren (Abb. 23C). Da sich die ABTS-Absorption von
Myricetin bei 5 UM von der von Quercetin statistisch signifikant (p < 0,001) unterschied, scheint Myricetin
eine etwas hohere antioxidative Kapazitat aufzuweisen. Das antioxidative Potential der untersuchten
Flavonole in der TEAC-Methode lasst sich wie folgt zusammenfassen: Galangin = Morin < Fisetin <
Quercetin < Myricetin.

Die ausgewahlten Flavanone Naringenin und LQ zeigten selbst in einer Konzentration von 100 pM keine
statistisch signifikanten Unterschiede in der ABTS-Absorption gegeniiber der DMSO-Kontrolle (Abb.
24).
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Abbildung 24: Antioxidative Kapazitat von Flavanonen in vitro in einem zellfreien System.
Photometrische Bestimmung der Absorption des blau-griin geféarbten ABTS-Radikals nach
sechsminitiger Inkubation mit 100 uM Substanz. Die Abnahme der Absorption korreliert mit der
antioxidativen Kapazitat des Flavonoids. Fir die Standardreihe wurde das synthetische Vitamin E-
Derivat TROLOX verwendet.

Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung, n = 3, ***p < 0,001 im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest). DMSO = Dimethylsulfoxid, LQ =
Liquiritigenin.

4.2.4 Modulation der ROS-Akkumulation im transgenen C. elegans-Modell fur

Morbus Alzheimer unter thermalem Stress

Der ROS-Status im transgenen C. elegans-Stamm CL4176 wurde mittels des Fluoreszenzmarkers
H2DCF-DA gemessen. Hierbei sollte untersucht werden, ob die Wirkung der Flavonoide auf die AB1-42-
induzierte Paralyse mit einer Veranderung im ROS-Spiegel der Nematoden assoziiert war. Um die ROS-
Akkumulation in den Nematoden zu induzieren wurde die Tiere thermalem Stress (37°C) ausgesetzt.
Aus Abb. 25 wird ersichtlich, dass die DCF-Fluoreszenz der Nematoden bei anhaltendem Hitzestress
zunimmt: in den Kontrolltieren stieg der Mittelwert der relativen Fluoreszenzeinheiten (RFE) nach 7 h
Hitzestress auf das ca. 700-fache des basalen Wertes (0 h) an. Bei der Untersuchung der ROS-
Akkumulation im Api-42-exprimierenden Stamm CL4176 wurde im Vergleich zu dem Kontrollstamm
CL802 kein statistisch signifikanter Unterschied beobachtet, obwohl die CL802-Tiere um ca. 40 %
niedrigere RFE aufwiesen als die CL4176-Tiere nach 7 h thermalem Stress (Anh. Abb. 60).

Die Gegenuberstellung der unterschiedlichen Flavonole zeigte, dass nur die Behandlung mit Myricetin
(50 uM) eine statistisch signifikante (p = 0,038) Veranderung in der mittleren ROS-Akkumulation der
CL4176-Nematoden im Vergleich zur DMSO-Gruppe bewirkte (Abb. 25A). Die Myricetin-Gruppe wies
dabei nach 6 h Hitzestress ca. 15 % niedrigere mittlere RFE auf als die Kontrolle. Tiere, die mit
Quercetin, Galangin, Fisetin oder Morin (50 uM) behandelt wurden, zeigten im Mittel ebenfalls geringere
relative DCF-Werte als die Kontrollgruppe, jedoch erwiesen sich diese Unterschiede nach statistischer
Auswertung als nicht signifikant (Abb. 25A). Die Inkubation der CL4176-Nematoden mit den Flavanone
(100 pM) bewirkte keine statistisch signifikante Verdnderung der mittleren ROS-Akkumulation im
Vergleich zur DMSO-Gruppe. Jedoch war bei der Naringenin-Behandlung ab 3 h thermalem Stress ein
prooxidativer Trend ersichtlich und bei dem letzten Messwert (7 h) entsprach der Mittelwert der RFE der
Naringenin-Tiere dem fast dem 2-fachen Wert der Kontrolltiere. Im Gegensatz dazu entsprachen die
ROS-Konzentrationen der LQ-Gruppe im Mittel denen der Kontrollgruppe (Abb. 25B).

50



Ergebnisse

A. CL4176
= 107 mm DMSO
c 0.8+ —3 Quercetin
@ 0.6
w
w 0.4
e 0.2+ I
0.0- .
012 3 456 7
Zeit (h)
z 1.04 mmm DMSO ~ 1.0 mm DMSO
c 0.84 2 Galangin E 0.84{ — Fisetin
@ 0.6 @ 0.6
w w
E 0.4+ E 0.4
e 0.2+ L 0.2
0.0- 0.0-
01 23 456 7 012 3 456 7
Zeit (h) Zeit (h)
~ 1.0 mm DMSO z 1.0 = DMSO
E 0.8 — Morin c 0.8 == Myricetin
To) 2, _
@ 0.6 @ 0.6 N
5 0.4 w 041
w 0.2- L 2]
0.0- 0.0-
0123 45867 0123 4567
Zeit (h) Zeit (h)
B. CL4176
2.5+
T 20 /™= DMSO £ 10 wm DMsO
€ '~ | =32 Naringenin £ 084 LQ
§ 15_ § 06_
E 1.0 E 0.4
0 0.5 L 0.2
0.0- 0.0-
01 23 456 7 01 2 3 456 7
Zeit (h) Zeit (h)

Abbildung 25: Einfluss von Flavonoiden auf die intrazellulare ROS-Konzentration im transgenen
AB1.s2-exprimierenden C. elegans-Stamm unter thermalem Stress.

A. 50 puM Flavonole,

B. 100 puM Flavanone.
Nematoden vom Stamm CL4176 wurden ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit dem Flavonoid bzw. 0,1 %
DMSO bei 16°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Temperaturerhéhung auf 25°C fir 24 h. Nach
zwei Waschschritten mit PBST wurden die Tiere in eine 384-Wellplatte pipettiert und mit 50 uM H2DCF-
DA versetzt. Die Fluoreszenz der Tiere wurde bei 37°C fir 12 h im Plattenlesegerdt gemessen (Ext.:
485 nm, Em.: 535 nm). Angegeben sind relative Mittelwerte + Standardabweichung bezogen auf den 8
h-Wert der Kontrolltiere, n = 3 (30 Individuen/Versuch, bis auf Naringenin: 8 Individuen/Versuch), p <
0,05 (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Die
Naringenin-Daten wurden von Herrn Gabriel Schulz im Rahmen seiner Masterarbeit erstellt. DMSO =
Dimethylsulfoxid, LQ =Liquiritigenin, RFE = relative Fluoreszenzeinheiten.
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4.2.5 Modulation der ROS-Akkumulation im Wildtypen unter thermalem Stress

Der Einfluss von Flavonoiden auf die ROS-Akkumulation unter thermalem Stress wurde ebenfalls in
adulten wildtypischen (N2) C. elegans untersucht. Die Messung des ROS-Status erfolgte analog zu
4.2.3 mithilfe des Fluoreszenzmarkers H2DCF-DA, wobei die ROS-Produktion in C. elegans durch
thermalen Stress (37°C) induziert wurde.

Die Ergebnisse zu den Untersuchungen der Flavonolen sind in Abb. 26A ersichtlich. Eine Inkubation mit
Quercetin, Galangin oder Morin verénderte die mittlere ROS-Konzentration in den Nematoden im
Vergleich zur DMSO-Gruppe nicht. Hingegen fiihrte eine Fisetin-Inkubation zu einer statistisch
signifikanten (p = 0,001) Reduktion der mittleren ROS-Spiegel in C. elegans nach 6 h thermalem Stress.
Die mittleren Fluoreszenzwerte der Fisetin-Gruppe entsprachen dabei ca. dem 0,7-fachem der
Kontrollgruppe. Eine Behandlung mit Myricetin zeigte noch starkere Wirkung als die Fisetin-Inkubation:
Die Myricetin-Gruppe unterschied sich in der mittleren ROS-Akkumulation bereits nach 5 h thermalem
Stress statistisch signifikant von der DMSO-Gruppe und reduzierte die mittleren RFE um ca. 70 % nach
5h (p=0,035)und 6 h (p <0,001) und um ca. 60 % nach 7 h (p <0,001).

Die Flavanonen-Behandlungen (100 uM) hatten hingegen keine statistisch signifikant Einfluss auf die
mittlere ROS-Akkumulation in den Nematoden gegeniiber der DMSO-Behandlung (Abb. 26B). Wie in
den Morbus Alzheimer-Tieren fuhrte die Naringenin-Inkubation auch im Wildtypen zu einem nicht-

signifikanten Anstieg der mittleren ROS-Akkumulation.
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Abbildung 26: Einfluss von Flavonoiden auf die intrazellulare ROS-Konzentration im
wildtypischen C. elegans-Stamm unter thermalem Stress.

A. 100 uM Flavonole,

B. 100 puM Flavanonen.
Nematoden vom Stamm N2 wurden ab dem L4-Stadium fir 48 h mit dem Flavonoid bzw. max. 0,2 %
DMSO bei 20°C inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBST wurden die Tiere in eine 384-Wellplatte
pipettiert und mit 50 uM H2DCF-DA versetzt. Die Fluoreszenz der Tiere wurde bei 37°C fir 12 h im
Plattenlesegerat gemessen (Ext.: 485 nm, Em.: 535 nm). Angegeben sind relative Mittelwerte +
Standardabweichung bezogen auf den 8 h-Wert der Kontrolltiere, n = 3 (8 Individuen/Versuch), *p <
0,05, ***p £ 0,001 (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle. Die Naringenin-Daten wurden von Herrn Gabriel Schulz im Rahmen seiner Masterarbeit
erstellt. DMSO = Dimethylsulfoxid, LQ = Liquiritigenin, RFE = relative Fluoreszenzeinheiten.
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4.2.6 Modulation der thermalen Stressresistenz im Wildtypen

Nachfolgend sollte untersucht werden, ob die Protektion von Flavonoiden gegeniiber der APi-a-
Toxizitdt mit einer Erhéhung der Stressresistenz in C. elegans korreliert. Hierfir wurde die thermale
Stresstoleranz von adulten wildtypischen (N2) Nematoden, die mit dem jeweiligen Flavonoid in der
Standardkonzentration von 100 uM behandelt wurden, analysiert. Die Todeszeitpunkte wurden mittels
der DNA-interkalierenden Sonde SYTOX Green indirekt gemessen.

Von den untersuchten Flavonolen zeigte nur die Behandlung mit Morin eine statistisch signifikante (p =
0,04) Verschiebung der Uberlebenskurve von C. elegans, wobei der mittlere Uberlebenszeit durch die
Behandlung um 4,3 % gegenuber der Kontrollgruppe verlangert wurde (Abb. 27A).

Die Untersuchung der Flavanone ergab im Falle einer Naringenin-Behandlung eine statistisch
signifikante (p = 0,016) Linksverschiebung der Uberlebenskurve von C. elegans unter thermalem Stress
im Vergleich zur DMSO-Gruppe (Abb. 27B). Die Naringenin-Tiere wiesen dabei eine um 5,7 % kiirzere
mittlere Lebensspanne als die Kontrolltiere auf. Im Gegensatz dazu hatte die LQ-Behandlung keinen

Einfluss auf die Thermotoleranz in C. elegans (Abb. 27B).
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Abbildung 27: Einfluss von Flavonoiden auf das Uberleben von wildtypischen C. elegans unter
thermalem Stress.

A. Flavonole,

B. Flavanone.
Nematoden vom Stamm N2 wurden ab dem L4-Stadium fur 48 h mit 100 pM des Flavonoids bzw. max.
0,2 % DMSO bei 20°C inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBST wurden die Tiere einzeln in je eine
Kavitat mit 9 pl PBS einer 384-Wellplatte pipettiert. AnschlieBend wurde die SYTOX Green-L6ésung in
einer Endkonzentration von 1 pM hinzugegeben, die Platte versiegelt und die Fluoreszenz bei 37°C fur
12 h im Plattenlesegerat gemessen (Ext.. 485 nm, Em.: 535 nm). Aus den individuellen
Fluoreszenzkurven wurden durch Festlegen von Schwellenwerten virtuelle Todeszeitpunkte berechnet.
Angegeben sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven, n = 3 (8 Individuen/Versuch), *p < 0,05 (Log-rank
(Mantel-Cox) Test) im Vergleich zur DMSO-Gruppe. Die Naringenin-Daten wurden von Herrn Gabriel
Schulz im Rahmen seiner Masterarbeit erstellt. DMSO = Dimethylsulfoxid, LQ = Liquiritigenin.
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4.2.7 Modulation der zellularen Lokalisation von GFP-gekoppelten

Transkriptionsfaktoren

Um den molekularen Wirkmechanismus der Flavonoide gegentiber der AB1-42-Toxizitat in C. elegans zu
untersuchen, wurden transgene Stamme, die ein Fusionsprotein aus GFP und den jeweiligen

Transkriptionsfaktor exprimieren, verwendet.
4.2.7.1 Modulation der zellularen DAF-16-Lokalisation (Kurzzeitinkubation)

Zur Untersuchung des Einflusses von Flavonoiden auf die Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-
16 wurden Nematoden des transgenen Stammes TJ356 fir eine Stunde mit dem jeweiligen Flavonoid
inkubiert. Bei der anschlieBenden Auswertung wurden die Tiere unter dem Fluoreszenzmikroskop
betrachtet und in die Klassen ,nuklear” und ,zytosolisch” eingeteilt (Abb. 28).

S 1356 2l TJ356

Abbildung 28: Beispielhafte Darstellung zytosolischer und nukledrer DAF-16::GFP-Lokalisation
im transgenen C. elegans-Stamm TJ356.
A. Nematoden mit zytosolischer DAF-16::GFP-Lokalisation unter basalen Bedingung bei 20°C.
B. Nematoden mit nukledrer DAF-16::GFP-Lokalisation nach einem fiinfminttigen Hitzestress
(37°C).

Aus Voruntersuchungen ist bereits bekannt, dass das flavonolreiche HE die nukledre DAF-16-
Akkumulation in C. elegans gegeniber der Kontrolle erhéhte (Anh. Abb. 65A). Die Kurzzeitinkubation
mit den unterschiedlichen Flavonolen fiihrte ebenfalls zu einer statistisch signifikanten (p < 0,05)
Steigerung der Translokation von DAF-16::GFP in die Zellkerne der Tiere (Abb. 29A). Hierbei zeigten
die Substanzen eine vergleichbare Wirkung: Quercetin, Morin, Fisetin und Myricetin erhéhten den Anteil
der ,nukleadr eingeteilten Tiere um den 4,8 (p = 0,036), 5,3 (p = 0,042), 6,3 (p = 0,013) und 6,7 (p =
0,009)-fachen Wert der Kontrolltiere. Die Galangin-Behandlung fiihrte zwar ebenfalls zu einer Erhéhung
der DAF-16::GFP-Translokation in die Zellkerne (3,7-facher Wert der Kontrolltiere), jedoch war dieser
Effekt nicht statistisch signifikant (Abb. 29A). Die Behandlung mit den Flavanonen beeinflusste die
zellulare DAF-16::GFP-Lokalisation in den TJ356-Tieren nicht (Abb. 29B).
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Abbildung 29: Einfluss von Flavonoiden auf die zellulare DAF-16-Lokalisation in C. elegans
(Kurzzeitinkubation).
Nematoden vom transgenen Stamm TJ356, die ein Fusionsprotein aus DAF-16 und GFP
Uberexprimieren, wurden ab dem L4-Stadium fur 1 h mit dem Flavonoid bzw. 0,1 % DMSO bei 20°C
inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Tiere.

A. 100 uM Flavonole, au3er Quercetin: 50 pM,

B. 100 puM Flavanone.
Angegeben sind die Mittelwerte der Fraktion mit nukledrer GFP-Lokalisation + Standardabweichung,
n = 3-4 (30 Individuen/Versuch), *p < 0,05, **p < 0,01 (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen
Vergleichstest) im Vergleich zur DMSO-Gruppe. Die Naringenin-Daten wurden von Herrn Gabriel
Schulz im Rahmen seiner Masterarbeit erstellt. DMSO = Dimethylsulfoxid, GFP = griin fluoreszierendes
Protein, LQ = Liquiritigenin.

4.2.7.2 Modulation der zellularen DAF-16- und SKN-1-Lokalisation (Langzeitinkubation)

Um den zellularen Prozess der nuklearen DAF-16-Translokation besser zu untersuchen, wurden die
TJ356-Tiere anschlieRend fur einen langeren Zeitraum, analog zu dem AB1-42-Toxizitatsversuch (4.2.1),
behandelt. Hierbei wurden nur jene Substanzen untersucht, die die ABi-42-induzierte Paralyse im C.
elegans-Stamm CL4176 verzogerten. Zusétzlich wurde der Einfluss dieser Flavonoide auf die
Lokalisation des Transkriptionsfaktors SKN-1 mithilfe des Stammes LD001, welcher ein Fusionsprotein
aus SKN-1 und GFP exprimiert, untersucht. Die Einteilung der LD0OO1-Tiere erfolgt erneut in ,nuklear”
und ,zytosolisch® in Abhangigkeit von der Lokalisation von SKN-1::GFP in den Darmzellen (Abb. 30).
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Abbildung 30: Beispielhafte Darstellung zytosolischer und nuklearer SKN-1::GFP-Lokalisation
im transgenen C. elegans-Stamm LDO0O1.
A. Nematoden mit zytosolischer SKN-1::GFP-Lokalisation unter basalen Bedingung bei 20°C.
B. Nematoden mit nukledrer SKN-1::GFP-Lokalisation nach einer einstiindigen Behandlung mit
1 mM H20: als Positivkontrolle.

Die Ergebnisse zum Einfluss der ausgewahlten Flavonoide auf die DAF-16- und SKN-1-Lokalisation in
den transgenen Stammen sind in Abb. 31 dargestellt. Die Langzeitinkubationen mit den Flavonolen (50
UM) oder LQ (100 uM) zeigten keinen Einfluss auf die zellulare DAF-16::GFP-Lokalisation in den TJ356-
Nematoden. Die ausgewahlten Flavonoide verédnderten ebenfalls nicht die zellulare SKN-1::GFP-
Lokalisation im LDO0O01-Stamm. Die Fraktion der ,nuklear-eingestuften Tiere lag bei allen Gruppen
zwischen 5 und 20 %. Die Ergebnisse.
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Abbildung 31: Einfluss von Flavonoiden auf die zellulare DAF-16- und SKN-1-Lokalisation in C.
elegans (Langzeitinkubation).
Nematoden vom transgenen Stamm TJ356 (links) oder LDOO1 (rechts), die ein DAF-16::GFP- oder
SKN-1::GFP-Fusionsprotein exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fur 64 h mit dem Flavonoid bzw.
0,1 % DMSO bei 20°C inkubiert. Anschlieend erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung
der Tiere.

A. 50 uM Flavonole,

B. 100 uM LQ.
Angegeben sind die Mittelwerte der Fraktion mit nuklearer GFP-Lokalisation + Standardabweichung,
n = 3 (30 Individuen/Versuch), (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest) im Vergleich
zur DMSO-Gruppe. DMSO = Dimethylsulfoxid, GFP = griin fluoreszierendes Protein, LQ = Liquiritigenin.

4.2.8 Modulation der HSP-16.2-Expression

Da eine erhdhte HSP-16.2-Proteinexpression mit einer verminderten ABi-42-induzierten Paralyserate in
C. elegans assoziiert ist, wurde ebenfalls tUberpruft, ob die ausgewéahlten Naturstoffe die HSP-16.2-
Proteinexpression in C. elegans modulieren.

Zu diesem Zweck wurde der transgene Stamm CL2070, der ein Fusionsprotein aus HSP-16.2 und GFP
exprimiert, verwendet. Die Expression des Fusionsproteins wurde nach einer Langzeitinkubation mit
den Pflanzenstoffen durch einen kurzen Hitzeschock (35°C) von 45 min induziert. Zuvor wurde die
bendtigte Dauer des Hitzestress zur HSP-16.2::GFP-Induktion ermittelt, wobei die GFP-Fluoreszenz
zum einen manuell anhand fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen und zum anderen automatisch
mittels Plattenlesegerat ermittelt wurde (Anh. Abb. 63). Da die Fluoreszenzmessung im Plattenlesegerat

durch die individuelle Grof3e der Tiere beeinflusst werden kann, wurde au3erdem der transgene Stamm
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PD4251, welcher ein Fusionsprotein aus MYO-3 und GFP exprimiert, als ein Marker fir die GréRe der

Tiere mitgefuhrt. In einem Vorversuch wurde die Assoziation zwischen der Flache der PD4251 Tiere
und der Fluoreszenzmessung im Plattenlesegerat (Synergy MX, BioTek Instruments, Inc.) Gberpruft
(Anh. Abb. 64). Abb. 32A und B zeigt reprasentative Aufnahmen von CL2070 und PD4251 Tieren.

A. CL2070 (HSP-16.2::GFP)
35°C

/; b v

7

B. PD4251 (MYO-3:GFP)
20°C

Abbildung 32: Beispielhafte Darstellung der HSP-16.2::GFP- und MYOSIN-3::GFP-Expression in
C. elegans.
A. HSP-16.2::GFP-Expression in CL2070-Nematoden nach einem 45-minitigen Hitzeschock bei
35°C (oben) und unter basalen Bedingungen bei 20°C.
B. MYOSIN-3::GFP-Expression in PD4251-Nematoden unter basalen Bedingungen bei 20°C.

Die Behandlung mit den einzelnen Flavonolen zeigte keinen Einfluss auf die HSP-16.2::GFP-
Expression in den CL2070 Tieren unter basalen Bedingungen (20°C) und nach einem Hitzeschock im
Vergleich zur DMSO-Behandlung (Abb. 33A links). Auch die MYO-3::GFP-Expression als Marker fiur die
Grol3e der Tiere wurde nicht durch die Inkubation mit den Flavonolen beeinflusst (Abb. 33A rechts). Bei

der Untersuchung einer LQ-Behandlung konnten ebenfalls keine statistisch signifikanten Unterschiede
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in der HSP-16.2- und MYO-3::GFP-Expression im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden (Abb.
33B).
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Abbildung 33: Einfluss von Flavonoiden auf die HSP-16.2::GFP-Expression in C. elegans
(Langzeitinkubation).

Nematoden vom transgenen Stamm CL2070 (links), die ein Fusionsprotein aus HSP-16.2 und GFP
exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit dem jeweiligen Flavonoid bzw. 0,1 % DMSO bei
20°C inkubiert. Fur die HSP-16.2-Induktion erfolgte ein kurzer Hitzestress bei 35°C. Nematoden vom
transgenen Stamm PD4251 (rechts), die ein Fusionsprotein aus MYO-3- und GFP exprimieren, wurden
analog zu den CL2070-Tieren behandelt. Nach einer 24-stindigen Erholungsphase wurden die Tiere
beider Stamme in eine 384-Wellplatte pipettiert und die Fluoreszenz im Plattenlesegerat gemessen
(Ext.: 488 nm, Em.: 511 nm).

A. 50 uM Flavonole,

B. 100 uM LQ.
Angegeben sind relative Mittelwerte + Standardabweichung, n = 3 (60 Individuen/Versuch), (one-way

ANOVA mit Bonferroni's multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. DMSO =
Dimethylsulfoxid, FE = Fluoreszenzeinheiten, LQ = Liquiritigenin.
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4.3 Methylierte Flavonoide

4.3.1 Modulation der ABi-42-Toxizitat im transgenen C. elegans-Modell fir Morbus

Alzheimer

Da Modifikationen im Flavonoid-Grundgerust die Bioaktivitit beeinflussen kdnnen, wurde im Folgenden
der Einfluss einer Methylierung der Leitsubstanz Quercetin auf die APi-sz-induzierte Paralyse im
transgenen C. elegans-Stamm CL4176 untersucht. Zu diesem Zweck wurden Substanzen mit einer
Methylierung an C3 (Q-3-M), C3* (Isorhamnetin) oder C4‘ (Tamarixetin) gewahlt.

Von den untersuchten methylierten Quercetinderivaten fuhrte nur eine Behandlung mit Q-3-M (50 uM)
zu einer statistisch signifikanten (p = 0,004) Protektion gegenuliber der ABi-42-Toxizitat in C. elegans
(Abb. 34). Die mittlere Zeit bis zum Eintreten der Paralyse der Q-3-M-behandelten Tiere verlangerte
sich hierbei um 1 h im Vergleich zur DMSO-Gruppe. Die Quercetin-Behandlung zeigte in diesem

Experiment eine vergleichbare Wirkung wie die Q-3-M-Inkubation in den Nematoden (Tabelle 3).
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Abbildung 34: Einfluss von methylierten Quercetinderivaten auf die ABi.4>-Toxizitat in C. elegans.
Nematoden vom transgenen Stamm CL4176, die das humane AB1-42-Peptid temperaturabhéngig in den
Korperwandmuskelzellen exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit 50 pM des Flavonoids
bzw. 0,1 % DMSO bei 16°C inkubiert. Anschlief3end erfolgte eine Temperaturerhhung auf 25°C fur 24
h, wobei die Tiere zeitversetzt auf NGM-Platten Uberfiihrt wurden. Mittels touch-provoked movement
wurde das Eintreten der Paralyse festgestellt. Angegeben sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven, n = 3
(40 Individuen/Versuch), **p 0,01, ***p < 0,001 (Log-rank (Mantel-Cox) Test) im Vergleich zur DMSO-
Gruppe. DMSO = Dimethylsulfoxid, Q-3-M = Quercetin-3-Methylether.
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Tabelle 3: Einfluss von methylierten Quercetinderivaten auf die Paralyse im transgenen C.
elegans-Stamm CL4176.
DMSO = Dimethylsulfoxid, Q-3-M = Quercetin-3-Methylether, SEM = Standardfehler.

mittlere Zeit (h) bis mediane Zeit (h) bis

Behandlung zum Eintreten der zum Eintreten der n (Iopg_Ygzzrr:k)
Paralyse + SEM Paralyse £ SEM

0,1 % DMSO 30,2 + 0,213 30 + 0,253 118

50 uM Quercetin 31,2 £ 0,206 32 +0,307 121 0,001

50 uM Q-3-M 31,2 +0,160 30+ 0,246 124 0,004

50 uM Isorhamnetin 30,9 + 0,187 30 +£0,187 122 0,810

50 pM Tamarixetin 30,2 + 0,246 30+0,188 122 0,780

4.3.2 Modulation der Aggregation von AB-Plaques im transgenen C. elegans-Modell

fur Morbus Alzheimer

Der Einfluss von methylierten Quercetinderivaten auf die Akkumulation von AB-Plaques in C. elegans
wurde mittels Fluoreszenzfarbstoff ThS im transgenen Stamm CL2006 bestimmt (Siehe 4.2.2, Abb.
21C). Nematoden, die mit Quercetin oder den methylierten Quercetinderivaten (50 uM) behandelt
wurden, zeigten keine statistisch signifikante Verénderung in der Plaque-Anzahl gegeniiber der
Kontrollgruppe. Jedoch wiesen die mit Quercetin oder Q-3-M inkubierten Nematoden eine um ca. 28
und 51 % geringere mittlere Plaque-Anzahl als die Kontrolle auf (Abb. 35A). Nach Einordnung der
Nematoden in Plague-Klassen wurden ebenfalls keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
den Behandlungsgruppen und der Kontrolle festgestellt (Abb. 35B). Bei der Quercetin- und Q-3-M-
Gruppe war jedoch der Anteil der Nematoden in Klasse A (0-15 Plaques) hdher als bei den DMSO-
Tieren: Die Q-3-M-Behandlung vergroRerte den Anteil der Nematoden in Klasse A um den 4-fachen
Wert der Kontrolle in zwei von drei Experimenten. Des Weiteren wiesen die Quercetin- und Q-3-M-
Gruppen keine Tiere in der Klasse D (> 45 Plaques) auf, wohingegen 8 % der Nematoden in der DMSO-
Gruppe dieser Klasse zugeordnet wurden. Die Tamarixetin- und Isorhamnetin-Behandlung hatte keinen

Einfluss auf die Verteilung der Nematoden in die Plaque-Klassen.
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Abbildung 35: Einfluss von methylierten Quercetinderivaten auf die Akkumulation von ThS-
positiven AB-Plaques in C. elegans.
Nematoden vom transgenen Stamm CL2006, die das humane Api42-Peptid konstitutiv in den
Korperwandmuskelzellen exprimieren, wurden ab dem L4-Stadium fur 48 h mit 50 uM des Flavonoids
bzw. 0,1 % DMSO bei 20°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Tiere fixiert, permeabilisiert und mit ThS
gefarbt.
A. Anzahl der Plaques/ Tier,
angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung, (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s
multiplen Vergleichstest),
B. Klassifizierung nach Anzahl der Plaques,
angegeben sind Mittelwerte des prozentualen Anteils der Nematoden pro Klasse und
Behandlungsgruppe + Standardabweichung (two-way ANOVA mit Bonferroni‘'s multiplen
Vergleichstest).
n = 3 fir Quercetin und Q-3-M und n = 4 fir Isorhamnetin und Tamarixetin (20 Individuen/Versuch
und Gruppe). Q-3-M = Quercetin-3-Methylether.

4.3.3 Bestimmung der radikalfangenden Kapazitét in vitro (TEAC-Assay)

Die in vitro-antioxidative Kapazitat von methylierten Quercetinderivaten wurde mittels der TEAC-
Methode untersucht. Hierbei zeigten alle Substanzen ab einer Konzentration von 10 pM potente
radikalfangende Eigenschaften: Die mittlere Absorption der ABTS-Radikallésung wurde durch alle
untersuchten Substanzen statistisch signifikant (p < 0,001) gegeniiber der DMSO-Kontrolle reduziert
(Abb. 376). Des Weiteren zeigten Q-3-M und Tamarixetin in einer Konzentration von 10 pM eine
statistisch signifikant schwachere (p < 0,001) Kapazitat als Quercetin und waren daher vergleichbar mit
der Referenzsubstanz Trolox (Abb. 36B). Hingegen wies Isorhamnetin in allen Konzentrationsbereichen
eine statistisch signifikant (p < 0,001) niedrigere antioxidative Potenz als Quercetin auf. Methylierungen
an C3 und C4' bewirkten somit eine 7-fach und eine Methylierung an C3‘ eine 10-fach geringere

antioxidative Kapazitat als Quercetin (Abb. 36B). Die Reihenfolge der antioxidativen Kapazitat von

64



Ergebnisse
methylierten Quercetinderivaten in vitro ergibt sich demnach wie folgt: Isorhamnetin < Q-3-M =

Tamarixetin < (Quercetin).
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Abbildung 36: Antioxidative Kapazitat von methylierten Quercetinderivaten in vitro in einem
zellfreien System.
Photometrische Bestimmung der Absorption des blau-griin gefarbten ABTS-Radikals nach
sechsminitiger Inkubation mit der jeweiligen Substanz in der angegebenen Konzentration. Die
Abnahme der Absorption korreliert mit der antioxidativen Kapazitat des Flavonoids. Fiur die
Standardreihe wurde das synthetische Vitamin E-Derivat TROLOX verwendet.

A. Konzentrationen: 10-50 uM,

B. Konzentration: 10 uM.
Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung, n = 3, ***p < 0,001 im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle, 2b¢d p < 0,05 Gruppen mit verschiedenen Buchstaben unterscheiden sich signifikant
voneinander (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest). DMSO = Dimethylsulfoxid, Q-
3-M = Quercetin-3-Methylether.

4.3.4 Modulation der ROS-Akkumulation im transgenen C. elegans-Modell flr

Morbus Alzheimer unter thermalem Stress

Die Behandlung der transgenen Nematoden (CL4176) mit den methylierten Quercetinderivaten fihrte
zu keiner statistisch signifikanten Veranderung der ROS-Spiegel unter thermalem Stress im Vergleich
mit der DMSO-Inkubation (Abb. 37). Tiere, die mit Quercetin, Q-3-M oder Isorhamnetin (50 pM)
behandelt wurden, wiesen jedoch im Durchschnitt niedrigere relative Fluoreszenzwerte als die Kontrolle
auf und entsprachen damit der Quercetin-Gruppe. Die Tamarixetin (50 pM)-behandelten Nematoden

zeigten im Gegensatz dazu geringfligig héhere ROS-Spiegel als die DMSO-Tiere.
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Abbildung 37: Einfluss von methylierten Quercetinderivaten auf die intrazellulare ROS-
Konzentration im transgenen AB..so-exprimierenden C. elegans-Stamm unter thermalem Stress.
Nematoden vom Stamm CL4176 wurden ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit 50 uM des Flavonoids bzw.
0,1 % DMSO bei 16°C inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Temperaturerh6hung auf 25 °C fir 24 h.
Nach einem Waschschritt (PBST) wurden die Tiere in eine 384-Wellplatte pipettiert und mit 50 puM
H2DCF-DA versetzt. Die Fluoreszenz der Tiere wurde bei 37°C fur 12 h im Plattenlesegerat gemessen
(Ext.: 485 nm, Em.: 535 nm). Angegeben sind relative Mittelwerte + Standardabweichung bezogen auf
den 8 h-Wert der Kontrolltiere, n = 3 (30 Individuen/Versuch), (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s
multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. RFE = relative Fluoreszenzeinheiten, Q-3-
M = Quercetin-3-Methylether.

4.3.5 Modulation der ROS-Akkumulation im Wildtypen unter thermalem Stress

Die Ergebnisse zum Einfluss der methylierten Quercetinderivate auf die Hitzestress-induzierten ROS-
Akkumulation in wildtypischen C. elegans (N2) sind in Abb. 38 ersichtlich. Eine Behandlung mit Q-3-M,
Tamarixetin oder Isorhamnetin (100 uM) zeigte keine statistisch signifikante Wirkung auf die mittlere
ROS-Konzentration in den Nematoden im Vergleich zur DMSO-Gruppe. Wie in den CL4176-Tieren
fuhrte die Tamarixetin-Behandlung jedoch im Durchschnitt zu einer Erhéhung der ROS-Akkumulation

in den N2-Tieren gegenlber der Kontrolle.
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Abbildung 38: Einfluss von methylierten Quercetinderivaten auf die intrazellulare ROS-
Konzentration im wildtypischen C. elegans-Stamm unter thermalem Stress.

Nematoden vom Stamm N2 wurden ab dem L4-Stadium fir 48 h mit 100 uM des Flavonoids bzw.
0,2 % DMSO bei 20°C inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBST wurden die Tiere in eine
384-Wellplatte pipettiert und mit 50 uM H2DCF-DA versetzt. Die Fluoreszenz der Tiere wurde bei 37°C
far 12 h im Plattenlesegerat gemessen (Ext.: 485 nm, Em.: 535nm). Angegeben sind relative Mittelwerte
+ Standardabweichung bezogen auf den 8 h-Wert der Kontrolltiere, n = 3 (8 Individuen/Versuch), (one-
way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. DMSO =
Dimethylsulfoxid, RFE = relative Fluoreszenzeinheiten, Q-3-M = Quercetin-3-Methylether.

4.3.6 Modulation der thermalen Stressresistenz im Wildtypen

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob eine Behandlung mit methylierten Quercetinderivaten die
thermale Stressresistenz in wildtypischen Nematoden (N2) moduliert. Tiere, die mit Quercetin oder den
methylierten Derivaten (100 uM) behandelt wurden zeigten jedoch keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der mittleren Uberlebenszeit gegeniiber den DMSO-Tieren (Abb. 39).
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Abbildung 39: Einfluss von methylierten Quercetinderivaten auf das Uberleben von
wildtypischen C. elegans unter thermalem Stress.

Nematoden vom Stamm N2 wurden ab dem L4-Stadium fir 48 h mit 100 uM des Flavonoids bzw.
0,2 % DMSO bei 20°C inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBST wurden die Tiere einzeln in je eine
Kavitat mit 9 ul PBS einer 384-Wellplatte pipettiert. AnschlieRend wurde die SYTOX Green-Lésung in
einer Endkonzentration von 1 uM hinzugegeben, die Platte versiegelt und die Fluoreszenz bei 37°C fur
12 h im Plattenlesegerat gemessen (Ext.. 485 nm, Em.: 535 nm). Aus den individuellen
Fluoreszenzkurven wurden durch Festlegen von Schwellenwerten virtuelle Todeszeitpunkte berechnet.
Angegeben sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven, n = 3 (8 Individuen/Versuch), *p < 0,05 (Log-rank
(Mantel-Cox) Test)) im Vergleich zur DMSO-Gruppe. DMSO = Dimethylsulfoxid, Q-3-M = Quercetin-3-
Methylether.

4.3.7 Modulation der zellularen Lokalisation von GFP-gekoppelten

Transkriptionsfaktoren

4.3.7.1 Modulation der zellularen DAF-16-Lokalisation (Kurzzeitinkubation)

Um einen mdglichen Wirkmechanismus der methylierten Quercetinderivate zu identifizieren, wurde die
zellulare Lokalisation des Transkriptionsfaktors DAF-16 im transgenen Stamm TJ356 nach einer
einstiindigen Inkubation mit den Substanzen analysiert (Siehe 4.2.7.1, Abb. 28). Alle untersuchten
Naturstoffe (50 uM) erhdhten die nukleéare Translokation von DAF-16::GFP in einem vergleichbaren
MalRe: In den Behandlungsgruppen entsprach der Anteil der Tiere mit nukledrem DAF-16::GFP ca. dem
4 bis 5-fachen Wert der Kontrolltiere. Jedoch waren nur die Werte der Quercetin- und Isorhamnetin-

Gruppe statistisch signifikant (p = 0,036 und 0,016) unterschiedlich von der DMSO-Gruppe (Abb. 40).

68



Ergebnisse

TJ356 (DAF-16::GFP)

Anteil der Nematoden
mit nukledrer

GFP-Lokalisation (%)

Abbildung 40: Einfluss von methylierten Quercetinderivaten auf die zellulare DAF-16-Lokalisa-
tion in C. elegans (Kurzzeitinkubation).

Nematoden vom transgenen Stamm TJ356, die ein Fusionsprotein aus DAF-16 und GFP
Uberexprimieren, wurden ab dem L4-Stadium fur 1 h mit 50 uM des Flavonoids bzw. 0,1 % DMSO bei
20°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Tiere.
Angegeben sind die Mittelwerte der Fraktion mit nuklearer GFP-Lokalisation £ Standardabweichung, n
= 4 (30 Individuen/Versuch), *p < 0,05 (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest) im
Vergleich zur DMSO-Gruppe. DMSO = Dimethylsulfoxid, GFP = griin fluoreszierendes Protein, Q-3-M
= Quercetin-3-Methylether.

4.3.7.2 Modulation der zellularen DAF-16- und SKN-1-Lokalisation (Langzeitinkubation)

AnschlieRend wurde untersucht, ob eine Langzeitinkubation mit den Flavonoiden (entsprechend dem
Behandlungsschema des AB-Paralyseversuches) die nukledare Akkumulation von DAF-16- und SKN-1
in den transgenen C. elegans-Stammen TJ356 und LD001 erhoht. Fur dieses Experiment wurden nur
Substanzen, die sich im ABi-42-Toxizitédtassay als protektiv erwiesen, eingesetzt. Die Behandlung mit
Q-3-M (50 uM) zeigte, genauso wie die Behandlung mit der Leitsubstanz Quercetin (50 uM), keinen
Einfluss auf die zellulare DAF-16::GFP-Lokalisation in den TJ356-Nematoden (Abb. 41 links). Die
Inkubationen mit den untersuchten Substanzen zeigte ebenfalls keinen Einfluss auf die Translokation
von SKN-1::GFP in die Darmzellkerne der LD0OO01-Tiere (Abb. 41 rechts).
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Abbildung 41: Einfluss von Quercetin und Q-3-M auf die zellulare DAF-16- und SKN-1-Lokalisa-
tion in C. elegans (Langzeitinkubation).

Nematoden vom transgenen Stamm TJ356 (links) oder LDOO1 (rechts), die ein DAF-16::GFP- oder
SKN-1::GFP-Fusionsprotein exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fur 64 h mit 50 uM des Flavonoids
bzw. 0,1 % DMSO bei 20°C inkubiert. Anschlielend erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische
Auswertung der Tiere auf dem Objekttrager. Angegeben sind die Mittelwerte der Fraktion mit nuklearer
GFP-Lokalisation + Standardabweichung, n = 3 (30 Individuen/Versuch), (one-way ANOVA mit
Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur DMSO-Gruppe. DMSO = Dimethylsulfoxid, GFP
= grun fluoreszierendes Protein, Q-3-M = Quercetin-3-Methylether.

4.3.8 Modulation der HSP-16.2::GFP-Proteinexpression

Der Einfluss von Quercetin und Q-3-M auf die HSP-16.2-Proteinexpression in C. elegans wurde mittels
Fluoreszenzmessung von transgenen Tieren (CL2070), die ein Fusionsprotein aus HSP-16.2 und GFP
exprimieren, untersucht. Als Kontrolle fiur die GroRe der Tiere wurde der transgene Stamm PD4251
mitgefihrt (Siehe 4.2.8, Abb. 32).

Weder die Quercetin- noch die Q-3-M-Behandlung verédnderte die HSP-16.2- oder MYO-3::GFP-
Expression in den transgenen Nematoden im Vergleich zur DMSO-Gruppe (Abb. 42).

70



Ergebnisse

CL2070 (HSP-16.2::GFP) PD4251 (MYO-3::GFP)
1200 4000 -
_— 10m_ _—
E gm0 g 30007
- 600 =~ 2000-
B W 1000-
0- —_— e 0-
O N 0 &, N O & N
O O O ¥
35°C - - - 4+ + +

Abbildung 42: Einfluss von Quercetin und Q-3-M auf die HSP-16.2::GFP-Expression in C. elegans
(Langzeitinkubation).

Nematoden vom transgenen Stamm CL2070 (links), die ein Fusionsprotein aus HSP-16.2 und GFP
exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit 50 uM des Flavonols bzw. 0,1 % DMSO inkubiert.
Fur die HSP-16.2-Induktion erfolgte ein kurzer Hitzestress bei 35°C. Nematoden vom transgenen
Stamm PD4251 (rechts), die ein Fusionsprotein aus MYO-3- und GFP exprimieren wurden analog zu
den CL2070 Tieren behandelt. Nach einer 24-stiindigen Erholungsphase wurden die Tiere beider
Stamme in eine 384-Wellplate pipettiert und die Fluoreszenz im Plattenlesegerat gemessen (Ext.: 488
nm, Em.: 511 nm). Angegeben sind relative Mittelwerte + Standardabweichung, n = 3 (60
Individuen/Versuch), (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle. DMSO = Dimethylsulfoxid, FE = Fluoreszenzeinheiten, Q-3-M = Quercetin-3-
Methylether.
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4.4 Prenylierte Flavonoide

4.4.1 Modulation der ABi-a2-Toxizitat im transgenen C.elegans-Modell fur Morbus
Alzheimer

In diesem Abschnitt der Arbeit soll der Einfluss einer Prenylierung von Flavonoiden auf die APi-a2-
induzierte Paralyse im transgenen C. elegans-Stamm CL4176 untersucht werden. Hierfur wurden die
zwei prenylierten Naringeninderivate 8-PN und 6-PN, welche Inhaltsstoffe von HOE sind, ausgewabhlt.
Vergleichend dazu wurde auch das methylierte Naringeninderivat ISK (Methylierung an C4‘) mitgefihrt.
Die ISK-Behandlung (100 uM) hatte keinen Einfluss auf das Paralyseverhalten der CL4176-Nematoden
und entsprach damit der Naringenin-Inkubation (Abb. 43). Im Gegensatz dazu fihrte eine Behandlung
mit den prenylierten Naringeninverbindungen zu einer Rechtsverschiebung der Paralysekurve: Die 8-
PN- und 6-PN-Inkubation (100 pM) verlangerten die mittlere Zeitspanne bis zum Eintritt der Paralyse
von C. elegans um 1,1 h (p < 0,001) und 0,8 h (p = 0,010) gegeniiber den DMSO-behandelten Tieren
(Abb. 43, Tabelle 4). Bei der Untersuchung einer geringeren Konzentration (50 uM) zeigte nur die 8-
PN-Behandlung eine statistisch signifikante (p = 0,004) Protektion gegeniber der ABi-s2-induzierten
Paralyse in C. elegans (Anh. Abb. 64).
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Abbildung 43: Einfluss einer Prenylierung und Methylierung von Naringenin auf die A1.4-
Toxizitat in C. elegans.

Nematoden vom transgenen Stamm CL4176, die das humane AB1-42-Peptid temperaturabhéngig in den
Korperwandmuskelzellen exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit 100 uM des Flavonoids
bzw. 0,1 % DMSO bei 16°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Temperaturerhéhung auf 25°C fir
24 h, wobei die Tiere zeitversetzte auf NGM-Platten Uberfihrt wurden. Mittels touch-provoked
movement wurde das Eintreten der Paralyse festgestellt. Angegeben sind Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven, n = 3 (40 Individuen/Versuch), **p < 0,01, ***p < 0,001 (Log-rank (Mantel-Cox) Test)
im Vergleich zur DMSO-Gruppe. Die Naringenin-, 8-PN- und 6-PN-Daten wurden von Herrn Gabriel
Schulz im Rahmen seiner Masterarbeit erstellt. DMSO = Dimethylsulfoxid, ISK = Isosakuranetin, PN =
Prenylnaringenin.
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Tabelle 4: Einfluss einer Prenylierung und Methylierung von Naringenin auf die Paralyse im
transgenen C. elegans-Stamm CL4176.
DMSO = Dimethylsulfoxid, ISK = Isosakuranetin, PN = Prenylnaringenin, SEM = Standardfehler.

mittlere Zeit (h) bis mediane Zeit (h) bis

Behandlung zum Eintreten der zum Eintreten der n (Iopg-YI\ézrrfk)
Paralyse + SEM Paralyse + SEM

0,1 % DMSO 30,2 £0,131 30 £ 0,169 117

100 puM Naringenin 30,2+ 0,135 30+£0,174 119 0,953
0,1 % DMSO 30,2 £ 0,184 30 £ 0,339 121

100 uM ISK 30,2 £ 0,156 30 £ 0,194 120 0,443
0,1 % DMSO 31,4+0,175 32+0,243 120

100 uM 8-PN 32,5+0,148 32 £0,339 120 <0,001
0, 1% DMSO 31,7+0,174 32+0,333 119

100 uM 6-PN 32,5+ 0,156 32 £0,397 121 0,010

4.4.2 Modulation der Aggregation von AB-Plaques im transgenen C. elegans-Modell

fur Morbus Alzheimer

Um zu untersuchen ob die Protektion gegentber der ABi-s2-Toxizitat durch die Naturstoffe mit einer
veranderten AB-Peptidablagerung assoziiert ist, wurde die Akkumulation von AB-Plaques in CL2006-
Nematoden mittels ThS-Férbung analysiert (Siehe 4.2.2, Abb. 21C).

Die Behandlungen mit Naringenin oder den prenylierten Derivaten (100 uM) zeigten keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf die mittlere Anzahl der AB-Plaques in den transgenen Tieren gegeniiber der
Kontrolle. Nematoden, die mit 8-PN oder 6-PN behandelt wurden, zeigten jedoch niedrigere Werte,
wobei die mittlere Anzahl der AB-Plaque um ca. 52 und 35 % geringer war als bei den Kontrolltieren
(Abb. 44A). Durch die Klassifizierung der Nematoden nach der Anzahl der Plaques wurden statistisch
signifikante (p = 0,001) Unterschiede zwischen der 8-PN und der DMSO-Gruppe innerhalb der Klasse
A festgestellt (Abb. 44B). Hierbei erhdhte die 8-PN-Behandlung den prozentualen Anteil der Tiere in
Klasse A auf den 7-fachen Wert der DMSO-Gruppe. Die 6-PN-Gruppe wies ebenfalls statistisch
signifikant (p = 0,037) mehr Tiere in Klasse A auf als die Kontrollgruppe, wobei der prozentuale Anteil
der Tiere in dieser Kategorie um das 4-fache anstieg. Die Naringenin- und ISK-Behandlung beeinflusste

die Verteilung der Nematoden in die AB-Plaque-Klassen nicht.
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Abbildung 44: Einfluss einer Prenylierungen und Methylierung von Naringenin auf die
Akkumulation von ThS-positiven AB-Plaques in C. elegans.

Nematoden vom transgenen Stamm CL2006, die das humane Afi-42-Peptid konstitutiv in den
Korperwandmuskelzellen exprimieren, wurden ab dem L4-Stadium fur 48 h mit 100 uM des Flavonoids
bzw. 0,1 % DMSO bei 20°C inkubiert. Anschlie3end wurden die Tiere fixiert, permeabilisiert und mit ThS

gefarbt.
A. Anzahl der Plaques/Tier, angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung, (one-way
ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest).
B. Klassifizierung nach Anzahl der Plagues, angegeben sind Mittelwerte des prozentualen Anteils
der Nematoden pro Klasse und Behandlungsgruppe + Standardabweichung, **p < 0,05,
***p < 0,001 (two-way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur

DMSO-Gruppe.
n = 4 (fur Naringenin und I1SK) und n = 3 fiir 8-PN und 6-PN (20 Individuen/Versuch und Gruppe).
DMSO = Dimethylsulfoxid, ISK = Isosakuranetin, PN = Prenylnaringenin.

4.4.3 Bestimmung der radikalfangenden Kapazitét in vitro (TEAC-Assay)

Bei der Untersuchung der radikalfangenden Eigenschaften in vitro zeigten nur die prenylierten
Verbindungen (100 pM) eine statistisch signifikante (p < 0,05) antioxidative Aktivitdt im TEAC-Assay
(Abb. 45). 8-PN und 6-PN reduzierten dabei die ABTS-Absorption gleichermaflRen um ca. 23 %
gegeniber der DMSO-Kontrolle und entsprachen damit etwa der antioxidativen Aktivitat von 5 pM
Trolox. Im Gegensatz dazu wies das methylierte Derivate ISK (100 pM) keine radikalfangenden

Eigenschaften auf und entsprach damit der Wirkung von Naringenin (Abb. 45).
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Abbildung 45: Antioxidative Kapazitat von prenylierten und methylierten Naringeninderivaten
in vitro in einem zellfreien System.

Photometrische Bestimmung der Absorption des blau-griin geféarbten ABTS-Radikals nach
sechsminitiger Inkubation mit 100 uM Substanz. Die Abnahme der Absorption korreliert mit der
antioxidativen Kapazitat des Flavonoids. Fir die Standardreihe wurde das synthetische Vitamin E-
Derivat TROLOX verwendet. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung, n = 3, *p < 0,05,
**p < 0,001 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (one-way ANOVA mit Bonferroni's multiplen
Vergleichstest). DMSO = Dimethylsulfoxid, ISK = Isosakuranetin, PN = Prenylnaringenin.

4.4.4 Modulation der ROS-Akkumulation im transgenen C. elegans-Modell far

Morbus Alzheimer unter thermalem Stress

Die Behandlung mit dem methylierten Naringeninderivat ISK (100 puM) fluhrte zu einer statistisch
signifikanten (p = 0,004) Abnahme der mittleren ROS-Akkumulation nach 5 h thermalem Stress im
Vergleich zur DMSO-Gruppe (Abb. 46). Dabei entsprachen die mittleren RFE der ISK-Tiere die Halfte
der RFE der DMSO-Gruppe. Nach 6 und 7 h thermalem Stress fuhrte die ISK-Behandlung weiterhin zu
einer statistisch signifikanten (p < 0,001) antioxidativen Wirkung in den transgenen Alzheimer-Tieren.
Im Gegensatz dazu resultierte eine Behandlung mit den prenylierten Naringeninderivaten (100 pM) in
einer Erhdéhung der mittleren ROS-Akkumulation in den CL4176-Nematoden und entsprachen damit der
Wirkung von Naringenin (Abb. 46). Nach 6 h Hitzestress lag der mittlere Wert der relativen DCF-
Fluoreszenz der 8-PN und 6-PN-Gruppe bei ca. dem 1,7- und 2-fachen Wert der Kontrolltiere. Zu
demselben Zeitpunkt zeigten die Naringenin-Tiere ebenfalls eine fast 2-fache Erhéhung der mittleren
DCF-Fluoreszenz der DMSO-Tiere. Die Unterschiede erwiesen sich jedoch nicht als statistisch

signifikant.
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Abbildung 46: Einfluss einer Prenylierung und Methylierung von Naringenin auf die intrazellulare
ROS-Konzentration im transgenen ABi..;-exprimierenden C. elegans-Stamm unter thermalem
Stress.

Nematoden vom Stamm CL4176 wurden ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit 100 uM des Flavonoids bzw.
0,1 % DMSO bei 16°C inkubiert. Anschlie3end erfolgte eine Temperaturerhdhung auf 25°C fur 24 h.
Nach einem Waschschritt (PBST) wurden die Tiere in eine 384-Wellplatte pipettiert und mit 50 pM
H2DCF-DA versetzt. Die Fluoreszenz der Tiere wurde bei 37°C fur 12 h im Plattenlesegerat gemessen
(Ext.: 485 nm, Em.: 535 nm). Angegeben sind relative Mittelwerte + Standardabweichung bezogen auf
den 8 h-Wert der Kontrolltiere, n = 3 (Naringenin: 8 Individuen/Versuch, ISK: 30 Individuen/Versuch),
**p £ 0,01, ***p < 0,001 (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle. Die Naringenin-, 8-PN- und 6-PN-Daten wurden von Herrn Gabriel Schulz im Rahmen
seiner Masterarbeit erstellt. DMSO = Dimethylsulfoxid, ISK = | Isosakuranetin, PN = Prenylnaringenin,
RFE = relative Fluoreszenzeinheiten.

4.4.5 Modulation der ROS-Akkumulation im Wildtypen unter thermalem Stress

Die Wirkung einer Methylierung oder Prenylierung von Naringenin auf die ROS-Akkumulation im
Wildtypen (N2) sind in Abb. 47 dargestellt. Die Behandlungen mit den Naringeninderivaten (100 uM)
fahrten, im Vergleich zur Kontrolle, zu keiner statistisch signifikanten Veranderung der mittleren ROS-
Konzentrationen in thermal gestressten C. elegans. Tiere, die mit ISK inkubiert wurden, zeigten jedoch
niedrigere Mittelwerte der RFE ab 5 h, wohingegen die 8-PN- und 6-PN-Gruppe zu allen Zeitpunkten
hdhere mittlere RFE aufwiesen als die Kontrolltiere. Die Wirkung der prenylierten Derivate auf die ROS-

Akkumulation in C. elegans entsprach damit der von Naringenin.
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Abbildung 47: Einfluss einer Prenylierung und Methylierung von Naringenin auf die intrazellulare
ROS-Konzentration im wildtypischen C. elegans-Stamm unter thermalem Stress.

Nematoden vom Stamm N2 wurden ab dem L4-Stadium fur 48 h mit 100 pM des Flavonoids bzw.
0,1 % DMSO bei 20°C inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBST wurden die Tiere in eine 384-
Wellplatte pipettiert und mit 50 uM H2DCF-DA versetzt. Die Fluoreszenz der Tiere wurde bei 37°C fur
12 h im Plattenlesegerat gemessen (Ext.: 485 nm, Em.: 535 nm). Angegeben sind relative Mittelwerte
+ Standardabweichung bezogen auf den 8 h-Wert der Kontrolltiere, n = 3 (8 Individuen/Versuch), (one-
way ANOVA mit Bonferroni's multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Die
Naringenin-, 8-PN- und 6-PN-Daten wurden von Herrn Gabriel Schulz im Rahmen seiner Masterarbeit
erstellt. DMSO = Dimethylsulfoxid, ISK = Isosakuranetin, PN = Prenylnaringenin, RFE = relative
Fluoreszenzeinheiten.

4.4.6 Modulation der thermale Stressresistenz im Wildtypen

Die Untersuchung der thermalen Stressresistenz in wildtypischen (N2) C. elegans soll Aufschluss tber
eine mogliche Assoziation zwischen der Toleranz gegeniber der AB1-42-Toxizitat und der Stressantwort
im Nematoden geben.

Die Behandlung mit Naringenin (100 uM) reduzierte, wie bereits in 4.2.6 gezeigt, statistisch signifikant
(p = 0,016) die mittlere Uberlebenszeit der Tiere unter thermalem Stress. Im Gegensatz dazu
verlangerte die ISK-Inkubation (100 pM) die Lebensspanne in den Nematoden statistisch signifikant
(p = 0,024) im Vergleich zur DMSO-Gruppe, wobei die mittlere Uberlebenszeit um 10 % erhéht wurde.
Die Behandlungen mit den prenylierten Naringeninderivaten (100 uM) hatten keinen Einfluss auf die

Thermotoleranz in C. elegans. Die Ergebnisse sind in Abb. 48 zusammengefasst.
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Abbildung 48: Einfluss einer Prenylierung und Methylierung von Naringenin auf das Uberleben
von wildtypischen C. elegans unter thermalem Stress.

Nematoden vom Stamm N2 wurden ab dem L4-Stadium fir 48 h mit 100 uM des Flavonoids bzw.
0,1 % DMSO bei 20°C inkubiert. Nach einem Waschschritt (PBST) wurden die Tiere einzeln in je eine
Kavitat mit 9 pl PBS einer 384-Wellplatte pipettiert. AnschlieBend wurde die SYTOX Green-Lésung in
einer Endkonzentration von 1 UM hinzugegeben, die Platte versiegelt und die Fluoreszenz bei 37°C flr
12 h im Plattenlesegerat gemessen (Ext.. 485 nm, Em.: 535nm). Aus den individuellen
Fluoreszenzkurven wurden durch Festlegen von Schwellenwerten virtuelle Todeszeitpunkte berechnet.
Angegeben sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven, n = 3 (8 Individuen/Versuch), *p < 0,05 (Log-rank
(Mantel-Cox) Test)) im Vergleich zur DMSO-Gruppe. Die Naringenin-, 8-PN- und 6-PN-Daten wurden
von Herrn Gabriel Schulz im Rahmen seiner Masterarbeit erstellt. DMSO = Dimethylsulfoxid, ISK =
Isosakuranetin, PN = Prenylnaringenin.

4.4.7 Modulation der zellularen Lokalisation von GFP-gekoppelten

Transkriptionsfaktoren

4.4.7.1 Modulation der zellularen DAF-16-Lokalisation (Kurzzeitinkubation)

Aus Vorversuchen ist bereits bekannt, dass eine Inkubation mit dem HOE (0,5 mg/ml), welches 8-PN
und 6-PN enthélt, die nukledre Akkumulation von DAF-16 in C. elegans erhéhen kann (Anh. Abb. 65B).
Daher wurde ebenfalls der Einfluss der Naringeninderivate auf die zellulare Lokalisation von DAF-16
mittels des transgenen Stammes TJ356 untersucht (Siehe 4.2.7.1, Abb. 28). Die einstindige
Inkubationen mit Naringenin oder den Naringeninderivaten zeigten keinen Einfluss auf die DAF-
16::GFP-Lokalisation in den transgenen Tieren (Abb. 49).
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Abbildung 49: Einfluss einer Prenylierung und Methylierung von Naringenin auf die zellulare
DAF-16-Lokalisation in C. elegans (Kurzzeitinkubation).

Nematoden vom transgenen Stamm TJ356, die ein Fusionsprotein aus DAF-16 und GFP
Uberexprimieren, wurden ab dem L4-Stadium fur 1 h mit 100 uM des Flavonoids bzw. 0,1 % DMSO
inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Tiere. Angegeben
sind die Mittelwerte der Fraktion mit nuklearer GFP-Lokalisation + Standardabweichung, n = 3-4 (30
Individuen/Versuch), (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur
DMSO-Gruppe. Die Naringenin-, 8-PN- und 6-PN-Daten wurden von Herrn Gabriel Schulz im Rahmen
seiner Masterarbeit erstellt. DMSO = Dimethylsulfoxid, GFP = griin fluoreszierendes Protein, ISK =
Isosakuranetin, PN = Prenylnaringenin.

4.4.7.2 Modulation der zellularen DAF-16- und SKN-1-Lokalisation (Langzeitinkubation)

Da 8-PN und 6-PN eine protektive Wirkung gegeniber der ABi42-Toxizitat in C. elegans (CL4176)
zeigten, wurde auch die zellulare DAF-16- und SKN-1-Lokalisation in den transgenen Nematoden nach
einer Langzeitinkubation mit den Naturstoffen, entsprechend dem Ap1-42-Paralyseversuchs, analysiert.
Die Behandlung mit 8-PN oder 6-PN (100 uM) zeigte hierbei keinen Einfluss auf die zellulare
Lokalisation der Transkriptionsfaktoren in C. elegans (Abb. 50).
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Abbildung 50: Einfluss einer Prenylierung von Naringenin auf die zellulare DAF-16- und SKN-1-
Lokalisation in C. elegans (Langzeitinkubation).

Nematoden vom transgenen Stamm TJ356 (links) oder LDOO1 (rechts), die ein DAF-16::GFP- oder
SKN-1::GFP-Fusionsprotein exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fur 64 h mit 100 pM des
Flavonoids bzw. 0,1 % DMSO bei 20°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine
fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Tiere. Angegeben sind die Mittelwerte der Fraktion mit
nukledrer GFP-Lokalisation + Standardabweichung, n = 3 (30 Individuen/Versuch), (one-way ANOVA
mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur DMSO-Gruppe. DMSO = Dimethylsulfoxid,
GFP = grun fluoreszierendes Protein, PN = Prenylnaringenin.
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4.4.8 Modulation der HSP-16.2::GFP-Expression

Um zu Uberpriifen, ob die prenylierten Naringeninderivate die ABi-42-induzierte Paralyse in C. elegans
Uber eine Modulierung der HSP-16.2-Expression verzdgern, wurde die HSP-16.2::GFP-Expression in
transgenen C. elegans nach einer Langzeitinkubation mit den Pflanzenstoffen untersucht. Die HSP-
16.2::GFP- und die MYO-3::GFP-Expression der CL2070- bzw. PD4152-Tiere wurde im
Fluoreszenzmessung im Plattenlesegerat bestimmt (Siehe 4.2.8, Abb. 32).

Die Behandlung mit 8-PN oder 6-PN (100 uM) zeigte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die
HSP-16.2::GFP-Expression in den CL2070-Nematoden unter basalen Bedingungen und unter
Hitzestress (Abb. 51 links). Die MYO-3::GFP-Expression wurde ebenfalls nicht durch die Behandlung

mit den prenylierten Naringeninderivaten in den PD4251-Nematoden beeinflusst (Abb. 51 rechts).

CL2070 (HSP-16.2::GFP) PD4251 (MYO-3::GFP)
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Abbildung 51: Einfluss einer Prenylierung von Naringenin auf die HSP-16.2::GFP-Expression in
C. elegans (Langzeitinkubation).

Nematoden vom transgenen Stamm CL2070 (links), die ein Fusionsprotein aus HSP-16.2 und GFP
exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit 100 pM des Flavonols bzw. 0,1 % DMSO inkubiert.
Fur die HSP-16.2-Induktion erfolgte ein kurzer Hitzestress bei 35°C. Nematoden vom Stamm PD4251
(rechts), die ein Fusionsprotein aus MYO-3 und GFP exprimieren wurden analog zu den CL2070 Tieren
behandelt. Nach einer 24-stiindigen Erholungsphase wurden die Tiere beider Stamme in eine 384-
Wellplate pipettiert und die Fluoreszenz im Plattenlesegerat gemessen (Ext.: 488 nm, Em.: 511 nm).
Angegeben sind relative Mittelwerte + Standardabweichung, n = 3 (60 Individuen/Versuch), (one-way
ANOVA mit Bonferroni's multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. DMSO =
Dimethylsulfoxid, PN = Prenylnaringenin.
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4.5 Modulation der AB-Toxizitdt durch Flavonoide in transgenen C.

elegans unter daf-16 RNAIi-Bedingungen

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Protektion der Flavonoide gegenliber der AB1-a2-Toxizitat in C.
elegans von der Aktivitat des Transkriptionsfaktors DAF-16 abhangig ist. Ziel dabei war es
herauszufinden, ob das methylierte Flavonoidderivat Q-3-M (ber den gleichen Signalweg wirkt wie die
unsubstituierte Leitsubstanz Quercetin, da beide Naturstoffe zumindest tendenziell die nukleare
Akkumulation von DAF-16 in C. elegans induzierten. Da die zwei prenylierten Naringeninderivate eine
potente Wirkungen in dem Morbus Alzheimer-Stamm zeigten und somit die Bioaktivitdt des
unwirksamen Naringenin deutlich erhdhten, sollte auRerdem untersucht werden, ob die Position der
Prenyleinheit am A-Ring fur den Wirkmechanismus entscheiden ist.

Folglich wurde der ABi-42-Toxizitatsversuch mit dem Morbus Alzheimer-Stamm CL4176 erneut unter
daf-16 RNAI-Bedingungen analysiert. Die Effizienz der Herunterregulation von daf-16 mittels RNAI
exprimierenden E. colis (HT115) wurde zuvor am DAF-16::GFP-exprimierenden C. elegans-Stamm
TJ356 analysiert. Die Behandlung der TJ356-Nematoden mit den daf-16 RNAi-Bakterien filhrte zu einer
83%igen Reduktion der GFP-Fluoreszenz gegeniber den Tieren, die mit Leervektor-Bakterien geflittert
wurden (Anh. Abb. 58). Das Paralyseverhalten der CL4176-Nematoden wurde durch die
Herunterregulation von daf-16 nicht beeinflusst (Anh. Abb. 59).

4.5.1 Modulation der AB1-42-Toxizitat durch Quercetin und Q-3-M unter daf-16 RNAI-

Bedingungen

Die Paralysekurven der Behandlungsgruppen unter Leervektor- und daf-16 RNAi-Bedingungen sind in
Abb. 52 dargestellt. Die Quercetin- und Q-3-M-inkubierten Nematoden sind unter Leervektor-
Bedingungen statistisch signifikant (p < 0,001 und 0,022) langere beweglich als die DMSO-Tiere. Dabei
verlangerte die Quercetin- und Q-3-M-Behandlung die mittlere Zeitspanne bis zum Eintritt der Paralyse
um 1,2 und 0,5 Stunden gegeniber der Kontrolle (Tabelle 5). Unter daf-16 RNAi-Bedingungen wurde
zwischen den Behandlungsgruppen und der DMSO-Gruppe kein statistisch signifikanter Unterschied im
Paralyseverhalten festgestellt.

Tabelle 5: Einfluss von Quercetin und Q-3-M auf die Paralyse im transgenen C. elegans-Stamm
CL4176 unter daf-16 RNAi Bedingungen.

Daf = Dauergen (abnormal DAuer Formation), DMSO = Dimethylsulfoxid, Q-3-M = Quercetin-3-
Methylether, SEM = Standardfehler.

mittlere Zeit (h) bis mediane Zeit (h) bis

Behandlung zum Eintreten der zum Eintreten der n (Iopg-YI\:/{er;[k)
Paralyse + SEM Paralyse + SEM

leer 0,1 % DMSO 30,9 £ 0,185 30 + 0,228 123

leer 50 uM Quercetin 32,1+0,163 32+0,252 126 <0,001
daf-16 0,1 % DMSO 31,2+0,191 32 +0,253 119

daf-16 50 uM Quercetin 31,2+0,168 30 £ 0,261 119 0,971
leer 0,1 % DMSO 31,1+£0,162 30 + 0,225 164

leer 50 uM Q-3-M 31,6+ 0,161 32+0,240 161 0,022
daf-16 0,1 % DMSO 31,3+0,161 32+0,226 160

daf-16 50 uM Q-3-M 31,3+0,152 32 +£0,199 159 0,800
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Abbildung 52: Einfluss von Quercetin und Q-3-M auf die ABi-s2-induzierte Toxizitat in C. elegans
unter daf-16 RNAi Bedingungen.
Nematoden vom transgenen Stamm CL4176, die das humane AB1-42-Peptid temperaturabhangig in den
Korperwandmuskelzellen exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit 50 uM des Flavonoids
bzw. 0,1 % DMSO und IPTG-induzierten daf-16- oder leer-Vektor RNAi HT115 E. colis (hitzeinaktiviert)
bei 16°C inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Temperaturerhéhung auf 25°C fiir 24 h, wobei die Tiere
zeitversetzte auf NGM-Platten Uberfihrt wurden. Mittels touch-provoked movement wurde das Eintreten
der Paralyse festgestellt. Angegeben sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven,
A. Quercetin, n = 3 (40 Individuen/Versuch), ***p < 0,001 (Log-rank (Mantel-Cox) Test) im
Vergleich zur Leervektor-DMSO-Gruppe,
B. Q-3-M, n =4 (40 Individuen/Versuch), *p < 0,05 (Log-rank (Mantel-Cox) Test) im Vergleich zur
Leervektor-DMSO-Gruppe.

Daf = Dauergen (abnormal DAuer Formation), DMSO = Dimethylsulfoxid, Q-3-M = Quercetin-3-
Methylether, RNAi = Ribonukleinsdureinterferenz.
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4.5.2 Modulation der ABi-42-Toxizitat durch prenylierte Flavonoide unter daf-16 RNAI-

Bedingungen

Bei der Untersuchung der prenylierten Naringeninderivaten zeigte sich, dass die 8-PN-Inkubation
sowohl unter Leervektor- als auch unter daf-16-RNAi-Bedingungen die ABi-s2-induzierten Paralyse in
den transgenen Tieren nicht beeinflusste. Im Gegensatz dazu verzdgert die 6-PN-Behandlung den
Eintritt der Paralyse im CL4176-Stamm statistisch signifikant (p = 0,027) gegeniiber DMSO-Inkubation
unter Leervektor-Bedingungen. Im Vergleich zur Kontrolle, wurde die mittlere Zeitspanne bis zum Eintritt
der Paralyse um 0,5 h durch die 6-PN-Inkubation verlangert (Tabelle 6). Unter daf-16 RNAI-
Bedingungen gab es keinen statistisch signifikanten Unterschied im Paralyseverhalten zwischen der 6-
PN und DMSO-Gruppe. Die Paralysekurven aller Behandlungsgruppen sind in Abb. 53 dargestellt.
Tabelle 6: Einfluss von prenylierten Naringeninderivaten auf die Paralyse im transgenen C.
elegans-Stamm CL4176 unter daf-16 RNAi Bedingungen.

Daf = Dauergen (abnormal DAuer Formation), DMSO = Dimethylsulfoxid, PN = Prenylnaringenin SEM
= Standardfehler.

mittlere Zeit (h) bis mediane Zeit (h) bis

Behandlung zum Eintreten der zum Eintreten der n (Iopg_YIngr;[k)
Paralyse = SEM Paralyse = SEM

leer 0,1 % DMSO 30,3+0,179 30 + 0,207 159

leer 100 uM 8-PN 30,5+0,172 30+0,191 158 0,256
leer 100 pM 6-PN 30,8+0,170 30+ 0,187 165 0,027
daf-16 0,1 % DMSO 30,3+ 0,190 30+ 0,228 162

daf-16 100 pM 8-PN 30,7 £ 0,169 30 +£ 0,230 159 0,552
daf-16 100 pM 6-PN 30,5+ 0,164 30+0,125 152 0,804
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Abbildung 53: Einfluss von prenylierten Naringeninderivaten auf die ABi.sc-induzierte Toxizitéat
in C. elegans unter daf-16 RNAi Bedingungen.

Nematoden vom transgenen Stamm CL4176, die das humane AB1-42-Peptid temperaturabhangig in den
Korperwandmuskelzellen exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit 100 uM des Flavonoids
bzw. 0,1 % DMSO und IPTG-induzierten daf-16- oder leer-Vektor RNAi HT115 E. colis (hitzeinaktiviert)
bei 16°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Temperaturerhhung auf 25°C fur 24 h, wobei die Tiere

zeitversetzte auf NGM-Platten tberfiihrt wurden. Mittels touch-provoked movement wurde das Eintreten
der Paralyse festgestellt.

A. 8-PN,

B. 6-PN.
Angegeben sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven, n = 4 (40 Individuen/Versuch), *p < 0,05 (Log-rank
(Mantel-Cox) Test) im Vergleich zur Leervektor-DMSO-Gruppe. Die Daten wurden von Herrn Gabriel
Schulz im Rahmen seiner Masterarbeit erstellt. Daf = Dauergen (abnormal DAuer Formation), DMSO =
Dimethylsulfoxid, PN = Prenylnaringenin, RNAi = Ribonukleinséureinterferenz.
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4.6 Ergebnisibersicht

Die Ergebnisse der einzelnen Versuche dieser Arbeit sind in Tabelle 7 zusammengefasst.
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5 Diskussion

Morbus Alzheimer ist eine neurodegenerative Erkrankung, bei der einen Akkumulation von AB-Peptiden
im Gehirn eine Rolle. Der genaue molekulare Pathomechanismus ist nicht vollstandig aufgeklart, jedoch
werden altersassoziierte Veranderung, wie die Erh6hung des oxidativen Stress-Status und die Stérung
der Proteinhomdostase, als wichtige Risikofaktoren gesehen. Die Identifikation neuer Wirkstoffe, die die
AB-Toxizitat verringern, ist ein wichtiger Ansatz bei der Suche nach Praventions- und
Behandlungsstragien fur Morbus Alzheimer. Aus verschiedenen Tiermodellen gibt es Hinweise darauf,
dass sekundare Pflanzenstoffe protektive Effekte gegentiber Morbus Alzheimer erzielen kdnnen. Der
Nematode C. elegans stellt ein geeigneten Modellsystem dar, um die molekulare Wirkungsweise dieser
Pflanzenstoffe zu untersuchen, da zum einen zentrale Signalwege, die an der Entstehung von
Krankheiten beteiligt sind, konserviert sind und zum anderen transgene Stamme zur Verfligung stehen,
mit deren Hilfe es mdglich ist zellulare Prozesse auf molekularer Ebene zu untersuchen. Das Ziel der
Arbeit war folglich das protektive Potential von zwei Pflanzenextrakten und den darin enthaltenen
Flavonoiden gegeniber der ABis-Toxizitdt in C. elegans zu untersuchen. Neben Struktur-
Wirkungsbeziehungen der Flavonoide sollte auch der zugrunde molekulare Mechanismus in C. elegans

erforscht werden.

5.1 Modulation der AB142-Toxizitat und AB-Aggregation durch Flavonoide

in C. elegans

Die AB1-42-Toxizitat und AB-Aggregation wurde mittels der transgenen C. elegans-Stdmme CL4176 und
CL2006 untersucht. Nematoden vom CL4176-Stamm exprimieren das humane Api-42-Peptid
temperaturabhangig in den Kdrperwandmuskelzellen, wodurch es zu einer progressiven Paralyse des
Koérpers innerhalb von 24 bis 34 h kommt. Hingegen exprimieren die CL2006-Nematoden das ABi-42-
Peptid konstitutiv in den Kérperwandmuskelzellen und weisen folglich eine altersabhangige Paralyse
und AB-Plaque-Ablagerung auf (Link 1995).

Extrakte

Die Behandlungen mit HE und HOE verzdgerten den Eintritt der Paralyse in C. elegans (CL4176) in
allen untersuchten Konzentrationen. In dieser Arbeit wurde erstmalig ein Hopfenextrakt in C. elegans
untersucht. Interventionsstudien zeigen jedoch, dass eine orale Applikation von Humulus lupulus- oder
Humulus japanicus-Extrakten die kognitiven Symptome in einem murinen Modell fir Morbus Alzheimer
reduzieren kann (Sasaoka et al. 2014, Park et al. 2017). Uber die Wirkung von Hibiskus-Extrakten
gegenuber neurodegenerativen Erkrankungen sind bisher keine Studien bekannt. Wegen
Schwankungen in der Extraktzusammensetzung, wurde in den anschlieBenden Versuchen die Wirkung
von isolierten Naturstoffe in C. elegans untersucht. In den Extrakten sind zahlreiche Flavonoide
enthalten, welchen zum Teil methyliert und prenyliert vorliegen. Daher wurden zuerst unsubstituierte

Flavonoide und anschlieRend methylierte und prenylierte Flavonoidderivate untersucht.

Flavonoide
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Zur Untersuchung der unsubstituierten Verbindungen wurden die zwei Flavonoidklassen Flavonole und

Flavanone ausgewahlt. Die Flavonole Fisetin, Galangin, Morin und Myricetin unterscheiden sich in
Anzahl und Stellung der OH-Gruppen voneinander. Aus der Literatur ist bekannt, dass Quercetin in
einer Konzentration von 100 puM die Stressresistenz und Lebensspanne von C. elegans erhéhen kann
(Kampkotter et al. 2007b, Kampkétter et al. 2008, Saul et al. 2008, Saul et al. 2008, Pietsch et al. 2011).
Daher wurde zuerst die Wirkung dieses Flavonols in unterschiedlichen Konzentrationen auf den Morbus
Alzheimer-Stamm untersucht. Da eine 50 uM Quercetin-Inkubation die grof3te Protektion im ABi-42-
Toxizitdtsassay zeigte, wurde diese Konzentration als Standard fiir die Flavonol-Inkubation der CL4176-
Nematoden festgelegt. Bis auf Fisetin, zeigten alle untersuchten Flavonole eine Protektion gegeniiber
der ABi-42-induzierten Paralyse in C. elegans. Folglich lasst sich vermuten, dass Anzahl und Stellung
der OH-Gruppen im B-Ring der Flavonole keinen Einfluss auf die Protektion gegeniiber der ABi-42-
Toxizitét in C. elegans haben: Morin besitzt zwar die gleiche Anzahl an OH-Gruppen wie Quercetin,
weist aber im Gegensatz dazu keine Catecholgruppe (3,4-Dihydroxyphenol) im B-Ring auf. Die
Behandlung mit diesem Flavonol verlangerte die mittlere Paralysezeit der Nematoden gegeniber der
Kontrollbehandlung in einem vergleichbaren Mal3e wie Quercetin. Die Galangin-Behandlung war
genauso protektiv wie die Myricetin-Behandlung im CL4176-Stamm, obwohl groRRe strukturelle
Unterschiede im B-Ring bestehen: Galangin besitzt keine und Myricetin drei OH-Gruppen im B-Ring.
Nur das Fehlen der OH-Gruppe an C5 im A-Ring bei Fisetin scheint die schitzende Wirkung der
Flavonole gegenuber der ABi-42-Toxizitét in C. elegans aufzuheben (Abb. 54). Die Inkubationen mit den
Flavonolen (50 uM) beeinflusste die AB-Plaque-Anzahl in den CL2006-Nematoden im Vergleich mit der
DMSO-Inkubation nicht. Bei der Quercetin-Gruppe war eine nichtsignifikante Reduktion von 28 % in der
mittleren Plaque-Anzahl gegentiber der Kontrolle erkennbar. Aufgrund grof3er Schwankungen zwischen
den Experimenten konnte jedoch keine statistisch signifikante Wirkung von Quercetin festgestellt
werden. Eine Korrelation zwischen der Protektion gegeniiber AB1.42-Toxizitat durch die Flavonole und

der Akkumulation von AB-Ablagerungen in den Nematoden lasst sich daher nicht ableiten.

Aus der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass eine Quercetin-Gabe die APi-42-Toxizitat in C. elegans
reduzieren kann: Jagota & Rajadas (2012) zeigten, dass eine Behandlung mit 73 uM Quercetin das
prozentuale Uberleben transgener Alzheimer-Tiere im Vergleich zur Kontrolle erhéhte. Eine dhnliche
Wirkung wurde durch eine Behandlung mit 82 uM Morin erreicht (Jagota & Rajadas 2012). Des Weiteren
schitzte eine Inkubation mit 10 und 100 uM Quercetin vor der Hitzeschock (35°C)-induzierten Paralyse
in diesen Nematoden (Regitz et al. 2014). Aufgrund erheblicher Unterschiede in den experimentellen
Bedingungen lassen sich diese Studien jedoch nur eingeschrankt mit der vorliegenden Arbeit
vergleichen. Die Autoren haben z. B. anstatt den hier verwendeten CL4176- den CL2006-Stamm,
welcher eine altersabhéangige AB1-42-Expression aufweist, ausgewahlt. Eine Untersuchung der Wirkung
von Naturstoffen auf die ABi-42-induzierte Paralyse unabhé&ngig vom Alterungsprozess ist daher kaum
moglich. In wildtypischen C. elegans wurde bereits gezeigt, dass eine Inkubation mit Quercetin
verschiedenen Alterungsmarker reduzieren kann (Kampkoétter et al. 2007b, Kampkaétter et al. 2008, Saul
et al. 2008, Saul et al. 2008, Pietsch et al. 2011). Zwar ist die Progression von Morbus Alzheimer auch
im Menschen altersabhéngig, jedoch ist es bei der Vielzahl von zellularen Prozessen, die wéahrend der
Alterung stattfinden, kompliziert jene Mechanismen zu identifizieren, die das Fortschreiten der
Erkrankung begtinstigen. Daher bietet der CL4176-Stamm die Mdoglichkeit, die Toxizitat der APi-a2-
Peptide isoliert vom Alterungsprozess zu betrachten. Zudem kodnnte die von Regitz et al. (2014)
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beschriebene Reduktion der Hitzeschock-induzierten Paralyserate durch die Quercetin-Behandlung auf

eine erhdhte Stressresistenz der Tiere, welche ebenfalls durch das Flavonol beeinflusst werden kann,
zuruickzufiihren zu sein (Kampkotter et al. 2007b). Andere Tiermodellstudien weisen jedoch ebenfalls
auf ein protektives Potential des Naturstoffes hin: Eine dreimonatige intraperitoneale Quercetin-Injektion
(25 mg/kg aller 48 h) erhthte Lern- und Ged&chtnisleistung von transgenen Alzheimer-Mausen
(3XxTgAD) und senkte die AB-Plaque-Anzahl im Gehirn der Tiere gegenuber einer Kontroll-Injektion
(Sabogal-Guaqueta et al. 2015). Des Weiteren verminderte eine Quercetin-Behandlung (1,31 mM) die
neurotoxische Wirkung von ABi-42-Peptiden in transgenen Drosophila melanogaster-Mannchen (Kong
et al. 2016). In der Literatur existieren bisher keine Angaben uber die Wirkung von Galangin in
Tiermodellen fir Morbus-Alzheimer. Im Fall von Myricetin weisen verschiedene Zellversuchen darauf
hin, dass das Flavonol die AB-induzierte Zytotoxizitat reduzieren kann (Shimmyo et al. 2008, Ono et al.
2012). Eine 10-monatige Myricetin-Gabe beeinflusste jedoch nicht die AB-Plague-Anzahl im murinen
Alzheimermodell (Tg2576) (Hamaguchi et al. 2009). Im Gegensatz dazu wurden fiir Morin und Fisetin
bereits protektive Wirkungen in Nagermodellen flr Morbus Alzheimer beobachtet: Du et al. (2016)
zeigten, dass eine intraperitoneale Morin-Injektion (20 mg/kg Tag fir zwdlf Wochen) das raumliche Lern-
und Erinnerungsvermogen von transgenen Mausen (APPSwe/PS1dE9) gegentiber einer Kontrolllésung
steigerte. Zudem reduzierte die Morin-Behandlung die Anzahl der AB-Plaque-Ablagerungen im Gehirn
der Tiere. Die Fisetin-Futterung senkte Defizite in Langzeitgedachtnis und Lernverhalten in zwei
murinen  Modellen fur Morbus Alzheimer (APPSwe/PS1dE9 transgene Mause bzw.
intracerebroventrikulare Injektion von ABi-42 in C57BL/6N- M&use) und erhohte die Leistung des
Langzeitgedachtnisses von gesunden Mausen (C57BL/6) (Maher et al. 2006, Currais et al. 2014, Ahmad
et al. 2016). Jedoch wurde die AB-Aggregation im Gehirn der Alzheimer-Tieren nicht durch die Gabe
des Flavonols beeinflusst (Currais et al. 2014). Im Gegensatz zu den Daten aus der Literatur schiitze
die Fisetin-Inkubation in der vorliegenden Arbeit nicht vor der ABi-42-Toxizitat in C. elegans. Dies kdnnte
z. B. auf genetischen Unterschieden zwischen C. elegans und den Saugermodellen beruhen: In der
Studie von Ahmad et al. (2016) inhibierte die Fisetin-Futterung die BACE-Proteinexpression und die
Tau-Hyperphosphorylierung in den Alzheimer-Mausen (intracerebroventrikulare Injektion von ABi-42in
C57BL/6N-Mause). Das BACE-Enzym spielt bei der Prozessierung von ABi-42-Peptiden aus dem APP
eine Schlisselrolle, wobei C. elegans kein entsprechendes Homolog fir dieses Enzym besitzt. Eine
Reduktion der AB1-42-Freisetzung aus dem Vorlauferpeptid durch Fisetin kann daher in dem C. elegans-
Modell nicht nachgewiesen werden. Die Senkung der AB-Plaque-Anzahl im Gehirn der transgenen
Mause durch die Quercetin- oder Morin-Behandlung scheint ebenfalls auf einer veranderten APP-
Prozessierung zurtickzuftihren zu sein (Vepsélainen et al. 2013, Sabogal-Guaqueta et al. 2015, Du et
al. 2016). Des Weiteren kann die Tau-Pathologie mit dem C. elegans Stamm CL4176 nicht
nachgewiesen werden, da der Nematode nur das protein with tau-like repeats 1 (PTL-1) exprimiert,
welches keine toxischen Fibrillen bildet (Alexander et al. 2014). Die Arbeit von Currais et al. (2014) weist
darauf hin, dass Fisetin die neuroprotektive Wirkung in den M&usen uUber die Aktivierung der
extrazellulares Signal-regulierten Kinase (ERK) und antioxidative Eigenschaften vermittelt. Beides
stellen Mechanismen dar, die aufgrund evolutiondrer Konservierung auch in C. elegans denkbar wéren.
Die ERK-Aktivierung tragt im Menschen zur synaptischen Plastizitét im Hippocampus bei
(Ubersichtsartikel von Sweatt 2004). Dabei induziert der ERK-Signalweg die Expression eines

Neuronen-spezifischen Aktivators der Cyclin-abhangigen Kinase 5 (Cdk5), welche bei der Entwicklung
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des Zentralen Nervensystems eine Rolle spielt. Eine Dysregulation dieser Kinase im Gehirn ist mit dem

Auftreten von Morbus Alzheimer assoziiert. Dabei wird diskutiert, dass eine Cdk5-Hyperaktivierung die
Tau-Phosphorylierung vermittelt (Ubersichtsartikel von Cruz & Tsai 2004). Die spezifische Wirkung von
Fisetin im zentralen Nervensystem kann jedoch mit dem C. elegans Stamm CL4176, welcher die
AB1-42-Peptide in den Koérperwandmuskelzellen exprimiert, nicht nachgewiesen werden. Um dennoch
eine neuronenspezifische Wirkung von Fisetin in C. elegans zu untersuchen, miissen in weitergehenden

Versuchen Stdmme mit entsprechender gewebespezifischen ABi.42-Expression analysiert werden.

Neben den Flavonolen wurden zwei Vertreter der Flavanone untersucht, die sich durch eine gesattigte
C2-3-Verbindung und der fehlenden C3-OH-Gruppe im C-Ring von den Flavonolen unterscheiden. Eine
Behandlung mit 50 oder 100 uM Naringenin beeinflusste weder die ABi-42-induzierte Paralyse in den
CL4176-Nematoden noch die Anzahl der AB-Plaques in den CL2006-Tieren. Im Gegensatz dazu
verlangerte eine Inkubation mit 100 uM LQ, nicht jedoch 50 uM LQ, die mittlere Paralysezeit gegentiber
der Kontrollgruppe, was auf eine Konzentrationsabhangigkeit schliel3en lasst. LQ unterscheidet sich
von Naringenin durch das Fehlen der C5-OH-Gruppe. Interessanterweise bewirkte die Abwesenheit
jener OH-Gruppe eine Aufhebung der protektiven Wirkung von Flavonolen (Fisetin) in den transgenen
Nematoden. Die Sattigung der C2-3-Verbindung bewirkt demnach eine verédnderte Reaktivitat der
Flavonoide in diesem Modell. Die LQ-Inkubationen verénderte jedoch nicht die mittlere Anzahl der ThS-
positiven Ablagerungen in C. elegans (CL2006).

Uber die Wirkung von Naringenin in C. elegans-Modellen fiir Morbus Alzheimer sind keine Daten aus
der Literatur bekannt. Der Pflanzenstoff scheint jedoch die AB-Toxizitat in Ratten zu reduzieren: Hierbei
vermindert eine Fitterung mit dem Flavanon die kognitiven Symptome, die durch eine AB-Peptid-
Injektion in den Hippocampus der Tiere verursacht wurden (Ghofrani et al. 2015). Bei dieser
Untersuchung wurde jedoch eine andere AB-Peptide-Variante (40) als in dieser Arbeit verwendet. Das
Flavanon LQ wurde bereits in C. elegans hinsichtlich der ARi-42-Toxizitdt untersucht, wobei die
Behandlung mit dem Pflanzenstoff (50 pg/ml bzw. 195 uM) die Paralyse im CL4176-Stamm nicht
beeinflusste (Link et al. 2015). Die Autoren zeigen auRerdem, dass der Naturstoff in der hier eingesetzte
Konzentration von 100 uM (ca. 25 pg/ml) die mittlere AB-Plaque-Anzahl in den CL2006-Nematoden
nicht verandert. Erst ab einer héheren Konzentration von 195 uM (50 pg/ml) senkte LQ die ThS-
positiven Ablagerung in den Nematoden (Link et al. 2015). Unterschiede zwischen dieser Untersuchung
und den hier gefunden Ergebnissen sind mdglicherweise auf die verschiedenen
Behandlungsbedingungen zurtckzufiihren: Zum einen wurden lebende E. colis als Nahrungsquelle und
zum anderen eine kirzer Inkubationsdauer (36 h) und andere Synchronisationsmethode (Bleiche-
Synchronisation) angewandt. Ergebnisse aus Zellkultur- und Tierstudien weisen jedoch auch auf eine
Protektion von LQ gegeniber Morbus Alzheimer hin, z. B. erhéht eine Fiutterung mit dem Naturstoff
(zehn und 30 mg/kg pro Tag) die Gedachtnisleistung und senkte die die AB-Peptidablagerung in
Hippocampus, Cortex und Amygdala der transgenen Alzheimer-Mausen gegentiber der Kontrollgruppe
(Liu et al. 2009)

Methylierte Flavonoide

Methylierungen und Prenylierungen koénnen die Bioverfugbarkeit und folglich die Bioaktivitat von

Flavonoiden verandern. Aus diesem Grund wurde der Einfluss der methylierten Quercetinderivate
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Q-3-M, Isorhamnetin (3'-O-Methylquercetin) und Tamarixetin (4‘-O-Methylquercetin) in einer
Konzentration von 50 pM auf die ABi-a2-Toxizitat in C. elegans (CL4176) untersucht. Wéhrend die
Q-3-M- und Quercetin-Gruppen eine vergleichbare protektive Wirkung aufwiesen, beeinflusste die
Isorhamnetin- und Tamarixetin-Behandlungen die AB-Paralyse in C. elegans nicht. Hingegen ist aus der
Literatur bekannt, dass Isorhamnetin (25 pM) die AB-induzierter Zytotoxizitdt in SH-SY5Y Zellen
reduzieren kann (lida et al. 2015). Ein mdglicher Grund flr die Unterschiede zur vorliegenden Arbeit
konnte darin bestehen, dass die Aufnahme in Zellkulturstudien weniger komplex sind als in einem
Organismus, wodurch hohere intrazellulare Substanzkonzentration erreicht werden kénnen. Folglich
lasst sich ableiten, dass eine Blockierung der freien OH-Gruppen an C3‘ und C4° die protektive Wirkung
von Quercetin gegenliber AB1-42-Toxizitét in C. elegans aufhebt. Die Behandlungen mit den methylierten
Quercetinderivaten (50 uM) zeigte keinen Einfluss auf die AB-Plaque-Ablagerungen im Nematoden. Die
Q-3-M-Inkubation reduzierte zwar die mittlere Plaque-Anzahl pro Tier um 51 % im Vergleich zu den
DMSO-Tiere, jedoch erwies sich der Unterscheid nach der statistisch Auswertung als nicht signifikant.
Folglich besteht keine Assoziation zwischen der Protektion gegenlber der ABi-42-Paralyse durch die
Q-3-M-Behandlung und der Ap-Plaque-Anzahl in den Nematoden.

Die abgeleiteten wirkungsbestimmenden Strukturmerkmale von Quercetin sind in Abb. 54 dargestellit.

Abbildung 54: Modifikationen an der Struktur von Quercetin beeinflussen die Bioaktivitat im
Morbus Alzheimer-Stamm CL4176.

Fur die protektive Wirkung von Flavonoiden gegenuber der ABi-42-Toxizitat in C. elegans sind die C2-3-
Doppelbindung und C3-OH-Gruppe wichtig, da Flavanone eine geringere Bioaktivitat als Flavonole
besitzen. Das Fehlen der C5-OH-Gruppe und eine Methylierung an C3‘ und C4‘ hebt die schiitzende
Wirkung von Quercetin auf.

Prenylierte Flavonoide

Zur Untersuchung von prenylierten Flavonoidderivaten wurden die im HOE enthaltenden
Naringeninderivate 8-PN und 6-PN untersucht. Die Behandlung mit 8-PN oder 6-PN (100 uM) reduzierte
die AB1-42-Toxizitat in den CL4176-Nematoden statistisch signifikant im Vergleich zur DMSO-Kontrolle.
Zudem zeigten die beiden Naturstoffe bei einer Konzentration von 50 uM eine reduziert bzw. keine
Protektion, was auf einen konzentrationsabhdngigen Effekt vermuten Ilasst. Die prenylierten
Naringeninderivaten verringerte auch die AB-Aggregation in C. elegans: Die 8-PN- und 6-PN-Inkubation
(100 uM) erhéhte den Anteil an Nematoden mit der geringsten Plaque-Anzahl (Klasse A: 0-15 Plaques/
Tier) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. In diesem Fall korreliert die Schutzwirkung gegentber der
AB1-a2-induzierten Paralyse mit einer reduzierten Plague-Ablagerung in den Nematoden. Zum Vergleich
wurde auch der Einfluss einer Methylierung von Naringenin in den Alzheimer-Stdmmen untersucht. Die

Behandlung mit ISK (50 und 100 pM), welches eine C4'-Methoxygruppe besitzt, beeinflusst weder die

90



Diskussion
AB1-42-Toxizitat in den CL4176-Tieren noch die AB-Aggregation in den CL2006-Nematoden. Folglich

weisen die Ergebnisse darauf hin, dass eine Prenylierung, nicht jedoch eine Methylierung, die
Bioaktivitdt von Naringenin in C. elegans erhght (Abb. 55). Die Naringeninderivate wurde erstmalig in

einen in vivo-System fur Morbus Alzheimer untersucht.

Abbildung 55: Modifizierungen von Naringenin erh6hen die protektive Wirkung gegentber der
ABi-42-Toxizitat in C. elegans.

Naringenin beeinflusste die AB1-42-Toxizitat in C. elegans nicht. Eine Prenylierung an C6 oder C8 erhoht
die Bioaktivitat des Flavanons. Das Fehlen der C5-OH-Gruppe von Naringenin bewirkt ebenfalls eine
Reduktion der ABi-42-induzierten Paralyse in C. elegans.

In der Gesamtbetrachtung zeigt sich somit, dass Flavonole in vivo ein hohes protektives Potential
gegeniiber AB1-42-Toxizitat aufweisen. Da bis auf Fisetin alle untersuchten Verbindungen das Einsetzen
der Paralyse in den CL4176-Nematoden verzégerten, kann darauf geschlossen werden, dass weniger
die Anzahl sondern vielmehr bestimmte Konstellationen der OH-Gruppen im Flavonolgertst fur diesen
Effekt notwendig sind. Die protektive Wirkung der Flavonole im ABi-s2-Toxizitatsassay war jedoch nicht
mit einer veranderten Plaque-Anzahl in C. elegans assoziiert. Am Beispiel der methylierten
Quercetinderivate wird deutlich, dass sterische Hinderungen die Wirkung von Flavonolen gegentber
der ABi-42-Toxizitét beeintréchtigen konnen. Bei den Flavanonen zeigte die Leitsubstanz Naringenin
keinen Einfluss auf die ABi-42-Toxizitdt in C. elegans. Auch hier kénnen Verénderungen an der
Grundstruktur, insbesondere durch Prenylierungen, die Bioaktivitdt von Naringenin maf3geblich
beeinflussen. Prenylierungen an C6 und C8 von Naringenin fuhrten nicht nur zu einer Protektion
gegeniber der ABi-42-induzierten Paralyse, sondern reduzierten auch die AB-Aggregation. Demnach
lasst sich vermuten, dass 8-PN- und 6-PN Uber eine Interaktion mit der ABi-42-Fibrillierung oder
zellularen Degradationsmechanismen die ABi-42-Toxizitdt in C. elegans verringern. Folglich stellen
Flavonole und prenylierte Naringeninderivate bioaktive Inhaltsstoffe der untersuchten Pflanzenextrakte
HSE und HOE in C. elegans dar.

5.2 antioxidative Eigenschaften von Flavonoiden in vitro und in vivo

Die Pathogenese von Morbus Alzheimer ist mit dem vermehrten Auftreten von oxidativem Stress
assoziiert, wobei dieser nicht nur an der Initiation der Erkrankung beteiligt ist, sondern auch deren
Progression fordert (Ubersichstartikel von Bhat et al. 2015). Bei Morbus Alzheimer-Patienten liegen
gegeniber gleichaltrigen gesunden Probanden erhthte Serumkonzentration von oxidativen Stress-
Markern wie Malondialdehyd (MDA) und Carbonylproteinen vor (Greilberger et al. 2008). Des Weiteren

zeigen in vitro-Studien, dass eine ABi-a2-Inkubation die ROS-Produktion in verschiedenen Zelllinien
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erhdhen kann (Yatin et al. 1999, Abramov 2004). In dem C. elegans-Modell fir Morbus Alzheimer

(CL4176) wurden nach ABi-42-Transgeninduktion erhdhte Carbonylproteinkonzentrationen gegentber
dem entsprechenden Kontrollstamm ohne ARi42-Expression festgestellt (Drake 2003). Ahnliche
Ergebnisse wurden in einem transgenen C. elegans-Stamm, welcher die ABi-42-Peptide in Neuronen
exprimiert, gefunden (Yatin et al. 1999). Eine Reduktion von oxidativem Stress durch Flavonoide kénnte
daher die Protektion gegenuber der ABi-42-induzierten Paralyse vermitteln. Aus diesem Grund wurde
das antioxidative Potential der ausgewahlten Pflanzenstoffe in vitro mittels TEAC-Assay und in vivo
mittels DCF-Assay untersucht. Ein kurzer Hitzestress dient zur Induktion der ROS-Bildung im Morbus
Alzheimer-Stamm (CL4176) und im Wildtypen (N2). Die Behandlung der CL4176-Nematoden wurde
wie in dem Paralyse-Versuch ab dem Ei-Stadium durchgefiihrt, wahrend die Inkubation der N2-Tiere ab
dem L4-Stadium erfolgte. Letzteres gilt als adaquates Behandlungsschema, um die antioxidative
Wirkung von Polyphenole im Wildtypen zu untersuchen (Kampkétter et al. 2007a und b, Blichter et al.
2013). Aufgrund der unterschiedlichen Inkubationsbedingungen ist die Effektstarke der Flavonoide im
CL4176- und im N2-Stamm nicht direkt miteinander vergleichbar, sollte aber Uber das generelle

antioxidative Potential der Flavonole in beiden Stammen Aufschluss geben.
Flavonoide

Die radikalfangende Kapazitat von Flavonolen in vitro steigt zum einen mit zunehmender Anzahl der
OH-Gruppen am Phenylring und ist zum anderen von der Stellung der OH-Gruppen abhéngig. Eine
3‘,4‘-Catecholgruppe im B-Ring erhoht dabei die radikalfangenden Eigenschaften (Ubersichtsartikel von
Heim et al. 2002). Die hier erhobenen Daten mittels der TEAC-Methode stehen im Einklang mit dieser
Theorie: Alle untersuchten Flavonole zeigten ab einer Konzentration von 10 uM potente antioxidative
Eigenschaften in vitro. Quercetin und Myricetin besitzen je eine vicinales Diol im B-Ring und
unterscheiden sich nur in der Anzahl der OH-Gruppen voneinander. Folglich wies Myricetin mit den
meisten OH-Gruppen im B-Ring (Pyrogallol-Gruppe) die starkste antioxidative Kapazitat auf, gefolgt von
Quercetin und Fisetin. Morin zeigte ein statistisch signifikant schwacheres Aktivitat als Fisetin, was auf
die Stellung der OH-Gruppen im B-Ring zurtickzufthren ist. Galangin, welches keine OH-Gruppen im
B-Ring besitzt, zeigt bei einer Konzentration von 10 uM eine vergleichbare radikalfangende Wirkung
wie Morin. Dies spricht gegen die Annahme, dass mit zunehmenden OH-Gruppen im B-Ring die
antioxidative Kapazitat der Flavonole zunimmt. Da das hier verwendete Produkt eine Reinheit von = 95
% (HPLC) besitzt, kdnnte auch eine Verunreinigung durch andere Substanzen, wie Quercetin, zu der
antioxidativen Kapazitat von Galangin beigetragen haben. Zur Einschatzung der Effektstarke der
Flavonole wurde das synthetische Vitamin E-Derivat Trolox als Referenz mitgefuhrt. Hierbei zeigte sich,
dass 10 uM Morin und Galangin die gleiche radikalfangende Aktivitat wie Trolox besaf3en, wahrend
Fisetin, Quercetin und Myricetin eine etwa 1,2- bis 6-fach héhere Potenz aufwiesen. Aus der Literatur
ist bekannt, dass Myricetin die 3-fache Effektstarke von dem Vitamin E-Derivat besitzt (Rice-Evans et
al. 1996). In einer weiteren quantitativen Studie zur Struktur-Wirkungsbeziehung von Flavonoiden
konnte gezeigt werden, dass Quercetin, Morin, Galangin und Flavonol die 4,4, 2,6, 1,2 bzw. 0,7-fache
antioxidative Kapazitat von Trolox aufweisen (Fatemi & Gholami Rostami 2013). Demzufolge bestéatigen
die Daten aus der Literatur den hier gefundenen Trend, dass mit steigender Anzahl der OH-Gruppen im

B-Ring die antioxidative Kapazitat der Flavonole zunimmt.
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Die Untersuchung der Flavanone zeigte, dass Naringenin in einer Konzentration von 100 uM keine

statistisch signifikante radikalfangende Kapazitat aufwies. Im Gegensatz dazu reduzierte das Flavonol
Galangin, welches keine OH-Gruppen im B-Ring besitzt, die ABTS-Absorption bereist ab einer
Konzentration von 10 uM statistisch signifikant. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die C2-3-
ungesattigten Verbindung und die benachbarte C3-OH-Gruppe fir die basale radikalfangende Kapazitéat
von Flavonoiden essentiell sind und OH-Gruppen im B-Ring diese Aktivitat verstarken kénnen (Rice-
Evans et al. 1996). Die ausfiihrliche Studie von Fatemi & Gholami Rostami (2013) bestéatigt das: Die
Flavanon-Grundstruktur wies keine und Naringenin die 0,2-fache antioxidative Aktivitdt von Trolox auf.
Rafat et al. (1987) zeigten ebenfalls, dass Naringenin in einer Konzentration von 1 mM schwache «OH-
fangende Eigenschaften besitzt. Differenzen in der antioxidativen Aktivitat von Naringenin kdnnen sich
aufgrund unterschiedlicher Inkubationsdauer und Substanzkonzentration zwischen den Studien
ergeben. Das Flavonol LQ unterscheidet sich von Naringenin durch das Fehlen der OH-Gruppe an C5
im A-Ring. Dieser strukturelle Unterschied hatte keinen Einfluss auf die antioxidative Kapazitat im TEAC
Assay. Alrushaid et al. (2016) konnten zudem bestétigen, dass LQ keine antioxidativen Eigenschaften

in vitro besitzt.

In der vorliegenden Arbeit spiegelte sich die potenten in vitro-Wirkungen der Flavonole nicht in C.
elegans wider: Von den untersuchten Substanzen resultierte nur die Myricetin-Behandlung (50 uM) in
einer geringfiigigen Reduktion der intrazellularen ROS-Akkumulation im CL4176-Stamm gegenuber der
DMSO-Inkubation. Eine Behandlung mit den anderen Flavonole (50 uM) beeinflusste die DCF-
Fluoreszenz in den Alzheimer-Tieren nicht. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Behandlung mit
Quercetin die ROS-Akkumulation in dem CL2006-Stamm gegeniber der Kontrolle um die Halfte
reduzieren kann (Smith & Luo 2003). Das Flavonol wurde jedoch in einer 6-fach héheren Konzentration
(ca. 300 uM) eingesetzt, was die Vergleichbarkeit zur vorliegenden Arbeit limitiert. Demnach lasst sich
schlussfolgern, dass die protektiven Wirkungen der Flavonole gegentber der Api-s-Toxizitat
wahrscheinlich nicht auf einer Reduktion der intrazellularen ROS-Konzentration in C. elegans basieren.
Des Weitern ist bekannt, dass eine 6-wdchige Quercetin-Futterung die mRNA-Expression der Enzyme
Hamoxygenase (HO)-1 und y-Glutamatcysteinligase (GCS) im Gehirn von Mausen (C57BL/6) nicht
beeinflusst, was ebenfalls darauf schlielen lasst, dass das Flavonol die Protektion gegeniber
neurodegenerativen Erkrankungen wahrscheinlich nicht tber antioxidative Mechanismen vermittelt
(Huebbe et al. 2010).

Im Wildtypen (N2) fuhrte die Myricetin-Behandlung (100 pM) im Vergleich zur DMSO-Inkubation
ebenfalls zu einer Reduktion der intrazellularen ROS-Akkumulation. Dieses Ergebnis lasst auf eine
generelle antioxidative Wirkung von Myricetin in C. elegans schlieRen, welche sowohl von Griinz et al.
(2012) als auch von Bichter et al. (2013) bereits gezeigt wurde. Die Fisetin-behandelten (100 pM) Tiere
(N2) wiesen ebenfalls geringere ROS-Konzentrationen gegentber der Kontrollgruppe auf. Dieses
Ergebnis ist vergleichbar mit den Daten von Kampkaétter et al. (2007a). Die Quercetin-, Galangin- und
Morin-Inkubationen (100 pM) beeinflussten die ROS-Akkumulation im Wildtypen nicht. Wéhrend bisher
keine Daten zur antioxidative Wirkung von Galangin und Morin in C. elegans publiziert sind, berichten
zwei Autoren von einer Reduktion der intrazellularen ROS-Konzentration durch eine Quercetin-
Behandlung in den Nematoden (Kampkaétter et al. 2007b, Griinz et al. 2012). Die Studien aus Literatur
sind jedoch aufgrund unterschiedlicher Inkubationsbedingungen nur bedingt mit der vorliegenden Arbeit
vergleichbar; z.B. wurde ein festes anstatt fliissiges Behandlungsmediums bei Grinz et al. (2012) und
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lebender anstatt hitzeinaktivierter E. colis als Nahrungsquelle bei Kampkoétter et al. (2007b) verwendet.

Die Verwendung von lebenden Bakterien kann z.B. die Wirkung von Quercetin im Nematoden
mafdgeblich beeinflussen, da zum einen bioaktive Bakterienmetaboliten und zum anderen die inherente
antimikrobielle Aktivitat des Naturstoffes protektive Wirkungen in C. elegans erzielen kdnnten (Rauha
et al. 2000, Konishi 2005, Zhou & Sadik 2008, Win et al. 2013, Zhang et al. 2014). Die hier gefundenen
Differenz zwischen den in vitro- und in vivo-Daten kénnte ebenfalls auf verénderte Eigenschaften von
Flavonolen in unterschiedlichen Lodsungssystemen zuriickzufiihren sein: Wahrend die in vitro-
antioxidative Kapazitat der Flavonole mittels TEAC-Assay in einer ethanolischen Losung gemessen
wurde, wurde die ROS-Akkumulation im Intrazellularraum der Tiere analysiert. Folglich deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass die antioxidative Kapazitat von Flavonolen in vivo wesentlich komplexer ist
als in vitro. Aufgrund der engen Strukturverwandtschaft von Fisetin, Myricetin und Quercetin (Catechol-
Gruppe im B-Ring) ist es verwunderlich, dass Quercetin als einzige der drei Substanzen keine
antioxidative Wirkung im Nematoden zeigt. Die lasst darauf schlieen, dass selbst kleinste
Veréanderungen in der Struktur von Flavonolen die antioxidative Wirkung in C. elegans maf3geblich
beeinflussen konnen. Dabei scheinen Favonole im Organismus wahrscheinlich weniger Uber
radikalfangende sondern mehr Uber indirekte antioxidative Mechanismen, wie die Induktion von
antioxidativen Enzymen, Adduktbildung mit Proteinen (Chinon-GSH) oder Hemmung von Enzymen

(z. B. Xanthinoxidase), zu wirken (Hanasaki et al. 1994, Pereira et al. 2013).

Die Behandlung mit den Flavanonen (100 uM) beeinflusste nicht die intrazellulare ROS-Konzentration
in den CL4176-Nematoden. Daher ist zu vermuten, dass die Reduktion der AB1-42-Toxizitat durch LQ
nicht auf einer antioxidativen Wirkung in C. elegans zuriickzufiihren ist. Im Gegensatz dazu senkte eine
Vorinkubation mit LQ (0,2-2 uM) die ABzs-3s-induzierte ROS-Akkumulation in hippocampalen Neuronen
von Ratten (Liu et al. 2009). In dieser Studie verhinderte die LQ-Inkubation ebenfalls den AB2s-3s-
induzierte intrazellularen Ca2*Einstrom. Jedoch ist einerseits bekannt, dass eine Erhoéhung der
intrazellularen Ca?*-Konzentration die ROS-Bildung fordert und andererseits, dass eine Erhthung der
ROS-Akkumulation einen Ca2*-Einstrom in die Zelle induzieren kann (Ekinci et al. 2000, Ubersichtartikel
von Barnham et al. 2004). Aus diesem Grund kann nicht klar differenziert werden, ob die Reduktion der
ROS-Akkumulation in den hippocampalen Neuronen ein sekundarer Effekt war oder tatsachlich auf der
antioxidativen Aktivitat von LQ beruhte (Liu et al. 2009). Ein vergleichbarer Effekt wurde auch bei einer
LQ-Inkubation (50 uM) von Glutamat-gestressten murinen Hippocampuszellen gefunden (HT22): Die
LQ-Vorinkubation reduzierte den Glutamat-induzierten Ca2*-Einstrom und die ROS-Akkumulation in den
Zellen (Yang et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit beeinflusste die Inkubation mit den Flavanonen
(100 uM) die intrazellulare ROS-Konzentration in wildtypischen Nematoden nicht. In den Versuchen von
Griinz et al. (2012) zeigte die Naringenin-Behandlung (100 pM) ebenfalls keine signifikante Wirkung auf
die mitochondriale ROS-Akkumulation in C. elegans. Daher ist anzunehmen, dass die untersuchten

Flavanonen keine antioxidative Wirkung in C. elegans aufweisen.

Aus Versuchen mit Nagermodellen sind fir alle hier untersuchten Flavonole antioxidative Wirkungen
bekannt (Sahu et al. 2014, Shu et al. 2014, Li et al. 2016, Kaltalioglu & Coskun-Cevher 2016, Wu et al.
2016). Zwei Studien mit Ratten-Modellen fir Morbus Alzheimer zeigten ebenfalls, dass eine Naringenin-
Behandlung die die Lipidperoxidation im Hippocampus der Tiere im Vergleich zu einer

Kontrollbehandlung senken kann (Khan et al. 2012, Ghofrani et al. 2015). Da Tierversuche mit grof3em
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zeitlichem und monetarem Aufwand verbunden sind, wird der Vergleich von mehreren Testsubstanzen

in einer Studie rar. Jedoch unterscheiden sich die Einzeluntersuchungen stark in Applikationsart und
Behandlungsdauer der Pflanzenstoffe. Deshalb wurden in dieser Arbeit alle Naturstoffe unter
standardisierten Bedingungen in C. elegans untersucht. Weiterhin wurde in den hier angegeben
Tierversuchen die Interaktion von Mikrobioms und Flavonoiden nicht beachtet. Im Gegensatz dazu
wurden in der vorliegenden Arbeit hitzeinaktivierte Bakterien verwendet. Nicht zuletzt kann auch die Art
des induzierten oxidativen Stresses fir die Wirksamkeit der Flavonole entscheidend sein. In der
vorliegenden Arbeit wurde thermaler Stress appliziert, wobei die ROS-Spiegel unter basalen
Bedingungen unter der Nachweisgrenze lagen. Die Etablierung einer Methode zur Messung der basalen
ROS-Konzentration in C. elegans zur besseren Einschatzung der antioxidativen Kapazitat von

Naturstoffen ist daher wichtig.

Methylierte Flavonoide

Methylierungen von Quercetin stellen sterische Behinderungen bei der Hydrogen- und Elektronen-
Ubertragung auf Radikale dar. Die methylierten Quercetinderivaten sollten daher in vitro eine geringere
antioxidative Kapazitat aufweisen als die Leitsubstanz (Heim et al. 2002). Die Analyse mittels TEAC-
Assays bestétigt dies: Die untersuchten Verbindungen wiesen ab einer Konzentration von 10 uM
statistisch signifikante radikalfangende Wirkungen auf, jedoch zeigten Q-3-M und Tamarixetin eine
sechs- und Isorhamnetin zehnfach geringere Effektstarke als Quercetin. Folglich ergibt sich, dass
sowohl die C3*-OH als auch die C4‘-OH-Gruppe fur die starke radikalfangende Kapazitat von Quercetin
essentiell sind. Aus der Literatur ist bekannt, dass Tamarixetin und Isorhamnetin eine zwei bis drei Mal
geringere antioxidative Kapazitat gegeniiber ABTS-Radikalen aufweisen Quercetin (Lemanska et al.
2004, Duefias et al. 2010, Duefias et al. 2011). Die antioxidative Kapazitat von Q-3-M gegeniiber DPPHe
(2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl) war ca. 0,4-fach niedriger als die von Quercetin (Dok-Go et al. 2003).
Hingegen zeigte jenes methylierte Quercetinderivate im Vergleich zu Quercetin eine viermal
schwaéchere Potenz gegeniiber Oz+ (Hu et al. 1995).

Die Inkubation mit Quercetin oder den methylierten Derivaten beeinflusste die ROS-Akkumulation
weder in dem Alzheimer-Nematoden (CL4176) noch in den wildtypischen Tieren. Dies lasst vermuten,
dass die Quercetin- und Q-3-M-induzierte Protektion gegeniiber der APi-s-Toxizitat nicht Uber
antioxidative Mechanismen vermittelt wird. 3‘-O- und 4‘-O-Methylquercetin wurden bereits vergleichend
in wildtypischen C. elegans untersucht. Hierbei steigerten die Naturstoffe nicht nur die oxidative
Stressresistenz der Tiere, sondern reduzierten auch die Konzentration von Carbonylproteinen. Die
methylierten Derivate zeigten jedoch eine geringere biologische Aktivitat als Quercetin (Surco-Laos et
al. 2011). Im Unterscheid zu der Studien von Surco-Laos et al. (2011) wurde in der vorliegenden Arbeit
zwei- bis viermal geringere Konzentrationen der Naturstoffe eingesetzt. Wie bereits in anderen
C. elegans-Studien mit Quercetin, bestehen auch hier grundlegende experimentelle Unterschiede in der

Haltung der Tiere und Substanzapplikation gegentber der vorliegenden Arbeit.

Prenylierte Flavonoide

Die Leitsubstanz Naringenin und das methylierte Derivat ISK zeigten selbst bei einer Konzentration von
100 puM keine antioxidativen Eigenschaften in vitro. Im Gegensatz dazu erhthte eine Prenylierung an

Position C6 oder C8 die radikalfangende Kapazitat von Naringenin. Die antioxidative Wirkung von 100
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UM 8-PN und 6-PN war jedoch relativ niedrig, da Trolox bereits ab einer Konzentration von 5 uM einen

vergleichbaren Effekt zeigte. Im Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC)-Assay wurden ebenfalls
radikalfangende Eigenschaften der prenylierten Naringeninverbindungen festgestellt (van Hoyweghen
et al. 2010). Zudem reduzierten 25 pM 8-PN und 6-PN die Cu?+-induzierte LDL-Oxidation, wahren

Naringenin einen prooxidativen Trend zeigte (Miranda et al. 2000).

Im C. elegans-Modell fur Morbus Alzheimer (CL4176) zeigte die Behandlungen mit Naringenin oder den
prenylierten Derivaten (100 uM) keinen Einfluss auf die intrazellulare ROS-Akkumulation. Hingegen
reduzierte das methylierte Derivat ISK (100 pM) die ROS-Akkumulation statistisch signifikant ab 4 h.
Die Behandlung der wildtypischen Tiere mit den Naturstoffen resultiere in keiner statistisch signifikanten
Veranderung der DCF-Fluoreszenz gegenuber der Kontrolle. Dies lasst erkennen, dass die antioxidative
Wirkung von ISK spezifisch in den ABi42-exprimierenden Nematoden auftrat. Interessanterweise
beeinflusste die Behandlung mit dem methylierten Naringeninderivat nicht den Paralyseeintritt im
CL4176-Stamm. Daher lasst sich schlussfolgern, dass die antioxidative Wirkung von Substanzen nicht
per se vor der AB142-Toxizitat in C. elegans schiitzt. Aus Zellkulturstudien sind antioxidative Wirkungen
von zwei Naringeninderivaten bekannt: Zum einen reduzierte eine ISK-Vorinkubation (0,8 und 50 puM)
die H202-induzierten ROS-Spiegel in PC12-Zellen (Hwang & Yen 2009) und zum anderen senkte eine
Inkubation mit 8-PN (0,01 bis 20 uM) die ROS-Konzentration in MCF-7-Zellen (Blanquer-Rosselld et al.
2013). Dies zeigt im Fall von 8-PN, dass die Wirkung von Naturstoffen in einer Zelllinie nicht unbedingt

die Wirkung in einem Modellorganismus wiederspiegelt.

In der Gesamtbetrachtung zeigt sich, dass die Protektion gegeniber der ABi-a2-Toxizitat durch die
ausgewahlten Flavonoide nicht mit einer antioxidativen Wirkung in C. elegans korrelierte. Des Weiteren
wurde kein Unterschied in der DCF-Fluoreszenz zwischen dem ABi-42-exprimierenden Stamm CL4176
und dem Kontrollstamm CL802, welcher keine AB1-42-Peptide exprimiert, festgestellt. Smith & Luo (2003)
zeigten zuvor, dass die AB1-42-Expression in C. elegans die intrazellulare ROS-Akkumulation erhéhen
kann. Im Unterschied zu der vorliegenden Arbeit, wurde jedoch der konstitutiv ABi-s2-exprimierende
Stamm CL2006 mit dem Wildtypen (N2) verglichen. Diese beiden Stamme unterscheiden sich jedoch
nicht nur in der ABi-42-Expression, sondern auch in anderen genetischen Merkmalen, wie dem rol-6-
Gen, was u. a. zu einer ungleichen Entwicklungsdauer fiihrt. Unterschiede in der DCF-Fluoreszenz
zwischen dem Wildtypen und dem CL2006-Stamm sind daher nicht zwingendermafRen auf die
AB1-a2-Expression zuriickzufiihren.

Eine Limitation der vorliegenden Arbeit besteht darin, dass die ROS-Akkumulation im gesamten Kérper
der Nematoden gemessen wurde. Es erscheint jedoch moglich, dass oxidativer Stress nur vermehrt in
den Zellen auftritt, in denen die AB-Peptide exprimiert werden. Smith et al. (1991) zeigten z. B. dass
Morbus Alzheimer-Patienten post mortem héhere Carbonyl-Proteinkonzentrationen im Frontallappen
aufwiesen als gesunde gleichaltrige Probanden. Zwischen den Untersuchungsgruppen wurden jedoch
keine Unterschiede im oxidativen Status des Occipitallappens, welcher weniger von der
Neurodegeneration betroffen war, festgestellt. Ahnliche Ergebnisse fanden Hensley et al. (1995):
Hierbei wiesen Gehirnareale mit einer gro3en AB-Peptiddichte die héchsten oxidativen Stress-Spiegel
auf. Die lokale ROS-Induktion durch die ARi.42-Peptide kdnnten folglich durch die Messung der
gesamten ROS-Spiegel von C. elegans verdeckt werden. Mittels Carbonylproteinbestimmung konnte
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Drake (2003) jedoch zeigen, dass der CL4176-Stamm einen erhdhten oxidative Stress-Status nach der

AB1-42-Induktion aufwies als ein entsprechender Kontrollstamm. Da der Antikdrper-basierter Nachweis
von Carbonylproteinen tber eine héhere Sensitivitat als der ROS-Nachweis mittels DCF-Sonde verfigt,
ist es mogliche, dass kleine Unterschiede im ROS-Status in der vorliegenden Arbeit nicht detektiert
werden konnten.

Zwei der untersuchte Flavonoide zeigten dennoch ein antioxidatives Potential in dem Alzheimer-Stamm:
Myricetin, welches die ROS-Spiegel generell in C. elegans senkte, und ISK, welches die DCF-
Fluoreszenz spezifisch im Alzheimer-Stamm reduzierte. Trotz des starken antioxidativen Potentials von
ISK, schiitzte die Substanz nicht vor der ABi42-Toxizitéat in C. elegans. Dies verdeutlicht, dass eine
Reduktion von oxidativem Stress in C. elegans nicht notwendigerweise mit einem Schutz gegenuber
der AB1-42-Toxizitat assoziiert ist. Ein ahnliches Phdnomen wurden in dem transgenen C. elegans-Modell
fir Chorea Huntington beobachtet. Die neurodegenerative Erkrankung ist in vielen Aspekten ahnlich zu
Morbus Alzheimer: in dem Gehirn von Chorea Huntington-Patienten kommt es zu Amyloid-&hnlichen
Ablagerung, die durch eine Mutation des Huntington-Proteins verursacht werden. Des Weiteren sind
diese Ablagerung mit erhdhten Spiegeln von oxidativen Stress-Markern in den betroffen Zellen
assoziiert (Browne et al. 1997). Auch die transgenen Huntington-Nematoden zeigen eine erhohte
Anfalligkeit gegenlber oxidativem Stress als der Wildtyp. Eine zusatzliche Steigerung des oxidativen
Stresses durch eine sod-2-Mutation oder eine Behandlung mit dem Antioxidans Vitamin C beeinflusste
jedoch nicht die Toxizitat des Huntington-ahnlichen Proteins in C. elegans (Machiela et al. 2016). Des
Weiteren zeigen auch Humanstudien, dass das Risiko an Morbus Alzheimer zu erkranken nicht durch
die Einnahme von Vitamin C- oder E-Supplementen reduziert werden kann (Morris et al. 2002,
Luchsinger et al. 2003). Schlie3lich weisen die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit und der Literatur
darauf hin, dass die AB1-42-Toxizitdt wahrscheinlich nicht alleine durch oxidativen Stress verursacht wird
und das eine Reduktion von oxidativem Stress nicht notwendigerweise vor der Erkrankung schutzt.

5.3 Einfluss von Flavonoiden auf die Stressresistenz in C. elegans

Aus der Literatur geht hervor, dass zellulare Mechanismen der Stressantwort vor der AB1-42-induzierten
Paralyse in C. elegans schiutzen kdnnen (Link 2006, Wu et al. 2010). Aus diesem Grund wurde der

Einfluss der ausgewéhlten Flavonoide auf die thermale Stressresistenz im Nematoden (N2) untersucht.
Flavonoide

Drei von den hier analysierten Flavonolen wurden bereits in C. elegans hinsichtlich der Modulation der
Thermotoleranz untersucht: Eine Behandlung mit Quercetin und Fisetin (100 uM) verlangerte das
Uberleben unter thermalem Stress im Wildtypen um ca. 12 und 6 % gegeniiber der Kontrolle,
wohingegen die 100 uM Myricetin-Inkubation ineffektiv war (Kampkéotter et al. 2007a und b, Blchter et
al. 2013). Die Versuche von Pietsch et al. (2009) und Surco-Laos et al. (2011) zeigen ebenfalls, dass
eine 200 uM Quercetin-Behandlung die Uberlebensrate der N2-Tiere unter thermalem Stress erhohte.
In der vorliegenden Arbeit konnten diese Ergebnisse nicht reproduziert werden. Von den untersuchten
Flavonolen resultiere nur die Inkubation mit 100 uM Morin in einer erhéhten thermalen Stresstoleranz
in C. elegans. Eine mogliche Ursache fir die ausbleibende protektive Wirkung von Quercetin und Fisetin
kénnten Unterschiede in den Inkubationsbedingungen sein. Die grof3te Differenz ergibt sich in der

Verwendung zwischen lebenden und hitzeinaktivierten OP50-1 E.colis. In C. elegans fuhrt eine
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Futterung mit nicht proliferierenden E. colis zu einer Erhéhung der thermalen Stressresistenz und

Lebensspanne (Garing et al. 2002, Gomez et al. 2012). Dies weist darauf hin, dass die protektive
Wirkung von Flavonolen in C. elegans auch Uber eine Inhibition des Bakterienwachstums- bzw. -

Metabolismus vermittelt werden kdnnen.

Die Inkubation mit der Leitsubstanz Naringenin (100 uM) fihrte zu einer statistisch signifikanten
Verkirzung der mittleren Uberlebenszeit von C. elegans unter thermalem Stress. Interessanterweise
normalisierte das Fehlen der C5-OH-Gruppe im Fall von LQ die thermale Stresstoleranz der Tiere auf
das Niveau der DMSO-Kontrollgruppe. Wie bereits im AB1-42-Toxizitdtsassay wird deutlich, dass bereits
eine kleinste strukturelle Veranderung am A-Ring die Bioaktivitat von Flavanonen verandern kann. Aus
der Literatur sind keine Daten Uber die Modulation der Thermotoleranz in C. elegans durch die beiden

Naturstoffe bekannt.

Methylierte Flavonoide

Eine Methylierung an der Grundstruktur von Quercetin hatte keinen Einfluss auf die thermale
Stressresistenz von C. elegans: Die Inkubationen mit den Derivaten (100 uM) veranderten die
Uberlebenskurve der Nematoden im Vergleich zur Kontrolle nicht. Im Gegensatz dazu konnten Surco-
Laos et al. (2011) zeigen, eine Kurzzeit- und Langezeitinkubation mit 200 uM Isorhamnetin oder
Tamarixetin die Uberlebensrate der Nematoden nach 8 h thermalem Stress erhohte. Die Effektstarke
der methylierten Derivate war dabei geringer als die von Quercetin. Im Vergleich mit der vorliegenden
Arbeit haben die Autoren jedoch nicht nur eine zweifach héhere Substanzkonzentration sondern auch

lebende OP50 E. colis benutzt, was die unterschiedlichen Ergebnisse erklaren kdnnte.

Prenylierte Flavonoide

Methylierungen und Prenylierungen von Naringenin hatten einen grundlegenden Einfluss auf die
thermale Stressresistenz der N2-Tiere: Wahrend eine Naringenin-Inkubation (100 pM) die
Uberlebenszeit von C. elegans im Vergleich mit der DMSO-Kontrolle verkiirzte, erhéhte die ISK-
Behandlung (100 uM) die Thermotoleranz der Tiere. Dies zeigt, dass die Methylierung an der C4‘-OH-
Gruppe nicht nur die Toxizitat von Naringenin reduziert, sondern vielmehr eine Protektion gegenuber
thermalem Stress vermittelte. Prenylierungen an C8 und C6 normalisierten ebenfalls die toxische

Wirkung von Naringenin auf das Niveau der DMSO-Kontrolle.

In der Gesamtbetrachtung wurde keine Korrelation zwischen der Protektion gegenitber der
AB1-42-Toxizitdt durch die Naturstoffe und einer erhéhten thermalen Stressresistenz in C. elegans
gefunden. Zwar steigerten die Flavonoide Morin und ISK die Thermotoleranz in den N2-Tieren, jedoch
verzdgerte nur Morin die AB1-42-Paralyse in den transgenen C. elegans (CL4176). Des Weiteren fuhren
Modifikationen an der Grundstruktur von Naringenin zu einer verdnderten Bioaktivitat der

Ausgangssubstanz, wohingegen Methylierungen von Quercetin keinen Einfluss zeigten.

5.4 Modulation des ILS durch Flavonoide in C. elegans

Flavonoiden besitzen neben antioxidativen Eigenschaften auch die Fahigkeit mit zellularen

Signalwegen zu interagieren (Ubersichtsartikel von Williams & Spencer 2012). Um den protektiven
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Wirkmechanismus gegentber der AB1-42-Toxizitat in C. elegans aufzukléaren, wurde deshalb der Einfluss

der ausgewahlten Flavonoide auf den ILS untersucht. In C. elegans fihrt die Reduktion des ILS u. a.
zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren DAF-16, HSF-1 und SKN-1, was mit einer Verringerung der
ABi-42-induzierten Paralyserate in den transgenen Alzheimer-Nematoden assoziiert ist (Hsu et al. 2003,
Cohen et al. 2006, Tullet et al. 2008, Dostal et al. 2010).

5.4.1 Einfluss von Flavonoiden auf die nukleare Translokation von GFP-gekoppelten

Transkriptionsfaktoren

Da bereits in Vorversuchen gezeigt wurde, dass sowohl das HOE als auch das HE die nukleé&rer
Akkumulation von DAF-16 in C. elegans erhéhen, sollte anschlieRend untersucht werden, ob die
isolierten Naturstoffe eine ahnliche Wirkung zeigen. Hierzu wurden GFP-Reporterstamme benutzt,
durch die es moglich ist die zellulare Lokalisation der Transkriptionsfaktoren fluoreszenzmikroskopisch
zu analysieren. Neben DAF-16, wurde auch die zellulare Lokalisation des Transkriptionsfaktor SKN-1
untersucht. AnschlieBend wurde die Proteinexpression des DAF-16-Zielgens HSP-16.2 analysiert,
welches an der Beseitigung von aggregierten ABi-42-Peptiden in C. elegans beteiligt ist (Link 2006, Wu
et al. 2010).

Flavonoide

Bis auf Galangin flhrten alle Flavonole (50-100 uM) nach einer einstiindigen Inkubation zu einer
erhohten nukledren DAF-16-Translokation in C. elegans gegentiber der DMSO-Kontrolle. Dies zeigt,
dass bereits eine relativ kurze Behandlungsdauer mit den Flavonolen molekulare Effekte in C. elegans
induzieren kann. Dabei war die Effektstarke der Substanzen vergleichbar, stieg dennoch mit
zunehmender Anzahl der OH-Gruppen im B-Ring der Flavonole geringfligig an: Galangin < Fisetin <
Myricetin. Zudem schien die Catechol-Gruppe die Wirkung zu steigern, da Morin den Anteil ,nuklear”
eingestufter Nematoden um den 5,3-fachen Wert und Fisetin um den 6,3-fachen Wert gegeniber der
Kontrolle erhtéhte. AuBerdem zeigte Quercetin in einer Konzentration von 50 uM eine vergleichbare
Wirkung wie 100 pM Morin. Im Gegensatz dazu beeinflussten die Langzeitinkubationen mit den
Flavonolen die zellulare DAF-16-Lokalisation in C. elegans nicht, was auf einer Abnahme der
Substanzkonzentration im Medium zuriickzufihren sein kdnnte, da zum einen geringere
Flavonolkonzentrationen (50 uM) als bei der Kurzeitinkubation eingesetzt wurden und zum anderen
keine Erneuerung des Inkubationsmedium stattfand. Eine &hnliche Beobachtung wurde bei der
Untersuchung der zellularen SKN-1-Lokalisation in den Nematoden gemacht: Die Langzeitinkubationen
mit den Naturstoffen zeigten keine Einfluss auf die zellulare Verteilung des Transkriptionsfaktors. Bis
auf Myricetin, welches bei Biichter et al. (2013) ebenfalls keine SKN-1-Aktivierung in C. elegans
induzierte, liegen fir die Flavonole keine vergleichbaren Studien hinsichtlich der SKN-1-Modulation im
Nematoden vor. Im Gegensatz dazu gibt es Hinweise darauf, dass ein &hnliches Inkubationsschema
(fir 72 h nach dem Schliipfen) mit 100 uM Quercetin, Fisetin oder Myricetin die nukledre Translokation
von DAF-16 in C. elegans induzieren kann (Kampkoétter et al. 2007a, Kampkotter et al. 2008, Biichter
et al. 2013). Der primare Unterschied zur vorliegenden Arbeit besteht neben der hdéheren
Flavonoidkonzentration in der Verwendung von lebenden anstatt hitzeinaktivierten OP50-1 E. colis als
Nahrungsquelle. Kampkétter et al. (2008) konnten jedoch zeigen, dass Quercetin zumindest nach einer

20-stiindigen Inkubation mit den OP50-1 E. colis im flissigen Nematoden-Medium stabil ist. Zudem
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zeigten Griinz et al. (2012), dass eine 48-stiindige Inkubation mit 100 pM Quercetin oder Myricetin fur

48 h die nukleare DAF-16-Translokation in C. elegans erhdhte, obwohl hitzeinaktivierte OP50 E. colis
verwendet wurden. Des Weiteren war zu beobachten, dass die nukleare Translokation von DAF-16
tendenziell mit einer héheren Anzahl an OH-Gruppen im B-Ring der Flavonoide assoziiert war, was die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nach einer Kurzzeitinkubation mit den Flavonolen widerspiegelt
(Grunz et al. 2012).

Eine Erklarung fir die Wirkungsweise der Flavonole wére, dass die Substanzen kurzzeitig prooxidativ
im Nematoden wirken. Bei der Oxidation der Polyphenole kdnnen bei Vorliegen bestimmter struktureller
Bedingungen Chinonstrukturen entstehen, die zu einer weiteren Polymerisierung fuhren (Metodiewa et
al. 1999, Zhou & Sadik 2008, Ebermann & Elmadfa 2011). Bei der Regeneration des Chinons zu der
phenolische Verbindung (Hydrochinon) im sogenannten redox cycling entstehen ROS (Cohen &
Doherty 1987). Es wird vermutet, dass die entstandenen ROS und die hochreaktiven Phenoxyradikale
u. a. die indirekte antioxidative Aktivitat der Polyphenole vermitteln (Ubersichtsartikel von Surh et al.
2008, Dinkova-Kostova & Talalay 2008). Die einstundige Flavonol-Inkubation kénnte demnach zu einer
kurzfristigen Induktion des redox-sensitiven Transkriptionsfaktors DAF-16 in C. elegans geflhrt haben,
wohingegen bei der 72-stundigen Inkubation entweder eine Adaptation der Nematoden an die
Stressbedingungen stattfand oder die verbleibende Substanzkonzentration zu gering war um langfristig
molekulare Effekte zu erzielen. Dies wirde einem Hormesiseffekt entsprechen, bei dem niedrige
Substanzkonzentrationen milden Stress und dadurch adaptive Zellmechanismen induzieren, wahrend
hohere Konzentrationen schéadlich sind (Le Bourg 2009). Es ist z. B. bekannt, dass Quercetin, Fisetin
und Myricetin in hdheren Konzentrationen (halbmaximalen effektiven Konzentrationen (ECso) von 35,
40 und 72 uM) in H4lIE-Zellen zytotoxisch wirken (Watjen et al. 2005). Verschiedene Studien weisen
darauf hin, dass Quercetin die Apoptose in Zellen Uber eine Inhibition von Chaperonen vermittelt
(Ubersichtsartikel von Vargas & Burd 2010). Wang et al. (2010) zeigten beispielsweise, dass eine
Quercetin-Inkubation (150 pM) von Jurkat-Zellen die Hitze-induzierte HSP70-Proteinexpression
unterdrtickt, wohingegen HSP27 phosphoryliert und damit aktiviert wird. Interessanterweise bewirkte
eine Behandlung Quercetin (200 uM) ebenfalls eine Herunterregulierten der hsp70-Genexpression in
C. elegans, wahrend die hsp-16.1- und hsp-12.6-Gene tendenziell induziert wurden (Pietsch et al.
2011). Die Autoren verzeichneten ebenfalls einen Hormesis-Effekte von Quercetin in Bezug auf die
Lebensspannenverléangerung. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch kein Effekt der Flavonole auf
die HSP-16.2-Proteinexpression festgestellt werden.

Auch in einer Zellkulturstudie modulierte Quercetin die Aktivitat des DAF-16-Homologs FOXO3A:
Hierbei induzierte eine Inkubation mit dem Flavonol die nukleare Translokation von FOXO3A in primar
isolierten Epithelzellen von COPD (chronisch obstruktive Lungenerkrankung)-Patienten (Ganesan et al.
2013). In Krebszelllinien ist die Datenlage hingegen kontrovers: Die FOXO3A-Aktivitat wird durch eine
Quercetin-Inkubation inhibiert oder nicht beeinflusst wird (Huang et al. 2013, Roshanzamir &
Yazdanparast 2014). Nach aktuellen Kenntnisstand liegen keine Daten zur Modulation von FOXO durch
andere Flavonole in Zell- oder Tiermodellen vor. Im Gegensatz dazu, gibt es umfassende Evidenz dafiir,
dass alle der hier untersuchten Flavonole die transkriptionelle Aktivitat von Nrf2 zumindest im Zellmodell
induzieren (Lee et al. 2011, Park et al. 2013 ,Qin et al. 2013, Ajit et al. 2016, Madduma Hewage et al.

2016). In Zellkulturstudien spielen jedoch Aufnahme und Biotransformation weniger eine Rolle als bei
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Modellorganismen, was zu abweichenden physiologischen und molekularen Effekten der Naturstoffe

fahren kann.

Die Kurzzeitinkubation mit den Flavanonen Naringenin und LQ (100 pM) beeinflusste die zellulare DAF-
16-Lokalisation in C. elegans gegeniber der DMSO-Kontrolle nicht. Die Langzeitinkubation mit LQ,
welches ein protektives Potential gegentber der ABi-42-Toxizitat in C. elegans aufwies, zeigte weder
eine Wirkung auf die nukledre DAF-16- und SKN-1-Translokation noch auf die HSP-16.2-
Proteinexpression in den Nematoden. Im Gegensatz dazu zeigten Griinz et al. (2012), dass eine 48-
stuindige Inkubation mit Naringenin ab dem L4-Stadium die nukleére Translokation von DAF-16 erhohte,
wobei die Effektstérke geringer war als bei den Flavonolen Quercetin und Myricetin. Dabei muss in
Betracht gezogen werden, dass die stimulatorische Wirkung der Flavonoide auf die nukledre DAF-16-
Translokation in dieser Arbeit insgesamt geringer ausgefallen ist als bei Griinz et al. (2012). Im Vergleich
zu Flavonolen sollten die Flavanone auf Basis ihrer Struktur eine geringere Fahigkeit besitzen
antioxidative Enzyme Uber die Regulation von redox-sensitiven Transkriptionsfaktoren zu induzieren.
Das prooxidative Potential von Flavonoiden, welcher zur Aktivierung von antioxidativen und Phase-II-
Enzymen beitragt, hangt von der C3-OH-Grupppe ab und steigt mit Anzahl der OH-Gruppen (Lee-Hilz
et al. 2006). In verschiedenen Zellmodellen wurde jedoch bereits eine Aktivierung von Nrf2 durch die
hier untersuchten Flavanone festgestellt (Podder et al. 2014, Hajirahimkhan et al. 2015, Gong et al.

2015), wohingegen keine Daten zur FOXO3A-Aktivierung zur Verfigung stehen.

Methylierte Flavonoide

Uber die molekulare Wirkung von methylierten Quercetinderivaten in C. elegans liegen bisher keine
Daten aus der Literatur vor. Zellversuche weisen jedoch darauf hin, dass Q-3-M und Isorhamnetin mit
zellularen Signalwegen interagieren kénnen: In FL83B-Zellen erhfhte eine Q-3-M-Inkubation (60 puM)
die FOXO3A-Proteinexpression im Vergleich zur Kontrolle (Tseng et al. 2012). Hingegen schiitzt eine
Isorhamnetin-Inkubation (10-50 uM) HepG2-Zellen vor oxidativem Stress durch die Aktivierung von Nrf2
(Yang et al. 2014). In der vorliegenden Arbeit induzierte die Kurzzeitinkubationen mit den methylierten
Derivate (50 uM) die nukledre DAF-16-Translokation in C. elegans in einem vergleichbaren MalRe wie
die Quercetin-Behandlung, jedoch zeigte nur die Isorhamnetin-Gruppe einen statistisch signifikanten
Unterschied zur Kontrollgruppe. Die Langzeitinkubation mit Q-3-M, welche zuvor protektiv gegeniiber
der ABi-42-Toxizitat in C. elegans war, beeinflusste die nukleare DAF-16- und SKN-1-Lokalisation im
Nematoden nicht. Des Weiteren zeigte die Q-3-M-Behandlung keine Wirkung auf die HSP-16.2-

Proteinexpression in C. elegans.

Prenylierte Flavonoide

Weder die Behandlung mit den prenylierten Verbindungen 8-PN und 6-PN (100 pM) noch mit dem
methylierten Naringeninderivat ISK (100 upM), beeinflusste die nukledre DAF-16- und SKN-1-
Translokation in C. elegans. Des Weiteren zeigten sich kein Unterschied zwischen den
Behandlungsgruppen und der DMSO-Gruppe in der HSP-16.2-Proteinexpression. Aus der Literatur ist
bekannt, dass 8-PN (0,1 bis 10 uM) die Aktivitat von Nrf2-abhangige Enzymen in Hepa 1clc7-Zellen
und HepG2-Zellen hochregulieren kann (Miranda et al. 2000, Dietz et al. 2013). Des Weiteren zeigte
6-PN eine vergleichbare Wirkung wie 8-PN in Hepa 1clc7-Zellen (Miranda et al. 2000). Im Vergleich zu

den Effekten in Leberkrebszellen resultierte die 8-PN-Inkubation der Brustkrebszelllinie MCF-7 in zum
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Teil gegensatzlichen Ergebnisse, was vermutlich auf der 6strogenen Wirkung von 8-PN beruht. Hierbei

inhibierte 8-PN (3 uM) die Nrf2-abhangige NAD(P)H:Chinon-Oxidoreduktase-Aktivitat (Dietz et al.
2013). Des Weiteren interferierte 8-PN (20 uM) mit der Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)-induzierten
Zellproliferation Uber die Hemmung des PI3K/Akt-Signalweges in MCF-7-Zellen (Brunelli et al. 2009).
Dies zeigt, dass die spezifisch Bioaktivitdt von prenylierten Naringeninderivaten vom Gewebetyp
abhangig ist. In den Versuchen mit C. elegans wurde die zellulare DAF-16-Lokalisation im gesamten
Korper und die SKN-1-Lokalisation in den Darmzellen der Tiere bestimmt. Eine gewebespezifische

Wirkung der Substanzen kdnnte daher unentdeckt geblieben sein.

5.4.2 Modulation der ABi-42-Toxizitat durch Flavonoide in C. elegans unter daf-16
RNAI-Bedingungen

Um zu Uberprifen, ob die untersuchten Flavonoide die ABi-42-Toxizitat Uber die Modulation des ILS
reduzieren, wurde der AB1-42-Paralyseversuch unter daf-16 RNAi-Bedingungen wiederholt. Hierbei sollte
untersucht werden, ob spezifische Methylierungen und Prenylierungen von Flavonoiden den
molekularen Wirkmechanismus der Naturstoffe beeinflussen. Die daf-16 RNAi-Bedingungen wurden
durch die Futterung von C. elegans mit dem E. coli-Stamm HT115 generiert, welcher doppelstrangige

RNAs des gewinschten Gens exprimiert.

Methylierte Flavonoide

Bei der Untersuchung von Quercetin und dem methylierten Derivat Q-3-M (50 uM) zeigte sich, dass
beide Naturstoffe die APi-a2-Toxizitat in Abhangigkeit von DAF-16 in den CL4176-Nematoden senkten.
Daher lasst sich vermuten, dass Quercetin und Q-3-M Uber den gleichen molekularen Mechanismus
wirken. Eine Modulation des ILS durch Quercetin scheint auRerdem fiir die Lebenspannenverlangerung
in C. elegans essentiell zu sein; die Notwendigkeit von DAF-16 wird jedoch kontrovers diskutiert (Saul
et al. 2008, Pietsch et al. 2009, Grunz et al. 2012).

Prenylierte Flavonoide

Da die prenylierten Naringeninderivate eine potente Schutzwirkung im ABi-4s2-Toxizitatsassay zeigten,
wurde auch hier eine Abhéngigkeit von DAF-16 Uberprift. Dabei zeigte sich, dass die Inkubation mit
6-PN (100 pM) die ABi42-induzierte Paralyse unter Leervektor-Bedingungen statistisch signifikant
gegenlber der DMSO-Behandlung verzégerte. Unter daf-16 RNAi-Bedingungen zeigte sich jedoch kein
Unterschied zwischen der 6-PN- und der Kontrollgruppe, was auf eine DAF-16-abhéangige Modulation
der ABi-42-Toxizitat hinweist. Im Fall der 8-PN-Behandlung (100 pM) wurde jedoch weder unter
Leervektor- noch unter daf-16 RNAi-Bedingungen ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
Behandlungs- und Kontrollgruppe im Paralyseverhalten der CL4176-Nematoden festgestellt.
Unterschiedliche Nahrung in Form eines anderen Bakterienstammes kann den Metabolismus und damit
z. B. den oxidativen Stress-Status der Tiere verandern, wodurch Testsubstanzen eine unterschiedliche
Wirkung je nach Bedingung aufweisen konnen (Lynn & Curran 2015). Die zwei eingesetzten E. coli-
Stamme unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzten, z. B. besitzen der HT115-Stamm einen héheren
Kohlehydratgehalt als der OP50-Stamm (Brooks et al. 2009). Des Weiteren weisen die
Bakterienstamme eine unterschiedliche Lipopolysaccharidstruktur auf, welche von den Rezeptoren in

den sensorischen Neuronen von C. elegans unterschiedlich erkannt werden und somit die Lebenspanne
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der Nematoden modulieren (Maier et al. 2010). Zwei Studien zeigen auf3erdem, dass C. elegans, die

mit HT115 E.colis gefiuttert werden, einen niedrigeren Triglycerid-Spiegel und eine langere
Lebenspanne aufwiesen, als C. elegans, die OP50 E. colis als Nahrungsquelle erhalten (Brooks et al.
2009, Reinke et al. 2010). Des Weiteren konnten Reinke et al. (2010) nachweisen, dass sich das
metabolische Profil von C. elegans verandert, wenn eine Nahrungsumstellung von OP50 auf HT115
E.colis stattfindet. Veranderungen im Stoffwechsel von C. elegans durch die Fitterung von HT115 E.
colis kénnten folglich zu dem Ausbleiben der 8-PN-Wirkung gefiihrt habe. Gleichzeitig zeigen diese
Ergebnisse, dass es einen Unterschied in der Wirkungsweise zwischen 6-PN und 8-PN im Nematoden
gibt.

In der Gesamtbetrachtung ergibt sich, dass Flavonole das Potential besitzen die nukledre Akkumulation
des Transkriptionsfaktors DAF-16 zu erhdhen. Eine Methylierung von Quercetin zeigte keinen oder nur
einen geringfugigen Einfluss auf diese Aktivitat. Hingegen hatte die Inkubation mit den Flavanonen und
die methylierten und prenylierten Derivate keinen Einfluss auf die zellulare Lokalisation der redox-
sensitiven Transkriptionsfaktoren. Diese Untersuchungen weisen auch darauf hin, dass die Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren in C. elegans durch Flavonoide von den Inkubationsbedingungen abhéngig
ist. Kritische Aspekte sind hierbei die kinetische Betrachtung von zellularen Prozessen sowie die
Substanzkonzentration als auch die Verwendung von lebenden gegenuber inaktivierten Bakterien. Die
Paralyse-Versuche mit den daf-16 RNAIi exprimierenden E. colis deuten aul3erdem darauf hin, dass die
DAF-16-Aktivitat fur die protektive Wirkung von Quercetin, Q-3-M und 6-PN gegenuber der
AB142-Toxizitdt in C. elegans notwendig ist. Schlielich stellt sich die Frage, welche Zielgene von
DAF-16 diese Schutzwirkung vermitteln. Da die ABi-42-induzierte Paralyse nicht mit einem geringeren
ROS-Status der Tiere im DCF-Assay korrelierte, stehen wahrscheinlich andere als antioxidative
Prozesse im Vordergrund. Eine Mdglichkeit hierfir ware die Aktivierung von Mechanismen, die die
Proteinhomdéostase aufrechterhalten. Hierbei kénnte die Untersuchung der Autophagozytose in den
Alzheimer-Nematoden ein vielversprechender Ansatzpunkt zu sein. Dieser evolutionar konservierte
Prozess dient zur Aufrechterhaltung der zellularen Homdoostase, wobei geschédigte Organellen,
Proteine und intrazellulare Giftstoffe beseitigt werden (Ubersichtsartikel von Li et al. 2016). Aus der
Literatur ist bekannt, dass die Inhibierung des ILS-Signalweges in C. elegans nicht nur die
Lebensspanne verlangert, sondern auch die Autophagozytose-vermittelte Degradation von AB-Peptiden
induziert und folglich die AB-Toxizitat reduziert (Florez-McClure et al. 2007). Ahnliche Ergebnisse
wurden in Drosophila melanogaster gefunden, wobei die Erh6hung der Expression eines
Autophagozytose-Schliisselgens die Neurodegeneration reduzierte (Simonsen et al. 2008). FoxO-
Transkriptionsfaktoren regulieren ebenfalls zahlreiche Autophagozytose-férdernden Gene in Saugern
(Salih & Brunet 2008). Zudem zeigen Zellkulturstudien, dass Quercetin, Galangin, Myricetin, 8-PN und
6-PN die Autophagozytose-Aktivitat erhdhen kénnen (Delmulle et al. 2008, Pietrocola et al. 2012,
Ubersichtsartikel von Pallauf & Rimbach 2013, Li et al. 2016, He et al. 2017). Erste Untersuchungen an
C. elegans weisen auch darauf hin, dass die Quercetin-vermittelte Protektion gegenuber der
Hitzeschock-induzierte Paralyse in den Alzheimer-Nematoden (CL2006) uber eine Induktion der

Autophagozytose moduliert wird (Regitz et al. 2014).
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5.5 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass HOE und HE die AB1-42-Toxizitat in C. elegans reduzieren kénnen.
Um protektive Naturstoffe zu identifizieren, wurden zum einen unsubstituierte Flavonoide und zum
anderen methylierte und prenylierte Flavonoide untersucht. Eine vereinfachte Darstellung der
Wirkungen der verschiedenen Naturstoffe ist in Abb. 56 ersichtlich. Hierbei zeigte sich, dass Flavonole
eine hohere Bioaktivitdt als Flavanone aufweisen. Des Weiteren scheint die C5-OH-Gruppe fur die
Schutzwirkung der Flavonole essentiell zu sein. Jedoch konnte keine eindeutige Struktur-
Wirkungsbeziehung festgestellt werden. Dies deutet darauf hin, dass nicht eine aktive Komponente,
sondern mehrere verschiedene Strukturelemente der Flavonoide die ARi-s2-Toxizitat Uber vielféltige
molekulare Mechanismen reduzieren.

Ein Vergleich mit den Daten aus der Literatur ist aufgrund der heterogenen experimentellen
Bedingungen nur bedingt mdglich. Die C. elegans-Studien unterscheiden sich z.B. in dem eingesetzten
Inkubationsmedium und in der Verwendung von metabolisch aktiven gegeniber inaktiven E. colis als
Futterquelle der Nematoden. Unterschiede in den Kaultivierungsbedingungen koénnen fir die O2-,
Bakterien- und letztendlich Flavonoidverfugbarkeit und -aufnahme von C. elegans entscheidend sein
(Lenaerts et al. 2008). Zur besseren Vergleichbarkeit der Studien sollte daher eine Standardisierung
der Inkubationsbedingungen von C. elegans erwogen werden. Weiterhin werden oftmals
unterschiedliche transgenen Stdamme als Morbus Alzheimer-Modell eingesetzt. Der hier verwendete
Stamm CL4176 hat den Vorteil, dass die ABi-42-induzierte Paralyserate in einem relativ kurzen Zeitraum
gemessen werden kann. Dadurch wurde die Untersuchung von zehn Flavonoiden in vivo unter gleichen
Bedingungen ermdglicht, was zur Identifikation von protektiven Substanzen, wie 8-PN und 6-PN, fuhrte,
die vorher noch nicht in einem Alzheimer-Modell analysiert wurden. Zur Erforschung der AB-Pro-
zessierung aus dem Vorlauferpeptid oder der Tau-Pathologie sind jedoch beide Stamme nicht geeignet.
Hingegen kénnen molekulare Mechanismen, die die AB1-42-Toxizitat reduzieren, detailliert und schneller
als in Saugermodellen untersucht werden. Dadurch konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
bestimmte Flavonoide die ABi-42-Toxizitat in C. elegans in Abh&ngigkeit von DAF-16 reduzieren (Abb.
56). Jedoch lasst sich nicht vollkommen auszuschlie3en, dass auch andere Mechanismen an der
protektiven Wirkung der Naturstoffe beteiligt sind. Im Fall von Fisetin zeigte sich z.B., dass eine
Induktion der nukledren DAF-16-Translokation allein nicht ausreichend ist, um die ABi-42-Toxizitat in
C. elegans zu reduzieren (Abb. 56). Daher lasst sich vermuten, dass Flavonoide Uber verschiedene

zellulare Angriffspunkte die AB1-42-Toxizitdt modulieren.
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Abbildung 56. Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von spezifischen Flavonoiden
gegenuber der AB;.4>-ToxXizitat in C. elegans.

Blau gekennzeichnete Felder zeigen eine erhéhte nukledre Akkumulation von DAF-16 durch die
Behandlung mit dem Extrakt oder dem isolierten Naturstoff. Bilder der Hibiskus- und Hopfenblliten von

Klitzsch (2017) und Seidel (2017). DAF = Dauergen (abnormal DAuer Formation), PN =
Prenylnaringenin, ROS = reaktive Sauerstoffspezien.
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6 Zusammenfassung

Bei der neurodegenerativen Erkrankung Morbus Alzheimer, spielt eine Akkumulation von AB-Peptiden
eine wichtige Rolle. Epidemiologische Studien zeigen, dass eine pflanzenbasierte, flavonoidreiche
Erndhrung das Risiko fiir Morbus Alzheimer senkt. Die genauen Mechanismen der protektiven Wirkung
sind jedoch nicht bekannt. Um den molekularen Wirkmechanismus von Flavonoiden bei Morbus
Alzheimer aufzuklaren, wurde als Modell der Nematode Caenorhabditis elegans verwendet: Uber die
Expression des humanen AB1-42-Peptids kann die AB1-42-Toxizitat in transgenen C. elegans-Stammen

untersucht werden.

Zwei flavonoidreiche Extrakte aus Hibiskus- und Hopfenbluten waren in der Lage, die AB1-42-Toxizitét in
C. elegans konzentrationsabhangig zu reduzieren. Ausgehend von diesem Ergebnis wurden
ausgewahlte isolierte Flavonoide untersucht. Neben unsubstituierten Verbindungen wurden methylierte
und prenylierte Substanzen analysiert, um eine Struktur-Wirkungsbeziehung aufzuklaren. Bis auf Fisetin
fahrten alle untersuchten Flavonole zu einer Verlangerung der mittleren Zeitspanne bis zum Eintreten
der Paralyse in C. elegans. Das Vorhandensein der C5-OH-Gruppe scheint fiir die Wirkung essentiell
zu sein. Die ausgewahlten Flavanone besal3en eine geringere Bioaktivitat als die Flavonole in den
Nematoden. Von den methylierten Quercetinderivaten fihrte nur Q-3-M zu einer Reduktion der AP1-42-
Toxizitat. Methoxygruppen am C3‘ und C4‘ stellen daher mdglicherweise sterische Hinderungen dar,
welche die Wirksamkeit von Quercetin im Alzheimer-Modell reduzieren. Hingegen erhohte eine
Prenylierung die biologische Aktivitdit von Naringenin in den Alzheimer-Nematoden, da die im
Hopfenextrakt enthaltenen Verbindungen 6-PN und 8-PN die mittlere Zeitspanne bis zum Eintritt der
Paralyse verlangerten.

Die Flavonoid-vermittelte Protektion gegeniber der ABi-s2-induzierten Paralyse beruht nicht auf einer
Modulation der APB-Aggregation, da bis auf den prenylierten Naringeninderivaten keiner der
untersuchten Naturstoffe die Anzahl der ThS positiven-Ablagerung in C. elegans beeinflusst.

Um zu Uberpriifen, ob die Protektion gegenliber der ABR1-42-ToxXizitdt mit antioxidativen Wirkungen der
Flavonoide in C. elegans korreliert, wurde neben den radikal-fangenden Eigenschaften der Substanzen
in vitro die Modulation der ROS-Akkumulation in den Alzheimer- und wildtypischen Nematoden unter
thermalem Stress gemessen. Hierbei wiesen alle Flavonole potente radikalfangende Eigenschaften in
vitro auf, welche mit der Anzahl und Stellung der OH-Gruppen im B-Ring korrelierten, wohingegen die
untersuchten Flavanone keine radikalfangende Kapazitat zeigten. Weiterhin verringerte eine
Methylierung das antioxidative Potential von Quercetin. Die potente in vitro-Aktivitat der Flavonole
korrelierte nicht mit der in vivo-Wirkung: Nur Myricetin war in der Lager die thermal induzierte ROS-
Akkumulation in beiden Stdmmen zu reprimieren. Dies weist daraufhin, dass die antioxidative Kapazitat
von Flavonoiden nicht mit der Protektion gegenliber der AB1-42-Toxizitat im Alzheimer-Stamm korreliert.
Auch im Hinblick auf die Stressantwort wurde keine Assoziation zwischen der Schutzwirkung der
Naturstoffe im APi-42-Toxizitétsassay und der thermalen Stressresistenz von wildtypischen Nematoden
beobachtet.

Die nukleédre Translokation der Transkriptionsfaktoren DAF-16 und SKN-1 wurde in transgenen Tieren
analysiert. Hierbei zeigte sich, dass die Kurzzeitinkubationen, nicht aber die Langzeitinkubationen, mit
den Flavonolen die nukleare DAF-16-Akkumulation in C. elegans erhdhten. Diese Aktivitat korrelierte

tendenziell mit der steigenden Anzahl der OH-Gruppen im B-Ring. Die Inkubationen mit den Flavanonen
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und den methylierten und prenylierten Naringeninderivaten modulierte die zellulare DAF-16-Lokalisation

in den transgenen Tieren nicht. Keine der untersuchten Naturstoffe, die vor der ABi42-Toxizitat in
C. elegans schutzten, beeinflusste die zellulare Lokalisation von SKN-1 in den Nematoden.

Die protektive Wirkung von Quercetin, Q-3-M und 6-PN in den Alzheimer-Tieren war von DAF-16
abhangig. Die Expression des DAF-16-Zielgens HSP-16.2 wurde jedoch von keiner der untersuchten
Substanzen beeinflusst. Daher schliefl3t sich die Suche nach weiteren Zielgenen an, die durch die

Flavonoide moduliert werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die flavonoidreichen Extrakte aus Hibiskus- und
Hopfenbliten eine potente Schutzwirkung gegenuber der ABi-42-Toxizitat in C. elegans aufweisen.
Flavonoide reduzieren in Abhangigkeit von ihrer Struktur ebenfalls die APi-42-Toxizitat, was jedoch nicht
Uber eine antioxidative Wirkung vermittelt wird. Die Schutzwirkung von bestimmten Flavonoiden war
von DAF-16 abhéangig. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die physiologische Wirkung von
Flavonoiden von der Struktur abhangt. Weitere Forschungen sind noétig, um den jeweiligen
Wirkmechanismus im Detail aufzuklaren und alzheimerprotektive Substanzen als potentielle Pharmaka

zu identifizieren.
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Anhang

8 Anhang

8.1 Erganzende Ergebnisse
8.1.1 Vorversuche:

8.1.1.1 Austestung des Paralyseverhaltens und Konzentrationsfindung

Die Behandlung mit 1 und 5 mM Coffein verzdgerte den Paralyseeintritt der CL4176-Nematoden
statistisch signifikant (p < 0,001) gegentiber der Kontrolle, wobei die Wirkung konzentrationsabhangig
war. Die Inkubation mit 10 und 50 uM Quercetin zeigte ebenfalls eine statistisch signifikante (p < 0,01
bzw. p < 0,001) Rechtsverschiebung der Paralysekurve im Vergleich zur DMSO-Inkubation. Da unter
diese Inkubationsbedingungen das Flavonol in einer Konzentration von 100 pM nicht stabil in Lésung
gehalten werden konnte, wurden die Daten nicht ausgewertet.

CL4176
— 10 uM Quercetin **
< .
bt 50 uM Quercetin ***
5 1 mM Coffein ***
>
® 504 5 mM Coffein ***
8
<
S
c
0
26 28 30 32 34

Zeit (h)

Anh. Abbildung 57: Vorversuch zur Etablierung des Protokolls zur Untersuchung der AB;.4-
induzierten Paralyse in C. elegans (ABi.s>-Toxizitat).

Nematoden vom transgenen Stamm CL4176, die das humane AB1-42—Peptid temperaturabhangig in den
Korperwandmuskelzellen exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit entsprechenden
Konzentrationen Coffein, Quercetin oder 0,1 % DMSO bei 16°C inkubiert. Anschlie3end erfolgte eine
Temperaturerhbhung auf 25°C fir 24 h, wobei die Tiere zeitversetzte auf NGM-Platten Uberfihrt
wurden. Mittels touch-provoked movement wurde das Eintreten der Paralyse festgestellt. Angegeben
sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven, n = 3 (ca. 40 Individuen/Versuch),*p < 0,01, ***p < 0,001 (Log-
rank (Mantel-Cox) Test) im Vergleich zur DMSO-Gruppe. Bei einer Konzentration von 100 uM Quercetin
konnte die Léslichkeit nicht gewahrleistet werden.
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8.1.1.2 Daf-16 RNAi-knock down
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Anh. Abbildung 58: Daf-16 RNAi-knock down in TJ356 Nematoden.
Nematoden vom Stamm TJ356, die ein Fusionsprotein aus GFP und DAF-16 Uberexprimieren, wurden
ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit IPTG-induzierten hitzeinaktivierten HT115 E. colis inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung.
A. Reprasentative Abbildung von Nematoden, die mit Leervektor HT115 E.colis inkubiert wurden.
B. Reprasentative Abbildung von Nematoden, die mit daf-16 RNAi HT115 E.colis inkubiert wurden.
C. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung der GFP-Fluoreszenz, n = 1 (11
Individuen/Gruppe).
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Anh. Abbildung 59: ABi.42-induzierte Paralyse im C. elegans Stamm CL4176 unter daf-16 RNAI-
Bedingungen.

Nematoden vom transgenen Stamm CL4176, die das humane AB1.42—Peptid temperaturabhéngig in den
Korperwandmuskelzellen exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fiir 64 h in flissigen NGMk mit 0,1
% DMSO und hitzeinaktivierten IPTG-induzierten daf-16- oder Leervektor RNAi HT115 E. colis bei 16°C
inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine zeitversetzte Uberfilhrung der Tiere auf Platten, die bei 25°C
gestellt wurden. 26 h nach der Temperaturerhhung wurden die Nematoden auf Paralyse mittels touch-
provoked movement (berprift. Angegeben sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven, n = 6 (40
Individuen/Versuch) (Log-rank (Mantel-Cox) Test).
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8.1.1.3 CL4176 DCF
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Anh. Abbildung 60: Vergleichende Untersuchung der ROS-Akkumulation in den C. elegans-
Stammen CL4176 und CL802.

Nematoden vom Stamm CL4176, die das humane Api-42-Peptid temperaturabhangig in den
Kdrperwandmuskelzellen exprimieren, und Nematoden vom Kontrollstamm CL802 wurden ab dem Ei-
Stadium fur 64 h mit. 0,1 % DMSO bei 16°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Temperaturerhéhung
auf 25°C fir 24 h. Nach einem Waschschritt (PBST) wurden die Tiere in eine 384-Wellplate pipettiert
und mit 50 pM H2DCF-DA versetzt. Die Fluoreszenz der Tiere wurde bei 37°C fur 12 h im
Plattenlesegerat gemessen (Ext.: 485 nm, Em.: 535 nm). Angegeben sind relative Mittelwerte *
Standardabweichung bezogen auf den 8 h-Wert der Kontrolltiere, n = 3 (30 Individuen/Versuch), (one-
way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle.

8.1.1.4 Positivkontrolle fur die SKN-1::GFP Translokation in den Zellkern

Zur Austestung einer Positivkontrolle fur die Translokation von SKN-1::GFP in die Darmzellkerne der
LDO001-Nematoden wurden unterschiedliche Inkubationsschemata mit Na-Azid und H20: getestet (Anh.
Abb. 62).
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Anh. Abbildung 61: Einfluss von verschiedenen Stressoren aus die SKN-1::GFP-Lokalisation in
C. elegans.
Nematoden vom Stamm LDO0O01, die ein Fusionsprotein aus GFP und SKN-1 exprimieren, wurden ab
dem Ei-Stadium fir 64 h mit DMSO inkubiert und anschliefend mit unterschiedlichen Stressoren
behandelt:

A. H202 und Na-Azid,

B. verschiedene H202-Konzentrationen fiir 1h,

n =1 (30 Nematoden/Gruppe).
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8.1.1.5 Etablierung der HSP-16.2::GFP-Messung im Plattenlesegeréat
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Anh. Abbildung 62. Vorversuch zur Etablierung der HSP-16.2::GFP-Messung in C. elegans
mittels Plattenlesegeréat.

Nematoden vom transgenen Stamm CL2070, die ein Fusionsprotein aus HSP-16.2 und GFP
exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fur 64 h mit 0,1 % DMSO und hitzeinaktivierten OP50-1 E. colis
in NGMk inkubiert. Fir die HSP-16.2-Induktion wurde thermaler Stress appliziert.

A. Fluoreszenzmikroskopische Messung: Korper oder Kopf der Tiere wurden anhand
fluoreszenzmikroskopischer Aufnehmen mittels Densitometrie ausgewertet, n = 4 (20
Tiere/Gruppe und Versuch), ***p < 0,001 im Vergleich zum jeweiligen 0 min-Wert, #p < 0,05 im
Vergleich zum jeweiligen 30 min-Wert (one-way ANOVA Bonferroni‘s multipler Vergleichstest).

B. GroRenmessung: Die Flache der Tiere wurde anhand mikroskopischer Aufnahmen gemessen,
n =4 (20 Tiere/Gruppe und Versuch), *p < 0,05 im Vergleich zum 0 min-Wert, (one-way ANOVA
Bonferroni‘s multipler Vergleichstest).
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C. Fluoreszenzmessung im Plattenlesegerat: 20 oder 40 Nematoden wurden in je ein Well einer

384-Wellplatte pipettiert und die Fluoreszenz (Ext.: 488 + 9 nm, Em.: 511 + 9 nm) im
Plattenlesegerat gemessen. Die Messung von 20 Tieren wurde im Triplikat (60 Tiere/Versuch)
und die Messung von 40 Tieren im Duplikat (80 Tiere/Versuch) durchgefihrt, n = 3, *p < 0,05,
**p < 0,01 im Vergleich zu 20 Tiere/Well m jeweiligen Zeitpunkt (t-test).

Fluoreszenzmessung im Plattenlesegerat: Nematoden wurden fir 0, 30, 60 und 120 min bei
35°C gestresst. AnschlieRend wurde die Fluoreszenz von 20 Nematoden/Well (Triplikat) im
Plattenlesegerat gemessen (Ext.: 488 + 9 nm, Em.: 511 + 9 nm), one-way ANOVA Bonferroni‘s
multipler Vergleichstest. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 im Vergleich 0 min-Wert, #p < 0,05
im Vergleich zum 30 min-Wert (one-way ANOVA Bonferroni‘s multipler Vergleichstest).
Fluoreszenzmessung im Plattenlesegerat: Nematoden wurden fir 0, 5, 10, 15 und 30 min bei
35°C gestresst. AnschlieRend wurde die Fluoreszenz von 20 Nematoden/Well (Triplikat) im
Plattenlesegerat gemessen (Ext.: 488 £ 9 nm, Em.: 511 £ 9 nm), n = 1.

FE = Fluoreszenzeinheiten.

8.1.1.6 Etablierung der MYOSIN-4::GFP-Messung im Plattenlesegerat
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Anh. Abbildung 63: Vorversuch zur Etablierung der MYOSIN-3::GFP-Messung in C. elegans
mittels Plattenlesegerat als Indikator fur die GroRRe der Tiere.
Nematoden vom transgenen Stamm PD4251, die ein Fusionsprotein aus MYOSIN-3 und GFP
exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium mit 0,1 % DMSO inkubiert.

A. Behandlung mit lebenden OP50-1 E.colis:

Links: Es erfolgte die tagliche Messung der GFP-Fluoreszenz im Plattenlesegerét (Ext.: 488 +
9 nm, Em.: 511 + 9 nm) von 20 (im Triplikat) oder 40 Tieren/Well (im Duplikat), n = 2.

Rechts: Gleichzeitig wurden von 20 Tiere unter dem binokularen Mikroskop fotografiert und
anschlieBend die Gro3e der Nematoden gemessen, n = 2.
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B. Behandlung mit hitzeinaktivierte OP50-1 E.colis:
Links: Es erfolgte die tagliche Messung der GFP-Fluoreszenz im Plattenlesegerat (Ext.: 488 +
9 nm, Em.: 511 + 9 nm) von 20 (im Triplikat) oder 40 Tieren/Well (im Duplikat), n = 1.
Rechts: Gleichzeitig wurden von 20 Tiere unter dem binokularen Mikroskop fotografiert und
anschlieBend die GréRe der Nematoden gemessen, n = 1.
FE =Fluoreszenzeinheiten.

8.1.2 Einfluss von Flavanonen auf die ABi-42-Toxizitat
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Anh. Abbildung 64: Einfluss von Flavanonen auf die AB1..2-induzierte Toxizitat in C. elegans.
Nematoden vom transgenen Stamm CL4176, die das humane AB1-42-Peptid temperaturabhéngig in den
Korperwandmuskelzellen exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fir 64 h mit 50 pM des Flavonoids
bzw. 0,1 % DMSO bei 16°C inkubiert. Anschlief3end erfolgte eine Temperaturerhhung auf 25°C fur 24
h, wobei die Tiere zeitversetzte auf NGM-Platten tberfuhrt wurden. Mittels touch-provoked movement
wurde das Eintreten der Paralyse festgestellt. Angegeben sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven, n = 3
(40 Individuen/Versuch), **p < 0,01 (Log-rank (Mantel-Cox) Test) im Vergleich zur DMSO-Gruppe.
Ergebnisse fur Naringenin, 8-PN und 6-PN wurden von Gabriel Schulz im Rahmen einer Masterarbeit
erstellt. DMSO = Dimethylsulfoxid, ISK = Isosakuranetin, PN = Prenylnaringenin.
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8.1.3 Modulation der

zellularen DAF-16-Lokalisation

Anhang

in C. elegans durch
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Anh. Abbildung 65: Einfluss von HE und HOE auf die zellulare DAF-16-Lokalisation in C. elegans

(Kurzzeitinkubation).

Nematoden vom transgenen Stamm TJ356, die ein Fusionsprotein aus DAF-16 und GFP
Uberexprimieren, wurden ab dem L4-Stadium fir 1 h mit A. HE oder B. HOE in unterschiedlichen
Konzentrationen bzw. mit entsprechender Kontrolle bei 20°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine
fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Tiere. Angegeben sind die Mittelwerte der Fraktion mit
n = 3 (30 Individuen/Versuch), *p < 0,05, **p <
0,01, ***p £ 0,001 (one-way ANOVA mit Bonferroni‘s multiplen Vergleichstest) im Vergleich zur DMSO-
Gruppe. Die Daten zu dem Hibiskus-Extrakt wurden von Frau Nora Weldle im Rahmen ihrer

nukleéarer GFP-Lokalisation + Standardabweichung,

Masterarbeit erstellt. DMSO

Hopfenextrakt.

Dimethylsulfoxid, GFP =

grin fluoreszierendes Protein, HOE =
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8.1.4 Einfluss von Lignanen auf biologische Parameter in C. elegans

Neben den Flavonoiden wurden zusatzlich die Polyphenol-Klasse der Lignane in C. elegans untersucht.
In den folgenden Abschnitten sind die Ergebnisse zum Einfluss der ausgewahlten Vertreter
Secoisolariciresinol (Seco), Pinoresinol (Pino), Schisandrin B (SB) und Sesamin auf die AB1-42-Toxizitat,
ROS-Akkumulation, thermalen Stressresistenz und nukledren DAF-16-Lokaslation in C. elegans
zusammengestellt. Neben dem Wildtypen wurde auch die oxidative Stress-sensitive mev-1-Mutante

untersucht. Fir das Lignan Pino wurde ebenfalls der Einfluss auf die Lebenspannen von wildtypischen
Nematoden und der mev-1-Mutante analysiert.

8.1.4.1 Modulation der ABis-Toxizitdt im transgenen C.elegans-Modell fir Morbus
Alzheimer
CL4176
£ 100- —— DMSO £ 1004 —— DMSO
@ 1 --+-- Seco @ 1 --+-- Pino
o n
> >
®  50- © 504
1] 1]
c | o L .
c T T T 1 o T T T T
26 28 30 32 34 26 28 30 32 34
Zeit (h) Zeit (h)
S 100 _____. —— DMSO S 1004 ______ —— DMSO
S --+-- SB S --+-- Sesamin
c | [
[(}] [(}]
T 50 T 50
s | b= o
0 0
b | ey b |
O T T T I O T I T I
26 28 30 32 34 26 28 30 32 34

Zeit (h) Zeit (h)

Anh. Abbildung 66: Lignane habe keinen Einfluss auf die AB1.4>-Toxizitat in C. elegans.
Nematoden vom transgenen Stamm CL4176, die das humane AB1-42-Peptid temperaturabhéngig in den
Korperwandmuskelzellen exprimieren, wurden ab dem Ei-Stadium fur 64 h mit 50 uM des Lignans bzw.
DMSO (Seco und Pino mit 0,1 % und SB und Sesamin mit 0,5 % DMSO) bei 16°C inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine Temperaturerh6hung auf 25°C fir 24 h, wobei die Tiere zeitversetzte auf
NGM-Platten Uberfiihrt wurden. Mittels touch-provoked movement wurde das Eintreten der Paralyse
festgestellt. Angegeben sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven, n = 3 (40 Individuen/Versuch), (Log-rank
(Mantel-Cox) Test) im Vergleich zur DMSO-Gruppe. DMSO = Dimethylsulfoxid, Pino = Pinoresinol, SB
= Schisandrin B, Seco = Secoisolariciresinol.
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8.1.4.2 Modulation der ROS-Akkumulation im Wildtypen unter thermalem Stress
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Anh. Abbildung 67: Lignane haben keinen Einfluss auf die intrazellulare ROS-Konzentration im
wildtypischen C. elegans-Stamm unter thermalem Stress.

Nematoden vom Stamm N2 wurden ab dem L4-Stadium fur 48 h mit 100 uM des Lignans bzw. DMSO
(Seco und Pino mit 0,1 % und SB und Sesamin mit 1 % DMSO) bei 20°C inkubiert. Nach einem
Waschschritt (PBST) wurden die Tiere in eine 384-Wellplate pipettiert und mit 50 uM H2DCF-DA
versetzt. Die Fluoreszenz der Tiere wurde bei 37°C fir 12 h im Plattenlesegerat gemessen (Ext.: 485
nm, Em.: 535 nm). Angegeben sind relative Mittelwerte + Standardabweichung bezogen auf den 8 h-
Wert der Kontrolltiere, n = 3 (16 Individuen/Versuch), (one-way ANOVA mit Bonferroni‘'s multiplen
Vergleichstest) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. DMSO = Dimethylsulfoxid, Pino = Pinoresinol, SB =
Schisandrin B, Seco = Secoisolariciresinol.
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8.1.4.3 Modulation der ROS-Akkumulation in der mev-1-Mutante

mev-1(TK22)
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Anh. Abbildung 68: Lignane haben keinen Einfluss auf die intrazellulare ROS-Konzentration in
der mev-1-Mutante unter thermalem Stress.

Nematoden vom Stamm TK22 wurden ab dem L4-Stadium fir 48 h mit 100 uM des Lignans bzw. DMSO
(Seco und Pino mit 0,1 % und SB und Sesamin mit 1 % DMSO) bei 20°C inkubiert. Nach einem
Waschschritt (PBST) wurden die Tiere in eine 384-Wellplate pipettiert und mit 50 uM H2DCF-DA
versetzt. Die Fluoreszenz der Tiere wurde bei 37°C fir 12 h im Plattenlesegerat gemessen (Ext.: 485
nm, Em.: 53 5nm). Angegeben sind relative Mittelwerte + Standardabweichung bezogen auf den 8 h-
Wert der Kontrolltiere, n = 3 (16 Individuen/Versuch), (one-way ANOVA mit Bonferroni‘'s multiplen
Vergleichstest) im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. DMSO = Dimethylsulfoxid, Pino = Pinoresinol, SB =
Schisandrin B, Seco = Secoisolariciresinol.

8.1.4.4 Bestimmung der radikalfangenden Kapazitéat in vitro (TEAC-Methode)
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Anh. Abbildung 69: Antioxidative Kapazitat von Lignanen in vitro in einem zellfreien System.
Pino und SB zeigen eine starke antioxidative Aktivitat.

Photometrische Bestimmung der Absorption des blau-griin gefarbten ABTS-Radikals nach
sechsminitiger Inkubation mit 100 pM Substanz. Die Abnahme der Absorption korreliert mit der
antioxidativen Kapazitat des Lignans. Fir die Standardreihe wurde das synthetische Vitamin E-Derivat
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TROLOX verwendet. Angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichung, n = 3, ***p < 0,001 im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle (one-way ANOVA mit Bonferroni‘'s multiplen Vergleichstest). Pino =
Pinoresinol, SB = Schisandrin B, Seco = Secoisolariciresinol.

8.1.4.5 Modulation der thermalen Stressresistenz im Wildtypen
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Anh. Abbildung 70: Lignanen haben keinen Einfluss auf das Uberleben von wildtypischen C.
elegans unter thermalem Stress.

Nematoden vom Stamm N2 wurden ab dem L4-Stadium fir 48 h mit dem Lignhan bzw. DMSO (Seco
und Pino mit 0,1 % und SB und Sesamin mit 1 % DMSO) bei 20°C inkubiert. Nach einem Waschschritt
(PBST) wurden die Tiere einzeln in je eine Kavitat mit 9 ul PBS einer 384-Wellplatte pipettiert.
Anschlie3end wurde die SYTOX Green-Lésung in einer Endkonzentration von 1 M hinzugegeben, die
Platte versiegelt und die Fluoreszenz bei 37°C fur 12 h im Plattenlesegerat gemessen (Ext.: 485 nm,
Em.: 535 nm). Aus den individuellen Fluoreszenzkurven wurden durch Festlegen von Schwellenwerten
virtuelle Todeszeitpunkte Die Naringenin-Daten wurden von Herrn Gabriel Schulz im Rahmen seiner
Masterarbeit erstellt. Angegeben sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven, n 2 2 (16 Individuen/Versuch),
(Log-rank (Mantel-Cox) Test)) im Vergleich zur DMSO-Gruppe. DMSO = Dimethylsulfoxid, Pino =
Pinoresinol, SB = Schisandrin B, Seco = Secoisolariciresinol.
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8.1.4.6 Modulation der thermalen Stressresistenz in der mev-1-Mutante

mev-1(TK22)
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Anh. Abbildung 71: Einfluss von Lignanen auf das Uberleben der mev-1 Mutante unter
thermalem Stress: die Inkubation mit Pino verlangert das Uberleben unter thermalem Stress.
Nematoden vom Stamm TK22 wurden ab dem L4-Stadium fiir 48 h mit dem Lignan bzw. DMSO (Seco
und Pino mit 0,1 % und SB und Sesamin mit 1 % DMSO) bei 20°C inkubiert. Nach einem Waschschritt
(PBST) wurden die Tiere einzeln in je eine Kavitat mit 9 pl PBS einer 384-Wellplatte pipettiert.
AnschlieRend wurde die SYTOX Green-Ldsung in einer Endkonzentration von 1 uM hinzugegeben, die
Platte versiegelt und die Fluoreszenz bei 37°C fur 12 h im Plattenlesegerat gemessen (Ext.: 485 nm,
Em.: 535 nm). Aus den individuellen Fluoreszenzkurven wurden durch Festlegen von Schwellenwerten
virtuelle Todeszeitpunkte berechnet. Angegeben sind Kaplan-Meier-Uberlebenskurven, n = 4 (16
Individuen/Versuch), *p < 0,05 (Log-rank (Mantel-Cox) Test)) im Vergleich zur DMSO-Gruppe. DMSO
= Dimethylsulfoxid, Pino = Pinoresinol, SB = Schisandrin B, Seco = Secoisolariciresinol.
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8.1.4.7 Modulation der zellularen DAF-16::GFP-Lokalisation (Kurzzeitinkubation)
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Anh. Abbildung 72: Einfluss von Lignanen auf die DAF-16::GFP-Lokalisation in C. elegans
(Kurzzeitinkubation): die Inkubation mit Pino induziert die nukledre DAF-16::GFP-Translokation.
Nematoden vom transgenen Stamm TJ356, die ein Fusionsprotein aus DAF-16 und GFP
Uberexprimieren, wurden ab dem L4-Stadium fir 1 h mit 100 uM Substanz bzw. 0,1 %- 1 % DMSO
inkubiert. Anschlieend erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Tiere. Angegeben
sind die Mittelwerte der Fraktion mit nukledrer GFP-Lokalisation, n = 3-4 (30 Individuen/Versuch), ***p
< 0,001 (paired t-test) im Vergleich zur DMSO-Gruppe. DMSO = Dimethylsulfoxid, Pino = Pinoresinol,
SB = Schisandrin B, Seco = Secoisolariciresinol.

Lv



Anhang
8.1.4.8 Einfluss von Pino auf Lebensspanne im Wildtypen und in der mev-1 Mutante
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Anh. Abbildung 73: Die Pino-Behandlung hat keine Einfluss auf die Lebenspanne von A.
wildtypischen (N2) und B. mev-1-defizienten (TK22) C. elegans.

Alterssynchrone L4 oder jung adulte Nematoden wurden in flissigen Inkubationsmedium mit 100 uM
Pino bzw. 0,1 % DMSO und lebenden OP50-1 E. colis bei 25°C inkubiert. Das Medium wurde flinfmal
pro Woche erneuert und die Nematoden auf Uberleben mittels touch-provoked movement tberpriift. In
der reproduktiven Phase wurde zusatzlich 120 uM FUDR eingesetzt, um eine Vermischung mit den

Nachkommen zu verhindern. n = 3 (50 Individuen/ Versuch), (Log-rank (Mantel-Cox) Test) im Vergleich
zur DMSO-Gruppe. DMSO = Dimethylsulfoxid, Pino = Pinoresinol.
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8.2 Rohdaten

8.2.1 ApPi-42-Toxizitat im transgenen C.elegans-Modell fir Morbus Alzheimer

Tabelle 8: Rohdaten zu Anh. Abb. 58 - Quercetin und Coffein, angegebene sind Zeitpunkte, an denen
ein Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, C = Coffein, Q = Quercetin.

Versuch 1 Versuch 2
zeit DMso O 50 | 1mM 5mM zeit Dmso | 0 50 1mM 5mM
() | (0.1 %) “g' uMQ | C cC () | (01%) “g' UMQ | C C
26 1 28 1 1 1
28 1 1 1 1 28 1 1 1
28 1 1 1 1 28 1
28 1 1 1 1 28 1
28 1 1 1 1 30 1 1 1 1
28 1 1 1 1 30 1 1 1 1
28 1 1 1 1 30 1 1 1 1
28 1 1 1 1 30 1 1 1 1
28 1 1 1 1 30 1 1 1
28 1 1 1 1 30 1 1
28 1 1 1 1 30 1 1
28 1 1 1 1 30 1 1
28 1 1 1 1 30 1 1
30 1 1 1 1 30 1 1
30 1 1 1 1 30 1
30 1 1 1 1 30 1
30 1 1 1 1 30 1
30 1 1 1 1 32 1 1 1 1 1
30 1 1 1 1 32 1 1 1 1 1
30 1 1 1 1 32 1 1 1 1 1
30 1 1 1 1 32 1 1 1 1 1
30 1 1 1 1 32 1 1 1 1 1
30 1 1 1 1 32 1 1 1 1
30 1 1 1 1 32 1 1 1 1
30 1 1 1 1 32 1 1 1 1
30 1 1 1 32 1 1 1
30 1 32 1 1 1
32 1 1 1 1 32 1 1
32 1 1 1 1 32 1 1
32 1 1 1 1 32 1 1
32 1 1 1 1 32 1
32 1 1 1 1 32 1
32 1 1 1 1 32 1
32 1 1 1 1 32 1
32 1 1 1 1 34 1 1 1 1 1
32 1 1 1 1 34 1 1 1 1 1
32 1 1 1 34 1 1 1 1 1
32 1 1 1 34 1 1 1 1 1
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34
34
34
34

Versuch 3

C

1mM | 5mM

c

50
M Q

10
UM
Q

DMSO

(0,1 %)

Zeit

(h)

26
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
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Tabelle 9: Rohdaten zu Abb. 20 - Hibiskus -Extrakt, angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein Ereignis
stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, C = Coffein, HE = Hibiskus-Extrakt, K =
Kontrolle (NGM). Daten aus der Masterarbeit von Nora Weldle.

Versuch 1 Versuch 2
Z(ﬁ')t K m(g);/5 ml mg]}ml mlM Z(ﬁ')t K m?;/s ml | m g:bml mlM

HE HE C HE HE C
28 1 1 1 26 1 1 1
28 1 1 26 1
28 1 28 1 1 1 1
28 1 28 1 1 1 1
30 1 1 1 28 1 1
30 1 1 1 28 1 1
30 1 1 1 28 1 1
30 1 1 1 28 1
30 1 1 1 30 1 1 1 1
30 1 1 30 1 1 1 1
32 1 1 1 1 30 1 1 1 1
32 1 1 1 1 30 1 1 1
32 1 1 1 1 30 1 1 1
32 1 1 1 1 30 1 1 1
32 1 1 30 1 1 1
32 1 1 30 1 1
32 1 1 30 1 1
32 1 30 1
32 1 30 1
32 1 30 1
32 1 32 1 1 1 1
32 1 32 1 1 1 1
32 1 32 1 1 1 1
32 1 32 1 1 1 1
32 1 32 1 1 1
34 1 1 1 1 32 1 1 1
34 1 1 1 1 32 1 1
34 1 1 1 1 32 1 1
34 1 1 1 1 34 1 1 1 1
34 1 1 1 1 34 1 1 1 1
34 1 1 1 34 1 1
34 1 1 1 34 1 1
34 1 34 1
34 1 34 1
34 0 0 0 0 34 0 0 0 0
34 0 0 0 0 34 0 0 0 0
34 0 0 0 0 34 0 0 0 0
34 0 0 0 0 34 0 0 0 0
34 0 0 0 0 34 0 0 0 0
34 0 0 0 0 34 0 0 0 0
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Tabelle 10: Rohdaten zu Abb. 20 - Hopfenbliiten-Extrakt, angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein

Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, HOE = Hopfen-Extraki.

Versuch 1 Versuch 2
Zeit | DMSO rgglzn?l rr?gﬁril mg’/5m| Zeit | DMSO r?]gl/zrﬁ | mogjr?ﬂ m?;’/5m|
M 1 ©2%  yoe | Hoe  Hoe = M | 02%) | yoE  HoE | HOE
26 1 1 26 1
26 1 0 26
28 1 1 1 1 26
28 1 1 1 1 28 1 1 1 1
28 1 1 1 1 28 1 1 1 1
28 1 1 1 1 28 1 1 1
28 1 1 1 1 28 1 1 1
28 1 1 1 1 28 1
28 1 1 1 1 28 1
28 1 1 1 1 28 1
28 1 1 1 1 28 1
28 1 1 1 28 1
28 1 1 1 28 1
28 1 1 1 28 1
28 1 1 1 28 1
28 1 1 28 1
28 1 1 28 1
28 1 1 28 1
28 1 1 30 1 1 1 1
28 1 30 1 1 1 1
28 30 1 1 1 1
28 30 1 1 1 1
28 30 1 1 1 1
30 1 1 1 30 1 1 1 1
30 1 1 1 1 30 1 1 1 1
30 1 1 1 1 30 1 1 1 1
30 1 1 1 1 30 1 1 1 1
30 1 1 1 1 30 1 1 1 1
30 1 1 1 1 30 1 1 1 1
30 1 1 1 1 30 1 1 1 1
30 1 1 1 1 30 1 1 1 1
30 1 1 1 1 30 1 1 1 1
30 1 1 1 1 30 1 1 1 1
30 1 1 1 1 30 1 1 1
30 1 1 1 1 30 1 1 1
30 1 1 1 1 30 1 1
30 1 1 1 30 1 1
30 1 1 1 30 1 1
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Versuch 3

DMSO
(0, 2%)

30
30
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32

32

32
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32

32

32
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32
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32
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Zeit
(h)
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Tabelle 11: Rohdaten zu Abb. 21 - Quercetin (50 uM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein Ereignis
stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, Q = Quercetin.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

Zeit | DMSO Zeit | DMSO Zeit | DMSO

(h)  (01%) Q (h)  (01%) Q (h) | (01%) Q
24 1 1 28 1 1 26 1

24 1 28 1 1 28 1 1
26 1 1 28 1 1 28 1 1
26 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1

28 1 1 28 1 1 28 1

28 1 1 28 1 28 1

28 1 1 28 1 28 1

28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1

28 1 1 28 0 30 1

28 1 30 1 1 30 1

28 1 30 1 1 30 1

28 1 30 1 1 30 1

28 1 30 1 1 30 1

30 1 1 30 1 1 30 1

30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 34 1 1
30 1 1 30 1 1 34 1 1
30 1 1 30 1 34 1 1
30 1 30 1 34 1 1
32 1 1 32 1 1 34 1 1
32 1 1 32 1 1 34 0 1
32 1 1 32 1 1 34 0 1
32 1 1 32 1 1 34 0 1
32 1 1 32 1 1 34 0 1
32 1 32 1 1 34 0 1
32 1 32 1 34 0 1
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32 1 32 1 34 0
32 1 32 1 34 0
34 1 1 32 1 34 0
34 1 1 32 1 34 0
34 1 1 34 1 1 34 0
34 0 1 34 1 1 34 0
34 1 34 1 34 0
34 0 34 0 34 0
34 0 34 0

34 0

34 0

34 0

34 0

Tabelle 12: Rohdaten zu Abb. 21 - Galangin (50 pM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein Ereignis
stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Zeit DMSO Galangin Zeit DMSO Galangin Zeit | DMSO Galangin
(h) (0,1 %) (h) (0,1 %) (h) | (0,1 %)
26 1 1 26 1 1 28 1 1
26 1 1 26 1 1 28 1 1
26 1 1 26 1 1 28 1 1
26 1 1 26 1 1 28 1
26 1 1 26 1 28 1
26 1 0 26 1 28 1
26 1 0 28 1 1 28 1
26 1 28 1 1 28 1
26 1 28 1 1 30 1 1
26 0 28 1 1 30 1 1
26 0 28 1 1 30 1 1
26 0 28 1 1 30 1 1
26 0 28 1 1 30 1 1
28 1 1 28 1 1 30 1 1
28 1 1 28 1 1 30 1 1
28 1 1 28 1 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 0 30 1 1
28 1 1 28 0 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1
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30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 32 1 1
30 1 1 30 1 32 1 1
30 1 1 30 1 32 1 0
30 1 1 30 1 32 0
30 1 32 1 1 32 0
30 1 32 1 1 34 1 1
30 1 32 1 1 34 1 1
30 1 32 1 1 34 1 0
30 1 32 1 34 1 0
30 1 32 1 34 0 0
30 1 32 1 34 0 0
30 1 32 1

30 1 32 0

30 0 34 1

30 0 34 1

32 1 1 34 1

32 1 1

32 0 1

32 0 1

32 0 1

32 0

Tabelle 13: Rohdaten zu Abb. 21 - Fisetin (50 puM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein Ereignis
stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

Zeit | DMSO Fisetin Zeit DMSO Fisetin Zeit | DMSO Fisetin
(h) | (0.1%) (h) (0.1 %) (h) (0.1 %)

26 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 28 1

28 1 1 30 1 1 28 1

28 1 1 30 1 1 28 1

28 1 1 30 1 1 28 1

28 1 30 1 1 28 1

28 1 30 1 1 28 1

28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 0 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
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30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 0 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 0 32 1 1 30 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 32 1 1
32 1 1 32 1 32 1 1
32 1 1 32 1 32 1 1
32 1 32 1 32 1 1
32 1 32 1 32 1
32 1 32 1 32 1
32 1 34 1 1 32 1
34 1 1 34 1 1 32 1
34 1 1 34 1 1 32 1
34 1 1 34 1 1 32 1
34 1 1 34 1 1 32 1
34 1 1 34 1 32 1
34 1 0 34 1 32 1
34 0 0 34 1 34 1 1
34 0 0 34 1 34 1 1
34 0 34 0 34 1 0

34 1

34 1

34 1

34 1

Tabelle 14: Rohdaten zu Abb. 21 - Morin (50 pM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein Ereignis
stattfand (1 = paralysiert, O = zensiert), Stamm CL4176.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
o o | Mo | mo | wem g oo | we
26 1 1 26 1 26 1 1
26 1 1 28 1 26 1 1
28 1 1 28 1 26 1 1
28 1 1 28 1 26 1
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34

34

Tabelle 15: Rohdaten zu Abb. 21 - Myricetin (50 M), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein Ereignis
stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Zeit DMSO Myricetin Zeit DMSO Myricetin Zeit DMSO Myricetin
(h) | (0.1%) (h) | (0.1%) (h) (0.1 %)
26 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1
28 1 1 28 1 1 28 1
28 1 1 28 1 28 1
28 1 30 1 1 28 1
28 1 30 1 1 28 1
28 1 30 1 1 28 1
28 1 30 1 1 28 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 0 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 32 1 1 30 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 32 1 1 32 1
32 1 32 1 1 32 1
32 1 32 1 1 32 1
32 1 34 1 1 32 1
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32 1 34 1 1 34 1 1
32 1 34 1 1 34 1 1
32 1 34 1 1 34 1 1
32 1 34 1 1 34 1 1
34 1 1 34 1 34 1 1
34 1 1 34 0 34 1 1
34 1 1 34 0 34 1 1
34 1 1 34 1
34 1 1 34 1
34 1 1 34 1
34 0 0

34 0 0

34 0

Tabelle 16: Rohdaten zu Abb. 21 - Naringenin (100 uM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein
Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, Nar = Naringenin. Daten aus der
Masterarbeit von Gabriel Schulz.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Zeit DMSO Nar Zeit DMSO Nar Zeit DMSO Nar
(h) (0.1 %) (h) (0.1 %) (h) (0,1 %)
26 0 26 1 28 1 1
28 1 1 28 1 28 1 1
28 1 1 28 1 28 1 0
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1
30 1 1 30 1 1 30 1
30 1 1 30 1 1 30 1
30 1 1 30 1 1 30 1
30 1 1 30 1 1 30 0
30 1 1 30 1 1 32 1 1
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30 1 1 30 1 32 1 1
30 1 1 30 1 32 1 1
30 1 1 30 1 32 1 1
30 1 1 30 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 0 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 0 1
30 1 32 1 1 32 0 1
30 1 32 1 0 32 0 1
30 1 32 1 0 32 1
32 1 1 32 1 0 32 1
32 1 32 0 32 0
32 1 32 0 32 0

32 0 32 0

32 0

Tabelle 17: Rohdaten zu Anh. Abb. 65 - Naringenin (50 uM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein
Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, Nar = Naringenin. Daten aus der

Masterarbeit von Gabriel Schulz.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

Zeit DMSO Nar Zeit DMSO Nar Zeit DMSO Nar
() (02%) () (0.2%) () (0.2%)

26 1 1 26 1 1 28 1 1
26 1 28 1 1 28 1
26 1 28 1 1 28 1
26 1 28 1 28 1
26 1 28 1 30 1 1
26 1 28 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 30 1 1
28 1 30 1 30 1 1
28 1 30 1 30 1 1
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28 1 30 1 30 1 1
28 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1
30 1 32 1 1 34 1 1
30 1 32 1 1 34 0 1
32 1 1 32 1 1 34 0 1
32 1 1 32 1 1 34 0
32 1 32 1

32 1 32 1

32 1 32 1

34 1 1 32 1

34 0 32 1

34 0 34 1 1

34 0 34 1 1

34 0 34 1 1

34 0 34 1

34 0 34

34 0

34 0

Tabelle 18: Rohdaten zu Abb. 21 - Liquiritigenin (100 pM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein
Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, LQ = Liquiritigenin.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
m e | W ogm | w @ g
26 1 1 26 1 1 26 1
26 1 26 1 26 1
26 1 28 1 1 26 1
26 1 28 1 1 26 1
28 1 28 1 1 26 1
28 1 28 1 26 1
28 1 28 1 26 1
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Tabelle 19: Rohdaten zu Anh. Abb. 65 - Liquiritigenin (50 uM), angegebene Stunden, an denen ein
Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, LQ = Liquiritigenin.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

B o o @ o e @ oo
26 1 26 1 1 26 1 1
26 1 26 1 26 1 1
28 1 1 28 1 1 26 1 1
28 1 1 28 1 1 26 1 1
28 1 1 28 1 1 26 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 28 1 1 28 1 1
28 1 28 1 28 1 1
30 1 1 28 1 28 1 1
30 1 1 28 1 28 1 1
30 1 1 28 1 28 1

30 1 1 30 1 1 28 1

30 1 1 30 1 1 28 1

30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 32 1 1 30 1 1
30 1 32 1 1 30 1 1
30 1 32 1 1 30 1 1
32 1 1 32 1 1 30 1 1
32 1 1 32 1 1 30 1 1
32 1 1 32 1 30 1 1
32 1 1 32 1 30 1

32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1
34 1 1 34 0 1 32 1 1
34 1 1 34 0 1 32 1

34 1 1 34 0 0 34 1 1
34 1 1 34 0 0 34 1

LXXVII
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34 1 1 34 0 34 1
34 1 0 34 0 34 1
34 1 34 0 34 1
34 1 34 1
34 0 34 0

Tabelle 20: Rohdaten zu Abb. 36 - Q-3-M (50 uM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein Ereignis
stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, Q-3-M = Quercetin-3-Methylether.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

o ig o G ono  oeow @ ovo | oo
24 1 28 1 1 26 1

24 1 28 1 1 28 1 1
26 1 0 28 1 28 1

26 1 28 1 28 1

28 1 1 28 1 28 1

28 1 1 28 1 28 1

28 1 1 28 1 28 1

28 1 1 28 1 28 1

28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 28 1 30 1 1
28 1 28 0 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1
30 1 1 30 1 1 32 1
30 1 1 30 1 34 1 1
30 1 30 1 34 1 1
30 1 30 1 34 1 1
30 1 30 1 34 1 1
32 1 1 30 1 34 1 1

LXXVII
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32 1 1 30 1 34 0 1
32 1 1 30 1 34 0 0
32 1 1 30 1 34 0 0
32 1 1 30 1 34 0 0
32 1 32 1 1 34 0 0
32 1 32 1 1 34 0 0
32 1 32 1 1 34 0
32 1 32 1 1 34 0
32 1 32 1 1 34 0
32 1 32 1 1 34 0
32 1 32 1 34 0
32 1 32 1
32 1 32 1
32 1 32 1
34 1 1 32 1
34 1 0 32 1
34 1 34 1
34 0 34 1

34 1

34 1

Tabelle 21: Rohdaten zu Abb.36 - Tamarixetin (50 pM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein
Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, Tam = Tamarixetin.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

Zeit DMSO Tam Zeit DMSO Tam Zeit DMSO Tam
(h) (0,1 %) (h) (0.1 %) (h) (0.1 %)

24 1 1 28 1 1 26 1 1
24 1 1 28 1 1 28 1 1
26 1 1 28 1 1 28 1 1
26 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 28 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 0 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1

LXXIX
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30 1 1 30 1 1 30 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 1 30 1 1 32 1 1
30 1 30 1 34 1 1
32 1 1 30 1 34 1 1
32 1 1 30 1 34 1 1
32 1 1 30 1 34 1 1
32 1 1 30 1 34 1 1
32 1 1 30 1 34 0 0
32 1 30 1 34 0 0
32 1 30 1 34 0 0
32 1 30 1 34 0 0
32 1 32 1 1 34 0 0
32 1 32 1 1 34 0
34 1 1 32 1 1
34 1 1 32 1 1
34 1 32 1 1
34 0 32 1 1

32 1

32 1

34

34

34

Tabelle 22: Rohdaten zu Abb.36 - Isorhamnetin (50 uM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein
Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, Isorham = Isorhamnetin.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

Zeit DMSO Isorham Zeit DMSO Isorham Zeit DMSO Isorham
(h) (0,1 %) (h) (0,1 %) (h) (0,1 %)

24 1 1 28 1 1 26 1 1
24 1 28 1 1 26 1
26 1 1 28 1 1 28 1 1
26 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 28 1 1
28 1 1 28 1 28 1 1
28 1 1 28 1 28 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1

LXXX




Anhang

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
32

32
32

32
32

32
32
32

32
34
34
34

34

34
34

34
34

34
34
34

28
28
28
28
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
32

32

32

32

32

32

32

32

32

32

32

32

32

32

32

32

34
34
34

28
28
28
28
28
28
28
28
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
32

32
32

32
32

32

32
32

34
34
34
34

LXXXI



Anhang

Tabelle 23: Rohdaten zu Abb. 47 - Isosakuranetin (100 uM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein
Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, ISK = Isosakuranetin.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

B oim | o omm | oaw | X
26 1 1 26 1 26 1 1
26 1 28 1 1 26 1

26 1 28 1 1 26 1

28 1 1 28 1 1 26 1

28 1 1 28 1 1 26 1

28 1 1 28 1 1 26 1

28 1 1 28 1 1 26 1

28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 28 1 1
28 1 28 1 28 1 1
30 1 1 28 1 28 1 1
30 1 1 28 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1

30 1 1 30 1 1 28 1

30 1 1 30 1 1 28 1

30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 30 1 30 1 1
30 1 30 1 30 1 1
30 1 30 1 30 1 1
30 1 30 1 30 1 1
30 1 32 1 1 30 1 1
30 1 32 1 1 30 1 1
30 1 32 1 1 30 1 1
30 1 32 1 1 30 1
32 1 1 32 1 1 30 1
32 1 1 32 1 1 30 1
32 1 1 32 1 1 30 1
32 1 1 32 1 1 30 1
32 1 1 32 1 1 30 1
32 1 1 32 1 1 30 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 32 1 1 32 1 1
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32 1 32 1 1 32 1 1
32 1 32 1 1 32 1 1
32 1 32 1 1 32 1 1
32 1 32 1 1 32 1 1
32 1 32 1 32 1 1
34 1 0 34 1 34 1 1
34 0 34 1
34 0

34 0

34 0

Tabelle 24: Rohdaten zu Anh. Abb. 65 - Isosakuranetin (50 uM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen
ISK = Isosakuranetin.

ein Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
e e o pmo e o pmo
26 1 1 28 1 1 26 1 1
26 1 28 1 1 26 1 1
28 1 1 28 1 1 26 1
28 1 1 28 1 28 1 1
28 1 1 28 1 28 1 1
28 1 30 1 1 28 1 1
28 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 28 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1
30 1 1 32 1 1 30 1
30 1 1 32 1 1 30 1
30 1 32 1 30 1
32 1 1 32 1 30 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1

LXXXII
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32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 34 1 1 32 1 1
32 1 34 1 1 32 1 1
32 1 34 1 1 32 1 1
34 1 1 34 0 0 32 0 1
34 1 1 34 0 0 32 0 0
34 0 1 34 0 0 32 0 0

34 0 0

34 0

34 0

34 0

Tabelle 25: Rohdaten zu Abb. 47 - 8-PN (100 uM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein Ereignis
stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, PN = Prenylnaringenin. Daten aus der

Masterarbeit von Gabriel Schulz.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
o omn e G oo een f oo o
28 1 1 30 1 1 28 1
28 1 30 1 1 28 1
28 1 30 1 1 28 1
28 1 30 1 1 28 1
28 1 30 1 30 1 1
28 1 30 1 30 1 1
28 1 32 1 1 30 1 1
28 0 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1
30 1 1 32 1 1 30 1
30 1 1 32 1 30 1
30 1 32 1 30 1
30 1 32 1 30 1
30 1 32 1 30 1
30 1 32 0 30 1
30 1 34 1 1 30 1

LXXXIV



Anhang

30 1 34 1 1 30 1

30 1 34 1 1 30 1

30 1 34 1 1 30 1

30 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 0 32 1 1
32 1 1 34 1 0 32 1 1
32 1 1 34 0 0 32 1 1
32 1 1 34 0 0 32 1 1
32 1 1 34 0 0 32 1 1
32 1 1 34 0 0 32 1 1
32 1 1 34 0 0 32 1
32 1 1 34 0 0 32 1
32 1 1 34 0 0 34 1 1
32 1 1 34 0 0 34 1 1
32 1 1 34 0 0 34 1 1
32 1 34 0 0 34 0 1
34 0 1 34 0 0 34 0 1
34 1 34 0 0 34 0 1
34 1 34 0 34 0
34 1 34 0 34 0
34 1 34 0 34 0
34 1 34 0
34 1 34 0
34 1 34 0
34 1 34 0
34 1 34 0
34 1 34 0
34 1 34 0
34 1 34 0
34 1 34 0
34 0 34 0
34 0

Tabelle 26: Rohdaten zu Anh. Abb. 65 - 8-PN (50 pM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein
Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, PN = Prenylnaringenin. Daten aus der

Masterarbeit von Gabriel Schulz.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
26 1 1 26 1 1 28 1 1
26 1 1 28 1 30 1 1
26 1 28 1 30 1 1
26 1 28 1 30 1 1
26 1 28 1 30 1 1
26 1 28 1 30 1 1
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32
34 1
34
34
34

[clNolNoRNeRN o

Tabelle 27: Rohdaten zu Abb. 47 - 6-PN (100 uM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein Ereignis
stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, PN = Prenylnaringenin. Daten aus der
Masterarbeit von Gabriel Schulz.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
B e | o @ @m o @ pmem
28 1 1 30 1 28 1
28 1 30 1 28 1
28 1 30 1 28 1
30 1 1 30 1 28 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 0 30 1 1
30 1 1 30 0 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1
30 1 1 32 1 30 1
30 1 1 32 1 30 1
30 1 1 32 1 30 1
30 1 32 1 30 1
30 1 34 1 1 30 1
30 1 34 1 1 30 1
30 0 34 1 1 30 1
32 1 1 34 1 1 30 1
32 1 1 34 1 1 30 1
32 1 1 34 1 1 30 1
32 1 1 34 0 1 32 1 1
32 1 1 34 0 1 32 1 1
32 1 1 34 0 0 32 1 1
32 1 1 34 0 0 32 1 1
32 1 1 34 0 0 32 1 1
32 1 1 34 0 0 32 1 1
34 1 1 34 0 0 32 1 1
34 1 1 34 0 0 32 1 1

LXXXVII
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34 1 1 34 0 0 32 1
34 1 1 34 0 0 32 1
34 1 1 34 0 0 32 1
34 0 1 34 0 0 32 1
34 0 1 34 0 0 34 1 1
34 0 1 34 0 0 34 1 1
34 0 0 34 0 34 1 1
34 0 0 34 0 34 0 1
34 0 0 34 0 34 0 1
34 0 34 0 1

34 0 34 1

34 0 34 1

34 0 34 1

34 0 34 0

34 0 34 0

34 0 34 0

34 0 34 0

34 0

34 0

34 0

34 0

Tabelle 28: Rohdaten zu Anh. Abb. 65 - 6-PN (50 puM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein
Ereignis stattfand (1 = paralysiert, O = zensiert), Stamm CL4176, PN = Prenylnaringenin. Daten aus der
Masterarbeit von Gabriel Schulz.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
26 1 1 26 1 1 28 1 1
26 1 1 28 1 28 1
26 1 28 1 28 1
26 1 28 1 28 1
26 1 28 1 28 1
26 1 28 1 28 1
28 1 1 30 1 1 28 1
28 1 1 30 1 1 28 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 30 1 1
28 1 1 30 1 30 1 1

LXXXVII
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28 1 30 1 30 1 1
28 1 30 1 30 1 1
28 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1

30 1 1 30 1 30 1

30 1 1 30 1 30 1

30 1 1 30 1 30 1

30 1 1 32 1 1 30 1

30 1 1 32 1 1 30 1

30 1 1 32 1 1 30 1

30 1 1 32 1 1 30 1

30 1 1 32 1 1 30 1

30 1 1 32 1 1 30 1

30 1 1 32 1 1 30 1

30 1 1 32 1 1 30 0

30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 32 1 1
30 1 32 1 32 1 1
32 1 32 1 32 1
32 1 32 1 32 1
32 1 34 1 1 32 1
32 1 34 1 1 34 1 1
32 1 34 1 34 0 1
34 1 0 34 0 1
34 0

34 0

34 0

Tabelle 29: Rohdaten zu Anh. Abb. 66 - Seco (50 pM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein
Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, Seco = Secoisolariciresinol.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Zeit DMSO Seco Zeit DMSO Seco Zeit DMSO Seco
(h) (0,1 %) (h) (0,1 %) (h) (0,1 %)
26 1 1 26 1 26 1 1
26 1 28 1 26 1 1
28 1 28 1 26 1 1
28 1 28 1 26 1 1
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stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, Pino = Pinoresinol.

Anhang
Tabelle 30: Rohdaten zu Anh. Abb. 66 - Pino (50 uM), angegeben sind Stunden, an denen ein Ereignis

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Zeit DMSO Pino Zeit DMSO Pino Zeit DMSO Pino
(h) (0.1 %) (h) (0.1 %) (h) (0.1 %)
26 1 1 26 1 26 1 1
26 1 1 26 1 26 1 1
28 1 1 26 1 26 1 1
28 1 1 28 1 1 26 1 1
28 1 1 28 1 1 26 1 1
28 1 1 28 1 1 26 1 1
28 1 1 28 1 1 26 1 1
28 1 1 28 1 1 26 1 1
28 1 1 28 1 1 26 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 28 1 1 28 1 1
28 1 28 1 1 28 1 1
28 1 28 1 28 1 1
28 1 28 1 28 1 1
30 1 1 28 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 1
30 1 1 30 1 1 28 1 0
30 1 1 30 1 1 28 0
30 1 1 30 1 0 28 0
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
32 1 1 30 1 30 1 1
32 1 1 30 1 30 1
32 1 1 32 1 1 30 1
32 1 1 32 1 1 30 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 32 1 32 1 1
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Tabelle 31: Rohdaten zu Anh. Abb. 66 - SB (50 uM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein Ereignis

stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176, SB = Schisandrin B.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

T omn e oomo w i oto | e
26 1 1 26 1 1 26 1 1
26 1 1 28 1 1 26 1

26 1 1 28 1 1 26 1

26 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 0 28 1 1
28 1 1 30 1 1 28 1 1
28 1 1 30 1 1 28 1 1
28 1 1 30 1 1 28 1
28 1 1 30 1 1 28 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1
30 1 1 32 1 1 30 1 1

XClI
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30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 32 1 1
32 1 1 32 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 0
32 1 1 34 1 0 32 1 0
32 1 1 34 0 32 0

32 1 0 34 0 32 0

32 1 0 34 0 32 0

32 0

Tabelle 32: Rohdaten zu Anh. Abb. 66 - Sesamin (50 uM), angegeben sind Zeitpunkte, an denen ein
Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert). Stamm CL4176.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Zeit DMSO Sesamin Zeit DMSO Sesamin Zeit DMSO Sesamin
(h) (0,5 %) (h) (0,5 %) (h) (0,5 %)
26 1 1 26 1 1 26 1 1
26 1 1 26 1 26 1
26 1 1 28 1 1 26 1
26 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 1 28 1 1
28 1 1 28 1 28 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 28 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 1 30 1 1 30 1 1
28 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1 1
30 1 1 30 1 1 30 1
30 1 1 30 1 1 30 1
30 1 1 30 1 1 30 1

XCll
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30 1 1 30 1 1 30 1
30 1 1 30 1 30 1
30 1 1 30 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
30 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 32 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 1 1
32 1 1 34 1 1 32 0 1
32 1 1 34 1 1 32 0 1
32 1 1 34 1 1 32 0 1
32 1 1 34 0 0 32 1
32 0 1 34 0 32 1
32 0 34 0 32 1
32 0 32 0
32 0
32 0
32 0
32 0
32 0

8.2.2 Aggregation von AB-Plaques im transgenen C. elegans-Modell fiir Morbus

Alzheimer

Tabelle 33: Rohdaten zu Abb. 22 - Flavonole, angegeben ist die Anzahl der AB-Plaques/Nematode.
Stamm CL2006.

Versuch 1
([c),'\ﬁ/% Galangin Fisetin Morin Myricetin
12 16 7 10 3
15 20 11 12 4
19 21 12 13 5
21 23 12 14 9
21 24 13 14 10
24 24 14 14 10
25 25 15 15 13
26 28 18 16 13
28 30 18 18 14
33 31 20 19 15

XCIV



33 32 20 20 17
33 33 21 20 18
34 34 22 24 18
35 34 24 27 19
38 35 27 27 20
41 39 28 28 21
43 41 30 30 21
46 42 30 30 23
47 46 32 37 24
68 48 47 39 30
Versuch 2

8 10 29 20 13
11 19 42 21 16
14 22 31 22 18
16 22 24 25 18
18 25 35 27 19
18 27 33 28 19
19 28 23 29 19
23 29 34 31 22
25 31 33 32 27
25 33 40 36 28
25 33 30 39 28
26 34 39 28
28 34 40 28

0 35 42 29
33 36 43 30
33 36 S;‘;f’eﬁg 44 34
33 38 48 35
34 38 48 35
34 39 50 42
34 43 51 49

Versuch 3

13 19 11 12 6
18 19 12 13 13
19 21 15 15 14
19 23 16 18 17
20 23 17 18 19
21 24 19 19 20
21 24 19 21 23
21 27 20 22 23
21 29 22 24 24
23 31 22 24 27
24 32 22 24 27
27 32 23 25 27
27 34 24 25 29

Anhang
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Anhang

28 34 25 32 29
30 35 27 32 33
31 36 27 33 34
32 37 27 34 35
35 37 31 36 36
36 39 32 42 38
37 44 33 45 40
Versuch 4
5 17 21 17 21
20 22 22 17 22
23 22 23 19 28
25 27 23 21 28
26 27 24 24 29
27 30 25 26 30
28 31 25 26 31
30 31 27 26 32
31 32 27 26 33
31 32 28 28 33
32 33 29 28 37
32 34 33 29 39
34 36 34 30 40
37 37 35 32 40
37 39 36 35 41
37 39 38 36 41
38 40 38 38 41
40 40 39 40 46
41 44 39 42 46
49 53 41 47 49

Tabelle 34: Rohdaten zu Abb. 22, 37 und 48 - Naringenin, Liquiritigenin, Isosakuranetin, Tamarixetin
und Isorhamnetin, angegeben ist die Anzahl der AB-Plaques/Nematode. Stamm CL2006, ISK =
Isosakuranetin, LQ= Liquiritigenin.

Versuch 1
([())'\130}3) Naringenin LQ ISK Tamarixetin Isorhamnetin
19 11 12 6 11 12
24 14 14 10 13 12
25 15 16 11 14 17
27 16 19 11 16 18
30 18 24 14 16 19
31 18 25 14 16 20
36 20 25 14 16 21
36 20 26 15 17 21
38 21 27 16 18 23
39 23 27 23 21 24

XCVI



40 24 27 23 21 25
42 24 27 24 23 26
43 25 28 24 27 26
44 25 28 29 29 30
46 30 30 31 30 30
47 32 31 32 32 31
51 33 33 34 32 32
57 33 34 36 33 35
58 34 36 38 41 36
59 40 44 38 42 40
Versuch 2
15 15 24 11 9 15
17 21 26 15 15 16
17 24 26 15 15 16
17 26 26 18 17 21
19 27 26 18 21 22
19 27 27 22 23 27
20 29 31 23 24 30
23 29 33 24 25 32
23 30 33 28 26 32
23 30 34 28 29 33
24 32 34 29 29 35
24 33 34 30 30 36
26 33 34 31 31 39
27 34 36 31 33 39
30 35 38 36 33 42
31 38 38 36 34 42
37 40 39 38 38 44
39 41 47 41 40 46
40 42 49 43 42 55
41 46 49 50 45 67
Versuch 3

25 16 2 15 10 7

25 18 11 17 15 16
25 18 14 20 17 17
28 19 15 23 19 18
29 19 17 24 22 19
30 19 18 24 22 19
31 21 19 24 24 20
32 23 21 25 28 23
32 23 21 26 29 24
33 24 22 28 30 29
34 24 23 29 32 30
34 25 24 30 32 30
35 28 24 30 32 30

Anhang
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35 28 26 31 34 31
37 29 28 32 35 32
38 29 29 33 36 32
41 31 30 38 38 32
41 33 31 38 40 36
46 36 33 41 43 37
51 38 35 51 45 46
Versuch 4
11 22 11 15 15 19
12 24 14 17 16 21
15 24 15 23 17 22
19 25 16 25 17 24
19 26 17 26 23 25
21 27 20 29 23 27
23 27 22 31 24 27
24 29 23 32 24 27
25 29 24 33 25 30
26 30 25 34 27 30
26 31 26 35 28 31
29 32 27 35 28 32
30 33 28 38 29 34
30 33 30 39 30 36
31 35 32 39 31 39
38 42 32 39 32 40
38 45 38 39 32 41
39 45 39 40 33 43
43 47 41 43 33 45
45 48 42 49 48 49

Anhang

Tabelle 35: Rohdaten zu Abb. 37— Quercetin und Quercetin-3-Methylether angegeben ist die Anzahl
der AB-Plaques/Nematode. Stamm CL2006, Q = Quercetin, Q-3-M = Quercetin-3-Metyhlether.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
©iw  ° M giop Q| QM gigy @ QM
5 2 5 10 4 0 10 17 9
9 4 5 10 8 0 13 18 9
9 5 5 15 9 2 15 19 13
11 5 5 18 10 2 16 19 15
11 6 5 24 10 3 16 19 17
12 6 6 26 10 3 17 20 18
16 8 6 26 15 5 18 22 19
17 9 6 29 16 5 18 22 19
19 11 7 29 16 6 19 23 20
20 11 7 29 18 7 20 24 21
20 11 7 34 19 8 22 25 22

XCVIlI



Anhang

21 11 7 35 22 9 27 26 22
23 11 8 36 22 10 28 28 22
23 11 8 38 23 10 29 28 23
24 13 9 44 25 10 30 28 24
25 13 10 50 28 12 30 29 26
26 16 12 50 29 12 32 31 27
27 17 15 56 31 12 33 34 28
29 17 16 56 36 14 37 37 33
31 18 27 56 37 19 37 37 35

Tabelle 36: Rohdaten zu Abb. 48 — 8-PN und 6-PN, angegeben ist die Anzahl der Ap-
Plaques/Nematode. Stamm CL2006, PN = Prenylnaringenin.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 2
[(Dol\,/llf/g 6-PN 8-PN (%'\QSO/?) 6-PN 8-PN (I(D)'\:SO/?) 6-PN 8-PN
18 18 6 13 5 4 9 3 5
23 19 7 14 6 6 12 6 6
23 19 8 14 6 6 11 7 6
24 20 9 18 7 9 15 8 7
25 21 9 18 8 10 16 8 7
28 23 10 19 8 11 16 9 7
33 26 11 19 9 11 17 9 7
34 26 11 20 10 12 17 10 9
36 27 12 21 10 13 17 11 9
39 28 12 22 10 13 19 11 10
41 29 13 23 11 14 20 11 10
43 29 13 23 13 14 20 13 10
44 30 13 24 13 15 21 13 11
45 35 13 26 13 18 23 14 12
46 37 14 27 14 19 23 14 15
47 37 15 28 14 20 26 15 15
47 37 15 28 15 20 28 17 18
49 53 19 29 15 22 28 17 19
50 55 20 31 18 25 35 17 21
60 % 24 35 22 34 42 21 26

XCIX
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8.2.3 ROS-Akkumulation im transgenen C. elegans-Modell fir Morbus Alzheimer

unter thermalem Stress

Tabelle 37: Rohdaten zu Abb. 24, 38 und Anh. Abb. 61- Quercetin und methylierte Quercetinderivate
(50 uM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-
Wert der DMSO-Gruppe, (30 Nematoden/ Versuch und Gruppe), Stamm CL4176 und CL802, Isorham
= Isorhamnetin, Tam = Tamarixetin, Q-3-M = Quercetin-3-Methylether.

Zeit (h) Versuch 1

%LJ;Z)G gkﬂssoé CL4176 CL4176 CL4176 CL4176

(0.1 %) (0.1 %) Quercetin Q-3-M Tam Isorham

0 0,0001 -0,0003 -0,0004 0,0000 0,0000 -0,0004

1 -0,0052 -0,0076 -0,0083 -0,0030 -0,0081 -0,0061

2 -0,0054 -0,0115 -0,0065 0,0011 -0,0092 -0,0038

3 0,0034 -0,0140 0,0100 0,0098 0,0001 0,0094

4 0,0617 -0,0055 0,0655 0,0472 0,0327 0,0759

5 0,1823 0,0199 0,1873 0,1619 0,1587 0,2357

6 0,3782 0,0691 0,3722 0,3534 0,3464 0,4824

7 0,6512 0,1506 0,5968 0,6093 0,5953 0,8009
Zeit (h) Versuch 2

0 0,0009 0,0017 0,0007 0,0022 0,0031 0,0018

1 0,0020 0,0018 0,0013 0,0047 0,0036 0,0032

2 0,0146 0,0037 0,0050 0,0104 0,0067 0,0067

3 0,0383 0,0102 0,0104 0,0194 0,0119 0,0126

4 0,0957 0,0655 0,0507 0,0435 0,0372 0,0388

5 0,2226 0,1826 0,1228 0,1496 0,1149 0,1457

6 0,4242 0,3486 0,2465 0,3291 0,3221 0,3503

7 0,6801 0,5400 0,4087 0,5413 0,6006 0,6114
Zeit (h) Versuch 3

0 0,0001 -0,0002 -0,0002 0,0000 -0,0003 -0,0003

1 0,0003 -0,0010 0,0008 -0,0021 -0,0042 -0,0014

2 0,0011 -0,0005 0,0036 -0,0016 -0,0074 0,0060

3 0,0078 0,0280 0,0175 0,0075 -0,0057 0,0202

4 0,0495 0,1099 0,0801 0,0496 0,0093 0,1005

5 0,1721 0,2222 0,2125 0,1796 0,0729 0,2867

6 0,3870 0,3789 0,4078 0,3745 0,2032 0,5543

7 0,6622 0,5771 0,6581 0,6288 0,3900 0,9027



Anhang

Tabelle 38: Rohdaten zu Abb. 24- Flavonole (50 uM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte
der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (30 Nematoden/Versuch und
Gruppe), Stamm CL4176.

Zeit (h) Versuch 1
RepeAc CLA4176 CLA4176 CLA4176 CLA4176
(0,1%) Galangin Fisetin Morin Myricetin
0 0,0005 0,0003 0,0003 0,0016 0,0002
1 0,0002 0,0014 0,0031 0,0014 0,0006
2 0,0070 0,0065 0,0103 0,0043 0,0034
3 0,0382 0,0255 0,0321 0,0183 0,0244
4 0,1135 0,0785 0,0827 0,0654 0,0788
5 0,2440 0,1830 0,1647 0,1700 0,1861
6 0,4386 0,3553 0,2823 0,3369 0,3537
7 0,6926 0,5928 0,4352 0,5611 0,5790
Zeit (h) Versuch 2
0 0,0007 0,0005 0,0004 0,0006 0,0005
1 -0,0006 -0,0005 -0,0009 -0,0007 -0,0008
2 0,0006 0,0022 -0,0001 0,0011 0,0001
3 0,0174 0,0220 0,0124 0,0154 0,0083
4 0,0796 0,0940 0,0736 0,0873 0,0512
5 0,2039 0,2587 0,2224 0,2340 0,1706
6 0,4061 0,5364 0,4716 0,4549 0,3781
7 0,6781 0,9135 0,8075 0,7363 0,6831
Zeit (h) Versuch 3
0 0,0006 0,0006 0,0006 0,0008 0,0013
1 0,0007 -0,0001 0,0063 -0,0018 0,0016
2 0,0046 -0,0006 0,0224 -0,0067 0,0043
3 0,0179 0,0083 0,0547 -0,0115 0,0169
4 0,0835 0,0504 0,1227 -0,0025 0,0621
5 0,2061 0,1420 0,2333 0,0370 0,1651
6 0,4042 0,2778 0,4041 0,1082 0,3433
7 0,6747 0,4525 0,6352 0,2207 0,5856

Tabelle 39: Rohdaten zu Abb. 24 und 49- Isosakurantein und Liquirtigenin (100 pM), angegeben sind
die normalisierten Mittelwerte der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (30
Nematoden/Versuch und Gruppe), Stamm CL4176. ISK = Isosakurantein, LQ = Liquiritigenin.

Zeit (h) Versuch 1
CL4176
DMSO CL4176 LQ | CL4176 ISK
(0,1 %)
0,0005 0,0002 0,0005
1 0,0002 0,0011 0,0007
0,0070 0,0055 0,0051

Cl



3 0,0382 0,0307 0,0170
4 0,1135 0,0985 0,0499
5 0,2440 0,2381 0,1253
6 0,4386 0,4716 0,2435
7 0,6926 0,7781 0,4098
Zeit (h) Versuch 2
0 0,0007 0,0001 0,0005
1 -0,0006 -0,0004 -0,0006
2 0,0006 0,0016 0,0006
3 0,0174 0,0276 0,0098
4 0,0796 0,1281 0,0479
5 0,2039 0,3062 0,1422
6 0,4061 0,5774 0,2927
7 0,6781 0,9266 0,4923
Zeit (h) Versuch 3
0 0,0006 0,0006 0,0005
1 0,0007 0,0012 0,0009
2 0,0046 0,0043 0,0055
3 0,0179 0,0148 0,0180
4 0,0835 0,0478 0,0498
5 0,2061 0,1280 0,1098
6 0,4042 0,2632 0,2110
7 0,6747 0,4579 0,3500

Anhang

Tabelle 40: Rohdaten zu Abb. 24 und 49 - Naringenin und prenylierte Derivate (100 uM), angegeben
sind die normalisierten Mittelwerte der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe,
= Prenylnaringenin. Daten aus der

(8 Nematoden/Versuch und Gruppe), Stamm CL4176. PN

Masterarbeit von Gabriel Schulz.

Zeit (h) Versuch 1

DE:/ILSAE)lzgl CL4176 CL4176 CL4176

%) Naringenin 8-PN 6-PN

0 0,0041 -0,0015 -0,0005 -0,0010

1 0,0187 0,0085 0,0052 0,0045

2 0,0841 0,0094 0,0253 0,0155

3 0,2137 0,0522 0,1098 0,0618

4 0,3836 0,1314 0,2369 0,1340

5 0,5274 0,2427 0,4133 0,2430

6 0,7123 0,3922 0,6343 0,3784

7 0,8738 0,5633 0,8940 0,5395
Zeit (h) Versuch 2

0 -0,0284 0,0134 -0,0111 0,0377

1 -0,0322 0,0328 -0,0213 0,0409

Cll



2 -0,0206 0,0710 -0,0129 0,0866
3 0,0223 0,2336 0,0349 0,2645
4 0,1059 0,6017 0,1493 0,5870
5 0,2567 1,1271 0,3963 1,0044
6 0,4538 1,7376 0,7207 1,5156

0,6864 2,4286 1,0816 2,0849

Zeit (h) Versuch 3

0 -0,0065 -0,0071 0,0157 -0,0062
1 0,0057 0,0060 0,0329 0,0165
2 0,0116 0,0314 0,0547 0,0502
3 0,0289 0,0910 0,1865 0,1683
4 0,1132 0,3054 0,4602 0,4607
5 0,2491 0,6038 0,8584 0,8514
6 0,4708 1,0277 1,3465 1,3459
7 0,7152 1,5128 1,9129 1,8673

8.2.4 ROS-Akkumulation im Wildtypen unter thermalem Stress

Anhang

Tabelle 41: Rohdaten zu Abb. 25 und 39- Quercetin (100 uM), angegeben sind die normalisierten
Mittelwerte der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (8 Nematoden/Versuch
und Gruppe), Stamm N2.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
(I(D)'\gso/% Quercetin (I(D)'\gso/?) Quercetin (I(D)'\gso/((?) Quercetin
0 0,0006 0,0024 0,0005 0,0008 -0,0021 0,0012
1 0,0036 0,0218 0,0144 0,0106 0,0003 0,0235
2 0,0255 0,0776 0,0598 0,0527 0,0134 0,0596
3 0,0813 0,1518 0,1273 0,1182 0,0403 0,1251
4 0,1764 0,2544 0,2217 0,1920 0,1047 0,2183
5 0,3249 0,3917 0,3341 0,2847 0,2152 0,3466
6 0,5272 0,5640 0,4917 0,4185 0,4209 0,5147
7 0,7525 0,7759 0,7324 0,5941 0,6991 0,7152

Tabelle 42: Rohdaten zu Abb. 25 - Galangin (100 uM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte
der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (8 Nematoden/Versuch und
Gruppe), Stamm N2.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Zeit (h) ([())'\iso/?) Galangin ([())'\iso/?) Galangin ([())I\:SO/?) Galangin
0 -0,0001 0,0001 -0,0001 0,0011 -0,0009 0,0018
1 0,0018 -0,0002 -0,0029 -0,0039 0,0049 0,0064
2 0,0099 0,0017 -0,0107 -0,0251 0,0306 0,0383
3 0,0317 0,0048 0,0173 -0,0405 0,0990 0,1379
4 0,0904 0,0126 0,1076 -0,0361 0,1957 0,2791

Cll



0,2226
0,4294
0,6961

0,0370
0,1279
0,2938

0,2468
0,4369
0,6858

-0,0004
0,0945
0,2633

0,3403
0,5087
0,7138

Anhang
0,4824
0,7709
1,1096

Tabelle 43: Rohdaten zu Abb. 25 - Fisetin (100 uM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte der
DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (8 Nematoden/Versuch und Gruppe),

Stamm N2.
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Zeit (h) (I(D)'\qso/g Fisetin ([())'\iso/?) Fisetin ([())'\iso/?) Fisetin
0 -0,0001 -0,0005 -0,0001 0,0044 -0,0009 -0,0003
1 0,0018 0,0013 -0,0029 0,0030 0,0049 0,0002
2 0,0099 0,0073 -0,0107 0,0068 0,0306 0,0180
3 0,0317 0,0179 0,0173 0,0353 0,0990 0,0667
4 0,0904 0,0478 0,1076 0,0875 0,1957 0,1319
5 0,2226 0,1269 0,2468 0,1651 0,3403 0,2231
6 0,4294 0,2866 0,4369 0,2879 0,5087 0,3548
7 0,6961 0,5105 0,6858 0,4936 0,7138 0,5552

Tabelle 44: Rohdaten zu Abb. 25 - Morin (100 uM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte der
DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (8 Nematoden/Versuch und Gruppe),

Stamm N2.
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Zeit (h) (|(3)|\:so/3 Morin (I(D)I\QSO;O)) Morin (I(D)'\:SO% Morin
0 -0,0001 -0,0012 -0,0001 -0,0078 -0,0009 0,0004
1 0,0018 0,0000 -0,0029 -0,0246 0,0049 0,0021
2 0,0099 0,0059 -0,0107 -0,0005 0,0306 0,0205
3 0,0317 0,0121 0,0173 0,0585 0,0990 0,0622
4 0,0904 0,0330 0,1076 0,1469 0,1957 0,1283
5 0,2226 0,0932 0,2468 0,2732 0,3403 0,2254
6 0,4294 0,2037 0,4369 0,4499 0,5087 0,3767
7 0,6961 0,3743 0,6858 0,7106 0,7138 0,5998

Tabelle 45: Rohdaten zu Abb. 25 - Myricetin (100 pM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte
der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (8 Nematoden/Versuch und
Gruppe), Stamm N2.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Zeit (h) ([())'\iso/?) Myricetin ([())'\iso/?) Myricetin ([())I\:SO/?) Myricetin
0 -0,0001 0,0005 -0,0001 -0,0011 -0,0009 0,0005
1 0,0018 0,0009 -0,0029 -0,0046 0,0049 0,0037
2 0,0099 0,0055 -0,0107 -0,0221 0,0306 0,0227
3 0,0317 0,0150 0,0173 -0,0356 0,0990 0,0430

Clv



Anhang

4 0,0904 0,0436 0,1076 -0,0463 0,1957 0,0771
5 0,2226 0,0999 0,2468 -0,0448 0,3403 0,1271
6 0,4294 0,2179 0,4369 -0,0015 0,5087 0,1983
7 0,6961 0,3859 0,6858 0,1030 0,7138 0,3227

Tabelle 46: Rohdaten zu Abb. 39 - Q-3-M (100 uM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte der
DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (8 Nematoden/Versuch und Gruppe),
Stamm N2. Q-3-M = Quercetin-3-Methylether.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

02 %M oo O goey | O3M
0 0,0121 0,0062 0,0156 0,0089 0,0006 0,0002
1 0,0287 0,0365 0,0556 0,0237 0,0036 0,0076
2 0,0665 0,0937 0,1292 0,0661 0,0255 0,0630
3 0,1306 0,1759 0,2203 0,1260 0,0813 0,1617
4 0,2444 0,2675 0,3234 0,1934 0,1764 0,2707
5 0,4020 0,4018 0,4716 0,2947 0,3249 0,4104
6 0,5920 0,5643 0,6516 0,4363 0,5272 0,5849
7 0,7896 0,7465 0,8245 0,5982 0,7525 0,7903

Tabelle 47: Rohdaten zu Abb. 39 - Tamarixetin (100 uM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte
der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (8 Nematoden/Versuch und
Gruppe), Stamm N2, Tam = Tamarixetin.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
DMSO Tam DMSO Tam DMSO Tam
(0,2 %) (0,2 %) (0,2 %)
0 0,0006 0,0007 0,0005 0,0000 -0,0021 0,0180
1 0,0036 0,0029 0,0144 0,0569 0,0003 0,0394
2 0,0255 0,0209 0,0598 0,2038 0,0134 0,1166
3 0,0813 0,0679 0,1273 0,3946 0,0403 0,2607
4 0,1764 0,1543 0,2217 0,6002 0,1047 0,4513
5 0,3249 0,2809 0,3341 0,8536 0,2152 0,6894
6 0,5272 0,4612 0,4917 1,1652 0,4209 0,9777
7 0,7525 0,6799 0,7324 1,5167 0,6991 1,3092

Tabelle 48: Rohdaten zu Abb. 39- Isorhamnetin (100 pM), angegeben sind die normalisierten
Mittelwerte der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (8 Nematoden/Versuch
und Gruppe), Stamm N2, Isorham = Isorhamnetin.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
DMSO Isorham DMSO Isorham DMSO Isorham
(0,2 %) (0,2 %) (0,2 %)
0,0006 0,0007 0,0005 0,0052 -0,0021 0,0069
1 0,0036 0,0121 0,0144 0,0087 0,0003 0,0136
0,0255 0,0572 0,0598 0,0381 0,0134 0,0303

Ccv



N oo bk~ w

0,0813
0,1764
0,3249
0,5272
0,7525

0,1368
0,2429
0,4061
0,6202
0,8569

0,1273
0,2217
0,3341
0,4917
0,7324

0,1099
0,1916
0,3090
0,4762
0,6834

0,0403
0,1047
0,2152
0,4209
0,6991

Anhang

0,0839
0,1755
0,3163
0,4996
0,7135

Tabelle 49: Rohdaten zu Abb. 25 und 50 - Naringenin (100 uM), angegeben sind die normalisierten
Mittelwerte der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (8 Nematoden/Versuch

und Gruppe), Stamm N2. Daten aus der Masterarbeit von Gabriel Schulz.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
DMSO Naringenin DMSO Naringenin DMSO Naringenin
(0,1 %) (0,1 %) (0,1 %)
0 -0,0460 0,0222 0,0049 0,0058 -0,0002 -0,0036
1 -0,0364 0,0459 0,0016 -0,0005 0,0022 0,0111
2 -0,0186 0,0910 0,0056 0,0120 0,0216 0,0492
3 0,0237 0,2325 0,0126 0,0248 0,0299 0,0790
4 0,0813 0,3974 0,0504 0,0538 0,0663 0,1919
5 0,1801 0,6218 0,1499 0,1019 0,1151 0,3566
6 0,3365 0,9096 0,3118 0,1629 0,2564 0,6450
7 0,5974 1,3331 0,5985 0,3422 0,5725 1,1351

Tabelle 50: Rohdaten zu Abb. 25 - Liquiritigenin (100 pM), angegeben sind die normalisierten
Mittelwerte der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (8 Nematoden/Versuch

und Gruppe), Stamm N2. LQ = Liquiritigenin.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
o o | @ e | e ofo i
0 -0,0001 -0,0008 0,0009 0,0005 0,0006 0,0022
1 0,0018 0,0087 -0,0005 -0,0044 0,0018 0,0115
2 0,0099 0,0249 0,0136 0,0003 0,0182 0,0559
3 0,0317 0,0581 0,0435 0,0075 0,0691 0,1379
4 0,0904 0,1256 0,1072 0,0188 0,1619 0,2491
5 0,2226 0,2125 0,2311 0,0609 0,3058 0,4176
6 0,4294 0,3438 0,4187 0,1301 0,4952 0,6185
7 0,6961 0,5371 0,6850 0,2654 0,7254 0,8716

Tabelle 51: Rohdaten zu Abb. 50 - Isosakuranetin (100 uM), angegeben sind die normalisierten
Mittelwerte der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (8 Nematoden/Versuch

und Gruppe), Stamm N2. ISK = Isosakuranetin.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
DMSO DMSO DMSO
(0.1 %) ISK (0.1 %) ISK (0.1 %) ISK
0 0,0034 0,0194 0,0009 0,0011 0,0006 0,0020
1 0,0151 0,0227 -0,0005 -0,0032 0,0018 0,0069
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0,0332
0,0480
0,0856
0,1947
0,3940
0,6486

0,0430
0,1043
0,2311
0,3998
0,5794
0,8076

0,0136
0,0435
0,1072
0,2311
0,4187
0,6850

0,0000
0,0147
0,0493
0,1201
0,2438
0,4388

0,0182
0,0691
0,1619
0,3058
0,4952
0,7254
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0,0206
0,0517
0,0872
0,1505
0,2579
0,4305

Tabelle 52: Rohdaten zu Abb. 50- 8-PN (100 uM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte der
DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (8 Nematoden/Versuch und Gruppe),
Stamm N2. PN = Prenylnaringenin. Daten aus der Masterarbeit von Gabriel Schulz.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

(%“gsj’) 8-PN (%“15?) 8-PN 8“15/0) 8-PN
0 -0,0460 0,0083 0,0049 0,0146 -0,0002 0,0302
1 -0,0364 0,0147 0,0016 0,0111 0,0022 0,0421
2 -0,0186 0,0625 0,0056 0,0202 0,0216 0,0779
3 0,0237 0,1745 0,0126 0,0288 0,0299 0,1055
4 0,0813 0,3171 0,0504 0,0598 0,0663 0,1601
5 0,1801 0,4859 0,1499 0,0965 0,1151 0,2114
6 0,3365 0,6903 0,3118 0,1503 0,2564 0,3430
7 0,5974 0,9506 0,5985 0,2597 0,5725 0,6493

Tabelle 53: Rohdaten zu Abb. 50 - 6-PN (100 uM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte der
DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 8 h-Wert der DMSO-Gruppe, (8 Nematoden/Versuch und Gruppe),
Stamm N2. PN = Prenylnaringenin. Daten aus der Masterarbeit von Gabriel Schulz.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

B9 | om  bio | e pio | om
0 -0,0460 0,0778 0,0049 0,0037 -0,0002 0,0137
1 -0,0364 0,0825 0,0016 0,0018 0,0022 0,0244
2 -0,0186 0,1073 0,0056 0,0098 0,0216 0,0479
3 0,0237 0,1595 0,0126 0,0234 0,0299 0,0807
4 0,0813 0,2360 0,0504 0,0488 0,0663 0,1417
5 0,1801 0,3916 0,1499 0,0837 0,1151 0,2211
6 0,3365 0,6498 0,3118 0,1597 0,2564 0,3663
7 0,5974 0,9993 0,5985 0,3051 0,5725 0,6696

Tabelle 54: Rohdaten zu Anh. Abb. 67 - Seco (100 uM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte
der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 7 h-Wert der DMSO-Gruppe, (16 Nematoden/Versuch und
Gruppe), Stamm N2. Seco = Secoisolariciresinol.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
DMSO Seco DMSO Seco DMSO Seco
(0,1 %) (0,1 %) (0,1 %)
0 0,0026 0,0019 0,0026 0,0022 0,0028 0,0016
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0,0071
0,0552
0,1660
0,3272
0,5265
0,7488

0,0142
0,0970
0,2739
0,4762
0,7041
0,9572

0,0161
0,0948
0,2438
0,3941
0,5722
0,7721

0,0313
0,1634
0,3708
0,5825
0,8247
1,0889

0,0279
0,1030
0,2309
0,3809
0,5594
0,7640
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0,0229
0,1157
0,2620
0,4084
0,5811
0,7890

Tabelle 55: Rohdaten zu Anh. Abb. 67 - Pino (100 pM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte
der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 7 h-Wert der DMSO-Gruppe, (16 Nematoden/Versuch und

Gruppe), Stamm N2. Pino = Pinoresinol.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
DMSO Pino DMSO Pino DMSO Pino
(0,1 %) (0,1 %) (0,1 %)
0 0,0034 0,0027 0,0026 0,0023 0,0028 0,0025
1 0,0216 0,0239 0,0071 0,0145 0,0279 0,0212
2 0,0909 0,0842 0,0552 0,1057 0,1030 0,0992
3 0,2198 0,1859 0,1660 0,2753 0,2309 0,2277
4 0,3892 0,3143 0,3272 0,4767 0,3809 0,3663
5 0,5835 0,4725 0,5265 0,7111 0,5594 0,5348
6 0,7898 0,6403 0,7488 0,9492 0,7640 0,7319
Zeit (h) Versuch 4
([())'\180/3 Pino
0 0,0026 0,0034
1 0,0161 0,0197
2 0,0948 0,1163
3 0,2438 0,2968
4 0,3941 0,4802
5 0,5722 0,6979
6 0,7721 0,9465

Tabelle 56: Rohdaten zu Anh. Abb. 67 - SB (100 uM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte
der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 7 h-Wert der DMSO-Gruppe, (16 Nematoden/Versuch und

Gruppe), Stamm N2. SB = Schisandrin B.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
R A
0 0,0012 0,0019 0,0022 0,0020 0,0044 0,0047
1 0,0110 0,0059 0,0165 0,0118 0,0335 0,0402
2 0,0791 0,0313 0,0802 0,0552 0,1200 0,1360
3 0,2099 0,1027 0,2002 0,1603 0,2549 0,2737
4 0,3726 0,2353 0,3521 0,3130 0,4232 0,4406
5 0,5654 0,3999 0,5441 0,4915 0,6087 0,6203
6 0,7717 0,5760 0,7662 0,6813 0,8001 0,8115
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Tabelle 57: Rohdaten zu Anh. Abb. 67 - Sesamin (100 uM), angegeben sind die normalisierten
Mittelwerte der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 7 h-Wert der DMSO-Gruppe, (16
Nematoden/Versuch und Gruppe), Stamm N2.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
DMSO Sesamin DMSO Sesamin DMSO Sesamin
(1 %) (1 %) (1 %)
0 0,0034 0,0024 0,0012 0,0019 0,0044 0,0044
1 0,0216 0,0124 0,0110 0,0076 0,0335 0,0535
2 0,0909 0,0410 0,0791 0,0500 0,1200 0,1652
3 0,2198 0,1120 0,2099 0,1483 0,2549 0,3184
4 0,3892 0,2197 0,3726 0,2870 0,4232 0,4934
5 0,5835 0,3519 0,5654 0,4632 0,6087 0,6755
6 0,7898 0,5004 0,7717 0,6675 0,8001 0,8643

8.2.5 ROS-Akkumulation in der mev-1 Mutante unter thermalem Stress

Tabelle 58: Rohdaten zu Anh. Abb. 68 - Seco (100 uM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte
der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 6 h-Wert der DMSO-Gruppe, (16 Nematoden/Versuch und
Gruppe), Stamm TK22. Seco = Secoisolariciresinol.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
DMSO Seco DMSO Seco DMSO Seco
(0,1 %) (0,1 %) (0,1 %)
0 0,0063 0,0019 0,0027 0,0038 0,0032 0,0022
1 0,0302 0,0188 0,0274 0,0246 0,0247 0,0190
2 0,0941 0,0597 0,0766 0,0651 0,0717 0,0580
3 0,1959 0,1442 0,1610 0,1464 0,1509 0,1299
4 0,3388 0,2828 0,2958 0,2920 0,2868 0,2431
5 0,5258 0,4677 0,4885 0,5053 0,4744 0,3967
6 0,7519 0,6927 0,7273 0,7746 0,7106 0,6097
Zeit (h) Versuch 4
DMSO Seco
(0,1 %)
0 0,0030 0,0026
1 0,0296 0,0241
2 0,0758 0,0751
3 0,1551 0,1719
4 0,2762 0,3393
5 0,4533 0,5691
6 0,6997 0,8657
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Tabelle 59: Rohdaten zu Anh. Abb. 68 - Pino (100 uM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte
der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 6 h-Wert der DMSO-Gruppe, (16 Nematoden/Versuch und
Gruppe), Stamm TK22. Pino = Pinoresinol.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
DMSO Pino DMSO Pino DMSO Pino
(0,1 %) (0,1 %) (0,1 %)
0 0,0063 0,0103 0,0027 0,0031 0,0032 0,0027
1 0,0302 0,0324 0,0274 0,0219 0,0247 0,0170
2 0,0941 0,0751 0,0766 0,0528 0,0717 0,0449
3 0,1959 0,1557 0,1610 0,1062 0,1509 0,1012
4 0,3388 0,2843 0,2958 0,1869 0,2868 0,1924
5 0,5258 0,4617 0,4885 0,3085 0,4744 0,3321
6 0,7519 0,6881 0,7273 0,4815 0,7106 0,5397
Zeit (h) Versuch 4
DMSO Pino
(0,1 %)
0 0,0030 0,0028
1 0,0296 0,0271
2 0,0758 0,0928
3 0,1551 0,2125
4 0,2762 0,3750
5 0,4533 0,5890
6 0,6997 0,8617

Tabelle 60: Rohdaten zu Anh. Abb. 68 - SB (100 uM), angegeben sind die normalisierten Mittelwerte
der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 6 h-Wert der DMSO-Gruppe, (16 Nematoden/Versuch und
Gruppe), Stamm TK22. SB = Schisandrin B.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Mo s S w0 s
0 0,0039 0,0039 0,0028 0,0047 0,0030 0,0023
1 0,0274 0,0341 0,0232 0,0162 0,0127 0,0118
2 0,0779 0,0928 0,0622 0,0468 0,0343 0,0343
3 0,1538 0,1935 0,1317 0,1135 0,0861 0,0854
4 0,2622 0,3632 0,2421 0,2549 0,2072 0,1883
5 0,4129 0,6297 0,4260 0,4920 0,4149 0,3453
6 0,6584 1,0116 0,6733 0,8287 0,6848 0,5573

Tabelle 61: Rohdaten zu Anh. Abb. 68 - Sesamin (100 puM), angegeben sind die normalisierten
Mittelwerte der DCF-Fluoreszenz bezogen auf den 6 h-Wert der DMSO-Gruppe, (16
Nematoden/Versuch und Gruppe), Stamm TK22.

Zeit (h) Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

DMSO (1%) Sesamin DMSO (1%) Sesamin DMSO (1%) Sesamin

0 0,0039 0,0035 0,0028 0,0033 0,0030 0,0027
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1 0,0274 0,0235 0,0232 0,0227 0,0127 0,0149
2 0,0779 0,0898 0,0622 0,0616 0,0343 0,0420
3 0,1538 0,2119 0,1317 0,1220 0,0861 0,0890
4 0,2622 0,3905 0,2421 0,2254 0,2072 0,1687
5 0,4129 0,6473 0,4260 0,4033 0,4149 0,3010
6 0,6584 1,0183 0,6733 0,6589 0,6848 0,4930

8.2.6 Bestimmung der radikalfangenden Kapazitat (TEAC-Methode)

8.2.6.1 Substanzscreening: 100 uM

Tabelle 62: Rohdaten zu Abb. 27, 51 und Anh. Abb. 69 — angegeben sind Absorptionswerte bei 734
nm: Trolox-Verdiinnungsreihe, Flavonole und Flavanone, methylierte und prenylierte Derivate. Q-3-M =
Quercetin-3-Methylether, ISK = Isosakuranetin, LQ = Liquiritigenin, Pino = Pinoresinol ,PN =
Prenylnaringenin, SB = Schisandrin B, Seco = Secoisolariciresinol.

Versuch Trolox
0 uM 5uM 10 uM 15 uM 20 uM
0,572 0,468 0,344 0,231 0,087
0,559 0,445 0,335 0,187 -0,010
0,565 0,458 0,352 0,201 0,058
Versuch Quercetin Galangin Fisetin Morin Myricetin
100 pM 100 pM 100 uM 100 puM 100 uM
-0,003 0,001 -0,003 -0,001 -0,002
0,001 0,003 0,000 0,000 0,000
0,001 0,004 0,001 0,001 0,003
Versuch Rhamnetin Q-3-M Tamarixetin Isorhamnetin
100 pM 100 pM 100 uM 100 pM
-0,003 0,001 0,003 0,143
0,056 0,003 0,000 0,099
0,010 0,008 0,003 0,322
Versuch Naringenin LQ ISK 8-PN 6-PN
100 pM 100 pM 100 uM 100 puM 100 uM
0,446 0,416 0,510 0,345 0,345
0,518 0,452 0,506 0,427 0,447
0,567 0,547 0,548 0,541 0,525
Versuch Seco Pino SB Sesamin
100 pM 100 pM 100 uM 100 pM
1 -0,001 0,005 0,573 0,564
2 0,000 0,011 0,571 0,561
3 0,003 0,042 0,583 0,584
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8.2.6.2 konzentrationsabhangige Betrachtungen fir stark antioxidative Substanzen
Tabelle 63: Rohdaten zu Abb. 26 und 40 - angegeben sind Absorptionswerte bei 734 nm: Trolox-

Verdinnungsreihe, Flavonole, methylierte Quercetinderivate und Lignane. Pino = Pinoresinol, .Q-3-M =
Quercetin-3-Methylether, Seco = Secoisolariciresinol.

Versuch Trolox
0 uM 5 uM 10 uM 15 uM 20 uM
0,568 0,454 0,312 0,177 0,021
0,574 0,471 0,328 0,186 0,053
0,568 0,462 0,331 0,219 0,039
Versuch Galangin Fisetin
10 uM 25 uM 50 um 10 M 25 uM 50 uM
0,346 0,103 0,022 0,257 0,059 0,001
0,355 0,101 0,039 0,250 0,016 0,001
0,366 0,124 0,022 0,252 0,060 0,001
Versuch Quercetin Morin
10 uM 25 uM 50 uM 10 uM 25 uM 50 uM
1 0,039 0,000 0,001 0,312 0,040 0,000
0,045 0,001 0,000 0,326 0,123 0,000
0,063 0,001 0,001 0,318 0,040 0,001
Versuch Myricetin
10 uM 25 uM 50 uM
1 0,004 0,002 0,001
2 0,002 0,001 0,001
3 0,003 0,000 0,000
Versuch )
Q-3-M Isorhamnetin
10 pM 25 uM 50 uM 10 uMm 25 uM 50 uM
0,352 0,057 0,008 0,505 0,407 0,220
0,348 0,056 0,014 0,500 0,399 0,227
0,361 0,093 0,006 0,472 0,394 0,229
Versuch Tamarixetin Rhamnetin
10 uM 25 uM 50 uM 10 uM 25 uM 50 uM
0,334 0,007 0,001 0,125 0,002 0,000
0,325 0,042 0,000 0,109 0,001 0,003
0,335 0,056 0,000 0,151 0,001 0,000
Versuch Seco Pino
10 uM 25 uM 50 uM 10 M 25 uM 50 uM
0,176 0,039 0,003 0,243 0,141 0,059
0,177 0,025 0,005 0,280 0,133 0,060
0,178 0,024 0,002 0,214 0,081 0,030
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8.2.6.3 konzentrationsabhangige Betrachtungen fir stark antioxidative Substanzen im

niedermolaren Bereich

Tabelle 64: Rohdaten zu Abb. 26 - angegeben sind Absorptionswerte bei 734 nm: Trolox-
Verdunnungsreihe, Quercetin und Myricetin.

Versuch Trolox
0 uM 1,25 uM 2,5uM 5 uM
1 0,529 0,477 0,442 0,391
2 0,545 0,492 0,449 0,399
3 0,543 0,482 0,457 0,385
Versuch Quercetin Myricetin
1,25 uM 2,5 uM 5 uM 1,25 uM 2,5uM 5 uM
1 0,397 0,290 0,173 0,367 0,274 0,100
2 0,386 0,302 0,150 0,360 0,281 0,103
3 0,359 0,287 0,154 0,319 0,293 0,075

8.2.7 thermalen Stressresistenz im Wildtypen

Tabelle 65: Rohdaten zu Abb. 28 - Flavonole (100 uM), angegeben sind die virtuellen Todeszeitpunkte,
X = zensiert. Stamm N2.

DMSO

Versuch (0.1 %) Galangin Morin Fisetin Myricetin

1 6,00 3,00 6,25 3,75 5,75
6,50 4,75 6,50 5,75 6,50

6,75 6,25 6,75 5,75 7,00

6,75 6,75 6,75 7,00 7,00

7,00 7,00 7,00 7,50 7,25

7,00 7,25 7,50 7,50 7,25

7,25 7,50 7,50 7,50 7,50

7,75 7,50 7,75 8,00 8,50

2 6,00 5,75 6,50 4,75 6,50
6,25 7,00 6,75 6,25 6,75

6,50 7,25 7,25 6,75 6,75

7,00 7,25 7,25 6,75 6,75

7,00 7,50 7,50 7,00 6,75

7,50 7,50 7,75 7,00 7,00

7,50 7,75 7,75 7,25 7,00

X 7,75 8,00 7,50 7,00

3 6,50 6,00 6,25 6,75 6,00
6,75 6,25 6,75 6,75 6,75

6,75 7,00 7,00 6,75 6,75

7,00 7,00 7,25 7,00 7,00

7,00 7,25 7,50 7,25 7,00

7,00 7,50 8,00 7,25 7,50
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7,25 7,50 8,00 7,25 7,50
7,75 8,00 X 8,50 7,50

Tabelle 66: Rohdaten zu Abb. 28 und 41 - Quercetin und methylierte Quercetinderivate (100 uM),
angegeben sind die virtuellen Todeszeitpunkte, X = zensiert. Stamm N2.

Versuch (%'\gso/g Quercetin | Tamarixetin | Isorhamnetin
1 5,50 6,75 5,25 7,00
5,75 6,75 6,00 7,00
6,00 7,00 6,25 7,00
6,50 7,00 6,25 6,75
6,75 7,50 6,50 6,75
7,50 7,50 6,50 6,50
7,50 7,50 6,75 6,50
7,50 7,75 6,75 6,00
2 4,50 5,50 4,50 4,50
5,50 6,25 4,50 5,25
5,75 6,75 5,25 6,00
5,75 6,75 5,75 6,00
6,25 6,75 6,00 6,25
6,25 6,75 6,25 6,50
6,50 X 6,25 6,50
7,00 X 6,25 7,00
3 5,75 5,50 6,00 3,75
6,00 5,50 6,00 5,00
6,00 5,75 6,25 6,00
6,25 5,75 6,25 6,25
6,50 6,25 6,50 6,25
6,50 6,25 6,75 6,50
6,75 6,50 6,75 6,50
6,75 3,50 7,00 6,75

Tabelle 67: Rohdaten zu Abb. 41 - methylierte Quercetinderivate (100 pM), angegeben sind die
virtuellen Todeszeitpunkte, X = zensiert. Q-3-M = Quercetin-3-Methylether.

DMSO

Versuch (0.2 %) Q-3-M Rhamnetin

1 55 5,50 55
6 5,75 6,75

6,25 6,25 7,25

6,25 6,25 7,25

6,25 6,25 7,25

6,25 7,00 7,75

6,5 X 7,75

7,25 X 12

2 4,75 5,25 5,25
5,00 5,50 6,00
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5,50 5,75 7,50
5,75 6,00 7,50
6,00 6,00 8,00
6,00 6,25 8,00
6,25 6,50 8,25
6,75 6,75 8,25
3 5,50 6,50 6,50
5,75 6,75 7,50
6,00 7,25 7,50
6,50 7,50 7,50
6,75 7,50 7,50
7,50 7,75 7,75
7,50 8,00 8,00
7,50 8,50 9,00
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Tabelle 68: Rohdaten zu Abb. 18 und 52 - Flavanone (100 pM), angegeben sind die virtuellen

Todeszeitpunkte, X = zensiert. Stamm N2. ISK = Isosakuranetin, LQ = Liquiritigenin.

Versuch 8“180/3 LQ ISK
1 3,50 5,75 6,25
5,50 5,75 6,75

5,75 6,00 7,00

6,50 6,50 7,25

6,75 6,50 7,50

6,75 7,00 7,50

X 7,25 7,75

X X 8,00

2 7,75 6,75 6,00
7,50 7,00 6,50

7,25 7,25 7,00

7,25 7,25 7,00

7,00 7,50 7,00

7,00 8,50 7,25

6,25 8,50 8,25

5,50 9,25 8,75

3 4,75 6,25 6,25
6,25 6,25 6,50

6,50 6,75 6,75

6,75 6,75 6,75

7,00 7,00 6,75

7,00 7,50 7,00

7,25 7,75 7,75

7,25 X 8,25
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Tabelle 69: Rohdaten zu Abb. 18 und 52- Naringenin und prenylierte Derivate (100 uM), angegeben
sind die virtuellen Todeszeitpunkte. Stamm N2. PN = Prenylnaringenin. Daten aus der Masterarbeit von
Gabriel Schulz.

DMSO

Versuch (0.1 %) 8-PN 6-PN Naringenin
1 5,75 8,00 7,50 7,75
9,50 8,50 7,75 8,00
9,50 8,50 7,75 8,00
9,75 8,50 8,00 8,25
10,00 9,00 8,50 8,50
10,25 9,50 8,75 8,50
10,50 9,75 9,50 8,75
10,75 10,00 9,50 9,00
2 7,75 7,50 6,50 7,50
8,50 8,00 8,00 7,50
8,50 8,00 8,00 8,00
8,75 8,50 8,50 8,50
8,75 8,75 8,50 8,50
8,75 8,75 8,50 8,50
9,00 9,00 8,50 8,75
9,75 9,00 10,00 9,00
3 5,50 6,50 6,75 6,25
5,75 6,75 6,75 6,25
6,75 6,75 7,00 6,50
6,75 7,25 7,25 6,50
7,00 7,50 7,50 7,00
7,25 7,75 7,75 7,50
7,50 8,00 7,75 7,75
7,75 8,50 8,50 7,75

Tabelle 70: Rohdaten zu Anh. Abb. 70 — Lignane (100 puM) 1, angegeben sind die virtuellen
Todeszeitpunkte, X = zensiert. Stamm N2. Pino = Pinoresinol, Seco = Secoisolariciresinol.

Versuch (%'\1802) Seco Pino D(Ylo?o()) Sesamin
1 2,25 2,00 3,00 1,75 2,25
2,75 2,25 3,00 2,25 2,75
3,00 2,75 3,25 2,50 2,75
3,25 4,50 3,25 2,50 3,00
3,25 4,75 3,75 2,75 3,25
3,50 5,00 3,75 3,00 3,50
3,50 5,25 4,25 3,00 3,75
4,50 5,50 4,50 4,25 3,75
5,00 5,50 4,50 4,25 3,75
5,00 5,75 4,75 5,00 4,00
5,25 5,75 5,25 5,50 4,50
5,25 5,75 5,50 5,50 5,00
6,00 6,00 5,50 5,75 5,25
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6,75 6,50 6,25 6,00 5,50
X 7,50 6,25 6,75 5,50
X 7,50 7,25 7,00 6,75

2 2,00 2,00 2,00 2,50 2,50

2,25 2,50 2,50 2,75 3,00

2,50 2,75 2,75 3,50 3,50

3,00 3,00 3,00 3,75 3,50

3,00 3,50 3,00 4,00 3,50

3,75 3,75 3,00 4,00 3,75

3,75 4,50 3,75 4,25 4,50

3,75 4,75 3,75 4,25 4,75

4,25 5,00 4,00 4,25 4,75

5,00 5,00 4,00 4,75 5,00

5,00 5,00 4,75 4,75 5,00

5,25 5,25 4,75 4,75 5,25

5,25 5,25 5,25 5,00 5,50

5,75 5,75 6,25 5,50 5,50

575 6,00 6,25 5,50 5,75

6,25 6,25 6,75 6,00 6,25

3 2,25 2,00 2,25 2,50 2,25

2,50 2,50 2,25 3,00 2,50

2,50 2,75 2,25 3,25 2,50

2,75 2,75 2,50 3,75 2,75

3,25 3,25 2,50 4,00 3,25

3,50 3,25 2,50 4,25 3,25

3,75 3,25 2,75 4,50 3,25

3,75 4,00 3,25 4,50 4,00

3,75 4,00 3,25 4,50 4,50

3,75 4,50 3,75 4,75 5,00

4,00 4,50 3,75 5,00 5,00

4,50 5,00 4,50 5,50 5,25

4,75 5,00 4,50 5,75 5,25

4,75 5,25 4,50 6,25 5,50

5,50 5,25 4,75 6,25 5,50

6,75 5,75 5,25 6,50 5,50

Anhang

Tabelle 71: Rohdaten zu Anh. Abb. 70 — Lignane (100 puM) 2, angegeben sind die virtuellen
Todeszeitpunkte. Stamm N2. SB = Schisandrin B.

Versuch D(;A;? SB
1 2,00 2,00
2,25 2,25

2,50 2,25

3,00 2,75

3,00 2,75

3,75 3,00
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3,75 3,25
3,75 3,50
4,25 3,50
5,00 4,25
5,00 4,75
5,25 4,75
5,25 5,50
575 5,50
575 5,50
6,25 5,75
2 2,50 2,75
3,00 3,25
3,25 3,25
3,75 3,75
4,00 3,75
4,25 4,75
4,50 4,75
4,50 4,75
4,50 5,00
4,75 5,25
5,00 5,25
5,50 5,25
5,75 6,00
6,25 6,50
6,25 6,75
6,50 7,00

8.2.8 thermalen Stressresistenz in der mev-1-Mutante

Tabelle 72: Rohdaten zu Anh. Abb. 71- Lignane (100 pM) 2, angegeben sind die virtuellen
Todeszeitpunkte, X = zensiert, Stamm TK22. Pino = Pinoresinol, SB = Schisandrin B, Seco =
Secoisolariciresinol.

Versuch [(DOMS/S Pino Seco D('\l/lo/so;) Sesamin SB
1 3,50 4,00 3,00 3,50 2,75 3,75
3,50 4,50 4,50 3,75 4,00 4,00

3,75 5,25 5,25 3,75 4,25 4,25

4,75 5,75 5,50 4,00 4,50 4,50

5,00 5,75 5,75 4,25 4,75 4,75

5,25 5,75 5,75 4,50 4,75 5,25

5,25 5,75 5,75 4,50 5,00 5,25

5,50 6,00 5,75 4,75 5,00 5,50

5,50 6,25 5,75 5,00 5,00 5,75

5,50 6,50 6,00 5,00 5,25 5,75

5,75 6,50 6,25 5,25 5,50 5,75

5,75 6,75 6,25 5,50 5,75 6,00

6,00 6,75 6,25 5,50 5,75 6,25
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6,25
6,75

3,00
3,75
4,00
4,25
4,50
5,00
5,00
5,50
5,50
575
5,75
6,00
6,25
7,00
7,00
8,50
2,75
3,00
3,25
3,25
3,25
4,00
4,25
4,50
4,75
5,00
5,00
5,00
5,50
5,50
5,75
6,25
0,75
1,00
1,00
1,00
1,25
1,25
1,25
1,50
1,50
2,50
2,75

6,75
7,25
7,50
4,00
4,50
5,25
5,75
575
575
5,75
6,00
6,25
6,50
6,50
6,75
6,75
6,75
7,25
7,50
2,25
3,00
3,00
3,75
4,00
4,00
4,25
4,50
4,75
5,00
5,25
5,50
5,50
6,00
6,50
6,50
1,00
1,00
1,25
1,50
1,50
2,00
2,00
2,50
2,75
3,00
3,50

6,25
6,50
6,75
2,25
2,50
3,00
3,50
3,75
4,25
4,25
4,75
4,75
5,00
5,25
5,25
5,50
6,00
6,25
7,00
3,25
3,25
3,25
3,50
3,50
3,50
4,00
4,00
4,25
4,50
4,75
5,00
5,25
7,00
7,25

1,25
1,25
1,75
2,00
2,25
2,75
2,75
2,75
3,00
3,00
3,75

5,75
7,00
7,25
4,25
5,00
5,00
5,25
5,50
5,50
5,50
5,50
5,50
575
5,75
6,00
6,00
6,00
6,00
6,25
2,25
3,25
4,25
4,75
5,00
5,25
5,25
5,25
5,50
5,50
5,50
5,75
5,75
6,50
6,75
6,75
3,50
3,50
3,75
3,75
4,00
4,00
4,25
4,25
4,50
4,50
5,25

6,00
6,25
7,00
3,75
4,75
5,00
5,00
5,25
5,50
5,50
5,50
5,50
5,50
5,50
5,75
5,75
6,25
6,75
7,75
5,75
5,75
4,75
6,00
5,75
5,50
4,25
4,25
5,25
5,50
5,50
2,75
3,75
2,75
4,75
6,25
3,00
3,25
3,25
3,25
3,50
3,50
3,75
4,00
4,00
4,75
4,75
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6,50
6,75
7,00
3,00
3,75
4,25
4,50
4,50
5,00
5,00
5,25
5,25
5,50
5,50
5,50
5,50
6,00
6,00
7,00
2,50
3,25
4,25
5,00
5,25
5,75
5,75
5,75
5,75
5,75
5,75
6,00
6,25
6,50
6,75
7,00
2,50
2,50
2,75
3,00
3,00
3,25
3,25
4,00
4,25
4,50
4,75
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3,50 3,75 4,00 5,25 5,00 4,75
4,00 4,00 4,50 5,50 5,25 4,75
4,75 4,00 4,50 5,50 5,75 5,00
5,00 4,50 4,75 5,50 6,50 6,00
5,25 4,50 4,75 6,25 6,50 X

8.2.9 Lokalisation von GFP-gekoppelten Transkriptionsfaktoren

8.2.9.1 DAF-16::GFP-Lokalisation (Kurzzeitinkubation)

Tabelle 73: Rohdaten zu Abb. 30 - Flavonole (100 uM), angegeben ist der prozentuale Anteil der
Nematoden mit nukledrem GFP, (30 Nematoden/Versuch und Gruppe). Stamm TJ356, PK =
Positivkontrolle.

Versuch 8'\450/?) Galangin Fisetin Morin Myricetin Plégg;m
1 0,00 6,67 16,67 10,00 23,33 100,00
2 0,00 16,67 26,67 16,67 20,00 100,00
3 10,00 13,33 20,00 26,67 23,33 100,00

Tabelle 74: Rohdaten zu Abb. 30 und 42 - Quercetin und methylierte Quercetinderivate (50 pM),
angegeben ist der prozentuale Anteil der Nematoden mit nukledrem GFP, (30 Nematoden/Versuch und
Gruppe). Q-3-M = Quercetin-3-Methylether. Stamm TJ356.

Versuch (%'\180/3 Quercetin Q-3-M Tamarixetin | Isorhamnetin
1 0,00 26,67 23,33 23,33 33,33
2 10,00 40,00 20,00 23,33 13,33
3 3,33 16,67 40,00 16,67 43,33
4 13,33 43,33 30,00 46,67 50,00

Tabelle 75: Rohdaten zu Abb. 30 und 53 - Flavanone (100 uM), angegeben ist der prozentuale Anteil
der Nematoden mit nuklearem GFP, (30 Nematoden/Versuch und Gruppe), Stamm TJ356. ISK =
Isosakuranetin, LQ = Liquiritigenin, PK = Positivkontrolle.

Versuch (I(D)'\qso/% ISK LQ (NegFI)eKtein)
1 10,00 20,00 30,00 40,00
2 10,00 30,00 50,00 70,00
3 16,67 23,33 13,33 23,33
4 13,33 23,33 56,66 0,00

Tabelle 76: Rohdaten zu Abb. 30 und 53 - Naringenin und prenylierte Derivate (100 pM), angegeben ist
der prozentuale Anteil der Nematoden mit nukledrem GFP, (30 Nematoden/Versuch und Gruppe),
Stamm TJ356. PK = Positivkontrolle, PN = Prenylnaringenin. Daten aus der Masterarbeit von Gabriel
Schulz.

DMSO . . PK

Versuch (0.1 %) Naringenin 8-PN 6-PN (Negletein)
1 33,30 26,70 16,70 43,30 73,30
2 33,30 53,30 56,70 53,30 76,70
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3 16,70 30,00 13,30 26,70 50,00

Tabelle 77: Rohdaten zu Anh. Abb. 72- Seco (100 uM), angegeben ist der prozentuale Anteil der
Nematoden mit nukledrem GFP, (30 Nematoden/Versuch und Gruppe), Stamm TJ356. Seco =
Secoisolariciresinol.

DMSO

Versuch (0.1 %) Seco
1 20,00 20,00
2 13,33 30,00
3 16,67 23,33

Tabelle 78: Rohdaten zu Anh. Abb. 72- Pino (100 puM), angegeben ist der prozentuale Anteil der
Nematoden mit nukledrem GFP, (30 Nematoden/Versuch und Gruppe), Stamm TJ356. Pino =
Pinoresinol.

DMSO

Versuch (0.1 %) Pino
1 10,00 30,00
16,13 36,67

3 13,33 33,33

Tabelle 79: Rohdaten zu Anh. Abb. 72- SB (100 uM), angegeben ist der prozentuale Anteil der
Nematoden mit nukledrem GFP, (30 Nematoden/Versuch und Gruppe), Stamm TJ356. SB =

Schisandrin B.
DMSO

Versuch (1 %) SB
1 10,00 20,00
2 16,13 16,67
3 6,67 10,00

Tabelle 80: Rohdaten zu Anh. Abb. 72 - Sesamin (100 pM), angegeben ist der prozentuale Anteil der
Nematoden mit nukledrem GFP, (30 Nematoden/Versuch und Gruppe). Stamm TJ356.

Versuch D(YIOSA)()) Sesamin
1 10,00 16,67
2 16,13 33,33
3 10,34 56,67
4 10,34 16,67
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8.2.9.2 DAF-16::GFP-Lokalisation (Langzeitinkubation)

Tabelle 81: Rohdaten zu Abb. 31 und 43- Flavonole und Q-3-M (50 pM), angegeben ist der prozentuale
Anteil der Nematoden mit nuklearem GFP, (30 Nematoden/Versuch und Gruppe). Stamm TJ356. PK =
Positivkontrolle, Q-3-M = Quercetin-3-Methylether.

DMSO PK
Versuch Galangin Morin Quercetin | Q-3-M | Myricetin (5 min
(0,1 %) o
37°C)
1 30,00 20,00 10,00 10,00 13,33 23,33 90,00
2 10,00 16,67 33,33 6,67 26,67 16,67 90,00
3 16,67 3,33 6,67 33,33 30,00 13,33 96,67

Tabelle 82: Rohdaten zu Abb. 31 - Liquiritigenin (100 pM), angegeben ist der prozentuale Anteil der
Nematoden mit nukledrem GFP, (30 Nematoden/Versuch und Gruppe). Stamm TJ356. LQ =
Liquiritigenin, PK = Positivkontrolle.

Versuch (%'\150/3 LQ 5 miEK37°C)
1 36,67 10,00 96,67
2 23,33 10,00 100,00
3 10,00 6,67 96,67

Tabelle 83: Rohdaten zu Abb. 54- prenylierte Naringeninderivate (100 pM), angegeben ist der
prozentuale Anteil der Nematoden mit nukledrem GFP, (30 Nematoden/Versuch und Gruppe). Stamm
TJ356. PK = Positivkontrolle, PN = Prenylnaringenin.

Versuch (%'\180/3 8-PN 6-PN Plégcr‘r;m
1 3,33 26,67 16,67 90,00
2 6,67 30,00 6,67 93,33
3 16,67 30,00 40,00 96,67

8.2.9.3 SKN-1::GFP-Lokalisation (Langzeitinkubation)

Tabelle 84: Rohdaten zu Anh. Abb. 62A- Austestung der Positivkontrolle fur eine nukledre SKN-1::GFP-
Lokalisation, angegeben ist der prozentuale Anteil der Nematoden mit nuklearem GFP. Die Tiere
wurden fir 64 h in Inkubationsmedium mit 0,1 % DMSO vorbehandelt. Stamm LDO0O01.

N Anzahl der
0,
Behandlungsgruppen nuklear (%) Tiere
Kontrolle 13,33 30
1h 10 mM Hz0; 83,33 30
15 min 5 mM Na-Azid 30,00 30
10 min 5 mM Azid (auf 62.50 16

Objekttrager)

Tabelle 85: Rohdaten zu Anh. Abb. 62B- Austestung der Positivkontrolle fir eine nukledre SKN-1::GFP-
Lokalisation, angegeben ist der prozentuale Anteil der Nematoden mit nukledrem GFP. Die Tiere
wurden fr 64 h in Inkubationsmedium mit 0,1 % DMSO vorbehandelt. Stamm LDO0O1.

Behandlungsgruppen nuklear (%) Anze_lhl der
Tiere
Kontrolle 6,67 30
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1h 0,1 mM H20: 16,67 30
1h 1 mM H20; 26,67 30
1h 10 mM H20:2 80,00 30

Tabelle 86: Rohdaten zu Abb. 33 und 44- Flavonole und Q-3-M (50 uM), angegeben ist der prozentuale
Anteil der Nematoden mit nukledrem GFP, (30 Nematoden/Versuch und Gruppe). Stamm LD001. PK =
Positivkontrolle, Q-3-M = Quercetin-3-Methylether.

DMSO PK(1h

Versuch Galangin Morin Quercetin | Q-3-M | Myricetin 10 mM
(0,1 %)

H2057)

1 20,00 10,00 0,00 26,67 26,67 30,00 83,33

2 16,67 16,67 13,33 6,67 6,67 10,00 56,67

3 16,67 10,00 3,33 16,67 23,33 6,67 76,67

Tabelle 87: Rohdaten zu Abb. 33- Liquiritigenin (100 uM), angegeben ist der prozentuale Anteil der
Nematoden mit nukledrem GFP, (30 Nematoden/Versuch und Gruppe). Stamm LDO00l1. LQ =
Liguiritigenin, PK = Positivkontrolle.

versuon | BMSO g PK@niomy
1 20,00 13,33 93,33
2 6,67 6,67 90,00
3 13,33 6,67 56,67
4 10,00 20,00 76,67

Tabelle 88: Rohdaten zu Abb. 55 - prenylierte Naringeninderivate (100 pM), angegeben ist der
prozentuale Anteil der Nematoden mit nukledrem GFP, (30 Nematoden/Versuch und Gruppe). PK =
Positivkontrolle, PN = Prenylnaringenin. Stamm LDO0O01.

Versuch DMSO 8-PN 6-PN PK (1h 10mM
H20>)
1 10,00 0,00 3,33 66,67
2 10,00 10,00 16,67 93,33
3 13,33 6,67 16,67 73,33

8.2.10 HSP-16.2::GFP und MYOSIN-3::GFP-Expression

Tabelle 89: Rohdaten zu Anh. Abb. 63A - Vorversuch: Messung der HSP-16.2::GFP-Expression in
CL2070 Tieren mittels fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen. Angegeben sind die Mittelwerte der
GFP-Fluoreszenz (20 Nematoden/Versuch), V = Versuch.

35Z°eclzt(21ei|n) Koérper Kopf
V1 V2 V3 V4 \l V2 V3 V4
0 488 633 774 660 682 1098 1079 1100
30 5182 10330 10425 8990 13657 20402 25821 23932
60 9776 6885 6884 8011 21783 16355 16569 17340
120 5843 8264 7212 5619 12696 13342 15615 13347
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Tabelle 90: Rohdaten zu Anh. Abb. 63B - Vorversuch: Messung der Flache der CL2070-Tiere mittels
mikroskopischer Aufnahmen. Angegeben sind die Mittelwerte Flache in Pixel/cm? (20 Nematoden/
Versuch), V = Versuch.

Zeit bei Kéroer
35°C (min) P
Vil V2 V3 V4
0 119 92 71 80
30 111 58 64 74
60 52 59 78 59
120 59 59 35 44

Tabelle 91: Rohdaten zu Anh. Abb. 63C - Vorversuch: Messung der HSP-16.2::GFP-Expression in
CL2070-Tieren mittels Fluoreszenzmessung im Plattenlesegerét. Angegeben sind die Mittelwerte der
GFP-Fluoreszenz (20 Nematoden im Triplikat bzw. 40 Nematoden im Duplikat/Versuch), V = Versuch.

Zeit bei . . . .
35°C (min) 20 Tiere/ Well (Triplikat) 40 Tiere/ Well (Duplikat)
Vi V2 V3 V1 V2 V3
0 24 5 53 -4 31 33
30 596 480 618 1112 873 1225
60 244 414 448 993 732 833
120 306 236 246 589 392 413

Tabelle 92: Rohdaten zu Anh. Abb. 63D - Vorversuch: Messung der HSP-16.2::GFP-Expression in
CL2070-Tieren mittels Fluoreszenzmessung im Plattenlesegerat. Angegeben sind die Mittelwerte der
GFP-Fluoreszenz (20 Nematoden im Triplikat bzw. 40 Nematoden im Duplikat/Versuch), V = Versuch.

Zeit bei 20 Tiere/ Well (Triplikat)

35°C (min)
Vi
0 -10
5 -7
10 -1
15 58
30 396

Tabelle 93: Rohdaten zu Anh. Abb. 64A- Vorversuch: Messung der MYOSIN-3::GFP-Expression in
PD4251-Tieren mittels Fluoreszenzmessung im Plattenlesegerat. Angegeben sind die Mittelwerte der
GFP-Fluoreszenz (20 Nematoden im Triplikat bzw. 40 Nematoden im Duplikat/Versuch), Fitterung mit
lebenden OP50-1 E. colis. V = Versuch.

Zeit (h) 20 Tiere/Well 40 Tiere/ Well
Vi V2 Vi V2
0 39 105 123 180
24 167 249 330 429
48 803 1070 1465 2001
72 3630 4768 7448 8646
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Tabelle 94: Rohdaten zu Anh. Abb. 64B - Vorversuch: Messung der Flache der PD4251-Tiere mittels
mikroskopischer Aufnahmen. Angegeben sind die Mittelwerte Flache in um?2 (20 Nematoden/Versuch),
Futterung mit lebenden OP50-1 E. colis. V = Versuch.

Zeit (h) Vil V2
0 115 234
24 210 526
48 544 1124
72 2278 4988

Tabelle 95: Rohdaten zu Anh. Abb. 64C - Vorversuch: Messung der MYOSIN-3::GFP-Expression in
PD4251-Tieren mittels Fluoreszenzmessung im Plattenlesegerat. Angegeben sind die Mittelwerte der
GFP-Fluoreszenz (20 Nematoden im Triplikat bzw. 40 Nematoden im Duplikat/Versuch), Futterung mit
hitzeinaktivierten OP50-1 E. colis. V = Versuch.

Zeit (h) 20 Tiere/Well 40 Tiere/ Well
\i Vi
0 20 21
24 44 56
48 147 216
72 469 563

Tabelle 96: Rohdaten zu Anh. Abb. 64D - Vorversuch: Messung der Flache der PD4251-Tiere mittels
mikroskopischer Aufnahmen. Angegeben sind die Mittelwerte Flache in um?2 (20 Nematoden/Versuch),
Futterung mit hitzeinaktivierten OP50-1 E. colis. V = Versuch.

Zeit (h) V1
0 28
24 61
48 148
72 366

Tabelle 97: Rohdaten zu Abb. 35 und 45 - Flavonole (50 uM), angegeben ist der Mittelwert der HSP-
16.2::GFP-Fluoreszenz aus einem Triplikat mit 20 Tieren/Well (60 Tiere/Versuch und Gruppe), Stamm
CL2070. Q-3-M = Quercetin-3-Methylether.

Versuch ([())'\4502) Quercetin Q-3-M Galangin Morin Myricetin
20° 35°C 20° | 35° | 20° | 35° | 20° | 35° | 20° | 35° | 20° | 35°
C C C C C C C C C C C
1 1 527 11 | 621 | 12 | 682 | 48 | 684 | 14 | 613 | 25 | 694
28 638 18 | 614 | 44 | 806 | 26 | 677 | 37 | 718 | 18 | 631
3 17 467 13 | 496 | 10 | 472 | -5 | 469 | 14 | 536 | 23 | 575
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Tabelle 98: Rohdaten zu Abb. 35 und 45- Flavonole (50 uM), angegeben ist der Mittelwert der MYOSIN-
3::GFP-Fluoreszenz aus einem Triplikat mit 20 Tieren/Well (60 Tiere/Versuch und Gruppe), Stamm
PD4251 Q-3-M = Quercetin-3-Methylether.

DMSO

Versuch (0.1 %) Quercetin Q-3-M Galangin Morin Myricetin
1 3013 3076 3446 3478 3519 3688
2 2210 2269 2664 2589 2860 2617
3 2631 2514 2778 2863 3118 2835

Tabelle 99: Rohdaten zu Abb. 56- Flavanone (100 puM), angegeben ist der Mittelwert der HSP-
16.2::GFP-Fluoreszenz aus einem Triplikat mit 20 Tieren/Well (60 Tiere/Versuch und Gruppe), Stamm
CL2070. LQ = Liguiritigenin, PN = Prenylnaringenin.

Versuch DMSO (0,1 %) 8-PN 6-PN LQ
20°C | 35°C | 20°C | 35°C | 20°C | 35°C | 20°C | 35°C
1 45 961 15 836 20 958 20 937
25 983 27 686 16 851 33 757
3 3 616 15 507 24 578 24 429

Tabelle 100: Rohdaten zu Abb. 56 - Flavanone (100 puM), angegeben ist der Mittelwert der MYOSIN-
3::GFP-Fluoreszenz aus einem Triplikat mit 20 Tieren/Well (60 Tiere/Versuch und Gruppe), Stamm
PD4251. LQ = Liquiritigenin, PN = Prenylnaringenin.

Versuch | DMSO (0,1 %) 8-PN 6-PN LQ
1 2916 2920 3092 2762
3175 3111 3088 2931
3 2970 2770 3246 2958

8.2.11 AB1-42-Toxizitat unter daf-16 RNAi-Bedingungen

Tabelle 101: Rohdaten zu Anh. Abb. 59: Angegeben sind GFP-Fluoreszenzwerte von jedem Tier.
Stamm TJ356.

Leervektor ?RaIIIAl\S
23184 4051
22141 8256
26307 5153
27125 7095
26445 6140
23710 5137
22709 3777
26124 3950
23020 3163
27712 4836
21817 5640
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Tabelle 102: Rohdaten zu Abb. 46 - Quercetin und Q-3-M, unter Leervektor-Bedingungen. Angegeben
sind Zeitpunkte, an denen ein Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176. Q

Quercetin, Q-3-M

Quercetin-3-Methylether.
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Anhang

Tabelle 103: Rohdaten zu Abb. 46 - Quercetin und Q-3-M, unter daf-16 RNAi-Bedingungen. Angegeben
sind Zeitpunkte, an denen ein Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176. Q =
Quercetin, Q-3-M = Quercetin-3-Methylether.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
ok @ oow i o100 eam | i o oum
26 0 0 26 1 28
26 0 0 28 1 1 1 28 1 1
26 0 28 1 1 1 30 1
28 1 1 1 28 1 1 1 30 1 1 1
28 1 1 1 28 1 1 1 30 1 1 1
28 1 1 1 28 1 1 1 30 1 1 1
28 1 1 1 28 1 1 1 30 1 1 1
28 1 1 1 28 1 1 1 30 1 1 1
28 1 1 28 0 30 1 1 1
28 1 30 1 1 1 30 1 1 1
28 1 30 1 1 1 30 1 1
28 1 30 1 30 1 1
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(0,1 %)

Zeit
(h)
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Anhang

Tabelle 104: Rohdaten zu Abb. 57 - 8-PN und 6-PN, unter Leervektor-Bedingungen. Angegeben sind
Zeitpunkte, an denen ein Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176. PN =

Prenylnaringenin. Daten aus der Masterarbeit von Gabriel Schulz.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Z(ﬁ')t ('(3)"\150/3 8PN  6-PN Z(ﬁ')t ('(3)'1\4%/?) 8-PN | 6-PN Z(ﬁ')t ('(3)"\450/?) 8-PN | 6-PN
26 1 1 1 | 26 1 1 1 26 1 0
26 1 1 26 1 1 28 1 11
26 1 26 1 28 1 11
26 1 26 1 28 1 1
28 1 1 1 26 1 28 1
28 1 1 1 26 1 28 1
28 1 1 1 26 1 28 1
28 1 1 1 28 1 1 1 30 1 11
28 1 1 1 28 1 1 1 30 1 11
28 1 1 1 28 1 1 1 30 1 11
28 1 1 28 1 1 1 30 1 11
28 1 1 28 1 1 1 30 1 11
28 1 1 28 1 1 30 1 11
28 1 1 28 1 1 30 1 11
28 1 1 28 1 1 30 1 11
28 1 1 28 1 1 30 1 11
28 1 1 28 1 1 30 1 o | 1
28 1 28 1 1 30 1 1
28 1 28 1 30 1 1
28 1 28 1 30 1
28 1 28 1 30 1
28 1 28 1 32 1 11
28 1 28 0 32 1 11
28 1 30 1 11 32 1 11
28 1 30 1 11 32 1 11
28 1 30 1 11 32 1 11
30 1 1 1 30 1 11 32 1 11
30 1 1 1 30 1 11 32 1 11
30 1 1 1 30 1 11 32 1 11
30 1 1 1 30 1 11 32 1 11
30 1 1 1 30 1 11 32 11
30 1 1 1 30 1 1 1 32 1
30 1 1 1 30 1 1 1 34 1 11
30 1 1 1 30 1 1 1| 34 1 11
30 1 1 1 30 1 1 1 34 1 11
30 0 1 1 30 1 1 1 34 1 11
30 1 1 30 1 1 34 1 11
30 1 1 30 1 1 34 1 o | 1
30 1 1 30 1 1| 34 1 o | o
30 1 1 30 0 34 1 o | o
30 1 1 32 1 1 1 34 0 o | o
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Tabelle 105: Rohdaten zu Abb. 57 - 8-PN und 6-PN, unter daf-16 RNAi-Bedingungen. Angegeben sind
Zeitpunkte, an denen ein Ereignis stattfand (1 = paralysiert, 0 = zensiert), Stamm CL4176. PN =
Prenylnaringenin. Daten aus der Masterarbeit von Gabriel Schulz.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Z(ﬁ')t ([())',\1502) 8-PN | 6-PN Z(ﬁ')t ([())',\180/?) 8-PN | 6-PN Z(ﬁ')t ([())',\ﬁ/?) 8-PN | 6-PN
26 1 1 1 26 1 26 1 0
26 1 1 26 1 26 1
26 1 1 26 1 28 1 1
26 1 1 26 1 28 1 1
26 1 26 1 28 1
28 1 1 26 1 30 1 1
28 1 1 26 1 30 1 1
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8.2.12 Lebensspannenanalyse

Anhang

Tabelle 106: Rohdaten zu Anh. Abb. 73 - Pino (100 uM), angegeben sind Tage, an denen ein Ereignis
stattfand (1 = tot, 0 = zensiert). Stamm N2. Pino = Pinoresinol.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

Zeit | DMSO Pino Zeit | DMSO Pino Zeit | DMSO Pino
(@) | (0.1%) (d)  (0.1%) (d) | (0.1%)

4 0 2 0 4 0 0
7 0 0 4 0 0 4 0
7 0 4 0 0 7 1 0
9 0 0 4 0 11 1 1
9 1 0 9 0 14 1 1
9 0 10 1 14 1 1
11 1 0 10 0 14 1 0
11 0 0 10 0 14 1 0
11 0 11 1 14 0

11 0 14 1 0 15 1 1
11 0 14 1 15 1 1
11 0 14 0 15 1 1
14 0 15 1 1 15 1 1
15 1 1 15 1 1 15 1 1
15 1 1 15 1 15 0
15 1 15 1 16 1 1
15 1 16 1 1 16 0

17 0 1 16 1 1 17 1 1
17 0 16 1 18 1 1
18 1 1 17 1 18 1 1
18 1 0 17 1 18 1 1
18 1 0 17 1 18 1 1
21 1 1 17 1 18 1 1
21 1 1 17 1 18 1 1
21 1 1 17 0 18 1
22 1 18 1 1 21 1 1
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Tabelle 107: Rohdaten zu Anh. Abb. 73 - Pino (100 uM), angegeben sind Tage, an denen ein Ereignis
stattfand (1 = tot, 0 = zensiert), Stamm TK22. Pino = Pinoresinol.

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
Zeit | DMSO Pino Zeit | DMSO Pino Zeit | DMSO Pino
d)  (0.1%) (d) | (0.1%) d)  (0.1%)
2 0 3 0 1 2 0 0
2 0 3 0 3 0
2 1 4 0 4 1 0
2 1 4 1 4 0 0
3 0 1 5 1 7 1 0
3 0 5 0 7 0 0
4 1 1 5 0 7 0 1
6 0 0 6 1 1 7 0 1
6 0 0 6 0 7 0 1
6 1 0 6 0 7 1
6 1 7 0 1 8 1 1
7 0 0 7 0 8 1
7 0 0 7 0 8 1
7 1 1 8 1 8 1
7 1 1 8 0 9 1 1
7 1 9 0 9 1 1
8 0 1 10 1 1 9 1
8 1 1 10 1 1 10 1
8 1 1 10 0 10 1
8 1 1 11 1 1 10 1
8 1 11 1 1 11 1 1
8 1 11 1 11 1
9 1 12 1 1 12 1
9 1 1 12 1 1 12 1
9 1 13 1 1 12 1
10 1 1 13 1 1 12 1 1
10 1 1 13 1 0 14 1 1
10 1 13 1 14 1 1
11 1 1 13 1 14 1 1
11 1 1 13 1 14 1 1
11 1 13 1 14 1 1
11 0 13 1 14 1 1
13 1 1 14 1 14 1 1
13 1 1 14 1 14 1 1
13 1 1 14 1 14 1 1
13 1 1 14 1 14 1 1
13 1 1 14 1 14 1 1
13 1 1 14 1 14 1 1
13 1 1 15 1 14 1 1
14 1 1 15 1 14 1 0
14 1 15 1 14 1
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