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Einfluss von Resveratrol auf oxidativen Stress

Abstract

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Resveratrol auf die Wirkung von oxidativem Stress bei
Saccharomyces cerevisiae und 1ibrio fischeri untersucht. Resveratrol ist ein Antioxidans und wird von
verschiedenen Pflanzen zur Immunabwehr hergestellt. Dem Stoff wird ausserdem eine heilende
Wirkung gegen verschiedene Krankheiten wie zum Beispiel Herzkrankheiten oder Krebs nachge-
sagt. Pflanzen produzieren Resveratrol zum eigenen Schutz vor UV-Strahlen oder Parasiten. Je
gestresster die Pflanze ist, desto mehr Resveratrol produziert sie.

Fir die Versuche wurden die beiden Einzeller Saccharomyces cerevisiae und 1ibrio fischeri verwendet.
Saccharomyces cerevisiae ist eine Hefeart, [7brio fischeri ein Leuchtbakterium. Bei den beiden Einzellern
wurde oxidativer Stress anhand von Wasserstoffperoxid und Cumene Hydroperoxide erzeugt. Um
den Einfluss von oxidativem Stress auf den Stoffwechsel von Saccharomyces cerevisiae zu zeigen,
wurde die CO-Produktion bestimmt. Bei I7brio fischeri konnte mithilfe eines Lumitesters die
Leuchtstirke tiberprift werden.

In verschiedenen Experimenten wurde untersucht, ob und wie stark Resveratrol die Reaktion auf
oxidativen Stress beeinflusst. Die Hypothese war, dass Resveratrol den oxidativen Stress minimie-
ren kann. Der Stoffwechsel von Saccharomyces cerevisiae und 1ibrio fischeri sollte also mit dem Stressor
und Resveratrol dieselbe Leistung erbringen wie ohne Zusatzstoffe.

Es zeigte sich, dass Resveratrol den Stoffwechsel unter Einfluss von oxidativem Stress positiv be-
einflusst. Proben, welche mit Resveratrol behandelt wurden, zeigten eine héhere CO»-Produktion
bzw. eine stirkere Biolumineszenz als Proben, die kein Resveratrol enthielten. Die Hypothese
konnte somit bestatigt werden.
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1 EinfUhrung

1.1 Resveratrol

Resveratrol (3, 4',5-#rans-trihydroxystilben) ist ein natiirlich vorkommendes Antioxidans, das zu den
Phytoalexinen zihlt. Phytoalexine gelten als das Immunsystem von Pflanzen und werden von die-
sen als Schutz gegen Parasiten und Pilzinfektionen gebildet. Auch bei hohen Ozonbelastungen,
UV-Strahlen oder anderem oxidativen Stress (siche 1.2) wird Resveratrol gebildet. Als Antioxidans
kann Resveratrol reaktive Sauerstoffradikale neutralisieren [1]. Resveratrol gilt als ,,CR-Mimeti-
kum®. Das bedeutet, dass dem Organismus eine Kalorienrestriktion (CR) vorgetauscht wird. Damit
verbunden sind ein geringerer Stoffwechselumsatz und damit weniger oxidativer Stress sowie eine
erhéhte DNA-Reparatur. Ausserdem ist Resveratrol fiir eine verminderte Zellteilungsrate verant-
wortlich. Durch den verminderten oxidativen Stress hat Resveratrol eine Schutzwirkung gegen
Herz-Kreislauferkrankungen sowie eine entziindungshemmende und krebshemmende Wirkung,.
Diese Effekte sind auf die Kalorienrestriktion zurtickzufiihren, da wegen der verminderten Nah-
rungsaufnahme weniger freie Radikale entstehen [2].

Durch die Kalorienrestriktion wird der Korper in eine Art Notstand versetzt. In diesem werden
die Zellen unter geringstmoglichem Energieverbrauch repariert. So wird deren Lebensdauer ver-
lingert und Alterungsprozesse und damit verbundene Krankheiten verlangsamt. Damit konnte

man die Lebensspanne von gewissen Organismen verlingern [2; 3].

Resveratrol kann als trans- und cis-Isomere vorkommen. Unter UV-Bestrahlung wird die trans-
Form in die cis-Form umgewandelt. Die trans-Form ist jedoch die stabilere der beiden Formen

und kommt haufiger vor.

OH HO

=

OH

t!‘ans-l’esveratrol cis-resveratrol

OH HO

Abb. 1: trans- und cis-Resveratrol [A]

Resveratrol wurde in vielen Pflanzen und Lebensmitteln gefunden, besonders im japanischen und
chinesischen Knoterich (Pobygonum: cuspidatum), aber auch in Himbeeren, Pflaumen und Weintrau-
ben. In roten Weintrauben fand man grossere Mengen an Resveratrol. Folglich ist auch in Rotwein
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der Resveratrolanteil hoch, da bei dessen Herstellung viel Resveratrol im Alkohol des Weines gelost
wird. In diesem Zusammenhang kam in den 1980er-Jahren das ,,franzésische Paradox® auf'.

1.2 Oxidativer Stress

Als oxidativer Stress wird ein unausgeglichener Auf- und Abbau von freien Radikalen bezeichnet.
Freie Radikale sind hochreaktive Sauerstoffverbindungen, die ein freies Elektron besitzen. Diese
reaktiven Sauerstoffspezies konnen tiberall im Koérper entstehen, vor allem aber in den Mitochond-
rien als Nebenprodukt der Atmung. Sie kénnen Schiden an der DNA, an Proteinen und Lipiden
verursachen, was unter anderem zur Krebsentstehung beitragen kann. Oxidativer Stress kann zum
Zelltod oder, in extremen Fillen, zum Absterben von Gewebe fihren. Laut der ,, Theorie der freien
Radikale® sind freie Radikale der Hauptgrund fur den Alterungsprozess [4].

Zellen konnen als Schutz gegen freie Radikale Substanzen produzieren, welche mit den Radikalen
reagieren oder sie katalytisch zetlegen. Dazu geh6rt zum Beispiel das Enzym Katalase. Die Katalase
wandelt die reaktiven Sauerstoffspezies in weniger reaktive Sauerstoffmolekiile und Wasser um.
Erst wenn diese Schutzwirkungen nicht mehr einen ausgeglichenen Auf- und Abbau der Radikale
gewihrleisten, spricht man von oxidativem Stress. Dieser Stress kann durch Krankheiten wie In-
fektionen oder Bluthochdruck im Kérper selbst entstehen. Er kann aber auch durch dussere Fak-
toren wie zum Beispiel Einnahme von Medikamenten, Zigarettenrauch oder UV-Strahlen hervor-
gerufen werden [5].

1.3 Wasserstoffperoxid (H202) und Cumene Hydroperoxide (CHP)

In dieser Arbeit wurden Wasserstoffperoxid (H2O2) und Cumene Hydroperoxide (CoHi20») als
oxidative Stressfaktoren eingesetzt. Beide Stoffe gehoren zur Gruppe der Oxidationsmittel. Sie
wirken reizend, antibakteriell und oxidierend. Fir Cumene Hydroperoxide wird in dieser Arbeit
der englische Ausdruck verwendet, da er gelaufiger ist als der deutsche.

Wasserstoffperoxid wird durch das Enzym Katalase zu Wasser und Sauerstoff abgebaut:
2H,0, — 2H,0 + O,

Der Zerfall zu Wasser und Sauerstoff wird vor allem durch Metalle, Licht, Wirme und Katalysato-
ren beschleunigt. Beim Zerfall entsteht in Flussigkulturen Schaum durch die Sauerstofffreisetzung.
Saccharomyces cerevisiae besitzt das Enzym Katalase. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde aus diesem
Grund anstelle von Wasserstoffperoxid CHP verwendet. CHP wird nicht durch die Katalase um-
gewandelt, weshalb es besser fiir die Arbeit mit Saccharomyces cerevisiae geeignet ist. [6].

' Die Beobachtung, dass Franzosen weniger Herzinfarkte erleiden als Amerikaner, obwohl sie ihn-
lich viel rauchen und gleich viel Fett konsumieren, fithrte zur Annahme, dass der Rotweinkonsum
einen positiven Effekt auf Herzkrankheiten hat [20; 22].
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1.4 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae gehort zu den Hefen (und damit zu den Pilzen) und wird auch Back- oder
Bierhefe genannt. Hefen gehéren zu den Eukaryoten, besitzen also einen Zellkern und eine Zell-
wand. Sie sind zwischen 5 und 10 um gross [7].

Der Stoffwechsel von S. cerevisiae verlauft fakultativ anaerob. Das bedeutet, dass sie durch Zellat-
mung oder durch Girung Energie gewinnen kann. Die Hefe verwendet fiir den Energiestoffwech-
sel vor allem Zucker. Verlduft der Stoffwechsel aerob, also mit Sauerstoff, so entsteht dabei CO;
aus der Atmung,.

CeH120¢ + 60, 2> 6CO2 + 6H,O

Verlduft er hingegen anaerob, ohne Sauerstoff, so wird Ethanol produziert. Dieser Vorgang wird
alkoholische Girung genannt.

CsH1204 > 2C,HsOH + 2CO,

Fur die Vermehrung der Hefe sind ca. 28°C optimal. Unter guten Bedingungen kann sich die He-
femasse innerhalb von zwei Stunden verdoppeln. Ausschlaggebend fir das Wachstum sind die
Sauerstoftkonzentration und der Zuckergehalt im Medium [8].

Abb. 2: Zellen von . cerevs- Abb. 3: Schiumende S. cerevisiae nach
size. Ein 'Teilstrich ent- Zugabe von Glucose

spricht 1 um [B]
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1.5 Vibrio fischeri

Viibrio fischers, auch Aliivibrio fischeri genannt, ist ein Leuchtbakterium und wurde 1889 von Martinus
Willem Beijerinck entdeckt. Es ist gramnegativ’. Das Bakterium ist fakultativ anaerob, kann also
unter sauerstoffreichen, sowie unter sauerstoffarmen Bedingungen iiberleben. Es ist ausserdem
biolumineszent (siche 1.6), das bedeutet, dass es selbst Licht produzieren kann. Aufgrund dieser
Fahigkeit lebt es hdufig in Symbiosen. Viele Meereslebewesen, wie zum Beispiel Heringe oder

Kalmare, nutzen diese Biolumineszenz zur Jagd, Tarnung oder Kommunikation [9].

Abb. 4: Euproymna scolopes lebt in Symbiose mit . fischer: [C]

V7. fischeri wird vor allem zur Kontrolle der Wasserqualitit verwendet, denn die Leuchtstirke und
die Vermehrung des Bakteriums passen sich dieser an, es ist ein Indikator der Wasserqualitdt. Das
Bakterium ist schnell und einfach zu kultivieren weshalb es sich gut eignet. Die Wasserproben
werden mit NaCl angereichert und mit den Leuchtbakterien beimpft. Anschliessend wird die
Leuchtstirke gemessen. Nach 30 Minuten wird die Messung wiederholt, da die Bakterien die
Leuchtstirke der Wasserqualitit anpassen [9].

1.6 Relative Light Units

Die Leuchtstirke der 7. fischeri wurde mit Hilfe der relativen Grésse RLU (Relative Light Units)
gemessen. . fischeri erzeugt in chemischen Prozessen Licht. Bei Bakterien findet dieser Vorgang
in Zytoplasma statt. Es handelt sich bei der Reaktion um eine Oxidationsreaktion: Durch das En-
zym Luziferase wird Luziferin mit Sauerstoff oxidiert. Es entsteht Oxiluziferin, welches sich in
einem energiereichen Zustand befindet. Unter Abgabe von Licht wird Oxiluziferin wieder in Lu-
ziferin abgebaut und es entsteht AMP und CO»,

Luziferin + ATP + O, — Oxiluziferin + AMP + CO; + Licht

> Gramnegativ ist ein Ausdruck der Gram-Firbung. Bei diesem Vorgang werden Bakterien zur
Identifizierung zuerst mit einem Farbstoff eingefirbt und anschliessend mit Ethanol nachbehan-
delt. Durch diesen Vorgang lassen sich Bakterien in zwei Gruppen unterteilen, denn sie haben
einen unterschiedlichen Aufbau der Zellwinde. Diese Zellwand wird je nach Aufbau bei der Gram-
Firbung anders eingefirbt [23].
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Das Leuchtsystem ist direkt an die Atmungskette und den ATP_Pool des Bakteriums gekoppelt.
Ein Ruckgang der Lichtintensitit bedeutet somit eine Stérung des Stoffwechsels und verhilt sich
proportional zur Stirke der Verschmutzung des Wassers [10; 11].

Es konnte gezeigt werden, dass Resveratrol auch einen Einfluss auf die mitochondriale Atmungs-
kette hat. Die Kapazitat der Mitochondrien wurde gesteigert. Dadurch liegt ein héherer Sauerstoff-
verbrauch vor. Die Leuchtstirke von 1. fischeri ist direkt von der Atmungskette abhingig. Da Res-
veratrol die Aktivitit der Mitochondrien beeinflusst, ist eine verinderte Leuchtstirke der Bakterien
messbar [12].

Biolumineszenz kann auch aufgrund von oxidativem Stress hervorgerufen werden. Durch die Ab-
gabe von Licht kann oxidativer Stress abgebaut werden [13].

Simona Jacquemai Seite 5



Einfluss von Resveratrol auf oxidativen Stress

2 Material und Methoden

2.1 Versuche mit Saccharomyces cerevisiae

2.1.1 Ansetzen der S. cerevisiae - Kulturen

7 g getrocknete S. cerevisiae aus der Migros (LOT-Nummern: 275 D8, 063 AD13, 063 AD6) wurden
in 100 ml Leitungswasser eingerithrt. Das Wasser war bei allen Versuchen zu Beginn zwischen
29°C und 31°C warm. Das Wasser kiihlte sich im Verlauf des Versuchs auf Zimmertemperatur (ca.
20° C) ab. Die getrocknete S. cerevisiae wurde anschliessend wihrend 15 min rehydriert. Danach
wurden 2.5 g Glucose MORGA AG, Ebnat-Kappel) eingertihrt. Nach weiteren 5 min konnte die
Suspension verwendet werden.

In allen Versuchen mit S. cerevisiae wurden jeweils 6 ml der Suspension verwendet. Diese Vorberei-
tung der S. cerevisiae Suspension beruht auf einem Zuckerstoffwechselexperiment mit Hefe aus dem
Novartis Schullabor (siehe Anhang Abb. 18: Anleitung zur Vorbereitung von . cerevisiae.

2.1.2 Messung der CO2-Produktion

Zur Kontrolle der Stoffwechselaktivitit wurde die CO,-Produktion von S. cerevisiae gemessen. Da-
tir wurden Vernier CO»-Sensoren verwendet. Der Sensor kann CO,-Konzentrationen von 0-
10°000 ppm und von 0-100°000 ppm aufzeichnen. Die Daten wurden mit einem Vernier LabQuest
2 aufgezeichnet. Beide Gerite wurden von der Novartis zur Verfigung gestellt.

Abb. 5: Zwei Vernier CO;-
Sensoren mit je 6 ml S. cerevi-
Siae-Suspension
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2.1.3 Versuche mit Resveratrol

Aufgrund der geringen Loslichkeit in Wasser (0.03 g/1) wurde das Resveratrol in 50 % Ethanol
gel6st [14]. In den Versuchen wurde aus diesem Grund auch die Reaktion von . cerevisiae auf Etha-
nol getestet. Die verwendeten Konzentrationen sind jedoch zu gering, um einen Effekt auf den
Stoffwechsel zu haben [15]. Das Resveratrol wurde von Evolva zur Verfiigung gestellt. Die Firma
stellt es aus Hefe her. Das Resveratrol wurde pulverférmig geliefert.

Resveratrol wurde zunichst in Konzentrationen von 10 pM und 100 uM getestet. Die Konzentra-
tion von 100 uM zeigte bei S. cerevisiae eine Stoffwechsel anregende Wirkung (siche Abb. 12: An-
derung der CO2-Produktion bei . cerevisiae nach der Zugabe von verschiedenen Resveratrolkon-
zentrationen. Diese Konzentration wurde in den weiterfiihrenden Experimenten verwendet.

Abb. 6: Gelostes Resveratrol in
50% Ethanol

Damit das Resveratrol in die Zellen gelangen konnte, wurde es zuerst mit S. cerevisiae vorinkubiert.
Nach 60 min wurde das Cumene Hydroperoxide zur S. cerevisiae - Suspension hinzugefiigt und es
wurde mit der Messung begonnen. Damit sollte eine rein chemische Reaktion zwischen Oxidati-
onsmittel und Resveratrol ausgeschlossen werden [16].

2.1.4 Oxidationsmittel

Nach umfangreichen Vorversuchen hat sich gezeigt, dass Hefe auf H,O, mit starker Schaument-
wicklung reagiert (siche Anhang, Abb. 20: Anderung der CO2-Konzentration der S. cerevisiae nach
Zugabe von H202 (5%). Aus diesem Grund wurde nicht weiter mit H,O, gearbeitet.

Cumene Hydroperoxide wurde in den Konzentrationen 0.3 mM, und 0.3 M getestet. Die Konzent-
rationen zeigten jedoch innerhalb von 10 min keine Wirkung auf die Zellen von S. cerevisiae. In den
weiteren Versuchen wurden die Konzentration von 0.1 M und eine Messzeit von 60 min verwen-
det, da diese den deutlichsten Unterschied zeigte (siche Abb. 11: Anderung der CO2-Produktion
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bei S. cerevisiae nach der Zugabe von CHP. Die Konzentration von CHP konnte von 0.3 M auf 0.1
M gesenkt werden, da diese Konzentration nach 60 min bereits eine Wirkung auf S. cerevisiae zeigte.

2.2 Versuche mit Vibrio fischeri

2.2.1 Ansetzen von V. fischeri

Ein paar Tage vor den Versuchen wurde das Nahrmedium (2 1) fiir 1. fischers hergestellt. Die ge-
friergetrockneten Leuchtbakterien wurden mit 5 ml Reaktivierungslosung nach Anleitung des Her-
stellers gemischt [17]. Nach 15 min konnten die reaktivierten Bakterien in 250 ml Niahrmedium
geschiittet werden. Die Bakterien wurden tiber Nacht bei ca. 300 rpm auf dem Magnetriihrer ge-
rihrt und so vermehrt. Durch das Rithren wurden die Bakterien mit Sauerstoff versorgt. Erst ab
einer bestimmten Bakteriendichte leuchten die Bakterien und kénnen fir den Lumineszenztest
verwendet werden [16]. Die fur die Experimente benétigten . fischeri wurden von der Novartis

zur Verfliigung gestellt.

Abb. 7: 7. fischeri in einem
Erlenmeyerkolben auf dem

Magnetriihrer

Fir die Messung der Leuchtkraft wurde eine Kiivette im Luminometer (LUMITESTER PD-10,
Kikkoman, Japan) mit 1 ml Flissigkeit gefiillt. Die Bakterien wurden fiir die Messung mit einer
2%igen wissrigen NaCl-Losung 1:1 verdiinnt. Es zeigte sich, dass verdiinnte Bakterien heller leuch-
ten als nicht verdiinnte. Die Suspension bestand aus 0.5 ml 2%NaCl-Lésung und 0.5 ml Bakteri-
enkulturlésung, in der sich auch das geloste Resveratrol bzw. das CHP befand [17].
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B |

Abb. 8: Kiivetten mit je 0.5
ml 2% NaCL-L6sung

Abb. 10: Kivette wird mit Hilfe des Abb. 9: Luminometer mit ei-
Applikators in den Luminometer nem Messwert (RLU)
gesteckt

Bei der Verwendung des LUMITESTER PD 10-N sind die Kommastellen zu beachten. Der Lu-
minometer zeigt im Display Kommastellen an, das sind aber keine Nachkommastellen, sondern
1000er-Stellen.

z.B 43.982 = 43982

2.2.2 Versuche mit Resveratrol

Wie in den Versuchen mit S. cerevisiae wurde zuerst die Reaktion der 1. fischeri auf Resveratrol,
Ethanol und Cumene Hydroperoxide getestet.

In verschiedenen Experimenten [18] wurde gezeigt, dass Resveratrol ab einer gewissen Menge to-
xisch wirkt. Aus diesem Grund wurden hier geringe Konzentrationen verwendet: 5 uM, 10 pM und
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20 uM Resveratrol. Die Lumineszenz wurde jeweils drei Mal gemessen. Aus diesen Werten wurde
der Mittelwert berechnet. Wihrend 30 Minuten wurde alle fiinf Minuten die Lumineszenz mithilfe
des Lumitesters kontrolliert. Aufgrund der erhaltenen Resultate wurde die Konzentration von 10
uM Resveratrol in 50 % Ethanol weiterverwendet (siche Abb. 16). Das Ethanol selbst zeigte keinen
Einfluss auf die Leuchtkraft von [7brio fischeri (sieche Anhang Abb. 19).

Bei Messungen in denen Resveratrol und Cumene Hydroperoxide kombiniert wurden, wurde das
Resveratrol wiederum 60 min friher mit den 1. fischer: vorinkubiert und erst dann CHP hinzuge-
geben. Nach Zugabe von CHP wurde mit der Messung begonnen.

2.2.3 Oxidationsmittel

Bei CHP wurden die Konzentrationen von 0.15 mM und 0.3 mM getestet [13]. Da die Resultate in
den Vorversuchen nicht eindeutig waren, wurden beide Konzentrationen fir die folgenden Expe-
rimente weiterverwendet (siche Abb. 15).
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3 Resultate

3.1 Experimente mit S. cerevisiae

Die CO,-Produktion wurde wihrend 60 min gemessen. Mithilfe der Nullprobe konnte die CO»-
Entwicklung ohne Zugabe von weiteren Stoffen wie Cumene Hydroperoxide oder Resveratrol ver-

folgt werden. Die CO»-Produktion wird in Prozent angegeben, um die Werte besser vergleichen

zu konnen.

4500%

4000%

3500%

3000%

2500%

2000%

CO2-Produktion

1500%

1000%

500% /
O% n T T T T T T T T T T T 1

0 316 636 956 1276 1596 1916 2236 2556 2876 3196 3516
Zeit (s)

== Nullprobe
=$=—0.1 M CHP

Abb. 11: Anderung der CO»-Produktion bei . cerevisiae nach der Zugabe von CHP

Die Grafik zeigt den Einfluss von CHP auf S. cerevisiae. Als Vergleich dient die Nullprobe, welche

kein CHP enthilt.
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Abb. 12: Anderung der CO,-Produktion bei . cerevisiae nach der Zugabe von verschiedenen Res-

veratrolkonzentrationen
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Abb. 13: Anderung der CO,-Produktion bei . cerevisiae nach der Zugabe von Resveratrol (60 min

vor Messbeginn) und Cumene Hydroperoxide
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Beiden Proben wurde Resveratrol zugegeben. Die Probe, die durch die blaue Kurve dargestellt
witd, enthalt zusitzlich CHP. In der Grafik wird die CO,-Produktion von S. cerevisiae unter Einfluss
von Resveratrol mit und ohne CHP verglichen.

4500%

4000%

3500%

3000%

2500%

=4=100 uM Resveratrol, 0.1 M

2000%

CO2-Produktion

CHP

1500%
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500%

O%' T

O > Vo o D On So P O
ONEENECNECHETE R W S0
¢ % % % X G & "0 "%

Zeit (s)

Abb. 14: Anderung der CO»-Produktion bei . cerevisiae nach der Zugabe von Resveratrol (60 min
vor Messbegin) und Cumene Hydroperoxide

Im Vergleich zu Abb. 13 enthalten hier beiden Proben CHP. Die blaue Kurve zeigt, wie sich die
CO»-Produktion entwickelt, wenn Resveratrol zugegeben wurde.
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3.2 Experimente mit V. fischeri

Die Leuchtkraft einer Probe wurde wihrend 30 Minuten gemessen. Damit die Abbildungen besser
lesbar und vergleichbar sind, wird die y-Achse bei allen Graphiken zwischen 30 % und 130 %

angezeigt.
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Abb. 15: Leuchtkraftinderung bei 1. fischeri nach der Zugabe von verschiedenen Konzentrationen
Cumene Hydroperoxide (CHP)
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Abb. 16: Leuchtkraftinderung bei 1. fischeri bei Zugabe von verschiedenen Resveratrolkonzentra-
tionen

Simona Jacquemai Seite 14



Einfluss von Resveratrol auf oxidativen Stress
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Abb. 17: Leuchtkraftinderung bei 1. fischers nach der Zugabe von Resveratrol und CHP in ver-
schiedenen Konzentrationen

Die hellblaue Kurve in Abb. 17 zeigt die Nullprobe. Dieser Probe von 1. fischeri wurde weder CHP
noch Resveratrol zugefiigt. Zu vergleichen sind die dunkelblaue und die rote Kurve. Diesen zwei
Proben mit 1. fischeri wurde je 0.15 mM CHP hinzugefiigt. Die Probe, die durch die dunkelblaue
Kurve dargestellt wird, enthilt zusitzlich 10 uM Resveratrol.

Auch die griine und die violette Kurve kénnen verglichen werden. Beide Proben enthalten 0.3 mM
CHP. Die Probe, die durch die grine Kurve dargestellt wird, enthilt zusitzlich 10 uM Resveratrol.
Man sieht bei der dunkelblauen und der griinen Kurve die Wirkung, die Resveratrol auf den durch
CHP gestressten Stoffwechsel hat.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Resveratrol auf oxidativen Stress bei S. cerevisiae und 1.
fischer: untersucht. Oxidativer Stress kann einen erheblichen Einfluss auf den Stoffwechsel ver-
schiedener Organismen haben. Resveratrol, ein Antioxidans, wurde auf eine Schutzwirkung gegen
diesen Stress untersucht.

In Abb. 12 ist die Anderung der CO-Konzentation bei S. cerevisiae nach der Zugabe von verschie-
denen Resveratrolkonzentrationen ersichtlich. Die CO»-Konzentration der Hefe mit 100 uM Res-
veratrol ist nach 60 min um 500% héher als die der Nullprobe. Hier zeigt sich ein stoffwechselfor-
dernder Effekt von Resveratrol auf . cerevisiae. Dies widerspricht der Annahme, dass Resveratrol
eine Kalorienrestriktion vortduscht und den Stoffwechsel hinuntergefahren wird. Die zweite Res-
veratrolkonzentration, 10 uM, scheint hingegen eine Verminderung der CO»-Produktion hervor-
zurufen. Dieses Experiment wurde nur einmal durchgefithrt. Aufgrund der geringen Datengrund-
lage kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob es sich bei den Resultaten um eine tatsachliche
stoffwechselférdernde bzw. -einschrinkende Wirkung handelt, oder ob das Ergebnis nur Zufall
war. Mit Sicherheit spielt aber die Alkoholkonzentration keine Rolle fiir den Stoffwechsel. Die
Ethanol-Toleranz liegt bei der Hefe zwischen 5% und 23%. Das kann je nach Art schwanken [15].
Um die Resveratrolkonzentration von 100 uM zu 16sen, wurden 6.8 pl Ethanol zu 6 ml Hefesus-
pension zugefiigt. Das entspricht einer Konzentration von etwa 0.1%.

In Abb. 14 ist die Anderung der COx-Konzentration bei S. cerevisiae nach der Zugabe von Res-
veratrol und CHP ersichtlich. Die Hefeprobe mit 100 pM Resveratrol und 0.1 M CHP zeigt nach
60 min Messzeit eine hohere CO,-Produktion als die Probe, die 0.1 M CHP aber kein Resveratrol
enthilt. Dieses Experiment zeigt den Einfluss von Resveratrol auf den gestressten Stoffwechsel.
Offenbar kann der Stoffwechsel von §. cerevisiae eher mit oxidativem Stress umgehen, wenn Res-
veratrol zugegeben wurde.

Bei S. cerevisiae schwankt die CO»-Produktion zwischen 1000 und 4000 %. Diese grossen Unter-
schiede sind auf verschiedene Ursachen zurtickfihrbar. Fir die Messung wurden jeweils 6 ml der
Hefesuspension pipettiert. Aufgrund der starken Schaumentwicklung der Hefe (entweichendes
CO,, siche Abb. 3) war es schwierig, diese Menge genau zu bestimmen. Weiter konnte auch die
Wassertemperatur leicht schwanken (zwischen 29° und 31° C zu Beginn des Versuchs). Die Was-
sertemperatur beeinflusst die Atmungs- und Garungsrate. Die Hefe 10ste sich nicht in allen Fillen
gleich gut im Wasser. Es kam vor, dass sie am Boden des Erlenmeyerkolbens klebte und sich durch
Schwenken und Ruhren nicht 16sen liess. Dadurch konnten die Hefezellen langsamer rehydriert
und die CO»-Produktion eingeschrinkt werden.

Zu Beginn der Versuchsreihe betrug die Messzeit der CO,-Produktion 10 min. Es wurde nicht
beachtet, dass Resveratrol moglicherweise eine Einwirkzeit auf die Zellen benétigt. Wihrend den
Laborversuchen bei der Novartis in Basel wurde die Messzeit von 10 Minuten auf 60 Minuten
erhoht. Das Resveratrol wurde ausserdem 60 Minuten vor Messbeginn zugegeben, um besser auf
die Zellen wirken zu kénnen.
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Resveratrol hat einen Einfluss auf die mitochondriale Atmungskette. Die Aktivitit der Mitochond-
rien wird angeregt, dabei wird ein grosserer Sauerstoffverbrauch erzeugt. Da die Leuchtstirke von
V. fischeri direkt von der Atmungskette abhingig ist, kann Resveratrol die Leuchtkraft beeinflussen
[12]. In Abb. 17 ist die Leuchtkraftinderung bei 1. fischeri nach der Zugabe von Resveratrol und
CHP in verschiedenen Konzentrationen zu sehen. Die Proben, die Resveratrol enthalten, geben
mehr Licht ab, als die Proben, welche kein Resveratrol enthalten. Bei allen Proben wird die Leucht-
starke durch CHP eingeschrankt, allerdings nicht bei allen gleich stark. Je hoher die CHP-Konzent-
ration ist, desto mehr nimmt die Leuchtstirke ab. Enthilt die Probe zusitzlich Resveratrol, so ist
nimmt die Leuchtkraft wieder zu. Diese Resultate bestitigen die Hypothese, dass Resveratrol oxi-
dativen Stress mindern kann.

In Abb. 16: Leuchtkraftinderung bei . fischeri bei Zugabe von verschiedenen Resveratrolkonzent-
rationen ist die Leuchtkraftinderung bei 1. fischeri bei Zugabe von verschiedenen Resveratrolkon-
zentrationen zu sehen. Es ist erkennbar, dass die Leuchtstirke bei allen Proben gemindert ist, ver-
glichen mit der Nullprobe. Es hat den Anschein, dass Resveratrol ohne oxidativen Stress keinen
stoffwechselférdernden Effekt auf 1. fischeri hat. In Verbindung mit CHP wirkt Resveratrol aber
stoffwechselanregend auf die Bakterien (siche Abb. 17).

In Abb. 17: Leuchtkraftinderung bei /. fischers nach der Zugabe von Resveratrol und CHP in
verschiedenen Konzentrationen ist die Leuchtkraftinderung bei 1. fischeri nach der Zugabe von
Resveratrol und CHP in verschiedenen Konzentrationen zu sehen. Nach 5 min Messzeit bricht bei
allen funf Versuchsreihen die Leuchtstirke stark ein. Dies kénnte ein Stoffwechselschock sein,
denn kurz zuvor, vor Beginn der Messung, wurde allen Proben 0.15 mM oder 0.3 mM CHP zuge-
geben. Der Stoffwechsel von 1. fischeri wird von oxidativem Stress beeinflusst, wodurch die
Leuchtkraft abnimmt. Jedoch weist auch die Nullprobe eine verminderte Leuchtkraft zu Beginn
der Messung auf. Der Nullprobe wurde weder CHP noch Resveratrol beigefiigt, es kann also nicht
an diesen zwei Wirkstoffen liegen. Es konnte nicht geklirt werden, aus welchem Grund bei allen
Proben die Leuchtstirke unmittelbar nach Versuchsbeginn abnimmt. Diese Reaktion ist nur bei
diesem Experiment aufgetreten. Bei anderen Versuchen trat dieser Effekt nicht auf. Es ist jedoch
zu beobachten, dass die Proben, die Resveratrol enthalten, weniger stark eingeschrankt werden als
die Proben, die kein Resveratrol enthalten. Bei den Proben mit Resveratrol erholte sich der Stoff-
wechsel schneller von CHP als bei den Proben, die kein Resveratrol enthalten. Um zu sehen, ob
sich dieser Effekt wiederholt, mussten die Experimente erneut durchgefithrt werden. Dies konnte
aufgrund zeitlicher Einschrinkungen nicht gemacht werden.

Ein Problem in dieser Arbeit war die Loslichkeit von Resveratrol. In Wasser betragt sie 0.03 g pro
Liter. Die Loslichkeit in Ol und Ethanol (50 g pro Liter) ist wesentlich héher. Jedoch waren letztere
Substanzen fiir Untersuchungen mit S. cerevisiae und 1. fischeri ungtinstig, da der Alkohol zellschi-
digend wirkt und Ol oder Fett keine Wirkung auf die wisserigen Losungen der beiden Einzeller
gehabt hitte. In dieser Arbeit wurden nur geringe Resveratrolkonzentrationen zwischen 5 uM und
100 uM verwendet, wodurch die tatsichliche Ethanolkonzentration so klein war, dass sie keinen
messbaren Einfluss auf den Stoffwechsel hatte [14].

Es war schwierig abzuschitzen, in welchen Konzentrationen Resveratrol und CHP zu verwenden
waren. Evolva, ein Unternehmen, das Resveratrol aus Hefe gewinnt, legt keine Resultate vor zur
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Wirkung von Resveratrol auf S. cerevisiae, 17. fischers oder andere Bakterien. Die Konzentration
musste getestet werden. Daraus ergab sich, dass Resveratrol in hohen Konzentrationen toxisch
wirken kann [18]; (sieche Abb. 22).

H,O,, das zu Beginn der Experimente als Ausléser von oxidativem Stress verwendet wurde, zeigte
in Verbindung mit . cerevisiae eine starke Schaumentwicklung. Ausserdem wurde eine erhéhte CO,-
Konzentration gemessen (siche Abb. 20). Vermutlich ist diese Reaktion auf die Katalase der Hefe
zurickzufthren. Allerdings wiirde bei dieser Reaktion auch Sauerstoff entstehen (siche 1.3). Zur
Kontrolle wurde bei einem weiteren Experiment auch die Sauerstoffkonzentration gemessen (siche
Abb. 21). Die CO»-Konzentration stieg bei der Messung wiederum stark an, wihrend die Sauer-
stoffkonzentration unverindert bei 19% - 20% blieb. Es konnte nicht geklirt werden, weshalb bei
H,O; eine hohe CO,-Konzentration mit starker Schaumentwicklung entsteht.

Die in dieser Arbeit verwendeten Einzeller sind vom Aufbau her nicht mit menschlichen Zellen
oder dem menschlichen Organismus vergleichbar. Die Wirkungsweise von Resveratrol lisst sich
anhand dieser Arbeit nicht direkt auf den Mensch tGbertragen. . fischeri oder auch die Hefezellen
konnen lediglich eine allgemeine Toxizitdt von Resveratrol als auch von CHP aufzeigen.

Die Konzentration von Resveratrol in Rotwein schwankt je nach Sorte. Resveratrol-reicher Rot-
wein enthilt etwa 10 mg pro 0.7 Liter. Anhand von Laborversuchen an Miusen wurde bewiesen,
dass der Mensch 120 mg pro Tag einnehmen misste, um eine gesundheitstérdernde Wirkung zu
erzielen [3]. Der nachteilige Effekt des Alkohols im Rotwein wiirde damit die positive Wirkung des
Resveratrols bei weitem tbersteigen. Hinzu kommt, dass Resveratrol im Korper eine geringe
Bioverfiigharkeit hat. Innerhalb von 30 min wird es vom Kérper metabolisiert und liegt dann in
konjugierter Form vor [3]. Die empfohlene Einnahme von Resveratrolkapseln liegt bei etwa 500
mg pro Tag. Die Kapseln gelten jedoch als Nahrungserginzungsmittel und keineswegs als Medi-
kament. Ab 1g Resveratrol konnten teilweise Bauchschmerze und Verdauungsprobleme festgestellt
werden. Stirkere Nebenwirkungen sind jedoch nicht bekannt [19].

Als wichtige Quelle wurde in dieser Arbeit das Buch ,,Resveratrol and Health® von Dipak K. Das
verwendet [20]. Dipak K. Das war Direktor des “Cardiovascular Research Center” am University
of Connecticut Health Center in Farmington, USA. Er hat iiber 500 verschiedene Publikationen
und Papers herausgegeben, davon 117 zu Resveratrol und seiner Wirkungsweise. 2012 wurde ent-
deckt, dass Dipak K. Das zahlreiche Daten gefilscht und Textstellen von anderen Arbeiten tber-
nommen hat, ohne deren Herkunft anzugeben. Mehrere seiner veroffentlichten Dokumente wur-
den zuriickgezogen [21]. Die Daten der verwendeten Quellen [20] kénnten folglich teilweise falsch
sein und sind mit Vorsicht zu geniessen. Mit Nahrungsmittelzusitzen wie Resveratrol kann viel
Geld verdient werden. Ein ,,Wundermittel, welches gegen zahlreiche Krankheiten wie Diabetes,
Krebs und Herzerkrankungen hilft, wire Gold wert.

Fazit: Zu Beginn der Arbeit wurde die These aufgestellt, dass Resveratrol die Wirkung von oxida-
tivem Stress auf die zwei Einzeller minimieren kann. Diese These konnte nur teilweise bestitigt
werden. Resveratrol scheint einen stoffwechselanregenden Effekt auf S. cerevisiae und 1. fischeri za
haben. Bei IV fischeri ist der Effekt jedoch nur in Verbindung mit CHP zu sehen. Das Leuchten der
Bakterien ist unter Stress stirker, wenn Resveratrol mitwirkt. Ohne CHP scheint Resveratrol eher
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eine stoffwechselstorende Wirkung auf 1. fischeri zu haben. Bei S. cerevisiae ist mit Resveratrol in
gewissen Konzentrationen eine héhere CO,-Produktion zu erkennen. In Verbindung mit CHP
wird etwas mehr CO, produziert, wenn Resveratrol in der Probe enthalten ist.

4.1 Folgeuntersuchungen

4.1.1 Vorinkubationszeit und Metabolisierung von Resveratrol

In dieser Arbeit wurde nicht ausfithrlich untersucht, welche Wirkung oder Bedeutung die Vorin-
kubationszeit von Resveratrol hat. Eine mogliche Folgeuntersuchung wiire es, Resveratrol mehrere
Stunden vorher zu verabreichen, bevor CHP oder andere Wirkstoffe beigegeben werden.

Ausserdem kann die Metabolisierung von Resveratrol in verschiedenen Organismen untersucht
werden. Dabei spielt das Losungsmittel und die Konzentration von Resveratrol vermutlich eine
entscheidende Rolle. In diesem Zusammenhang wire es interessant, verschiedene Losungsmittel
fiir Resveratrol zu testen und eine Ausweichmdéglichkeit zu Ethanol und Ol zu finden.

4.1.2 Schaumentwicklung mit H20:2

Die Entstehung des Schaums bei Versuchen mit H,O; kann niher untersucht werden. Eventuell
ist eine Messung des ATP- oder Glucose-Abbaus hilfreich, da das entstehende CO, von der Glu-
cose kommen konnte.

4.1.3 Lebensverlangernde Wirkung

Es wire interessant, die lebensverlingernde Wirkung von Resveratrol auf S. cerevisiae zu ibertragen.
Es wurden bereits Versuche in diese Richtung gemacht [24]. Das Experiment kénnte auch auf 1.
fischeri oder andere Organismen ubertragen werde. Mit 1. fischeri wurde in diesem Zusammenhang
noch nie mit Resveratrol gearbeitet.
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5 Reflexion

Vor etwa einem Jahr bin ich im Internet auf Resveratrol gestossen und war sehr beeindruckt von
dessen Eigenschaften. Ein Mittel gegen Krebs, Herzkrankheiten, Ubergewicht — es klingt wie im
Mirchen. Viele dieser Eigenschaften wurden jedoch nur vermutet, es gibt bis heute noch nicht
viele Studien dazu. Mein Ziel war es, in meiner Maturaarbeit auf einem Gebiet zu forschen, in dem
es noch viel Entwicklungspotenzial gibt. Ich denke das ist mir mit Resveratrol auch ganz gut ge-

lungen.

Der praktische Teil meiner Arbeit hat mir am besten gefallen. Besonders der Besuch bei der No-
vartis im Schullabor fand ich spannend und aufschlussreich. Mit der Infrastruktur eines grossen
Labors zu arbeiten war neu fiir mich und es war sehr interessant einen Einblick zu bekommen. Mit
V. fischeri zu arbeiten wire im Schullabor oder im Schulunterricht nicht méglich gewesen.

Ich fand es sehr spannend, die Arbeit iiber mehrere Monate hinweg zu entwickeln und zu planen.
Trotz der vielen investierten Stunden fand ich das Thema immer sehr spannend und aufschluss-
reich. Je mehr ich mich mit dem Thema beschiftigt habe, desto besser erkannte ich das Potenzial

von Resveratrol. Gerne wiirde ich mich auch weiterhin mit dem Thema beschaftigen.

Die Arbeit wird mir in guter Erinnerung bleiben.
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9 Anhang

Novartis Schullabor
R e R e T T e O P i e

Experiment 8: Zuckerstoffwechsel

Ziel:
Substratspezifitat im Zuckerstoffwechsel der Backerhefe

Methode:
Nicht alle Zucker kénnen durch Hefe abgebaut werden. Es héangt von der

Enzymausstattung der Hefezellen ab, welche Molekile als Substrat dienen kénnen.
Unbekannte Zucker kénnen mit Hilfe verschiedener Hefestémme identifiziert
werden. Dabei spielt die genetisch bedingte Austattung der Zelle mit Enzymen eine
wichtige Rolle. Normale Bé&ckerhefe (Saccharomyces cerevisiae) kann Glucose,
Fructose, Maltose und Saccharose abbauen, nicht jedoch Zuckeralkohole, Xylose,
Galactose, Lactose und héhermolekulare Kohlenhydrate. Saccharomyces fragilis
vergart Lactose, nicht aber Maltose. Saccharomyces carlsbergensis kann zwischen
D- und L-Galactose unterscheiden (die D-Form wird vergoren, die L-Form nicht).
Zygosaccharomyces marxianus vergart Uberhaupt nur Glucose. Man kann diese
differentielle Vergarbarkeit verschiedener Substrate also auch als in-vivo-Enzymtest
auffassen.

Abbildung 1, Exp. 8

q B

—
—

I\ Respirationskammer
-
Hife iifd Wassst Hefe und Glucose
Material:
Trockenhefe Reagenzglasstander
Leitungswasser 30°C Reagenzglaser
Diverse Zucker gel6st (5g/100m| Wasser) Faserschreiber
Pipetten 1-10ml
2 CO,-Sonden (Vernier)
LabQuest2 (Vernier)

Abb. 18: Anleitung zur Vorbereitung von S. cerevisiae
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Zur besseren Ansicht wurde bei den Diagrammen im Anhang auf eine allgemeine Darstellung der
COs-Konzentration (0% - 4000%) und der Leuchtstirke (30% - 130%) verzichtet. Die Messzeit

variiert je nach Experiment.

EtOH-Konzentration
120%
o 110%
=
R
% == Nullprobe
§ 100% =fr=0.15mM
(]
w==0.3 mM
90% T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zeit (min)

Abb. 19: Leuchtkraftinderung bei 7. fischeri bei Zugabe von verschiedenen Ethanolkonzentratio-

nen
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Abb. 20: Anderung der CO»-Konzentration der S. cerevisiae nach Zugabe von H,O, (5%)
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Beide Proben enthielten je 6 ml Hefesuspension. Die eine wurde mit 6 ml Wasser versetzt, wihrend
der zweiten Probe 1 ml H,O, und 5 ml Wasser beigefiigt wurde. Auf diese Weise wurden beiden
Proben dieselbe Menge Flussigkeit hinzugefiigt. Die Messzeit betrug 600 Sekunden. Nach dieser
Zeit wies die Probe mit HO, 200% - 300% mehr CO; auf, als die Nullprobe (Wasser).
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180%
160% / ——-02
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120% /
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Abb. 21: Anderung der CO»- und O»-Konzentration bei S. cerevisiae nach Zugabe von HxO: (5%)
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Abb. 22: Anderung der CO»-Produktion bei S. cerevisiae nach Zugabe von Resveratrol und Ethanol
(EtOH)

Dies ist ein Versuch, der ganz zu Beginn der Versuchsreihe gemacht wurde. Es wurde dabei eine
Resveratrolkonzentration von 10 g/1 verwendet, was umgerechnet 44 mM entspricht. Diese Menge
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Resveratrol wurde in 6 ml 50% Ethanol gelost. Diese 6 ml 50% Ethanol mit gel6stem Resveratrol
wurden 6 ml Hefesuspension beigefiigt. Die zweite Probe besteht aus 6 ml Hefesuspension und 6
ml 50% Ethanol ohne Resveratrol. Die Messzeit betrdgt 10 min.

Weitere Rohdaten sind bei der Autorin einsehbar. Aufgrund der grossen Datenmenge wurde hier

nicht alles abgebildet.
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