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Ergebnisse

Tabelle 8 stellt einzelne Gene dar, deren Genexpressionen durch die
lebensverldngernden TS-Konzentrationen (100 uM und 200 pM) anders reguliert
wurden, als durch die schddigende Konzentration (300 puM). So wurde die
Transkription der Gene dct-5, grl-21, H23N18.5, H10E21.4, C06E8.5, C10C5.3, C10C5.4
und F48G7.5 durch 100 pM und 200 uM TS kaum oder gar nicht induziert,
wohingegen 300 pM TS einen starken Einfluss austibte. Ebenfalls konnten die an dem
Transkriptionsprozess beteiligten Gene fkh-3 und ceh-49 nur durch 300 uM TS
beeinflusst werden. In diesem Fall wurde die Genexpression aber stark herunter-
reguliert. Ein dhnlicher, abgeschwéachter Effekt konnte auch bei dem Stress-
induzierbaren Gen sip-1 beobachtet werden. Besonders interessant sind jedoch die
Genexpressionen von pqn-60 und catp-3. Eine Repression unter Verwendung von 100
und 200 uM TS bei einer unverdnderten Expression unter Verwendung von 300 uM
TS wurde bei pgn-60 festgestellt. Dies ist erstaunlich, da eine kontinuierliche
Verstarkung des beobachteten Effektes durch Erhchung der Konzentration zu
erwarten gewesen wéare. Noch auffilliger ist jedoch das Transkriptionsmuster von
dem ATPase-kodierenden Gen catp-3, welches eine Repression der Genexpression bei
100 und 200 uM TS aufwies, und eine Induktion bei 300 uM.

SchliefSlich wurden in Tabelle 9 prominente Gene mit bekanntem Einfluss auf
Lebensdauer und Stresstoleranz aufgezeigt. Die Kernelemente des IIS, daf-2, akt-2,
age-1 und daf-16, wurden kaum durch Tanninsdure reguliert. Nur 300 uM konnte
eine Repression bei age-1 und daf-16 bewirken. DAF-16 und AGE-1 regulieren die
Lebensdauer jedoch kontrdar, so dass eine Interpretation dieser Repressionen
schwierig ist. Auch das Transkriptionsfaktor-kodierende Gen skn-1 wurde durch 300
UM TS reprimiert, was laut RNAi-Phanotyp zu einer Stress-Sensitivitdt fithren kann.
Sek-1 wurde durch 100 uM TS reprimiert, wobei eine Tendenz auch in den anderen
beiden Konzentrationen zu erkennen ist. Leicht hochreguliert wurden indes jnk-1
und nhr-8, die anderen Gene konnten nicht beeinflusst werden.

Einige Gene wurden anhand der Microarray-Ergebnisse ausgewdhlt, um deren
Expressionsmuster an verschiedenen Tagen unter TS-Einfluss zu untersuchen. Dazu
wurden die lebensverldngernden Konzentrationen 100 und 200 pM zur Exposition
selektiert und die Genexpression am 3., 6. und 10. Adult-Tag mittels qRT-PCR
ermittelt. Die Gene cav-1, pup-2, glp-1 und numr-1 wurden aufgrund der starken
Regulation bei der Microarray-Analyse ausgewahlt. Ferner erschien sek-1 interessant,
da es insbesondere unter 100 pM TS reprimiert worden ist und in der Stressabwehr
involviert ist. Msp-64 wurde als Reprdsentant fiir alle hochregulierten msp-Gene
gewdhlt. Schliefilich wurden noch zwei Gene selektiert, die in dem durchgefiihrten
Array nicht aufgefallen sind. Bei einer &hnlichen Microarray-Analyse des
Polyphenols Quercetin konnte eine starke Repression von lys-10 (LYSozym) und eine
starke Induktion von sod-5 (SuperOxid-Dismutase) festgestellt werden
(unveroffentlichte Daten). SOD-5 ist beteiligt an der Abwehr von Sauerstoff-
Radikalen (Doonan et al., 2008a) und LYS-10 beeinflusst mafsgeblich die Lebensdauer
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Ergebnisse

(Samuelson et al., 2007). Um zu iiberpriifen, ob TS eventuell zu einem spiteren
Zeitpunkt Einfluss auf deren Genexpression nehmen wiirde, wurden diese beiden
Gene auch mittels qRT-PCR analysiert.

Tabelle 10: Mittelwerte der qRT-PCR-Analyse nach TS-Exposition

Konzen- e "]IE';aqg)rl Tag 3 Tag 6 Tag 10

tration Microal:ray Expr. *SEM | Expr. *SEM | Expr. *SEM
sek-1 0,82 10,10 0,89 1045 0,96 0,15

lys-10 1,00 0,65 | 0,26 +0,10 | 0,29%* £0,10

cav-1 0,47 +1,02 +1,68 | 0,54 £0,08

pup-2 0,59 0,55%«  £0,08 1,03 +0,24 0,89 +0,13

100 uM TS

glp-1 0,64 0,59  £0,08 0,91 +0,38 1,10 +0,16

numr-1 75,711 35,09%* £296 | 40,11 %1927 | 12,17** *1,60

sod-5 0,96 10,22 0,52 10,06 10,24

msp-64 0,81 +0,23 +1,47 0,57* +0,15

sek-1 0,86 0,47 0,33 0,85 0,20 | 0,57 x0,07

lys-10 0,97 0,15 | 0,06** +0,03 | 0,14%* £0,08

cav-1 0,47 1,19 10,51 10,16 0,57 0,29

pup-2 0,30  x0,16 0,90 £0,35 0,94 10,27

200 uM TS

glp-1 0,27 0,26 +0,57 * %008

numr-1 95,84 39,84 +12,67 | 32,89** +441 | 12,66* £4,30

sod-5 0,96 +0,53 1,11 0,10 +0,18

msp-64 0,99 10,60 1,05 028 | 032 x0,13

Abkiirzungen: Expr.= Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle; SEM=Standardfehler des
Mittelwertes. Unterschiede zur Kontrolle gelten als signifikant mit p < 0,05 (*) und p < 0,005 (**).
Farbschema: 2,51-5,00, > 5,01, 0,64-0,50, < 0,49

Tabelle 10 fasst die qRT-PCR Ergebnisse aus je drei unabhidngigen Experimenten
zusammen. Zu Vergleichszwecken wurden die Ergebnisse der Microarray-Analyse,
welche am 1. Adult-Tag durchgefithrt wurde, in die Tabelle eingebunden. Die
durchgefiihrte statistische Analyse ist nur begrenzt aussagekriftig, da nur drei Daten
je Gen und Konzentration vorlagen.

Die Genexpression von sek-1 zeigte an allen Tagen und beiden Konzentrationen eine
Tendenz zur Abschaltung, wobei nur 200 pM eine mindestens 1,25-fache Repression
in der qRT-PCR-Analyse aufwies. Dies deckt sich mit den Beobachtungen, die mittels
Microarray gemacht wurden. Im Gegensatz dazu tiberraschten die Ergebnisse von
lys-10 und sod-5, die sich im Microarray-Experiment zunidchst als unauffallig
erwiesen. Die qRT-PCR-Analyse enthdillte jedoch, dass lys-10 insbesondere am 6. und
10. Adult-Tag stark herunterreguliert wurde und dass 100 uM an allen drei Tagen
und 200 uM am 3. und 10. Adult-Tag eine Repression der sod-5 Genexpression
bewirkte. Ebenso unerwartet ist die Repression von msp-64 am 10. Adult-Tag, denn
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am 1. Adult-Tag zeigte die Microarray-Analyse noch eine Induktion von vielen msp-
Genen, darunter auch msp-64. Die erstaunliche Induktion von numr-1 am 1. Adult-
Tag konnte auch durch die qRT-PCR festgestellt werden, wobei sich der Unterschied
zur Kontrolle mit zunehmendem Alter verringerte. Die Gene pup-2 und glp-1, welche
eine Repression durch TS im Microarray zeigten, wurden auch am 3. Adult-Tag
durch 100 und 200 pM TS herunterreguliert. 100 uM TS hatte jedoch im &lter
werdenden Tier keinen Einfluss mehr auf die Genexpression dieser beiden Gene;
dies trifft auch auf pup-2 nach Exposition von 200 pM zu. Die Zunahme der
Expression von glp-1 am 6. Adult-Tag unter Einfluss von 200 pM TS ist aufgrund des
hohen Fehlerwertes von 0,57 (SEM) zweifelhaft, die Repression am 10. Tag scheint
mehr Aussagekraft zu besitzen. Ahnliche Probleme ergeben sich bei der Betrachtung
des Gens cav-1, welches im Microarray eine Repression aufwies. Der SEM ist am 3.
und 6. Adult-Tag unter Verwendung von 100 pM TS als auch am 3. Adult-Tag unter
Verwendung von 200 pM TS sehr hoch, so dass diese Werte als unzuverléssig
eingestuft werden konnen. Die anderen stabileren Werte weisen auf eine Repression
des Gens durch beide Konzentrationen hin.

3.8 Einfluss von Tanninen auf verschiedene Mutantenstimme

Diverse Gene und Signalwege, die im Prozess der Stressabwehr, Alterung und
Determination der Lebensdauer involviert sind, sind bereits in C. elegans bekannt.
Um zu ermitteln, ob einige dieser prominenten Gene an der lebensverlingernden
und stressprotektiven Kapazitit der Tannine beteiligt sind, wurden 14
Mutantenstimme selektiert. Die ausgeschalteten Gene der Mutantenstimme
entsprechen denen in Tabelle 9. Bewirkt das Ausschalten eines Gens den Verlust
oder eine Abschwachung des positiven Effektes eines Tannins, so konnte dieses Gen
eine entscheidende Rolle im Wirkmechanismus spielen. Zwei Mutantenstimmen
kommen dabei besondere Bedeutung zu: i) mev-1-Mutanten dienen zur Ermittlung
der Relevanz der antioxidativen Kapazitdt der Tannine. Sie leiden an erhchter ROS-
Produktion und einer damit verbundenen Lebensverkiirzung. Es ist anzunehmen,
dass eine starke antioxidativ-wirkende Substanz einen positiven Effekt austibt. ii) eat-
2-Mutanten werden eingesetzt, um einen potentiellen CR-auslosenden Effekt bei
einem Tannin festzustellen. Diese Mutanten sind aufgrund verringerter
Nahrungszufuhr stetig dem CR-Effekt ausgesetzt und leben daher linger. Bewirkt
ein Tannin eine Lebensverldngerung durch Auslosen eines CR-Effektes, so sollte die
Lebensverldngerung in dieser Mutante nicht nachzuweisen sein. Aus der
Microarray-Studie wurden =zusédtzlich zwei weitere Gene ausgewdhlt: numr-1,
aufgrund seiner starken Induktion, und cav-1, aufgrund der ermittelten Repression.
Die sehr zeitintensive Analyse der Tanninwirkung auf Mutanten wurde nur mit
Catechin und Tanninsdure vollstindig durchgefiihrt. Ellagsdure und Gallussdure
wurden nur mit mev-1- und eat-2-Mutanten hinsichtlich der Lebensdauer getestet, da
angenommen werden kann, dass die lebensverlingernde FEigenschaft beider
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Substanzen auf antimikrobiellen Effekten beruht. Bei Verwendung dieser Substanzen
wiirde dann vermutlich hauptsédchlich getestet werden, ob die Mutante positiv auf
die Reduktion der E. coli-Metabolite reagiert, und nicht auf die Substanz selbst.
Zunidchst wurde die Lebensdauer der Mutantenstamme in An- und Abwesenheit des
Tannins beobachtet. Sek-1-Mutanten weisen eine hohe Rate an ,internal hatch” auf.
Diese Tiere wurden bei 15°C getestet, da geringere Temperaturen diesen storenden
Effekt zu minimieren scheinen. Daf-2-Mutanten sind Temperatur-sensitiv und
wurden bei 23°C getestet, um den langlebigen Phdnotyp zu erhalten. Age-I-
Mutanten wurde aus technischen Griinden unter Catechin-Einfluss bei 23°C und
unter Tanninsdure-Einfluss bei 20°C getestet. Die verbleibenden Stamme wurden
ebenfalls bei 20°C getestet.
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Abb. 29: Variation der mittleren Lebensdauer durch 100 pM Tanninsdure

Dargestellt ist die durchschnittliche Variation der mittleren Lebensdauer bei Behandlung mit 100 pM
TS in 16 Mutantenstammen relativ zum jeweils unbehandelten Mutanten-stamm. Zu Vergleichs-
zwecken ist die Variation der mittleren Lebensdauer von Wildtyp-Nematoden bei 20°C ebenso
dargestellt. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) und
Unterschiede zur Kontrolle gelten als signifikant mit p < 0,05 (*) und p < 0,005 (**).

Abbildung 29 illustriert die Unterschiede der mittleren Lebensdauer von 16 TS-
behandelten und unbehandelten Mutantenstimmen. Die mittlere und mediane
Lebensdauer der einzelnen Versuche als auch der jeweilige Mittelwert befinden sich
im Anhang (Tab. A7 & A8). Die genauen Bezeichnungen der Mutantenstamme als
auch der Allele konnen Kapitel 2.1 enthommen werden. Die stdrksten positiven
Effekte wurden mit den Mutantenstammen age-1, nhr-8, skn-1 und unc-43 erzielt. Die
Behandlung mit 100 uM TS erhohte die Lebensdauer um mehr als 30%. Die TS-
Exposition fiihrte weiterhin zu einem Anstieg der mittleren Lebensdauer (zwischen
11% und 26%) in den Mutantenstimmen akt-2, cav-1, daf-2, daf-12, daf-16, jnk-1, numr-
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1, osr-1 und sir-2.1. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit denen des Wildtyps bei
20°C. Keine signifikante Lebensverlingerung konnte jedoch in eat-2-Mutanten
erreicht werden, wobei die einzelnen Versuche sehr heterogen ausfielen. Dies konnte
die Konsequenz des Verhaltens dieses Mutantenstammes sein, da die Tiere in grofser
Anzahl die Agarplatte verliefen (Daten nicht aufgefiihrt). Die Aussagekraft der
einzelnen Versuche konnte so stark eingeschrankt sein. Mev-1-Mutanten profitieren
zwar leicht im Mittel, jedoch konnte in keinem der drei Einzelversuche eine
Signifikanz festgestellt werden. Eine schwach positive Wirkung ist aber auch in den
einzelnen Versuchen zu erkennen. Sek-1-Mutanten sind die einzigen Tiere, die
negative Auswirkungen aufgrund der TS-Exposition zeigten. Vier unabhingig
durchgefiihrte Lebensdauertests wiesen eine bemerkenswerte Abnahme der
medianen und mittleren Lebensdauer auf. Zusatzlich wurden Lebensdauertests der
sek-1-Mutanten mit 25 pM und 50 pM TS durchgefiihrt. Dadurch konnte ermittelt
werden, ob eine erhohte Sensitivitdt der Mutanten vorliegt und eine Verringerung
der TS-Konzentration zu einem positiven Effekt fithren kann. Jedoch konnte keines
der Expositions-Szenarien zu einer signifikanten Lebensverldngerung fithren
(Anhang Tab A7 & AS8).
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Abb. 30: Variation der mittleren Lebensdauer durch 200 pM Catechin

Dargestellt ist die durchschnittliche Variation der mittleren Lebensdauer bei Behandlung mit 200 pM
CT in 16 Mutantenstimmen relativ zum jeweils unbehandelten Mutanten-stamm. Zu Vergleichs-
zwecken ist die Variation der mittleren Lebensdauer von Wildtyp-Nematoden bei 20°C ebenso
dargestellt. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) und
Unterschiede zur Kontrolle gelten als signifikant mit p < 0,05 (*) und p < 0,005 (**).

Abbildung 30 stellt die Verdnderung der Lebensdauer in den Mutantenstimmen
durch 200 pM CT dar. Die Ergebnisse der Einzelversuche als auch die Mittelwerte
befinden sich im Anhang (Tab. A9 & A10). Auch hier ist leicht ersichtlich, wie bei

81



Ergebnisse

vielen der dargestellten Wildtyp-Studien, dass CT insgesamt einen schwécheren
Einfluss austibt als TS. Signifikante Lebensverlingerungen konnten in age-1-, cav-1-,
daf-12-, daf-16-, jnk-1-, numr-1-, osr-1-, sek-1-, sir-2.1-, skn-1- und unc-43-Mutanten
ermittelt werden. Im Gegensatz dazu konnten akt-2-, daf-2-, eat-2-, mev-1- und nhr-§-
Mutanten nicht signifikant von einer CT-Behandlung profitieren. Bei akt-2 und eat-2
ist jedoch eine leicht lebensverlingernde Tendenz ersichtlich. Die Einzelergebnisse
der Lebensdauer in daf-2-Mutanten sind sehr heterogen, so dass die Interpretation
dieses Stammes nur eingeschrankt moglich ist.

50 uM Ellagsdure und 300 uM Gallussdure wurden in zwei Mutantenstimmen auf
lebensverldngernde Eigenschaften getestet. Mev-1-Mutanten lebten durch die
Behandlung beider Tannine signifikant langer (Abb. 31). Im Gegensatz dazu konnte
in eat-2-Mutanten keine signifikante Verdnderung der Lebensdauer durch GS oder
ES beobachtet werden (Abb. 32). Jedoch ist eine leicht positive Tendenz in GS-
behandelten und eine leicht negative Tendenz in ES-behandelten Tieren zu erkennen,
welche sich insbesondere im Median bemerkbar macht (Anhang Tab. A1l & A12).
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Abb. 31: Lebensdauer der mev-7-Mutante unter GS- und ES-Einfluss

Dargestellt sind die Uberlebenskurven von GS- und ES-behandelten und unbehandelten mev-7-
Mutanten. Die Kurven reprasentieren die Mittelwerte der zwei Einzelversuche bei 20°C. Unterschiede
zur Kontrolle gelten als signifikant mit p < 0,05 (*) und p < 0,005 (**). Der erste Tag bezieht sich auf den
1. Adult-Tag.
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Abb. 32: Lebensdauer der eat-2-Mutante unter GS- und ES-Einfluss

Dargestellt sind die Uberlebenskurven von GS- und ES-behandelten und unbehandelten eat-2-
Mutanten. Die Kurven repréasentieren die Mittelwerte der zwei Einzelversuche bei 20°C. Unterschiede
zur Kontrolle gelten als signifikant mit p < 0,05 (*) und p < 0,005 (**). Der erste Tag bezieht sich auf den
1. Adult-Tag.

Um zu ermitteln, ob die Ursachen der Stressresistenz und der Lebensverldngerung
deckungsgleich sind, wurden die Mutanten auch hinsichtlich ihrer Stresstoleranz in
TS- und CT-behandelten Tieren untersucht. Da Tanninsdure gegentiber oxidativem
Stress nur schwache und unbestindige Auswirkungen zeigte, wurde der
Thermotoleranztest fiir die Untersuchung der Mutantenstimme ausgewdihlt.
Hitzegestresste Wildtyp-Tiere profitierten von 100 uM TS (Abb. 7), so dass diese
Konzentration auch fiir diesen Test gewdhlt wurde. In Abbildung 33 werden die
gemittelten Ergebnisse zusammengefasst und die relative Verdnderung der
Hitzetoleranz durch TS dargestellt. Weiterfithrende Angaben zur Dauer der
Stressexposition, Versuchsanzahl und Anzahl der beobachteten Tiere sind Tabelle
A13 (Anhang) zu entnehmen. Konsistent mit der Lebensdauerstudie profitierten
auch beim Thermotoleranztest mev-1- und sek-1-Mutanten nicht von einer TS-
Behandlung. Die starke toxische Wirkung von TS gegentiber sek-1-Tieren blieb jedoch
aus. Uberraschenderweise konnte die Thermotoleranz von daf-12- und daf-16-
Mutanten auch nicht durch eine TS-Exposition verbessert werden, wohingegen eine
signifikante Lebensverldngerung in beiden Féllen durchaus erzielt werden konnte.
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Abb. 33: Einfluss von Tanninsaure auf die thermische Stressresistenz verschiedener Mutantenstaimme
Dargestellt sind die Mittelwerte von Thermotoleranztests mit 16 verschiedenen Mutantenstammen als
auch dem Wildtyp zu Vergleichszwecken. Die Balken stellen die Variation der Toleranz gegeniiber
Hitzestress durch 100 pM TS im Vergleich zur jeweiligen, unbehandelten Kontrolle (100%) dar. Sek-7-
Mutanten wurden bei 15°C und daf-2-Mutanten bei 23°C gehalten. Die iibrigen Stimme wurden bei
20°C kultiviert. Am 6. Adult-Tag wurden die Tiere 6-10 Stunden 35°C ausgesetzt und anschlieBend tote
und lebende Tiere ausgezihlt. Die Fehlerbalken repréasentieren den Standardfehler des Mittelwertes
und Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle (0 pM) gelten als signifikant mit p < 0,05 (*) und p < 0,005
(**).
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Abb. 34: Einfluss von Catechin auf die oxidative Stressresistenz verschiedener Mutantenstimme
Dargestellt sind die Mittelwerte von oxidativen Stresstests mit 16 verschiedenen Mutantenstammen als
auch dem Wildtyp zu Vergleichszwecken. Die Balken stellen die Variation der Toleranz gegeniiber
oxidativen Stress durch 300 pM CT im Vergleich zur jeweiligen, unbehandelten Kontrolle (100%) dar.
Sek-7-Mutanten wurden bei 15°C und daf-2-Mutanten bei 23°C gehalten. Die ibrigen Stamme wurden
bei 20°C kultiviert. Am 6. Adult-Tag wurden die Tiere 6-10 Stunden 0,8 mM H,0; ausgesetzt und
anschlieBend tote und lebende Tiere ausgezahlt. Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler
des Mittelwertes und Unterschiede zur jeweiligen Kontrolle (0 pM) gelten als signifikant mit p < 0,05 (*)
und p < 0,005 (**).
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Da Catechin nur eine méfiig positive Auswirkung auf die thermische Stressresistenz
in Wildtypen aufwies, die oxidative Stressresistenz aber stark positiv beeinflusst
worden ist, wurde letzterer Test auch zur Analyse der 16 Mutantenstimme
verwendet. Im Gegensatz zu den Lebensdauertests wurde hier eine erhohte
Konzentration von 300 uM CT verwendet, da der positive Effekt dieser Dosis eine
deutlich bessere Kontinuitdt in den Einzelversuchen aufwies (Abb. 10). In
Abbildung 34 werden die Ergebnisse in der Ubersicht dargestellt. Nihere
Informationen sind der Tabelle A14 im Anhang zu entnehmen.

Die Stressresistenzen der Mutantenstaimme, die im Lebensdauertest nicht von einer
CT-Exposition profitierten, akt-2, daf-2, mev-1 und nhr-§, wurden durch 300 pM CT
signifikant erhoht. nhr-8-Mutanten erwiesen sich dabei als besonders empfianglich
fur die protektive Wirkung. Nur bei eat-2 ist eine nicht signifikante, aber leicht
positive Tendenz in beiden Tests erkennbar. Zudem wiesen age-1-, sek-1- und unc-43-
Mutanten keine verbesserte Toleranz gegeniiber oxidativem Stress nach CT-
Behandlung auf. Diese Stamme erzielten jedoch eine gute Ansprechrate auf CT im
Lebensdauertest.

3.9 Keine Translokation von DAF-16

DAEF-16 ist ein Schliisselelement bei der Determinierung der Lebensdauer, der
Stressabwehr und in vielen Prozessen, unter anderem {iiber den IIS, beteiligt.
Zusitzlich zur Analyse der Genexpression und der Sensitivitdt von daf-16-Mutanten
gegeniiber Tanninen soll daher abschliefSend ermittelt werden, ob die Aktivitdt von
DAF-16 durch Tannine beeinflusst wird. Die Aktivierung von DAF-16 erfolgt
weniger iiber die Genexpression, denn iiber Aktivierung der Translokation in den
Nukleus und tiber Bindung von Co-Faktoren im Nukleus (Lin et al., 2001). Daher ist
die Ermittlung der Translokation eine sinnvolle Ergdnzung zur Genexpressions-
analyse. Zudem wurde festgestellt, dass das Polyphenol Quercetin eine
Translokation von DAF-16 induziert (Kampkotter et al.,, 2007b, 2008), obwohl eine
Lebensverlangerung nicht DAF-16 bedarf (Saul et al., 2008). Dies ist auch fiir die
Polyphenole in dieser Arbeit denkbar und sollte daher untersucht werden.

Abbildung 35A beweist eindrucksvoll, wie stark DAF-16 auf Hitzestress reagiert.
Die punktférmige Fluoreszenz zeigt an, dass sich DAF-16, zusammen mit dem griin
fluoreszierenden Reporter GFP, im Zellkern befindet. Ein &hnliches Bild ergibt sich
nach Hungerstress (Daten nicht gezeigt). Wurden die Tiere jedoch keinem Hitze-
oder Hunger-Stress ausgesetzt, so konnte auch keine Translokation detektiert
werden. Die Tiere wurden hierbei unbehandelt als auch Tannin-behandelt unter dem
Fluoreszenzmikroskop an mehreren Tagen beobachtet (Abb. 35B). Die effektivsten
Konzentrationen (bezogen auf die mittlere Lebensdauer) der Tannine wurden fiir
diese Untersuchung ausgewdhlt. Die Tiere wurden zwischen dem 1. und 6. Adult-
Tag zweimal tdglich beobachtet. Es wurde hierbei bei keiner Konzentration eine
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Translokation festgestellt. Auch der intermedidre Typ, welcher sich durch teilweise
Translokation auszeichnet (Kampkétter et al., 2008), konnte nicht erfasst werden.

35A: Positiv-
Kontrolle

0ouM TS 100 uM

Abb. 35: Lokalisation von DAF-16::GFP nach Tannin-Exposition

Der daf-16::daf-16-gfp;rol-6 Stamm TJ356 (z/s356) wurde verwendet, um die Translokation von DAF-16
in den Nukleus mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops sichtbar zu machen. Als Positiv-Kontrolle wurden
die Tiere des Stammes fiir 2 Stunden 35°C ausgesetzt (A). Die iibrigen Tiere wurden bei 20°C gehalten.
Die Negativkontrolle (O pM) als auch die Test-Tiere (100 pM TS, 300 pM GS, 50 pM ES und 200 pM CT)

hatten ein identisches Erscheinungsbild. Exemplarisch dargestellt sind ein Kontrolltier und ein TS-
behandeltes Tier (B).

35B: Negativ-Kontrolle
und Tannin-behandeltes
Tier
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4 Diskussion

Sind Tannine in der Lage, die Lebensdauer eines multizelluldiren Organismus
signifikant zu verlangern? Die Antwort darauf scheint in dieser Arbeit gefunden und
lautet: Ja. Doch die weitaus interessantere Frage ist, welche Prozesse diese
Lebensverldngerung ermoglichen und welche diese begleiten. Die Komplexitidt der
Determination der Lebensdauer und des Alterungsprozesses erdffnen eine Vielzahl
von Moglichkeiten des Wirkmechanismus. Zur Diskussion stehen hier insbesondere
die vermeintlich stressprotektiven antioxidativen und antimikrobiellen Effekte sowie
die primér stresserzeugenden hormetischen und antinutritiven Wirkwege. Eine
Vielzahl von sorgfiltig ausgewdhlten Lebensparametern wurde in An- und
Abwesenheit von Tanninen beobachtet, um die potentiell verantwortlichen
Hintergrundmechanismen zu bestimmen. Im Folgenden sollen die erhaltenen Daten
im Gesamtkontext analysiert werden und die moglichen Wirkmechanismen und
zugrundeliegenden Theorien verifiziert werden. Die bereits in der Einleitung
aufgestellten Hypothesen stellen den roten Faden dieser Diskussion dar und werden
auf ihre Richtigkeit tiberpriift.

41  Uberpriifung der 1. Hypothese
(Tannine erhohen Lebensdauer und Stressresistenz und zeigen adverse Effekte auf
die Fitness)

4.1.1 Modulation der Lebensdauer, Fitness und Stresstoleranz durch Tannine
Alle getesteten Tannine konnten die Lebensdauer signifikant erhdhen, wobei diese

Wirkung bei TS und ES nur einem eingeschriankten Konzentrationsbereich
zugeschrieben werden kann. Ein Transgenerationseffekt konnte in der F2-Generation
nicht detektiert werden, jedoch ist nicht auszuschliefSen, dass die Wirksamkeit der
Tannine nach Verwendung in weiteren Generationen durch adaptive bzw.
epigenetische Verdnderungen nachlasst. Auffillig ist, dass die Effektivitdt der TS bei
23°C wesentlich verstarkt geworden ist. Die Griinde dafiir konnen vielfdltig sein. Die
Bindungseigenschaften, Bioverfiigbarkeit oder Metabolisierung von TS konnten
unter warmeren Bedingungen so verdndert sein, dass sich dies zusétzlich positiv auf
die Lebensdauer auswirkt. Denkbar ist auch, dass die lebensverldngernde
Eigenschaft von TS durch erhohte Stresstoleranz ausgelost wird und bei 23°C schon
ein leichter thermischer Stress auftritt. Ein weiterer Temperatureffekt war bei ES und
GS zu beobachten. ES konnte keine Lebensverldngerung bei 15°C Testbedingungen
erzielen und GS wirkte bei 15°C relativ schwach und in den Einzelversuchen nicht
signifikant. Auch hier kommen verdnderte Bindungseigenschaften, Bioverfiigbarkeit
oder Metabolisierung der ES und GS als Ursache in Betracht. Moglich ist auch, dass
ES und GS durch antibakterielle Effekte zur Lebensverldngerung fithren (was im
nédchsten Abschnitt noch ndher diskutiert wird). Da bei 15°C das Bakterienwachstum

aufgrund des wesentlich hoheren Temperaturoptimums von E. coli nur
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eingeschrankt moglich ist (Hajna & Perry, 1939), verloren diese Tannine somit auch
an Wirksamkeit.

Doch korreliert die beobachtete Lebensverldngerung mit erhohter Stressresistenz,
wie von Johnson et al. (1996, 2001, 2002) und Benedetti et al. (2008) postuliert? Dies
trifft fiir TS und CT weitestgehend zu, denn beide Substanzen vermitteln erhohte
Toleranz gegentiber Hitze wund oxidativen Stress in den effektivsten
lebensverlingernden Konzentrationen. Andere, ebenfalls lebensverlingernde
Konzentrationen, wie 25 uM TS und 100 pM CT, zeigten jedoch keine Stressresistenz.
Dies konnte an der geringeren Sensitivitdt der Stresstests liegen, da im Gegensatz
zum Lebensdauertest nur ein bestimmter Zeitpunkt betrachtet wird. Gallussdure
hingegen konnte in keinem der Tests tiberzeugen. Nur hohe Konzentrationen zeigten
signifikante Wirksamkeit gegeniiber Hitzestress, jedoch keine Konzentration
gegeniiber oxidativem Stress. ES bewirkte sogar eine erhohte Sensitivitidt gegentiber
Stress. Eine gesteigerte Stresstoleranz, zumindest beziiglich H.O> und Hitze, kommt
also weder als Ursache noch als Konsequenz der Lebensverldngerung bei ES und GS
in Frage. Stress kann jedoch sehr verschiedene Ursachen und Auswirkungen haben.
Daher ist es denkbar, dass ES und GS sehr wohl protektiv gegeniiber anderen
Stressoren, wie z.B. Pathogenen wirken.

Ist eine Tannin-vermittelte Lebensverldngerung gleichbedeutend mit einer erhthten
individuellen Fitness? Oder zeigen sich Einbufien aufgrund einer Energie-
Umverteilung zugunsten der Lebensdauer? Wachstum, Reproduktion, Mobilitidt und
die pharyngeale Pumpfrequenz wurden als ein Maf3 fiir die Fitness untersucht. Nicht
nur eine verspdtete bzw. verringerte Reproduktion sondern auch ein reduziertes
Wachstum kann in Konkurrenz mit anderen Tieren einen selektiven Nachteil
bedeuten und so die darwinsche Fitness verringern (Arendt, 1997; Gebhardt-Henrich
& Richner, 1998; Metcalfe & Monaghan, 2003). Die Mobilitdt ist Mafs fiir die
individuelle korperliche Fitness. Dariiber hinaus kann eine reduzierte Mobilitdt die
Flucht vor Pradatoren erschweren, so dass auch hier die darwinsche Fitness
beeinflusst werden konnte. Die pharyngeale Pumpfrequenz ist aufgrund ihrer
negativen Korrelation mit der Alterung (Huang et al., 2004) ein gut geeigneter
Fitnessparameter.

Tabelle 11 fasst die Fitness-relevanten Ergebnisse zusammen. Die erste Reihe soll
dabei verdeutlichen, welche Effekte eine gesteigerte Fitness erzeugen wiirde. Es wird
schnell ersichtlich, dass jedes Tannin in einem oder mehreren Bereichen keinen
Einfluss auf die Fitness und sogar einen Fitnessnachteil erzeugte. Tanninsdure zeigte
eine Verzogerung der Reproduktion und eine Verringerung des Wachstums, jedoch
keine Unterschiede in der pharyngealen Pumpfrequenz oder Gesamtreproduktion.
Andererseits bewegten sich TS-exponierte Tiere hdufiger und, sofern sie sich in TS-
freien Bakterien bewegten, auch schneller. Gallussdure zeigte in allen Bereichen, mit
Ausnahme einer verzogerten Vermehrung und unverdanderten Gesamtreproduktion,
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Fitness-Steigerungen. ES und CT hingegen konnten nur in wenigen Bereichen eine
Verbesserung der Fitness verursachen.

Die Steigerung der Fitness kann als Folge verringerter Alterung und verldngerten
Lebens aufgefasst werden. Da alle getesteten Tannine das Leben verldngern, jedoch
die Fitnessparameter unterschiedlich variieren, ist es aber wahrscheinlicher, dass die
Fitnessvariationen eher als Nebeneffekte der Tanninwirkung entstehen. Potentiell
konnten Fitnessvariationen aber auch die Ursache der Langlebigkeit darstellen. So
wurde berichtet, dass stdrkeres Wachstum den intrazelluliren, oxidativen Stress
erhoht und das Leben verkiirzt (Rollo, 2002), so dass ein verringertes Wachstum zu
Lebensverlangerungen fithren konnte. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine
verminderte Pharynx-Pumpfrequenz CR und somit Langlebigkeit auslost (Lakowski
& Hekimi, 1998). Zudem kann eine unterdriickte Reproduktion Langlebigkeit in C.
elegans auslosen (Hsin & Kenyon, 1999).

Tabelle 11: Ubersicht iiber Fitness-relevante Ergebnisse

) (Gt Reproduktions- | Qualit. Quant. Pharynx-
Grofie repro- Beginn Mobilitit | Mobilitit | Pumpfrequenz
duktion & o
Anzeichen
fiir eine
+ + + * " ’
erhohte
Fitness
100uM TS | - 0 - (*+) o 0
300 uM GS 0 - * i
50 uM ES 0 0 - * 0 0
200uM CT | - 0 0 0 ™) .

(+)/ (-) Leichte und / oder nicht signifikante Erhohung/Verringerung
+/- Erhohung/ Verringerung
++/-- Starke Erhohung/Verringerung

Die 1. Hypothese ,Tannine erhohen Lebensdauer und Stressresistenz und zeigen
adverse Effekte auf die Fitness” kann demnach nur teilweise bestitigt werden. Zwar
zeigten alle Tannine lebensverldngernde Effekte, jedoch konnten nur TS und CT eine
Verbesserung der Stresstoleranz erwirken. Alle Tannine zeigten adverse Effekte
beziiglich der Fitness, jedoch in unterschiedlicher Variation.
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4.2 Uberpriifung der 2. Hypothese

(Kaum Relevanz der antioxidativen und antimikrobiellen Effekte)

421 Involvierung antimikrobieller Effekte in ES- und GS-vermittelter
Langlebigkeit
Die Fiitterung der Nematoden erfolgte mit E. coli-Bakterien, die wiahrend des
Proliferationsprozesses fiir Nematoden schddliche Metabolite produzieren (Garigan
et al. 2002; Lithgow, 2003). Ein moglicher lebensverlingernder Mechanismus der
Tannine konnte folglich die Inhibition des bakteriellen Wachstums und somit die
Reduktion der Metabolitensynthese darstellen. Tatsdchlich sind diverse
antimikrobielle Effekte der Tannine bekannt. Sowohl fiir Tanninsdure (Chung et al.,
1998a; Taguri et al.,, 2004; Kim et al., 2009) als auch fiir Gallussdure (Tesaki et al.,
1999; Panizzi et al., 2002), Ellagsédure (Vattem et al., 2004; Kim et al., 2006; Hancock et
al, 2010) und fur Catechin (Parkar et al, 2008) wurden E. coli-inhibierende
Eigenschaften berichtet.
TS und CT konnten jedoch auch unter Verwendung von hitzegetoteten Bakterien zu
einer signifikanten Lebensverldngerung fiithren. Die Verhinderung der bakteriellen
Proliferation erscheint als primédrer Wirkmechanismus daher unwahrscheinlich. Es
konnte hingegen argumentiert werden, dass die anfangliche Fuitterung mit lebenden
Bakterien bis zum 6. Adult-Tag ausreicht, um eine Lebensverldngerung zu erzielen
und die Tannine bei anschlieffender Verwendung toter Bakterien wirkungslos
blieben. Dies schien insbesondere fiir TS wahrscheinlich: TS erzielte in jungen Tieren
eine starkere Wirkung als in dlteren, was durch den Vergleich der Variation von
minimaler und maximaler Lebensdauer deutlich wird. Zudem bewirkte eine TS-
Exposition bis zum 6. Adult-Tag einen signifikanten Anstieg der Lebensdauer.
Deutlich dagegen spricht jedoch, dass die Lebensverldngerung bei Expositions-Stopp
am 6. Adult-Tag sowohl mit anschlieffender Fiitterung lebender als auch mit toter
Bakterien (rund 8% bzw. 7%) wesentlich geringer ausfiel als bei lebenslanger
Exposition unter Verwendung lebender bzw. toter Bakterien (rund 18% bzw. 19%).
Folglich muss TS auch bei Fiitterung von toten Bakterien seine lebensverlingernde
Wirkung ausiiben, so dass antimikrobielle Effekte als Hauptmechanismus
ausgeschlossen werden konnen. Da eine CT-Exposition bis zum 6. Adult-Tag bei
keiner der beiden Fiitterungs-Szenarien zu einer Verldngerung des Lebens fiihrte,
gilt diese Schlussfolgerung auch fiir Catechin.
Anders sieht die Datenlage fiir Gallussdure und Ellagsdure aus. Bei Verwendung
hitzegetoteter Bakterien konnte weder bei initialer noch bei lebenslanger Substanz-
Exposition eine signifikante Lebensverldngerung erreicht werden. Die Wirkung von
ES und GS auf die Lebensdauer ist somit wahrscheinlich an die Proliferation der E.
coli-Bakterien gekoppelt. Dies muss jedoch nicht zwangsldufig bedeuten, dass diese
Tannine durch Inhibierung des Bakterienwachstums oder gar durch Abttten der
Bakterien zu einer Lebensverldngerung fiihren. Es ist ebenso moglich, dass ES und
GS direkt mit den schadlichen Metaboliten reagieren und diese unschéddlich machen
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oder deren Aufnahme verhindern. Weiterhin ist es denkbar, dass die Tannine die
Metabolitensynthese in den Bakterien inhibieren, ohne jedoch Einfluss auf die
Proliferation selbst zu nehmen. Eine weitere Moglichkeit ist die Aktivierung der
Stressantwort in den Nematoden, die spezifisch die Abwehr dieser Metabolite
begiinstigt. Um dies zu {iberpriifen, miissten die schddigenden Metabolite
identifiziert werden wund Lebensdauertests mit diesen in Abwesenheit
proliferierender Bakterien unter ES- und GS-Einfluss durchgefiihrt werden.

4.2.2 Unzureichende Indizien fiir einen antioxidativen Wirkmechanismus

Der antioxidative Effekt von Tanninen kann zum Einen direkt ausgeiibt werden, wie
durch Chelatierung von Metallen, was zur Pravention der ROS-Formation fiihrt,
oder durch Abfangen freier Radikale, was zur Unterbrechung der Kettenreaktion
tithrt (Soobrattee et al., 2005). Zum Anderen konnten Tannine aber auch die Synthese
oder Aktivitit von enzymatischen Antioxidantien oder antioxidativen Metaboliten
im Tier positiv beeinflussen (Williams et al.,, 2004; Soobrattee et al., 2005). Doch
treffen diese Mechanismen auch auf die vier getesteten Tannine zu und fiihren diese
tatsachlich zu der beobachteten Langlebigkeit?

Die Tatsache, dass Tannine freie Radikale in vitro abfangen konnen, konnte hier
mittels TOSC-Analyse bestétigt werden, wobei insbesondere TS und ES eine starke
antioxidative Kapazitit aufwiesen. Untersuchungen zeigten jedoch, dass die
diversen antioxidativen Messmethoden mitunter stark variieren (Schlesier et al.,
2002; Aruoma, 2003; Buenger et al., 2006; Magalhaes et al., 2008), so dass dieses
erhaltene Ergebnis mit Vorsicht zu betrachten ist. So konnte zum Beispiel gezeigt
werden, dass Gallussdure eine mehr als dreifach hohere antioxidative Kapazitat
gegeniiber dem Radikal ABTS** besitzt als Ellagsdure (Soobrattee et al., 2005),
wohingegen die hier verwendete TOSC-Methode der Ellagsdure ein wesentlich
starkeres antioxidatives Potential bescheinigt als der Gallussdure. Auch wenn daher
nicht eindeutig beantwortet werden kann, welches Tannin insgesamt die starksten
antioxidativen Kapazititen aufweist, so scheint doch anhand der vielfdltigen
Literatur und der durchgefiihrten TOSC-Analyse sicher zu sein, dass alle
untersuchten Tannine radikalabfangende Eigenschaften besitzen, die potentiell zu
einer Lebensverldingerung beitragen konnten. Die Metall-chelatierenden
Eigenschaften der Tannine wurden im Zuge dieser Untersuchung nicht tiberpriift,
jedoch gibt es zahlreiche Berichte, die diese Eigenschaften bestdtigen (Ahmed et al.,
1999; Hynes & Coinceanainn, 2001; Wauters et al., 2001; Hagermann, 2002; Kraal et
al., 2006; Medina et al., 2007).

Viel bedeutungsvoller ist hingegen die antioxidative Leistung in vivo. Die TOSC-
Analysen wasserloslicher und lipidloslicher Metabolite von exponierten Tieren
geben dazu erste Anhaltspunkte. GS- und CT-Expositionen konnten die Anzahl oder
Starke antioxidativ wirkender Metabolite augenscheinlich nicht verdndern. Auch
hier muss beachtet werden, dass ein anderes Testsystem durchaus zu einem
positiven Ergebnis fithren konnte. ES- und TS-behandelte Tiere bewirkten in diesem
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Testsystem hingegen signifikante Ergebnisse. ES-behandelte Tiere wiesen eine starke
antioxidative Kapazitdt der wasserloslichen Phase auf, jedoch bleibt fraglich, ob dies
nicht von Spuren der puren Substanz herriihrt. Dies wird untermauert durch das
negative Ergebnis in der lipidloslichen Phase der ES-behandelten Tiere, in der sich
aufgrund der erfolgten Phasentrennung kaum noch ES befinden diirfte. Jedoch kann
auch nicht ausgeschlossen werden, dass ES selektiv die Bildung wasserloslicher
Metabolite anregt. Diese Problematik besteht auch bei TS, wobei hier in beiden
Phasen ein starker Effekt erzielt werden konnte. Da die lipidlosliche Phase
tiberwiegend frei von TS sein sollte, kann von einer TS-vermittelten Anregung der
antioxidativen, lipidloslichen Metabolitensynthese ausgegangen werden. Ob dies
auch fiir wasserlosliche Metabolite zutrifft, bleibt trotz des positiven Ergebnisses
fraglich. Die potentielle Problematik der ,Tannin-Verunreinigung” der
wasserloslichen Phase konnte durch die starken Bindungs- und Prézipitations-
eigenschaften von TS und ES ausgelost werden, die in GS und CT nicht so stark
ausgepragt sind (Singleton, 1981).

Die antioxidative Abwehr der Nematoden umfasst aber auch eine Vielzahl von
Enzymen, wie Katalasen, Glutathion-Peroxidasen und Superoxid-Dismutasen. Die
Microarray-Analyse konnte jedoch keine Hinweise einer Induktion der
entsprechenden Gene durch Tanninsdure aufdecken (Daten nicht dargestellt). Es
konnte sogar eine leichte Repression von sod-5 in der qRT-PCR beobachtet werden.
Es ist aber nicht auszuschliefSen, dass einer der anderen Tannine die Expression
dieser Gene verdndert. Weiterhin ist eine posttranskriptionale oder
posttranslationale Regulierung enzymatischer Antioxidantien durch die Tannine
moglich, die mit diesem Microarray jedoch nicht erfasst werden kénnen.

Eine wirkungsvolle antioxidative Kapazitdt in vivo sollte sich auch durch erhohte
Toleranz der Nematoden gegeniiber oxidativem Stress bemerkbar machen. Im
oxidativen und thermischen Stresstest konnten aber nur TS und CT tiberzeugen.
Thermischer Stress wirkt sich auch anregend auf die endogene ROS-Produktion aus
(Finkel & Holbrook 2000; Zhang et al., 2003), so dass eine starke antioxidative
Kapazitit der Tannine das Uberleben bei hohen Temperaturen verbessern miisste.
Dies kann in diesem Fall direkt durch Abfangen der thermisch-induzierten,
endogenen ROS-Molekiile, durch Steigerung der enzymatischen oder metabolischen
Stressabwehr oder durch erhohte Aktivierung von Reparaturprozessen realisiert
werden. Im oxidativen Stresstest hingegen werden die vorexponierten Tiere in
Abwesenheit der Tannine getestet (mit Ausnahme der Tanninmolekiile, die sich zu
Beginn des Tests noch im oder am Tier befanden). Ein direktes Abfangen der
zugefiihrten HxO»-Molekiile, als auch der endogen entstehenden ROS-Molekiile
durch die Testsubstanzen ist demnach kaum moglich. Interessant in diesem
Zusammenhang ist, dass die TS-Behandlung ein besseres Uberleben unter
Hitzestress ermoglichte, wahrend sich CT in dem oxidativen Stresstest als wirksamer
erwies. Dies konnte daran liegen, dass TS seine stressprotektive Eigenschaft
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insbesondere durch das direkte Abfangen von ROS-Molekiilen entfaltet, was im
oxidativen Stresstest kaum zum Tragen kommt. Auch denkbar ist die selektive
Aktivierung von Abwehr- oder Reparaturproteinen durch TS bzw. CT, die besonders
gegen eine der beiden Stressformen wirksam ist.

Ein wichtiger Hinweis zur Beteiligung von antioxidativen Mechanismen an der
lebensverlangernden Wirkung kann anhand der Lebensdauer von Tannin-
behandelten mev-1-Mutanten gewonnen werden. MEV-1 ist eine Untereinheit des
Enzym-Komplexes II der Elektronen-Transport-Kette (Ishii et al., 1998). Die
Abschaltung des Gens in den Mutanten bedingt eine ROS-Uberproduktion,
Hypersensitivitdt gegentiber oxidativem Stress und vorzeitige Alterung. Sofern die
antioxidative Kapazitdt eines Tannins mafigeblich an der Lebensverlingerung
beteiligt ist, sollten mev-1-Tiere klar von einer Tanninexposition profitieren. Dies trifft
tir GS und ES zu. TS konnte zwar eine leichte Erhchung der Lebensdauer bewirken,
jedoch fillt diese wesentlich geringer aus, als bei Wildtypen. Die beschriebenen
prooxidativen Kapazitdten der TS (Khan et al., 2000; Varanka et al., 2001; Labieniec et
al., 2003) bieten eine mogliche Erklarung fiir das relativ schlechte Ergebnis in mev-1-
Mutanten. Auch Catechin scheint leichte prooxidative Kapazititen zu besitzen
(Akagawa et al., 2003), was die Neutralisierung des Langlebigkeits-Effektes in mev-1-
Mutanten ebenfalls erkldren kann. Doch auch fiir GS (Akagawa et al., 2003) und ES
(Labieniec et al., 2003) konnten prooxidative Eigenschaften nachgewiesen werden,
eine Verldngerung des Lebens von mev-1-Mutanten war dennoch moglich. Die
antimikrobiellen Effekte dieser beiden Substanzen kénnten stark genug sein, um
auch eine Lebensverldngerung in diesen Tieren zu ermdoglichen und die moglichen
prooxidativen Effekte zu tiberdecken. Dariiber hinaus entscheiden verschiedene
Umstiande, wie das Milieu oder die Konzentration eines Stoffes, wann eine Substanz
prooxidativ und wann antioxidativ wirkt (Labieniec et al., 2003; Robaszkiewicz et al.,
2007; Chobot & Hadacek, 2009). Es ist also moglich, dass GS und ES unter diesen
Bedingungen antioxidativ wirken.

Tabelle 12 gibt eine Zusammenfassung tiber die antioxidativen Testergebnisse der
Tannine. Die erste Reihe gibt Hinweise, wie sich eine antioxidative Eigenschaft
auswirken konnte. Trotz vieler dafiir sprechender Hinweise scheint die antioxidative
Kapazitit der Tannine nicht der mafigebliche Mechanismus zu sein, der zur
Langlebigkeit fithrt. Ausschlaggebend fiir diese Schlussfolgerung sind die sehr
schwachen Auswirkungen auf mev-1-Mutanten durch TS und CT sowie die schlechte
bzw. nicht vorhandene Schutzwirkung von GS und ES gegentiber thermischem und
oxidativem Stress. Dies wird untermauert durch die Arbeiten von Doonan et al.
(2008b), Gems & Doonan (2009) und Pun et al. (2010), die nachgewiesen haben, dass
antioxidative Wirkungen nicht positiv mit der Lebensdauer von C. elegans
korrelieren.
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Tabelle 12: Ubersicht tiber antioxidative Wirkungen
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Anzeichen fiir
eine
antioxidative
Wirkung
100 uM TS | ++ + 0/(+) ++ + (+)
300 uM GS + 0 0 N/A (+) 0 +
50 uM ES ++ ++ 0 N/A 0 -
200 uM CT + 0 0 N/A + ++ 0

(+)/(-) Leichte und / oder nicht signifikante Erhohung/Verringerung
+/- Erhohung/Verringerung
++/-- Starke Erh6hung/ Verringerung

Die 2. Hypothese , Kaum Relevanz der antioxidativen und antimikrobiellen Effekte”
kann demzufolge nur teilweise bestdtigt werden. Zwar scheint die antioxidative
Kapazitdat tatsachlich nicht der Hauptmechanismus der Tannin-vermittelten
Langlebigkeit zu sein, jedoch erwies sich die antimikrobielle Eigenschaft der
Ellagsdure und Gallussdure als wahrscheinliche Ursache der Lebensverldngerung.

4.3  Uberpriifung der 3. Hypothese

(Tannine wirken hormetisch und l6sen einen CR-Effekt aus)

4.3.1 TS und ES sind hormetisch agierende Tannine

Son et al. (2008) diskutierten potentielle hormetische Effekte von pflanzlichen
Sekundédrmetaboliten. Da viele dieser Metabolite zur Abwehr gegen Schadlinge und
Pathogene synthetisiert werden, sollte ein gewisses toxisches Potential vorhanden
sein, welches in geringer Dosierung in anderen Organismen zu Hormesis fiihren
konnte. Die charakteristische, (invertierte) J-formige Dosis-Wirkungs-Kurve konnte
bei Tanninsdure und Ellagsdure im Lebensdauertest nachgewiesen werden. Ebenso
zeigte sich, dass die hochsten Konzentrationsbereiche von TS und ES auch unter
Stress das geringste Uberleben vermittelten. Jedoch zeigten sich bei ES und TS
Nachteile in der Reproduktion und, im Falle von TS, auch im Wachstum. Hormesis
wird oft als Verbesserung von Lebensparametern durch leichte Stress-Einwirkung
verstanden. Wenn sich der Parameter Lebensdauer ,verbessert’, aber sich andere
Fitnessparameter = augenscheinlich  ,verschlechtern’ (Wachstum  und/oder
Reproduktion), kann das insgesamt als positives Ergebnis und somit tiberhaupt als
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Hormesis aufgefasst werden? Kendig et al. (2010) bieten einen Erkldrungsansatz
durch Prazisierung der Hormesis-Definition. Demzufolge wird Hormesis als Dosis-
Wirkungs-Beziehung fiir einen einzelnen Endpunkt aufgefasst, welche durch
Umkehr der Wirkung zwischen niedrigen und hohen Dosen diverser Stressoren
charakterisiert ist. Elementar ist hierbei, dass sich Hormesis jeweils auf einen
Endpunkt bezieht. Das bedeutet also nicht, dass die hormetische Konzentration auf
alle Parameter einen giinstigen Einfluss ausiiben muss. Somit kann die Dosis-
Wirkungskurve fiir jeden Endpunkt individuelle hormetische Konzentrations-
bereiche umfassen. Um dies zu tiberpriifen, konnten Konzentrationsreihen von TS
und ES beziiglich des Wachstums und der Reproduktion getestet werden. Zudem
wurde in der Definition von Kendig et al. (2010) bewusst auf wertende und
subjektive Begriffe wie ,positiv’ oder ,verbessert” verzichtet. Somit sollte die
verspédtete Reproduktion und das verringerte Wachstum auch wertneutral betrachtet
werden. Letztlich fehlt es aber an ausgedehnten Untersuchungen, ob und welche
Nebenwirkungen eine hormetische Beeinflussung eines Lebensparameters mit sich
bringt.

Weitere Belege einer hormetischen Wirksamkeit der Tanninsdure konnen anhand der
Untersuchungen mit den Mutantenstimmen als auch mittels Microarray gefunden
werden. So ist das Gen sek-1, welches an der Vermittlung der Pathogenresistenz
beteiligt ist (Kim et al., 2002), essentiell fiir die Auspragung der lebensverlingernden
Eigenschaft von TS. Moglicherweise bewirkt TS eine Aktivierung des Pathogen-
resistenz-Signalwegs durch mimen eines pathogenen Stresses. Ist jedoch sek-1
ausgeschaltet, so bewirkt TS eine Lebensverkiirzung, da sich das Tier vermutlich
nicht mehr gegen den ausgelosten Stress wehren kann. Die positive Wirkung auf die
thermische Stressresistenz hingegen benotigt neben SEK-1 noch zwei weitere
Faktoren, DAF-16 und DAF-12. Da beide Dauerformations-Proteine miteinander
interagieren (Matyash et al, 2004) und DAF-16 die Transkription vieler
Stressabwehrproteine reguliert, ist eine Beteiligung an der TS-vermittelten
Stressresistenz durchaus plausibel. Dies widerspricht jedoch einem Bericht von
Cypser et al. (2006), in dem die Gene daf-12, daf-16 und daf-18 fiir den hormetischen
Langlebigkeits-Effekt verantwortlich gemacht werden, jedoch nur daf-18 fuir eine
hormetisch erhohte thermische Resistenz bendtigt wird. Der verwendete
physikalische Stressor (Hitze) scheint Hormesis demnach auf andere Weise zu
veranlassen, als die untersuchten Tannine in dieser Arbeit.

Von besonderem Interesse sind aber die im Microarray detektierten Induktionen
verschiedener stressinduzierbarer Gene und Gene, die fiir stressabwehrende Proteine
codieren. Dazu gehoren insbesondere nhr-8, juk-1, pgp-14 und numr-1, welche alle mit
einer Stressantwort in Verbindung stehen und somit potentiell verantwortlich fiir
den Hormesis-Effekt in TS-behandelten Tieren sein konnten. Interessant ist auch,
dass diverse Gene als auch die Gengruppe abu durch die lebensverlingernden
Konzentrationen in anderer Weise reguliert wurden, als durch die lebens-
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verkiirzende Konzentration. Dies stiitzt die Hypothese von Steinberg et al. (2008), in
der die adaptive Stressantwort als hormetischer Hauptmechanismus angezweifelt
wird.

Catechin und Gallussdure bewirkten weder bei der Lebensdauer noch bei der
Stressresistenz eine Dosis-Wirkungs-Beziehung, die dem Prinzip der Hormesis
entspricht. Denkbar ist aber, dass noch hohere Konzentrationen zu toxischen
Effekten fithren wiirden und dass die Dosis-Wirkungs-Kurven nur stark verzerrt
bzw. gestreckt sind. Ob dies dann noch als Hormesis gewertet werden sollte, bleibt
jedoch zweifelhaft.

4.3.2 CR scheint nicht verantwortlich fiir GS- und CT-vermittelte Langlebigkeit
Zu sein
CR ist einer der prominentesten und wirkungsvollsten Mechanismen zur Erlangung

von Langlebigkeit ohne gentechnische Manipulationen. Die bislang noch nicht
eindeutig identifizierten, molekularen, CR-auslosenden Hintergrundmechanismen
konnten von den Tanninen aktiviert werden und so zur Langlebigkeit fiihren.
Weiterhin konnte die Nahrungsaufnahme oder -verwertung von den Tanninen
negativ beeinflusst werden, was auch zu einer CR-vermittelten Langlebigkeit fithren
wiirde. Diese potentiellen Wirkmechanismen der Tannine erscheinen besonders
plausibel, da deren antinutritiven Effekte schon mehrfach tiberzeugend geschildert
wurden (Butler, 1992; Carmona, 1996; Chung-MacCoubrey et al., 1997; Carbonaro et
al, 2001). Verschiedene Tests wurden zur Bewertung dieser Hypothese
hinzugezogen.

Der Attraktionstest kann Auskunft {iber das Fressverhalten der Nematoden geben.
Wird gezeigt, dass eine Substanz gemieden wird, so kann postuliert werden, dass die
Tiere im Lebensdauertest weniger substanzhaltige Nahrung zu sich nehmen wiirden
als substanzfreie Nahrung. Dieses Prinzip konnte auf die Ellagsdure zutreffen, da die
Tiere Kontrollbakterien den ES-bestiickten Bakterien vorzogen. Eine vollige
Nahrungsverweigerung, gleichzusetzen mit volliger Abwesenheit von Nachkommen
auf den ES-haltigen Bakterienspots, konnte aber nicht festgestellt werden.

In dhnlicher Weise kann die Pharynx-Pumpfrequenz Aussagen tiber die
aufgenommene Nahrungsmenge liefern: Je weniger Kontraktionen, desto weniger
Nahrung wird aufgenommen. Die Tannin-behandelten Tiere zeigten jedoch keine
signifikante Reduktion der Frequenz. GS und CT erhohten sogar die Pumpfrequenz.
Jedoch kann eine verdnderte Pumpfrequenz nicht nur als Ursache, sondern auch als
Konsequenz eines CR-Effektes aufgefasst werden. So zeigten Lee et al. (2006) eine
Erhohung der Pumpfrequenz in Tieren, die keinerlei Nahrung bekamen. Dies konnte
eine Folge verlangsamter Alterung sein oder ein biologischer Mechanismus, welcher
bei Nahrungsmangel auftritt, um die maximale Nahrungsaufnahme zu erméglichen.
Daher ist sowohl eine positiv (als Folge von CR) als auch negativ (als Ursache von
CR) veranderte Pumpfrequenz ein mogliches Indiz fiir einen CR-Effekt. Die Tendenz
zur verringerten Fettakkumulation, die in allen Tannin-behandelten Tieren gefunden
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wurde, konnte ebenfalls mit einer verminderten Nahrungsaufnahme bzw. -
verwertung in Verbindung stehen. Sie konnte jedoch sowohl ursdchlich als auch
unabhéngig von CR an der Lebensverldngerung beteiligt sein (Blither et al., 2003).

Da CR meist einhergeht mit verringerter Reproduktion (Holliday, 1989; Vanfleteren
& Braeckman, 1999; Martin et al., 2008) und reduziertem Wachstum (McCay et al.,
1935; Morck & Pilon, 2006), konnen diese Parameter sehr aufschlussreich sein.
Tatsdchlich zeigten sich Einbufien im Wachstum durch Exposition mit TS und CT.
GS hingegen bewirkte ein verstirktes Wachstum, was mit einem CR-Effekt kaum
vereinbar ist. Obwohl TS, ES und GS eine Verzdgerung der Reproduktion bewirkten,
blieb die gesamte Reproduktionsleistung unbeeintrachtigt.

Die Lebensdauertests mit hitzegetdteten Bakterien konnen auch einen Hinweis auf
einen CR-Effekt liefern. So demonstrierten Pietsch et al. (2009), dass die Fiitterung
mit hitzegetdteten Bakterien eine dhnliche Lebensverldngerung in C. elegans bewirkte
wie ein kompletter Nahrungsentzug. Dies untermauern Lenaerts et al. (2008), die
berichteten, dass hitzegetotete, im Gegensatz zu UV-gettteten Bakterien, einen CR-
Effekt auslosen. TS und CT erlangten eine Lebensverlingerung auch in diesem
Lebensdauer-Szenario. GS und ES hingegen konnten die Lebenspanne bei Fiitterung
hitzegetoteter Bakterien nicht verldngern. Dies konnte aber auch an den postulierten
antimikrobiellen Effekten liegen, so dass ein CR-Effekt nicht als alleinige Erkldrung
in Frage kommt.

Die eat-2-Mutante weist eine verminderte Pharynx-Pumpfrequenz auf und steht
somit stetig unter CR-Einfluss. Wird die Lebensverlangerung auch in diesen Tieren
erlangt, so ist ein zugrundeliegender CR-Effekt fiir die Lebensverlingerung eher
unwahrscheinlich. GS und CT zeigten sowohl in den Einzelversuchen als auch
insgesamt eine lebensverlingernde Tendenz in eat-2-Mutanten. Vermutlich ist nur
aufgrund vieler zensierter Tiere keine Signifikanz erlangt worden. Es wird daher
nicht von einem CR-Effekt dieser Tannine ausgegangen. In dhnlicher Weise konnten
eat-2-Mutanten im oxidativen Stresstest nur wenig von CT profitieren, die Tendenz
ist aber auch hier erkennbar. TS zeigte jedoch widerspriichliche Ergebnisse in den
Einzelversuchen. Da zwei der drei Versuche keine lebensverlingernden Effekte
aufwiesen, konnte hier durchaus ein CR-Effekt vorliegen. Dies scheint aber beztiglich
der thermischen Stressresistenz nicht zuzutreffen, da TS hierbei einen signifikanten
Uberlebensvorteil in eat-2-Mutanten bewirkte. ES zeigte als einziges Tannin
eindeutig keine positiven Effekte auf die eat-2-Mutante. Dies konnte zum Einen an
einem ES-ausgelosten CR-Effekt liegen, der in dieser Mutante nicht weiter zum
Tragen kommt, da CR bereits ausgelost wurde. Zum Anderen konnten die
antimikrobiellen Wirkungen von ES hier ihre Wirksamkeit verlieren, da eat-2-Tiere
viel weniger E. coli-Bakterien aufnehmen und so weniger von den schddlichen
Einflissen der Metabolite betroffen sind.

Schliefllich soll die sir-2.1-Mutante betrachtet werden, welche unter TS- und CT-
Exposition getestet wurde. Obwohl kontrovers diskutiert (Houthoofd & Vanfleteren,
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2006; Kaeberlein et al., 2006; Tsuchiya et al., 2006; Greer & Brunet, 2009), wird haufig
eine Beteiligung von SIR-2.1 am CR-Effekt beschrieben (Tissenbaum & Guarente,
2001; Wood et al., 2004; Wang & Tissenbaum, 2006; Wolff & Dillin, 2006). Da jedoch
TS und CT sowohl im Lebensdauertest als auch im Stresstest positive Effekte auf sir-
2.1-Mutanten zeigten, finden sich hier keinerlei Anhaltspunkte fiir einen CR-
Mechanismus. Laut Guarente (2008) soll auch der Transkriptionsfaktor SKN-1
mafigeblich an dem CR-Effekt beteiligt sein. Auch in der skn-I-Mutante konnten
jedoch TS und CT ihre Wirksamkeit entfalten. Und schliefilich konnte die DAF-16-
Translokation, welche nach Hungerstress auftritt, ein Indikator fiir CR sein. Dies
trifft auf keines der Tannine in den getesteten Konzentrationen zu. Es kann hier
argumentiert werden, dass der durch die Tannine ausgeloste CR-Effekt recht
schwach ist und daher die Translokation kaum zu erkennen ist.

Zur Klarung, ob die Tannine via CR agieren, soll auch hier eine kleine Ubersicht
helfen (Tabelle 13). Die erste Reihe zeigt dabei, wie das Ergebnis aussehen miisste,
um auf einen CR-Effekt zu deuten. Es ist demzufolge unwahrscheinlich, dass
Gallussdure tiber den CR-Signalweg agiert. Zwar wiirde die verringerte
Fettakkumulation, die erhohte Pharynx-Pumpfrequenz als auch die Ineffektivitit bei
Verwendung toter Bakterien dafiir sprechen. Diese Beobachtungen konnten jedoch
auch eine Folge verlangsamter Alterung und antimikrobieller Effekte sein.
Insbesondere die leicht positiven Ergebnisse in eat-2-Mutanten und beim
Wachstumstest sprechen gegen einen CR-Effekt. Ein dhnliches Bild zeichnet sich fiir
Catechin ab. Hier ist insbesondere der positive Effekt auf die CR-relevanten
Mutanten als auch auf Tiere, die mit toten Bakterien gefiittert wurden, der grofste
Widerspruch zu einem CR-Effekt. Die Ergebnisse fiir Tanninsdure sind weniger
eindeutig. Eine Lebensverlingerung in eat-2-Mutanten konnte insgesamt nicht
beobachtet werden und ein weiterer Hinweis fiir einen CR-Effekt findet sich in der
Microarray-Studie: sodh-1 wurde durch TS induziert; ein Effekt, der auch in Folge der
Verwendung eines axenischen Mediums, was wiederum CR auslost, auftritt. Da viele
andere Tests jedoch gegen einen CR-Effekt sprechen, wie die verstdrkte Attraktion,
die Lebensverlingerung bei hitzegetdteten Bakterien und bei sir-2.1- und skn-1-
Mutanten sowie die unverdanderte Pumpfrequenz, kann davon ausgegangen werden,
dass CR zumindest nicht die alleinige Ursache der Lebensverldngerung durch TS ist.
Ellagsdure hingegen weist viele Merkmale auf, die fiir einen CR-Effekt sprechen.
Einzig die Unverdnderlichkeit der Gesamtreproduktion und des Wachstums sowie
die Lokalisation von DAF-16 sprechen dagegen. Der durch ES ausgeloste CR-Effekt
ist vermutlich nicht komplett ausgeprdgt, was deutlich an der schwachen
lebensverldngernden Wirkung im Kontrast zu einem ,echten” CR-Effekt ersichtlich
wird, so dass diese ,CR-Nebenwirkungen” eventuell noch nicht messbar in
Erscheinung treten.
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Tabelle 13: Ubersicht tiber CR-relevante Testergebnisse

Lebensdauer / Stressresistenz
g 5 g Z mit
=] O 1 8 = E 0 .9
S Bg| 528 2 (g8 T o1 =] -
=4 O | B E 1) 1 .
R I 0| IO O R -
o= é g Ble S s Al a0 | & & |9 & e
< |*B| |1<3| = |TEZg |82 |%E (%2
A~ < Z = S S 2 S S
Anzeichen
fiir einen
CR-Effekt
100 uM TS + 0 - 0 - 0 ++ 0 ++ 1+
300uM GS | ++ () 0 0 0 (+) N/A | N/A
50 uM ES - 0 () 0 0 0 0 ) N/A | N/A
200 uM CT 0 ++ ) 0 — 0 ++ (+) ++ ++

(+)/(-) Leichte und / oder nicht signifikante Erhohung/Verringerung
+/- Erhohung/ Verringerung
++/-- Starke Erh6hung/ Verringerung

Zusammenfassend trifft die 3. Hypothese ,Tannine wirken hormetisch und 16sen
einen CR-Effekt aus” nur auf Tanninsdure und Ellagsdure zu. Beide Tannine zeigten
ausgepragte, hormetische Eigenschaften und einige Indizien, die fiir einen CR-Effekt
sprechen. Ob die beiden Mechanismen gekoppelt sind und der CR-Effekt Ausloser
der Hormesis ist, oder ob hier zwei unterschiedliche Wirkwege aktiviert werden,
bleibt jedoch unklar. Gallussdure und Catechin hingegen scheinen weder {iiber
hormetische noch tiber ausreichend CR-nachahmende Kapazitidten zu verfiigen.

44  Uberpriifung der 4. Hypothese

(Spezifische Gene und Signalwege vermitteln die Tanninwirkung)

44.1 DAF-16 und der IIS sind nicht Hauptursache der Langlebigkeit

Der IIS ist eine der am hdufigsten untersuchten, Lebensdauer-modulierenden
Signalkaskaden. Der Insulinrezeptor DAF-2 bewirkt die Inhibition des
Transkriptionsfaktors DAF-16, unter anderem via AGE-1 und AKT-2. Durch
Aktivierung und Translokation von DAF-16 in den Nukleus werden diverse
Genexpressionen positiv reguliert, darunter Gene, die fiir Antioxidantien,
Detoxifizierungsenzyme und Reparaturproteine codieren. Die Inhibition von DAF-2
und die damit verbundene Aktivierung von DAF-16 fiihrt somit zu erhohter
Stressresistenz und Langlebigkeit (Kenyon et al., 1993; Vanfleteren & Braeckman,
1999; Lee et al., 2003; Mukhopadhyay et al., 2006).

In diesem Zusammenhang gibt es eine Vielzahl von Proteinen, die den IIS oder DAF-
16 direkt beeinflussen. So transferiert JNK-1 Stresssignale via Phosphorylierung und
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aktiviert letztlich DAF-16 (Oh et al, 2005, Wolf et al, 2008), und der
Steroidhormonrezeptor DAF-12 fithrt zur Akkumulation von DAF-16 in neuronalen
Zellkernen (Matyash et al., 2004). Der Transkriptionsfaktor SKN-1 wird durch AKT-2
reguliert und reguliert die Stressantwort parallel zu DAF-16 (Tullet et al., 2008) und
die Histon-Deacetylase SIR-2.1 ist an der Aktivierung von DAF-16 beteiligt, indem
sie sich direkt an den Transkriptionsfaktor im Zellkern bindet (Berdichevsky et al.,
2006). Mutantenstamme dieser Gene profitierten alle durch Tanninsdure-Behandlung
im Sinne einer verldngerten Lebensdauer und sind somit wohl nicht verantwortlich
tur die TS-induzierte Langlebigkeit. Bestarkt wird dies durch die fehlende DAEF-16-
Translokation nach TS-Exposition. Interessanterweise war jedoch keine
Verbesserung der thermischen Resistenz in daf-12 und daf-16-Mutanten durch TS
moglich. Es ist also wahrscheinlich, dass TS DAF-12 und nachfolgend auch DAF-16
aktiviert und so zu einer erhohten Stressresistenz fiithrt. Auf die Langlebigkeit
scheint dieser Prozess jedoch keinen Einfluss zu nehmen.

Auch die lebensverldngernde Wirkung von Catechin scheint nicht durch den IIS oder
durch DAF-16 reguliert zu werden. Wichtigster Anhaltspunkt dieser Feststellung ist
die beobachtete Lebensverlingerung und erhohte Stressresistenz in daf-16-Mutanten
sowie der fehlende Nachweis einer DAF-16-Translokation. Allerdings konnte keine
Lebensverlangerung in daf-2- und akt-2-Mutanten erlangt werden, beides Schliissel-
elemente des IIS. Da jedoch DAF-16 keine Relevanz fiir die Langlebigkeit zu haben
scheint, muss es alternative Erklarungsmoglichkeiten unabhéngig vom IIS geben.
Tatsédchlich berichteten Quevedo et al. (2007), dass AKT-1 und AKT-2 mafigeblich an
der negativen Regulation der durch DNA-Schidden hervorgerufenen Apoptose in der
Keimbahn von C. elegans beteiligt sind. Dieser Prozess soll unabhiangig von DAF-16
und dem IIS stattfinden und ist somit ein moglicher, CT-induzierter Stressabwehr-
Mechanismus. Auch fiir das Versagen von CT in daf-2-Mutanten gibt es eine IIS-
unabhdngige Erklarung. Yu & Larsen (2001) zeigten, dass dao-3 (Dauer or Aging
adult Overexpression) und hsp-90 (Heat Shock Protein) von DAF-2 in einem DAF-16-
unabhdngigen Signalweg reguliert werden. Beide alternativen Mechanismen von
AKT-2 und DAF-2 sind in der Stressabwehr involviert und konnten somit potentiell
auch zur CT-vermittelten Lebensverlingerung beitragen. Die oxidative
Stressresistenz in CT-behandelten Tieren scheint hingegen von AGE-1 abhingig zu
sein, aber ebenfalls nicht von DAF-16. Henderson & Johnson (2001) zeigten, dass eine
age-1-Mutation nicht die erwartete DAF-16-Translokation zur Folge hatte. Dies
konnte auch auf einen zusétzlichen, DAF-16-unabhiangigen Mechanismus von AGE-
1 deuten. Dieser Mechanismus ist meines Erachtens noch nicht bestdtigt und
identifiziert worden, so dass hier weitere Untersuchungen zur Kldrung des
Sachverhaltes notig sind.
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44.2 Mitglieder der OSR-1/UNC-43/SEK-1-Kaskade sind involviert

Wilson et al. (2006) machten den OSR-1/UNC-43/SEK-1-Signalweg, welcher in die
osmotische Stressresistenz involviert ist, fuir die positiven Auswirkungen der
Blaubeerpolyphenole verantwortlich. Pietsch et al. (2009) zeigten, dass UNC-43 und
SEK-1, aber nicht OSR-1 fiir die Lebensverlingerung durch Quercetin
mitverantwortlich sind. Tanninsdure ist jedoch nur von SEK-1 abhidngig und kann
durchaus ohne OSR-1 oder UNC-43 zur Langlebigkeit und erhdhten Stressresistenz
fithren. SEK-1 ist Bestandteil einer MAPK-Kaskade und kann unterhalb von UNC-43
agieren, um das neuronale Zellschicksal zu regulieren (Millet & Ewbank, 2004;
Young & Dillin, 2004). Kim et al. (2002) beschreiben, dass SEK-1 aber auch
unabhdngig von UNC-43 und OSR-1 fungieren kann, um die Pathogenresistenz zu
regulieren. Daher kann angenommen werden, dass TS SEK-1 aktiviert und die
Resistenz gegentiber Pathogenen erhoht, was letztlich zur Langlebigkeit und zur
verbesserten Stressresistenz fiihrt. Jedoch bleiben zwei Fragen unbeantwortet:
Warum fiihrt die Beseitigung des pathogenen Stresses durch Fiitterung mit toten
Bakterien nicht zu einem Wegfall des TS-vermittelten Langlebigkeits-Effektes? Eine
mogliche Erkldrung ist, dass SEK-1 nicht nur selektiv gegen pathogenen Stress wirkt,
sondern gegen diverse Stressoren. Und wie kann der toxische Effekt von 100 uM TS
in sek-1-Mutanten erkldart werden? Eine Moglichkeit ist, dass TS selbst wie ein
Pathogen agiert und SEK-1 gegen diese schddlichen Auswirkungen von TS schiitzt.
Wird SEK-1 ausgeschaltet, so kann TS ungehindert seine toxischen, Pathogen-
dhnlichen Wirkungen entfalten. Es bleibt aber fraglich, ob die Aktivierung der SEK-1-
vermittelten Pathogenabwehr der Hauptmechanismus zur Erlangung der
Langlebigkeit ist, oder ob es sich hierbei nur um einen Inhibitor der toxischen Effekte
von TS handelt. Unklar ist in diesem Zusammenhang auch die leichte Repression
von sek-1, die sich sowohl im Microarray als auch in der qRT-PCR zeigte. Denkbar
wire eine Art Riickkopplung, bei der aktiviertes SEK-1 die weitere SEK-1-Synthese
durch Regulierung der Genexpression verringert.

Catechin entfaltet seine lebensverldngernde Wirkung ohne UNC-43, OSR-1 oder
SEK-1. Jedoch scheinen UNC-43 und SEK-1 fiir die Vermittlung der oxidativen
Stressresistenz eine entscheidende Rolle zu spielen. UNC-2 und UNC-36 sind
Bestandteile eines Calciumkanals, welcher die Typ II Ca?*/Calmodulin-abhidngigen
Proteinkinase (CaMKII) UNC-43 aktiviert. Das Signal fiihrt tiber TIR-1 (Toll and
Interleukin 1 Receptor domain protein), NSY-1 (Neuronal SYmmetry) und SEK-1 zur
Inhibition von STR-2 (Sagasti et al, 2001, Kondo et al, 2005). Das
Transmembranprotein STR-2 (Seven TM Receptor) ist ein Geruchsrezeptor, welcher
bei Inhibierung zu einer verldngerten Lebensdauer fiihrt (Alcedo & Kenyon, 2004).
Kondo et al. (2005) zeigten dariiber hinaus, dass dieser MAPK-Signalweg in
Verbindung mit DAF-16 anstelle von STR-2 auch an der Regulierung der oxidativen
Stressantwort beteiligt ist. Die Beteiligung von DAF-16 erscheint aber bei der CT-
vermittelten oxidativen Stressresistenz unwahrscheinlich oder zumindest nicht
essentiell, da die Stressresistenz auch in daf-16-Mutanten erhoht war. Daher scheint
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ein Wirken tiber STR-2 oder andere, bislang nicht identifizierte Faktoren,
wahrscheinlicher.

4.4.3 Weitere, potentiell verantwortliche Proteine

Die Genexpressionsstudien von TS-behandelten Tieren offenbarten weitere Proteine,
die moglicherweise an der Regulation der TS-vermittelten Langlebigkeit beteiligt
sind. Die interessantesten sollen im Folgenden kurz vorgestellt werden.

Von besonderem Interesse fiir die Tanninsdure-vermittelte Wirkung ist das Metall-
induzierbare Protein NUMR-1. Es zeigte sowohl im Microarray als auch in der qRT-
PCR eine duflerst starke Induktion, wie sie durch eine hohe Cadmium-Konzentration
zu erwarten gewesen wire. Dass aber viele andere bekannte Cd-induzierbare Gene
nicht induziert oder gar reprimiert wurden, gibt Rétsel auf. TS scheint also weder
einen Cd-dhnlichen Effekt zu bewirken noch scheint eine Cd-Kontamination
vorzuliegen. Dass NUMR-1 ursdchlich an der Lebensverlingerung beteiligt ist,
erscheint unwahrscheinlich. Zundchst steigt die Stdrke der Induktion mit der
Konzentration, wohingegen die Lebensdauer mit Erh6hung der Konzentration sinkt.
Zudem liegen keine Berichte zur Verkniipfung von Langlebigkeit und NUMR-1 vor.
Dies bestdtigt sich auch in numr-I-Mutanten, die keine verringerte Lebensdauer
aufwiesen. Zuletzt konnte gezeigt werden, dass numr-1-Mutanten von TS profitieren,
so dass NUMR-1 nicht essentiell fiir die lebensverldngernde Eigenschaft der TS ist.
Wahrscheinlich ist NUMR-1 hier als Stressindikator zu werten, welcher sehr
spezifisch auf einen von der Tanninsdure ausgeltsten Stress oder aber auf TS selbst
reagiert.

Eine Repression von cav-1 stellten Reichert & Menzel (2005) in Folge von
Xenobiotika-Expositionen fest. Auch 100 uM TS regulierte cav-1 am 1. und 10. Adult-
Tag herunter, bewirkte aber eine Induktion am 3. und 6. Adult-Tag. Diese Induktion
konnte dazu beitragen, dass die verspitet eingesetzte Reproduktion ausgeglichen
werden kann, denn eine cav-1-Uberexpression schiitzt gegen eine durch Stress
erwirkte Reproduktions-Reduktion (Parker & Baylis, 2009). Die zunichst erfolgte
Repression hingegen ist wieder Indiz fiir die stressauslosende Aktivitit von TS.
Aufgrund der Wirksamkeit von TS in cav-I-Mutanten scheint cav-1 aber nicht
essentiell fiir die Lebensverldngerung zu sein. CAV-1 wird dariiber hinaus eine
Interaktion mit dem Protein PES-2.1 bescheinigt, welches an der Determination der
Lebensdauer beteiligt ist (www.wormbase.org). Ein Mutantenstamm von PES-2.1,
welcher bislang noch nicht verfiigbar ist, konnte nicht getestet werden. Die
Repression durch TS konnte aber auf eine Beteiligung an der lebensverlingernden
Wirkung deuten. Nattirlich muss auch hier wieder bedacht werden, dass die
Repression durch 300 pM TS am stirksten war, 300 uM TS jedoch nicht
lebensverlangernd wirkt.

Ein weiterer interessanter Kandidat ist das Transmembranprotein PGP-14, welches in
allen Konzentrationen hochreguliert wurde. Dieses Protein zeigt Homologien zu
vertebralen MDR-Proteinen (Multi Drug Resistance) (Sheps et al., 2004) und konnte
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so durch verbesserte Ausschleusung von Toxinen aus der Zelle an der TS-
vermittelten Stressresistenz und Langlebigkeit beteiligt sein.

Pup-2 und glp-1, die bei Ausschaltung zu Langlebigkeit fithren (Arantes-Oliveira et
al., 2002; Hamilton et al., 2005; Curran & Ruvkun, 2007), sind am 1. und 3. Adult-Tag
durch 100 und 200 uM TS herunterreguliert worden, im é&lter werdenden Tier jedoch
kaum. Eine Verschiebung des Alterungsprozesses im jungen Tier konnte sich auch
auf die gesamte Lebensdauer auswirken. Da eine Exposition von TS bis zum 6.
Adult-Tag jedoch nicht die vollstandige lebensverlingernde Wirkung zeigte, muss
TS auch im élteren Tier lebensverldngernd agieren. Eine Regulation der beiden Gene
im jungadulten Tier ist nicht ausreichend, um die lebensverlingernden Effekte
ganzlich zu erkldaren. Im Gegensatz dazu wurde lys-10, was laut Samuelson et al.
(2007) bei Inhibition lebensverlingernd wirken kann, insbesondere in post-
reproduktiven Tieren herunterreguliert. Dies konnte ein Hinweis sein, dass je nach
Lebensabschnitt verschiedene Gene an der Lebensverldngerung beteiligt sind.
Potentiell an der Lebensverlingerung beteiligt konnte auch die Sphingomyelinase
ASM-3 sein, deren Genexpression durch TS herunterreguliert wurde, was auch zu
Langlebigkeit und erhohter Stressresistenz fithren kann (Kim & Sun, 2007). Jedoch ist
der Studie von Kim & Sun auch zu entnehmen, dass inhibiertes ASM-3 in
Abhangigkeit von DAF-16 zur Langlebigkeit fiihrt, so dass ASM-3 vermutlich nicht
die Hauptverantwortung des TS-Effektes tragt.

Viele dieser soeben beschriebenen potentiell beteiligten Gene zeigten eine besonders
hohe Beeinflussung durch 300 pM TS. Wie kann das mit der fehlenden
lebensverlingernden Eigenschaft dieser Konzentration zu erkldren sein? Moglich ist
nattirlich, dass diese Gene nicht an der Lebensverldngerung beteiligt sind und nur
Nebeneffekte der TS darstellen. Es gibt aber auch Hinweise, dass 300 uM TS
insgesamt zu viel Stress auf die Tiere austibt, und so die lebensverlingernde
Wirkung in den Hintergrund gedridngt wird. Die starke Anschaltung der abu-Gene,
welche in niederen Konzentrationen nicht zu finden ist, kann als guter Indikator
eines erhohten Stresslevels gewertet werden. So sind die abu-Gene an der korrekten
Proteinfaltung beteiligt und eine erhohte Induktion konnte ein Hinweis auf eine
stressinduzierte Fehlfaltung von Proteinen durch 300 pM TS sein. Weitere Hinweise
finden sich in der GO-Analyse, die aufzeigt, dass wesentlich mehr Gruppen durch
300 uM TS als durch die anderen Konzentrationen reguliert wurden. Auch denkbar
ist, dass die sehr hohe Induktion eines Gens mit einem sehr hohen Energieaufwand
verkntipft ist, so dass die Tiere diese Energie einem anderen, notwendigen Prozess,
entziehen.

Eine besondere Betrachtung verdienen das Prion-dhnliche Protein PQON-60 und die
ATPase CATP-3. Die Besonderheit ist hier nicht, dass diese Proteine bekannte
Regulatoren der Langlebigkeit oder Stresstoleranz sind, denn dies ist meines
Erachtens noch nicht hinreichend untersucht worden. Nein, die auffillige
konzentrationsabhédngige Expression ist hier das entscheidende Merkmal. So
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erwirkten die lebensverlingernden Konzentrationen 100 und 200 uM TS eine
Repression, die tendenziell lebensverkiirzende Konzentration 300 uM TS jedoch
keinerlei Verdanderung oder gar eine Induktion. Dies ist ein wichtiger Hinweis, dass
300 uM TS und somit vermutlich auch 400 uM TS nicht nur stirker wirken, sondern
auch eine qualitativ andere Wirkung zeigen. So zeigt sich hier auch molekular eine
dosisabhdngige Umkehr der Wirkung, wie sie phédnotypisch schon auszumachen
war. Eine Beteiligung dieser Gene an dem durch TS ausgelosten Hormesis-Effekt
und somit auch an der Langlebigkeit ist demnach durchaus denkbar. An dieser Stelle
soll auch darauf hingewiesen werden, dass die Repression von pgn-60 zu einer
gesteigerten Apoptose-Rate fiihrt. Dies konnte ein moglicher Mechanismus fiir den
tumorhemmenden Effekt der TS sein, der u.a. in Kamei et al. (1999) beschrieben ist.
Auch fur die Catechin-vermittelte Langlebigkeit kommt ein weiteres Protein in
Betracht: NHR-8. Obwohl entbehrlich fiir die erhchte oxidative Stressresistenz, so ist
NHR-8 doch essentiell fiir die CT-ausgeloste Langlebigkeit. NHR-8 ist Bestandteil
des Biotransformationssystems, welches den Xenobiotikametabolismus reguliert
(Lindblom et al., 2001). Weiterhin soll NHR-8 als Regulator der Cytochrom P450
Gene (CYPs) agieren. Durch Catechin-vermittelte Aktivierung von NHR-8 konnte
das Biotransformationssystem angekurbelt werden, und so den Abbau von toxischen
und potentiell lebensverkiirzenden Substanzen verbessern. Ebenfalls besteht die
Moglichkeit, dass Catechin selbst ein Substrat fiir die NHR-8-regulierte
Biotransformation darstellt, und so zu einem Produkt transformiert wird, welches
erst die Langlebigkeit auslost.

Die 4. Hypothese ,Spezifische Gene und Signalwege vermitteln die Tannin-
wirkung” scheint sich anhand der Genexpressions-Daten und der Versuche mit
verschiedenen Mutantenstammen zu bestétigen. Viele Gene, die an der Bestimmung
der Lebensdauer und / oder an der Regulierung der Stressresistenz beteiligt sind,
sind potentiell an der CT- und TS-vermittelten Langlebigkeit und Stressresistenz
beteiligt. Mit Ausnahme der DAF-16-Translokation, welche sich nicht bestatigt hat,
wurde diese Hypothese fiir GS und ES nicht iiberpriift, so dass hierzu keinerlei
Aussagen getroffen werden konnen.
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45  Uberpriifung der 5. Hypothese
(Hypothese: Die Mitohormesis-Theorie, Xenohormesis-Hypothese, ,Green Theory of
Ageing” und die , Disposable Soma Theory” spiegeln sich in der Tanninwirkung
wider)

451 Keine einheitliche Alterungs-Theorie zur Beschreibung der Tanninwirkung
Die bereits in der Einleitung dargestellten Alterungs-Theorien sollen nun anhand der
erhaltenen Daten tiberpriift werden. Diese Studie kann jedoch nur Indizien fiir oder
wider eine Theorie liefern. Zur endgiiltigen Verifizierung der Theorien miissten
verschiedene Organismen unter weitaus mehr Bedingungen getestet werden.

Die ,Free Radical Theory of Ageing” ist wohl eine der populdrsten Alterungs-
Theorien. Dennoch ist es unwahrscheinlich, dass sie der Tannin-vermittelten
Langlebigkeit in C. elegans zugrundeliegt, da Antioxidantien, welche der ROS-
Akkumulation entgegenwirken, hdufig zu keiner Lebensverlingerung in den
Fadenwiirmern fiihrten (Doonan et al., 2008b; Gems & Doonan, 2009; Pun et al,,
2010). Doch kann das in dieser Untersuchung bestitigt werden? ES und TS zeigten
insbesondere in hohen Konzentrationen toxische Eigenschaften. Waren TS und ES
antioxidativ aktiv, wiirden sie vermutlich mit steigender Konzentration auch
vermehrt ROS abfangen konnen. Dies wiirde laut der Theorie zu einem noch
langeren Leben fithren, was sich hier jedoch nicht gezeigt hat. Labieniec et al. (2003)
zeigten hingegen, dass die Tannine TS, ES und GS in Zellen der Flussmuschel Unio
tumidus in niederen Konzentrationen antioxidativ, in hoheren jedoch prooxidativ
wirken. Dies wiirde zu den hier beobachteten Effekten passen und spriche
wiederum fiir die Theorie der freien Radikale. Allerdings scheint die antioxidative
Kapazitdt nicht die Hauptursache der Tannin-vermittelten Langlebigkeit zu sein.
Aufgrund der schlechten Wirksamkeit in mev-1-Mutanten kann bei TS und CT sogar
von einer prooxidativen Wirkung der lebensverlingernden Konzentrationen
ausgegangen werden. Zudem wirken GS und ES kaum gegen zugefiihrten Stress, bei
welchem auch ROS-Molekiile generiert werden. Insgesamt scheint die ,Free Radical
Theory of Ageing” den Wirkmechanismus der hier untersuchten Tannine nicht zu
beschreiben. Dies trifft folglich auch auf die verwandte ,Mitochondrial Theory of
Ageing” und die , Rate of Living Theory” zu.

Im Gegensatz dazu erscheint die Mitohormesis-Theorie wesentlich plausibler als
Erklarungsmoment fiir die Wirkung von TS. Zum Einen weist TS eine hormetische
Dosis-Wirkungs-Beziehung auf, welche durchaus auch aus der dosisabhingigen
Generierung von ROS resultieren konnte. Dass die lebensverlingernde Wirkung in
mev-1-Mutanten kaum zu beobachten ist, entspricht ebenfalls der Theorie. Da diese
Mutanten bereits an einer ROS-Uberproduktion leiden, wiirde sich die zusitzliche
Synthese weiterer ROS in diesem Falle nicht positiv auswirken. Fraglich ist in diesem
Zusammenhang aber, warum die ebenfalls gegentiber oxidativem Stress
hypersensitive Mutante skn-1 sehr wohl von TS profitiert. Der Nachweis, ob diese
Theorie tatsdchlich den TS-Mechanismus beschreibt, miisste auf verschiedene Weise
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erfolgen. Es miissten weitere ROS-hypersensitive Mutanten mit TS exponiert und auf
ihre Lebensdauer tiberpriift werden. Wildtypen sollten zudem TS und zuséatzlich
verschiedenen Antioxidantien in einzelnen Tests ausgesetzt werden. Sollte sich der
TS-Effekt neutralisieren und keine Langlebigkeit mehr zu beobachten sein, wére dies
ein Indiz fiir eine vorliegende Mitohormesis. Zuletzt sollten endogene ROS-Molekiile
quantifiziert werden, um zu ermitteln, ob TS-behandelte Tiere wirklich mehr ROS
generieren als Kontrolltiere. Da CT und GS keine hormetische Dosis-Wirkungs-
Beziehung aufweisen und da GS und ES zu einer signifikanten Lebensverldngerung
in mev-1-Mutanten fiihrten, spiegelt sich die Mitohormesis-Theorie nicht in diesen
Wirkwegen wider.

Um die Xenohormesis-Hypothese zu bestdtigen, bedarf es paradoxerweise nicht
einer hormetischen Wirk-Umkehr in hoheren Konzentrationen. Howitz & Sinclair
(2008) beschreiben, dass sich der Wortbestandteil ,Hormesis” auf die Aktivierung
der Stressantwort bezieht, und nicht auf die hormetische Dosis-Wirkungs-Beziehung.
Eine echte Hormesis sei aber in Addition zum Xenohormesis-Effekt durchaus
denkbar. Die Involvierung von Stressantwort-Mechanismen konnte sowohl in TS- als
auch in CT- behandelten Tieren entdeckt werden, was sowohl zur Xenohormesis-
Hypothese als auch zur klassischen Hormesis passen wiirde. Die Involvierung von
Sirtuinen, die laut Howitz et al. (2003) den Xenohormesis-Effekt auslosen, konnte
jedoch nicht bestatigt werden. Sowohl die CT- als auch TS-vermittelte Langlebigkeit
und Stressresistenz kann in Abwesenheit von SIR-2.1 erfolgen. Howitz und Kollegen
postulieren weiterhin, dass xenohormetisch-wirkende Substanzen CR nachahmen
und so zur Langlebigkeit fithren. TS und ES scheinen tiber gewisse CR-auslosende
Kapazititen zu verftigen, die vermutlich auch zur Langlebigkeit beitragen. Auf CT
und GS scheint das jedoch nicht zuzutreffen. Geméafs der Hypothese miissten zudem
die Substanzen in den Pflanzen durch Stress induzierbar sein. Die Catechin-Synthese
ist in Pappeln durch Wund-, Pathogen- und UVB-Stress (Miranda et al., 2007;
Mellway et al., 2009) induzierbar. Bennett & Wallsgrove (1994) zeigen zudem eine
Vielzahl von Beispielen fiir Stress-induzierbare Tannin-Synthesen auf. Letztlich kann
aber nur eine grofiflichige Untersuchung die Xenohormesis-Hypothese fiir diese
Tannine tiberpriifen. Dazu miissten verschiedene Pflanzen verschiedenen Stressoren
ausgesetzt werden und der Gehalt an ES, GS, TS und CT bestimmt werden. Die Art
des Stressors, welcher die Tanninsynthese in den Pflanzen induziert, sollte sich
zudem in der Stressantwort der Nematoden wiederfinden. Denn es ware im Sinne
der Xenohormesis-Hypothese, dass sich der ,Xeno”-Organismus auf den richtigen,
bevorstehenden Stress vorbereiten kann. Diese Untersuchung liefert insgesamt nur
wenige Hinweise auf einen , Xenohormesis-Hintergrundmechanismus”.

Die ,Green Theory of Ageing” scheint sich fiir die CT-vermittelte Langlebigkeit zu
bestdtigen. Die Proteine DAF-2 und AKT-2 sind an der Stressantwort beteiligt und
NHR-8 ist ein Regulator des Biotransformationssystems. Die drei entsprechenden
Gene sind essentiell fiir die lebensverldngernde Wirkung von CT und kénnten durch
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Verbesserung der Toxinabwehr ursdchlich an der Lebensverldngerung beteiligt sein.
Gems & McElwee (2005) sprachen sich jedoch fiir eine Beteiligung des IIS an der
Detoxifikation gemédfs der ,Green Theory” aus. Obwohl DAF-2 und AKT-2 eine
essentielle Rolle im CT-Mechanismus spielen, so ist jedoch DAF-16 als
entscheidender Effektor des IIS entbehrlich. Da die Detoxifikation und Stressabwehr
auf vielfiltige Weise reguliert sein kann, spricht dieses Ergebnis nicht zwangsldufig
gegen die ,Green Theory of Ageing”. Die Ergebnisse der Lebensdauertests von
verschiedenen Mutantenstimmen unter TS-Exposition erbrachten keine Hinweise
auf die ,Green Theory”. Zwar ist eine Beteiligung von SEK-1 an der
Lebensverldngerung wahrscheinlich, jedoch wird SEK-1 insbesondere mit der
Pathogenabwehr und der Immunitdt in Verbindung gebracht, und nicht mit der
Detoxifikation. Auch die Microarray-Analyse erbrachte keine Hinweise auf die
,Green Theory of Ageing”. Die von Gems & McElwee (2005) postulierten beteiligten
CYPs, UGTs (UDP-GlucuronosylTransferase) und SDRs  (Short-chain
Dehydrogenase/Reductase) werden von 100 uM TS nicht oder nur marginal
induziert (Daten nicht angegeben). Yao et al. (2008) beschrieben sogar eine
hemmende Wirkung von TS auf CYPs und Phase II Enzyme der Maus. Nur NHR-8
wurde leicht induziert, jedoch sind NHR-8 und die Mitglieder des IIS nicht relevant
tiir die lebensverlingernde Wirkung, so dass die Theorie wohl nicht auf die
Wirkungsweise von TS zutrifft. Fur GS und ES kann die Theorie nicht {iberpriift
werden, da weder ausgedehnte Mutanten-Tests noch Genexpressionsanalysen
vorgenommen wurden.

i/

Die ,Disposable Soma Theory” spiegelt sich nicht in der Wirkungsweise von GS
und ES wieder. Die postulierte Energieumverteilung von den Sektoren Wachstum
und Reproduktion auf den Sektor Reparatur & Erhaltung, was sich positiv auf die
Lebensdauer auswirken miisste, sollte sich durch verringertes Wachstum oder
Einbuflen in der Reproduktion bemerkbar machen. Eine verzogerte Reproduktion
bei unverdnderter Gesamtreproduktion, wie sie bei GS, ES und TS sichtbar wurde, ist
vermutlich kein Indiz fiir die Theorie, da sich der Energieaufwand fiir die
Reproduktion wohl nicht verdndert, sondern nur verschoben hat. ES bewirkte
zudem keine FEinschrankungen im Wachstum und GS-behandelte Tiere wurden
sogar grofier als die Kontrolltiere. Im Gegensatz dazu bewirkten CT und TS parallel
zur Lebensverldngerung Einbufien im Wachstum. Dies ist im Sinne der ,, Disposable
Soma Theory”. Zudem fdllt in der GO-Analyse auf, dass Wachstumsprozesse schon
bei 100 uM TS molekular reguliert werden. Eine Energieumverteilung konnte
demnach die Lebensverldngerung durch CT und TS begleiten. Morgan et al. (2000)
beschreiben zudem eine inverse Korrelation von Wachstum und Proteinumsatz und
Rollo (2002) sowie Metcalfe & Monaghan (2003) diskutieren die negative
Verkniipfung von Wachstum und Lebensdauer. Dies untermauert die Moglichkeit
einer Langlebigkeit durch Wachstumsminderung.
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Die 5. Hypothese ,Die Mitohormesis-Theorie, Xenohormesis-Hypothese, ,Green
Theory of Ageing’ und die ,Disposable Soma Theory’ spiegeln sich in der Tannin-
wirkung wider” kann teilweise bestdtigt werden. Die TS-Wirkung wird sehr gut
durch die Mitohormesis-Theorie und die ,Disposable Soma Theory” beschrieben,
und die CT-Wirkung durch die ,Green Theory of Ageing” und die , Disposable
Soma Theory”. Die ,Free Radical Theory of Ageing” erscheint fiir keines der Tannine
als Beschreibung geeignet. Die Xenohormesis-Hypothese kann durchaus den
Hintergrund der Tanninwirkung beschreiben, es sind jedoch weitere
Untersuchungen zur Einschdtzung notwendig. Die , Disposable Soma Theory” und
Mitohormesis-Theorie beschreiben den Wirkmechanismus von GS und ES nicht und
sind somit nicht als theoretisches Wirk-Modell fiir diese Tannine geeignet. Die
,Green Theory of Ageing” kann anhand der vorliegenden Daten fiir GS und ES nicht
abgeschitzt werden. Ein einheitliches Bild und somit eine besonders gut geeignete
Hintergrund-Theorie kristallisiert sich hier jedoch nicht heraus.

4.6  Uberpriifung der 6. Hypothese
(Hypothese: Jedes Tannin weist individuelle Wirkwege auf)

4.6.1 Tannine weisen individuelle Wirkwege auf
Nun stellt sich die Frage, ob ein universales Tannin-Prinzip aus den erhaltenen

Daten ermittelt werden kann. Abb. 36-39 geben einen Uberblick iiber die vermuteten
Wirkwege der vier getesteten Tannine. Abb. 36 erweckt im Vergleich mit den
tibrigen Abbildungen den Eindruck, dass TS die meisten Wirkwege beeinflusst. Da
die Prioritdt dieser Arbeit auf die Tanninsdure als effektivste lebensverlangernde
Substanz gelegt wurde, wurden durch eine vermehrte Auswahl an Biotests und
molekularbiologischen Tests auch mehr Daten generiert. Bei weitergehender Analyse
konnten auch die anderen Tannine ein wesentlich komplexeres Wirkmuster
aufweisen.

Im Zentrum des TS-Mechanismus steht vermutlich der Hormesis-und der CR-Effekt
(Abb. 36). Der Hormesis-Effekt konnte auf milden prooxidativen Kapazitdten, im
Sinne einer Mitohormesis, und auf pathogenen Wirkungen und der darauf folgenden
Pathogenantwort via SEK-1 basieren. Der Hormesis-Effekt konnte ferner in
Verbindung mit der dosisabhidngigen Regulierung von pgn-60 und catp-3 stehen. Die
antinutritiven Eigenschaften der TS scheinen zu einer verringerten Nahrungs-
verwertung zu fithren, die letztlich einen CR-Effekt auslost. Da diskutiert wird, dass
CR auch ein milder Stress ist, konnte auch dieser zu einem Hormesis-Effekt fiihren.
Das verringerte Wachstum konnte ebenfalls eine Folge des CR-Effektes sein oder
auch direkt von der TS durch molekulare Regulation ausgelost werden. In der
Wachstumsverminderung spiegelt sich die , Disposable Soma Theory” wider und die
Hemmung des Wachstums konnte ursdchlich an der Lebensverldngerung beteiligt
sein. Auch die verringerte Fettakkumulation, vermutlich ausgelost durch die
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reduzierte Nahrungsverwertung und den CR-Effekt, konnte ebenfalls direkt zur
Lebensverlangerung beitragen. SchliefSlich erwies sich TS auch als potenter
molekularer Regulator. Selbst 100 pM TS fiihrte zu einer differentiellen Expression
von tiber 600 Genen. Das Diagramm beinhaltet einige der potentiell Lebensdauer-
relevanten Gene. Es ist auch denkbar, dass einige dieser Gene fiir die
lebensverldngernden Effekte der Hormesis und der CR mitverantwortlich sind. Nhr-
8 und jnk-1 wurden zwar differentiell exprimiert, erschienen aber irrelevant fiir die
Lebensverldngerung. Sie spielen daher vermutlich nur eine untergeordnete Rolle.
SchlieSlich  fithrt die Alterungsverzogerung zu einer Verschiebung von
altersabhidngigen Parametern, wie einem spéteren Einsetzen der Mobilitéits-Einbufsen
und des Reproduktionsbeginns. Interessant ist, dass die Stressresistenz, zumindest
beztiglich Hitzestress, vermutlich durch einen zusédtzlichen DAF-12- und DAF-16-
abhingigen Weg reguliert wird.

Tanninsdure

Prooxidative Pathogen- Mahrungs- Molekulare
Wirkung Wirkung verwertung Regulation
|
)
¢ a1z
DAF16 ./

Oxidativer
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glp-1 caotp-3
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Abb. 36: Mechanismen der Tanninsdure-Wirkung

Das Diagramm illustriert mogliche Wirkwege der Tanninsdure, die potentiell an der
Lebensverldngerung und Stressresistenz beteiligt sind. Die postulierten Mechanismen beziehen sich auf
100 pM TS.
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Ellagsdure (Abb. 37) scheint einen bislang nicht ndher definierten toxischen Stress
auszulosen, der in einem kleinen Wirkbereich zu hormetischer Langlebigkeit fiihrt.
Dieser Wirkbereich weist leicht negative Konsequenzen auf die Stressresistenz auf,
so dass vermutlich noch kleinere Konzentrationen noétig sind, um einem positiven
Effekt in diesem Bereich auslosen zu konnen. Die verminderte Attraktion und die
beschriebenen antinutritiven Wirkungen kénnten der Ausloser einer CR sein, welche
wiederum die Fettakkumulation reduziert und zur Langlebigkeit fiihrt. Als zentraler,
lebensverldngernder Mechanismus wird jedoch die antimikrobielle Eigenschaft der
ES gesehen. Die Verzogerung der Alterung hat schliefslich wieder Wirkungen auf
Mobilitdt und Reproduktion zur Folge.

Ellagsdure

verwertung Metaholite

[ Toxischer Stress } [ Attraktion ] [ MNahrungs- J [ E. coli- }

HDFH"I ESIS

Fettakku-
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Stressresistenz 3d

Lebensverldngerung /
Alterungsverzégerung

A

[ Mobilitat Reproduktionsbeginn ]

Abb. 37: Mechanismen der Ellagsaure-Wirkung

Das Diagramm illustriert mégliche Wirkwege der Ellagsaure, die potentiell an der Lebens-
verlangerung und Stressresistenz beteiligt sind. Die postulierten Mechanismen beziehen sich
auf 50 pM ES.
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Gallussdure (Abb. 38) konnte ihre Wirkung tiber die Inhibition der Fettakkumulation
und der E. coli-Metabolite erlangen. Die Alterungsverzogerung scheint sich hier auch
positiv auf die Pharynx-Pumpfrequenz auszuwirken. Vermutlich wirken sich TS und
ES aufgrund ihrer antinutritiven Wirkung hemmend auf die Pumpfrequenz aus, so
dass der positive Effekt durch Verzogerung der Alterung bei diesen Tanninen
neutralisiert wird.

Catechin (Abb. 39) scheint zwei distinkte Wirkwege zur Erlangung der Stress-
resistenz und der Langlebigkeit zu aktivieren, in die individuelle Gene involviert
sind. Auch hier konnten verringertes Wachstum und reduzierte Fettakkumulation
potentiell zur Lebensverldngerung beitragen. Warum Catechin jedoch nicht zu einer
Verzogerung der Reproduktion oder Verbesserung der Mobilitdt fiihrt, bleibt
fraglich. Allein die erhohte Pharynx-Pumpfrequenz zeugt von einer verlangsamten
Alterung.

Gallussdure

Metabolite

[ Fettakkumulation ] [ E. coli- }

Lebensverlangerung /
Alterungsverzogerung
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[ Pharynx- } [ Mobilitat ] [ Reproduktions- }

Abb. 38: Mechanismen der Gallussaure-Wirkung

Das Diagramm illustriert mégliche Wirkwege der Gallussaure, die
potentiell an der Lebensverlangerung und Stressresistenz beteiligt
sind. Die postulierten Mechanismen beziehen sich auf 300 pM GS.
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Abb. 39: Mechanismen der Catechin-Wirkung

Das Diagramm illustriert mogliche Wirkwege von Catechin, die potentiell an der
Lebensverlangerung und Stressresistenz beteiligt sind. Die postulierten Mechanismen
beziehen sich auf 200 pM CT.

Daraus kann gefolgert werden, dass jedes Tannin ein eigenes Wirkprinzip aufweist.
Einzig die verminderte Fettakkumulation und die erzeugte Langlebigkeit scheinen
universelle Beobachtungen zu sein. Zudem kann festgestellt werden, dass
Langlebigkeit und Stressresistenz nicht zwangsldufig gekoppelt sein miissen und
tber distinkte Wege reguliert werden kénnen.

Ein Vergleich mit anderen nattirlichen Substanzen soll nun kldren, ob die Tannine
»Wirk-Doppelgdanger” besitzen oder ob die Tanninwirkungen bislang einzigartige
Beobachtungen sind. Tabelle 14 fasst Studien mit C. elegans und natiirlichen
Substanzen in alphabetischer Reihenfolge zusammen, in denen Tests zur
Lebensdauer und/oder Stressresistenz durchgefiihrt wurden. Der Fokus soll hier
insbesondere auf die entgegengesetzten Wirkungen gelegt werden, die eine
identische Wirksamkeit ausschliefien.

Besonders aussagekriftig sind die Studien zur Wirkung der Polyphenole Quercetin,
Kaffeesdure und Rosmarinsdure, da hier eine dhnliche Auswahl an Testparametern
untersucht wurde und da die Untersuchungen Grofiteils in den gleichen
Laboratorien durchgefiihrt wurden, wie die der Tannine. Kaffeesdure und
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Rosmarinsdure scheinen tiber den OSR-1/UNC-43/SEK-1-Signalweg und tiber eine
Regulation von SIR-2.1 und DAF-16 (bei Kaffeesdure) zu einer Lebensverldngerung
und Stressresistenz zu fithren. Diese Wirkwege sind nicht hauptverantwortlich fiir
die Wirkung von TS und CT, so dass hier keine relevante Ubereinstimmung
gefunden werden kann. Quercetin zeigte ausgepragte antioxidative Wirkungen und
zeigte keinen Effekt auf die Korperldnge. Dies stimmt nicht mit der Wirkungsweise
von CT und TS tiiberein. Interessant ist aber die Neutralisierung des positiven
Effektes auf die Stressresistenz bei Ausschaltung von age-1, daf-2, unc-43 und sek-1.
Mit Ausnahme von daf-2 sind diese Gene vermutlich auch fiir die stressresistente
Wirkung von CT verantwortlich. Vielleicht teilen sich Quercetin und CT einen
gemeinsamen, fiir die Stressresistenz verantwortlichen Mechanismus. Der Hormesis-
Effekt und die starke antioxidative Wirkung von Quercetin sprechen jedoch gegen
eine einheitliche Gesamtwirkung von Quercetin und CT. Eine Beteiligung von DAF-
16 an der Quercetin-Wirkung wurde sowohl bestdtigt als auch dementiert. Die
beschriebene Quercetin-ausgeloste Translokation von DAF-16 konnte in Tannin-
exponierten Tieren zumindest nicht nachgewiesen werden. Die lebensverldngernde
Eigenschaft bei Verwendung toter Bakterien aller drei Polyphenole deckt sich zudem
nicht mit den Wirkungen der ES und GS. Keiner dieser Substanzen scheint der
Wirkungsweise der getesteten Tannine zu entsprechen.

Der untersuchte, polyphenolreiche Blaubeer-Extrakt scheint ebenfalls {iber den OSR-
1/UNC-43/SEK-1-Signalweg zur Lebensverldngerung zu fiithren. Trotz Analogien
zur TS, wie die gute Wirkung auf die thermische, aber weniger auf die oxidative
Stressresistenz und die Neutralisierung der Langlebigkeit in mev-1-Mutanten und
Analogien zur CT, wie die erhohte Pharynx-Pumpfrequenz und ebenfalls die
Neutralisierung der Langlebigkeit in mev-1-Mutanten, erscheint eine Beteiligung von
OSR-1 am TS- und CT-Wirkmechanismus eher unwahrscheinlich. Eine
Uberschneidung mit GS und ES findet sich zwar in einigen Details, wie die auch bei
GS gefundene erhohte Pharynx-Pumpfrequenz oder die auch bei ES nicht erfolgte
Langlebigkeit bei 15°C, jedoch kann der Blaubeer-Extrakt keine Lebensverldngerung
in mev-1-Mutanten bewirken und antibakterielle Wirkwege wurden ausgeschlossen.
Beides steht im Gegensatz zur ES und GS.

EGCG enthilt Catechin- als auch Gallussdure-Elemente, und ist daher von
besonderem Interesse fiir diesen Vergleich. Nur eine Studie konnte eine
Lebensverldngerung nachweisen, aber alle Studien beschrieben eine verbesserte
Stressresistenz. Die erhohte thermische und oxidative Stressresistenz stimmt nicht
mit der Wirkungsweise von GS und ES {iiberein und die erhdhte Lebensdauer in mev-
1-Mutanten sowie die starke beschriebene antioxidative Wirkung widerspricht den
Ergebnissen der TS und von CT.

Resveratrol wurde bereits mehrfach mit widerspriichlichen Ergebnissen untersucht.
Die vermutete Involvierung von SIR-2.1 als auch die unverdnderte Korperldnge
wiirde zumindest gegen eine Ubereinstimmung mit CT und TS sprechen. Die
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beobachtete Erhohung der Stressresistenz ist dartiber hinaus ein Merkmal, dass mit
der Wirkung von ES und GS schlecht vereinbar ist.

Die lebensverldngernde Wirkung der a-Liponsdure ist, im Gegensatz zu TS und CT,
abhidngig von DAF-16 und eine Beteiligung des IIS wird als Hauptmechanismus fiir
die Lebensverlingerung angegeben. Die unverdnderte Pharynx-Pumpfrequenz
stimmt nicht mit der Wirkungsweise von GS tiberein. Zur ES-Wirkungsweise gibt es
zwar keine Widerspriiche, jedoch mit Ausnahme der Lebensverldngerung und der
unverdnderten Pumpgeschwindigkeit auch kaum Ubereinstimmungen. Fiir eine
bessere Beurteilung der a-Liponsdure sollte eine Dosis-Wirkungs-Kurve fiir die
Lebensdauer und Stressresistenz aufgestellt werden. Auch die Uberpriifung der
Reproduktion und des Wachstums wiren hilfreich. Dann kann auch ein sinnvoller
Vergleich zur ES hergestellt werden. Ahnliches gilt fiir die Studie mit Coenzym Q10.
Die Lebensverldngerung in mev-1-Mutanten zeigt an, dass der Effekt nicht identisch
mit dem von CT oder TS sein kann. Dies kann fiir ES und GS nicht ausgeschlossen
werden, aber anhand der zu geringen Datenlage auch nicht bestitigt werden.

Die Fisetin- als auch Kaempferol-Wirkung entspricht recht eindeutig keinem der
Tannine. Die Translokation von DAF-16 konnte in keinem Tannin gefunden werden,
die antioxidative Kapazitdt als Hauptmechanismus widerspricht insbesondere TS
und CT und die erhohte thermische Resistenz ist insbesondere nicht in ES-
behandelten Tieren zu finden. In dhnlicher Weise kann auch Gingko Biloba nicht
tiberzeugen. Die Erhohung der thermischen und oxidativen Stressresistenz in N2
widerspricht dem Wirkmechanismus von GS und ES, und die Erhohung in mev-1-
Mutanten widerspricht TS. CT hingegen zeigte sowohl in mev-1-Mutanten als auch in
N2 erhohte Stressresistenz und hatte ebenfalls einen positiven Einfluss auf die
Pharynx-Pumpfrequenz. Der vermutete antioxidative Hauptmechanismus kann
jedoch nicht auf die CT-vermittelte Langlebigkeit zutreffen, da mev-1-Mutanten nicht
langer unter CT-Einfluss lebten. Interessant wire daher ein Lebensdauertest mit
Gingko Biloba in mev-1-Mutanten, um ein wichtiges Indiz fiir die Ubereinstimmung
der Wirkmechanismen zu erhalten.

Einige der untersuchten Huminstoffe zeigten interessante Ubereinstimmungen mit
der Wirkung von TS, wie die hormetische Lebensverldngerung, die Regulation von
Stressabwehr-relevanten Genen und die erhohte Attraktion. Die Reproduktion
wurde zwar durch TS nicht verringert, jedoch verzogert, so dass durchaus ein
dhnlicher Mechanismus vorliegen konnte. Einzig die fiir die Huminstoff-Wirkung
verantwortlich gemachten antioxidativen Kapazitdten stimmen nicht mit der TS-
Wirkung iiberein. Eine Uberpriifung der Huminstoff-vermittelten Langlebigkeit in
mev-1-Mutanten wére zur Uberpriifung sinnvoll. Da Tannine einer der
Hauptbestandteile in Huminstoffen sind, erscheint eine Wirkiibereinstimmung
durchaus plausibel.

Extrakte des Rosenwurzes Rhodiola rosea und der Taigawurzel Eleutherococcus
senticosus zeigten hormetische Langlebigkeit und eine erhohte Stressresistenz. Dies
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beschreibt die Wirkung der TS, jedoch bewirkte E. senticosus eine
Lebensverldngerung in mev-1-Mutanten und scheidet somit als TS-beschreibende
Substanz aus. R. rosea hingegen kann nicht in mev-1-Mutanten wirken, bewirkt aber
eine DAF-16-Translokation. Dies spricht erneut gegen einen identischen
Mechanismus.

Zu Rutin wurden leider keine Lebensdauertests durchgefiihrt und der
Hitzestresstest fiel negativ aus. Daher ist hier ein Vergleich schwierig. Dies gilt auch
fiir die Studien mit Tocopherol und Tocotrienol. Hier sind weitere Daten
notwendig, um effektiv einen Vergleich durchzufiihren. Unter Verwendung von
Wisconsin Ginseng konnte keine Lebensverldngerung detektiert werden, so dass
hier kein Vergleich sinnvoll ist.

Vitamin E erwies sich hingegen als lebensverlingernd in N2, aber nicht in mev-1-
Mutanten, und verzégerte die Reproduktion. Hier konnte es Uberschneidungen zu
TS geben. Jedoch wurde die Gesamtreproduktion durch Vitamin E verringert, was
bei TS nicht der Fall war. Der vermutete Vitamin E-Mechanismus beschreibt dennoch
sehr gut die Ergebnisse der GO-Analyse von TS, derzufolge Entwicklungs-,
Reproduktions- und Wachstumsprozesse wesentlich reguliert worden sind. Ein
dhnlicher Wirkmechanismus konnte demnach durchaus vorliegen.

Bei Vergleichen dieser Art ist wichtig zu bedenken, dass die Versuchsbedingungen
teilweise sehr stark voneinander abweichen. So konnen verschiedene
Mutantenstimme desselben Gens zu sehr unterschiedlichen Phanotypen fiihren, was
eindrucksvoll anhand von daf-2 (Gems et al., 1998) und daf-12 (Fisher & Lithgow,
2006) beschrieben wurde. Die erhaltenen Ergebnisse von Substanzexpositionen sind
daher in wunterschiedlichen Mutantenstimmen nur bedingt vergleichbar. Die
Stresstests sind zudem in vielen Varianten durchfiihrbar. So kann oxidativer Stress
durch H2O;, durch Juglon oder durch Paraquat simuliert werden. Hitzestress kann
bei unterschiedlichen Temperaturen und Inkubationszeiten durchgefiihrt werden.
Eine Fiille weiterer Variationsmoglichkeiten der Testdurchfiihrungen weist darauf
hin, dass der hier durchgefiihrte Vergleich nur ein Indiz fiir oder gegen eine
mogliche Ubereinstimmung liefern kann. Erst wenn beide zu vergleichenden
Substanzen unter den gleichen Versuchsbedingungen mit vielzdhligen
Testparametern getestet werden, sind verldssliche Aussagen moglich. Der hier
durchgefiihrte Vergleich deutet jedoch auf eine grofie Vielzahl an moglichen
Wirkwegen hin und unterstreicht die Individualitit von den zumeist
lebensverlangernden Polyphenolen und anderen nattirlichen Substanzen.

Die 6. Hypothese ,Jedes Tannin weist individuelle Wirkwege auf” kann somit
bestitigt werden. Es gibt jedoch einige Wirk-Uberschneidungen zu anderen
natiirlichen Substanzen, welche erst nach simultaner Uberpriifung weiterer
Testparameter abschlieflend bewertet werden konnen.
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Tabelle 14: Studien zum Einfluss nattiirlicher Substanzen auf C. elegans

N
§ Beobachtungen in C. elegans bei Substanz- Vermutete
@ o . Referenz
= Exposition Mechanismen
N
e Lebensverlingerung
g e Verringerter HO»-Gehalt in N2 & daf-16-
2 Mutanten e Insulin/IGF-1- | Brownet
s e Unverdnderte Pharynx—PumPfrequenz Signalweg al., 2006
= e Verbesserung des Chemotaxis-Index
) e Keine Lebensverldngerung in daf-16-Mutanten
o Keine verzogerte Ap-induzierte Muskel-Paralyse
¢ Lebensverldngerung bei 20°C & 25°C, aber nicht
bei 15°C
% e Vermehrtes pharyngeales Pumpen
£ e Thermische (aber nicht oxidative) Stressresistenz | ¢ OSR-1/UNC-
r-ri e Verzogerte alterungsbedingte Verdnderung der 43 /SEK-1- Wilson et
o hsp-Expressionen Signalweg al., 2006
"% e Keine Lebensverldngerung in mev-1, osr-1, sek-1 &
= unc-43 -Mutanten, aber in sir-2.1,, daf-16 & skn-1-
Mutanten
o Kein Effekt auf das bakterielle Wachstum
S e Lebensverldngerung in N2 & mev-1-Mutanten
Ot | ¢ Modulation der mitochondrialen .
g Superoxidanion-Produktion in N2 & mev-1- * Re.d uk'tlon von Ishii et al.,
3 Mutanten oxidativem Stress 2004
g " in Mitochondrien
o . . in Mi
S e Unterdriickung der Apoptose in mev-1-
o Embryonen
¢ Keine Lebensverlangerung
e Erhohte thermische & oxidative Stressresistenz e Erhohter
e Verbesserter Chemotaxis-Index Energieumsatz Brown et
e Reduktion des HoO»-Levels in N2, aber nicht in e Verbesserte ROS- Al 2006:
daf-16-Mutanten Eliminierung Zﬁan :c
N . ge
&) e Erhohte Pharynx-Pumpfrequenz ¢ Induktion von al. 2009
8 e Verzogerte Bewegungs-Abnahme sod-3, hsp-16.2 & ’
B | o Verzogerte AB-induzierte Muskel-Paralyse skn-1
e Induktion der sod-3, skn-1 & hsp-16.2 -Expression
e Erhohte Lebensdauer in N2 & mev-1-Mutanten
e Verbesserte oxidative Stressresistenz e Antioxidative Abbas &
¢ Reduktion des intrazelluldres H,O»-Level & der Mechanismen Wink, 2009
Juglon-induzierten Expression von hsp-16.2
S e Erhohte thermische Resistenz * g[,:iullgtj:l?tiiat Kamp-
.% e Reduzierte ROS-Akkumulation unter Hitzestress « Antioxidative kotter et
B | o Translokation von DAF-16 in den Nukleus o al., 2007a
Kapazitit
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Fortsetzung Tabelle 14
g
Z Beobachtungen in C. elegans bei Substanz- Vermutete Referenz
= Exposition Mechanismen
D
g Leb.e'znsverléing.erung o ‘ . Wuetal,
~ Erhohte thermische & oxidative Stressresistenz in oxidati
_Q N2 & meo-1-Mutanten e Antioxidative 2002;
O ) ) Eigenschaften Strayer et
=) Reduzierte ROS-Akkumulation, gst-4-Promoter- o Verrinoerun Al 2003
& Aktivitit & Katalase-Transkription & & 7 ’
e von Cao et al.,
= Reduktion von altersbedingtem Riickgang der intrazellulirem 2007-
= Bewegung, der Pharynx-Pumpfrequenz & der ’
S Stress Kamp-
Y Muskelzellen Kotter et
5 Unterdriickung der Hitzeschock-induzierten hsp- al. 2007c
O 16.2-Expression 7
e Hormesis
& Lebensverldngerung in niedrigen * Modulation des
= Konzentrationen Stressabwehr- Menzel et
2 . systems und der al., 2005;
g Regulation von Stressabwehr-relevanten Genen . .
= Erhihte Attraktion Biotransfor- Steinberg
= mation et al., 2007
o= Leichte Reduktion der Reproduktion o a.
e Antioxidative
Kapazitdten
& Erhohte Hitzeresistenz e Modulation der K
g0 Verringerte ROS-Akkumulation unter Hitzestress | DAF-16-Aktivitat k(‘j?tr:rpe_t
é S Reduzierte Lipofuscin-Autofluoreszenz e Antioxidative al. 20072
Translokation von DAF-16 in den Nukleus Kapazititen 7
Lebensverldngerung & thermische Stressresistenz
in N2 & in age-1, daf-2 & mev-1-Mutanten
Lebensverldngerung bei Verwendung toter
Bakterien
Keine Lebensverldangerung und keine erhohte Pietsch et
g thermische Stressresistenz in daf-16, osr-1, sek-1, y %S/I{S-él/([iNC- al., 2010;
:§ sir-2.1 & unc-43-Mutanten si nalw_e . Pietsch et
& Unveranderte Sensitivitdt gegentiber Paraquat . Rg lati & al.,
& Erhohte antioxidative Wirkung wasserloslicher, cguiation von unverof-
M DAF-16 & SIR-2.1 fentlicht

aber nicht lipidloslicher, Metabolite im
Homogenat

Keine signifikanten Auswirkungen auf
Reproduktion und Attraktion

Erhohte Pharynx-Pumpfrequenz
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Fortsetzung Tabelle 14
g
= Beobachtungen in C. elegans bei Substanz- Vermutete
@ i . Referenz
= Exposition Mechanismen
3
Verbesserte Resistenz gegen oxidativen &
thermischen Stress
Lebensverlingerung in N2 & akt-2, daf-12, daf-16, Antioxidative Saul etal.,
jnk-1, mev-1, nhr-8, osr-1, sir-2.1 & skn-1-Mutanten Mechanismen 2008;
Keine Lebensverldngerung und Stressresistenz in UNC-43/SEK-1- Pietsch et
age-1, daf-2, sek-1 & unc-43-Mutanten Signalweg al., 2009;
Kein Effekt auf Reproduktion oder Korperliange Hormesis Pietsch et
- Erhohte antioxidative Wirkung wasserloslicher, Keine al.,
= aber nicht lipidloslicher, Metabolite im Beteiligung von unverof-
% Homogenat DAF-16 fentlicht
51 Erhohte Pharynx-Pumpfrequenz
Lebensverkiirzung in hoheren Konzentrationen
Erhohte thermische & oxidative Stressresistenz
Reduktion der sod-3-Expression & der .
. . : Antioxidative Kamp-
Lipofuscin-Akkumulation . .
. . . . Mechanismen kotter et
Verringerte ROS-Bildung bei thermischem Stress .
Reduktion d (4D ter-Induktion bei Modulation der al., 2007b,
oo ce geE R TOMOTErAHHon el DAF-16-Aktivitat | 2008
Juglon-Exposition
Translokation von DAF-16 in den Nukleus
Erhohte Lebensdauer in N2 & daf-16-Mutanten
Keine Lebensverldngerung in sir-2.1-Mutanten Modulation d Wood et
Stimulierte Deacetylase-Aktivitit von SIR-2.1 OAHaton €et 1 41, 2004;
. . Stressantwort via .
Induzierte Expression von cyp-13A6 & von Viswana-
SIR-2.1 & ABU-
mehreren abu & pqn-Genen 11 than et al.,
Keine Lebensverliangerung im abu-11 RNAi- 2005
Assay
= Erhohte Lebensdauer & oxidative Stressresistenz Verspateter
£ Verdnderung des Reproduktionsmusters, aber Beginn der
;.. . . Gruber et
v nicht der Gesamt-Nachkommenzahl exponentiellen
7 . . N al., 2007
i Keine Verdnderung der Pharynx-Pumpfrequenz Erhthung der
= oder Korperldnge Mortalitét
SIR-2.1-
unabhingige
. ; . . Aktivierung der
e Variable Lebensverldngerung in N2 & sir-2.1- Bass et al.,
Phase 2-
Mutanten P 2007
Detoxifikation

e AMP-Kinase-

Aktivierung
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Fortsetzung Tabelle 14

Substanz

Beobachtungen in C. elegans bei Substanz-
Exposition

Vermutete
Mechanismen

Referenz

Rosmarinsiure

Lebensverldngerung (in niederen Dosen) in N2 &
in age-1, daf-2, daf-16 & mev-1-Mutanten

Toxisch in hoherer Konzentration
Lebensverldngerung bei Verwendung toter
Bakterien

Keine Lebensverlangerung und erhshte
thermische Stressresistenz in osr-1, sek-1, sir-2.1 &
unc-43-Mutanten

Erhoht Sensitivitdt gegentiber Paraquat

Erhohte thermische Resistenz

Keine signifikante Verdanderung der
antioxidativen Kapazitdt im Homogenat
Verzogerte Reproduktion, unveranderte
Gesamtreproduktion

Erhohte Pharynx-Pumpfrequenz

Keine signifikante Verdnderung der Attraktion

e OSR-1/UNC-
43 /SEK-1-
Signalweg

e Hormesis

e Regulation von
SIR-2.1

Pietsch et
al.,
unverof-
fentlicht

R. rosea & E. senticsus

Extrakte

Lebensverldngerung in niederen und
Lebensverkiirzung in hoheren Dosen
Verbesserter Schutz gegen UV-Strahlen und
Hitze

Erhohte Resistenz gegen Paraquat durch E.
senticosus, nicht durch R. rosea
Lebensverldngerung in mev-1-Mutanten durch E.
senticosus, nicht durch R. rosea
DAF-16-Translokation

Aktivierung des hsp-16.2-Promotors

e DAF-16-
Aktivierung

e Antioxidative &
prooxidative
Mechanismen

e Hormesis

Wiegant et
al., 2009

Rutin

Keine Erhohung der Hitzeresistenz

Reduktion von generierten ROS bei thermischem
Stress

Reduzierte Induktion des gst-4-Promotors unter
Juglon-Exposition

Keine DAF-16-Translokation

Keine verédnderte Lipofuscin-Akkumulation

Kamp-
kotter et
al., 2007b

Tocopherol

Lebensverldngerung mit y-Tocopherol, aber nicht
mit a -Tocopherol

Adachi &

Ishii, 2000;

Zou et al,,
2007

Toco-
trienol

Lebensverlangerung
Verbesserte UVB-Stressresistenz

e Verringerung
ROS-vermittelter
Schiden

Adachi &
Ishii, 2000
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Fortsetzung Tabelle 14
g
3 Beobachtungen in C. elegans bei Substanz- Vermutete
—§ Exposition Mechanismen Referenz
43
¢ Lebensverlangerung Harrineton
'-: e Verringerte & verzogerte Reproduktion e Verlangsamung & Hargl;ey
g ¢ Keine Lebensverldngerung in mev-1-Mutanten der 1988 ’
= e Keine Modulation der mitochondrialen Reproduktion & Ishii ot ’a 1
> Superoxidanion-Produktion in N2 & mev-1- Entwicklung 2004 7
Mutanten
& oo | ¢ Keine Lebensverldngerung
g § ¢ Reduzierung von altersbedingtem Riickgang der Caoetal,
3 .5 Bewegung, der Pharynx-Pumpfrequenz & der 2007
2 O Muskelzellen

4.7  Kritische Betrachtung, Relevanz und Ausblick

Wie zuverldssig sind die erhaltenen Ergebnisse dieser Arbeit? Bass et al. (2007)
zeigten eindrucksvoll am Beispiel von Resveratrol, wie wenig reproduzierbar die
Forschungsergebnisse anderer Laboratorien waren. Dies wurde im Rahmen dieser
Arbeit ebenfalls tiberpriift. Der von Wood et al. (2004), Viswanathan et al. (2005) und
Gruber et al. (2007) beschriebene lebensverlingernde Effekt von Resveratrol konnte
ebenfalls nicht bestétigt werden (Daten nicht aufgefiihrt). Dies liegt vermutlich nicht
an dem Unvermogen der Forschungsgruppen, sondern an der unterschiedlichen
Ausstattung der Labore, der Herkunft der verwendeten Medien, Chemikalien und
Versuchstiere als auch an Abweichungen der Versuchsdurchfiithrung. So kénnte die
haufig durchgefiihrte Synchronisation mittels Hypochlorit bereits einen Stress
auslosen, der den Ausgang des Experiments verdndert. Temperaturschwankungen
in nicht klimatisierten Laboren konnten zu unerwiinschtem Hitzestress fithren und
eine nicht erkannte Kontamination der Futterbakterien kann bereits die Lebensdauer
von C. elegans beeinflussen. Die Liste der moglichen Fehlerquellen ist lang. Um
diesem Einwand zu begegnen sind Wiederholungen in anderen Laboratorien und
von anderen Forschungsgruppen notwendig. Erst bei {iibereinstimmenden
Ergebnissen liegt eine verldssliche und reproduzierbare Aussage vor.

Eine weitere Schwierigkeit besteht bei der Interpretation der Ergebnisse. Zun&chst
lassen die Versuche mit den verschiedenen Mutantenstimmen auch alternative
Interpretationsmoglichkeiten zu. Wird ein Gen ausgeschaltet und die Substanz bleibt
wirkungslos, erscheint eine Beteiligung des Gens an der in Wildtypen ausgelosten
Lebensverlangerung einleuchtend. Moglich ist aber auch, dass durch die Gen-
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Ausschaltung die Aufnahme der Substanz verhindert wird oder deren Abbau
beschleunigt wird. Mev-1 bietet da ein weiteres und bekanntes Beispiel. Diese
Mutante weist erhohten oxidativen Stress auf, so dass ein leicht prooxidativ-
wirkender Stoff vermutlich keine positiven Auswirkungen auf diese Tiere haben
wird. Das bedeutet jedoch nicht, dass MEV-1 relevant fiir den Wirkweg der Substanz
ist. Zu wenig ist noch bekannt tiber die Auswirkungen und Wechselwirkungen der
einzelnen Proteine, als dass diese oder &dhnliche Effekte ausgeschlossen werden
konnten. Ebenso ist eine Lebensverldngerung in einer Mutante nicht gleichbedeutend
mit einer Irrelevanz des Gens an der Lebensverlingerung. Die Wirkung des
fehlenden Proteins kann zum Beispiel durch ein anderes ausgeglichen werden, so
dass nur die kombinierte Eliminierung beider Proteine zu einer Neutralisierung der
Langlebigkeit fithren wiirde. Auch ist es moglich, dass zwei individuelle Prozesse
zur Langlebigkeit fithren. Das Fehlen eines der Prozesse konnte durch die Aktivitat
des anderen maskiert werden.

Die Genexpressionsanalyse offenbart weitere Kritikpunkte. Obwohl das Expressions-
muster vieler Tausend Gene einen Einblick in die Wirkprinzipien erlaubt, so kann
die Untersuchung allein jedoch nur Indizien liefern. Dies liegt an den vielfdltigen
Moglichkeiten der molekularen Regulation. So ist nicht nur entscheidend, wie oft ein
Gen abgelesen wird, sondern auch, wie stabil die entstandene mRNA ist und ob und
wie alternatives Spleifen das Genprodukt beeinflusst. Selbst wenn es aufgrund einer
erhohten Expression zu einer erhohten Proteinmenge kommt, so spielen hier die
korrekte  Proteinfaltung, diverse posttranslationale = Modifikationen, wie
Phosphorylierungen oder Methylierungen, als auch das Vorhandensein spezieller
Cofaktoren eine entscheidende Rolle. Eine verringerte Genexpression konnte sogar
ein Indiz fiir ein erhohtes Protein-Aufkommen sein, wenn das Protein durch
Riickkopplung der Regulation seiner eigenen Expression befahigt ist. Eine Induktion
oder Repression eines Gens ldsst also nicht zwangsldufig auf das Vorkommen oder
die Aktivitdt des Genproduktes schlieffen. Zudem zeigen neueste Forschungen die
Relevanz von kleinen, nicht-kodierenden RNAs, wie die Mikro-RNAs, auch an den
Prozessen der Langlebigkeit auf (Grillari & Grillari-Voglauer, 2010). Diese RNAs
werden aber bei dem durchgefiihrten Microarray nicht berticksichtigt. Auch
epigenetische Verdnderungen an der DNA konnen mit dieser Methode nicht
charakterisiert werden. Zur eindeutigen Analyse sind daher weitere Untersuchungen
wie die Proteomanalyse, Enzymaktivitdts-Analysen als auch Mikro-RNA-
Expressionsanalysen notwendig.

Zuletzt besteht die Schwierigkeit, die erhaltenen Ergebnisse in den richtigen Kontext
einzuordnen. Eine verdnderte Genexpression konnte Folge der Langlebigkeit oder
deren Ursache sein oder nur als Lebensdauer-irrelevanter Nebeneffekt der
Substanzexposition entstehen. Dies gilt auch fur diverse, beobachtete
Lebensparameter wie das Wachstum, die Reproduktion, die Stressresistenz, die
Fettakkumulation oder die Pharynx-Pumpfrequenz. Die Einordnung liegt letztlich
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im Ermessen des Untersuchers. Zur Abrundung der Ergebnisse wére schliefdlich
auch der metabolische Status der Tiere von Vorteil. So ist derzeit nicht klar, ob die
Tannine in der zugefiihrten Form wirken oder ob sie Metabolisierungsprozessen
unterworfen sind, die erst das eigentlich wirksame Molekiil hervorbringen.
Interessant in diesem Zusammenhang ist auch die Metabolisierungs-Kinetik, die
bestimmt, wie lange die Tanninmolekiile unverdndert im Tier, in den Futterbakterien
und auch im Medium verbleiben.

Zur besseren Beschreibung der Tanninwirkung gibt es dariiber hinaus noch
zahlreiche, zusdtzliche Moglichkeiten. Weitere Mutantenstimme von im Microarray
auffilligen Genen konnten im Lebensdauertest tiberpriift werden. Sind keine
Mutantenstimme vorhanden, so konnte die Abschaltung dieser Gene via RNAi
(RNA-Interferenz) durchgefiihrt werden. Die Durchfiithrung von Microarrays fiir die
anderen Tannine wiirde zudem eine viel bessere Vergleichsmoglichkeit bieten. Die
Untersuchung weiterer Tannine wiirde vielleicht einen Hinweis auf die strukturelle
Voraussetzung zur lebensverlingernden Wirkweise geben. Nattirlich ist die Analyse
der Tannine in weiteren Stresstests mit anderen Stressoren sinnvoll. Dies wiirde
einen guten Einblick in die Wirkungsweise geben.

Trotz dieser Unzuldnglichkeiten und noch ausstehenden Untersuchungs-
moglichkeiten kann diese Arbeit einen wesentlichen Bestandteil zur Erforschung der
Tanninwirkung und zum Verstdndnis des Alterns beitragen. Um die Relevanz und
die Anwendungsbereiche dieser Arbeit darzustellen, sollen einige Beispiele
herangezogen werden:

Nach Uberpriifung der hier identifizierten Wirkwege in weiteren Versuchstieren als
auch in humanen Zellkulturen, konnten sich pharmakologische Ansatzpunkte
herauskristallisieren, die gezieltes Kreieren von Wirkstoffen ermoglichen, welche
schliefslich auch eine Langlebigkeit oder ein verringertes Auftreten altersbedingter
Erkrankungen im Menschen hervorrufen konnten. Die Komplexitdt des Menschen
lasst erahnen, dass dies noch ein sehr langer Weg ist. Natiirlich ist in diesem
Zusammenhang auch fraglich, ob Langlebigkeit wirtschaftlich, gesellschaftlich und
beziiglich der Lebensqualitdt im Alter tiberhaupt sinnvoll und wiinschenswert ist.
Unter Beachtung der Tatsache, dass ein Grofsteil der Menschen auf dieser Welt nicht
aufgrund von Altersschwiche stirbt, sondern durch Unterversorgung, Seuchen oder
Gewalt, erscheint dieses Ziel auch ethisch hinterfragenswert.

Die molekularbiologische Forschung konnte von dieser Untersuchung ebenfalls
profitieren. Das postulierte Zusammenspiel einiger in dieser Arbeit aufgezeigter
Proteine konnte die Basis fiir eine detailliertere Untersuchung der Proteine und ihrer
Wechselwirkungen sein. So konnten neue Signalwege in C. elegans identifiziert
werden, die zum Verstindnis der sehr komplexen, molekularen Interaktionen
beitragen wiirden. Ebenso bietet sich die Moglichkeit, den Hormesis-Effekt
molekular zu verstehen, indem Vergleiche mit anderen hormetisch wirksamen
Substanzen auf molekularer Ebene vorgenommen werden.
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Diskussion

Der Einfluss auf die ©kologische Forschung bestiinde unter anderem in der
Neubewertung von pflanzlichen Tanninen. Ihre lebensverlingernde Wirkung als
auch die verschiedenen negativen Eigenschaften konnen sich auf die
Populationsdynamik auswirken. Verschiedene Modelle kénnten entworfen werden,
um die Tanninauswirkung im 6kologischen Kontext zu begreifen. Ein Interspezies-
Vergleich konnte zudem Anhaltspunkte fiir die Begriindung der Besiedelung
bestimmter ©kologischer Nischen geben und evolutionsbiologische Antworten
liefern.

Diese Studie bietet zudem ein weiteres Argument fiir den Anbau und Verzehr von
pflanzlicher Nahrung in ,Bio”-Qualitdt. Da Polyphenole und Tannine hdufig zur
pathogenen Stressabwehr in Pflanzen produziert werden, konnte die Abtotung der
Pathogene durch Pestizide den Polyphenol-Gehalt verringern. Weitere Studien
sollten durchgefithrt werden, um den Polyphenol- und auch spezifisch den
Tanningehalt von Bio-Produkten und konventionellen Produkten zu ermitteln und
zu vergleichen. Die positiven Wirkungen der Tannine sollten hierfiir aber auch im
Menschen tiberpriift werden.

Diese Arbeit erfiillt weniger den Zweck, endgiiltige Antworten zu liefern, da dies
aufgrund der Komplexitdt der involvierten Themengebiete kaum moglich ist.
Vielmehr soll sie erste Indizien hervorbringen, welche verschiedene
Forschungsgruppen motivieren soll, in dieser Richtung weiter zu arbeiten. Aus
vielen Puzzleteilen wird letztendlich ein Gesamtbild resultieren, so dass der
Alterungsprozess und die Tanninwirkung eines Tages endgiiltig entschliisselt und
die Resultate sinnvoll genutzt werden konnen.
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Anhang

Anhang
Tabelle Al: Verwendete Primer fiir die qRT-PCR
Primer- | GC- Schmelz- Produkt-
Gen Primer-Sequenzen Linge |Gehalt| Temperatur Linge
[bp] [%0] [°C] [bpl]
; TCCAAGAGAGGTATCCTTAC 20 45 55,3 6
act- 1
CGGTTAGCCTTTGGATTGAG 20 50 57,3
GCGAGCAAAAGGAAGAGAAC 20 50 57,3
cav-1 206
AGCCAAGAGTGAGACAAGAC 20 50 57,3
AGCCGACGAAATCCCTCTCC 20 60 61,4
glp-1 205
TGCATTCACATCGGCTCCAG 20 55 59,4
GCGCTGGTACTCATGTATCC 20 55 594
lys-10 318
TGACTCCACATGGTCCTTTG 20 50 57,3
TCCGTACGACGACAAGCACACG 22 59 63,9
msp-64 166
TGCATCACACGAAACAGCCAAG 22 50 60,3
TGCTCCTGGAGCAACTGAAC 20 55 59,4
numr-1 312
TGACGACGATGTGGAGCTAC 20 55 59,4
ACGACGTTGTCGTGCTTCTG 20 55 59,4
pup-2 365
ATTCCCCAAATTGTGACGCC 20 50 57,3
CATGGCCAAGACTGTACAAG 20 50 57,3
sek-1 300
TCCGGATATTTGGGACGTTC 20 50 57,3
TGCCAATGCCGTTCTTCCAC 20 55 59,4
sod-5 473
CGCCAGCGTTTCCAGTCTTC 20 60 61,4

Abkiirzungen: bp=Basenpaare; A=Adenin; C=Cytosin; G=Guanin; T=Thymin
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Anhang

Tabelle A7: Lebensdauer von TS-behandelten Mutantenstimmen (Mittelwerte)

Mediane . .. Mittlere . L.
Variation Variation n
Lebensdauer [Tg] 0 Lebensdauer [Tg] 0
T Genotyp + SEM [%] + SEM [%] K/TS Ver-
K TS + SEM K TS + SEM suche
N2 08 23 17H 00 M0 1036 o0,
(zum Vergleich) +1,06 +£043 + 3,86 +1,25 +0,32 +5,78
sek-1 (agl) 1810149 8325 1501 1589 3T
S (100 xM TS) +117 +050 %349  +075 +055  +1,40
i sek-1 (agl) 14481439 9972 1583 1548 9786 o .
(50 M TS) +052 +0,10  +442  +041 +038  £287
sek-1 (agl) 14481459 10086 1583 1587 10026 o0 o
(25 UM TS) +052 +036  +1,65  +041 +027  +1,60
N2 5421808 1764 1604 1886 17607 o T
(zum Vergleich) +0,84 +0,84 +244 + 0,58 + 0,86 + 3,33
1786 2642 147,88 1871 2526  13501*
age-1 (x546) £014  +158 7,68  +044 115  +303 /212
1950 23,01 11844 1997 2261  11333*
akt-2 (0k393) £100 058  £9,02  +052 4006  +271 2272
1611 1818 11342 1676 1881  11140*
cav-1(0k2089) | 096 1045  +955  +031 +055 +633 /P02
987 1292 130,99 1262 1490  118,25*
daf-12 (m20) £014 004 %138  £033 021  aza 20/ 2
890 1155 12984 1010 1239  122,70**
daf16 meDRO) | 40 1013 x462  £010 015 267 W22
2314 2405 10475 2312 2410 10475
eat-2 (ad465) £174  £235  +1130  +121 +156  +s21 /183
S 1569 1791 11417 1506 1816  121,02**
5 ink-1 (gk7 219/198 2
S k-1 (8k7) +038 +029 %092  +026 +014 2,66 /
970 979 10081 1028 10,63  103,42*
mev-1 (knl) £029 048 %206  £032 +029  +o46 /8 3
898 1403 15600 10,11 1513  149,32**
rihr-8 (0k186) £009 +234 #2450  +016 +188 1619 0X/170 2
1861 21,31 11451 1854 2098 113,16
numr-10k2239) | 055 Lo £0,07  £025 +072 240 200/28 2
10,99 13,92 12680 1238 14,63  11832*
osr-1 (rm1) £020 +048  £669  +034 022  #500 /27 2
1355 1665 12284 1467 1724  11745*
ir-2. ’ ' ’ ' / ‘ 230/235 2
Sir21 k3 | 013 4017 011 +£008  £060  +3,38 /
1148 1712 150,66 12,67 1813  143,50**
skn-1 (zu67) £059 £245 2012 +042 077 1077 /1852
11,20 17,23 15353 1327 1759  13244*
) 4 7 7 4 4 4 22 21 2
unc-d3 (nd98nll8e) | 043 1142 +683  £035 077  +233 6/216
N2 935 1578 16862 1050 1545 47217 o
o (zum Vergleich) +0,15 +0,84 +6,22 +0,01 +0,91 + 8,60
o
Q 13,16 2059 156,65 1570 19,80  126,16**
daf-2 (m577) £040 +009 414  +046 030 x177 o/18 2

Abkiirzungen: Tg=Tage; SEM=Standardfehler des Mittelwertes; K=Kontrolle; TS=Tanninsaure; n=Anzahl;
T=Temperatur; * Variation der mittleren Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,05

** Variation der mittleren Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,005
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Anhang

Tabelle A8: Lebensdauer von TS-behandelten Mutantenstimmen (Einzelversuche)

Mediane Variati Mittlere Variati
T Genotyp Lebensdauer [Tg] a?; ]1on Lebensdauer [Tg] a?; ]1on K/nTS
K TS ’ K TS ’
14,77 13,50 91,40 15,93 14,24 89,39 30/33
sek-1 (ag1) 19,37 15,42 79,61 19,33 16,49 85,28 51/43
(100 pM TS) 18,25 15,75 86,30 17,89 16,40 91,68" 36/45
20,00 15,14 75,70 18,88 16,43 87,01" 42/42
O 15,00 14,26 95,07 15,81 14,76 93,34 48 /50
% sek-1 (ag1)
_ (50 M TS) 15,00 14,33 95,53 16,56 16,07 97,04 32/28
" 13,44 14,59 108,56 15,13 15,61 103,19 39/36
15,00 14,68 97,87 15,81 15,54 98,26 48 /54
sek-1 (ag1)
(25 UM TS) 15,00 15,17 101,13 16,56 16,41 99,09 32/34
H 13,44 13,92 103,57 15,13 15,65 103,42 39/31
17,71 24,83 140,20 18,27 24,11 131,98 108/99
age-1 (hx546) »
18,00 28,00 155,56 19,14 26,41 138,03 111/102
20,50 22,43 109,41 20,49 22,67 110,62° 114/111
akt-2 (0k393) 4 0,6 /
18,50 23,58 127,46 19,44 22,55 116,03" 110/116
cav-1 (0k2089) 15,15 18,63 122,97 16,44 19,35 117,72** 120/110
17,07 17,73 103,87 17,07 18,26 105,07* 102/120
9,73 12,88 ’ 12,29 15,11 ,99™ 118/97
daf-12 (m20) 132,37 122 99* /
10,00 12,96 129,60 12,94 14,69 113,50 108/107
9,12 11,42 } 10,19 12,23 ,03" 138/122
daf-16 (mgDf50) 125,22 120 03** /
8,68 11,67 134,45 10,00 12,54 125,37 96/82
2600 2780 106,92 2477 2668 107,71 64/71
eat-2 (ad465) 23,43 19,72 84,17 23,83 21,28 89,28" 54/43
20,00 24,63 123,15 20,75 24,33 117,27" 60/75
k-1 (ck7) 15,31 17,62 115,09 14,80 18,30 123,67 113/104
O J § 16,07 18,20 113,25 15,32 18,02 118,36™ 106/94
5 10,17 10,55 103,74 10,72 11,06 103,22 81/98
mev-1 (knl) 9,18 8,89 96,84 9,67 10,08 104,29 84/74
9,75 9,93 101,85 10,46 10,74 102,75 92/86
8,89 11,69 131,50 9,95 13,25 133,13" 84/80
hr-8 (0k186
rihr-8 (0k186) 907 1637 18049 1027 17,00  16551"  118/90
19,14 21,93 114,58 18,78 21,70 115,55** 103/132
-1(0k2239
mumr-10K2239) | qg0g 2069 11444 1829 2026 11076* 97101
11,19 13,44 120,11 12,72 14,41 113,23" 97/116
osr-1 (rm1)
10,78 14,39 133,49 12,03 14,85 123,40™ 96/91
; 13,68 16,82 122,95 14,75 17,83 120,83 113/126
sir-2.1 (0k434) 5
13,42 16,47 122,73 14,59 16,64 114,07 117/109
10,88 19,56 179,78 12,25 18,90 154,27 83/82
skn-1 (zu67) n
12,07 14,67 121,54 13,08 17,36 132,7 102/103
11,63 18,65 » 13,62 18,36 77" 100/121
unc-43 (n498n1186) 160,36 134 77” /
10,77 15,80 146,70 12,92 16,81 130,11 126/95
) 12,75 20,50 160,78 16,16 20,10 124,39° 82/90
% daf-2 (m577) -
~ 13,56 20,68 152,51 15,23 19,49 127,92 99/103

Abkiirzungen: Tg=Tage; K=Kontrolle; TS=Tanninsaure; n=Anzahl; T=Temperatur

* Variation der mittleren Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,05
** Variation der mittleren Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,005

161




Anhang

Tabelle A9: Lebensdauer von CT-behandelten Mutantenstammen (Mittelwerte)

Mediane

Mittlere

Lebensdauer [Tg] Vartatlon Lebensdauer [Tg] Var:}atlon n n
T Genotyp + SEM [%] + SEM [%] K/CT Ver-
K CT + SEM K CT + SEM suche
N2 090 2401 B0 201 242 WeRF
Y (zum Vergleich) +0,72 + 0,27 +2,70 + 0,61 +0,11 +2.83
Lo
9 1627 1808 110,84 1695 1883 111,16
sek-1 (ag1) £076 +148 4649 1067 +073  +240 0M/12 4
N2 16151827 1314 1691 I8AL 10857 T
(zum Vergleich) +0,75 £1,33 +6,17 +0,75 +1,16 +2,86
1873 1944 10415 1922 1973 102,79
akt-2 (0k393) £077  £020  +448 1059 +027  +246 00/309 3
1611 1707 10610 1676 17,88  106,70**
cao-1(ok2089) | (006 4057 282  +031 4023  toe  222/181 2
983 1041 10605 11,09 12,05  109,49*
daf-12 (m20) +118  +117  +078  +180 +143  +ag3 /18 2
11,37 1217 10612 11,95 1275  106,21*
dof16mgDS0) | {99 1142 £333  +092 120  x21a /781 4
2314 2449 10577 2312 2398 103,79
cat-2 (ad465) £174  £230  +471 121 +116  +oss /26 3
. 1438 1512 10520 1484 1565  10559*
@ k-1 (8k7) £063 £050  +130  +053 £039  +1021 /3% 3
(@)
S 875 888 101,30 959 966 100,70
mev-1 (knl) £076  +092  +349 1086 +092  +188 o2o/310 3
1016 1055 10420 1254 1277 101,98
nhr-§ (ok186) £032  £018  *517  £039 +024  +165 0o/ 3
1861 1994 107,05 1854 1984  107,02**
mumr-1(k2239) 1 0ss £106 +2.67  £025 058 t172  200/22 2
12,46 1465 117,64 1386 1575  113,70%
osr-1 (rm1) £034 015  +200  £029 4000 +246 /712
. 13,97 1460 10450 1471 1556  105,88*
2l k3 VY5 4100 #110 092 o002 x187 UM/ 4
854 870 10248 954 10,65  111,73*
skn-1 (zu67) £078 017  +731  +054 1053  +o71 /182
13,03 1356 103,60 1343 1400  103,99*
unc-43 (n498n1186) 1198 +203 +171 1178  +198 +1.09 485/518 3
N2 25 IL7 1065 1208 1334 10907 o T
(zum Vergleich) +028 +£0,04 +2,30 +0,12 +0,12 +0,02
¥ 13,05 13,85 106,19 1589 17,65  111,05%*
R age-1 (hx546) £080 +082  +026  +021 £015  +049  00/363 2
1550 1624 10395 1820 1824 10021
daf-2 (m577) £204  £3020 1164 1068 161  +s3s /¥ 3

Abkiirzungen: Tg=Tage; SEM=Standardfehler des Mittelwertes; K=Kontrolle; CT=Catechin; n=Anzahl;

T=Temperatur

* Variation der mittleren Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,05
** Variation der mittleren Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,005
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Tabelle A10: Lebensdauer von CT-behandelten Mutantenstimmen (Einzelversuche)

Mediane Variation Mittlere Variation n
T Genotyp Lebensdauer [Tg] [%] Lebensdauer [Tg] [%] K/CT
K CT K CT
1458 1412 9684 1507 1679 11141 29/38
U 1625 1750 107,69 17,09 1915 112,05 22/26
% sek-1 (ag1)
o 1825 2020 110,68 1820 19,07 10478 25/30
1600 20550 12813 1743 2029  11641* 2828
1983 19,75 99,60 20,04 2026 10110  142/148
akt-2 (0k393) 1724 1950 11311 18,08 1946 107,63 126/77
1912 1907 9974 1953 1946 99,64 92/84
ot (0k2089) 1707 1763 103,28 1707 1811 10609  102/105
1515 1650 10891 1644 17,64 107,30 120/76
865 924 10682 929 1062  11432*  92/109
daf-12 (m20) 1,00 11,58 10527 1288 1348 104,66 79/76
88 8,70 98,19 980 9,88 100,82  233/178
1372 1563 11392 1431 1585  110,76**  162/225
dof16 mgDBO) | 1155 1181 10405 1179 1239 105,09  145/188
11,56 1252 10830 11,89 1286  10816**  172/190
2600 2907 111,81 2477 2578 104,08 64/67
eat-2 (ad465) 2343 2261 96,50 2383 2436 102,22 54/59
2000 21,80 10900 2075 21,80 105,06 60/80
1314 1415 107,69 1548 1611  104,07**  154/159
jnk-1 (gk7) 1515 1585 10462 1378 1488 107,98  143/138
1486 1535 10330 1525 1597 10472  114/101
O 970 1046 10784 1091 1128 10339 99,/132
S mev-1 (knl) 725 726 100,14 796 809 101,63  156/108
929 891 95,91 989 9,60 97,07 71/70
1029 1050 102,04 11,82 1230 10406  215/237
nhr-8 (0k186) 955 10,89 11403 1264 13,04 10316  176/189
1063 1026 9652 1315 1298 9871 117/107
1914 21,00 109,72 1878 20,42  108,73**  103/118
numr-1(0k2239)
1808 1887 10437 1829 1926 10530 97/94
vort (D) 1279 1479 11564 1415 1574  111,24**  141/161
1212 1450 11964 1356 1575 11615**  87/110
1344 1383 102,90 1457 1499 102,88 81/69
r21 (oki3) 11,25 1164 10347 1253 1330 106,15 53/71
1671 1736 103,89 1701 1759 103,41 97/127
1446 1558 107,75 1472 1635  111,07* 71/81
932 8,87 9517 10,07 11,18 111,02 57/64
skn-1 (zu67)
776 852 10979 9,00 10,12  112,44* 92/89
907 910 10033 988 10,06 10182  223/240
unc-43 (n498n1186) | 1498 1563 10434 1492 1570  10523*  149/151
1504 1596 10612 1548 1624 10491  113/127
1224 1303 10645 1568 1749 11154  148/138
age-1 (hx546)
1385 1467 10592 1610 17,80 110,56**  158/225
& 1966 1986 101,02 1956 1961 10026  153/209
« daf-2 (m577) 1200 10,25 8542 1753 15,03 85,74 94/90
1483 1860 12542 1751 20,07 114,62 74/72

Abkiirzungen: Tg=Tage; K=Kontrolle; CT=Catechin; n=Anzahl; T=Temperatur; * Variation der mittleren
Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,05; ** Variation der mittleren Lebensdauer ist signifikant mit p <

0,005
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A11: Lebensdauer von GS- und ES-behandelten Mutantenstimmen (Mittelwerte)

Mediane . L. Mittlere . L.
2 Lebensdauer [Tg] Variation Lebensdauer [Tg] Variation n n
£ | Genotyp 8 [%0] & [%0] K/ Ver-
< * SEM + SEM £ SEM + SEM Tannin suche
= K Tannin - K Tannin -
o 2314 2542 11055 2312 2462 106,97
5 | eat-2 (ad465 ' ’ ’ ' ' ’ 178 /235 3
8|2 OHO 1 s143  t675  £121 080  £556 /
w
=
= 1018 11,06 10890 1124 11,99  106,76*
1 (kn1
G| melln) |\ 06 +037 %327 +068 056 148 2/ 1702
23,14 22,04 95,50 WD IR 96,38
2 | eat-2 (ad465 ' ' ’ ' ' / 178 /216 3
5|20 | 17s  s188 577 #1210 091 £326 /
W
on
S 1018 11,52 113,30 1124 1227  109,29*
= -1 (knl ' ' ' ' ' ’ 172 /202 2
@ | me-lnl) |06 1052 £202  +068 +£050 216 /

Abkiirzungen: Tg=Tage; SEM=Standardfehler des Mittelwertes; K=Kontrolle; n=Anzahl
* Variation der mittleren Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,05; ** Variation der mittleren
Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,005

Tabelle A12: Lebensdauer von GS- und ES-behandelten Mutantenstimmen

(Einzelversuche)
g Mediane Variati Mittlere Variati n
g Genotyp |Lebensdauer [Tg] aIF)Z]IOH Lebensdauer [Tg] a?;)]lon K/
= K Tannin K Tannin Tannin
. 26,00 28,20 108,46 24,77 26,13 105,49 64 / 68
5 | eat-2 (ad465) | 23,43 23,44 100,04 23,83 23,39 98,15 54 / 92
He]
§ 20,00 24,63 123,15 20,75 24,33 117,25* 60 / 75
= meo-1 (kinl) 10,82 11,43 105,64 11,92 12,55 105,29 66 / 69
© 9,53 10,69 112,17 10,56 11,43 108,24* 106 / 101
26,00 25,66 98,69 24,77 24,03 97,01 64 / 59
g eat-2 (ad465) | 23,43 19,75 84,29 23,83 21,55 90,43 54 /78
:go 20,00 20,70 103,50 20,75 21,10 101,69 60 / 79
= 10,82 12,04 111,28 11,92 1277 10713 66/ 84
| mev-1 (knl)
9,53 10,99 115,32 10,56 11,77 111,46* 106 / 118

Abkiirzungen: Tg=Tage; K=Kontrolle; n=Anzahl
* Variation der mittleren Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,05; ** Variation der mittleren
Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,005

164



Anhang

Tabelle A13: Thermotoleranztests mit Mutantenstimmen unter TS-

Einfluss (Mittelwerte)

Inkubation | Uberlebende [%] Variation n

Genotyp bei 35°C + SEM [%6] K/“TS Ver-
(Std.) K TS~ +SEM suche

o

(zum \ngleich) 8 j Z)’,994; fiﬁé 1i6éi1()71 335/ 333 ¥
age-1 (hx546) 9 322’/(;2 :fé?; 6 152,87, 6: 378 / 362 4
akt-2 (0k393) 9 fi)l,i?(,) f]é’,%?()) 1i6éil; ) 251 / 277 2
cav-1 (0k2089) 8 fi’;i 5,23’,14; 111;’,’:7-;2* 225 / 261 3
wrwen | 0 | DB R e T
wimo | 0 [92 55 B3 e s
daf-16 (mgDf50) 7 :362; :?(’)/,5;2 10;,’2569 361 / 339 3
eat-2 (ad465) 9 fi’;g Zi’;% 111?51”112* 262 / 269 3
e | 7| T Sp ma
| o |02 0w T
o | 5| B2 om dws T
numr-1(0k2239) 7 i’éii 1415(')?128 ?fé?:; 281/253 3
Yo R L R ey
| [ S58AE e
e || B e A
T P T T Gy
unc-43 (n498n1186) 8 fi’;@ ZZ’%; 1191',9:;* 259 / 269 3

Abkiirzungen: Tg=Tage; Std.=Stunden; SEM=Standardfehler des Mittelwertes;

K=Kontrolle; TS=Tanninsiure; n=Anzahl
* Variation der mittleren Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,05; ** Variation der
mittleren Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,005

165



Anhang

Tabelle A14: Oxidative Stresstests mit Mutantenstimmen unter CT-

Einfluss (Mittelwerte)

Inkubation | Uberlebende [%] Variation n

Genotyp mit H,O» +* SEM [%] K /nCT Ver-

(Std.) K CT * SEM suche

i | * | R
age-1 (hx546) 9 fi’g@ :?’92; :Zii 362 / 388 4

P N A - P

oy | § | 02 B T T
w0 | OB mRme

e I R T YN

daf-16 (mgDf50) 7 f‘é’é@ ﬁi 1155’3;: 234/263 3
w9 | S0 MW

T R L s

mev-1 (knl) 6 52,9878 572',(;2 lizéif;* 283 / 294 5

nhr-8 (0k186) 8 :é’,2667 525’3559 lioéjl;;* 274 / 264 3

numr-1(0k2239) 7 562’/19% 561';111 1;?1"(;:* 274 / 265 3
osr-1 (rml) 7 53,255 fi’,é% 1i2;1562** 297 / 287 3

w252 A

ey | g |07 am o me T
skri-1 (z167) 6 322596 fzz'g?; 11295'22* 270 /249 3

unc-43 (n498n1186) 8 521’;(; fil,zgé 1013”;1: 367 / 373 4

Abkiirzungen: Tg=Tage;
K=Kontrolle; CT=Catechin; n=Anzahl
* Variation der mittleren Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,05; ** Variation der

Std.=Stunden;

mittleren Lebensdauer ist signifikant mit p < 0,005

SEM=Standardfehler

des Mittelwertes;
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