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1. Zusammenfassung

Das akute Nierenversagen (ANV) ist eine schwerwiegende renale Erkrankung, die mit einer
erhdhten Mortalitdt und einer reduzierten Lebensqualitdt assoziiert ist. Sie tritt als Folge
verschiedener Stressreize wie beispielsweise renaler Minderperfusion, tubulérer
Zellschadigung oder Harnwegsobstruktion auf. Bislang konnten noch keine einheitlichen,
effektiven Therapieoptionen Klinisch etabliert werden. In tierexperimentellen Studien konnte
aber bereits gezeigt werden, dass die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Hypoxie-
induzierter Faktor 1 (HIF-1) den Krankheitsverlauf aller Formen des ANV abmildern kann. Die
verantwortlichen Mechanismen sind dagegen noch unklar. Als Modellorganismus zur
Erforschung renaler Stressresistenz wurde der Fadenwurm Caenorhabditis elegans

(C. elegans) verwendet, dessen Genom viele Orthologe renaler Proteine aufweist.

Eine Analyse von Transkriptomdaten ergab, dass der HIF-1 unter anderem die Genexpression
einer Vielzahl von RNA-bindenden Proteinen (RBPS) reguliert. Im ersten Teil dieser Arbeit
wurde deshalb der Einfluss von insgesamt vierzehn HIF-regulierten RBPs auf die
Stressresistenz von C. elegans untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass der
Funktionsverlust einzelner Kandidaten die Thermotoleranz des Fadenwurms bidirektional
beeinflussen kann. So waren aass-1(0k926) Loss-of-Function (LOF)-Mutanten anfalliger und
cysl-2(0k3516), argk-1(0k2973), gst-4(0k2358) sowie zfp-3(gk3165) LOF-Mutanten resistenter
gegeniber Hitzestress. Die Ergebnisse konnten mittels Vektor-basierter RNA-Interferenz
(RNAI) erfolgreich validiert werden. Die hierfur verwendeten HT115 RNAi-Bakterien besitzen
allerdings eine hohere Nahrstoffdichte als das reguldre Futterbakterium OP50. Dies kann
bekanntermalR3en die Thermotoleranz von C. elegans beeinflussen und erschwert somit die
Vergleichbarkeit beider Methoden. Deshalb wurde mit OP50(xu363) ein nahrstoffaquivalenter
RNAi-Bakterienstamm im Labor etabliert. Dessen Verfitterung hatte allerdings nicht den
gleichen Effekt auf die Thermotoleranz von C. elegans wie die vorher untersuchten LOF-
Mutationen. Zuletzt konnte gezeigt werden, dass ein Funktionsverlust verschiedener
Kandidaten die Thermotoleranz und Lebensspanne von C. elegans unterschiedlich
beeinflusst. So wiesen aass-1(0k926), gst-4(0k2358) und col-179(ok3010) LOF-Mutanten eine
unveranderte und cysl-2(0k3516) LOF-Mutanten eine verminderte Lebensspanne auf.

Schwefelwasserstoff (H».S) ist ein hochtoxisches Gas, welches auch endogen im Kdorper
gebildet wird und dort als Gasotransmitter fungiert. Dieser ist Uber verschiedene
Mechanismen, darunter der Aktivierung des HIF-1, an der Vermittlung renaler Stressresistenz
beteiligt und kann so bekanntermaf3en die Auswirkungen eines ANV abmildern. Im zweiten
Teil dieser Arbeit wurde deshalb der Effekt von zwei vielversprechenden H.S-Donatoren,
Mesna und Kala namak, auf die Stressresistenz von C. elegans untersucht. Es konnte gezeigt

werden, dass die Exposition mit beiden Substanzen dessen Thermotoleranz signifikant erhoht.
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Der protektive Effekt war dabei abhangig vom Vorhandensein der Transkriptionsfaktoren
HIF-1 und/oder Dauerstadium-Faktor 16 (DAF-16). Dartiber hinaus wurde die Funktionalitat
konventioneller H,S-Teststreifen in C. elegans evaluiert. Sie zeigten sich nicht dazu geeignet,
den Einfluss von Mesna und Kala namak auf dessen intrazellulare H»S-Konzentration
abzubilden. Dagegen konnte eine Methode zur Messung der endogenen H,S-Produktion in
C. elegans erfolgreich im Labor etabliert werden. Sie wurde dazu verwendet, den Einfluss von
Mesna und Kala namak auf die endogene H,S-Produktion in WT-Wirmern und
daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-Mutanten zu untersuchen. Die Ergebnisinterpretation wurde
allerdings durch die Limitationen der Messmethode erschwert, sodass am Ende keine valide

Aussagen getroffen werden konnten.

Zusammenfassend konnten funf HIF-regulierte RBPs und zwei H,S-Donatoren identifiziert
werden, die an der Vermittlung von Stressresistenz in C. elegans beteiligt sind. Damit stellen
sie auch potenzielle Kandidaten der Nephroprotektion dar. Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit
kénnten somit perspektivisch zur Entwicklung neuer Therapieverfahren zur Behandlung des
ANV beitragen.
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2. Einleitung

2.1. Aufbau und Funktion der Niere

Die Niere ist ein bohnenférmiges, paarig angelegtes Organ, das den Wasser-, Elektrolyt- und
Saure-Basen-Haushalt, den Blutdruck, den Knochenstoffwechsel, die Ausscheidung von
Giftstoffen sowie die Erythropoese reguliert.® Sie liegt anatomisch unterhalb des Zwerchfells
im Retroperitonealraum und wird zusammen mit der Nebenniere von einer Fettkapsel
geschitzt. Die versorgenden Leitungsbahnen treten am konkaven, medialen Rand gelegenem
Hilum in das Nierenbecken ein. Sie leiten rund 20 % des Herzzeitvolums, umgerechnet 1 L/min
Blut bzw. 0,6 L/min Plasma, in das Nierenparenchym.? Makroskopisch gliedert sich die Niere
in eine aufllen liegende Rinde und das nach innen zum Hilum gerichtete Mark. Letzteres
besteht aus zehn bis zwolf Markpyramiden, deren Spitzen, Papillen genannt, frei in den
Hohlraum des Nierenbeckens reichen. Mikroskopisch besteht jede Niere aus ungefahr einer
Million Funktionseinheiten, die Nephrone genannt werden (Abb. 1).

Nierenkorperchen
(Glomerulum)

Nierenbecken

K

/

Nierenkanalchen ; Sammelrohr
(Tubulus)

\

Nierenmark

Nierenrinde u

Abb. 1: Aufbau der Niere (in Anlehnung an 3)

Die Niere besteht aus Funktionseinheiten, die Rinde und Mark durchziehen. Diese bestehen aus einem
Nierenkorperchen mit angeschlossenem Tubulussystem. Jeweils mehrere Tubuli minden in ein
Sammelrohr, das den Endharn in das Nierenbecken transportiert. Von dort aus flief3t er in den am

medialen Rand gelegenen Harnleiter ab.
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Im Nierenkodrperchen werden taglich rund 180 L Plasma an der glomerularen
Filtrationsbarriere filtriert. Diese besteht aus dem grof3porigen Gefaliendothel, einer
dreischichtigen Basalmembran und einer dinnen Schlitzmembran, die zwischen den
Epithelzellen aufgespannt ist. Im angrenzenden Tubulussystem wird der Primarharn durch
gezielte Sekretions- und Resorptionsvorgéange aufrund 1,5 — 2 L Endharn konzentriert. Dieser
wird Uber gemeinsame Sammelrohre in das Nierenbecken ausgeschieden.® Er enthalt
Abbauprodukte aus Nahrung und Medikamenten, Umweltschadstoffe, Stoffwechselprodukte
(zum Beispiel Harnstoff und Kreatinin) sowie bakterielle Nebenprodukte.® Neben der
Urinbildung werden im Nierenparenchym auch verschiedene Hormone gebildet. Dazu gehdren
der Wachstumsfaktor Erythropeitin (Blutbildung), Renin (Blutdruckregulation) und Vitamin D3-
Hormonvorstufen (Knochenstoffwechsel).” Aufgrund der vielfaltigen Aufgaben der Niere ist
eine eingeschrankte Funktionalitat, unabhangig von ihrer Auspragung, mit einer erhdhten
Morbiditat und Mortalitat assoziiert.® Ein ANV ist dabei der haufigste Grund fur ein

nephrologisches Konsil im Krankenhaus.®

2.2. Pathophysiologie des akuten Nierenversagens

Das ANV beschreibt eine akut einsetzende Abnahme der Nierenfunktion, die meist Uber Tage
anhalt und prinzipiell reversibel ist. Bei schweren Krankheitsverlaufen kann sich dagegen eine
chronische Nierenerkrankung bis hin zur terminalen Niereninsuffizienz entwickeln.!
Unabhangig von der Erholung der Nierenfunktion ist das ANV mit einer erhfhten Morbiditat
und Mortalitdt verbunden. Im Krankenhaus sind einer von funf erwachsenen Patienten von
einem ANV betroffen. Auf Intensivstationen erkranken sogar die Halfte aller Erwachsenen und
ein Viertel aller Kinder.!* Als Folge kann es zu Uberwéasserung, metabolischer Azidose,
Elektrolytstorungen und Uramie kommen. Dies bedingt wiederum schwerwiegende
Komplikationen wie Herzrhythmusstérungen, Lungen- und Gehirnddeme, Aszites, Blutungen
und akutes Lungenversagen.'? Die Mortalitatsrate hangt dabei von der Schwere des ANV ab
und liegt zwischen 5 — 25 %.1® Die gemeinniitzige Organisation Kidney Disease: Improving
Global Outcomes (KDIGO) definiert insgesamt drei Schweregrade anhand des Anstiegs des
Serum-Kreatinins und/oder der Abnahme der Urinausscheidung (Tabelle 1).%4

Das ANV wird zusétzlich nach dem zugrunde liegenden Pathomechanismus in eine prarenale,
intrarenale oder postrenale Form unterteilt.1® Ein prarenales Nierenversagen (~ 60 %) entsteht
durch eine Minderperfusion der Niere. Fallt der arterielle Mitteldruck unter 50 mmHg versagt
die autoregulative Anpassung der Gefal3widerstande. Der effektive Filtrationsdruck reicht nicht
mehr aus, um ausreichend Primarharn aus dem Blut zu filtrieren. Es kommt zu einer Retention
harnpflichtiger Substanzen und einer verminderten Urinausscheidung. Durch die rechtzeitige
Einleitung einer Infusionstherapie mit isotonischer Vollelektrolytlbsung kann es zu einer

vollstéandigen Erholung der Nierenfunktion kommen.1®
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Tabelle 1: Schweregradeinteilung des ANV (KDIGO)*

Anstieg um 20,3 mg/dl (26,5 pmol/L) oder Anstieg auf das <0,5 ml/kg KG/h fir 6 =12 h
1,5- bis 1,9-Fache des Ausgangswerts

Anstieg auf das 2,0- bis 2,9-Fache des Ausgangswerts <0,5 ml/kg KG/h fur 212 h
Anstieg auf das =23,0-Fache des Ausgangswerts <0,3ml/lkg KG/h fir =224 h
oder Anstieg auf 24,0 mg/dl (353,6 umol/L) oder Anurie fir 212 h

oder Beginn einer Nierenersatztherapie

oder bei Patienten unter 18 Jahren mit Abnahme der

glomerularen Filtrationsrate (GFR) auf <35 ml/min/1,73 m?

Ein intrarenales Nierenversagen (~ 35 %) entsteht durch eine direkte Schadigung der Zellen
des Nephrons. So kann es entweder nach langer andauernder renaler Minderperfusion im
Rahmen schwerer Infekte, Verbrennungen und Operationen oder nach der Verabreichung
nephrotoxischer Substanzen zu irreversiblen akuten Tubulusnekrosen kommen. Seltenere
Ursachen sind das Auftreten eines intrarenalen Nierenversagens im Rahmen einer
Glomerulonephritis, interstitiellen Nephritis oder renalen kortikalen Nekrose.’

Ein postrenales Nierenversagen (~ 5 %) entsteht durch eine Obstruktion der ableitenden
Harnwege. Die haufigste Ursache stellt dabei die benigne Prostatahyperplasie bei alteren
Mannern dar. Weitere Ursachen sind angeborene Fehlbildungen, Tumore, Harnsteine,
Blutungen oder ein falsch platzierter oder verstopfter Harnblasenkatheter. Durch den Riickstau
von Urin kommt es zu einer Druckerhéhung oberhalb des Abflusshindernisses und sekundar
zu einer Abnahme der renalen Durchblutung. Wird die Obstruktion rechtzeitig therapiert,
kommt es meistens zu einer vollstandigen Erholung der Nierenfunktion.81°

Aufgrund der vielféltigen Ursachen eines ANV ist die Entwicklung einer universellen Therapie
eine grofe Herausforderung. Tierexperimentelle Studien weisen darauf hin, dass die
Aktivierung bestimmter, konservierter Signalwege die renale Stressresistenz erhéhen und
dadurch die Inzidenz und den Verlauf eines ANV verbessern konnte. Als vielversprechender

Ansatz gilt zurzeit die Entwicklung von Verfahren, die zur Aktivierung des HIF-1 fiihren.?°

2.3. Regulation und Funktion des Hypoxie-induzierten Faktors

Ein renaler Sauerstoffmangel ist haufig zentraler Initiationsfaktor des ANV.?! Dies liegt unter
anderem an der besonderen Anfalligkeit der Niere fir hypoxischen Stress. Das Mark besitzt
bereits physiologisch einen niedrigen Sauerstoffpartialdruck. Urséchlich ist dessen geringe
Durchblutung, grof3e Kapillarabstdnde sowie ein Sauerstoffdiffusionsshunt zwischen den ab-
und aufsteigenden Schenkeln der Henle Schleife.?? Die Rinde besitzt dagegen aufgrund ihrer
guten Durchblutung einen hohen Sauerstoffpartialdruck. Dieser wird aber auch bendétigt, um

die zahlreichen Mitochondrien mit ausreichend Sauerstoff fiir die Adenosintriphosphat (ATP)-
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Produktion zu versorgen. ATP wird von Transportproteinen wie der membranstandigen
Na'/K*-ATPase fiur die Aufrechterhaltung eines elektrochemischen Gradienten in den Zellen
des Tubulusepithels bendtigt.>®> Unter hypoxischen Bedingungen wird deshalb zeitnah eine
Stressantwort mit primarer Beteiligung des HIF induziert.2* Hierbei handelt es sich um eine
Gruppe von Transkriptionsfaktoren, bestehend aus einer instabilen a- und stabilen (
Untereinheit. Unter normoxischen Bedingungen wird HIF a durch eine Prolyl-4-Hydroxylase
an zwei spezifischen Prolyl-Resten kontinuierlich hydroxyliert. HIF a wird anschlieRend durch
das Von-Hippel-Lindau (VHL)-Protein gebunden und dadurch fur die Ubiquitinierung markiert.
Der VHL/HIF-Komplex wird schlie3lich proteosomal abgebaut. Bei Sauerstoffmangel wird
dagegen die Hydroxylierung des HIF a inhibiert und die Untereinheit dadurch stabilisiert. Diese
wandert daraufhin in den Zellkern und bildet mit HIF B den aktiven Transkriptionsfaktor
(Abb. 2).%

Normoxie

— N CER N

Zytosol

Hypoxie

Zellkern

Abb. 2: Regulation der intrazellularen HIF-Aktivitat

Bei ausreichendem Sauerstoffangebot wird die HIF a-Untereinheit im Zytosol an zwei Prolyl-Resten
hydroxyliert und durch das VHL-Protein gebunden. Der VHL/HIF a-Komplex wird anschlieRend
ubiquitiniert und proteosomal abgebaut. Dagegen wandert die HIF a-Untereinheit bei Sauerstoffmangel
in den Zellkern und fusioniert mit der HIF B-Untereinheit zum aktiven Transkriptionsfaktor. Dieser bindet
daraufhin an spezifische Gensequenzen, die sogenannten Hypoxie-responsive Elemente (HREs), und

steigert dadurch die Genexpression zytoprotektiver Proteine.
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Im Menschen gibt es drei HIF-Isoformen, wobei hauptsachlich HIF-1 und HIF-2 an der
hypoxischen Stressantwort beteiligt sind.??’ Sie besitzen unterschiedliche Kinetik,
Bindungsstellen und physiologische Funktionen. So initiiert der HIF-1 vorwiegend in den ersten
72 Stunden die zelluldre Adaption an einen Sauerstoffmangel, beispielsweise durch eine
Steigerung der Glykolyse. Erst bei langer anhaltender Hypoxie kommt es zur vermehrten
Aktivierung des HIF-2, welcher weitere Kompensationsmechanismen initiiert. Dazu gehdren
beispielsweise die Steigerung der Blutbildung und der Neovaskularisation.?®2° Die Rolle des
HIF-3 ist dagegen noch Gegenstand aktueller Forschung. Insgesamt wurden bereits Uber
hundert Gene identifiziert, die durch mindestens eine der drei HIF-Isoformen reguliert werden.
Der Transkriptionsfaktor ist somit zentral an der Nephroprotektion beteiligt und kann bei

Aktivierung die Auswirkungen eines akuten Nierenversagens abmildern.%

2.4. Prakonditionierungsstrategien zur Steigerung der Nephroprotektion

Unter dem Begriff Prakonditionierung versteht man die Aktivierung korpereigener
Stresssignalwege durch die Applikation von moderaten Stressreizen, um den Organismus vor
nachfolgenden stressbedingten Schadigungen zu bewahren. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass verschiedene Prékonditionierungsstrategien Modellorganismen vor den
Auswirkungen eines ANV schiitzen konnen.?! lhre protektiven Effekte werden primar auf die
Aktivierung des HIF zurtickgefuihrt.?®

Bei der ischamischen Prakonditionierung wird die Blutzufuhr vom Zielorgan repetitiv fir kurze
Zeit unterbrochen. Es konnte bereits in Ratten gezeigt werden, dass mehrfache, kurze
Obliterationen renaler Gefalle den Serum-Kreatininspiegel, die Serum-Harnstoff-Stickstoff
Konzentration sowie das Auftreten histologisch renaler Schadigungen beim ANV reduzieren.3>
34 Da die ischamische Prakonditionierung im klinischen Alltag wenig praktikabel ist, wurde das
Konzept des ,remote ischemic preconditioning“ entwickelt. Dieses basiert auf der Erkenntnis,
dass auch die Unterbrechung der Blutzufuhr in peripheren Geweben ein Zielorgan schiitzen
kann. So konnten die Auswirkungen eines ANV in Ratten durch die Obliteration extrarenaler
GefaBe (zum Beispiel in einer Extremitat oder im Darm) abgemildert werden.®*2¢ Andere
Studien konnten dagegen keinen renoprotektiven Effekt feststellen.3”3 Auch in klinischen
Studien am Menschen wurden kontroverse Ergebnisse gefunden. Allerdings unterschieden
sich die Studien auch grundsatzlich in der Auswahl ihrer Patienten, eingeschlossenen
Komorbiditaten und therapeutischen Methodik.3%4°

Bei der hypoxischen Prakonditionierung wird der Organismus einmalig oder repetitiv in einem
definierten Zeitraum niedrigen Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt. Dies induziert
nachfolgend die HIF-abhangige Aktivierung verschiedener Adaptionsprozesse.*“? Es konnte
bereits in mehreren Studien gezeigt werden, dass ein mehrstiindiger Aufenthalt in einer

hypoxischen Umgebung oder die Injektion von hypoxisch-prdoxygenierten Stammzellen
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Ratten vor den Auswirkungen eines ANV schiitzen kann.34344 Auch klinische Daten am
Menschen sind vielversprechend. So zeigten beispielsweise Patienten, die wéhrend
koronarchirurgischen Eingriffen ohne Herz-Lungen-Maschine zehn Minuten mit einem
Luftgemisch (21-22% Sauerstoffgehalt) praoxygeniert wurden, postoperativ eine deutlich
verbesserte Nierenfunktion.*

Ein weiteres Prakonditionierungsverfahren basiert auf der Exposition von Geweben mit
Kohlenstoffmonoxid (CO). Dadurch kommt es zur Freisetzung von Sauerstoffradikalen (ROS),
die wiederum zur Stabilisierung der HIF-1a Untereinheit beitragen.*® Die Inhalation niedriger
Konzentrationen des ansonsten hochtoxischen Gases schitzte in verschiedenen Studien
sowohl Schweine als auch Ratten vor den Auswirkungen eines ANV.4° Erste klinische
Studien am Menschen mussten allerdings aufgrund des hohen Gefahrdungspotentials von CO
vorzeitig beendet werden.>°

Auch das néchste Prakonditionierungsverfahren basiert auf der Stabilisierung der HIF a
Untereinheit. So konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung von Prolylhydroxylase-
Inhibitoren (Synonym: HIF-Stabilisatoren) die Produktion des Wachstumsfaktors Erythropoetin
steigert.>! In Ratten und Mausen reduzierte die praischamische Injektion verschiedener
Prolylhydroxylase-Inhibitoren die Serum-Harnstoff-Stickstoff Konzentration sowie das
Auftreten histologisch renaler Schadigungen beim ANV.253 Bisher wurde mit Roxadustat
(Handelsname Evrenzo™) nur ein Wirkstoff zur Behandlung renaler Andmien in der
Européaischen Union zugelassen.>* Weitere Prolylhydroxylase-Inhibitoren befinden sich
allerdings bereits im Arzneimittelzulassungsverfahren.>®

Bei einem weiteren Prakonditionierungsverfahren wird die Genexpression des VHL-Proteins
und damit der proteosomale Abbau der HIF a-Untereinheit unterbunden.®® In Mausen schiitzte
das Ausschalten des VHL-Gens effektiv vor Reperfusionsschaden beim ANV.57°8 Die klinische
Anwendung im Menschen steht aufgrund des Mangels eines selektiven VHL -Protein-Inhibitors
oder einer gezielten Gentherapie derzeit allerdings noch aus.

Neueste Studien konnten nun zeigen, dass die Aktivitdt des HIF auch durch die genetische

Manipulation verschiedener RBPs reguliert werden kann.>®

2.5. Potential RNA-bindender Proteine in der Nephroprotektion

Als RBPs wird eine Untergruppe von Proteinen bezeichnet, die spezifisch mit einzelnen oder
mehreren Ribonukleinsauren (RNASs) interagieren kdnnen. Primar regulieren sie deren
posttranskriptionale  Modifizierung, Stabilitat, Lokalisation und Translationsrate.®
Andersherum koénnen RNAs auch die Funktion, Stabilitat und Lokalisation von RBPs
beeinflussen.®! Strukturell zeichnen sich RBPs durch spezifische Bindungsdoméanen aus, tiber
die sie an die Nukleotidsequenzen und Sekundarstrukturen ihrer RNA-Interaktionspartner
binden (Abb. 3).52
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Abb. 3: Interaktionsmadglichkeiten von RNAs und RBPs (in Anlehnung an %)

RBPs besitzen eine oder mehrere RNA-Bindungsdoménen, Uber die sie spezifisch an ihre RNA-
Interaktionspartner binden.

A RBPs regulieren die Prozessierung, Modifikation, Stabilitat, Lokalisation und Translation von RNAs.

B RNAs konnen ihrerseits die Funktion, Interaktion, Stabilitdt und Lokalisation von RBPs verandern.

Wahrend einige RBPs kontinuierlich und ubiquitéar exprimiert werden, passt sich die Aktivitat
der Mehrzahl dynamisch an physiologische oder umweltbedingte Veranderungen an.®! Die
Plastizitat des RNA-bindenden Proteoms (RBPom) wurde bereits in vielen Studien durch den
Vergleich von Datensatzen gezeigt, die mittels RNA-Interaktom Erfassung (RIC) generiert
wurden.®*%¢ Bei der RIC werden RNAs und RBPs zunachst durch Ultraviolettstrahlung
(254 nm) miteinander quervernetzt. Nach der Zelllyse werden anschlieRend die (vorwiegend
polyadenylierten) RNA-Molekile unter Verwendung magnetischer Oligo(dT) Kugeln isoliert.
Ihre Bindungspartner werden schlieBlich mithilfe quantitativer Massenspektrometrie ermittelt.®’
Bisher konnten mittels der RIC bis zu 1914 verschiedene humane RBPs identifiziert werden.®®
° Die Mehrzahl von ihnen ist evolutionar hoch konserviert und besitzt, absteigend zum
Verwandtschaftsgrad, ein oder mehrere Orthologe in verschiedenen Modellorganismen. "2
Durch die Charakterisierung in einfach gebauten Lebewesen konnten bereits zahlreiche RBPs
identifiziert werden, die in die Regulation der zellularen Stressantwort involviert sind.”7®
Bei hypoxischen Bedingungen, beispielsweise infolge renaler Erkrankungen wie dem ANV,
phosphoryliert eine Gruppe von Kinasen die a-Untereinheit des eukaryotischen
Initiationsfaktors 2 (elF2) und reduziert dadurch die globale Proteinsynthese.”” Gleichzeitig
binden verschiedene RBPs an die 3'- und/oder 5 -untranslatierten Bereiche von HIF-1 a
und/oder HIF-2 a Boten-RNA (mRNA) und steigern dadurch deren Translationsrate.’”8-80
Beispielsweise regulieren die RBPs Y-Box-Bindungsprotein 1 (YB-1), Hu Antigen R (HuR),
Polypyrimidintrakt-Bindungsprotein  (PTB), Tristetraprolin (TTP), RNA-Bindungsmotiv-
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Protein 38 (RBM38), zytoplasmatisches Polyadenylierungselement-Bindungsprotein (CPEB)
und kalteinduziertes-RBP (CIRBP) priméar die Translation der HIF-1 a mRNA, wahrend
Vertreter der Eisen-regulierenden Proteine (IRPs) eher an der Regulation der HIF-2 a mRNA
beteiligt sind.8*°2 Andere RBPs binden erst an den aktivierten Transkriptionsfaktor und steuern
dessen Interaktion mit spezifischen mMRNAs. So kommt es beispielsweise in humanen
proximalen Tubuluszellen bei chronischer Hypoxie zur Komplexbildung des RBP 4 (RBP4),
des eukaryotischen Translationsinitiations-faktors 4E Typ 2 (elF4E2) und der a-Untereinheit
des HIF-2. Der Translationskomplex bindet daraufhin an die 5 -untranslatierten Bereiche
verschiedener mRNAs und steigert dadurch deren Translationsrate.®® Auf diese Weise wird
auch die Abundanz vieler RBPs bei Hypoxie gesteigert.®* Es ist allerdings noch weitestgehend
unerforscht, inwieweit die Aktivierung des HIF die Funktion von RBPs beeinflusst. Im
nephrologischen Forschungslabor der Universitdt zu Kéln (Nephrolab) konnten mittels RIC
zahlreiche bekannte als auch bisher unbekannte RBPs im Modellorganismus C. elegans
identifiziert werden, deren RNA-Bindung HIF-abhangig reguliert wird.®> Das bessere
Verstandnis der gegenseitigen Interaktion von RBPs und HIF kdnnte schlussendlich zur

Entwicklung neuer, nephroprotektiver Therapieverfahren beitragen.

2.6. Potential von Schwefelwasserstoff-Donatoren in der Nephroprotektion
Ein weiterer, vielversprechender Forschungsansatz in der Entwicklung nephroprotektiver
Prakonditionierungsstrategien ist der Einsatz von H,S-Donatoren. Ihr protektiver Effekt wird
primar auf die Induktion des HIF-1 zurtickgeftihrt.®® H,S ist ein hochtoxisches, farbloses, nach
faulenden Eiern riechendes Gas, welches vor allem wéahrend verschiedener industrieller
Prozesse freigesetzt wird. Schon ab einer niedrigen intrazellularen Konzentration kann es
Sauerstoff-Bindungsstellen der Atmungskette blockieren und so die mitochondriale ATP-
Produktion unterbinden. Als Folge kann es zu Lungenschadigung, Bewusstseinsverlust und
Kardiodepression kommen.®”%° H,S wird allerdings auch endogen bei der Metabolisierung der
Aminoséduren Homocystein und Cystein durch die Enzyme Cystathionin-y-Lyase (CSE),
Cystathionin-B-Synthase (CBS) und 3-Mercaptopyruvat-Sulfurtransferase (3-MST) gebildet.1®
Es fungiert neben Stickstoff- und Kohlenstoffmonoxid als Gasotransmitter.%*

H.S ist in der Niere hauptsachlich an der Regulation der GFR und der Freisetzung des
Blutdruckregulators Renin beteiligt.1°> Wahrend der Gasotransmitter bei ausreichender
Sauerstoffkonzentration in den Mitochondrien kontinuierlich oxidiert wird, steigt dessen
Konzentration unter hypoxischen Bedingungen signifikant an (Abb. 4).1° Dies fihrt
schlussendlich zur Induktion verschiedener, lokaler Kompensationsmechanismen. So erhoht
H>S zum einen das Sauerstoffangebot der Niere, indem es den medullaren Blutfluss steigert
und die energieintensive tubuldare Elektrolytresorption reduziert. Zum anderen kann es als

Elektronendonator fehlenden Sauerstoff in der Atmungskette ersetzen.0?
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Abb. 4: Regulation der renalen H,S-Konzentration (in Anlehnung an 1°%)

H2S wird in der Niere beim Abbau der Aminoséure L-Cystein durch die Enzyme CSE und CBS gebildet.
Bei ausreichendem Sauerstoffangebot wird ein Grofiteil des Gasotransmitters kontinuierlich in den
Mitochondrien zu Sulfit (SO3%) oxidiert. Die intrazellulare H2S-Konzentration bleibt niedrig. Dagegen
wird bei einem Sauerstoffmangel zum einen die endogene H>S-Produktion gesteigert, zum anderen die

mitochondriale H2S-Oxidation reduziert. Die intrazellulare H2S-Konzentration steigt daraufhin an.

Im Modellorganismus C. elegans induziert H»S direkt den Transkriptionsfaktor HIF-1. Dies fuhrt
im Verlauf zur vermehrten Expression von Genen, die im Wurm mit Langlebigkeit und
gesteigerter Stressresistenz assoziiert sind.%1% Damit konform weist C. elegans unter
Exposition mit H>S eine verlangerte Lebensspanne und erhdhte Stressresistenz gegentiber
verschiedenen Stressoren auf, darunter erh6hten Temperaturen und ROS.1%:1% Der protektive
Effekt von H.S ist hoch konserviert und konnte bereits in zahlreichen Modellorganismen und
Krankheitsmodellen validiert werden.'®” Auch der Stoffwechsel des Gasotransmitters ahnelt
sich speziestibergreifend. So besitzt C. elegans zur endogenen Produktion von H,S zwei CSE-
Orthologe (cth-1-2), sechs CBS-Orthologe (cysl-1-4, cbs-1-2) und sogar sieben 3-MST-
Orthologe (mpst-1-7).1081% Dje CSE und die CBS setzen H,S im Beisein des Cofaktors
Pyridoxalphosphat (PLP) beim Abbau der Aminosaure Cystein frei. Die 3-MST katalysiert
dagegen den Abbau von 3-Mercaptopyruvat, einem Zwischenprodukt des Cystein-
Stoffwechsels, unter Entstehung von H>S. Der Abbau von H»S findet im Wurm vorwiegend
Uber zwei Signalwege statt. Zunachst kommt es durch die Inhibierung des
Elektronentransports der Atmungskette zur Aktivierung des HIF-1. Der Transkriptionsfaktor
induziert im H.S-Oxidationssignalweg die Expression der Sulfid-Chinonreduktase 1
(SQRD-1), die H2S zunachst zu Polysulfid umbaut. Der Metabolit wird anschliel3end
zusammen mit Sauerstoff durch das Ethylmalonische-Enzephalopathie-Protein 1 (ETHE-1) zu
Sulfat und Thiosulfat konvertiert. Im HCN-Assimilationssignalweg induziert der HIF-1 die
Expression der Cysteinsynthase 2 (CYSL-2), die Cyanwasserstoff (HCN), der beispielsweise

beim Verzehr von Bakterien anféllt, unter Entstehung von H.S detoxifiziert. H.S wird
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anschlielend durch die Cysteinsynthase 1 (CYSL-1) zu Cystein und Acetat abgebaut
(Abb. 5).106
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Abb. 5: H2S-Stoffwechsel in C. elegans (in Anlehnung an 1)

Sowohl HzS als auch HCN inhibieren den Elektronentransport der Atmungskette und induzieren dadurch
den HIF-1. Der Transkriptionsfaktor steigert daraufhin die Genexpression von der SQRD-1 und der
CYSL-2. Die SQRD-1 Kkatalysiert im H2S-Oxidationssignalweg zusammen mit dem ETHE-1 die
Konversion von H2S zu Sulfat und Thiosulfat. Die CYSL-2 katalysiert im HCN-Assimilationssignalweg
dagegen die Detoxifikation von HCN unter Entstehung von H:S. Dieser wird anschliel3end durch die
CYSL-1 zu Cystein und Acetat abgebaut.

Da die direkte Inhalation von H.S erhebliche Gesundheitsrisiken birgt, werden in Studien
haufig H.S-Donatoren eingesetzt. Definitionsgemal’ handelt es sich dabei um Substanzen, die
kontinuierlich oder auf einen spezifischen Reiz hin geringe Mengen an H;S freisetzen.!!? Die
am besten untersuchten H,S-Donatoren sind die Schwefelsalze Natriumhydrogensulfid
(NaHS) und Natriumsulfid (NazS). In zahlreichen Studien wurde ihr nephroprotektiver Effekt
unter anderem bereits in Maus, Ratte und Schwein nachgewiesen.'111° Allerdings erfiillen sie
nicht die Anforderung an eine klinische Anwendung (dazu gehdéren gute biologische
Vertraglichkeit, konstante H,S Freisetzungsrate, hohe Wasserl6slichkeit und hohe orale
Bioverflugbarkeit).!?® Die Charakterisierung weiterer H.S-Donatoren ist deshalb fur die
Etablierung eines H>S-basierten Therapieverfahrens zur Behandlung des ANV notwendig.

Ein vielversprechender Kandidat stellt das zytoprotektive Medikament 2-Mercaptoethan-

sulfonat-Natrium, kurz Mesna (Handelsname Uromitexan®), dar. Es ist klinisch als supportive
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Therapie zur Reduzierung der Harnwegstoxizitat beim Einsatz von Oxazaphosphorin-
Chemotherapeutika (Ifosfamid, Cyclophosphamid, Trofosfamid) zugelassen.'?! Diese werden
in der Leber nichtenzymatisch in den antineoplastischen Wirkstoff sowie verschiedene
Metaboliten wie ROS und Acrolein gespalten. Acrolein fihrt in der Niere zu
Urothelsch&digungen und schlussendlich zur Ausbildung einer hdmorrhagischen Zystitis.
Mesna kann mit seiner freien Thiolgruppe sowohl Acrolein als auch ROS binden und
anschlieBend renal co-eliminieren.'?2 Es konnte bereits in mehreren tierexperimentellen
Studien gezeigt werden, dass die praischAmische Gabe von Mesna Ratten auch vor den
Auswirkungen eines ANV schiitzen kann.'?*2> Dies wird bisher vor allem auf dessen
antioxidative Eigenschaft zuriickgefuhrt, da beim ANV bekanntlich vermehrt ROS anfallen.?
Eine weitere Ursache kdnnte aber auch in der Freisetzung von H-S liegen, das beispielsweise
bei der Reduktion der schwefelhaltigen Aminosdure L-Cystein durch Mesna’'s freie
Thiolgruppe gebildet wird.*?” Zum einen ist H,S selbst ein potentes Reduktionsmittel und tragt
so zur Detoxifikation von ROS bei.'® Zum anderen ist bekannt, dass der Gasotransmitter die
Aktivierung der hypoxischen Stressantwort (iber die Induktion des HIF-1 fordert.%:12°

Ein weiterer Kandidat ist das Gewirzmittel Kala namak. Der Begriff stammt aus dem Hindi und
bedeutet wortlich Ubersetzt etwa ,,schwarzes Salz®. Es wird vor allem in der indischen Kiiche
zur Verfeinerung von Speisen verwendet. Es besteht aus einer Mischung von Natriumchlorid,
Natriumsulfat, Natriumhydrogensulfat und Eisen(lll)-sulfat, die mit Holzkohle reduziert wird.*3°
Bisher existieren zwar keine Studien, die einen nephroprotektiven Effekt von Kala namak
belegen, es lassen sich allerdings mehrere Gemeinsamkeiten mit Mesna feststellen. Zum
einen konnte bereits nachgewiesen werden, dass das Gewlrzsalz antioxidative Eigenschaften
besitzt.®®* Zum anderen deutet der typische Eigengeruch nach faulen Eiern auf eine
kontinuierliche Freisetzung von H>S hin. Die orale Bioverfligbarkeit von H;S aus Kala nhamak
ist bisher nicht bekannt. Das Gewirzmittel wird hauptsachlich im Darm resorbiert, in der Leber
metabolisiert und schlieBlich renal ausgeschieden. Eine Akkumulation von H,S Uber den
toxikologisch relevanten Grenzwert hinaus ist deshalb laut Bundesinstitut fir Risikobewertung
sehr unwahrscheinlich.3!

Zusammengefasst weisen beide Substanzen sowohl eine gute Vertraglichkeit als auch ein
hohes nephroprotektives Potential auf. Damit sind sie vielversprechende Kandidaten fir die

Etablierung eines H,S-basierten Therapieverfahrens zur Behandlung des ANV.

2.7. Caenorhabditis elegans als Modellorganismus

C. elegans ist ein potenter Modellorganismus, um die fur die Nephroprotektion so maf3gebliche
Stressresistenz zu erforschen. Der Fadenwurm besitzt zwar kein mit der menschlichen Niere
vergleichbares exkretorisches System, dafir aber viele orthologe Gene, die im Menschen an

der Entstehung renaler Erkrankungen beteiligt sind.132133 VVon den rund 20 000 codierenden
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Genen sind rund 38 % im Menschen konserviert.1** Dagegen besitzen 60 — 80 % des humanen
Genoms mindestens ein Ortholog im Fadenwurm.®> Daneben weist die Verwendung von
C. elegans gegenlber héheren Modellorganismen einige Vorteile auf. Zunéchst einmal ist
seine Haltung unkompliziert und kostengunstig. Dazu kommt seine kurze Generationszeit. So
erreichen die Larven bei 20 °C Umgebungstemperatur bereits nach zweieinhalb Tagen das
adulte Stadium (Abb. 6).1%¢
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Abb. 6: Entwicklungszyklus von C. elegans bei 20 °C. (in Anlehnung an 137:138)

Adulte Wiurmer legen jeweils rund 300 Eier, aus denen nach vierzehn Stunden L1-Larven schlipfen.
Bei Abwesenheit von Stressoren wachsen sie nach zwdlf Stunden zu L2-, nach weiteren acht Stunden
zu L3- und nach weiteren acht Stunden zu L4-Larven heran. Diese entwickeln sich schlieRlich innerhalb
von achtzehn Stunden zu adulten Wiurmern weiter. Bei Hunger, hohen Temperaturen, Platz-, oder
Sauerstoffmangel treten L1-Larven dagegen nach rund dreizehn Stunden in ein Dauerstadium ein, in
dem sie mehrere Monate unter widrigsten Bedingungen Uberleben kdnnen. Anschlieend kénnen sie

zu ihrem normalen Entwicklungszyklus zuriickkehren.

Da sich C. elegans autogam fortpflanzt, sind seine Nachkommen genetisch weitestgehend
identisch.’®*® Nach Stressexposition treten dagegen vermehrt rein mannliche Tiere auf. Die
Kreuzung eines mutierten Mannchens mit einem Hermaphroditen erlaubt die unkomplizierte
Generierung neuer Wurmstamme.*® Darliber hinaus sind fur die Manipulation des

Wurmgenoms bereits verschiedene Methoden etabliert worden. Urspriinglich wurde der
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Fadenwurm mit mutagenen Substanzen wie Ethylmethansulfonat behandelt, um zufallige
DNA-Lasionen zu verursachen.'* Heutzutage sind Wurmstamme mit einem spezifischen
Genverlust durch eine Kooperation des ,,Caenorhabditis elegans Deletion Mutant Consortium®
und des ,Japan National Bioresource Project® sogar kommerziell erhéltlich.*> RNAI ist
dagegen eine Methode, bei der entweder mittels der Injektion doppelstréngiger RNA (dsRNA)
oder der Verfiitterung von Bakterien, die RNAi-Plasmide exprimieren, die Expressionsrate
spezifischer Gene im Wurm reduziert wird.}*® Mithilfe kommerziell erhaltlicher RNAI
Bibliotheken lassen sich auf diese Weise aktuell bis zu 89 % des Wurmgenoms
beeinflussen.#414% Durch Mikroinjektion von Genen mit einer zusatzlichen Gensequenz zur
Expression von griin fluoreszierenden Protein (GFP) kann die Genexpressionsrate sowie die
Protein-, und Zellmobilitat im lebenden Wurm per Mikroskop untersucht werden.*4¢ Spezifische
Mutationen kénnen ebenfalls durch den Einsatz von Zinkfingernukleasen, sequenz-
spezifischen Restriktionsenzymen (TALEN) oder der RNA-gesteuerten CRISPR/Cas-Methode
in das Wurmgenom eingebracht werden.'*” Zuletzt erlaubt die kurze Lebensspanne von
C. elegans die zeitsparende Durchfiihrung von genetischen Screenings. So konnte bereits
gezeigt werden, dass zahlreiche Genmutationen die Lebensspanne des Wurms beeinflussen

konnen. Besonders haufig trifft dies fiir Gene zu, die an Stresssignalwegen beteiligt sind.148-1%1

2.8. Fragestellungen und Ziel der Arbeit
Zentrales Ziel dieser Doktorarbeit ist es, vielversprechende Kandidaten der Nephroprotektion
im Modellorganismus C. elegans zu identifizieren. Dafur wird im ersten Abschnitt untersucht,
inwieweit vierzehn HIF-1-regulierte RBPs an der Vermittlung von Stressresistenz im
Fadenwurm beteiligt sind. Folgende Fragestellungen werden bearbeitet:
1) Beeinflusst der Gen-Knockout einzelner Kandidaten die Thermotoleranz von
C. elegans?
2) Lassen sich die Ergebnisse mittels RNAI validieren?
3) Welche Vorteile hat die Verwendung von OP50(xu363) RNAi-Bakterien gegeniber
HT115 RNAi-Bakterien?
4) Beeinflusst der Gen-Knockout einzelner Kandidaten die Lebensspanne von

C. elegans gleichsam zur Thermotoleranz?

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wird untersucht, ob und auf welche Weise die H,S-
Donatoren Mesna und Kala namak die Stressresistenz von C. elegans beeinflussen. Folgende
Fragestellungen werden bearbeitet:
1) Beeinflusst die Exposition mit Mesna und Kala namak die Thermotoleranz von
C. elegans?
2) Ist ihr Effekt auf die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren HIF-1 und/oder DAF-16
zuruickzufuhren?
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3) Inwieweit verandert die Exposition mit Mesna und Kala namak die intrazellulare H,S-
Konzentration in C. elegans?
4) Inwieweit moduliert die Exposition mit Mesna und Kala namak die endogene H,S-

Produktion in C. elegans?
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

Tabelle 2: Chemikalien

Agar

Agarose

Albumin Fraktion V (pH 7.0)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
[(NH4)2S20s]

Ampuwa® Wasser

BigDye™ Terminator v1.1 & v3.1 5x
Sequenzierungspuffer
Blei(ll)-Acetat [Pb(C2H302)2]
Bromphenolblau [C19H10Br4OsS]
Carbenicillin Dinatriumsalz
[C17H16N206SNa2]

Cholesterol [C27H460]
Desoxyribonukleosidtriphosphate
(NTPs)

Dinatrium-Ethylendiamintetraacetat-
Dihydrat (EDTA-Naz)
[C10H14N2Na20s - 2H20]
Dinatriumhydrogenphosphat
Heptahydrat (NazHPO4 - 7H20)

1,4-Dithioerythritol (DTT) [C4H1002S2]

Essigsaure [C2H402]

Ethanol [C2HeO]

1% Ethidiumbromidlésung
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
[C10H16N20¢]

Floxuridin (FUDR) [CoH11FN20s]
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder
Glucose [C¢H1206]

9002-18-0
9012-36-6

7727-54-0

51404-69-4
115-39-9
4800-94-6

57-88-5

6381-92-6

7782-85-6

03-12-83
64-19-7
64-17-5
1239-45-8
60-00-4

50-91-9

50-99-7

SERVA Electrophoresis
Sigma-Aldrich
AppliChem

AppliChem

Fresenius Kabi

Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich
AppliChem
Carl Roth

Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich

Carl Roth

AppliChem
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Sigma-Aldrich

abcr GmbH

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

11396.03
A9539-500G
AB588
A1142,0250

7610894
4339997

32306-1KG
A2331, 0005
6344.2

C8667-5G
#R0182

E5134-250G

X987.2

A1101,0100
73321
9065.3
2218.2
E9884-1KG

AB103901
SMO0311
SMO0372
G7021-1KG
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Glycerin [C3HsO3]

Glycin [C,HsNO,]

GoTag® G2 Flexi DNA Polymerase
Hefeextrakt

Incidin™ Plus

Isopropyl-B-D-thiogalacto-pyranosid
(IPTG) [CoH1805S]

Kaliumacetat [CH3CO2K]
Kaliumchlorid [KCI]
Kaliumdihydrogenphosphat [KH2PO4]
Kaliumhydroxid [KOH]

Kalziumchlorid Dihydrat [CaClz - 2H20]

LB-Medium

L-Cystein [C3H7NO2S]
Lithiumchlorid [LiClI]
Lithiumdodecylsulfat (LDS)
[C12H25Li04S]

Magnesiumchlorid Heptahydrat
[MgClz - 6H20]

Magnesiumsulfat Heptahydrat
[MgSO4 - 8H20]
Mangan(ll)-chlorid Tetrahydrat
[MnCl, - 4H20]
2-Mercaptoethan-sulfonat-Natrium
(Mesna) [C2HsNaOsS2]

Methanol [CH40]

Mlu I, 10 000 units/ml
3-(N-Morpholino)propan-sulfonsaure
(MOPS) [C7H15NO4S]
Natriumchlorid [NaCl]

Natriumdodecylsulfat (SDS)
[NaCi12H25S04]
Natriumhydrogensulfid

[NaHS]

Natriumhydroxid [2 mol/l MaRlésung]
[NaOH]

Natriumhydroxid [5 mol/l MaRIésung]
[NaOH]

56-81-5
56-40-6

8013-01-2
122-99-6
112-34-5
367-93-1
127-08-2
7447-40-7
7778-77-0
1310-58-3
10035-04-8

52-90-4

7447-41-8

2044-56-6

7791-18-6

10034-99-8

13446-34-9

19767-45-4

67-56-1

1132-61-2

7647-15-5

151-21-3

207683-19-0

1310-73-2

1310-73-2

Th. Geyer
Carl Roth
Promega
Becton Dickinson

Ecolab Deutschland
VWR

Merck Millipore
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Merck Millipore
Carl Roth
Sigma-Aldrich
Carl Roth

New England Biolabs
Carl Roth

Th. Geyer

Carl Roth
Sigma-Aldrich

Carl Roth

Carl Roth

2039-1L
3908.3
M7801
212750
069 525 75

AC121

1048201000

6781.3

3904.1

6751.1

HNO04.2

X964.2

1693.1

L9650-500G

L9781-50G

2189.2

1058860500

T881.3

310.18

4627.5

R0198S

6979.3

1367-1KG

1367-5KG

CN30.3

161527-100G

T135.1

KK71.1
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Natriumhypochlorit Losung (10 — 15 %
Chlor) [NaCIO + H20]
Natriumthiosulfat [Na2S203]
NEBuffer™ 3.1

Not I, 10 000 units/ml
Nystantin-Suspension

PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder,10 to 250 kDa

Passiver Lysierpuffer, 5X

Pepton

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
[C7H7FO2S]

Polysorbat 20 [CsgH114026]
cOmplete™ Protaseinhibitor Tablette,
EDTA frei

Pyridoxalphosphat (PLP) [CsH1o0NOsP]
Rubidiumchlorid [RbCI]
SuperSignal™ West Femto Maximum
Sensitivity Substrate

T4 DNA Ligase, 400 000 units/ml

T4 DNA Ligase Reaktionspuffer (10X)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
[CeH1sN2]
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS) [C4aH11NOs3]

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Hydrochlorid (TRIS HCI) [C4H1:NO3z HCI]

Trypton
wassrige 40 % Acrylamid-,

Bisacrylamid-Stammlésung (37,5:1)

7681-52-9

7772-98-7

1400-61-9

73049-73-7
329-98-6

9005-64-5

853645-22-4
7791-11-9

110-18-9

77-86-1

1185-53-1

91079-40-2

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
New England Biolabs
New England Biolabs
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific

Promega
Becton Dickinson
Sigma-Aldrich

Caesar & Loretz
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Carl Roth

Thermo Fisher Scientific
New England Biolabs
New England Biolabs
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carl Roth

MP Biomedicals
Carl Roth

425044-
250ML
217263-250G
B7203S
R0189S
N1638-100ML
26619

E1941

211820

P7626-250MG

3472
11873580001

P9255-1G

4471.3

34095

M0202S

B0202S

2367.3

T1503-1KG

9090.3

1010817
T802.1
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3.1.2. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller Katalognummer
Blotting-Papier Typ BF4 Sartorius FT-2-521-580600G
CryoPure Gefaf3, 1,0 ml Sarstedt 72.377
Einmal-Wageschale, 100 ml Carl Roth 2150.1
Einmal-Wageschale, 330 ml Carl Roth 2159.2
Elektroporationskiivette, 1,0 mm Biozym Scientific 748010
Gefrierbeutel, 3 L Lidl 20414375
Gelkasette, 1,0 mm Thermo Fisher Scientific NC2010
Gelkasettenkamm, 1,0 mm, 10 Laufséulen Thermo Fisher Scientific NC3010
96-Kammer Reaktionsplatte Thermo Fisher Scientific 4346907
Kryo-Box fur Mikrozentrifugenréhrchen Thermo Fisher Scientific 5055-5005
Kryo-Box aus Karton, 133 x 133 mm Ratiolab 5131001
Mikroinjektionsnadel, 0,5 um o Eppendorf 930000035
Nitril Einmalhandschuhe, Gr. L, puderfrei Abena 3926

Nitril Einmalschutzhandschuhe, Gr. L B. Braun Melsungen 9205934
Objekttrager, ca. 76 x 26 mm Engelbrecht 11101
Parafim® M Laborfilm Bemis Corporate #PM998
Pasteurpipette, 150 mm VWR 612-1701
PCR-GefaR, 8er-reihe Sarstedt 72.985.002
PCR-Deckelkette, 8er reihe Sarstedt 65.989.002
Petrischale, 60 x 15 mm mit Sarstedt 82.1194.500
Entliftungsnocken

Petrischale, 92 x 16 mm mit Sarstedt 82.1473.001
Entliftungsnocken

Polypropylen Mikrozentrifugenréhrchen, Sarstedt 72.690.001
1,5 ml

Polypropylen Zentrifugenflasche, 250 ml, Beckman Coulter 356011

62 x 120 mm

Polypropylen Zentrifugenflasche, 1 L, Beckman Coulter A98814

95 x 191 mm

Pipettenspitze, 0,1 — 20 pl, steril STARLAB S1110-3810
Pipettenspitze, 1 — 200 pl, steril STARLAB S1111-1816
Pipettenspitze, 100 — 1000 pl, steril STARLAB S11116811
Pipettenspitze fur Multipipette, 25 ml Eppendorf 0030089472
Platindraht, 0,2 mm o chemPUR 900543
Polypropylen Réhrchen, 15 ml Greiner Bio-One 188 261

28



Polypropylen Réhrchen, 50 ml
Polypropylen SafeSeal Mikrozentrifugen-
réhrchen, 1,5 ml

PVDF-Transfermembran

Rastereinsatz fur Kryo-Box, 133 x 133 mm
Saugball fir Pipetten, 57 mm

Sterilisations-Klebeband mit Indikator

Serologische Pipette, 5 ml

Serologische Pipette, 10 ml
Serologische Pipette, 25 ml
Serologische Pipette, 50ml

Steriler Vakuumfilter, 45 mm Aufsatz

Greiner Bio-One
Sarstedt

Merck Millipore

Ratiolab

VWR

Vereinigte Papierwaren-
fabriken

Corning

Corning

Corning

Corning

Corning

227 261
72.706.001

IPVHO0005

5120174
612-2693
13662

#4051
#4101
#4251
#4500
431174
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3.1.3. Laborgerate

Tabelle 4: Laborgerate

Bezeichnung
Beleuchtungseinrichtung
Blockheizer

Digitaler schwarz-weif3 Drucker

Elektrophorese Netzgerate

Elektroporationssystem
Fluoreszenz-Stereo Zoom-Mikroskop
Geldokumentationssystem

Halogene Kaltlichtquelle

Heizbad

Horizontale

Gelelektrophoresesysteme

Injektionsspritze, luftdicht, 250 pl
12-Kanal Multipipette (10 — 100 pl)
Kuhlinkubator

Kuhlzentrifuge

Labor-pH-Meter

Mikrobiologischer Brutschrank
Mikrobiologischer Brutschrank Schiittler
Mikrobiologische Sicherheitswerkband
(Klasse 2)

Magnetrthrer

Mikromanipulatur mit dynamischer
Bewegungs-steuerung, 100 — 240 V
Mikroskop fir

Mikromanipulationssysteme

Hersteller

Carl Zeiss Microscopy
Bibby Scientific
Mitsubishi

Consort bvba

Consort bvba
Pharmacia Biotech
Pharmacia Biotech
Bio-Rad Laboratories
Bio-Rad Laboratories
Bio-Rad Laboratories
Bio-Rad Laboratories
Carl Zeiss Microscopy
Thermo Fisher Scientific
Leica Microsystems
IKA®-Werke

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
VWR

Hamilton Company
Eppendorf

Panasonic Biomedical
Heraeus

Knick Elektronische
Messgerate

Heraeus

Infors

LaboGene

IKA®-Werke
Eppendorf

Carl Zeiss Microlmaging

Modellnummer
HXP 200C (D)
SHT100D

P95

E425

E835

EPS 301

EPS 601
164-5052
165-5052
165-5057
1652660

Axio Zoom.V16
FUSION-SL 3500-WL
KL 1500 LCD
HBR 4 control
Al

A2

B1A

B2

Maxi S plus
1725 AD SYR, M8 Threads
3122000043
MIR-154-PE

4 KR

765

B12/UB12
Multitron Pro

Mars

RET basic
5192000019

Axio Observer Al
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Mikroskopadapter fir
Mikromanipulationssysteme
Mikrowelle

Mikrozentrifuge

3-in-1-Mischer

Modulares Routine-Stereomikroskop

PCR-Thermozycler

Petrischalenabfiller

Pipette 0,2 — 2 pl

Pipette 1 — 10 pl

Pipette 2 — 20 pl

Pipette 50 — 200 pl

Pipette 200 — 1000 pl
Pipettierhelfer
Préazisionswaage
Prazisionswaage mit Abdeckhaube
Programmierbarer Mikroinjektor
Reagenzglasschittler
Rollenmischer mit 6 Rollen
Sicherheitsbunsenbrenner

Thermoschittler

Ultraschall-Homogenisator
UV/VIS-Spektrophotometer
Vertikaler Standautoklav

Warme- und Trockenschrank
Wasserbad

vertikales Gelelektrophoresesystem

Zentrifuge

Eppendorf

LG Electronics
Eppendorf

VWR

Eppendorf

Leica Microsystems
Bio-Rad Laboratories
Bio-Rad Laboratories
MJ Research
INTEGRA Biosciences
Gilson

Gilson

Gilson

Gilson

Gilson

INTEGRA Biosciences
KERN & SOHN
OHAUS

Eppendorf

Heidolph Instruments
Bibby Scientific
INTEGRA Biosciences
Eppendorf

Analytik

BANDELIN electronic
Biochrom

Systec

Heraeus

Memmert

Thermo Fisher Scientific

Eppendorf

5192311006
5192312002
MH6388P
5415 R
MiniStar silverline
5353000014
M80

S1000™
PTC-1148
PTC-200
MEDIAJET

P2

P10

P20

P200

P1000

155016

PCB 1000-2
AS-313
5253000017
Reax top

SRT6

144000

5355 000.011
TS1
SONOPULS mini20
Biowave S2100
V-150

T 6030

WNB 22

XCell Sure Lock® Mini-Cell

5810 R

31



3.1.4. Primer
Alle Primer wurden vom Hersteller Integrated DNA Technologies bezogen. Sie wurden vor der
Erstbenutzung mit Ampuwa® Wasser auf 10 pmol/L (Genotypisierung und Klonierung) bzw.

100 pmol/L (Sequenzierung) verdiunnt.

Tabelle 5: Primer zur Genotypisierung

tttcaactctgtgtcttggca
ccgcattattcgttaagggt
gattgagtccatccttccga
gagaaatcgttcaacgggaa
tcctcgaacatcgaaacaca
aaggtgatcaactcatcggc
ggtatggacctgaagaggtg
ggaacgagtgacgatgacacg
ggttgcaaagtgattgcaga
tggtaagaaacgttcacgca
cccatgaaagccctacattt
cgctttttgttgaaaagttcg
cagatgtctgccgctgtaac
ttcaacacaaccaaatccga
atggctcgaaacaaccaaaa
aatcaaaaatgctgcacaagc
agaagatgacgccaagttgc
ccgttcaagctgctgecttcactct
gcctttgtctetctatcggecacca
cagcatcttcttcaggaatttgttc
cggaaagatgatggaacgtt

argk-1(ok2973) Vorwartsprimer
argk-1(ok2973) Ruckwartsprimer
zfp-3(gk3165) Vorwartsprimer
zfp-3(gk3165) Riuckwartsprimer
gst-4(0k2358) Vorwartsprimer
gst-4(0k2358) Rickwartsprimer
nex-1(gk148) Vorwartsprimer
nex-1(gk148) Riuckwartsprimer
col-179(0k3010) Vorwartsprimer
col-179(0k3010) Ruckwartsprimer
cysl-2(0k3516) Vorwartsprimer
cysl-2(0k3516) Ruckwartsprimer
aass-1(0k926) Vorwartsprimer
aass-1(0k926) Ruckwartsprimer
hif-1(ia4) Vorwéartsprimer

hif-1(ia4) Intermediarprimer
hif-1(ia4) Ruckwartsprimer
daf-16(mu86) Vorwartsprimer (1/2)
daf-16(mu86) Vorwartsprimer (2/2)
daf-16(mu86) Ruckwartsprimer (1/2)
daf-16(mu86) Ruckwartsprimer (2/2)

Tabelle 6: Primer zur Klonierung

ataagaatgcggccgctcctctgccaatcaactcatc cysl-2(0k3516) Vorwartsprimer

ttgtctgtgttcacccttccacgegtcg cysl-2(0k3516) Ruckwartsprimer

Tabelle 7: Primer zur Sequenzierung

cagtgagcgaggaagcaa

aaaacgacggccagtgag

L4440 Vorwartsprimer
L4440 Ruckwartsprimer
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3.1.5. Caenorhabditis elegans Stamme

Tabelle 8: Caenorhabditis elegans Stamme

CB130 dpy-8(e130) X.

CB1370 daf-2(e1370) III.

CF1038 daf-16 (mu86) I.
daf-16(mu86);hif-1(ia4) hif-1(ia4) V. & daf-16 (mu86) |I.
DH1201 rme-1(b1045) V.

WT WT

NW1255 seu-1(ev572) IV.

RB1005 aass-1(0k926) V.

RB1456 T26C11.4(0k1663) X.
RB1823 gst-4 & msp-38(0k2358) V.
RB2193 argk-1 (0k2973) V.

RB2225 col-179 (0k3010) X.
RB2375 Imp-1(0k3228) X.

RB2535 cysl-2 (0k3516) II.
sur-5::GFP sur-5::GFP

VC1222 mbf-1(gk562) IV.

VC240 nex-1 (gk148) lil.

VC3250 zfp-3(gk3165) X.

VS24 kat-1(tm1037) II.

ZG31 hif-1(iad) V.

*I Caenorhabditis Genetics Center an der University of Minnesota

CGC™"
CGC
CGC
Nephrolab
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC
Labor Prof. Dr. Schumacher™
CGC
CGC
CGC
CGC
CGC

2 Forschungsgruppe im Exzellenzcluster CECAD an der Universitat zu Koln
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3.1.6. Escherichia coli Stamme
Tabelle 9: OP50 Bakterien

OP50 Standardfutter Nephrolab

Tabelle 10: HT115 Bakterien

HT115 (chemokompetent) Aufnahme von L4440 Plasmiden Nephrolab

HT115 col-179 col-179 (0k3010) X. Gen-Knockout Labor Prof. Dr. Vilchez
HT115 cysl-2 cysl-2 (0k3516) Il. Gen-Knockout Nephrolab

HT115 daf-2 daf-2(e1370) Ill. Gen-Knockout Labor Prof. Dr. Vilchez
HT115 EV RNAI Negativkontrolle Labor Prof. Dr. Vilchez
HT115 argk-1 argk-1 (0k2973) V. Gen-Knockout  Labor Prof. Dr. Vilchez
HT115 GFP GFP Gen-Knockout Labor Prof. Dr. Vilchez
HT115 gst-4 gst-4(ok2358) IV. Gen-Knockout Labor Prof. Dr. Vilchez
HT115 nex-1 nex-1 (gk148) lll. Gen-Knockout Labor Prof. Dr. Vilchez
HT115 aass-1 aass-1(0k926) IV. Gen-Knockout Labor Prof. Dr. Vilchez

* Forschungsgruppe im Exzellenzcluster CECAD an der Universitat zu Koln

Tabelle 11: DH10 Bakterien

DH10 (chemokompetent) Aufnahme von L4440 Plasmiden Nephrolab

Tabelle 12: OP50(xu363) Bakterien

OP50(xu363) daf-2 daf-2(e1370) Ill. Gen-Knockout Nephrolab
OP50(xu363) EV RNAI Negativkontrolle Nephrolab
OP50(xu363) argk-1 argk-1 (0k2973) V. Gen-Knockout Nephrolab
OP50(xu363) GFP GFP Gen-Knockout Nephrolab
OP50(xu363) gst-4 gst-4(ok2358) 1V. Gen-Knockout Nephrolab
OP50(xu363) nex-1 nex-1 (gk148) lll. Gen-Knockout Nephrolab



3.1.7. Software

Tabelle 13: Computerprogramme

Adobe Acrobat Reader DC Adobe Systems 18.011.20038
Brother P-touch Editor 5.1 Brother Industries, 5.1.0311
FinchTV Geospiza 1.4.0
GraphPad Prism 5 GraphPad 5.04

Mozilla Firefox 59.0.2 (x64 en-US) Mozilla 59.0.2

Zen 2.1/ZEN 2 Carl Zeiss Microscopy 2.0

Tabelle 14: Online-Tools

Benchling https://www.benchling.com

CCG Sequence Service http://gremberg.ccg.uni-koeln.de/sequence/

C. elegans RBPome http://shiny.cecad.uni-koeln.de:3838/celegans_rbpome/
NCBI BLAST (Proteine/Nukleotide) https://blast.ncbi.nim.nih.gov/blast.cgi

NCBI PubMed https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov

Primer3 https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

Reverse Complement https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
WormBase https://wormbase.org//#012-34-5

WormBook http://www.wormbook.org
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3.1.8. Losungen und Puffer
Tabelle 15: Basislésung, pH 12

NaOH [5 mol/l] 25,0 mmol/L
EDTA 200,0 pmol/L

Tabelle 16: Gefrierldsung

NaCl 100,3 mmol/L
KH2POq4 50,0 mmol/L
Glycerin 3,3 mol/L
NaOH [2 mol/l] 5,6 mmol/L

Autoklavieren bei 121 °C fur 20 min. Nachfolgende Substanzen méglichst steril zufligen.

MgSO4 8H20 300,0 umol/L

Tabelle 17: Lammli-Probenpuffer

TRIS, pH 6,8 62.5 mmol/L
Glycerol 10 %
SDS 2%

Unter Ruhren erhitzen, bis sich alle Substanzen geldst haben. Nachfolgende Substanzen méglichst steril

zufuigen.
Bromphenolblau 0.025 %
DTT 20 mmol/L

Tabelle 18: Laufpuffer

Glycin 192 mmol/L
SDS 0.1 %
TRIS 25 mmol/L



Tabelle 19: Lysierpuffer

TRIS, pH 7,5 100 mmol/L
LiCl 500 mmol/L
EDTA, pH 8 10 mmol/L
LDS 1%

Folgende Substanzen bei jeder Verwendung frisch hinzufiigen und Probe anschlieRend mit RNA freiem
Wasser auffillen.
DTT 5 mmol/L

cOmplete™ Proteaseinhibitor, EDTA-frei 5 mmol/L

Tabelle 20: M9-Puffer

KH2PO4 22,0 mmol/L
Na2HPO47H20 42,3 mmol/L
NaCl 85,6 mmol/L

Autoklavieren bei 121 °C fur 20 min. Nachfolgende Substanzen mdglichst steril zufligen.

MgSO48H20 1,0 mmol/L

Tabelle 21: Natriumhypochlorit-Lysierldsung

M9-Puffer 5 ml
NaOH [2 mol/l] 1ml
Natriumhypochlorit [10 — 15 % Chlor] 0,4 ml

Tabelle 22: Neutralisierungslésung, pH 5

TRIS HCI 45,0 mmol/L

Tabelle 23: PBS-Puffer

NacCl 137 mmol/L
KCI 2,7 mmol/L
NazHPO4 7H20 10 mmol/L
KH2PO4 2 mmol/L

37



Tabelle 24: Polyacrylamid-Sammelgel

Acrylamid 4.8 %
TRIS, pH 6,8 500 mmol/L
APS 0.1%
TEMED 0.15 %

Tabelle 25: Polyacrylamid-Trenngel

Acrylamid 10 %

TRIS, pH 8,8 750 mmol/L
APS 0.1%
TEMED 0.15 %

Tabelle 26: Protein-Waschpuffer

TRIS HCI, pH 7,5 27 mmol/L
NacCl 273 mmol/L
Polysorbat 20 2.2 mmol/L

Tabelle 27: PSI-Medium

Trypton 2 0
Hefeextrakt 0,5 %
MgCl26H20 12,1 mmol/L

KOH zugeben, bis pH 7,6 erreicht ist. AnschlieBend 1 L ddH20 hinzufiigen und bei 121 °C fur 20 min
autoklavieren.



Tabelle 28: SOB-Medium

Trypton
Hefeextrakt
NacCl

KCI

2%

0,5 %

10 mmol/L
2.5 mmol/L

Autoklavieren bei 121 °C fiir 20 min und danach im Wasserbad auf 54 °C abkiihlen lassen. Nachfolgende

Substanzen mdglichst steril zufligen und dabei unter Riihren vermengen.

MgClz2 6H20
Glucose

Bei — 80 °C einfrieren.

Tabelle 29: TAE-Puffer

10 mmol/L
20 mmol/L

TRIS
Essigsaure
EDTA-Naz

Ethidiumbromid

Tabelle 30: TFB-1-Puffer

21,7 mmol/L
10,8 mmol/L
1,1 mmol/L

1,4 umol/L

Kaliumacetat

Rubidiumchlorid
Kalziumchlorid Dihydrat
Mangan(ll)-chlorid Tetra-hydrat

Glycerin

26,0 mmol/L
87,0 mmol/L
8,7 mmol/L
44,1 mmol/L
1,4 mol/L

1:10 verdunnte Essigséure zugeben, bis pH 5,8 erreicht ist. Anschlieend 1 L ddH20 hinzuftigen und

steril filtrieren.

Tabelle 31: TFB-2-Puffer

Rubidiumchlorid
Kalziumchlorid Dihydrat
MOPS

Glycerin

8,7 mmol/L
65,1 mmol/L
8,7 mmol/L
1,4 mol/L

Verdinntes NaOH zugeben, bis pH 6,5 erreicht ist. AnschlieBend 200 ml ddH20 hinzufligen und steril

filtrieren.
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Tabelle 32: Transferpuffer

TRIS 22 mmol/L
Glycin 166 mmol/L
SDS 0.1%
Methanol 12 %
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3.2. Methoden

3.2.1. Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der in vitro Replikation kurzer DNA-Sequenzen.
Die Mastermixe wurden nach Herstellerprotokoll angesetzt und anschlielRend mit 2 ul DNA aus
Wurmlysaten als Template versetzt. Die dazugehorigen Pipettierschemata und Thermozykler-

Parameter sind in Tabelle 33 aufgefuhrt.

Tabelle 33: DNA-Polymerasen

DNA- Polymerase Pipettierschema Thermozykler-Parameter
GoTag® G2 Flexi Ampuwa® Wasser 10pl 95 °C 2 min
5x Green GoTaq® Flexi 10ul 95 °C 30 sec
Puffer 50 -65 °C 30 sec 30 x
25 mmol/L MgCl2 6H20 3 ul 72°C 1 min
25 mmol/L dNTP's 02u 72°C 5 min
10 umol/L Primer Mix 0,5 pl
DNA Polymerase 0,25 pl
GoTag® G2 Ampuwa® Wasser 27ul 95 °C 4 min
Hot Start 5x Green GoTag® Flexi 10pl 95 °C 30 sec
Puffer 50 -65 °C 30 sec 30 x
25 mmol/L MgCl2 6H20 5 ul 72 °C 1 min
25 mmol/L dNTP's o2u 72°C 5 min
10 pmol/L Primer Mix 0,9 pl
DNA Polymerase 0,25 pl
Q5® High Fidelity Ampuwa® Wasser 18 pl 98 °C 30 sec
5x Q5® Reaktionspuffer 5l 98 °C 10 sec
25 mmol/L dNTP's 02ul  50-72°C 30 sec 30 x
10 pumol/L Primer Mix 15u 72°C 1 min
DNA Polymerase 0,25 72°C 2 min

3.2.2. Agarose-Gelelektrophorese
In der Agarose-Gelelektrophorese werden Biopolymere, zum Beispiel DNA- oder RNA-
Strange, nach ihrer molekularen Grol3e aufgetrennt. Zunachst wurde Agarosepulver in TAE-
Puffer aufgekocht und in einen Geltrdger zum Auskuhlen gegossen. Bei einer
BiopolymergréRe von bis zu 500 bp wurde ein 1 % Agarosegel und bei grof3eren Molekilen
ein 2 % Agarosegel verwendet. Sobald das Gel eine feste Konsistenz angenommen hatte,
wurde es in einer Gelelektrophoresekammer mit TAE-Puffer bedeckt. Die Proben und ein
DNA-Marker wurden anschlieBend einzeln in die Lauftaschen geladen. Danach wurde ein
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Elektrophorese Netzgerat angeschlossen und ein horizontales elektrisches Feld angelegt
(5 Volt/cm). Durch die Bindung des im TAE-Puffer enthaltenden Fluoreszenzfarbstoffs
Ethidiumbromid, welcher an Nukleinsauren bindet, wurden die einzelnen Banden unter UV-
Licht sichtbar. Ihre Gréfl3e wurde durch den Vergleich mit den genormten Banden des DNA-

Markers bestimmt.

3.2.3. DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung ist eine molekularbiologische Methode zur Bestimmung der
Nukleotid-Abfolge eines DNA-Molekuils. Zunachst wurde die DNA mithilfe des GeneJET™
Gelextraktion-Sets aufbereitet. Anschliel3end wurde mit dem BigDye ™ Terminator v3.1 Cycle-
Sequenzierung-Set ein Mastermix angesetzt. Das Pippetierschema und die Thermozykler-

Parameter sind in Tabelle 32 aufgefuhrt.

Tabelle 34: DNA-Sequenzierung

BigDye® Terminator v3.1 0,25 ul 96 °C 1 min

- - 96 °C 10 sec
BigDye™ Terminator v1.1 & v3.1 5X 2,25 pl

: 55 °C 5 sec 40 x

Sequenzierungspuffer

. = 60 °C 4 min
Primer (1:1000 verdiinnt) 2 ul
DNA (aufbereitet) 0,2 ul

Mastermix mit ddH20 auf 10 pl auffullen.

Die Proben wurden anschliel3end lichtgeschiitzt zum Cologne Center for Genomics (CCG)
transportiert und dort analysiert. Die Ergebnisse wurden anschlieBend unter der Webdomain

http://gremberg.ccg.uni-koeln.de/sequence/ abgerufen.

3.2.4. Klonierung von RNAi-Plasmiden
Die Klonierung ist eine molekularbiologische Methode, bei der DNA-Fragmente zunéachst in
einen Vektor eingebracht werden, um sie dann in einer fremden Wirtszelle amplifizieren zu

lassen.

Herstellung des RNAi-Plasmids: Zunachst wurden Primer fiir ein ca. 1000 bp grof3es cDNA-
Fragment des Zielgens, im Folgenden Insert genannt, generiert. An den 5 -Enden wurden
zuséatzlich die spezifischen Schnittstellen der Restriktionsenzyme Miul und Notl angeflgt.
Dann wurde ein Mastermix der GoTag® G2 Flexi DNA-Polymerase angesetzt und
anschlielend 2 pl DNA aus Wurmlysaten als Template hinzugefiigt. Nach der Amplifikation

des Inserts mittels PCR wurde die DNA mit dem GeneJET™ Gelextraktion-Set aufbereitet.
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30 pl Insert-DNA wurde mit 3 ul NEBuffer™ 3.1, 0,5 ul Mlul (5U/ ul) und 0,5 pl Notl (5U/ pl) bei
37 °C fur eine Stunde verdaut. Als Vektor wurde ein L4440 Plasmid verwendet.'*® Er besitzt
mehrere Polylinker (ungefahr 50bp groRe DNA-Oligonukleotide, die verschiedene
Schnittstellen fir Restriktionsenzyme enthalten), die von T7-Promotoren flankiert werden.
Diese werden spezifisch von T7-RNA-Polymerasen erkannt, die nach Induktion mit IPTG oder
Lactose in E. coli Bakterien gebildet werden.'** Zunachst wurde das L4440 Plasmid mit dem
GeneJET™ Plasmid-DNA-Miniprep-Set aus HT115 EV Bakterien extrahiert. 1 pl Plasmid-DNA
wurde mit 3 pul NEBuffer™ 3.1, 0,5 pl Mlul (5U/ pl) und 0,5 pl Notl (5U/ pl) bei 37 °C fur eine
Stunde verdaut. Anschlieend wurde 0,04 pl Insert-DNA und 0,05 pl Plasmid-DNA mit 2 pl T4
DNA-Reaktionspuffer (10X), 1 pl T4 DNA-Ligase und 16,9 pyl Ampuwa® Wasser fur eine
Stunde ligiert.

Transformation in DH10 Bakterien: Zur Ubertragung des Plasmids in kompetente Zellen
wurden jeweils 5 pl des Ligationsproduktes zu 50 pl chemisch kompetenten DH10 Bakterien
gegeben und 30 Minuten auf Eis ruhen gelassen. AnschlieBend wurden die Bakterien fir 45
Sekunden in ein auf 42 °C temperiertes Wasserbad getaucht. Die Bakterien wurden
anschlie3end in 300 ul SOB-N&ahrmedium transferiert und bei 37 °C flr eine Stunde auf dem
Thermoschittler inkubiert. Das L4440 Plasmid codiert fiir eine Antibiotika-Resistenz
gegeniber  Ampicillin.*®2  Zur Transformationsvalidierung wurden deshalb 100 pl
Transformationsprodukt auf eine mit Ampicillin bestrichene LB-Platte ausplattiert und tber

Nacht bei 37 °C inkubiert. Von vier Einzelkolonien wurden Bakterienfliissigkulturen angelegt.

Kontrollverdau: Die Plasmid-DNA wurde mithilfe des GeneJET™ Plasmid-DNA-Miniprep-
Sets isoliert. AnschlieRend wurde 1ul Plasmid-DNA mit 3 ul NEBuffer™ 3.1, 0,5 pl Mlul (5U/
ul), 0,5 ul Notl (5U/ ul) und 25 pl Ampuwa® Wasser bei 37 °C fir eine Stunde verdaut. Danach
wurde der Ansatz mittels Gelelektrophorese nach Gro3e aufgetrennt. Bei passender Grol3e

der Banden wurde das Plasmid zur Sicherheit zuséatzlich sequenziert.

Transformation in HT115 Bakterien: 1 pl Plasmid-DNA wurde zu 50 pl chemisch
kompetenten HT115 Bakterien gegeben und 30 Minuten auf Eis ruhen gelassen. Die Bakterien
wurden anschlielend bei 42 °C fiur 45 Sekunden im Wasserbad einem Hitzeschock
ausgesetzt, in 300 pl SOB-N&hrmedium transferiert und bei 37 °C fir eine Stunde auf dem
Thermoschuttler inkubiert. Neben der im L4440 Plasmid codierten Ampicillin-Resistenz
besitzen HT115 Bakterien eine zusatzliche Tetracyclin-Resistenz.>3 Zur Selektion erfolgreich
transformierter HT115 Bakterien wurde deshalb 100 pl Transformationsprodukt auf eine mit
Ampicillin und Tetracyclin bestrichene LB-Platte ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C

inkubiert. Diese wurde schlie3lich im Kihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.
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3.2.5. Kultivierung von Caenorhabditis elegans
Alle Wirmer wurden bei 20°C im Brutschrank auf mit OP50 Bakterien besiedelten Agarplatten

gehalten.

3.2.6. Herstellung von Agarplatten
NGM-Platten: Die NGM-Platten wurden als Standard verwendet. Die Produktionsschritte sind

in Tabelle 35 aufgefuhrt.

Tabelle 35: NGM-Platten

Pepton 2,59/l
NaCl 51,3 mmol/L
Agar 50,5 mmol/L

Autoklavieren bei 121 °C fir 20 min und danach im Wasserbad auf 54 °C abkihlen lassen.

Nachfolgende Zutaten mdglichst steril zufiigen und dabei unter Riihren vermengen.

CaCl22Hz0 1,0 mmol/L
MGSO48H20 1,0 mmol/L
Cholesterol in Ethanol 12,9 nmol/L
KH2PO4 Puffer, pH 6,0 25,0 mol/L
Nystantin-Suspension 10 000 unit/ml

Agar moglichst ziigig und unter sterilen Bedingungen in leere Petrischalen giel3en.

60 x 15 mm — 10 ml

92 x 16 mm — 30 ml

Uber Nacht auskiihlen lassen. AnschlieRend frische OP50 Bakterienkultur auf dem Agar ausstreichen.
60 x 15 mm — 200 pl

92 x 16 mm — 500 pl

FUDR-Platten: Bei der Herstellung wurde dem NGM-Medium nach dem Autoklavieren
zusatzlich 203,1 pmol/L FUDR zugeflgt.

Kala namak-Platten: Bei der Herstellung des NGM-Mediums wurde NaCl durch Kala namak

ersetzt. Der OP50 Bakterienfliissigkultur wurde ebenfalls 51,3 mmol/L Kala namak zugegeben.
Mesna-Platten: Bei der Herstellung wurde dem NGM-Medium nach dem Autoklavieren
zusatzlich 1,2 mmol/L Mesna zugefugt. Der OP50 Bakterienfliissigkultur wurde ebenfalls

1,2 mmol/L Mesha zugegeben.
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Natriumthiosulfat- / NaHS-Platten: Bei der Herstellung wurde dem NGM Medium nach dem
Autoklavieren zusatzlich 50 pmol/L Natriumthiosulfat / NaHS zugefugt. Der OP50

Bakterienflussigkultur wurde ebenfalls 50 umol/L Natriumthiosulfat / NaHS zugegeben.

RNAi-Platten: Bei der Herstellung wurde dem NGM Medium nach dem Autoklavieren
zusatzlich 1,3 mmol/L Carbenicillin Dinatriumsalz sowie 1 mmol/L IPTG hinzugegeben. Die
Platten wurden zum Schutz vor UV-Strahlung unter Alufolie abgedeckt und nach dem
Auskihlen mit HT115 / OP50(xu363) Bakterien ausgestrichen.

3.2.7. Generierung von Caenorhabditis elegans Mannchen

Zur Generierung mannlicher Caenorhabditis elegans Wirmer wurden jeweils
finf Hermaphroditen im L4-Stadium auf drei NGM-Platten transferiert und im Inkubator bei
32 °C fur funf Stunden erhitzt. Die Tiere wurden anschlielend bei 20 °C gehalten. Unter den
Nachkommen wurde anschlieRend nach M&nnchen gesucht. Diese sind aufféllig schmal, klein
und besitzen ein hakenformig anmutendes Schwanzende, mit denen sie gezielt

Hermaphroditen inseminieren.%*

3.2.8. Kreuzung von Caenorhabditis elegans Stammen

Auf drei NGM-Platten wurden jeweils zehn maénnliche Tiere eines Genotyps und zwei
Hermaphroditen im L4-Stadium des anderen Genotyps transferiert und anschlieRend im
Brutschrank bei 20 °C inkubiert. Nach rund 24 Stunden wurden sowohl die Mannchen als auch
die Hermaphroditen entfernt und die zuriickbleibenden Eier bebritet. Jeweils zehn
Nachkommen wurden im L4-Stadium einzeln auf neue NGM-Platten isoliert und diese tber
Nacht im Brutschrank gelagert. AnschlieBend wurden die Muttertiere genotypisiert. Jeweils
zwanzig Nachkommen einer heterozygoten Mutter wurden im L4-Stadium auf neue NGM-
Platten isoliert. Nachdem diese Uber Nacht Eier abgelegt hatten, wurden sie ebenfalls

genotypisiert.

3.2.9. Synchronisierung von Caenorhabditis elegans Populationen

Zunachst wurde eine Natriumhypochlorit-Lysierldsung frisch angesetzt. AnschlieRend wurden
adulte Wirmer mit M9-Puffer von ihrer Platte gewaschen. Dieser Vorgang wurde mehrmals
wiederholt und dabei der Uberstand jeweils verworfen. Dann wurde 1 ml Natriumhypochlorit-
Lysierldsung zugegeben und die Probe geschiittelt, bis unter dem Mikroskop keine Wurmreste
mehr zu erkennen waren. Daraufhin wurde 500 pl Ampuwa® Wasser zugegeben und die
Probe bei 3600 rpm fiir 1,5 Minuten zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde

diese anschlieend jeweils drei Mal mit Ampuwa® Wasser und drei Mal mit M9-Puffer
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gewaschen und die in der Probe verbleibenden Wurmeier dazwischen jeweils bei 3600 rpm
fur 1,5 Minuten runterzentrifugiert. Anschliel3end wurden rund 1000 Eier auf eine frische NGM-

Platte transferiert und bei 20 °C im Brutschrank inkubiert.

3.2.10. Kryokonservierung von Caenorhabditis elegans

Die Kryostase von C. elegans Wirmern dient ihrer Konservierung. Dazu wurden Wurmeier
Uber Nacht auf einer unbesiedelten NGM-Platte schliipfen gelassen. Die L1-Larven wurden
mit einem 50:50 Gemisch aus M9-Puffer und Gefrierldsung von der Platte gewaschen und
jeweils 1 ml in mindestens zwei MikroreaktionsgefalRe Uberfuhrt und bei — 80 °C weggefroren.

Eine Probe wurde anschlieRend zur Funktionskontrolle am nachsten Tag wieder aufgefroren.

3.2.11. Wurmlyse in Caenorhabditis elegans

Die Wurmlyse dient der Freisetzung genomischer DNA aus Zellen von Wirmern. Daflr wurde
ein einzelnes adultes Tier in 11 pl hoch basischer Basislosung (pH 12) bei 95 °C fir 30 Minuten
erhitzt. Anschlielend wurde durch Zugabe von 11 pl Neutralisierungslésung (pH 5) die

alkalische Lyse der Zellen gestoppt. Das Wurmlysat wurde bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert.

3.2.12. RNA-Interferenz in Caenorhabditis elegans

Unter dem Begriff RNAI versteht man die spezifische Inhibierung der Genexpression oder -
translation eines Gens durch RNA-Molekiile. Dazu wurden WT-Wirmer auf frische RNAI-
Platten transferiert. Durch den Verdau von RNAi-Bakterien, die ein spezifisches RNAi-Plasmid

besitzen und exprimieren, wird die Abundanz des Ziel-Proteins im Wurm reduziert.

3.2.13. Bestimmung der mittleren Lebensspanne von Caenorhabditis elegans
Jeweils 20 adulte Wirmer wurden zur Eiablage fur zwei Stunden auf eine frische NGM-Platte
transferiert, anschlieBend wieder entfernt und die Mutterplatte im Brutschrank bei 20 °C
inkubiert. Nach 72 Stunden wurden jeweils 120 adulte Nachkommen auf sechs FUDR-Platten
verteilt und im Brutschrank bei 20 °C gelagert. AnschlieRend wurde alle 48 Stunden die relative
Uberlebensrate der Wurmstamme erfasst. Ein Wurm galt dabei als tot, sobald er nicht mehr
auf die Berthrung des nervenreichen Kopfes reagierte. Verletzte oder verschwundene Tiere

wurden als zensiert dokumentiert und aus der Wertung genommen.

3.2.14.  Hitzeschock in Caenorhabditis elegans
Als Hitzeschock wird eine Form von Stress bezeichnet, bei der ein Organismus einer héheren

Temperatur als der idealen Koérpertemperatur ausgesetzt wird. Dazu wurden jeweils
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20 Wirmer im L4-Stadium auf drei Agarplatten transferiert und danach im Brutschrank bei
20 °C inkubiert. Nach einer Ruhezeit von zwo6lf Stunden wurden die Agarplatten mit Parafim®
abgedichtet. Immer zwolf Agarplatten wurden in einem wasserundurchlassigen Gefrierbeutel
verschlossen und anschliel3en in einem auf konstant 37 °C temperierten Wasserbad mit
Gewichten am Boden fixiert. Nach 105 Minuten wurden die Agarplatten wieder aus dem
Wasserbad genommen. AnschlieBend wurde der Parafim® entfernt und alle Agarplatten
aussortiert, in denen Wasser eingedrungen war. Der Rest wurde im Brutschrank bei 20 °C
gelagert. Nach zwolf Stunden Regenerationszeit wurde die relative Uberlebensrate der
einzelnen Populationen erfasst. Ein Wurm galt als tot, sobald er nicht auf mehr auf die
Berlihrung des nervenreichen Kopfes reagierte. Verschwundene Tiere wurden als zensiert

dokumentiert und aus der Wertung genommen.

3.2.15. Messung der endogenen H2S-Produktion in Caenorhabditis elegans

Zur Herstellung des H:S-Detektionpapiers wurde Blotting-Papier auf die Grofe einer
96-Kammer Reaktionsplatte zugeschnitten, danach in eine 20 mmol/L Blei(ll)-Acetat Losung
getaucht und anschlieBend unter einer Sicherheitswerkbank getrocknet. Jeweils ungefahr
1000 synchronisierte Wirmer wurden mehrmals mit M9-Puffer gewaschen. Der Uberstand
wurde verworfen. Zur Wurmlyse wurde den Proben zunéchst 1 ml passiver Lysierpuffer, 5X
zugegeben. Um M9-Pufferreste zu entfernen wurde dieser Vorgang mehrfach wiederholt. Die
Proben wurden dreimal in Flussigstickstoff eingefroren und anschlie3end jeweils in einem
Wasserbad bei 37 °C wieder aufgetaut. Zusatzlich wurden sie mehrfach mit einem Ultraschall-
Homogenisator zerkleinert. In die Kammern einer 96-Kammer Reaktionsplatte wurden 100 pl
Wurmlysat und 100 pl PBS, erganzt durch 10 mmol/L L-Cystein und 6 mmol/L PLP, gegeben.
Die Reaktionsplatte wurde anschlieRend mit dem H.S-Detektionpapier abgedeckt, mit einem
Deckel fest verschlossen und bei 37 °C fur 2 — 5 Stunden inkubiert. Durch die Reaktion von
H.S mit dem im Erkennungspapier gebundenem Blei(ll)-Acetat trat eine schwarze Verfarbung

auf.

3.2.16. Anlegung von Bakterienflissigkulturen

Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde eine Bakterienkolonie auf einer LB-Platte bertihrt und
diese anschlieend in LB-Medium abgeworfen. Zuséatzlich wurden Antibiotika entsprechend
dem Resistenzspektrum des Bakterienstammes zugegeben. Im Inkubator wurde die Kultur
anschlieRend bei 37 °C und 120 rpm fur mindestens zwolf Stunden geschiittelt, bis eine
deutliche Tribung des Mediums zu erkennen war. Bakterienfliissigkulturen wurden stets frisch

angesetzt oder flr hochstens einen Tag bei 4 °C im Kiuhlschrank gelagert.
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3.2.17.  Kryokonservierung von Bakterien

Die Kryostase von Bakterien dient deren Konservierung. Dazu wurde eine
Bakterienflissigkultur angesetzt und jeweils 500 pl in mindestens zwei Mikroreaktionsgefalie
Uberfiihrt. Dazu wurden jeweils 500 pl Glycerin gegeben und das Gemisch mehrmals hoch
und runter pipettiert. Die Proben wurden anschlie3end bei - 80 °C weggefroren. Eine Probe
wurde anschlieend als Funktionskontrolle am nachsten Tag auf einer frischen LB-Platte

ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.2.18. Plasmidpréaparation

Unter dem Begriff Plasmidpraparation versteht man die Extraktion von Plasmid-DNA aus
Bakterien. Dafur wurde das GeneJET™ Plasmid-DNA-Miniprep-Set verwendet. Zunachst
wurde eine Bakterienfliissigkultur angesetzt. Fir die Extraktion von high-copy Plasmiden
wurden 1 - 5 ml und bei low-copy Plasmiden bis zu 10 ml der Kultur verwendet. Die Probe
wurde bei 2000 rpm flir zwei Minuten zentrifugiert, sodass die Bakterien als Bodensatz zu
erkennen waren. Dann wurde der Uberstand abgenommen, das zuriickbleibende Pellet in 250
pl Resuspensionslésung durch mehrmaliges hoch und runter pipettieren aufgelést und
anschlielend in ein 1,5 ml Mikrozentrifugenrhrchen Gberfiihrt. Nun wurden 250 pl
Lysierldsung zugegeben und die Probe mehrmals invertiert, bis eine trdge und leicht klare
Farbung auftrat. AnschlieBend wurden 350 pl Neutralisierungslosung zugefligt und das
Mikrozentrifugenréhrchen sofort mehrmals invertiert. Das Lysat wurde daraufhin flockig trib.
Durch Zentrifugieren bei 10000 — 14000 rpm fr fanf Minuten wurden sowohl Zelltrimmer als
auch chromosomale DNA pelletiert. Der Uberstand wurde in eine GeneJET™ Spin-Saule
transferiert und diese danach fest verschlossen. Die Probe wurde bei 10000 — 14000 rpm fur
eine Minute zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Durchfluss verworfen. Als Nachstes wurde
500 ul Waschlésung auf die GeneJET™ Spin-Séaule gegeben, das Gemisch bei 10000 — 14000
rpm fUr eine Minute zentrifugiert und der Durchfluss wieder verworfen. Dieser Waschschritt
wurde anschlielend wiederholt. Um zuriickgebliebene Ethanolreste zu entfernen, wurde die
Probe noch einmal bei 10000 — 14000 rpm fir eine Minute zentrifugiert. Die GeneJET™ Spin-
Saule wurde nun in ein frisches 1,5 ml Mikrozentrifugenrohrchen transferiert und auf die
Membran 30 — 50 ul Elutionspuffer gegeben. Nach mindestens zwei Minuten Inkubationszeit
wurde bei 10000 — 14000 rpm fur zwei Minuten zentrifugiert und die GeneJET™ Spin-Saule

danach verworfen. Die aufbereitete Plasmid-DNA wurde bei - 20°C gelagert.

3.2.19.  Generierung von chemisch kompetenten Bakterien
Unter dem Begriff Kompetenz versteht man die Fahigkeit von Bakterien, Fremd-DNA aus der

Umgebung aufzunehmen. Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde eine Bakterienkolonie auf
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einer LB-Platte beriihrt und anschlieBend in 50 ml PSI-Medium abgeworfen. Im Inkubator
wurde die Bakterienflissigkultur bei 37 °C und 100 rpm fir mindestens zwolf Stunden
geschattelt. AnschlielRend wurden 15 ml Flissigkeit zu 500 ml frischem PSI-Medium gegeben
und das Gemisch im Inkubator bei 37 °C und 120 rpm geschuttelt. Dabei wurde mit einem
UV/VIS-Spektrophotometer in regelmafiigen Abstéanden die optische Dichte bis hin zu einem
Wert zwischen 0,6 — 0,8 (= 108 Bakterien/ml) bestimmt. Dann wurde die Kultur zunachst fur
15 Minuten auf Eis gekihlt und anschlieRend bei 4 °C und 4000 rpm fir 15 Minuten in einer
1 L Zentrifugenflasche zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen, das Pellet in
200 ml eiskaltem TFB-1-Puffer resuspendiert und in eine 250 ml Zentrifugenflasche uberfuhrt.
Nach einer Ruhezeit von 15 Minuten auf Eis wurden die Bakterien wieder bei 4 °C und 4000
rom fir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen und das Pellet in
10 ml TFB-2-Puffer resuspendiert. Durch kurzes Eintauchen in fliissigem Stickstoff wurden je

100 ul Aliquotes eingefroren und anschlie3end bei — 80 °C gelagert.

3.2.20.  Statistik

Fur die Auswertung der Hitzeschock-Versuche wurde jeweils ein ungepaarter Student’s t-Test
durchgefuhrt. Fur die Ermittlung der mittleren Lebensspanne wurde ein Log-Rank-Test
durchgefuhrt. Die Auswertung von Bandenintensitaten wurde mit dem Programm ImageJ

durchgefinhrt.

3.2.21. Abbildungen
Die Abbildungen im Einleitungsteil wurden mit dem Programm Microsoft Power Point (Version
16.36) erstellt. Die Abbildungen im Ergebnisteil wurden mit dem Programm GraphPad

Prism 5 generiert. Sie wurden jeweils als PNG-Datei formatiert.
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4.  Ergebnisse

4.1. Einfluss HIF-regulierter RNA-bindender Proteine auf die Stressresistenz

von Caenorhabditis elegans

4.1.1. Der Funktionsverlust HIF-regulierter RNA-bindender Proteine beeinflusst
die Thermotoleranz von Caenorhabditis elegans

Forscher des Nephrolabs konnten mithilfe der RIC insgesamt 1354 verschiedene RBPs in
C. elegans identifizieren. In der gleichen Studie konnte gezeigt werden, dass eine vhl-1(ok161)
LOF-Mutation die Zusammensetzung des RBPoms beeinflusst.®® Die Unterschiede waren
dabei nicht auf eine Veranderung der RBP-Proteinabundanz zurtickzufihren. Daraus lasst
sich schlie3en, dass die Stabilisierung der HIF a-Untereinheit das RNA-Bindeverhalten von
RBPs in C. elegans beeinflusst.®® Die Daten von 641 HIF-regulierten RBPs (die zum
Startzeitpunkt dieser Doktorarbeit bereits identifiziert waren) wurden in einer in silico Analyse
mit Proteom- und RNA-Sequenzierungs-Datensétzen zu Stressresistenz in Maus und Wurm
verglichen. Sie ergab insgesamt 146 Kandidaten, die an der Vermittlung von Stressresistenz
in C. elegans beteiligt sein kdnnten. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden vierzehn HIF-
regulierte RBPs (AASS-1, SEU-1, NEX-1, LARP-1, COL-179, RME-1, KAT-1, MBF-1,
T26C11.4, DPY-8, CYSL-2, ARGK-1, GST-4 und ZFP-3) ndher charakterisiert.

In einem ersten Schritt wurde ausgetestet, inwieweit sich ihr Gen-Knockout auf die
Thermotoleranz von C. elegans auswirkt. Dazu wurden WT-Wirmer und RBP LOF-Mutanten
(aass-1(0k926), seu-1(evb72), nex-1(gk148), larp-1(gq783, col-179(0k3010), rme-1(b1045),
kat-1(tm1037), mbf-1(gk952), T26C11.4(0k1663), dpy-8(e130), cysl-2(0k3516), argk-
1(0k2973), gst-4(0k2358) und zfp-3(gk3165)) miteinander  verglichen. Als
Positivkontrollgruppe wurde die LOF-Mutante daf-2(e1370) ausgewdahlt. Das daf-2-Gen
codiert fur das einzige Ortholog des humanen Insulin-Wachstumsfaktors (IGF-1). Eine
Anderung der IGF-1 Abundanz fiihrt im Wurm zur Aktivierung eines hoch konservierten
metabolischen Signalwegs. Daf-2(e1370) LOF-Mutanten sind dadurch unter anderem
resistenter gegentber oxidativem, hypoxischem und thermalem Stress und haben eine
deutlich verlangerte Lebensspanne.’#81% Die Thermotoleranz der verschiedenen
Wurmstamme wurde mittels Hitzeschock gemessen. Dabei wurden L4-Larven auf NGM-
Platten fir 105 Minuten in ein auf 37 °C temperiertes Wasserbad getaucht. Anschlieend
wurde nach einer zwoélfstiindigen Erholungsphase die relative Uberlebensrate der
Versuchsgruppen ermittelt, die mit ihrer Thermotoleranz korreliert.

Die LOF-Mutanten cysl-2(0k3516), argk-1(0k2973), gst-4(0k2358) und zfp-3(gk3165) sowie
die Positivkontrollgruppe daf-2(e1370) wiesen eine im Vergleich zu WT-Wirmern erhdhte
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Thermotoleranz auf. Dagegen zeigte die LOF-Mutante aass-1(0k926) eine signifikant
verringerte Thermotoleranz. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Thermotoleranz der LOF-Mutanten seu-1(ev572), larp-1(q783, rme-1(b1045), kat-1(tm1037),
mbf-1(gk952), T26C11.4(0k1663) und dpy-8(el30) festgestellt werden (Abb. 7).
Zusammenfassend zeigte sich, dass ein Gen-Knockout der RBPs AASS-1, CYSL-2, ARGK-1,
GST-4 und ZFP-3 die Thermotoleranz in C. elegans beeinflusst.
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Abb. 7: Thermotoleranz von RBP LOF-Mutanten

WT-Wirmer und RBP LOF-Mutanten (n = jeweils 60 Tiere) wurden mittels Hitzeschock (37 °C fur
105 min) gestresst. Daf-2(e1370) LOF-Mutanten wurden als Positivkontrollgruppe verwendet. Die
relative Uberlebensrate (%) der Versuchsgruppen wurde nach zwolf Stunden Regenerationszeit
erhoben. Die Saulen zeigen den Mittelwert aus = drei Replikaten mit SA. Die Signifikanz wurde mithilfe
eines ungepaarten Student’s t-Tests ermittelt: ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001.

4.1.2. Generierung eines cysl-2 RNAi-Plasmids

Neben der dauerhaften Inaktivierung von Genen im Zuge eines Gen-Knockouts (zum Beispiel
durch LOF-Mutationen) existieren noch weitere Methoden, um die Abundanz von RBPs in
C. elegans zu reduzieren. Dazu gehdrt auch die Verfitterung von HT115 Bakterien, die durch
das Einbringen von Plasmiden zur Produktion spezifischer RNAI fahig sind.'® Die meisten
dieser Bakterien konnen direkt einer RNAi Bibliothek entnommen werden.#414 Ein HT115
Stamm, der cysl-2 RNAI produziert, war allerdings nicht vorhanden und wurde deshalb neu

generiert. Zunachst wurden Primer mit Schnittstellen der Restriktionsenzyme Mlul und Notl
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sowie einem Basenilberhang fiir das Gen cysl-2 kreiert. Der mittels PCR amplifizierte cysl-2
DNA-Abschnitt (Insert) wurde nach einer Aufreinigung durch die Restriktionsenzyme Mlul und
Notl verdaut (Abb. 8 A) und danach in den ebenfalls mit Mlul und Notl verdauten Plasmid-
Vektor L4440 (Abb. 8 B) ligiert. Das neu generierte cysl-2 RNAi-Plasmid wurde anschliel3end
zunéachst in chemisch kompetente DH10 Bakterien transformiert. Zur Kontrolle wurde das
Plasmid erneut mittels Miul und Notl aufgeschnitten und die DNA-Fragmente mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt. Wie erwartet fanden sich zwei Banden auf Hohe des cysl-2
Inserts und L4440 Vektors (Abb. 8 C). Eine nachfolgende Sequenzierung bestatigte die
erfolgreiche Klonierung. Das Plasmid wurde schlie3lich aufbereitet und in chemokompetente
HT115 Bakterien transformiert.

A B Cc
i 1 |

DNA- | cysl-2 DNA- | L4440 DNA- | L4440

Marker Marker cysl-2
bp Marker (Insert) bp | (Vektor) bp Y.

10000
8000
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5000
4000
3500
3000

2500
2000

1500

1000

Abb. 8: Generierung eines cysl-2 RNAi-Plasmids

A Gelelektrophorese des aufbereiteten und verdauten Inserts cysl-2 (1034 bp).

B Gelelektrophorese des aufbereiteten und verdauten Vektors L4440 (2790 bp).
C Gelelektrophorese des aufbereiteten und verdauten RNAIi-Vektors L4440 cysl-2.
Als DNA-Marker wurde der GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder verwendet.

4.1.3. Die RNA-Interferenz HIF-regulierter RNA-bindender Proteine bestatigt
deren thermoregulatorische Funktion in Caenorhabditis elegans

Zur Validierung der thermoregulatorischen Funktion der Kandidaten wurden WT-Wirmer auf

RNAi-Platten transferiert, die mit HT115 RNAi-Bakterien besiedelt waren. Als Knockdown-

Kandidaten wurden AASS-1, COL-179 und CYSL-2 ausgewahlt, deren Funktionsverlust

unterschiedliche Auswirkungen auf die Stressresistenz des Fadenwurms hatte (siehe Abb. 7).
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In der Positivkontrollgruppe wurde die Genexpression von DAF-2 herunterreguliert, da die
Futterung mit daf-2 RNAI bekanntermaRen die Thermotoleranz von C. elegans erhoht.>’ Die
Negativkontrollgruppe wurde dagegen mit HT115 EV Bakterien gefuttert, die einen L4440
Leervektor exprimieren. lhre Nachkommen wurden anschlieBend einem Hitzeschock
ausgesetzt.

WT-Wirmer wiesen nach der Futterung mit HT115 cysl-2 und daf-2 RNAi-Bakterien eine
signifikant hdhere Thermotoleranz auf. Dagegen zeigten sie sich nach Fitterung mit
HT115 aass-1 RNAi-Bakterien anfalliger gegenuber Hitzestress. Ein Knockdown des Gens
col-179 hatte dagegen keinen Einfluss auf die Thermotoleranz von C. elegans (Abb. 9). Somit
konnte die unterschiedliche Thermotoleranz verschiedener RBP LOF-Mutanten mittels RNAI

erfolgreich reproduziert werden.

100 - e Abb. 9: Thermotoleranz von WT-Wirmern
90- = nach Fitterung mit HT115 RNAi-Bakterien
—- WT-Wirmer wurden mit HT115 EV Bakterien
é 801 oder mit HT115 aass-1, col-179 und cysl-2
‘E 701 . - - RNAi-Bakterien gefittert. Die Positivkontroll-
5 60 == gruppe wurde mit HT115 daf-2 RNAI-
ﬁ 50 —+= Bakterien ernéhrt. Die Folgegeneration
.g 40 - - (n = jeweils 60 Tiere) wurde anschlieend
2 34 1 mittels Hitzeschock (37 °C fir 105 min)
® gestresst. Die relative Uberlebensrate (%)
E 201 der Versuchsgruppen wurde nach zwolf
104 Stunden Regenerationszeit erhoben. Die
0- T N T N Saulen zeigen den Mittelwert aus drei
(()\ Q_‘év'\ Q_'év> Q_Qv) Q_Q‘vh\ Replikaten mit SA. Die Signifikanz wurde
@"9!\ \;(\g *r,'.\‘q' 8;&3 mithilfe eines ungepaarten Student’s t-Tests

? ® ¢ ermittelt: * = p < 0,05; ** = p < 0,01.

Als Nebenbefund fiel auf, dass die relativen Uberlebensraten der RBP LOF-Mutanten nach
einem Hitzeschock deutlicher geringer ausfielen als die von WT-Wurmern nach Fitterung mit
HT115 RNAi-Bakterien (Tabelle 36).
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Tabelle 36: Vergleich der relativen Uberlebensraten nach Hitzeschock

23 % 53 %
2 0 36 %
15 % 52 %
44 % 62 %
98 % 93 %

4.1.4. Die Wahl des Futterbakteriums beeinflusst die Thermotoleranz von
Caenorhabditis elegans

Die signifikanten Unterschiede in den relativen Uberlebensraten von LOF-Mutanten und WT-
Wirmern nach dem Gen-Knockdown einzelner RBPs kdnnen mdéglicherweise auf den Einsatz
verschiedener Futterbakterien zurlickgefithrt werden. Um diese Hypothese zu untersuchen,
wurden WT-Wirmer mit OP50 oder HT115 EV Bakterien gefittert und ihre Nachkommen
einem Hitzeschock ausgesetzt.

Es zeigte sich, dass WT-Wurmer nach Fitterung mit HT115 EV Bakterien eine hohere
Thermotoleranz aufwiesen als nach Futterung mit OP50 Bakterien (Abb. 10). Somit sind die
héheren relativen Uberlebensraten von WT-Wiirmern nach RNAi Knockdown mindestens
partiell auf den Einsatz verschiedener Futterbakterien zuriickzufihren. Dies kann den

Vergleich der experimentellen Daten erschweren.

Abb. 10: Thermotoleranz von WT-
Wurmern nach OP50 oder HT115 EV Diéat
WT-Wirmer wurden mit OP50 oder
80+ - HT115 EV Bakterien gefiittert. Die Folge-
704 generation (n = jeweils 60 Tiere) wurde
60 ~ anschlielend mittels Hitzeschock (37 °C fir

105 min)  gestresst. Die  relative

- Uberlebensrate (%) der Versuchsgruppen
wurde nach zwdélf Stunden Regenerations-

zeit erhoben. Die Saulen zeigen den

relative Uberlebensrate (%)
3

Mittelwert aus drei Replikaten mit SA. Die
Signifikanz wurde mithilfe eines ungepaarten
T Student’s t-Tests ermittelt: * = p < 0,05.
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4.1.5. Etablierung von OP50(xu363)

Um unter anderem diatbedingte Unterschiede in der Thermotoleranz von LOF-Mutanten und
WT-Wirmern nach Fitterung mit RNAi-Bakterien auszuschlielen, wurde OP50(xu3636) als
neues RNAI Bakterium im Labor etabliert. Es unterscheidet sich von regularen OP50 Bakterien
allein in seiner Fahigkeit, dsRNA aus Plasmiden zu produzieren.’® Da bisher keine
kommerziell erhaltlichen RNAI-Bibliotheken fir OP50(xu3636) Bakterien existieren, wurden
eigene RNAi-Bakterienstamme generiert. Dazu wurden die jeweiligen L4440 RNAI-Plasmide
aus HT115 RNAi-Bakterien extrahiert, aufbereitet und in chemisch kompetente OP50(xu363)
Bakterien transformiert. Die Transformationseffizienz wurde an sur-5::GFP-Wurmern, die
regelhaft GFP exprimieren, ausgetestet. Dazu wurden sur-5::GFP-Wirmer entweder mit
OP50(xu363) EV Bakterien oder OP50(xu363) GFP RNAi-Bakterien geflttert. Die Kontroll-
gruppen wurden dagegen mit HT115 EV Bakterien oder HT115 GFP RNAi-Bakterien gefittert.
Der Effekt auf die Genexpression von GFP in sur-5::GFP-Wirmern wurde anschliel3end
mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops bestimmt.

Sowohl der Verzehr von HT115 als auch OP50(xu363) GFP RNAi-Bakterien fuhrte zur
deutlichen Reduktion der Fluoreszenzsignale in einem Grol3teil der sur-5::GFP-Wirmern (Abb.
11). Vom optischen Eindruck her war dieser Effekt in der HT115 Vergleichsgruppe
moglicherweise ausgepragter. Unabhangig davon konnte die Funktionalitéat von OP50(xu363)

als neues RNAI- Bakterium erfolgreich nachgewiesen werden.

A
OP50(xu363)

o

EV

1000 pym

GFP
RNA

1000 uym
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Abb. 11: GFP-Expression in sur-5::GFP-Wirmern nach Fitterung mit GFP RNAi-Bakterien

Sur-5::GFP-Wurmer wurden entweder mit A OP50(xu363) EV oder OP50(xu363) GFP RNAi-Bakterien
bzw. B HT115 EV oder HT115 GFP RNAi-Bakterien gefittert. Die GFP-Expression wurde nach 60
Stunden mittels Fluoreszenzmikroskopie Uberprift. Die Bilder zeigen jeweils reprasentativ den
Knockdown-Nachweis an einem Tier. Linke Seite: grauer Farbkanal. Rechte Seite: griiner Farbkanal.

Der Versuch wurde insgesamt dreimal durchgefiuhrt.

4.1.6. RNAi-Bakterien beeinflussen unabhangig vom Nahrstoffgehalt die
Thermotoleranz von Caenorhabditis elegans

Neben dem unterschiedlichen Nahrstoffgehalt von OP50 und HT115 Bakterien kénnten auch
andere Einflussfaktoren die Unterschiede in den relativen Uberlebensraten von
LOF-Mutanten und WT-Wirmern nach Futterung mit RNAi-Bakterien bedingen. Um dies
auszuschlieZen, wurden WT-Wirmer mit OP50 oder OP50(xu363) EV Bakterien gefittert und
ihre Nachkommen einem Hitzeschock ausgesetzt.

Es zeigte sich, dass der Verzehr von OP50(xu363) EV Bakterien die Thermotoleranz von
C. elegans signifikant gegentiber dem Verzehr von OP50 Bakterien erhoht (Abb.12).

Somit kénnen die im Vergleich zu LOF-Mutanten hoheren relativen Uberlebensraten von WT-
Wirmern nach RNAI nicht nur auf Unterschiede im Nahrstoffgehalt von HT115 und OP50

Bakterien zurtickgefiihrt werden.
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Abb. 12: Thermotoleranz von WT-
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4.1.7. Effekt von OP50(xu363) RNAi-Bakterien auf die Thermotoleranz von
Caenorhabditis elegans

Durch den Einsatz von OP50(xu363) RNAi-Bakterien lassen sich zumindest didtbedingte
Unterschiede in der Thermotoleranz von LOF-Mutanten und WT-Widrmern nach RNAI
Knockdown ausschlie3en. Deshalb wurden zur weiteren Ergebnisvalidierung WT-Wirmer auf
RNAi-Platten transferiert, die mit OP50(xu363) RNAi-Bakterien besiedelt waren. Als
Knockdown-Kandidaten wurden mit AASS-1, GST-4, ARGK-1 und NEX-1 wiederum HIF-
regulierte RBPs ausgewahlt, deren Funktionsverlust sich unterschiedlich auf die
Thermotoleranz von C. elegans auswirkte (sieche Abb. 7). Die Positivkontrollgruppe wurde mit
OP50(xu363) daf-2 RNAi-Bakterien und die Negativkontrollgruppe mit OP50(xu363) EV
gefittert. Die Nachkommen wurden anschlie3end einem Hitzeschock ausgesetzt.

WT-Wirmer zeigten sich nach Futterung mit OP50(xu363) gst-4 und aass-1 RNAi-Bakterien
sensibler gegeniber Hitzestress. Dagegen hatte die Futterung mit
OP50(xu363) argk-1, nex-1 und daf-2 RNAi-Bakterien keinen signifikanten Einfluss auf ihre
Thermotoleranz (Abb. 13). Damit divergiert die Thermotoleranz der meisten Kandidaten von
der in RBP LOF-Mutanten. Allerdings ist hervorzuheben, dass auch die Positivkontrollgruppe

keine erhohte Thermotoleranz zeigte. Somit sind die Ergebnisse als nicht valide zu werten.
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Abb. 13: Thermotoleranz von WT-
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4.1.8. Effekt eines Funktionsverlusts HIF-regulierter RNA-bindender Proteine
auf die Lebensspanne von Caenorhabditis elegans

Einzelne Genmutationen kdnnen die Lebensspanne von C. elegans beeinflussen. Dies trifft
besonders haufig fiir Gene zu, die an der Vermittlung von Thermotoleranz beteiligt sind.'*® Aus
diesem Grund wurde untersucht, inwieweit die Thermotoleranz von RBP LOF-Mutanten mit
ihrer Lebensspanne korreliert. Als Kandidaten wurden zum einen die LOF-Mutanten
gst-4(0k2358), aass-1(0k926) und cysl-2(0k3516) ausgewahlt, da diese eine im Vergleich zu
WT-Wirmern veranderte Thermotoleranz aufwiesen (siehe Abb. 7). Zum anderen wurde auch
die LOF-Mutante col-179(0k3010) ausgewahlt, da COL-179 eines der ersten Kollagene ist,
das als RBP identifiziert werden konnte. Ihre Lebensspanne wurde jeweils mit der von WT-
Wirmern als auch mit der von besonders langlebigen daf-2(e1370) LOF-Mutanten
verglichen. %8

Zunéchst wurden synchronisierte Tiere nach Erreichen des adulten Entwicklungsstadiums auf
frische FUDR-Platten transferiert. AnschlieBend wurde alle 48 Stunden die relative
Uberlebensrate der Versuchsgruppen erhoben. Die Wiirmer galten dabei definitionsgemanR als
tot, wenn sie nicht mehr auf die Beriihrung ihres nervenreichen Kopfes reagierten. Mit Pilzen
kontaminierte FUDR-Platten sowie verschwundene oder verletzte Tiere wurden aus der
Wertung genommen. Letzteres trat besonders haufig bei cysl-2(0k3516) LOF-Mutanten auf.

So verstarben mehr als ein Drittel von ihnen frihzeitig am Aufplatzen ihrer Haut mit
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nachfolgendem Austreten von Darm- und Gonadenanteilen. Insgesamt mussten rund 34 %

aller Wirmer zensiert werden (Tabelle 37).

256 (71,1 %) 84 (23,3 %) 20 (5,6 %)

261 (72,5 %) 99 (27,5 %) 0 (0,0 %)

250 (69,5 %) 70 (19,4 %) 40 (11,1 %)
135 (37,5 %) 145 (40,3 %) 80 (22,2 %)
225 (62,5 %) 115 (31,9 %) 20 (5,6 %)

301 (83,6 %) 39 (10,8 %) 20 (5,6 %)

In der Auswertung zeigte sich, dass aass-1(0k926) und col-179(0k3010) LOF-Mutanten mit
durchschnittlich achtzehn Tagen genauso lange lebten wie WT-Wirmer. Die gst-4(ok2358)
LOF-Mutante hatte eine um einen Tag kirzere mittlere Lebensdauer, was allerdings
wahrscheinlich auf eine auffallig grofl3e Ergebnisdifferenz in einem der biologischen Replikate
zurtuckgefihrt werden kann. Eine deutliche Reduktion der Lebensspanne auf dreizehn Tage
zeigte hingegen die cysl-2(0k3516) LOF-Mutante. Die Positivkontrollgruppe daf-2(e1370) lebte
wie erwartet mit 42 Tagen deutlich langer als WT-Wirmer (Tabelle 38; Abb. 14). Ein
Funktionsverlust der HIF-regulierten RBPs GST-4, AASS-1 und COL-179 hat demnach keinen
Einfluss auf die Lebensspanne von C. elegans, wahrend eine LOF-Mutation von CYSL-2 diese
verklrzt. Somit zeigte sich keine Korrelation von Lebensspanne und Thermotoleranz in
aass-1(0k926), cysl-2(0k3516) und gst-4(ok2358) LOF-Mutanten. Der Funktionsverlust von
COL-179 wiederum hatte dagegen weder Einfluss auf die Thermotoleranz noch die
Lebensspanne von C. elegans.

Tabelle 38: Mittlere Lebensspanne von Caenorhabditis elegans Stdmmen

Die mittlere Lebensspanne der Versuchsgruppen wurde mithilfe eines Log-Rank-Tests ermittelt.
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Abb. 14: Lebensspanne von RBP LOF-Mutanten

WT-Wirmer und RBP LOF-Mutanten (n = jeweils 120 Tiere) wurden auf FUDR-Platten transferiert.
Daf-2(e1370) LOF-Mutanten wurden als Positivkontrollgruppe verwendet. Das Gesamtiberleben (%)
der Versuchsgruppen wurde alle 48 Stunden erhoben. Kontaminierte, unauffindbare oder verletzte
Wurmer wurden aus der Wertung genommen. Die Kaplan-Meier-Kurven zeigen jeweils eins von drei
Replikaten der LOF-Mutanten A aass-1(0k926), B gst-4(0k2358), C cysl-2(0k3516) und
D col-179(0k3010). Die mittlere Lebensspanne wurde mithilfe eines Log-Rank-Tests ermittelt (siehe
Tabelle 38).
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42. Einfluss der H2S-Donatoren Mesna und Kala namak auf die

Stressresistenz von Caenorhabditis elegans

4.2.1. Die Exposition mit Mesna und Kala namak steigert die Thermotoleranz von
Caenorhabditis elegans

Im Rahmen einer anderen Doktorarbeit konnte mittels Hitzeschock bereits gezeigt werden,
dass die Exposition mit den H.S-Donatoren Kala nhamak und Mesna die Thermotoleranz von
C. elegans erhoht.’®® Die zugrunde liegenden Mechanismen sind allerdings noch unbekannt.
Zunachst wurde untersucht, ob sich der thermoprotektive Effekt beider Substanzen
reproduzieren lasst. Dazu wurden WT-Wirmer auf Mesna- oder Kala namak-Platten
transferiert. Die Positivkontrollgruppen wurden dagegen auf NaHS- und Natriumthiosulfat-
Platten gehalten. Beide Substanzen sind potente H.S-Donatoren, die schon in vielen Studien
zur Wirkung von HS eingesetzt wurden und teilweise bereits klinisch zugelassen sind (unter
anderem zur Behandlung von Zyanid- und CO-Vergiftung sowie Abmilderung der Toxizitat von
Cisplatin).11016% Die Thermotoleranz aller Versuchsgruppen wurde in der Folgegeneration
mittels Hitzeschock erhoben und mit der von nicht exponierten WT-Wirmern verglichen.

Sowohl die mit Mesna oder Kala namak als auch mit NaHS oder Natriumthiosulfat exponierten
WT-Wirmer zeigten sich resistenter gegentber Hitzestress (Abb. 15). Somit konnte der

thermoprotektive Effekt von Mesna und Kala namak erfolgreich reproduziert werden.

Abb. 15: Thermotoleranz von WT-

122_ Wurmern unter Exposition mit Mesna
§ 80.- " oder Kala namak

o *k WT-Wirmer wurden auf Mensa- oder Kala

E 70 o akaal namak-Platten transferiert. Die Positiv-

g 604 —’7 T kontroligruppen  wurden  dagegen  auf

2 50+ T L Natriumthiosulfat- und NaHS-Platten

é 401 l i _|_ Uberfihrt. Die Folgegeneration (n = jeweils

Q 234 T 60 Tiere) wurde anschlieRend mittels

% 20+ Hitzeschock (37 °C fur 105 min) gestresst.

= Die relative Uberlebensrate (%) der

104 Versuchsgruppen wurde nach zwolf Stunden

0- N \l'~ ‘; ; c.; Regenerationszeit erhoben. Die Saulen

\;O ,b&'b \\@‘9‘\ e‘\'\‘@ ‘\,5?“ zeigen den Mittelwert aus sechs Replikaten

,z}‘bo &&\\o (NGM, Kala namak und Mesna) bzw. aus drei

\;’?}{\0 Replikaten (Natriumthiosulfat und NaHS) mit

SA. Die Signifikanz wurde mithilfe eines
ungepaarten Student’s t-Tests ermittelt:

*=p<0,05 ** =p< 0,01, *** = p<0,001
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4.2.2. Generierung einer daf-16(mu86);hif-1(ia4) Loss-of-Function-Mutante

Der thermoprotektive Effekt von Mesna und Kala namak konnte sowohl auf der Freisetzung
von H.S als auch auf der Aktivierung H.S-unabhangiger Stresssignalwege zurtickzufiihren
sein. So wird die Hitzestressantwort im Wurm nicht nur durch den HIF-1 sondern auch durch
den Transkriptionsfaktor DAF-16 reguliert, der bekanntermaRen nicht durch H,S induziert
werden kann 105161162 ym herauszufinden, ob der thermoprotektive Effekt von Mesna und Kala
namak moglicherweise auch von der gemeinsamen Aktivierung des HIF-1 und DAF-16
abhangig ist, wurde die LOF-Mutante daf-16(mu86);hif-1(ia4) generiert. Dazu wurden die LOF-
Mutanten hif-1(ia4) und daf-16(mu86) miteinander gekreuzt. Zunachst wurden mehrere
hif-1(ia4) Hermaphroditen bei 32 °C fir funf Stunden gestresst und unter ihren Nachkommen
Mannchen mit ihrem typischen Phanotyp selektiert. Diese wurden anschlieRend mit mehreren
daf-16(mu86) Hermaphroditen verpaart. Zuletzt wurde in der F2 Generation mithilfe von

Genoytypisierung nach homozygoten Doppelmutationen gesucht.

4.2.3. Der thermoprotektive Effekt von Mesna und Kala namak ist abhangig vom
HIF-1 und/oder DAF-16

Der thermoprotektive Effekt von Mesna und Kala namak hangt wahrscheinlich mit der
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren HIF-1 und/oder DAF-16 zusammen, die beide
malgeblich die Hitzestressantwort im Wurm regulieren. Deshalb wurde der Einfluss beider
Substanzen auf die  Thermotoleranz  von  daf-16(mu86), hif-1(ia4) sowie
daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-Mutanten untersucht. Dazu wurden WT-Wirmer und LOF-
Mutanten zunachst auf Mesna- oder Kala namak-Platten transferiert. Die Folgegeneration
wurden anschlieBend einem Hitzeschock ausgesetzt und ihre Thermotoleranz mit der von
nicht exponierten Tieren verglichen.

Die mit Kala namak exponierten daf-16(mu86) und hif-1(ia4) Versuchsgruppen konnten wegen
mehrfachem Wassereinbruch nicht ausgewertet werden. Daf-16(mu86) und hif-1(ia4) LOF-
Mutanten wiesen weder auf NGM- oder Mesna-Platten eine veranderte Thermotoleranz auf.
Zusatzlich zeigten sich auch in WT-Wirmern kein thermoprotektiver Effekt von Mesna
(Abb. 16 A). Somit sind diese Teilergebnisse als nicht valide zu werten.
Daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-Mutanten wiesen weder unter Standardbedingungen noch unter
Exposition mit Mesna und Kala namak eine veré&nderte Thermotoleranz auf. Der
thermoprotektive Effekt beider Substanzen konnte dagegen in WT-Wurmern erfolgreich
reproduziert werden Abb. 16 B). Somit ist der thermoprotektive Effekt von Mesna und Kala

namak von den Transkriptionsfaktoren HIF-1 und/oder DAF-16 abhéngig.
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Abb. 16: Thermotoleranz von hif-1(ia4), daf-16(mu86) und daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-Mutanten
unter Exposition mit Kala namak und Mesna

WT-Wirmer sowie hif-1(ia4), daf-16(mu86) und daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-Mutanten wurden auf Kala
namak- oder Mesna-Platten transferiert. Die Folgegeneration (n = jeweils 60 Tiere) wurde anschlie3end
mittels Hitzeschock (37 °C fir 105 min) gestresst.

A Relative Uberlebensrate (%) von WT-Wirmern sowie hif-1(ia4) und daf-16(mu86) LOF-Mutanten
unter Exposition mit Mesna nach zwdlf Stunden Regenerationszeit. Die Saulen zeigen den Mittelwert
aus drei Replikaten mit SA.

B Relative Uberlebensrate (%) von WT-Wirmern und daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-Mutanten unter
Exposition mit Kala namak und Mesna nach zwdlf Stunden Regenerationszeit. Die Saulen zeigen den
Mittelwert aus sechs Replikaten mit SA.

Die Signifikanz wurde mithilfe eines ungepaarten Student’s t-Tests ermittelt: * = p < 0,05, *** = p < 0,001.
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4.2.4. Messung intrazellularer H2S-Konzentrationen in Caenorhabditis elegans
Bisher ist unbekannt, inwieweit verschiedene H,S-Donatoren die intrazellulare H»S-
Konzentration in C. elegans beeinflussen. Eine entsprechende Messmethode konnte
allerdings noch nicht im Labor etabliert werden. Deshalb wurde evaluiert, ob sich H:S-
Konzentrationen in WT-Wirmern mittels konventioneller H,S-Teststreifen bestimmen lassen.
Zunachst wurde eine ungefahr gleich groBe Anzahl an WT-Wurmeiern auf Mesnha-, Kala
namak-, Natriumthiosulfat- und NaHS-Platten transferiert. Die Vergleichsgruppe wurde
dagegen auf regularen NGM-Platten herangezogen. Nachdem die Tiere ausgewachsen
waren, wurden sie lysiert. Uber den Proben wurde anschlieBend jeweils ein H,S-Teststreifen
angebracht. Dieser verfarbt sich bei Reaktion mit H.S schwarzlich. Die Wurmlysate wurden
schliellich bei 95 °C fur drei Stunden erhitzt.

In der Auswertung zeigte sich auf keinem der H,S-Teststreifen eine schwarzliche Verfarbung
(Abb. 17). Damit scheint die Methode nicht geeignet zu sein, um Unterschiede in der

intrazellularen H,S-Konzetration von C. elegans Stdmmen zu detektieren.

Natrium-
NGM Mesna Kala namak thiosulfat NaHS

a)esA|WINAA-LA

Abb. 17: H2S-Messung in WT-Wurmlysaten mittels konventioneller H2S-Teststreifen

WT-Wurmeier (n = jeweils 1000 Tiere) wurden auf NGM-, Mesna-, Kala namak-, Natriumthiosulfat- oder
NaHS-Platten transferiert. Nach 60 Stunden wurden die adulten Wiirmer lysiert und anschlie3end erhitzt
(95 °C). Die Hohe der H2S-Konzentration in den Proben wurde nach drei Stunden anhand der
Verfarbung eines konventionellen H2S-Detektionspapiers bestimmt. Die Bilder zeigen jeweils einen von

drei H2S-Teststreifen. Der Versuch wurde insgesamt dreimal durchgefuhrt.

Die fehlgeschlagene H,S-Detektion kénnte mdglicherweise mit dem Versuchsaufbau oder der
Sensitivitat der H.S-Teststreifen zusammenhangen. Deshalb wurde als Nachstes ausgetestet,
ob diese sich Uber Reinkonzentraten von Mesna (1,2 mmol/L), Kala namak (51,3 umol/L),
Natriumthiosulfat oder NaHS (jeweils 50 pmol/L) verfarben. Wie beim vorherigen
Versuchsaufbau wurde uber den Proben jeweils ein H.S-Teststreifen angebracht, bevor sie

bei 95 °C fiur drei Stunden erhitzt wurden.
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Uber dem Kala namak Reinkonzentrat trat eine deutliche, schwarzliche Verfarbung auf.
Dagegen zeigten sich die restlichen H,S-Teststreifen immer noch unverédndert (Abb. 18 A).
Deshalb wurde der Versuch noch einmal mit deutlich hoheren Konzentrationen von
Natriumthiosulfat wiederholt (10 mmol/L, 30 mmol/L, 70 mmol/L und 100 mmol/L). Am Ende
zeigte auch hier keiner der H,S-Teststreifen eine Verfarbung (Abb. 18 B).

A Natrium-
Mesna Kala namak thiosulfat NaHS
Wasser (1,2 mmol/L) (51,3 pmol/L) (50 pmol/L) (50 pmol/L)

ajeljuazuoyuIvy
-10}eU0-S°H

Wasser 10 mmol/L 30 mmol/L 70 mmol/L 100 mmol/L

jenuazuouley
-jejinsolyjuntieN

Abb. 18: H:S-Messung in Reinkonzentraten verschiedener H2S-Donatoren mittels
konventioneller H2S-Teststreifen

A Reinkonzentrate von Mesna (1,2 mmol/L), Kala namak (51,3 umol/L), Natriumthiosulfat und NaHS
(50 pmol/L) sowie B Reinkonzentrate von Natriumthiosulfat (10 mmol/L, 30 mmol/L, 70 mmol/L und 100
mmol/L) wurden erhitzt (95 °C). Die Hohe der H.S-Konzentration in den Proben wurde nach drei
Stunden anhand der Verfarbung eines konventionellen H2S-Detektionspapiers bestimmt. Die Bilder
zeigen jeweils einen von drei H2S-Teststreifen. Die Versuche wurden insgesamt dreimal durchgefuhrt.

4.2.5. Etablierung einer Methode zur Messung der endogenen H2S-Produktion in
Caenorhabditis elegans

Tierexperimentelle Studien in héheren Organismen deuten darauf hin, dass die endogene

H.S-Produktion speziesuibergreifend durch eine Exposition mit H.S-Donatoren beeinflusst

werden kann.'®3-1¢¢ E{ir deren Quantifizierung wurde bereits eine einfache und kostenguinstige

Messmethode in C. elegans entwickelt.’®” Um diese im Labor zu etablieren, wurde der

Grundsatzversuch der Ursprungspublikation nachgestellt.
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Zunachst wurden WT-Wurmer und eat-2(ad1116) LOF-Mutanten, die durch einen Defekt im
Pharynx langsamer Nahrung aufnehmen, synchronisiert. AnschlieBend wurde eine in etwa
gleich grofRe Population beider Stamme lysiert. Den Proben wurden zusatzlich die Substrate
der H,S-produzierenden Enzyme CBS und CSE, L-Cystein und dessen Cofaktor PLP,
beigefugt. Als H,S-Detektionspapier wurde ein in Blei(ll)-Acetat getunktes Blotting-Papier Uber
den Wurmlysaten angebracht: Blei(ll)-Acetat reagiert mit H.S unter Bildung von schwarzem
Bleisulfid. Die Proben wurden schlie3lich bei 37 °C fur zwei Stunden inkubiert.

Das H>S-Detektionspapier verfarbte sich tber den Lysaten von eat-2(ad1116) LOF-Mutanten
starker als Uber den WT-Wurmlysaten (Abb. 19 A). Diese Beobachtung konnte durch eine
Quantifizierung der verfarbten Bereiche verifiziert werden (Abb. 19 B). Daraus lasst sich
schlieRen, dass die endogene H.S-Produktion in eat-2(ad1116) LOF-Mutanten héher ist als in
WT-Wurmer. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Ursprungspublikation. Somit konnte die

Funktionalitat der neuen Messmethode erfolgreich gezeigt werden.

A B
35000 - -
eat-2(ad1116)
WT-Wirmer LOF-Mutanten 30000 1
25000 -
20000 -

15000 1

10000 1

Farbdichte (Ig(1/Remission))

5000 -

Abb. 19: Endogene H2S-Produktion von WT-Wirmern und eat-2(ad1116) LOF-Mutanten

Eier von WT-Wirmern und eat-2(ad1116) LOF-Mutanten (n = jeweils 1000 Tiere) wurden auf NGM-
Platten transferiert. Nach 60 Stunden wurden die adulten Tiere lysiert und zusammen mit 10 mmol/L
L-Cystein und 6 mmol/L PLP erhitzt (37 °C).

A Die Hohe der H2S-Konzentration in den Proben wurde nach zwei Stunden anhand der Verfarbung
eines in Blei(ll)-Acetat getauchten Blotting-Papiers bestimmt.

B Bestimmung der Farbdichte (Ig(1/Remission) der H2S-Teststreifen aus A mittels ImageJ. Die S&aulen
zeigen den Mittelwert aus drei Replikaten mit SA. Die Signifikanz wurde mithilfe eines ungepaarten

Student’s t-Tests ermittelt: ** = p < 0,01.
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4.2.6. Einfluss von Mesna und Kala namak auf die endogene H2S-Produktion in
Caenorhabditis elegans

Die neu etablierte Messmethode wurde dazu verwendet, den Einfluss von Mesna und Kala
namak auf die endogene H,S-Produktion in WT-Wirmern und daf-16(mu86);hif-1(ia4)
LOF-Mutanten miteinander zu vergleichen. Dazu wurden beide Wurmstdmme auf Mesna- und
Kala namak-Platten transferiert. Eine in etwa gleich grofl3e, synchronisierte Population ihrer
Nachkommen wurde anschlielRend lysiert. In der Vergleichsgruppe wurde ebenso mit nicht
exponierten Wirmern verfahren. Den Proben wurde anschlieBend L-Cystein und PLP
zugegeben bevor sie bei 37 °C fur zwei Stunden inkubiert wurden. Als H,S-Detektionspapier
wurde wiederum ein in Blei(ll)-Acetat getunktes Blotting-Papier Uber den Wurmlysaten
angebracht.

Uber den H,S-Teststreifen von mit Mesna oder Kala namak exponierten Lysaten von WT-
Wirmern und daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-Mutanten traten jeweils weniger schwaérzliche
Verfarbungen auf, als Gber denen von unbehandelten Tieren. DarUber hinaus wiesen die H,S-
Teststreifen unter Standardbedingungen tber daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-Mutanten weniger
Verfarbungen auf als tber WT-Wirmern. Dagegen zeigten sich divergierende Ergebnisse
beim Vergleich der Verfarbungen tber mit Mesna oder Kala namak exponierten WT-Wirmern
und daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-Mutanten (Abb. 20 A-D). Damit scheint sowohl die Expaosition
mit Mesha oder Kala nhamak als auch ein Funktionsverlust der Transkriptionsfaktoren HIF-1

und/oder DAF-16 die endogene H,S-Produktion in C. elegans zu beeinflussen.
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Abb. 20: Endogene H2S-Produktion von WT-Wirmern und daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-Mutanten
unter Exposition mit Kala namak und Mesna

Eier von WT-Wirmern und daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-Mutanten (n = jeweils 1000) wurden auf NGM-
Kala namak- oder Mesna-Platten transferiert. Nach 60 Stunden wurden die adulten Tiere lysiert und
zusammen mit 10 mmol/L L-Cystein und 6 mmol/L PLP erhitzt (37 °C).

A / C Die Hohe der H2S-Konzentration in den Proben wurde nach zwei Stunden anhand der Verfarbung
eines in Blei(ll)-Acetat getauchten Blotting-Papiers bestimmt.

B / D Bestimmung der Farbdichte (Ig(1/Remission) der Hz:S-Teststreifen mittels ImageJ. Die Saulen
zeigen den Mittelwert aus drei Replikaten mit SA. Die Signifikanz wurde mithilfe eines ungepaarten
Student’s t-Tests ermittelt: * = p < 0,05, ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001.
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5. Diskussion

5.1. Einfluss HIF-regulierter RNA-bindender Proteine auf die Stressresistenz

von Caenorhabditis elegans

5.1.1. Methodische Fehlerquellen des Hitzeschocks

Beim Hitzeschock wird die hohe Sensibilitdit von C. elegans gegenlUber Temperatur-
unterschieden dazu genutzt, den Einfluss von Stress auf Physiologie, Verhalten, Fertilitat und
Uberleben im Wurm, und damit indirekt auch in hoheren Organismen, zu untersuchen. Es
existieren allerdings verschiedene Versuchsprotokolle, die sich in der Auswahl von
Temperatur, Expositionsdauer, Wurm-Entwicklungsstadium und Versuchsmedium (darunter
temperierte Fliissigkultur/Agarplatte/Inkubator/Wasserbad) unterscheiden.'®® Daraus ergeben
sich mogliche methodische Fehlerquellen, die im Folgenden diskutiert werden.

Jede Form von au3erplanmafiiger Stressexposition kann bekanntermalf3en zur Aktivierung von
Stresssignalwegen und damit zu einer temporar verdnderten Stressresistenz in C. elegans
fuhren.'®® Der groRBe Nachteil im Einsatz von temperierten Flussigkulturen oder Agarplatten
liegt darin, dass den Tieren zwischen Transfer und Hitzeexposition keine Erholungszeit bleibt.
Doch auch Inkubatoren sind sehr anféallig fur Messfehler, da diese aufgrund ihrer
Funktionsweise haufig einen Temperaturgradienten (von oben nach unten / vorne nach hinten)
besitzen und/oder beim Offnen der Gerate unvermeidbar Hitze verloren geht.'®® Deshalb
wurde im Rahmen dieser Arbeit ein temperiertes Wasserbad zur Exposition von Hitzestress
verwendet. Weitere Vorteile sind dessen einfache und kostenglnstige Anwendung, sowie eine
hohe Retest-Reliabilitat. Allerdings existieren auch hier mdgliche Stdrfaktoren. So heizt sich
das Wasserbad, abhangig von der Umgebungstemperatur, selbststandig intermittierend auf.
Es ist deshalb nicht auszuschlieBen, dass einige Tiere wahrend dem Hitzeschock
unterschiedlich hohen Temperaturen ausgesetzt werden. Dieses Risiko lief3e sich in Zukunft
vermeiden, indem das Wasserbad nach dem Aufheizen ausgeschaltet wird. Zwar verringert
sich dadurch langsam die Wassertemperatur, diese ware dafir aber in allen
Versuchsreplikaten weitestgehend konstant. Eine weitere, mdgliche Schwachstelle von
Wasserbadern liegt darin, dass die Agarplatten wegen ihrem Auftrieb mit mehreren Gewichten
am Boden, unter dem die Heizstabe liegen, fixiert werden missen. Durch ein unginstig
platziertes Gewicht konnten deshalb einige Wirmer wiederum unterschiedlichen
Temperaturen ausgesetzt worden sein. Der Einsatz eines groRen, wasserbadumfangenden
Gewichtseinsatzes konnte in Zukunft dieses Risiko minimieren.

Unabhangig vom Versuchsprotokoll liegt eine groRe methodische Schwachstelle in der

Auswertung des Hitzeschocks. So ist die Bewertung, ob ein Wurm tot oder nur temporar durch
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den Hitzestress paralysiert ist, nicht immer eindeutig und bleibt damit am Ende
untersucherabhéngig. Die Auswertungsobjektivitat lieRe sich moglicherweise durch eine
verlangerte Erholungszeit der Wirmer nach Hitzeexposition erhdhen. Alternativ existieren
bereits Konstruktionen, die die Bewegung der Wirmer Uber einen definierten Zeitraum
kontinuierlich detektieren kénnen.'®© Wenn auch noch nicht kommerziell verfligbar, kdnnte
eine solche Vorrichtung die Auswertung des Hitzeschocks weitestgehend objektivieren. Die
»,Caenorhabditis elegans Lifespan Machine“ konnte nach Abschluss dieser Arbeit erfolgreich

im Nephrolab etabliert werden.

5.1.2. HIF-regulierte RNA-bindende Proteine beeinflussen die Thermotoleranz
von Caenorhabditis elegans
Das Genom des Modellorganismus C. elegans beinhaltet viele Orthologe renaler Proteine und
eignet sich deshalb zum Studium der Nephroprotektion.3223 Als dessen Marker wurde die
Thermotoleranz gewahlt, da diese im Wurm primar durch den Transkriptionsfaktor HIF-1
reguliert wird.}’* Dieser wird nicht nur bei Hitzestress, sondern unter anderem auch beim
Auftreten einer Gewebehypoxie induziert und weist damit Parallelen zur Signaltransduktion im
Menschen auf.!’? Darlber hinaus ist er als zentraler Regulator der Nephroprotektion
bekannt.?® In einem ersten Screening wurde der Einfluss eines Funktionsverlusts von vierzehn
HIF-regulierten RBPs, die in einer in silico Analyse als potenzielle Kandidaten der
Nephroprotektion identifiziert werden konnten, auf die Thermotoleranz von C. elegans
untersucht. In finf Kandidaten (aass-1(0k926), cysl-2(0k3516), argk-1(0k2973), gst-4(0k2358)
und zfp-3(gk3165) LOF-Mutanten) zeigten sich dabei signifikante Unterschiede. Im Folgenden

werden die dafur mdglichen Ursachen fur jeden Kandidaten diskutiert.

Aass-1(0k926) LOF-Mutanten weisen einen Funktionsverlust des RBP AASS-1 auf, einem
Ortholog der humanen a-Aminoadipinsaure-Semialdehyd-Synthase.'’® Als Schlisselenzym
des Saccharopin-Signalwegs ist diese mal3geblich am Abbau der Aminosdure Lysin in
hepatischen Mitochondrien beteiligt. In Folge einer LOF-Mutation kommt es deshalb in
hoheren Organismen zur Stoffwechselerkrankung Hyperlysinamie, mit charakteristischer
Vermehrung der Lysin-Konzentration im Blutplasma und Zerebrospinalfliissigkeit.1’*

In C. elegans zeigten sich aass-1(0k926) LOF-Mutanten deutlich anfélliger gegeniber
Hitzestress. Dies konnte moglicherweise mit der signifikanten Akkumulation von Saccharopin,
einem Zwischenprodukt des Lysin-Abbaus, zusammenhéngen. Der Metabolit stort
bekanntermafRen den Ablauf der Atmungskette und fuhrt dadurch zur Ausbildung einer
mitochondrialen Dysfunktion im Wurm.1"317 Die ,Zellkraftwerke“ sind speziestbergreifend in
die zellulare Stressantwort eingebunden. Zum einen stellen sie (dber oxidative

Phosphorylierung und Glykolyse sicher, dass fir zellulare Adaptionsprozesse ausreichend
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Energie zur Verfliigung steht. Zum anderen steuern sie lUber die Ausschittung verschiedener
Hormone, die auch Mitokine genannt werden, die zellulare Plastizitat.2’® Die erniedrigte
Thermotoleranz von aass-1(0k926) LOF-Mutanten kdnnte somit mdglicherweise auf ihre
mitochondriale Dysfunktion zuriickzufiihren sein. Dagegen spricht wiederum, dass es gerade
bei Mutationen von mitochondrialen Fusionsgenen, wie beispielsweise eat-3 und fzo-1, zur
Aktivierung verschiedener Stresssignalwege (darunter dem Hypoxie-Signalweg) in C. elegans
kommt. So zeigten eat-3(tm1107) und fzo-1(tm1133) LOF-Mutanten eine im Vergleich zu WT-
Wiurmern erhdhte Resistenz gegentuber thermalem und oxidativem Stress. Interessanterweise
war ihre Resistenz gegeniber hypoxischem und osmotischem Stress gleichzeitig erniedrigt.*’”
Ein Erklarungsansatz hierfur lautet, dass Zellen aufgrund limitierter Ressourcen nur uber
eingeschrankte Adaptionsmechanismen verfiigen konnten.'’” Zusammenfassend kann die
erniedrigte  Thermotoleranz von aass-1(0k926) LOF-Mutanten nicht eindeutig mit dem
Vorhandensein einer mitochondrialen Dysfunktion erklart werden. Méglicherweise besitzt
AASS-1 weitere enzymatische Funktionen oder ist in Stresssignalwegen involviert, die bisher
nicht bekannt sind. Des Weiteren ist Giber dessen Funktion als RBP bisher nur wenig bekannt,
da es erst vor kurzem als solches identifiziert werden konnte. AASS-1 zeigte im RBPom von
vhl-1(ok161) LOF-Mutanten, mit dauerhaft erhdhter HIF-Aktivitat, ein verstarktes RNA-
Bindeverhalten.®®* Somit kénnte die erniedrigte Thermotoleranz von aass-1(0k926) LOF-
Mutanten moglicherweise auch mit der gestorten Interaktion von AASS-1 mit dessen RNA-

Targets zusammenhangen.

Argk-1(0k2973) LOF-Mutanten besitzen einen Funktionsverlust des RBP Argininkinase 1
(ARGK-1), einem Ortholog der humanen Creatin-Kinase (CK) vom Mitochondrientyp.'’® Diese
katalysiert in den Mitochondrien die Ubertragung einer Phosphatgruppe von Kreatinphosphat
auf Adenosindiphosphat unter Entstehung des universalen Energietragers ATP.1"® Weitere
Isoenzyme werden in Skelettmuskulatur, Myokard und Gehirn gebildet.'® Die Funktionalitét
der CK vom Mitochondrientyp ist insbesondere fur die Energieversorgung
mitochondrienreicher Gewebe wie dem Herzen oder dem Gehirn entscheidend. So ist
bekannt, dass ihre Konzentrationsminderung zur Ausbildung neurodegenerativer
Erkrankungen sowie verschiedener Kardiomyopathien beitragt. 181182

In C. elegans zeigten argk-1(0k2973) LOF-Mutanten eine im Vergleich zu WT-Wirmern
erhdhte Thermotoleranz. Dieser Effekt kénnte mdglicherweise auf eine Stérung der
mitochondrialen Funktion zurtickzufihren sein. So wiesen die thermotoleranten LOF-Mutanten
eat-3(tm1107) und fzo-1(tm1133), in denen die Fusionsfahigkeit von Mitochondrien gestort ist,
ebenfalls eine Abnahme ihrer Energiereserven auf. lhre erhdhte Stressresistenz basiert dabei
zum einen auf der zellularen Reaktion auf fehlgefaltete Proteine im endoplasmatischen
Retikulum (UPR), zum anderen auf der Aktivierung und Translokation der

Transkriptionsfaktoren Skinhead-Protein 1 (SKN-1), DAF-16 und HIF-1, die jeweils
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verschiedene Stresssignalwege regulieren.’”” Im RBPom von vhl-1(ok161) LOF-Mutanten
zeigte sich ARGK-1 indessen nicht erhoht.®® Somit hangt die erhéhte Thermotoleranz von
argk-1(ok2973) LOF-Mutanten wahrscheinlich nicht mit der RBP-RNA-Interaktion zusammen.
Stattdessen ist die Aktivierung verschiedener Stresssignalwege (inklusive dem Hypoxie-

Signalweg) eine wahrscheinlichere Hypothese.

Gst-4(0k2358) LOF-Mutanten weisen einen Funktionsverlust des RBP Glutathion-S-
Transferase 4 (GST-4) auf, einem Ortholog der humanen hamatopoetischen Prostaglandin D
Synthase (HPGDS).'® HPGDS wird vor allem in antigenprasentierenden Zellen, Mastzellen
und THx-Zellen, einer Untergruppe der T-Helfer-Zellen, exprimiert und ist in die Regulation
inflammatorischer Prozesse involviert.18418° Das bifunktionale Enzym katalysiert zum einen die
Konversion von Prostaglandin H,, einem Zwischenprodukt der Prostaglandin-Synthese, zu
Prostaglandin D, in peripherem Gewebe.'®® Prostaglandin D, wird vor allem bei
Allergenkontakt massiv freigesetzt und induziert eine Vasodilatation, Bronchokonstriktion und
Rekrutierung weiterer Immunzellen.*®” Zum anderen katalysiert HPGDS die Bindung des
Antioxidans Glutathion an elektrophile Xenobiotika und potenziell toxischer Metabolite.8
Dazu gehoren insbesondere ROS, eine Gruppe hochreaktiver chemischer Verbindungen
(darunter Hyperoxid-Anionen (O-"), Hydroxyl-Radikale (HO-) und Wasserstoffperoxid (H20.)),
die unter anderem als Nebenprodukte bei der Zellatmung entstehen.'® So konnte bereits
gezeigt werden, dass die Akkumulation von ROS zur Aktivierung von HPGDS beitragt.18°
Durch seine zentralen Funktionen in der Immunmodulation ist HPGDS in den letzten Jahren
immer weiter in den Fokus der Wissenschaft geriickt. So wird derzeit tGiber den Einsatz von
spezifischen HPGDS-Inhibitoren in der Therapie von allergischen Entziindungsreaktionen,
genetisch  bedingten  Muskeldystrophien, neurodegenerativen  Erkrankungen und
Ruckenmarksverletzungen diskutiert.190-193
In C. elegans zeigten gst-4(0k2358) LOF-Mutanten eine im Vergleich zu WT-Wirmern erhéhte
Thermotoleranz. Dieser Effekt ist dabei unabhangig von der Konzentration an Prostaglandin
D2 im Wurm, da GST-4 bekanntermaRen nicht an dessen Synthese beteiligt ist.1%* Stattdessen
konnte ihre gesteigerte Hitzestressresistenz moglicherweise mit der Akkumulation von ROS
zusammenhangen.®> Wahrend der Metabolit in niedriger Konzentration zur Aufrechterhaltung
der zellularen Homdostase beitragt, fuhrt er in hoherer Konzentration zur Zellschadigung in
Form von oxidativem Stress.1% Als Reaktion kommt es in C. elegans zum einen zur Reduktion
der Insulin/IGF-1 Signalkaskade, zum anderen zur direkten Aktivierung von spezifischen
Proteinkinasen, der UPR, der Apoptose-Signalgebung sowie der Transkriptionsfaktoren
Nuklearfaktor 2 (Nrfz) und HIF-1, die jeweils verschiedene Stresssignalwege regulieren.188.197-
199 Dazu passend konnte bereits gezeigt werden, dass ein moderater Anstieg der
intrazellularen ROS-Konzentration sowohl die oxidative als auch thermale Stressresistenz von
C. elegans positiv beeinflussen kann.2°021 GST-4 zeigte sich indes im RBPom von
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vhl-1(ok161) LOF-Mutanten nicht erhdht und wies somit kein verandertes RNA-Bindeverhalten
auf.®® Dementsprechend hangt die erhéhte Thermotoleranz von gst-4(ok2358) LOF-Mutanten
am ehesten mit der Aktivierung verschiedener Stresssignalwege (darunter dem Hypoxie-

Signalweg) zusammen.

Cysl-2(0k3516) LOF-Mutanten besitzen einen Funktionsverlust des RBP CYSL-2, einem
Ortholog der humanen CBS.'% Diese wird vor allem in Leber, Gehirn, Niere und Pankreas
exprimiert und ist dort maRgeblich am Stoffwechsel der Aminoséaure L-Cystein beteiligt.?%? So
katalysiert CBS kontinuierlich die Konversion der Aminosauren L-Serin und L-Homocystein zu
Wasser und dem Metaboliten L-Cystathionin. Dieser wird anschlieBend durch die CSE zu
L-Cystein und a-Ketobutyrat, einem Zwischenprodukt des Citratzyklus, umgewandelt.?2%® Im
Rahmen einer Hypoxie oder bei hohen intrazellularen Konzentrationen von L-Cystein
katalysiert CBS dagegen primar alternative Stoffwechselvorgdnge unter Anfall des
zytoprotektiven Gasotransmitters H>S. Am bedeutendsten (verantwortlich fur 95 % der H,S-
Produktion durch CBS) gilt dabei die partielle Verdrangung von L-Serin durch L-Cystein als
Substrat von CBS.204205 |nsgesamt ist das Enzym fir 30 — 46 % der endogenen H,S-
Produktion verantwortlich und Ubertrifft damit deutlich den Anteil der anderen H,S-
produzierenden Enzyme im Menschen.?%® Ein CBS-Mangel ist insbesondere mit der seltenen,
autosomal-rezessiven Erbkrankheit Homocystinurie vergesellschaftet. Dabei kommt es bei
Betroffenen in unterschiedlicher Ausprdgung zu Linsendislokationen, Kurzsichtigkeit,
Entwicklungsverzdgerungen mit teilweiser Intelligenzminderung sowie einem Auftreten von
Skelettanomalien  (adhnlich dem  Marfan-Syndrom) und/oder thromboembolischen
Ereignissen.?®” Unabhangig davon gilt eine Homocysteinamie als bedeutender Risikofaktor flr
das Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen, darunter koronaner Herzkrankheit, tiefer
Venenthrombose oder Schlaganfall.2%2%° Die pharmakologische Inhibierung von CBS birgt
allerdings auch klinische Anwendungsmdglichkeiten. So ist bekannt, dass CBS bei
Tumorerkrankungen, insbesondere beim kolorektalen, Ovarial-, Prostata- oder
Mammakarzinom, als auch bei Trisomie 21 (,Down-Syndrom*“) vermehrt exprimiert wird. 2°
Die nachfolgend gesteigerte H.S-Produktion wird bei Tumoren mit einem Anstieg der
Widerstandsfahigkeit gegenliber antineoplastischen Wirkstoffen oder dem Immunsystem und
bei Trisomie 21 mit einem frihzeitigen Auftreten von Neurotoxizitat und -degeneration
assoziiert. 1213 Die Diskrepanz beruht dabei auf einer biphasischen Dosis-Wirkung-
Beziehung von H2S: mild erhéhte Konzentrationen sind zytoprotektiv, niedrige oder stark
erhohte Konzentrationen dagegen zytotoxisch.?!?
In C. elegans zeigten cysl-2(0k3516) LOF-Mutanten eine im Vergleich zu WT-Wirmern
erhohte Thermotoleranz. Dieses Ergebnis Uberrascht zunéchst, fihrt ein Funktionsverlust von
CYSL-2 doch bekanntermaRen zur Abnahme der endogenen H,S-Produktion.l®® Der
Gasotransmitter ist ein direkter Aktivator des HIF-1 im Wurm und induziert damit indirekt auch
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dessen Hitzestressantwort.1% Des Weiteren stellt er ein potentes Reduktionsmittel dar und ist
somit zentral am Abbau toxischer Metabolite beteiligt, die beim Hitzestress vermehrt
anfallen.?824 Dementsprechend ware zu erwarten gewesen, dass cysl-2(0k3516) LOF-
Mutanten anfélliger gegenuber Hitzestress sind. Allerdings konnte bereits gezeigt werden,
dass ihre endogene H.S-Produktion lediglich um 13 % reduziert ist. Als Ursache wird eine
Kompensation durch weitere CBS Orthologe (CYSL-1, CYSL-3, CYSL-4, CBS-1 und CBS-2)
im Wurm diskutiert.2® Weiterhin ist CYSL-2 am Abbau von Toxinen beteiligt, die
beispielsweise beim Verzehr pathogener Bakterien aufgenommen werden.?* |hr bekanntester
Vertreter ist die hochgiftige Substanz HCN, die mechanistisch die mitochondriale
Atmungskette im Wurm inhibiert. Im Rahmen der Immunantwort kommt es daraufhin zur
Aktivierung des HIF-1, der nachfolgend die Genexpression zytoprotektiver Proteine induziert.
Dazu gehort auch die CYSL-2, die im Rahmen des HCN-Assimilationssignalwegs den ersten
Schritt in der Detoxifikation von HCN katalysiert.1%¢ Daneben gibt es erste Hinweise darauf,
dass die CYSL-2 auch unabhangig vom HIF-1 an der Abwehr weiterer Toxine beteiligt sein
konnte.?*> Mdglicherweise induzieren diese ebenfalls die Aktivierung von Stresssignalwegen
im Wurm. Da die verwendeten Agarplatten aber jeweils mit frisch angesetzten
Bakterienkulturen beimpft wurden, kann eine Kontamination mit pathogenen Keimen
ausgeschlossen werden. CYSL-2 zeigte sich indes im RBPom von vhl-1(ok161) LOF-
Mutanten nicht erh6ht, sodass auch ein verandertes RNA-Bindeverhalten als Ursache der
erhdhten Thermotoleranz von cysl-2(0k3516) LOF-Mutanten ausgeschlossen werden kann.
Moglicherweise konnte die Beteiligung von CYSL-2 an der Entwicklung und
Reproduktionsfahigkeit des Fadenwurms eine Erklarung liefern. So konnte bereits gezeigt
werden, dass cysl-2(0k3516) LOF-Mutanten einen schmaleren Kdérper besitzen und weniger
Nachkommen generieren.1 Es lasst sich deshalb spekulieren, dass die dadurch eingesparten
Ressourcen in C. elegans mdglicherweise zur Anpassung an veranderte Umweltbedingungen

beitragen.

Zfp-3(gk3165) LOF-Mutanten weisen einen Funktionsverlust des RBPs Zinkfingerprotein 3
(ZFP-3) auf, einem Transkriptionsfaktor aus der Gruppe der C;H.-Zinkfingerproteine.?*® Eine
Annotation mit dem menschlichen Genom findet sich in der Literatur bisher nicht, da das
ZFP-3 bisher ausschlieB3lich im pflanzlichen Modellorganismus Arabidopsis thaliana
charakterisiert wurde. Dort ist es maf3geblich fur die Widerstandsfahigkeit gegentiber hohen
Natriumchlorid-Konzentrationen oder osmotischem Stress verantwortlich.?!” Im Menschen
codieren mindestens 652 Gene fir Mitglieder der C,H-Zinkfingerproteine.?'® Diese besitzen
als gemeinsames Merkmal eine Zinkfingerdoméne, bei der ein Zinkion koordinativ an das
Protein gebunden ist. Die so entstehende Schleife ermdglicht die Bindung an DNA, RNA oder
ahnlichen Strukturen.?'® Als Transkriptionsfaktoren sind Zinkfingerproteine an vielen zellularen
Prozessen wie Transkription, Signaltransduktion und proteosomaler Degradation beteiligt.?2°
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Darliber hinaus sind sie maRRgeblich in die Karzinogenese und Metastasierung verschiedener
Tumorentitdten involviert. Sie konnen dabei sowohl als Onkoprotein und/oder als
Tumorsuppressor fungieren. So werden sie unter anderem beim Mammakarzinom,
Magenkarzinom und Melanom vermehrt, dagegen beim Prostata-, Lungen-, und
Kolonkarzinom vermindert exprimiert. Weitere Vertreter der Zinkfingerproteine sind mit der
Entstehung von neurodegenerativen Erkrankungen, Diabetes mellitus, angeborenen
Herzfehlern sowie Autoimmunerkrankungen wie Psoriasis assoziiert.??9

In C. elegans zeigten zfp-3(gk3165) LOF-Mutanten eine im Vergleich zu WT-Wirmern deutlich
erhohte Thermotoleranz. Dies erscheint kontraintuitiv, ist der Transkriptionsfaktor in anderen
Organismen doch zentral an der Vermittlung zellul&rer Stressresistenz involviert. Im RBPom
von vhil-1(ok161) LOF-Mutanten zeigte das ZFP-3 indes ein gesteigertes RNA-Bindeverhalten.
Eine hohe Aktivitat des HIF-1, wie beispielsweise beim Hitzestress, fuhrt also zur Induktion
des C;H»-Zinkfingerproteins inklusive dessen nachgeschalteter Signalkaskade. Es lasst sich
nur spekulieren, dass die Storung dieser Signalwege mdglicherweise Ressourcen einspart,

die stattdessen der Hitzestressantwort in C. elegans zugutekommen.

Zusammenfassend kénnen die thermoprotektiven Effekte der meisten Kandidaten potenziell
auf eine Anderung der HIF-Aktivitit oder -Signalkaskade zurtickgefiihrt werden. Die
Ergebnisse kdnnen somit als erster Hinweis auf eine mogliche Rolle dieser RBPs in der
Nephroprotektion gewertet werden. Zur weiteren Evaluation sollte ihr zytoprotektives Potential

als Nachstes in komplexeren Modellorganismen erforscht werden.

5.1.3. RNA-Interferenz als Validierungsmethode

Wie bereits diskutiert existieren beim Hitzeschock methodische Fehlerquellen, die zur
Verzerrung der Versuchsergebnisse filhren kdnnen. Zur Validierung wurden deshalb
untersucht, ob diese sich mittels Vektor-basierter RNAI reproduzieren lassen. Statt dem
regular verwendeten Futterbakterium OP50 wurden dazu WT-Wirmer mit HT115 Bakterien
gefittert, die spezifisch die Expressionsrate einzelner Gene im Wurm herunterregulieren.??!
Exemplarisch wurden mit aass-1 und cysl-2 zwei Kandidatengene ausgewahlt, deren
Funktionsverlust die Thermotoleranz von C. elegans reduziert bzw. erhdht.

Als Drittes wurde das Gen col-179 ausgesucht, welches fir das RBP Kollagen 179 (COL-179)
codiert, einem Ortholog des humanen Kollagen Typ VI, a 5.222 Kollagene gehoren zu den
haufigsten Proteinen im Menschen und machen bis zu einem Drittel der Gesamtproteinmenge
aus.??® Es konnte bereits gezeigt werden, dass verschiedene RBPs mit der mRNA von
Kollagenen interagieren, um sie posttranskriptional zu modifizieren.??4-226 Das einige Kollagene
selbst als RBPs aktiv sein konnten ist dagegen bisher noch nicht gezeigt worden. Kollagen

Typ VI, a 5 wird vorwiegend in dermoepidermaler Junktionszone, Lunge und Gastro-
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intestinaltrakt exprimiert und ist dort an der Vernetzung verschiedener Gewebetypen der
extrazellularen Matrix beteiligt.??’ Die genaue Funktion ist allerding noch unbekannt, da sich
bisherige Studien vor allem auf die Isoformen a 1-3 beziehen.??”?28 Diese werden vorwiegend
in Skelettmuskeln, Sehnen, Knochen, Knorpel, Fettgewebe, zentralem und peripherem
Nervensystem sowie Haut gebildet und sind neben der Zelladhasion auch als zytoprotektive
Proteine an der Regulation von Apoptose, Zelldifferenzierung, Autophagie und oxidativer
Stressresistenz  beteiligt.??® Derzeit wird noch kontrovers diskutiert, inwieweit ein
Funktionsverlust von Kollagen Typ VI, a 5 mit dem Auftreten chronisch-entziindlicher
Hauterkrankungen wie der atopischen Dermatitis zusammenhangt. Dagegen spricht, dass die
fur die Erkrankung typischen L&sionen normalerweise in der Epidermis lokalisiert sind und
nicht in der darunter liegenden dermoepidermalen Junktionszone.??” Einzelnukleotid-
Polymorphismen von Kollagen Typ VI, a 5 sind dagegen nachweislich mit dem frihen
Auftreten von Myokardinfarkt, arterieller Hypertonie und chronischer Nierenerkrankung
assoziiert.?*°

In C. elegans wiesen col-179(0k3010) LOF-Mutanten eine im Vergleich zu WT-Wirmern
unverénderte Thermotoleranz auf. Dagegen konnte bereits gezeigt werden, dass ein
Knockdown von col-179 die Sterblichkeit von WT-Wiurmern nach Infektion mit dem Bakterium
Pseudomonas aeruginosa erhoht.?®! Es lasst sich deshalb spekulieren, dass das Kollagen
maglicherweise spezifisch an der Abwehr pathogener Erreger im Wurm beteiligt sein kdnnte.
Dazu passend tragt COL-179 laut neuester Studien nicht maf3geblich zur Permeabilitat der
auReren Schutzhille bei.?*? Somit beeinflusst dessen Funktionsverlust wahrscheinlich auch
nicht deren Schutzwirkung gegenuber Hitzestress. Im RBPom von vhl-1(ok161) LOF-Mutanten
zeigte COL-179 derweil kein verandertes RNA-Bindeverhalten. Zusammengefasst scheint das
RBP eher nicht an der Vermittlung HIF-abh&angiger Stressresistenz beteiligt zu sein.

Die Futterung von WT-Wirmern mit den drei ausgewéahlten RNAi-Bakterien veranderte deren
Thermotoleranz entsprechend den Befunden in LOF-Mutanten. So zeigten sie sich nach
Verzehr von HT115 aass-1 RNAi-Bakterien sensibler, von HTT115 cysl-2 RNAi-Bakterien
resistenter und von HTT115 col-179 RNAi-Bakterien unverandert anfallig gegenlber
Hitzestress. Somit konnten die Versuchsergebnisse aus LOF-Mutanten erfolgreich mittels
RNAIi bestatigt werden. Allerdings fiel auf, dass die relativen Uberlebensraten der RNAI-
Versuchsgruppen deutlich héher lagen als in den entsprechenden LOF-Mutanten. Dies kénnte
moglicherweise mit den methodischen Unterschieden beider Versuche zusammenhé&ngen. So
konnte bereits gezeigt werden, dass sich der Phanotyp von Modellorganismen nach Gen-
Knockout und Gen-Knockdown unterscheiden kénnen. Zum einen werden dafiir Off-target
Effekte der RNAi-Plasmide verantwortlich gemacht. Zum anderen ist bekannt, dass es nach
einem Gen-Knockdown zur kompensatorischen Steigerung der Genexpression homologer

Sequenzen kommen kann.?%234 \Weiterhin unterscheiden sich beide Methoden in der

77



Verwendung von Futterbakterien. So wurden die LOF-Mutanten mit OP50 geflittert, das seit
dessen Etablierung durch Sydney Brenner in den meisten Studien verwendet wird.*! Der
E. coli Stamm ist allerdings aus verschiedenen Grinden nicht fur die Verwendung bei RNAI
geeignet. So exprimiert er regelhaft die Ribonuclease Ill, die dsRNA im Rahmen der
posttranskriptionalen Modifizierung und antiviralen Abwehr zerschneidet. Dartiber hinaus fehlt
ihm eine Expressionskassette zur Produktion von dsRNA aus Plasmiden. Deshalb wird
standardmaRig mit HT115 ein alternatives E. coli Bakterium flir RNAi-Experimente verwendet.
Dieses kann durch eine rnc LOF-Mutation keine Ribonuclease 1l bilden und besitzt eine durch
IPTG induzierbare T7 Expressionskassette.??? OP50 und HT115 differieren mafRgeblich in
ihrem Nahrstoffgehalt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass sich dadurch Unterschiede im
Metabolismus von C. elegans ergeben.?®> Beispielsweise weisen Wirmer bei alleinigem
Verzehr von OP50 Bakterien einen ausgepragten Vitamin B12 Mangel auf. Dieser fihrt zur
vermehrten Akkumulation mitotoxischer Metabolite und reduziert nachfolgend die
Stressresistenz von C. elegans.?®® Dazu passend zeigten WT-Wirmer nach Verzehr von
HT115 EV Bakterien eine héhere Thermotoleranz als nach der Fitterung mit OP50 Bakterien.
Die Validitdt beim Vergleich von Ergebnissen, die aus Versuchen mit unterschiedlichen

Futterbakterien stammen, ist deshalb umstritten.

5.1.4. OP50(xu363) als RNA-Interferenz Bakterien
Wahrend sich Off-target Effekte und Kompensationsmechanismen beim Gen-Knockdown
nicht einfach unterbinden lassen, wurden mittlerweile OP50 Bakterien generiert, die fur die
Durchfithrung von RNAi-Versuchen geeignet sind. Sie werden OP50(xu363) genannt. Ahnlich
wie HT115 Bakterien weisen sie eine rnc LOF-Mutation auf und besitzen eine IPTG
induzierbare T7 Expressionskaskade.®® |hr Einsatz ermdglicht somit den Ausschluss
diatbedingter Unterschiede in der Thermotoleranz von LOF-Mutanten und WT-Wirmern nach
RNAi-basiertem Gen-Knockdown. Zur Etablierung von OP50(xu363) als neues RNAI
Bakterium wurde der Grundsatzversuch der Ursprungspublikation nachgestellt. Dabei wurde
untersucht, inwieweit OP50(xu363) GFP RNAIi-Bakterien im Vergleich zu HT115 GFP RNAI-
Bakterien das Fluoreszenzsignal von sur-5::GFP-Wirmern unterdriicken konnen. Dies traf fur
beide E. coli Stamme zu, sodass die Funktionalitat von OP50(xu363) prinzipiell bestétigt
werden konnte. Allerdings schien der Effekt rein optisch unter der Diat mit HT115 GFP RNAi-
Bakterien ausgepragter zu sein. Ein Vergleich der GFP-Proteinmengenreduktion,
beispielsweise mittels quantitativer Echtzeit-PCR (gPCR) oder Immunoblot, wurde allerdings
nicht durchgefihrt. Laut Ursprungspublikation unterscheidet sich die dsRNA-Produktionsrate
von OP50(xu363) und HT115 Bakterien nicht signifikant voneinander.’®® Es ist aber nicht
auszuschlie3en, dass Fehler bei der Aufreinigung oder Transformation der L4440 RNAI-
Plasmide deren finale Kopienzahl in OP50(xu363) RNAi-Bakterien beeintrachtigt haben
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koénnten. Dies wirde sich folglich negativ auf deren dsRNA-Produktionskapazitat auswirken.
Vor ihrer Erstbenutzung kdnnte es deshalb in Zukunft sinnvoll sein, die Plasmidkopienzahl von
OP50(xu363) und HT115 RNAI-Bakterien, beispielsweise mittels Durchflusszytometrie oder
gPCR, miteinander zu vergleichen 237238

Die Bedeutung der bereits erwahnten Off-target Effekte und Kompensationsmechanismen
beim Gen-Knockdown zeigt sich daran, dass WT-Wurmern nach Verzehr von OP50(xu363)
EV Bakterien immer noch resistenter gegeniiber Hitzestress sind als nach Fitterung mit OP50
Bakterien. Nichtsdestotrotz  trdgt eine  Angleichung des  Nahrstoffangebots
hochstwahrscheinlich dazu bei, Ergebnisse aus Versuchen mit unterschiedlichen
Futterbakterien vergleichbarer zu machen. Deshalb wurde die Validierung der Thermotoleranz
von RBP LOF-Mutanten mit den neu generierten OP50(xu363) RNAi-Bakterien fortgefuhrt. Als
Kandidaten wurden mit aass-1, argk-1 und gst-4 wiederum Gene ausgewdhlt, deren
Funktionsverlust die Thermotoleranz von C. elegans reduzierte oder erhdhte.

Als vierter Kandidat wurde das Gen nex-1 ausgesucht, welches fiir das RBP NEX-1 codiert,
einem Ortholog des humanen Annexin A13.2?2 Dieses wird spezifisch im Epithel des
Dunndarms und der Niere exprimiert und vermittelt die calciumabh&ngige Verschmelzung von
Vesikeln mit der Plasmamembran.?®® Wahrend fur andere Vertreter der groRen Annexin-
Familie bereits bekannt ist, dass sie in die Regulation von Thermotoleranz und oxidativer
Stressresistenz involviert sind, ist dies fir Annexin A13 noch nicht der Fall.?*%2*1 Das
Transportprotein wird bisher vor allem mit der Karzinogenese und Metastasierung des
Kolonkarzinoms und kleinzelligem Lungenkarzinoms assoziiert, indem es besonders hoch
exprimiert wird.22243 Daraus ergeben sich allerdings auch neue Therapieoptionen. So konnte
bereits gezeigt werden, dass ein Funktionsverlust von Annexin Al13 in den genannten
Tumorentitdten zu einer Abnahme der Zellproliferationsrate, Ausbreitungsgeschwindigkeit und
Metastasierungswahrscheinlichkeit fiihrt,239242.243

In C. elegans zeigten nex-1(gk148) LOF-Mutanten eine im Vergleich zu WT-Wirmern
unveranderte Thermotoleranz. Die Ursachenfindung wird dadurch erschwert, dass bisher
kaum etwas Uber die Signaltransduktion von NEX-1 bekannt ist. Das Transportprotein wird in
verschiedenen Geweben des Fadenwurms exprimiert und besitzt dort unterschiedliche
Funktionen. So ist es beispielsweise im Nervensystem an der Regeneration von Nerven
beteiligt, wahrend es in den Zellen von Kopf und Pharynx den apoptosebedingten Zellverdau
reguliert.?#424> Gerade Stoérung des Letzteren sind in C. elegans mit der Aktivierung von
Regulatorproteinen verschiedener Stresssignalwege, darunter Hitzeschockfaktor 1 (HSF-1),
SKN-1 und HIF-1, vergesellschaftet. Allerdings ist bekannt, dass nicht alle Proteine, die am
Verdau apoptotischer Zellen beteiligt sind, eine Stressantwort auslésen kénnen.?*® Dazu
passend zeigte NEX-1 im RBPom von vhl-1(ok161) LOF-Mutanten kein veréandertes RNA-
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Bindeverhalten. Somit scheint das RBP zumindest nicht an der Vermittiung HIF-induzierter
Stressresistenz beteiligt zu sein.

Die Futterung von WT-Wirmern mit den vier ausgewéhlten RNAi-Bakterien verdnderte deren
Thermotoleranz divergierend zu den Befunden in LOF-Mutanten. So zeigten sie sich nach
Verzehr von OP50(xu363) gst-4 RNAi-Bakterien anfalliger und von OP50(xu363) argk-1 RNAI-
Bakterien unverdndert anfallig gegentiber Hitzestress. Auch wiesen sie nach Verzehr von
OP50(xu363) daf-2 RNAi-Bakterien, der Positivkontrolle, keine erhéhte Thermotoleranz auf.
Die Ergebnisse missen somit als nicht valide betrachtet werden. Wie bereits diskutiert wurde
die Transformationseffizienz der neu generierten OP50(xu363) RNAi-Bakterien vor deren
Erstbenutzung nicht ausreichend validiert. Somit kann auch noch keine Aussage dariber
getroffen werden, inwieweit die Verwendung von OP50(xu363) RNAi-Bakterien Vorteile
gegenluber HT115 RNAi-Bakterien hat.

5.1.5. Methodische Fehlerquellen bei der Lebensspannenbestimmung

Bei 20 °C Umgebungstemperatur betragt die Lebensspanne von WT-Wirmern je nach Labor
zwischen 12 und 18 Tage. Die Varianz ist dabei auf die Verwendung von WT Stammen
zurlickzufiihren, die im Zeitverlauf unterschiedliche Spontanmutationen ausgebildet haben. >
Bisher konnten bereits mehr als 900 Gene identifiziert werden, die die Lebensspanne des
Fadenwurms beeinflussen. Besonders haufig trifft dies fur Erbinformationen zu, die an der
Vermittlung von Stressresistenz beteiligt sind. Die Korrelation lasst sich haufig auf die
Aktivierung gemeinsamer Signalwege zurlickfiihren.48-1%1 Dementsprechend wird im Rahmen
eines genetischen Screenings haufig auch der Einfluss eines Gen-Knockouts oder
-Knockdowns auf die Lebensspanne des Fadenwurms untersucht. Prinzipiell existieren dabei
zwei unterschiedliche Versuchsansatze.

Die traditionelle Longitudinalmethode (TLM) stellt die materialschonendere, kostengiinstigere
und unkompliziertere Variante dar und wurde deshalb im Rahmen dieser Arbeit verwendet.
Sie basiert auf der Untersuchung einer festen Wurmpopulation Gber mehrere Messzeitpunkte
hinweg. Die Vitalitat der einzelnen Wurmer wird dabei an deren Reaktion auf die Beriihrung
des nervenreichen Kopfes bestimmt. Die TLM birgt allerdings mehrere methodische
Fehlerquellen. So stellt jede Berihrung der Wiirmer ein potenzielles Verletzungsrisiko dar und
kann besonders fragile Tiere sogar vorzeitig umbringen. Des Weiteren werden die
verwendeten Agarplatten haufig der Umgebungsluft ausgesetzt, wodurch sich die
Wabhrscheinlichkeit eines Pilzbefalls erhdht. Wirmer von kontaminierten Platten missen
entweder aus der Wertung genommen oder auf Ersatzplatten transferiert werden. Letzteres
stellt wiederum einen potenziellen Stressreiz dar, der sich auf die Lebensspanne des Tieres

auswirken kann.247:248

80



Bei der alternativen Replikat-Methode (RSM) wird die Wurmpopulation in mehrere
Subpopulationen aufgespalten. Danach wird an jedem vorher definiertem Messzeitpunkt die
Vitalitat von nur einer Subpopulation bestimmt, die anschliel3end verworfen wird. Dadurch wird
sowohl die Notwendigkeit mehrfacher Bertuhrungen als auch das Kontaminationsrisiko der
Agarplatten minimiert. Das Verletzungsrisiko der Wirmer kann sogar noch weiter gesenkt
werden, indem die Agarplatten am Messzeitpunkt mit M9-Puffer versetzt werden. Dadurch
werden die Tiere vom klebrigen Bakterienteppich gespilt und schonend zur Bewegung
angeregt. Die RSM st allerdings mit einem deutlich héheren Material- und Zeitaufwand
verbunden. Darlber hinaus muss die Anzahl an Subpopulationen mindestens der Anzahl der
Messzeitpunkte entsprechen. Diese liegen deshalb aus Kapazitatsgrinden gegebenenfalls
weiter auseinander und verringert dadurch die Genauigkeit der Messung.2424°

Bei beiden Versuchsansatzen stellt die hohe Reproduktionsrate des Fadenwurms eine
zuséatzliche Herausforderung dar. Zum einen verbrauchen die zahlreichen Nachkommen die
vorhandenen Nahrungsquellen, zum anderen sind sie durch die kurze Generationszeit nach
nur zweieinhalb Tagen nicht mehr von den Muttertieren zu unterscheiden. Prinzipiell existieren
mehrere Losungsansatze.?*® Die erste Mdglichkeit besteht darin, die Muttertiere regelmaRig
bis zum Ende der Eiablage auf neue Agarplatten umzusetzen. Wie bereits erwahnt erhoht dies
aber das Verletzungsrisiko und kann als potenzieller Stressreiz die Lebensspanne des Tieres
beeinflussen. Eine weitere Mdglichkeit ist der Einsatz von sterilen Wurmstdmmen, deren
Mutation bekanntermaf3en keinen Einfluss auf den Alterungsprozess besitzt. Dazu gehdren
beispielsweise die LOF-Mutanten fer-15(b26) und fem-1(hc17).25%%! |hr Einsatz erfordert
allerdings jeweils die Kreuzung mit LOF-Mutanten des zu untersuchenden Gens und ist
dadurch sowohl sehr zeit- und materialaufwendig. Der letzte Lésungsansatz basiert auf dem
Einsatz von FUDR, einem antineoplastischen Wirkstoff, der die DNA-Synthese unterbindet.
Wird dieser in der richtigen Konzentration dem Agar hinzugefigt, bilden Wirmer ab dem L4-
Entwicklungsstadium keine Eier mehr aus, wahrend ihre somatischen Zellen, da postmitotisch,
keinen Schaden davontragen.?®? Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass FUDR den
Alterungsprozess von C. elegans nicht beeinflusst, weshalb es bei der
Lebensspannenbestimmung regelhaft eingesetzt wurde. Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde
der antineoplastische Wirkstoff zur Unterdriickung der Reproduktion im Fadenwurm
verwendet. Neuere Studien konnten nun aber zeigen, dass FUDR sowohl die Lebensdauer
als auch das Risiko altersassoziierter Pathologien in C. elegans verandern kann. Dartber
hinaus besitzen einige LOF-Mutanten eine héhere Sensibilitéat gegentiber FUDR. Als Folge
kommt es vermehrt zur Ruptur ihrer duReren Schutzhille und nachfolgend zum vorzeitigen
Tod des Tieres.?® Zusammenfassend kann FUDR die Messung der Lebensspanne im Wurm

verzerren, sodass in Zukunft besser auf dessen Einsatz verzichtet werden sollte.
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Eine weitere methodische Fehlerquelle stellt, wie beim Hitzeschock, die Auswertung der
Lebensspanne dar. So ist die Bewertung, ob ein Wurm tot oder im Alter einfach sehr trage ist,
nicht immer eindeutig. Um diese Problematik zu umgehen, wurde bereits eine Apparatur
entwickelt, die die die Bewegung der Wirmer Uber einen definierten Zeitraum kontinuierlich
detektieren kann.1’® Wie bereits erwahnt konnte eine solche ,Caenorhabditis elegans Lifespan
Machine“ mittlerweile erfolgreich im Nephrolab Cologne etabliert werden. Dabei muss
allerdings darauf hingewiesen werden, dass ihr Einsatz auf die Verwendung von FUDR-Platten

angewiesen ist.

5.1.6. Bedeutung von HIF-regulierten RNA-bindender Proteine in der
Vermittlung von Langlebigkeit von Caenorhabditis elegans
Wie bereits beschrieben basiert die haufige Korrelation von Lebensspanne und
Stressresistenz in C. elegans auf der Induktion gemeinsamer Signalwege. Diese werden vor
allem durch Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise SKN-1, DAF-16 und HIF-1 reguliert. So
konnte bereits gezeigt werden, dass eine Aktivierung des HIF-1 nicht nur die oxidative
Stressresistenz und Thermotoleranz, sondern auch die Lebensspanne in C. elegans erhoht.
Andererseits fordert auch ein Funktionsverlust des HIF-1 die Langlebigkeit im Wurm. Beide
Effekte werden auf die Aktivierung unterschiedlicher Signalkaskaden zurtickgefiihrt.2542% Der
Einfluss HIF-regulierter RBPs auf die Lebensspanne von C. elegans ist noch weitestgehend
unbekannt und wurde deshalb anhand vier verschiedener Kandidaten untersucht. Zum einen
wurden die LOF-Mutanten aass-1(0k926), cysl-2(0k3516) und gst-4(ok2358) ausgewahlt, die
sich besonders anféllig oder resistent gegeniuber Hitzestress zeigten. Zum anderen wurde die
LOF-Mutante col-179(0k3010) ausgesucht, da Kollagene haufig an der Vermittlung von
Langlebigkeit in C. elegans involviert sind.?%® Bis auf col-179(0k3010) zeigte sich bei keinem
der Kandidaten eine Korrelation zwischen Thermotoleranz und Lebensspanne. Im Folgenden

werden die dafiir méglichen Ursachen fiir jeden Kandidaten separat diskutiert.

Aass-1(0k926) LOF-Mutanten zeigten eine im Vergleich zu WT-Wirmern unveranderte
Lebensspanne. Dies unterstitzt die Hypothese, wonach ihre reduzierte Thermotoleranz nicht
mit ihrer mitochondrialen Dysfunktion zusammenhéngt. So beeinflusst eine ausgepragte
Schéadigung der Mitochondrien bekanntermal3en die Lebensspanne von C. elegans. Der Effekt
ist dabei vom Schéadigungsgrad abhangig: leichtere Mangel sind mit einer verlangerten
Lebensspanne, schwerere Mangel dagegen mit einer verkirzten Lebensspanne
assoziiert.®"2%® Allerdings lasst sich nicht ausschlieRen, dass der Einsatz von FUDR die
Auswirkungen der mitochondrialen Dysfunktion in aass-1(0k926) LOF-Mutanten abgemildert
hat. So senkt FUDR durch Unterdriickung der DNA-Synthese bekanntermaf3en den ATP-

Verbrauch im Wurm 253259260
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Gst-4(0k2358) LOF-Mutanten wiesen ebenfalls eine im Vergleich zu WT-Wirmern
unveranderte Lebensspanne auf. Dies kann vermutlich darauf zuriickgefuihrt werden, dass
antioxidative Enzyme wie GST-4 bei fehlender Akkumulation toxischer ROS kaum in
C. elegans exprimiert werden. So wird der Transkriptionsfaktor SKN-1, der zentral in die
Regulation der oxidativen Stressantwort involviert ist, unter physiologischen Bedingungen
regelhaft ubiquitiniert und anschlieBend proteosomal abgebaut.?®* Erst beim Auftreten von
oxidativem Stress wird SKN-1 durch eine p38-mitogenaktivierte Proteinkinase phosphoryliert.
Der aktivierte Transkriptionsfaktor wandert darauthin in den Zellkern und induziert dort die
Expression zytoprotektiver Gene.??2 Unabhangig von SKN-1 wird die Abundanz von GST-4
auch durch die Aktivitat des Transkriptionsfaktors EOR-1 bestimmt, der zentral in die
Regulation der EGFR-Signalkaskade involviert ist.?®® Diese ist maRgeblich am
Wachstumsprozess und an der Ausbildung weiblicher Geschlechtsmerkmale im Wurm
beteiligt und reguliert gleichzeitig dessen Lebensspanne durch die Transkription verschiedener
Proteine. Eine Stérung der EGFR-Signalkaskade fuhrt allerdings bekanntermaf3en zur
Abnahme der Lebensspanne in C. elegans und ist somit unter physiologischen Bedingungen
in gst-4(o0k2358) LOF-Mutanten unwahrscheinlich.?%4

Col-179(0k3010) LOF-Mutanten zeigten eine im Vergleich zu WT-Wirmern unverénderte
Lebensspanne. Dieses Ergebnis konnte mittlerweile auch mittels RNAi bestatigt werden.?3!
Der fehlende Effekt auf die Lebensspanne kann am ehesten darauf zurlickgefihrt werden,
dass die Abundanz von COL-179 unter physiologischen Bedingungen durch einen G-Protein-
gekoppelte Rezeptor namens NPR-8 unterdriickt wird, der in Nerven im Kopfbereich exprimiert
wird. Erst bei Kontakt mit einem pathogenen Erreger wird die Expression verschiedener
Kollagene, darunter COL-179, hochreguliert.?%> Auf diese Weise kann die Zusammensetzung

der auBeren Schutzhiille dynamisch an wechselnde Umweltbedingungen angepasst werden.

Cysl-2(0k3516) LOF-Mutanten wiesen eine im Vergleich zu WT-Wirmern verminderte
Lebensspanne auf. Damit konnten die Ergebnisse einer vorangegangenen Studie erfolgreich
reproduziert werden. Deren Autoren fuhrten die verfriihte Sterblichkeit von cysl-2(0k3516)
LOF-Mutanten auf eine Abnahme der endogenen H»S-Produktion zuriick, die sich negativ auf
die HIF-1 Aktivitat im Wurm auswirken wiirde.®® Gegen diese Hypothese konnte sprechen,
dass die endogene H,>S-Produktion durch einen Funktionsausfall von CYSL-2 nur sehr
moderat beeinflusst wird. AuRerdem wuirde eine verminderte HIF-1 Aktivitat nicht nur die
Lebensspanne, sondern auch die Thermotoleranz von cysl-2(0k3516) LOF-Mutanten
einschranken. Diese zeigte sich dagegen signifikant erhtht. Eine alternative Hypothese kdnnte
lauten, dass der Alterungsprozess von cysl-2(0k3516) LOF-Mutanten durch eine Akkumulation

toxischer ROS beschleunigt wird. So konnte bereits gezeigt werden, dass Wirmer mit
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eingeschrankter Reproduktionsfahigkeit, zu denen cysl-2(0k3516) LOF-Mutanten gehdéren,
vermehrt ROS bilden.1%%2%6 (per die genauen Ursachen wird dabei noch diskutiert.
Moglicherweise werden Reproduktionsstérungen als Schaden fehlinterpretiert, woraufhin im
Rahmen von Reparaturmechanismen der mitochondriale Stoffwechsel angeregt wird.?%¢ ROS
werden weithin mit der Schadigung von DNA, RNA, Proteinen und Lipiden assoziiert und
gelten dadurch als einer der zentralen Ursachen des Alterungsprozesses.?®’ Andererseits
konnte nachgewiesen werden, dass es bei einer ROS-Akkumulation zur Induktion
verschiedener Transkriptionsfaktoren wie HIF-1, SKN-1 und DAF-16 kommen kann, die jeweils
an der Regulation lebensverlangernder Signalwege beteiligt sind.?%® Alternativ konnte die
verringerte Lebensspanne von cysl-2(0k3516) LOF-Mutanten moglicherweise auch auf deren
hohe Sensibilitat gegentiber FUDR zurlckgefihrt werden. So verstarben allein 40,3 % der

Versuchspopulation friihzeitig am Aufplatzen ihrer au3eren Schutzhille.

Zusammengefasst wird die Interpretation der gezeigten Ergebnisse durch den Einsatz von
FUDR erschwert. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass der antineoplastische Wirkstoff
die Lebensspanne und das Auftreten altersassoziierter Pathologien in den untersuchten
Kandidaten beeinflusst hat. Weiterhin ergeben sich Hinweise darauf, dass die Expression
einiger HIF-regulierter RBPs hochspezifisch an das Auftreten bestimmter Stressreize
gekoppelt ist. Dementsprechend sind sie wahrscheinlich auch nicht mafigeblich an
Signalwegen beteiligt, die die Lebensspanne des Wurms unter Standardbedingungen
bestimmen.
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5.2. Einfluss der H2S-Donatoren Mesna und Kala namak auf die

Stressresistenz von Caenorhabditis elegans

5.2.1. Mesna und Kala namak induzieren den HIF-1 und/oder DAF-16 in
Caenorhabditis elegans

Als Marker der Nephroprotektion wurde die Thermotoleranz des Modellorganismus C. elegans
gewdhlt. Beide Mechanismen werden malgeblich durch den hochkonservierten
Transkriptionsfaktor HIF-1 reguliert. >’ Dessen Aktivitat kann direkt durch die exogene
Zufuhr von H,S gesteigert werden, sodass Wurmer nach Exposition mit H>S-Donatoren
regelhaft eine erhohte Thermotoleranz aufweisen.'®® Konform dazu konnte bereits gezeigt
werden, dass die Exposition mit Mesha und Kala namak sich ebenfalls positiv auf die
Hitzestressresistenz in C. elegans auswirkt.'®® Das Ergebnis konnte im Rahmen dieser Arbeit
erfolgreich reproduziert werden. Der thermoprotektive Effekt beider Substanzen muss
allerdings nicht zwingend auf der Freisetzung von H>S beruhen. So besitzen sowohl Mesna
als auch Kala namak bekanntermaRen potente antioxidative Eigenschaften.’?>1 Diese
konnten ebenfalls fir ihren thermoprotektiven Effekt verantwortlich sein, da wahrend einem
Hitzeschock vermehrt oxidative Schaden als Folge einer Akkumulation von ROS anfallen.?4269
Um beide Mdglichkeiten zu evaluieren, wurde die Wirkung von Mesna und Kala namak auf
Wurmmutanten untersucht, die einen Funktionsverlust der Transkriptionsfaktoren HIF-1
und/oder DAF-16 aufweisen.

DAF-16 ist das einzige, hochkonservierte Ortholog der humanen Forkhead-Box-Proteine in
C. elegans.?’® Mutationen dieser Familie sind im Menschen unter anderem mit der Entstehung
verschiedener Tumorentitaten, Glaukomformen und Sprachstérungen assoziiert.?’* DAF-16
wird sowohl bei thermischem als auch bei oxidativem Stress durch verschiedene Kinasen
phosphoryliert und wandert daraufhin in den Zellkern. Dort bindet er an spezifische
Bindungsstellen und induziert die Expression protektiver Gene.'%?72 Es konnte bereits gezeigt
werden, dass ein Funktionsverlust von DAF-16 die Thermotoleranz in C. elegans reduziert,
eine Uberexpression diese dagegen erhéht.*6227 |m Gegensatz zum HIF-1 wird die Aktivitat
von DAF-16 aber nicht durch H,S reguliert.!%® Der Transkriptionsfaktor stellt damit ein H,S-
unabhangiges Regulatorprotein der Hitzestressantwort dar.

Der thermoprotektive Effekt von Mesna und Kala namak kénnte auch von der Aktivitat beider
Transkriptionsfaktoren abhangig sein. Deshalb wurde ihre Wirkung nicht nur auf die LOF-
Mutanten hif-1(ia4) und daf-16(mu86), sondern auch auf eine neu generierte
daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-Mutante untersucht. Allerdings konnten nur Teile der Versuche
ausgewertet werden. So kam es beim Hitzeschock der hif-1(ia4) und daf-16(mu86) LOF-
Mutanten auf Kala namak-Platten mehrfach zum Wassereinbruch. Dies kann

hochstwahrscheinlich auf Fehler beim Abdichten der Agarplatten mit Parafilm® zurtickgefihrt
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werden. Darlber hinaus zeigte die WT-Positivkontrollgruppe der mit Mesna exponierten
hif-1(ia4) und daf-16(mu86) LOF-Mutanten keine erhdhte Thermotoleranz. Dies widerspricht
sowohl den Ergebnissen anderer Forscher als auch den eigenen Vorergebnissen.'*® Weiterhin
wiesen sowohl hif-1(ia4) LOF-Mutanten als auch daf-16(mu86) LOF-Mutanten im Vergleich zu
WT-Wirmern keine veranderte Thermotoleranz auf. Es konnte allerdings bereits gezeigt
werden, dass hif-1(ia4) LOF-Mutanten resistenter und daf-16(mu86) LOF-Mutanten sensibler
gegenuber Hitzestress sind.1%1171.24 Zysammengefasst sind die Ergebnisse zu den Wirkungen
von Mesna und Kala namak auf hif-1(ia4) und daf-16(mu86) LOF-Mutanten als nicht valide zu
werten. Dagegen konnte gezeigt werden, dass die thermoprotektive Wirkung beider
Substanzen beim kombinierten Funktionsverlust des HIF-1 und DAF-16 verloren geht. Daraus
lasst sich schlieRen, dass mindestens einer der beiden Hitzestresssignalwege durch Mesna
und Kala namak aktiviert wird. Es lasst sich allerdings keine Aussage dartiber treffen, ob beide
Substanzen die gleichen Signalwege induzieren. Auch ob ihre thermoprotektive Wirkung auf
der Freisetzung von H>S beruht, bleibt unbeantwortet. Um beide Fragestellungen zu
beantworten ist zunachst eine Wiederholung der Hitzeschock-Versuche mit hif-1(ia4) und
daf-16(mu86) LOF-Mutanten erforderlich.

5.2.2. Methodische Fehlerquellen konventioneller H2S-Teststreifen
H.S-Donatoren koénnen anhand ihrer strukturellen Eigenschaften in verschiedene
Substanzklassen eingeteilt werden. So gehéren Natriumthiosulfat, NaHS und Kala namak zu
den natirlich vorkommenden anorganischen Sulfid-Verbindungen. Diese sind dadurch
charakterisiert, dass sie kontinuierlich und ohne &aufReren Trigger in kurzer Zeit hohe
Konzentrationen an H,S freisetzen. Mesna kann dagegen den synthetischen H,S-Donatoren
zugeordnet werden. Diese setzen im direkten Vergleich geringere H,S-Konzentrationen tber
einen langeren Zeitraum hinweg frei. Hintergrund ist, dass der Gasotransmitter erst im
Rahmen verschiedener intrazellularer Prozesse (beispielsweise Hydrolyse, enzymatischer
Reaktion, pH Veranderung, Photolyse und Thiol-Substrat Reaktion) gebildet werden
muss.242" Aufgrund dieser mechanistischen Unterschiede lasst sich spekulieren, dass die
einzelnen Versuchsgruppen zum jeweiligen Messzeitpunkt unterschiedlich hohen
Konzentrationen an exogenem H,S ausgesetzt waren. Um diese Hypothese zu evaluieren,
wurde die intrazelluldare H>S-Konzentration von mit Kala namak, Natriumthiosulfat, NaHS oder
Mesna exponierten WT-Wirmern miteinander verglichen. Fir deren in vivo Bestimmung
wurden bereits verschiedene Methoden entwickelt. Diese basieren unter anderem auf
fluoreszenzspektroskopischen, absorptionsphotometrischen, chromatographischen und
polarografischen Verfahren.?’® Sie erfordern Laborgerate, die allesamt nicht im Nephrolab
vorhanden waren. Dartber hinaus wurden sie bisher nicht an einen Einsatz in C. elegans
angepasst. Deshalb wurde untersucht, inwieweit sich stattdessen auch kommerziell erhaltliche
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H.S-Teststreifen zur Messung intrazellularer H.S-Konzentrationen in C. elegans eignen. Sie
enthalten den kristallinen Feststoff Blei(ll)-Acetat, der mit H,S reagiert und dabei das
braungraue, metallisch glanzende Blei(ll)-Sulfid bildet.?’” In der Versuchsauswertung konnten
keine Verfarbungen Uber den getesteten Wurmlysaten detektiert werden. Mehrere
methodische Fehlerquellen sind hierfur als Ursache denkbar.

So konnte die Sensitivitat der H,S-Teststreifen zu gering sein, um das aus den Proben
aufsteigende H,S zu detektieren. Diese Hypothese lasst sich nur schwer evaluieren, wurden
bisher doch keine vergleichenden Daten zu den intrazellularen H,S-Konzentrationen in
C. elegans und verschiedenen Bakterienstammen publiziert. Dafur konnte allerdings
sprechen, dass sich die H.S-Teststreifen auch Uber Reinkonzentraten von Mesna,
Natriumthiosulfat und NaHS nicht verfarbten. Dabei lagen diese in bis zu zweitausendfach
hoherer Konzentration vor als in den zur Kultivierung von C. elegans verwendeten
Agarplatten. Dass sich die H,S-Teststreifen dagegen Uber einem Reinkonzentrat von Kala
namak schwarzlich verfarbten, konnte ein Hinweis darauf sein, dass das Gewilrzsalz
moglicherweise deutlich mehr H,S emittiert als die anderen drei Substanzen.

Eine weitere Problematik besteht darin, dass H.S als besonders volatiles Gas nur eine
Halbwertszeit von ungefahr funf Minuten (t. = 0.693/ 0,13 min™?) besitzt.2’® Es ist deshalb gut
maoglich, dass ein Grol3teil der intrazelluldren H,S-Konzentration zum Messzeitpunkt bereits
verfluchtigt war. Um diese Problematik zu umgehen, kénnte man die H,S-Teststreifen bereits
unmittelbar vor der Wurmlyse tiber den Proben anbringen. Dies wirde allerdings den Einsatz
von mechanischen oder ultraschallbasierten Homogenisatoren zur Wurmlyse behindern.
Alternativ kdnnten die Wirmer auch mittels Hitze lysiert werden. Dies wirde aber unter
anderem die kinetischen Eigenschaften sowie die lonisationsrate von H;S verdndern und
konnte somit die Messergebnisse verzerren 279280

Uberhaupt liegt H,S unter physiologischen Bedingungen allein zu ungefahr 85,5 % als
Hydrogensulfid-Anion und in sehr geringem Mafe auch als Sulfid-lon vor.2’”® Dazu kommt die
hohe Reaktionsaffinitdit des Gasotransmitters, sodass ein weiterer Teil kovalent in saurer,
basischer oder reduzierter Form gebunden ist.?8t Somit kann mit den H,S-Teststreifen
wahrscheinlich auch nur ein Bruchteil der tats&chlichen intrazellularen H,S-Konzentration
detektiert werden.

Zusammengefasst scheint der Versuchsaufbau nicht dazu geeignet, um die intrazellulare H,S-

Konzentration in C. elegans zu messen.

5.2.3. Methodische Schwachstellen bei der Messung der endogenen H2S-
Produktion in Caenorhabditis elegans
Der Einfluss von H;S-Donatoren auf die endogene H,S-Produktion wurde bislang

ausschlief3lich in héheren Modellorganismen und Zellkulturen erforscht. So konnte bereits
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mehrfach gezeigt werden, dass exogen zugefihrtes H,S die Abundanz und Aktivitat der H,S-
produzierenden Enzyme CBS und CSE, nicht aber von 3-MST, in Niere und Herz erhdht.15%
166 Alle genannten Enzyme besitzen verschiedene Homologe in C. elegans.®® Der Einfluss
von Mesna und Kala namak auf ihre Aktivitdt wurde mithilfe einer einfachen und
kostenglnstigen Messmethode bestimmt. Diese basiert prinzipiell auf dem gleichen
Detektionsmechanismus wie die kommerziellen H,S-Teststreifen. Den Proben wurde
allerdings vor Versuchsbeginn L-Cystein und PLP und damit die Substrate von CBS und CSE
zugegeben. Mechanistisch bauen diese die Aminoséure im Beisein des Cofaktors ab und
setzen dabei H,S frei. Zur Etablierung der Messmethode im Labor wurde der
Grundsatzversuch der Ursprungspublikation zunachst erfolgreich reproduziert.?¢” Sie wurde
anschlieBend dazu verwendet, die endogene H.S-Produktion von WT-Wirmern und
daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-Mutanten auf Mesna- oder Kala namak-Platten mit der von
unbehandelten Tieren zu vergleichen.

Die Verfarbungen auf den H,S-Teststreifen legen nahe, dass beide H»S-Donatoren die
endogene H>S-Produktion in WT-Wurmern und daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-Mutanten
reduzieren. Dies wirde nicht nur der bisherigen Literatur widersprechen, sondern auch der
Hypothese, wonach Mesna und Kala namak primar tber die signifikante Freisetzung von H,S
Einfluss auf physiologische Prozesse in C. elegans nehmen. Die Ergebnisinterpretation wird
allerdings durch mehrere methodische Schwachstellen erschwert.

Zum einen fehlte eine Positivkontrollgruppe (beispielsweise eat-2(ad1116) LOF-Mutanten),
sodass keine Aussage Uber die Validitat der Daten getroffen werden kann. Zum anderen zeigte
sich an den uneinheitlichen Ergebnissen beim Vergleich der endogenen H,S-Produktion von
mit Mesna oder Kala namak exponierten WT-Wirmern und daf-16(mu86);hif-1(ia4) LOF-
Mutanten, dass die Messmethode mutmalilich eine geringe Genauigkeit besitzt. Weiterhin
weist der Einsatz von Blei(ll)-Acetat-Teststreifen Limitationen auf, die bereits im vorherigen
Abschnitt diskutiert wurden. Zusammenfassend ist die Interpretation der gezeigten Ergebnisse
nicht moéglich. In Zukunft kdnnte der Einfluss von Mesna und Kala namak auf die endogene
H>S-Produktion stattdessen mit anderen Messmethoden bestimmt werden. So liel3e sich zum
einen die Abundanz von CBS und CSE beispielsweise mittels Western Blot oder gPCR
bestimmen.?82283 Zum anderen konnte zur H,S-Detektion auf die bereits erwahnten H,S-

Messmethoden zurlickgegriffen werden.2’
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5.3.  Aussicht und Limitation

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bislang nur der Einfluss von vierzehn HIF-regulierten RBPs
auf die Thermotoleranz von C. elegans untersucht. In Zukunft kénnte das Screening um
weitere Kandidaten erweitert werden. So konnten durch den Vergleich von Datensatzen zu
Stressresistenz in Wurm und Maus allein weitere 132 HIF-regulierte RBPs identifiziert werden,
die an der Regulation von Stressresistenz beteiligt sein kdnnten. AnschlielBend sollte ihre
Charakterisierung in hoheren Modellorganismen fortgesetzt werden. So ist der Fadenwurm
zum einen nur sehr entfernt mit dem Menschen verwandt, zum anderen bildet er weder innere
Organe noch ein komplexes Nervensystem aus.?®* Somit lassen sich organspezifische
Erkrankungen wie das ANV nur indirekt im Fadenwurm untersuchen. Langfristig konnte die
Erforschung HIF-regulierter RBPs dazu beitragen, innovative, genbasierte Therapieverfahren
fur die Behandlung des ANV zu entwickeln und damit den individuellen und gesellschaftlichen

Schaden dieser Erkrankung zu senken.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der thermoprotektive Effekt von Mesna und Kala
namak von der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren HIF-1 und/oder DAF-16 abh&ngig ist. In
Zukunft sollte das Screening um die LOF-Mutanten hif-1(ia4) und daf-16(mu86) erganzt
werden, um die zugrunde liegende Signalkaskade weiter zu evaluieren. Daruber hinaus kénnte
die Etablierung neuer Messgerate dazu beitragen, den Einfluss beider Substanzen sowohl auf
die intrazellulare H.S-Konzentration als auch auf die endogene H.S-Produktion aufzudecken.
SchlieB3lich muss noch nachgewiesen werden, dass die Substitution von Kala namak, &hnlich
wie Mesna, auch hohere Modellorganismen vor den Auswirkungen eines ANV schitzen kann.
Sollte sich dies bestétigen, besitzen beide Substanzen aufgrund ihrer guten Vertraglichkeit

das Potential, in klinischen Studien am Menschen evaluiert zu werden.
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