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1. Einleitung

1.1 Einführung

Eine der definierenden Eigenschaften der menschlichen Kultur ist die Beschäftigung mit der

Endlichkeit der individuellen Existenz. Zu den ältesten erhaltenen kulturellen Zeugnissen der

Homini zählen Gräber, in denen sich Beigaben wie Gebrauchsgegenstände aus dem

Alltagsleben des Verstorbenen aber auch Blüten oder speziell gefertigter Totenschmuck

befanden. Die Beschäftigung mit dem Thema Altern und Tod zieht sich wie ein roter Faden

durch die Kulturgeschichte des Menschen und so nimmt es nicht Wunder, dass dem Thema

auch heute noch großes Interesse entgegengebracht wird.

Da es sich bei „Altern und Tod“ um ein so zentrales Thema handelt, kann es nicht

verwundern, dass die Wissenschaft sich eingehend mit dem Problem beschäftigt. Gerade in

einer Gesellschaft wie der westlich geprägten, in der die Lebenserwartung nach Jahrhunderten

relativer Stabilität seit dem 19. Jahrhundert beinahe kontinuierlich ansteigt, in Deutschland ist

die Sterblichkeit seit Gründung des deutschen Reichs 1871 um etwa 0,8 % pro Jahr

zurückgegangen und in den letzten 15 Jahren hat sich der Rückgang auf 2 % beschleunigt

(Statistisches Bundesamt 2006), erhält die Frage nach den physiologischen Ursachen von

Altern und Tod neben der sozialen auch eine ökonomische Dringlichkeit.

Ein wichtiger Aspekt, der bei Betrachtungen zum Thema „Altern und Tod“ nicht außen vor

gelassen werden kann, sind die Faktoren, die zu negativen Alterserscheinungen und damit

letztendlich zum Tod führen. Ein Großteil dieser Faktoren kann unter dem Begriff „Stress“

zusammengefasst werden. Dabei ist der Oberbegriff „Stress“ äußerst weit gefasst und

bezeichnet negative Auswirkungen so verschiedener Einflüsse wie den Stressoren Hunger,

ungünstige Temperaturen, endogene und exogene toxische Substanzen oder Strahlung. Neben

diesen physischen Stressoren gibt es psychische Stressoren wie ein Mangel an

Sozialkontakten, ein Übermaß an Sozialkontakten, Unterdrückung durch Artgenossen aber

auch Ausübung einer dominanten Position in einer sozialen Gruppe. All diese Faktoren

beeinflussen das Fortschreiten des Alterungsprozess´. Gerade in Europa und Nordamerika

stellen Krankheiten, die durch Stress ausgelöst werden, einen bedeutenden Faktor bei der

Begrenzung der Lebensspanne dar. So lag beispielsweise der akute Herzinfarkt im Jahr 2004

an zweiter Stelle der Todesursachen in Deutschland (Statistisches Bundesamt 2004).

Stressoren dürfen also bei einer eingehenden Erforschung der Ursachen und Mechanismen

des Alterungsprozess` nicht vernachlässigt werden.
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Kirkwood (2005) bezeichnete den Alterungsprozess als den Aspekt der menschlichen

Biologie, der uns der Vertrauteste und der dennoch der am schlechtesten Verstandene ist. In

den letzten Jahrzehnten wurden folglich zahlreiche Theorien zu den Gründen und

Mechanismen des Alterungsprozesses entwickelt. Da sie jedoch nur Teilaspekte des

komplexen Puzzles „Altern“ abdecken, ist keine dieser Theorien generell anerkannt (Harman

1998, Vina et al. 2007). Aufgrund der Komplexität der Materie ist eine solche universelle

Theorie des Alterns möglicherweise ausgeschlossen (Troen 2003). Das folgende Kapitel soll

einen Einblick in die verschiedenen Theorien zur Physiologie und Evolution des Alterns

liefern.

1.2 Die Biologie des Alterns

1.2.1 Biologische Definition des „Alterns“

Je komplexer sich ein Sachverhalt oder Prozess darstellt, umso schwieriger ist es, eine

allgemein anerkannte Definition dafür zu finden. Der so facettenreiche Themenbereich des

biologischen Alterungsprozess` bildet da keine Ausnahme. Die Definition, die hier

Anwendung finden soll, beschreibt den Alterungsprozess als die mit der Zeit fortschreitende

Anhäufung von Veränderungen, die einhergeht mit oder verantwortlich ist für eine

zunehmende Anfälligkeit gegenüber Krankheiten und Tod (Harman 1981). Zu diesen

Veränderungen zählen (Troen 2003):

1.Eine Abnahme der physiologischen Leistungsfähigkeit, zum Beispiel der

Nierenleistung, des maximalen Atemvolumens und der maximalen Herzfrequenz

(Shock 1985).

2.Ein Rückgang der Fähigkeit zur Erhaltung der Homöostase unter Einfluss von

Umweltstressoren, wie zum Beispiel Hunger und körperlicher Anstrengung (Adelman

et al. 1978).

3.Eine Zunahme der Krankheitsanfälligkeit mit fortschreitendem Alter.

4. Die Zunahme der Sterblichkeitsrate nach Beendigung des körperlichen

Reifungsprozess`.

5. Biochemische Veränderungen wie Unterschiede in der Transkriptionsrate bestimmter

Gene und der Translationrate und post-translationaler Modifikation bestimmter Proteine

(Finch 1990, Schneider & Rowe 1996).

Troen (2003) unterscheidet beim Alterungsprozess weiterhin zwischen normalem (engl.

normal) Altern, womit unumgängliche Begleiterscheinungen des Alterns gemeint sind
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und gewöhnlichem (engl. usual) Altern, dass sich auf Alterserscheinungen bezieht, die

auftreten können, und dies während des Alterungsprozess für gewöhnlich auch tun, aber nicht

müssen. Dabei hat das normale Altern intrinsische, genetisch-entwicklungsbiologische

Ursachen während das gewöhnliche Altern von extrinsischen, stochastischen Faktoren

gesteuert wird. In den folgenden Kapiteln sollen einige der wichtigsten der über 300 Theorien

(Medvedev 1990) zu genetisch-entwicklungsbiologischen und stochastischen Ursachen des

Alterns kurz erläutert werden. Darüber hinaus sollen neben diesen proximaten Theorien zu

den Mechanismen des Alterns auch die ultimaten Theorien zu den Ursachen des Alterns

vorgestellt werden.

1.2.2 Ultimate Theorien

„Nichts in der Biologie ergibt einen Sinn außer im Lichte der Evolution“, ist eine der

bekanntesten Aussagen der Evolutionsbiologie (Dobzhansky 1973). Gemäß dieser Aussage

sollte auch der Alterungsprozess evolutionärer Kontrolle in der einen oder anderen Form

unterliegen. Ein Hinweis darauf bietet die Tatsache, dass die maximale theoretische

Lebensspanne (maximum life span potential MLSP), basierend auf dem Alter des ältesten

Individuums, artspezifisch und vermutlich zur genetischen Begrenzung der Lebensspanne

proportional ist (Cutler 1979). Als MLSP von Homo sapiens wird 122 Jahre angenommen,

das Alter von Jeanne Louise Calment (21.2.1875 – 4.8.1997; Harman 1998; Robine &

Allard 1998; Knight 2000), dem Menschen mit der längsten nachgewiesenen Lebensspanne.

Unser naher Verwandter Pan troglodytes hat mit 56 Jahren eine nicht einmal halb so lange

MLSP (Cutler 1979; Cutler & Mattson 2006). Die MLSP eines weiteren Säugetiers, der

Hausmaus Mus musculus beträgt nur ein Dreißigstel der menschlichen MLSP und nur ein

Zehntel ihres nahen Verwandten, des Nacktmulls Heterocephalus glaber (Buffenstein et al.

2007). Natürliche Auslese selektiert Individuen nach ihrer Fähigkeit, vor ihrem Tod eine

möglichst große Anzahl an Nachkommen zu produzieren von denen eine möglichst große

Anzahl das fortpflanzungsfähige Alter erreichen und sich ebenfalls reproduzieren muss (Rose

& Graves 1989, Kirkwood 1991). Dabei muss es seine begrenzten Ressourcen auf

verschiedene in Konkurrenz stehende Prozesse wie Wachstum, Reproduktion und

Instandhaltung (zum Beispiel Reparatur des Soma) verteilen (Kirkwood 2005). Prozesse, die

einsetzen, nachdem ein Individuum das fortpflanzungsfähige Alter überschritten hat,

entziehen sich weitgehend der natürlichen Selektion. Eine Ausnahme bilden Tiere, die sich

auch nachdem sie das fortpflanzungsfähige Alter überschritten haben nahen Verwandten bei

der Reproduktion behilflich sind. Nach der Theorie der Verwandtenselektion können sie auf
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diese Weise ihre indirekte Fitness erhöhen (Hamilton 1964). Die Alterserscheinungen des

post-reproduktiven Lebensabschnitts, sollten diese evolutionärer Kontrolle unterliegen,

müssten also Folgeerscheinungen von Strategien sein, die die Fitness in einem frühen

Lebensabschnitt auf die eine oder andere Weise steigern und somit Ansatzpunkt für natürliche

Selektion sind (Troen 2003). Kirkwood (1986) stellt drei Gruppen von Genen in diesen

Zusammenhang:

1. Gene, die schädliche Mutationen tragen, welche erst spät im Leben zum tragen

kommen (Akkumulation sich spät auswirkender Mutationen).

2. Gene, die eine frühe Fitness begünstigen sich aber später im Leben negativ auswirken

(antagonistische Pleiotropie).

3. Gene, die die Instandhaltung des Soma regulieren (disposable Soma).

Die erste Gruppe von Genen entzieht sich der natürlichen Selektion, da sie den Phänotyp erst

nach der reproduktiven Phase beeinflussen. Bislang sind die Beispiele für eine solche

Anhäufung negativer Mutationen jedoch umstritten (Shaw et. al 1999).

Die Anzahl an Beispielen für die zweite Gruppe von Genen nimmt gegenwärtig zu. In den

letzten Jahren wurden in zahlreichen Modellorganismen Gene, nachgewiesen, die

antagonistisch pleiotrop wirken. In Caenorhabditis elegans bewirkt ein teilweiser Verlust der

Funktion des insulinrezeptorartigen Proteins DAF-2 zwar einen Zugewinn an Lebensdauer

jedoch auch Verluste an Fitness (Jenkins et al. 2004). Auch in der Fruchtfliege Drosophila

melanogaster sind Gene deren positiver Einfluss auf die Fertilität negative Konsequenzen für

die Lebenserwartung nach sich ziehen (Tu & Tartar 2003, Giannakou et al. 2004).

Einige Autoren sind jedoch der Ansicht, dass die Beweislage für antagonistisch pleiotrop

wirkende Gene nicht überzeugend ist (Leroi et al. 2005).

Die Disposable-Soma-Theorie bietet einen Erklärungsansatz, unter welchen Umständen Gene

den Alterungsprozess aufhalten und unter welchen sie ihn zulassen sollten. Sie postuliert, dass

eine Instandhaltung der somatischen Zellen, jener Zellen, die nicht zur Keimbahn gehören

und deren Erbinformation nicht an die nächste Generation weiter gegeben wird, unter

natürlichen Bedingungen nur einen begrenzten Fitnessvorteil bringt (Kirkwood 1977,

Kirkwood & Holliday 1979, Kirkwood & Rose 1991). Gene, die für die Instandhaltung des

Soma verantwortlich sind, ziehen dafür Ressourcen von anderen wichtigen fitnessrelevanten

Aufgaben ab (Kirkwood 2005). Eine Instandhaltung des Soma ergibt unter natürlichen

Bedingungen jedoch nur solange Sinn, wie ein Organismus eine reale Überlebenschance und

damit Chance auf Fortpflanzung hat. Beispielsweise überleben 90 % der Mäuse in freier

Wildbahn das erste Lebensjahr nicht (Phelan & Austad 1989), da ein Grossteil der Population
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erfriert (Berry & Bronson 1992). Tatsächlich weisen Mäuse eine MLSP von nur 3 Jahren auf.

Es scheint also, dass die Lebensspanne einer Art von den ökologischen Bedingungen abhängt,

unter denen sie existiert. Spezies mit einem niedrigen extrinsischen Mortalitätsrisiko

profitieren von einer Energieinvestition, die das intrinsische Mortalitätsrisiko begrenzt,

während Spezies, deren extrinsisches Mortalitätsrisiko hoch ist, eher von einer Investition in

frühe Reproduktion auf Kosten der Erhaltung des Soma profitieren. Untersuchungen in

natürlichen Populationen bestätigen diese Muster (Ricklefs 1998). Es gibt jedoch auch

Studien, die zu gegenteiligen Ergebnissen kommen. In Populationen des Guppies Lebistes

reticulata, die unter verschieden stark ausgeprägten extrinsischen Mortalitätsrisiken leben,

entwickelte sich das Alterungsmuster entgegen den theoretischen Erwartungen der

Disposable-Soma-Theorie (Reznick et al. 2004).

Kirkwood (2005) kommt zu dem Schluss, dass der Alterungsprozess keiner evolutionären

Kontrolle im Sinne eines programmierten Alterns unterliegt die per se Fitnessvorteile für den

Organismus bringt. Vielmehr geht er davon aus, dass Investitionen gegen den

Alterungsprozess ab einem bestimmten, von extrinsischen Faktoren beeinflussten Punkt

keinen angemessenen positiven Einfluss auf die Fitness mehr bedeuten und deshalb

unterlassen werden.

1.2.3 Proximate Theorien zu den genetisch-entwicklungsbiologischen Gründen des

Alterns

Die Theorien zu den genetischen-entwicklungsbiologischen Ursachen des Alterungsprozess`

befassen sich mit intrinsischen Mechanismen, die unabhängig von äußeren Faktoren den

Alterungsprozess bewirken.

1.2.3.1 Die Theorie der Langlebigkeitsgene

Es gibt Hinweise darauf, dass die Genprodukte so genannter Langlebigkeitsgene einen

Einfluss auf die Lebenserwartung und das Fortschreiten des biologischen Alterns haben. In

vielen Familien, bzw. Gruppen mit ähnlicher genetischer Ausstattung, tritt ein hohes

Lebensalter gehäuft auf (Abbott et al. 1974, Perls & Terry 2003, Schoenmaker et al. 2006).

So erreichen zum Beispiel Geschwister und Eltern von Menschen, die einhundert Jahre oder

älter geworden sind ebenfalls ein höheres Alter als der Durchschnitt der Bevölkerung (Perls et

al. 2002). Auch die Universalität des Alterungsprozess innerhalb einer Spezies (Johnson et al.

1999) sowie die Unterschiede zwischen den Spezies (Cuttler & Mattson 2006) deuten darauf

hin, dass das Altern einer genetischen Kontrolle unterliegt. Zur Erforschung potentieller
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Langlebigkeitsgene bieten sich Modellorganismen an, die durch gentechnische Methoden

leicht in der Struktur ihres Erbguts manipulierbar sind (Tower 1996, Tower 2000, Tatar et al.

2001). So wurde in der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae, einem eukaryotischen, jedoch

einzelligen Organismus, eine Reihe von Genen nachgewiesen, die sowohl die maximale wie

auch die durchschnittliche Lebensdauer positiv beeinflussen können (Jazwinski 1996). Auch

der Nematode Caenorhabditis elegans und die Taufliege Drosophila melanogaster wurden in

den letzten Jahren zur Untersuchung des Einflusses bestimmter Gene auf die

Lebenserwartung herangezogen (Finch & Tanzi 1997). Tatsächlich wurde in diesen

Organismen in den letzten Jahren eine Reihe von Genen identifiziert, deren Mutation

drastischen Einfluss auf die Lebenserwartung haben (Johnson et al. 2000, Finch &

Tanzi 1997, Kenyon 2001). Die Diversität der Wirkungsbereiche dieser Langlebigkeitsgene

verdeutlicht, dass sich die einzelnen Theorien zum Alterungsprozess nicht notwendigerweise

ausschließen sondern sich im Gegenteil häufig ergänzen und gegenseitig stützen können

(Troen 2003). Bei der Taufliege Drosophila melanogaster beispielsweise kann eine Mutation

in einem G-Protein-gekoppelten-Rezeptorgen auftreten, was zu einer um 35 % gesteigerten

Lebenserwartung führt und dieser Mutation den Namen Methusaleah einbrachte. Zudem

besitzen diese Fliegen eine gesteigerte Resistenz gegenüber Hitze- und Hungerstress sowie

gegenüber Paraquat, einem Agens, das oxidativen Stress hervorruft (Lin et al. 1998). Auch

eine Reihe weiterer langlebiger Mutantenlinien von Drosophila melanogaster weist eine

gesteigerte Resistenz gegenüber oxidativem Stress auf (Dudas & Arkin 1995). Diese

Beispiele verdeutlichen, wie sich zwei den Alterungsprozess betreffende Theorien gegenseitig

ergänzen: Die freie-Radikale-Theorie des Alterns, die den Alterungsprozess auf

Schädigungen der molekularen Integrität der Zellen durch oxidativen Stress zurückführt

(Harman 1956), und die Theorie, dass der Alterungsprozess einer genetischen Kontrolle

unterliegt.

1.2.3.2 Die Theorie der zellulären Seneszenz

Die Theorie der zellulären Seneszenz besagt, dass Zellen aufgrund intrinsischer Faktoren nur

zu einer begrenzten Anzahl an Teilungen in der Lage sind. Dabei wird angenommen, dass die

zeitliche Steigerung des Anteils teilungsunfähiger Zellen im Gewebe letztendlich die Alterung

des Gesamtorganismus zu Folge hat. Diese Theorie beruht auf der Beobachtung von Hayflick

und Moore, dass in Zellkultur gehaltene Zellen nach einiger Zeit ihre Teilungsfähigkeit

einbüssen (Hayflick & Moorehead 1965). Des Weiteren belegen Studien an menschlichen

(Martin et al. 1970) und Ratten-Fibroblasten (Pignolo et al. 1992), dass die replikative
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Lebensspanne von Fibroblasten in vitro entgegengesetzt proportional zum Alter des Spenders

ist. Als eine mögliche Erklärung für die begrenzte Teilungsfähigkeit von Zellen wird das

Phänomen der Telomer-Verkürzung herangezogen (Harley et al. 1991). Telomere, die

einzelsträngigen Termini linearer Chromosomen, bestehen aus kurzen, repetitiven Sequenzen

(bei Wirbeltieren TTAGGG) die sich mehrere tausendmal wiederholen können. Sie

stabilisieren die Struktur der Chromosomen und verhindern deren Fusion und Degradierung

(Greider 1990, Dong et al. 2005, Shay & Wright 2005, De Semir et al. 2007). Sowohl in vitro

als auch in vivo verkürzt sich die durchschnittliche Länge dieser Enden mit Zunahme der

Teilungen die eine Zelle durchlaufen hat (Harley et al.1991, Allsop et al 1992, Lindsey et al.

1991). Diese Verkürzung ist zurückzuführen auf eine nur unvollständige Replikation des

DNS-Stranges vor der eigentlichen Zellteilung (Greider 1990; Shay und Wright 2005). In

Zellen der Keimbahn, aber auch in immortalisierten und Tumorzellen (Klapper et al. 2001) ist

eine Telomerase aktiv, eine DNS-Polymerase die an das 3`-Ende des DNS-Stranges de novo

eine Telomersequenz anfügt (Greider 1990, Dong et al. 2005, Feldser & Greider 2007, Shay

& Wright 2007). Eine künstliche Verlängerung der Telomere durch die Aktivierung einer

reversen Transkriptase mit Telomeraseaktivität konnte die Lebensdauer von Epithelzellen der

menschlichen Retina und von Vorhaut-Fibroblasten steigern (Turker & Martin 1999).

Eine weitere mögliche Ursache für zelluläre Seneszenz liefert das Tumorsuppressorgen p53.

Das Genprodukt von p53 ist als Transkriptionsfaktor an der Regulation zahlreicher zellulärer

Prozesse wie der Reparatur der DNS, der Induktion der Apoptose und der Steuerung des

Zellzyklus beteiligt (Ryan et al. 2001). Mäuse mit erhöhter p53-Aktivität zeigen eine

Resistenz gegenüber der Entwicklung von Tumoren, zeigen jedoch andererseits auch

vermehrt Symptome wie Osteoporose, eine allgemeine Atrophie der Organe, eingeschränkte

Wundheilung, geringere Stresstoleranz, ein geringeres Körpergewicht und frühzeitiges Altern

(Tyner et al. 2002). Zelluläre Seneszenz, hervorgerufen durch Proteine wie p53, die die

Proliferation und den Zellzyklus steuern, könnte also der Preis sein, den ein Organismus für

die Verhinderung von Tumoren zahlt (Sager 1991, Campisi et al. 1996, Campisi 2001, Troen

2003, Lowe et al. 2004, Campisi 2005).

1.2.3.5 Immunologische Theorie

Dem Immunsystem kommt eine tragende Rolle bei der Erhaltung der Gesundheit und der

Überlebensfähigkeit eines Organismus zu (Troen 2003, DeVale et al. 2004). Aufgrund der

Bedeutung des Immunsystems wurde die immunologische Theorie zur Erklärung des

Alterungsprozess` entwickelt, die auf zwei beobachtbaren Veränderungen fußt, die mit
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zunehmendem Alter eines Organismus auftreten: Zum einen eine generelle Abnahme der

Immunkapazität und zum anderen eine Zunahme der Autoimmunreaktionen (Walford 1974),

oder, mit anderen Worten, eine Verringerung der eigentlichen Funktion bei gleichzeitiger

Steigerung der Nebenwirkungen.

Neuere Studien unterscheiden dabei zwischen dem adaptiven und dem angeborenen

Immunsystem: Während das adaptive Immunsystem mit zunehmendem Alter an Wirksamkeit

verliert, was zu einer gesteigerten Anfälligkeit gegenüber Pathogenen führt, wird das

angeborene Immunsystem hoch reguliert, was wiederum zu chronischen Entzündungen

führen kann (DeVale et al. 2004).

Zunehmendes Alter geht einher mit einer Verringerung der naiven T-Zellen im Vergleich zu

den ausdifferenzierten Gedächtniszellen (Miller 1996, Chakravarti & Abraham 1999). Das

Verhältnis zwischen naiven T-Zellen und Gedächtniszellen stellt einen Parameter dar, nach

dem sich das physiologische Alter eines Organismus bestimmen und eine Abschätzung seiner

Lebenserwartung treffen lässt (DeVale et al. 2004). So haben Mäuse mit einer hohen Anzahl

naiver CD4-Zellen relativ zur Zahl von CD4- und CD8-Gedächtniszellen sowie CD4/P-

Glycoprotein-Zellen eine signifikant erhöhte Lebenserwartung (Miller 2001). Die

Veränderung dieses Quotienten sowie eine veränderte Produktion von und Reaktion auf

Cytokine, eine verminderte Reaktion auf Proliferationssignale und eine eingeschränkte

Antigen-Erkennung und Signaltransduktion der Immunzellen könnten zu einem Verlust an

Immunkapazität im Alter führen (Miller 1996, Miller 2000, Chakravarti & Abraham 1999,

Weksler 2000, Szakal et al 2002, Mc Glauchlen & Vogel 2003).

Die chronischen Entzündungen die mit dem Alter einhergehen könnten auf eine verstärkte

Selbsterkennung des angeborenen oder des adaptiven Immunsystems zurückzuführen sein.

Mit zunehmendem Alter nimmt der Anteil an veränderten und geschädigten Proteinen zu

(Shringapure et al. 2001) (siehe Kapitel 1.2.4). Überschreitet dieser Anteil einen gewissen

Grenzwert, könnten diese Proteine eine Immunreaktion auslösen und so zu Entzündungen

führen (DeVale et al. 2004).

Ein Schwachpunkt der immunologischen Theorie des Alterns ist, dass alle mehrzelligen

Lebewesen einem Alterungsprozess unterliegen, die meisten jedoch nicht über ein den

Wirbeltieren vergleichbar komplexes Immunsystem verfügen. Des Weiteren ist es nicht

immer einfach, zwischen Gründen für und Konsequenzen des Alterns zu unterscheiden. Die

unbestreitbaren Änderungen des Immunsystems, wie ein verändertes Expressionsmuster

immunrelevanter Gene (Pletcher et al. 2002) und eine Veränderung der Zusammensetzung

der Immunzellpopulation (Miller 1996, Chakravarti & Abraham 1999), könnten eine Folge
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des Alterungsprozess und nicht deren Ursache sein. In diesem Fall wären sie jedoch wertvolle

Biomarker für den physiologischen Alterszustand (DeVale et al. 2004).

1.2.4 Stochastische Theorien

Stochastische Theorien nehmen als Ursache für den Alterungsprozess zufällige Schädigungen

lebensnotwendiger Moleküle an. Überschreitet die Anhäufung solcher Schäden einen

Grenzwert, manifestiert sie sich in einem Rückgang der physiologischen Funktionen des

Gesamtorganismus, wie er mit dem Alterungsprozess assoziiert ist (Troen 2003). Einige

Theorien gehen davon aus, dass die Anhäufung an Proteinen mit Modifikationen zu einer

Abnahme der Vitalfunktionen der Zelle, des Gewebes und letztendlich des Organismus führt.

Begünstig wird die Anhäufung solcher Proteine durch die im Alter abnehmende Funktion von

Proteasomen (Carrard et al. 2002) und Chaperonen (Soti & Csermely 2003).

Ein anderer Ansatzpunkt für stochastische Theorien ist die DNS. Durch Strahlung im Erbgut

hervorgerufene Mutationen akkumulieren mit der Zeit, was wiederum die Zellfunktion

beeinträchtigt und letztendlich zu Alterungserscheinungen und dem Tod führt (Faila 1958,

Szilard 1959). Eine Theorie, die Elemente beider oben genannter Ansätze enthält, ist die

Error-Catastrophe-Theorie, die davon ausgeht, dass zufällige, die Funktion beeinträchtigende

Modifikationen an Proteinen, die für die Synthese von DNS- und RNS-Molekülen zuständig

sind, zu Fehlern im Informationsgehalt der neu synthetisierten Erbsäuremoleküle führen, was

wiederum zu Fehlern bei der Proteinbiosynthese führt (Orgel 1963). Eine der wichtigsten

stochastischen Theorien, die Theorie der Schädigung von Biomolekülen durch freie Radikale,

soll im Folgenden genauer erläutert werden.

1.2.4.4 Die freie-Radikal-Theorie

Eine weitere Theorie, die den Alterungsprozess auf die Anhäufung von zufälligen

entstandenen Schäden zurückführt, ist die in den fünfziger Jahren des vergangenen

Jahrhunderts postulierte freie-Radikale-Theorie des Alterns (Harman 1956, 1981). Als freie

Radikale bezeichnet man Atome und Moleküle die aufgrund eines ungepaarten Elektrons eine

hohe Reaktivität besitzen. Treffen zwei solcher freien Radikale aufeinander, so bilden die

ungepaarten Elektronen eine kovalente Bindung und ein stabiles Nicht-Radikal entsteht.

Reagiert das ungepaarte Elektron des freien Radikals allerdings mit einem Nicht-Radikal,

entsteht durch die Reaktion aus dem Nicht-Radikal ein neues freies Radikal, das seinerseits

wiederum mit Nicht-Radikalen reagieren kann. Dadurch kann eine fortgesetzte Reihe von

Reaktionen aufrechterhalten werden (Sohal & Weindruch 1996). In der Zelle zählen zu den
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potentiellen Reaktionspartnern eines freien Radikals die DNS (Herrero & Barja 1999, Lee et

al. 1999), Membranlipide (Castorina et al. 1992, Farooqui et al. 1987, Dogru-Abbasoglu et al.

1997, Pansarasa et al. 1999, Wozniak et al. 2004) und Proteine (Starke-Reed & Oliver 1989,

Carney et al. 1991, Smith et al. 1991, Berlett & Stadtman 1997), die durch diese Reaktion

geschädigt werden und deren Schäden mit fortschreitendem Alter akkumulieren. Eine

Erweiterung der freien Radikal-Theorie des Alterns stellt die mitochondriale Theorie des

Alterns dar, die besonders die in den Mitochondrien hervorgerufenen Schäden an

Makromolekülen betont (Harman 1972, Harman 1981, Miquel et al. 1981, Miquel 1991). Die

Hauptquelle freier Radikale innerhalb der Zelle sind die Proteine der Atmungskette, die in der

inneren Mitochondrienmembran lokalisiert sind (Halliwell 1994, Turrens 2003, Jezek &

Hlavata 2005). Bei der hier stattfindenden Reduktion von elementarem Sauerstoff zu Wasser

kann es vorkommen, dass die als Intermediärprodukte entstehenden reaktiven Moleküle

freigesetzt werden und weitere reaktive Verbindungen schaffen (Fridovich 1978, Fridovich

1989, Sies 1997, Troen 2003). Da jedoch nicht alle diese Moleküle über ein ungepaartes

Elektron verfügen und somit keine freien Radikale sind, werden sie unter dem Begriff

reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zusammengefasst (Halliwell 1994, Halliwell & Gutteridge

2007).

Insgesamt verknüpft die freie-Radikale-Theorie des Alterns Aspekte mehrerer stochastischer

Theorien miteinander (Yu & Yang 1996, Knight 2000) und ist aufgrund zahlreicher Belege

weitgehend anerkannt (Golden et al. 2002).

In den folgenden Kapiteln soll nun genauer auf den Zusammenhang zwischen dem

Alterungsprozess und der Lebensspanne eingegangen werden. Dabei stehen zum einen

Stressoren, die eine Erhöhung des Mortalitätsrisikos bedeuten und zum anderen die

Resistenzmechanismen gegen diese Stressoren und ihr Einfluss auf Altern und Lebensspanne

im Fokus.

1.3 Stressoren, Mortalität und Altern

In diesem Kapitel soll auf Stressoren und den Einfluss von Stressoren auf die

Lebenserwartung eingegangen werden. Grundsätzlich muss zwischen zwei verschiedenen

Arten von Stress unterschieden werden: Eustress und Disstress. Unter Eustress versteht man

dabei Stress, der durch Hormesis positive Effekte auf einen Organismus ausübt. Dabei führt

die Zufuhr eines Stressors bis zu einer gewissen Dosierung zur Aktivierung von

Abwehrmechanismen was letztendlich zu einer erhöhten Resistenz gegen den Stressor führt.
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So wurde gezeigt, dass die durch eine Beeinträchtigung der Glukoseaufnahme gesteigerte

ROS-Produktion in den Mitochondrien von Caenorhabditis elegans zu einer Steigerung der

Catalase-Aktivität und damit einhergehend einer Steigerung der Resistenz gegen ROS führt.

Somit trägt dieser oxidative Stress durch Hormesis zu einer Erhöhung der Lebensspanne bei

(Schulz et al. 2007). Disstress hingegen wird durch eine Zufuhr von Stressoren ausgelöst, die

das Hormesis begünstigende Maß überschreitet und hat je nach Art der Stressoren

verschiedene negative Konsequenzen für den Organismus. Exemplarisch für die

Beeinflussung der Lebensdauer durch Stress werden zwei Stressoren stehen. Zum einen der

durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) hervorgerufene oxidative Stress, von dem

angenommen wird, dass er über den Alterungsprozess Einfluss auf die Lebenserwartung hat

(Harman 1956) und zum anderen den durch Infektionen mit Pathogenen hervorgerufene

Stress, der sowohl als ein direktes Mortalitätsrisiko als auch durch Anhäufung pathogen-

vermittelter Schädigungen zur Herabsetzung der Lebenserwartung beiträgt (DeVale et al.

2004).

1.3.1 Oxidativer Stress

Wie oben bereits dargestellt, geht die freie-Radikale-Theorie des Alterns davon aus, dass der

Alterungsprozess durch die zeitliche Anhäufung von Schäden hervorgerufen wird, die freie

Radikale und ROS an Molekülen der Zelle anrichten (Harman 1956, Harman 1981).

Folgerichtig sollte auch eine Verringerung der Reaktionen freier Radikale zu einer Steigerung

der Lebenserwartung führen (Harman 1981).

1.3.1.1 Die Quellen der reaktiven Sauerstoffspezies

Bei der Reduktion von Sauerstoff zu Wasser in der Atmungskette kann das Superoxid-

Radikal (O2
_-) als Intermediärprodukt freigesetzt werden (siehe Abbildung 1). Insgesamt wird

circa 1-3 % des verbrauchten Sauerstoffs nicht zu Wasser sondern zu O2
_- reduziert (Halliwell

& Gutteridge 2007). In der Zelle wird dieses Superoxid-Radikal enzymatisch zu

Wasserstoffperoxid (H2O2) und Sauerstoff umgesetzt. Wasserstoffperoxid wiederum ist in der

Lage, Hydroxyl-Radikale (OH_) zu bilden, falls es nicht enzymatisch zu Wasser und

Sauerstoff abgebaut wird (Fridovich 1978, Fridovich 1989, Sies 1997, Troen 2003).
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O2
                          O2

_-   H2O2                                     OH_                    H2O

Abbildung 1: Reduktion von Sauerstoff zu Wasser (modifiziert nach Fridovich 1978)

Diese drei Moleküle, Superoxid-Radikale, Hydroxyl-Radikale und Wasserstoffperoxide,

besitzen eine hohe Reaktivität und sind in der Lage, Schäden an Biomolekülen der Zelle

anzurichten. Freie Radikale und ROS entstehen jedoch nicht nur als Nebenprodukte der

Atmungskettenaktivität, sondern werden zum Teil auch von den Zellen selbst zu bestimmten

Zwecken gebildet: So spielen sie eine Rolle in phagozytierenden Zellen des Immunsystems

(Halliwell & Gutteridge 1984, Halliwell 1994, Jamieson 1989, De Vale et al. 2004), der

Kontrolle der differentiellen Genexpression (Sen & Packer 1996) und als second messenger in

der Signaltransduktionskaskade zur Steuerung der Apoptose (Suzuki et al. 1997). Auch

exogene Quellen wie Strahlung und toxische Substanzen in Nahrung und Atemluft können die

Bildung von freien Radikalen und ROS begünstigen (Sies 1997, Vallyathan & Shie 1997,

Halliwell & Gutteridge 2007).

1.3.1.2 ROS-bedingte Schäden

Hinweise, dass der von freien Radikalen und ROS angerichtete Schaden an Biomolekülen

tatsächlich im Laufe der Zeit zu den typischen Erscheinungen des Alterungsprozess` führt,

liefern Untersuchungen der Produktionsrate freier Radikaler in Herz, Leber und Nieren

verschiedener Säugetierspezies. Dabei war die maximale Lebensspanne einer Spezies

umgekehrt proportional zur Produktion freier Radikale (Sohal et al. 1989). Des Weiteren ist

bekannt, dass die Produktion von ROS in den Mitochondrien mit zunehmendem Alter ansteigt

(Sohal & Sohal 1991, Sohal et al 1994, Passos et al. 2007).

Besonders die mitochondriale DNS (mtDNS) scheint auf Grund ihrer räumlichen Nähe zur

Atmungskette (Miquel 1991, Mandavilli et al. 2002) und fehlender Histone (Turrens 2003)

anfällig für Schädigungen zu sein, deren Akkumulation zum Alterungsprozess beiträgt

(Flemming et al. 1982, Linnane et al. 1992,Wallace 1992). ROS-bedingte Mutationen an der

mtDNS können die Genexpression im Mitochondrium verändern (Hayashi et al. 1991,

Bonawitz et al. 2006). Sind davon für Proteine der Atmungskette kodierende Gene betroffen,

kann die Funktion der Atmungskette in Mitleidenschaft gezogen werden (Wei et al. 2001,

e- e-  + 2 H + e-  + H + e-  + H +

H2O
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Mandavilli et al. 2002) und die ROS-Produktion zunehmen (Suzuki et al. 1998, Bonawitz et

al. 2006), so dass ein sich selbst verstärkender Teufelskreis entsteht (Wei et al. 2001).

Auch die Membranen der Mitochondrien sind besonders anfällig für Lipidoxidationen durch

ROS, da sie einen hohen Anteil mehrfach ungesättigter Fettsäuren enthalten (Wei et al. 2001).

Ihr Oxidationsgrad nimmt mit fortschreitendem Alter zu (Uysal et al. 1989; Yen et al.. 1994;

Wei et al. 1996), was besonders fatal ist, da die damit einhergehende Veränderung der

Funktion der mitochondrialen Membranen einen direkten Einfluss auf die Funktion der in ihr

lokalisierten Atmungskette hat (Wei et al. 2001). Letztlich wird durch einen Verlust an

Membranqualität und die damit einhergehende Entkopplung des Elektronentransports (Yen et

al. 1989, Genova et al. 2004) auch die Bildung weiterer ROS mit all ihren Konsequenzen

begünstigt.

1.3.1.3 Schutzmechanismen gegen ROS

Die meisten Organismen stehen diesen ROS jedoch nicht schutzlos gegenüber, sondern

verfügen über ein Arsenal enzymatischer und nicht-enzymatischer Antioxidanzien (Sies

1997), d.h. Substanzen, die in der Lage sind die Oxidation einer anderen Substanz zu

verhindern (Halliwell 1996, Halliwell & Gutteridge 2007). Diese bilden ein Netzwerk zur

Beseitigung reaktiver Sauerstoffspezies (Packer et al. 2001).

Zu ihnen zählen das Peptid Glutathion (Halliwell & Gutteridge 2007), sowie die Enzyme

Catalase (Cat), Superoxid-Dismutasen (SOD) und Glutathion-Peroxidasen (GPx) (Sies 1997)

auf deren Wirkung und Bedeutung in diesem Kapitel genauer eingegangen werden soll. Ist

diese Abwehrsystem nicht in der Lage, die durch Oxidanzien hervorgerufenen Schädigungen

zu verhindern, ist der Organismus oxidativem Stress ausgesetzt.

Superoxid-Dismutasen

Die erste Linie im Abwehrkampf gegen ROS bildet die Familie der Superoxid-Dismutasen

(SOD) (Zelko et al. 2002). Sie katalysiert die Umsetzung des Superoxid-Radikals zu

Wasserstoffperoxid (McCord & Fridovich 1969, Fridovich 1978, Johnson & Giulivi 2005,

Halliwell & Gutteridge 2007). Für ihre katalytische Aktivität benötigen die Superoxid-

Dismutasen in ihrem aktiven Zentrum ein Metallion. Das Superoxid-Radikal wird durch die

Übertragung des Elektrons und der Protonen zu Wasserstoffperoxid oxidiert. In der

Nettoreaktion werden also zwei Superoxid-Radikale unter Aufwendung von zwei Protonen zu

jeweils einem Molekül elementaren Sauerstoff und Wasserstoffperoxid umgesetzt (Johnson &

Giulivi 2005, Culotta et al.2006).
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2 O2
_-  + 2 H + O2 + H2O2

Abbildung 2: Nettoreaktion des von Superoxid-Dismutasen katalysierten Abbaus von Superoxid-

Anion-Radikalen (modifiziert nach Culotta et al. 2006).

Superoxid-Dismutasen werden in Klassen eingeteilt, die sich in ihren katalytisch aktiven

Metallionen (Halliwell & Gutteridge 2007) sowie in ihrer Primärstruktur unterscheiden

(Keele et al. 1970; Yost & Fridovich 1973; Youn et al. 1996a; Landis & Tower 2005;

Halliwell & Gutteridge 2007), was auf unabhängige Ursprünge hinweist (Keele et al. 1970;

Barondeau et al. 2004): Zum einen die Kupfer/Zink-abhängigen Superoxid-dismutasen

(Cu/ZnSODs), die in Eukaryoten und einigen Prokaryoten vorkommen (Fridovich 1978,

Halliwell & Gutteridge 2007), und von denen es intra- und extrazelluläre Formen gibt

(Fridovich 1995). Zum anderen die Mangan-abhängigen Superoxid-Dismutasen (MnSODs),

die in prokaryotischen Cytosol bzw. in der eukaryotischen mitochondrialen Matrix lokalisiert

sind (Keele et al. 1970, Yost & Fridovich 1973, Wintjens et al. 2004) und zu deren Familie

auch die Eisen-abhängigen Superoxid-Dismutasen (FeSODs) zählen, die in tierischen Zellen

fehlen (Halliwell & Gutteridge 2007), sowie die nur in Prokaryoten nachgewiesenen Nickel-

abhängigen Superoxid-dismutasen (NiSODs) (Youn et al. 1996, Choudhury et al. 1999,

Palinek et al. 2003, Wuerges et al. 2004). In den meisten tierischen Organismen finden sich

drei verschiedene Superoxid-Dismutasen, wovon jeweils eine in den Mitochondrien (Mn-

SOD), eine im Zytoplasma und eine extrazellulär (jeweils eine Form der Cu/Zn-SOD)

vorkommt (Landis & Tower 2005). Einige Spezies verfügen jedoch noch über weitere

Superoxid-Dismutasen, so zum Beispiel der Nematode Caenorhabditis elegans, der fünf

verschieden Superoxid-Dismutasen besitzt (Hunter et al. 1997, Giglio et al. 1994, Van

Raamnsdonk & Hekimi 2009).

Catalasen

Der nächste Schritt in der Abwehr von ROS, die Reduktion von H2O2 zu H2O, das durch die

SOD-Reaktion entstanden ist wird durch Catalasen katalysiert. Catalasen sind Tetramere mit

einem Molekulargewicht von 200-300 kDa und enthalten als prosthetische Gruppe ein

Fe(III)-Häm (Zamocky & Koller 1999). Catalasen sind in der Lage, die Reduktion von

Wasserstoffperoxid auf zwei unterschiedlichen Wegen, dem katalytischen und dem

peroxidativen Reaktionsweg, zu katalysieren (siehe Abbildung 3).
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  I:    2H2O2                      2 H2O + O2

      
 II:    2H2O2  + AH2         2H2O + A2   

Abbildung 3: Nettoreaktionen der katalytischen (I) und peroxidativen (II) Aktivität der Catalase

(Modifiziert nach Halliwell und Gutteridge 2007).

Die Bedeutung der Catalase wird dadurch unterstrichen, dass sie bei fast allen Lebewesen die

unter aeroben Bedingungen leben vorhanden ist (Deisseroth & Dounce 1970, Zamocky &

Koller 1999, Halliwell & Gutteridge 2007). Bei tierischen Organismen sind sie dabei

hauptsächlich in den Organellen lokalisiert, fehlen jedoch in Mitochondrien (Halliwell &

Gutteridge 2007).

Glutathion und seine assoziierten Enzyme

Glutathion

Das Tripeptid Glutathion (L-_-Glutamyl-L-cysteinylglycin) wird in der Zelle in zwei

aufeinander folgenden Schritten aus den Aminosäuren L-Glutamat, L-Cystein und Glycin

gebildet (Sies 1997, Halliwell & Gutteridge 2007). Es schützt die Zelle auf verschiedene

Weisen vor freien Radikalen, ROS und anderen schädlichen Substanzen. Daneben besitzt es

noch weitere Aufgaben im Protein- und Aminosäurestoffwechsel (Meister & Anderson 1983,

Dickinson & Forman 2002). Es kann direkt mit freien Radikalen wie OH_ reagieren, wobei es

von seinem reduzierten Zustand Glutathion (GSH) in seinen oxidierten Zustand

Glutathiondisulfid (GSSG) übergeht (Halliwell & Gutteridge 2007). Das Verhältnis von

reduziertem Glutathion zu oxidiertem Glutathiondisulfid (GSH/GSSG-Ratio) stellt dabei

einen Indikator für den Redox-Zustand der Zelle dar (Maher 2005). Das Enzym Glutathion-

Reduktase überführt unter Oxidation eines Moleküls NADPH Glutathionedisulfid wieder in

Glutathion (Meister & Anderson 1983; Dickinson & Forman 2002).

Glutathion spielt jedoch auch eine entscheidende Rolle als Coenzym einiger Enzyme, denen

eine große Bedeutung bei der Abwehr von oxidativem Stress zugewiesen wird.
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Abbildung 4: Glutathion in der reduzierten Form GSH (A) und in der oxidierten Form GSSG (B)

(modifiziert nach Sies 1997, Halliwell & Gutteridge 2007).

Glutathion-Peroxidase

Die Familie der Glutathion-Peroxidasen (GPx) ist in der Lage unter Oxidation von

Glutathion, das als Wasserstoffdonor fungiert (Flohe et al. 1973, Meister & Anderson 1983,

Arthur 2000), Peroxide zu reduzieren. Wie Catalasen reduzieren Glutathion-Peroxidasen

Wasserstoffperoxid. Sie sind jedoch auch in der Lage weitere Peroxide wie Lipidperoxide

oder Thyminhydroperoxide zu reduzieren (Flohe et al. 1973, Meister & Anderson 1983, Bao

et al. 1997, Arthur 2000). Obwohl die Familie der GPx bei Wirbeltieren weit verbreitet ist,

mindesten vier verschiedene für GPx kodierende Gene sind bekannt (Gladyshev &

Hatfield 1999, Arthur 2000, Comhair & Erzurum 2005), konnte sie bei Insekten noch nicht

nachgewiesen werden (Felton & Summers1995). Jedoch weisen auch einige Glutathion-S-

Transferasen eine Glutathion-Peroxidase Funktion auf (Meister & Anderson 1983, Hayes &

Pulford 1995, Hurst et al. 1998, Arthur 2000), so dass bei Insekten auch andere Enzyme für

die glutathionabhängige Reduktion von Peroxiden zuständig sein könnten (Ahmad 1992).

Glutathion-S-Transferasen

Zu der Familie der Glutathion-S-Transferasen gehören mindestens 15 verschiedene Klassen

(Sheehan et al. 2001), die hauptsächlich Konjugationsreaktionen zwischen reduziertem

Glutathion und elektrophilen Molekülen katalysieren. Zu diesen Substanzen zählen sowohl

Xenobiotica als auch endogene schädliche Verbindungen (Eaton & Bammler 1999, Halliwell

& Gutteridge 2007). GSTs katalysieren die Bildung von Thioetherbindungen zwischen dem

Cysteinrest des Glutathions und der elektrophilen Substanz. Das dabei entstehende Konjugat

ist im Vergleich zur Ausgangssubstanz weniger reaktiv sowie hydrophiler und kann nun

leichter ausgeschieden werden (Eaton & Bammler 1999, Dickinson & Forman 2002,

Maher 2005). Da bei dieser Reaktion ein Molekül Glutathion verbraucht wird, kann eine hohe

GST-Aktivität den GSH Gehalt der Zelle erheblich herabsetzen. Im Gegensatz zu der durch

A B
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die GPx vermittelten Oxidation kann der Verlust nur durch eine de novo Synthese von

Glutathion erfolgen.

1.3.1.4 Antioxidanzien, oxidativer Stress und Lebenserwartung

In den letzten Jahren konnte in einer Reihe von Organismen nachgewiesen werden, dass eine

künstliche Veränderung der Aktivitätsmuster verschiedener Antioxidanzien eine Steigerung

der Lebensspanne zur Folge hat. So bewirkt eine konzertierte Überexpression der Catalase

und der im Zytoplasma lokalisierten Cu/Zn-Superoxid-Dismutase in Drosophila

melanogaster eine Verlängerung der Lebenserwartung um etwa ein Drittel (Orr & Sohal

1994). Diese beiden Enzyme wirken bei der Beseitigung reaktiver Sauerstoffspezies eng

zusammen. Die Bedeutung dieses konzertierten Prozesses wird durch die Tatsache

verdeutlicht, dass eine alleinige Steigerung der Expression der Cu/Zn-Superoxid-Dismutase

ebenso wirkungslos in Bezug auf die Lebenserwartung der Taufliegen blieb wie eine alleinige

Steigerung der Expression der Catalase (Orr & Sohal 1994). Eine Reduktion verschiedener

SODs führte dagegen zu einer Abnahme der Lebensspanne bei Drosophila (Phillips et al.

1989, Kirby et al. 2002, Duttaroy et al. 2003).

Eine Kopplung von gesteigerter Lebenserwartung und erhöhter Resistenz gegen oxidativen

Stress findet sich auch bei besonders langlebigen Linien von Caenorhabditis elegans. Bei

diesen Würmern stiegen die Aktivitäten der SODs sowie der Cat mit zunehmendem Alter an,

während bei Wild-Typ Würmern eine entgegengesetzte Entwicklung zu beobachten ist

(Larsen 1993, Vanfleteren 1993, Vanfleteren & De Vreese 1995).

Auch in der Hefe Saccharomyces cerevisiae wurde der Einfluss der Superoxid-Dismutase auf

die Lebenserwartung und den Alterungsprozess nachgewiesen: Wurde das Gen sod1, das für

eine zytoplasmatische Superoxid-Dismutase kodiert ausgeschaltet, zeigten die Hefezellen

einen Rückgang der klonalen und replikativen Lebensspanne (Wawryn et al 1999, Unlu &

Coc 2007) und ein beschleunigtes chronologisches Altern (Longo et al. 1996, Longo et al.

1999). Ähnliches gilt auch für Mäuse, in denen sod1 inaktiviert wurde (Elchuri et al. 2005).

Diese Studien legen einen einfachen und direkten Zusammenhang zwischen einer Steigerung

der antioxidativen Kapazitäten eines Organismus, der Erhöhung seiner ROS-Resistenz und

seiner verlängerten Lebenserwartung nahe. Die Zusammenhänge stellen sich jedoch sehr

wahrscheinlich komplizierter dar als sie auf den ersten Blick scheinen (Parkes et al.1999). So

zeigt der Nacktmull Heterocephalus glaber im Vergleich zu seinen Nagerverwandten Maus

und Ratte keine gesteigerte Antioxidanzienaktivität, obwohl er mit einer MLSP von etwa 28

Jahren die MLSP seiner Verwandten um fast eine Größenordnung übertrifft (Buffenstein et
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al. 2007). Ein umfassender Vergleich verschiedener Spezies ergab, dass eine hohe MLSP

nicht mit einer höheren Antioxidanzien-Aktivität einhergeht (Perez-Campo et al. 1998).

1.3.2 Pathogene als Stressoren

Infektionen durch Pathogene, so sie nicht durch das Immunsystem wirksam bekämpft werden,

stellen ebenso wie oxidativer Stress ein massives Mortalitätsrisiko dar. Ein extremes Beispiel

für die Bedrohung durch Pathogene und ihre verheerende Wirkung ist der Ausbruch der

spanischen Grippe gegen Ende des zweiten Jahrzehnts des vergangenen Jahrhunderts. In den

Jahren 1918-1920 fielen dem Subtyp A/H1N1 des Influenzavirus’ weltweit etwa 50 Millionen

Menschen zum Opfer (Johnson & Mueller 2002). Wie bereits erwähnt, kann das

Immunsystem einem Organismus durch Autoimmunreaktionen auch schaden und so dessen

Lebenserwartung reduzieren. DeVale (2004) postuliert, dass für die Maximierung der

Lebenserwartung eine geringe Grundaktivität und eine minimale, angemessene Antwort auf

eine Herausforderung ideal sind (DeVale et al. 2004).

1.3.2.1 Die Pathogenabwehr bei Insekten

Da sich diese Arbeit im weiteren Verlauf hauptsächlich mit Insekten beschäftigen wird, soll

hier ein kurzer Überblick über das Immunsystem und die Abwehrmechanismen gegen

Pathogene bei Insekten gegeben werden. Gegenwärtig ist die Existenz einer adaptiven

Immunreaktion bei Insekten Gegenstand von Diskussionen (Agaisse 2007).

Da ein Großteil der Forschung auf diesem Gebiet der Immunantwort der Insekten an

Drosophila melanogaster durchgeführt wurde (Lemaitre & Hoffmann 2007; Ferrandon et al.

2007) beziehen sich die meisten der unten genannten Angeben auf diesen Organismus. Da

einige wichtige Aspekte des Drosophila-Immunsystems stark konserviert sind und auch in

anderen holometabolen Insekten wie Apis mellifera und Anopheles gambiae zu finden sind

(Feldhaar & Gross 2008) soll Drosophila hier als pars pro toto dienen.

Physikalische Schranken

Die erste Verteidigungslinie der Insekten gegen Pathogenbefall stellen die von den basalen

Epidermiszellen gebildete Kutikula ihres Exoskeletts und Epithelien wie das Darm- oder das

Atemwegsepithel dar. Die Kutikula besteht aus einer Matrix aus Proteinen und Lipiden in die

N-Acetylglucosamin Fibrillen eingebettet sind und bedeckt den gesamten Körper der Tiere

(Feldhaar & Gross 2008). Gelingt es Pathogenen diese erste Verteidigungslinie zu

durchbrechen, so setzen die weiteren Verteidigungsmechanismen des angeborenen
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Immunsystems ein.

Das angeborene Immunsystem der Insekten

Die Mechanismen des angeborenen Immunsystems, obwohl in ihrer Spezifität nicht mit denen

des angeborenen Immunsystem der Vertebraten zu vergleichen, besitzen dennoch die

Fähigkeit zwischen verschiedenen Pathogenarten sowie „fremd“ und „eigen“ zu

unterscheiden. Es wird im Allgemeinen in zwei Bereiche aufgeteilt, deren Trennungslinie

jedoch nicht klar verläuft, da sie sich gegenseitig beeinflussen (Feldhaar & Gross 2008).

Der erste dieser Bereiche ist die zelluläre Immunantwort, die hauptsächlich auf Funktion der

Hämozyten wie Phagozytose und Einkapselung von Pathogenen beruht, während der zweite

dieser Bereiche, die humorale Immunantwort ihre Wirkung vor allem durch die Freisetzung

löslicher antimikrobieller Substanzen entfaltet (Feldhaar & Gross 2008).

Die nächsten Kapitel werden einen kurzen Einblick in die Mechanismen der

Pathogenerkennung und Kontrolle der Immunantwort, sowie die Wirkmechanismen der

zellulären und humoralen Immunantwort geben.

Erkennung der Pathogene durch das Immunsystem

Bevor das Immunsystem mit der Bekämpfung einer Infektion beginnen kann, muss diese

zunächst bemerkt werden. Die Wirtsproteine die diese Aufgabe erfüllen indem sie mikrobielle

Strukturen erkennen und an sie binden werden allgemein als Mustererkennungsrezeptoren

(pattern recognition receptors PRRs) bezeichnet. Dabei dienen Peptidoglycane der

bakteriellen Zellwand und Glucane von Pilzen als zu erkennende Strukturen für diese

Rezeptoren (Feldhaar & Gross 2008). Peptidoglycane gram-positiver und gram-negativer

Bakterien unterscheiden sich in der Zusammensetzung ihrer Peptidoglycane: Peptidoglycane

gram-positiver Bakterien enthalten meist Lysin während die Peptidoglycane Gram-negativer

Bakterien Diaminopimelinsäure (diaminopimelic acid, DAP) enthalten (Feldhaar & Gross

2008).

Die humorale Immunantwort

Ist durch die PRRs eine Infektion erkannt und klassifiziert, so wird eine Reaktion des

Immunsystems eingeleitet: Antimikrobielle Peptide (AMPs) und verwandte Substanzen

werden freigesetzt. Die genaue Wirkweise dieser AMPs ist bislang noch unbekannt, sie sind

aber äußerst effektiv bei der Tötung ihrer mikrobiellen Zielzellen. Jedoch sind verschiedene

AMPs unterschiedlich effektiv bei der Bekämpfung verschiedener Pathogene. Im Genom von
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Drosophila melanogaster wurden 20 verschiede Gene, die für AMPs aus sieben

unterschiedlichen Familien kodieren, identifiziert. Dabei entfalten zum Beispiel die AMPs

Drosomycin und Metchnikowin ihre Wirkung gegen Pilze, während Diptericin und Drosocin

gegen gram-negative Bakterien und Defensin gegen gram-positive Bakterien wirken.

Cecropin A1 wiederum zeigt antimikrobielle Aktivität gegen alle drei Gruppen (Lemaitre &

Hoffmann 2007, Ferrandon et al. 2007).

Aufgrund dieser Spezifität, wird die Immunreaktion gegen gram-positive, Hefen und Pilze

und gram-negative Bakterien durch zwei verschiede Signalwege gesteuert: Den Toll-

Signalweg für gram-positive Bakterien, Pilze und Hefen und den Imd-Signalweg gegen gram-

negative Bakterien (Lemaitre & Hoffmann 2007, Ferrandon et al. 2007).

Der Toll-Signalweg wird durch die Bindung mikrobieller Strukturen an extrazelluläre PRRs

aktiviert, was über verschiedene Signale zur Aktivierung des Proteins Spätzle führt, welches

wiederum durch Bindung den membranständigen Rezeptor Toll aktiviert. Toll löst daraufhin

eine intrazelluläre Signalkaskade aus, die letztendlich zur Aktivierung der Proteine Dif und

Dorsal und deren Translokation in den Zellkern führt, wo sie die Transkription der

entsprechenden AMP-codierenden Gene induzieren (Lemaitre & Hoffmann 2007, Ferrandon

et al. 2007). Der Imd-Signalweg wird ausgelöst, wenn DAP enthaltendes Peptidoglycan an

das membranständige Peptidoglycan-Erkennungsprotein (peptidoglycan recognition protein

PGRP) PGRP-LC oder das zytosolische PGRE-LE bindet. Beides führt zu einer Interaktion

mit dem zytosolischen Imd führt, welches daraufhin eine Signaltransduktionskaskade startet,

die mit der Induktion der Transkription entsprechender AMPs durch den Transkriptionsfaktor

Relish endet (Lemaitre & Hoffmann 2007, Ferrandon et al. 2007).

Die zelluläre Immunantwort

Die zelluläre Immunanwort der Insekten wird durch Hämozyten vermittelt (Jiravanichpaisal

et al. 2006, Wood & Jacinto 2007, Williams 2007). In Drosophila melanogaster wurden drei

verschiedene ausdifferenzierte Zelltypen beschrieben, die sich von Hämatozyten ableiten:

Plasmatozyten, die über 90 % der Population stellen und phagozytisch aktiv sind,

Kristallzellen, die an der Phenoloxidase (PO) Kaskade beteiligt sind, welche zur Bildung von

Melanin führt und Lamellozyten, die zur Einkapselung großer Strukturen wie den Eiern von

Parasitoiden beitragen (Feldhaar & Gross 2008).

Bei der Phagozytose werden kleine Objekte wie Hefen, Bakterien und die Überreste

apoptotischer Zellen in die Plasmatozyten aufgenommen und im Phagosom abgebaut (Stuart

et al. 2007). In Drosophila sind an der Erkennung der zu phagozytierenden Objekte vier
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verschiedene Hauptklassen von Transmembranproteinen beteiligt: Scavenger Rezeptoren

(scavenger receptors), komplement-artige Opsonine (complement-like opsonins), EGF-artige

Wiederholungen enthaltende Proteine (EFG-like-repeat-containing proteins) und Down-

Syndrom Zellanhaftungsmoleküle (Down syndrome cell adhesion molecule, DSCAM) (Stuart

et al. 2008). Dabei schüren gerade die DSCAMs die Debatte, ob Insekten ein den Vertebraten

vergleichbares erworbenes Immunsystem besitzen, da sie durch alternatives Spleißen in

tausenden verschiedenen Varianten expremiert werden können (Feldhaar & Gross 2008).

Untersuchungen an Anopheles gambiae legen nahe, dass nach einer Infektion

pathogenspezifische Varianten von DSCAM vermehrt ausgeschüttet werden (Dong et al.

2006). Des Weiteren wurde kürzlich gezeigt, dass Drosophila melanogaster nach der

Injektion einer nicht letalen Dosis Streptococcus pneumoniae eine später folgende Injektion

mit einer für nicht vorbehandelten Fliegen tödlichen Dosis einen gesteigerten Schutz besaßen

und dieser pathogen-spezifische Schutz durch Hämatozyten vermittelt wurde (Pham et al.

2007).

Bei der Einkapselung handelt es sich um einen bei Wirbellosen weit verbreiteten Vorgang. Er

findet bei Fremdkörpern Anwendung, die zu groß für die Phagozytose sind. Dabei lagern sich

große Mengen Lamellozyten an den Fremdkörper an und Formen eine Kapsel um diesen

herum. Gefolgt wird diese Einkapselung von einer Melanisierung die durch die Phenoloxidase

vermittelt wird und letztendlich zum Tod des eingeschlossenen Organismus führt (Feldhaar &

Gross 2008).

Weitere Schutzmechanismen

Neben den oben genannten Schutzmechanismen gegen Pathogene, die sich alle auf der

molekularen Ebene abspielen, haben einige Insekten weitere Wege entwickelt, um sich vor

Krankheiten zu schützen. Insekten, die in großen Gruppen leben, wie Bienen und Ameisen,

sind besonders anfällig für Pathogene, zumal wenn sie wie die oben genannten Unterfamilien

innerhalb der Gruppe weitgehend genetisch identisch sind (Feldhaar & Gross 2008). Das hat

dazu geführt, dass in diesen Organismen komplexe Abwehrmechanismen auf der

Gruppenebene evolvierten, die so genannte „soziale Immunität“ (social immunity) (Cremer et

al. 2007). Zu diesen Mechanismen zählen zum Beispiel die Verwendung antimikrobiell

wirkenden Pflanzenmaterials beim Nestbau oder die Kompartimentisierung des Nestes

(Feldhaar & Gross 2008).
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1.4 Problematik des Arbeitens mit Modellorganismen

1.4.1 Die Nachteile etablierter Modellorganismen

Eine besondere Herausforderung für Studien die sich mit dem Zusammenhang von

oxidativem Stress, Antioxidanzien und Lebenserwartung sowie dem Immunsystem und der

Lebenserwartung beschäftigen, stellen ausgerechnet die für die Wissenschaft immens

wichtigen Standardmodellorganismen wie Nager, Drosophila melanogaster und

Caenorhabditis elegans dar. Die Eigenschaft, die sie für viele Studien so wertvoll macht, ihre

schnelle Generationenfolge, erweist sich in der Erforschung des Alterungsprozess als

Handicap, da diesen Tieren per se eine kurze Lebenserwartung zu eigen ist (Jemielity et al.

2005, Keller & Jemielity 2006). Messungen an Wildtypen langlebiger Spezies haben ergeben,

dass eine hohe Lebenserwartung häufig nicht wie erwartet mit einer hohen Aktivität des

Oxidanzien-Abwehrsystems einhergeht. Ergebnisse an Modellorganismen, deren

Lebenserwartung mit einer künstlichen Erhöhung der Antioxidazienaktivität einhergeht, sind

also nicht so eindeutig wie sie scheinen. Die lebensverlängernde Wirkung der Überexpression

bestimmter Gene des Immunsystems und der Abwehr oxidativen Stresses unter

Laborbedingungen müssen nicht direkt an die Erhöhung der Stressresistenz gekoppelt sein

sondern könnten auf pleiotropen Effekten beruhen. Das sich die Ergebnisse der Laborstudien

nicht uneingeschränkt auf natürliche Systeme übertragen lassen, zeigen Studien, in denen

manipulierte, langlebige Modellorganismen unter zusätzlichem, natürliche Bedingungen

nachahmendem Stress einen erheblichen Fitnessverlust im Vergleich zu Wildtypen

hinnehmen mussten (Jenkins et al. 2004, Marden et al. 2003, Walker et al. 2000).

1.4.2 Eusoziale Organismen als Ausweg

In letzter Zeit sind eusoziale Organismen, insbesondere Insekten der Ordnung der

Hymenoptera, trotz einiger Nachteile gegenüber den Standardmodelloragnismen Drosophila

melanogaster, Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae und Nagern, vermehrt in

den Fokus der Altersforschung geraten. In den folgenden Kapiteln soll nun zunächst eine

Einführung in die Strukturen der eusozialen Lebensweise gegeben werden. Im Anschluss

daran wird dargelegt, weshalb eusoziale Organismen exzellente Modelle für die

Altersforschung darstellen.
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1.4.2.1 Eusozialität

Spezies mit eusozialer Lebensweise zeichnen sich noch E.O. Wilson durch drei Merkmale aus

(Wilson 1971), die allgemein als Definition von Eusozialität anerkannt sind:

1. Eusoziale Spezies leben in Gruppen mit sich überlappenden Generationen und

Brutpflege.

2. In diesen Gruppen findet eine Arbeitsteilung statt.

3. Reproduktive Aktivität ist in diesen Gruppen auf wenige Tiere beschränkt

(Kastenbildung).

Besonders auffällig ist dabei die reproduktive Arbeitsteilung. Die reproduktiven Weibchen,

bei vielen Arten als Königin bezeichnet, beschränken sich häufig auf die Produktion von

Nachkommen, während die nicht-reproduktiven Tiere, meist als Arbeiter bezeichnet,

Aufgaben wie Futterbeschaffung, Brut- und Nestpflege sowie Kolonieverteidigung

übernehmen.

Unter den Insekten finden sich eusoziale Spezies vor allem in der Familie der Hymenoptera

und Isoptera. Daneben finden sich noch einige eusoziale Spezies bei den Homoptera,

Coeloptera und Thysanoptera (Carey 2001). Normalerweise ist die eusoziale Lebensweise für

die reproduktiven Individuen einer Kolonie, d.h. Königinnen bei Hymenoptera und Könige

und Königinnen bei Isoptera, mit einem dramatischen Rückgang an extrinsischen

Mortalitätsrisiko verbunden (Keller & Genoud 1997). Diesem Umstand ist es wahrscheinlich

zu verdanken, dass die Entwicklung einer funktionalen (also reproduktiv aktiven) Weibchen-

Kaste der Ameisen, Bienen, Wespen und Termiten von einer Vervielfachung der intrinsischen

Lebenserwartung dieser Individuen begleitet wurde (Keller & Jemielity 2006). Diese

Steigerung der Lebenserwartung und ihre Vorteile für die Altersforschung sind Thema des

nächsten Kapitels.

1.4.2.2 Eusoziale Hymenopteren als Modellorganismen für die Altersforschung

Wie oben bereits erwähnt, wurden viele Untersuchungen zu den proximaten Mechanismen

des Alterns an kurzlebigen Modellorganismen durchgeführt, was die Übertragbarkeit auf

langlebige Spezies, darunter den Menschen, zumindest einschränkt (Jemielity et al. 2005,

Keller & Jemielity 2006). Im Gegensatz zu diesen Spezies erreichen Wespen und Bienen

Lebensspannen von 4-8 Jahren während Ameisen und Termiten ein Alter von 18-30 Jahren

erreichen können (Hölldobler & Wilson 1990, Keller & Genoud 1997, Wilson 1977) (siehe

Abbildung 5).
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Wochen Monate Jahre Jahrzehnte

Wespen

Bienen

Ameisen

Termiten

Abbildung 5: Lebensspannen von Spezies innerhalb der vier Hauptgruppen der eusozialen Insekten

(modifiziert nach Carey 2001).

Dies ist besonders erstaunlich, da diese Arten trotz ihrer geringen Körpergröße die Mehrzahl

kleiner und eine beachtliche Anzahl mittelgroßer Säugetierspezies in ihrer Lebenserwartung

übertreffen (Carey & Judge 2001). Doch nicht nur ihre hohe Lebenserwartung macht

eusoziale Insekten zu wertvollen Modellen für die Altersforschung, sondern die Tatsache,

dass diese Spezies innerhalb ihrer Kolonien ein breites Spektrum an Lebenserwartungen

aufweisen. Die oben genannten Zahlen orientieren sich an den Lebenserwartungen der

funktionalen Weibchen, d.h. Königinnen. Bei Ameisenspezies übertreffen die Königinnen die

Arbeiterinnen, d.h. die nicht reproduktiven Weibchen, ihrer Kolonie häufig um das zehnfache,

während sie die Männchen sogar um den Faktor 500 übertreffen (Keller & Jemielity 2006).

Eine Ameisenkolonie zeigt also im Normalfall eine extreme Diversität im Phänotyp des

Alterns, obwohl die verschiedenen Kasten mit wenigen Ausnahmen (Helms-Cahan & Keller

2003) durch differentielle Genexpression während der Larvalentwicklung entstehen und auf

einen Genotyp zurückgehen (Wheeler 1986, Hölldobler & Wilson, 1990). Damit sind

Ameisenspezies ausgezeichnete Werkzeuge um die in Modelorganismen entdeckten Gene, die

im Alterungsprozess eine Rolle spielen, in einem natürlichen System auf ihre Wirksamkeit zu

überprüfen (Keller & Jemielity 2006). Ein Nachteil vieler Spezies liegt jedoch darin

Feldwespen Arbeiterinnen     Hornissen Königinnen

Hummeln  stachellose Bienen  Honigbienen Königinnen

       Ameisen Arbeiterinnen                                 Ameisen Königinnen

  Termiten Arbeiterinnen                   Termiten Königinnen

KöniginnenArbeiterinnen
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begründet, dass die einzelnen Kasten spätestens in der Larvalentwicklung auf ihren späteren

Lebensweg festgelegt werden und später oft kein Wechsel von einer Kaste zur anderen

möglich ist.

Auch zeigen viele Arten einen ausgeprägten Kasten-Dimorphismus, der ebenso Einfluss auf

die Lebenserwartung haben könnte. Deshalb wäre es optimal, ein System zu haben, in dem

einzelne Individuen trotz genetischer Einheitlichkeit im Laufe ihres Lebens zwischen den

Alterungsphänotypen wechseln könnten. Ein solches System stellt die ponerine Ameisenart

Harpegnathos saltator dar, die im nächsten Kapitel als Versuchstier für die Altersforschung

vorgestellt werden soll.

1.4.3 Harpegnathos saltator

Die zur Subfamilie der Ponerinae zählende Gattung Harpegnathos (siehe Abbildung 6)

zeichnet sich durch eine relativ ursprüngliche Morphologie (Peeters 1991) sowie eine gering

entwickelte Ausprägung eusozialer Koloniestrukturen aus (Wilson & Hölldobler 2005). Im

Gegensatz zu Spezies der Subfamilie Attinae, die eine der am stärksten abgeleiteten Gruppen

innerhalb der Ameisen darstellt sowie zu vielen anderen Spezies besitzen sie nur einen gering

ausgeprägten Kastenpolymorphismus (Liebig 1998, Peeters et al 2000, Wilson & Hölldobler

2005). Zwar besitzen die Königinnen von Harpegnathos saltator zu Beginn ihres Lebens die

für den Hochzeitsflug notwendigen Flügel, ansonsten unterscheiden sie sich äußerlich von

den Arbeiterinnen jedoch nur durch eine geringfügig größeren Körper (Liebig 1998).

Abbildung 6: Nest einer Harpegnathos saltator Kolonie mit Arbeiterinnen, Eiern, Larven und einer
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Puppe. Im Zentrum befindet sich die Königin (gelb umrandet).

Zusätzlich verfügen die Arbeiterinnen über funktionsfähige Spermatheken und sind in der

Lage ihre Ovarien zu entwickeln, so dass sie wie die Königinnen prinzipiell in der Lage sind

weibliche Nachkommen so wie Sexualtiere zu produzieren (Liebig 1998, Peeters et al 2000).

In Kolonien mit voll fortpflanzungsfähigen Königinnen bleiben die Ovarien jedoch in ihrem

inaktiven Zustand (Peeters & Hölldobler 1995, Peeters et al 2000). Stirbt nun die

Gründungskönigin, beginnen die Arbeiterinnen der Kolonie mit Duellen, hoch ritualisierten

Dominanzkämpfen, in deren Verlauf sich eine Gruppe von Arbeiterinnen durchsetzt und ihre

Ovarien entwickelt (Liebig et al 1998)(siehe Abbildung 7).

 

Abbildung 7: Entwickelte Ovarien einer Gamergate mit Oocyten (A) und nicht entwickelte Ovarien

einer Arbeiterin (B).

Diese bilden nun die dominante, reproduktiv aktive Kaste der Gamergaten. Dabei ist zu

beachten, dass es sich bei den Gamergaten um eine strikt funktionale und nicht

morphologische Kaste handelt. Im weiteren Verlauf der Arbeit wird der Begriff Gamergate im

Zusammenhang mit Kaste immer nur in diesem Sinn gebraucht. Die Dominanzkämpfe ziehen

sich über mehrere Wochen hin, wobei die aggressiven Interaktionen in den etwa vom zweiten

bis zum zehnten Tag nach dem Zusammenbruch der Koloniehierarchie durch Verlust der

Königin oder Gamergaten ihren Höhepunkt erreichen (siehe Abbildung 8).

A B
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Abbildung 8: Anzahl der Duelle der späteren Gamergaten pro fünf Minuten (modifiziert nach

Schneider 2005).

Gamergaten unterscheiden sich sowohl im Verhalten, sie zeigen Dominanzverhalten und

übernehmen die Aufgaben der Königin, während sie das typische Arbeiterinnenverhalten

ablegen, als auch in der Lebenserwartung von ihren nicht reproduktiv aktiven

Nestgenossinnen. Während eine normale Arbeiterin eine Lebenserwartung von etwa 18

Monaten hat, wurde bei Gamergaten, nach ihrem Übergang zur Gamergate, schon eine

Lebensspanne von mindestens 4 Jahren festgestellt (Persönliche Mitteilung von Jürgen

Liebig). Allerding beziehen sich diese Werte auf im Labor gehaltene Kolonien. In freier

Wildbahn beträgt die durchschnittliche Überlebensdauer einer Kolonie weniger als 14

Monate. Der wahrscheinliche Grund dafür ist ein extrem hohes extrinsisches Mortalitatsrisko

durch den Monsun (Liebig & Poethke 2004). Dennoch hat Harpegnathos saltator eine für die

Erforschung der Seneszenz besonders wertvolle Fähigkeit: Die Verzögerung des

Alterungsprozess aufgrund von Umweltbedingungen und ohne den Einfluss der genetischen

Ausstattung sowie des individuellen Entwicklung.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung von Harpegnathos saltator als mögliches Versuchstier

der Altersforschung sowie die Analyse derjenigen Prozesse, die mit einer Verlängerung der

Lebensspanne einhergehen. Die einmalige Situation, in der ein adultes Tier seinen “life

history trait“ so dramatisch verändern kann (kurzlebige Arbeiterin oder langlebige,

reproduzierende Gamergate), soll genutzt werden, um gängige Hypothesen der

Altersforschung an diesem natürlichen System zu überprüfen. Dazu wird die Resistenz

gegenüber wichtigen Stressoren in verschiedenen Gruppen ermittelt und das mit der Aktivität
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unterschiedlicher Antioxidanzien korreliert. Außerdem soll der Einfluss des natürlich

auftretenden sozialen Stresses auf die Resistenz gegenüber Infektionen oder oxidativem Stress

ermittelt werden. Diese Untersuchungen sollen Aufschluss darüber geben, welche Faktoren

für die Lebensspannenverlängerung in diesem natürlichen System verantwortlich sind und

welche offensichtlich keinerlei Bedeutung haben. Ein wichtiger Aspekt dabei ist der

Vergleich mit Erkenntnissen zum Prozess des Alterns die durch Versuche an

Modellorganismen wie Drosophila melanogatser, Caenorhabditis elegans, Saccharomyces

cerevisiae und der Maus deren von Natur kurze Lebensspanne durch genetische

Manipulationen erhöht wurden, gewonnen wurde. Wichtige Hinweise darauf, in wie weit die

an diesen Modellen gewonnen Erkenntnisse auch auf den Menschen, einer von Natur äußerst

langlebigen Art, übertragbar sind, können durch Experimente an Organismen wie

Harpegnathos saltator, die unter natürlichen Umständen zu einer Erhöhung der Lebensspanne

i n  d e r  L a g e  s i n d ,  g e w o n n e n  w e r d e n .
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

Chemikalien und Medien

Reagenz Bezugsquelle

1-Chloro-2,4-dinitrobenzol, 99+ % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

BCA Protein Assay Kit Pearce Biotechnology, Rockford

Cumenehydroperoxid, 88 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dulbecco´s Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS)PAA, Laboratories GmbH, Cölbe

Formaldehyd 37 %, Rotipuran® , p.a. ACS Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe

Glutathion, oxidiert, ≥ 98 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

L-Glutathion, reduziert, ≥ 98 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Glutathion-Peroxidase aus bovinen Erythrozyten Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Glutathion-Reduktase aus Bäckerhefe Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

LB-Meduim Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Glutathion-S-Transferase aus dem Pferd Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Methanol, ≥ 99,9 % Merck KgaA, Darmstadt

NADPH, ≥ 97 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Pestanal Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Purpald Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Pyrogallol Merck, KGaA, Darmstadt

Schneider´s Drosophila Medium Invitrogen Coorperation, Karlsruhe

Wasserstoffperoxid, 30 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Verwendete Materialien und Geräte

Gerät/Material Bezugsquelle

Analysenwaage (LE324S-0CE) Sartorius AG, Göttingen

Borosilicate Glass BF 100-50-10 Sutter Instruments Co., Novato, USA

Drosophila Röhrchen Greiner bio-one, Frickenhausen

Email-Farbe Revell GmbH 6 Co. KG, Bünde

Erwinia carotovora ECC 15 Bruno Lemaitre, Grenoble
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Flaming/Brown Micropipette Puller Sutter Instruments Co., Novato, USA

Halbmikroküvetten Sarstedt AG & Co., Nümbrecht

Heimchen Acheta domestica Zoo Knutsen, Kiel

Hobby- und Modelliergips Hornbach AG, Bornheim

Kolbenhubpipetten Eppendorf AG, Hamburg

Mikrofuge®22R Centrifuge Beckman Coulter, Inc., Palo Alto, CA, USA

Mikrotiterplatten, 96-Vertiefungen Sarstedt AG & Co., Nümbrecht

Milbenstopfen K-TK, Retzstadt

Nanoliter 2000 Injektor World Precision Instruments Sarasota, USA

Pipettenspitzen (200 _L, 1000 _L Sarstedt AG & Co., Nümbrecht

Plate Reader InfiniteTMF200 Tecan Trading AG, Schweiz

Plate Reader (Labsystems iEMS Reader MF) Labsystems, Finnland

Reagiergefäße (1,5 mL, 2,0 mL) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht

SevenEasyTM pH-Meter S20 Mettler Toledo, Schwerzenbach, Schweiz

Spektralphotometer DU® 800 Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA, USA

Vortex Genie®2 Scientific Industries, Inc. Bohemia, NY,USA

Zentrifugenröhrchen (15 mL, 50 mL) Sarstedt AG & Co., Nümbrecht

2.2 Die Versuchstiere

2.2.1 Der Koloniezyklus von Harpegnathos saltator

Harpegnathos saltator lebt in Kolonien von einigen hundert Tieren. Wie bei eusozialen

Hymenopteren mit einer geringen Koloniegröße weit verbreitet (Bourke 1999) zeichnet sich

Harpegnathos saltator durch einen kaum ausgeprägten Kastenpolymorphismus sowie ein

hohes Reproduktionspotential der Arbeiterinnen aus. Die Kolonien werden von einer

einzelnen Gründer-Königin nach ihrem Hochzeitsflug gegründet. Sie beginnt ein Nest zu

bauen, Eier zu legen und die geschlüpften Larven zu versorgen. Nachdem die ersten

Arbeiterinnen ihre Puppenhüllen verlassen haben, widmet sich die Königin ausschließlich der

Produktion von Nachkommen, während ihre Arbeiterinnen die Aufgaben der

Futterbeschaffung, des Nestbau und der Instandhaltung sowie der Brutpflege übernehmen.

Neben Arbeiterinnen produziert die Königin auch geflügelte Geschlechtstiere, Männchen und

Jung-Königinnen, die das Nest verlassen und nach dem Hochzeitsflug sterben,

beziehungsweise eigene Kolonien gründen. Bevor die Männchen jedoch zum
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Hochzeitsflug starten, begatten sie die Arbeiterinnen der Kolonie, die aufgrund eines

funktionstüchtigen Receptaculum seminis die Spermien speichern können. Stirbt die

Gründungs-Königin, so kommt es zwischen den Koloniegenossinnen zu hoch ritualisierten,

aggressiven Auseinandersetzungen, die sich über mehrere Wochen hinziehen (siehe

Abbildung 8) und an deren Ende eine Gruppe von Arbeiterinnen eine neue dominante Gruppe

bildet, die Gamergaten. Diese strikt funktionale Gruppe zeichnet sich vor allem durch ihre

reproduktive Aktivität aus: Sie produzieren sowohl Arbeiterinnen wie auch Geschlechtstiere.

Darüber hinaus besitzen sie eine erhöhte Lebensspanne und zeigen starke

Verhaltensänderungen: Sie stellen die Ausführung typischer Arbeiterinnen-Aufgaben (siehe

oben) zugunsten von Eiproduktion und Dominanzverhalten ein. Verliert die Gruppe der

Gamergaten ihre dominante Stellung durch Tod oder Rückgang der Fertiliät, so bricht die

Koloniehierarchie zusammen und es beginnen neue Dominanzkämpfe an deren Ende eine

neue Gamergatengruppe steht (siehe Abbildung 9).

Abbildung 9: Entwicklungszyklus einer Harpegnathos saltator Kolonie (modifiziert nach Peeters &

Hölldobler 1995).
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2.2.2 Haltung der Harpegnathos saltator Kolonien

Für die Experimente wurden Kolonien von Harpegnathos saltator verwendet, die von

Kolonien abstammen, welche ursprünglich in den Jahren 1994, 1995 und 1999 in der

Umgebung von Jog Falls, Karnataka State in Südindien gesammelt wurden. Diese Kolonien

befinden sich seitdem im Labor und existierten die meiste Zeit als Gamergaten-Kolonien.

Die Haltung der Kolonien erfolgt in durchsichtigen Plastikgefäßen mit einer Grundfläche von

20 x 20 cm und einer Höhe von 10 cm. Die Boxen enthalten einen etwa 2 cm hohen

Gipsboden mit einer Aussparung von etwa 6 x 9 x 1 cm, die die Nestmulde bildet und bis auf

einen Eingangsbereich von einer Glasplatte abgedeckt ist.

Die Kolonien leben in Klimakammern mit einer konstanten Temperatur von 25°C und einem

Tag-Nacht-Rhythmus von jeweils 12 Stunden. Zur Erhaltung der Luftfeuchtigkeit und der

Deckung des Flüssigkeitsbedarfs der Ameisen wird der Gipsboden konstant Feucht gehalten,

jedoch ohne stehende Nässe zuzulassen. Nimmt die Wasseraufnahemkapazität des

Gipsbodens ab, werden die Kolonien in eine neue Hälterungsbox transferiert (etwa zweimal

pro Jahr). Zwei- bis dreimal wöchentlich werden die Kolonien ad libitum mit lebenden

Heimchen (Acheta domestica) versorgt und der Koloniemüll bestehend aus Fäces, toten

Ameisen und Heimchenüberresten entfernt.

2.2.3 Auswahl und Einteilung der Versuchstiere

Für alle Versuche wurden ausschließlich Tiere aus Gamergaten-Kolonien mit einer

Mindestanzahl von 50 Tieren sowie vorhandener Brut (Eier, Larven und Puppen) verwendet.

Dabei wurden die Ameisen in folgende Gruppen eingeteilt:

1. Männchen: Männliche Tiere wurden den Kolonien entnommen, bevor sie den Nestbereich

verlassen hatten. Männchen, die bereits zum Hochzeitsflug gestartet waren und sich

somit außerhalb des Nestes aufhielten wurden, von den Versuchen ausgeschlossen.

2. Callows: Als Callows werden junge Weibchen bezeichnet, deren Chitinpanzer noch nicht

völlig ausgehärtet ist. Erkennbar sind sie durch die im Vergleich zu den älteren

Arbeiterinnen und Gamergaten hellere Färbung. Da der Chitinpanzer ca. 25-30 Tage

nach Verlassen der Puppenhülle vollständig ausgehärtet ist, kann für diese Gruppe

gesichert ein Alter von unter einem Monat angenommen werden. Callows wurden

sowohl im wie auch außerhalb des Nests gesammelt.
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3. Arbeiterinnen: Arbeiterinnen sind weibliche Tiere mit voll ausgehärtetem Chitinpanzer, die

nicht reproduktiv aktiv sind. Sie stellen den Großteil der Koloniepopulation dar. Ihr

Alter liegt zwischen einem und 18 Monaten. Es gibt keinen gesicherten äußerlichen

Marker für ihr tatsächliches Alter Eine strikte, altersabhängige Trennung der

Arbeiterinnen in Innen- und Außendiensttiere, wie sie beispielsweise bei der

Honigbiene Apis mellifera vorkommt, ist bei Harpegnathos saltator zwar nicht bekannt

und aufgrund der gering ausgeprägten eusozialen Koloniestrukturen unwahrscheinlich,

kann jedoch mangels Daten nicht kategorisch ausgeschlossen werden. Um eine

Verzerrung der Ergebnisse zu vermeiden, wurde bei der Auswahl der Versuchstiere die

Glasplatte des Nestes entfernt und einige Minuten gewartet, bis nicht mehr

unterschieden werden konnte, welche Tiere sich innerhalb bzw. außerhalb des Nestes

befanden. Durch diese Maßnahme soll sichergestellt werden, dass die

Arbeiterinnengruppe bei allen Versuchen einen repräsentativen Schnitt der

Altersstruktur dieser Kaste innerhalb der Kolonie darstellt.

4. Gamergaten: Die reproduktiv aktiven weiblichen Tiere der Kolonie wurden immer aus dem

Nestbereich, in dem sie sich ausschließlich aufhalten, entnommen. Identifiziert wurden

sie durch ihr Dominanz- und teils durch ihr Eiablageverhalten. Bei Versuchen, die keine

lebendigen Tiere voraussetzen, wurde der Gamergatenstatus direkt nach Entnahme

durch Kontrolle der Ovarienentwicklung bestätigt. Bei Versuchen, die lebendige Tiere

voraussetzen, wurde die Präparation der Ovarien nach Versuchsende durchgeführt. Des

Weiteren wurde darauf geachtet, mindestens 50 % der Gamergaten in der Kolonie zu

belassen, um die Stabilität der Dominanzhierarchie der Kolonie zu gewährleisten.

5. Aggressive Tiere: Zu dieser Gruppe zählen Ameisen, die sich in Dominanzkämpfen

befinden. Nach dem Tod oder der Entnahme der dominanten Gamergaten brechen in der

Kolonie innerhalb von 24-48 Stunden Kämpfe um die Dominanz und das Recht der

Reproduktion aus. Diese Kämpfe sind hoch ritualisierte Bewegungsabläufe an denen

normalerweise jeweils zwei, in Einzelfällen jedoch bis zu fünf Arbeiterinnen

teilnehmen. Um zu gewährleisten, dass die Tiere der Versuchsgruppe „aggressive

Arbeiterin“ tatsächlich aktiv an diesen Kämpfen partizipiert und nicht nur als

angegriffenes Tier reagiert, wurde bei der Generierung folgendermaßen vorgegangen:

Zunächst wurden die Gamergaten der Kolonie entnommen und alle Arbeiterinnen mit

voll ausgehärtetem Chitinpanzer wurden individuell mit Email-Farbe markiert. Die

Kolonie wurden nun für 24 Stunden sich selbst überlassen. Nach 24 Stunden wurde

während der Tagphase alle drei Stunden kontrolliert, ob die Dominanzkämpfe begonnen
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haben. Nach Einsetzen der Dominanzkämpfe wurde die Kolonie vier Stunden lang alle

30 Minuten für fünf Minuten kontrolliert. Dabei wurden die Arbeiterinnen notiert, die

aktiv aggressive Interaktionen mit ihren Nestgenossinnen gestartet haben. Anschließend

wurden die Tiere, die bei mindestens fünf der neun Kontrollen aktiv an

Dominanzkämpfen beteiligt waren für Experimente entnommen.

6. Isolierte Tiere: Es ist bekannt, dass soziale Isolation bei Camponotus floridanus nach einer

gewissen Zeit zu einem vorzeitigen Tod führt (persönliche Mitteilung Heike Feldhaar).

Aus diesem Grund wird neben der Aggression als weiterer sozialer Stressor Isolation

gewählt. Für die Experimente unter Isolationsstress wurden Tiere der Kategorie

„Arbeiterin“ wie oben beschrieben ausgewählt und einzeln in Plastikröhrchen mit einer

Höhe von 8 cm und einem Durchmesser von 3,5 cm transferiert. Die Plastikröhrchen

enthielten einen gewässerten Gipsboden von 1-2 cm Stärke und ein braunes 1,5 ml

Reaktionsgefäß als Unterschlupf für die Tiere. Verschlossen wurden die Röhrchen mit

einem luftdurchlässigen Stopfen aus Schaumstoff (Milbenstopfen). Des Weiteren

wurden die Tiere ad Libitum mit lebendigen Heimchen versorgt. Für die Messung der

Enzymaktivitäten wurden die isolierten Arbeiterinnen 48 Stunden nach Beginn der

Einzelhaltung wie unten beschrieben weiterbehandelt. Für die Experimente zur

Pathogenresistenz und Resistenz gegen oxidativen Stress wurden die Tiere 48 Stunden

in Isolation gehalten, mit der entsprechenden Lösung bzw. Suspension injiziert und im

Anschluss wieder isoliert (vorisolierte Arbeiterinnen) beziehungsweise aus der Kolonie

entnommen, injiziert und im Anschluss isoliert (isolierte Arbeiterinnen).

Tiere der Kategorie 1 bis 4 kommen in den meisten Kolonien zu jeder Zeit vor und werden im

Folgenden als Standard-Gruppen bezeichnet. Tiere der Kategorien 5 und 6 stehen unter

zusätzlichem Stress und sind in den Kolonien nur zeitlich begrenzt (5) oder unter natürlichen

Umständen überhaupt nicht (6) vorhanden.

2.3. Überlebensversuche

Um eventuell auftretende Unterschiede in der Resistenz der verschieden Kategorien von

Ameisen gegen oxidativen Stress und Pathogene zu ermitteln, wurden Tieren der einzelnen

Kategorien Stressoren injiziert. Jeweils nach 24 Stunden (beginnend ab dem Zeitpunkt der

Injektion) wurde acht Tage lang die Anzahl der überlebenden Tiere ermittelt. Für alle

Überlebensversuche dienten Tiere als Kontrolle, denen steriles „Schneider´s Drosophila

Medium“ (Ringelösung) injiziert wurde, um schädliche Auswirkungen der experimentellen
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Prozedur auszuschließen.

2.2.1 Die Injektionsprozedur

Für die Injektionen wurden die Versuchstiere ihren Kolonien beziehungsweise ihren

Röhrchen (vorisolierte Tiere) entnommen und für circa zwei Minuten auf Eis gekühlt, bis sie

bewegungsunfähig waren. Anschließend wurden sie fixiert. Die Injektion erfolgte mit einem

Mirkroinjektor (Nanoliter 2000 Injektor), auf den eine Glaskapillare (Borosilicate Glass BF

100-50-10, gezogen in einem Flaming/Brown Micropipette Puller) gesetzt wurde, in die

Intersegmentalmembran zwischen dem ersten und dem zweiten Segment des Gaster. Die

Menge der injizierten Flüssigkeiten betrug bei jeder Injektion 41,4 nl. Nach der Injektion

wurden die Ameisen mit Emailfarbe gekennzeichnet und nach wiedererlangen ihrer Mobilität

in ihre Ursprungskolonien beziehungsweise in die Isolationsröhrchen zurückgesetzt.

2.2.2 Resistenz gegen oxidativen Stress

Um die Resistenz der einzelnen Kategorien gegen oxidativen Stress zu ermitteln, wurden die

Versuchstiere mit Paraquat, einem oxidativen Stress auslösenden Agens, behandelt. Dazu

wurde ihnen eine Paraquat-Lösung wie oben beschrieben injiziert. Die 500 mM Lösung von

Pestanal (Paraquat Dichlorid x Hydrat) in 1x Schneider´s Drosophila Medium wurde direkt

vor der Injektionsprozedur angesetzt und bis zur Verwendung, jedoch maximal 30 Minuten,

auf Eis gelagert.

2.2.3 Resistenz gegen Pathogen

Zur Ermittlung etwaiger Unterschiede zwischen den Kategorien in der Resistenz gegen

Pathogen-Infektionen wurden die Versuchstiere mit dem gram-negativen Insekten- und

Pflanzenpathogen Erwinia carotovora, das bei infizierten Insekten zum Tode führen kann,

(Basset et al. 2000) infiziert. Hierzu wurde ihnen eine Suspension von Erwinia carotovora in

1x Schneider´s Drosophila Medium injiziert. Die Suspension wurde wie folgt gewonnen: 3 ml

LB-Medium wurden unter sterilen Bedingungen mit einer Kultur Erwinia carotovora

angeimpft und 36 Stunden bei 37°C unter ständigem Schütteln inkubiert. Anschließend wurde

mit einem Photometer bei einer Wellenlänge von 540 nm die optische Dichte des Mediums

ermittelt und der Kultur so lange 1x Schneider´s Drosophila Medium zugesetzt, bis eine

optische Dichte von 3,6 erreicht war. Die fertige Suspension wurde bis zu ihrer Verwendung,
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höchstens jedoch 30 Minuten, bei 4°C gelagert und direkt vor der Injektion nochmals auf

einem Vortexer durchmischt.

2.4 Bestimmung der Enzymaktivitäten und des Glutathiongehalts

2.4.1 Aufbereitung der Versuchstiere

Die Tiere der einzelnen Kategorien wurden wie oben dargestellt für die Messungen der

Enzymaktivitäten beziehungsweise der Bestimmung des Glutathiongehalts ausgewählt. Direkt

nach der Entnahmen aus der Kolonie wurden die Tiere auf -20°C herabgekühlt um sie

möglichst stressarm zu töten. Im Anschluss wurden sie in ein 1,5ml Reaktionsgefäß mit

flüssigem Stickstoff gegeben und mit einem Mikropistill manuell homogenisiert. Dem

gemörserten Probenmaterial wurde nach verdampfen des flüssigen Stickstoffs 110µl

Phosphat-gepufferter Salzlösung (1x PBS) zugegeben und auf einem Laborschüttler 60s

durchmischt. Anschließend wurde die Probe zur Abtrennung der Feststoffe 5min bei 4°C und

18.000g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und bis zur weiteren Verwendung

in zwei Fraktionen von je 50µl bei -80°C gelagert.

2.4.2 Bestimmung der SOD-Aktivität

Die Aktivität der SOD wurde nach der Methode von Marklund und Marklund (1974)

bestimmt, die auf der Hemmung der Autoxidation von 1,2,3-Trihydroxybenzol (Pyrogallol)

durch die Sos beruht. Dabei wird die Zunahme des Oxidationsproduktes von Pyrogallol, einer

gelb gefärbten Chinonverbindung, photometrisch erfasst; je höher diese ist, umso geringer ist

die Aktivität der SOD. Für die Bestimmung wurden die Proben auf Eis aufgetaut und im

Verhältnis von 1:3 mit Tris/Succinat-Puffer (0,05 mol/l; pH 8,2) verdünnt. Anschließend

wurden 950 µl des Tris/Succinat-Puffers und 17 µl der Probe in Halbmikroküvetten pipettiert

und mit dem Handrührer gut vermischt. Für die Ermittlung des 100 %-Wertes wurde statt der

17 µl Probe bidestilliertes Wasser pipettiert. Die Reaktion wurde nach Zugabe von 33 µl

Pyrogallol gestartet und der Extinktionsverlauf des Oxidationsproduktes über 3 Minuten bei

einer Wellenlänge von 420 nm und 25°C aufgezeichnet. Schließlich wurde die Enzymaktivität

mittels folgender Formel berechnet:
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Die Aktivität der SOD wird in Units (U)/ml angegeben. Dabei entspricht 1 U der

Enzymmenge, die zu einer 50 %-igen Hemmung der Autoxidation von Pyrogallol führt.

Zu beachten ist, dass die angewandte Methode nicht zwischen den verschiedenen SODs

differenziert, sondern die Aktivität aller im Probenmaterial enthaltenen SODs erfasst.

2.4.3 Bestimmung der Catalaseaktivität

Zur Bestimmung der Catalase-Aktivität wurde die Methode nach Johansson und Borg (1988)

durchgeführt. Sie beruht auf der peroxidativen Aktivität des Enzyms. In Gegenwart von

Wasserstoffperoxid kommt es durch die Aktivität der Catalase zur Bildung von Formaldehyd

aus Methanol, welches als Wasserstoff-Donor fungiert. Durch Reaktion von 4-Amino-3-

Hydrazino-5-Mercapto-1,2,4-Triazol (Purpald) mit Formaldehyd entsteht ein Aminal. Dieses

wird durch Kaliumperiodat zu einem violetten Farbkomplex oxidiert. Dabei ist die

Konzentration des Farbkomplexes der Konzentration des Formaldehyds äquivalent.

Die Messung der Catalase-Aktivität erfolgte in Mikrotiterplatten (96 wells). Zunächst wurde

ein Assay-Mix aus jeweils 5 ml Phosphat-Puffer (25 mM Phosphat; 100 mM KH2PO4,

150 mM K2HPO4), Methanol (≥ 99,9 %) und 1 ml Wasserstoffperoxid (44 mM) hergestellt

und das Purpald in KOH (2 M) gelöst. Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und mit

Phosphat-Puffer (s. o.) 1:50 verdünnt, mit Ausnahme der Proben der duellierenden

Arbeiterinnen, diese wurden 1:25 verdünnt. Anschließend wurden jeweils 66 µl des Assay-

Mix, 30 µl des verdünnten Probenmaterials und 90 µl des Purpalds in ein Well der

Mikrotiterplatten pipettiert und für 20 Minuten unter Schütteln bei 22°C inkubiert.

Anschließend wurden jeweils 30 µl KIO4 hinzugegeben, um die Oxidation des Aminals

herbeizuführen. Die Extinktion des violetten Farbkomplexes wurde photometrisch bei einer

Wellenlänge von 540 nm im Platten-Photometer (Tecan Trading AG, Schweiz) erfasst. Die

Quantifizierung der Catalase-Aktivität erfolgte anhand einer Eichkurve mit Formalinlösung

( 1 2 , 5 - 5 0 0  µM ) ,  w i e  i n  A b b i l d u n g  1 0  d a r g e s t e l l t  i s t .
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Abbildung 10: Exemplarische Standardkurve der Catalasemessung

Die Formeln zur Berechnung der Catalase-Aktivität über die Formalin-Standardkurve lauten:

Die Aktivität der Catalase wird in U/ml angegeben, wobei 1 U als die Enzymmenge definiert

ist, die 1 µmol H2O2 pro Minute umsetzt.

2.4.4 Bestimmung der GPx-Aktivität

Die Aktivität der GPx wurde nach der Methode von Lawrence und Burk (1976) bestimmt.

Hierbei katalysiert das Enzym die Reduktion von Cumenehydroperoxid (CumH2O2) zu zwei

Molekülen Wasser, wobei GSH als Kosubstrat benötigt wird. Dieses wird zum

Glutathiondisulfid (GSSG) oxidiert und anschließend durch die GR unter Verbrauch von

NADPH wieder reduziert. Hier erfolgt eine indirekte Messung der GPx-Aktivität mittels

kinetischer Bestimmung der Oxidation von NADPH durch die GR. Zur Ermittlung der GPx-

Aktivität wurden die Proben auf Eis aufgetaut und anschließend Verdünnungen mit

Kaliumphosphat-Puffer im Verhältnis 1:1,5 hergestellt. Die Bestimmungen wurden in

Halbmikroküvetten durchgeführt. Dazu wurden 540 µl eines Assay-Mix, der NADPH
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(0,1 mM), GSH (1 mM) und GR (1 U/ml) enthielt, in den Küvetten vorgelegt, anschließend

jeweils 30 µl der Probe und CumH2O2 hinzugegeben. Um den Blindwert zu generieren wurde

an Stelle der Probe Kaliumphosphat-Puffer verwendet. Anschließend wurde mit dem

Handmixer gut gerührt und die Messung im Photometer gestartet. Dabei wurde der

Extinktionsverlauf bei einer Wellenlänge von 340 nm über einen Zeitraum von 3 Minuten

gemessen. Die Berechnung der Aktivität der GPx erfolgte über die zuvor durch Einsatz von

25-1000 mU/ml ermittelte GPx-Standardkurve, die in Abbildung 11 dargestellt ist.
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Abbildung 11: Exemplarische Standardkurve der GPx-Bestimmung

Die GPx-Aktivität wird in mU/ml angegeben, dabei entspricht 1 U der Enzymmenge, die

1 µmol NADPH pro Minute umsetzt.

2.4.5 Bestimmung der GST-Aktivität

Die Bestimmung der Aktivität der GST erfolgte nach der von Habig und Jakoby (1981)

entwickelten Methode, wobei das Substrat 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (CDNB) durch die

Aktivität der GST mit GSH zu einem Thioether, S-(2,4-dinitrophenyl) konjugiert wird. Da die

Konjugatbildung der Enzymaktivität äquivalent ist, wird sie zur photometrischen Messung

der GST-Aktivität herangezogen und bei einer Wellenlänge von 340 nm über einen Zeitraum

von zwei Minuten aufgezeichnet.

Die Aktivität der GST wurde auf Mikrotiterplatten (96 wells) photometrisch ermittelt. Hierzu

wurden die Proben auf Eis aufgetaut und mit Kaliumphosphatpuffer (0,1 M; pH 6,5) im

Verhältnis 1:3 verdünnt. Der pH-Wert des Kaliumphosphatpuffers liegt im leicht sauren

Bereich, da so eine nicht-enzymatische Katalyse der Reaktion verhindert wird. Ferner wurde

ein Assay-Mix hergestellt, bestehend aus Kaliumphosphatpuffer (80 mM, pH 6,5), GSH

(1 mM) und CDNB-Lösung (1 mM). Zur Erstellung der Standardkurve wurde ein GST-



                                                                                                   Material und Methoden

47

Standard (200 U/ml) und mit dem Kaliumphosphatpuffer Verdünnungen im Arbeitsbereich

von 100 bis 5000 mU hergestellt (siehe Abbildung 12). Im Anschluss wurden je 20 µl der

Probe bzw. des Standards in ein Well einer Mikrotiterplatte pipettiert und mit 180 µl des

Assay-Mix versetzt. Zur Ermittlung des Leerwertes wurden statt der Probe bzw. des

Standards 20 µl des Kaliumphosphatpuffers verwendet. Dabei wurde von jeder Probe bzw.

Standard oder Blindwert eine Dreifachbestimmung durchgeführt. Die photometrische

Messung wurde bei 25 °C und einer Wellenlänge von 340 nm in einem Platten-Photometer

(Labsystems, Finnland) durchgeführt.

Die Quantifizierung der Enzymaktivität erfolgte mittels der erstellten Eichgeraden

(siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Exemplarische Standardkurve der GST-Bestimmung

Die Aktivität der GST wird in mU/ml angegeben, dabei ist 1 U als die Enzymmenge definiert,

die zur Entstehung von 1 µmol Produkt (Thioether) führt.

2.4.6 Bestimmung des Glutathiongehalts

Zur Bestimmung des Gesamtglutathions (GSx; GSH + 2 GSSG) wie auch des oxidierten

Glutathions (GSSG) wurde die Methode nach Tietze (1969) mit Modifikationen nach Dringen

und Hamprecht (1996) angewandt. Dabei wird die Reaktivität der Thiolgruppe des

Glutathions zur quantitativen Bestimmung herangezogen: Reduziertes Glutathion (GSH)

reagiert spontan mit der synthetischen 5,5’-Dithio-bis(nitrobenzoesäure) (DTNB) unter

Bildung von GSTNB (enthält oxidiertes Glutathion). Dabei entsteht ein chromogenes

Thiolprodukt, das TNB, das photometrisch bei einer Wellenlänge von 405 nm gemessen

werden kann. Das oxidierte Glutathion im GSTNB wird in Anwesenheit von NADPH durch

die Glutathion-Reduktase unter Freisetzung eines weiteren Moleküls TNB in reduziertes

Glutathion rücküberführt, welches erneut mit DTNB reagieren kann.
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In der beschriebenen Reaktion wird der Gesamtgehalt an Glutathion erfasst. Zur Bestimmung

von GSSG wird das in der Probe enthaltene GSH mit Hilfe von 2-Vinylpyridin derivatisiert,

so dass beim Einsatz der Probe lediglich das GSSG reagieren kann. Subtraktion des

gemessenen GSSG-Gehalts vom Gehalt an Gesamtglutathion ergibt dann den Gehalt an GSH.

Im Rahmen der Bestimmung des Gehalts an GSx sowie GSSG wurden zunächst die Proben

auf Eis aufgetaut. Für die Messung des GSx-Gehalts wurden die Proben 1:4 mit

Natriumphosphatpuffer (0,1 M; pH 7,5; Na2HPO4, NaH2PO4) verdünnt, für die Bestimmung

des GSSG-Gehalts wurden sie 1:2 verdünnt. Anschließend wurde durch Zugabe von 1 %iger

Sulfosalicylsäure im Verhältnis 1:1 das Protein der Proben gefällt. Für die GSx-Bestimmung

wurden je 20 µl des proteinfreien Überstandes einer Probe und 80 µl bidestilliertes Wasser in

ein Well einer Mikrotiterplatte (96 wells) pipettiert und anschließend 100 µl des

Reaktionsmixes, bestehend aus 3 mM DTNB, 0,4 mM NADPH, 1 U/ml GR, 1 mM EDTA

und 0,1 M Natriumphosphatpuffer (s. o.), hinzugefügt. Der Extinktionsverlauf der TNB-

Bildung wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von 405 nm im Platten-Photometer

(Labsystems, Finnland) über 3 Minuten gemessen. Für die GSSG-Messung wurden zunächst

zur Derivatisierung des GSH 130 µl des proteinfreien Überstandes der Probe mit 5 µl 2-

Vinylpyridin versetzt und mittels Zugabe von Tris (0,5 M; pH 8,0) ein pH-Wert von ca. 6

eingestellt und anschließend eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung wurde

dann wie bei der GSx-Bestimmung durchgeführt. Der Gehalt an GSx bzw. GSSG wurde

durch eine zuvor ermittelte GSSG-Standardkurve (0-50 µM) (siehe Abbildung 13) berechnet.
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Abbildung 13: Exemplarische Standardkurve der Glutathion-Bestimmung
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2.4.7 Proteinbestimmung

Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass Proteine in alkalischem Milieu mit Cu2+-

Ionen einen Komplex bilden; die Cu2+-Ionen werden dabei zu Cu+-Ionen reduziert (Biuret-

Reaktion). Diese reagieren dann mit zwei Molekülen Bicinchoninsäure (BCA) zu einem

violett gefärbten Chelatkomplex, dessen Absorption bei einer Wellenlänge von 540 nm

photometrisch gemessen werden kann.

Da jedoch die Cu2+-Ionen in der Biuret-Reaktion nicht vollständig reduziert werden und nicht

alle Cu+-Ionen einen Komplex mit BCA bilden, muss die Proteinkonzentration über eine

Eichkurve mit bovinem Serumalbumin (BSA) ermittelt werden.

Die Proteinbestimmung wurde mit Hilfe eines BCA Protein Assay Kits (Pierce, Rockford,

USA) durchgeführt. Es besteht aus dem Reagenz A und dem Reagenz B, welche im

Verhältnis 50:1 gemischt werden und so das Arbeitsreagenz ergeben. Ebenso ist BSA

enthalten.

Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und dann mit PBS im Verhältnis 1:5 verdünnt. Die

Messung erfolgte in Mikrotiterplatten (96 wells). Dazu wurden jeweils 10 µl der Probe bzw.

des Standards in die Wells pipettiert und anschließend 200 µl des Arbeitsreagenz

hinzugegeben. Für den Blindwert wurde statt der Probe bzw. des Standards PBS verwendet.

Die Proben wurden zunächst bei 37°C für 30 Minuten inkubiert und anschließend für weitere

fünf Minuten bei 20°C inkubiert. Danach erfolgte die photometrische Messung bei einer

Wellenlänge vom 540 nm. Die durch bovines Serumalbumin (25-2000 µg/ml) ermittelte

Standardkurve (siehe Abbildung 14) wurde aus den Blindwert-korrigierten Werten erstellt

und zur Quantifizierung der Proteinkonzentrationen herangezogen.
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Abbildung 14: Exemplarische Standardkurve der Proteinbestimmung nach BCA-Methode



                                                                                                   Material und Methoden

50

2.5 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertung der Daten der Überlebensversuche nach der Infektion mit

Erwinia carotovora, beziehungsweise nach der Injektion der Paraquat-Lösung wurde eine

Cox Regressionsanalyse (Cox regression analysis) (SAS version 9.0: Proc PHREG)

angewandt. Bei den Daten zu Glutathionspiegel und Enzymaktivitäten wurde wie folgt

vorgegangen: Zunächst wurden aus den Einzelergebnissen die Mittelwerte der Standardfehler

der Mittelwerte für jede Gruppe der Ameisen mit Windows Excel 2003 (Microsoft)

berechnet. Anschließend erfolgten die Berechnungen zur schließenden Statistik mit dem

Programm SPSS Version 13.0. Um zu überprüfen, ob die einzelnen Gruppen im Vergleich zur

Kontrollgruppe statistisch signifikante Unterschiede aufwiesen, wurde zunächst eine

einfaktorielle ANOVA (analysis of variance) durchgeführt, in der mit dem Levene-Test

wurde auf Varianzhomogenität geprüft wurde. Bei vorliegender Varianzhomogenität wurde

als Post-Hoc Test wurde der Dunnett-Test angewendet. Lag diese nicht vor, wurde der Test

nach Games-Howell angewandt. Mit den Tests nach Kolmogorow-Smirnow und Shapiro-

Wilk wurde auf Normalverteilung überprüft. Lag keine Normalverteilung vor, wurden die

Werte ln-transformiert oder ein nicht-parametrischer Test (Mann-Whitney-U-Test)

angewandt.
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3. Ergebnisse

Der Befund, dass durch Mutationen hervorgerufene Langlebigkeit oft einhergeht mit einer

erhöhten Stress-Resistenz wird an der Ameise Harpegnathos saltator, die eine natürliche

Variabilität und Flexibilität in Bezug auf ihre Lebensspanne zeigt, überprüft. Es werden

langlebige und kurzlebige Gruppen mit den Stressoren reaktive Sauerstoff Spezies (ROS) und

Pathogene konfrontiert und ihre Überlebensraten als Maß für die Resistenz ermittelt. Des

Weiteren sind die Einflüsse von einerseits natürlich auftretendem sozialem Stress durch

aggressive Interaktionen und andererseits von künstlich erzeugtem sozialem Stress durch

Isolation dargestellt. Um Anhaltspunkte für die molekularen Grundlagen der Variationen in

der Stressresistenz der einzelnen Gruppen zu erhalten, sind im Anschluss daran die

Aktivitäten einiger wichtiger Enzyme des antioxidativen Abwehrsystems (Catalase,

Superoxid-Dismutase, Glutathion-Peroxidase und Glutathion-S-Transferase) und Quantität

(Gesamtgehalt an Glutathion) und Qualität (relative Anteile von reduziertem und oxidiertem

Glutathion) des Glutathionspiegels der Kategorien Callows, Männchen, Arbeiterinnen und

Gamergaten dargestellt. Diese Werte finden sich im Anschluss auch für Arbeiterinnen unter

dem natürlich auftretenden sozialen Stress der Dominanzkämpfe. Im Anschluss daran sind die

Aktivitäten der Catalase und Superoxid-Dismutasen von Arbeiterinnen und Gamergaten unter

künstlich erzeugtem, schwerem oxidativen Stress sowie von Arbeiterinnen unter dem

künstlich erzeugten Stress sozialer Isolation dargestellt.

3.1 Oxidativer Stress

3.1.1 Gamergaten und Arbeiterinnen zeigen unterschiedliche Resistenz gegenüber

oxidativem Stress

Die Resistenz gegen oxidativen Stress bei Gamergaten und Arbeiterinnen wurde anhand der

Überlebensrate der Versuchstiere nach Behandlung mit einem oxidativen Stress auslösenden

Agens ermittelt. Hierbei fanden die Gruppen „Callows“ und „Männchen“ keine Verwendung,

da eine Injektion von Ringer bzw. Paraquat aufgrund ihres flexibeln Chitinpanzers nicht ohne

physische Schädigung der Ameisen durchzuführen ist. Abbildung 15 zeigt die

Überlebenskurven von Gamergaten und Arbeiterinnen nach Paraquat Injektion in Ringer-

Lösung bzw. in den Kontrollgruppen nach Injektion von reiner Ringer-Lösung. Es ist deutlich

zu sehen, dass bei den Ringer-Kontrollgruppen während der acht Tage des
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Beobachtungszeitraums keine Sterbefälle auftraten. Von den mit Paraquat-Lösung

behandelten Gamergaten überleben mehr als 60 % die ersten sechs Tage nach Injektion und

40 % die gesamten acht Tage des Versuchs. Bei den Arbeiterinnen ist bereits am zweiten Tag

nach der Behandlung die 50 % Überlebensgrenze unterschritten. Vier Tage nach der Injektion

sind nur noch 5 % der Arbeiterinnen am Leben. Diese überleben auch die restlichen 4

Beobachtungstage. Damit ist die Überlebensrate der Gamergaten nach Injektion von

Paraquat-Lösung signifikant höher als die der Arbeiterinnen (p<0,001).
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Abbildung 15: Überlebenskurven nach Induktion von oxidativem Stress.

Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 20
***=statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe „Paraquat-behandelte
Arbeiterinnen“
p < 0,05, Cox Regressionsanalyse

3.1.2 Sozialer Stress durch Aggression beeinflusst die ROS-Resistenz kaum

Die Folgen von Paraquat-induziertem oxidativen Stress auf Arbeiterinnen die sich in der

Phase der Hierarchie-Kämpfe befinden ist in Abbildung 16 dargestellt. Die Gruppe der

Arbeiterinnen erreicht die Marke von 50 % Überlebenden 48 Stunden nach der Behandlung

während die Gruppe „aggressive Arbeiterinnen“ diese Marke bereits 24 Stunden nach der

Behandlung erreicht. Vier Tage nach Injektion der Paraquat-Lösung sind alle aggressiven

Arbeiterinnen tot, während 5% der Arbeiterinnen den Beobachtungszeitraum von 8 Tagen

überlebt. Trotzdem unterscheidet sich die Überlebenschance der Arbeiterinnen nicht von der

***
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der aggressiven Arbeiterinnen. Von den mit Ringer injizierten Tieren beider Gruppen verstarb

keines während der Dauer des Versuchs.
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Abbildung 16: Überlebenskurven nach Induktion von oxidativem Stress.
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 20
Cox Regressionsanalyse

3.2 Pathogene -

3.2.1 Unterschiedliche Resistenz von Gamergaten und Arbeiterinnen nach einer

bakteriellen Infektion

Zur Bestimmung der natürlichen Unterschiede im Bezug auf die Resistenz gegen Pathogene

wurden zwei Gruppen (Gamergaten, Arbeiterinnen) mit dem gram-negativen Bakterium

Erwinia carotovora infiziert und der Anteil der überlebenden Tiere an acht Tagen nach der

Infektion ermittelt. Junge Arbeiterinnen und Männchen wurden aufgrund ihres elastischen

Exoskeletts nicht für die Versuche verwendet. Abbildung 17 zeigt die Überlebenskurven der

infizierten Arbeiterinnen und infizierten Gamergaten sowie die mit Ringer behandelten

Kontrollgruppen. Keines der Tiere der Kontrollgruppen starb in den acht Tagen nach der

Injektion mit Ringer. Die Gruppe der infizierten Gamergaten unterschritt der Wert von 50 %

überlebender Tiere nach sechs Tagen. 40 % der infizierten Gamergaten lebten am Ende des

Beobachtungszeitraumes. Die Gruppe der Arbeiterinnen unterschritt die 50 % Marke bereits

48h nach der Infektion. Die Anzahl von 5% überlebender Tiere wurde nach vier Tagen

erreicht und blieb bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes konstant. Damit haben

Gamergaten eine signifikant höhere Wahrscheinlichkeit eine Infektion mit Erwinia

carotovora zu überleben.
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Abbildung 17: Überlebenskurven nach Infektion mit Erwinia carotovora.

Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 20
***=statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe „Infizierte
Arbeiterinnen“
p < 0,001, Cox Regressionsanalyse

3.2.2 Aggression hat einen Einfluss auf das Immunsystem

Die Überlebensrate nach einer Infektion als Maß für die Resistenz gegen Pathogene wurde

auch bei Arbeiterinnen ermittelt, die unter dem zusätzlichen Stress von Dominanzkämpfen

stehen. Abbildung 18 zeigt die Überlebenskuren infizierter Arbeiterinnen, infizierter

duellierender Arbeiterinnen und der jeweiligen Ringer-Kontrollgruppen. Wie bei allen

Überlebens-Versuchen starb keines der mit Ringer behandelten Tiere innerhalb des

Beobachtungszeitraumes. Während normale Arbeiterinnen, wie bereits in Abbildung 17

gezeigt, die Marke von 50 % überlebenden Tieren nach zwei Tagen unterschreiten und nach

vier Tagen auf das Endniveau von 5 % fielen, überlebten von den duellierenden Arbeiterinnen

nur 10 % die ersten 24 Stunden nach der Infektion. Nach 48 Stunden sind alle infizierten

Tiere der Gruppe “aggressive Arbeiterin“ tot.

***
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Abbildung 18: Überlebenskurven nach Infektion mit Erwinia carotovora.

Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 20
*=statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe „Infizierte Arbeiterinnen“
p < 0,05, Cox Regressionsanalyse Cox Regressionsanalyse

3.3 Einfluss von durch Isolation ausgelöstem sozialem Stress auf die
Resistenzen

3.3.1 In Isolation gehaltene Arbeiterinnen haben eine veränderte ROS-Resistenz

Bei Arbeiterinnen unter dem zusätzlichen Stress sozialer Isolation wurde ebenfalls die

Überlebensrate nach Injektion von Paraquat-Lösung als Maß für die Resistenz gegen

oxidativen Stress bestimmt. Abbildung 19 zeigt die Überlebenskurven von zwei

verschiedenen Gruppen isolierter Arbeiterinnen: Arbeiterinnen die direkt im Anschluss an die

Injektion isoliert wurden und Arbeiterinnen, die bereits 48h vor der Injektion von ihren

Nestgenossinnen getrennt wurden und im Anschluss an die Behandlung weiter in Isolation

gehalten wurden. Des Weiteren zeigt die Abbildung die Überlebenskurven der mit Ringer-

Lösung behandelten Kontrollgruppen. Bei den Kontrollgruppen trat innerhalb des

Beobachtungszeitraumes von acht Tagen kein Sterbefall auf. Die Gruppe der vorisolierten

Arbeiterinnen erreicht die Marke von 50 % überlebender Tiere drei Tage nach der

Behandlung mit Paraquat. Am Ende des Beobachtungszeitraumes leben noch 40 % der Tiere

dieser Gruppe. Die Gruppe der nach der Paraquat-Injektion isolierten Arbeiterinnen

unterschreitet die Marke von 50 % überlebender Tiere bereits 48h nach der Behandlung.

Lediglich 10 % der Tiere dieser Gruppe überleben die acht Tage des

Beobachtungszeitraumes.

*
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Damit weisen die vorisolierten Tiere eine signifikant höhere Überlebenswahrscheinlichkeit

auf als die Arbeiterinnen die nach der Behandlung isoliert wurden.
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Abbildung 19:  Überlebenskurven nach Induktion von oxidativem Stress.

Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 20

Abbildung 20 zeigt die Überlebenskurve der nach der Isolation mit Paraquat behandelten

Tiere im Vergleich zu den mit Paraquat behandelten Gamergaten und Arbeiterinnen. Zur

besseren Übersichtlichkeit wurden die Ringerkontrollen nicht mit abgebildet. Wie aus den

Abbildungen 15 und 19 ersichtlich, starb keines der Kontrolltiere nach der Injektion mit

Ringer. Beim Vergleich der Kurven wird deutlich, dass die Überlebenskurve der isolierten

Tiere keine statistischen Unterschiede zu der Überlebenskurve der Arbeiterinnen zeigt, sich

jedoch signifikant niedriger ist als die Überlebenskurve der Gamergaten.
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Abbildung 20: Überlebenskurven nach Induktion von oxidativem Stress.

Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 20
***=statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe „Paraquat-behandelte
Arbeiterinnen“
p < 0,05, Cox Regressionsanalyse Cox Regressionsanalyse

 Die Überlebenskurven von vorisolierten Arbeiterinnen, Arbeiterinnen und Gamergaten nach

Paraquat-Injektion werden in Abbildung 21 verglichen. Es wird wiederum auf die Darstellung

der Überlebenskurven der mit Ringer behandelten Kontrollgruppen verzichtet.
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Abbildung 21: Überlebenskurven nach Induktion von oxidativem Stress.

Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 20
***=statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe „Paraquat-behandelte
Arbeiterinnen“
p < 0,001, Cox Regressionsanalyse
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Die Überlebenskurve der vorisolierten Arbeiterinnen verläuft signifikant über derjenigen der

Arbeiterinnen, unterscheidet sich jedoch nicht signifikant von der der Gamergaten.

3.3.2 Soziale Isolation hat Auswirkungen auf das Immunsystem von Arbeiterinnen

Die Überlebenskurven isolierter und vorisolierter Arbeiterinnen nach einer Infektion mit

Erwinia carotovora sowie der mit Ringer injizierten Kontrollgruppen sind in Abbildung 22

dargestellt. Alle Tiere der Kontrollgruppen überlebten die acht Tage des

Beobachtungszeitraumes. Die Gruppe der vorisolierten Arbeiterinnen unterschritt den Wert

von 50 % überlebender Tiere 48h nach der Infektion. Vier Tage nach der Infektion erreicht

die Gruppe den Wert von 30 % überlebender Tiere. Dieser Wert bleibt bis zum Ende des

Beobachtungszeitraumes konstant. Bei der Gruppe der isolierten Arbeiterinnen sterben alle

Tiere innerhalb des Zeitraumes von 24 bis 48 Stunden.
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Abbildung 22: Überlebenskurven nach Infektion mit Erwinia carotovora.

Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 20

Zur besseren Vergleichbarkeit der Überlebensrate der isolierten Arbeiterinnen mit den

Gruppen der Arbeiterinnen und der Gamergaten wurden deren Überlebenskurven in

Abbildung 23 ohne die Ringer-Kontrollgruppen dargestellt. Wie bereits in den Abbildungen

17 und 22 zu sehen ist, starb keines der Tiere der Kontrollgruppen während des

Beobachtungszeitraumes. Die Überlebenskurve der isolierten Arbeiterinnen liegt deutlich
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unter derjenigen der Gamergaten, unterscheidet sich jedoch nur nicht signifikant von

derjenigen der Arbeiterinnen.
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Abbildung 23:  Überlebenskurven nach Infektion mit Erwinia carotovora.

Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 20 statistisch
***=signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe „Infizierte Arbeiterinnen“
p < 0,001, Cox Regressionsanalyse

Die Überlebenskurven der Gamergaten, Arbeiterinnen und vorisolierten Arbeiterinnen nach

einer Infektion mit Erwinia carotovora finden sich nochmals kombiniert in Abbildung 24. Da

keines der Ringer-Kontrolltiere während des Versuches starb, wurde wiederum zu Gunsten

der Übersichtlichkeit auf deren Überlebenskurve verzichtet. Die Überlebenskurve der

vorisolierten Arbeiterinnen liegt zwar unter der der Gamergaten, dieser Unterschied ist jedoch

nicht signifikant. Im Vergleich zu den Arbeiterinnen zeigen die vorisolierten Arbeiterinnen

jedoch eine deutlich höhere Überlebenswahrscheinlichkeit als die Arbeiterinnen (p< 0.001).

***
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Abbildung 24: Überlebenskurven nach Infektion mit Erwinia carotovora.

Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 20
***=statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe „Infizierte Arbeiterin“
p < 0,001, Cox Regressionsanalyse

3.4 Die antioxidativen Abwehrsysteme von Harpegnathos saltator variieren
nach Alter, Gruppenzugehörigkeit und Stress

3.4.1 Aktivitäten des antioxidativen Abwehrsystems bei den Standard-Kategorien

Die Standard-Kategorien bilden die funktionale Gruppe der Gamergaten, die männlichen

Tiere, Arbeiterinnen und sehr junge Arbeiterinnen (Callows) mit einen noch nicht vollständig

ausgehärtetem Exoskelett. Bei diesen Gruppen wurden die Aktivitäten der Enzyme Catalase,

Superoxid-Dismutasen, Glutathion-S-Transferasen und Glutathion-Peroxidasen gemessen.

Des Weiteren wurde der Gesamtgehalt an Glutathion sowie die jeweiligen Anteile der

reduzierten bzw. oxidierten Form des Glutathions am Gesamtgehalt.

  ***
***
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3.4.1.1 Ergebnisse der Enzymaktivitätsmessungen

Catalase

Die Aktivität der Catalase im Gesamtkörperhomogenat der Gruppen „Arbeiterin“,

„Gamergate“, „Callow“ und „Männchen“ ist in Abblidung 25 dargestellt. Die Referenzgruppe

„Arbeiterin“ weißt mit 605 U/mg Protein den höchsten Wert der vier Gruppen auf. Mit 323

U/mg Protein weisen die Männchen eine signifikant (p<0,05) niedrigere Catalaseaktivität auf.

Noch deutlicher von den Arbeiterinnen unterscheiden sich Gamergaten mit 192 U/mg Protein

und Callows  mit 155 U/mg Protein. In beiden Gruppen liegt die Catalaseaktivität

hochsignifikant (p<0,001) unter derjenigen der Arbeiterinnen.
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Abbildung 25: Aktivität der Catalase in Gesamtkörperhomogenaten der Standard-Kategorien

A=Arbeiterin, G=Gamergate, C=Callow, M=Männchen
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
* = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A),
p < 0,05, Dunnett-T-Test nach ln-Transformierung
*** = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A),
p < 0,001, Dunnett-T-Test nach ln-Transformierung

Superoxid-Dismutasen

In Abblidung 26 sind die Aktivitäten der Superoxid-Dismutasen im Gesamtkörperhomogenat

der Kategorien „Arbeiterin“, „Gamergaten“, „Callow“ und „Männchen“ dargestellt. Die

Männchen zeigen als einzige Gruppe mit 25,2 U/mg Protein eine höhere Aktivität der

Superoxid-Dismutasen als die Kontrollgruppe der Arbeiterin mit 24 U/mg Protein, während

die Gamergaten mit 21,3 U/mg eine etwas geringere Aktivität aufweisen. Beide Unterschiede

   ***   ***

*
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sind jedoch statistisch nicht signifikant. Die Gruppe der Callows zeigt jedoch mit 8,5 U/mg

Protein eine um 64,6 % niedrigere Superoxid-Dismutase Aktivität auf, als die Arbeiterin, was

eine statistisch hoch signifikante (p<0,001) Reduktion bedeutet.
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Abbildung 26: Aktivität der Superoxid-Dismutase im Gesamtkörperhomogenat der Standard-

Kategorien.

A=Arbeiterin, G=Gamergate, C=Callow, M=Männchen
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
*** = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe(A),
p < 0,001, Games-Howell-Test

***
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Glutathion Peroxidase

Die Ergebnisse der Glutathion-Peroxidase Messungen sind in Abbildung 27 dargestellt. Die

Kontrollgruppe „Arbeiterin“ weist eine Aktivität von 30,5 mU/mg Protein auf. Von diesem

Wert weichen die Gamergaten mit 32 mU/mg Protein (plus 4,9 %) und die Männchen mit

37,9 mU/mg (plus 25 %) nach oben, sowie die Callows mit 23,4 mU/mg (minus 23 %) nach

unten ab. Die Abweichungen sind jedoch statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 27: Aktivität der Glutathion-Peroxidase im Gesamtkörperhomogenat der

Standardkategorien

A=Arbeiterin, G=Gamergate, C=Callow, M=Männchen
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
Dunnett-T-Test nach ln-Transformierung
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Glutathion-S-Transferase

Die Werte der Glutathion-S-Transferase Aktivitätsmessungen sind in Abbildung 28

dargestellt. Die Gruppe „Callows“ zeigt mit 386 mU/mg Protein eine signifikante (p<0,05)

Reduktion der Aktivität gegenüber der Kontrollgruppe der Arbeiterinnen mit einer Aktivität

von 661 mU/mg Protein. Die Männchen zeigen mit 616 mU/mg Protein ebenfalls eine

geringere Aktivität als die Arbeiterinnen während die Gamergaten mit 801 mU/mg Protein als

einzige eine höhere Aktivität aufweisen. Diese Unterschiede sind statistisch jedoch nicht

signifikant.
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Abbildung 28: Aktivität der Glutathion-S-Transferase im Gesamtkörperhomogenat der Standard-

Kategorien

A=Arbeiterin, G=Gamergate, C=Callow, M=Männchen
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
* = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A),
p < 0,05, Games-Howell-Test

    *
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3.4.1.2 Glutathiongehalte

Gesamtglutathion

Der Gehalt an Glutathion im Gesamtkörperhomogenisat der Standard-Kategorien ist in

Abbildung 29 aufgeführt. Arbeiterinnen weisen einen Glutathiongehalt von 36,2 µmol/g auf.

Im Vergleich liegt der Glutathiongehalt der Gamergaten um 45 % (19,6 µmol/g) und der

Callows um 64 % (13,1 µmol/g) niedriger (jeweils p<0,001). Männchen zeigen mit 40,7

µmol/g zwar einen um 12,6 % höheren Glutathionspiegel als die Kontrollgruppe, dieser

Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 29: Gehalt an Gesamtglutathion im Gesamtkörperhomogenat der Standard-Kategorien

A=Arbeiterin, G=Gamergate, C=Callow, M=Männchen
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
*** = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A),
p < 0,001, Games-Howell-Test

 ***

    ***
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Oxidiertes Glutathion

Die Menge des oxidierten Glutathions innerhalb des Gesamtglutathionspiegels wird in

Abbildung 30 dargestellt. Wie zu sehen ist, weist die Kontrollgruppen „Arbeiterin“ mit

1,72µmol/g Protein den höchsten Gehalt an oxidiertem Glutathion auf. Die Gamergaten

weisen mit 1,25µmol/g Protein zwar einen geringeren Gehalt an oxidiertem Glutathion auf,

dieser Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant. Der Gehalt an oxidiertem Glutathion

ist bei den Callows mit 1,01µmol/g Protein und bei den Männchen mit 0,39µmol/g Protein

signifikant (Männchen p<0,001, Callows p<0,01) niedriger als in der Kontrollgruppe. Bei

diesen Gruppen liegt der Gehalt an oxidiertem Glutathion jedoch bei sechs (Männchen)

beziehungsweise drei (Callow) Tieren unterhalb der Nachweisgrenze.
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Abbildung 30: Gehalte an oxidiertem Glutathion im Gesamtkörperhomogenat der Standard-

Kategorien

A=Arbeiterin, G=Gamergate, C=Callow, M=Männchen
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10, Callow n = 7,
Männchen n = 4
* = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A),
p < 0,05,Dunnett-T-Test
** = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A),
p < 0,01, Dunnett-T-Test
*** = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A),
p < 0,001, Dunnett-T-Test

    **

    *
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Reduziertes Glutathion

Der in Abbildung 31 dargestellte Wert für den Gehalt an reduziertem Glutathion ergibt sich

aus der Subtraktion des Wertes von oxidiertem Glutathion vom Gesamtglutathiongehalt.

Sowohl Callows als auch Gamergaten weisen einen signifikant (P<0,001) niedrigeren Gehalt

an reduzierten Glutathion im Vergleich zu den Arbeiterinnen auf, wobei der Gehalt an

reduziertem Glutathion bei den Gamergaten um 46,7 % und bei den Callows um 66,9 %

niedriger liegt. Lediglich die Männchen weisen einen um 22 % höheren Gehalt an

reduziertem Glutathion auf, was jedoch statistisch nicht signifikant ist.
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Abbildung 31: Gehalte an reduziertem Glutathion im Gesamtkörperhomogenat der Standard-

Kategorien

A=Arbeiterin, G=Gamergate, C=Callow, M=Männchen
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10, Callow = 7,
Männchen n = 4
*** = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A)
p < 0,001, Games- -Test

 ***

  ***
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GSH/GSSG-Verhältnis

Das Verhältnis von Glutathion in seiner reduzierten Form zu oxidiertem Glutathion, ein

Biomarker für oxidativen Stress, ist in Abbildung 32 dargestellt. Nur der Wert der Männchen

unterscheidet sich mit 137 signifikant (p<0,01) von der Kontrollgruppe mit 21. Der Wert der

Gamergaten unterscheidet sich mit 21,5 kaum von dem der Kontrollgruppe während Callows

mit einem Wert von 14,9 zwar einen geringeren Quotienten aufweisen, was jedoch statistisch

nicht signifikant ist.
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Abbildung 32: GSH/GSSG-Ratio der Standard-Kategorien

A=Arbeiterin, G=Gamergate, C=Callow, M=Männchen
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10, Callow n = 7,
Männchen n = 4
** = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A),
p < 0,01, ermittelt durch Mann-Whitney-U-Test

**
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3.4.2 Der Zustand des antioxidativen Abwehrsystems unter dem sozialen Stress der

Dominanzkämpfe

3.4.2.1 Die Aktivitäten der Enzyme

Catalase

Die Catalaseaktivität der duellierenden Arbeiterinnen im Vergleich zu den normalen

Arbeiterinnen ist in Abbildung 33 dargestellt. Mit 567 U/mg Protein liegt sie leicht unter der

Aktivität der Kontrollgruppe mit 605 U/mg Protein.
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Abbildung 33: Aktivität der Catalase im Gesamtkörperhomogenat von Arbeiterinnen und

aggressiven Arbeiterinnen.

A=Arbeiterin, aA=aggressive Arbeiterin
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
Dunnett-T-Test nach ln-Transformierung
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Superoxid-Dismutasen

Die Aktivität der Superoxid-Dismutasen der Gruppe der duellierenden Arbeiterinnen liegt mit

19,4U/mg Protein ebenfalls leicht unter dem Wert von 24U/mg Protein der normalen

Arbeiterinnen (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Aktivität der Superoxid-Dismutase im Gesamtkörperhomogenat von Arbeiterinnen

und aggressiven Arbeiterinnen.

A=Arbeiterin, aA=aggressive Arbeiterin
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
Games-Howell-Test
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Glutathion Peroxidase

Abbildung 35 zeigt die Aktivität der Glutathion-Peroxidasen von normalen Arbeiterinnen im

Vergleich zu duellierenden Arbeiterinnen. Die Aktivitäten der duellierenden Arbeiterinnen

lagen mit 64mU/mg Protein um 109 % über dem Wert von 30,5 mU/mg Protein der

Kontrollgruppe. Damit ergibt sich ein statistisch signifikanter Unterschied (p<0,001).
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Abbildung 35: Aktivität der Glutathion-Peroxidase im Gesamtkörperhomogenat von Arbeitrinnen

und aggressiven Arbeiterinnen.

A=Arbeiterin, aA=aggressive Arbeiterin
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
*** = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A)
p < 0,001, Dunnett-T-Test nach ln-Transformierung

***



                                                                                                                      Ergebnisse

72

Glutathion-S-Transferase

Die in Abbildung 36 dargestellte Wert der Glutathion-S-Transferasen-Aktivität der

duellierenden Arbeiterinnen liegt mit 270mU/mg Protein deutlich (p<0,001) unter dem Wert

der Kontrollgruppe von 661mU/mg.
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Abbildung 36: Aktivität der Glutathion-S-Transferase im Gesamtkörperhomogenat von

Arbeiterinnen und aggressiven Arbeiterinnen.

A=Arbeiterin, aA=aggressive Arbeiterin
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
*** = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A)
p < 0,001, Games-Howell-Test

*
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Direkter Vergleich GST/GPx

In Abbildung 37 sind die Aktivitätswerte der Glutathion-Peroxidasen und der Glutathion-S-

Transferasen aus den Abbildungen 35 und 36 nochmals in einer Graphik zusammengefasst,

um die reziproke Entwicklung der beiden Enzymaktivitäten während der Phase der

Hierarchiekämpfe zu verdeutlichen.
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Abbildung 37: Aktivität der Glutathion-Peroxidase Glutathion-S-Transferase im

Gesamtkörperhomogenat von Arbeiterinnen und aggressiven Arbeiterinnen.

GST A=GST Arbeiterin, GST aA=GST aggressive Arbeiterin GPx A=GPx Arbeiterin, GPx
aA=GPx aggressive Arbeiterin
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
* = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A),
p < 0,05
*** = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A),
p < 0,001
Games-Howell-Test bei Glutathion-S-Transferase
Dunnett-T-Test nach ln-Transformierung bei Glutathion-Peroxidase

     *

  ***



                                                                                                                      Ergebnisse

74

3.4.2.2 Der Glutathiongehalt

Glutathionspiegel

Der in Abbildung 38 dargestellte Gehalt and Gesamtglutathion ( das heißt sowohl GSH als

auch GSSG) liegt bei den aggressiven Arbeiterinnen 18,3 % unter dem Wert der

Kontrollgruppe. Damit unterscheidet er sich jedoch nicht signifikant von der Gruppe

„Arbeiterin“.
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Abbildung 38: Gehalte an gesamtem Glutathion im Gesamtkörperhomogenat von Arbeiterinnen und

aggressiven Arbeiterinnen

A=Arbeiterin, aggressive Arbeiterin=aA
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
Games-Howell-Test
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Oxidiertes Glutathion

Mit einem Wert von 1,18 µmol/g Protein liegt der Gehalt an oxidiertem Glutathion bei den

aggressiven Arbeiterinnen signifikant (p<0,05) unter dem Wert der Kontrollgruppe, der bei

1,72 µmol/g Protein liegt (siehe Abbildung 39).
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Abbildung 39: Gehalte an oxidiertem Glutathion im Gesamtkörperhomogenat von Arbeiterinnen

und aggressiven Arbeiterinnen.

A=Arbeiterin, aggressive Arbeitrin=aA
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
* = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A)
p < 0,05, Dunnett-T-Test

*
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Reduziertes Glutathion

Der Gehalt an reduziertem Glutathion, der in Abbildung 40 dargestellt ist, liegt bei den

aggressiven Arbeiterinnen um circa 17 % unter dem Wert der Kontrollgruppe, was statistisch

nicht signifikant ist.
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Abbildung 40: Gehalte an reduziertem Glutathion im Gesamtkörperhomogenat von Arbeiterinnen

und aggressiven Arbeiterinnen

A=Arbeiterin, aggressive Arbeiterin=aA
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
Games-Howell-Test
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Verhältnis von reduziertem zu oxidiertem Glutathion

Die GSH/GSSG-Ratio, die sich aus den in den Abbildungen 39 und 40 dargestellten Werten

ergibt, liegt zwar bei den aggressiven Areiterinnen höher als bei der Kontrollgruppe,

unterscheidet sich allerdings nicht signifikant von diesem (siehe Abbildung 41).
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Abbildung 41: GSH/GSSG-Ratio der Arbeiterinnen und aggressiven Arbeiterinnen

A=Arbeiterin, aggressive Arbeiterin=aA
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
Mann-Whitney U-Test
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3.4.3 Die Aktiviäten der Superoxid-Dismutasen und Catalase nach Induktion von

oxidativem Stress bei Gamergaten und Arbeiterinnen

Catalase

Abbildung 42 zeigt die Catalaseaktivität im Ganzkörperhomogenisat von Arbeiterinnen und

Gamergaten im Vergleich zu Arbeiterinnen und Gamergaten 48 Stunden nach Injektion der

oxidativen Stress induzierenden Paraquat. Während normale Arbeiterinnen eine Aktivität von

605 U/mg Protein zeigen fällt dieser Wert nach Induktion von oxidativem Stress auf den Wert

109 U/mg Protein ab, was eine deutliche Reduktion bedeutet (p<0,001). Auch bei den

Gamergaten geht die Catalaseaktivität nach Injektion der Paraquat Lösung zurück: Sie sinkt

von 192 U/mg Protein auf 164 U/mg Protein, was jedoch statistisch nicht signifikant ist.
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Abbildung 42: Aktivität der Catalase in Gesamtkörperhomogenat Arbeiterinnen und Gamergaten

mit und ohne Paraquat-Bahandlung.

A=Arbeiterin, G=Gamergate, Aox=mit Paraquat behandelte Arbeiterin, Gox=mit Paraquat
behandelte Gamergate
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10, Gox n=9
*** = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (Aox zu A; Gox zu
G),
p < 0,001, Dunnett-T-Test nach ln-Transformierung

   ***
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Superoxid-Dismutase

Die Aktivitäten der Superoxid-Dismutasen der unbehandelten Gruppen im Vergleich zu den

Gruppen unter oxidativem Stress sind in Abbildung 43 dargestellt. Sowohl bei den

Gamergaten als auch bei den Arbeiterinnen sinkt die Aktivität der Superoxid-Dismutasen

nach Induktion von oxidativem Stress durch die Injektion der Paraquat-Lösung. Der Wert der

Arbeiterinnen geht von ursprünglich 24 U/mg auf 16 U/mg Protein zurück während der Wert

der Gamergaten von 21,3 U/mg Protein auf 14,9 U/mg Protein sinkt.
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Abbildung 43: Aktivität der Superoxid-Dismutase im Gesamtkörperhomogenat Arbeiterinnen und

Gamergaten mit und ohne Paraquat-Bahandlung.

A=Arbeiterin, G=Gamergate, Ao=mit Paraquat behandelte Arbeiterin, Go=mit Paraquat
behandelte Gamergate
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10, Gox n=8
* = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe (Ao zu A, Go
zu G),
p < 0,05, Games-Howell-Test

  *
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3.4.4 Der Einfluss von sozialer Isolation auf die Aktivitäten der Superoxid-Dismutasen

und der Catalase

Catalase

Abbildung 44 zeigt die Catalaseaktivitäten der Ganzkörperhomogenate von Arbeiterinnen,

Gamergaten und vorisolierten Arbeiterinnen. Wie bereits in Abbildung 25 gezeigt, beträgt die

Aktivität der Arbeiterinnengruppe 605 U/mg Protein und die der Gamergatengruppe 192

U/mg Protein. Die Aktivität der vorisolierten Arbeiterinnen liegt mit 139 U/mg Protein

signifikant (p<0,001) unter der der Arbeiterinnen, unterscheidet sich jedoch nur leicht von der

der Gamergaten.
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Abbildung 44: Aktivität der Catalase im Gesamtkörperhomogenat von Arbeiterinnen, Gamergaten

und vorisolierten Arbeiterinnen.

Arbeiterinnen=A, Gamergaten=G, vorisolierte Arbeiterinnen=vA
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
*** = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A),
p < 0,001, Dunnett-T-Test nach ln-Transformierung

    ***
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Superoxid-Dismutase

In Abbildung 45 sind die Aktivitäten der Superoxid-Dismutasen in den

Ganzkörperhomogenaten der Gruppen „Arbeiterin“, „Gamergate“ und „vorisolierte

Arbeiterin“ dargestellt. Die Werte der Gamergaten (21 U/mg Protein) und Arbeiterinnen (24

U/mg Protein) unterscheiden sich nicht signifikant. Die Aktivität der vorisolierten

Arbeiterinnen ist mit 40 U/mg Protein zwar die höchste aller Gruppen, dieser Unterschied ist

jedoch ebenfalls nicht signifikant.
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Abbildung 45 : Aktivität der Superoxid-Dismutase im Gesamtkörperhomogenat von Arbeiterinnen,

Gamergaten und vorisolierten Arbeiterinnen.

Arbeiterinnen=A, Gamergaten=G, vorisolierte Arbeiterinnen=vA
Dargestellt sind die Gruppenmittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts, n = 10
*** = statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe (A),
p < 0,001, Games-Howell-Test
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3.5 Übersichtstabelle zu den Enzymaktivitäten und Glutathionspiegeln

In Tabelle 1 sind nochmals die Aktivitäten der Catalase, Superoxid-Dismutase, Glutathion-

Peroxidase und der Glutathion-S-Tranferase sowie die Spiegel des gesamten, des oxidierten,

des reduzierten und der Quotient aus reduziertem und oxidiertem Glutathion der einzelnen

Kategorien im Vergleich zu den Arbeiterinnen dargestellt. Gelb unterlegte Felder bedeuten,

dass sich der Wert der Kategorie nicht signifikant vom Wert der Arbeiterinnen unterscheidet.

Rot unterlegte Felder bedeuten einen niedrigeren Wert als die Kontrollgruppe und grün

unterlegte Felder einen höheren Wert als die Kontrollgruppe. Dabei geben die in den Feldern

befindlichen Sterne das Signifikanzniveau des Unterschiedes an (* = p<0,05; ** = p<0,01;

*** = p<0,001). Für die grau unterlegten Felder wurden keine Daten ermittelt.

Gamergate Callow Männchen Aggressive
Arbeiterin

vorisolierte
Arbeiterin

Arbeiterin
unter
oxidativem
Stress

Gamergate
unter
oxidatitivem
Stress

Cat-
Aktivität

*** *** * *** *** ***

SOD-
Aktivität

*** *** *

GPx-
Aktivität

***

GST-
Aktivität

* ***

GSx-
Gehalt

*** ***

GSSG-
Gehalt

** *** *

GSH-
Gehalt

*** ***

GSH/
GSSG

**

Tabelle 1: Zusammenfassung der Enzymaktivitäten und Glutathionspiegel im Vergleich zur

Kontrollgruppe Arbeiterin.

Dargestellt sind Abweichungen des Wertes von der Kontollgruppe „Arbeiterin“
Rote Unterlegung: Abweichung nach unten
Grüne Unterlegung: Abweichung nach oben
Gelbe Unterlegung: Keine signifikante Abweichung
Graue Unterlegung: Keine Daten vorhanden
*= p<0,05; *** = p<0,01; *** = p<0,001
Statistische Tests:
Cat; GPx; GSSG: Dunnett-T-Test nach ln-Transformierung
SOD;GST;GSx;GSH: Games-Howell-Test
GSSG: Dunnett-T-Test
GSH/GSSG: Mann-Whitney-U-Test
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4. Diskussion

Die Lebensspanne eines Organismus wird von mehreren Faktoren beeinflusst: Von zentraler

Bedeutung ist die maximale Lebensspanne (MLSP) die der Spezies zu Eigen ist. Darüber

hinaus haben zahlreiche extrinsische und intrinsische Faktoren großen Einfluss auf die

Lebensspanne. Neben „all-or-nothing“ Faktoren wie dem Selektionsdruck durch Beutegreifer

spielen vor allem Stress auslösende Faktoren eine wichtige Rolle im Alterungsprozess, dessen

Fortschreiten letztendlich die Lebensdauer begrenzt. Bei eusozialen Hymenopteren tritt die

besondere Situation auf, dass genetisch äußerst nahe verwandte Individuen einer Kolonie eine

stark variierende MLSP aufweisen. Es tritt also die Situaion auf, dass in einer Spezies

verschieden MLSP vorkommen. Bei der ponerinen Ameisenart Harpegnathos saltator kommt

als weitere Besonderheit hinzu, dass ihre Kolonien zwar aus Kasten mit verschiedenen MLSP

bestehen, aber dass Individuen auch in der Lage sind, während ihres adulten Lebens von einer

in die andere Gruppe zu wechseln und damit ihre MLSP um mehr als das doppelte zu

steigern. Damit hat Harpegnathos saltator eine extrem variable MLSP. Diese einzigartige

Situation ermöglicht es, diejenigen Faktoren zu identifizieren, die für eine Verlängerung der

Lebensspanne verantwortlich sind. Aus diesem Grund habe ich die Resistenz der

verschiedenen Gruppen, jenseits ihrer genetischen Disposition, gegen die Stressoren „radikale

Sauerstoffspezies“ und „Infektion durch Pathogene“ getestet und somit Rückschlüsse auf

deren Bedeutung für die Begrenzung der Lebensspanne in natürlichen Organismen gezogen.

Zunächst wurden Tiere der Kasten „Gamergaten“ und „Arbeiterinnen“, die Unterschiede in

ihrer Lebenserwartung aufweisen, mit dem ROS-induzierenden Agens Paraquat behandelt,

beziehungsweise mit dem Gram-negativen Bakterium Erwinia carotovora infiziert.

Anschließend wurden ihre Überlebenskurven als Maß für ihre Resistenz gegen diese

Stressoren ermittelt. Die gleichen Verfahren wurden auch auf Arbeiterinnen angewandt, die

sich im Prozess des Kasten- und MLSP-Wechsels befinden und unter zusätzlichem sozialen

Stress durch aktives aggressives Verhalten stehen. Schließlich wurden die ROS- und

Pathogen-Resistenzen von Arbeiterinnen unter dem Stressfaktor „soziale Isolation“ ermittelt.

Bei diesen Versuchen wurde zusätzlich zwischen Tieren unterschieden, die bereits einige Zeit

in Isolation gehalten wurden und Tieren, die erst nach ihrer Behandlung von ihren

Nestgenossinnen getrennt wurden.

Um den molekularen Grundlagen der kasten-abhängigen bzw. stress-beeinflussten

Unterschiede in der ROS-Resistenz auf die Spur zu kommen, wurden die Aktivitäten einiger
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Enzyme des ROS-Abwehrsystems (Catalase, Superoxid-Dismutasen, Glutathion-S-

Transferasen, Glutathion-Peroxidasen) sowie die Quantität und Qualität des

Glutathionspiegels der einzelnen Kategorien ermittelt. Um bessere Vergleichsmöglichkeiten

zu schaffen, wurden nicht nur die Werte der Arbeiterinnen und Gamergaten gemessen,

sondern darüber hinaus auch die Werte vom Männchen, die eine Lebenserwartung von

einigen Tagen bis Wochen besitzen und jungen Arbeiterinnen mit einer Rest-

Lebenserwartung von circa 18 Monaten ermittelt.

Die gleichen Messungen wurden an den aggressiven Arbeiterinnen aus Kolonien, die sich in

der Phase der Dominanzkämpfe befinden, durchgeführt. Des Weiteren wurden die Catalase-

und Superoxid-Dismutasen-Aktivitäten der mit Paraquat behandelten Arbeiterinnen und

Gamergaten sowie der in Isolation gehaltenen Arbeiterinnen ermittelt.

4.1 Die Situation der natürlichen Gruppen

4.1.1 Die Resistenzen gegen ROS und Pathogene sind kasten- und situationsspezifisch

Die freie-Radikale-Theorie des Alterns postuliert, dass die Ursache des Alterungsprozess die

Akkumulation von Schäden an Biomolekülen ist, die durch freie Radikale, insbesondere

jedoch durch reaktive Sauerstoffspezies, hervorgerufen werden (Harman 1956). Von

Gamergaten ist bekannt, dass sie mit einer MLSP von über vier Jahren die MLSP von

normalen Arbeiterinnen derselben Kolonie um mehr als das Doppelte übertreffen können

(persönliche Mitteilung von Jürgen Liebig). Nimmt man an, dass ROS tatsächlich einen

entscheidenden Beitrag zum physiologischen Alterungsprozess leisten, liegt es nahe, die

antioxidativen Abwehrsysteme dieser beiden Kasten auf Unterschiede in ihrer Effizienz zu

überprüfen. Tatsächlich überleben mit Paraquat-Lösung injizierte Gamergaten die ersten acht

Tage nach der Behandlung zu einem signifikant höheren Prozentsatz als Arbeiterinnen.

Neben einer erhöhten Resistenz gegen oxidativen Stress weisen Gamergaten im Vergleich zu

Arbeiterinnen ihrer Kolonie auch eine erhöhte Resistenz gegen das Insekten- und

Phytopathogen Erwinia carotovora auf. Von anderen eusozialen Insekten ist bekannt, dass die

reproduktiven Weibchen Unterschiede im Immunsystem gegenüber den Arbeiterinnen

aufweisen: Die im Vergleich zu ihren Arbeiterinnen extrem langlebigen Königinnen der

schwarzen Wegameise Lasius niger zeigen eine erhöhte Expression einiger Gene, die eine

Rolle bei der Immunantwort spielen. So ist zum Beispiel die Expression eines Serin-

Proetinase-Inhibitor-Homologs bei den Königinnen im Vergleich zu den Arbeiterinnen stark
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erhöht (Gräff et al 2007). Serin-Proteinase-Inhibitoren spielen in Arthropoden eine Rolle bei

der Abwehr bakterieller Serin-Proteinasen sowie bei der Regulation der proteolytischen

Kaskaden sie zu Coaglutination der Hämolymphe und zu Melanisierung nach Verwundungen

und Infektionen führen (Kanost 1999).

4.1.2 Die verschiedenen Kasten von Harpegnathos saltator weisen Unterschiede in ihren

ROS-Abwehrsystemen auf

4.1.2.1 Zwischen den Gruppen bestehen Unterschiede in den Aktivitäten des

antioxidativen Abwehrsystems

Die Aktivität der Superoxid-Dismutasen, die die erste Reihe im Abwehrkampf gegen ROS

bilden, unterscheidet sich zwischen Gamergaten und Arbeiterinnen nicht signifikant. Auch die

Aktivität der Superoxid-Dismutasen in der Kategorie „Männchen“ unterscheidet sich kaum

von der Kontrollgruppe. Lediglich Callows weisen eine signifikant geringere Superoxid-

Dismutase Aktivität auf. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der bisher veröffentlichten

Literatur bei eusozialen Insekten. So konnte bei den besonders langlebigen Königinnen der

schwarzen Wegameise Lasius niger, die ein Alter von 28 Jahren erreichen kann (Hölldobler

& Wilson 1990), keine erhöhte Expression der Cu/ZnSOD im Vergleich zu den Arbeiterinnen

nachgewiesen werden (Parker et al. 2004). Diese Muster findet sich auch bei der Königin der

Honigbiese Apis mellifera (Corona et al. 2005). Geht man weiterhin davon aus, dass der von

ROS ausgelöste Stress mit fortschreitendem Alter durch eine verstärkte ROS-Produktion

zunimmt (Wei et al. 2001), kann die niedrige Aktivität der Superoxid-Dismutasen in der

Gruppe Callows ein Hinweis darauf sein, dass die jungen Tiere noch nicht in dem gleichen

Maß unter dem Einfluss von oxidativem Stress stehen wie Arbeiterinnen im fortgeschrittenen

Alter. Die Aktivitätswerte der Männchen, die sich nicht signifikant von denen der

Kontrollgruppe unterscheiden, zu interpretieren, stellt sich angesichts ihrer unterschiedlichen

Morphologie, Physiologie, Ontogenie, genetischen Ausstattung und „life history“ etwas

schwieriger dar. Männchen sind, wie Callows, sehr junge, nur wenige Tage alte Tiere. Anders

als Callows , die eine Lebenserwartung von circa 18 Monaten als Arbeiterinnen

beziehungsweise über 4 Jahre besitzen, gesetzt den Fall sie setzten sich als Gamergate durch,

haben die Männchen lediglich eine restliche Lebenserwartung von ein bis zwei Wochen, also

maximal etwa ein Vierzigstel ihrer Schwestern. Die relativ hohen Superoxid-Dismutase

Aktivitäten stellen unter Umständen eine Vorbereitung auf die physiologischen Belastungen

des Hochzeitflugs dar.

Die Superoxid-Dismutase Aktivitätswerte der Gamergaten stehen in Einklang mit denen der
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langlebigen Königinnen-Kaste bei Lasius niger (siehe oben). Auch bei den Königinnen der

Honigbiene finden sich keine im Vergleich zu den Arbeiterinnen erhöhte Aktivitäten der

Enzyme des antioxidativen Abwehrsystems (Corona et al. 2005). Ein Gegensatz betsteht

allerdings zu den in der Literatur zu findenden Werten von genetisch manipulierten

Modellorganismen mit erhöhter ROS-Resistenz und Lebenserwartung. So wurde

nachgewiesen, dass eine Überexpression der SOD1 in Saccharomyces cerevisiae zu einer

Steigerung der Lebenserwartung führt (Fabrizio et al. 2003). Auch die konzertierte Steigerung

der Cu/Zn-SOD Expression und der Expression der Catalase in Drosophila melanogaster

führt zu einer Steigerung der Lebenserwartung um 34 % (Orr & Sohal 1994). Diese

Steigerung der Lebenserwartung geht einher mit einem Rückgang an Schädigungen durch

oxidativen Stress (Sohal et al. 1995). Eine alleinige Steigerung der Expression der Catalase

(Orr & Sohal 1992) beziehungsweise der Cu/Zn-SOD (Orr & Sohal 1993) keinerlei Effekt auf

die Lebenserwartung der Taufliegen hatte und ein Verlust der SOD1 Aktivität zu einem

Rückgang der Resistenz gegen oxidativen Stress und der Lebenserwartung führte (Phillips et

al. 1989). Neuere Studien gehen jedoch davon aus, dass die Erhöhung der Lebensspanne

durch eine Steigerung der Cu/Zn-SOD Expression in Verbindung mit der Expression Catalase

unter experimentellen Bedingungen nicht aussagekräftig ist (Orr & Sohal 2003), da in

Drosophila melanogaster Wildtypen keine altersabhängigen Schwankungen der Cu/Zn-SOD

Expression vorkommen (Sohal et al. 1990) und in verwandten Spezies keinerlei

Zusammenhang zwischen Lebenserwartung und Expression der Cu/Zn-SOD festzustellen ist.

Die Catalaseaktivität der langlebigen und ROS-resistenteren Gamergaten ist im Vergleich zu

derjenigen der Arbeiterinnen signifikant niedriger. Auch die Aktivitätswerte der Callows

unterscheiden sich stark von denen der Arbeiterinnen und liegen etwa auf dem Niveau der

Werte der Gamergaten. Die Werte der Männchen bewegen sich zwischen denen der

Gamergaten und der Arbeiterinnen, sind jedoch ebenfalls signifikant niedriger als die der

Kontrollgruppe. Für die niedrigen Werte der Callows kommt wie bei der Superoxid-

Dismutase eine altersbedingte niedrigere Belastung durch ROS in Frage. Ein ähnliches

Phänomen wurde auch bei Drosophila melanogaster beschrieben. Bei der Taufliege steigt die

Catalase-Aktivität zunächst kontinuierlich an, bevor sie ab der Mitte der Lebensspanne wieder

zurückgeht (Sohal et al. 1990, Durusoy et al. 1995, Arking et al. 2000). Die geringen Werte

der Gamergaten sind jedoch erstaunlich, denn die Erhöhung eines einzelnen Parameters des

ROS-Abwehrsystems, insbesondere der Superoxid-Dismutasen als erste Abwehr gegenüber

ROS (Zelko et al. 2002), könnte zur intrazellulären Akkumulation von ROS führen und damit

negative Auswirkungen haben (Wenk et al. 1999). Geht man davon aus, dass nicht die
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Erhöhung der Superoxid-Dismutasen per se, sondern die Entstehung eines Missverhältnis`

von Superoxid-Dismutasen-Aktivität und nachgeschalteter Catalase-Aktivität zur

Akkumulation von ROS führt, erscheinen die Werte paradox. Des Weitern scheint der

Rückgang der Catalase-Aktivität im Widerspruch zur Erhöhung der Lebensspanne bei

Drosophila melanogaster durch eine konzertierte Erhöhung der Expression der Cu/Zn-SOD

und Catalase zu stehen (Orr & Sohal, 1994). Die Aussagekraft dieser Studie in Bezug auf den

Zusammenhang der Steigerung der ROS-Resistenz und der Lebenserwartung wird jedoch,

wie oben bereits erwähnt, bezweifelt (Orr & Sohal 2003).

Allerdings finden sich in der Literatur ausreichend Beispiele, dass Spezies mit einer hohen

Lebenserwartung keinesfalls eine besonders hohe Catalase-Aktivität zeigen (Perez-Campo et

al. 1998, Buffenstein et al. 2007). Unter dem Aspekt des Verhältnis SOD/Catalase scheint

auch die geringe Catalaseaktivität der Männchen ungewöhnlich.

Um dir reaktionen des Antioxidative Abwehrsystems auf eine akute Herausforderung zu

Untersuchen und so weitere Einblicke Aktivitäten der SODs und der Catalase nach einer

Paraquat-Injektion gemessen. Sowohl bei Arbeiterinnen wie auch bei Gamergaten unter

starkem oxidativem Stress geht die Superoxid-Dismuatse Aktivität zurück. Diese

Unterschiede sind bei den Gamergaten signifikant (p<0,05). Anders verhält es sich bei den

Aktivitäten der Catalase: Auch hier findet sowohl bei den Arbeiterinnen als auch bei den

Gamergaten ein Rückgang der Aktivität nach der Induktion von oxidativem Stress statt. In

diesem Fall ist diese Veränderung bei der Gruppe der Arbeiterinnen hoch signifikant

(p<0,001). Diese Daten lassen darauf schließen, dass sowohl die Catalase als auch die

Superoxid-Dismutasen nicht die wichtigsten Enzyme bei der Abwehr reaktiver

Sauerstoffspezies bei Gamergaten darstellen, da sie unter akutem Stress kaum reguliert

beziehungsweise herunter reguliert. Die Überlebensversuche belegen, dass Gamergaten eine

signifikant höhere Resistenz gegenüber oxidativem Stress aufweisen als Arbeiterinnen.

Gleichzeitig besitzen sie eine signifikant geringere Catalase-Aktivität. Unter oxidativem

Stress ist die Aktivität ihrer Catalase relativ stabil, während die Aktivität der Superoxid-

Dismutasen, troz ihrer ausgeprägetn Resistenz gegen oxidativen Stress, signifikant abnimmt.

Im Vergleich dazu bricht die Catalaseaktivität der Arbeiterinnen unter oxidativem Stress

dramatisch ein. Vor allem diese spezifische Änderung der Catalaseaktivität in Arbeiterinnen,

im Verbund mit der konstant geringen Aktivität bei Gamergaten, lässt darauf schließen, dass

die Catalase bei den Gamergaten eine weniger wichtige Rolle spielt als bei den Arbeiterinnen.

Bei Arbeiterinnen anderer eusozialer Hymenopteren findet sich ein anderes Muster: Im

Gegensatz zu den SOD-Aktivitäten bei Harpegnathos saltator steigt bei Arbeiterinnen der
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Hummelart Bombus ignitus die Transkriptionsraten der BiSOD1 in den Stunden nach einer

Behandlung mit Paraquat signifikant an (Jin et al. 2006). Diese Steigerung, wie auch die hohe

Sterblichkeit der Harpegnathos saltator Arbeiterinnen nach Paraquat-Injektion, mag ein

Hinweis auf die Bedeutung der Höhe der Belastung mit reaktiven Sauerstoffspezies sein:

Während die Arbeiterinnen von Bombus ignitus nach einer Behandlung mit 10µl 10mM

Paraquat-Lösung in der Lage sind, ihr BiSOD1 als Antwort auf den akuten Stress zu erhöhen,

könnte die Dosis von 41nl 500mM Paraquat-Lösung bei den Arbeiterinnen von Harpegnathos

saltator bereits einen zu starke Schäden durch oxidativen Stress auslösen und eine

Gegenreaktion unmöglich machen. Das könnte wiederum darauf hindeuten, dass bei

Gamergaten die klassischen antioxidativen Enzyme SOD und Catalase nur eine

untergeordnete Rolle bei der Abwehr von ROS spielen: Da die injizierte Paraquat-Dosis bei

Gamergaten einen geringeren Schaden anrichtet als bei Arbeiterinnen, ist nicht

auszuschließen, dass sie noch in der Lage wären, ihre SOD-Aktivität in einem vergleichbaren

Maß wie Bombus ignitus Arbeiterinnen anzupassen, zumal etwa die Hälfte der Gamergaten

die zum Zeitpunkt der Aktivitäsmessung noch leben, die Paraquat-Behandlung überlebt

hätten. Da diese Steigerung jedoch unterbleibt, muss das gesteigerte Aufkommen an reaktiven

Sauerstoffspezies auf anderem Weg als durch Superoxid-Dismutasen bewältigt werden. Die

Aktivität der Glutathion-Peroxidasen oder genauer gesagt die von Enzymen mit Glutathion-

Peroxidase-Aktivität (siehe Einleitung) unterscheidet sich zwischen den einzelnen Gruppen

kaum. Wiederum weisen die langlebigen Gamergaten keine erhöhte Aktivität eines Enzyms

des antioxidativen Abwehrsystems auf. Somit liefert auch die Glutathion-Peroxidase-Aktivität

keine Erklärung für die gesteigerte Resistenz der Gamergaten gegen oxidativen Stress. Die

Glutathion-Peroxidase-Aktivität der Callows unterscheidet sich zwar nicht signifikant von der

der Kontrollgruppe, weist jedoch eine Tendenz zu einer geringeren Aktivität auf, was

wiederum auf ein noch nicht voll ausgeprägtes antioxidatives Abwehrsystem schließen

lässtDer Wert der Glutathion-S-Transferase-Aktivität ist in der Gruppe Callows signifikant

geringer als in der Kontrollgruppe. Dies ist eventuell wieder darauf zurückzuführen, dass

Callows in den wenigen Tagen bis Wochen ihres adulten Lebens noch kaum schädlichen

Umwelteinflüssen ausgesetzt waren. Nach dem Konzept der Hormese benötigen die

Abwehrsysteme eines Organismus eine entsprechende Herausforderung durch einen Stressor

der einen gewissen Grenzwert jedoch nicht überschreiten darf um ihre maximale Leistung

auszuschöpfen (Schulz et al. 2007). Es ist durchaus möglich, dass Callows in ihrem Leben

diesem Eustress noch nicht ausgesetzt waren. Die Werte der anderen beiden Gruppen,

Männchen und Gamergaten, weichen wiederum nicht signifikant von dem der Kontrollgruppe
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ab. Die Glutathion-S-Transferasen kommen also ebenfalls nicht als Vermittler der

gesteigerten Resistenz der Gamergaten gegen reaktive Sauerstoffspezies in Frage.

4.1.2.2 Der Glutathionhaushalt der natürlichen Gruppen

Für eine Beurteilung der Aktivitäten von Enzymen, deren Substrat Glutathion ist, ist es

unerlässlich, auch den Glutathionhaushalt in die Betrachtung einzubeziehen. Zunächst soll der

Gesamtglutathiongehalt der Gruppen diskutiert werden. Im Anschluss daran wird näher auf

die Zusammensetzung aus oxidiertem, d.h. verbrauchtem und reduziertem d.h.

unverbrauchtem Glutathion eingegangen.

Gamergaten und Callows haben einen signifikant geringeren Gehalt an Glutathion als die

Kontrollgruppe, während der Gehalt der Männchen dem der Arbeiterinnen gleicht. Wie schon

die Aktivität der Catalase so kann wohl auch der Glutathionspiegel keinen Anhaltspunkt für

die signifikant höhere Überlebensquote der Gamergaten nach der Behandlung mit Paraquat

liefern. Bei den Callows bietet sich das gleiche Bild wie bei den zuvor diskutierten

Enzymaktivitäten: Der niedrige Glutathionspiegel ist eventuell auf fehlende Stimulationen des

antioxidativen Abwehrsystems durch Eustress zurückzuführen.

Oxidiertes Glutathion stellt das Nebenprodukt der Reaktionen der Glutathion-S-Transferasen

und der Glutathion-Peroxidasen unter natürlichen Bedingungen dar. Der Gehalt an oxidiertem

Glutathion aller Gruppen ist niedriger als der der Kontrollgruppe, wenn auch der Unterschied

bei den Gamergaten nicht signifikant ist. Da bei Gamergaten und Callows auch der

Gesamtgehalt an Glutathion geringer ist als bei den Arbeiterinnen, verwundert es nicht, dass

auch der Gehalt an oxidiertem Glutathion geringer ist. Der Gehalt an unverbrauchtem

Glutathion, wie auch der Gehalt an Gesamtglutathion und oxidiertem Glutathion ist bei den

Gamergaten und den Callows  signifikant geringer als bei der Kontrollgruppe der

Arbeiterinnen. Lediglich die Männchen zeigen einen, wenn auch nicht signifikant, höheren

Spiegel an reduziertem Glutathion.

Das Verhältnis von reduziertem zu oxidiertem Glutathion ist ein Biomarker für den

oxidativen Stress, dem ein Organismus unterliegt (Maher 2005). Auch wenn sich die Spiegel

des Gesamtglutathions bei den jungen Arbeiterinnen und Gamergaten von dem Wert der

Kontrollgruppe unterscheiden, so weißen die Gruppen doch keine Unterschiede im Verhältnis

der von oxidiertem zu reduziertem Glutathion auf. Das sehr hohe GSH/GSSG-Verhältnis der

Männchen deutet auf eine geringe Belastung durch oxidativen Stres hin und ist vermutlich auf

ihre Lebensweise zurückzuführen: Sie beteiligen sich nicht an den Pflege-, Bau- und

Foragier-Aufgaben der Weibchen und können unter Laborbedingung keinen Hochzeitsflug

antreten, was vermutlich zu einem geringen Energieumsatz und folglich einer geringen
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Belastung durch oxidativen Stress führt.

4.1.3 Vergleich von Harpegnathos saltator mit Modelorganismen und anderen eusozialen

Hymenopteren

Wie bei Modellorganismen, bei denen eine durch genetische Manipulation erhöhte

Lebensspanne mit einer erhöhten Resistenz gegen die Stressoren „Pathogene“ und „reaktive

Sauerstoffspezies“ einhergeht, so zeigen auch die reproduktiv aktiven Weibchen von

Harpegnathos saltator, die der funktionalen Kaste der Gamergaten angehören, diesen

Zusammenhang zwischen einer Verlängerung der Lebensspanne und einer erhöhten Resistenz

gegen Umweltstressoren. Ein genauerer Blick auf die molekularen Grundlagen der

Vermittlung der Resistenz gegen oxidativen Stress zeigt jedoch, dass wesentliche

Unterschiede bestehen. Während in vielen Modellorganismen die Erhöhung der

Stressresistenz und Lebensdauer mit einer konzertierten Steigerung der Aktivitäten der

Catalase und Superoxid-Dismutasen einhergeht, weisen bei Harpegnathos saltator die

Individuen mit der größten Lebensspanne die geringste Catalaseaktivität auf. In diesem Punkt

gleichen sie vielen Spezies, die von Natur aus mit einer hohen MLSP ausgestattet sind. Die

natürliche Steigerung der Lebensspanne von Harpegnathos saltator scheint also auf anderen

Mechanismen zu beruhen, als die durch Manipulation herbeigeführte Steigerung der

Lebensdauer von im Wildtyp kurzlebigen Modellorganismen wie Caenorhabditis elegans,

Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae und der Maus. Das wird auch von

Untersuchungen an der Honigbiene Apis mellifera gestütz, bei der sich ein ähnliches Muster

findet: Auch hier weisen die langlebigen Königinnen eine gleiche beziehungsweise geringere

Aktivität der Enzyme der antioxidativen Abwehrsysteme auf wie die kurzlebigeren

Arbeiterinnen (Corona et al. 2005).

Eine mögliche Erklärung für die Stressresistenz der Gamergaten liegt in ihrer Lebensweise

begründet: Da reaktive Sauerstoffspezies vor allem bei der Energiegewinnung in den

Mitochondrien entstehen (Turrens 2003, Genova et al. 2004, Jezek & Hlavata 2005) könnte

ein verringerter Stoffwechsel letztendlich zu einer geringeren Belastung durch oxidativen

Stress führen, was sowohl eine Erklärung für die gesteigerte Lebenserwartung als auch für die

in Folge freier Kapazitäten des antioxidativen Abwehrsystems erhöhte Resistenz liefert.

Tatsächlich gibt es Hinweise, dass Gamergaten aufgrund ihrer Lebensweise geringeren

körperlichen Belastungen ausgesetzt sind: Bei einer anderen Ameisenart, Diacamma cf.

Rugosum, sind die Gamergaten tatsächlich weniger körperlich aktiv, weshalb gemutmaßt
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wurde, dass diese geringere Belastung zu der Erhöhung der Lebensspanne beiträgt (Tsuji et

al. 1996). Ähnliches könnte auch bei Harpegnathos saltator der Fall sein. Des Weiteren ist

bekannt, dass eine der physiologischen Veränderungen, die eine weibliche Harpegnathos

saltator beim Übergang von der Arbeiterin zur Gamergate erfahrt, eine Reduktion der

Gehirnmasse im Bereich der optischen Loben ist, was zu einer zusätzlichen Reduktion des

Energieverbrauchs beiträgt (Gronenberg & Liebig 1999).

4.2 Der Einfluss sozialen Stresses

Obwohl Arbeiterinnen wie gezeigt eine signifikant geringere Überlebenschance nach der

Injektion der Paraquat-Lösung zeigen als Gamergaten, kann daraus nicht direkt geschlossen

werden, dass die Steigerung der Lebenserwartung nach dem Übergang Gamergate/Arbeiterin

tatsächlich mit einer Steigerung der Effizienz der ROS-Abwehrsysteme und des

Immunsystems einhergeht. Eine alternative Hypothesen drängt sich hier auf:

Gamergaten besitzen schon in ihrem frühen Lebensabschnitt als Arbeiterin eine höhere

Stress-Resistenz und Lebenserwartung als durchschnittliche Arbeiterinnen. Als Gründe dafür

kommen z.B. eine ontogenetische Determination oder ein Zeitfenster im adulten Leben in

dem die ROS-Abwehrsysteme besonders aktiv sind in Frage. D.h., dass eine ausgeprägte

Resistenz gegen Stressoren und eine hohe Lebenserwartung keine Konsequenz des Übergangs

vom Leben als Arbeiterin zum Leben als Gamergate darstellen, sondern eine Vorraussetzung.

Das würde wiederum bedeuten, dass nur ein geringer Prozentsatz der Mitglieder einer

Kolonie in der Lage ist, sich zu einer Gamergate zu entwickeln.

Um die Erhöhung der Resistenzen tatsächlich mit der Erhöhung der Lebenserwartung durch

den Übergang von der Arbeiterin zur Gamergate zu korrelieren, wurden Arbeiterinnen

verschiedenen zusätzlichen Stressoren ausgesetzt und ihrer Überlebensrate unter diesen

Umständen überprüft. So müssen Gamergaten an den Dominanzkämpfen teilnehmen, um

ihrern Status zu erreichen. Falls die erhöhte Resistenz tatsächlich eine Vorraussetzung für den

Übergang zur Gamergate darstellt, sollte der Anteil der Ameisen, die diese mitbringen unter

den kämpfenden Tieren besonders hoch sein. Da der zusätzliche Stress jedoch die Resistenz

negativ beeinflussen könnte, wurden zusätzlich die Resistenzen einer Gruppe beliebiger

A r b e i t e r i n n e n  u n t e r  I s o l a t i o n s s t r e s s  e r m i t t e l t .
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4.2.1 Aggression als Stressor

4.2.1.1 Individuen, die aktiv in Dominanzkämpfe verwickelt sind, weisen eine geringere

Toleranz gegenüber Pathogenen, nicht jedoch gegenüber oxidativen Stress auf.

Während der Phase der Dominanzkämpfe zwischen den Arbeiterinnen einer Kolonie sind die

aktiv an den aggressiven Interaktionen beteiligten Individuen signifikant anfälliger für einen

tödlichen Verlauf einer Infektion mit Erwinia carotovora. Diese erhöhte Anfälligkeit ist

jedoch auf Infektionen begrenzt. Die Resistenz der duellierenden Tiere gegen durch Paraquat

induzierten oxidativen Stress unterscheidet sich nicht signifikant von der Resistenz normaler

Arbeiterinnen. Ein negativer Einfluss von sozialem Stress auf das Immunsystem ist durch

zahlreiche Studien belegt (Bosch et al. 2009, Curtin et al 2009).

4.2.1.2 Glutathionspiegel und Enzymaktivitäten unter durch Aggression ausgelösten

Stress

Individuen, die aktiv in Dominanzkämpfe verwickelt sind, weisen eine geringere Toleranz

gegen Pathogene, nicht jedoch gegen oxidativen Stress auf. Während der Phase der

Dominanzkämpfe zwischen den Arbeiterinnen einer Kolonie sind die aktiv an den

aggressiven Interaktionen beteiligten Individuen signifikant anfälliger für einen tödlichen

Verlauf einer Infektion mit Erwinia carotovora. Diese erhöhte Anfälligkeit ist jedoch auf

Infektionen begrenzt. Die Resistenz der duellierenden Tiere gegen durch Paraquat induzierten

oxidativen Stress unterscheidet sich nicht signifikant von der Resistenz normaler

Arbeiterinnen. Der Einfluss von sozialem Stress auf das Immunsystem ist durch zahlreiche

Studien belegt. Einen Hinweis darauf, dass die Phase der Dominanzkämpfe tatsächlich einen

sozialen Stressor, zumindest auf Ebene der Kolonie, darstellt, bietet die Tatsache, dass die

Versorgung des Nachwuchses während dieses Zeitraums zurückgeht (pers. Mitteilung, von

Kemmling & Liebig).

Arbeiterinnen, die aktiv an den Dominanzkämpfen nach Zusammenbruch der

Koloniehierarchie teilnehmen, weisen gegenüber der Kontrollgruppe kaum Veränderungen in

den Aktivitäten der Superoxid-Dismutasen und der Catalase auf. Zwar liegen die

Aktivitätswerte bei den aggressiven Tieren leicht unter denen der normalen Arbeiterin, diese

Unterschiede sind jedoch statistisch nicht signifikant.

Der Gehalt an Gesamtglutathion sowie der Gehalt an reduziertem Glutathion unterscheidet

sich bei den aggressiven Arbeiterinnen nicht signifikant von der Kontrollgruppe der
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Arbeiterinnen. Im Gegensatz dazu liegt der Gehalt an oxidiertem Glutathion signifikant unter

dem Wert der Kontrollgruppe. Dieser Unterschied ist jedoch aufgrund der absoluten Gehalte

an reduziertem und oxidertem Glutathion nicht groß genug, um einen signifikanten

Unterschied in dem GSH/GSSG-Verhältnis zwischen Kontrollgruppe und aggressiven

Arbeiterinnen auszumachen. Tendenziell weisen aggressive Arbeiterinnen jedoch ein

vorteilhafteres Verhältnis von GSH zu GSSG auf. Interessanterweise verhalten sich die

Aktivitäten der GSH als Substrat verwendenden Enzyme Glutathion-S-Transferase und

Glutathion-Peroxidase reziprok. Während die Aktivität der Glutathion-S-Transferase nach

einsetzten der Dominanzkämpfe um fast 41 % zurückging stieg die Glutathion-Peroxidase-

Aktivität im gleichen Zeitraum um 109 % an. Es hat also offensichtlich eine Verschiebung in

der Nutzung des Glutathionvorrats stattgefunden.

Zusammengefasst zeigt sich also folgendes Bild: Die unter dem sozialen Stress der

Dominanzkämpfe stehenden Arbeiterinnen zeigen eine verminderte Resistenz gegen

Infektionen nicht jedoch gegen oxidativen Stress. Dieses geht einher mit einer Verminderung

der Glutathion-S-Transferase-Aktivität bei gleichzeitiger Steigerung der Glutathion-

Peroxidase-Aktivität.

Bei der Ameisenart Pachycondyla obscuricornis, die eine ähnliche Phase der

Dominanzkämpfe zeigt wie Harpegnathos saltator, steigt die CO2-Emission der Kolonie

während des Zeitraums an, in dem es zu aggressiven Interaktionen zwischen den

Koloniemitgliedern kommt. Das lässt auf einen erhöhten Stoffwechsel der kämpfenden

Arbeiterinnen innerhalb der Kolonie (Gobin et al. 2003) und damit sehr wahrscheinlich auf

eine gesteigerte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies schließen. Nimmt man an, dass dies

auch auf Harpegnathos saltator zutrifft, so muss das antioxidative Abwehrsystem der Gruppe

der aggressiven Arbeiterinnen ein erhöhtes Aufkommen an reaktiven Sauerstoffspezies

abfangen und unschädlich machen. Das wiederum könnte zu einer auf einem Hormesis-Effekt

beruhenden Steigerung der Aktivitäten des antioxidativen Abwehrsystems führen, wie es nach

künstlich induziertem oxidativen Stress beim Nematoden Caenorhabditis elegans

nachgewiesen wurde (Schulz et al. 2007). Wie die Messungen zeigen, geschieht dies jedoch

nicht über eine Steigerung der Aktivitäten der Superoxid-Dismutasen und Catalase. Die

Aktivität der Glutathion-Peroxidase, die ebenfalls zur Entgiftung von ROS beiträgt, steigt

jedoch stark an und könnte für die Stabilität der Resistenz gegen den experimentell

induzierten oxidativen Stress während der Kampfphase verantwortlich sein. Dieser

Zusammenhang könnte auch eine Erklärung für den Rückgang der Glutathion-S-Transferase-

Aktivität bieten. Da die Glutathion-Peroxidase für ihre Reaktion Glutathion benötigt und der
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Glutathionspiegel, wie die Messungen belegen, kurzfristig nicht angehoben wird, geht die

Erhöhung der Glutathion-Peroxidase-Aktivität unter Umständen zu Lasten der Glutathion-S-

Transferase-Aktivität, die ebenfalls Glutathion als Substrat benötigt. Auch wenn der

gleichzeitige Rückgang der Aktivität der Glutathion-S-Transferase bei Steigerung der

Glutathion-Peroxidase-Aktivität einen über den begrenzten Glutathion-Vorrat vermittelten

direkten Zusammenhang nahe legt, ist dies bislang nicht experimentell bestätigt. Eine

verminderte Aktivität der Glutathion-S-Transferase liefert unter Umständen auch einen

Hinweis auf die erhöhte Empfindlichkeit gegenüber Pathogenen, welche die kämpfenden

Arbeiterinnen auszeichnet: Die pathogene Eigenschaft von Erwinia carotovora wird durch

den Erwinia virulence factor Evf vermittelt. Dabei handelt es sich um ein Protein, dass es

Erwinia erlaubt, an die Phospholipide von Biomembranen zu binden. Die Grundlage dieser

Eigenschaft bildet ein konservierter Cystein-Rest an den eine Palmitoylsäure kovalent

gebunden ist. Wird der Cystein-Rest reduziert und so von der Palmitoylsäure getrennt, verliert

das Protein seine Funktion und Erwinia damit sein pathogene Eigenschaft (Quevillon-Cheruel

et al. 2009). Da die Reduktion von Cystein-Resten eine von Glutathion-S-Transferasen

vermittelte Reaktion darstellt, könnte der Rückgang an GST-Aktivität zur erhöhten

Anfälligkeit der aggressiven Arbeiterinnen gegnüber Erwinia carotovora beitragen. Ein

solcher Zusammenhang ist bislang jedoch nicht experimentell bestätigt.

4.2.2 Isolation als Stressor

4.2.2.1 Isolierte Arbeiterinnen regulieren ihre Stresstoleranz

Arbeiterinnen, die in sozialer Isolation gehalten werden, zeigen eine dramatische

Veränderung in ihren Resistenzen sowohl gegen Erwinia carotovora als auch gegen durch

paraquat-induzierten Stress. Während Arbeiterinnen, die direkt im Anschluss an die Injektion

mit der Paraquat-Lösung beziehungsweise der Bakterien-Suspension von ihren

Nestgenossinnen isoliert wurden, sich in ihrer Überlebenskurve nicht signifikant von der

Kontrollgruppe unterscheiden, zeigen Tiere, die vor der experimentellen Behandlung bereits

48 Stunden in Isolation verbrachten, Überlebenskurven, die sich nicht signifikant von denen

der Gamergaten unterschieden. Erstaunlicher Weise steigt die Resistenz dieser Gruppe unter

dem vermeintlichen Stress sozialer Isolation auf Werte ähnlich denen der Gamergaten an.

Arbeiterinnen, die in sozialer Isolation gehalten werden, zeigen eine dramatische

Veränderung in ihren Resistenzen sowohl gegen Erwinia carotovora wie auch gegen durch

Paraquat-induzierten Stress. Während Arbeiterinnen, die direkt im Anschluss an die Injektion

mit der Paraquat-Lösung beziehungsweise der Bakterien-Suspension von ihren
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Nestgenossinnen isoliert wurden, sich in ihrer Überlebenskurve nicht signifikant von der

Kontrollgruppe unterscheiden, zeigen Tiere, die vor der experimentellen Behandlung bereits

48 Stunden in Isolation verbrachten, Überlebenskurven, die sich nicht signifikant von denen

der Gamergaten unterschieden.

4.2.2.2 Die Aktivitäten der Catalase verändern sich bei in Isolation gehaltenen Tieren

Wie bereits dargestellt, gleichen sich die Resistenzen von Arbeiterinnen die isoliert von ihren

Nestgenossinnen leben, bereits nach 48 Stunden denen von etablierten, sich reproduzierenden

Gamergaten an. Das die Änderung der Resistenzen einen Prozess darstellt und nicht auf einer

zufälligen Auswahl resistenter Tiere für das Experiment beruht unterstreicht die Tatsache,

dass Arbeiterinnen, die erst nach ihrer Behandlung mit Paraquat bzw. Pathogenen in Isolation

verbracht werden nicht über die gleiche Resistenz gegen diese Stressoren verfügen wie ihre

vorisolierten Artgenossen. Um einen möglichst genauen Vergleich zwischen der ROS-

Resistenz von vorisolierten Arbeiterinnen, Arbeiterinnen und Gamergaten ziehen zu können,

wurden auch die SOD- und Catalaseaktivitäten der vorisolierten Arbeiterinnen gemessen. Der

starke Rückgang der Catalaseaktivität 48 Stunden nach Beginn der sozialen Isolierung mag

auf den ersten Blick, besonders unter Berücksichtigung der im gleichen Zeitraum stark

angestiegenen Resistenz gegen reaktive Sauerstoffspezies, verwundern, deckt sich jedoch mit

der Catalaseaktivität der Gamergaten. Die vorisolierten Arbeiterinnen weisen allerdings den

höchsten Wert an Superoxid-Dismuatsen-Aktivität aller gemessenen Kategorien auf, wenn

dieser Unterschied statistisch auch nicht signifikant ist. Das ist insofern erstaunlich, da eine

alleinige Steigerung der Aktivität der Superoxid-Dismutasen zu einer Akkumulation reaktiver

Sauerstoffspezies führen kann (Wenk et al.1999). Es ist allerdings durchaus möglich, dass

Enzyme mit Glutathion-Peroxidase-Aktivität den Verlust an Catalaseaktivität kompensieren.

Hierzu liegen jedoch keine Daten vor.

Ein weiterer Erklärungsansatz für die den Gamergaten angeglichenen Resistenzen der nach

zwei Tagen Isolation behandelten Tiere liegt im Koloniezyklus von Harpegnathos saltator:

Bei der Rossameise Camponotus floridanus verbreitet die Königin ein chemisches Signal,

dass ihrern Arbeiterinnen ihre Fertiliät signalisiert und diese davon abhält, ihre Ovarien zu

entwickeln und haploide Eier zu produzieren. Aufgrund der Grösse der Kolonien wird dieses

Signal nicht nur direkt von der Königin an die Arbeiterinnen weitergegeben, sondern befindet

sich auch auf den von der Königin produzierten Eiern als Medium (Endler et al. 2006).

Daraus ergibt sich nach dem Tod der Königin eine Karenzzeit, in der das an den Eiern

befindliche Königinnensignal die Entwicklung der Arbeiterinnen-Ovarien verhindert. Da
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Kolonien von Harpegnathos saltator mit wenigen hundert Tieren sehr viel kleiner sind als

Kolonien von Camponotus floridanus, besteht keine Notwendigkeit ein theoretisches

Gamergaten-Signal über die Eier als Medium zu verbreiten. Ein Hinweis darauf liefert die

Tatsache, dass unter Laborbedingungen innerhalb weniger Stunden nach Entnahme der

Ganmergaten aus der Kolonie die Dominankämpfe ausbrechen. Die isolierten Tiere werden

einerseits durch ihre Isolation vom Gamergaten-Signal abgeschnitten, andererseits werden sie

auch nicht durch Dominanzkämpfe in Anspruch genommen. Möglicherweise ist es ihnen

deshalb möglich, den Übergang zur Gamergate sehr viel schneller zu iniziieren als Tiere die

an Dominanzkämpfen teilnehmen und damit auch ihre Resistenz gegen oxidativen Stress und

Pathogene zu steigern.

4.3 Alternative Hypothesen zum Zusammenhang zwischen Resistenz und
Lebensspanne

Eine höhere Lebenserwartung der reproduktiv aktiven Tiere einer Kolonie ist ein unter Arten

die in eusozialen Strukturen leben weit verbreitetes Phänomen, das nicht nur auf

Hymenopteren beschränkt ist, sondern auch Isopteren und sogar Säugetiere einschließt (Carey

& Judge 2001, Buffenstein et al. 2007). Interessanterweise geht diese Verlängerung der

Lebensspanne nicht einher mit einem Fitnessverlust. In vielen Modellorganismen, die eine

künstliche Verlängerung der Lebensspanne durch Mutationen erfahren haben, wird die

zusätzliche Lebenszeit mit einem Verlust an Fitness bezahlt (Jenkins et al. 2004, Marden et

al. 2003, Walker et al. 2000). Dieser Verlust an Fitness sollte verhindern, dass sich derartige

Veränderungen in natürlichen Populationen durchsetzen (Keller & Jemielity 2006). In

Modellorganismen konnten einige Signalwege identifiziert werden, deren Modulation einen

veritablen Einfluss auf die Lebensspanne hat. Beispielhaft sei hier der Insulin/Insulin-like

growth factor signaling pathway (ILS) genannt: Im Nematoden Caenorhabditis elegans

beeinflusst der ILS Fertilität und Seneszenz antagonistisch (Dillin et al. 2002) und auch in der

Fruchtfliege Drosophila melanogaster wird durch eine gesteigerte ILS Aktivität eine erhöhte

Fertilität mit einer kürzeren adulten Lebensspanne vergolten (Tu & Tartar 2003, Giannakou et

al. 2004). So reguliert das Juvenilhormon, das bei Drosophila melanogaster Teil des ILS ist

(Tatar et al. 2003), die Expression des Dotter-Vorläuferproteins Vitellogenin und somatische

Reparaturmechanismen antagonistisch (Tu & Tartar 2003). Auch bei Caenorhabditis elegans

führt eine geringere Expressionsrate Vitellogenin codierender Gene zu einer gesteigerten

Lebensspanne (Murphy et al. 2003). Eine solche negative Korrelation zwischen Fertilität und
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Langlebigkeit fehlt allerdings bei eusozialen Insekten (Hartmann & Heinze 2003), auch wenn

die grundlegenden Komponenten vorhanden sind, die bei den oben genannten Arten für die

Regulation der Reproduktion und der Seneszenz verantwortlich sind: Juvenilhormon spielt

eine Rolle bei der alters- und situationsabhängigen Steuerung des Verhaltens bei den

Arbeiterinnen der Honigbiene Apis mellifera (Amdam & Omholt 2003, Amdam et al. 2004)

und Vitellogenin wird fortwährend in den langlebigen Königinnen (Engels et al. 1975, Fluri

et al. 1981) sowie in langlebigen Arbeiterinnen (Fluri et al. 1982) synthetisiert. Das Fehlen

einer negativen Korrelation zwischen Fertilität und Lebensspanne bei eusozialen Insekten hat

in letzter Zeit zur Formulierung neuer Theorien geführt, die grundlegende Regelmechanismen

der Entwicklung, des Alterns und der Reproduktion im Verlauf der Evolution eusozialer

Hymenopteren postulieren (Seehuus et al. 2006). Des Weiteren wurde gezeigt, dass eine

Expression des Vitellogeningens, wie sie in langlebigen Artbeiterinnen und Königinnen der

Honigbiene zu beobachten ist, die Tiere vor oxidativem Stress schützt (Seehuus et al. 2006).

Es bleibt jedoch unklar, ob dieses auf direktem Wege, durch antioxidative Eigenschaften des

Proteins selbst erfolgt (Seehuss et al. 2006). Bei Harpegnathos saltator ist ein Anstieg der

Vitellogenin-Expression bei Gamergaten zwar bislang nicht nachgewiesen, ein solcher

Anstieg ist jedoch aufgrund der reproduktiven Aktivität der Gamergaten sehr wahrscheinlich.

Sollte Vitellogenin also tatsächlich direkt an der Abwehr reaktiver Sauerstoffspezies beteiligt

sein, stellt es einen aussichtsreichen Kandidaten zur Erklärung der gesteigerten Resistenz

gegenüber oxidativem Stress der Gamergaten dar.

4.4 Fazit

Die vorliegenden Daten lassen zwei eindeutige Aussagen zu: Zum Einen, dass der Übergang

von der normalen Arbeiterin zur Gamergate, der mit einer außerordentlichen Erhöhung der

Lebensspanne von über 100 % einhergeht, von einer signifikanten Steigerung der Resistenzen

gegen durch reaktive Sauerstoffspezies ausgelösten oxidativen Stress und gegen eine

Infektion mit Pathogenen begleitet wird. In diesem Punkt gleicht die natürliche Steigerung der

Lebenserwartung beim Kastenübergang von Harpegnathos saltator der durch genetische

Manipulation künstlich herbeigeführten wie sie bei den Modellorganismen Drosophila

melanogaster, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans und der Maus zu finden ist.

Aufgrund der ebenfalls erhöhten Resistenzen gegen diese Stressoren, wie sie sich bei

Arbeiterinnen findet, die 48 Stunden in sozialer Isolation gehalten wurden, kann

ausgeschlossen werden, dass es sich beim Resistenzunterschied zwischen Gamergaten und
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Arbeiterinnen um eine Voraussetzung für den Übergang von der kurzlebigen Arbeiterin zur

langlebigen Gamergate handelt und nicht um eine Folge dieser Veränderung.

Zum Anderen kann aufgrund der vorliegenden Aktivitätswerte des antioxidativen

Abwehrsystems und der Qualtiät und Quantität des Glutathionspiegels weitgehend

ausgeschlossen werden, dass die Steigerung der Resistenz gegen oxidativen Stress beim

Übergang von der Arbeiterin zur Gamergate durch die gleichen Mechanismen vermittelt wird

wie die Unterschiede in den Resistenzen zwischen kurzlebigen Wildtypen und langlebigen

Mutanten bei den oben genannten Modellorganismen. Andererseits finden sich bei

Organismen, deren Lebenserwartung natürlicherweise recht hoch ist, wie bei den Gamergaten

relativ geringer Aktivitätswerte in den klassischen antioxidativen Abwehrsystemen.

Zusätzlich zu diesen beiden Aussagen kann festgehalten werden, dass die Aktivitätswerte der

sehr jungen Arbeiterinnen darauf hindeuten, dass diese über ein noch nicht voll ausgeprägtes

antioxidatives Abwehrsystem verfügen. Ausserdem deuten die Überlebenskurven der

aggressiven Arbeiterinnen darauf hin, dass die negativen Auswirkungen eines Stressors nicht

unspezifisch sind, sondern sehr spezifische negative Konsequenzen haben können, wie aus

der gesteigerten Anfälligkeit gegen Pathogeninfektionen nicht jedoch gegen oxidativen Stress

ersichtlich wird.

Aufgrund dieser Eigenschaften, der natürlichen Verlängerung der Lebenserwartung in

Einklang mit erhöhter Resistenz gegen Stressoren, die nicht über die bekannten molekularen

Mechanismen vermittelt werden, stellt Harpegnathos saltator ein vielversprechendes Modell

für die Erforschung des Alterungsprozess` und den Einfluss von Stressoren auf diesen Prozess

dar.



                                                                                                                        Summary

99

5.a Summary

This work deals with the relation between the resistance towards stressors and the progression

of senescence. Even though the process of biological aging is a central aspect in the life of all

multicelluar organisms, among them man, are its cause to this day not well understood, which

is highlighted by the sheer number, more than 300 exist, of scientific theories. One important

aspect of the mechanisms of aging seem to be various stress-inducing factors. In the spotlight

of attention are, among others, pathogens and especially reactive oxygen species, which cause

oxidative stress. In recent years, many studies proofed a relationship between the resistance

towards these stressors and the life expectancy of an organism. In genetically easily to

manipulate model organisms, mutants were created, which possess a higher life expectancy

compared to the wild type. Many of these mutants also feature an improved resistance

towards various stressors. What comes to the disadvantage of these models is the fact, that

even this increased life expectancy is rather short. Another disadvantage is the fact that these

artificial changes might not stand up to natural conditions. Therefore this work tries to

establish a new model for the research on the aging process: The ant Harpegnathos saltator is

able to improve ist life expectancy by more than 100% under natural conditions. Using this

organism, the relationship of higher stress resistance and increased life expectancy was tested

under natural conditions. It has been shown that the individuals with a high life expectancy

have a highly increased resistance against the stress caused by pathogens and reactive oxygen

species compared to the group of individuals with a low life expectancy from which they

originated. By measuring the activities of the antioxidative defense system, it was shown that

the increase in resistance to oxidative stress is not mediated via the same mechanisms as in

manipulated model organisms: The activities of the Superoxide-dismutases and the Catalase

are not elevated in long-living ants as they are in long-living mutants of model organisms.

Furthermore it was shown that social stress indeed influences the resistance to pathogens and

oxidative stress. But this influence is highly specific and necessarily negative. To conclude, it

can be stated that the knowledge that about the process of aging that was accquainted through
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5.b Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit den Zusammenhängen der Resistenz gegen

Stressoren und dem Fortschreiten des biologischen Alterungsprozess. Obwohl der

Alterungsprozess einen zentralen Themenkomplex im Leben eines jeden mehrzelligen

Organismus, darunter nicht zuletzt auch der Mensch, darstellt, sind seine Ursachen bis heute

nicht eingehend verstanden, was die schiere Anzahl wissenschaftlicher Theorien zu diesem

Thema, es sind über 300, verdeutlicht. Ein wichtiger Aspekt der Mechanismen die dem

Alterungsprozess zugrunde liegen scheinen jedoch verschiedenste stressauslösende Faktoren

zu sein. Eine herausragende Position unter diesen Stressoren nehmen Pathogene und der

durch endogene und exogene reaktive Sauerstoffspezies hervorgerufene oxidative Stress dar.

In den letzten Jahren wurde in vielen Studien belegt, dass ein Zusammenhang zwischen der

Resistenz gegenüber diesen beiden Stressoren und der Lebenserwartung eines Organismus

besteht. Bei etablierten, genetischen Manipulationen zugänglichen Modellorganismen,

können Muatnten geschaffen werden, die sich durch eine im Vergleich zu den Wildtypen

erhöhte Lebenserwartung auszeichnen. Viele dieser Mutantent weisen zusätzlich zu ihrer

gesteigerten Lebenserwartung auch gesteigerte Resistenzen gegen eine Vielzahl von

Stressoren auf. Ihnen allen ist jedoch gemein, dass sie kurzlebige Spezies sind und selbst die

gesteigerte Lebenserwartung nicht besonders hoch ist. Einen weiteren Nachteil stellt die

Tatsache dar, dass die Veränderungen artifiziell hervorgerufen wurden und sich unter

Umständen unter natürlichen Bedingungen nicht notwendiger weise als robust erweisen.

Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, einen neuen Organismus für die

Altersforschung zu erschliessen. Die Ameisenart Harpegnathos saltator verfügt über die

Eigenschaft, unter natürlichen Bedingungen ihre Lebensspanne um mehr als 100% gegenüber

dem Normalwert steigern zu können. Diese Eigenschaft wurde genutzt um den

Zusammenhang zwischen gesteigerten Resistenzen und einer gesteigerten Lebenserwartung in

einem natürlichen System zu überprüfen. Es konnte nachgewiesen werden, dass die

langlebigen Individuen gegnüber der Gruppe der kurzlebigen Individuen, aus der sie hervor

gegangen waren, eine stark erhöhte Resistenz gegenüber  oxidativem Stress und Pathogenen

zeigte. Durch Messungen der Aktivitäten des antioxidativen Abwehrsystems konnte

zusätzlich nachgewiesen werden, dass die Resistenz gegen oxidativen Stress nicht auf

gleichem Weg vermittelt wird, wie bei den Modellorganismen: Die Aktivitäten der Catalase

und der Superoxid-Dismutasen waren bei langlebigen Harpegnathos saltator im Gegensatz zu

vielen Mutantenlinien nicht erhöht. Desweitern konnte nachgewisen werden, dass das
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Immunsystem und die antioxidative Abwehr auch von psychischem Stress beeiflusst wird.

Dieser Einfluss ist jedoch hoch spezifisch und nicht per se negativ. Abschliessend kann

gesagt werden, dass die vorliegende Arbeit eindeutig zeigt, dass Erkenntnisse zum

Alterungsprozess, die an kurzlebigen Modellorganismen gewonnen werden, nicht immer ohne

Abstriche auf langlebige natürliche Systeme zu übertragen sind.
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