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Konventionen zur Schreibweise von Genen, Proteinen und Stammen:

Fiir die vorliegende Dissertation gelten folgende Regelungen fiir die Schreibweise von Genen,
Proteinen, Stdmmen und Antikérpern:

Gene werden kursiv geschrieben (z. B. CypD, Mth1). Soll ein Gen einer bestimmten Art bezeichnet
werden, so wird der Artname als Abkiirzung vorangestellt. So wird z. B. Podospora anserina Mth1 als
PaMth1 bezeichnet.

Proteine werden in GroRbuchstaben und nicht kursiv geschrieben (z. B. CYPD, MTH1). Soll ein
Protein einer bestimmten Art bezeichnet werden, so wird auch hier der Artname als Abkirzung
vorangestellt (z. B. PaMTH1).

Deletionsstamme werden nach dem deletierten Gen benannt (z. B. PaCypD-Deletionsstamm) oder
in Kurzform durch den griechischen Buchstaben A gekennzeichnet, welcher der Bezeichnung des
deletierten Gens vorangestellt wird (z. B. APaCypD).

Uberexpressionsstimme werden nach dem iberexprimierten Gen benannt (z. B. PaMth1-
Uberexpressionsstamm) oder in Kurzform mit dem Suffix ,_OEx“ gekennzeichnet (z. B.
PaMth1_OEx)

Fusionsgene und-proteine werden durch zwei Doppelpunkte zwischen den beiden Abschnitten
gekennzeichnet, wobei der N-terminalen Abschnitt zuerst genannt wird (z. B. PaSod1::Gfp fur das
Fusionsgen, bzw. PaSOD1::GFP fiir das Fusionsprotein.

Mehrfachmutanten werden durch einen Schragstrich zwischen den einzelnen Mutationen
gekennzeichnet (z. B. APaCypD/PaSod1::Gfp oder APaAtg1/PaSod3"?ct::Gfp).

mutierte Varianten von Genen und Proteinen bzw. Fusionsproteinen werden durch die
ausgetauschte Aminosaure und deren Position gekennzeichnet. Diese Kennzeichnung wird als
hochgestellter Index an den Gen- oder Proteinnamen gehéngt (z. B. PaSod3"?¢L::Gfp fiir die mutierte
Variante des PaSod3::Gfp oder PaSOD3"?5L::GFP fiir die mutierte Variante des SOD3-Fusionsproteins.

Antikorper erhalten die gleiche Bezeichnung wie Proteine und tragen zusatzlich das Prafix ,,anti-“.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Merkmale des Alterns

»It’s so hard to get old without a cause*

aus ,Forever Young” von Marian Gold (Alphaville), 1984

Mit dieser Liedzeile hat Marian Gold ausgesprochen, was die meisten Menschen taglich denken und
nicht wahrhaben wollen. Wir alle altern! Aber was ist Altern und warum altern wir eigentlich? Oder

altern wir wie die Liedzeile andeutet ,without a cause“?

Allgemeinglltig wird das Altern als ein unausweichlicher, fortschreitender biologischer Prozess
verbunden mit der Abnahme physiologischer Funktionen und der Anhaufung zelluldrer und
molekularer Schaden beschrieben, welcher unweigerlich im Tod endet (Kirkwood, 2005; Kirkwood

und Austad, 2000; Vijg und Campisi, 2008).

Zur Klarung der Frage nach der Ursache haben viele Wissenschaftler seit nun mehr tGiber 100 Jahren
verschiedene Alternstheorien aufgestellt. Begonnen mit der ersten evolutiondren Theorie des
Alterns von dem deutschen Biologen August Weismann Ende des 19. Jahrhunderts (Weismann,
1882) wurden bis zum Ende des 20. Jahrhunderts mehr als 300 verschiedene Alternstheorien
gezahlt (Medvedev, 1990). Heute ist die Wissenschaft sich einig, dass das Altern nicht auf einer
einzelnen Ursache beruht, sondern ein multifaktorieller Prozess ist. Dieser wird durch intrinsische
Einflisse aufgrund der zellularen und molekularen Beschaffenheit des Organismus und
extrinsischer Einflisse aufgrund der Erndhrung und des Lebensstils beeinflusst (Kirkwood, 2011;
Kirkwood und Austad, 2000; Lépez-Otin et al., 2016). Derweil sind einige Veranderungen und deren
Ursachen, die zugrundeliegenden Mechanismen, des Alterns identifiziert worden (Aunan et al.,

2015; Lopez-Otin et al., 2013; Semsei, 2000).

Diese, als Merkmale des Alterns bezeichneten, Verdnderungen wurden von dem spanischen
Biochemiker Carlos Lopez-Otin in seiner 2013 erschienen Publikation , The hallmark of aging” in drei
Gruppen gegliedert (Abbildung 1). Die Merkmale gelten nicht nur fir Sduger, sondern groRtenteils
auch fiir andere Organismen. Daher werden sie als der gemeinsame Nenner des Alterns angesehen
(Lopez-Otin et al., 2013). In der ersten Gruppe sind die primaren Veranderungen zusammengefasst,
deren Entstehung die Hauptursachen fir die dem Altern zugrundeliegenden, zellularen und
molekularen Schaden darstellen. Dazu gehéren neben der Genom-Instabilitdt, hervorgerufen durch
Schaden der nukledren und mitochondrialen DNA (Moskalev et al., 2012; Park und Larsson, 2011),

die Verkirzung der Telomere (Blackburn et al., 2006), epigenetische Veranderungen (Talens et al.,
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2012), wie z. B. Histon-Modifikationen, DNA-Methylierungen oder Chromatin-Remodellierungen
und der Verlust der Proteostase (Koga et al., 2011; Powers et al., 2009). Alle diese Merkmale fiihren

zu Veranderungen des zelluldaren Metabolismus.

Der Begriff Metabolismus leitet sich von dem altgriechischen Wort petafoAiopog (metabolismés =
Stoffwechsel) ab und bedeutet wortlich Umwandlung oder Veranderung. Der Stoffwechsel eines Lebewesens
umfasst die Gesamtheit aller chemischen Prozesse. Wahrend dieser Prozesse werden chemische Stoffe in
Zwischenprodukte, die sogenannten Metabolite, und Endprodukte umgewandelt. Sie dienen der
Aufrechterhaltung der Korperfunktionen und umfassen den Baustoffwechsel und den Energiestoffwechsel.

Diese Veranderungen werden als Folgen bzw. Antworten auf die Schaden, verursacht durch die
erste Gruppe, angesehen und in der zweiten Gruppe, den antagonistischen Merkmalen,
zusammengefasst. Zu dieser Gruppe zdhlen eine deregulierte Nahrstoff-Sensorik (Efeyan et al.,
2015), mitochondriale Dysfunktion (Wang und Hekimi, 2015), sowie die zelluldre Seneszenz (Sikora
et al., 2014; van Deursen, 2014). Alle drei Merkmale verursachen weitere Schaden im Organismus.
Die letzte und somit dritte Gruppe umfasst die sogenannten integrativen Merkmale. Zu denen
zahlen der Verlust der Stammzellen und eine veranderte interzellulare Kommunikation. Diese
Merkmale sind die eigentlichen ,Schuldigen” des Alterns und die Folge (ibermaRiger Schaden,

verursacht durch die primaren und antagonistischen Merkmale (Lépez-Otin et al., 2013).

: : Verlust der
epigenetische Proteostase

Anderungen

Stammazellen-
Verlust

Telomer-
Verkiirzung

verdnderte
interzelluldre

Genom-

Instabilitat Kommunikation

Abbildung 1: Ubersicht der Merkmale des Alterns. Mit dem Alterungsprozess kommt es zu
charakteristischen Veranderungen in einem Organismus. Diese Verdnderungen werden als Merkmale des
Alterns beschrieben und in drei Gruppen unterteilt. In der ersten Gruppe sind die primaren Merkmale (rot)
zusammengefasst. Diese sind ursachlich fir die Anhaufung der zelluldren und molekularen Schaden im Laufe
des Alterns. Die zweite Gruppe umfasst die antagonistischen Merkmale (blau), welche als Folge bzw. als
Antwort auf die primdren Merkmale gelten. Die integrativen Merkmale (orange) bilden die dritte Gruppe. Sie
sind die eigentlichen ,Schuldigen” des Alterns und die Folge der Merkmale aus den beiden vorherigen
Gruppen. Abbildung modifiziert nach Lépez-Otin et al. (2013).
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Um (ibermdRige Schiaden zu verhindern und das Gleichgewicht der Zelle, die Homoostase,

aufrechtzuerhalten, besitzt die Zelle sogenannte Qualitatskontroll-Mechanismen.

Der Begriff Homoostase leitet sich vom altgriechischen Wort ,,6polo0otaotg” (,homoiostasis” = Gleichstand) ab
und beschreibt die Aufrechterhaltung eines Gleichgewichtszustands oder, wie in der Physiologie definiert, die
Konstanthaltung eines inneren Milieus. Beispiele sind die Blutzucker-Regulation, die Blutdruck-Regulation und
die Thermo-Regulation. Das Konzept beruht auf Beschreibungen des Physiologen Claude Bernard aus dem Jahr
1860. Dieses Konzept wurde durch den Physiologen Walter Cannon und Biologen Karl Ludwig von Bertalanffy
in den Jahren 1929 und 1932 gepragt.

Diese Mechanismen sind jedoch einerseits nur bis zu einem gewissen Ausmalfd der Schaden in der
Lage diese zu kompensieren. Und andererseits versagen diese Qualitatskontroll-Mechanismen mit
dem Alter und verlieren ihre Effizienz (Campisi, 2003; Hayflick, 2007; Holliday, 2006; Kirkwood,
2011; Lopez-Otin et al., 2013; Timiras, 1975). So nehmen die molekularen Schaden mit der Zeit
Uberhand, verursachen ein Ungleichgewicht in der Zelle und fithren schlussendlich zum Zelltod

(Abbildung 2).
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Abbildung 2: Einfluss der Qualitatskontrolle und molekularer Schiaden auf das zellulare Gleichgewicht. Zu
Beginn des Alterungsprozesses ist das zelluldare System eines Organismus im Gleichgewicht. In diesem
Zustand konnen die molekularen Schaden, welche durch verschiedene intrinsische und extrinsische Einflisse
sowie genetische Veranlagungen entstehen, durch evolutionar entwickelte Qualitdtskontroll-Mechanismen
minimiert werden. So hélt sich die Entstehung und der Abbau der Schaden in der Waage. Im Laufe des
Alterungsprozesses nehmen die molekularen Schiaden zu und die Effizienz der Qualitdtskontroll-
Mechanismen ab. Die molekularen Schaden nehmen tiberhand und das System gerat in ein Ungleichgewicht,
was schlussendlich zum Zelltod fiihrt. Modifiziert nach Warnsmann et al. (2016).

Zur Aufrechterhaltung der zellularen Homoostase bendtigt die Zelle Energie, sowohl fir die
normalen zelluldren Prozesse als auch fir die Qualitdtskontroll- und Reparatur-Mechanismen.
Daher ist die Energieversorgung innerhalb der Zellen von groRer Bedeutung fir den

Alterungsprozess (Finkel und Holbrook, 2000; Lépez-Otin et al., 2013; Riera und Dillin, 2015). Die

3
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Energieversorgung sowie andere Prozesse des zellularen Metabolismus sind eng mit der
Mitochondrienfunktion verbunden. Daher gilt die mitochondriale Dysfunktion als das
Schliisselmerkmal des Alterns. Diese, auch als mitochondriale Atiologie des Alterns bezeichnete,
Schliisselrolle wird durch Untersuchungen mit einfachen Modellorganismen, wie Podospora
anserina (Marcour, 1961; Osiewacz, 2002; Tudzynski und Esser, 1977), Saccharomyces cerevisiae
(Hughes und Gottschling, 2012; Lin et al., 2000; Lin et al., 2004) und komplexeren Organismen wie
Saugern (Schriner et al., 2005; Trifunovic et al., 2004; Weindruch et al., 1986) bekraftigt.

1.2 Mitochondrien und Altern

Mitochondrien - Kraftwerke der Zellen

Mitochondrien sind ubiquitar in eukaryotischen Zellen vorkommende semiautonome Organellen
(Ernster und Schatz, 1981). Der Begriff Mitochondrium leitet sich von den altgriechischen Wortern
pitog (mitos = Faden) und xovdpiov (chondrion = Kérnchen) ab. Als ihr Ursprung gilt heute die

Endosymbionten-Theorie.

Nach der Endosymbionten-Theorie sind Mitochondrien und auch Plastiden vor ca. 1,5 Millionen Jahren durch
die phagozytotische Aufnahme eines aeroben a-Proteobakterium durch eine anaerobe pra-eukaryotische
Wirtszelle entstanden (Kadenbach, 2012; Margulis, 1975; Richards und Archibald, 2011; Wallin, 1923; Zimmer,
2009). Daher besitzen sie ihre eigene genetische Information, die mitochondriale DNA (mtDNA). Aufgrund
evolutiondrer Einflisse hat sich das mitochondriale Genom stark verkleinert. Von den, fiir die
Mitochondrienfunktion wichtigen, ca. 1500 Proteinen ist der groBte Teil Kern-kodiert. Sie werden nach der
Bildung im Zytoplasma in die Mitochondrien transportiert. Nur noch wenige Proteine, in Menschen und auch
P. anserina 13 Proteine, sind in der mtDNA kodiert und werden in den Mitochondrien gebildet (Bonawitz et
al., 2006a; Chacinska et al., 2009; Schmidt et al., 2010).

Die Bedeutung der Mitochondrien fiir einen Organismus spiegelt sich in der Zahl essentieller
Vorgange, die in ihnen ablaufen oder an denen sie beteiligt sind, wider. Hierzu zdhlen der
Aminosduremetabolismus, die B-Oxidation von Fettsduren, die Generierung von Eisen-Schwefel-
Clustern und die Kalzium-Homdostase (Ames et al., 2005; Duchen, 2000; Lill, 2009; Lill et al., 2012).
Daruber hinaus beherbergen die Mitochondrien den Tricarbonsaure-Zyklus (kurz: TCA-Zyklus, auch
bekannt als Citrat-Zyklus), welcher das Ende des Glukose-Abbaus der Zelle ist und
Reduktionsdquivalente in Form von NADH+H* und FADH; bereitstellt (Krebs, 1970; Wallace, 2005).
Die wohl bekannteste und zentrale Funktion ist die Generierung des universellen
Energielibertragers Adenosintriphosphat (ATP) durch die oxidative Phosphorylierung (kurz:
OXPHOS) (Mitchell, 1961). Dadurch wird der grof3te Teil des zelluldren Energiebedarfs abgedeckt.

Auf dieser Funktion beruht auch der umgangssprachliche Ausdruck , Kraftwerke der Zellen”.



EINLEITUNG

Fur die OXPHOS ist die, in der inneren der beiden Mitochondrienmembranen lokalisierte,
Elektronentransportkette (engl. ,electron transport chain“; kurz: ETC oder Atmungskette)
notwendig (Hatefi, 1985; Saraste, 1999). Bestehend i. d. R. aus vier multiheteromeren Komplexen,
der NADH-Dehydrogenase (Komplex 1), der Succinat-Dehydrogenase (Komplex Il), der Cytochrom-
c-Reduktase (Komplex lll) und der Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV), transportiert sie mit Hilfe der
Elektronentransportmolekiile Ubichinon (Coenzym Q) und Cytochrom c energiereiche Elektronen,

die am Ende auf molekularen Sauerstoff iibertragen werden (Ubersicht in Abbildung 3).
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Abbildung 3: Mitochondrien die Kraftwerke der Zellen. Schematische Darstellung eines Mitochondriums
sowie der mitochondrialen Elektronentransportkette (ETC). Die ETC setzt sich aus vier
Atmungskettenkomplexen (I bis IV) sowie der FoF1-ATP-Synthase (Komplex V) zusammen und ist in der
inneren Mitochondrienmembran lokalisiert. An Komplex | und 1l werden Elektronen (e’) durch die
Reduktionsaquivalente NADH+H* und FADH: in die ETC eingeschleust und mit Hilfe von Coenzym Q (CoQ) und
Cytochrom C (CytC) Uber die Komplexe Il und IV unter Bildung von Wasser (H20) auf Sauerstoff (O)
Ubertragen. Hierbei freiwerdende Energie wird genutzt, um an Komplex |, lll und IV Protonen (H*) in den
Intermembranraum zwischen IMM und duBerer Mitochondrienmembran (OMM) zu pumpen. Der dadurch
entstehende elektrochemische Gradient bzw. dessen Energie wird von Komplex V genutzt, um ATP aus ADP
und Pi zu generieren. Durch Fehllbertragungen von e an Komplex | und Il wird Superoxid (O~) gebildet,
welches in die mitochondriale Matrix oder den Intermembranraum abgegeben wird. Die bendtigten
Reduktionsaquivalente stammen aus dem Tricarbonsaure-Zyklus (TCA-Zyklus). In diesem Zyklus wird Acetyl-
CoA (AcCoA) aus der Glykolyse, der B-Oxidation und dem Aminosdauremetabolismus abgebaut.
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Die notwendigen energiereichen Elektronen stammen aus dem Abbau von Glukose Uber die
Glykolyse und den TCA-Zyklus (Alberts et al., 2014; Wallace, 2005). Sie werden durch die
Reduktionsdaquivalente NADH+H* und FADH, an den Komplexen | und Il der Atmungskette
zugefiihrt. Durch den Transport der Elektronen wird Energie frei, welche zum Pumpen von
Protonen aufgewendet wird. So werden an den Komplexen |, 1ll und IV Protonen aus der
mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum zwischen der inneren und &dufleren
Mitochondrienmembran gepumpt (Abbildung 3). Hierdurch entsteht ein elektrochemischer
Protonengradient, das mitochondriale Membranpotential (mtMP) (Hatefi, 1985; Saraste, 1999). Die
Energie dieses Gradienten wird von der FoF1-ATP-Synthase (auch Komplex V genannt) genutzt, um
ATP aus Adenosindiphosphat (ADP) und anorganischem Phosphat (P;) zu generieren (Abbildung 3)
(Hatefi, 1985; Mitchell und Moyle, 1968; Saraste, 1999). Nach dem ,,plasticity“-Modell kdnnen die
Atmungskettenkomplexe sowohl frei in der inneren Mitochondrienmembran diffundieren, als auch
in stabilen supramolekularen Komplexen, den sogenannten mitochondrialen Atmungsketten-
Superkomplexen (engl. ,, mitochondrial respiratory supercomplexes”; kurz: mtRSCs), assoziiert

vorliegen (Acin-Perez et al., 2008; Bianchi et al., 2004; Boekema und Braun, 2007).

Entstehungsort von reaktiven Sauerstoffspezies

AuRer dem Hauptprodukt ATP entsteht durch die OXPHOS, aufgrund des permanenten
Entweichens von Elektronen aus der Atmungskette, ein Nebenprodukt. Etwa 1-2 % der Elektronen,
die auf Sauerstoff tibertragen werden sollen, entweichen aus der Atmungskette (Boveris, 1984;
Boveris et al., 1972). Die entweichenden Elektronen fiihren zu einer verfriihten und unvollstéandigen
Reduktion des Sauerstoffs an Komplex | und Il (Drése und Brandt, 2008; Turrens und Boveris, 1980).
Hierdurch entstehen Superoxid-Anionen (0", kurz: Superoxid), welche zu den reaktiven
Sauerstoffspezies (engl. ,reactive oxygen species”, kurz: ROS) zdhlen (Lenaz, 2001; Murphy, 2009;
Turrens, 2003)

Unter dem Begriff reaktive Sauerstoffspezies werden alle schadlichen Formen des Sauerstoffs
zusammengefasst. Dazu zdhlen unter anderem Superoxid-Anionen (O;"), Peroxylradikale (ROO),
Alkoxylradikale (RO’), Stickstoffmonoxide (NO’) oder auch Hydroxylradikale (OH’), sowie stabilere
Sauerstoffmolekiile, wie beispielsweise Wasserstoffperoxid (H,02) oder Ozon (0Os). Von den genannten stellt
das Hydroxylradikal die reaktivste Verbindung dar (Baud und Ardaillou, 1986). So zdhlt es neben den
Superoxid-Anionen und dem Wasserstoffperoxid zu den wichtigsten ROS (Elmadfa und Leitzmann, 2004).

Das an Komplex | gebildete Superoxid geht hauptsachlich in die mitochondriale Matrix, wohingegen
das an Komplex Il gebildete in die mitochondriale Matrix und den Intermembranraum abgegeben

wird (Muller et al., 2004). Die Entstehung von Superoxid wird durch ein erhéhtes mitochondriales
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Membranpotential (mtMP) begiinstigt (Korshunov et al., 1997; Pozniakovsky et al., 2005; Turrens,
1997).

Das so entstehende Superoxid ist der Ursprung fir weitere ROS, wie Wasserstoffperoxid (H,0)
oder das Hydroxylradikal (OH’). In der Zelle schadigen diese ROS die Makromolekiile, wie
Nukleinsduren, Proteine und Lipide (Brand et al., 2004; Halliwell, 2001; Turrens, 2003). Da 90 %
aller in der Zelle gebildeter ROS in den Mitochondrien gebildet werden (Balaban et al., 2005; Bratic
und Trifunovic, 2010; Chance et al., 1979), sind die Proteine der OXPHOS ein Hauptziel der ROS-
bedingten Schaden (Harper et al., 2004; Melov et al., 1999; Miiller et al., 2010). ROS haben neben
der schadigenden Wirkung aber auch wichtige Funktionen als Signalmolekiile z.B. in
Entwicklungsprozessen (Aguirre et al., 2005; Finkel et al., 2003; Halliwell und Gutteridge, 1986;
Reczek und Chandel, 2015). Die wichtigsten Signalwirkungen unter den ROS hat Wasserstoffperoxid
und agiert abhangig von der Menge. In geringen Mengen dient es als Signalmolekil und in hohen

Mengen verursacht es Schaden an der Zelle (Veal und Day, 2011).

Um eine Balance zwischen ROS-bedingten Schaden und der notwendigen Signalwirkung
aufrechtzuerhalten, besitzen die Zellen eine Reihe von Regulations-Mechanismen zum Abbau von
ROS, das sogenannte ROS-Abwehr-System (engl. ,,ROS scavenging system“) (schematische
Ubersicht in Abbildung 4). Zu diesen Mechanismen gehdren verschiedene Enzyme und nicht-
enzymatische Antioxidantien (Radikalfanger). Zu den letzteren zahlen u. a. Vitamin C und E (Emri et
al., 2004; Georgiou und Petropoulou, 2002), Carotinoide (Mandelli et al., 2012), verschiedene
Polyphenole (Cos et al., 1998), Glutathion und Coenzym Q (zusammengefasst in: Scandalios (2005)).
Diese Radikalfanger sind in den verschiedenen Zellkompartimenten verteilt und werden entweder
innerhalb des zelluldren Metabolismus gebildet oder mit der Nahrung aufgenommen. Jedoch ist
diese nicht-enzymatische Regulation der ROS-Menge nicht sehr effektiv. Daher sind die
effizienteren enzymatischen Mechanismen unbedingt notwendig. Zu diesen zdhlen die Superoxid-
Dismutasen (SODs), die Katalasen (CATs), die Peroxiredoxine (PRXs) und die Peroxidasen (Abbildung
4).

All diese Enzyme wandeln in einem kontrollierten Zusammenspiel ROS in unschadliche Produkte,
wie Wasser und Sauerstoff, um wobei nur SODs in der Lage sind, Superoxid abzubauen. Durch

diesen Abbau entsteht Wasserstoffperoxid, eine weitere ROS.

Superoxid-Dismutasen (SODs) bauen, mit hoher Reaktionsgeschwindigkeit, durch eine Dismutation Superoxid
ab, wobei Wasserstoffperoxid und Sauerstoff entsteht (Cudd und Fridovich, 1982; Getzoff et al., 1992). Fir
diese Reaktion werden Metalle als Kofaktoren bendtigt. Je nach Enzym ist dies Kupfer und Zink, Mangan oder
nur Kupfer (Culotta et al., 2006; Gleason et al., 2014). Aufgrund der kaum vorhandenen Membrangangigkeit
von Superoxid besitzen die meisten Organismen mehrere SODs, lokalisiert in den verschiedenen Zell-
Kompartimenten.
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Das entstandene Wasserstoffperoxid ist im Vergleich zum Superoxid membrangangig und kann
daher den Entstehungsort verlassen (Dreher und Junod, 1995; Halliwell und Gutteridge, 1986).
Aufgrund dieser Fluiditat und der hoheren Reaktivitdt von Wasserstoffperoxid haben sich in der
Zelle mehrere Mechanismen zum Abbau entwickelt. Unter diesen hat der Abbau durch Katalasen
den Vorteil, keine zusatzliche Energie in Form von Reduktionsdquivalenten zu bendtigen. Die
Expression der Katalasen wird zudem durch die ROS-Menge reguliert. Ein Anstieg der ROS-Menge
fihrt zu Induktion der Expression und somit zu einer erhohten Aktivitat der Katalasen (Belazzi et
al., 1991; Kodydkova et al., 2014; Meilhac et al., 2000). Weitere Enzyme, die Wasserstoffperoxid

abbauen, sind u. a. die Peroxidasen und die Peroxiredoxine (Abbildung 4).

2 H,0
NADPH GSSG
Haber-Weiss-
NADP* 2 GSH Reaktlon
2+ 3+
e 2 Cu*/ Fo2* Cu /Fe
molekulare
02 SODs Fenton Schéden
Reaktion
NADPH
TRXFG%
NADP*
2H,0+0, 2 H20

Abbildung 4: Schematische Darstellung der enzymatischen Detoxifizierung reaktiver Sauerstoffspezies.
Durch Fehllbertragungen von Elektronen (e”) auf Sauerstoff (O2) entsteht das primare ROS Superoxid (O”).
Dies kann nur durch Superoxid-Dismutasen (SODs) abgebaut werden. In dieser Reaktion entsteht
Wasserstoffperoxid (H202), welches Uber verschiedene Reaktionswege zu unschadlichem Wasser (H20)
abgebaut wird. Einer dieser Wege ist die Disproportionierung zu H.0 und O durch Katalasen (CAT). Im
Vergleich zu den weiteren Abbauwegen bendétigt dieser keine zusatzlichen Reduktionsmittel oder
Reduktionsaquivalente. Der Abbau von H202 zu H20 durch Peroxiredoxin (PRX) oder Glutathion-Peroxidasen
(GPx) bendtigt zuséatzliche Reduktionsmittel, wie Thioredoxin (TRX) oder Glutathion (GSH). Diese werden zur
Regeneration von PRX oder GPx oxidiert und anschlielend durch Verbrauch von Reduktionsdaquivalenten
selbst regeneriert. Jedoch kann neben dem unschadlichen H20 auch das hoch reaktive Hydroxylradikal (OH’)
durch die Reaktion mit Metallionen in der Fenton- und Haber-Weiss-Reaktion entstehen (Fenton, 1984;
Haber und Weiss, 1932). Abbildung modifiziert nach Wiemer et al. (2016).

Aus Wasserstoffperoxid kann in Verbindung mit reduziertem Eisen oder Kupfer durch die Fenton-
Reaktion das hoch reaktive Hydroxylradikal entstehen (Farr und Kogoma, 1991; Fenton, 1984). Fiir
dieses Radikal sind in den Zellen keine detoxifizierenden Enzyme vorhanden, weshalb es die grofite
Toxizitdt unter den ROS aufweist (Keyer et al., 1995). Daher ist eine gute Regulation der anderen
Mechanismen von groRer Bedeutung um ROS-bedingte Schaden, besonders in den Mitochondrien,

zu verhindern.
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Veranderungen wahrend des Alterns

Mitochondrien spielen, wie bereits erwahnt, eine zentrale Rolle im Alterungsprozess. Daher ist ein
gesundes Mitochondrien-Netzwerk ausschlaggebend fiir einen ,gesunden” Alterungsprozess
(Palikaras et al., 2015). Angenommen wird diese Schlisselrolle schon seit Denham Harman zu
Beginn der 1970er Jahre seine ,Freie Radikaltheorie des Alterns” aus den 1950er Jahren (engl. ,free
radical theory of aging“; kurz; FRTA) zur ,, mitochondrialen freien Radikaltheorie des Alterns” (engl.

»,mitochondrial free radical theory of aging”; kurz: MFRTA) erweitert hat (Harman, 1956, 1972).

Die ,freie Radikaltheorie des Alterns” (FRTA) (Harman, 1956) beschreibt erstmals einen Zusammenhang
zwischen ROS-bedingten Schaden und dem Alterungsprozess. Da die Mitochondrien als Hauptentstehungsort
von ROS gelten, erweiterte Denham Harman seine Theorie zur mitochondrialen freien Radikaltheorie des
Alterns (MFRTA) (Harman, 1972). Die Hauptaussage dieser Theorie ist, dass die durch mitochondriale ROS
geschadigten Molekile die Ursache mitochondrialer Dysfunktion und somit des Alterungsprozesses sind
(Colman et al., 2014; Finkel und Holbrook, 2000; Hughes und Gottschling, 2012; Ocampo et al., 2012; Trifunovic
et al., 2004).

Der aus dieser Theorie hervorgehende Zusammenhang zwischen ROS, molekularen Schaden,
Fehlfunktion der Mitochondrien und dem Altern wurde bis heute durch eine Vielzahl von Studien

bestétigt (Finkel und Holbrook, 2000; Navarro und Boveris, 2007).

Die Bildung von ROS und die dadurch entstehenden Schaden bilden einen circulus vitiosus (Latein
fliir Teufelskreis). Wie bereits erwahnt, wird die mtDNA und mitochondriale Proteine, besonders
solche der Atmungskette, durch ROS geschadigt. Diese Schaden fiihren zu einer Fehlfunktion der
Mitochondrien, ein bereits erwdhntes Merkmal des Alterns (Gomes und Scorrano, 2011). Aufgrund
dieser Fehlfunktion kommt es zu einer gesteigerten ROS-Bildung, welche wiederum zu einer
vermehrten Bildung von ROS-bedingten Schdaden fiihrt. So kommt es wdahrend des
Alterungsprozesses in verschiedenen Tiermodellen und dem Menschen zu einer Verringerung der
Kopienzahl der mtDNA und zu einer Anhaufung von mtDNA-Schaden in Form von Punktmutationen
und Deletionen ganzer Bereiche (Corral-Debrinski et al., 1992; Cortopassi und Arnheim, 1990; Fayet
et al., 2002; Piko et al., 1988; Richter, 1995; Stocco et al., 1977; Wallace, 2001). Durch die Schaden
kommt es darliber hinaus zu einer Abnahme der Atmungsrate im Alter (Kumaran et al., 2005; Lenaz,
1998; Ojaimi et al., 1999; Yen et al., 1989). So nimmt die Kapazitdt der Atmungskette in Leber- und
Milz-Mitochondrien aus 24 Monate alten Ratten um 40 % im Vergleich zu Mitochondrien aus drei
Monate alten Tieren ab (Stocco et al., 1977). Eine dhnliche Abnahme wurde auch in humanen
Leber-, Herz- und Skelettmuskel-Mitochondrien gefunden (Ojaimi et al., 1999; Short et al., 2005).
Ergdnzend zeigen verschiedene Studien, dass die Aktivitat von Komplex | und IV der Atmungskette
mit dem Alter in Lunge, Herz, Gehirn und Niere von Mausen und Ratten abnimmt (Benzi et al., 1992;

Lenaz et al., 1997; Manczak et al., 2005). Resultierend kommt es im Laufe der Alterung zu einer
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Abnahme des mtMPs, wie es in Leberzellen von Ratten und in menschlichen Haut-Fibroblasten
gezeigt wurde (Greco et al., 2003; Hagen et al., 1997). Diese Abnahme wurde auch im Laufe des
Alterungsprozesses von P. anserina beobachtet (Koll et al., 2001). Weiterhin resultieren diese
Abnahmen in einer verringerten ATP-Synthese (Ojaimi et al., 1999; Preston et al., 2008; Sastre et
al., 1996). Die beschriebenen Veranderungen der Atmungskette sind teilweise auf eine Reduktion

der mtRSCs zurlickzufiihren (Frenzel et al., 2010; Gomez et al., 2009).

Neben der Abnahme der Atmungsrate nimmt auch die Effizienz der mitochondrialen
Qualitatskontrolle ab, wodurch die Vorbeugung und die Reparatur von ROS-bedingten Schaden
beeintrachtigt werden (Lopez-Otin et al., 2013). Beispielsweise nimmt die Aktivitdt der
mitochondrialen Proteasen LON und CLPP, die Teil der mitochondrialen Qualitatskontrolle sind, im

Alter ab (Bakala et al., 2003; Bota und Davies, 2002; Hansen et al., 2008).

Neben diesen beschriebenen Verdanderungen innerhalb der Mitochondrien kommt es wahrend der
Alterung zu einer Abnahme der Mitochondrien-Menge (Herbener, 1976; Stocco und Hutson, 1978;
Tauchi und Sato, 1968) und zu strukturellen Verdanderungen der Mitochondrien (Shigenaga et al.,
1994). Die strukturellen Veranderungen beginnen mit einer offensichtlichen Verdanderung der
Mitochondrien-Morphologie aufgrund einer verdnderten mitochondrialen Dynamik (Abbildung 5).
So werden aus filamentdsen, funktionellen Mitochondrien im Verlauf des Alterungsprozesses
fragmentierte, geschadigte Mitochondrien. Dies geschieht durch eine Verschiebung des Fissions-
Fusions-Verhaltnisses hin zur Fission von Mitochondrien (Crane et al., 2010; McQuibban et al.,
2006; Scheckhuber et al., 2007; Young et al., 2011; Zhao et al., 2014). Einhergehend mit den
morphologischen Anderungen verdndert sich die Ultrastruktur der Mitochondrien. Es kommt zu
einer Restrukturierung und einem Verlust der Cristae. In Mitochondrien aus Nagern, Drosophila
melanogaster, P. anserina und humanen Zelllinien nimmt die Zahl der Cristae mit dem Alter ab, bis
hin zum vollstandigen Verlust (Beregi et al., 1988; Brandt et al., 2017; Daum et al., 2013; Delay,
1963; Jendrach et al., 2005; Vanneste und van den Bosch de Aguilar, 1981). Diese Restrukturierung

fuhrt in D. melanogaster und Mausen zu einer verringerten Atmungsrate (Brandt et al., 2017).

Die fragmentierten, geschadigten Mitochondrien werden durch Auto- oder Mitophagie abgebaut
und dadurch entstehende Abbauprodukte fiir die Synthese von z. B. Mitochondrien verwendet.
Diese Vorgange dienen der Aufrechterhaltung einer gesunden Mitochondrien-Population (Palikaras

et al., 2015).

Als Autophagie wird ein zellularer katabolischer Prozess beschrieben, durch den zytoplasmatische Bestandteile
oder ganze Organellen lysosomal (in Sdugern) oder vakuoldr (in Pflanzen oder Pilzen) abgebaut werden
(Esclatine et al., 2009; Klionsky, 2005; Klionsky et al., 2011). Der Begriff Autophagie wurde in den friihen 1960er
Jahren durch den Biochemiker Christian de Duve gepragt und leitet sich von den griechischen Wortern
autdc/autos (= selbst) und ddyw/phago (= essen) ab (de Duve, 1983; Klionsky, 2008). Durch diesen Abbau
entstehen Abbauprodukte, die zur Verwertung der Zelle zur Verfligung gestellt werden (Gamerdinger et al.,
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2009; Mizushima, 2007). Der generelle Abbau zytoplasmatischer Bestandteile wird als nicht-selektive
Autophagie und der Abbau ganzer Organellen als selektive Autophagie bezeichnet (Youle und Narendra, 2011).
So wird der spezifische Abbau von Mitochondrien als Mitophagie bezeichnet (Kanki et al., 2009; Kissova et al.,
2004; Okamoto et al., 2009). Fir die Aufklarung der Autophagie wurde dem japanischen Wissenschaftler
Yoshinori Ohsumi 2016 der Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin verliehen.

Wie andere Reaktionswege innerhalb der Zelle, werden auch die Abbau-Wege (iber Auto- und
Mitophagie im Alter geschadigt, wodurch Schaden sich weiter anhdufen kénnen (Madeo et al.,

2015; Rubinsztein et al., 2011).
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Abbildung 5: Altersabhangige Verdnderung der Mitochondrien-Dynamik,-Morphologie und-Ultrastruktur.
Wahrend der Alterung verandert sich die Mitochondrien-Morphologie bedingt durch eine Verschiebung des
Verhaltnisses der mitochondrialen Dynamik. Das Verhaltnis von Fusion und Fission verschiebt sich zu Gunsten
der Fission. Daraus resultiert eine Fragmentierung des filamentésen Mitochondrien-Netzwerks.
Einhergehend nimmt die Schadigung der Mitochondrien zu und die Atmung und das mitochondriale
Membranpotential (mtMP) ab. Zusatzlich kommt es zu einer Restrukturierung der inneren
Mitochondrienmembran, was zu einem Verlust der Cristae fuhrt. All diese Verdnderungen fiihren im Laufe
der Alterung zu einer Schadigung der Mitochondrien. Geschadigte Mitochondrien kdnnen selektiv tGber
Mitophagie abgebaut werden, um die Alterung zu verzégern. Entstehende Abbauprodukte werden von der
Zelle verwertet und z. B. fir die Synthese von Mitochondrien verwendet. Abbildung modifiziert nach
Warnsmann et al. (2016).
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1.3 Mitochondrien und Krankheiten bei Menschen

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, sind Mitochondrien an vielen essentiellen zelluldren
Prozessen beteiligt. Daher haben mitochondriale Dysfunktionen schwerwiegende Auswirkungen
auf den Organismus und spielen neben dem Altern auch eine Rolle in der Entstehung diverser
Krankheiten (Calvo und Mootha, 2010; Chan, 2006; DiMauro und Schon, 2008). Daruber hinaus
nehmen diese Mitochondrien-assoziierten Krankheiten altersabhangig in ihrer Haufigkeit zu

(Niccoli und Partridge, 2012; Wallace, 2005).

Den ersten Beschreibungen von einer aeroben Glykolyse in Tumoren in den 1920er Jahren
(,Warburg-Effekt) (Warburg et al, 1927) und einer morphologischen Verdnderung der
Mitochondrien bei Patienten in den 1950er Jahren (Ernster et al., 1959) folgten in den 1980er
Jahren die ersten Befunde, dass Punktmutationen in der mtDNA (Wallace et al., 1988) sowie
Deletionen ganzer Bereiche der mtDNA (Holt et al., 1988) zu Krankheiten fiihren. Danach wurden
immer mehr vererbte und erworbene Erkrankungen gefunden, welche auf Mutationen in der
mtDNA sowie in den autosomalen mitochondrialen Genen im Zellkern zurickzufiihren sind. Bis
heute sind ca. 150 mitochondriale Syndrome bekannt (DiMauro und Schon, 2003; Vafai und
Mootha, 2012). Wissenschaftler vermuten, dass sich unter 4300 Menschen 1 Mensch mit einer

Mitochondrien-assoziierten Krankheit befindet (Gorman et al., 2015).

Zu diesen Krankheiten gehoren neben neurodegenerativen Erkrankungen (Lin und Beal, 2006)
metabolische und muskulare Erkrankungen (Mclnnes, 2013), sowie die meisten der 200 bekannten
Krebsarten (Finkel et al., 2007; Hanahan und Weinberg, 2011). Dabei sind durch die Mutationen
nicht nur die Atmungskette, sondern auch der TCA-Zyklus, die mitochondriale Dynamik,
verschiedene mitochondriale Proteasen und der Eisenstoffwechsel beeinflusst (Gaude und Frezza,
2014). Unter den Mitochondrien-assoziierten Krankheiten sind die wohl bekanntesten
Erkrankungen Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson und die ,,Amyotrophe Lateralsklerose” (Lin
und Beal, 2006). Weitere, auf eine Fehlfunktion der Atmungskette zurlickzufiihrenden,
neurodegenerative Krankheiten sind z. B. die ,,Lebersche Optikusatrophie” und das Leigh-Syndrom.
Erstere ist eine neurodegenerative Erkrankung des Sehnervs, die auf einer Punktmutation in einem
fiir einen Teil des Komplex | kodierenden Gens beruht. Wohingegen das Leigh-Syndrom, eine
Storung des Energiestoffwechsels, auf Mutationen in der Atmungskette (Komplex IV) und im TCA-
Zyklus (Pyruvat-Dehydrogenase) beruht. Eine weitere degenerative Erkrankung des Nervensystems
ist die Friedreich-Ataxie, die auf einer Mutation des Gens fiir das am Eisentransport beteiligte
mitochondriale Protein Frataxin beruht (Campuzano et al., 1996). Eine Erkrankung, die eine
mitochondriale Protease betrifft, ist das Perrault-Syndrom. Hierbei ist das Gen fiir die Protease CLPP

mutiert (Ahmed et al., 2015; Jenkinson et al., 2013). Neben all diesen Ursachen innerhalb der
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Mitochondrien beruht das Charcot-Marie-Tooth-Syndrom, eine neuromuskulare Erkrankung, auf

einer veranderten mitochondrialen Dynamik (Amiott et al., 2008; Cartoni et al., 2010).

Krebs ist eine heterogene Erkrankung und trotzdem haben viele der bekannten Krebsarten eine
Gemeinsamkeit, ndmlich eine mitochondriale Ursache (Hanahan und Weinberg, 2011). So stehen
z. B. Blasenkrebs, Dickdarmkrebs, Bauchspeicheldrisenkrebs, Brustkrebs oder auch Prostatakrebs
in Verbindung mit einer verdnderten Atmungskette. Oder aber, wie das Glioblastom oder

Leukdmie, auf Veranderungen im TCA-Zyklus (Gaude und Frezza, 2014).

Aufgrund dieser mitochondrialen Atiologie vieler Krankheiten, insbesondere Krebs, stellt sich eine
gezielte Behandlung des mitochondrialen Metabolismus nicht nur in Krebszellen in der heutigen
Zeit als vielversprechender Therapieansatz dar (Bhat et al., 2015; Gaude und Frezza, 2014; Suliman
und Piantadosi, 2016; Weinberg und Chandel, 2015). GleichermaBen wird der mitochondriale
Metabolismus auch als Ansatzpunkt fur ,anti-Aging“-Behandlungen verwendet (Lopez-Otin et al.,

2013; Reddy und Reddy, 2011).

Mit dem Begriff ,anti-Aging“, oder im deutschen altershemmend, werden MaRnahmen beschrieben, die
darauf ausgerichtet sind das Altern von Organismen zu verlangsamen. Verwendung findet dieser Begriff nicht
nur in der Medizin, sondern auch in der Erndhrungswissenschaft, der Nahrungsmittelindustrie und in der
Kosmetikindustrie.

14 Modulation der Mitochondrienfunktion als Therapieansatz

1.4.1 Genetische Interventionen

Die Bedeutung der genannten Wege wurde durch das Studium an Mutanten validiert. Mit der
sogenannten Gen-Therapie, dem Einbringen von bestimmten Genen in einen Organismus, sollten
die Defekte ausgeglichen werden. Erste Hinweise, dass Gen-Therapien von Nutzen sind, lieferten
Experimente an Pflanzen Ende der 1960er Jahre. Diese Untersuchungen zeigten die Wirksamkeit

von horizontalem Gen-Transfer (Rogers und Pfuderer, 1968; Selkirk, 2004).

Horizontaler Gen-Transfer oder auch lateraler Gen-Transfer ist ein biotechnologisches Verfahren, bei dem
Gene Uber Artgrenzen hinweg und unabhangig von geschlechtlicher Fortpflanzung von einem zum anderen
Individuum Ubertragen werden. Ein Beispiel fiir das natirliche Vorkommen von horizontalem Gen-Transfer ist
die Konjugation bei Bakterien. Dabei wird genetisches Material von einem Bakterium auf ein anderes
Bakterium lbertagen. Im Gegensatz wird der Gen-Transfer von Vorfahre zu Nachkommen als vertikaler Gen-
Transfer beschrieben.

13



EINLEITUNG

Dariber hinaus sind eine Vielzahl an Maoglichkeiten fiir Gen-Therapien an komplexen
Modellorganismen, wie der Maus, getestet worden (zusammengefasst in: Peralta et al. (2015)).
Hierbei wurden Gene z. B. durch Adeno-assoziierten Viren in mutierte Mause eingebracht, um
deren Defekte auszugleichen, deren Lebensspanne wiederherzustellen oder sogar zu verlangern.
Erfolgreich wurde diese Methode z. B. an Mausen mit einem defekten mitochondrialen Adenin-
Nukleotid-Translokator (ANT), der essentiell fir den Austausch von zytosolischem ADP und
mitochondrialen ATP ist, durchgefiihrt (Flierl et al., 2005). Weiterhin wurde gezeigt, dass
verschiedene Mausmodelle mit Komplex I-Mangel durch diese Methode die Funktion der
Atmungskette wiederhergestellt und die Lebensspanne verlangert wird (Bouaita et al., 2012;
Quintana et al., 2012). Darliber hinaus wurde das Einbringen von Genen durch Adenoviren auch
erfolgreich an Mausen, die als Modell fir verschiedene Krankheiten dienen, durchgefiihrt. So
wurden in dem Mausmodell fiir die Friedreich-Ataxie durch das Einbringen des Gens fiir das
humane Frataxin die Beeintrachtigungen wiederhergestellt (Perdomini et al., 2014). Moglich ist
auch Organismus-fremde Gene einzubringen, um die Lebensspanne zu beeinflussen. So kann in
Mausen ein Defekt in Komplex lll und IV der Atmungskette umgangen werden, indem die
pflanzliche alternative Oxidase (AOX) exprimiert wird (EI-Khoury et al., 2013; El-Khoury et al., 2014).
Dies wurde zuvor schon in D. melanogaster und humanen Zelllinien gezeigt (Fernandez-Ayala et al.,

2009; Kakizaki et al., 2010).

Die erste klinische Studie zur Verwendung von Gen-Therapien bei Herzkranzgefa-Erkrankungen
von Menschen wurde Mitte der 1990er Jahre unter Verwendung des Genes flir einen
Wachstumsfaktor durchgefiihrt (Baumgartner et al., 1998; Baumgartner et al., 2000; Isner et al.,
1998; Isner et al., 1996). Diese und auch andere Studien zeigten, dass Gen-Therapien theoretisch
moglich sind. Jedoch kam es bei zahlreichen Untersuchungen zu unerwiinschten Nebeneffekten,
den sogenannten ,Off-Target“-Effekten. Diese Effekte flihrten u.a. zur Bildung von Tumoren.
Dariber hinaus ist gerade die Adenoviren-vermittelte Methode nicht allgemein einsetzbar, da nicht
jede Zelle von ihnen infiziert werden kann. Zusammen mit diesen Griinden und den ethischen
Richtlinien sind Gen-Therapien am Menschen nicht praktikabel und auch eine Akkreditierung sehr

schwer bis unmoglich.

1.4.2 Interventionen durch die Applikation von Naturstoffen

Ein anderer Therapieansatz, als der beschriebene genetische, ist die sogenannte metabolische
Intervention. Dabei wird der Stoffwechsel der Mitochondrien z. B. durch sportliche Aktivitaten,

Kalorien-Restriktion oder Nahrungserganzungen beeinflusst. Diese Beeinflussungen verlangsamen
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den Alterungsprozess und den Verlauf verschiedener Krankheiten (Bach-Faig et al., 2011; Fontana

et al., 2010; Lopez-Otin et al., 2016; Madeo et al., 2015).

Die Wirkung von Pflanzen bzw. pflanzlichen Extrakten ist schon seit Jahrhunderten aus der
traditionellen indischen und chinesischen Medizin bekannt. Heute weiR man, dass die Wirkung auf
die einzelnen Bestandteile, die sogenannten Naturstoffe, zurlickzufiihren ist. Naturstoffe stellen
eine groRe Substanzfamilie mit breitem biologischen Aktivitdts-Spektrum dar. Gewonnen werden
die Naturstoffe hauptsachlich aus Pflanzen. Aber auch aus Bakterien, Pilzen und marinen Quellen
werden verschiedenste Naturstoffe isoliert. Ende des 19. Jahrhunderts gliederte der Physiologe und
spatere Nobelpreistrager Albrecht Kossel die Naturstoffe in primare und sekundare Stoffe (Kossel,
1981). Als priméare Stoffe zadhlte er fir das Wachstum und die Entwicklung eines Organismus
essentielle Naturstoffe. Diese gehen zu meist aus dem Primarmetabolismus hervor und bilden die
Grundstruktur eines Organismus, wie z. B. Nukleinsduren, Proteine, Lipide, Kohlenhydrate und
Fette. Zu den sekundaren Stoffen zdhlte er dagegen die aus dem Sekundarmetabolismus
hervorgehenden nicht essentiellen Stoffe, welche daher auch als Sekundarmetabolite bezeichnet

werden, wie z. B. Pheromone, Alkaloide, Phenole, und Steroide.

Sekundarmetabolite sind chemische Stoffe, die unter normalen Wachstums-Bedingungen nicht fir das
Uberleben essentiell sind. Deren Grundbausteine im Sekundirstoffwechsel entstehen, besonders durch den
Pentose-Phosphat-Weg, den Shikimat-Weg und den Phenylpropanoid-Weg (Ryan et al., 1999). Zu ihnen zdhlen
z. B. Pheromone, Alkaloide, Terpene und Steroide. Diese Stoffe beeinflussen u. a. den Geschmack, den Geruch
und die Farbe von Pflanzen. Dariiber hinaus sind sie fiir die Modulation von biochemischen Reaktions- und
Signaltransduktions-Wegen verantwortlich und sorgen fiir den Schutz vor Fressfeinden und Kompetitoren.
Zusatzlich signalisieren sie den physiologischen Status des Organismus und koordinieren die Sporulation und
die sexuelle Entwicklung (Calvo et al., 2002; Emri et al., 2015; Rodriguez-Urra et al., 2012). Im Alltag nutzt man
sie aufgrund ihrer biologischen Wirkungen unter anderem als Antibiotika, Insektizide, Fungizide und Herbizide.

Diese Einteilung ist mittlerweile Gberholt, wird aber historisch bedingt immer noch in der Literatur
verwendet. Heutzutage ist bekannt, dass ein Naturstoff sowohl lebenserhaltene Funktionen als

auch Funktionen eines klassischen Sekundarmetabolites aufweisen kann.

Chemische und pharmakologische Analysen der Naturstoffe fiihrten schon im 19. Jahrhundert zur
Entdeckung bis heute verwendeter Arzneimittel/Wirkstoffe nattirlichen Usprungs (Abbildung 6). Zu
diesen gehort z. B. der Antimalaria-Wirkstoff Chinin. Er wurde bereits Anfang des 19. Jahrhunderts
von den Chemikern Pelletier und Caventou aus der Rinde des Chinabaums (Chinchona pubescens)
isoliert und dient bis heute als Ausgangpunkt fiir die Entwicklung von Malaria-Therapeutika (Achan
et al., 2011). Auch das heute noch immer verwendete Opiat Morphin, frither Morphium genannt,
ist bereits seit Anfang des 19. Jahrhunderts bekannt. Der deutsche Friedrich Stiirmer isolierte es
1804 das erste Mal aus Opium, dem getrockneten Milchsaft des Schlafmohns (Papaver somniferum)

(Balunas und Kinghorn, 2005; Clardy und Walsh, 2004; Huxtable und Schwarz, 2001).
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Abbildung 6: Strukturformeln der wohl bekanntesten Arzneimittel abgeleitet von Naturstoffen. Von den
sechs abgebildeten Arzneimitteln sind bis auf das Penicillin alle Stoffe pflanzliche Stoffe oder von einem
pflanzlichen Stoff abgeleitet. Diese Wirkstoffe wurden bereits im 19. Jahrhundert beschrieben und werden
noch heute in der Medizin zur Behandlung von Krankheiten verwendet.

Weitere Wirkstoffe, die seit dem Ende des 19. Jahrhunderts bekannt sind und noch heute
verwendet werden, sind die Wirkstoffe Digitoxin und Pilocarpin. Digitoxin wird noch immer aus
Blattern des roten Fingerhuts (Digitalis purpurea) isoliert und zur Behandlung von
Herzrythmusstérungen eingesetzt (Diefenbach und Meneely, 1949). Pilocarpin ist ein Miotikum und
wird in der Augenheilkunde zur Verengung der Pupillen verwendet. Es kommt natirlich in
Jaborandiblattern (Rutakraut, Pilocarpus jaborandi) vor und wurde 1875 zum ersten Mal isoliert
(Taylor und al-Hashimi, 1996). Zu den bekanntesten natirlichen Wirkstoffen bzw. von Naturstoffen
abgeleiteten Wirkstoffen, die bereits seit gut 200 Jahren bekannt sind, gehort die
Acetylsalicylsdure, eher bekannt als Aspirin, und das Antibiotikum Penicillin. Aspirin ist ein
synthetischer Wirkstoff, der sich von der Struktur des Salicins aus der Weidenrinde ableitet und seit
Ende des 19. Jahrhunderts synthetisiert und verkauft wird. Seit den 1970er Jahren steht es auf der
Liste der unentbehrlichsten Arzneimittel der Weltgesundheitsorganisation (WHO ,,Model List of
Essential Medicines”) (Sneader, 2000). Im Vergleich zu den bisher beschriebenen pflanzlichen
Wirkstoffen ist Penicillin ein pilzlicher Wirkstoff. Er stammt aus dem Schimmelpilz Penicillium
notatum und wurde von Alexander Fleming aufgrund seiner wachstumshemmenden Eigenschaften

gegeniber Bakterien gefunden (Fleming, 1929).
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Bis heute sind Naturstoffe aus der Arzneimittel-Forschung nicht wegzudenken und dienen immer
haufiger als Leitstrukturen fiir die Entwicklung neuer Wirkstoffe. Der Anteil von Naturstoffen oder
von ihnen abgeleiteten Wirkstoffen nimmt unter den neu zugelassenen Arzneimitteln stetig zu.
Zwischen 1998 und 2013 wurden gut 60 solcher Arzneimittel auf dem europdischen, US-
amerikanischen und japanischen Markt zugelassen (Butler, 2005, 2008; Butler et al., 2014). Diese
Wirkstoffe sind Bestandteile von Medikamenten zur Behandlung verschiedenster Erkrankungen,
wie z. B. Malaria, Morbus Alzheimer, Krebs, Multiple Sklerose oder Diabetis. Neben den bereits
zugelassenen Wirkstoffen befanden sich in den Jahren 2008-2013 ca. 100 verschiedene Naturstoffe
oder von Naturstoffen abgeleitete Wirkstoffe in klinischen Studien fiir die Behandlung

unterschiedlicher Krankheiten (Butler et al., 2014).

Der groRte Teil der Naturstoffe aus Pflanzen gewonnen. Bis heute sind Giber 200000 Pflanzenstoffe
bekannt, die abhangig ihrer chemischen Eigenschaften in mehrere Gruppen gegliedert werden
(Brahmachari, 2009). Unter diesen bildet die Gruppe der phenolischen Verbindungen die groRte.
Es sind mehr als 8000 verschiedene Polyphenole bekannt (Bravo, 1998). Die Gruppe der
Polyphenole lasst sich wiederum, je nach Struktur, in 10 Untergruppen unterteilen (Bravo, 1998;
Harborne, 1986). Die wichtigste und gréRte Gruppe bildet dabei die Gruppe der Flavonoide (Bravo,
1998; Harborne, 1999), sie umfasst ca. 4000 bekannte Verbindungen (Harborne und Williams,
2000).

Phenolische Verbindungen bestehen aus einem aromatischen Ring (der Phenylgruppe; C¢Hs) und mindestens
einer Hydroxyl-Gruppe (= Sauerstoff und Wasserstoff, OH). Zwei oder mehr dieser Phenole kénnen zu
sogenannten Polyphenolen verbunden werden. Aufgrund ihrer Eigenschaft ROS abzufangen und unschadlich
zu machen, sind diese wichtig fiir den Schutz der Zelle. Daher zdhlen Polyphenole zu den Antioxidantien.

Polyphenole, besonders Flavonoide, sind aufgrund ihres ubiquitdaren Vorkommens in zahlreichen
Obst- und Gemiisearten taglicher Bestandteil der Erndhrung (Bravo, 1998). Arten mit sehr hohem
Polyphenol-Gehalt sind z. B. Trauben, Granatapfel, Apfel und auch verschiedene Tee-Sorten. So
enthalten Trauben und auch Apfel ca. 200-300 mg Polyphenole pro 100 g Frischgewicht (Pandey
und Rizvi, 2009). Uber die Jahre wurden pleiotrope Wirkungen der Polyphenole gefunden
(zusammengefasst in Abbildung 7). Es wurden neben anti-allergenen, entzindungshemmenden,
anti-mikrobiellen auch anti-oxidative und ,anti-Aging“~-Wirkungen gefunden. Dariliber hinaus
wirken Polyphenole schiitzend auf GefaRRe sowie das Herz und kénnen Thrombose vorbeugen
(Chung und Champagne, 2008; Singh et al., 2010; Viswanath et al., 2009). Zuséatzlich wurden auch
krebshemmende und neuroprotektive Effekte beschrieben (Queen und Tollefsbol, 2010; Scalbert

etal., 2005).
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Abbildung 7: Bekannte Wirkungen von Polyphenolen. Darstellung der pleiotropen Wirkungen von
Polyphenolen auf verschiedenen Organismen. Durch diese Effekte wirken sie schitzend auf das Herz-
Kreislauf- und das Nervensystem. Sie wirken vorbeugend auf Krankheiten wie z. B. Krebs, Diabetes,
Thrombose und Asthma. Dariiber hinaus verlangsamen einige Polyphone den Alterungsprozess.

Eines der wohl meist untersuchtesten Polyphenole ist das Resveratrol, welches in mehr als 70
verschiedenen Pflanzenarten gefunden wurde (Knutson und Leeuwenburgh, 2008; Kundu und Surh,
2008). Unter anderem weist es ,anti-Aging”“-Eigenschaften auf und verlangert die Lebensspanne
verschiedener Organismen (Howitz et al., 2003; Wood et al., 2004). Krebswachstum-hemmende
Polyphenole lassen sich u. a. in Granatapfeln finden. Diese wirken z. B. hemmend auf das Wachstum

von Brustdriisen-, Lungen-, Darm-, Prostata- und Hautkrebszellen (Lansky und Newman, 2007).

In den folgenden Kapiteln werden drei ausgewahlte Polyphenole und ihre bereits bekannten
Effekte genauer beschrieben. Jedoch sind die genauen zugrundeliegenden Wirkmechanismen bei

allen drei Verbindungen nicht vollstéandig aufgeklart.

Gossypol - Ein Polyphenol der Baumwollsamen

Ein seit vielen Jahren bekanntes Polyphenol ist das gelb-brdunliche Gossypol (Abbildung 8). Dies
wurde bereits Ende des 19. Jahrhunderts aus Baumwollpflanzen (Gossypium spec.) wahrend der
Baumwollsamen-Ol Gewinnung isoliert (Longmore, 1986). Es existiert in (+)- und (-)-Enantiomeren
(Freedman et al., 2003). Diese zwei Enantiomere kommen in unterschiedlichen Verhiltnissen in
verschiedenen Organen der Pflanze vor. So tritt in den Samen der Baumwollpflanzen vermehrt (-)-
Gossypol auf. Im Durchschnitt kommt dieses Enantiomer am haufigsten in den verschiedenen

Baumwollarten vor (Cass et al., 2004; Stipanovic et al., 2006).
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Abbildung 8: Strukturformel von Gossypol. Gossypol kommt natirlich in Baumwoll-Samen (Gossypium) in
zwei Enantiomeren, dem (+)-Gossypol und dem (-)-Gossypol (AT101), vor. Verwendung findet dieses
Polyphenol in der Forschung nach geeigneten Krebstherapien fiir z. B. die Behandlung von Gehirn-Tumoren
(Glioblastom). Die Summenformel von Gossypol ist C3oH300s und der IUPAC-Name lautet 1,1',6,6',7,7'-
Hexahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-2,2'-binaphthalin-8,8'-dicarbaldehyd.

Erste Hinweise auf eine pharmakologische Wirkung ergab sich bereits in den 1950er Jahren. Es
wurde vermutet, dass die auffallige Unfruchtbarkeit vieler Dorfbewohner in China mit der
Verwendung von Baumwollsamen-Ol zusammenhingt. Studien ergaben eine verringerte
Spermienanzahl bei den mannlichen Bewohnern (Liu, 1957). Diese Entdeckung war der AnstoR fiir
die Forschung an der ,Pille fir den Mann®. Es folgten viele weitere Studien. In dem Rahmen wurde
es auch als Verhitungsmittel fiir die Tierzucht erforscht und Untersuchungen der Wirkung an
Ratten, Schweinen und Affen durchgefiihrt (Coutinho, 2002; Qian und Wang, 1984). In den 1980er
Jahren wurden in China Studien mit 8000 Maéannern zur Wirksamkeit von Gossypol als
Verhitungsmittel durchgefiihrt (Liu und Lyle, 1987; Liu et al., 1987; Liu et al., 1981). Nach dem
Absetzen von Gossypol blieben jedoch 20 % der Testpersonen dauerhaft unfruchtbar, was zur
Einstellung der Forschung von Gossypol als Verhiitungsmittel fihrte (Coutinho, 2002; Meng et al.,
1988).

Weitere Forschungs-Aktivitdten ergaben in der Mitte der 1980er Jahre erste Befunde, dass
Gossypol das Wachstum von Tumoren hemmt und somit ein wirksames Chemotherapeutikum ist
(Tso, 1984; Tuszynski und Cossu, 1984). Einige Jahre spater wurde eine anti-virale Aktivitdt von
Gossypol gegen das ,,Humane Immundefizienz-Virus” (HIV-1), das Herpes-simplex-Virus (HSV-2)
sowie gegen das Polio-Virus und das Influenza-Virus gefunden (Lin et al., 1989; Radloff et al., 1986).
Neben der anti-viralen Aktivitat wurde auch eine anti-bakterielle Aktivitdt sowohl gegen Gram-
positive als auch Gram-negative Bakterien, wie z. B. Streptococcus spp., Salmonella spp. und
Shigella spp., gefunden (Vadehre et al., 1985). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass Gossypol in
Dickdarmkrebs-Zellen und Myelom-Zellen die Bildung von ROS steigert (Ko et al., 2007; Xu et al.,
2014).

Mittlerweile wurde die krebs- und wachstumshemmende Wirkung auf zahlreiche verschiedene

Tumor-Zellen aus unterschiedlichen Geweben sowohl in-vitro als auch in-vivo gezeigt. Diese
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Wirkungen sind starker wenn (-)-Gossypol und nicht (+)-Gossypol oder ein Gemisch verwendet wird
(Dodou et al., 2005). Beispielsweise wirkt (-)-Gossypol auf Brust-Karzinome (Gilbert et al., 1995;
Jaroszewski et al., 1990; Thomas et al., 1991), Dickdarm-Karzinome (Wang et al., 2000; Zhang et al.,
2003), Leukamie-Zellen (Balci et al., 1999; Jarvis et al., 1994) und Glioblastom-Zellen (Coyle et al.,
1994). Je nach Zellhintergrund ist das Absterben der Tumore mit der Induktion von apoptotischem
Zelltod (Antonietti et al., 2016; Balakrishnan et al., 2008; Mani et al., 2015; Meng et al., 2008;
Wolter et al., 2006) oder aber autophagischem Zelltod (Lian et al., 2011; Voss et al., 2010)
verbunden. Zudem wurde in verschiedenen Studien eine Verbindung zwischen der Gossypol-
Wirkung und der Mitochondrienfunktion gezeigt. So wurde schon friih eine Wirkung auf die
Atmungskette dhnlich der eines Entkopplers gefunden (Abou-Donia und Dieckert, 1976; Reyes und
Benos, 1988).

Entkoppler (Protonophore) sind Stoffe, die das mitochondriale Membranpotential (Protonengradient)
aufheben und so den Elektronentransport von der ATP-Generierung trennen (,,entkoppeln®). Es wird zwischen
physiologischen und kiinstlichen (chemischen) Entkopplern unterschieden. Ein physiologischer Entkoppler ist
Thermogenin, oder auch entkoppelndes Protein (,uncoupling protein“ kurz UCP1) genannt, ein
Transmembranprotein in den Mitochondrien des braunen Fettgewebes (Nicholls et al., 1978). Zu den
kunstlichen Entkopplern zdhlen 2,4-Dinitrophenol, FCCP (Carbonylcyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon)
und CCCP (Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon).

AuRerdem flihrt Gossypol zu einem Verlust der mitochondrialen Cristae (Benz et al., 1990) und zu

einer Depolarisation und Fragmentierung der Mitochondrien (Voss et al., 2010).

Der genaue zugrundeliegende Wirkmechanismus der durch Gossypol verursachten Effekte ist bis

heute nicht vollstandig aufgeklart und weiterhin Teil des aktuellen Forschungsgeschehens.

Curcumin - Ein Polyphenol der Gelbwurzel

Zu den Pflanzen, die schon in der traditionellen indischen und chinesischen Medizin verwendet
wurden, zahlt Kurkuma, auch Gelbwurzel oder gelber Ingwer (lat. Curcuma longa, Familie der
Ingwergewachse (lat. Zingiberaceae) genannt. Die Pflanze und ihre positiven Eigenschaften wurden
schon Ende des 13. Jahrhunderts im Reisebericht von Marco Polo erwdhnt und von arabischen
Kaufleuten nach Europa gebracht (Hatcher et al., 2008). Als biologisch aktiver Bestandteil, welcher
ursachlich fur die positiven Eigenschaften ist, wurde das Polyphenol Curcumin beschrieben
(Abbildung 9). Dieses ist verantwortlich fir die typische gelbe Farbe und wurde das erste Mal 1815
von den Chemikern Vogel und Pelletier isoliert (Aggarwal et al., 2007). Aufgrund der intensiven

gelben Farbe wird es als Lebensmittelfarbstoff verwendet und ist seit den 1980er Jahren laut der
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Zusatzstoff-Zulassungsverordnung in Deutschland als Zusatz fiir Lebensmittel (E100) zugelassen. Es

wird z. B. zum Farben von Senf verwendet (Scotter, 2011; Unterhalt, 1980).

OCHs H3CO

Abbildung 9: Strukturformel von Curcumin. Curcumin ist der gelbe Farbstoff aus der Gelbwurzel (Kurkuma,
Curcuma longa). Dieses Polyphenol wird aufgrund der pleiotropen biologischen Eigenschaften sowohl in der
Medikamenten-, als auch der ,anti-Aging“-Forschung verwendet. Curcumin hat die Summenformel C21H200s
und nach der IUPAC Nomeklatur die Bezeichnung (1E,6E)-1,7-Bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-hepta-1,6-
dien-3,5-dion.

Seit dem ersten wissenschaftlichen Artikel im Jahr 1937 zur Wirkung von Curcumin (Oppenheimer,
1937), sind bis heute pleiotrope biologische Effekte von Curcumin gefunden und veroffentlicht
worden (Esatbeyoglu et al., 2012). So sind neben entziindungshemmenden (Satoskar et al., 1986;
Srimal und Dhawan, 1973), krebshemmenden (Kuttan et al., 1985), anti-oxidativen (Sharma, 1976;
Toda et al., 1985) und wundheilenden (Sidhu et al., 1998) auch anti-mikrobielle (Negi et al., 1999)
Effekte bekannt. Dariliber hinaus wurde ein ,,anti-Aging“-Effekt von Curcumin gefunden. In Kulturen
gealterter Netzhautzellen steigert Curcumin die Zell-Viabilitat, abhdngig von der eingesetzten Dosis
(Zhu et al., 2015). Zudem verlangert Curcumin die Lebensspanne von D. melanogaster (Lee et al.,
2010; Salvioli et al., 2007; Shen et al., 2013a; Sikora et al., 2010; Suckow und Suckow, 2006) und
C. elegans (Lian et al., 2011).

Der genaue Wirkmechanismus der Curcumin-vermittelten Lebensverlangerung ist nur teilweise
aufgeklart. Es gibt Hinweise, dass der ,anti-Aging“-Effekt mit einem anti-oxidativen Effekt
verbunden ist. Es wurde gezeigt, dass neben der Lebensverlangerung in D. melanogaster auch eine
gesteigerte SOD-Aktivitdt durch Curcumin (Shen et al., 2013a) bzw. eine erhdhte Resistenz
gegeniber oxidativem Stress (Lee et al., 2010) vermittelt wird. Weitere Studien deuten eine
Verbindung zwischen dem Effekt von Curcumin und der Mitochondrienfunktion an. So zeigten
Molina-Jijon und Kollegen, dass Curcumin vor den negativen Effekten von Kaliumdichromat auf die
mitochondriale Atmung, das mtMP und auf die ATP-Synthese schiitzt (Molina-Jijon et al., 2011).
Dazu passend erhoht eine Curcumin-Behandlung die mitochondriale Atmung in Rattenherzen
(Correa et al., 2013). Eine weitere Studie zeigt eine Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs in ,State 4

und ,State 3“ in Nieren von Mausen nach Curcumin-Exposition (Martinez-Morua et al., 2013).
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Neben den verschiedenen biologischen Effekten zeigt Curcumin positive Eigenschaften auf
verschiedene, teils altersbedingte Krankheiten. So wirkt eine Curcumin-Behandlung positiv auf
neurogenerative Erkrankungen (zusammengefasst in: Monroy et al. (2013)). Zu diesen Krankheiten
gehort z. B. die Huntington-Krankheit (Chongtham und Agrawal, 2016), Morbus Alzheimer (Lim et
al., 2001; Yang et al., 2005; Zhang et al., 2010) und Morbus Parkinson (Zbarsky et al., 2005).
AulRerdem wirkt Curcumin positiv bei kardiovaskuldren Erkrankungen (Gonzalez-Salazar et al.,

2011) und verschiedenen Krebsarten (Bush et al., 2001; Shureiqi und Baron, 2011).

Quercetin - Ein weit verbreitetes Flavonoid

Ein weiteres Polyphenol und Bestandteil unserer taglichen Nahrung ist Quercetin (Abbildung 10).
Aufgrund der Struktur und chemischen Eigenschaften zdhlt Quercetin zur Untergruppe der
Flavonoide. Es ist ubiquitdar in Pflanzen verbreitet und daher das am meisten in der Natur

vorkommende Flavonoid (Hertog et al., 1992).

OH O

Abbildung 10: Struckturformel von Quercetin. Das Flavonoid Quercetin kommt ubiquitar in vielen Obst und
Gemiise Arten vor. Es wird neben der ,anti-Aging“-Forschung auch in der Forschung nach geeigneten
Krebstherapien eingesetzt. Quercetin hat die Summenformel CisH1007 und die Bezeichnung nach IUPAC
lautet 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-4H-chromen-4-on.

Quercetin kommt in vielen pflanzlichen Lebensmitteln, wie z. B. Apfeln, Brokkoli, Zwiebeln und
Trauben, aber auch in Getranken, wie z. B. Tee, Wein und Fruchtsafte, vor. Der Gehalt an Quercetin
variiert zwischen den verschiedenen Lebensmitteln und Getranken deutlich und nimmt bei der
Zubereitung oder Verarbeitung der Lebensmittel ab (vgl. Tabelle 1). Bedingt durch das ubiquitare
Vorkommen und den unterschiedlichen Gehalt liegt die tagliche Zufuhr an Quercetin bei normaler

westlicher Erndhrung bei bis zu 30 mg (Bohm et al., 1998; Linseisen et al., 1997).
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Tabelle 1: Quercetingehalt ausgewdhlter Lebensmittel und Getranke.
Die Daten wurden aus Bhagwat et al. (2014) entnommen.

Quercetingehalt

LeraremiGs et (in mg/100 g essbarer Anteil bzw mg/100 ml)

Apfel (ungeschilt) 0,0-12,0
Apfel (geschalt) 0,0-2,0
Apfelsaft 0,0-3,0
Brokkoli 0,0-14,0
Cranberries 7,3-25,0
Erdbeeren 0,0-4,4
Kakao 1,0-5,5
Kapern (roh) 150,0 - 323,0
Kopfsalat 0,0-21,0
Pflaume 0,5-8,7
Rotwein 01-34
Spargel 0,1-29,0
Tee (griun, zubereitet) 0,1-4,1
Tee (schwarz, zubereitet) 0,9-4,8
Trauben (rot) 0,2-3,7
Zwiebeln 1,5-90,8

Nachdem Quercetin 1857 erstmals beschrieben wurde, stieg das wissenschaftliche Interesse
aufgrund potentieller gesundheitsfordernder Wirkungen auf den menschlichen Koérper. Bedingt
durch krebs- und wuchshemmende Eigenschaften wird Quercetin u. a. in der Tumorforschung und
der Suche nach geeigneten Therapien verwendet. So verringert eine Behandlung von Magenkrebs-
Zellen mit Quercetin die Zell-Viabilitdt (Wang et al., 2011). Dartber hinaus beeinflusst das Flavonoid
das Wachstum von Blutkrebs-Zellen, Hautkrebs-Zellen sowie Gehirn- und Lungentumoren (Kim et
al., 2013; Sak, 2014). AulRerdem zeigten Studien mit Quercetin eine entziindungshemmende
Wirkung (Yoon et al., 2012), sowie positive Einflisse auf Erkrankungen wie Arthritis (Bae et al.,

2009), Asthma (Knekt et al., 2002) und Diabetes (Jeong et al., 2012).

Ferner wurden ,anti-Aging“-Effekte von Quercetin gefunden. Durch eine Behandlung mit Quercetin
verlangert sich die Lebensspanne von S. cerevisiae (Belinha et al., 2007) und C. elegans (Griinz et
al., 2012; Kampkotter et al., 2008; Pietsch et al., 2009; Saul et al., 2008; Surco-Laos et al., 2011).
Ubereinstimmend wurde ein lebensverldngernder Effekt von Quercetin auch auf humane Zelllinien
gefunden (Niklas et al., 2012). Die Quercetin-vermittelte Lebensverlangerung wird in einigen Fallen
mit einer anti-oxidativen Wirkung in Verbindung gebracht (Belinha et al., 2007; Kampkétter et al.,
2008; Pietsch et al., 2009; Saul et al., 2008). Anti-oxidative Effekte sind auch fiir viele andere
Flavonoide beschrieben (Bors et al., 1994) und lassen sich auf die charakteristischen Catechol-

Gruppen mit den Hydroxyl-Resten zuriickfiihren (Heijnen et al., 2002).

Trotz anti-oxidativer Eigenschaften zeigen Flavonoide auch pro-oxidative Eigenschaften. Diese

spielen unter normalen Bedingungen, wenn die Zelle im Gleichgewicht ist, keine Rolle. Jedoch
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kommt es unter gewissen Umstdnden, wie eine hohe Konzentration an freien Metallionen (Canada
et al., 1990; Croft, 1998; Decker, 1997) oder aber einer stark erhéhten Flavonoid-Konzentration
(Watjen et al., 2005; Yen et al., 2003), zu einer pro-oxidativen Wirkung. AuBerdem beglinstigt eine
hohe Menge ROS in der Zelle die pro-oxidativen Eigenschaften. Entsprechend wurde ein pro-
oxidativer Effekt von Quercetin in Ratten und Zellkulturen unter bestimmten Bedingungen

gefunden (Laughton et al., 1989; Metodiewa et al., 1999; Robaszkiewicz et al., 2007).

Unter normalen Bedingungen wirkt Quercetin in der Zelle allerdings anti-oxidativ und schiitzt die
Zelle (Abbildung 11A). Dies kann auf zwei Wegen geschehen. Zum einen kann Quercetin direkt
Superoxid abfangen, indem die Hydroxyl-Reste der Catechol-Gruppe mit Superoxid unter Bildung
von Wasserstoffperoxid reagieren und Quercetin-Semichinon gebildet wird. Dies Semichinon kann
in mehreren Schritten wieder zu Quercetin umgewandelt werden (Bors et al., 1994; Rice-Evans et
al.,, 1996). In einer weiteren anti-oxidativen Reaktion kann Quercetin in zwei Schritten mit
Superoxid und Metallionen, unter der Bildung von Wasserstoffperoxid und einem Quercetin-
Metall-Komplex, reagieren. Durch diese Reaktion werden Metalle, wie Cu?* und Fe**, chelatiert und
so wird deren Reduktion in der Haber-WeiRR-Reaktion und der anschliefenden Bildung von
Hydroxylradikalen durch die Fenton-Reaktion verhindert (Morel et al., 1994; Perron und

Brumaghim, 2009).

Liegen in der Zelle jedoch abnorme Bedingungen, wie eine hohe Menge Superoxid oder
Metallionen, vor, wirkt Quercetin pro-oxidativ und somit zellschadigend (Abbildung 11B)
(Metodiewa et al., 1999; Robaszkiewicz et al., 2007). Zunachst fangt Quercetin, wie bei der anti-
oxidativen Wirkung, unter Bildung von Quercetin-Semichinon Superoxid ab. Diese Reaktion lauft
aufgrund der erh6hten Superoxid-Menge verstarkt ab und das Quercetin-Semichinon hauft sich an.
AuRerdem reagiere die Hydroxyl-Reste mit Metallen (Cu?* und Fe?*), wodurch weiteres Quercetin-
Semichinon gebildet wird. Die bei dieser Reaktion entstandenen reduzierten Metalle (Cu* und Fe?*)
begiinstigen zusatzlich die Fenton-Reaktion (Brown et al., 1998; Cao et al., 1997). Das so stark
vermehrt vorliegende Quercetin-Semichinon wird nicht schnell genug zu Quercetin regeneriert,
sodass es mit molekularem Sauerstoff unter Bildung von weiterem Superoxid und einem Quercetin-
Chinon reagiert (Canada et al., 1990). Das entstehende Superoxid kann wiederum mit Quercetin
reagieren und die schadlichen Reaktionen weiter vorantreiben. So wird unter abnormen

Bedingungen im Vergleich zu normalen Bedingungen die schadliche Fenton-Reaktion beglinstigt.
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Abbildung 11: Anti- bzw. pro-oxidative Wirkung von Quercetin. Je nach Beschaffenheit der Zelle ruft
Quercetin bedingt durch anti-oxidative Eigenschaften einen Zellschutz oder durch pro-oxidative
Eigenschaften eine Zellschadigung hervor. (A) Unter normalen Zell-Bedingungen fangt Quercetin, unter
Bildung von Wasserstoffperoxid (H202), Superoxid (O~) ab. Dabei wird Quercetin zu Quercetin-Semichinon
oxidiert und kann in mehreren Schritten wieder regeneriert werden. Zusatzlich kann Quercetin Metallionen
(Cu?* oder Fe®*) chelatieren und so die Bildung des hoch reaktiven Hydroxylradikals durch die Fenton-Reaktion
verhindern. (B) Unter abnormen Zell-Bedingungen, wie erhéhter Superoxid-, Metallionen- oder Quercetin-
Konzentration, hduft sich Quercetin-Semichinon in der Zelle an, da es auf verschiedenen Wegen gebildet
werden kann. Zum einen wird es durch die Oxidation von Quercetin durch Superoxid und zum anderen durch
die Oxidation durch Metallionen gebildet. Die hierbei entstehenden reduzierten Metalle begiinstigen die
Fenton-Reaktion. Das Quercetin-Semichinon reagiert mit molekularem Sauerstoff unter Bildung von
Superoxid. Dies reagiert wiederum mit Quercetin und fuhrt zu einer weiteren Bildung von Quercetin-
Semichinon. So wird auf mehreren Wegen die Fenton-Reaktion begiinstigt und eine Schadigung der Zelle
hervorgerufen. Die roten Sterne (*) markieren die Stellen, welche die Fenton-Reaktion beglinstigen.
Abbildung modifiziert nach Perron und Brumaghim (2009).

Wie die anti-oxidative Wirkung ist auch die pro-oxidative auf die benachbarten (vicinalen) Hydroxyl-
Reste der Catechol-Gruppe zuriickzufihren (Heijnen et al., 2002). Durch eine Methylierung der
Reste wird der oxidative Einfluss von Quercetin und auch anderen Flavonoiden verhindert (Cao et
al., 1997; Duenas et al., 2010; Lemanska et al., 2004). In Studien mit Nagern und Menschen wurde
gezeigt, dass diese Methylierung auf einer Aktivitdt von Catechol-O-Methyltransferasen beruht
(Chen et al., 2011; Zhu et al., 1994; Zhu et al., 2010). Da O-Methyltransferasen sowohl mit der

Alterung als auch mit oxidativem Stress in Verbindung stehen (Kunstmann und Osiewacz, 2008,
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2009; Shirasawa et al., 1995; Tunbridge et al., 2007), ist ein Zusammenhang mit den Quercetin-

Effekten denkbar, jedoch bisher nicht experimentell belegt.

Neben den beschriebenen Effekten beeinflusst Quercetin die Mitochondrienfunktion. Ahnlich zu
den oxidativen Effekten sind auch widerspriichliche Ergebnisse in Bezug auf die Mitochondrien
ermittelt worden. So zeigen einige Studien eine Beeintrachtigung der mitochondrialen Atmung
durch Quercetin (Dorta et al., 2008; Dorta et al., 2005; Ruiz et al., 2015) und andere einen positiven
Effekt (Karuppagounder et al., 2013). Ob und wie die beschriebenen Effekte auf die Lebensspanne,
die Mitochondrienfunktion und die ROS-Menge in einem Zusammenhang stehen, ist nur

unzureichend bis gar nicht aufgeklart und daher weiterhin im Interesse der Wissenschaft.

1.5 Podospora anserina als Modell fiir die Alterns- und Mitochondrien-

Forschung

Fiir viele Fragestellungen in der Wissenschaft wird auf Untersuchungen an sogenannten
Modellorganismen zurilickgegriffen. Dies liegt nicht nur an der langen Generations- und
Lebensdauer des Menschen, sondern auch an ethischen Richtlinien. Schon Gregor Mendel hat sich,
im Rahmen seiner Untersuchungen zur Vererbbarkeit im Jahre 1866, Gedanken zu einem
geeigneten Modellorganismus gemacht und die Erbsenpflanze verwendet. So wird noch heute
anhand der phylogenetischen Position und der experimentellen Zuganglichkeit fir das spezifische
Forschungsinteresse ein geeigneter Organismus ausgewidhlt. Uber die Jahre haben sich
verschiedene komplexe Modellorganismen, wie die Maus (Mus musculus), die Taufliege
(Drosophila melanogaster) und der Fadenwurm (Caenorhabditis elegans) in Forscherkreisen
etabliert (Mdiller und Grossniklaus, 2010). Darliber hinaus haben sich auch einfachere
Modellorganismen wie die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae und der Schlauchpilz Podospora

anserina als geeignet herausgestellt, besonders in der Alternsforschung.

P. anserina zeichnet sich durch eine leichte Kultivierbarkeit und eine begrenzte Lebensspanne von
ca. 25 Tagen aus (Rizet, 1953). Setzt die Seneszenz ein, verlangsamt sich die Wuchsrate und es
kommt zu einer verstarkten Pigmentierung, einer Hyperpigmentierung. Schlussendlich kommt das
Wachstum vollig zum Erliegen und die Hyphenspitzen sterben ab (Esser und Tudzynski, 1980).
Zusammengenommen werden diese Verdnderungen als Seneszenz-Syndrom bezeichnet (Rizet,
1953). Die Arbeit mit P. anserina wird durch viele etablierte genetische und molekularbiologische
Methoden (Osiewacz et al., 2013) und ein vollstdndig sequenziertes und annotiertes Genom

(Espagne et al., 2008) erleichtert.
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Im Gegensatz zur Hefe, der im Vergleich zum Menschen der Komplex | der Atmungskette fehlt
(Grandier-Vazeille et al., 2001), besitzt P. anserina wie der Mensch vier Atmungskettenkomplexe
(Komplex | bis V) sowie die FoF:-ATP-Synthase und eignet sich daher besser fiir Analysen der
Mitochondrienfunktion und der Verbindung zum Alterungsprozess (Gredilla et al., 2006). Darliber
hinaus war P. anserina der erste Organismus, in dem eine Rolle der Mitochondrien in der Regulation
des Alterungsprozesses gezeigt wurde (Marcou und Schecroun, 1959; Marcour, 1961). Weitere
Analysen Ende der 1970er Jahre ergaben eine altersabhdngige Reorganisation der mtDNA.
Einhergehend wurde eine vermehrte Freisetzung einer zirkuldren DNA beobachtet. Diese zirkuldre
DNA &hnelt einem bakteriellen Plasmid und wird daher auch ,plasmid-like“ DNA (kurz: pIDNA)
genannt (Cummings et al., 1979; Stahl et al., 1978). Die Sequenz der pIDNA entspricht dem ersten
Intron des PaCox1-Gens, welches fiir die erste Untereinheit des Atmungskettenkomplexes IV
kodiert (Osiewacz und Esser, 1984). Diese Reorganisation resultiert in dem Verlust essentieller
mitochondrialer Gene durch Deletionen innerhalb der mtDNA (Albert und Sellem, 2002; Belcour,
1981; Kiick et al., 1985). Weiterhin verdndert sich im Laufe des Alterns die mitochondriale Dynamik,
die Morphologie sowie die Ultrastruktur der Mitochondrien von P. anserina (Daum et al., 2013;

Delay, 1963; Scheckhuber et al., 2007).

Die Verbindung zwischen Mitochondrienfunktion und Alterungsprozess wird bis heute durch
verschiedene Studien, die einen Einfluss von Manipulationen des mitochondrialen Metabolismus
von P. anserina auf die Lebensspanne und die Fitness zeigen, untermauert. Beispielsweise flihren
Deletionen der Atmungskettenkomplexe Il und IV zu einer Verlangerung der Lebensspanne, durch
eine Aktivierung der alternativen Oxidase (AOX) und einhergehender verringerter ROS-Bildung
(Dufour et al., 2000; Schulte et al., 1988; Stumpferl et al., 2004). Ubereinstimmend fiihren andere
Manipulationen an der Atmungskette oder auch der mitochondrialen Morphologie zu
Verdanderungen der Lebensspanne. So fuhrt die Beeinflussung der mtRSC-Assemblierung durch die
Deletion der Gene der Assemblierungsfaktoren (PaRCF1 und PaRCF2) zu einer Verkiirzung der
Lebensspanne (Filippis, 2013; Fischer et al., 2015). Darliber hinaus fihrt die Deletion von PaDnm1,
welches fiir einen Teil der Fissions-Maschinerie kodiert, oder PaAtpe und PaAtpg, welche fiir Teile
der FoF1-ATP-Synthase kodieren, zu einer verdnderten Mitochondrien-Morphologie und
Lebensspanne (Rampello et al., 2018; Scheckhuber et al., 2007). Weiterhin beeinflussen
Veranderungen der mitochondrialen Qualitatskontrolle den Alterungsprozess von P. anserina
(Fischer et al., 2012; Osiewacz et al., 2010). So fihren Manipulationen in Form von Deletionen aber
auch Uberexpression der mitochondrialen Proteasen PaLON (Adam et al., 2012; Luce et al., 2010),

PalAP (Weil et al., 2011) und PaCLPP (Fischer et al., 2013) zu einer Verdnderung der Lebensspanne.
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2 ZIELSETZUNGEN DER ARBEIT

»l want to be forever young*

aus ,Forever Young” von Marian Gold (Alphaville), 1984

Mit dieser Zeile aus dem Refrain des Liedes beschreibt Marian Gold einen weiteren Gedanken, den
viele Menschen haben, die Entdeckung der Quelle der ewigen Jugend. Denn der wohl dlteste Traum
der Menschheit ist der Traum von einem langen und gesunden Leben. So ist die Suche nach dem

sogenannten Jungbrunnen seit vielen Dekaden Teil der Forschung.

Ein Ansatzpunkt auf der Suche nach dem Jungbrunnen sind die Mitochondrien. Deren Funktion
spielt eine Schliisselrolle sowohl im Alterungsprozess als auch bei der Entstehung von zum Teil
altersbedingten Krankheiten. Bis heute wird an der vollstandigen Aufklarung der dem Altern
zugrundeliegenden Prozesse geforscht. Dabei wird durch genetische Manipulation der bekannten
Prozesse versucht, Einfluss auf den Alterungsprozess bzw. die Entstehung oder den Verlauf von
Krankheiten zu nehmen. Dariber hinaus wird seit langem die Wirkung von Naturstoffen, welche in
der taglichen Nahrung enthalten sind, auf die Mitochondrien untersucht. Uber die Jahre wurden
viele dieser Stoffe, insbesondere Polyphenole, identifiziert, die das Leben verlangern,
Krankheitsverlaufe verlangsamen, oder das Wachstum von Tumoren einschranken. Jedoch sind die

zugrundeliegenden Wirkmechanismen vieler Polyphenole nur teilweise oder gar nicht aufgeklart.

Ziel der vorliegenden Dissertation war daher die Entschliisselung der zugrundeliegenden
Wirkmechanismen ausgewadhlter Polyphenole, welche in der Alterns- oder Krebsforschung
Verwendung finden, unter Verwendung des eukaryotischen Modellorganismus P. anserina. Die
Polyphenole Curcumin und Quercetin zahlen zu den, fir die Alterns- und Medikamenten-
Forschung, interessanten Verbindungen. Von beiden sind positive Einfllisse auf die Lebensspanne
verschiedener Organismen bekannt, sowie Hinweise auf einen Zusammenhang mit der
Mitochondrienfunktion und dem ROS-Stoffwechsel. Mit Gossypol sollte ein drittes Polyphenol auf
den Wirkmechanismus hin untersucht werden. Dieses Polyphenol ist von groem Interesse in der
Krebstherapie-Forschung und wurde schon erfolgreich zur Wachstumshemmung von Tumoren
verwendet. Desweiteren gibt es Hinweise auf einen Zusammenhang der Wirkung mit der

Mitochondrienfunktion.

Die genauen Wirkmechanismen und die Zusammenhange aller drei Polyphenole sind nicht
vollstandig geklart und die vorliegende Dissertation soll zu deren Aufkldrung beitragen. Der
Schwerpunkt der Analysen lag auf der Mitochondrienfunktion, dem ROS-Stoffwechsel und die
damit verbundenen Effekte. Um die Mitochondrienfunktion besser beurteilen zu kénnen, sollte

zunachst eine Methode zur Messung des mitochondrialen Membranpotentials etabliert werden.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Die im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Geréate sind mit Modell- und Herstellerangaben in

Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Liste der verwendeten Geréte.

Gerat Modell Hersteller
Autoklav HS 6606 EC-1 Getinge
Binokular M3Z Wild Heerbrugg
Brutschranke WTC, KBW400 und KBW720 Binder
Bunsenbrenner GASI Schitt
Eismaschine AF 103 Scotsman
Elektrophorese-Kammern Mini-Protean® Il Cell BioRad

Mini-Protean® Tetra Cell

Mini Trans-Blot® Cell

Protean® Il
Feinwaage CP 64 Sartorius

PB 303 Mettler Toledo
Fluoreszenzmikroskop DM LB Leica
Gefrierschrank GS 5903 (-20 °C) Liebherr

MDF-U73V (-80 °C) SANYO
Gradientenmischer Econo Pump Ep-1 700 BioRad
Heizblock Thermomixer compact Eppendorf
Homogenisator Beat-Beater™ HBB 908-CE Biospec

Precellys 24 Peglab
Kahlschrank UKS 3600 (4-8 °C) Liebherr
Laborabzug VARIOLAB Mobilien W90 Waldner
Leuchttisch ,Slimlite LED” 2449 Kaiser Fototechnik
Magnetrihrer Ikameg Reo IKA Labortechnik

Yellow MAG HS 7 Yellowline

MR Hei-Mix S Heidolph
Mikroliter Pipetten 10 pl; 25 pl; 50 pl; 100 pl Hamilton
Mikrotiterplatten-Lesegerat Safire 2 Tecan
Mikrowelle Micro-Chef FM B935 Moulinex
Multipette Signature EHP Pipettur 20-200 pl VWR
pH-Meter Calimatic 761 Knick
Photometer Ultrospec 2100 pro Amersham Bioscience
Pipetten Pipetman (5000 pl; 1000 pl; 200 pl; 20 pl; 2 pul)  Gilson
Proteinfokussierungskammer Protean® IEF Cell Bio-Rad

(Fluo-)Respirometer
Scanner

Schittelinkubator
Schittler

Spannungsquellen

Sterilbank

Trockenschrank

Ettan IGPhor IEF unit
Oroboros-2k (Serie C und G)
HP Scanjet G4010

GS-800 Calibradet Densitometer

Odyssey Infrared Imager
HT-Infors

Mini Rocker MR-1
Promax 1020

Power Pac 3000

EV202

EV233

NSF 49

LF 460 EC

TKE 117

GE Healthcare
Oroboros Instruments
HP

BioRad
LI-COR
Infors-HT
Peglab
Heidolph
BioRad
Peqlab
Consort

Clean Air

EHRET
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Ultra-Zentrifuge WX Ultra 80 mit Rotor AH650 Thermo Fischer
Vortex Vortex Genie 2 Scientific Industries
Waage LC 821 Sartorius
Wasseraufbereitung Milli-Q Reference Millipore
Zentrifugen 5417 R mit FA-45-24-11 Eppendorf

Sorvall RC5B mit Super-Lite GSA SLA-1500 bzw.  DuPont

3.1.2 Chemikalien

Die im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Chemikalien und Stoffe sind mit Hersteller und

Sorvall SS34

Bestellnummer in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Liste der verwendeten Chemikalien und Stoffe.

Chemikalien Hersteller Bestellnummer
ADP Sigma-Aldrich A2754

Agar Invitrogen 30391-049
Agarose Roth 2267.4
e-Aminocapronsaure Roth 3113.2
Ammoniumacetat Merck 1116.1000
Ammoniumchlorid (NH4Cl) Merck 1.01145.5000
Ammoniumsulfid Alfa Aesar 33286
Antifoam Y-30 Emulsion Sigma-Aldrich A5758

APS Roth 9592.2
Bio-Lyte 3-10 Ampholyt BioRad 163-2094
Biomalz Roth X976.1

Biotin SERVA 15060
,,Blocking“-Puffer LI-COR 927-40000
Bromphenolblau Merck 1.117.460.005
BSA Sigma-Aldrich A6003

CHAPS Roth A1479.1
Coomassie Blue G250 SERVA 17524
Cytochrom C Sigma-Aldrich C2506
Curcumin Sigma-Aldrich C1386

CuSO4 x5 H,0 Merk 2790.1000
3,3’-Diaminobenzidin (DAB) Sigma-Aldrich D8001
Dextrin, gelb Roth 6777.1
Digitonin Sigma-Aldrich D141
Dimethyllformamid (DMF) Sigma-Aldrich D158550
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth 4720.1

DTT Roth 6908.4

EDTA Merck 1.08418.10000
EGTA Sigma-Aldrich E4378
Essigsaure Roth 3738.5
Ethanol p.A. Merck 1.00983.2500
Eisen(ll)-Chlorid (FeCl; x 4 H,0) Merck 1.03861.0250
Eisen(lll)-Chlorid (FeCls) Roth P742.1
Fe(NH4)>(S04)2 x 6 H,0 Sigma-Aldrich F3754
Glucose-Monohydrat Roth 6780.2
Glycerin Roth 4043.3

Glycin Roth 3908.2
(-)-Gossypol (AT-101) Tocris 3367

H,0, (30 %) Roth 8070.2

H3BO3 Merck 100165.5000
Harnstoff Merck 1.08487.0500
Hefe-Extrakt DIFCO 0127-07
HEPES SERVA 25245.05
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Chemikalien Hersteller Bestellnummer
Hygromycin B Calbiochem 400051
Imidazol Roth 3899.2
lodoacetamid BioRad 163,2109
Isopropanol Roth 6752.4
Isorhamnetin Roth 6528.1
K;HPO4 Roth P749.1
Kaliumchlorid (KCl) Merck 1.04936.1000
Kaliumcyanid (KCN) Fluka 60178
Kaliumhexacyanidoferrat (KsFe(CN)g) Sigma-Aldrich 393517
Kaliumhydroxid (KOH) Merck 5033.1000
Katalase Sigma-Aldrich C1345
KH,PO4 Merck 1.04873.1000
Maismehl Cornexo -

Malat Sigma-Aldrich M9183
Malzextrakt Roth X976.1
Manganchlorid (MnCl; x 2 H,0) Merck 5.934.0100
Mangansulfat (MnSO4 x 1 H,0) SERVA 28405
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich M6250
Meerettichperoxidase Sigma-Aldrich P8250
Methanol Roth 4627.5

MgCl, x 6 H,0 Merck 5833.1000
MgS04 x 7 H,0 Merck 1.05886.0500
Mineralol BioRad 163-2129
MOPS (3-(N-Morpholino)propansulfonsaure) Sigma-Aldrich M9381
N-Acetyl-L-Cystein (NAC) Sigma-Aldrich A7250
Natriumacetat (NaAc) Merk 1.06268.1000
Natriumchlorid (NacCl) Roth 3957.2
NaH,PO4 x 2 H,0 Merk 1.06345.1000
Na;HPO4 x 2 H,0 Roth 4984.1
Na;Mo0O4 x 2 H,0 SERVA 30207
Natriumhydroxid (NaOH) Roth 6771.1
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) Sigma-Aldrich N6876
Oligomycin Sigma-Aldrich 04876
Pb(NO3), Merck 1073980100
Phenanzine-methosulfat Sigma-Aldrich P9625
Phleomycin Genaxxo M3429
Protease-Inhibitor Cocktail IV Calbiochem 539136
Pyruvat Sigma-Aldrich P2256
Rotenon Sigma-Aldrich R8875
Rotiphorese® Gel 40 (29:1) Roth A515.1
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) Roth 3029.1
Rotiphorese® Gel A (30 % Acrylamidlésung) Roth 3037.1
Rotiphorese® Gel 2 (2 % Bisacrylamidlosung) Roth 3029.2
Riboflavin Sigma-Aldrich R4500
Quercetin Sigma-Aldrich Q4951
Riboflavin Sigma-Aldrich R4500
Roti-Nanoquant Roth K880.1
Saccharose Roth 4621.2
Safranin O Sigma Aldrich S2255
Salicylhydroxamic acid (SHAM) Sigma-Aldrich S607
Salzséure (HCl) Merck 1.00319.2500
SDS Merck 1.13760.0100
Sorbitol SERVA 35230.02
Succinat Sigma-Aldrich S2378
TEMED Roth 2367.1
Thiamin SERVA 336020
Thioharstoff Roth 9531.3
TMRM Sigma Aldrich T5428

Tricin Roth 6977.2

TRIS Roth 4855.3
Trypton Otto Nordwald 211701
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Chemikalien Hersteller Bestellnummer
Tween20 Sigma-Aldrich P-2287
Zitronensaure Merck 244.1000
ZnS04 x 7 H,0 Merck 8883.0100

3.1.3  Puffer und Lésungen

Die im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Puffer und Losungen sind mit der jeweiligen

Zusammensetzung in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Verwendete Puffer und Lésungen.

Puffer und Losungen

Verwendung

Zusammensetzung

ADP-LAsung

Ammoniumsulfid-Losung
Anodenpuffer

Aquilibrierungspuffer

ATP-Isolationspuffer

Biotin-Stamml&sung

,,Blotting“-Puffer

BNP-Puffer (3x)

Coomassie-Entfarbelésung

Coomassie-Farbeldsung

Coomassie-Losung (5%ig)

Curcumin
DAB-Farbelosung

DAB-L6sung

Digitonin-Losung (10%ig)

DTT-L6sung

(-)-Gossypol-Lésung
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Komplex V-Aktivitatsfarbung
BN-PAGE

2D-PAGE

ATP-Messungen

M2-Medium

Western-Blot Analyse

BN-PAGE

Proteingele

Proteingele

BN-PAGE

Medien-Zusatz
Qualitative DAB-Farbung

Quantitative DAB-Farbung /
,In-Gel“-Peroxidase-
Aktivitatsfarbung

BN-PAGE

Proteinisolation

Medien-Zusatz

500 mM ADP in H,0

bei-80 °C lagern

1 % (v/v) Ammoniumsulfid in H,O
25 mM Imidazol pH 7,0 (HCI)

frisch ansetzten; G. N. im Kihlraum lagern
6 M Harnstoff

0,375 M Tris, pH 8,8

2 % (w/v) SDS

20 % (v/v) Glycerin

frisch zugeben: 2,5 % (w/v) lodoacetamid
100 mM NacCl

50 mM KH,;PO4

pH 6,0, autoklavieren

50 pg/ml in H,0

sterilfiltrieren (0,2 um PorengroRRe)
25 mM TRIS

192 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol, ad 1 | H,0

1,5 M g-Aminocapronsdure

75 mM Imidazol

pH 7,0 (HCl)

bei 4°C und lichtgeschitzt lagern

25 % (v/v) Methanol

10 % (v/v) Essigsaure

65 % (v/v) H,0

45 % (v/v) Methanol

45 % (v/v) H,0

10 % (v/v) Essigsaure

0,15 % (w/v) Coomassie Blue G250
0,005 g Coomassie Blue G250

in 100 pl 1,5 mM g-Aminocapronsauren
frisch ansetzten

27,3 mM in EtOH, lagern bei-20°C
2,5 mM 3,3’-Diaminobenzidin (DAB)
in 0,1 M Tris/HCl (pH 6,9)

ca. 10 min bei 60 °C I6sen

0,1 M Tris/HCl (pH 6,9)

2,5 mM 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB)
0,02 mg/ml Meerrettichperoxidase
100 mg Digitonin/ 1 ml H,0

15 min bei 99 °C |6sen

abkihlen lassen

bei 4 °C lagern

1MDTT

in 0,01 M NaAc, pH 5,2, sterilfiltrieren
100 mM Gossypol in DMSO

lagern bei-20 °C
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Puffer und Losungen

Verwendung

Zusammensetzung

|IEF-Puffer

Katalase-Farbeldsung

Kathodenpuffer

Kaliumphosphat-Puffer (0,1 M)

KCN-L6sung
Komplex I-Farbelosung

Komplex ll-Farbelosung

Komplex IV-Farbelésung

Komplex V-Farbelésung

Laufpuffer (10x)

Malat-Losung

Mitochondrien isotonischer Puffer

Mitochondrien-Isolationspuffer 1

Mitochondrien-Isolationspuffer 2

N-Acetyl-L-Cystein
Nativer Stopper (6x)

NBT-Farbel6sung
NBT-L6sung

Oligomycin-Losung

2D-PAGE

Iu

,In-Gel“-Katalase-
Aktivitatsfarbung
BN-PAGE

,In-Gel“-SOD-
Aktivitatsfarbung

(Fluo-)Respirometrie
BN-PAGE

BN-PAGE

BN-PAGE

BN-PAGE

Proteingele

(Fluo-)Respirometrie

BN-PAGE

Mitochondrien-Isolation

Mitochondrien-Isolation

Medien-Zusatz
,In-Gel“-SOD-
Aktivitatsfarbung

NBT-Farbung
,In-Gel“-SOD-

Aktivitatsfarbung
(Fluo-)Respirometrie

7 M Harnstoff

2 M Thioharnstoff

2 % (w/v) CHAPS

ad 100 ml H,0O

frisch zugeben: 1 % Bio-Lyte-3-10
und 18 mM DTT

2 % (w/v) FeCls (10 ml)

1,2 % (w/v) KsFe(CN)e (10 ml)

50 mM Tricin

7,5 mM Imidazol

pH 7,0 (nicht einstellen)

B-Puffer: + 0,02 % (w/v) Coomassie Blue
B10-Puffer: + 0,002 % (w/v) Coomassie Blue
G. N. im Kdhlraum lagern

13,2 mM K;HPO4

86,8 mM KH2P04

pH 7,8

100 mM KCN in H,0

1 mg/ml NBT

0,1 mg/ml B-NADH

1 Flaschchen B-NADH

in 75 ml 0,1M TRIS/HCI pH 7,4

84 mM Succinat

0,2 mM Phenazine-Methosulfat

2 mg/ml NBT

4,5 mM EDTA

10 mM KCN

in 75 ml 50 mM Phosphat-Puffer pH 7,4
1 mg/ml 3,3’-Diaminobenzidin (DAB)
24 U/ml Katalase

1 mg/ml Cytochrom c

75 mg/ml Saccharose

in 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4)
270 mM Glycin

8 mM ATP

14 mM MgSO,

0,2 % (W/V) Pb(NO3)2

in 35 mM Tris, pH 7,8

250 mM Tris

1,92 M Glycin

autoklavieren

Fiir SDS-Gele: 1 x Laufpuffer + 0,1 % SDS
Fir native Gele: 1 x Laufpuffer ohne SDS
400 mM Malat in H,0

pH 7,0 (KOH); lagern bei-20 °C

0,6 M Sorbitol

20 mM HEPES

pH 7,4 (KOH)

10 mM Tris/HCI (pH 7,5)

1 mM EDTA

0,33 M Saccharose

0,2 % (w/v) BSA

in Mitochondrien-Isolationspuffer 1
0,2 M in H,0, lagern bei 4 °C

7,5 ml Glycerin

9,375 ml 0,5 M Tris/HCI (pH 7,0)

1 % (w/v) Bromphenolblau

ad 25 ml mit H,0

5 mM MOPS pH 7,6

2,5 mM Nitoblautetrazolium (NBT)
50 mg/ml Nitroblautetrazolium (NBT)
in 70 % Dimethylformamid (DMF)

5 mM Oligomycin in EtOH
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Puffer und Losungen Verwendung Zusammensetzung
lagern bei-20 °C
Protein-Extraktionspuffer Proteinisolation 1 mM EDTA
20 mM HEPES
pH 7,5 (NaOH)

PBS nach Tropix (10x)

Phleomycin-Losung

Quercetin
Pyruvat-Lésung

Riboflavin-Losung

Rotenon-Lésung
Saccharose-Lésungen
Safranin-Losung
Sammelgelpuffer (4x)

Sauerstoffpuffer
(0,-Puffer)

SDS-Ladepuffer (3x)

SDS-Lésung
SHAM-L6sung

Solubilisierungspuffer

Spurenelementlésung

Stamml&sung A (100x)

Succinat-Losung
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Western-Blot-Analyse

Selektion

Medien-Zusatz
(Fluo-)Respirometrie

,In-Gel“-SOD-
Aktivitatsfarbung

(Fluo-)Respirometrie

Mitochondrien-Isolation

mtMP-Messung
SDS-Gele

(Fluo-)Respirometrie

SDS-Gele

(Fluo-)Respirometrie

BN-PAGE

M2-Medium

CM-Medium

(Fluo-)Respirometrie

autoklavieren,

vor Gebrauch 5 mM DTT

0,68 M NacCl

0,58 M Naz;HPO4 x 2 H,0

0,17 M NaH;P04 x 2 H,0
autoklavieren

10 mg/ml Phleomycin in H,0 |6sen,
sterilfiltrieren

0,2 M in DMSO, lagern bei-20 °C
2 M Pyruvat in H,0

frisch Ansetzen

1 mg/ml Riboflavin

100 mM Kaliumphosphatpuffer
0,1 % TEMED

1 mM Rotenon in Ethanol
Lagerung bei-20 °C

50 % in H,0

36 % in H,0

20 % in H,0

1 mMin H,0

0,5 M Tris/HCl (pH 6,8)

0,04 % (w/v) SDS

0,3 M Saccharose

10 mM KH,PO4

5 mM MgCl; x 6 H,0

1 mM EGTA

10 mM KCL

0,2 % (w/v) BSA

pH 7,2 (KOH); lagern bei-20 °C
3 g Glycerin

1,5 ml B-Mercaptoethanol

3 ml 20 % SDS-L6sung

3,75 ml 4x Sammelgelpuffer

1 % (w/v) Bromphenolblau

ad 10 ml H,0; lagern bei-20 °C
20 % SDS (w/v) in H,0

100 mM SHAM in H,0

Frisch ansetzen, bei 70 °C I6sen
50 mM NacCl

50 mM Imidazol

1 mM EDTA, pH 7,0

bei 4 °C lichtgeschiitzt lagern
frisch zugeben: 2 mM g-Aminocapronsauren,
1/100 Protease-Inhibitor-Cocktail
25 mM Zitronensaure

17,4 mM ZnSO4 x 7 H,0
2,5mM Fe(NH4)z(SO4)z x 6 H,0
1 mM CuSO4 x 5 H,0

0,3 mM MnSO4 x H,0

0,8 mM H3BO3

0,2 mM NaMoO4 x 2 H,0
sterilfiltieren (0,2 um PorengréRRe)
0,1 % (w/v) ZnSO4 x 7H,0

0,1 % (w/v) FeCl,

0,1 % (w/v) MnCl,

in H;0, pH 6,5 (KOH)
autoklavieren

1 M Succinat in H,0

pH 7,0 (HCl); lagern bei-20 °C
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Puffer und Losungen Verwendung

Zusammensetzung

Thiamin-Losung M2-Medium

TMRM-L6sung mtMP-Messung

250 mg/I Thiamin in H,0
sterilfiltrieren (0,2 um PorengroRRe)
1 mM in DMSO

1,5 M Tris/HCI (pH 8,8)

0,4 % SDS

0,5 % Agarose

Trenngelpuffer (4x) SDS-Gele
Uberschichtungsldsung fiir IPG- 2D-PAGE
Streifen

3.1.4 Anzuchtmedien

In 1 x SDS-Laufpuffer aufkochen

Die im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Medien zur Anzucht und Kultivierung von

P. anserina sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Verwendete Anzuchtmedien.

Medium

Zusammensetzung

AmAc-Medium (Ammoniumacetat-Medium)

BMM (Biomalz-Mais-Medium)

CM (engl. ,,complete medium®)

M2 (Medium 2)

Préparationsagar (8 %)

4,6 g Ammoniumacetat/| BMM

2 % (w/v) Agar

Autoklavieren

250 g Maismehl/5 | Wasser

Uber Nacht bei 60 °C quellen

Uber Handtuch filtrieren

8 g Biomalz/I

pH 6,5 (KOH)

ad5| Hzo

autoklavieren

Festmedium: 2 % (w/v) Agar, autoklavieren
BMM + Phleo: 6 pg/ml Phleomycin, pH 7,5
BMM + Hyg: 100 pg/ml Hygromycin

1 g KH,PO,

0,5 g KCI

0,5 g MgS0O4x 7 H,0

10 g Glucose

3,7 g NHCl

2 g Trypton

2 g Hefeextrakt

1 ml Stammlésung A

ad 11 H,0; pH 6,5 (KOH)

autoklavieren

0,25 g KH2PO4

0,3 g K2HPO4

0,25 g MgSO4-x 7 H,0

0,5 g Harnstoff

10 g Dextrin (gelb)

ad 1l Hzo

2 % (w/v) Agar

autoklavieren

nach dem Autoklavieren zugeben:

50 ul Biotin-Stammlésung (0,05 mg/ml)
200 pl Thiamin-Stammlésung (250 mg/ml)
100 pl Spurenelementlésung

24 g Agar

ad 300 ml H,0; autoklavieren
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3.1.5 Kits

Die in dieser Dissertation verwendeten Kits sind in Tabelle 6 aufgefihrt.

Tabelle 6: Verwendete Kits.

Name

Hersteller

Bestellnummer

ATP Bioluminescence Assay Kit CLSII

3.1.6

Roche

Stamme

11699709001

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Stimme sind in Tabelle 7 aufgefihrt.

Tabelle 7: Verwendete Stamme.

Stamm

Referenz

Wildstamm s (F18261+), (F18260°)
PaSod1::Gfp (F179191%), (F194531")
PaSod3H26L::Gfp (F179600), (F192620")

Rizet (1953)
Zintel et al. (2010)
Knuppertz et al. (2017)

APaMth1 (F50750%), (F50751)

APaCypD (F162690), (F87721°)
APaCypD/PaSod1::Gfp (F173760%), (F173761°)
APaCypD/PaSod3H26L::Gfp (F176770), (F176771)

Kunstmann (2009)

Brust et al. (2010)

Kramer et al. (2016)

Hamann (AG Osiewacz), zur Verfligung
gestellt

Knuppertz et al. (2014)

Knuppertz (2017)

Hamann et al. (2007)

APaAtg1 (F155301%)
APaAtg1/ PaSod3H26L::Gfp (F278941%)
APaMcal (F51361%), (F51360°)

APaSod1 (F99322+), (113751") Zintel (2012)
APaSod3 (F153551%), (F96121°) Zintel (2012)
APaSod1/APaSod2/APaSod3 (kurz: APaSod1/2/3) (F102780%),(F102781)  Zintel (2012)

PaMth1_OEx (F50520*), (F50631°) Kunstmann und Osiewacz (2008)

3.1.7  Antikorper

Die im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Antikorper sind in Tabelle 8 aufgefihrt.

Tabelle 8: Verwendete Antikérper.

Antikorper

Beschreibung

Hersteller

anti-GFP

anti-Cu/Zn-SOD
(PaSOD1)

anti-ScCYTc
anti-Mn-SOD
(PaSOD3)
anti-PaATP5
anti-PaMTH1

anti-PaCYPD
(71-85)
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monoklonaler Primarantikérper aus Maus; erkennt GFP (24 kDa);
Verdiinnung 1:10000

monoklonaler Primarantikérper aus Kaninchen, erkennt PaSOD1
(zytoplasma und Intermembranraum der Mitochondrien, 16 kDa);
Verdiinnung: 1:2000

monoklonaler Primarantikérper aus Kaninchen; erkennt
mitochondriales Cytochrom c (13 kDa); Verdiinnung: 1:5000
monoklonaler Primarantikorper aus Kaninchen; erkennt PaSOD3
(mitochondriale Matrix, 21,5 kDa); Verdiinnung: 1:2000
spezifischer polyklonaler Peptidantikérper aus Kaninchen; erkennt
PaATP5 (Mitochondrien, 20,4 kDa); Verdiinnung: 1:2000
spezifischer Peptidantikérper aus Kaninchen; erkennt PaMTH1
(zytoplasma und Mitochondrien, 27 kDa); Verdiinnung: 1:1000
(Mitos); 1:2000 (Gesamtprotein)

spezifischer Peptidantikdrper aus Kaninchen; erkennt PaCYPD
(Mitochondrien, 20 kDa); Verdliinnung: 1:5000

Sigma (G6795)

BIOMOL/Stressgen (SOD-
100)

R. Lill (Marburg)

BIOMOL/Stressgen (SOD-
111)

Sigma (NEP); synthetisches
Peptid; affinitdtsgereinigt
Sigma (NEP); synthetisches
Peptid; affinitatsgereinigt

Sigma (NEP); synthetisches
Peptid; affinitdtsgereinigt
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Sigma (NEP); synthetisches
Peptid; affinitdtsgereinigt

Sigma (NEP); synthetisches
Peptid; affinitatsgereinigt

Sigma (NEP); synthetisches
Peptid; affinitdtsgereinigt
Li-Cor (926-68021)

Li-Cor (926-32211)

Li-Cor (926-68070)

Li-Cor (926-32210)

anti-PaSOD2 spezifischer Peptidantikorper (polyklonal); erkennt PaSOD2
(Cytoplasma, sekretiert, 26,3 kDa); Verdiinnung: 1:5000; Zintel et
al. 2010

anti-PORIN spezifischer Peptidantikorper (polyklonal); erkennt PaPORIN
(auBeren Mitochondrienmembran; 32 kDa); Verdiinnung: 1:5000;
Luce und Osiewacz 2009

anti-PaPRX spezifischer Peptidantikérper gegen PaPRX1 (mitochondriale
Matrix, 16,6 kDa); Verdiinnung: 1:2000

IR Dye 680LT polyklonaler Sekundarantikorper, gerichtet gegen Kaninchen;

anti-rabbit Verdiinnung: 1:20000

IR Dye 800CW polyklonaler Sekundarantikorper, gerichtet gegen Maus;

anti-mouse Verdiinnung: 1:15000

IRDye 680 anti- polyklonaler Sekundarantikorper, gerichtet gegen Maus;

mouse Verdiinnung: 1:15000

IRDye 800 anti- polyklonaler Sekundarantikorper, gerichtet gegen Kaninchen;

rabbit Verdiinnung: 1:15000

3.1.8 GroRenstandards

Die im Rahmen dieser Dissertation verwendeten GroRenstandards sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.

Tabelle 9: Verwendete GroBRenstandards.

Name

Anwendung

Hersteller

Bestellnummer

NativeMark™ Unstained Protein Standard
PageRuler Prestained Protein Ladder

3.1.9

Protein-GroRenstandard
Protein-GroRenstandard

Computerprogramme

Invitrogen
Thermo Scientific 26616

LC0725

Die in der vorliegenden Dissertation verwendeten Computerprogramme sind mit Verwendung in

Tabelle 10 aufgefiihrt.

Tabelle 10: Verwendete Computerprogramme.

Programm Anwendung Hersteller

Adobe Photoshop Bildbearbeitung Adobe Systems

DatLab6 Auswertung Atmungsmessungen Oroboros Instruments

Illustrator CS3 Erstellung von Grafiken Adobe Systems

Image) Bildbearbeitung NIH

Microsoft Office 2016 Dokumenten- und Bildbearbeitung, Microsoft
Tabellenkalkulation

Odyssey Software Dokumentation und Auswertung von  Li-Cor
Western-Blot-Analysen

Quantity One® 1-D Analysis Densitometrie Bio-Rad

Software

SPSS statistics 19 Statistische Auswertung SPSS Inc, IBM.

Studio Lite Quantifizierung BN-PAGE Li-Cor

Wilcoxon-Mann-Whitney Test

Statistische Auswertung

https://ccb-compute2.cs.uni-
saarland.de/wtest/?id=www/www-
ccb/html/software/wtest/
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3.1.10 Sonstige Materialien

Sonstige in der Dissertation verwendete Materialien sind in Tabelle 11 aufgefiihrt.

Tabelle 11: Sonstige Materialen.

Material Modell Hersteller Bestellnummer
Cellophan 583 Gel Drye BioRad 165-1745
Filterpapier 3MM Whatmann 10426693
Glasperlen 0,5 mm Roth N030.1
Immobilisierter pH-Gradient (IPG) Immobiline ReadyStrips pH 3-10 NL  BioRad 163-2002
Mikrotiterplatten (Weil3) NUNC™ Thermo Scientific 236105
Mikrotiterplatten NUNC™ Thermo Scientific 256510

Mull 10cm x40 m Hartmann

PVDF-Membran Millipore Immobilon-P Roth IPFLO0010
Precellys®24 Lysing Tubes (0,5 mm) Peglab 91-PCS-VK05

3.2 Methoden

3.2.1 Podospora anserina-spezifische Methoden

Anzucht von P. anserina

Die Anzucht der verschiedenen P. anserina-Stamme erfolgte entweder auf BMM- oder M2-
Festmedium mit 2 % (w/v) Agar standardmaRig bei 27 °C und Dauerlicht (Osiewacz et al., 2013).
Gegebenenfalls wurde das Medium mit verschiedenen Zusatzen supplementiert, was teilweise zu

einer Verdnderung der Standardbedingungen fiihrte (siehe Tabelle 12).

Zur Gewinnung groBerer Myzel-Mengen, etwa fir die Isolation von Mitochondrien, wurde die
Anzucht auf Festmedium und in Weithalskolben mit CM-Flissigmedium unter Schitteln (140-180
Upm) kombiniert. Die genaue Anzucht fiir die verschiedenen Experimente sind den einzelnen

Methoden zu enthehmen.

Tabelle 12: Inkubationsbedingungen der verschiedenen Zusatze.

Zusatz Temperatur Lichtverhaltnisse
Curcumin 27 °C im Dunkeln
DMSO 27 °C Dauerlicht
Ethanol 27 °C im Dunkeln
(-)-Gossypol (AT-101) 27 °C Dauerlicht
Isorhamnetin 27 °C Dauerlicht
Quercetin 27 °C Dauerlicht

Um P. anserina-Kulturen bestimmten Alters zu erhalten, wurde ein Myzel-Stlickchen von zwei Tage

alten frisch gekeimten Sporen auf eine Seite einer mit 30 ml gefiillten M2-Platte angeimpft und je
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nach Zusatz unter den entsprechenden Bedingungen inkubiert. Dabei wurde die Wuchsfront alle 2-
3 Tage markiert. Zur Lagerung (iber einen langeren Zeitraum wurden P. anserina-Stamme 3-4 Tage

auf BMM-Platten angezogen und anschlieBend bei 4 °C gelagert.

Isolation monokaryotiyscher Sporen

Fir die Isolation monokaryotischer Sporen wurden zunachst zwei homokaryotische Individuen mit
gegensatzlichem Paarungstyp miteinander gekreuzt. Dazu wurde je ein Myzel-Stlickchen zweier
Isolate im Abstand von etwa 2-3cm auf M2-Festmedium angeimpft und unter
Standardbedingungen inkubiert. In der Kontaktzone der beiden Myzelien bilden sich nach etwa 10-
14 Tagen Fruchtkorper (Perithezien) aus. Diese enthalten eine Vielzahl von Asci, die in der Regel
vier dikaryotische Sporen enthalten. Bei der Bildung dieser Asci kommt es in 1-2 % der Falle zu einer
Fehlanordnung des Spindelapparates wahrend der Meiose, wodurch es zur Bildung
monokaryotischer Sporen kommt. Diese sogenannten irreguldren Asci enthalten dann zwei bis
maximal acht monokaryotische Sporen. Aufgrund der geringeren GroRRe der monokaryotischen
Sporen lassen sie sich optisch gut von den dikaryotischen Sporen unterscheiden und kénnen zum
Auskeimen auf Ammoniumacetat-Platten tberfihrt werden. Diese werden dann flir zwei Tage bei
27 °C im Dunkeln inkubiert. Zur Verifizierung und zur Bestimmung des Paarungstyps wurden
Testkreuzungen mit einem monokaryotischen Wildstammisolat bekannten Paarungstyps (s’)

durchgefihrt.

Bestimmung der Wuchsrate und Lebensspanne

Zur Bestimmung der Wuchsraten und Lebensspannen wurden zwei Tage ausgekeimte,
monokaryotische Isolate der zu untersuchenden Stamme verwendet. Fir die Analysen mit den
verschiedenen Zusdtzen wurden 30 ml M2-Festmedium in Petrischalen verwendet und die

Inkubationsbedingungen je nach Zusatz angepasst (siehe Tabelle 12).

Die Wuchsfront der Myzelien wurde alle zwei Tage markiert. Wenn ein deutlicher Einbruch der
Wuchsrate, sowie eine starke Pigmentierung der Wuchsfront sichtbar wurden, wurde das Isolat als
tot bewertet. So wird die Lebensspanne eines Isolats durch die Anzahl der Wuchstage inklusiver der
zweitdgigen Keimung definiert. Die mediane Lebensspanne entspricht der Anzahl Tage an denen
50 % der Isolate abgestorben sind. Die Wuchsrate ist als Wachstum in cm pro Tag definiert und
wurde durch Messen der Wuchsstrecke jedes Isolates innerhalb eines definierten Zeitraums mit

konstantem Wachstum und anschlieBender Bildung des Mittelwerts ermittelt.
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Fluoreszenzmikroskopie

Zur Visualisierung von Mitochondrien-Strukturen wurde das GFP-Fusionsprotein PaSOD3"2%::GFP
durch Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Dazu wurden die zu untersuchenden Stdamme auf
Objekttrager, deren zentrale Mulde mit M2-Agar gefiillt war, G. N. in einer Feuchtekammer bei
27 °C und Dauerlicht angezogen. Vor der mikroskopischen Analyse wurde das Impfstiick entfernt.
Nach Zugabe von ca. 50 pl Losungsmittel (Kontrolle) bzw. des Polyphenols wurde ein Deckgldaschen
aufgelegt. Fiur die anschlieBende Mikroskopie wurde das Mikroskop Leica DMLB verwendet und die
Bilder mit Adobe Photoshop unter Verwendung des differentiellen Interferenzkontrasts (DIC) und

eines Blaufilters fur GFP (Anregung 470 + 20 nm; Emission 525 * 25 nm) aufgenommen.

Nachweis des Superoxid-AusstoBes (NBT-Farbung)

Der qualitative Nachweis des Superoxid-AusstoBes (extrazellulare Menge) basiert auf einem
histochemischen Verfahren von Munkres (1990). Dazu wurden Myzel-Stiickchen je nach
gewiinschtem Alter entweder von frisch gekeimten Sporen oder von bereits auf M2-Festmedium
mit und ohne Zusatze gealterten Kulturen auf entsprechendes M2-Festmedium mit und ohne
Zusatze angeimpft. Um die Pigmentierung zu verzégern, wurden die Platten vier Tage bei 27 °Cim
Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden die bewachsenen Platten mit 5 ml NBT-Farbeldsung
(Tabelle 4) Gberschichtet und 30 min bei 27 °C im Dunkeln inkubiert. Nach dem AbgieRen der
Farbelosung erfolgte eine weitere Inkubation bei 27 °C im Dunkeln fiir 3 h. Die Farbung der

Myzelien wurde photographisch oder per Scan der Platten dokumentiert.

Nachweis des Wasserstoffperoxid-AusstofRes (DAB-Farbung)

Der gualitative Nachweis des Wasserstoffperoxid-AusstofRes basiert, wie der Nachweis von

Superoxid, auf der Methode von Munkres (1990). Die Vorgehensweise war analog zum Nachweis
des Superoxid-AusstoRes. Abweichend wurde anstatt der NBT-Farbeldsung eine DAB-Farbeldsung
(Tabelle 4) verwendet.

Neben dem qualitativen Nachweis war auch ein guantitativer Nachweis des Wasserstoffperoxid-

AusstoRes beruhend auf dem Verfahren von Munkres (1990) und modifiziert nach Kowald et al.
(2012) moglich. Dazu wurden Myzel-Stlickchen, je nach gewiinschtem Alter, entweder von frisch
gekeimten Sporen oder von bereits auf M2-Festmedium mit und ohne Zuséatze gealterten Kulturen
auf entsprechendes M2-Festmedium mit und ohne Zusatze angeimpft. Die Inkubation erfolgte fiir
vier Tage bei 27 °C und Lichtverhaltnissen je nach Zusatz (siehe Tabelle 12). Von den Kulturen

wurden mit 200 pl ReaktionsgefaBen kleine kreisrunde Myzel-Stlickchen ausgestanzt und in eine
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Mikrotiterplatte (Nunc™ 256510) tberfiihrt. Die Myzel-Stiickchen wurden mit 200 ul DAB-Lésung
(Tabelle 4) Giberschichtet und 3 h bei 27 °C im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden 100 pl des
Uberstands in eine frische Mikrotiterplatte (iberfiihrt und die Absorption bei 471 nm in einem
Mikrotiterplatten-Lesegerat (Tecan, Safire 2) gemessen. Von jedem biologischen Replikat wurden
drei technische Replikate gemessen und diese gemittelt. Zur Bestimmung der Wasserstoffperoxid-
Menge wurde eine Eichgerade mit verschiedenen definierten Wasserstoffperoxid-Konzentrationen
erstellt. Um die erhaltenen Werte auf das Trockengewicht der jeweiligen Kulturen zu beziehen,
wurde 4-5 identische Myzel-Stiickchen ausgestanzt, 90 sec in Wasser gekocht und anschlieRend
abfiltriert, getrocknet und gewogen. Der Mittelwert der Absorption pro Trockengewicht der auf
M2-Festmedium ohne Zusatz bzw. dem Kontroll-Zusatz gewachsenen Kulturen wurde berechnet
und die Werte der Proben mit Zusatz darauf bezogen und als ,relativer Wasserstoffperoxid-

AusstoRR“ angegeben.

Bestimmung des ATP-Gehalts

Die zu untersuchenden Stamme wurden fiir drei Tage auf M2-Medium mit verschiedenen Zusatzen
und Cellophan angezogen (genaue Inkubationsbedingungen je nach Zusatz sind der Tabelle 12 zu
entnehmen). Je Probe wurden 100 mg Myzel mit 200 ul ATP-Isolationspuffer (Tabelle 4) in
»Precellys“-ReaktionsgefalRe mit Glaskiigelchen gegeben und bei-80 °C fiir ca. 30 min eingefroren.
Um die ATPasen zu inaktivieren, wurden die Ansdtze anschliefend fiir 15 min im Wasserbad
gekocht. Nach Zugabe von 300 pl Wasser wurden das Myzel fiir 2 min bei 5000 Upm in einem
Homogenisator zerschlagen und anschlieBend erneut fir 10 min im Wasserbad gekocht. Das
Homogenisat wurde zur Sedimentation der Myzel-Reste 10 min bei 14000 Upm und RT
zentrifugiert. Vom erhaltenen Uberstand wurden 50 ul im Verhéltnis 1/30 mit Wasser verdiinnt.
Von dieser Verdiinnung wurden je 50 pl in Mikrotiterplatten (Nunc™ 236105) tberfiihrt und die

III

ATP-Menge mit dem ,, ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II“ nach Herstellerangaben bestimmt.

3.2.2  Protein-spezifische Methoden

Isolation von nativem Gesamtproteinextrakt aus P. anserina

Zur lsolation von Gesamtproteinextrakten wurden je Probe zwei M2-Platten mit oder ohne
Zusatzen und Cellophan mit etwa 20 Myzelstiickchen im Brutschrank angezogen (genaue
Inkubationsbedingungen je nach Zusatz sind der Tabelle 12 zu entnehmen). Nach 2-tagiger
Inkubation folgte die Uberfiilhrung des Myzels von den Platten in Weithalskolben mit 200 ml

flissigem CM-Medium mit und ohne Zusatze. Abweichend wird bei Proben mit 200 uM Gossypol
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das Myzel in kleinere Weithalskolben mit 100 ml fllissigem CM-Medium mit Zusatzen lberfihrt. Es
folgte eine erneute 2-tagige Inkubation unter denselben Bedingungen wie zuvor. Das Myzel wurde
Uber zwei Lagen Mull abfiltriert, kraftig ausgepresst und in einem Morser mit fliissigem Stickstoff
pulverisiert und in 2 ml Reaktionsgefdlle Uberfihrt. Nach Zugabe von Proteinextraktionspuffer
(50 pl pro 100 mg Myzel) erfolgte eine schiittelnde Inkubation fiir 10 min bei 4 °C. Im Anschluss
wurden die Zellreste durch eine 10-min(tige Zentrifugation bei 4 °C und 15000 Upm sedimentiert.
Der Uberstand mit dem enthaltenen Gesamtprotein wurde in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt,

die Proteinkonzentration bestimmt und die Proben bis zur Verwendung bei-20 °C gelagert.

Isolation von mitochondrialen Proteinextrakten aus P. anserina

Mitochondriale Proteinextrakte wurden nach einer Methode von Gredilla et al. (2006) isoliert. Dazu
wurden zunachst je Probe 15 M2-Platten ohne oder mit verschiedenen Zusatzen und Cellophanfolie
mit etwa 20 Myzelstlickchen (je 5 Platten mit Myzel von drei Individuen eines Stammes) fur zwei
Tage im Brutschrank angezogen (genaue Inkubationsbedingungen je nach Zusatz sind der Tabelle
12 zu entnehmen). Wie bei der Isolation von Gesamtproteinextrakten folgte anschliefend die
Uberfiihrung des Myzels von je drei Platten in Weithalskolben mit 200 ml fliissigem CM-Medium
mit oder ohne Zusatze. Es folgte eine erneute 2-tdgige Inkubation unter denselben Bedingungen
wie zuvor, jedoch diesmal schittelnd. Im Anschluss wurde das Myzel lber zwei Lagen Mull
abfiltriert, leicht ausgedriickt und in ein Becherglas mit kaltem Mitochondrien-Isolationspuffer 2
(Tabelle 4) auf Eis Gberfiihrt. Alle weiteren Schritte erfolgten ab diesem Punkt bei 4 °Cim Kihlraum.
Zunachst wurde das Myzel in 3-4 g Portionen und Mitochondrien-Isolationspuffer 2 mit Hilfe eines
,Bead-BeaterTM“-Homogenisators (Roth) in einem zu 1/3 mit Glasperlen gefilltem Behilter
homogenisiert. Um die Bildung von Luftblasen zu verhindern, wurden 3-4 Tropfen Antifoam-L&sung
(1:5 Verdiinnung) hinzugefligt. Zur Homogenisierung wurde das Myzel nun zweimal 20 sec mit einer
Pause von 1 min mechanisch zerkleinert. Das Homogenisat wurde abschlieBend tiber ein Nesseltuch
abfiltriert, in einen GSA-Becher tiberfihrt und 10 min bei 2000 Upm (Super-Lite GSA SLA-1500) und
4 °C zentrifugiert. Nach einer Filtration {iber Glaswolle wurde der Uberstand bei 10000 Upm (Super-
Lite GSA SLA-1500) fiir 20 min bei 4 °C in GSA-Bechern zentrifugiert. Im Uberstand befand sich nun
das Cytoplasma und im Pellet die Mitochondrien und Vakuolen. Das Pellet wurde in 1 ml
Mitochondrien-Isolationspuffer 1 (Tabelle 4) resuspendiert. An diesem Punkt wurde, je nach
geplanten Untersuchungen auf zwei verschiedene Arten weiter verfahren: Entweder erfolgte eine
differenzielle Zentrifugation fiir physiologische Messungen, wie z.B. Sauerstoffverbrauchs-
Messungen oder eine Auftrennung Uber Saccharose-Gradienten fiir ultrareine, von Vakuolen

getrennten, Mitochondrien fiir BN-PAGE-Analysen.
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Fur die differentielle Zentrifugation wurde der Uberstand in ein SS34-Réhrchen iberfiihrt, mit

Mitochondrien-Isolationspuffer 1 zu 2/3 aufgefillt und bei 11500 Upm (Sorvall SS34) fiir 20 min bei
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der innere, dunkle Teil des biphasischen
Pellets mit Hilfe von Mitochondrien-Isolationspuffer 1 geldst und ebenfalls verworfen. Der Gbrige
helle Teil des Pellets wurde nun in 100-200 pl Mitochondrien-Isolationspuffer 1 luftblasenfrei
resuspendiert und nach Konzentrationsbestimmung (siehe Abschnitt Konzentrationsbestimmung

von Proteinen) flir physiologische Messungen verwendet.

Fur die Isolation mit einem Saccharose-Gradienten wurde zundchst der Saccharose-Gradient

vorbereitet. Dazu wurden vorsichtig 4 ml einer 50%igen, 4 ml einer 36%igen und 2 ml einer 20%igen
Saccharose-Losung in einem Ultrazentrifugationsrohrchen, ohne die Schichten zu vermischen,
Ubereinandergeschichtet. Das resupendierte Pellet wurde auf den Gradienten pipettiert und durch
Ultrazentrifugation (60 min, 25000 Upm, 4 °C; AH 650) die intakten Mitochondrien von Vakuolen
und zerstorten Mitochondrien getrennt. Die Phase mit den intakten Mitochondrien wurde mit einer
Pipette abgenommen, in ein SS34-Réhrchen uberfiihrt und dies zu 2/3 mit Mitochondrien-
Isolationspuffer 1 aufgefiillt. Durch Zentrifugation bei 11500 Upm (Sorvall S534) fir 20 minund 4 °C
wurden die Mitochondrien sedimentiert und anschlieBend in max. 250 pl Mitochondrien-
Isolationspuffer resuspendiert. Nach der Konzentrationsbestimmung (siehe Abschnitt
Konzentrationsbestimmung von Proteinen) wurden die mitochondrialen Proteinextrakte

aliquotiert und bei-80 °C bis zur Verwendung gelagert.

Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinextrakten erfolgte mit Hilfe des Roti-Nanoquant-
Reagenzes nach dem Prinzip von Bradford (Bradford, 1976). Fir die Bestimmung der Protein-
Konzentrationen wurde eine Eichgerade benétigt, fir deren Erstellung wurden O pl, 5 pl, 10 pl, 20 pl
und 40 ul einer BSA-Stammldsung (1 mg/ml) mit je 2 ul des entsprechenden lIsolationspuffers
versetzt und mit H,O auf ein Gesamtvolumen von 200 pl aufgefillt. Nach Zugabe von 800 pul einer
1:5 Verdiinnung des Roti-Nanoquant-Reagenzes erfolgte die Messung der Absorption bei zwei
verschiedenen Wellenlangen, da sich durch Bindung des Farbstoffes an Proteine das
Absorptionsmaximum verschiebt. So wird bei 590 nm der proteingebundene und bei 450 nm der
ungebundene Teil des Farbstoffes gemessen. Die Eichgerade wurde nun durch die lineare
Regression aus dem Quotient der gemessenen Werten (A590/A450) und der eingesetzten BSA-
Menge erstellt. Um die Konzentration einer Proteinprobe zu bestimmen, wurden von dieser 2 pl

mit 198 ul H,0 und 800 pl der Roti-Nanoquant Verdiinnung vermischt. Anhand der zuvor erstellten
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Eichgerade konnte aus den Quotienten der Messwerte der Proteinprobe ihre Konzentration

bestimmt werden.

Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit isolierten Mitochondrien

Zur Analyse der mitochondrialen Sauerstoffverbrauchsrate (engl. ,oxygen consumption rate” oder
kurz OCR) wurden zwei (Fluo-)Respirometer Oxygraph-2k (Serie C und G) der Firma Oroboros
Instruments verwendet. Diese Gerdate umfassen jeweils zwei geschlossene Reaktionskammern, in
denen mit Hilfe eines polarographischen Sauerstoffsensors die Sauerstoffkonzentration gemessen
wird. Diese Messmethode basiert auf dem Prinzip der Clark-Elektrode (Clark et al., 1953). Zusétzlich
kéonnen die Kammern durch eine eingebaute Peltier-Einheit auf einer konstanten Temperatur

gehalten werden.

Vor Beginn jeder Messung wurden die Kammern mit 2 ml O,-Puffer (Tabelle 4) gefiillt und zur
Sattigung mit Sauerstoff (0z) nur teilweise geschlossen. Nach etwa 15-20 min wurden frisch
isolierte Mitochondrien (je 200 ug) in jede Kammer gegeben und die Kammer vollstdndig
verschlossen. Der Sauerstoffverbrauch wurde als Gewichts-spezifischer 0,-Fluss (pmol s* mg?) in
Echtzeit im vom Hersteller zur Verfligung gestelltem Programm DatLab 6 aufgezeichnet. Vor jedem
weiteren Schritt der Messung wurde gewartet, bis der Sauerstoffverbrauch einen konstanten Wert
erlangt hatte. StandardmaRig wurde der Komplex I-abhangige Sauerstoffverbrauch analysiert. Dazu
wurden zur Induktion der ADP-limitierten , State 4“-Atmung die Komplex I-spezifischen Substrate
Pyruvat (10 mM) und Malat (5 mM) hinzugeflgt. Im Anschluss wurde zur Induktion der
phosphorylierenden ,State 3“-Atmung ADP (1,5 mM) hinzugefiigt. Nach erneutem Erreichen eines
konstanten Sauerstoffverbrauchs wurden die Kammern griindlich gespilt und mit frischen O»-

Puffer fir die nachste Messung befillt.

Nach Chance und Williams (1956) lassen sich bei Messungen mit isolierten Mitochondrien fiinf Atmungs-
Zustdande (auch ,States” genannt) unterscheiden. Besondere Bedeutung haben die Zustdande ,State 4“ und
,State 3“, wobei der Ruhezustand (engl. ,resting respiration”) der Mitochondrien als ,,State 4“ bezeichnet wird.
Dies entspricht der nicht-phosphorylierenden Atmung unter ADP-limitierten Bedingungen. Durch Zugabe von
ADP wird die phosphorylierende Atmung, die ,State 3“-Atmung, stimuliert und die Atmungsgeschwindigkeit
bzw. der Sauerstoffverbrauch steigt an (Chance und Williams, 1956).

Abweichend wurde bei den Messungen mit dem PaSod3-Deletionsstamm vorgegangen. Hier wurde
zuséatzlich nach der ADP-Zugabe der Komplex ll-abhédngige Sauerstoffverbrauch analysiert. Dazu
wurde das Komplex ll-spezifische Substrat Succinat (10 mM) hinzugefiigt, zur Stimulation der

Komplex I- und ll-abhangigen ,State 3“-Atmung. Anschlielend wurde zur Analyse der reinen
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Komplex ll-abhangigen ,State 3“-Atmung der Komplex | durch Zugabe des spezifischen Inhibitors
Rotenon (2 uM) gehemmt.

Die Qualitat der isolierten Mitochondrien wurde anhand der Atmungskontrollrate (engl.
»respiration control ratio” oder kurz RCR) bestimmt. Dies ist der Quotient aus ,State 3“- und
»State 4“-Atmung, der laut Gredilla 3,6 + 0,2 bei P.anserina Wildtyp-Mitochondrien betragt
(Gredilla et al., 2006). Die aufgezeichneten Daten wurden unter Verwendung der
Herstellersoftware DatLab 6 bearbeitet und analysiert. Je Stamm oder Wirkstoff wurden mindesten
drei biologische Replikate (Mitochondrien aus einem Myzel-Gemisch von drei Isolaten) untersucht,

indem mindesten drei Messungen (technische Replikate) durchgefiihrt wurden.

Simultane Membranpotential- und Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit isolierten

Mitochondrien

Zur Messung des mitochondrialen Membranpotentials (mtMP) wurden im Rahmen der
vorliegenden Dissertation simultane Membranpotential- und Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit
isolierten Mitochondrien an einem Fluo-Respirometer Oxygraph-2k (Serie G) der Firma Oroboros
Instruments etabliert, ein Respirometer, welches um ein Fluoreszenzmodul mit zwei

Fluoreszenzsensoren erweitert ist.

Da diese Messungen bislang nur in wenigen Systemen und auch nicht in P. anserina etabliert sind,
mussten Vorversuche durchgefiihrt werden. Diese wurden zusammen mit Vertretern der Firma
Oroboros, Herrn Prof. Dr. Erich Gnaiger und Herrn Dr. Gerhard Krumschnabel, geplant. Laut deren
Aussagen sind zwei verschiedene Fluorophore geeignet, um das mtMP parallel zu der CI-
anhangigen OCR zu messen: Zum einen Safranin-O und zum anderen Tetramethylrhodamin-
Methylester (TMRM). Fir beide Fluorophore sind entsprechende Sensoren mit Filtern von

Oroboros Instruments entwickelt worden.

Safranin-O ist ein Indamin-Farbstoff, der in der Histologie und Zytologie verwendet wird und seit langem als
Fluorophor fir die Messung des mitochondrialen Membranpotentials etabliert ist. Die Wellenldange der
Anregung von Safranin-O liegt bei 495 nm und die der Emission bei 587 nm. Der Rhodamin-
Fluoreszenzfarbstoff Tetramethylrhodamin-Methylester (TMRM) ist ein weiteres Fluorophor zur Messung des
mitochondrialen Membranpotentials. Im Fall von TMRM erfolgt die Anregung bei einer Wellenlange von
530+21 nm und die Emission bei 592122 nm.

Da nicht beide Fluorophore aufgrund von toxischen Wirkungen in jedem Organismus gleich gut
verwendbar sind, wurden vor den eigentlichen Messungen Tests zur Ermittlung des in P. anserina
geeignetsten Fluorophors durchgefiihrt. Die toxische Wirkung wurde in Analysen mit

Mitochondrien aus der Hirnrinde von Ratten in Form einer Reduktion der OCR um bis zu 35 % im
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Fall von Safranin-O beschrieben (Chowdhury et al., 2015). Daher wurde zunachst der Einfluss von
ansteigenden Safranin-O- sowie TMRM-Konzentrationen auf die OCR von isolierten Wildtyp-
Mitochondrien von P. anserina untersucht und eine Abnahme der OCR ermittelt. Diese Abnahme

ist bei der Verwendung von TMRM geringer als mit Safranin.

Zusammen mit Firmenvertretern von Oroboros (Herr Prof. Dr. Erich Gnaiger und Herr Dr. Gerhard
Krumschnabel) wurden die Messergebnisse beurteilt und beide Fluorophore erwiesen sich fir die
mtMP-Messungen mit P. anserina-Mitochondrien als geeignet, da die inhibierende Wirkung auf
P. anserina-Mitochondrien nicht ausgepragt war. Fir die Messungen mit Safranin-O wurde eine
Konzentration von 2 uM gewahlt, wie sie schon in anderen Organismen verwendet wird. Im Falle
von TMRM wurden weitere Tests durchgeflihrt, um eine optimale Konzentration zu ermitteln.
Dabei zeigten Konzentrationen bis 2 uM keinen inhibitorischen Effekt auf die OCR. Eine
Konzentration von 1,5 uM TMRM stellte sich im Laufe der Test-Messungen als die geeignetste
heraus (Abbildung 12). Da die Antwort auf mtMP-Anderungen in Form einer Verdnderung der
gemessenen Fluoreszenz mit TMRM schneller als mit Safranin erfolgte, wurde fiir die Messungen

im Rahmen dieser Arbeit TMRM verwendet.
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Abbildung 12: Simultane mtMP- und OCR-Messung mit isolierten Wildtyp-Mitochondrien. Ausschnitt aus
einer simultanen mtMP- und OCR-Messung mit isolierten Wildtyp-Mitochondrien von P. anserina und 1,5 uM
TMRM. Die gestrichelten senkrechten Linien markieren die Punkte der einzelnen Zugaben. Der schwarze
Graph zeigt die TMRM-Konzentration (uM) in der Kammer an, abzulesen an der linken y-Achse. Durch den
roten Graphen wird die OCR in pmol/(s*mg) angezeigt, abzulesen an der rechten y-Achse.

Vor Beginn der eigentlichen Messung wurde, wie bei den alleinigen OCR-Messungen, beide
Kammern des Oroboros mit O,-Puffer gefiillt und die Kammern zur Sauerstoffsattigung nur
teilweise verschlossen. Danach wurde schrittweise (0,5 UM Schritte) das Fluorophor bis zum
Erreichen der Endkonzentration hinzugegeben und ein linearer Anstieg der Fluoreszenz detektiert
(vgl. schwarze Kurve in Abbildung 12). Dieser Anstieg spiegelt die Konzentration des Fluorophors in
der Kammer wieder. Anschliefend wurden, entsprechen des Vorgehens bei den OCR-Messungen,
nacheinander isolierte Mitochondrien (Mitos), Komplex I-spezifische Substrate (P/M) und ADP (D)

hinzugegeben, jeweils nach Erreichen eines konstanten Sauerstoffverbrauches. Durch die Zugabe
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der Substrate werden Protonen liber die innere Mitochondrienmembran transportiert und das
mtMP wird aufgebaut. Entsprechend des ansteigenden mtMPs akkumuliert das Fluorophor in der
Mitochondrien-Matrix und das Fluoreszenzsignal nimmt ab (vgl. Abbildung 12). Die ADP-Zugabe
stimuliert die FoF1-ATP-Synthase, wodurch das mtMP teilweise wieder abgebaut wird. Dadurch tritt
das Fluorophor wieder aus den Mitochondrien aus und das Fluoreszenzsignal steigt wieder an (vgl.
Abbildung 12). Die aufgezeichneten Daten wurden unter Verwendung der Herstellersoftware

DatLab 6 bearbeitet und analysiert.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western-Blot-Analyse

Fir die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurden denaturierende SDS-
Polyacrylamidgele sowie das Mini-Protean System (BioRad) verwendet. StandardmaRig wurden
12%ige Trenngele und 5%ige Sammelgele verwendet. Die Zusammensetzung fiir je zwei Gele ist in

Tabelle 13 aufgefihrt.

Tabelle 13: Pipettierschema fiir zwei 12%ige SDS-Polyacrylamidgele.

Komponenten Sammelgel (5 %) Trenngel (12 %)
Rotiphorese® Gel 40 (40 % Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)) 500 ul 3ml

4 x Sammelgel- bzw. Trenngelpuffer 1ml 2,5 ml

H,0 2,4ml 4,5 ml

TEMED Sul 5 ul

10 % APS 50 ul 50 ul

Je Probe wurden 100 pg Gesamtproteinextrakt oder mitochondrialer Proteinextrakt in 1 x SDS-
Probenpuffer bei 95 °C fur 10 min denaturiert und anschlieBend fir 10 min auf Eis inkubiert. Es
folgte das Beladen der Geltaschen mit den Proteinproben sowie 1,5ul des Protein-
GroRenstandards (Tabelle 9). Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 100V in 1x
Laufpuffer mit 0,1 % SDS, fir ca. 1,5-2 Stunden bis die Blau-Front des Ladepuffers aus dem Gel
ausgetreten war. Nach der Gelelektrophorese erfolgte der Transfer der Proteine aus dem Gel auf
eine PVDF-Membran (Tabelle 11) durch Western-Blot und dem , Wet-/Tank-Blot” Verfahren. Hierzu
wurde zunadchst eine auf die Gel-GréBe zugeschnittene PVDF-Membran fiir 30 sec in 100 %
Methanol aktiviert, kurz in H,O gewaschen und anschlieRend 5-15min in ,Blotting“-Puffer
inkubiert. Die SDS-Gele und je zwei Schwamme und Whatman-Papiere pro Gel wurden ebenfalls in
»Blotting“-Puffer inkubiert bzw. getrankt. Die Transferapparatur wurde nach Herstellerangaben
zusammengebaut (Reihenfolge: Schwamm, Whatman-Papier, SDS-Gel, PVDF-Membran, Whatman-
Papier, Schwamm) und mit gekiihltem ,,Blotting“-Puffer befiillt. Der Transfer erfolgte bei 4 °C fur

1 h bei 100 V. Zur Fixierung wurde die Membran anschliefend fir 30 sec in 100 % Methanol gelegt,
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kurz mit H,O und 1 x PBS gewaschen und entweder sofort zur Immunodetaktion eingesetzt oder

bei 4 °C gelagert.

Coomassie-Farbung von Proteinen in Polyacrylamidgelen

Um die aufgetrennten Proteine im Polyacrylamidgel sichtbar zu machen, wurde das Gel fiir 30 min
in Gorg-Coomassie-Farbeldsung (Tabelle 4) inkubiert. Uberschiissiges Coomassie wurde
anschlieRend durch mehrmaliges Waschen mit H,O oder Gorg-Coomassie-Entfarber (Tabelle 4)

entfernt.

Immunodetektion von Proteinen

Fiir die Detektion spezifischer Proteine wurde die PVDF-Membran zunachst zur Absattigung 1 h bei
RT in Odyssey ,,Blocking“-Puffer inkubiert und anschliefend . N. bei 4 °C oder fiir 1 h bei RT mit 10
ml des jeweiligen Primarantikorpers (verdiinnt in Odyssey ,,Blocking“-Puffer mit 0,1 % Tween20)
inkubiert. AnschlieRend wurde ungebundener Primarantikorper durch viermaliges Waschen mit 1 x
PBS + 0,1 % Tween20 fir je 5 min bei RT entfernt. Die Inkubation mit einem entsprechenden
Sekundarantikorper (verdiinnt in Odyssey ,,Blocking“-Puffer mit 0,1 % Tween20 und 0,02 % SDS)
erfolgte fir 1 h unter Lichtausschluss bei RT. Erneut wurde ungebundener Antikérper durch
viermaliges Waschen mit 1 x PBS + 0,1 % Tween20 fir je 5 min bei RT entfernt und im Anschluss die
Membran in 1 x PBS gelagert. AnschlieRend wurde die Membran mit Hilfe eines Infrarotscanners,
der den Infrarotfluoreszenz-Farbstoff des gebundenen Sekunddrantikoérpers sichtbar macht,

analysiert.

Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fiir die Auftrennung von nativen Proteinen wurden native Polyacrylamidgele sowie das Mini-
Protean System (BioRad) verwendet. StandardméaRig wurden 10%ige Trenngele und 5%ige

Sammelgele verwendet. Die Zusammensetzung fiir je zwei Gele ist in Tabelle 14 aufgefiihrt.

Tabelle 14: Pipettierschema fiir zwei native 10%ige Polyacrylamidgele.

Komponenten Sammelgel (5 %) Trenngel (10 %)
Rotiphorese® Gel 30 (30 % Acrylamid/Bisacrylamid) 850 pl 3,3ml

1,5 M Tris/HCI, pH 8,9 850 pl 2,2 ml

H,O 3,3 ml 4,5 ml

TEMED 5ul 16,7 pl

10 % APS 50 l 50 pl
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Zur Vorbereitung der zu untersuchenden Proteinproben wurden diese mit 1 x nativem Stopper
versetzt und bis zum Beladen der Geltaschen auf Eis gelagert. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte in 1 x Laufpuffer ohne SDS je nach weiterer Verwendung entweder 2 h bei 100 V und RT
(Superoxid-Dismutase-Aktivitdtsgele) oder 16h bei 70V und 4°C (Katalase-/Peroxidase-

Aktivitatsgele).

»In-Gel“-Superoxid-Dismutase-Aktivitatsfarbung

Zum Nachweis der Superoxid-Dismutase-Aktivitaten (SOD-Aktivitdten) in nativem Gesamtprotein
oder mitochondrialem Proteinextrakten wurde eine Methode nach Flohé und Otting verwendet
(Flohe und Otting, 1984). Dazu wurden je Probe 100 pug Gesamtproteinextrakt (SOD1- und SOD2-
Aktivitdt) oder mitochondrialer Proteinextrakt (SOD3-Aktivitdt) elektrophoretisch auf zwei nativen
Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurde ein Gel als Ladekontrolle mit Gorg-
Coomassie-Farbelosung gefarbt und das andere Gel fiir die SOD-Aktivitatsfarbung verwendet. Dazu
wurde es fir 20 min in 10 ml Kaliumphosphatpuffer (pH 7,8) mit 400 ul NBT-Lésung (50 mg/ml)
unter Ausschluss von Licht schittelnd inkubiert. Die Lésung wurde durch 10ml
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,8) mit 200 pl Riboflavin (1 mg/ml) und 10 pl TEMED ersetzt und das
Gel erneut 20 min unter Ausschluss von Licht schiittelnd inkubiert. Um die Reaktion zu starten,

wurde das Gel anschliefend auf einem Leuchttisch 5-20 min geschwenkt.

Die Methode beruht auf der Tatsache, dass Riboflavin zusammen mit dem Katalysator TEMED in Verbindung
mit Licht Superoxid bildet. Dieses ist zum einen das Substrat der SODs und zum anderen kann es mit NBT
reagieren, wodurch sich das Gel durch sich bildendes NBT-Diformazan violett verfarbt. In Bereichen mit einer
aktiven SOD wird das Superoxid durch diese abgebaut, sodass keine violette Farbung durch Reaktion mit NBT
entsteht und dort das Gel ungefarbt bleibt.

Die hellen, von der NBT-Farbung ausgesparten, Gelbereiche zeigten eine SOD-Aktivitdt an. Zur

Dokumentation wurde das Gel zeitnah eingescannt.

Ill

»In-Gel“-Katalase- und Peroxidase-Aktivitdtsfarbung

Zum Nachweis der Katalase- und Peroxidase-Aktivitdten in nativem Gesamtprotein wurde eine
Doppel-Farbungsmethode nach Wayne und Diaz (1986) verwendet, welche auf Methoden von
Woodbury et al. (1971) und Tsang et al. (1983) beruht. Dazu wurden je Probe 30 pg nativer
Gesamtproteinextrakt elektrophoretisch auf drei nativen Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Nach
der Auftrennung wurde ein Gel als Ladekontrolle mit Gorg-Coomassie-Farbelosung gefarbt und die

beiden anderen Gele fir die Aktivitatsfarbungen verwendet.
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Fur die Katalase-Aktivitatsfarbung wurde das Gel zunachst dreimal fir je 10 min mit H,0

gewaschen. Es folgte eine Inkubation in 30 ml H,O mit 30 pl 30 % Wasserstoffperoxid fiir 30 min
unter Ausschluss von Licht. Durch dreimaliges grindliches Waschen mit H,O wurde das
Wasserstoffperoxid entfernt und das Gel in 20 ml frisch angesetzter Katalase-Farbel6sung (je 10 ml
beider Komponenten) flr 5-10 min auf einem Leuchttisch inkubiert. Nach dem Erscheinen einer
deutlichen griinen Farbung wurde die Losung abgegossen, das Gel griindlich mit H,O gewaschen
und zur Dokumentation und Auswertung eingescannt. Die ungefarbten Bereiche im Gel zeigen die

Aktivitat von Katalasen an.

Wahrend der Inkubation mit Wasserstoffperoxid bauen aktive Katalasen dieses ab und es entstehen winzige
Gasblaschen im Gel. Aufgrund der Reaktion der Komponenten der Farbeldsung bildet sich ein homogener
griner Niederschlag, der das Gel dunkel farbt. An Stellen mit Gasbldschen bleibt das Gel ungefarbt, wodurch
aktive Katalasen erkennbar sind.

Fiir die Peroxidase-Aktivitatsfarbung wurde das dritte Gel zunachst dreimal fiir je 10 min in 1 x PBS

(pH 7,4) gewaschen. Es folgte eine schittelnde Inkubation in 30 ml 1 x PBS (pH 7,4) mit 30 ul 30 %
Wasserstoffperoxid und 30 mg DAB bis braune Banden sichtbar wurden (ca. 20-40 min).
AnschlieBend wurde das Gel griindlich mit H,O gewaschen und zur Dokumentation und Auswertung

eingescannt. Die braunen Banden zeigen die Anwesenheit aktiver Peroxidasen an.

Blau-native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE)

Fiir die native gelelektrophoretische Auftrennung mitochondrialer Proteinkomplexe wurde die
Methode der blau-nativen Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PAGE) nach Wittig et al. (2006)
verwendet. Es wurde die Elektrophorese-Kammer ,,Protean® II“ (Bio-Rad) nach Herstellerangaben
mit 4-13%igen biphasischen BN-Trenngelen und 3,5%igen BN-Sammelgelen (Zusammensetzung

siehe Tabelle 15) verwendet.

Tabelle 15: Pipettierschema fiir ein 3,5-14%iges blau-natives Polyacrylamidgel.

Komponenten Trenngel (4 %) Trenngel (13 %) Sammelgel (3,5 %)
86 % Glycerin - 2,96 g -

Rotiphorese® Gel A (30 % Acrylamid) 1,92 ml 0,7136 ml 1,6975 ml
Rotiphorese® Gel 40 (40 % Acrylamid/Bisacrylamid) - 4,28 ml -

Rotiphorese® Gel 2 (2 % Bisacrylamid) 0,889 ml - 0,7875 ml

3 x BNP-Puffer 4,94 ml 4,94 ml 5ml

H,0 7 ml ad 15 ml 7,385 ml

10 % APS 6,8 ul 4,1l 11,9 ul

TEMED 68 ul 41 pl 119 pl

Gesamt: 14,82 ml 15,045 ml 15 ml
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Als Vorbereitung fir die Auftrennung wurden die mitochondrialen Membranproteine mit Digitonin
im Verhéltnis 3:1 (w/w) solubilisiert. Dazu wurden pro Probe 100 pg mitochondrialer Proteinextrakt
in einem 1,5 ml ReaktionsgefalR pelletiert und anschlieBend in 27 pl Solubilisierungspuffer mit
Protease-Inhibitor Cocktail resuspendiert. Nach Zugabe von 3 ul 10%igem Digitonin wurden die
Proben kurz vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Proben fiir 30 min bei
15000 Upm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand mit den solubilisierten Proteinkomplexen wurde
in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal® Gberfihrt und mit 3,5 pl 50%igem Glycerin und 1,5 pl 5%igem
Coomassie versetzt. Vor dem Beladen der Geltaschen wurden diese mit 1 x BNP-Puffer gespiilt, um
stérende nicht auspolymerisierte Acrylamidreste zu entfernen und im Anschluss wurden die Proben
sowie 7 ul eines nativen Markers (Tabelle 9) auf das Gel aufgetragen. Der Anodentank war mit 3 |
Anodenpuffer befillt und der Kathodentank zunachst mit dem Kathodenpuffer B. Der erste Teil der
Auftrennung, das Einwandern der Proben in das Gel, erfolgte fiir etwa 1,5 h bei 100 V und 10 mA
pro Gel bei 4 °C. Anschlieend wurde die Spannung auf 500 V, bei einer maximalen Stromstarke
von 15 mA pro Gel, erhoht. Nachdem die Proben nach weiteren 1,5-2 h die Halfte des Gels
durchwandert hatten, wurde der Kathodenpuffer B durch Kathodenpuffer B10 ersetzt und die
Auftrennung bei gleicher Spannung und Stromstdrke wie zuvor fortgesetzt. Beendet wurde die
Auftrennung nach dem Auslaufen der Coomassie-Front aus dem Gel. AnschlieBend erfolgte
entweder die Visualisierung und Zuordnung alle Komplexe mit einer Coomassie-Farbung Krause et

|II

al. (2004) oder es wurden Komplex-spezifische Farbungen (siehe ,In-Gel“-Farbungen von
Komplexen der Atmungskette) durchgefiihrt. Zur Dokumentation und Auswertung wurde das Gel

eingescannt.

Ill

»In-Gel“-Farbung von Komplexen der Atmungskette

Die ,In-Gel“-Komplex | (NADH-Dehydrogenase)-Farbung erfolgte nach einer Methode von Jung et

al. (2000). Dafiir wurde das Gel oder ein Teil des Gels in Komplex I-Farbelosung (Tabelle 4) fiir
30 min in Dunkelheit inkubiert. Durch die Komplex I-Aktivitat wird das zugegebene NADH zu NAD*
oxidiert und das NBT?* wird in violettes Formazan (NBT) umgewandelt, wodurch eine violette

Farbung entsteht.

Die ,In-Gel“-Komplex Il (Succinat-Dehydrogenase)-Farbung erfolgte nach einer neu etablierten

Methode von Jung et al. (2000). Dazu wurde das Gel oder auch nur ein Teil eines Gels in Komplex
lI-Farbeldsung (Tabelle 4) unter Ausschluss von Licht inkubiert bis violett-blaue Banden erscheinen.
Durch die Komplex Il-Aktivitat wird das zugegebene Succinat zu Fumarat umgewandelt, wobei FAD

zu FADH; reduziert wird. Von dem FADH; werden zwei Elektronen durch den Elektronenibertrager
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Phenazine-Methosulfat auf NBT Uibertragen, welches dadurch zu Formazan reduziert wird und eine

violette Farbung bildet.

Die ,In-Gel“-Komplex IV (Cytochrom-c-Oxidase)-Farbung erfolgte nach der Methode von Jung et al.

(2000). Dazu wurde das Gel oder auch nur ein Teil eines Gels in Komplex IV-Farbelosung (Tabelle 4)
bei RT im Dunkeln so lange inkubiert, bis braunliche Banden sichtbar wurden. Die Farbel6sung
enthalt u. a. oxidiertes Cytochrom ¢ und DAB. Letzteres wird durch Cytochrom c oxidiert. In
Bereichen mit Komplex IV-Aktivitat wird Cytochrom c schnell reoxidiert, wodurch das oxidierte DAB
akkumulieren und komplexieren kann und ein unldsliches braunes Prazipitat im Gel bildet. Die so

entstehenden braunlichen Banden zeigen die Anwesenheit von Komplex IV an.

Die ,In-Gel“-Komplex V-Farbung erfolgte nach einer modifizierten Methode nach Wittig und

Schagger (2005) und Suhai et al. (2009). Dazu wird das Gel oder nur ein Teil eines Gels fir 30 min
in einer ATPase-Farbeldsung (Tabelle 4) inkubiert. Durch zweimaliges Waschen mit H,O und einer
10-minitigen Inkubation mit 50 % Methanol wird die Farbereaktion gestoppt.

Durch eine anschlieBende kurze Farbung (max. 10 s) mit einer 1%igen Ammoniumsulfid-Losung
werden Komplex V-Monomere und-Dimere als braune Banden im Gel sichtbar, aufgrund der
Hydrolyse-Aktivitdt der FoF;-ATP-Sythase, die unter Freisetzung von Phosphat ATP zu ADP
dephosphoryliert. Das freie Phosphat reagiert mit dem im Puffer enthaltenen Bleinitrat zu
schwerldslichem Bleiphosphat, welches als weiRes Prazipitat ausfallt. Durch das Ammoniumsulfid
bildet sich im Anschluss Bleisulfid, welches die braunliche Farbung verursacht.

Zur Dokumentation und Auswertung wurden alle gefarbten Gele eingescannt.

Zweidimensionale- (2D-) Gelelektrophorese (2D-PAGE)

Die Auftrennung in der ersten Dimension erfolgte durch eine isoelektrische Fokussierung (IEF).
Hierzu wurden 7 cm lange immobilisierte pH-Gradienten-Streifen (,,ReadyStrip“, IPG-Streifen, pH 3-
10, nicht linear) von BioRad nach Herstellerangaben verwendet. Je Probe wurden 450 pg
mitochondrialen Proteinextraktes (jeweils gemischt aus drei verschiedenen Individuen desselben
Stammes) in 95 ul IEF-Puffer (Tabelle 4) gel6st. Zur Rehydrierung der IPG-Streifen wurde die
Proteinldsung in eine Fokussierungsschale pipettiert und der IPG-Streifen mit der Gelseite nach
unten daraufgelegt. Nachdem der Gelstreifen die Proteinlosungen vollstandig aufgenommen hatte,
wurden 30 pl IEF-Puffer unter den Gelstreifen gegeben und erneut inkubiert, bis das Volumen
vollstandig aufgesogen wurde. Nach dieser Rehydrierung war das Proteingemisch gleichmaRig im
IPG-Streifen verteilt und es folgte . N. die isoelektrische Fokussierung (Protean IEF cell, BioRad).
Zur Vorbereitung wurden die Elektroden mit 5 ul H,O auf Filterpapierstiickchen bedeckt, damit der

Kontakt zwischen Gelstreifen und Elektrode gewahrleistet ist. Nun wurde der rehydrierte IPG-

52



MATERIAL UND METHODEN

Streifen mit der Gelseite nach unten auf die Filterpapierstiicke gelegt, wobei es wichtig war auf die
Orientierung zu achten (niedriger pH zu ,+“ und hoher pH zu ,-“). Um eine Austrocknung oder
Oxidation des IPG-Streifens wahrend der isoelektrischen Fokussierung zu vermeiden, wurde der
Streifen mit 1,5 ml Mineraldl iberschichtet. Je verwendetem IPG-Streifen betrug die Stromstarke
50 pA. Die Fokussierung verlief zunachst fiir 15 min bei 250 V mit schnellem Spannungsanstieg.
Danach wurde die Spannung fiir 1 h auf 4000 V mit einem linearen Spannungsanstieg erhéht und
die Spannung bis zum Erreichen von 20000 Vh beibehalten. Wahrend der gesamten isoelektrischen
Fokussierung betrug die Temperatur 20 °C. Fir die Auftrennung in der zweiten Dimension, der
Auftrennung nach Molekulargewicht Uber ein 12%iges SDS-Polyacrylamidgel (Zusammensetzung
sieheTabelle 13) mussten die IPG-Streifen anschlieBend mit den nun fokussierten Proteinen
aquilibriert werden. Dazu wurden sie 15 min in Aquilibrierungspuffer (Tabelle 4) mit 2% DTT
inkubiert, wobei die Disulfidbindungen reduziert werden und Thiol-Gruppen entstehen. Um die
entstandenen Thiol-Gruppen zu alkylieren erfolgte eine weitere 15-minitige Inkubation mit
Aquilibrierungspuffer mit 2,5% lodoacetamid. Zusitzlich wurden die Proteine durch im
Aquilibrierungspuffer enthaltenes SDS denaturiert. Zur Auftrennung wurden die dquilibrierten IPG-
Streifen, mit der Orientierung niedrigster pH nach links, auf ein SDS-Polyacrylamidgel (ohne
Sammelgel) gelegt und zur Fixierung mit Uberschichtungsldsung fiir IPG-Streifen, die mit 2%iger
Bromphenolblaulésung angefirbt war, iiberschichtet. Vor dem Uberschichten wurde noch ein
Filterpapierstlick mit 7 pl Proteinmarker (Tabelle 9) neben den Streifen gelegt. Nachdem die Lo6sung
ausgehartet war, wurde die Elektrophorese im Elektrophorese-System ,,Mini-Protean® 11“ (BioRad)
bei 200 V gestartet und nach Austreten der Bromphenolblau-Front aus dem Gel gestoppt. Im
Anschluss wurde das Gel mit Coomassie-Farbelosung gefarbt und nach dem Entfarben zur

Dokumentation und Analyse eingescannt.

3.2.3  Statistische Auswertung

Je nach Methode und Proben-Anzahl wurden verschiedene statistische Auswertungen verwendet,
welche im Folgenden aufgelistet sind. Die Signifikanz ist als p-Wert mit ,,*“ gekennzeichnet: *: p <

0,05; **: p< 0,01 und ***: p < 0,001.

Fiir die statistische Auswertung der Lebensspannen wurde die Software SPSS statistics 19 (IBM)
verwendet und das Uberleben nach Kaplan-Meier analysiert. Die Signifikanzen wurden mit drei
unabhangigen paarweisen Statistiktests (Log-Rank, Breslow und der Tarone-Ware) ermittelt. In den
Abbildungslegenden wird nur der p-Wert, welcher mit dem Log-Rank-Test ermittelt wurde,

angegeben, alle anderen Werte befinden sind im Anhang (Tabellen S1-S3).
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Zur statistischen Auswertung der mittleren Lebensspanne, Wuchsraten, Western-Blot-Analysen

und OCR-Messungen wurde der zweiseitige Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verwendet.

Im Falle der BN-PAGE Analysen, ATP-Messungen und H,0,-Messungen wurde zur statistischen

Auswertung der gepaarte ,Student’s t Test” verwendet.

In den Abbildungen bzw. den Abbildungslegenden werden nur die signifikanten Unterschiede durch

» ¥ gekennzeichnet, jedoch nicht erneut auf die verwendete Berechnung der p-Werte eingegangen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Modulation von Alterungsprozessen durch genetische Veranderungen:
Induktion von Kompensationsmechanismen zum Erhalt der

Mitochondrienfunktion

In der Regulation des Alterungsprozesses spielen Mitochondrien und deren Qualitdt eine zentrale
Rolle (zusammengefasst in: Fischer et al. (2012) und Osiewacz (2002)). Die Qualitat wird durch ein
komplexes Netzwerk an Reaktionswegen kontrolliert. Im Rahmen von gezielten Modulationen
dieser mitochondrialen Qualitdtskontroll-Mechanismen wurden nicht immer die erwarteten
Ergebnisse erzielt. So fluhrten die Deletionen von einzelnen Genen wichtiger Komponenten der
Qualitatskontrolle zu unerwarteten Phanotyp (Fischer et al., 2013; Weil et al., 2011; Zintel et al.,
2010). Beispielsweise fiihrt die Deletion des Gens der einzigen mitochondrialen Superoxid-

Dismutase (PaSOD3) zu einer nicht erwarteten unverdnderten Lebensspanne (Zintel et al., 2010).

Im Genom von P. anserina sind drei SODs kodiert. Eine Cu-/Zn-SOD, die PaSOD1, welche im Zytosol lokalisiert
ist und vermutlich auch in den Intermembranraum der Mitochondrien translozieren kann (Zintel et al., 2010).
Die Mn-SOD, PaSOD2, welche im ER lokalisiert ist und in den Extrazellularraum sekretiert werden kann (Zintel
etal., 2010). Und eine weitere Mn-SOD, die PaSOD3, welche in der mitochondrialen Matrix lokalisiert ist (Zintel
et al., 2010).

In einer vorangegangenen Doktorarbeit wurde neben einer erhéhten extrazelluldaren Superoxid-
Menge der PaSod3-Deletionsmutante gezeigt, dass die unerwartete Lebensspanne von einer
intakten Autophagie-Maschinerie abhangig ist. Darliber hinaus ist in der Deletionsmutante die
Mitophagie-Rate signifikant im Vergleich zum Wildtyp erhoht (Knuppertz, 2017; Knuppertz et al.,
2017). Vergleichende Transkriptomanalysen zwischen der PaSod3-Deletionsmutante und dem
Wildtyp zeigten zudem eine deutliche Hochregulation von Genen der mitochondrialen

Atmungskette und des mitochondrialen Metabolismus (Grimm, 2015; Knuppertz et al., 2017).

Um die Rolle der Mitochondrien in der Kompensation des Verlustes der PaSOD3 genauer zu
untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit zunachst durch blau-native Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (BN-PAGE) die Zusammensetzung der mitochondrialen Atmungskette der
APaSod3-Stamme im  Vergleich zum Wildtyp analysiert. Diese Methode trennt
Membranproteinkomplexe, wie im vorliegenden Fall mitochondriale Atmungskettenkomplexe,
nach Solubilisierung mit Digitonin Uber ein Gradientengel auf (Schagger et al., 1994; Schagger und
von Jagow, 1991; Wittig und Schégger, 2008). Im Vergleich zum Wildtyp zeigt APaSod3 keine
Veranderungen der Zusammensetzung der Atmungskettenkomplexe im Coomassie-gefarbten Gel

(Abbildung 13A). Die quantitative Auswertung der BN-PAGE durch Densitometrie zeigt, dass die
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Menge an mitochondrialen Atmungskettenkomplexen sowie Atmungskettensuperkomplexen
(engl. ,,mitochondrial respiratory supercomplexes” oder kurz mtRSCs) in APaSod3 im Vergleich zum

Wildtyp unverandert ist (Abbildung 13B).
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Abbildung 13: Die PaSod3-Deletion fiihrt zu einer Beeintrachtigung der Mitochondrienfunktion. (A)
Reprasentative BN-PAGE mit je 100 pg mitochondrialen Proteinextrakten von 7d alten APaSod3- und Wildtyp-
Isolaten (je n = 3). Die Cl1Cll12CIVo-2 (So-2) Superkomplexe, die dimeren Komplexe Il und V (lll2 und V2) und die
monomeren Komplexe 11, Vi1 und Vi wurden durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. (B)
Densitometrische Auswertung der BN-PAGE in (A). Die Mengen der Komplexe wurden auf die Gesamtfarbung
der jeweiligen Spur normalisiert und relativ zum Mittelwert des Wildtyps berechnet. (C)
Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit isolierten Mitochondrien von 7d alten APaSod3- und Wildtyp-Isolaten.
Fir jeden Stamm wurden 4 biologische Replikate mit je 3-4 technischen Replikaten analysiert. Alle Werte
wurden relativ zum Sauerstoffverbrauch des Wildtyps in ,State 4” berechnet. (D) Darstellung des
Sauerstoffverbrauchs im ,State 3“ Gber Komplex Il. Dazu wurde der Sauerstoffverbrauch nach vollstandiger
Inhibierung des Komplex | relativ zum Sauerstoffverbrauch tiber Komplex | und Il im ,State 3“ berechnet. (E)
Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials (mtMP) von 7d alten APaSod3- und Wildtyp-Isolaten
durch die mtMP-abhangige Akkumulation von TMRM in den Mitochondrien. Es wurden 2 biologische
Replikate mit je 6 technischen Replikaten analysiert. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung.
Signifikante Unterschiede sind mit ,*“ gekennzeichnet. ***p < 0,001. Abbildung modifiziert nach Knuppertz
etal. (2017).

Unabhangig vom unveranderten Aufbau der mitochondrialen Atmungskette kann der
Elektronentransport und somit der Sauerstoffverbrauch der Atmungskette beeintrachtigt sein.

Daher wurde die Funktion der mitochondrialen Atmungskette mit Hilfe von Sauerstoffverbrauchs-
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Messungen an isolierten Mitochondrien genauer untersucht. Dabei ergaben sich deutliche
Unterschiede in den OCRs des Wildtyps und der APaSod3-Mutante. Wahrend der Komplex | (Cl)-
abhangige Sauerstoffverbrauch im ,State 4“ identisch in beiden Stdmmen ist, ist der Cl-abhangige
Sauerstoffverbrauch von APaSod3 im ,State 3“ signifikant verringert im Vergleich zum Wildtyp
(Abbildung 13C). Diese Verringerung wird durch die Zugabe des Komplex Il (Cll)-spezifischen
Substrates Succinat und der damit einhergehenden zuséatzlichen Stimulation des Cll-abhangigen
Sauerstoffverbrauchs kompensiert (CI/Cll in Abbildung 13C). Dies deutet auf eine erhdéhte Cll-
Aktivitdit und eine daraus resultierende erhohte Cll-assoziierte Atmung in der PaSod3-
Deletionsmutante hin. Um dieser Vermutung nachzugehen, wurde der Cl-abhdngige
Sauerstoffverbrauch durch den spezifischen Inhibitor Rotenon gehemmt (Cll in Abbildung 13C). Der
verbleibende Cll-abhangige Sauerstoffverbrauch ist in APaSod3 signifikant um 5 % hoher als im

Wildtyp (Abbildung 13D). Dies zeigt, dass die Cll-Aktivitdt in der Mutante erhoht ist.

Eine Abnahme der Cl-assoziierten Atmung sollte aufgrund der geringeren Zahl gepumpter Protonen
zu einer Verringerung des mtMP fithren. Um den Einfluss der zu Cll verschobenen Atmung in
APaSod3 auf das mtMP zu untersuchen, wurde zunachst die simultane OCR- und mtMP-Messung,
die sogenannte Fluo-Respirometrie, etabliert. Hierbei wird ein Fluoreszenzfarbstoff
Membranpotential-abhangig in die Mitochondrien aufgenommen. Das Vorgehen zur Etablierung
dieser Messungen ist im Methoden-Teil beschrieben (vgl. Seite 45). Die Aufnahme des
Fluoreszenzfarbstoffes Tetramethylrhodamin-Methylester (TMRM) und damit das mtMP ist in der
Deletionsmutante im Vergleich zum Wildtyp geringer (Abbildung 13E). Wie es in Saugerzellen
gezeigt wurde, kann eine Verringerung des mtMP zu einer Induktion von Mitophagie fiihren (Chen

et al., 2016; Kubli et al., 2015; Narendra et al., 2008).

Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit bestdtigen erneut die schon seit vielen Jahren
bekannte Schliisselrolle der Mitochondrien im Alterungsprozess. Darliber hinaus wird deutlich, dass
die Zelle genetischen Veranderungen durch eine Anpassung der Mitochondrienfunktion
kompensieren kann, um die Lebensspanne aufrechtzuerhalten. Daraus ergibt sich die Frage, ob es
moglich ist, die Mitochondrienfunktion von auflen zu beeinflussen, um so die Lebensspanne zu
verandern. Mogliche dullere Einfliisse sind z. B. Bestandteile der taglichen Erndhrung oder Stoffe,
die als Nahrungsergdanzungsmittel aufgenommen werden. In diesem Zusammenhang sind seit

vielen Jahren Polyphenole von groRem Interesse.
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4.2 Modulation von Alterungsprozessen durch exogene Faktoren: Wirkung

von Polyphenolen auf die Mitochondrien

Polyphenole werden in der Forschung zur Entwicklung von ,anti-Aging“-Thearpien und
Medikamenten fir verschiedene Krankheiten, wie z.B. Krebs, eingesetzt. Trotz des grolien
Forschungsinteresses sind die grundlegenden Wirkmechanismen der meisten Polyphenole nur
teilweise aufgeklart. Es gibt Hinweise, dass die Mitochondrienfunktion eine Rolle bei einigen dieser
Stoffe spielt. Daher ist das Hauptziel der vorliegenden Dissertation die Aufklarung der Rolle von
Mitochondrien im Wirkmechanismus der Polyphenole (-)-Gossypol (ab hier nur noch Gossypol),
Curcumin und Quercetin und dariiber hinaus die Klarung der Frage nach einem allgemein giiltigen

Wirkmechanismus von Polyphenolen.

4.2.1 Gossypol - H.0: als Signal zur Induktion von Zelltod

Dosis- und Apoptose-abhangige Induktion von programmiertem Zelltod durch Gossypol

Verschiedene Studien an Krebszellen zeigen eine Zelltod-Induktion durch Gossypol (Balakrishnan et
al., 2008; Lian et al., 2011; Mani et al., 2015; Meng et al., 2008; Voss et al., 2010; Wolter et al.,
2006). Diese Auslésung von Zelltod ist mit einer Depolarisation und Fragmentierung der
Mitochondrien assoziiert (Voss et al., 2010). Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte, in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe (AG) von Herrn Prof. Dr. Donat Kdégel, durch Untersuchungen
an Glioblastom-Zellen, MEFs (engl. ,mouse embryo fibroblast) und P. anserina die Verbindung
zwischen Gossypol-induzierter mitochondrialer Dysfunktion und Zelltod aufgeklart werden. Als
Grundlage der Untersuchungen in P. anserina dienten die Ergebnisse der Masterarbeit von Nina
Meyer (AG Prof. Kogel). lhre Ergebnisse zeigten, dass die mitochondriale Dysfunktion in den
untersuchten Zelllinien auf eine Gossypol-vermittelte Depolarisation der Mitochondrien sowie eine
Reduktion des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs zurlickzuflihren ist (Meyer, 2015;
Warnsmann et al., 2018). Diese Effekte wurden in P. anserina, einem Modellorganimus der sich
besonders fiir biochemische und physiologische Analysen von isolierten Mitochondrien eignet,
genauer untersucht und dariber hinaus weitere Analysen zur Klarung des Wirkmechanismus von

Gossypol durchgefihrt.

Vor den eigentlichen Analysen wurde zunachst die Aufnahme von Gossypol und die optimale
Konzentration flr P. anserina ermittelt und der Effekt des Losungsmittels DMSO untersucht,
welches spater als Kontrolle dient. Dazu wurde eine Dosis-Wirkungs-Kurve ermittelt, um den

Einfluss steigender Gossypol-Konzentrationen auf die Wuchsrate zu untersuchen. Abhangig von der
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Konzentration wurde eine signifikante Abnahme der Wuchsrate ermittelt (Abbildung 14A). Diese

Abnahme der Wuchsrate bestatigt eine Aufnahme des exogenen Gossypols durch P. anserina.

Fir weitere Analysen wurde eine Gossypol Konzentration von 20 uM verwendet. Diese
Konzentration liegt genau zwischen den in den Zelllinien verwendeten Konzentrationen (10-
30 uM). Weiterhin liegt diese Konzentration flr P. anserina im physiologischen Bereich und wirkt
nicht toxisch, was aufgrund des geringen Einflusses auf die Wuchsrate angenommen werden kann.
Entsprechend des zugegebenen Gossypol-Volumes wurde eine DMSO-Konzentration von 0,02 % als
Kontrolle verwendet. Die Lebensspanne und Wuchsrate von mit 0,02 % DMSO behandelten
Wildtyp-Stammen zeigten keine Unterschiede im Vergleich zu unbehandelten Wildtyp-Stammen
(Abbildung 14B, C). Aufgrund dieser Ergebnisse konnen Effekte von DMSO ausgeschlossen und
davon ausgegangen werden, dass alle durch Gossypol induzierten Effekte allein auf Gossypol

beruhen und nicht auf Nebeneffekten von DMSO.
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Abbildung 14: Dosis-abhdngige Reduktion der P. anserina-Wuchsrate. (A) Wuchsraten des P. anserina-
Wildtyps auf M2-Medium ohne Zusatz (unbehandelt) oder mit Zusatz von 50 uM bzw. 100 uM Gossypol (je n
= 3). Der Werte der Gossypol-behandelten Stamme wurden relativ zu den unbehandelten berechnet. (B)
Lebensspanne von P. anserina Wildtyp-Stammen auf M2-Medium mit 0,02 % DMSO (n = 24) oder ohne Zusatz
(unbehandelt; n = 25). (C) Relative Wuchsrate der Stimme aus (A). Die Mittelwerte der unbehandelten
Stamme wurden jeweils auf 100 % gesetzt und die Werte fir DMSO relativ dazu berechnet Angegeben sind
die Mittelwerte * Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet. *p < 0,05; ***p
< 0,001. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al. (2018).
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Zu Beginn der eigentlichen Untersuchungen zur Wirkung von Gossypol in P. anserina wurde zuerst
der Effekt auf die Lebensspanne analysiert und (bereinstimmend zur Zelltod-Induktion in
Krebszellen eine Verkiirzung der Lebensspanne des P. anserina-Wildtyps auf M2-Medium mit
20 uM Gossypol beobachtet (Abbildung 15A). Im Vergleich zur Kontrolle wird die Wuchsrate durch
Gossypol (20 uM) nicht beeinflusst, wohingegen die mittlere Lebensspanne signifikant um ca. 10 %
von 18 d auf 16 d reduziert wird (Abbildung 15B, C). Diese Lebensverkiirzung wurde durch die
Behandlung mit einer auf 200 uM erhoéhten Gossypol-Konzentration (entsprechend wurde 0,2 %
DMSO als Kontrolle verwendet) deutlich verstarkt (Abbildung 15D). Ein Vergleich der mittleren
Lebensspanne zeigt eine Verklirzung um 25 % (15 d vs. 20 d) im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung
15E). Zusatzlich beeintrachtigt diese hohe Konzentration die Wuchsrate. Diese ist um 55 %, von

0,62 cm auf 0,34 cm pro Tag, verringert (Abbildung 15F).
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Abbildung 15: Dosis-abhingiger Effekt von Gossypol auf die Lebensspanne des P. anserina-Wildtyps. (A)
Lebensspanne des P. anserina-Wildtyps auf M2-Medium mit 0,02 % DMSO (n = 24) oder 20 uM Gossypol
(Gossy; n = 27; p-Wert = 0,001). (B) Mittlere Lebensspanne und (C) relative Wuchsrate der Stamme aus (A).
Die Daten sind als relative Werte bezogen auf die DMSO-Kontrolle + Standardabweichung angegeben. (D)
Lebensspanne des P. anserina-Wildtyps auf M2-Medium mit 0,2 % DMSO (n = 10) oder 200 uM Gossypol
(Gossy; n = 10; p-Wert = 0,000006). (E) Mittlere Lebensspanne und (F) relative Wuchsrate der Stamme aus
(D). Die Daten sind als relative Werte bezogen auf die DMSO-Kontrolle + Standardabweichung angegeben.
Signifikante Unterschiede sind mit ,,*“ gekennzeichnet. ***p < 0,001. Abbildung modifiziert nach Warnsmann
etal. (2018).
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Aus Untersuchungen an verschiedenen Krebs-Zelllinien ist bekannt, dass Gossypol sowohl
apoptotischen Zelltod (Antonietti et al., 2016; Balakrishnan et al., 2008; Mani et al., 2015; Meng et
al., 2008; Wolter et al., 2006) als auch autophagischen Zelltod, durch vermehrte Autophagie (Lian
etal., 2011; Voss et al., 2010), induzieren kann. Daher ist die Gossypol-induzierte Lebensverkiirzung
in P. anserina vermutlich abhangig von einer Induktion von programmiertem Zelltod. Zur Analyse,
welche Art von Zelltod durch Gossypol in P. anserina ausgelost wird, wurde als nachstes der
Gossypol-induzierte Zelltod in verschiedenen Zelltod-Mutanten untersucht. Zunachst wurde die
Rolle einer intakten Autophagie-Maschinerie im Gossypol-induzierten Zelltod analysiert. Dazu
wurde der Einfluss von Gossypol auf die PaAtgl-Deletion (APaAtgl), eine Autophagie-defiziente

Mutante (Knuppertz et al., 2014), untersucht.

Die verschiedenen physiologischen Schritte der Autophagie werden durch die sogenannten ,autophagy-
related genes/proteins” (kurz: Atg/ATG) reguliert, von denen 32 identifiziert wurden (Harding et al., 1995;
Klionsky et al., 2003; Scott et al., 1996; Takeshige et al., 1992; Thumm et al., 1994; Tsukada und Ohsumi, 1993).
Ein solches, fur die Autophagie essentielles, ist Atgl/ATG1, eine Serin-/Threonin-Kinase (Meijer und Codogno,
2004). Es ist Teil des ATG1-Initiierungskomplexes, dessen Ausbildung der initiale Schritt der Autophagie ist
(Kamada et al., 2000; Mizushima, 2010; Suzuki et al., 2001).

Ahnlich wie im Wildtyp ist die Lebensspanne von APaAtgl auf M2-Medium mit 20 uM Gossypol
verkirzt (Abbildung 16A). Die mittlere Lebensspanne ist im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
signifikant um 15 %, von 20 d auf 17 d, reduziert (Abbildung 16B). Diese Daten weisen auf einen
Autophagie-unabhangigen Gossypol-induzierten Zelltod in P. anserina hin. Aufgrund dieser
Unabhangigkeit wurde als nachstes die Abhdngigkeit des Gossypol-induzierten Zelltod von einer
intakten Apoptose-Maschinerie analysiert. Dazu wurde die Induktion von Zelltod durch Gossypol in

einer Deletion der Metacaspase PaMcal (APaMcal) untersucht.

Metacaspasen sind die Sequenzhomologen von Sduger-Caspasen in Pflanzen und Pilzen (Uren et al., 2000). Sie
werden in Typ |- und Typ llI-Metacaspasen eingeteilt, analog zu der Einteilung in Initiator- und Effektor-
Caspasen in Sdugern. In Pilzen wurden bisher nur Typ I-Metacaspasen gefunden (Tsiatsiani et al., 2011). Das
Genom von P. anserina kodiert fir zwei Metacaspasen, PaMCA1 und PaMCA2, wobei PaMCA1 vermutlich die
wichtigere der beiden Metacaspasen ist (Hamann et al., 2007; Scheckhuber et al., 2007). Analog zu den Sauger-
Caspasen induzieren die Metacaspasen in Pflanzen und Pilzen programmierten Zelltod.

Im Gegensatz zum Wildtyp wird die Lebensspanne in dieser Mutante durch 20 uM Gossypol nicht
beeinflusst (Abbildung 16C). Die mittlere Lebensspanne liegt unverandert bei 20 d im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle (Abbildung 16D). Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass der Gossypol-
induzierte Zelltod und die damit verbundene Lebensverkiirzung in P. anserina Metacaspase 1-

abhangig ist, durch Gossypol also ein apoptotischer Zelltod induziert wird.
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Abbildung 16: Induktion von apoptotischem Zelltod durch Gossypol. (A) Lebensspanne der PaAtgl-
Deletionsmutante auf M2-Medium mit 0,02 % DMSO (n = 12) oder 20 uM Gossypol (Gossy; n = 12; p-Wert =
0,004). (B) Mittlere Lebensspanne und Wuchsrate der Stamme aus (A). Die Daten sind als relative Werte
bezogen auf die DMSO-Kontrolle + Standardabweichung angegeben. (C) Lebensspanne der PaMcal-
Deletionsmutante auf M2-Medium mit 0,02 % DMSO (n = 10) oder 20 uM Gossypol (Gossy; n = 10; p-Wert =
0,61). (E) Mittlere Lebensspanne und der Stamme aus (D). Die Daten sind als relative Werte bezogen auf die
DMSO-Kontrolle + Standardabweichung angegeben. Signifikante Unterschiede sind mit ,*“ gekennzeichnet.
**p < 0,01. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al. (2018).

Induzierte mitochondriale Dysfunktion durch Langzeit-Inkubation mit Gossypol

Da die Zelltod-Induktion in Glioblastom-Zellen mit einer mitochondrialen Dysfunktion einhergeht
(Meyer, 2015; Voss et al., 2010; Warnsmann et al., 2018) und in P. anserina und anderen Pilzen
eine Verbindung zwischen der Lebensspanne und der Mitochondrienfunktion bekannt ist (Francis
et al., 2007; Gredilla et al., 2006; Kurashima et al., 2013; Scheckhuber et al., 2011), wurde als
nachstes der Einfluss von Gossypol auf die Mitochondrien des P. anserina-Wildtyps mit Hilfe von

OCR-Messungen an isolierten Mitochondrien untersucht.

Die Cl-abhangige OCR von frisch isolierten Mitochondrien, welche direkt wahrend der Messungen
mit 20 UM Gossypol behandelt wurden (Kurzzeit-Inkubation), war um 60 % im ,State 4“ erhoht, im
»State 3“ allerdings nicht (Abbildung 17A). Eine mogliche Ursache fiir eine Erhéhung der ,,State 4“-
Atmung kann u. a. eine Entkopplung der Atmungskette sein. Dabei wird der Elektronentransport
von der ATP-Generierung getrennt (,entkoppelt“). Dies kann zum einen durch sogenannte

Entkoppler-Proteine (engl. ,uncoupling proteins“) oder aber durch chemische Entkoppler
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(Protonophore), wie FCCP und CCCP, hervorgerufen werden und resultiert in einer Abnahme des
mtMP. Folglich wurden zur Uberpriifung dieser Méglichkeit simultane OCR- und mtMP-Messungen
mit dem Fluoreszenzfarbstoff TMRM durchgefiihrt. Ubereinstimmend mit sehr friihen Daten aus
Untersuchungen mit Ratten (Abou-Donia und Dieckert, 1976; Reyes und Benos, 1988) und mit
kiirzlich erhaltenen Befunden mit Glioblastom-Zellen (Meyer, 2015; Voss et al., 2010; Warnsmann
et al., 2018), reduziert Gossypol auch in P. anserina deutlich das mtMP (Abbildung 17B). Das mtMP
ist in den Gossypol-behandelten Mitochondrien um 36 % im ,State 4“ und 5% im ,State 3"
gegeniber den DMSO-behandelten Mitochondrien reduziert (Abbildung 17B), was auf einen

Entkoppler-Effekt von Gossypol hindeutet.
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Abbildung 17: Effekt von Gossypol auf den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch von P. anserina. (A)
Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit isolierten Mitochondrien aus 10 d alten Wildtyp-Isolaten, die wahrend
der Messung mit 0,02 % DMSO oder 20 uM Gossypol inkubiert wurden (direkte bzw. Kurzzeit-Inkubation). Es
wurden 4 biologische Replikate (Mitochondrien-Praparationen von vier verschiedenen Isolaten) mit je 3-4
technischen Replikaten analysiert. Der Sauerstoffverbrauch der DMSO-Kontrolle im ,State 4” wurde auf
100 % gesetzt und die Ubrigen Werte relativ dazu berechnet. (B) Bestimmung des mitochondrialen
Membranpotentials (mtMP) von 10 d alten Wildtyp-Isolaten nach Kurzzeit-Inkubation durch die mtMP-
abhangige Akkumulation von TMRM in den Mitochondrien. Es wurden 2 biologische Replikate mit jeweils 6
technischen Replikaten analysiert und alle Werte relative zur ,State 4“-OCR der DMSO behandelten
Wildtypen berechnet (C) Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit isolierten Mitochondrien von 10d alten
Wildtyp-Isolaten, die 4 h mit 0,02 % DMSO oder 20 UM Gossypol inkubiert wurden (Langzeit-Inkubation). Es
wurden 4 biologische Replikate mit je 3-5 technischen Replikaten analysiert. Der Sauerstoffverbrauch der
DMSO-Kontrolle in ,State 4” wurde auf 100 % gesetzt und die Ubrigen Werte relativ dazu berechnet.
Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind mit ,*“
gekennzeichnet. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al. (2018).

Da Entkopplung lber einen langeren Zeitraum negative Konsequenzen fiir die mitochondriale
Funktion hat (Kwon et al., 2011; Nishio und Ma, 2016), wurde im Folgenden die Cl-abhéngige OCR
von isolierten P. anserina-Mitochondrien aus 4 h mit 20 uM Gossypol inkubierten Kulturen
analysiert. Diese Langzeit-Inkubation fiihrt tatsachlich zu einer Beeintrachtigung der Mitochondrien
und spiegelt sich in einer Abnahme der OCR sowohl in ,State 4“ als auch ,State 3“ wider. Im Detail

ist die OCR im ,,State 4“ um 18 % und im ,State 3“ um 27 % reduziert (Abbildung 17C).
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Da Veranderungen des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs meist aus Veranderungen des
Aufbaus der mitochondrialen Atmungskette resultieren, wurde im nachsten Schritt deren Aufbau
durch eine BN-PAGE-Analyse mit Mitochondrien aus Wildtypstdammen nach Langzeit-Inkubation
mit Gossypol untersucht. Neben der Visualisierung aller (Super-)Komplexe durch Coomassie-
Farbung (Abbildung 18A) wurden die einzelnen monomeren und dimeren Komplexe mit Hilfe
spezifischer Komplexfarbungen angefarbt (Abbildung 18B-C). Das Coomassie-gefarbte Gel zeigte
keine Veranderungen in den monomeren und dimeren Komplexen, welches durch die spezifischen
Farbungen der Komplexe I, I, IV und V bestatigt wurde. Auffallig jedoch war ein starker Anstieg der
Menge der mitochondrialen Atmungskettensuperkomplexe (mtRSCs) S; und S; in den Gossypol-

behandelten Mitochondrien im Vergleich zu den DMSO-behandelten (rote Pfeile Abbildung 18A).

Die mitochondriale Atmungskette besteht aus flinf Komplexen, Komplex |-V, welche eingebettet in der inneren
Mitochondrienmembran vorliegen. Nach dem ,plasticity“-Modell kdnnen die Atmungskettenkomplexe
sowohl frei in der inneren Mitochondrienmembran diffundieren, als auch in stabilen supramolekularen
Maschinerien, sogenannte Superkomplexe, assoziiert vorliegen (Acin-Perez et al., 2008; Bianchi et al., 2004;
Boekema und Braun, 2007). In P. anserina sind die Komplexe in die Superkomplexe S,, S; und Sp organisiert,
wobei die Zahlen im Index der Anzahl der Komplex IV-Monomere neben Komplex I-Monomer und Komplex II-
Dimer angeben (Krause et al., 2004; Krause und Seelert, 2008; Schagger und Pfeiffer, 2000). Diese
Superkomplexe verbessern durch das sogenannte ,substrate channeling” den Elektronenfluss (Genova und
Lenaz, 2013; Schagger und Pfeiffer, 2000). Weiterhin vermindern Superkomplexe die Generierung von ROS
(Maranzana et al., 2013; Schagger und Pfeiffer, 2000).

Zusatzlich wurde diese Erhéhung durch eine spezifische Komplex IV (CIV)-Farbung bestétigt (rote
Pfeile Abbildung 18D). Da die beiden mtRSCs S1 und S2 Komplex IV enthalten, konnte deren Menge
Uber eine Komplex IV-Farbung bestimmt werden. In der Regel flihren mtRSCs zu einer verbesserten
Atmung (Bianchi et al., 2003; Bianchi et al., 2004; Schagger und Pfeiffer, 2000), was im Widerspruch
zu der beobachteten Gossypol-induzierten Beeintrdchtigung des Sauerstoffverbrauches steht.
Moglicherweise ist die erhohte Menge mtRSCs eine Art Kompensations-Mechanismus nach
Gossypol-Behandlung, um die negativen Effekte des Polyphenols auf die Atmung zu minimieren,

was jedoch nicht vollstandig gelingt.
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Abbildung 18: Effekt von Gossypol auf den Aufbau der mitochondrialen Atmungskette. Reprasentative BN-
PAGE-Analyse mit isolierten Mitochondrien aus Wildtyp-Stammen nach Langzeit-Inkubation (4 h) mit 0,02 %
DMSO oder 20 uM Gossypol (n = 3, je 100 pg). Die durch Digitonin solubilisierten Proteine wurden (ber ein
4-13%iges Gradientengel elektrophoretisch aufgetrennt (A) Die CliClII2CIVo-2 (So-2) Superkomplexe, die
dimeren Komplexe lll und V (lll2 und V2) und die monomeren Komplexe l1, IV1 und Vi wurden nach der
Auftrennung durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. (B) Komplex I-Farbung, (C) Komplex lI-Farbung, (D)
Komplex IV-Farbung und (E) Komplex V-Farbung nach Auftrennung. Unterschiede sind durch rote Pfeile
gekennzeichnet. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al. (2018).

Aus Glioblastom-Zellen ist eine Fragmentierung der Mitochondrien nach Behandlung mit Gossypol
bekannt (Voss et al., 2010). Daher wurde zusatzlich zu dem Einfluss der Langzeit-Inkubation mit
Gossypol auf die Organisation der Atmungskette wurde der Einfluss der Kurzzeit-Inkubation auf die
Mitochondrien-Morphologie untersucht. Hierzu wurde ein GFP-Reporterstamm mit einer
mutierten Version der mitochondrialen PaSOD3 (PaSOD3"%%Y) verwendet und direkt vor der
Mikroskopie auf dem Objekttrager mit 0,02 % DMSO bzw. 20 uM Gossypol behandelt. Wie schon
in frilheren Studien mit Glioblastom-Zellen gezeigt, fihrt die Behandlung mit Gossypol zu einer
Fragmentierung der Mitochondrien im Vergleich zu einer Behandlung mit DMSO, der
Losungsmittel-Kontrolle (Abbildung 19A, B). Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen fadige
Mitochondrien in den mit DMSO behandelten Stammen (Abbildung 19A) und eine Fragmentierung

bzw. Punktierung der Mitochondrien in den Gossypol-behandelten Stammen (Abbildung 19B).

Zusammengefasst beeintrachtigt die Behandlung mit Gossypol in P. anserina wie in Glioblastom-

Zellen die Mitochondrien-Funktion.
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Abbildung 19: Effekt von Gossypol auf die Mitochondrien-Morphologie des P. anserina-Wildtyps.
Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zur Visualisierung von Mitochondrien in
PaSod3""?%t::Gfp Reporterstimmen, welche direkt wihrend der Mikroskopie mit (A) 0,02 % DMSO oder (B)
20 UM  Gossypol behandelt wurden. Der Malstabsbalken entspricht 10 uM. DIC: differentieller
Interferenzkontrast (engl. ,differential interference contrast”). Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al.
(2018).

Wildtyp

Freisetzung von H.0 aus den Hyphen von P. anserina durch Gossypol

Neben der bekannten Tatsache, dass eine Beeintrachtigung der Mitochondrien zu einer erhéhten
ROS-Produktion flihrt, wurde kiirzlich gezeigt, dass Gossypol oxidativen Stress induziert (Ko et al.,
2007; Xu et al., 2014). Aus diesem Grund wurde im Folgenden sowohl die ROS-Bildung als auch die
ROS-Detoxifizierung analysiert. In einem ersten Schritt wurde die Menge an extrazelluldarem
Superoxid und Wasserstoffperoxid (Ausstofl von Superoxid- und Wasserstoffperoxid) von
P. anserina Wildtyp-Stammen angezogen auf M2-Medium mit verschiedenen Gossypol- oder
DMSO-Konzentrationen bestimmt. Hierzu wurden quantitative histochemische Myzelfarbungen
mit NBT bzw. DAB durchgefiihrt (Munkres, 1990). Diese ergaben keine Verdnderungen des
Superoxid-AusstoRes mit zunehmender Gossypol-Konzentration im Vergleich zu den DMSO-
Kontrollen (Abbildung 20A). Im Gegensatz dazu nimmt die extrazelluldre Wasserstoffperoxid-

Menge mit ansteigender Gossypol-Konzentration im Verhaltnis zur Kontrolle zu (Abbildung 20A).

Superoxid wird mit einer NBT-Farbung nachgewiesen. Das NBT wird durch Superoxid unter Bildung von
Formazan reduziert. Formazan ist ein blau-violetter Farbstoff, durch den das Myzel gefarbt wird. Je héher der
Superoxid-AusstoB, desto starker die Blau-Farbung (Munkres, 1990). Wasserstoffperoxid wird dagegen
anhand einer braunlichen Farbung durch Reaktion mit DAB nachgewiesen. Hierbei wird DAB durch
Wasserstoffperoxid in Anwesenheit von Peroxidasen oxidiert. Dabei entsteht ein rot-brdunliches Prazipitat,
welches sich auf dem Myzel ablagert und dieses farbt (Munkres, 1990).
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Um das Ergebnis der qualitativen Methode zu bestatigen, wurde die freigesetzte Menge an
Wasserstoffperoxid mit einer quantitativen photometrischen Methode bestimmt (Kowald et al.,
2012). Ubereinstimmend wurde ein ca. 5-fach erhéhter Wasserstoffperoxid-AusstoR bei Wildtyp-
Stammen angezogen auf 20 uM Gossypol im Vergleich zur DMSO-Kontrolle ermittelt. Der Ausstof3
nimmt mit erhéhter Konzentration (200 uM) deutlich, auf einen fast 10-fachen Wert, zu (Abbildung
20B). Diese erhohte Freisetzung ist ein indirektes MaR fiir eine erhohte ROS-Menge in den
verschiedenen Zell-Kompartimenten, inklusive Zytoplasma und der Mitochondrien. In letzteren
wird Wasserstoffperoxid durch die PaSOD3 in der Matrix und durch die PaSOD1 im
Intermembranraum gebildet. AnschlieRend kann es aus den Mitochondrien ins Zytoplasma
translozieren und weiter Uiber das Plasmalemma aus der Zelle gelangen. Zusammen mit der stark
verringerten Wuchsrate des P. anserina-Wildtyps auf Medium mit 200 uM Gossypol (Abbildung
15F) deutet dieser starke Anstieg des Wasserstoffperoxid-AusstoRes auf eine Induktion von

oxidativem Stress durch die Behandlung mit Gossypol hin.
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Abbildung 20: Erh6hung des Wasserstoffperoxid-AusstoBes durch Gossypol. (A) Qualitative Bestimmung
des Superoxid- (O2~; NBT-Farbung) und Wasserstoffperoxid-AusstofRes (H.02; DAB-Farbung) von Wildtyp-
Stammen nach Anzucht auf M2-Medium mit DMSO- oder Gossypol-Zusatz. Die Intensitat der Myzelfarbung
entspricht der Menge des ausgestoRenen Superoxids bzw. Wasserstoffperoxids. (B) Quantitative Messung
der H20:-Freisetzung von Wildtyp-Stammen nach Anzucht auf M2-Medium mit DMSO oder Gossypol (5
biologische Replikate mit je 3 technischen Replikaten). Der mittlere H202-Ausstof’ der DMSO-behandelten
Wildtypen wurde auf 1 gesetzt. Abgebildet sind die Mittelwerte * Standardabweichung. Signifikante
Unterschiede sind mit ,*“ gekennzeichnet. **p < 0,01. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al. (2018).

Als nachstes wurde die Frage nach der Ursache des erhohten Wasserstoffperoxid-Ausstof3es
bearbeitet. Ursachlich kann einerseits eine vermehrte Bildung oder aber ein verringerter Abbau von
Wasserstoffperoxid sein. Um zwischen den beiden Moglichkeiten unterscheiden zu kénnen, wurde
zunachst die Bildung und im Anschluss der Abbau von Wasserstoffperoxid unter Mitochondrien-
schadigenden Bedingungen (4 h 20 uM Gossypol) analysiert. Die Bildung von Wasserstoffperoxid
hangt von der Menge an Superoxid ab, welches grofStenteils durch die SODs zu Wasserstoffperoxid

abgebaut wird. Analysen der SOD-Aktivitaten durch ,In-Gel“-Aktivitatsfarbungen ergaben einen
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deutlichen Anstieg der PaSOD1-Aktivitat in den Gossypol-behandelten Stammen im Vergleich zu
den DMSO-behandelten (Abbildung 21A). PaSOD1 ist post-translational reguliert (Borghouts et al.,
2002; Wiemer und Osiewacz, 2014), entsprechend wurde kein signifikanter Unterschied in der

Protein-Menge zwischen den beiden Behandlungen gefunden (Abbildung 21B, C).

Im Gegensatz dazu ist die PaSOD2-Aktivitdt bei gleichbleibender Protein-Menge verringert
(Abbildung 21A-C) und die Aktivitat der mitochondrialen PaSOD3 unverandert (Abbildung 21D).
Eine weitere Moglichkeit der Superoxid-Mengen-Reduzierung und somit der Beeinflussung der
Wasserstoffperoxid-Menge ist das , Abfangen” durch das mitochondriale Protein Cytochrom C
(PaCYTc). Analysen der Menge dieses mitochondrialen Proteins ergaben keine Unterschiede

zwischen der Gossypol-Behandlung und der DMSO-Kontrolle (Abbildung 21E, F).
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Abbildung 21: Einfluss von Gossypol auf Superoxid-abbauende Enzyme des P. anserina-Wildtyps.
Reprasentative Ausschnitte (A) einer ,In-Gel“-SOD-Aktivitdtsfarbung zum Nachweis der PaSOD1- und
PaSOD2-Aktivitdit und (B) einer Western-Blot-Analyse zum Nachweis der SOD-Mengen in
Gesamtproteinextrakten aus Wildtyp-Stammen nach 4 h Inkubation mit 0,02 % DMSO oder 20 uM Gossypol.
Es wurde je 100 pg Gesamtprotein von insgesamt drei biologischen Replikaten analysiert. Als Ladekontrolle
dienten die Coomassie-gefarbten Gele. (C) Quantifizierung der Western-Blot-Analyse aus (B). Protein-
Mengen wurden auf das Coomassie-gefarbte SDS-Gel normalisiert und relativ zum Mittelwert der DMSO-
Kontrolle berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung. (D) Reprasentativer Ausschnitt
einer ,In-Gel“-SOD-Aktivitatsfarbung zum Nachweis der PaSOD3-Aktivitat und (E) reprasentativer Ausschnitt
einer Western-Blot-Analyse zum Nachweis der PaCYTc-Mengen in mitochondrialen Proteinextrakten aus
Wildtyp-Stammen nach 4 h Inkubation mit 0,02 % DMSO oder 20 uM Gossypol. Es wurden je 100 ug
Mitochondrien Protein von insgesamt drei biologischen Replikaten analysiert. Als Ladekontrolle dienten die
gefarbten Gele. (F) Quantifizierung der Western-Blot-Analyse aus (E). Die PaCYTc-Mengen wurden auf das
Coomassie-gefarbte SDS-Gel normalisiert und relativ zum Mittelwert der DMSO-Kontrolle berechnet.
Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al.
(2018).
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Als nachstes wurde die Reduktion der Wasserstoffperoxid-Menge durch die verschiedenen
abbauenden Enzyme untersucht. Analysen der Peroxidase-Aktivitdit mit einer ,In-Gel“-
Aktivitatsfarbung ergaben keine Veranderung in den Gossypol-behandelten Stammen im Vergleich
zu den DMSO-behandelten (Abbildung 22A). Ebenfalls ist die Aktivitat der Katalasen in einer ,In-
Gel“-Aktivitatsfarbung unverdndert (Abbildung 22B). Ein drittes Enzym, welches
Wasserstoffperoxid abbaut, ist die mitochondriale Peroxidase Peroxiredoxin (PaPRX). Da fiir dieses
Protein kein Aktivitats-Assay vorlag, wurde die Protein-Menge analysiert. Ein Vergleich dieser ergab
keinen Unterschied zwischen Gossypol- und DMSO-behandelten Wildtyp-Stammen (Abbildung
22C, D).
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Abbildung 22: Einfluss von Gossypol auf H:0:-abbauende Enzyme des P. anserina-Wildtyps. (A)
Reprasentativer Ausschnitt einer ,In-Gel“-Peroxidase-Aktivitatsfarbung und (B) einer ,In-Gel“-Katalase-
Aktivitatsfarbung mit Gesamtproteinextrakten aus Wildtyp-Stdmmen nach 4 h Inkubation mit 0,02 % DMSO
oder 20 uM Gossypol. Es wurden je 30 ug Gesamtproteinextrakt von insgesamt drei biologischen Replikaten
analysiert. Als Ladekontrolle diente ein Coomassie-gefarbtes Gel. (C) Reprdsentativer Ausschnitt einer
Western-Blot-Analyse zum Nachweis der PaPRX-Mengen mit je 100 ug Gesamtproteinextrakt aus Wildtyp-
Stammen nach 4 h Inkubation mit 0,02 % DMSO oder 20 uM Gossypol. (D) Quantifizierung der Western-Blot-
Analyse aus (C). Die PaPRX-Mengen wurden auf das Coomassie gefarbte SDS-Gel normalisiert und relativ zur
DMSO-Kontrolle berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung. Abbildung modifiziert
nach Warnsmann et al. (2018).
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Insgesamt zeigten die Analysen der ROS-bildenden und-abbauenden Enzyme, dass die erhdhte
Wasserstoffperoxid-Menge bzw. die erhohte Freisetzung in Gossypol-behandelten P. anserina

Wildtyp-Stammen auf einer gesteigerten Bildung, durch eine vermehrte PaSOD1-Aktivitat, beruht.

PaCYPD-abhangige Autophagie-Induktion durch Gossypol

Wasserstoffperoxid ist in Sdugerzellen ein bekannter Induktor von Autophagie (Lee et al., 2012),
und weiterhin ist bekannt, dass Gossypol in Krebszellen Autophagie induzieren kann (Antonietti et
al., 2016; Gao et al., 2010; Mani et al., 2015). Daher wurde im Folgenden untersucht, ob Gossypol
in P. anserina Autophagie ausldsen kann. Dazu wurde als erstes die nicht-selektive Autophagie-Rate
in PaSod1::Gfp-Stammen mit dem sogenannten ,GFP-cleavage-assays” und verschiedenen

Anzuchtsbedingungen untersucht.

Zum Nachweis der Autophagie wurde ein biochemischer Assay, der sogenannte ,,GFP-cleavage-assay” (Kanki
et al., 2009; Meiling-Wesse et al., 2002) verwendet. Dieser Assay wurde in Hefe entwickelt und kurzlich in
P. anserina etabliert und angepasst (Knuppertz et al., 2014; Knuppertz et al., 2017). Grundlage dieses Assays
ist der vakuoldre Abbau (autophagische Proteolyse) von GFP-Reporterproteinen. Je nach Lokalisation des
Reporterproteins kann zwischen nicht-selektiver (PaSod1::Gfp bzw. PaSOD1::GFP im Zytosol) oder selektiver
(z. B. PaSod3H26L::Gfp bzw. PaSOD3H26L::GFP in den Mitochondrien) Autophagie unterschieden werden. Im Falle
einer Autophagie-Induktion wird das Reporterprotein in der Vakuole abgebaut, wobei der GFP-Teil aufgrund
struktureller Eigenschaften langere Zeit stabil in der Vakuole verbleibt. Dieses sogenannte ,freie GFP“ (ca.
25 kDA) kann durch Western-Blot-Analyse anschliefend quantifiziert werden.

Zunachst wurde die Rate der nicht-selektiven Autophagie anhand der ,freien GFP“-Menge nach
dauerhafter Anzucht mit 20 uM entsprechend der Bedingungen der Lebensspannen-Analysen
untersucht. Hierbei wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen Stammen behandelt mit
Gossypol oder DMSO gefunden (Abbildung 23A, C). Um zu testen, ob eine Induktion der nicht-
selektiven Autophagie in P. anserina durch Gossypol tiberhaupt maoglich ist, wurden Stamme fir
kurze Zeit mit einer stark erhohten Gossypol-Konzentration behandelt (24 h 200 uM). Diese
veranderte Anzucht fiihrte zu einem 2-fachen Anstieg der ,freien GFP“-Menge und somit zu einer

Induktion der nicht-selektiven Autophagie (Abbildung 23A, C).

Bei der Induktion von Autophagie in P. anserina spielt das mitochondriale Protein Cyclophilin D
(PaCYPD), welches der Regulator der mitochondrialen Permeabilitats-Transitionspore (mPTP) ist,
eine Rolle (Kramer et al., 2016). Daher wurde als nichstes untersucht, ob PaCYPD auch bei der
Induzierung von Auophagie durch Gossypol involviert ist. Im direkten Vergleich zum Wildtyp wird
in einem APaCypD/PaSod1::Gfp-Stamm die ,freie GFP“-Menge und somit die nicht-selektive

Autophagie nur leicht aber nicht signifikant erhéht (Abbildung 23B, D). Diese Daten demonstrieren
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eine wesentliche Rolle von PaCYPD bzw. der mPTP bei der Induktion von Autophagie durch

Gossypol.
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Abbildung 23: PaCYPD-abhingige Induktion der nicht-selektiven Autophagie. Western-Blot-Analysen zur
Bestimmung der Autophagie-Raten verschiedener 10d alter P. anserina-Stamme. (A) In PaSod1::Gfp-
Stammen nach dauerhafter Inkubation mit 0,02 % DMSO oder 20 uM Gossypol bzw. nach 24-stiindiger
Inkubation mit 0,2 % DMSO oder 200 uM Gossypol und (B) in APaCypD/PaSod1::Gfp-Stammen nach 24-
stiindiger Inkubation mit 0,2 % DMSO oder 200 uM Gossypol. Von allen Stammen wurde jeweils 100 pg
Gesamtproteinextrakt von insgesamt drei biologischen Replikaten analysiert. (C) Quantifizierung der
Western-Blot-Analysen aus (A) und (D) Quantifizierung der Western-Blot-Analysen aus (B). Die Menge an
»freien GFP“ wurde jeweils auf die Ladekontrolle (Coomassie-gefarbtes SDS-Gel) normalisiert und relativ zum
Mittelwert der DMSO-Kontrollen berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung.
Signifikante Unterschiede sind mit ,*“ gekennzeichnet. *p < 0,05. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et
al. (2018).

Induktion von selektiver Autophagie von Mitochondrien (Mitophagie) durch Gossypol

Neben der Induktion der nicht-selektiven Autophagie kann Wasserstoffperoxid auch eine Form der
selektiven Autophagie, den selektiven Abbau von Mitochondrien durch Mitophagie, induzieren. Das
Induzieren von Mitophagie durch Gossypol ist denkbar, da die vorherigen Untersuchungen eine
Reduktion des mtMP und der mitochondrialen Atmung durch Gossypol zeigen und dies in anderen
Organismen zu einer Mitophagie-Induktion fihrt (Gautier et al., 2008; Graef und Nunnari, 2011;

Narendra et al., 2008; Nowikovsky et al., 2007; Priault et al., 2005; Twig et al., 2008; Wu et al.,
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2010). Aus diesem Grund wurde im Weiteren der Abbau von mitochondrialen Proteinen durch

Mitophagie in Gossypol-behandelten Stammen vergleichend zu DMSO-behandelten untersucht.

Hierzu wurde zunachst die Menge an verschiedenen mitochondrialen Proteinen im Gesamtprotein
von P. anserina Wildtyp-Stdmmen untersucht. Eine 24-stiindige Inkubation mit 200 uM Gossypol
fiihrt zu einer Abnahme der Mengen der mitochondrialen Proteine im Vergleich zu derjenigen in
der DMSO-Kontrolle (Abbildung 24A). Die Quantifizierung durch eine densitometrische Auswertung
der Mengen ergab eine signifikante Reduktion der FoF;-ATP-Synthase-Untereinheit PaATP5 auf das
0,4-fache, sowie eine Abnahme auf das 0,6-fache der Menge des mitochondrialen
Membranproteins PaPORIN (Abbildung 24B). Desweiteren nimmt die Menge der mitochondrialen
PaSOD3 um das auf das 0,7-fache und die der mitochondrialen PaPRX auf das 0,3-fache der Kontroll-
Menge ab (Abbildung 24B).
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Abbildung 24: Abnahme der Menge mitochondrialer Proteine nach 24-stiindiger Gossypol-Behandlung. (A)
Reprasentative Ausschnitte einer Western-Blot-Analyse zum Nachweis von mitochondrialen Proteinen im
Gesamtprotein von 10d alten Wildtyp-Stadmmen nach 24 h Inkubation mit 0,2 % DMSO oder 200 uM
Gossypol. (B) Quantifizierung der Western-Blot-Analyse aus (A). Die Mengen der verschiedenen
mitochondrialen Proteine wurden auf das Coomassie-gefarbte SDS-Gel normalisiert und relativ zum
Mittelwert der jeweiligen DMSO-Kontrolle berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte =
Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind mit ,*“ gekennzeichnet. *p < 0,05; **p < 0,01.
Abbildung modifiziert nach Meyer et al. (zur Publikation angenommen).

Diese Abnahme der Menge an mitochondrialen Proteinen ist ein Hinweis auf die Induktion von
Mitophagie durch Gossypol. Daher wurde im Weiteren die ,freie GFP“-Menge in PaSod3"%::Gfp-
Stammen ermittelt. Verglichen zur DMSO-Kontrolle zeigen die Western-Blot-Analysen eine
signifikante gut 2-fache Erh6hung der ,freien GFP“-Menge nach Gossypol-Behandlung (Abbildung
25A, B).
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Zur Uberpriifung, ob die Erhéhung der ,freien GFP“-Menge wirklich auf der Induktion von
Mitophagie beruht, wurden Untersuchungen im Hintergrund der PaAtgl-Deletionsmutante
durchgefiihrt. Uberraschend war in dieser Autophagie-defizienten Mutante auch eine Erhdhung
der ,freien GFP“-Menge nachzuweisen (Abbildung 25A, B). Die Menge ist in der Mutante um das
ca. 1,5-fache erhoht, was im Gegensatz zum Wildtyp-Hintergrund (hier ist es 1,8-fach) geringer ist
(Abbildung 25B). Zusammengefasst deutet dies auf einen zumindest teilweise Gossypol-induzierten
PaAtgl-unabhangigen Abbau von Mitochondrien hin. Moglicherweise geschieht dies (iber
sogenannte ,mitochondrial derived vesicles” (MDV) (Neuspiel et al., 2008). Diese Daten waren der
erste Hinweis auf einen solchen Abbauweg in Pilzen. Um dies bestatigen zu kbnnen, missten in
zukiinftigen Arbeiten weitere Untersuchungen mit anderen Autophagie-defizienten Mutanten
durchgefihrt werden. Beispielsweise sollte die Abhangigkeit von PaATG8 bestimmt werden, um

einen Hinweis auf die Bildung von Autophagosomen zu bekommen.
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Abbildung 25: PaAtgl-unabhingige Mitophagie-Induktion durch Gossypol. (A) Western-Blot-Analysen zur
Bestimmung der Mitophagie-Raten mit Gesamtproteinextrakten aus 10d alten PaSod3"%%::Gfp- und
APaAtg1/PaSod3"%::Gfp-Stammen nach 24-stiindiger Inkubation mit 0,2 % DMSO oder 200 M Gossypol.
(B) Quantifizierung der Western-Blot-Analysen aus (A). Die Menge an ,freiem GFP“ wurde jeweils auf das
Coomassie-gefarbte SDS-Gel normalisiert und relativ zum Mittelwert der DMSO-Kontrollen berechnet.
Angegeben sind die Mittelwerte * Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind mit ,*“
gekennzeichnet. **p < 0,01. Abbildung modifiziert nach Meyer et al. (zur Publikation angenommen).

x-faches ,,freies GFP“

L

PaCYPD ist notwendig fiir die Induktion von mitochondrialer Dysfunktion und Zelltod

Wasserstoffperoxid kann nicht nur, wie bereits erwahnt, Autophagie induzieren, sondern auch das
PaCYPD-vermittelte Offnen der mPTP (Baines et al., 2005; Nguyen et al., 2011). Dariiber hinaus
wurden in der vorliegenden Arbeit Hinweise auf eine Verbindung von PaCYPD und der Gossypol-
induzierten Autophagie gezeigen. Daher ist eine Rolle von PaCYPD in der Gossypol-induzierten

mitochondrialen Dysfunktion und dem Zelltod denkbar.
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Eine weitere anerkannte Komponente der mPTP ist die FoF1-ATP-Synthase (Bernardi, 2013; Giorgio
etal., 2009; Giorgio et al., 2013). Untersuchungen dieser Komponente durch OCR-Messungen unter
Verwendung des spezifischen Inhibitors Oligomycin sollten weitere Hinweise auf eine Rolle der
mPTP in den Gossypol-Effekten liefern. Die OCR-Messungen zeigen eine verringerte Inhibierung der
FoF1-ATP-Synthase durch Oligomycin nach Kurzzeit-Inkubation der isolierten P. anserina Wildtyp-
Mitochondrien mit Gossypol (Abbildung 26A). In der DMSO-Kontrolle wird 78 % des
Sauerstoffverbrauchs inhibiert, wohingegen in den Gossypol behandelten Mitochondrien nur 34 %
des Sauerstoffverbrauches inhibiert werden (Abbildung 26A). Diese verringerte Inhibierung deutet

auf eine Interaktion von Gossypol mit der mPTP hin.
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Abbildung 26: Lebensverkiirzung und mitochondriale Dysfunktion sind abhédngig von PaCypD. (A) Cl-
abhangige Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit isolierten Mitochondrien von 10 d alten Wildtyp-Isolaten,
die wahrend der Messung mit 0,02 % DMSO oder 20 uM Gossypol behandelt wurden. Es wurden 2
biologische Replikate (Mitochondrien-Praparationen) mit je 4 technischen Replikaten analysiert. Abweichend
zu anderen OCR-Messungen wurde nach Erreichen des ,,State 3“ die FoF1-ATP-Synthase mit Oligomycin (Omy)
inhibiert. Der Sauerstoffverbrauch der DMSO-Kontrolle in ,,State 4” wurde auf 100 % gesetzt und die Gbrigen
Werte relativ dazu berechnet. (B) Lebensspanne der APaCypD-Deletionsmutante auf M2-Medium mit 0,02 %
DMSO (n = 40) oder 20 uM Gossypol (Gossy; n = 40; p-Wert = 0,01). (C) Mittlere Lebensspanne der Stamme
aus (A). Die Daten sind als relative Werte bezogen auf die DMSO-Kontrolle angeben. (D) Cl-abhangige
Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit isolierten Mitochondrien aus 10 d alten APaCypD-Kulturen, die
wahrend der Messung mit 0,02 % DMSO oder 20 uM Gossypol behandelt wurden. Es wurden 3 biologische
Replikate (Mitochondrien-Praparationen) mit je 3-5 technischen Replikaten analysiert. Der
Sauerstoffverbrauch der DMSO-Kontrolle in ,State 4” wurde auf 100 % gesetzt und die Gbrigen Werte relativ
dazu berechnet. (E) Cl-abhangige Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit isolierten Mitochondrien aus 10 d
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alten APaCypD-Kulturen, die 4 h mit 0,02 % DMSO oder 20 uM Gossypol behandelt wurden. Es wurden 3
biologische Replikate (Mitochondrien-Préparationen) mit je 4 technischen Replikaten analysiert. Der
Sauerstoffverbrauch der DMSO Kontrolle in ,,State 4” wurde auf 100 % gesetzt und die Gbrigen Werte relativ
dazu berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind mit
»¥“ gekennzeichnet. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al. (2018).

Um diese Vermutung weiter nachzugehen, wurden im Weiteren die im Wildtyp ermittelten
Gossypol-Effekte in einer PaCypD-Deletionsmutante untersucht. Zunachst wurde die Lebensspanne
von APaCypD-Stammen auf M2-Medium mit 0,02 % DMSO oder 20 uM Gossypol ermittelt. Im
Gegensatz zum Wildtyp wurde im Deletionsstamm keine Verringerung der Lebensspanne durch
Gossypol gefunden, sondern eher eine minimale Verlangerung (Abbildung 26B). Die mittlere
Lebensspanne auf Medium mit Gossypol ist um ca. 4 % erhoht verglichen zum Medium mit DMSO
(Abbildung 26C). Dies weist auf einen PaCYPD-abhédngige Induktion von Zelltod durch Gossypol-

Behandlung im P. anserina-Wildtyp hin.

Um festzustellen, ob die Gossypol-Effekte auf die Atmung auch PaCYPD-abhangig sind, wurden als
nachstes die Effekte von Kurzzeit- und Langzeit-Inkubation mit Gossypol auf die Cl-abhangige OCR
von isolierten Mitochondrien aus APaCypD-Stammen untersucht. Ahnlich wie im Wildtyp fiihrt eine
Kurzzeit-Inkubation mit Gossypol von isolierten APaCypD-Mitochondrien zu einer Entkopplung der
Atmungskette, was sich in einer deutlichen Erhéhung der ,,State 4“-OCR widerspiegelt (Abbildung
26D). Gegensatzlich zum Wildtyp bleibt die , State 4“- und die ,State 3“-OCR isolierter APaCypD-
Mitochondrien nach Langzeit-Inkubation unverdndert in Bezug auf die DMSO-Kontrolle (Abbildung
26E). Diese Daten weisen auf eine PaCYPD-Abhangigkeit der Gossypol-induzierten mitochondrialen

Dysfunktion hin.

Insgesamt zeigen die Analysen eine Gossypol-induzierte PaCYPD-abhangige Induktion von
apoptotischem Zelltod in P.anserina. Dieser wird vermutlich durch eine erhohte
Wasserstoffperoxid-Menge, hervorgerufen durch die mitochondriale Dysfunktion und einer
Erhéhung der PaSOD1-Aktivitat, induziert. Die hier beschriebenden Daten aus P. anserina werden
durch Ergebnisse der AG von Prof. Kogel gestarkt. So konnte Nina Meyer zeigen, dass sowohl die
mitochondriale Dysfunktion als auch die Zelltod-Induktion durch den mPTP-Inhibitor Olesoxime

(TRO-19622) verringert wird (Meyer, 2015; Warnsmann et al., 2018).
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4.2.2  Curcumin - H;0; als Signal zur Induktion von Langlebigkeit

Curcumin-induzierte Lebensverldngerung

Ein weiteres Polyphenol, welches im Rahmen der vorliegenden Dissertation bearbeitet wurde, ist
Curcumin. In verschiedenen Studien wurden pleiotrope Effekte dieses Polyphenols beschrieben.
Neben entziindungshemmenden, anti-karzinogenen, anti-oxidativen Eigenschaften sind auch ,anti-
Aging“-Eigenschaften bekannt (Esatbeyoglu et al., 2012). So wird die Lebensspanne von
D. melanogaster und C. elegans durch Curcumin verlangert (Shen et al., 2013b). Trotz der vielen
beschriebenen Effekte sind die zugrundeliegenden Mechanismen nur teilweise aufgeklart. Daher
sollte, wie schon im Fall von Gossypol, die vorliegende Dissertation dazu beitragen, den

Wirkmechanismus weiter aufzuklaren.

Zunachst wurden einige Vorversuche durchgefiihrt um zu Gberprifen, ob Curcumin von P. anserina
aufgenommen wird, welche Konzentrationen notwendig sind, um Effekte auszulésen und um
Effekte des Losungsmittels Ethanol (EtOH) auszuschlieBen. Mit einer Dosis-Wirkungs-Kurve wurde
ein Effekt auf die Wuchsrate des P. anserina-Wildtyps in kleiner Stichprobenanzahl untersucht und

eine Dosis-abhdngige Reduktion dieser gefunden (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Dosis-abhidngige Reduktion der Wuchsrate des P. anserina-Wildtyps durch Curcumin. (A)
Wuchsraten des P. anserina-Wildtyps auf M2-Medium mit 0 uM, 10 uM, 50 uM, 75 uM, 150 uM, 250 uM und
500 uM Curcumin (je n = 3). Der Werte der Gossypol-behandelten Stdmme wurden relativ zu den
unbehandelten berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte * Standardabweichung. Signifikante
Unterschiede sind mit * gekennzeichnet. ***p < 0,001.

Eine Konzentration von 500 uM reduziert die Wuchsrate um 70 %, wohingegen 50 uM zu einer
Verringerung um 10 % fihrt (Abbildung 27). Diese Abnahme zeigt, dass exogen zugegebenes
Curcumin von P. anserina aufgenommen wird. Fir die folgenden Analysen zur Aufklarung des

Wirkmechanismus wurde eine Curcumin-Konzentration von 50 uM und entsprechend des
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zugegebenen Volumens eine EtOH-Konzentration von 0,19 % als Kontrolle festgelegt. Analysen des
Effekts von 0,19 % EtOH im Medium auf die Lebensspanne und Wuchsrate des Wildtyps ergaben
keine Veranderung im Vergleich zu denen ohne Zusatz (unbehandelt) (Abbildung 28A-C). Weiterhin
ist auch der Aufbau der mitochondrialen Atmungskette, die Cl-abhdngige OCR kaum bis gar nicht

durch die Zugabe von EtOH zum Medium beeinflusst (Abbildung 28D-E).
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Abbildung 28: Einfluss von 0,19 % EtOH auf die Lebensspanne und Mitochondrienfunktion des P. anserina-
Wildtyps. (A) Lebensspanne von P. anserina Wildtyp-Stammen auf M2-Medium mit 0,19 % Ethanol (EtOH; n
=31) oder ohne Zusatz (unbehandelt; n = 37). (B) Mittlere Lebensspanne, (C) relative Wuchsrate der Stamme
aus (A). Die Mittelwerte der unbehandelten Stamme wurden jeweils auf 100 % gesetzt und die Werte fir
EtOH relativ dazu berechnet. (D) Reprdsentative BN-PAGE-Analyse mit isolierten Mitochondrien aus
unbehandelten oder mit 0,19 % Ethanol-behandelten Wildtyp-Stammen. Es wurden je 100 ug von 3
biologischen Replikaten analysiert. Die Cl1CllI2CIVo-2 (So-2) Superkomplexe, die dimeren Komplexe Il und V (l1l2
und V2) und die monomeren Komplexe I1, IV1 und V1 wurden nach der Auftrennung durch Coomassie-Farbung
sichtbar gemacht. (B) Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit isolierten Mitochondrien aus 10d alten
unbehandelten oder mit 0,19 % Ethanol behandelten Wildtypisolaten. Dier Mittelwert der unbehandelten
Proben in ,State 4” wurde auf 100 % gesetzt und die tbrigen Werte relativ dazu berechnet. Angegeben sind
die jeweiligen Mittelwerte + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet. *p
<0,05.

Nach diesen Vorversuchen wurde nun der Einfluss von Curcumin im Vergleich zu dem Lésungsmittel
EtOH auf die Lebensspanne des P. anserina-Wildtyps untersucht. Die Zugabe von 50 uM Curcumin
zum Anzuchtsmedium fiihrte zu einer deutlichen Verldngerung der Lebensspanne (Abbildung 29A).

Die maximale Lebensspanne wird um ca. 52 % von 31 d auf 47 d (Abbildung 29A) und die mittlere
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um 30 % von 24 d auf 31 d (Abbildung 29B) verlangert. Wie durch die Vorversuche vermutet, wird
die Wuchsrate durch 50 uM Curcumin um ca. 12 % verringert (Abbildung 29C). Trotz dieser
Wuchsratenverringerung fiihrt die langere Lebensspanne gemessen in Tagen auch zu einer
signifikant  verlangerten  Gesamt-Wuchsstrecke um 23 % (Abbildung 29D). Dieser
lebensverlangernde Effekt in P. anserina wurde zuvor auch in D. melanogaster und C. elegans

gefunden (Shen et al., 2013b).
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Abbildung 29: Curcumin induziert eine Lebensverldngerung in P. anserina. (A) Lebensspanne von
P. anserina Wildtyp-Stammen auf M2-Medium mit 0,19 % Ethanol (EtOH; n = 31) oder 50 uM Curcumin (Cur;
n = 37; p-Wert = 0,00000006). (B) Mittlere Lebensspanne, (C) relative Wuchsrate und (D) Gesamt-
Wuchsstrecke der Stdamme aus (A). Die Mittelwerte der EtOH-Kontrollen wurden jeweils auf 100 % gesetzt
und die Werte fur Gossypol relativ dazu berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung.
Signifikante Unterschiede sind mit ,*“ gekennzeichnet. **p < 0,01; ***p < 0,001. Abbildung modifiziert nach
Warnsmann und Osiewacz (2016).

Curcumin beeinflusst die Mitochondrienfunktion

Wie in Ratten Mitochondrein gezeigt, konnte die Lebensspannenverlangerung nach Curcumin-
Behandlung auf dem Einfluss von Curcumin auf die Mitochondrienfunktion beruhen (Trujillo et al.,
2014). Daher wurde im Weiteren der Einfluss von Curcumin auf die Mitochondrienfunktion des
P. anserina-Wildtyps untersucht. Hierzu wurde, um erste Hinweise auf Verdanderungen auf
Proteinebene zu erhalten, das mitochondriale Proteom von Wildtyp-Stammen, die mit EtOH oder

Curcumin angezogen wurden, durch 2D-PAGE verglichen (Abbildung 30A, B).
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Als Proteom wird die Gesamtheit aller Proteine in einem Lebewesen, einem Gewebe, einer Zelle oder einem
Zellkompartiment unter exakt definierten Bedingungen und zu einem bestimmten Zeitpunkt bezeichnet. Das
Proteom ist, anders als das sehr statische Genom, stindig Anderungen in seiner Zusammensetzung
unterworfen. Es herrscht ein Gleichgewicht standiger Neusynthese von Proteinen und dem Abbau nicht mehr
bendotigter Proteine.

Nach isoelektrischer Fokussierung und anschlieBender Auftrennung anhand der GrofSe wurde das
Muster der mitochondrialen Proteine durch Uberlagerung der beiden Gele genauer beurteilt
(Abbildung 30C). Vier der in Abbildung 30C markierten Protein-Spots (1-4) sind vermehrt oder nur
in den Mitochondrien aus Curcumin-behandelten Stammen sichtbar. Wohingegen die fiinfte
Markierung im Gel einen Spot hervorhebt, der hauptsachlich in den Mitochondrien der EtOH-

behandelten Stamme vorkommt.

A B C
e i : e
B e P b 3 - > - -
R S o BT 3 | =SS AR
..f g .'?' o ' P e o - Vo : = v e Y,
- - ~ — 3 s - w 9
<~ ".' - 5 . u' - 4 S Ol ..,' e 4
it = i O,
.’—— - - @ : 4 .._ ™
s
©)
- Os o 3
: s 4
EtOH Cur Uberlagert

Abbildung 30: Verdnderung des mitochondrialen Proteoms durch Curcumin. Zweidimensionale
Auftrennung von je 450 pug mitochondrialen Proteinextrakten gemischt zu je gleichen Teilen aus 4 Individuen
angezogen auf (A) 0,19 % Ethanol (EtOH) oder (B) 50 pM Curcumin (Cur). Die Proteine wurden mit Coomassie
angefarbt. Das Gel in (B) wurde durch Falschfarbendarstellung kiinstlich rot eingefarbt, sodass eine (C)
Uberlagerung der beiden Gele méglich ist. Rote Kreise markieren deutliche Unterschiede zwischen den
beiden Gelen.

Diese veranderten Proteine wurden zwar nicht weiter untersucht bzw. per Massenspektrometrie
identifiziert, allerdings sind diese Modifikationen Hinweise auf eine verdnderte
Mitochondrienfunktion durch die Anzucht auf Curcumin-haltigem gegeniber EtOH-haltigem
Medium. Daher wurde im Folgenden die Mitochondrienfunktion genauer analysiert. Zuerst wurde
der Aufbau der mitochondrialen Atmungskette mit einer BN-PAGE untersucht und ein verdndertes
Bandenmuster zwischen den Curcumin- und EtOH-Proben gefunden (Abbildung 31A). Die
Kultivierung auf Curcumin-haltigem Medium fiihrt zu einem signifikanten 2,3-fachen Anstieg der
Menge des mtRSCs S, und zu einem 1,7-fachen der mtRSCs S1-Menge (Abbildung 31B). Die Mengen
der monomoren und dimeren Atmungskettenkomplexe sind durch die Curcumin-Behandlung nicht

verandert.
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Abbildung 31: Curcumin erh6ht den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch und den ATP-Gehalt. (A)
Reprasentative BN-PAGE-Analyse mit isolierten Mitochondrien aus Wildtyp-Stammen nach dauerhafter
Inkubation mit 0,19 % Ethanol (EtOH) oder 50 uM Curcumin (Cur). Je 100 ug von 3 biologischen Replikaten.
Die CliCllI2CIVo-2 (So-2) Superkomplexe, die dimeren Komplexe Il und V (lll; und V2) und die monomeren
Komplexe I1, IV1 und Vi wurden nach der Auftrennung durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. (B)
Densitometrische Auswertung der BN-PAGE in (A). Die Mengen der Komplexe wurden auf die Gesamtfarbung
der jeweiligen Spur normalisiert und relativ zum Mittelwert der DMSO-Kontrollen berechnet. (C)
Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit isolierten Mitochondrien aus 10 d alten Wildtyp-Isolaten, die entweder
mit 0,19 % Ethanol (EtOH; n = 4 biologische Replikate, mit je 3 technischen Replikaten) oder 50 uM Curcumin
(n = 4 biologische Replikate, mit je 3-4 technischen Replikaten) behandelt wurden. Der Sauerstoffverbrauch
der EtOH-Kontrolle in ,State 4” wurde auf 100 % gesetzt und die Ubrigen Werte relativ dazu berechnet. (D)
Messungen des mtMP von 10 d alten Wildtypisolaten nach Kurzzeit-Inkubation durch die mtMP-abhangiger
Akkumulation von TMRM in den Mitochondrien. Es wurden 3 biologische Replikate mit je 6 technischen
Replikaten analysiert und der durchschnittliche Wert des Wildtyps im ,,State 4“ auf 100 % gesetzt und alle
anderen Werte relativ dazu berechnet. (E) Relative ATP-Menge von 10d alten Wildtyp-Stimmen (7
biologische Replikate, mit je 3 technischen Replikaten) angezogen auf 0,19 % Ethanol (EtOH, wurde gleich 1
gesetzt) oder 50 uM Curcumin (Cur). Angegeben sind die jeweiligen Mittelwerte + Standardabweichung.
Signifikante Unterschiede sind mit ,,*“ gekennzeichnet. *p < 0,05; ** p < 0,01; ***p < 0,001. Abbildung
modifiziert nach Warnsmann und Osiewacz (2016).

Wie bereits in Zusammenhang mit den Gossypol-Untersuchungen erwahnt, verbessern die mtRSCs
den Elektronenfluss in der Atmungskette, was in der Regel in einer gesteigerten OCR resultiert
(Bianchi et al., 2003; Bianchi et al., 2004; Schagger und Pfeiffer, 2000). Um zu Uberprifen, ob dies
auch auf die durch Curcumin erhohte Menge an mtRSCs zutrifft, wurde im nachsten Schritt die
Atmung des P. anserina-Wildtyps genauer untersucht. Hierzu wurde die Cl-abhangige OCR isolierter

Mitochondrien aus Wildtyp-Stammen, die auf Curcumin oder EtOH angezogen wurden, ermittelt.
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Im direkten Vergleich zeigt sich, dass durch Curcumin-Zugabe ein ca. 2-facher Anstieg der ,State 4

und der ,State 3“ OCR (Abbildung 31C) ausgel&st wird.

Da durch eine erhohte Cl-abhangige Atmung im Normalfall mehr Protonen (iber die innere
Mitochondrienmembran in den Intermembranraum gepumpt werden, sollte es zu einem Anstieg
des Protonengradienten bzw. des mtMP kommen. Dadurch kann es zu einer vermehrten ATP-
Produktion Uber die FoF;-ATP-Synthase kommen, da diese durch den Protonengradienten
angetrieben wird. Um dies zu Uberprifen, wurden simultane OCR- und mtMP-Messungen unter
Verwendung des Farbstoffes TMRM durchgefiihrt. ErwartungsgemaR fihrt die erhohte OCR zu
einer signifikanten Erhohung des mtMP. Das mtMP wird durch Curcumin im ,,State 4“ um 18 % und
im ,State 3“ um ca. 60 % erhoht im Vergleich zur EtOH-Kontrolle. (Abbildung 31D). Entsprechend
dem erh6hten mtMP wurde in den mit Curcumin behandelten Stammen ein erhdhter ATP-Gehalt

mit einem Luciferin-Luciferase-Assay bestimmt (Abbildung 31E).

Zusammengefasst zeigen die Untersuchungen der Mitochondrienfunktion, dass Curcumin die
mitochondriale Atmung erhoht, vermutlich resultirend von einem verbesserten Elektronenfluss
durch die Zunahme der mtRSCs. Dies fiuhrt zu einer gesteigerten ATP-Produktion durch den

hoheren elektrochemischen Protonengradienten (mtMP) der die FoF1-ATP-Synthase antreibt.

Curcumin beeinflusst die Wasserstoffperoxid-Menge

Wie bereits zuvor beschrieben, fiihrt eine veranderte Atmung meist zu Verdanderungen im ROS-
Stoffwechsel. Eine histochemische Farbung des ROS-AusstoBes ist aufgrund der starken
Eigenfarbung von Curcumin nicht moglich, daher wurde direkt die SOD-Aktivitaiten mit ,In-Gel“-
Aktivitatsfarbungen analysiert. Im Vergleich zur EtOH-Kontrolle erhdht eine dauerhafte, zur
Lebensspannen-Analyse vergleichbare, Behandlung mit 50 uM Curcumin die Aktivitat der
zytosolischen PaSOD1 leicht (Abbildung 32A). Vergleichbar zu den Gossypol-Effekten sind die
Aktivitdten der PaSOD2 und der PaSOD3 kaum bis gar nicht beeinflusst (Abbildung 32A, D).
Entsprechend der bekannten post-translationalen Regulation der SOD sind die Protein-Mengen der
PaSOD1 und der PaSOD2 nicht verdndert (Abbildung 32B, C). Auffallig war, dass der Effekt auf die
PaSOD1-Aktivitat im Wildtyp durch eine kurzzeitige (24-stlindige) Inkubation mit einer auf 200 uM

erhohten Curcumin-Konzentration deutlich verstarkt wurde (Abbildung 32E).

Die vorherigen Untersuchungen mit Gossypol ergaben neben einer erhéhten PaSOD1-Aktivitat
einen Anstieg der Wasserstoffperoxid-Freisetzung, daher wurde als nachstes der Einfluss von
Curcumin auf den AusstoR photometrisch bestimmt. Ahnlich zur Gossypol-Behandlung steigt der

Wasserstoffperoxid-Aussto durch Kultivierung auf Curcumin-haltigem im Vergleich zu EtOH-
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haltigem Medium um das 2-fache an (Abbildung 32F). Analog zur Erhéhung der PaSOD1-Aktiviat
durch die kurzzeitige Inkubation mit héherer Curcumin-Konzentration steigt durch diese Inkubation

auch die Wasserstoffperoxid-Freisetzung weiter an, bis auf das 4,5-fache (Abbildung 32F).
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Abbildung 32: Einfluss auf die Wasserstoffperoxid-Menge. (A) Reprasentativer Ausschnitt einer ,,In-Gel”-
SOD-Aktivitatsfarbung zum Nachweis der PaSOD1- und PaSOD2-Aktivitdt und (B) reprasentativer Ausschnitt
einer Western-Blot-Analyse zum Nachweis der SOD-Mengen in Gesamtproteinextrakten aus Wildtyp-
Stammen nach Anzucht mit 0,19 % Ethanol oder 50 uM Curcumin (je n = 4). Als Ladekontrolle dienten die
jeweiligen Coomassie gefarbten Gele. (C) Quantifizierung der Western-Blot-Analyse aus (B). Protein-Mengen
wurden auf das Coomassie-gefarbte SDS-Gel normalisiert und relativ zum Mittelwert der Ethanol-Kontrolle
berechnet. (D) Reprasentativer Ausschnitt einer ,,In-Gel“-SOD-Aktivitdtsfarbung zum Nachweis der PaSOD3-
Aktivitat in mitochondrialen Proteinextrakten aus Wildtyp-Stammen nach Anzucht mit 0,19 % Ethanol oder
50 uM Curcumin (je n = 3). (E) Reprasentativer Ausschnitt einer ,,In-Gel“-SOD-Aktivitatsfarbung zum Nachweis
der PaSOD1- und PaSOD2-Aktivitdt und in Gesamtproteinextrakten aus Wildtyp-Stammen nach Anzucht mit
0,74 % Ethanol oder 200 uM Curcumin fir 24 h (je n = 4). (F) Quantitative Messung der H202-Freisetzung von
Wildtyp-Stammen nach Anzucht auf M2-Medium mit EtOH oder Curcumin (5 biologische Replikate mit je 3
technischen Replikaten). Der mittlere H202-AusstoB der EtOH-behandelten Wildtypen wurde auf 1 gesetzt.
Angegeben sind die Mittelwerte * Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind mit ,*“
gekennzeichnet. *p < 0,05. Abbildung modifiziert nach Warnsmann und Osiewacz (2016).

Curcumin-induzierte Lebensverldngerung ist abhadngig von Autophagie

Aufgrund dieser Befunde stellt sich die Frage, welchen Effekt hat diese leichte Erhohung der
Wasserstoffperoxid-Menge im Gegensatz zur starken Erhohung durch Gossypol? Wie bereits im
vorherigen Kapitel erwahnt, ist Wasserstoffperoxid ein bekannter Induktor der Autophagie (Lee et

al., 2012). Daher wurde im Weiteren der Einfluss von Curcumin auf die Autophagie untersucht. Mit
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Hilfe des ,GFP-cleavage-assay” und des Reporterstammes PaSod1::Gfp wurde zunachst die
Induktion von nicht-selektiver Autophagie untersucht. Da eine erhéhte Curcumin-Konzentration
Uber einen kurzen Zeitraum einen deutlich groReren Effekt auf die PaSOD1-Aktivitdt und den
Wasserstoffperoxid-Aussto8 ausiibt, wurden diese Bedingungen gewahlt, um nachweisen zu
konnen, ob Autophagie Uberhaupt durch Behandlung mit Curcumin induziert werden kann.
Western-Blot-Analysen zeigen eine Erhéhung des ,freien GFPs” (Abbildung 33A). Im Vergleich zur
EtOH-Kontrolle erhoht die Curcumin-Behandlung die Menge an ,freiem GFP“ um das 2-fache
(Abbildung 33B). Dies ist ein Hinweis dafiir, dass Curcumin im Prinzip nicht-selektive Autophagie

induzieren kann.
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Abbildung 33: Induktion von nicht-selektiver Autophagie durch Curcumin. (A) Western-Blot-Analysen zur
Bestimmung der Autophagie-Raten von 10d alten P. anserina PaSod1::Gfp Stammen nach Anzucht mit
0,74 % Ethanol oder 200 uM Curcumin. Von allen Stdmmen wurde 100 pg Gesamtproteinextrakt von
insgesamt je vier biologischen Replikaten analysiert. (B) Quantifizierung der Western-Blot-Analysen aus (A)
Die Menge an ,freiem GFP“ wurde jeweils auf das Coomassie-gefarbte SDS-Gel normalisiert und relativ auf
den Mittelwert der Ethanol-Kontrollen berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte £ Standardabweichung.
Signifikante Unterschiede sind mit ,*“ gekennzeichnet. ***p < 0,001. Abbildung modifiziert nach Warnsmann
und Osiewacz (2016).

Da durch Curcumin der ROS-Stoffwechsel verandert wird, ist auch ein Einfluss auf die Mitophagie
moglich. Daher wurde als nachstes untersucht, ob eine Curcumin-Behandlung zur Induktion von
Mitophagie fiihrt. Hierzu wurde die Menge an ,freiem GFP“ in PaSod3"?¢::Gfp-Stammen nach
Behandlung mit Curcumin oder EtOH untersucht. Ein direkter Vergleich ergab einen signifikanten
Anstieg um das 4,2-fache in den auf Curcumin angezogenen Stammen (Abbildung 34A, B). Zur
Klarung, ob durch die gesteigerte Mitophagie-Rate auch tatsachlich vermehrt Mitochondrien unter
den Lebensspannen-Bedingungen abgebaut werden, wurde die Menge verschiedener
mitochondrialer Proteine im Gesamtprotein Uberprift. Sowohl die Menge an PaATP5 als auch
PaPORIN und die PaCYPD bleiben im Gesamtprotein unverdandert zwischen dauerhafter Curcumin-

und EtOH-Behandlung (Abbildung 34C, D). Da die Mengen bei Behandlung mit 50 uM Curcumin,
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vergleichbar zu den Lebensspannenanalysen, nicht abnehmen, basiert die Lebensverlangerung

nicht auf einer erhéhten Mitophagie und damit besseren Qualitatskontrolle der Mitochondrien.
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Abbildung 34: Mitochondrien-Menge bleibt trotz gesteigerter Mitophagie-Rate unveridndert. (A) Western-
Blot-Analysen zur Bestimmung der Mitophagie-Raten von 10 d alten P. anserina PaSod3"%%'::Gfp Stimmen
nach Anzucht mit 0,74 % Ethanol oder 200 uM Curcumin (je n = 7) fiir 24 Stunden. (B) Quantifizierung der
Western-Blot-Analysen aus (A) Die Menge an , freiem GFP“ wurde jeweils auf das Coomassie-gefarbte SDS-
Gel normalisiert und relativ zum Mittelwert der EtOH-Kontrollen berechnet. (C) Western-Blot-Analyse zum
Nachweis der Menge verschiedener mitochondrialer Proteine im Gesamtprotein von 10 d alten Wildtyp-
Stammen nach dauerhafter Anzucht auf 0,19 % EtOH oder 50 uM Curcumin (je n = 4). (D) Quantifizierung der
Menge an mitochondrialen Proteinen aus (C). Die Mengen der Proteine wurden auf das Coomassie-gefarbte
Gel normalisiert und anschliefend relativ zum Mittelwert der EtOH-Kontrolle berechnet. Angegeben sind die
Mittelwerte + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind mit ,*“ gekennzeichnet. ***p < 0,001.

Aufgrund der potentiellen Induktion von Autophagie stellte sich nun die Frage, ob eine intakte
Autophagie-Maschinerie notwendig flr die Curcumin-induzierte Lebensverlangerung ist. Um diese
mogliche Verbindung zu Gberprifen, wurden vergleichende Lebensspannenanalysen mit APaAtg1-

und Wildtyp-Stammen auf M2-Medium mit 50 uM Curcumin oder 0,19 % EtOH durchgefiihrt.

Tatsachlich wird die Lebensspanne von APaAtgl durch Curcumin-Behandlung im Vergleich zur
Wildtyp nicht verlangert (Abbildung 35A). Die mittlere Lebensspanne der APaAtgl auf Curcumin-
haltigem Medium ist unverandert im Vergleich zur EtOH-Kontrolle (Abbildung 35B). Anders als die

Lebensspanne wird die Wuchsrate der APaAtgl genauso wie die des Wildtyps durch Curcumin
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leicht verringert (Abbildung 35C). Aus diesen Daten lasst sich schlieBen, dass Autophagie notwendig

ist fUr die Curcumin-induzierte Lebensverlangerung des P. anserina-Wildtyps.
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Abbildung 35: Curcumin induziert Autophagie-abhangige Lebensverlingerung. (A) Lebensspanne von
APaAtgl- und Wildtyp-Stammen auf M2-Medium mit 0,19 % Ethanol (EtOH; n = 36) oder 50 uM Curcumin
(Cur; n =36). (B) Mittlere Lebensspanne und (C) relative Wuchsrate der Stamme aus (A). Die Mittelwerte der
EtOH-Kontrollen wurden jeweils auf 100 % gesetzt und die Werte fir Curcumin relativ dazu berechnet.
Angegeben sind die Mittelwerte * Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind mit ,*“
gekennzeichnet. ***p < 0,001. Abbildung modifiziert nach Warnsmann und Osiewacz (2016).

Curcumin-induzierte Lebensverlangerung ist abhangig von der PaSOD1-Aktivitdt und der

H,02-Menge

Als ndchstes wurde die Frage angegangen, wodurch die Autophagie und somit die
Lebensverlangerung induziert wird. Aus den vorangegangenen Untersuchungen wird die durch eine
gesteigerte PaSOD1-Aktivitdt erhdhte Wasserstoffperoxid-Menge als moégliche Ursache vermutet.
Zur Bestatigung dieser Vermutung wurden verschiedene Lebensspannen-Analysen durchgefihrt.
Sollte tatsachlich die Lebensverlangerung von der durch PaSOD1 generierten erhohten
Wasserstoffperoxidmenge abhangen, dann sollte eine PaSod1-Deletionsmutante nicht langer leben
nach Curcumin-Behandlung. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass andere SODs die
Funktion von PaSOD1 zumindest teilweise Ubernehmen. Daher wurde zuerst eine Mutante
untersucht, der alle drei SODs fehlen. Eine Behandlung dieser Tripeldeletionsmutante

(APaSod1/2/3) mit Curcumin zeigte, verglichen zur EtOH-Behandlung, keinen Einfluss auf die
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Lebensspanne (Abbildung 36A). Also wird in APaSod1/2/3 keine Langlebigkeit durch Curcumin
induziert. Auch die mittlere Lebensspanne (Abbildung 36B) und die Wuchsrate (Abbildung 36C) sind
in der Deletionsmutante nach Curcumin-Behandlung unverandert. Dies bestatigt die Vermutung,
dass die SOD-Aktivitat eine entscheidende Rolle bei der Curcumin-induzierten Lebensverlangerung
spielt. Ob nun ausschlieBlich die PaSOD1 ursachlich fur die Erhéhung der Wasserstoffperoxid-
Menge ist und damit den Effekt auf die Lebensspanne verursacht, sollte nun mit Hilfe von
Lebensspannenanlysen einer PaSodl-Deletionsmutante (APaSodl) ermittelt werden. Und
tatsachlich ist die Lebensspanne von APaSod1 durch Curcumin im Vergleich zu EtOH ebenfalls nicht
verlangert (Abbildung 36D). Wie im Falle der Dreifach-Deletion, ist auch in der APaSod1 die mittlere
Lebensspanne (Abbildung 36E) und die Wuchsrate (Abbildung 36F) unveréndert.
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Abbildung 36: Curcumin-induzierte Lebensverldngerung ist PaSOD1-abhangig. (A) Lebensspanne von
APaSod1/2/3-Stammen auf M2-Medium mit 0,19 % Ethanol (EtOH; n = 13) oder 50 uM Curcumin (Cur; n =
13; p-Wert = 0,683). (B) Mittlere Lebensspanne und (C) relative Wuchsrate der Stamme aus (A). Die
Mittelwerte der EtOH-Kontrollen wurden jeweils auf 100 % gesetzt und die Werte fiir Curcumin relativ dazu
berechnet. (D) Lebensspanne von APaSod1-Stammen auf M2-Medium mit 0,19 % Ethanol (EtOH; n = 33) oder
50 uM Curcumin (Cur; n = 34; p-Wert = 0,315). (E) Mittlere Lebensspanne und (F) relative Wuchsrate der
Stamme aus (D). Die Mittelwerte der EtOH-Kontrollen wurden jeweils auf 100 % gesetzt und die Werte fir
Curcumin relativ dazu berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung. Abbildung
modifiziert nach Warnsmann und Osiewacz (2016).

Da die Curcumin-induzierte Lebensverlangerung abhangig von der PaSOD1-Aktivitat ist, ist es auch
denkbar, dass die daraus resultierend erhohte Wasserstoffperoxid-Menge notwendig fiir die

Lebensspannen-Verlangerung ist. Um dies zu analysieren, wurden Lebensspannen mit Curcumin
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und EtOH unter Zugabe des Antioxidationsmittels N-Acetyl-L-Cystein (NAC) durchgefiihrt. Dieses
Antioxidationsmittel ist daflir bekannt, dass es bevorzugt Wasserstoffperoxid abfangt. Durch die so
reduzierte Wasserstoffperoxid-Menge wird die Lebensspanne des P. anserina-Wildtyps weniger
stark durch Curcumin verlangert als ohne die zusatzliche Zugabe von NAC (Abbildung 37A). Die
Verlangerung der mittleren Lebensspanne betragt gerade 9 % durch Curcumin plus NAC, im
Vergleich zu einer Verlangerung um 25 % durch Curcumin allein (Abbildung 37B). Dieses Ergebnis

bestatigt eine Rolle von Wasserstoffperoxid in der Curcumin-induzierten Lebensverlangerung.

A B
sk %
100 (13— — 1
—_ *%
£ 150
-
] o 100
b= 1]
E 50 - E
@ [T}
Fi 2 50
2 —o— EtOH + NAC g
—&— Cur =
—O— Cur + NAC E
0 T T ¥ 0 4
0 5 10 15 20 25 30 35 40 EtOH EtOH Cur Cur
Alter (d) +NAC +NAC

Abbildung 37: Wasserstoffperoxid ist notwendig fiir die Curcumin-induzierte Langlebigkeit. (A)
Lebensspanne von Wildtyp-Stammen auf M2-Medium mit 0,19 % Ethanol (EtOH; n = 20), 0,19 % EtOH +
200 uM NAC (n = 20), 50 uM Curcumin (Cur; n = 29; p-Wert (bezogen auf EtOH) = 0,000012) oder 50 uM
Curcumin + 200 uM NAC (n = 30; p-Wert (bezogen auf EtOH + NAC) = 0,0019). (B) Mittlere Lebensspanne der
Stamme aus (A). Die Mittelwerte der EtOH-Kontrollen wurden auf 100 % gesetzt und die anderen Werte
relativ dazu berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede
sind mit ,*“ gekennzeichnet. **p < 0,01; *** p < 0,001.

Alle Daten aus den Untersuchungen zum Wirkmechanismus von Curcumin ergaben, dass Curcumin
die Atmungsrate steigert, das entstehende Superoxid wird durch die erhohte PaSOD1-Aktivitat
verstarkt zu Wasserstoffperoxid umgesetzt. Das Wasserstoffperoxid reichert sich in der Zelle an und
flihrt zu einer Induktion der nicht-selektiven Autophagie, welche positiv auf die Lebensspanne
wirkt. Diese positive Wirkung ist notwendig fir die Curcumin-induzierte Lebensverlangerung und

abhangig von Wasserstoffperoxid.
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4.2.3 Quercetin - Methyltransferase-vermittelte Lebensverlangerung

Quercetin bewirkt eine Lebensverlangerung in P. anserina

Initiale Daten zur Aufklarung des Wirkmechanismus von Quercetin im Rahmen der Bachelorarbeit
von Saskia Hainbuch (Hainbuch, 2016) machen dieses Polyphenol zu einem interessanten
Kandidaten fiir weitere detailierte Analysen. Ubereinstimmend mit Befunden aus S. cerevisiae und
C. elegans (Belinha et al., 2007; Kampkotter et al., 2008; Pietsch et al., 2009; Saul et al., 2008) wurde
von Saskia Hainbuch eine Lebensverlangerung des P. anserina-Wildtyps nach Behandlung mit
300 UM Quercetin ermittelt (Hainbuch, 2016). Erste Analysen des zugrundeliegenden
Mechanismus in geringer Stichprobenzahl wurden bereits im Rahmen der Bachelorarbeit
durchgefiuhrt und ergaben Hinweise auf eine verdnderte Mitochondrienfunktion sowie einen
veranderten ROS-Stoffwechsel, jedoch ohne Bezug auf die Losungsmittel-Kontrolle (DMSO)
(Hainbuch, 2016). Interessanterweise wurden auch Hinweise auf eine Induktion der Catechol-O-
Methyltransferase PaMTH1 gefunden (Hainbuch, 2016). Diese O-Methyltransferase wurde schon
in friheren Untersuchungen mit dem Alterungsprozess und dem ROS-Haushalt von P. anserina in
Verbindung gebracht (Averbeck et al., 2000; Groebe et al., 2007; Kunstmann und Osiewacz, 2008,
2009). Zusatzlich wurde in in-vitro Studien Quercetin als ein mdogliches Substrat von PaMTH1
gefunden (Kunstmann und Osiewacz, 2008). Dennoch ist der zugrundeliegenden Wirkmechanismus

der Quercetin-vermittelten Lebensverlangerung nicht vollstandig aufgeklart.

Daher war ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit, die Befunde der Bachelorarbeit von Saskia
Hainbuch in einer gréReren Stichprobenzahl zu verifizieren und statistisch abzusichern. Dariiber
hinaus sollte der Wirkmechanismus, insbesondere die Rolle der PaMTH1, detailiert untersucht
werden. Dazu wurde zuniachst der Effekt des Lésungsmittels DMSO untersucht. Ubereinstimmend
zu den Analysen von Saskia Hainbuch wurden in der vorliegenden Arbeit 300 UM Quercetin und
entsprechend des zugegebenen Volumens 0,15% DMSO verwendet. Untersuchungen der
Lebensspanne, der Wuchsrate und des Sauerstoffverbrauches ergaben keine Verdnderungen durch

eine DMSO-Behandlung im Vergleich zum unbehandelten P. anserina-Wildtyps (Abbildung 38A-C).
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Abbildung 38: Einfluss von 0,15 % DMSO auf die Lebensspanne und Atmung des P. anserina-Wildtyps. (A)
Lebensspanne von P. anserina Wildtyp-Stammen auf M2-Medium mit 0,15 % DMSO (n = 45) oder ohne Zusatz
(unbehandelt; n = 46). (B) Relative Wuchsrate der Stimme aus (A). Die Mittelwerte der der unbehandelten
Stamme wurden jeweils auf 100 % gesetzt und die Werte fiir DMSO relativ dazu berechnet. (C)
Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit isolierten Mitochondrien aus 7 d alten Wildtyp-Isolaten, die entweder
mit 0,15 % DMSO behandelt wurden oder ohne Behandlung (je 3 biologische Replikate, mit jeweils 3-4
technischen Replikaten). Der Sauerstoffverbrauch der unbehandelten Kontrolle in ,,State 4” wurde auf 100 %
gesetzt und die Ubrigen Werte relative dazu berechnet. Angegeben sind die relativen Mittelwerte *
Standardabweichung. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al. (eingereicht).

Die anschlieRenden Analysen der Lebensspanne von Wildtyp-Stammen angezogen auf Medium mit
Quercetin oder DMSO ergaben einen lebensverlangernden Effekt von Quercetin (Abbildung 39A).
Die maximale Lebensspanne wird durch Quercetin um ca. 17 % im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
verlangert (Abbildung 39A). Passend dazu wird die mittlere Lebensspanne durch Quercetin um
10,2 %, von 19d auf 21d, verlangert (Abbildung 39B). Wie aufgrund der vorangegangenen
Untersuchungen von Saskia Hainbuch zu erwarten (Hainbuch, 2016), wird die Wuchsrate durch
diese Quercetin-Konzentration (300 uM) kaum beeinflusst und nur um 5 % verringert (Abbildung

39().
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Abbildung 39: Lebensspannenverldangerung des P. anserina-Wildtyps durch Quercetin. (A) Lebensspanne
von P. anserina Wildtyp-Stammen auf M2-Medium mit 0,15 % DMSO (n = 45) oder 300 uM Quercetin (Quer;
n = 46; p-Wert = 0,0002). (B) Mittlere Lebensspanne und (C) relative Wuchsrate der Stdmme aus (A). Die
Mittelwerte der DMSO-Kontrollen wurden jeweils auf 100 % gesetzt und die Werte fiir Quercetin relativ dazu
berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind mit ,*“
gekennzeichnet. **p < 0,01; ***p < 0,001. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al. (eingereicht).

Erhohung der mitochondrialen Atmung durch Quercetin

In der vorangegangenen Bachelorarbeit wurde bereits der Effekt von Quercetin im Vergleich zum
unbehandelten Wildtyp untersucht und Veranderungen aufgedeckt (Hainbuch, 2016). Zur
Abkldrung und Bestatigung dieser Veranderungen wurde nun der Effekt einer Quercetin-
Behandlung gegeniiber einer DMSO-Behandlung (Lésungsmittel-Kontrolle) auf den P. anserina-
Wildtyp untersucht. Die Analysen der Wirkung von Quercetin auf die Cl-abhangige OCR zeigten eine
deutliche Erhéhung der OCR im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Abbildung 40A). Sowohl die
»State 4“- als auch die ,State 3“-OCR wird signifikant um 47 % bzw. 41 % durch Quercetin
gegeniber der Kontrolle erhéht (Abbildung 40A). Diese Atmungserhéhungen stehen sehr haufig
mit einer Veranderung in den Atmungskettenkomplexen, genauer den mtRSCs, in Verbindung
(Bianchi et al., 2004; Genova und Lenaz, 2013; Schagger und Pfeiffer, 2000). Daher wurde als
nachstes der Aufbau der Atmungskette durch BN-PAGE Analyse untersucht und Veranderungen
gefunden. Im Einzelnen erhdht die Anzucht auf Medium mit Quercetin die Menge der mtRSCs S,
und S; und verringert die Menge an mtRSC So und den monomeren Komplexen | und IV (Abbildung
408, C). So beruht die Quercetin-vermittelte Erhéhung der Cl-abhédngigen OCR vermutlich auf einer

Zunahme der mtRSCs.
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Abbildung 40: Quercetin erh6ht die mitochondriale Atmung und Menge der Atmungskettenkomplexe. (A)
Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit isolierten Mitochondrien aus 7 d alten Wildtyp-Isolaten, die entweder
mit 0,15 % DMSO (n = 4 biologische Replikate, mit jeweils 3-5 technischen Replikaten) oder 300 UM Quercetin
(n = 4 biologische Replikate, mit jeweils 4-7 technischen Replikaten) behandelt wurden. Der
Sauerstoffverbrauch der DMSO-Kontrolle in ,State 4” wurde auf 100 % gesetzt und die Gbrigen Werte relativ
dazu berechnet. (B) Reprasentative BN-PAGE-Analyse mit isolierten Mitochondrien aus Wildtyp-Stammen
nach Anzucht auf 0,15% DMSO oder 300 uM Quercetin (n = 3, je 100 pg). Die CliCllI2CIVo-2 (So-2)
Superkomplexe, die dimeren Komplexe Il und V (lll2 und V2) und die monomeren Komplexe I3, IV1 und V1
wurden nach der Auftrennung durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. (C) Densitometrische
Auswertung der BN-PAGE in (B). Die Mengen der Komplexe wurden auf die Gesamtfarbung der jeweiligen
Spur normalisiert und relativ zum Mittelwert der DMSO-Kontrollen berechnet. Angegeben sind die
Mittelwerte + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind mit ,*“ gekennzeichnet. *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al. (eingereicht).

Gesteigerter Superoxid-Ausstol} durch Quercetin

Wie zuvor bei den anderen Polyphenolen folgte standardmaRig die Analyse des Quercetin-
Einflusses auf den ROS-Stoffwechsel. Unterstiitzt wird dieses Standardvorgehen zum einen durch
die Tatsache, dass Anderungen der Atmung die ROS-Bildung beeinflussen und zum anderen, dass
die charakteristischen Catechol-Gruppen von Quercetin zwei benachbarte (vicinale) Hydroxyl-Reste
enthalten, welche ebenso die ROS-Bildung beeinflussen kdnnen (Knab und Osiewacz, 2010). Daher
wurde die ROS-Menge nach Quercetin-Behandlung mit histochemischer Farbungen der
extrazellularen ROS-Menge (Munkres, 1990) untersucht und Unterschiede gefunden. Im Verhaltnis
zur DMSO-Kontrolle erhéht eine Quercetin-Behandlung den Superoxid-Ausstof$ und verringert den

Wasserstoffperoxid-Aussto8 (Abbildung 41A).
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Abbildung 41: Veranderungen der ROS-Menge durch Quercetin-Behandlung. (A) Qualitative Bestimmung
der extrazellularen Superoxid- (O27; NBT-Farbung) und Wasserstoffperoxid-Menge (H202; DAB-Farbung) von
7 d alten Wildtyp-Stammen nach Anzucht auf M2-Medium mit 0,15 % DMSO oder 300 uM Quercetin. Die
Intensitat der Myzelfarbung entspricht der Menge des ausgestoflenen Superoxids bzw. Wasserstoffperoxids.
(B) Quantitative Messung des H202-AusstoRRes von 7 d alten Wildtyp-Stammen. (5 biologische Replikate mit
je 3 technischen Replikaten, angezogen wie in (A)). Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung.
Signifikante Unterschiede sind mit ,*“ gekennzeichnet. **p < 0,01. Abbildung modifiziert nach Warnsmann
et al. (eingereicht).

Die verringerte Wasserstoffperoxid-Freisetzung wurde durch eine photometrische Messung
quantifiziert. Ubereinstimmend ergab diese Messung eine 50%ige Reduktion des
Wasserstoffperoxids durch die Anzucht auf Quercetin im Vergleich zu DMSO (Abbildung 41B). Dies
deutet, im Gegenteil zu den Ergebnissen der anderen beiden Polyphenole, auf eine Verringerung
der SOD-Aktivitdten hin. Da durch eine verringerte SOD-Aktivitdit weniger Superoxid zu
Wasserstoffperoxid umgewandelt wird, wirde sich das Superoxid anstauen und die
Wasserstoffperoxid-Menge abnehmen. Daher wurden als nachstes die Aktivitdten und Protein-
Mengen der SODs bestimmt. , In-Gel“-Aktivitatsfarbungen ergaben eine deutliche Abnahme der
PaSOD1-Aktivitat in auf Quercetin-haltigem Medium angezogenen Wildtyp-Stammen verglichen zu
auf DMSO-haltigem Medium angezogenen Stammen (Abbildung 42A). Im Gegensatz hierzu sind die
Aktivitaten der sekretierten PaSOD2 (Abbildung 42A) und der mitochondrialen PaSOD3 (Abbildung
42B) nicht verdndert. Wie in den Untersuchungen mit den anderen Polyphenolen ist die Protein-
Menge der SODs unverandert (Abbildung 42C, D), da sie bekanntermaRen post-translational

reguliert werden (Borghouts et al., 2002; Wiemer und Osiewacz, 2014).
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Abbildung 42: Verdanderung der ROS-Menge beruht auf einer verdnderten Superoxid-Detoxifizierung. (A)
Reprasentativer Ausschnitt einer ,In-Gel“-SOD-Aktivitatsfarbung zum Nachweis der PaSOD1- und PaSOD2-
Aktivitat in Gesamtproteinextrakten und (B) reprdsentativer Ausschnitt einer ,,In-Gel“-SOD-Aktivitatsfarbung
zum Nachweis der PaSOD3-Aktivitdt in mitochondrialen Proteinextrakten aus Wildtyp-Stdmmen nach
Inkubation mit 0,15 % DMSO oder 300 uM Quercetin. Es wurden je 100 pug Gesamtprotein (n = 4) oder
Mitochondrienprotein (n = 3) aufgetragen. Als Ladekontrolle dienten die Coomassie-gefarbten Gele (C)
Reprasentativer Ausschnitt einer Western-Blot-Analyse zum Nachweis der SOD-Mengen. Es wurden
dieselben Proben wie in (A) verwendet. (D) Reprasentativer Ausschnitt einer Western-Blot-Analyse zum
Nachweis der PaSOD3-Mengen in den gleichen Proben wie (B). Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al.
(eingereicht).

Durch die reduzierte Wasserstoffperoxid-Menge ist eine Abnahme der Aktivitditen von
Wasserstoffperoxid-abbauenden Enzymen anzunehmen. Deshalb wurden im Anschluss die
Aktivitdten der Peroxidase und der Katalasen mit ,In-Gel“-Farbungen untersucht. Im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle nimmt die Aktivitat der Peroxidase in Quercetin behandelten P. anserina Wildtyp-
Stammen ab (Abbildung 43A). Wohingegen die Aktivitdt der Katalasen durch die Quercetin-
Behandlung unverédndert bleibt (Abbildung 43B).
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Abbildung 43: Quercetin reduziert die Peroxidase-Aktivitdt. (A) Reprdsentative Ausschnitte einer , In-Gel“-
Peroxidase-Aktivitatsfarbung und (B) einer , In-Gel“-Katalase-Aktivitatsfarbung mit Gesamtproteinextrakten
aus 7 d alten Wildtyp-Stammen nach Inkubation mit 0,15 % DMSO oder 300 uM Quercetin. Es wurden je
30 ug Gesamtproteinextrakt von insgesamt vier biologischen Replikaten analysiert. Als Ladekontrolle diente
ein Coomassie-gefarbtes Gel. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al. (eingereicht).
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Zusammengefasst deuten diese Daten darauf hin, dass das ROS-Detoxifizierungssystem durch
Quercetin-Behandlung beeintrachtigt wird. Diese Beeintrachtigung tragt zu einer erhéhten
Superoxid-Menge im P. anserina-Wildtyp bei. Dies ist das genaue Gegenteil des Effektes einer
Behandlung mit den anderen beiden Polyphenolen, bei denen die Superoxid-Detoxifizierung
gesteigert ist und dadurch die Wasserstoffperoxid-Menge ansteigt, und belegt, dass eine Erhéhung
von Wasserstoffperoxid kein allgemeingiiltiger Bestandteil des Wirkmechanismus von
Polyphenolen ist. Denkbar ist aber, dass auch eine Abnahme der Wasserstoffperoxid-Menge Signale

in der Zelle auslosen kann.

PaMTHL1 ist notwendig fiir die induzierte Lebensverlangerung

Da eine Methylierung der vicinalen Hydroxyl-Gruppen von Polyphenolen die ROS-Bildung
beeinflussen kann (Heijnen et al., 2002) und frihere in-vitro-Analysen in P. anserina zeigten, dass
Quercetin ein mogliches Substrat der O-Methyltransferase PaMTH1 ist (Kunstmann und Osiewacz,
2008), wurde nun untersucht, ob Quercetin einen Einfluss auf die PaMTH1-Menge hat. Eine
Western-Blot-Analyse mit Gesamtprotein aus Wildtyp-Stdmmen behandelt mit Quercetin oder
DMSO ergab, dass die PaMTH1-Menge durch Quercetin-Behandlung signifikant um das 1,6-fache
im Vergleich zur DMSO-Behandlung ansteigt (Abbildung 44A, B). Dieses Ergebnis stimmt mit
vorherigen Befunden aus der Bachelorarbeit von Saskia Hainbuch mit einer geringeren

Stichprobenzahl Uberein (Hainbuch, 2016).
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Abbildung 44: Quercetin erhoht die PaMTH1-Menge des Wildtyps. (A) Reprasentativer Ausschnitt einer
Western-Blot-Analyse zum Nachweis der PaMTH1-Menge in Gesamtprotein von Wildtyp-Stammen
angezogen auf 0,15 % DMSO oder 300 uM Quercetin (je n = 10). (B) Quantifizierung der Western-Blot-Analyse
aus (A). Protein-Mengen wurden auf das Coomassie-gefarbte SDS-Gel normalisiert und relativzum Mittelwert
der DMSO-Kontrollen berechnet. (C) Reprasentativer Ausschnitt einer Western-Blot-Analyse zum Nachweis
der PaMTH1-Menge in mitochondrialen Proteinextrakten von Wildtyp-Stimmen angezogen auf 0,15 %
DMSO oder 300 uM Quercetin (je n = 6). (D) Quantifizierung der Western-Blot-Analyse aus (C). Protein-
Mengen wurden auf das Coomassie-gefarbte SDS-Gel normalisiert und relativ zum Mittelwert der DMSO-
Kontrollen berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede
sind mit ,*“ gekennzeichnet. **p < 0,01; ***p < 0,001. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al.
(eingereicht).
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Wegen der bekannten Translokation der PAMTH1 aus dem Zytosol in die Mitochondrien wahrend
der Alterung (Averbeck et al., 2000; Groebe et al., 2007; Kunstmann und Osiewacz, 2008) wurde
ferner die Menge in den Mitochondrien bestimmt. Im Verhaltnis zum Anstieg im Zytosol stieg die
Menge in den Mitochondrien doppelt so stark, namlich um das 3,2-fache, in den Quercetin-

behandelten Wildtyp-Stammen an (Abbildung 44C, D).

Dieser Anstieg der PaMTH1-Menge suggeriert eine Rolle der O-Methyltransferasen in der
Quercetin-vermittelten Lebensverlangerung. Um diese Annahme experimentell zu belegen, wurde
der Einfluss von Quercetin in einer PaMthl-Deletionsmutante (APaMth1) bzw. einer PaMth1-
Uberxpressionsmutante (PaMthl_OEx) untersucht. Zuerst wurde die Lebensspanne der beiden
Mutanten auf Medium mit Quercetin oder dem Losungsmittel DMSO bestimmt. Auffallig hierbei
war, dass im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 39A) die maximale Lebensspanne von APaMth1
nicht von Quercetin verandert wird (Abbildung 45A). Entsprechend wurde die mittlere
Lebensspanne der Deletionsmutante nicht verlangert (Abbildung 45B). Ebenso weist auch die

Wuchsrate der Deletionsmutante keine Veranderungen durch Quercetin auf (Abbildung 45C).
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Abbildung 45: Quercetin-induzierte Lebensverlangerung hangt von PaMTH1-Menge ab. (A) Lebensspanne
von APaMth1-Stammen auf M2-Medium mit 0,15 % DMSO (n = 34) oder 300 uM Quercetin (Quer; n = 31; p-
Wert = 0,11). (B) Mittlere Lebensspanne und (C) relative Wuchsrate der Stamme aus (A). Die Daten sind als
relative Werte bezogen auf die DMSO-Kontrolle + Standardabweichung angeben. (C) Lebensspanne von
PaMth1_OEx-Stammen auf M2-Medium mit 0,15 % DMSO (n = 25) oder 300 uM Quercetin (Quer; n = 25; p-
Wert = 0,0005). (B) Mittlere Lebensspanne und (C) relative Wuchsrate der Stamme aus (D). Die Daten sind
als relative Werte bezogen auf die DMSO-Kontrolle * Standardabweichung angeben. Signifikante
Unterschiede sind mit ,,*“ gekennzeichnet. *p < 0,05; ***p < 0,001. Abbildung modifiziert nach Warnsmann
et al. (eingereicht).
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Anders als im Wildtyp zeigt Quercetin keinen lebensverlangernden Effekt auf die PaMthl-
Deletionsmutante. Im Gegensatz dazu wird durch Quercetin die Lebensspanne der PaMthli-
Uberexpressionsmutante verlingert (Abbildung 45D). Interessanterweise ist die mittlere
Lebensspanne der PaMth1_OEx signifikant starker erhéht durch die Anzucht auf Quercetin als die
des Wildtyps verglichen zur jeweiligen DMSO-Kontrolle (Abbildung 45E). In Zahlen ist die mittlere
Lebensspanne der Mutante um 13,4 %, von 20 d auf 23 d erhéht (Abbildung 45E), wahrend zuvor
eine 10,2%ige Erhohung im Wildtyp gezeigt wurde (Abbildung 39B). Darliber hinaus wird die
Wuchsrate in der PaMthl_OEx, wie im Wildtyp, leicht um 5% verringert (Abbildung 45F).
Vergleichende Analysen der PaMTH1-Menge im Wildtyp und der PaMth1-Uberexpressionsmutante
ergaben eine deutlich erhéhte Menge in der Mutante (Abbildung 46A, B). Auch im Vergleich zum
Quercetin-behandelten Wildtyp steigt die PaMTH1-Menge in der Uberexpressionsmutante deutlich

an.
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Abbildung 46: Die PaMTH1-Menge ist in PaMthil_OEx hoéher als im Wildtyp mit Quercetin. (A)
Reprasentativer Ausschnitt einer Western-Blot-Analyse zum Nachweis der PaMTH1-Menge in Gesamtprotein
von Stimmen des P. anserina-Wildtyps und der PaMthi-Uberexpressionsmutante angezogen auf 0,15 %
DMSO oder 300 uM Quercetin (jeweils n = 4). (B) Quantifizierung der Western-Blot-Analyse aus (A). Protein-
Mengen wurden auf das Coomassie-gefarbte SDS-Gel normalisiert und relativ zum Mittelwert der Wildtyp
DMSO-Kontrollen berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte * Standardabweichung. Signifikante
Unterschiede sind mit ,*“ gekennzeichnet. *p < 0,05; **p < 0,01. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et
al. (eingereicht).

Diese Daten deuten darauf hin, dass Quercetin im P. anserina-Wildtyp zumindest teilweise
methyliert wird. Entsprechend wird das Flavonoid in der PaMth1-Deletionsmutante kaum oder gar
nicht und dagegen in der Uberexpressionsmutante vermehrt methyliert. Demnach scheint die
Lebensverlangerung abhangig vom Methylierungs-Status von Quercetin zu sein. Somit ist eine
PaMTH1-abhdngige  Methylierung von Quercetin  notwendig flir die vermittelte

Lebensverlangerung.
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Effekte auf Atmung und ROS-Menge sind abhangig von der PAMTH1-Menge

Da der Lebensspannen-Effekt von Quercetin PaMTH1-abhéangig ist, steht die Vermutung im Raum,
dass auch die anderen ermittelten Quercetin-Effekte auf die Atmung und den ROS-Stoffwechsel mit
der O-Methyltransferase-Aktivitdat verbunden sind. Um dieser Vermutung nachzugehen, wurde
zuerst die Atmung der auf Quercetin- oder DMSO-haltigem Medium angezogenen PaMthl-
Mutanten mit Sauerstoffverbrauchs-Messungen untersucht. Uberraschenderweise ist die CI-
abhangige OCR von APaMthl sowohl in ,State 4“ als auch ,State 3“ deutlicher erh6ht in den
Quercetin-behandelten verglichen zu DMSO-behandelten Stammen (Abbildung 47A) als es im
Wildtyp der Fall ist. So erhéht Quercetin die OCR in der Deletionsmutante ca. um das 2-fache
(Abbildung 47A), im Wildtyp jedoch nur um 47 % bzw. 41 % (Abbildung 40A). Im Gegensatz dazu ist
der Effekt von Quercetin auf die Cl-abhangige OCR der PaMth1_OEx viel geringer als der Effekt auf
den Wildtyp. Die Cl-abhangige OCR wird nur um 40 % bzw. 29 % gegeniber der DMSO-Kontrolle
reduziert (Abbildung 47B).

Als nachstes wurde untersucht, ob der Methylierungs-Status von Quercetin einen Einfluss auf die
detektierten Effekte auf den ROS-Stoffwechsel hat. Hierzu wurde zunachst die Freisetzung von
Superoxid- und Wasserstoffperoxid der beiden PaMth1-Mutanten auf Medium mit Quercetin- oder
DMSO-Zusatz mit histochemischen Myzelfarbungen untersucht. Im Vergleich zum Wildtyp ist die
freigesetzte Superoxid-Menge in der Deletionsmutante deutlich héher und in der
Uberexpressionsmutante kaum verdndert durch Quercetin-Behandlung jeweils bezogen auf die
DMSO-Kontrolle (Abbildung 47C). Ein &hnliches Verhdltnis wurde auch in Bezug auf den
Wasserstoffperoxid-Aussto gefunden. Hier ist der Aussto in APaMthl verglichen zum Wildtyp
deutlich verringert und in PaMth1_OEx kaum bis gar nicht beeinflusst durch Quercetin (Abbildung
47C).
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Abbildung 47: Effekte auf Atmung und ROS-Menge sind abhdngig von der Quercetin-Methylierung. (A)
Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit isolierten Mitochondrien aus 7 d alten APaMth1-1solaten, die entweder
mit 0,15 % DMSO (3 biologische Replikate, mit jeweils 5 technischen Replikaten) oder 300 uM Quercetin (3
biologische Replikate, mit jeweils 6 technischen Replikaten) behandelt wurden. Die einzelnen Werte wurden
relativ zum ,State 4“ der DMSO-Kontrolle berechnet. (B) Sauerstoffverbrauchs-Messungen mit isolierten
Mitochondrien aus 7 d alten PaMth1_OEx-Isolaten, die entweder mit 0,15 % DMSO (3 biologische Replikate,
mit jeweils 5 technischen Replikaten) oder 300 uM Quercetin (3 biologische Replikate, mit jeweils 5-6
technischen Replikaten) inkubiert wurden. Die einzelnen Werte wurden relativ zum ,State 4“ der DMSO-
Kontrolle berechnet. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardabweichung. Signifikante Unterschiede sind
mit ,,*“ gekennzeichnet. *p < 0,05; ***p < 0,001. (C) Qualitative Bestimmung der extrazellularen Superoxid-
(O27; NBT-Farbung) und Wasserstoffperoxid-Menge (H202; DAB-Farbung) von 7 d alten APaMth1- und
PaMthl_OEx-Stammen nach Anzucht auf M2-Medium mit 0,15 % DMSO oder 300 uM Quercetin. Die
Intensitat der Myzelfarbung entspricht der Menge des ausgestoBenen Oz~ bzw. H202. Abbildung modifiziert
nach Warnsmann et al. (eingereicht).

Diese unterschiedlichen Quercetin-Effekte, abhangig vom Methylierungs-Status, lieRen die
Vermutung aufkommen, dass auch die Effekte auf die ROS-Detoxifizierung in den PaMthli-
Mutanten verandert sind. Analysen der PaSOD1-Aktivitat durch ,In-Gel“-Farbungen bekraftigen
diese Vermutung. In APaMth1 ist die Aktivitdt von PaSOD1 im Vergleich zum Wildtyp durch
Quercetin starker reduziert (Abbildung 48A). Wie zuvor schon im Wildtyp gezeigt, ist diese
verringerte Aktivitdt nicht auf eine verdnderte Protein-Menge zurlickzufiihren (Abbildung 48B).
Analog zeigten ,,In-Gel“-Aktivitatsfarbungen der Peroxidase, dass diese in APaMth1 eine geringere
Aktivitat zeigt als im Wildtyp verglichen zur jeweiligen DMSO-Kontrolle (Abbildung 48C). In
PaMthl_OEx-Stammen sind die Effekte genau gegensatzlich zu APaMth1-Stammen. Im Vergleich

zum Wildtyp und zur Deletionsmutante bleibt die PaSOD1-Aktivitit der Uberexpressionsmutante
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durch Quercetin gegeniiber DMSO unverandert (Abbildung 48D), sowie auch die Menge an PaSOD1
(Abbildung 48E). Entsprechend des scheinbar nicht verdnderten ROS-Stoffwechsels durch
Quercetin in PaMthl_OEx, zeigen ,In-Gel“-Aktivitatsfarbungen der Peroxidase lediglich eine
geringe Reduktion der Aktivitat durch Quercetin-Behandlung verglichen zu einer Behandlung DMSO
(Abbildung 48F).
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Abbildung 48: ROS-Detoxifizierung wird Methyltransferase-abhédngig beeinflusst. (A) Reprasentativer
Ausschnitt einer ,In-Gel“-SOD-Aktivitatsfarbung zum Nachweis der PaSOD1- und PaSOD2-Aktivitat, (B)
reprasentativer Ausschnitt einer Western-Blot-Analyse zum Nachweis der PaSOD1-Menge und (C) ein
reprasentativer Ausschnitt einer ,In-Gel“-Peroxidase-Aktivitdtsfarbung mit Gesamtproteinextrakten aus
APaMth1-Stammen nach Inkubation mit 0,15 % DMSO oder 300 UM Quercetin (je n = 4). Als Ladekontrolle
dienten die jeweiligen Coomassie-gefdarbten Gele. (D) Reprasentativer Ausschnitt einer ,In-Gel“-SOD-
Aktivitatsfarbung zum Nachweis der PaSOD1- und PaSOD2-Aktivitat, (E) repradsentativer Ausschnitt einer
Western-Blot-Analyse zum Nachweis der PaSOD1-Menge und (F) ein reprasentativer Ausschnitt einer ,,In-
Gel“-Peroxidase-Aktivitatsfarbung mit Gesamtproteinextrakten aus PaMth1_OEx-Stammen nach Inkubation
mit 0,15 % DMSO oder 300 uM Quercetin (je n = 4). Als Ladekontrolle dienten die jeweiligen Coomassie-
gefarbten Gele. Abbildung modifiziert nach Warnsmann et al. (eingereicht).

Diese Daten zur mitochondrialen Atmung und zum ROS-Stoffwechsel bestatigen den Verdacht einer
Methyltransferase-abhingigen Quercetin-Wirkung in P. anserina. Nichtdestotrotz sind nicht alle
Effekte gleichermaBen von der Quercetin-Methylierung abhangig. Anders als der Effekt auf die

Lebensspanne sind die Effekte auf die Atmung und den ROS-Stoffwechsel unabhéngig von der
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Quercetin-Methylierung. Scheinbar ist das methylierte Quercetin fiir den lebensverlangernden
Effekt verantwortlich, wohingegen das unmethylierte Quercetin die Atmung und den ROS-

Stoffwechsel beeinflusst und somit pro-oxidative Fahigkeiten aufweist.

Isorhamnetin verldngert die Lebensspanne des Wildtyps und der APaMth1

Um die Hypothese einer Methylierungs-Status abhangigen Wirkung von Quercetin experimentell
nachzugehen, wurden Analysen mit einem am 3’-Hydroxyl-Rest methyliertem Quercetin-Derivat,
dem Isorhamnetin, durchgefiihrt. Wie eine Quercetin-Behandlung verlangert auch eine
Isorhamnetin-Behandlung die Lebensspanne von P. anserina Wildtyp-Stammen verglichen zu
DMSO-behandelten Wildtyp-Stammen (Abbildung 49A). Die mittlere Lebensspanne wird
gegenliber der DMSO-Kontrolle durch Isorhamnetin-Behandlung signifikant um 17,5 % von 20 d auf
23 d verlangert (Abbildung 49B). Auffillig hierbei ist, dass die Verlangerung der mittleren
Lebensspanne durch Isorhamnetin (+ 17,5 %) ausgepragter ist, als die durch Quercetin (+ 10,2 %).
Da Quercetin in P. anserina Wildtyp-Stdmmen im Gegensatz zu Isorhamnetin bei der Behandlung
nur zum Teil methyliert in der Zelle vorliegt, bestatigen diese Ergebnisse einen Methylierungs-

Status-abhangigen Effekt von Quercetin auf die Lebensspanne.
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Abbildung 49: Isorhamnetin verldngert die Lebensspanne des Wildtyps und von APaMthl. (A)
Lebensspanne von Wildtyp-Stammen auf M2-Medium mit 0,15 % DMSO (n = 15) oder 300 uM Isorhamnetin
(Isor; n = 15; p-Wert = 0,00005). (B) Mittlere Lebensspanne der Stdamme aus (A). Die Daten sind als relative
Werte bezogen auf die DMSO-Kontrolle + Standardabweichung angeben. (C) Lebensspanne von APaMth1-
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Stammen auf M2-Medium mit 0,15 % DMSO (n = 15) oder 300 uM Isorhamnetin (Isor; n = 15; p-Wert =
0,00008). (D) Mittlere Lebensspanne der Stamme aus (C). Die Daten sind als relative Werte bezogen auf die
DMSO-Kontrolle + Standardabweichung angeben. Signifikante Unterschiede sind mit ., *“ gekennzeichnet. **p
<0,01; ***p < 0,001. Abbildung modifiziert nachWarnsmann et al. (eingereicht).

Untersuchungen des Effekts einer Isorhamnetin-Behandlung der PaMthil-Deletionsmutante
untermauern die Befunde aus den Untersuchungen mit P. anserina Wildtyp-Stammen. Im
Gegensatz zu Quercetin, dessen Methylierung eine PaMTH1-Aktivitdat bendtigt, verlangert
Isorhamnetin auch die Lebensspanne der PaMth1-Deletionsmutante (Abbildung 49C). Somit ist die
Isorhamnetin-vermittelte Lebensverlangerung unabhangig der O-Methyltransferase. Entsprechend
wird auch die mittlere Lebensspanne der Deletionsmutante durch eine Isorhamnetin-Behandlung
signifikant um 13,5 % von 21 d auf 24 d im Vergleich zu einer DMSO-Behandlung erhéht (Abbildung
49D).

Als nachstes wurde mit einer Western-Blot-Analyse die Menge der PaMTH1 im Wildtyp nach
Anzucht auf Isorhamnetin untersucht, um zu bestatigen, dass die Lebensverlangerung durch
Isorhamnetin nicht mit einem Anstieg der PaMTH1-Menge verbunden ist. Wie erwartet ist die
Protein-Menge der PaMTH1 in Wildtyp-Stdmmen angezogen auf Medium mit Isorhamnetin im

Vergleich zu Stdmmen angezogen auf Medium mit DMSO unverandert (Abbildung 50A, B).
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Abbildung 50: Keine Erhohung der PaMTH1-Menge durch Isorhamnetin. (A) Repradsentativer Ausschnitt
einer Western-Blot-Analyse zum Nachweis der PaMTH1-Menge in Gesamtprotein von Wildtyp-Stammen
angezogen auf 0,15 % DMSO oder 300 uM Isorhamnetin (je n = 4). (B) Quantifizierung der Western-Blot-
Analyse aus (A). Protein-Menge wurden auf das Coomassie-gefarbte SDS-Gel normalisiert und relativ zum
Mittelwert der DMSO-Kontrollen berechnet und als Mittelwerte + Standardabweichung angeben. Abbildung
modifiziert nach Warnsmann et al. (eingereicht).
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Atmung und ROS-Menge durch Isorhamnetin nicht beeinflusst

Zur Uberpriifung der Hypothese, dass nur unmethyliertes Quercetin einen Einfluss auf die Atmung
und den ROS-Stoffwechsel hat, wurde der Effekt von Isorhamnetin untersucht. Zuerst wurde der
Einfluss von Isorhamnetin auf den Cl-abhangigen Sauerstoffverbrauch isolierter Mitochondrien aus
Wildtyp-Stammen angezogen auf Medium mit Isorhamnetin oder DMSO (Abbildung 51A)
analysiert. Bezogen auf die DMSO-Kontrolle und abweichend zu den Ergebnissen mit Quercetin, ist
die Cl-abhdngige OCR durch Isorhamnetin kaum beeinflusst. Nur die ,State 4“-OCR wird leicht
erhoht, wahrend die ,,State 3“-OCR unverdndert bleibt (Abbildung 51A).
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Abbildung 51: Isorhamnetin beeinflusst die mitochondriale Atmung nicht. (A) Sauerstoffverbrauchs-
Messungen mit isolierten Mitochondrien aus 7 d alten Wildtyp-Isolaten, die entweder mit 0,15 % DMSO oder
300 uM Isorhamnetin behandelt wurden (je 4 biologische Replikate, mit jeweils 3-6 technischen Replikaten).
Der Sauerstoffverbrauch der DMSO Kontrolle in ,State 4” wurde auf 100 % gesetzt und die Gibrigen Werte
relative dazu berechnet. (B) Reprasentative BN-PAGE-Analyse mit isolierten Mitochondrien aus Wildtyp-
Stammen nach dauerhafter Inkubation mit 0,15 % DMSO oder 300 uM Isorhamnetin (n = 3, je 100 pg). Die
Cl1ClII2CIVo-2 (So-2) Superkomplexe, die dimeren Komplexe Il und V (Il und V2) und die monomeren Komplexe
I3, IVi und Vi wurden nach der Auftrennung durch Coomassie-Farbung sichtbar gemacht. (C)
Densitometrische Auswertung der BN-PAGE in (B). Die Mengen der Komplexe wurden auf die Gesamtfarbung
der jeweiligen Spur normalisiert und relativ zum Mittelwert der DMSO-Kontrollen berechnet. Abbildung
modifiziert nach Warnsmann et al. (eingereicht).

Entsprechend der nicht verdnderten OCR zeigen BN-PAGE-Analysen einen unverdnderten Aufbau

der mitochondrialen Atmungskette von Isorhamnetin- und DMSO-behandelten Stammen
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(Abbildung 51B). Der optische Eindruck wurde durch eine densitometrische Quantifizierung

bestatigt (Abbildung 51C).

Da die Atmung durch die Isorhamnetin-Behandlung nicht beeinflusst wird, ist es denkbar, dass auch
der ROS-Stoffwechsel nicht beeinflusst wird. Zur Uberpriifung wurde zunichst der Einfluss von
Isorhamnetin auf die extrazellulare ROS-Menge untersucht. Histochemische Farbungen von
Wildtyp-Myzel, angezogen auf Medium mit Isorhamnetin oder DMSO, zeigen keine Unterschiede

in der freigesetzten Superoxid- bzw. Wasserstoffperoxid-Menge (Abbildung 52A).
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Abbildung 52: ROS-Stoffwechsel bleibt unverandert durch die Isorhamnetin-Behandlung. (A) Qualitative
Bestimmung des Superoxid-AusstofRes (Oz; NBT-Farbung) und Wasserstoffperoxid-AusstoRes (H202; DAB-
Farbung) von 7 d alten Wildtyp-Stammen nach Anzucht auf M2-Medium mit 0,15 % DMSO oder 300 uM
Isorhamnetin (je n = 4). Die Intensitdt der Myzelfarbung entspricht der Menge des ausgestoRenen 02 bzw.
H202. (B) Reprasentativer Ausschnitt einer ,,In-Gel“-SOD-Aktivitatsfarbung zum Nachweis der PaSOD1- und
PaSOD2-Aktivitat, (C) reprasentativer Ausschnitt einer Western-Blot-Analyse zum Nachweis der SOD-Mengen
und (D) ein reprasentativer  Ausschnitt einer ,In-Gel“-Peroxidase-Aktivitatsfarbung  mit
Gesamtproteinextrakten aus Wildtyp-Stammen nach Inkubation mit 0,15 % DMSO oder 300 uM Isorhamnetin
(je n = 4). Als Ladekontrolle dienten die jeweiligen Coomassie-gefarbten Gele. Abbildung modifiziert nach
Warnsmann et al. (eingereicht).

Als nachstes wurde die PaSOD1-Aktivitat untersucht und tibereinstimmend mit der unveranderten
Superoxid-Menge ergaben ,In-Gel“-Aktivitatsfarbungen keine Verdnderungen der PaSOD1-
Aktivitat in Isorhamnetin im Vergleich zu DMSO behandelten Wildtyp-Stammen (Abbildung 52B).

Entsprechend ergab eine Western-Blot-Analyse eine gleichbleibende PaSOD1-Menge der
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Isorhamnetin- und DMSO-behandelten Stdamme (Abbildung 52C). Dariliber hinaus wurde die
Aktivitat der Peroxidase mit ,In-Gel“-Farbungen analysiert und keine Veranderungen durch
Isorhamnetin gefunden (Abbildung 52D). Diese Ergebnisse unterstiitzen das Resultat der Analysen
mit den PaMth1-Mutanten, dass methyliertes Quercetin die Lebensspanne beeinflusst aber nicht
die OCR oder den ROS-Stoffwechsel. Die beiden letzteren werden durch unmethyliertes Quercetin

beeinflusst.

Zusammenfassend zeigen die Analysen, dass Quercetin in einer methylierten Form wirkt und daher
die Quercetin-vermittelte Lebensverlangerung in P.anserina abhangig von der O-
Methyltransferase PaMTH1 ist. Die fiir die Lebensverlangerung unbedeutenden Nebeneffekte auf
die Atmung und den ROS-Stoffwechsel sind auf unmethyliertes Quercetin zurlickzufiihren und

deuten auf eine pro-oxidative Wirkung von unmethyliertem Quercetin hin.
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5 DISKUSSION

Mitochondrien nehmen eine zentrale Rolle im Stoffwechsel ein und stellen daher zentrale
Weichensteller zwischen Leben und Tod von Zellen bzw. ganzen Organismen dar.
Beeintrachtigungen ihrer Funktionen beeinflussen nicht nur die Alterung eines Organimus, sondern
auch die Enstehung einer Vielzahl meist altersbedingter Krankheiten, wie Krebs und
neurodegenerative Erkrankungen (genaueres siehe Kapitel 1.3 und 1.4). So sind die Mitochondrien
und ihre Funktionen Ansatzpunkt fir ,anti-Aging“-Behandlungen und zur Bekdmpfung von
Krankheiten wie Krebs, Morbus Alzheimer oder auch Morbus Parkinson (Bhat et al., 2015; Gaude
und Frezza, 2014; Lépez-Otin et al., 2013; Reddy und Reddy, 2011; Smith et al., 2012; Suliman und
Piantadosi, 2016; Weinberg und Chandel, 2015). Hierbei kommen vermehrt Naturstoffe, zumeist

Polyphenole, aufgrund ihres groRen pharmakologischen Wirkungsspektrums zum Einsatz.

Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich mit den Effekten der Polyphenole Gossypol, Curcumin
und Quercetin auf die Mitochondrienfunktion, den Alterungsprozess und die damit verbundenen
weiteren Auswirkungen auf den Modellorganismus P. anserina. Die Untersuchungen sollten dazu
beitragen, die grundlegenden  Wirkmechanismen und die Verbindung zu der
Mitochondrienfunktion weiter aufzuklaren (l). Dariber hinaus sollten die Ergebnisse Aufschluss
Uber das Vorhandensein eines allgemeingiltigen Wirkmechanismus von Polyphenolen geben (lI).
Und zu guter Letzt sollten die Analysen Ansatzpunkte fiir neue Therapien oder zur Verbesserung

von bereits bestehende Therapien liefern (lll).

5.1 P. anserina als ein Modellsystem zur Untersuchung der

Wirkmechanismen von Polyphenolen

Polyphenole konnen sowohl fordernd (,pro-survival®) als auch hemmend (,pro-death”) auf das
Uberleben von Organismen und Zellen, wie z.B. Krebszellen, wirken. Fiir die untersuchten
Polyphenole Gossypol, Curucmin und Quercetin sind aus der Literatur Einfliisse auf das Uberleben
verschiedener Organismen oder Zell-Kulturen bekannt. Fiir den Modellorganismus P. anserina
waren vor dieser Doktorarbeit keine Effekte bekannt. Auffallend wahrend der Sichtung der Literatur
war, dass die Wirkung eines Polyphenols nicht bei allen Organismen identisch ist. Ein Polyphenol
kann das Uberleben des einen Organismus beeinflussen und das Uberleben eines anderen
Organimus unbeeinflusst lassen. Um aus den Ergebnissen mit P. anserina auf allgemeingiiltige
Wirkprinzipien schlieen zu kdnnen und diese auf den Menschen Ubertragen zu kbnnen, musste als
Voraussetzung das Polyphenol den selben Effekt auf die Lebensspanne von P. anserina aufweisen,

wie auf die Lebensspanne bzw. das Uberleben in anderer Organismen. Durch die Analysen der
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Effekte auf die Lebensspanne des P. anserina-Wildtyps wurde die Eignung als ein Modellsystem zur

Klarung der Wirkmechanismen von Polyphenolen tberpriift.

Ubereinstimmend zu Befunden aus Krebszellen mit intakter Apoptose-Maschinerie vermittelt
Gossypol in P. anserina eine Verkirzung der Lebensspanne durch eine Metacaspase-abhangige
Induktion von apoptotischem Zelltod (Warnsmann et al., 2018). Dies ahnelt Befunden mit
chronischen lymphatischen Leukdmie-Zellen, in denen durch Gossypol eine Caspase-abhangige
Apoptose vermittelt wird (Balakrishnan et al., 2008). AuRerdem wurde eine krebshemmende
Wirkung auf Tumore im Urogenitaltrakt gefunden. Gossypol induziert sowohl in Blasen- als auch
Prostata-Krebszellen Apoptose und hemmt das Wachstum (Mani et al., 2015; Meng et al., 2008).
Aber nicht nur Zelllinien, sondern auch ganze Organismen sind von der wachstumshemmenden
Wirkung von Gossypol betroffen. So nimmt die Reproduktions- und Uberlebensrate der
Gurkenblattlaus (Aphis gossypii) mit steigender Gossypol-Konzentration in der aufgenommenen

Nahrung ab (Du et al., 2004; Gao et al., 2008).

Entgegen der lebensverkiirzenden Wirkung von Gossypol auf P. anserina, wirkt Curcumin foérdernd
auf das Uberleben. Die Lebensspanne des P.anserina-Wildtyps wird durch die Anzucht auf
Curcumin-haltigem Medium deutlich verlangert (Warnsmann und Osiewacz, 2016). Diese
Verlangerung entspricht friheren Befunden aus D. melanogaster und C. elegans (Shen et al.,
2013b). Liao und Kollegen beobachteten eine ca. 40%ige Verlangerung der mittleren Lebensspanne
von C. elegans (Liao et al., 2011). Ebenfalls wurde in mehreren unabhangigen Studien eine
Lebensverlangerung von D. melanogaster durch eine Curcumin-Behandlung ermittelt (Lee et al.,

2010; Shen et al., 2013a; Soh et al., 2013; Suckow und Suckow, 2006).

Wie schon in einer vorangegangenen Bachelorarbeit gezeigt (Hainbuch, 2016) und in der
vorliegenden Doktorarbeit verifiziert, vermittelt Quercetin in P. anserina eine Lebensverlangerung.
Dies passt zu veroffentlichten Daten aus anderer Organismen. Sowohl in S. cerevisiae als auch
C. elegans wurde eine Erhéhung der Uberlebensrate durch Quercetin beschrieben (Belinha et al.,
2007; Kampkotter et al., 2008; Pietsch et al., 2009; Saul et al., 2008). Ebenfalls wurde eine erhdohte

Uberlebensrate humaner Zell-Kulturen nach Quercetin-Exposition beobachtet (Niklas et al., 2012).

Insgesamt sprechen diese Befunde dafiir, dass die untersuchten Polyphenole in P. anserina
dhnliche Effekte auf das Uberleben des Organimus hervorrufen, wie bereits aus komplexeren
Modellsystemen bekannt ist. Damit bietet P. anserina ein geeignetes Modellsystem zur Analyse der
zugrundeliegenden Wirkmechanismen von Polyphenolen. Darliber hinaus kénnen alle im Weiteren
gewonnenen Erkenntnisse dazu verwendet werden, Hinweise auf mogliche Wirkungen im
Menschen und fiir eine Verbesserung oder Neuentwicklung von ,,anti-Aging” Behandlungen oder

Behandlungen von Krankheiten zu erhalten.
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5.2 Veranderungen der Mitochondrienfunktion zur Kompensation von

zellularen Dysfunktionen und Stressbedingungen

Die zentrale Rolle der Mitochondrien in der Regulation des Alterungsprozesses ist schon seit gut 50
Jahren bekannt, insbesondere durch Analysen an P. anserina (Belcour, 1981; Belcour und Begel,
1977; Cummings et al., 1979; Esser und Tudzynski, 1980; Marcour, 1961; Osiewacz, 2002).
Zahlreiche Untersuchungen an P. anserina und anderen Organismen zeigen, dass Veranderungen
der Lebensspanne oft mit Veranderungen der Mitochondrienfunktion zusammenhangen.
Beispielsweise wurde in P.anserina gezeigt, dass eine Verdnderung der Mitochondrien-
Morphologie bzw. der Ultrastruktur die Lebensspanne beeinflusst (Rampello et al., 2018;
Scheckhuber et al., 2007). AuRerdem wurde in S. cerevisiae beobachtet, dass die mitochondriale
Atmung in Verbindung mit der Regulation der Lebensspanne steht. So ist eine erhdhte
Lebensspanne mit einer erhdhten mitochondrialen Atmung verbunden (Barros et al., 2004;
Bonawitz et al., 2007; Lin et al., 2000). Zudem zeigen Untersuchungen an S. cerevisiae und auch
C. elegans, dass eine verringerte Lebensspanne mit einer verringerten Atmung einhergeht

(Bonawitz et al., 2006b; Zarse et al., 2007).

Analysen der Mitochondrienfunktion nach genetischer Modulation (APaSod3) oder der Modulation
durch Polyphenole im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit lieferten teilweise unerwartete
Ergebnisse. Die auftretenden Verdanderungen der Mitochondrien und deren Funktion sind dartber
hinaus teilweise widerspriichlich zu der beschriebenen Verbindung von Mitochondrienfunktion und
Lebensspanne. So wurde u.a. eine verbesserte Mitochondrienfunktion unabhdngig von der
Verdanderung der Lebensspanne (APaSod3, Quercetin-Behandlung) oder sogar in Stdmmen mit
einer verringerten Lebensspanne (Gossypol-Behandlung) beobachtet. Genauere Betrachtungen
dieser Verdanderungen und der Zusammenhdnge ergaben eine mogliche zelluldare Antwort auf
Dysfunktionen, hervorgerufen durch die verschiedenen Modulationen, durch eine Anpassung der
Mitochondrienfunktion. Es scheint, als wiirden Stressbedingungen, wie z. B. oxidativer Stress, durch
eine Veranderung der Mitochondrienfunktion ausgeglichen werden. Dies spricht dafir, dass die
Veranderung/Anpassung der Mitochondrienfunktion eine Art Kompensations-Mechanismus oder

zumindest Teil eines Kompensations-Mechanismus ist.

Fir einen derartigen Kompensations-Mechanismus sprechen auch Ergebnisse und Hinweise
friiherer Doktorarbeiten in der Arbeitsgruppe. So zeigte Matthias Wiemer in seiner Doktorarbeit,
dass exogener Stress durch Paraquat zu einer Verschiebung der normalen Cytochrom-C-Oxidase
(COX)-abhangigen Atmung hin zu einer alternativen Oxidase (AOX)-abhangigen Atmung fihrt
(Wiemer, 2015; Wiemer und Osiewacz, 2014).
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Paraquat ist eine quartare Ammoniumverbindung, welche verwendet wird, um intrazelluldr oxidativen Stress,
in Form von Superoxid, zu generieren (Cocheme und Murphy, 2008). Bekannt wurde Paraquat als Herbizid
unter dem Handelsnamen Gramoxone. Es kann gezielt zum Abtoten von Pflanzen verwendet werden, da es in
geringen Konzentrationen nach dem Auftragen auf die Blatter wirkt (Sagar, 1987). In einer irreversiblen
Reaktion nimmt Paraquat im Photosystem | Elektronen von Ferredoxin und gibt sie unter Bildung von
Superoxid an Sauerstoff ab, dartiber hinaus wird aufgrund der fehlenden Elektronen die NADPH-Bildung
gehemmt (Dodge, 1971). Jedoch wirkt es nicht nur auf Pflanzen, sondern auch auf Menschen und Tiere. In
nicht phototrophen Organismen wirkt Paraquat in den Mitochondrien. Es nimmt Elektronen vom Komplex |
und gibt diese unter Bildung von Superoxid an Sauerstoff ab (Cocheme und Murphy, 2008).

Diese AOX-abhdngige Atmung umgeht den Komplex Il und IV der Atmungskette. Infolgedessen
kommt es zu einer verringerten ROS-Bildung (Dufour et al., 2000; Gredilla et al., 2006). Hierdurch
versucht die Zelle, den weiteren Anstieg der ROS-Menge zu verringern, um so dem exogenen Stress

entgegen zu wirken.

Weiterhin ergaben Analysen des Verlustes der PaSOD3, einer zentralen Komponente des
molekularen Netzwerks zum Ausbalancieren der ROS-Menge, dass die unerwartet gesunde
Lebensspanne dieser Deletionsmutante (Knuppertz et al., 2017; Zintel et al., 2010) durch eine
mogliche Anpassung der Mitochondrienfunktion ausgeglichen wird bzw. diese Anpassung zum
Ausgleich beitrdgt. Im Rahmen ihrer Doktorarbeiten konnten Carolin Grimm und Laura Knuppertz
zeigen, dass die unerwartete Lebensspanne der PaSod3-Deletionsmutante auf einer Kompensation
durch gleichzeitige Induktion der Mitophagie und Mitochondrien-Biogenese beruht (Grimm, 2015;
Knuppertz, 2017; Knuppertz et al., 2017). Die Induktion der Biogenese wird durch Transkriptom-
Analyse der PaSod3-Deletionsmutante bekraftigt. Im Vergleich zum P. anserina-Wildtyp sind
mitochondriale Gene, insbesondere solche der Atmungskette und des mitochondrialen
Metabolismus, hochreguliert (Grimm, 2015; Knuppertz et al., 2017). Ahnliches wurde auch schon
in Mdusen gezeigt, wo eine Deletion des Gens fir die mitochondriale SOD in Nieren zu einem
Anstieg der Autophagosomen-Bildung und Mitochondrien-Biogenese fiihrt (Parajuli und

MacMillan-Crow, 2013).

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurde bestatigt, dass die Kompensation des Verlustes
der PaSOD3 in Verbindung mit einer veranderten Mitochondrienfunktion steht, und zwar mit einer
Abnahme der Cl-abhangigen Atmung und einer Zunahme der Cll-abhédngigen Atmung (Abbildung
53). Die Abnahme der Cl-abhdngigen Atmung ist wahrscheinlich bedingt durch einen
Aktivitatsverlust aufgrund von Schadigungen der Eisen-Schwefel-Cluster durch die erhdhte
Superoxid-Menge. Eine solche Schadigung der Eisen-Schwefel-Cluster wurde in Untersuchungen
mit Mausen und menschlichen Lungenkarzinom-Zellen gezeigt. In den Untersuchungen wurde
gezeigt, dass Superoxid bevorzugt mit dem Eisen der Eisen-Schwefel-Clustern des Komplex |
reagiert und so die Aktivitat beeintrachtigt (Powell und Jackson, 2003; Williams et al., 1998). Eine

verringerte Cl-abhangige Atmung, beruhend auf einem Verlust der Cl-Aktivitdt, wurde bereits in
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einer Deletionsmutante in C. elegans gezeigt, der die mitochondriale SOD (SOD2) fehlt
(Suthammarak et al., 2013). Anders als in C. elegans, wo die Cll-abhangige Atmung unveradndert ist
und die Atmung insgesamt verringert (Suthammarak et al., 2013), gleicht in P. anserina eine
erhohte Cll-abhangige Atmung den Aktivitatsverlust von Cl aus. Messungen des mtMP bestatigen
eine Verringerung des mtMP in der Deletionsmutante, wie aufgrund der verringerten Cl-Aktivitat
vermutet wurde. Dieses verringerte Membranpotential kann neben der erhdéhten Superoxid-
Menge als Signal zur Induktion der Mitophagie fiihren (Graef und Nunnari, 2011; Nowikovsky et al.,
2007; Priault et al., 2005; Wu et al., 2009). Auf diesem Wege tragt die veranderte mitochondriale

Atmung zur Kompensation des Verlustes der mitochondrialen SOD bei.
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Abbildung 53: Verdnderungen der mitochondrialen Atmung und die resultierenden Effekte in der PaSod3-
Deletionsmutante. Im Wildtyp lduft die Atmung standardmaRig ab, wobei an Komplex | Protonen gepumpt
und Superoxid gebildet wird. In der PaSod3-Deletionsmutante ist aufgrund der hohen Superoxid-Menge die
Aktivitat von Komplex | (hellgrau) heruntergesetzt, wodurch weniger Protonen gepumpt und weniger
Superoxid gebildet wird. Die verringerte Komplex I-abhangige Atmung wird durch eine erhéhte Komplex II-
abhidngige Atmung (dunkelgrau) kompensiert. Dadurch bleibt die Grundatmung unverandert, jedoch sinkt
das mitochondriale Membranpotential (mtMP). Zusammen mit der erh6hten Superoxid-Menge fiihrt dies zu
einer Induktion der Mitophagie und Mitochondrien-Biogenese, wodurch Schdaden und Stress ausgeglichen
werden und das Uberleben des Stammes gesichert wird.

An diese Beobachtungen und Vermutung, wonach Verdanderungen der Mitochondrienfunktion als
Kompensation-Mechanismus bzw. als Teil eines Kompensations-Mechanismus fungieren, kniipfen
die Ergebnisse der Untersuchungen zur Wirkung der untersuchten Polyphenole an. Zusatzlich
demonstrieren die Ergebnisse der Analysen mit den Polyphenolen, dass nicht nur Veranderungen

der Funktion, sondern auch des Aufbaus der mitochondrialen Atmungskette eine Art
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Kompensations-Mechanismus darstellen. Jedoch sind diese Versuche des Ausgleiches von
Fehlfunktionen bzw. Stressbedingungen, ausgelost durch die untersuchten Polyphenole, offenbar

nicht ausreichend um den Wildtyp-Phanotyp vollstandig wiederherzustellen.

In Untersuchungen mit P. anserina Wildtyp-Stammen behandelt mit Gossypol oder Quercetin
wurde eine vermehrte Bildung von mitochondrialen Atmungskettensuperkomplexen (mtRSCs)
gefunden. Die Anordnung der Atmungskettenkomplexe in Superkomplexen fiihrt zu einer
Verbesserung des Elektronenflusses innerhalb der Elektronentransportkette, dies resultiert in einer
Erh6hung der mitochondrialen Atmung (Bianchi et al., 2003; Bianchi et al., 2004; Genova und Lenaz,
2013; Schagger und Pfeiffer, 2000). Weiterhin flihrt der verbesserte Elektronenfluss zu einer
Verringerung der Fehlibertagung von Elektronen, wodurch die ROS-Bildung vermindert wird
(Maranzana et al., 2013; Schagger und Pfeiffer, 2000). Dies fiihrt zu der Annahme, dass eine
Zunahme der Menge an mtRSCs positiv ist und férdernd auf das Uberleben wirkt. Die induzierte
Bildung von mtRSCs bei der Induktion von Zelltod z. B. durch Gossypol erscheint daher auf den
ersten Blick widersinnig, da kein positiver Effekt auf das Uberleben zu ermitteln ist. Allerdings wirkt
Gossypol wie ein Entkoppler (Abou-Donia und Dieckert, 1976; Reyes und Benos, 1988; Warnsmann
et al., 2018) und verursacht sowohl in Glioblastom-Zellen als auch P. anserina eine mitochondriale
Dysfunktion (Voss et al., 2010; Warnsmann et al., 2018). Vermutlich wird die Bildung der
Superkomplexe induziert, um den negativen bzw. schadlichen Einfluss von Gossypol durch einen
verbesserten Elektronenfluss zu minimieren. Dennoch reicht dies offenbar nicht aus, um die
mitochondriale Dysfunktion zu kompensieren, was in einer deutlichen Reduktion der
mitochondrialen Atmung von Gossypol-behandelten P. anserina Wildtyp-Stimmen und der

reduzierten Lebensspanne sichtbar wird.

Im Gegensatz zur Behandlung mit Gossypol fiihrt in den Quercetin-behandelten Wildtyp-Stammen
die erh6hte Menge von mtRSCs erwartungsgemald zu einer Erhdhung der mitochondrialen Atmung.
Dennoch ergaben die genaueren Analysen, dass die Quercetin-vermittelte Lebensverlangerung
unabhangig von der verdnderten Atmung ist (genauere Erlduterung folgt zu einem spéateren
Zeitpunkt). Vielmehr scheint der verbesserte Elektronenfluss durch die mtRSCs eine Art
Kompensation des pro-oxidativen Effektes von Quercetin, der Bildung von Superoxid und der
Schadigung von ROS-abbauenden Enzymen, zu sein. Durch diese Wirkung wird eine weitere Bildung

von Superoxid durch die Atmungskette minimiert.

Der beobachtete Ausgleich von Dysfunktionen bzw. Stressbedingungen in der Zelle durch eine
Anpassung der Mitochondrienfunktion spielt auch bei dem Schweregrad von Krankheiten und
deren Behandlungsmoglichkeiten eine Rolle. Ein Beispiel ist eine Neuropathie des Sehnervs, die

Autosomal-dominante Optikusatrophie (ADOA), deren Ursache ist in Giber 60 % der Falle eine
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Muattion im OPA1-Gen, welches fiir einen wichtigen Teil der Mitochondrien-Fusions-Maschinerie
kodiert (Kjer, 1959). Bei dieser Erkrankung kommt es zur Degeneration der Ganglienzellen der
Netzhaut (Carelli et al., 2004; Yu-Wai-Man et al., 2010). Diese Degeneration flihrt zu einem bereits
im Kindesalter beginnenden Sehverlust, welcher unterschiedlich stark ausgepragt sein kann
(Votruba et al., 2003). Studien ergaben, dass ein ausgepragter Sehverlust mit einer OXPHOS-
Dysfunktion und einer Abnahme der ATP-Synthese verbunden ist (Lodi et al., 2004; Van Bergen et
al., 2011; Zanna et al., 2008). Untersuchungen von Patienten mit keinem oder nur einem geringen
Sehverlust zeigten Uberraschend eine erhdhte ATP-Synthese und eine erhdhte mitochondriale
Atmung. Diese beruht auf einer Zunahme der Menge und Aktivitdit der mitochondrialen
Atmungskomplexe (Van Bergen et al., 2011). Daraus schliefen Van Bergen und Kollegen, dass der

Sehverlust durch eine erhéhte mitochondriale Atmung verhindert wird.

Insgesamt zeigen die Daten der Analysen der Mitochondrienfunktionen nach den verschiedenen
Modulationen, dass die Zelle in der Lage ist, Stressbedingungen durch Verdnderungen der
Mitochondrienfunktion zu kompensieren bzw. den Stresssituationen bis zu einem gewissen Punkt
entgegen zu wirken. Desweiteren zeigen diese Befunde Moglichkeiten auf, wie die
Mitochondrienfunktion gezielt beeinflusst werden kann, um positive Effekte flir den Organismus
hervorzurufen. Beispielsweise wird die Wiederherstellung von einer mdglichst normalen
Mitochondrienfunktion als Ansatzpunkt flr die Krebstherapie verwendet (Bhat et al., 2015). Mit
Hilfe der hier gezeigten Daten bieten sich Moglichkeiten derartige Therapieansatze zu erweitert

und zu verbessert.

5.3 Die Wirkung von Polyphenolen beruht nicht auf einem gemeinsamen

grundlegenden Wirkprinzip

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es keinen allgemeingiiltigen Wirkmechanismus
von Polyphenolen gibt. Aufgrund der groRen Vielfalt der Polyphenole ist dies auch nicht
Uberraschend. Auffallend war dennoch, dass ein Teil der beobachteten Effekte auf den
Alterungsprozess von P. anserina mit einer Veranderung des ROS-Stoffwechsels einhergeht,
genauer gesagt, fihrt die Behandlung mit Polyphenolen in zwei Fillen zu einem Anstieg des
Wasserstoffperoxid-AusstoRes. Entgegen den Befunden mit Gossypol und Curcumin, zeigten die
Analysen der Quercetin-vermittelten Lebensverlangerung keinen Zusammenhang bzw. keine
Abhangigkeit vom ROS-Stoffwechsel. Daraus ldsst sich schlieRen, dass es mindestens zwei
Wirkmechanismen von Polyphenolen geben muss, welche im Folgenden genauer diskutiert

werden.
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Fir eine bessere Ubersicht, Vergleichbarkeit und Nachvollziebarkeit der weiteren Diskussion sind

die, im Rahmen der vorliegenden Dissertation, erhaltenen Ergebnisse in Tabelle 16 noch einmal

zusammengefasst.

Tabelle 16: Zusammenfassung der phanotypischen und zelluldren Veranderungen durch die Behandlung
des P. anserina-Wildtyps mit Gossypol, Curcumin oder Quercetin.

Gossypol

Curcumin

Quercetin

Lebensspanne

ROS-Stoffwechsel

Mitochondrien-

verkirzt;
Metacaspase-abhangig

H,0,-AusstoR stark erhoht;
PaSOD1-Aktivitat erhoht

mitochondriale Dysfunktion;
reduzierte OCR;

verlangert;

Autophagie- / H,0,-abhéngig

H,0,-AusstoR erhoht;
PaSOD1-Aktivitat erhoht

erhohte OCR;
erhéhtes mtMP;

verlangert;
Methyltransferase-abhangig

H,0,-Ausstol’ verringert;
PaSOD1-Aktivitat verringert;
Superoxid-AusstoB erhoht

erhohte OCR abhangig von
der PaMTH1-Menge

Funktion refntizse(r:tseesrr:;rl\lﬂtP; mtRSCs erhoht mtRSCs erhoht
. erhoht; N verringert
Autophagie abhéngig von PaCYPD erhoht (Hainbuch, 2016)
Mitoohagie erhoht; ' keine Abnahme . verringert
phag unabhingig von PaATG1 mitochondrialer Proteine (Hainbuch, 2016)
notwendig fiir kein Einfluss ich h
PaCYPD PTP (nicht untersucht)
ac /m Lebensverkiirzung (Daten nicht gezeigt)
5.3.1 Hormetische Wirkung von Wasserstoffperoxid auf die Regulation der Alterung

von P. anserina

Schon seit den 1950er Jahren, ausgehend von den Therorien von Denham Harman, werden ROS als
schadlich und als urséachlich fir molekulare Schaden, die zum Altern fiihren, angesehen (Harman,
1956, 1972). Bis heute gibt es zahlreiche Studien, die diese Theorie untermauern und eine erhdhte
ROS-Menge, z.B. durch Mutationen der ROS-engiftenden Enzyme, in Verbindung mit einer
verkiirzten Lebensspanne bringen (Dai et al., 2009; Melov et al., 2000; Orr und Sohal, 1994; Phillips
et al., 1989; Unlu und Koc, 2007). Jedoch sind mittlerweile fast genau so viele Befunde bekannt, die
gegen diese Theorie sprechen und darlegen, dass eine erhohte ROS-Menge zu einer
Lebensverlangerung fihren kann (Barja, 1993; Lapointe und Hekimi, 2010; Perez et al., 2009; Schulz
et al., 2007). In diesen Studien wird insbesondere Wasserstoffperoxid als ein Signalmolekiil zur

Induktion einer Lebensverlangerung beschrieben. Untersuchungen an S. cerevisiae und C. elegans

zeigen einen Dosis-abhangigen positiven Effekt von schadlichem Wasserstoffperoxid auf das
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Wachstum. Mit ansteigender Konzentration kommt es, bis zum Erreichen eines Schwellenwertes,
zu einer Verlangerung der Lebensspanne. Ab diesem Schwellenwert sind die Konzentrationen zu
hoch und verursachen einen hohen oxidativen Stress, der zu einer deutlichen Reduktion der
Lebensspanne fihrt (Mesquita et al., 2010; Semchyshyn und Valishkevych, 2016; Xie und Roy,
2012). Der positive Effekt geringer Dosen (milder Stress) eines in hohen Dosen schadlichen Stoffes

wird als Hormesis bezeichnet (zusammen gefasst in Calabrese et al. (2015)).

Hormesis (griech. Anregung, AnstoR) beschreibt die Hypothese, dass geringe Dosen einer schadlichen Substanz
(milder Stress) positive Wirkungen auf einen Organismus haben kénnen, welche zu einer Lebensverlangerung
flhren (Calabrese und Baldwin, 1998; Calabrese et al., 2015; Stebbing, 1982). Diese Hypothese wurde bereits
im 16. Jahrhundert von Paracelsus (Theophrastus Bombast von Hohenheim) mit den Worten ,,All Ding' sind
Gift und nichts ohn' Gift“ (,Allein die Dosis macht, dass ein Ding kein Gift ist“) beschrieben (Grandjean, 2016).
Der Begriff Hormesis wurde das erste Mal 1943 in einem wissensschaflichen Artikel verwendet und damit
gepragt (Southam und Ehrlich, 1943).

Ubereinstimmend zur genannten hormetischen Wirkung von Wasserstoffperoxid, zeigen die
Ergebnisse der vorliegenden Dissertation positive und negative Einflisse der Polyphenole auf die

Lebensspanne von P. anserina in Verbindung mit einer erhéhten Wasserstoffperoxid-Freisetzung.

Durch die Behandlung mit Gossypol wird die Lebensspanne des P. anserina-Wildtyps in
Abhédngigkeit der mPTP und Metacaspasen reduziert. Damit einhergehend wird der Ausstol3 von
Wasserstoffperoxid aus dem Myzel des Wildtyps stark erhdéht (Warnsmann et al., 2018). Dem
gegeniber steht die Autophagie-abhéngige Lebensverlangerung des P. anserina Wildtyps durch die
Behandlung mit Curcumin. Diese Verlangerung geht mit einer leichten Erhéhung des
Wasserstoffperoxid-AusstoRes einher (Warnsmann und Osiewacz, 2016). Im Vergleich ist die
Menge des freigesetzten Wasserstoffperoxids der Gossypol-behandelten Stamme 2,4-fach héher
als bei den Curcumin-behandelten Stammen. Dies entspricht einem Wasserstoffperoxid-AusstoR
von 380 uM aus den auf Gossypol-haltigem Medium angezogenen Wildtyp-Stammen im Vergleich
zu 160 uM aus den auf Curcumin-haltigem Medium angezogenen. Aufgrund des Unterschiedes in
der freigesetzten Wasserstoffperoxid-Menge kann davon ausgegangen werden, dass auch in den
Zellen der Gossypol-behandelten Stammen eine deutlich hoéhere Wasserstoffperoxid-
Konzentration vorherrscht. Der hohe Wasserstoffperoxid-Ausstof’ durch Gossypol beruht auf der
induzierten mitochondrialen Dysfunktion und der im Vergleich zu Curcumin deutlich starker

erhohten Aktivitat der PaSOD1.

Ausgehend von den Effekten auf die Lebensspanne und der beschriebenen unterschiedlichen
Erhohung der freigesetzten Wasserstoffperoxid-Menge, verursacht die Behandlung mit 50 pM
Curcumin einen milden oxidativen Stress in der Zelle, wohingen die Gossypol-Behandlung (20 uM)

einen hohen Stress induziert. So wird die Lebensspanne abhdngig von der Hohe des oxidativen
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Stress-Niveaus durch die untersuchten Konzentrationen der Polyphenole unterschiedlich

beeinflusst (Abbildung 54).

kein Stress milder Stress hoher Stress
H,0,-Menge
Induktion von Induktion von
Schutzmechanismen Zelltod
normale
Lebensspanne

Abbildung 54: Hormetische Wirkung von Wasserstoffperoxid und die Auswirkungen auf die Lebensspanne.
Eine Erhohung der Wasserstoffperoxid (H202)-Menge bedingt durch Veranderungen des zelluldren
Metabolismus oder durch exogene Zugabe fiihren zu einem Anstieg des Stress-Niveaus der Zelle. Dabei
aktiviert ein milder Stress verschiedene zelluldre Schutzmechanismen. Diese beheben entstandene Schaden
und lésen positive Effekte in der Zelle aus. Durch hohen Stress werden Signalkaskaden aktiviert, die im
programmierten Zelltod enden. So wird die Lebensspanne unterschiedlich beeinflusst.

Milder Stress aktiviert in der Zelle Signalkaskaden, die positive Effekte, wie die Aktivierung von
Schutzmechanism, in der Zelle hervorrufen und eine Langlebigkeit vermitteln. Dem gegeniiber fiihrt
hoher Stress zu einer Aktivierung von Signalkaskaden, welche programmierten Zelltod induzieren
und die Lebensspanne verkiirzen. Ahnliche Reaktionen werden auch durch verschiedene Mengen
Wasserstoffperoxid in  menschlichen Zell-Kulturen hervorgerufen. Untersuchungen an
verschiedenen Karzinom- und Fibroblasten-Zellen ergaben, dass geringe Mengen an
Wasserstoffperoxid durch Induktion von Antioxidantien einen Zellschutz vermitteln. Im Gegensatz
zeigen die Untersuchungen auch, dass eine groRe Menge an Wasserstoffperoxid apoptotischen

Zelltod stimuliert (Sablina et al., 2005).

Wasserstoffperoxid fordert das Uberleben durch Induktion von Autophagie

Ein Schutzmechanismus, der durch Wasserstoffperoxid induziert wird, ist die Autophagie (Lee et
al., 2012; Scherz-Shouval und Elazar, 2007; Scherz-Shouval et al., 2007). Der Prozess der Autophagie
spielt nicht nur in der Entwicklung eines Organismus eine wichtige Rolle (Houri et al., 1995; Levine
und Klionsky, 2004; Pollack et al., 2009), sondern auch fiir sein Uberleben. Beeintrichtigungen der
Autophagie-Maschinerie werden schon lange mit dem generellen Alterungsprozess
(zusammengefasst in: Knuppertz et al. (2014); Rubinsztein et al. (2011)) und der Entstehung von

humanen Krankheiten (zusammengefasst in: Wirawan et al. (2012)) in Verbindung gebracht. Bis
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heute werden vor allem neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und Morbus
Parkinson aber auch Herz-Kreislauf- und Krebs-Erkrankungen mit einer veranderten Autophagie-
Rate assoziiert (Cuervo, 2004; Cuervo und Macian, 2014; Karantza-Wadsworth und White, 2007;
Levine und Kroemer, 2008, 2009; Mizushima et al., 2008; Wirawan et al., 2012). Verschiedene
Studien an Geweben und Organen von Ratten zeigen, dass die Autophagie-Rate mit zunehmendem
Alter abnimmt (Cuervo und Dice, 2000; Donati et al., 2001; Makrides, 1983). Zudem wurde gezeigt,
dass die Induktion von Autophagie zur Langlebigkeit von Organismen, wie z. B. P. anserina, C.
elegans, D. melanogaster und S. cerevisiae, beitragt, wohingegen eine Reduktion der Autophagie
eine Verkiirzung der Lebensspanne zur Folge hat (Hansen et al., 2008; Hars et al., 2007; Knuppertz
etal., 2014; Matecic et al., 2010; Melendez et al., 2003; Pyo et al., 2013; Simonsen et al., 2008; Toth
et al., 2008).

Ubereinstimmend mit der Lebensspannen-regulierenden Funktion von Autophagie zeigen die
Ergebnisse der vorliegenden Dissertation zum ersten Mal, dass die Curcumin-induzierte
Langlebigkeit von einer intakten Autophagie-Maschinerie abhdngt. Eine Behandlung von
P. anserina mit Curcumin fiihrt zu einer Induktion der nicht-selektiven Autophagie. In einer
P. anserina-Mutante mit defekter Autophagie-Maschinerie wurde keine Lebensverlangerung
beobachtet (Warnsmann und Osiewacz, 2016). Genauere Analysen der Ursachen der Curcumin-
vermittelten Lebensverlangerung mit Hilfe von weiteren Deletionsmutanten zeigen eine
Abhédngigkeit der Curcumin-vermittelten Langlebigkeit von der PaSOD1-Aktivitdt, welche im
P. anserina-Wildtyp durch Curcumin erhoht wird. Der Zusammenhang von Curcumin-induzierter
Langlebigkeit und erhéhter SOD-Aktivitdt wurde bereits in Untersuchungen mit D. melanogaster
gefunden (Shen et al., 2013a). Jedoch wurde in diesen Analysen kein direkter experimenteller
Nachweis der Abhdngig der Lebensverlangerung von der SOD1-Aktivitat durchgefiihrt. In einer
weiteren Studie an D. melanogaster wurde gezeigt, dass eine Behandlung mit Curcumin und
Disulfiram, einem Inhibitor der SOD1, den lebensverlangernden Effekt von Curcumin verhindert,
jedoch wurde nicht analysiert, ob Curcumin die Aktivitat der SOD1 selbst beeinflusst (Suckow und
Suckow, 2006). So sind die Analysen dieser Dissertation der erste Nachweis, dass die erhohte
PaSOD1-Aktivitat wirklich notwendig flr die Curcumin-vermittelte Lebensspanne ist. Weiterhin
ergaben Analysen des lebensverlangernden Effektes von Curcumin zusammen mit dem
Antioxidationsmittel N-Acetyl-L-Cystein eine Abhangigkeit der Curcumin-induzierten Langlebigkeit
von der leicht erh6hten Wasserstoffperoxid-Menge. Entsprechend der bekannten Induktion von
Autophagie durch Wasserstoffperoxid (Scherz-Shouval und Elazar, 2007; Scherz-Shouval et al.,

2007), ist Wasserstoffperoxid vermutlich das Signal zur Ubermittlung der Curcumin-Effekte.

Ahnliche lebensverlingernde Effekte der Induktion von Autophagie wurden auch schon fiir andere

Polyphenole, wie z. B. Rapamycin, Spermidin oder Resveratrol, ermittelt. In diesen Fallen sind die
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Mechanismen hinter der Autophagie-Induktion jedoch nicht vollstéandig geklart (Bjedov et al., 2010;
Eisenberg et al., 2009; Harrison et al., 2009; Madeo et al., 2010; Morselli et al., 2010). Es ist gut
moglich, dass auch bei diesen Polyphenolen eine Induktion Giber Wasserstoffperoxid oder ROS im

Allgemeinen erfolgt.

Vorherige Untersuchungen in der Arbeitsgruppe zeigten, dass Autophagie in P. anserina nicht nur
als ,longevity assurance pathway”, sondern auch als Kompensations-Mechanismus von
Stresssituationen, z.B. durch den Verlust von Komponenten der mitochondrialen
Qualitatskontrolle, dient (Knuppertz, 2017; Knuppertz und Osiewacz, 2017; Knuppertz et al., 2017).
Ahnlich ist die Induktion von nicht-selektiver Autophagie und Mitophagie durch die Behandlung von
P. anserina mit Gossypol einzustufen. Die Untersuchungen ergaben, dass die Gossypol-induzierte
Lebensverkirzung nicht von einer intakten Autophagie-Maschinerie abhdngt (Warnsmann et al.,
2018). Dennoch kann die Induktion von Autophagie durch Gossypol-Behandlung eine Art
Kompensation der beschriebenen mitochondrialen Dysfunktion darstellen. Jedoch ist dieser
Ausgleich nicht ausreichend um die negativen Effekte und somit die Lebensverkiirzung
auszugleichen. Fiir die Hypothese der Kompensation durch Autophagie-Induktion sprechen auch
friihere Befunde aus Untersuchungen an humanen Zelllinien. So wird in Brust- und
Blasenkrebszellen durch Gossypol gleichzeitig Apoptose und einen zytoprotektive Form der
Autophagie induziert (Antonietti et al., 2016; Gao et al., 2010; Mani et al., 2015). Die spezifische
Inhibierung der Autophagie, durch Methyladenin oder Bafilomycin, fihrt in beiden Krebsarten zu
einer deutlich gesteigerten Induktion von Apoptose durch eine Behandlung mit Gossypol
(Antonietti et al., 2016; Mani et al., 2015). Dieser Effekt wurde in Brustkrebszellen auch mit einem
weiteren spezifischen Inhibitor der Autophagie, dem Wortmannin, beobachtet (Gao et al., 2010).
Moglicherweise dient die Induktion der Autophagie dem Ausgleich einer reduzierten ATP-Menge,
welche aufgrund der mitochondrialen Dysfunktion vermutlich geringer ist als in unbehandelten
Stammen. Ein solcher Ausgleich der ATP-Menge wurde in P. anserina schon von Frau Laura
Knuppertz in ihrer Dissertation bei den Untersuchungen der PaClpXP-Deletionsmutante
beschrieben (Knuppertz, 2017; Knuppertz und Osiewacz, 2017). Auch fiir héhere Organismen, wie
z. B. Mausen, wurde ein Ausgleich geringerer ATP-Mengen durch autophagische Prozesse

beschrieben (Hubbard et al., 2010; Tang und Rando, 2014).

Interessanterweise ist die Gossypol-vermittelte Induktion der Mitophagie unabhangig von PaATG1,
einem Protein der initialen Schritte der Autophagie-Maschinerie. Somit ist der detektierte Abbau
des mitochondrialen Reporterproteins PaSod3"%°::Gfp unabhingig von der normalen Autophagie-
Maschinerie. Diese Befunde deuten auf einen ATG1-unabhdngigen Abbau der geschadigten
Mitochondrien hin. Denkbar ist ein Abbau geschadigter Mitochondrien durch die Bildung von

sogenannten ,,mitochondria derived vesicles” (kurz: MDV). Dabei werden in Sduger-Zellen Teile von
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geschadigten Mitochondrien gezielt abgeschniirt und zum Abbau in die Lysosomen transportiert.
Dieser Vorgang ist unabhangig von den bekannten Autophagie-Proteinen (Neuspiel et al., 2008;
Soubannier et al., 2012a; Soubannier et al., 2012b). In Untersuchungen mit Hela-Zellen und
Rinderherz-Mitochondrien wurde gezeigt, dass die Bildung der MDVs durch oxidativen Stress
stimuliert wird und die gebildeten Vesikel oxidative geschadigte Proteine enthalten (Soubannier et
al., 2012a; Soubannier et al., 2012b). Die Gossypol-Behandlung fihrt in P. anserina zu einem
starken Anstieg der Wasserstoffperoxid-Menge und einer Reduktion der Wuchsrate, dies
zusammen spricht fir oxidativen Stress in der Zelle. Daher ist eine Bildung von MDVs zum Abbau
von Mitochondrien denkbar. Zur genaueren Abklarung missten jedoch weiteren Analysen, z. B. mit
anderen ATG-Deletionsmutanten, folgen. Eine Bestatigung dieser Hypothese ware der erste
Nachweis eines ATG-unabhangigen Abbaus von Mitochondrien liber die Bildung von MDVs in

Pilzen.

Insgesamt zeigen die Befunde einen neuen mechanistischen Einblick in die Wirkung von Curcumin,
speziell, dass eine erhéhte Wasserstoffperoxid-Menge zur Induktion von Autophagie beitragt,
welche der Grund der Lebensverlangerung darstellt. Darliber hinaus zeigen die Daten zur
Uberlebensférdernden und kompensierenden Wirkung der Autophagie-Induktion Moglichkeiten
auf, um bestehende Therapien von Krankheiten gezielt zu verbessern oder neue Therapieansatze

zu entwickeln.

Wasserstoffperoxid reduziert das Uberleben durch PaCYPD-abhingige Induktion von

programmiertem Zelltod

Die detaillierte Analyse des Metacaspase-abhingigen apoptotischen Zelltods durch Behandlung
von P. anserina-Wildtyp-Stdammen mit Gossypol ergab einen starken Anstieg des
Wasserstoffperoxid-AustoRes (Warnsmann et al., 2018). Ein &hnlicher Anstieg der
Wasserstoffperoxid-Menge wurde bereits in Untersuchungen mit verschiedenen Krebszellen nach
Behandlung mit Gossypol beobachtet. So steigt z. B. in Dickdarmkrebs-Zellen und Myelom-Zellen
die Wasserstoffperoxid-Konzentration gleichzeitig mit der Zelltod-Induktion an (Ko et al., 2007; Xu
et al., 2014). Der in P. anserina beobachtete Anstieg der Wassersoffperoxid-Menge passt zu der
Theorie, dass eine stark erhéhte Wasserstoffperoxid-Menge zur Induktion von programmiertem
Zelltod, insbesondere Apoptose, fiihrt (Kroemer et al., 2007; Sablina et al., 2005; Szabadkai et al.,
2004). Beispielsweise wird durch Wasserstoffperoxid in S. cerevisiae und auch in Pflanzen
apoptotischer Zelltod induziert (Apel und Hirt, 2004; Carraro und Bernardi, 2016; Madeo et al.,
1999). Ebenfalls induziert eine Exposition von kortikalen Neuronen-Zellen aus Ratten mit

Wasserstoffperoxid einen apoptotischen Zelltod (Whittemore et al., 1995). Eine solche Induktion

117



DISKUSSION

von Zelltod scheint auch zum Absterben neuronaler Zellen bei neurodegenerativen Erkrankungen,
wie Morbus Parkinson und Morbus Alzheimer, zu fiihren. Bei beiden Erkrankungen wurde in

absterbenden Zellen ein erhdhter oxidativer Stress ermittelt (Olanow, 1992; Richardson, 1993).

Die beschriebene Verbindung von Wasserstoffperoxid-Stress und apoptotischem Zelltod wurde in
friheren Arbeiten auch fiir das hier verwendete Modellsystem P. anserina beschrieben. In
seneszenten P. anserina Wildtyp-Stammen wird Apoptose induziert und gleichzeitig deutlich
vermehrt Wasserstoffperoxid ausgeschieden (Scheckhuber et al., 2007). Weitere Studien ergaben,
dass Wasserstoffperoxid ein Aktivator der Metacaspase PaMCA1 ist, wodurch die proteolytische
Aktivitat ansteigt und apoptotischer Zelltod induziert wird (Brust, 2011; Hamann et al., 2007). Die
Aktivierung von Metacaspasen durch Wasserstoffperoxid und die damit verbundene Induktion von
Apoptose wurde auch schon in Pflanzen, wie Arabidopsis, und anderen Pilzen beobachtet (Cao et

al., 2009; He et al., 2008; Madeo et al., 1999).

Interessanterweise ist in P. anserina sowohl der Gossypol-induzierte Zelltod als auch die
mitochondriale Dysfunktion abhangig von Cyclophilin D (PaCYPD). Beide Effekte wurden bei der
Behandlung von P. anserina CypD-Deletionsstammen nicht beobachtet. Diese Beobachtung lasst
vermuten, dass die mPTP bzw. die Offnung der mitochondrialen Permeabilitits-Transitionspore
(mPTP) eine Rolle im Metacaspase-abhangigen Zelltod spielt. Der genaue Aufbau der mPTP ist nicht
absolut bewiesen und die Bestandteile teilweise unbekannt. Jedoch ist die FoF1-ATP-Synthase ein
gesicherter Bestandteil der Pore (Bernardi, 2013; Giorgio et al., 2009; Giorgio et al., 2013) und CYPD
der Regulator der Poren-Offnung (Baines et al., 2005; Basso et al., 2005; Nakagawa et al., 2005;
Schinzel et al., 2005). Aus der Literatur ist bekannt, dass groe Mengen Wasserstoffperoxid das
Offnen der mPTP induzieren (Baines et al., 2005; Jacobson und Duchen, 2002; Nguyen et al., 2011).
Dariiber hinaus ist das CYPD-vermittelte Offnen der Pore ein weiterer Faktor, der zur Induktion von
apoptotischen Zelltod fiihrt (Izzo et al., 2016; Liang und Zhou, 2007; Palma et al., 2009). Daraus lasst
sich ableiten, dass der Anstieg der Wasserstoffperoxid-Menge durch die Behandlung mit Gossypol
eine CYPD-vermittelte Offnung der mPTP induziert. Durch diese Offnung strémen weitere ROS in
das Zytosol. Durch diesen Ausstrom kdnnen zusatzlich die Metacaspasen aktiviert werden, was zu

einer Induktion von apoptotischem Zelltod fiihrt.

Moglicherweise ist aber nicht CYPD, als Regulator der mPTP, der ,Angriffspunkt” von Gossypol,
sondern die mPTP an sich. Daten aus der Kooperation mit der AG von Prof. Kogel zeigen
nachweislich eine Reduktion der Gossypol-Effekte durch die Inhibierung der mPTP in Glioblastom-
Zellen. So konnte Nina Meyer zeigen, dass in diesen Zellen der Gossypol-induzierte Zelltod und die
induzierte mitochondriale Depolarisation durch die mPTP-Inhibitor Olesoxime (Bordet et al., 2007),

reduziert wird (Meyer, 2015; Warnsmann et al., 2018). Anders als in P. anserina wird in den

118



DISKUSSION

Apoptose-resistenten Glioblastom-Zellen durch die Behandlung mit Gossypol autophagischer
Zelltod induziert (Voss et al., 2010). Neueste Daten, die sich in Veroffentlichung befinden, zeigen,
dass der Zelltod auf selektiver Autophagie der Mitochondrien (Mitophagie) beruht (Meyer et al.,
zur Publikation angenommen). Neben der bereits beschriebenen Rolle der mPTP in der Apoptose-
Induktion, zeigen verschiedene Studien u. a. an Ratten-Hepatozyten, menschlichen Herzmuskel-
Zellen und P. anserina eine Rolle der mPTP in der Induktion von Autophagie, insbesondere von
Mitophagie (Carreira et al., 2010; Elmore et al., 2001; Kramer et al., 2016; Rodriguez-Enriquez et
al., 2006). Zusammengenommen sprechen diese Daten flir eine Wirkung von Gossypol abhangig
von der mPTP. Auch fir andere Polyphenole ist solch eine mPTP-abhdngige Wirkung bekannt.
Beispielsweise fiihrt die Behandlung von Leukdamie-Zellen mit Resveratrol zu einer mPTP-

abhangigen Induktion von apoptotischem Zelltod (Zunino und Storms, 2006).

Nach wie vor ist die Frage offen, mit welcher Komponente der mPTP Gossypol interagiert. Eine
naheliegende Moglichkeit ist die Interaktion von Gossypol mit der OSCP (,oligomycin sensitivity
conferring protein“)-Untereinheit der FoFi;-ATP-Synthase. Hierflir spricht zum einen, dass
Untersuchungen an Mitochondrien aus Rinderherz, Mausleber und humanen Osteosarkom-Zellen
eine Bindung von CYPD mit der OSCP-Untereinheit zeigen (Chinopoulos et al., 2011; Giorgio et al.,
2009; Giorgio et al., 2013). Zum anderen spricht die beobachtete, eingeschrankte Wirkung von
Oligomycin, einem spezifischen Inhibitor der FoF1-ATP-Synthase, sowohl in Glioblastomzellen als
auch P. anserina-Wildtyp-Mitochondrien (Warnsmann et al.,, 2018) fiir eine Interaktion von
Gossypol mit der OSCP-Untereinheit. Die Bindestelle von Oligomycin an der FoF1-ATP-Synthase ist
von Mensch bis Hefe stark konserviert (Symersky et al., 2012). So scheint Gossypol die Bindung von
Oligomycin zu verhindern und im Gegenzug die Bindung von CYPD und somit die Offnung der mPTP

zu fordern.

Insgesamt zeigen die Daten dieser Dissertation und derjenigen aus der Zusammenarbeit mit der AG
von Prof. Kogel eine mPTP-abhdngige Induktion von Zelltod nach Behandlung mit Gossypol.
Abhangig vom zelluldren Hintergrund wird durch das Offnen der mPTP entweder apoptotischer
oder autophagischer Zelltod induziert. In P. anserina wird, aufgrund der intakten Apoptose-
Maschinerie, durch die Behandlung mit Gossypol ein PaMCA1l- und PaCYPD-abhangiger
apoptotischer Zelltod induziert. Diese neue Rolle von CYPD bzw. der mPTP zeichnen sie als
geeignete Ansatzpunkte fir die Weiterentwicklung der Krebstherapien mit Gossypol aus. Darliber
hinaus sind CYPD, die mPTP und ROS bereits bekannte und oft verwendete Ansatzpunkte fiir andere
Therapien von Krebserkrankungen (Millimouno et al., 2014; Yang et al., 2013) und auch diese
Therapien konnten mit Hilfe der in dieser Dissertation gefundenen Abhangigkeiten verbessert
werden. ROS zahlt beispielsweise zu den Ansatzpunkten, da Krebszellen im Vergleich zu normalen

Zellen eine erhohte ROS-Konzentration aufweisen (Toyokuni et al., 1995). Daher kann durch eine
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Erhohung der ROS-Menge in Krebszellen schneller der Schwellenwert zur Induktion von Zelltod

Uberschritten werden als in normalen, gesunden Zellen (Yang et al., 2013).

5.3.2 Die O-Methyltransferase PAMTH1 als Regulator von Lebensspannen-Effekten

Die O-Methyltransferase PaMTH1 wurde das erste Mal in einer altersabhdngigen Proteomanalyse
von P. anserina-Wildtyp-Stammen im Rahmen einer friiheren Dissertation in der Arbeitsgruppe
erwahnt (Averbeck et al., 2000). Weitere Analysen in verschiedenen Arbeiten zeigten einen
altersabhangigen Anstieg der PaMTH1-Menge nicht nur im Zytoplasma, sondern auch eine erhéhte
Translokation in die Mitochondrien von Wildtyp-Stammen (Averbeck et al., 2000; Groebe et al.,
2007; Kunstmann und Osiewacz, 2008). Untersuchungen von PaMthi-Mutanten, in denen das
PaMthl-Gen deletiert oder Uberexprimiert wurde, ergaben eine Verbindung der O-
Methyltransferase zu oxidativem Stress und der Regulation der Lebensspanne von P. anserina
(Kunstmann und Osiewacz, 2008, 2009). Ein Sequenz-Vergleich ergibt eine Homologie von PaMTH1
aus P. anserina zu Catechol-O-Methyltransferasen von Menschen und Nagern (Averbeck et al.,
2000). Der genauere Vergleich erlaubt eine Zuordnung von PaMTH1 zu den Klasse I-
Methyltransferasen, zu denen auch die Catechol-O-Methyltransferasen aus Mensch und Nagern
gehéren (Kunstmann, 2009; Kunstmann und Osiewacz, 2008). Fiir verschiedene Klasse I-
Methyltransferasen wurde in der Vergangenheit in-vitro beobachtet, dass sie Flavonoide, wie z. B.
Quercetin, als Substrate verwenden und diese methylieren (Cacace et al., 2003; Ibdah et al., 2003;
Zhu et al., 1994). Ubereinstimmend ergaben in-vitro-Studien, dass Flavonoide mégliche Substrate
der PaMTH1 sind. Aktivitats-Assays mit heterolog exprimierter PaMTH1 in Rahmen einer
vorangegangenen Dissertation wiesen Flavonoide wie Myricetin oder Quercetin als potentielle
Substrate nach (Knab und Osiewacz, 2010; Kunstmann und Osiewacz, 2008). Analysen mit NMR
(engl. ,nuclear magnetic resonance”)-Spektroskopie bestatigten, dass Flavonoide mogliche
Substrate der PaMTH1 sind und ergaben zusatzlich, dass eine Dimerisierung der PaMTH1 fiir die

Funktionalitat erforderlich ist (Chatterjee et al., 2015).

Wie bereits beschrieben, wirkt sich das Flavonoid Quercetin positiv auf das Uberleben
verschiedener Organismen aus. Dies gilt auch fiir P. anserina. Erste Analysen in der Bacherlorarbeit
von Saskia Hainbuch lieferten Hinweise auf eine Abhangigkeit der Quercetin-vermittelten
Lebensverlangerung von der Aktivitat der O-Methyltransferase PaMTH1 (Hainbuch, 2016). So steigt
die Menge von PaMTH1 im Zytoplasma und den Mitochondrien durch eine Behandlung des
P. anserina-Wildtyps mit Quercetin an (Hainbuch, 2016). Diese initialen Hinweise wurden durch

Analysen in der vorliegenden Dissertation untermauert und im Detail untersucht. Analysen des
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Quercetin-Effektes auf PaMthl-Mutanten belegen die Notwendigkeit der Anwesenheit von
PaMTH1 fiir den Quercetin-vermittelten Lebensspannen-Effekt. Abhdngig von der Anwesenheit des
Proteins wird die Lebensspanne entweder nicht beeinflusst (APaMthl1) oder im Vergleich zum
Wildtyp deutlich verlangert (PaMthl_OEx). Diese Abhdngigkeit von PaMTH1 lasst eine
Methylierung von Quercetin durch PaMTH1 in P. anserina vermuten. Unterstitzt wird diese
Hypothese durch die Ergebnisse der beschriebenen in-vitro Studien, die eine potentielle
Methylierung von Quercetin vorhersagten (Chatterjee et al., 2015; Kunstmann und Osiewacz,
2008). Weitere in-vitro Studien zeigten, dass Quercetin an den beiden vicinalen Hydroxyl-Resten
methyliert wird (Heijnen et al., 2002), dabei entsteht 3’-O-Methylquercetin (Isorhamnetin)

und/oder 4’-O-Methylquercetin (Tamarixetin).

Ubereinstimmend zu den Daten der Analyse des PaMthl_OEx-Stammes zeigen Analysen mit
Isorhamnetin eine Lebensverlangerung des P. anserina-Wildtyps. Im Vergleich zu Quercetin ist der
Isorhamnetin-Effekt groRer und vergleichbar mit dem Quercetin-Effekt in der PaMthl-
Uberexpressionsmutante. Die Ergebnisse werden zusitzlich durch die Tatsache gestiitzt, dass
Isorhamnetin im Gegenteil zu Quercetin die Lebensspanne der PaMthl-Deletionsmutante
verlangert. Dadurch bestatigt sich die notwendige Methylierung von Quercetin, um einen Effekt auf

die Lebensspanne vermitteln zu kénnen.

Die beschriebene Verbindung von Quercetin-vermittelter Lebensverlangerung, PaMTH1 und einer
Methylierung wird durch Daten aus Analysen mit C. elegans unterstiitzt. Transkriptom-Analysen
von Quercetin-behandelten Wirmern zeigen einen Anstieg der Transkript-Mengen von zwei
unterschiedlichen Catechol-O-Methyltransferasen verglichen zu den Kontroll-Wiirmern (Pietsch et
al., 2012). Auch andere Polyphenole, wie die Tanninsdure, zeigen dhnliche Effekte auf die

Transkript-Menge dieser O-Methyltransferasen in C. elegans (Pietsch et al., 2012).

In C. elegans wurde gezeigt, dass methylierte Derivate von Quercetin und Epichatechin, einem
anderen Flavonoid, einen ausgepragteren Effekt auf die Lebensspanne ausiiben als die
unmethylierten Derivate (Surco-Laos et al., 2011; Surco-Laos et al., 2012). Biichter und Kollegen
konnten auch fir methylierte Derivate des Flavonoids Myrecitin einen deutlich gréReren Effekt auf
die Lebensspanne von C. elegans feststellen als es das unmethelierte Myrecitin hervorruft (Blichter
et al., 2015). Im Unterschied zu den Ergebnissen der vorliegenden Doktorarbeit wurde in den
Studien an C. elegans ein Zusammenhang der Flavonoid-vermittelten Lebensverlangerung und der
Methylierung durch O-Methyltransferasen nur vermutet, aber nicht experimentell angegangen. Die
hier vorliegende Doktorarbeit stellte die erste experimentelle Verknlipfung von der Wirkung eines
Flavonoids und der Methylierung durch eine spezielle O-Methyltransferase dar. Eine Methylierung

von Quercetin ist, wie in der Einleitung ausfihrlicher beschrieben (siehe Kapitel 1.3.2), bekannt im
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Zusammenhang mit der sowohl anti-oxidativen als auch pro-oxidativen Wirkung von Quercetin,
aber auch anderen Polyphenolen. Diese oxidativen Wirkungen sind auf die Hydroxyl-Reste
zurlickzufihren und in-vitro Studien mit anderen Flavonoiden zeigten, dass Methylierungen dieser

Reste die Effekte verhindern (Cao et al., 1997; Duenas et al., 2010; Lemanska et al., 2004).

Passend dazu ergaben die Untersuchungen in dieser Arbeit Effekte, die entweder auf
unmethyliertes oder methyliertes Quercetin zuriickzufiihren sind. Im P. anserina-Wildtyp wird nach
der Aufnahme sehr wahrscheinlich nicht alles Quercetin methyliert. Unterstiitzt durch die Analysen
der PaMth1-Mutanten und mit Isorhamnetin zeigte sich, dass ein Teil der im Wildtyp ermittelten
Effekte unabhdngig von dem Effekt auf die Lebensspanne ist und vom Anteil an unmethylierten
Quercetin abhdngt. Die erhohte Atmung und die pro-oxidativen Effekte wurden nicht in der
Uberexpressionsmutante mit Quercetin oder dem Wildtyp mit Isorhamnetin gefunden und stehen
somit nicht in Verbindung mit der Quercetin-vermittelten Lebensverlangerung. Eine Methylierung
verhindert somit die zellschadigende pro-oxidative Wirkung von Quercetin, wie z. B. die Schadigung

der PaSOD1, welche durch einen Aktivitatsverlust sichtbar wird.

Die erzielten Befunde lassen sich auf hohere Eukaryoten libertragen, was durch friihere Studien
unterstitzt wird. Studien an Nagern, Schweinen und Menschen zeigten, dass nach oraler Aufnahme
von Quercetin hauptsachlich methylierte Derivate im Blutplasma und in verschiedenen Organen
nachgewiesen werden konnen (Ader et al., 2000; Cermak et al., 2003; Hubbard et al., 2003; Manach
et al., 1998; Manach et al., 2005; Zhu et al., 1994). Im menschlichen Blutplasma wurde z. B. nach
oraler Verabreichung von Quercetin 21 % der zugefiihrten Menge in Form des methylierten
Derivates Isorhamnetin gefunden (Day et al., 2001). Dieser Anteil steigt bei Ratten nach Quercetin-
Aufnahme deutlich an und liegt ca. bei 80 % der aufgenommenen Menge (Manach et al., 1999;
Morand et al., 1998). Das Verhaltnis von Quercetin zu Isorhamnetin zu Tamarexitin entspricht ca.
1:5:1 (Morand et al., 1998). Untersuchungen von Hamstern nach Supplementierung der Nahrung
mit Quercetin ergaben, dass nur 2 % der zugefiihrten Menge als Quercetin im Urin ausgeschieden
werden und ca. 97 % in Form von Isorhamnetin (Zhu et al., 1994). Die Methylierung von Quercetin
in Menschen und Nagern beruht auf einer Aktivitdt von Catechol-O-Methyltransferasen (Chen et
al., 2010; Zhu et al., 1994; Zhu et al., 2010). Dies lasst zusammengenommen die Vermutung zu, dass
auch in den hoheren Eukaryoten eine Methylierung von Quercetin notwendig fir den
lebensverlangernden Effekt ist. In humanen Zelllinien wurde bereits eine Lebensverlangerung
durch Quercetin nachgewisesen (Niklas et al., 2012), jedoch wurde die Methylierung von Quercetin
oder die Rolle der Methyltransferasen nicht untersucht. Methylierungen nach der oralen Aufnahme
wurden auch fiir anderen Flavonoide beschrieben. Beispielsweise wurden O-methylierte Derivate
von Luteolin in verschiedenen Organen von Ratten gefunden, nachdem sie Luteolin Uber die

Nahrung verabreicht bekommen haben (Chen et al., 2011).
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Insgesamt zeigen die Daten der Untersuchungen mit Quercetin eine neue Rolle von O-
Methyltransferasen in der Quercetin-vermittelten Lebensverlangerung. Darlber hinaus
verdeutlichen die Daten, dass Quercetin abhdngig vom Methylierungsstatus unterschiedliche

Effekte auslosen kann (

Abbildung 55). Fir die Forschung an Quercetin als Therapeutikum zur Intervention in den
Alterungsprozess lieferte diese Arbeit neue Ansatze. Ein Ansatz ist z. B., die Methylierungskapazitat

der Zelle, durch gezielte Induktion von Genen fiir spezifische O-Methyltransferasen, zu optimieren.

_ ROS- _ molekulare .
> Bildung > cchiden 2 Lebensverkiirzung
OH O
Quercetin
PaMTH1-
Aktivitat

— ? = Lebensverlingerung
®

OH O

Tamarixetin Isorhamnetin

Abbildung 55: Notwendigkeit der O-Methyltransferase PaMTH1 fiir den lebenverldangernden Effekt von
Quercetin. Quercetin wird im P. anserina-Wildtyp teilweise durch die O-Methyltransferase PaMTH1
methyliert, wobei zwei methylierte Derivate entstehen kdnnen. Aufgrund der Befunde in der Literatur
ensteht wahrscheinlich hauptsachlich das 3°-OH-methylierte Isorhamnetin und seltener das 4°-OH-
methylierte Tamarixetin. Noch ist unklar, welche Effekte von den methylierten Derivaten hervorgerufen
werden, die dann in einer Lebensverlangerung resultieren. Der Anteil an unmethylierte Quercetin sorgt fir
die Bildung von ROS. Die daraus resultierenden Schaden kdnnen eine Lebensverkiirzung verursachen.

Die Daten dieser Arbeit haben in der Gesamtheit dazu beigetragen, die grundlegenden molekularen
Wirkmechanismen der drei Polyphenole Gossypol, Curcumin und Quercetin weiter aufzuklaren. In
allen drei Féllen wurden neue, bis dahin unbekannte, Abhéngigkeiten der Effekte auf das Uberleben
beschrieben. Durch eine erfolgreiche Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. D.
Kogel konnte die ermittelte Abhadngigkeit des Gossypol-induzierten Zelltods auch in Glioblastom-
Zellen beobachtet werden. Zusatzlich liefert diese Arbeit Daten zur Kompensation von zelluldren
Dysfunktionen und Stressbedingungen durch die Anpassung der Mitochondrienfunktion oder die

Induktion von Autophagie.
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Die vorliegende Arbeit liefert neue Erkenntnisse zur Aufklarung der Wirkmechanismen der

Polyphenole Gossypol, Curcumin und Quercetin. Dariber hinaus ergeben sich aus den Befunden

neue interessante Ansatzpunkte und Perspektiven flr weiterflihrende Untersuchungen:

124

Im Zusammenhang mit den neuen Hinweisen auf eine Rolle von CYPD bzw. der mPTP in der
Gossypol-vermittelten Induktion von programmiertem Zelltod sind genauere Analysen
sinnvoll. Beispielweise Untersuchungen mit Hinblick auf eine mogliche Interaktion von
Gossypol und CYPD oder anderen Komponenten der mPTP. Hierbei sollte ein Augenmerk
auf der OSCP-Untereinheit der FoF;-ATP-Synthase liegen. Diese ist einerseits ein
wahrscheinlicher Bestandteil der mPTP und anderseits ein mogliches Ziel von Gossypol, wie

es die OCR-Messungen mit dem Inhibitor Oligomycin zeigten.

Neben den Analysen des Gossypol-Effektes in der PaAtgl-Deletionsmutante sollten
Untersuchungen in weiteren Autophagie-Mutanten erfolgen. Diese konnen helfen, den
Mechanismus der ATG1l-unabhangigen Mitophagie in Gossypol-behandelten Kulturen
aufzuklaren. Zuséatzlich kénnte die Ermittlung der PaATG8-Menge einen Eindruck der
Bildung von Autophagosomen liefern. Aufschlussreich ist auch die Analyse ATG-
unabhangiger Mitophagie im Wildtyp unter verschiedenen Stress-Bedingungen. Diese
Untersuchungen koénnten die Vermutung bestatigen, dass an diesem Abbau sogenannte
»mitochondrial derived vesicles” (MDV; (Neuspiel et al., 2008)) beteiligt sind. Weiterhin
waren eine Bestatigung dieses Abbauweges der erste Nachweis zum Vorhandensein von

MDV in Pilzen.

Auch die Untersuchung der genauen Rolle der O-Methyltransferase PaMTH1 in der
Quercetin-vermittelten Lebensverlangerung stellt einen interessanten und wichtigen Punkt
fir weitere Analysen dar. In diesem Zusammenhang ware es sinnvoll, die Frage anzugehen,
wie kommt die MTH1 in die Mitochondrien? Worin liegt das Signal fir die Translokation?
Weiterhin ist die Frage nach dem Grund der Langlebigkeit ungeklart. Welche Effekte

werden durch das methylierte Quercetin verursacht?
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In den letzten Jahren findet die Wirkung von Polyphenolen auf den Alterungsprozess oder zur

Behandlung von Krankheiten immer mehr Beachtung. Das Ziel dieser Arbeit war die Aufklarung der

Wirkmechanismen der Polyphenole Gossypol, Curcumin und Quercetin, um Hinweise flr neue oder

verbesserte Therapieansatze zu erhalten. Die dazu durchgefiihrten Untersuchungen lieferten

folgende Ergebnisse:

1.

Der Ascomycet P.anserina eignet sich als Modellorganismus zur Untersuchung der
Wirkmechanismen verschiedener Polyphenole, da die bereits aus der Literatur bekannten

Effekte auf das Uberleben héherer Organismen auch in P. anserina beobachtet wurden.

Die Mitochondrienfunktion spielt auf unterschiedliche Art eine Rolle in der Kompensation
von Dysfunktionen oder Stressbedingungen in der Zelle und wirkt somit positiv auf die
Regulation der Lebensspanne von P. anserina. In der PaSod3-Deletionsmutante wurde eine
Verschiebung der mitochondrialen Atmung von einer Komplex I-abhangigen hin zu einer
vermehrt Komplex ll-abhdngigen Atmung festgestellt. Die damit verbundene Abnahme des
mitochondrialen Membranpotentials dient neben der bereits bekannten hohen Superoxid-
Menge als Signal zur Mitophagie-Induktion. Auch die Anpassung der
Mitochondrienfunktion durch die erhéhte Bildung von mtRSCs, wie im Falle von Gossypol
oder Quercetin, kann zur Kompensation von Dysfunktionen beitragen bzw. sie

abschwiéchen.

Es gibt keinen grundlegenden gemeinsamen Wirkmechanimus der drei untersuchten
Polyphenole. Zwar spielt Wasserstoffperoxid bei verschiedenen Stoffen eine Rolle, aber
nicht bei allen. Zusatzlich wurde gezeigt, dass Wasserstoffperoxid abhdngig von der
vorherrschenden Konzentration wirkt und daher auch keine Allgemeingiiltigkeit des
Effektes vorherzusagen ist. In niedrigen Konzentrationen sorgt Wasserstoffperoxid z. B. fiir
eine Induktion der Autophagie und damit einhergehende eine Lebensverlangerung. Im
Gegensatz dazu wirken hohe Wasserstoffperoxid-Konzentrationen lebensverkiirzend und

|6sen verschiedene Formen von Zelltod aus.

Die Curcumin-vermittelte Langlebigkeit wurde das erste Mal in Verbindung mit einer
funktionellen Autophagie gebracht werden. Im Detail fiihrt die Behandlung mit Curcumin

durch eine PaSOD1-abhangige leichte Erhéhung der Wasserstoffperoxid-Menge zu einer
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Induktion von nicht-selektiver Autophagie. Die induzierte Autophagie ist Ursache der

Lebensverlangerung durch Curcumin.

Gossypol wirkt in Abhdngigkeit der mitochondrialen Permeabilitats-Transitionspore bzw.
von ihrem Regulator Cyclophilin D. Hierbei verstarkt die deutlich erhohte
Wasserstoffperoxid-Menge wahrscheinlich die Induktion von programmiertem Zelltod.
Gleichzeitig wird eine cytoprotektive Form von Autophagie und ein scheinbar ATG-

unabhangiger Abbau von Mitochondrien induziert.

Quercetin wirkt in P. anserina abhdngig vom Methylierungs-Status. Untersuchungen mit
Mutanten der O-Methyltransferase PaMTH1 ergaben die Notwendigkeit der Anwesenheit
von PaMTH1 fiir den lebensverlangernden Effekt von Quercetin. Analysen mit dem
methylierten Derivat Isorhamnetin verdeutlichten diese Abhangigkeit und zeigten zudem,
dass Quercetin sowohl in der methylierten als auch unmethylierten Form Effekte
hervorruft. Jedoch sind nur die Effekte des unmethylierten Quercetin unabhangig von der

Lebensverlangerung und eher schadlich fir die Zelle.
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9.1 Ergdnzende Tabellen

Tabelle S 1: p-Werte der Lebensspannen mit Gossypol ermittelt mit SPSS.

Stamm Zusatz Long rank Breslow Tarane-Ware
WT 20 uM Gossypol 0,00134435 0,00704081 0,00316173
200 uM Gossypol 0,00000561 0,00002596 0,00001196
APaAtgl 20 pM Gossypol 0,00407830 0,00881919 0,00604413
APaMcal 20 pM Gossypol 0,60733883 0,90885641 0,86618191
APaCypD 20 pM Gossypol 0,00994618 0,09036763 0,03610816

Tabelle S 2: p-Werte der Lebensspannen mit Curcumin ermittelt mit SPSS.

Stamm Zusatz Long rank Breslow Tarane-Ware
50 uM Curcum 0,00000006 0,00000064 0,00000017
WT 50 uM Curcumin 0,00185037 0,00616730 0,00342922
+200 uM NAC
APaSod1/2/3 50 uM Curcumin 0,68267958 0,62740662 0,64207436
APaSod1 50 uM Curcumin 0,31503070 0,29981480 0,24563007
APaAtg1 50 uM Curcumin 0,91082599 0,59433188 0,78111208

Tabelle S 3: p-Werte der Lebensspannen mit Quercetin und Isorhamnetin ermittelt mit SPSS.

Stamm Zusatz Long rank Breslow Tarane-Ware
WT 300 pM Quercetin 0,00023604 0,00085478 0,00048936
300 puM Isorhamnetin 0,00004669 0,00015899 0,00008490
APaMithl 300 uM Quercetin 0,10954313 0,13877871 0,10646722
300 puM Isorhamnetin 0,00007735 0,00045407 0,00019017
PaMth1_OEx 300 uM Queretin 0,00005235 0,00012513 0,00007232
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