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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Diabetes mellitus und mikrovaskulare Komplikationen

Diabetes mellitus gehort weltweit zu den am starksten zunehmenden nicht Ubertrag-
baren Krankheiten mit aktuell iber 420 Millionen Betroffenen und fast einer Verdopp-
lung der Pravalenz seit 1980 (Manner von 4,3% auf 9,0%, Frauen von 5,0% auf
7,9%)'. Obwonhl die haufigsten Typen des Diabetes mellitus, Typ 1 und Typ 2, sich
substantiell in ihrer Pathogenese unterscheiden, fuhren beide Erkrankungen im Ver-
lauf zur Entstehung multipler diabetischer Komplikationen. Neben makrovaskularen
Komplikationen, die eine starke Erhohung der kardiovaskularen Mortalitat zur Folge
haben, beeinflussen mikrovaskulare Komplikationen wie diabetische Nephropathie,
Neuropathie, sowie Retinopathie die Lebensqualitat sowie die Mortalitat aufgrund
chronischen Nierenversagens, Amputationen oder Erblindung?.

Aktuelle Therapiemaoglichkeiten des Diabetes adressieren vor allem die Senkung des
Blutzuckerspiegels, welcher wiedergespiegelt im Langzeitblutzucker HbA1c nur einen
kleinen Teil der Entstehung mikrovaskularer Komplikationen erklaren kann. In einer
grofl3en klinischen Studie an Typ-1 Diabetikern, dem ,Diabetes Control and Complica-
tions Trial (DCCT)“ und seiner Follow-Up Studie Uber die ,Epidemiology of Diabetes
Interventions and Complications (EDIC)“, konnten am Beispiel der diabetischen Re-
tinopathie nur 11% der Progression anhand der Hyperglykamie erklart werden3. Zu
strenge Einstellung der erhdhten Blutzuckerwerte hat zudem einen mortalitatsstei-
gernden Effekt*. Durch groRe klinisch-pharmazeutische Studien an Typ-2 Diabetikern
wurde das Potential von Antidiabetika entdeckt, die die kardiovaskulare Mortalitat
senken sowie die Progression mikrovaskularer Komplikationen verlangsamen kon-
nen trotz haufig geringer Senkung des HbA1c> 8. In der ,EMPA-REG OUTCOME*
Studie konnte neben einer Reduktion kardiovaskularer Ereignisse auch eine Verlang-
samung der Inzidenz und Progression diabetischer Nephropathie durch Empagliflo-
zin, einem Hemmer des tubularen Natriumchlorid-Glukose-Transporters-2 (SGLT-2),
im Vergleich zur Standardtherapie erreicht werden®. Die Mechanismen dieser protek-
tiven Wirkungen sind nicht ganzlich bekannt’.

Zur weiteren Entwicklung erfolgreicher Therapien ist eine genauere Erforschung und
Differenzierung der irreversiblen glukose-abhangigen und —unabhangigen Mechanis-
men von Langzeitkomplikationen notwendig, sowie eine Charakterisierung besserer
Krankheitsmodelle fur die Austestung potenzieller Therapien.

1.2 Das metabolische Gedachtnis

In grof3en klinischen Studien wie dem ,Diabetes Complications and Control Trial
(DCCT)" und der anschlielRenden Beobachtungsstudie ,Epidemiology of Diabetes In-
terventions and Complications (EDIC)“ an Typ-1 Diabetikern sowie der ,United King-
dom Prospective Diabetes Study (UKPDS)" an Typ-2 Diabetikern konnte bei der ini-
tial glykamisch schlechter eingestellten Gruppe trotz nachfolgender guter glykami-
scher Einstellung anhaltend eine hdhere Inzidenz diabetischer Komplikationen fest-
gestellt werden im Vergleich zu der Gruppe, die direkt eine gute glykamische Einstel-
lung erhielt. Dieses Phanomen wird als ,metabolisches Gedachtnis“ oder ,Legacy
Effect” bezeichnet und ist rickfuhrbar auf persistierende Schaden, die durch Normali-
sierung der Blutglukosespiegel nicht mehr reversibel sind? 8.

Vor den klinischen Studien konnte bereits in Hunden gezeigt werden, dass eine 2,5-
jahrige Phase schlechter glykamischer Kontrolle gefolgt von einer 2,5-jahrigen Phase
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guter Kontrolle weiterhin zu einer verstarkten Progression diabetischer Retinopathie
beitragt®. Aktuelle Auswertungen der DCCT/EDIC zeigen nach 15-18 Jahren eine
sich nicht mehr unterscheidende jahrliche Zunahme der Inzidenz der Retinopathie
zwischen den beiden Behandlungsgruppen im Vergleich zu friiheren Zeitraumen'©.
Reversible epigenetische Veranderungen, dessen Rolle im ,metabolischen Gedacht-
nis“ aktuell untersucht werden, stellen potentielle Mechanismen flr diesen Effekt dar.
Anstatt ,metabolischem Gedachtnis“ wird mittlerweile auch die Entstehung diabeti-
scher Komplikationen durch einen kumulativen Schaden gemessen an Monaten tber
einem bestimmten HbA1.-Wert, sogenannte ,A1c-Monate®, diskutiert'".

Unabhangig der Bezeichnung sind die Mechanismen dieser jahrzehntelangen Epi-
sode hoherer Inzidenz diabetischer mikrovaskularer Komplikationen in der initial
schlecht glykamisch eingestellten Gruppe nicht geklart. Das Konzept des metaboli-
schen Gedachtnisses stellt somit den glukozentrischen Blick auf die Pathogenese
des Diabetes und seiner Komplikationen in Frage und fuhrte zur intensiven Erfor-
schung weiterer Stoffwechselalterationen.

Pathobiochemisch gehdrt die irreversible Bildung von ,Advanced Glycation Endpro-
ducts (AGEs)“ zu den Modifikationen, die auf zellularer Ebene das metabolische Ge-
dachtnis ausbilden. Im Gegensatz zu anderen metabolischen Veranderungen wie die
Hexosamin- und Diacylglycerin-Phosphokinase C Stoffwechselwege verursachen
AGEs nach initialer transienter Hyperglykamie anhaltende Veranderungen trotz
Euglykamie. In den letzten Jahren wurden weitere Mechanismen untersucht wie die
persistente Bildung von ROS und epigenetische Modifikationen der DNA und Histone
sowie Regulation der Translation durch nicht-kodierende Mikro-RNAs'2. In der Patho-
genese der Retinopathie fiihrt die Uberaktivierung und folgende Uberexpression ei-
nes AGE-Rezeptors (RAGE) Uber NOX zu erhdhter Bildung von ROS. Im Verlauf
fuhrt ROS zu mitochondrialen DNA-Schaden, welche eine Dysfunktion der Mito-
chondrien begulnstigen und einen hyperglykamie-unabhangigen Zyklus aufrecht-
erhalten' 4, Epigenetische Modifikationen beglinstigen die Pathogenese diabeti-
scher Komplikationen durch Aktivierung oder Inhibierung der Proteinexpression er-
krankungsrelevanter Gene. Besonders in der Promoterregion von Proteinen, die Ein-
fluss auf den Redox-Status nehmen, sind diese Modifikationen zu finden'® 16,

Als friher Mechanismus des metabolischen Gedachtnisses wurde ein Feedback-
Loop in makrovaskularen Zelltypen prasentiert. Hierbei fuhrt eine transiente Hyper-
glykamie zur persistierenden Bildung von ROS uber die Dauer der Glukose-Exposi-
tion hinaus. Mitochondriale Freisetzung von Eisenionen induziert die Bildung Wasser-
stoffperoxid, das eine Enzymkaskade induziert, die zur Dissoziation von Hexokinase
von der aulderen mitochondrialen Membran fuhrt und durch Erhéhung des mito-
chondrialen Potentials diesen Feedback-Loop aufrecht erhalt. Die Entdeckung dieses
und weiterer Mechanismen unterstreicht die Notwendigkeit der Erforschung beson-
ders friiher Mechanismen in der Pathogenese diabetischer Komplikationen'”.
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1.2.1 Pathobiochemische Veranderungen diabetischer Langzeitkomplikationen

Sowohl Diabetes mellitus Typ 1 als auch Typ 2 fUhren zu einer anhaltenden Hyper-
glykamie, die auch unter Therapie zu histologischen und zellularen Veranderungen
von Gefallen und Organen flhrt und so die Progression diabetischer mikrovaskularer
Komplikationen beglinstigt?. In der ,Unifying Hypothesis“ werden mehrere Mechanis-
men in Endothelzellen zusammengefasst, die zur Entstehung diabetischer Komplika-
tionen flhren'®. Diese beinhalten sowohl anhaltende Mechanismen wie nicht-en-
zymatische Glykosylierungen von Proteinen, DNA und Lipiden, den sogenannten
»<Advanced Glycation Endproducts (AGEs)“, sowie reversible funktionelle metaboli-
sche Veranderungen, die glykolytische Intermediarprodukte alternativen Stoffwech-
selwegen wie der Polyol- und Hexosaminsynthese zufluhren sowie zur Aktivierung
der Proteinkinase C beitragen’®.

Erhohte Glukose-Exposition induziert die mitochondriale Bildung von reaktivem oxi-
dativem Stress (ROS), welcher im Verlauf zu einer mitochondrialen Dysfunktion fuhrt.
Die vermehrte anhaltende Freisetzung von ROS nach beenden der Glukose-Exposi-
tion konnte in Endothelzellen einen sich selbst verstarkendem Mechanismus zeigen,
der zur Progression diabetischer Komplikationen fuhrt und durch seine Persistenz
dem metabolischen Gedachtnis zugeordnet werden kann? '°. Dauerhafte Hypergly-
kamie fuhrt im Diabetes auch zur Bildung anhaltender epigenetischer Veranderungen
wie DNA-, Histonmethylierung und -acetylierung, die nach Einstellung der Hypergly-
kamie persistieren. Aul3er primar glykamisch induzierten Mechanismen rucken wei-
tere Schaden durch Steigerung und Pertubation der Lipolyse sowie inflammatorische
Mechanismen vermehrt in den Fokus?.
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1.2.2 ,Advanced Glycation Endproducts® und das Substrat Methylglyoxal

»<Advanced Glycation Endproducts (AGEs)“ sind eine heterogene Gruppe glykolyti-
scher Intermediarprodukte. Sie kdnnen einerseits gebunden an zellulare Bestand-
teile, aber auch frei im Plasma oder an extrazellularer Matrix gebunden vorkom-
men?. Ein bekannter Vertreter der friihen Glykierung von Proteinen ist das HbAc,
das als Biomarker zur Verlaufskontrolle der Blutglukosespiegel der letzten Wochen
routinemanig im klinischen Alltag verwendet wird?'. Aufgrund der langeren Halb-
wertszeit (Uberlebenszeit) und irreversiblen Akkumulation einiger extrazellularer
AGEs wurde die Eignung dieser als Pradiktoren und Biomarker fur die Entwicklung
diabetischer Komplikationen untersucht. Im DCCT/ EDIC konnten in Hautbiopsien
von Typ-1 Diabetikern die AGEs Ne-(carboxymethyl)-lysin (CML) und Furosin (das
stabilere Produkt von Fructosyllysin) identifiziert werden, die das Risiko der Progres-
sion diabetischer Retinopathie unabhangig von der Entwicklung des HbA1c voraussa-
gen konnten??.

Proteingebundene AGEs fuhren extrazellular zu veranderten Interaktionen zwischen
Matrix und Zellen sowie Zellen und AGE-Rezeptoren und beeinflussen intrazellular
die Funktion von Proteinen mit langerer Verweildauer. Durch Interaktion mit verschie-
denen AGE-Rezeptoren wie RAGE kommt es auRerdem zu einer vermehrten Bildung
von mitochondrialen und NADPH-Oxidase generiertem ROS, sowie Induktion in-
flammatorischer Signalwege bis hin zu fibrotischen Umbauprozessen?.

Glukose reagiert in der ,Maillard Reaktion® Uber Bildung einer Schiffschen Base mit
einem primaren Amin zu einem Amadori-Produkt wie Fruktosamin?3. Die Hauptsub-
strate der weiteren AGE-Bildung sind reaktive Dikarbonyle wie Methylglyoxal (MG),
die im Rahmen der Glykolyse und Lipolyse unter diabetischen Stoffwechselbedingun-
gen vermehrt anfallen?’. Nach mehreren Fragmentations- und Umstrukturierungspro-
zessen der Amadori-Produkte und weiteren Vorstufen kommt es unter Reaktion mit
Dikarbonylen zu den als AGE bezeichneten Modifikationen?*.

In dieser Arbeit wird die Regulation eines AGE Panels untersucht, wozu auch Fructo-
syllysin (FL), Methylglyoxal-Hydroimidazolon (MG-H1) und Argpyrimidin (AP) geho-
ren. FL ist das Produkt einer Amadori-Umformung von Lysin mit der Aldehydgruppe
von Glukose und wird aufgrund seiner Reversibilitat als kurzlebiges AGEs eingeord-
net. FL (im Saurehydrolysat als Furosin gemessen) konnte in Hautproben diabeti-
scher Patienten aus der DCCT-Studie mit veranderter Kollagenldslichkeit gefunden
werden und ist assoziiert mit dem Auftreten diabetischer Komplikationen wie Retino-
pathie, Nephropathie und Neuropathie?®. In diabetischen Ratten konnte eine erhéhte
Konzentration von FL in der Retina, Glomeruli, Nervengewebe und Plasma gemes-
sen werden?®. MG-H1, sowie AP werden durch Bindung des hochreaktiven MGs an
verschiedene Aminogruppen des Arginins gebildet und sind mit der glukose-abhangi-
gen sowie —unabhangigen Progression mikrovaskularer Komplikationen assoziiert?”:
28,29 AGEs als persistierende Modifikationen kommt in der Pathogenese des meta-
bolischen Gedachtnisses aufgrund der Beeinflussung verschiedener Signalwege u.a.
im Redox-Haushalt, Inflammation und Fibrose eine besondere Rolle zu (Abb. 2).
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Abb. 1: Strukturformeln von (A) Methylglyoxal®°, (B) Methylglyoxal-Hydroimidazolon?, (C) Fructosyl-
lysin3! und (D) Argpyrimidin?°. Publikation mit Genehmigung des Verlags.
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Abb. 2: lllustration der Herkunft der AGEs und rezeptorabhangige (RAGE/ AGE-R1/3) und unabhan-
gige Beeinflussung des Organismus und einzelner Organe. Die farbliche Kennzeichnung der Pfeile
dient der Ubersichtlichkeit. Publikation mit Genehmigung des Verlags?.

1.2.3 Oxidativer Stress

Reaktiver oxidativer Stress (ROS) kann bei Uberschreiten der zelluldren antioxidati-
ven Kapazitaten zu Struktur- und Funktionsveranderung von Proteinen und Lipiden
fihren, was 1956 von Harman als ,Free Radical Theory* beschrieben wurde3? 33,
Lange wurden diese Mechanismen als schadlich fur den Korper betrachtet und inten-
siv an antioxidativen Therapien zur Reduktion des oxidativen Stresses geforscht3+.
Unter diabetischen Stoffwechselbedingungen werden ROS vor allem mitochondrial
durch eine erhdhte Leckage von Elektronen an Komplex | und Il der Atmungskette in
Form von Superoxidanionen (02) und Wasserstoffperoxid (H202) gebildet. Dies fuhrt
Uber Veranderung des mitochondrialen Membranpotentials (AWm), Schadigung der
mitochondrialen DNA und Proteinen zu einer mitochondrialen Dysfunktion durch die
Kohlenhydrate und Lipide nicht mehr effizient zu ATP konvertiert werden kénnen3.
Zytosolischer ROS wird neben vielen anderen Mechanismen auch Uber die Aktivie-
rung von RAGE und nachfolgend NAD(P)H-Oxidase (NOX) durch AGEs erzeugt®.
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Neuere Studien zeigen, dass vor allem endogener ROS eine protektive Funktion in
der Signaltbertragung zur Induktion kdrpereigener Detoxifikationsmechanismen
spielt37- 38,

Ein protektiver Mechanismus, mit dem Organismen sich gegen ungunstige Wirkun-
gen von ROS schutzen, wird als Mitohormese bezeichnet. Mitohormese beschreibt
weiter die Induktion protektiver antioxidativer Enzyme durch niedrige Mengen an
ROS oder kurze Expositionszeiten hoher ROS-Mengen um die antioxidative Kapazi-
tat des Organismus zu erhéhen?®’. So kann der Korper durch Mechanismen &hnlich
einer Impfung den erhoht anfallenden ROS ausreichend detoxifizieren. Im Modellor-
ganismus C. elegans konnte durch Induktion von ROS durch transiente GE (50-
200mM) im pra-adulten Stadium eine Lebensverlangerung erreicht werden. Diese
konnte durch das Antioxidans N-Acetylcystein (NAC) verhindert werden konnte, was
die direkte Verlangerung der Lebensspanne durch ROS beweist. Bei persistenter ho-
her GE der gleichen Konzentration dekompensiert dieses System jedoch und es
kommt zu einer Verklrzung der Lebensspanne, was auf einen frihen Mechanismus
in der Pathogenese chronischer Erkrankungen wie Diabetes hinweist3°.

Diese unterschiedlichen Mechanismen veranschaulichen die pleiotropen konzentrati-
onsabhangigen Auswirkungen von ROS im physiologischen und pathologischen
Stoffwechsel, dessen Rolle im metabolischen Gedachtnis noch nicht abschlielend
erforscht wurde.

Niedrig infektidses
Agens

l

Endogene Mechanismen der ¢ T

Stressabwehr Aktivierung Immunsystem T
RDS Stre5sabwehr T ¢ Infektitses Agens Immunantwort T
Lebensqualltatund-spanne T Lebensqualitit und -spanne T

Abb. 3: lllustration der protektiven Signalwirkung von ROS zur Induktion endogener Stressmechanis-
men um die Lebensspanne und -qualitédt zu erhéhen. Diese sind vergleichbar mit einem Impfschutz.
Publikation der modifizierten Abb. mit Genehmigung des Verlags®.
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1.2.4 Experimentelle Modelle des metabolischen Gedachtnisses

Diabetes mellitus ist eine komplexe systemische Erkrankung des Stoffwechsels, die
multiple Organe betrifft und verschiedene metabolische Veranderungen hervorruft.
Zur Erforschung der Mechanismen und Entwicklung erfolgreicher Therapien bedarf
es der Etablierung von adaquaten tierischen und zellularen Modellen, die die Kom-
plexitat dieser Mechanismen widerspiegeln. Eine besondere Herausforderung stellt
hier die Modellierung des metabolischen Gedachtnisses dar aufgrund der aufwendi-
gen Einstellung normaler Blutglukosewerte nach Induktion des Diabetes sowie der
Entwicklung diabetischer Komplikationen im Verlauf.

1987 konnten Engerman et al. bereits eine anhaltend erhdhte Inzidenz diabetischer
Retinopathie durch eine initiale Episode schlechter glykamischer Einstellung in Hun-
den mit Alloxan-induziertem Typ-1 Diabetes mellitus nachweisen®. Streptozoto-
cin(STZ)-behandlung zerstort beta-Zellen des Pankreas, erzeugt also einen insulino-
penen Diabetes (Typ 1 Diabetes ohne Autoimmunkomponente) und eignet sich zur
Modellierung friiher Vorgange diabetischer Retinopathie in Ratten und Mausen?% 41,
Zur Normalisierung der Blutglukosespiegel reichen in diesem Modell subkutane Insu-
lininjektionen im Gegensatz zu Menschen mit Diabetes nicht aus, sodass eine auf-
wandige Inselzelltransplantation aus porcinen Betazellen notwendig ist*'. Zebrafische
entwickeln unter STZ-induziertem Diabetes Retinopathie und Nephropathie. Sie be-
sitzen plastische Beta-Zellen, die sich nach Zerstérung mit STZ wieder regenerieren
konnen und stellen somit ebenfalls ein geeignetes Modell zur Untersuchung des me-
tabolischen Gedachtnisses dar*?.

Um Mechanismen der in-vivo gewonnen Erkenntnisse zu untersuchen, ist es oft hilf-
reich die Signalwege in in-vitro Modellen aus einzelnen Zelllinien weiter zu differen-
zieren. Hier kann die Regulation einzelner Komponenten der Signalwege besser be-
einflusst und untersucht werden, bevor weitere in-vivo Versuche erfolgen. Die Uber-
tragbarkeit wird allerdings durch artifizielle Versuchsbedingungen reduziert, da ein-
zelne Zelltypen aus ihrem Zellverband entfernt werden und aufgrund der geringen
Verfugbarkeit primarer diabetischer Zelllinien haufig glukose-naive Zellen verwendet
werden, dessen Stoffwechsel und Responsivitat sich von diabetischen Zellen grund-
satzlich unterscheidet*3. Auch der Einsatz einer osmotischen Kontrolle zur Differen-
zierung osmotischer und glukose-spezifischer Effekte sollte in Experimenten mit ho-
hen Glukose-Expositionen bedacht werden.

Der Modellorganismus Caenorhabditis elegans stellt eine sinnvolle Bricke zwischen
Zell- und Tierversuchen dar, um in-vitro Erkenntnisse tier- und zeitsparend in-vivo zu
untersuchen oder die Mechanismen von Beobachtungen aus klinischen Studien wei-
tergehend zu differenzieren*+.

1.3 Der Modellorganismus Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans ist ein 1-2 mm langer transparenter Nematode, der seit Ein-
fuhrung von Sydney Brenner in den 1960er Jahren in der biomedizinischen For-
schung intensiv vor allem zur Modellierung und Erforschung chronischer Erkrankun-
gen und des Alterungsprozesses eingesetzt wurde. Taxonomisch steht C. elegans
weit vor den Saugetieren wie der Labormaus Mus musculus und besteht zu einem
grofRen Teil aus neuronalen Zellen und Zellen des digestiven Trakts*®. Die Nemato-
den haben einen kurzen Lebenszyklus von ca. 21 Tagen, was sie fur longitudinale
Studien interessant macht, und kdnnen in einem sporenahnlichen Zustand auch
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,Dauer” genannt viele Monate ohne Nahrstoffe Uberleben. Kultiviert werden die Ne-
matoden auf angereichertem Agarmedium, sog. ,Nematode Growth Medium*“ und
werden mit dem E. coli Stamm OP50 als primare Nahrstoffquelle versorgt.

In genetischen Analysen konnten bis zu 40% homologe und viele orthologe Gene
zum humanen Genom charakterisiert werden, was den Nematoden zu einem geeig-
neten Modell fir mechanistische Studien macht4®.

Seit seiner Einfuhrung in die biomedizinische Forschung konnte C. elegans bereits in
verschiedenen Bereichen wie Toxizitatsstudien eingesetzt werden um so die Anzahl
an Saugetieren in spateren Studien zu verringern*’. Aufgrund der einfachen und kos-
tengunstigen Haltung, des kurzen Lebenszyklus und der bereits intensiven Charakte-
risierung von Genom und Metabolismus stellt C. elegans ein sinnvolles Bindeglied
zwischen Zell- und Tierversuchen dar. Anwendungen bestehen hier in der Entwick-
lung und Charakterisierung von Krankheitsmodellen und daran anknupfend die Un-
tersuchung potenzieller Therapien, deren Mechanismen durch die einfache Genera-
tion von Knockouts gezielter erforscht werden konnen.

1.3.1 Metabolisches Gedachtnis in C. elegans

In der Pathogenese des Diabetes mellitus entsteht durch autoimmune Zerstérung der
Betazellen im Pankreas (Typ 1) oder Insulinresistenz peripherer Gewebe (Typ 2)
eine anhaltende Hyperglykamie, die in C. elegans durch Exposition hoher Glukose-
konzentrationen (GE) modelliert werden kann*8,

Kohlenhydrat- und Lipidmetabolismus stellen konservierte Vorgange in C. elegans
dar. Glukosetransporter, Glukoseabbau durch Glykolyse, Zitratzyklus und oxidative
Phosphorylierung, sowie die intrazellullare Speicherung als Glykogen sind weiterge-
hend erforscht*.

Abhangig von Dauer und Hohe der transienten und persistenten GE sowie weiterer
Versuchsbedingungen konnten hierbei teilweise gegensatzliche Regulationen gefun-
den werden. Transiente GE (50-200mM) wahrend der pra-adulten Phase konnte im
Gegensatz zu persistenter GE einen lebensverlangernden Effekt bewirken durch die
Induktion der ,mitochondrial unfolded protein response (UPR™), einem protektivem,
detoxifizierendem Mechanismus. Diese Lebensverlangerung konnte durch das Antio-
xidans N-Acetylcystein aufgehoben werden, was flr eine Involvierung von ROS in
Mechanismen des metabolischen Gedachtnisses spricht®.

Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu friherer Forschung an Modellen, die unter
Exposition derselben Glukosekonzentration (100mM), keinen Einfluss praadulter GE
auf die Lebensspanne zeigen konnte®°. In dieser Studie wurden die GE nicht bis zum
Larvenstadium L4 wie in der vorher beschriebenen Studie, sondern einen Tag langer
durchgefuhrt und zur Sterilitdt der Nematoden in allen Gruppen 5-Fluoro-2'-deoxyuri-
din (FudR) in den Agar hinzugefugt.

Persistente GE in einer Konzentration von 50mM (ca. 1%) uber den gesamten Ver-
such konnte eine Verklirzung der Lebensspanne und eine Erhohung von mitochond-
rialem ROS und MG-H1 nach 12 Tagen verursachen??.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Expositionsbedingungen und der Zeitraum in der
Modellierung des Diabetes mellitus in C. elegans eine entscheidende Rolle spielen
und bei der Konzeption des Projektes sowie der Interpretation der Ergebnisse be-
dacht werden sollte. Bisher wurde versucht die Plasmaglukosespiegel diabetischer
Patienten in C. elegans zu modellieren. Zu der Auswirkung sehr hoher, glukose-spe-
zifischer transienter und persistenter GE auf die Lebensspanne, oxidativem Stress
und weiteren Parametern ist noch wenig bekannt.
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In ersten Versuchen zum metabolischen Gedachtnis wurde die GE bereits in der
praadulten Entwicklung der Nematoden durchgeflihrt, was eher einen juvenilen Dia-
betes modelliert. Erkenntnisse zur transienten GE in adulten C. elegans liegen bisher
nicht vor.

1.3.2 Modellspezifische Parameter und ,,Aging”

Seitdem Cynthia Kenyon 1993 einen transgenen C. elegans Stamm charakterisierte,
der 50% langer lebt als der Wildtyp, hat sich der Modellorganismus C. elegans in der
Alterungsforschung etabliert®!. Viele Charakteristika des Alterungsprozesses wie die
Bildung von ROS und AGEs, Neurodegeneration resultierend in einer Abnahme der
Lebenspanne®? spielen auch eine Rolle in der Pathogenese chronischer Erkrankun-
gen wie Diabetes mellitus®3. Die Entstehung dieser Erkrankungen korreliert mit dem
Alter der Patienten, weshalb es hier sinnhaft ist krankheitsspezifische Veranderungen
des metabolischen Gedachtnisses bzw. transienter und persistenter GE von denen
des physiologischen Alterns abzugrenzen.

Neben der Lebensspanne, die bei dem kurzlebigen Nematoden einfach untersucht
werden kann, stellt die Motilitat einen Funktionsparameter dar, der einerseits zur Ein-
schatzung der allgemeinen Vitalitat in Anlehnung an die ,Health Span/,Activities of
daily living (ADL)“** andererseits spezifischer als Reprasentant der neuronalen Funk-
tion dienen kann.

Die Veranderung der Motilitat oder neuronalen Funktion von C. elegans ist daruber
hinaus fur die Modellierung diabetischer Komplikationen wie der Neuropathie und
Retinopathie interessant, weil AGEs und ROS hier zu neuronalen Schaden beitra-
gen*®. Die mikrovaskulare Genese dieser Komplikationen fiihrt im Verlauf auch zur
Schadigung neuronaler Zellen u. A. durch Hypoxie. Beide Komplikationen zeigen da-
neben auch Merkmale einer von mikrovaskularen Schaden abgrenzbaren neurona-
len Komponente? 5. C. elegans besteht zu einem Drittel aus neuronalen Zellen und
besitzt keine Gefalle, wodurch sich hier nicht-vaskulare Mechanismen untersuchen
lassen.

1.3.3 Massenkultur

Die am haufigsten angewendeten Kulturverfahren sind die Kultur auf festen Agarplat-
tenmedien und die Flussigkultur. Die Agarkultur eignet sich besser zur Analyse ein-
zelner Wirmer, der zeitaufwandige manuelle Transfer einzelner Wirmer mittels Plat-
indraht fuhrt allerdings zu einer begrenzten GroRe der Versuchspopulation. In der
Flassigkultur kdnnen groRere Mengen an C. elegans kultiviert werden. Hier wird die
direkte Vergleichbarkeit der beiden Kulturverfahren durch eine verringerte Eiablage
und Ausbildung eines langeren, sowie dunneren Phanotyp der Nematoden jedoch
eingeschrankt und die Untersuchung einzelner Nematoden gestaltet sich schwieri-
ger®s.

Der vermehrte Einsatz von C. elegans in der biomedizinischen Forschung hat zur
Entwicklung verschiedener ,Hochdurchsatz“ Methoden geflihrt, die zur Beschleuni-
gung und Standardisierung der Erforschung neuer Therapien beitragen®’. Aufgrund
der beschriebenen Vorteile ist C. elegans ein beliebter Modellorganismus auch in
kleineren Forschungslaboren mit limitierten Mitteln. ,Hochdurchsatz“ Methoden be-
deuten haufig eine Investition in teure Gerate und Verbrauchsmaterial. Daraus ergibt
sich ein Bedarf an einfach etablierbaren, kostengunstigen Protokollen zur Massenkul-
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tur um ausreichend Material fir Messungen, die mehrere Milligramm an Material be-
notigen wie Protein- und mRNA-Bestimmungen zu erhalten. Auch zur Erhéhung der
Anzahl der Parameter, die in einer Versuchspopulation parallel untersucht werden
kénnen, tragt ein solches Protokoll bei.

Der Transfer der Nematoden in Flussigkeit zwischen festen Agarplatten stellt hier ei-
nen direkten, simplen Ansatz dar, der die Moglichkeit der Auswertung einzelner Ne-
matoden und die Kultivierung grof3erer Mengen von C. elegans vereint. Die Methode
fihrte in Vorversuchen zu diesem Projekt zu einer Ubersterblichkeit und Verlust einer
grolRen Anzahl von Nematoden durch Adhasion an herkdmmlichen Plastikpipetten-
spitzen, weshalb eine Optimierung dieser Methode notwendig ist. Der entstehende
Flussigkeits-Scher-Stress konnte durch erhohte Bildung von oxidativem Stress auf-
grund Induktion der Expression von epithelialen Natrium-Kanalen (ENaC) eine mdgli-
che Erklarung fur diese verkurzte Lebensspanne liefern, sowie eine potentielle Ver-
falschung metabolischer Analysen darstellen®. Durch Optimierung des Protokolls
sollten diese Storfaktoren substantiell reduziert werden um mithilfe dieser Methode
ausreichende Mengen an C. elegans fur die weiteren Versuche kultivieren zu kon-
nen.

1.4 Osmotischer Stress

Die den Diabetes charakterisierende Hyperglykamie zeigt osmotische Auswirkungen
auf Zellen und Organe. Durch die erhohte intravasale Osmolaritat kommt es insbe-
sondere in Zustanden kurzzeitig stark erhdohter Blutglukosespiegel zur zellularen
Exsikkose aufgrund der relativen Hypotonizitat der Zellen gegenuber dem Intravasal-
raum. Das dadurch und durch die Stimulierung des Durstempfindens erhéhte intrava-
sale Volumen fuhrt weiterhin zu einer Polyurie. Zellular hat diese gestorte Flussig-
keitshomoostase Einfluss auf Interaktionen der Bestandteile des Zytoplasmas mitei-
nander wie die Férderung der Aggregation von Proteinen®.

In der ,Unifying Hypothesis® wird als pathogenetisches Merkmal diabetischer Kompli-
kationen die Akkumulation von Sorbitol durch Hochregulation des Polyolstoffwechsel-
weges beschrieben'®. Sorbitol fungiert als organisches Osmolyt und wird intrazellular
sowohl durch hohe Glukose als auch osmotischen Stress gebildet®. Klinische Stu-
dien an Nicht-Diabetikern konnten Hinweise auf einen Zusammenhang erhohter
Plasmaosmolaritat mit verstarkter Entwicklung eines Diabetes finden®'. Ein weiterer
pathologisch hochregulierter Stoffwechselweg durch erhéht anfallende glykolytische
Intermediate stellt die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) dar. Aktivierung von
PKC flhrte in Xenopus zu vermehrter Expression von Aquaporin-1 (AQP-1) Kanalen
und vermehrtem Wassereinstrom in die Zellen, was fur eine Involvierung osmotischer
Mechanismen im Diabetes mellitus spricht®.

Osmotischer Stress in C. elegans zeigte bereits Auswirkungen auf die hier unter-
suchten Parameter wie eine Verlangerung der Lebensspanne®, sodass aufgrund der
hier sehr hohen GE zur Modellierung einer Glukotoxizitat und zum besseren Ver-
standnis der Pathogenese in diesem Modell es sinnvoll ist zu versuchen osmotische
von glukose-spezifischen Mechanismen des metabolischen Gedachtnisses abzu-
grenzen.
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1.5 Mechanismen der Insulinresistenz

Im Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 Uberschneiden sich trotz unterschiedlicher Pa-
thogenese viele Stoffwechselalterationen, die die Entwicklung von mikrovaskularen
Komplikationen bedingen sowie Teil des metabolischen Gedachtnisses darstellen. In
diesem Modell wird eine Hyperglykamie durch hohe GE simuliert ohne experimentell
Einfluss auf die Insulinausschittung zu nehmen. GE wurde sowohl zur Modellierung
des Diabetes mellitus Typ 148 als auch Typ 254 in C. elegans in unterschiedlichen
Konzentrationen bereits eingesetzt.

Insulinresistenz geht der Entwicklung verschiedener Untertypen des Diabetes melli-
tus Typ 2 voraus wie dem Cluster 3 nach Ahlqvist®s. Als Ursache ist nutritiver Stress
durch Uberernahrung bei genetischer Pradisposition bekannt®. Insulin ist ein anabo-
les Hormon, das sowohl metabolische Signalwege wie den Glukose-, Fett- und Pro-
teinstoffwechsel beeinflusst als auch mitogen auf Zellwachstum und -teilung wirkt.
Glukose wird durch den Glukosetransporter 4 (GLUT-4) insulinabhangig in Leber,
Skelettmuskeln und Fettgewebe aufgenommen, die insulinunabhangige Glukoseauf-
nahme erfolgt Uber GLUT-1 bis -3.

Die Insulinresistenz betrifft hauptsachlich den Glukosestoffwechsel, die anabole Wir-
kung auf den Fettstoffwechsel bleibt (iberwiegend bestehen®”. Erhohte Plasmalevel
von verzweigtkettigen Aminosauren wurden bereits mit Diabetes mellitus Typ 2 in
Verbindung gebracht, jedoch ist noch wenig bekannt Uber die Auswirkung der Insu-
linresistenz auf den Proteinstoffwechsel.

Unter insulinresistenten Bedingungen wird durch Autophosphorylierung der Insulinre-
zeptor aktiviert. Nachfolgende Signalwege wie die Phosphoinositid-3-kinase (PI13K)
und Proteinkinase B (AKT) werden aktiviert und kdnnen weiter mitogene und meta-
bolische Effektorkaskaden induzieren. Metabolisch kann Uber den mechanistischen
Effektor von Rapamycin (mTOR) die Lipidsynthese sowie Zellwachstum und —teilung
aktiviert und Gber die Phosphorylierung und nachfolgenden Abbau des Transkripti-
onsfaktors ,Forkhead Box Protein O1 (FoxO1)" die Glukoneogenese gehemmt wer-
den. AKT hemmt Uber Aktivierung der Glykogensynthasekinase 3 (GSK3) die Glyko-
gensynthese®®.

Im Insulin/ IGF (,Insulin-Growth-Factor®)/ daf-2 Signalweg in C. elegans konnten be-
reits viele funktionierende Komponenten analog zum humanen Metabolismus charak-
terisiert werden. Aktivierung des Insulinrezeptorhomologs daf-2 verhindert die
Translokation von FOXO/ daf-16 vom Zytoplasma in den Nukleus durch Inaktivierung
mittels Phosphorylierung. Durch 2%ige GE (100mM im Agar) konnte der daf-2 Sig-
nalweg aktiviert werden, was uber eine Verminderung von daf-16 zu einer Verkur-
zung der Lebensspanne flihrte®°. Daf-16 beeinflusst verschiedene antioxidative En-
zyme wie die Superoxiddismutase. Humaninsulin, welches im Gegensatz zum huma-
nen Metabolismus in C. elegans eine antagonistische Wirkung auf daf-2 hat, konnte
unter hoher GE (400mM als Losung) eine Protektion der Lebensspanne, neuronalen
Struktur und Funktion in Abhangigkeit von daf-16 und daf-2 zeigen ahnlich einer Re-
duktion von ins-7, das eine agonistische Rolle am Rezeptor einnimmt8% 70, Zur Erkla-
rung der hier untersuchten Auswirkungen hoher GE sollte aufgrund der Beeinflus-
sung antioxidativer Signalwege der Insulinrezeptorsignalweg in Betracht gezogen
werden. Die Beteiligung von Mechanismen des Diabetes Typ 2 wie der Insulinresis-
tenz im metabolischen Gedachtnis wurde bisher nicht untersucht. Dieses Modell
konnte zur Untersuchung der Rolle der Insulinresistenz im metabolischen Gedachtnis
beitragen.
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A Insulin Abb. 4: lllustration der Hauptbestandteile des Insulinre-
G . zeptor-Signalwegs. (A) Bei Insulinresistenz ist die hem-
R \ Lam mende Wirkung des Insulins auf die Glukoseproduktion
\ aufgehoben, die stimulierende auf die Lipidsynthese nicht.
(B) Proximale Signalkaskade des Insulins: Insulin aktiviert

Glukose- Lipid- den Insulinrezeptor und dessen Substrate (IRS) worauf
synthese synthese PI3K und AKT aktiviert werden. Uber Hemmung von
B Insulin FoxO1 wird die Glukoseproduktion beeinflusst und tber
* Stimulation des mMTOR-Komplex 1 (mTORC1) die Lipid-
synthese. Publikation der modifizierten Abb. mit Genehmi-
lFiS gung des Verlags®s.
PI3K
\/A Rl\\
FoxO1 mTORCA1
Glukose- Lipid-
synthese synthese

1.6 Ziele der Arbeit

Das primare Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung des Einflusses hoher tran-
sienter im Vergleich zu hoher persistenter Glukose-Exposition in C. elegans sowie
die Evaluation als Modell fur das metabolische Gedachtnis des Diabetes mellitus.
Besonders frihe Mechanismen, die nicht im HbA1c abgebildet werden, sind bisher
unzureichend charakterisiert. Pathobiochemisch wird der Einfluss auf die Bildung von
ROS und AGEs untersucht zusammen mit funktionellen Parametern wie der Lebens-
spanne und Motilitat. Zur Abgrenzung osmotischer von glukose-spezifischen Mecha-
nismen aufgrund der sehr hohen GE wurden zusatzlich osmotische Kontrollen unter-
sucht.

Erste Erkenntnisse Uber mogliche beteiligte Mechanismen dieses Modells wurden in
einer Analyse des Transkriptoms gewonnen.

Um die technische Durchfuhrung dieser Experimente gewahrleisten zu konnen,
wurde zunachst eine einfache Methode optimiert um grofRe Populationen schonend
auf Platten kultivieren zu kdnnen um eine Ubersterblichkeit der Nematoden zu ver-
meiden und die reproduzierbare Untersuchung mehrerer materialintensiverer Para-
meter aus einer Population gewahrleisten zu konnen.

Die Arbeit fokussiert sich auf das DIAMAP Ziel 5.01.04"".
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Studiendesign

Um den Einfluss transienter GE auf biochemische und funktionelle Parameter in

C. elegans zu untersuchen, wurden zunachst Versuche zur Dosisfindung und Ein-
grenzung der Behandlungsdauer anhand ausgewahlter Parameter durchgefihrt. Das
in Abb. 5 beschriebene Studiendesign fasst die unterschiedlichen Versuchsgruppen,
die in diesem Projekt untersucht wurden, zusammen.

Alle Nematoden der einzelnen Versuchsgruppen in einem Experiment gehdrten der-
selben alterssynchronisierten Population an. Alle Versuchsplatten beinhalteten 400
MM 2'-Desoxy-5-fluorouridin (FUdR) um die Entwicklung der nach der Synchronisie-
rung abgelegten Eier zu Larven zu inhibieren und damit die Ausgangsversuchspopu-
lation zu erhalten. Die GE und ME erfolgten auf Versuchsplatten, welche die Glukose
bzw. Mannitol bereits im Agar enthielten. Bei den Versuchsgruppen, die transient mit
Glukose oder Mannitol exponiert wurden, erfolgte nach der Exposition ein Transfer
der Nematoden auf Versuchsplatten ohne Glukose oder Mannitol wie im Kapitel
»1ransfer und Probensammlung grof3erer Mengen an C. elegans® beschrieben. Im
Gegensatz zum Metabolismus der meisten Saugetiere bendtigt C. elegans unter
Standardbedingungen keine Glukosesupplementation. In Vorexperimenten zur Vali-
dierung der LC-MS/MS als geeignete Methode in diesem Projekt wurden Versuchs-
gruppen uber 12 Tage 50mM MG (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland) exponiert und sowohl die intrazellulare MG-Konzentration als auch die
AGE-Spiegel gemessen’?. Diese Konzentration induzierte in vorherigen Experimen-
ten eine Erhdhung des AGE Argpyrimidin, die mittels Immunfluoreszenz (IF) nachge-
wiesen wurde’?. Zur Dosisfindung wurde die Bildung von AGEs als Marker des meta-
bolischen Gedachtnisses unter 200 und 400mM persistierender GE massenspektro-
metrisch untersucht und daraufhin die weitere GE von 400mM festgelegt. Bildung
von ROS, sowie der Induktion eines antioxidativen Reporterenzyms wurde nach tran-
sienter als auch persistenter GE gemessen. Die Korpergrof3e, Lange, Glukose- und
Proteingehalt, sowie die Entwicklung der Motilitat wurden longitudinal erfasst, um die
Entwicklung Uber die Versuchsdauer beurteilen zu kdnnen. Um Hinweise auf invol-
vierte Mechanismen zu erhalten wurde das Transkriptom nach transienter sowie per-
sistenter GE untersucht.
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Abb. 5: Studiendesign: Nematoden erhielten unterschiedlich lange transiente hohe Glukose-Expositio-
nen (GE) Uber 1, 4 und 6 Tage (violette gestrichelte Linie). AnschlieRend wurde bis Versuchsende
keine weitere GE mehr durchgefuhrt (schwarze durchgezogene Linie). Die persistente GE wurde tber
den gesamten Versuchszeitraum bis zum Ende des Versuchs nach 12 Tagen oder bei Untersuchung
der Lebensspanne bis zum Tod fortgefiihrt. Analog erhielten Nematoden in der osmotischen Kontroll-
gruppe transient tiber 4 Tage hohe Mannitol-expositionen (ME) (orange gestrichelte Linie) und erhiel-
ten anschlieflend bis zum Versuchsende keine ME mehr (schwarze durchgestrichene Linie). Zuguns-
ten der Machbarkeit und sinnvollen statistischen Auswertung wurde hier nur ein Expositionszeitraum
untersucht. Die persistente ME wurde Uber den gesamten Versuchszeitraum bis zum Ende des Ver-
suchs nach 12 Tagen oder bei Untersuchung der Lebensspanne bis zum Tod fortgefiihrt. Die nicht-
exponierten Kontrollgruppen erhielten tber den gesamten Versuchszeitraum keine GE oder ME. Verti-
kale Markierungen auf den horizontalen Zeitstrahlen geben die jeweiligen Expositionszeitrdume an.

2.2 C. elegans und E. coli Stamme

In den hier gezeigten Experimenten wurden neben dem Wildtyp C. elegans Stamm
Bristol N2 (CGC, Universitat Minnesota, Twin Cities, USA) ebenfalls der transgene
Stamm CL2166, dviIs19 [(pAF15)gst-4p::gfp::nis] (CGC, Universitat Minnesota, Twin
Cities, USA) verwendet. Als Nahrungsquelle der Nematoden wurde in allen Experi-
menten der E. coli Stamm OPS50 (CGC, Universitat Minnesota, Twin Cities, USA) ein-
gesetzt.
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2.3 Agarmedien und Zusatze

Agarmedium

Inhaltsstoffe

Erworben von

NGM (Nematode
Growth Medium)

25mM KPO4 Puffer (pH 6,0) in a.dest.

Eigenherstellung

2,5g Trypton/ Pepton

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

51mM NacCl

Sigma-Aldrich Che-

20g Agar

mie GmbH, Taufkir-
chen, Deutschland

Nach dem Autoklavieren hinzufiigen:

13mM Cholesterol-Lésung in EtOH

1mM MgSO4 x 7 H20

Sigma-Aldrich

1mM CaCl2 x 2 H20

1M KPOg4 Puffer 0,8M KH2PO4
(pH 6,0) in a.dest. | 0,2M K2HPO4
+ FUdR 400uM FUdAR TCI, Tokio, Japan

+ Glukose

200-800mM Glukose

Sigma-Aldrich

+ Mannitol

400mM Mannitol

Der Agar wurde wie beschrieben hergestellt’® und jeweils 11ml des auf 55°C abge-
kuhlten, autoklavierten Agars in eine Petrischale der Grofie 60mm x 15mm (Greiner
Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) gegossen. Fir die Videoanalysen
wurde 3ml NGM-Agar in Petrischalen der GroRRe 35mm x 10mm (Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen, Deutschland) gegossen.

2.4 Allgemeine Puffer und Chemikalien

Puffer/ Chemikalien

Inhaltsstoffe

Erworben von

M9-Puffer (pH 7,0) in a.dest.

22mM KH2PO4

42mM Na2HPO4
86mM NaCl

1mM MgSOs4 hinzufa-
gen nach dem Autokla-

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

vieren
Hypochlorit-Lésung in a.dest. | 0,5M NaOH Fluka Analytical, Seelze,
Deutschland
2,3mM NaOCl Roth, Karlsruhe,

Deutschland

rend in a.dest.

Lysepuffer, nicht denaturie-

20mM Tris HCI (pH 8)
137mM NaCl

1% Triton-X

2mM EDTA

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

LB-Medium in a.dest.

4g Bacto™ Trypton
2g Bacto™ Hefeextrakt

Becton-Dickinson, Fran-
klin Lakes, USA

171mM NaCl

Sigma-Aldrich

S-Puffer (pH 6,0) in a.dest.

44mM KH2PO4
6,4mM K2HPO4
100mM NacCl

Sigma-Aldrich
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2.5 Kultivierung von C. elegans

Wahrend der Kultivierung und der Experimente mit lebendigen C. elegans und E. coli
OP50 wurde entweder steril unter einer Sicherheitswerkbank (Clean Air Supplies
Deutschland GmbH, Haan, Deutschland) oder mit einem Gasbrenner (Camping Gaz
GmbH, Hattersheim am Main, Deutschland) gearbeitet. Zur Vermeidung von Kreuz-
kontaminationen zwischen unterschiedlichen Stammen wurde auf eine raumliche
Trennung der Experimente und Kulturplatten geachtet. Die C. elegans Stamme wur-
den nach Ankunft im Labor auf NGM-Platten kultiviert und im Dauerstadium auf luft-
dicht verschlossenen NGM-Platten in einem 10°C Inkubator (Thermostatschrank,
Aqualytic, Dortmund, Deutschland) Uber mehrere Monate konserviert. Zusatzlich wur-
den gefastete L1/L2-Larven mit S-Puffer von den Platten gesammelt und das Pellet
bei -80°C mit gleicher Menge S-Puffer in 30% Glycerol (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland) in Kryotubes fur langere Lagerung eingefroren.
Zur langsamen Temperaturangleichung fiir eine héhere Uberlebensrate wurden die
Kryotubes fur die ersten 24 Stunden in einem Einfrierbehalter (Cryo 1°C Freezing
Container, Nalgene, New York, USA) gelagert. Alle Nematoden wurden wahrend der
Experimente bei 20°C kultiviert entsprechend der Empfehlungen des CGC74.

Als Futterquelle wurde 400ml LB-Medium mit wenigen OP50 Kolonien inokuliert, Gber
Nacht bei 37°C und 225 Umdrehungen/ min auf einem Schuttler (Certomat H, Sarto-
rius, Gottingen, Deutschland) inkubiert und danach fir maximal 14 Tage in Aliquots
bei 4°C luftdicht verschlossen gelagert. Zur Aufkonzentrierung der OP50 zur Futte-
rung der adulten Nematoden wurden 70% des LB-Mediums nach vollstandiger Sedi-
mentierung der Bakterien entfernt.

FUr die hier gezeigten Experimente wurden abhangig von der Besiedlungsdichte
zwei 0,5cm x 1cm grol3e Agarsticke mit Nematoden im Dauerstadium mittels Ein-
malskalpell (Braun, Melsungen, Deutschland) ausgeschnitten und auf frische OP50-
beschichtete NGM-Platten Ubertragen. Zur Synchronisierung der Population wurden
nach Eiablage (ca. 2,5 Tage) die Nematoden und Eier mit 2 x 1ml M9-Puffer von den
Platten gesammelt und in 15ml Zentrifugenréhrchen (Falcon Tube, Eppendorf, Ham-
burg, Deutschland) gesammelt. Nach Pelletierung der Nematoden und Eier durch 2-
minutiges Zentrifugieren bei 800 x g (Minifuge, Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland) wurde der tUberschissige Puffer abgenommen. Durch Behandlung mit
10ml Hypochloritlosung fur 5-7 min (max. 15 min) wurden die Nematoden getotet und
aufgeldst, die Eier blieben durch ihre harte Schale intakt. Nach dreimaligem Wa-
schen mit 10ml M9-Puffer und jeweiligem Zentrifugieren fir 2 min bei 800 x g wurden
150ul Ei-Suspension auf frischen OP50-beschichteten NGM-Platten ausgesat. Nach
mikroskopischer Kontrolle (Leica M60, Leica, Wetzlar, Deutschland) sollte die Anzahl
der Eier pro Platte 200-300 beantragen, ansonsten wurde die Suspension aufkon-
zentriert oder mit M9-Puffer verdinnt. Die weitere Handhabung wurde aufgrund der
bendtigten groReren Probenmengen optimiert und wird im nachsten Kapitel erlautert.

2.6 Optimierung der C. elegans Kulturbedingungen flur Massenkultur

Um eine grof3ere Probenmenge derselben Versuchspopulation zu erzeugen und so-
mit mehr Parameter analysieren zu kénnen, wurde die C. elegans Handhabung vom
Transfer einzelner Nematoden mit einem Platindraht zum Transfer einer grof3en An-
zahl in Flussigkeit etabliert. Technische Probleme wie die initiale Ubersterblichkeit,

sowie Verlust der Nematoden wahrend des Transfers wurden durch Anpassung des
Protokolls eliminiert. Zur leichteren Adaptation des Protokolls empfiehlt es sich zu-

satzlich dem Video, welches der Publikation dieses Verfahrens anhangt, zu folgen?®.
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2.6.1 Massenkultur auf Agarplatten

Nach Aussaen der Ei-Suspension entwickelten sich die Nematoden innerhalb von 2-
2,5 Tagen zu adulten Warmern. Vor Eiablage wurden sie mithilfe einer leicht abge-
schnittenen 100-1000ul Pipettenspitze und 2ml M9-Puffer vorsichtig von den NGM-
Platten durch leichtes kreisformiges Schwenken aufgenommen und in einem 15ml
Zentrifugenréhrchen gesammelt. Das Schwenken und die gréRere Offnung der Pipet-
tenspitze verringerten die Scherkrafte und die mechanische Verletzung der Nemato-
den. Abhangig von der Dichte der Suspension wurde M9-Puffer nach Sedimentation
der Nematoden abgenommen. Vor dem Auftragen der Suspension auf die Versuchs-
platten sollte das Zentrifugenréhrchen vorsichtig ggf. mehrfach invertiert werden um
eine gleichmaRige Verteilung der Nematoden auf den Platten zu gewahrleisten. Mak-
roskopische und mikroskopische Beispiele flir eine gewtinschte Dichte von 50-100
Nematoden pro Versuchsplatte sind in Abb. 6 zu sehen. Nach Erreichen der ge-
wunschten Dichte wurden ca. 150ul der Nematodensuspension pro Platte auf die mit
konzentriertem OP50 beschichteten Versuchsplatten aufgetragen und die Suspen-
sion alle vier bis funf Platten erneut invertiert aufgrund der raschen Sedimentation
der Nematoden. Wahrend der Versuche wurden die adulten Tiere alle 1-2 Tage mit
200ul konzentriertem OP50 gefuttert abhangig von der Populations- und OP50
Dichte auf den Agarplatten. Dabei wurde auf eine gleichmalige Flussigkeitsvertei-
lung zwischen den Gruppen geachtet und die OP50 Konzentration anstatt des Volu-
mens ggf. angepasst. Somit konnte eine Verzerrung der Ergebnisse durch vermehrte
Bildung von oxidativem Stress aufgrund von Scherkraften verringert werden®®.
Ebenfalls wurde aus diesem Grund darauf geachtet die Flussigkeit vollstandig in den
Agar einziehen zu lassen und die Nematoden von der Pipettenspitze langsam am In-
nenrand des Rohrchens hinein zu pipettieren.

Abb. 6: (A) Makroskopische und (B) mikroskopische Verteilung der Nematoden fur eine Dichte von 50-
100 Nematoden in 150ul Suspension pro Versuchsplatte.
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2.6.2 Flussigkeitstransfer und Probensammlung groerer Mengen an C. elegans

Exposition mittels einer im Agar befindlichen Substanz bietet Vorteile wie die Ge-
wahrleistung anhaltend gleicher Konzentrationen im gesamten Agar und die Reduk-
tion des Flussigkeitsstresses durch Vermeidung taglicher Behandlungen mit Sub-
stanzlosung. Zum Beenden der Exposition zum Erreichen transienter Expositionsbe-
dingungen ist allerdings ein Transfer auf Kontrollagar ohne diese Substanz notwen-
dig. Technische Probleme wie der Verlust eines Grolteils der Nematoden aufgrund
von Adhasionskraften herkdmmlicher Plastikpipettenspitzen sowie eine Schadigung
der Nematoden durch den Transfer, die in einer Ubersterblichkeit nach wenigen Ta-
gen resultierte, erforderten eine Optimierung der Standardmethoden.

Um Versuchsgruppen nach transienter GE auf eine andere Versuchsplatte zu trans-
ferieren, wurden die Nematoden mit 500ul M9-Puffer mit einer abgeschnittenen 100-
1000pI Pipettenspitze von der Agarplatte aufgenommen. Ggf. wurde der Wasch-
schritt mit demselben Puffer wiederholt und die Suspension direkt auf die neue Ver-
suchsplatte transferiert. Die angegebene Puffermenge wurde bei trockenen Platten
ggf. nur leicht erhoht, da eine héhere Flussigkeitsbelastung zu Rissen in den Agar-
platten fuhrt, in welche die Nematoden eindringen konnen.

Zur Probensammlung wurde unsteril gearbeitet. Alle Platten einer Gruppe wurden mit
jeweils 1ml M9-Puffer vorsichtig geschwenkt, abgewaschen und in einem 15ml Zent-
rifugenréhrchen gesammelt. Das vorsichtige Schwenken gewahrleistete, dass verein-
zelte bereits tote Nematoden und Eier weiter auf dem Agar hafteten und die Probe
nicht verunreinigten. Fur den Transfer wurde eisgekuhlter M9 Puffer zur Stoffwech-
selverlangsamung verwendet. Die Probe wurde kurz bei 800 x g anzentrifugiert (Mini-
fuge, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland) oder sedimentieren gelassen
und dreimal mit 10ml M9-Puffer gewaschen um alle E. coli zu entfernen. Nach dem
letzten Waschschritt wurde das max. 1ml grof3e Pellet mit einer 10ml Glaspipette auf-
genommen und in ein 1,5ml Reaktionsgefald uberfuhrt. Um alle Nematoden aus der
Glaspipette zu sammeln, wurden nun aus einem zweiten vorbereiteten 1,5ml Reakti-
onsgefal’ ca. 500ul M9-Puffer aufgezogen um die verbleibenden Nematoden von
den Glaswanden zu I6sen und zur gesammelten Probe hinzuzufligen. Die Glaspi-
pette wurde in diesem Schritt aufgrund der hohen Dichte der Nematoden verwendet,
da diese stark an den Pipettenspitzen aus Plastik hafteten. Nun wurde die Probe bei
19.000 x g fur 1 min zentrifugiert (5430R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland), der
Uberstand abgenommen und das Probenpellet in fliissigem Stickstoff eingefroren
und bei -80°C aufbewahrt.

2.6.3 Proteinisolierung

Zu der gefrorenen Probe wurde das gleiche Volumen aus einem Mix aus RNAse-
freien 0,5 und 1 mm Zirkoniumoxid Beads (Next advance Inc., New York, USA) und
mindestens das doppelte Volumen an nicht-denaturierendem Lysepuffer mit Pro-
teinaseinhibitor Cocktail (cOmplete™, Roche, Mannheim, Deutschland) hinzugege-
ben. Die Proben wurden nun fur 1 min auf der Geschwindigkeitseinstellung 9 im Bul-
let Blender™ (BBX24-CE 21380, Next advance Inc., New York, USA) homogenisiert.
Falls die Proben nicht vollstandig homogenisiert waren, wurde dieser Schritt wieder-
holt. Nun wurden die Proben fur 30 min bei 19.000 x g und 4°C zentrifugiert (5430R,
Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die Proteine der Probe gingen in Lésung und
wurden mit dem Uberstand in einem 1,5ml| Reaktionsgefa gesammelt und bei -80°C
bis zur Messung aufbewahrt.
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2.7 Biochemische Parameter in C. elegans
2.7.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Quantifizierung der isolierten Proteine wurde die Proteinkonzentration der Proben
in einem kolorimetrischen Assay nach Bradford mittels Farbumschlag des Coomas-
sie brilliant blue G-250 Farbstoffs anhand einer Standardkurve intrapoliert®.

Fir die Standardkurve wurde eine Stammldsung aus Rinderserum-Albumin (Bovine
Serum Albumin, heat shock fraction, pH 5.2, 296%; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland) in 1 x PBS (aus 10 x PBS Stammlésung, Roth, Karlsruhe,
Deutschland) in einer Konzentration von 1mg/ml gelost und die Standards unter-
schiedlicher Konzentration, wie in Tab. 1 gezeigt, angesetzt. Die Proben wurden vor
der Proteinbestimmung 1:5 mit 1 x PBS und das Detektionsreagenz (Bio-Rad Protein
Assay Dye Reagent Concentrate, Bio-Rad, Hercules, USA) 1:5 mit a. dest. verdlinnt.
Fur die Pellets der hier gezeigten Experimente ergab sich eine Proteinkonzentration
von 2-7mg/ml, sodass zusatzlich eine Verdunnung von 1:10 mit 1 x PBS (also insge-
samt 1:50) erfolgte. Nun wurden jeweils 10ul von Standard und verdunnter Probe in
Doppelbestimmung in eine transparente 96-well Mikrotiterplatte aus Polystyrol
(Brand, Wertheim, Deutschland) pipettiert und 200ul verdinntes Detektionsreagenz
dazugegeben. Nach 10 min lichtgeschitzter Inkubation bei Raumtemperatur konnte
die Proteinkonzentration bei 595 nm an einem Spektrophotometer (Infinite M200, Te-
can, Mannedorf, Schweiz) anhand der optischen Dichte bestimmt werden. Die Reak-
tion blieb mindestens 30 min stabil und messbar.

Standard 1x PE:ﬁI)Puffer f:zt;/::LB(if) Endk(::;/er::-ration Reagen:el:'::::i:;‘:iest. 1:5
S 0 =Blank 30 0 0 200 pl
S1 27 3 0,1 200 pl
S2 24 6 0,2 200 pl
S3 21 9 0,3 200 pl
S4 18 12 0,4 200 pl
S5 12 18 0,6 200 pl
S6 6 24 0,8 200 pl
S7 0 30 1,0 200 pl

Tab. 1: Verdinnungsreihe der Standardkurve
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2.7.2 LC-MS/MS von intrazellularem MG

Kultur und Probensammlung:

Die Nematoden wurden einmal taglich Gber 12 Tage 150ul 50mM MG exponiert. Die
Proben wurden an Tag 12 weniger als zwei Stunden nach der MG-Exposition gesam-
melt um einer Abreaktion dieses reaktiven Metabolits soweit wie mdoglich vorzubeu-
gen.

Probenvorbereitung:

Zur Messung von intrazellularem MG erfolgte zunachst eine Derivatisierung mit 1,2-
Diaminobenzen (DB)’’. Eine Probe wurde von ca. 15-20 Versuchsplatten gesammelt.
Die Proben wurden zunachst zur Enteiwei3ung mit 20l eiskalter 20% (wt/vol) Trich-
loressigsaure in 0,9% (wt/vol) Natriumchlorid und 80ul a. dest. in einem 1,5ml Reakti-
onsgefall homogenisiert. Daraufhin wurde jeweils 5ul des internen Standards ('3Cas-
MG; 400nM) hinzugeftigt, auf dem Vortex vermischt und bei 21.000 x g flr 5 min bei
4°C zentrifugiert. Nun wurde ein HPLC Probengefal® mit einem 200ul Glaseinsatz mit
35ul des Uberstandes beschickt. Zur Inhibierung jeglicher Peroxidaseaktivitat wurde
zu jeder Probe 5pl einer 3%igen Natriumazidlosung (wt/vol) hinzu pipettiert. Nun wur-
den 10ul einer 0,5mM DB in 200mM HCI mit 0,5mM Diethylentriaminpentaessigsaure
(DETAPAC) in a. dest. hinzugegeben und die Proben bei Raumtemperatur fur vier
Stunden lichtgeschitzt inkubiert. Dieser Schritt wurde zur lonisierung der Proben flr
die anschlieRende Analyse mittels LC-MS/MS benétigt’’. Die Probenvorbereitung so-
wie die massenspektrometrische Analyse wurde grotenteils von Thomas Fleming
und Elisabeth Kliemank (AG Nawroth, Medizinische Fakultat Heidelberg) durchge-
fuhrt.

Prinzip der Messung:

Die Hochdruckflussigkeitschromatographie mit Elektronenspray-lonisation und an-
schlieBender Messung und Analyse durch Tandem-Quadrupolmassenspektrometrie
(LC-MS/MS) ist ein hochsensitives Verfahren zur Detektion von Proteinen und deren
Modifikationen’®. Zunachst wurden hierzu die Proteine, der wie beschrieben vorberei-
teten Proben, durch Hochdruckflissigkeitschromatographie in feinen Kapillaren auf-
getrennt und mittels Elektronenspray-lonisation in kleine stark geladene Tropfchen
vernebelt (Abb. 7(B)). Nach der Evaporation der Tropfchen gelangen die stark proto-
nisierten Peptide und Aminosauren in das Magnetfeld des ersten Quadrupolmassen-
spektrometers und ein Normalmassenspektrum der Probe wird erzeugt. Nun werden
die einzelnen Peptide nacheinander in einer Kollisionszelle durch energetische Gas-
kollision fragmentiert und die so entstandenen Proteinfragmente in einem zweiten
Quadrupolmassenspektrometer gemessen (Abb. 7(C)). Die Messungen beider Mas-
senspektrometer werden mit Proteinsequenzierungs-Datenbanken abgeglichen und
die Komposition der Probe daraus bestimmt.
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Abb. 7: (A) Generelleres Prinzip der Massenspektrometrie, (B) Hochdruckflissigkeitschromatographie
mit Elektronenspray-lonisation, (C) Detektion der protonisierten Peptide mittels Tandem-Quadrupol-
massenspektrometrie (Q1+Q3) mit zwischengeschalteter Kollisionszelle (g2). Publikation der modifi-
zierten Abb. mit Genehmigung des Verlags’@.

2.7.3 LC-MS/MS von AGEs

Vor der LC-MS/MS Analyse der AGEs wurde ein mehrstufiger Probenverdau durch-
gefuhrt zur Freilegung der AGEs. Dazu wurden Proteinproben von ca. 200ug einge-
setzt, die von 15-20 Versuchsplatten gesammelt wurden.

Zunachst wurden die Proteinextrakte dreimal mit a. dest. mittels Ultrazentrifugation in
Zentrifugen-Filtereinsatzen mit einem 10 kDa Filtrationslimit (Amicon Ultra-0.5 Centri-
fugal Filter Unit, Merck Millipore, Massachussets, USA) gewaschen um die protein-
freien von den proteingebundenen Modifikationen zu separieren. Zur Spaltung der
Proteine der proteingebundenen Modifikationen in Peptide wurden 10ul einer 100mM
Salzsaure (HCI), 10ul Pepsin (2mg/ml in 20mM HCI) und 10ul Thymol (2mg/ml in
20mM HCI) zu dem gereinigten Protein (ca. 100ul) hinzugegeben und bei 37°C fur 24
Stunden inkubiert. Als nachster Schritt wurden die Proben auf einen pH von 7,4 mit
12,5l eines 0,5M Kaliumphosphatpuffers (pH 7,4) und 5ul einer 260mM Kalilauge
neutralisiert und gepuffert. Zur Spaltung der Peptide in einzelne Aminosauren am N-
Terminus wurden 10pl Pronase E [2mg/mL in 10mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4)]
hinzugegeben und 10l Penicillin-Streptomycin Losung zur Inhibierung bakterieller
Aktivitat. Die Proben wurden nun bei 37°C fur weitere 24 Stunden inkubiert. Als letz-
ten Verdauungsschritt wurden 10ul Aminopeptidase [2mg/ml in 10mM Kaliumphos-
phatpuffer (pH 7,4)] und 10pl Prolidase [2mg/mL in 10mM Kaliumphosphatpuffer (pH
7,4)] (alle Reagenzien von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland)
hinzugegeben um den Abbau der Peptide zu katalysieren. Die Proben wurden nun
bei 37°C fur 48 Stunden inkubiert. Das Hydrolysat wurde wie beschrieben mittels LC-
MS/MS analysiert’® 8 (ausfiihrliche Beschreibung unter ,LC-MS/MS von intrazellula-
rem Methylglyoxal“). Die Probenvorbereitung sowie die massenspektrometrische
Analyse wurde groftenteils von Thomas Fleming und Elisabeth Kliemank (AG
Nawroth, Medizinische Fakultat Heidelberg) durchgeflhrt.
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2.7.4 Detektion reaktiver Sauerstoffspezies mittels Dihydroethidium

C. elegans wurden mittels Dihydroethidium (DHE, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland) angefarbt, einem mitochondrienspezifischen Redoxindika-
tor, der nach Oxidation zu Ethidium einen Farbumschlag von blau nach rot zeigt®'. In
ein 1,5ml Reaktionsgefald mit M9-Puffer wurden 50 Nematoden pro Gruppe einzeln
mittels Platindraht transferiert und nach Sedimentation einmal mit M9-Puffer gewa-
schen. Aus einer bei -20°C gelagerten Stammldsung von 20mg/ml DHE (entspricht
63,4uM DHE) in Dimethylsulfoxid (DMSQO) geldst, wurde das Arbeitsreagenz von
300nM kurz vor Zugabe zu den Proben angesetzt. Hierbei wurden zu Spl Stammlo6-
sung Syl DMSO und 990ul M9-Puffer gegeben. Die Proben wurden mit 500ul Rea-
genz fir 30 min lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wurde der Uber-
stand abgenommen und die Proben zweimal mit 1ml M9-Puffer gewaschen. Das Pel-
let wurde mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze in 50ul Einbettmedium
(VECTASHIELD® Hardset™ Antifade Mounting Medium, Vector Laboratories Ltd.,
Peterborough, United Kingdom) aufgenommen und auf einem Objekttrager verteilt,
sodass die Nematoden einzeln beurteilt werden konnten. Die mikroskopische Ana-
lyse der Fluoreszenzemission erfolgte nach Aushartung des Einbettmediums am
konfokalen Mikroskop (TCS SP8, Leica, Wetzlar, Deutschland). Die Exzitation er-
folgte bei 535 nm und die Emission wurde bei 610 nm gemessen. Der Helligkeitskon-
trast der erstellten Bilddateien wurde in ImagedJ 1.49v (National Institute for Health,
Bethesda, USA) quantifiziert. Diese Experimente wurden von Kiibra Ozer (AG Ham-
mes, Medizinische Fakultat Mannheim) durchgefiihrt’2.

2.7.5 Detektion von ROS mittels GFP-Reporter

Um die Sensitivitat der Detektion der reaktiven Sauerstoffspezies zu erhéhen®?
wurde die Bildung von ROS ebenfalls mithilfe des transgenen C. elegans Stamm
CL2166 dvis19[(pAF15) gst-4p::gfp::nls] untersucht. CL2166 besitzt ein nuklear loka-
lisiertes, transkriptionelles Reportergenkonstrukt (Abb. 8(A)), das fir ein durch oxida-
tiven Stress induzierbares GFP kodiert. Die Lokalisation des Konstruktes liegt unter
der Kontrolle des Promotors der Glutathion-S-Transferase 4 (gst-4), was eine Ex-
pression des GFP ohne Bindung an das gst-4 Protein zur Folge hat.

In eine Kavitat einer schwarzen 96-well Mikrotiterplatte mit transparentem, flachem
Boden (Brand, Wertheim, Deutschland), in der 100pl 1 x PBS (aus 10 x PBS Stamm-
I6sung, Roth, Karlsruhe, Deutschland) pro Kavitat vorgelegt waren, wurden 50 Ne-
matoden mittels Platindraht transferiert. Es wurden jeweils drei technische Replikate
pro Gruppe eingesetzt. Die Expression des GFP wurde an einem Fluoreszenzspekt-
rometer (Infinite M200, Tecan, Mannedorf, Schweiz) bei einer Exzitation von 485 nm
und einer Emission von 538 nm gemessen.
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Abb. 8: (A) transkriptioneller Reporter, (B) translationeller Reporter3. Publikation mit Genehmigung
des Verlags.

2.7.6 Fluoreszenz-basierte Glukosemessung von C. elegans und Agar

Zur Probengewinnung wurden die Nematoden in einem 1,5ml Reaktionsgefaly mit
1ml M9-Puffer einzeln mit einem Platindraht gesammelt und dreimal mit M9-Puffer
gewaschen. Das Pellet wurde in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gela-
gert. Fur die erste Messung nach 12 Tagen GE wurden 1600 C. elegans in 250yl
Puffer gesammelt. Aufgrund ausreichenden Materials und zugunsten der Durchflhr-
barkeit des Versuches wurde fur die weiteren Messungen an Tag 1, 4 und 6 weniger
Material gesammelt (800 C. elegans in 200ul Puffer). Um die Zeitpunkte miteinander
zu vergleichen wurden die Ergebnisse von Tag 12 mittels Korrekturfaktor multipliziert
und angeglichen ((800 CE/ 200 uL) / (1600 CE/ 250 pL) = 0,625). Zur Proteinisolation
und Glukosemessung wurden die Proben wie im Kapitel ,Proteinisolation” beschrie-
ben aufgeschlossen.

Fur die Agarprobe wurden mit einem Skalpell 1cm? groRe Agarstlicke mittig von den
gewaschenen Versuchsplatten entnommen (Abb. 9(A)), in 1,5ml Reaktionsgefalien
gesammelt, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C bis zur Analyse gela-
gert. Vor der Glukosemessung wurden die Agarproben mit silanisierter Glaswolle
(Supelco™ Uber Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) homoge-
nisiert wie in Abb. 9(B) gezeigt. Dazu wurde am Boden eines 1,5m| Reaktionsgefa-
Res mit einer heilRen Nadel ein Loch gestochen, dieses Gefal® mit dichtgepackter
Glaswolle beschickt und in ein weiteres 1,5ml| Reaktionsgefal} gesteckt. Die aufge-
tauten Agarsticke wurden nun auf die Glaswolle gelegt und das geschlossene Reak-
tionsgefal® bei 8000 x g 10 min zentrifugiert (5430R, Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land). Danach wurde das mit Glaswolle geflllte Reaktionsgefaly verworfen und die
verflussigte Agarprobe in den Assay eingesetzt.

Zur quantitativen Bestimmung der intrazellularen Glukosekonzentration in den Ne-
matoden sowie im eingesetzten Agar wurde der Amplex® Red Glukose/ Glukose Oxi-
dase Assay Kit (Invitrogen, Kalifornien, USA) gemald den Empfehlungen des Herstel-
lers verwendet. Hierbei reagiert zunachst die Glukose-Oxidase mit der in der Probe
vorhandenen D-Glukose zu D-Gluconolacton und H202. Das Amplex® Red Reagenz
(10-Acetyl-3,7-Dihydroxyphenoxazin) bildet mit H202 mittels Meerrettich Peroxidase
(HRP) das rot-fluoreszierende Resorufin. Die Quantifizierung erfolgt tber eine Stan-
dardkurve (Abb. 9(C)), die eine Intrapolation im linearen Bereich von 3,15-100uM
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Glukose zulasst. Die Standards wurden seriell mit 1 x Reaktionspuffer herunterver-
dinnt. Die Nematodenproben wurden 1:2 und 1:20 verdlinnt, die Glukoseagarproben
1:10.000 verdinnt und die Kontrollagarproben 1:2 verdunnt eingesetzt. Standards
und Proben wurden in Doppelbestimmung gemessen. Diese Experimente wurden in
Zusammenarbeit mit Kiilbra Ozer (AG Hammes, Medizinische Fakultdt Mannheim)
durchgefiihrt’?. In eine schwarze 96-well Mikrotiterplatte mit flachem, transparenten
Boden (Brand, Wertheim, Deutschland) wurden jeweils 50ul des Standards oder der
Probe pipettiert. Dazu wurden 50ul des Testreagenzes (Amplex® Red Reagenz/
HRP/ Glukose Oxidase) hinzugegeben, die Reaktion fur 30 min lichtgeschutzt inku-
biert und anschlieRend fluorospektroskopisch bei 530 nm angeregt und die Emission
bei 590 nm gemessen (Infinite M200, Tecan, Mannedorf, Schweiz).

» Jemxicm  ®

16000
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100001

Fluorescence
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Abb. 9: (A) standardisierte Flache der Agarplatte zur Glukosemessung, (B) Schematischer Aufbau der
Agarhomogenisierung, (C) Glukosestandardkurve nach Testmanual
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2.8 Funktionelle Parameter in C. elegans
2.8.1 Motilitat

Zur Bestimmung der Motilitat wurden 10-15 Nematoden einzeln nacheinander auf
kleine OP50-beschichtete NGM-Platten (35 mm x 10 mm) gesetzt und in einer Auflo-
sung von 640 x 512 Pixel mindestens 15 s lang gefilmt (Moticam 1000, Beyersdorfer
GmbH, Mandelbachtal, Deutschland). In der computergestitzten Videoanalyse wur-
den die Videosequenzen mittels Software (WormTracker v2.0.25, Thomas Born-
haupt, Neustadt adW, Deutschland) zunachst in Einzelbilder unterteilt und die Kopf-
sowie Schwanzposition der einzelnen Nematoden lokalisiert. Mit diesen Daten wurde
die Geschwindigkeit des ganzen Kdrpers in Relation zur Plattenmitte (absolut) als
auch zur Koérpermitte (relativ) gemessen und in mm/s angegeben?*. Der Krimmungs-
winkel wurde anhand der Winkelabweichung zur Kérpermitte der Nematoden in °/s
und die Korpermotilitat in mm/s berechnet.

2.8.2 Lebensspanne

Zur Bestimmung der Lebensspanne wurden pro Versuchsgruppe 50 jung adulte Ne-
matoden einer Population gleichmalig mittels Platindraht auf zwei Versuchsplatten
einer Gruppe verteilt. Im Verlauf des Versuchs wurden die Nematoden taglich unter
mikroskopischer Sichtkontrolle gezahlt und die Verstorbenen dokumentiert. Unbe-
wegliche Nematoden wurden hierzu mit einem Platindraht stimuliert und bei fehlen-
der Bewegungsreaktion als verstorben klassifiziert. Nematoden, die sich in den Agar
eingruben oder vom Agar wegbewegten, wurden zensiert.

2.9 Korpergrofle und Lange

Durch Videoanalyse mittels WormTracker Software wurde ebenfalls die KorpergroRe
in mm? und die Lange der Nematoden in mm berechnet.

2.10 Genetische Analysen
2.10.1 RNA-Isolierung und RIN Qualitatskontrolle

Zur Isolierung der RNA wurden zunachst grole Mengen an C. elegans mittels opti-
mierter Massenkultur kultiviert, in 1,5ml Reaktionsgefallen gesammelt und mindes-
tens 3 x mit 1ml eiskaltem M9-Puffer gewaschen, um eine Kontamination mit der Fut-
terquelle OPS50 E. coli zu vermeiden. Die Proben wurden jeweils dazwischen 1 min
bei 19.000 x g (5430R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zentrifugiert, der Uber-
stand abgenommen und die gewaschene Probe am Ende in flissigem Stickstoff
kryo-konserviert, sowie bei -80°C bis zur weiteren Analyse gelagert. Die RNA wurde
im nachsten Schritt mittels Trizol™ Methode isoliert. Zu der gefrorenen Probe wurde
das gleiche Volumen an einem Mix aus RNAse-freien 0,5 und 1 mm Zirkoniumoxid
Beads (Next advance Inc., New York, USA) und 300ul Trizol™ (Sigma Aldrich, Stein-
heim, Deutschland) hinzugegeben. Die Proben wurden nun fir 1 min auf der Ge-
schwindigkeitseinstellung 9 im Bullet Blender™ (BBX24-CE 21380, Next advance
Inc., New York, USA) homogenisiert. Falls die Proben nicht vollstandig homogenisiert
waren, wurde dieser Schritt wiederholt. Danach wurde das Probengefald mit 700ul
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Trizol™ aufgefiillt und mehrmals iber Kopf vermischt. Nach diesem Schritt bestand
die Mdglichkeit die Proben erneut bei -80°C zu lagern und zu einem spateren Zeit-
punkt zu isolieren. Ansonsten wurden nach einer 10-minutigen Inkubationszeit bei RT
200ul Chloroform hinzugeflgt, erneut fir 15 s vermischt und dann 3 Minuten bei RT
inkubiert. Nun wurden die Proben fur 15 min bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert
(5430R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und nach Phasentrennung die wassrige,
obere Phase, in der sich die RNA geldst hatte, in ein neues, beschriftetes 1,5ml Ge-
fark uberfihrt. Abhangig von der erhaltenen Probenmenge wurde dasselbe Volumen
an Isopropanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) zum gelartigen Ausfallen der RNA
dazugegeben, sowie 2 ul Glykogen (Roche, Basel, Schweiz) zum Sichtbarmachen
des RNA-Pellets und mit der Probe durch Schwenken vermischt. Nach 10-minutiger
Inkubation wurden die Proben erneut 20 Minuten bei 12.000 x g und 4°C zentrifu-
giert, der Uberstand abgenommen und das Pellet mit 1ml eiskaltem 80 %igem Etha-
nol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) gewaschen. Nach einer letzten 10-mindtigen
Zentrifugation bei 7.500 x g und 4°C wurde der Uberstand entfernt und das Pellet fur
5-10 min bei RT getrocknet. Danach wurde das Pellet mit 20ul RNAse-freiem Wasser
(Qiagen, Hilden, Deutschland) gelost und bei nicht vollstandig gelosten Pellets wei-
tere 10ul RNAse-freies Wasser hinzugegeben. Einige unlésliche Pellets wurden zu-
satzlich 10 Minuten auf dem Warmeblock (ThermoMixer F1.5, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) bei 55°C erhitzt und mehrmals wahrenddessen durch Pipettieren re-
suspendiert.

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch bei 260 nm im Microplate Reader
(Tecan Spark, Mannedorf, Schweiz) gemessen und zur Beurteilung der Kontamina-
tion zusatzlich die Absorption bei 280 nm bestimmt. Dabei wurde ein Quotient von
260 nm zu 280 nm von 1,8-2,0 angestrebt.

Zur Beurteilung der Stabilitat wurde die RNA Integritatsnummer (RIN) mittels Kapillar-
elektrophorese am Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, USA) be-
stimmt.

2.10.2 Transkriptomanalyse mittels Microarray

Genexpressionsanalysen wurden mittels GeneChip EleGene-1_0-st (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) durchgefihrt. Dazu wurde zunachst biotinylierte anti-
sense cDNA gemal} dem standardisierten Markierungsprotokoll mit dem GeneChip®
WT Plus Reagent Kit und dem GeneChip® Hybridization, Wash and Stain Kit (beide
von Thermo Fisher Scientific) aus der isolierten RNA hergestellt. Die Hybridisierung
auf die Chips erfolgte im GeneChip-Hybridization oven 640, die Anfarbung in der Ge-
neChip Fluidics Station 450 und das Einscannen der gefarbten Chips mittels Ge-
neChip Scanner 3000 (alle Gerate von Affymetrix, High Wycombe, UK).
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2.10.3 Bioinformatik Microarray

Zur Annotierung der Arrayergebnisse wurde Custom CDF Version 22 mit Entrez-ba-
sierten Gendefinitionen verwendet. Die Intensitat der Fluoreszenzsignale wurde mit-
tels quantiler Normalisierung und RMA Background-Korrektur normalisiert. OneWay
ANOVA Analysen wurden durchgefuhrt um differentiell exprimierte Gene mittels dem
Softwarepaket SAS JMP Genomics v10 von SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA) zu
bestimmen. Als Signifikanzniveau wurde ein Anteil falsch positiver Ergebnisse von
a=0,05 FDR-korrigiert akzeptiert.

,Gene Set Enrichment Analysen (GSEA)“ wurden verwendet um zu untersuchen, ob
ein statistisch signifikanter Unterschied von definierten Gen-Sets aufgrund ihrer Ver-
teilung innerhalb einer geordneten Genliste besteht. Dazu wurde das fgsea Paket in
R-Programmiersprache mittels der Open-Source Computersoftware R v3.4.0 (R Core
Team, 2017) und RStudio v1.1.456 (http://www.rstudio.org) verwendet. Die gezeigten
Stoffwechselwege wurden Uber 6ffentliche Datenbanken ermittelt (KEGG,
http://www.genome.jp/keqq).

2.10.4 DAVID Signalweganalyse

Mittels einer weiteren Software der ,Database for Annotation, Visualization and In-
tegrated Discovery (DAVID)" v6.8 wurden die jeweils differentiell regulierten Gene
der einzelnen Gruppen analysiert und die regulierten KEGG-Signalwege ausgewer-
tet. Diese Analyse wurde als Erganzung zur GSEA durchgefuhrt um ein besseres
Verstandnis unklarer Signalwegregulationen zu erhalten.

2.11 Statistik

Die statistischen Analysen (aul3er Analyse des Microarrays) wurden mittels Graph-
Pad Prism v7.03 (GraphPad Software, LaJolla, USA) durchgefuhrt. Es wurden je-
weils die Mittelwerte + Standardabweichungen einzelner Gruppen angegeben, wenn
nicht anders beschrieben. Fur Vergleiche zwischen zwei Gruppen wurden unge-
paarte zweiseitige t-Tests verwendet. Vergleiche zwischen mehr als zwei Gruppen
wurden mittels One-Way ANOVA durchgefuhrt in Kombination mit Dunnett's oder Tu-
key’s Korrektur fur multiple Tests. Um zwei oder mehr Gruppen uber mehrere Para-
meter hinweg zu vergleichen, wurden Two-Way ANOVAs mit Sidak‘s post-hoc Kor-
rekturen angewendet.

Das Signifikanzniveau a wurde bei 5% angesetzt, ein p<0,05 also als signifikant an-
gesehen. Die statistische Auswertung der Experimente zur Lebensspanne erfolgte
mittels Kaplan-Meier Kurven und One-Way ANOVA. Dabei wurden aufgrund der
Empfehlungen zur Erhdhung der Validitat mehrere statistische Analysen durchge-
fuhrt®. In der ersten Analyse wurden alle Nematoden derselben Versuchsgruppe
uber die vier Experimente gepoolt und gesammelt ausgewertet. In der zweiten Ana-
lyse wurden wie bei Auswertung der Ubrigen Parameter die Mittelwerte der Versuchs-
gruppen der einzelnen Experimente miteinander verglichen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Optimierung der C. elegans Massenkultur auf Plattenmedien
3.1.1 Proteinmenge korreliert mit der Nematodenanzahl

Um eine verlassliche Relation der Proteinmenge zur Zahl der Nematoden zu erhalten
und damit die Ergebnisse auf einen Nematoden darstellen zu kdnne anstatt eher
abstrakt auf eine Einheit Protein, wurden nach 12 Versuchstagen unterschiedlich
grol3e Proben gesammelt, in denen die Anzahl der Nematoden erfasst und die Pro-
teinmenge mittels Bradford Assay quantifiziert wurde. Beide Parameter wurden zuei-
nander ins Verhaltnis gesetzt (Abb. 10).

Die Proteinmenge zeigte sich nach 12 Versuchstagen linear abhangig von der Ne-
matodenanzahl, sodass flr zuklinftige Experimente kein aufwendiges Zahlen der Ne-
matoden mehr notwendig ist, sondern von der Proteinmenge direkt auf die Anzahl
geschlossen werden kann. Auch die geringste Probengréfie von 500 Nematoden
zeigte eine reproduzierbare Messung. Somit konnte eine Funktion erstellt werden um
in weiteren Experimenten die Nematodenanzahl aus der Proteinkonzentration errech-
nen zu kénnen und so die zeitaufwandige Quantifizierung der Nematoden zu vermei-
den (Abb.10). Bei einer ProbengrofRe von 1500 Nematoden ging eine Probe pro
Gruppe in die Messung ein. Durch die Optimierung der Methode konnte der Verlust
von Nematoden aufgrund technischer Probleme wie Adhasion an Pipettenspitzen
oder Schadigung der Nematoden durch Scherkrafte mit nachfolgender Ubersterblich-
keit, eliminiert werden und somit eine reproduzierbare Kultivierung und Einsatz in Ex-
perimenten gewahrleistet werden.
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Abb. 10: Korrelation der Proteinmenge in pug im Lysat zur Nematodenanzahl des C. elegans Wildtyp
N2 nach 12 Tagen (Lysat von 500 Nematoden, n = 3; Lysat von 1000 Nematoden, n = 3; Lysat von
1500 Nematoden, n = 1). Die Nematoden wurden zur Quantifizierung einzeln gesammelt und die Ge-
samtproteinkonzentration anschlie®end mittels Bradford Assay bestimmt. Dargestellt ist der MW+SD.
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3.1.2 Detektion von MG, MG-H1 und AP — Ein Beitrag zur Reproduzierbarkeit

Um zu untersuchen, ob mit der nach dem hier etablierten Protokoll erhaltenen Pro-
benmenge reproduzierbare Ergebnisse mittels LC-MS/MS gewonnen werden kon-
nen, wurde nach 50mM MG-Exposition einmal taglich Uber 12 Tage sowohl die intra-
zellulare MG-Konzentration als auch die Bildung von MG-H1 und AP, die durch MG
gebildet werden, gemessen. Unter dieser Konzentration konnte in vorherigen Experi-
menten mittels Immunfluoreszenz-Detektion eine Erhdhung von AP Uber 12 Tage
Behandlung beobachtet werden (K. Acunman, AG Hammes, personliche Mitteilung).
Mittels dieser Detektionsmethode erhobene Daten zeigten eine relevante Varianz
aufgrund schneller Ausbleichung der Fluoreszenzfarbung, weshalb in dieser Arbeit
die Verwendung von LC-MS/MS als hochsensitive Detektionsmethode angestrebt
wurde.

Mittels LC-MS/MS konnte nach 12 Tagen 50mM MG-Exposition eine Erhdhung so-
wohl der intrazellularen MG-Konzentration (Abb. 11(B); n=3) als auch der MG-H1-
und AP-Menge im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle festgestellt werden (Abb.
11(C), Abb. 11(D); n=3). Somit konnten durch die hier erzeugte Probenmenge und
den Einsatz von 200ug Totalprotein Messungen der AGEs und MG mit geringer Vari-
anz mittels LC-MS/MS durchgeflihrt werden.
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Abb. 11: Intrazelluldare MG-Spiegel nach 50mM MG-Exposition Uber 12 Tage bezogen auf eine Probe
(A) oder auf einen Nematoden (B). AP- (C), sowie MG-H1-Spiegel (D) nach 50mM MG-Exposition
Uber 12 Tage. Gezeigt sind MW+SD, **p<0,01, ***p<0,001; n=3. Intrazellulare MG-Level, MG-H1 und
AP sind nach 12 Tagen 50mM MG-Exposition erhoht.
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3.1.3 Flussigkeitstransfer hat keinen Einfluss auf die Bildung von ROS

Aufgrund der bisher auftretenden Ubersterblichkeit der Nematoden beim Fliissig-
keitstransfer zwischen Versuchsplatten wurde unter Anwendung des optimierten Pro-
tokolls die Bildung von ROS als Ursache der auftretenden Ubersterblichkeit unter-
sucht. Die GFP-Expression des Reporterstamms CL2166 unter GE wurde als indi-
rekte Messung von erhdhtem ROS bestimmt. Nicht-transferierte Nematoden wurden
hierbei nach zwei Tagen mit Nematoden, die nach einem Tag auf neue GE-Platten
transferiert und darauffolgend einen weiteren Tag kultiviert worden sind, verglichen.
Durch Bildung von ROS wird unter dem Promoter der Glutathion-S-Transferase 4, ei-
nem antioxidativem Enzym, ebenfalls die Transkription eines GFP-Proteins induziert,
was hier zur Quantifizierung des ROS herangezogen wurde.

Die Induktion von GFP durch ROS war unter GE unabhangig vom Flussigkeitstrans-
fer gleichermal3en erhoht im Vergleich zu den nicht-exponierten Kontrollen (Abb.12).
Die GFP-Erhéhung unterschied sich in den GE-Gruppen nicht, was fur ein schonen-
deres Protokoll ohne zusatzliche Induktion von ROS aufgrund des Flussigkeitstrans-
fers spricht.
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Abb. 12: GFP-Expression durch ROS im transgenen C. elegans Stamm CL2166 (gst4::GFP) unter
200mM GE. Die Nematoden wurden entweder zwei Tage lang unter 200mM GE oder nach einem Tag
GE mittels Flussigkeitstransfer auf eine neue Glukoseplatte transferiert und einen weiteren Tag kulti-
viert. Diese Gruppen wurden mit nicht-exponierten Kontrollen am Ende des Versuches nach zwei Ta-
gen verglichen. Gezeigt sind MW+SD; *p< 0.05; n=3.
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3.2 Auswirkungen transienter und persistenter GE in C. elegans

3.2.1 Transiente Glukose-Exposition hat keinen Einfluss auf die Bildung von AGEs,
die durch persistente Glukose-Exposition erhoht werden

Um zu untersuchen, ob persistente GE die Bildung von AGEs induziert, wurde mittels
LC-MS/MS der Einfluss persistenter GE mit unterschiedlichen Glukosekonzentratio-
nen im Vergleich zu persistenter MG-Exposition Uber 12 Tage auf die Bildung ver-
schiedener AGEs untersucht. Hier dargestellt sind AP, MG-H1 und FL. Glyoxal-Hyd-
roimidazolon (G-H1), Ne-(carboxymethyl)-lysin (CML) und Ne-(1-carboxyethyl)-L-lysin
(CEL) wurden durch MG- oder Glukose-Exposition nicht vermehrt gebildet (nicht dar-
gestellt).

Persistente MG-Exposition (60mM) und persistente GE (400mM) konnten eine Erho-
hung von AP bewirken (Abb. 13(A)). MG-H1 wurde vermehrt nach MG-Exposition ge-
bildet, aber auch nach GE (400mM) (Abb. 13(B)). FL konnte nur nach GE (400mM),
nicht nach MG-Exposition erhéht gemessen werden (Abb. 13(C)). Insgesamt zeigte
sich eine erhohte Bildung von MG-H1 und AP durch GE und MG-Exposition, aber
eine rein glukoseabhangige Bildung von FL, was fur einen differentiellen Einfluss von
Glukose und Methylglyoxal auf die Bildung von AGEs spricht. Weitere Experimente

wurden mit der héheren Glukosekonzentration (400mM) fortgeflhrt.
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Abb. 13: Einfluss von persistenter Glukose- (200, 400mM) und MG-Exposition (50mM) auf die Bildung
von AP (A), MG-H1 (B) und FL (C) nach 12 Tagen Exposition. Gezeigt sind MW+SD;*p<0,05,
**p<0,01, ****p<0,0001; n=3. Glukose- und MG-Exposition erhéht die AP und MG-H1 Bildung. FL wird
nur nach Glukose-, aber nicht nach MG-Exposition erhéht gemessen.
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Um zu untersuchen, welche Auswirkung transiente GE auf die Bildung von AGEs hat,
wurden Nematoden uber 1, 4 und 6 Tage 400mM Glukose exponiert und am Ende
des Versuchs nach 12 Tagen mit Nematoden unter persistenter hoher GE und nicht-
exponierten Kontrollgruppen verglichen (Abb. 14(A)+(C)+(E)). Es zeigte sich keine
Erhohung der untersuchten AGEs am Ende des Versuchs nach 12 Tagen durch tran-
siente GE. Bereits initial nach transienter GE konnte keine eindeutige Erhéhung der
AGEs beobachtet werden (Abb. 14(B)+(D)+(F)).
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Abb. 14: Einfluss transienter GE (400mM) auf die Bildung von AP (A), MG-H1 (C) und FL (E) nach 12
Tagen im Vergleich zu persistenter GE (400mM, schwarze Dreiecke) und der nicht-exponierten Kon-
troligruppe (weiRe Quadrate). AP (B), MG-H1 (D) und FL (F) direkt nach Ende der transienten GE im
Vergleich zu nicht-exponierten Kontrollgruppen. MW+SD, n=4.

Die Bildung von MG-H1, AP und FL wird durch persistente GE induziert, aber tran-
siente GE ist dazu nicht ausreichend. Somit zeigen sich in diesem Modell AGEs nicht
anhaltend reguliert, sodass ein metabolisches Gedachtnis Uber AGE-Bildung nicht
dargestellt werden kann.
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3.2.2 Transiente und persistente Glukose-Exposition erhohen ROS

Um die Bildung von reaktivem oxidativem Stress unter GE zu untersuchen, wurden
Nematoden unterschiedlich hohen Konzentrationen von Glukose (200, 400, 600 oder
800mM) Uber 12 Tage kontinuierlich exponiert und ROS mit dem mitochondrienspe-
zifischen fluoreszierenden Redoxsensor Dihydrofluorescein (DHE) gemessen (Abb.
15).

Die GE hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Bildung von ROS im Vergleich zur
nicht-exponierten Kontrollgruppe (Abb. 15(A)). Aufgrund der Variabilitat der Mess-
werte zwischen den einzelnen Experimenten, sowie in den jeweiligen Versuchsgrup-
pen, ist diese Aussage am ehesten durch die hier festgestellte Variabilitat der Mess-
methode zu begrunden. Eine Analyse aller Einzelmesswerte der jeweiligen Versuche
miteinander zeigte statistisch eine Erhéhung der ROS durch GE mit verschiedenen
Glukosekonzentrationen, was durch die Anwendung stabilerer Messverfahren besta-
tigt werden sollte (Abb. 15 (B)).
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Abb. 15: Persistente GE zeigt einen Trend zur Erhéhung ROS. (A) Vergleich der Mittelwerte der Ver-
suchsgruppen einzelner Experimente, n=5, n.s., (B) Vergleich aller Einzelwerte der Versuchsgruppen
Uber alle Experimente hinweg, n=30-59; **p<0,05; ***p<0,005; ****p<0,0001. Gezeigt sind MW+SD.

Um eine sensitivere und spezifischere Detektion des ROS zu gewahrleisten, wurden
Experimente mit einem transgenen C. elegans Stamm durchgeflihrt, der einen tran-
skriptionellen, GFP-getaggten Reporter nach ROS-Exposition exprimiert (Stamm
CL2166).

200, 400 und 600mM persistente GE konnte Uber den gesamten Versuchszeitraum
eine konzentrationsabhangige Induktion des Reporters fur ROS im Vergleich zu den
nicht-exponierten Kontrollgruppen induzieren (Abb. 16: 200mM Glk vs. 0OmM GIk an
Tag 2: n. s., an Tag 4: **p<0,01, an Tag 6: *p<0,05, an Tag 8: *p<0,05; 400mM Glk
vs. 0OmM GIk an Tag 2: *p<0,05, an Tag 4: **p<0,01, an Tag 6: **p<0,01, an Tag 8:
*p<0,05; 600mM Glk vs. OmM Glk an Tag 2: *p<0,05, an Tag 4: **p<0,01, an Tag 6:
***p<0,001, an Tag 8: ****p<0,0001). Am Ende des Versuchs nach 8 Tagen sank in
allen Versuchsgruppen die Induktion des Reporters wieder. Transiente GE (400mM)
wurde Uber 1, 2, 3 und 4 Tage mit anschlieRender Inkubation Uber denselben Zeit-
raum unter nicht-exponierten Kontrollbedingungen (Messung also nach 2, 4, 6 und 8
Tagen) durchgefuhrt. Nach 4 Tagen GE und 4 weiteren Tagen unter nicht-exponier-
ten Kontrollbedingungen konnte eine erhohte Induktion des Reporters im Vergleich
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zu der nicht-exponierten Kontrollgruppe gemessen werden, die sich nicht signifikant
von der persistenten GE-Gruppe Uber die gesamten 8 Tage unterschied (Abb. 17).
Transiente GE uUber 4 Tage erzeugten somit eine anhaltende Induktion des Repor-
ters fir ROS, die sich nicht von der durch persistente GE unterscheidet. Eine anhal-
tende Induktion antioxidativer Enzyme durch ROS kann hier als Mechanismus des
metabolischen Gedachtnisses identifiziert werden.
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Abb. 16: Induktion des transkriptionellen GFP-getaggten Reporters des transgenen Reporterstamm
CL2166 nach persistenter GE (200, 400, 600mM Glukose) lber 2, 4, 6 und 8 Tage. Gezeigt sind
MW+SD; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001; n=3. Persistente GE erhdhten die Induktion
des GFP-getaggten Reporters fiir ROS.
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Abb. 17: Induktion des transkriptionellen GFP-getaggten Reporters nach transienter und persistenter
GE (400mM GIk) im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrollgruppe. Transiente GE wurde die erste
Halfte der Inkubationszeit mit 400mM Glukose durchgefiihrt und die zweite Halfte ohne GE kultiviert
(z.B. Messung nach 8 Tagen: 4 Tage GE mit darauffolgenden 4 Tagen ohne GE). Gezeigt sind
MW+SD; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001; n=3. Transiente GE Uber 4 Tage induziert an-
haltend den GFP-Reporter bis Tag 8 des Experimentes.
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3.2.3 Transiente und persistente Glukose-Expositionen beeinflussen die Motilitat in
Abhangigkeit von der Expositionszeit

Um den Einfluss persistenter GE auf die Motilitat als Ausdruck von neurologischer
Funktion, sowie allgemeiner Vitalitat zu untersuchen, wurden die Bewegungen der
einzelnen Nematoden videogestutzt analysiert. Hierzu wurde in vier unabhangigen
Experimenten die Kérpermotilitat (KM) in mm/s und der Krimmungswinkel des Kor-
pers (KW) in Grad/s von jeweils 10-15 Nematoden analysiert (Abb. 18).

Zu Beginn des Versuches nach eintagiger Exposition zeigte sich unter GE bereits
eine Reduktion der Motilitat (Krimmungswinkel) (Abb. 18(B)). Uber den weiteren
Zeitraum des Versuches konnte unter persistenter GE weiterhin der gleiche Trend ei-
ner reduzierten Motilitat im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle beobachtet wer-
den. Zum Ende des Versuches nach 12 Tagen verringerte sich die Motilitat der nicht-
exponierten Kontrollen. Unter GE zeigte sich im Vergleich dazu nach 12 Tagen eine
erhdhte Motilitat (Krimmungswinkel) (Abb. 18(A)). Der gleiche Trend konnte in weite-
ren Parametern wie der Kopf- und Schwanzmotilitat beobachtet werden (nicht darge-
stellt).

Um zu untersuchen, ob die gleichbleibende Motilitat GUber die Zeit unter GE osmotisch
reguliert wurde, erhielten die Nematoden 400mM ME. Unter hohem osmotischem
Druck verringerte sich die Korpermotilitat zunachst ahnlich zur GE konnte dann aber
keine Protektion der Motilitat an Tag 12 wie unter GE beobachtet zeigen (Abb.
18(C)+(D)).

Zusammenfassend scheint die anfanglich eingeschrankte Matilitat unter GE am
ehesten osmotisch reguliert zu sein. Die Protektion der Motilitat Uber den Versuchs-
zeitraum unter GE aber nicht in der osmotischen Kontrollgruppe macht hier glukose-
spezifische Mechanismen wahrscheinlich (Abb. 18(C)).
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Abb. 18: Einfluss von hoher Glukose auf die neuronale Funktion und Vitalitdt in CE, gemessen an den
Surrogaten Kérpermoatilitat (A) und Krimmungswinkels des Korpers (B) unter 400mM GE (schwarze
Dreiecke), n=4; nicht-exponierte Kontrolle (wei3e Quadrate, n=4), sowie unter persistenter 400mM ME
(schwarze Kreise, n=3) (Kérpermotilitét (C), Krummungswinkel (D)). Gezeigt sind MWxSD; longitudi-
naler Vergleich eines Zeitpunktes mit dem vorherigen Zeitpunkt *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005,
****p<0,0001; horizontaler Vergleich zwischen den Behandlungsgruppen an einem Zeitpunkt #p<0,05,
##p<0,005.
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Um den Einfluss transienter GE auf die Motilitat zu untersuchen wurden Nematoden
Uber 1, 4 und 6 Tage 400mM Glukose exponiert und die Motilitat im Vergleich zu per-
sistenter GE und der nicht-exponierten Kontrolle nach 12 Tagen analysiert (Abb. 19).
In Abhangigkeit der Expositionsdauer zeigte transiente GE einen protektiven Effekt
auf die Matilitat, allerdings weniger stark als persistente GE (Abb. 19(A)). Diese Be-
obachtung spricht fir anhaltende Mechanismen eines metabolischen Gedachtnisses,
die kontrar zu bekannten Mechanismen eine Protektion hier auf Ebene der Motilitat
zeigen.

Transiente ME Uber 4 Tage zeigte am Versuchsende eine Protektion der Motilitat im
Gegensatz zu persistenter ME (Abb. 19(C)). Die Protektion der Motilitat durch persis-
tente GE in diesem Versuch konnte also teilweise durch osmotische Regulation er-
klart werden. Die gegensatzliche Regulation von transienter und persistenter Be-
handlung unter GE und ME gibt Hinweise auf weitere glukose-spezifische Mechanis-

men.
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Abb. 19: Kérpermotilitat (A) und Krimmungswinkel des Kdrpers (B) der Nematoden unter persistenter
und transienter 400mM GE im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle, sowie unter persistenter und
transienter 400mM ME (Kdrpermotilitét (C), Krimmungswinkel (D)) am Versuchsende nach 12 Tagen.
Transiente GE erfolgte zu Beginn des Versuchs Uber 1, 4 oder 6 Tage, transiente ME hier Uber 4
Tage. Danach erhielten die Gruppen bis Tag 12 keine weitere GE/ME. Gezeigt sind MW+SD; *p<0,05,
**p<0,005, ***p<0,0005; n=4.
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3.2.4 Transiente und persistente Glukose-Exposition reduziert die Wachstumsrate

Um den Einfluss persistenter und transienter GE (400mM) auf den Metabolismus von
C. elegans zu untersuchen, wurde die Lange und KorpergroflRe mittels Videoanalyse
sowie die Proteinkonzentration mittels Bradford Assay Uber den Versuchszeitraum
bestimmt.

Im longitudinalen Vergleich innerhalb einer Gruppe nahm die Lange unter 400mM
GE anfangs weniger zu als in der nicht-exponierten Kontrollgruppe, bis die Wachs-
tumsrate zwischen Tag 6 und 12 stagnierte (Abb. 20(A)). Die Korpergrof3e unter
400mM GE nahm Uber den Versuchszeitraum nicht zu (Abb. 20(B)). Die nicht-expo-
nierte Kontrollgruppe nahm Uber den Versuchszeitraum kontinuierlich an Lange und
Korpergrofe zu. Im Querschnittsvergleich der Behandlungsgruppen untereinander
hatten die Nematoden unter GE nach 6 und 12 Tagen eine geringere Lange und Kor-
pergrofie (Abb. 20(A)+(B); Abb. 21: Bild).

Transiente GE fuhrte nach 4 sowie 6 Tagen zu einer anhaltenden Reduktion der
Lange und Korpergrofde bis zum Ende des Versuches nach 12 Tagen abhangig von
der Dauer der transienten GE im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle (Abb.
22(A)). Diese Ergebnisse zeigen eine anhaltende Reduktion der Korpergrofde und
Lange durch transiente GE im Sinne eines metabolischen Gedachtnisses. Persis-
tente GE bewirkte die starkste Reduktion der KorpergrofRe und Lange in allen Ver-
suchsgruppen.

Um eine osmotische Regulation von Lange und KorpergroRe unter persistenter und
transienter GE zu untersuchen, wurden Nematoden 400mM Mannitol exponiert. ME
zeigte im longitudinalen, sowie im Querschnittsvergleich eine gleichartige Reduktion
der Lange und Korpergrolie Uber den Versuchszeitraum wie GE (Abb. 22(A)). Somit
unterliegen die Reduktion der Lange und KorpergrofRe der Nematoden unter GE
(400mM) am ehesten einer osmotischen Regulation.
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Abb. 20: Zeitlicher Verlauf der Lange (A) und Kérpergrofie (B) der Nematoden unter persistenter
400mM GE (schwarze Dreiecke) im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle (weiRe Quadrate), sowie
unter persistenter 400mM ME (schwarze Kreise) (Lange (C), Kérpergrolie (D)). Gezeigt sind MW+SD;
longitudinaler Vergleich *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005, ****p<0,0001; horizontaler Vergleich
#p<0,05, ##p<0,005, #H##p<0,0005, ####p<0,0001; n=3.
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Abb. 21: Bespielaufnahmen eines nicht-exponierten Kontrolinematoden (A), eines Nematoden unter
400mM GE (B) und unter 400mM ME (C) am Ende der Versuchsdauer nach 12 Tagen.
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Abb. 22: Lange (A) und Korpergrolie (B) der Nematoden unter persistenter und transienter 400mM
GE im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle, sowie unter persistenter und transienter 400mM ME
(Lange (C), Kdrpergrofie (D)) am Versuchsende nach 12 Tagen. Transiente GE erfolgte zu Beginn
des Versuchs uber 1, 4 oder 6 Tage, transiente ME hier Uber 4 Tage. Danach erhielten die Gruppen
bis Tag 12 keine weitere GE. Gezeigt sind MW+SD; *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,0005; n=3.
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Persistente GE zeigte einen Trend zu niedrigeren Proteinmengen im Vergleich zu
den nicht-exponierten Kontrollen, was mit der geringeren Korpergréf3e und Lange
vereinbar ist (Abb. 23).
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Abb. 23: Lange und Proteinmenge der Nematoden unter persistenter 400mM GE im Vergleich zur
nicht-exponierten Kontrolle. Gezeigt sind MW+SD; longitudinaler Vergleich *p<0,05, **p<0,005,
***p<0,0005, ****p<0,0001; horizontaler Vergleich der Behandlungsgruppen untereinander am jeweili-
gen Zeitpunkt #p<0,05, ###p<0,0005; Lange n=4, Proteinmenge n=3.

3.2.5 Transiente Glukose-Exposition verlangert die Lebensspanne

Persistente 400mM GE hatte keinen Effekt auf die Lebensspanne der Nematoden im
Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle (Abb. 24(A), Tab. 2).

Transiente 400mM GE erreichte nach allen Expositionszeiten (1, 4 und 6 Tage) eine
Verlangerung der mittleren Lebensspanne von mindestens 27 % (Abb. 24(B), Tab.
2(A)). Somit wird ein anhaltender, protektiver Einfluss transienter GE auf die Lebens-
spanne deutlich, der durch persistente GE nicht erreicht werden kann. Diese Be-
obachtung deutet erneut auf protektive Mechanismen eines metabolischen Gedacht-
nisses hin.

Um einen potentiellen Einfluss von osmotischem Stress durch die Hypertonizitat der
Glukose auf den Metabolismus der Nematoden zu analysieren, wurde die Auswir-
kung von persistenter und transienter ME auf die Lebensspanne beobachtet. Tran-
siente 400mM ME Uber 4 Tage verlangerte die mittlere Lebensspanne um 26 % ver-
gleichbar mit der Verlangerung durch transiente GE (Abb. 24(C), Tab. 2). Persistente
ME hatte den groRten Einfluss aller Interventionen auf die Verlangerung der Lebens-
spanne von 36 %. Somit ist der Einfluss persistenter GE auf die Lebensspanne nicht
durch osmotischen Stress erklarbar und am ehesten glukose-spezifisch.
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Exposition Dauer Lebensspanne | Steigerung (% von n
(Tage) MW4SD (Tage) | MW OmM Glk) (Nematoden)

O0mM Glk persistent |16+ 1,3 197
400mM Glk persistent |17 +£1,6 4 p=n.s. 196
400mM Glk |1 21+2,4 27 *¥p<0,01 194
400mM Glk 4 22+1,2 34 ***p<0,001 | 197
400mM Glk |6 21+1,4 26 *¥p<0,01 197
400mM Mntl | persistent |22+ 1,9 36 ***p<0,001 | 192
400mM Mntl |4 21+1,3 26 **p<0,01 181

Tab. 2: Statistische Ubersicht der Mittelwerte der Lebensspanne unter persistenter und transienter GE
und ME im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle. Nematoden von denen im Verlauf des Experi-
ments keine Daten Uber die Lebensspanne mehr erhoben werden konnten (in den Agar eingedrun-

gen/vom Agar wegbewegt) wurden zensiert.
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Abb. 24: Lebenspanne als Uberlebensrate in Prozent unter 400mM persistenter GE und ME (A), sowie
400mM transiente GE Uber 1, 4 und 6 Tage (B) und transienter ME Uber 4 Tage im Vergleich zur je-
weils persistenter Exposition (C). Alle Gruppen werden jeweils im Vergleich zur nicht-exponierten Kon-

trolle dargestellt.
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3.2.6 Transiente und persistente Glukose-Exposition induzieren vergleichbare Sig-
nalwege

Um auf Transkriptomebene durch persistente und transiente GE regulierte Signal-
wege zu charakterisieren, wurden nach 12 Tagen GE Microarrayanalysen der C. ele-
gans durchgefuhrt. Hierbei konnten mittels ,Gene Set Enrichment Analyse (GSEA)*
Signalwege identifiziert werden, die sowohl nach transienter als auch persistenter GE
im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle gleichgerichtet reguliert waren und somit
dem metabolischen Gedachtnis zugerechnet werden kdnnen (Abb. 25).

Unter den hochregulierten Stoffwechselwegen fand sich neben der oxidativen Phos-
phorylierung auch der Metabolismus verschiedener Aminosauren. Proteine des
Glutathionstoffwechsel, sowie weiterer Stoffwechselwege der Detoxifikation von Me-
dikamenten und Xenobiotika zeigten sich ebenfalls induziert.

Die Expression ribosomaler Proteine (KEGG-Pathway ,Ribosom®) war hochreguliert,
wohingegen die Transkription und Reifung ribosomaler RNA (KEGG-Pathway ,Ribo-
sombiogenese®) herunterreguliert war. Des Weiteren sind auch die Endozytose, die
Proteinprozessierung im endoplasmatischen Retikulum und die Axonregeneration
durch transiente und persistente GE herunterreguliert. Ahnliche Signalwege in bei-
den Gruppen beinhalten herunterregulierte Komponenten des Insulinrezeptorsignal-
weges, wie PISK/AKT-, Phosphatidylinositol*- und MAPK-Signalweg nach persisten-
ter GE, sowie mTOR-, GPI-Anker*-, Inositolphosphatsignalweg* (*zur Bereitstellung
von Substraten fur den PI3K/AKT-Signalweg) und nach transienter GE Gene des
FoxO-Signalweges (Abb. 27+28). Diese Regulationen deuten auf eine Rolle von
Stoffwechselwegen der Detoxifizierung, des Energiestoffwechsels wie der Protein-
synthese und des Insulinrezeptorsignalwegs im metabolischen Gedachtnis hin.
Arginin, Prolin, Alanin, Aspartat, und Glutamat gehdren zu den glukogenen Amino-
sauren. Arginin stellt neben Lysin die am starksten von nicht-enzymatischer Glykosy-
lierung betroffene Aminosaure in Proteinen dar. Cystein und Methionin sind an der
Bildung funktioneller reaktiver Gruppen von Enzymen, wie Kinasen oder antioxidati-
ven Enzymen beteiligt, u.a. im Glutathionmetabolismus, dessen Transkription hier
ebenfalls hochreguliert ist. Unter der Bezeichnung ,Ribosom® finden sich ribosomale
Proteine, deren Expression hier hochreguliert ist, wohingegen unter ,Ribosombioge-
nese” die Transkription und Reifung der ribosomalen RNAs zusammengefasst ist,
dessen Expression herrunterreguliert sind.
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400mM Glk trans. + pers. vs. 0mM Glk

NES

Hochregulierte Stoffwechselwege Glk trans.
cel03010: Ribosom

cel00190: Oxidative Phosphorylierung

Glk pers.

cel00330: Arginin- und Prolinmetabolismus

cel00250: Alanin-, Aspartat- und Glutamatmetabolismus
cel00270: Zystein- und Methioninmetabolismus

cel00980: Metabolismus wvon Xenobiotika durch Zytochrom P450
cel00480; Glutathionmetabolismus

cel00982: Medikamentenmetabolismus

NES

Herunterregulierte Stoffwechselwege Glk trans.
cel04144: Endozytose
cel04141: Proteinprozessierung im Endoplasmatischem Retikulum

cel03008: Ribosombiogenese in Eukaryoten

cel04361: Axonregeneration

Abb. 25: GSEA mit Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome (KEGG) -Signalweganalyse und
Sortierung der signifikant regulierten Signalwege nach ,Normalized Enrichment Score (NES).
Zusammengefasst sind hier in lila markiert Giberlappende Signalwege, dessen Genexpression durch
persistente und transiente GE im Vergleich zu nicht-exponierten Kontrollen erhoht induziert wurde. Die
Gruppengrolie betrug n=6, dargestellt sind nur Signalwege mit adjustiertem p<0,05.

3.2.7 Transiente und persistente Glukose-Exposition beeinflusst Gene der Glu-
koneogenese und Glykolyse

Viele Enzyme der im vorigen Kapitel durch GE regulierten Signalwege konnen Reak-
tionen in beide Richtungen katalysieren und somit differentielle Auswirkungen auf
den Stoffwechsel haben. Um relevant regulierte Stoffwechselwege zu identifizieren,
wurde als nachstes die Expression spezifischer Gensets untersucht. In der GSEA
werden die Glykolyse und Glukoneogenese als ein KEGG-Signalweg zusammenge-
fasst. Durch Untersuchung von Schllsselenzymen beider Stoffwechselwege konnte
durch persistente GE eine Hochregulation der Genexpression von glukoneogeneti-
schen Enzymen wie der Pyruvatcarboxylase (FC 1,27; nom. p<0,05), Phos-
phoenolpyruvat(PEP)-Carboxykinase (FC 1,43; ad). p<0,05) und Glukose-6-Phopha-
tase (FC 1,37; adj. p<0,05) sowie eine Herrunterregulation der Phophofruktokinase-1
(FC 0,83; nom. p<0,05) in der Glykolyse im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle
gesehen werden, wobei die Pyruvatcarboxylase und Phophosfruktokinase-1 nicht
mehr signifikant reguliert waren (Abb. 26(A)).

Nach transienter GE konnte eine stark erniedrigte Genexpression der Hexokinase
(FC 0,6; adj. p<0,05) beobachtet werden im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle
(Abb. 31(B)). Spezifische Enzyme des Fettstoffwechsels konnten keine eindeutige
Regulation in Richtung Abbau oder Synthese zeigen (nicht dargestellt). Die anhal-
tende Herunterregulation der Hexokinase deutet auf eine verminderte Expression als
Mechanismus des metabolischen Gedachtnisses hin und somit einen Einfluss auf die
Glykolyse. Persistente GE induziert dagegen vorwiegend glukoneogenetische En-
zyme, was auf einen intrazellularen Glukosemangel hindeuten konnte. Weiterhin wer-
den hier nur transkriptomische Daten ohne Kenntnis der folgenden Proteinsynthese
dargestellt, die Hinweise aber keine Beweise fur die Regulation des Proteoms geben
konnen.

44



Ergebnisse

A 400mM Glk pers. vs. 0OmM Glk
Enzymname Gen FC nom. P-Wert|adj. P-Wert
Glykolyse Hexokinase hxk-1 0,99 0,92 0,97
Phosphofruktokinase-1 pfk-1.1 0,83 0,03 0,23
Pyruvatkinase pyk-1 1,25 0,06 0,30
Glukoneogenese  [Pyruvat-Carboxylase pyc-1 1,27 0,01 0,13
PEP-Carboxykinase pck-2 1,43 0,01 0,01
Fruktose-1,6-Bisphosphatase |[fhp-1 1,08 0,35 0,68
Glukose-6-Phosphatase gspd-1 1,37 0,01 0,01
B 400mM Glk trans. vs. 0OmM Glk
Enzymname Gen FC nom. P-Wert |adj. P-Wert
Glykolyse Hexokinase k-1 0,60 0,01 0,02
Phosphofruktokinase-1 pfk-1.1 0,89 0,15 0,47
Pyruvatkinase pyk-1 0,94 0,58 0,83
Glukoneogenese  |Pyruvat-Carboxylase pyc-1 1,03 0,76 0,91
PEP-Carboxykinase pck-2 1,00 0,97 0,99
Fruktose-1,6-Bisphosphatase  |[fhp-1 1,07 0,44 0,74
Glukose-6-Phosphatase gspd-1 1,00 1,00 1,00

Abb. 26: Genexpression von Schllisselenzymen der Glykolyse und Glukoneogenese nach persistenter
GE (A) und transienter GE (B) im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle. Mehrere Gene der Glu-
koneogenese sind nach persistenter, aber nicht transienter GE hochreguliert. P-Werte >0,05 sind zur
Ubersichtlichkeit in grau markiert. FC = Fold Change, nom. = nominal, adj. = adjustiert. Gezeigt ist der
MW, n=6.
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3.2.8 Transiente und persistente Glukose-Exposition induziert differentielle Regula-
tion von Signalwegen

Unter den differentiell regulierten Stoffwechselwegen konnten unter persistenter GE
Uberwiegend hochregulierte (Abb. 27) und unter transienter GE herunterregulierte
(Abb. 28) Signalwege identifiziert werden. Persistente GE konnte im Vergleich zur
nicht-exponierten Kontrolle vor allem Gene des Glukosestoffwechsels wie der Glyko-
lyse/ Glukoneogenese, aber auch des Lipidstoffwechsels wie der Elongation von
Fettsauren und des Fettsauremetabolismus, sowie gemeinsam genutzter Stoffwech-
selwege wie des Zitratzyklus und der oxidativen Phosphorylierung induzieren. Eine
zusatzliche Auswertung der differentiell regulierten Gene mittels der Software ,Data-
base for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) v6.8“ zur funkii-
onellen Annotation von Genen zeigte ein deutliches Uberwiegen der Genexpression
der Fettsauresynthese mit einem ,Fold Enrichment Score® von 27 im Vergleich zur
nicht-exponierten Gruppe. Abbau und Metabolismus der Fettsduren waren hier in ge-
ringerem Ausmald mit einem ,Fold Enrichment Score” von jeweils 12 hochreguliert
(Anhang Tab. 1). Der ,Fold Enrichment Score“ unterliegt hierbei einer anderen Be-
rechnungsgrundlage als der fur die GSEA berechnete ,Normalized Enrichment
Score®, dient aber ebenfalls zur Quantifizierung der Regulation der Genexpression
der KEGG-Signalwege. Die DAVID-Signalweganalyse wurde ausgehend von den
signifikant regulierten Genen berechnet, wohingegen sich die hier hauptsachlich ver-
wendete GSEA auf Daten aller Gene stutzte und damit aussagekratftiger ist. Neben
der erhdhten Genexpression des Metabolismus verzweigtkettiger Aminosauren,
konnte die Genexpression des Metabolismus aller restlichen Aminosauren in der
GSEA den glukogenen Aminosauren zugeordnet werden (Abb. 27+28). Abbauvor-
gange wie das Proteasom und Peroxisom zeigten sich auf Transkriptionsebene
hochreguliert, das Phagosom allerdings herunterreguliert. Transiente GE flhrte zu
einer Herrunterregulation der Genexpression multipler Signalwege involviert in Repa-
raturmechanismen und dem Nukleotidstoffwechsel. Au3erdem zeigte sich eine redu-
zierte Expression von Genen der RNA-Kontrolle aul3er der t-RNA Synthese, die
hochreguliert waren. Gene von Abbaumechanismen zeigten sich Uberwiegend her-
unterreguliert wie beim Proteasom und RNA-Abbau aulder die des Lysosoms, welche
hochreguliert waren. Des Weiteren war die Transkription mehrerer Signalwege, die
die Glykansynthese betreffen, herunterreguliert.

Die Ergebnisse geben Hinweise auf die Beteiligung differentiell regulierter, bisher
nicht beschriebener Mechanismen nach persistenter und transienter GE. Ein quanti-
tativer Uberblick Uber die Genregulation der einzelnen Versuchsgruppen ist im An-
hang (Anhang Abb.1+2) dargestellt. Diese Arbeit ist auf die Identifizierung von Sig-
nalwegen zur Hypothesengenerierung und Untersuchung spezifischer Gensets be-
grenzt.
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| 400mM Glk pers. vs. 0mM Glk |

Rang _[Hochregulierie Stoffwechselwege

1 lcel0190 Oxidative Phosphonylierung
P icel01200: Karbonmetabolismus

3 icel3062 0 Pyruvatmetabolismus

4 celf001d Glykolyse, Glukoneogenese

5 icel01230 Biosynthese von Aminosauren

B icel0630 Glyonylat- und Dikarboxylatmetabolismus
Fi iceld0020: Zitratzykius
3

9

cel00330 Arginin- und Prolinmetabolizmus

icelf1100 Metabolische Signahwege

10  |cel03010:Ribosom

11  |cel01210 2-Oxokarbonsduremetabolismus

12 |celD0500: Starke- und Sukrosemetabolismus

13 |cel03050 Proteasom

14  |cel0D480 Glutathionmetabolismus

15  |celD0Z280:Valin-, Leucin- und isoleucinabbau

16  |cell0380 Tryptophanmetabolismus

17 [celD0980 Metabolismusvaon Xenobiotika durch Zytochrom P450
18  |cel00982: Medikamentenmetabolizsmus

19  |cel00062: Elongation von Fettsduren

20 |celD0250 Alanin-, Aspartat- und Glutamatmetabolismus
21  |cel0007 1 Fettsdureabbau

12  |cel01212: Fettsduremetabolismus

23 |celD4146: Peroxisom

24 |celd0260 Glycin-, Serin- und Threoninmetabolismus

25  [cel00270 Zystein- und Methioninmetabolismus

26 |cel00561: Glycerolipidmetabolismus

27  |cel0304% Spliceosom

Rang [HerunterregulierteStoffwechselwege

celD4i44: Endozytose

cel4361 Axonregeneration

cel0401s MAPK-Signalwegs

jceldd141; Proteinprozessierung im Endoplasmatischem Retikulum
iceld4145: Phagosom

icel0407 0 Phosphatidylinositol-5ignalwes

lceld3008: Ribosombiogenese in Eukaryoten

LAEN | ]

|

m

Abb. 27: GSEA mit Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome (KEGG) -Signalweganalyse und
Sortierung der signifikant regulierten Signalwege nach ,Normalized Enrichment Score (NES).
Persistente GE Uiber 12 Tage im Vergleich zu nicht-exponierten Kontrollen. Hochregulierte Signalwege
sind in rot markiert, herunterregulierte in griin. Die Gberlappenden Signalwege nach transienter und
persistenter GE, die in Abb. 30 zusammengefasst dargestellt werden, sind in lila markiert. Die
Gruppengrofie betrug n=6, dargestellt sind nur Signalwege mit adjustiertem p<0,05.
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| 300mmGlk trans. vs. omM Glk |

Hochregulierte Stoffwechselwege MES
lcel03010: Ribosom

icelD0190: Oxidative Phosphorylierung

Icel00330 Arginin- und Prolinmetabolismus

lcel0250: Alanin-, Aspartat- und Glutamatmetabolismus
lce|l00982: Medikamentenmetabolismus

icel0&142: Lysosom

lcel 00270 Zystein- und Methioninmetabolismus

icel0402x Kalziumsignalweg

lcel00980: Metabolismusvon Xenobiotikadurch Zytochrom P4s0
lcel0C480: Glutathionmetabolismus

lcel0097 0 AminoacylHRNA Biosynthese

g
I

W0 oo =l | |un s [

s
[}

ey
e

g
3

Herunterregulierte Stoffwechsehwege NES
lcelD4144: Endozytose 26
cel04141: Proteinprozessierung im Endoplasmatischem Retikulum
icel04150: mTOR-Signalweg

icel03018: RNA-Abbau

icel03410 Basen-Exzisionsreparatur

icel03013: RNA-Transport

icel00563: Glykosylphosphatidylinosito! (GPI)-Ankerbiosynthese
icel00510 N- Glykanbiosynthese

icel03430: Mismatch-Reparatur

10  [cel03050: Proteasom

11  [cel03440: Homologe Rekombination

127 |celD3030: DNA-Replikation

13 |celD3460:FanconiAndmie Signalweg

14 celD3420 Nukleotid-Exzisionsreparstur

15 |cel03008:Ribosombiogenese in Eukaryoten

18 |celd3015: mRNA Kontrollsignabweg

17  |celd051i4: Andere Arten der O-Glykanbiosynthese

18 |celd0513Verschiedene Arten der N-Glvkanbiosynthese

19 |cel04120Ubiquitin-mediierte Protealyse

icel04330: Motch-5ignalweg

icel03020: RNA-Polymerase

icel03022: Basale Transkriptionsfaktoren

icel00562: Inositolphosphatmetabolismus

icel04068: FoxO- Signa lweg

icelD0520 Aminc- und Nukleotidekohlenhydratmetabolismus
lcelDd361: Axonregeneration

icel01100: Metabolische Signabwepe
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Abb. 28: GSEA mit Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome (KEGG) -Signalweganalyse und
Sortierung der signifikant regulierten Signalwege nach ,Normalized Enrichment Score (NES).
Transiente GE Uber 4 Tage und weiterer Kultur ohne GE bis Tag 12 im Vergleich zu nicht-exponierten
Kontrollen . Hochregulierte Signalwege sind in rot markiert, herunterregulierte in griin. Die
Uberlappenden Signalwege, die in Abb. 30 zusammengefasst dargestellt werden, sind in lila markiert.
Die Gruppengréfe betrug n=6, dargestellt sind nur Signalwege mit adjustiertem p<0,05.
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3.2.9 Glukose-Exposition fuhrt nicht zur Erh6hung von intrazellularer Glukose

Aufgrund der unerwarteten protektiven Auswirkungen von GE wurde hier die Gluko-
sekonzentration intrazellular (ciz(Glk)) uber den Versuchszeitraum nach 1, 4, 6 und
12 Tagen persistenter GE gemessen um zu untersuchen ob und wie viel Glukose die
Nematoden unter diesen Bedingungen aufgenommen haben (Abb. 29; n=3).

Nach den fur die meisten Experimente gewahlten GE-Bedingungen (400mM) zeigte
sich keine Erhohung der ciz(Glk) im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle (Abb.
29(A)). Im zeitlichen Verlauf konnte nach 6 Tagen ein Anstieg der ciz(Glk) sowohl
nach GE als auch der nicht-exponierten Kontrolle beobachtet werden (Tag 1 vs. 6;
400mM und OmM GIk; p<0,05). Am letzten Messzeitpunkt nach 12 Tagen fiel die
ciz(Glk) in beiden Gruppen wieder fast auf das Ausgangniveau an Tag 1 ab (Tag 6
vs. 12; 400mM Glk ns; OmM Glk p<0,05).

Um die Entwicklung der ciz(Glk) unter GE besser zu verstehen, wurden die Nemato-
den unterschiedlich hohen Glukosekonzentrationen exponiert um eine Konzentrati-
onsabhangigkeit der beobachteten Effekte zu untersuchen (Abb. 29(B); n=3).

Die ciz(GIk) verhielt sich gegensatzlich zur Hohe der Konzentration der GE und zeigte
so unter steigenden Konzentrationen einen Trend zur weiteren Abnahme. Die zeitli-
che Entwicklung der ciz(GIk) verhielt sich unter 200mM und 600mM Glukosebehand-
lung vergleichbar wie unter Behandlung mit 400mM Glukose, allerdings erreichte die
ciz(Glk) nach 12 Tagen Behandlung mit 200mM Glukose vergleichbare Werte wie die
nicht-exponierte Kontrollgruppe.
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O 0mM Glk

50 < 50+ -= 200mM Glk

§ 40 g-. 404 £+ 400mM Glk
*

;3 304 {% 30- o 600mM Gk
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12345678 9101112
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Abb. 29: Zeitlicher Verlauf der ciz(Glk) unter (A) persistenter 400mM GE im Vergleich zur unbehandel-
ten Kontrolle (weiRe Quadrate) und unter (B) persistenter GE (200, 400, 600mM); *p<0,05, n=3, ge-

zeigt sind MWzSD. Es zeigt sich keine Erhéhung der ciz(Glk) unter persistenter GE und eine Zunahme
der ciz(Glk) Uber die Versuchsdauer, welche am letzten Messzeitpunkt wieder abnimmt.
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Aufgrund der Verringerung der Korpergrofde, Lange und Proteinmenge (3.2.4) durch
hier verwendete GE-Bedingungen und andererseits dem Anstieg dieser Parameter
im physiologischen Wachstum des Nematoden (ebenfalls 3.2.4) wurde neben der ab-
soluten ciz(Glk) auch die relative ciz(Glk) in Abhangigkeit von Proteinmenge Uber den
Versuchszeitraum untersucht (Abb. 30; n=3).

Auf die Proteinmenge bezogen unterschied sich die ciz(Glk) nach GE nicht von der
nicht-exponierten Kontrolle. In beiden Gruppen nahm die ciz(Glk) Uber den Versuchs-
zeitraum ab. Somit kann sowohl absolut, als auch relativiert auf die Proteinmenge
keine Zunahme der ciz(Glk) unter 400mM GE uber den Versuchszeitraum beobachtet
werden.
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Abb. 30: Zeitlicher Verlauf der ciz(Glk) bezogen auf die Proteinmenge unter persistenter 400mM GE
(schwarze Dreiecke) im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle (weif’e Quadrate), n=3, gezeigt sind
MW+SD; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Bezogen auf die Proteinmenge unterscheidet sich die ciz(Glk)
nicht nach GE und nicht-exponierter Kontrolle. Uber die Versuchsdauer sinkt die ci.(Glk) bezogen auf
die Proteinmenge in beiden Gruppen ab.

50



Ergebnisse

Um zu untersuchen, ob die fehlende Erhohung der ciz(Glk) durch eine Reduktion der
im Versuchsagar enthaltenen Glukose durch Metabolisation der Nematoden bedingt
war, wurde die Glukosekonzentration in Agarproben uber den Versuchszeitraum be-
stimmt.

Die Glukosekonzentration der mit 400mM Glukose angesetzten Agarproben zeigte
nach 4 sowie 12 Tagen Kultivierung mit E. coli und adulten Nematoden keinen Unter-
schied im Vergleich zur Konzentration vor Einsatz im Versuch (Abb. 31(A)). Zum Ver-
gleich konnten im Kontrollagar ohne Glukose an diesen Zeitpunkten nur sehr geringe
Glukosekonzentrationen gemessen werden, die durch geringe Spaltung des ansons-
ten inerten Polysaccharids Agarose erklart werden kénnte (Abb. 31)%.

Die osmotischen Kontrollgruppen wurden auf Agarplatten mit 400mM Mannitol kulti-
viert und ciz(Glk) ebenfalls bestimmt. Vor Versuchsbeginn konnten geringe Mengen
Glukose in den Mannitol-Agarproben gemessen werden, die am Ende des Versuchs
einen abnehmenden Trend zeigten (Abb. 31). Die Ausgangsglukosekonzentration
war hier allerdings sehr gering (ca. 10.000-fach geringer als die Konzentration der
GE und 5-fach héher als im Kontrollagar) und die Streuung zwischen den Agarpro-
ben sehr hoch, sodass diese geringe Verstoffwechselung wahrscheinlich zu vernach-
lassigen ist. Auch im Kontrollagar auf den die Nematoden nach transienter GE nach
4 Tagen uberfuhrt wurden, zeigte sich erwartungsgemal} eine geringe mit dem Kon-
trollagar vergleichbare Glukosekonzentration (Abb. 31).

Die fehlende Erhohung der ciz(Glk) durch GE kann somit nicht durch zu geringe Glu-
kosemengen im Agar durch Metabolisation der Nematoden erklart werden und die
Ursache bleibt weiterhin unbekannt.
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Abb. 31: Die Glukosekonzentration des Versuchsagars andert sich nicht Gber die Versuchsdauer, n=3,
MW=SD. Nach persistenter 400mM GE (schwarze Dreiecke), Kontrollagar ohne Glukose (weil3e
Quadrate), nach persistenter 400mM ME (schwarze Kreise) und transienter 400mM GE Uber 4 Tage
und anschlieRendem Transfer der Nematoden auf Kontrollagar ohne Glukose fiir 8 Tage bis zum
Ende des Versuches (schwarzer Stern).
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4 DISKUSSION

Transiente hohe GE konnte in C. elegans anhaltende Uberwiegend protektive Veran-
derungen im Sinne eines metabolischen Gedachtnisses induzieren. Aufgrund ausblei-
bender Bildung von AGEs nach transienter hoher GE sprechen diese Veranderungen
fur bisher nicht bekannte Mechanismen eines AGE-unabhangigen metabolischen Ge-
dachtnisses auch mit Beteiligung protektiver Mechanismen. Verandert zeigten sich die
ROS-Bildung respektive Induktion antioxidativer Enzyme (gst-4), die Motilitat und die
Lebensspanne sowie anhaltend das Transkriptom verschiedener Stoffwechsel- und
Signalwege und Reduktion der Wachstumsrate Uber die Exposition hinaus. Transiente
und persistente GE hatten nur teilweise den gleichen Einfluss auf die untersuchten
Parameter. Diese Beobachtung kdnnte auf die fehlende AGE Bildung durch transiente
GE zurlckzufuhren sein, die nach persistenter GE vermehrt gebildet werden. Durch
Mitohormese konnten die geringen Mengen des gebildeten ROS nach transienter GE
die Aktivitat von Detoxifikationssystemen und weiteren Kompensationsmechanismen
fur reaktive AGE-Vorlaufer wie Methylglyoxal und vermehrten ROS selbst vermehrt
induzieren und somit protektiv der AGE-Bildung entgegenwirken.

4.1 AGE-Bildung durch persistente, aber nicht durch transiente Glukose-Exposi-
tion

»<Advanced glycation endproducts” sind eine heterogene Gruppe glykosylierter zellu-
larer Bestandteile, hauptsachlich Proteine, die sich haufig unabhangig von der Hohe
der Blutglukosespiegel bilden und als bekannter Mechanismus des metabolischen
Gedachtnisses zur Progression diabetischer Komplikationen beitragen.

Persistente GE uber 12 Tage fuhrte in diesem Modell zur Erhéhung von FL, AP und
MG-H1, wohingegen transiente GE am Ende des Versuchs nach 12 Tagen keinen
Einfluss auf Amadori-Produkte, Ketoamine, MG-Addukte oder Glukoxidation zeigen
konnte. Auch klrzere persistente GE Uber 1, 4 oder 6 Tage konnten bei Messung di-
rekt nach Exposition keine Erhdhung dieser AGEs zeigen. Auf die Bildung weiterer
untersuchter AGEs, wie G-H1, CML und CEL konnte kein Einfluss von transienter
oder persistenter GE nachgewiesen werden. Die Auswirkungen transienter GE auf
andere Parameter in diesem Modell sind demnach AGE-unabhangig und unterliegen
anderen Mechanismen.

Interessanterweise induzierte persistente GE ein AGE-Cluster, das die labilen, kurz-
lebigen AGEs, wie MG-H1 und reversible Amadori-Produkte wie FL beinhaltet. Labile
AGEs gehoren zu den eher frih gebildeten AGEs und kénnen haufig besser als freie
AGEs im Plasma oder Urin nachgewiesen werden?. Die fehlende Bildung von AGEs
und FL unter transienter GE deutet auf die Abbildung eher friher Mechanismen dia-
betischer Komplikationen in diesem Modell hin und die Eignung zur Erforschung
AGE-unabhangiger Mechanismen, die zur Progression diabetischer Komplikationen
fuhren.

Dieses Modell kann Anwendung zur Abgrenzung AGE-abhangiger (persistente GE)
und unabhangiger (transiente GE) Mechanismen finden.
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4.2 Transiente und persistente Glukose-Exposition induziert antioxidative Mecha-
nismen

ROS entsteht vermehrt im diabetischen Stoffwechsel, tragt zur Entstehung mito-
chondrialer Dysfunktion bei, kann aber auch eine protektive Signalfunktion durch In-
duktion antioxidativer Mechanismen einnehmen. Einerseits kann ROS selbst quantifi-
ziert werden oder die indirekte Auswirkung auf den Organismus durch Bestimmung
antioxidativer Kompensationsmechanismen untersucht werden. Persistente GE
zeigte in diesem Modell einen Trend zu erhdhter Bildung von mitochondrialem ROS
wie durch mitochondrienspezifische Anfarbung mittels DHE gezeigt werden konnte.
Um ein besseren Einblick in den Redoxstatus von C. elegans zu bekommen, wurde
ein transgener Reporterstamm flr ROS eingesetzt, in dem persistente als auch tran-
siente GE eine Induktion der Glutathion-S-Transferase 4 (gst-4), einem hauptsachlich
zytoplasmatisch vorkommenden antioxidativem Enzym, zeigen konnten. Diese Er-
gebnisse weisen auf eine Signalrolle des ROS zur Induktion detoxifizierender Sys-
teme hin. Am Versuchsende sank in allen Versuchsgruppen einschlief3lich nicht-ex-
ponierter Kontrolle die Induktion von gst-4 ab, was auf eine zeitabhangige Erschop-
fung der antioxidativen Kapazitat hindeuten konnte.

Im Alterungsprozess konnte eine Stérung der adaptiven Induktion von antioxidativen
Mechanismen wie dem Nrf-2 Signalweg durch ROS beobachtet werden, sowie niedri-
gere Basalwerte von Antioxidantien in verschiedenen Organismen®’. SKN-1, das Or-
tholog des Transkriptionsfaktors Nrf-2 in C. elegans, induziert die Expression antioxi-
dativer Enzyme wie Superoxiddismutasen und Glutathion-S-Transferasen®. In dieser
Arbeit wurde in dem verwendeten Reporterstamm die Expression der GFP-koexpri-
mierten Glutathion-S-Transferase-4 zur Quantifizierung des ROS gemessen, wes-
halb sich die Abnahme dieses Signals am Ehesten durch die beschriebene Erschop-
fung des Nrf-2 Signalwegs im Alterungsprozess erklaren lasst.

Nach transienter GE kann bis zum Ende des Experimentes eine erhohte Induktion
der gst-4 detektiert werden, die nicht durch die Halbwertszeit des GFP von nur 26
Stunden® erklart werden kann. Dies spricht flr eine anhaltende Glukose-unabhan-
gige Induktion antioxidativer Enzyme nach transienter GE, was in diesem Modell fur
einen frihen Mechanismus des metabolischen Gedachtnisses spricht, am ehesten
im Rahmen einer Mitohormese. Unsere eigenen Daten zeigen, dass auf Transkrip-
tomebene die Genexpression von Proteinen mehrerer Signalwege wie des Cystein-,
Methionin-, Glutathion- und des Medikamentenmetabolismus, die vermehrt durch
ROS abgebaut werden oder antioxidative Enzyme beinhalten, sowohl nach persis-
tenter als auch transienter GE hochreguliert wird. Die Gene des FoxO-Signalweges
werden hingegen nur nach transienter GE vermindert exprimiert. Der Transkriptions-
faktor ,Forkhead-Box-Protein O (FoxO)“ und sein C. elegans Homolog daf-16 indu-
zieren die Expression antioxidativer Enzyme wie Superoxiddismutasen und Gluta-
thion-S-Transferasen, was in C. elegans zu einer Lebensverlangerung fihren konnte.
Daf-16 wird durch oxidativen Stress aktiviert, aber im Insulinrezeptorsignalweg durch
Phosphorylierung inhibiert und nachfolgend abgebaut®.

Unsere Daten zeigen mehrere herunterregulierte Signalwege des Insulinrezeptor-
Signalwegs sowie eine verlangerte Lebensspanne nach transienter GE woraus sich
Hinweise auf ein vermindertes Insulinrezeptor-Signaling im Rahmen einer Insulinre-
sistenz in diesem Modell ergeben. Diese wirde eine fehlende Hemmung von FoxO
zur Folge haben, welcher vermindert abgebaut werden und eine verminderte Tran-
skription trotz Aktivierung erklaren kdénnte. Diese Ergebnisse sprechen fur eine anhal-
tende Rolle des Redox-Status und antioxidativen Mechanismen im metabolischen
Gedachtnis. Im Gegensatz zu bisher bekannten Mechanismen des metabolischen
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Gedachtnisses ist die verminderte Expression des FoxO-Signalweges, sowie die Ver-
langerung der Lebensspanne nur nach transienter und nicht nach persistenter GE zu
beobachten, was auf eine teilweise differentielle Regulation in Abhangigkeit der Ex-
positionsdauer hinweist.

In der ,Unifying hypothesis® konnte die erhohte Bildung von ROS durch Hyperglyka-
mie durch Blockierung der mitochondrialen Atmungskette vollstandig normalisiert
werden'®. Andere Studien konnten zeigen, dass zytoplasmatischer ROS in diabeti-
scher Retinopathie dem mitochondrialen ROS vorhergehen und diesen auch induzie-
ren kann3®. Die mitochondriale und auch zytoplasmatische Bildung von ROS sollte in
weiterfuhrenden Studien untersucht werden, da hier vorwiegend indirekte Kompen-
sationsmechanismen untersucht wurden und auch die absolute Menge des ROS Hin-
weise zur Unterscheidung der ROS als protektiver oder schadigender Faktor geben
kann.

4.3 Motilitdt und Wachstumsrate werden durch kurzfristige Glukose-Exposition re-
duziert wohingegen langfristige GE protektiv auf die Motilitat wirkt

Mittels der Matilitat von C. elegans konnen Aussagen Uber die neuronale Funktion
sowie allgemeine Vitalitat getroffen werden. In den nicht-exponierten Kontrollgruppen
reduzierte sich die Motilitat zum Versuchsende nach 12 Tagen, wohingegen persis-
tente sowie transiente GE nach initialer Reduktion der Motilitat keine weitere Reduk-
tion mehr induzierte und so im Vergleich zu den nicht-exponierten Kontrollen zum
Ende des Versuchs nach 12 Tagen eine verbesserte Motilitat bewirkte. Eine Reduk-
tion der Motilitat im Alterungsprozess von C. elegans konnte bereits in vorherigen
Studien beobachtet werden®'. Hier zeigte sich ein Abfall der maximalen Bewegungs-
geschwindigkeit von Tag 9 auf Tag 12 des Experimentes mit adulten Nematoden auf
vergleichbare Werte zu unseren Beobachtungen in unbehandelten Kontrollgruppen.
Diese Ergebnisse wurden als analog zu den Auswirkungen von Neuro- und Myode-
generation im humanen Alterungsprozess gedeutet. Weitere Studien konnten einen
konstanten Abfall der Motilitat bereits nach fiinf Tagen zeigen®2. Die anhaltende Re-
gulation der Matilitat durch transiente GE deutet auf einen protektiven Mechanismus
des metabolischen Gedachtnisses hin.

Die Wachstumsrate unter GE sowohl gemessen an Zunahme von Protein als auch
an Lange und Grole ist in diesem Modell im Vergleich zu den nicht-exponierten Kon-
trollen Uber den gesamten Versuchszeitraum reduziert, sowohl nach persistenter, als
auch transienter GE (keine Daten fur Protein) hinweisend auf einen anhaltenden Me-
chanismus des metabolischen Gedachtnisses. Die Transkriptomanalyse lieferte meh-
rere Hinweise auf einen intrazellularen Energiesubstratmangel, was die geringe Zu-
nahme der Korpergrole, Lange und Proteinmenge erklaren kann. Au3erdem war die
Genexpression des Cysteinstoffwechsels durch transiente und persistente GE gleich-
ermalden erhoht, was fur ein vermehrtes Recycling von oxidierten Cysteinen spre-
chen konnte. Kumsta et al konnten in Arbeiten zum Redox-Status von C. elegans
nach einmaliger Exposition von Wasserstoffperoxid eine erhdhte Oxidation von Cys-
teinen auf Proteinebene messen und funktionell eine Reduktion der Motilitat, Fertili-
tat, Wachstumsrate und ATP-Produktion feststellen®2. Durch Peroxid-bedingte Oxida-
tion Muskel-spezifischer Proteine und Enzyme, die fur die ATP-Synthese benotigt
werden, kdnnte die reduzierte Motilitat erklart werden. Zunachst zeigte sich wie auch
in unseren Beobachtungen eine Reduktion der Motilitat, die sich im Laufe des Ver-
suchs wieder zurlckbildete und im Vergleich zu nicht-exponierten Kontrollgruppen
ebenfalls einen Vorteil zeigte®?. Initial erhdhter ROS kénnte somit einen Erklarungs-
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ansatz fur die anfangliche Reduktion der Motilitat darstellen. Die Erhaltung der Motili-
tat durch GE vor der altersbedingten Abnahme koénnte so durch mitohormetische Me-
chanismen wie die vermehrte kompensatorische Synthese der Aminosaure Cystein
bedingt sein, welche Teil vieler reaktiver Gruppen antioxidativer Enzyme darstellt.
Somit stiinde eine erhdhte antioxidative Kapazitat dem im Alterungsprozess vermehrt
anfallenden ROS zur besseren Detoxifizierung gegenuber. In unserer Studie wurde
die Fertilitat nicht quantifiziert, jedoch konnte wahrend der Experimente eine deutlich
erniedrigte Anzahl abgelegter Eier in allen GE-Gruppen beobachtet werden passend
zu den Ergebnissen von Kumsta et al.

Im Gegensatz dazu zeigte sich nur nach transienter ME Uber 4 Tage, aber nicht per-
sistenter ME eine Erhaltung der Motilitat, wodurch die Protektion durch GE durch os-
motische Mechanismen erklart werden kann. Die unterschiedliche Regulation nach
GE im Vergleich zu ME lasst aber einen zusatzlichen glukose-spezifischen Effekt
vermuten.

Allgemeine Vitalitat oder im klinischen Kontext Lebensqualitat wird medizinisch als
bedeutender Erfolgsparameter fir Therapien evaluiert, aber stellt einen schwierig
quantifizierbares und oft subjektives Konzept aus korperlichen, emotionalen, sozia-
len, spirituellen und finanziellen Faktoren dar, das tier- oder zellexperimentell schwie-
rig zu modellieren ist®3. Lange Krankheitsfreiheit und niedrige Beeintrachtigung von
Alltagsaktivitat ist auch in der Behandlung mikrovaskularer Komplikationen interes-
sant, wahrend bei den makrovaskularen Komplikationen durch kardiovaskulare Pra-
vention weiterhin ein groRes therapeutisches Potential in der Lebensverlangerung
liegt. Die Evaluation der Verwendung der Motilitat in C. elegans als Surrogatparame-
ter fur Lebensqualitat sollte in weiteren Studien evaluiert werden.

4.4 Die ,Gene Set Enrichment Analyse® identifiziert anhaltende Veranderung ver-
schiedener Signalwege durch transiente GE

Mittels GSEA konnten multiple veranderte Stoffwechsel- und Signalwege identifiziert
werden, die Hinweise auf zugrundeliegende Mechanismen eines metabolischen Ge-
dachtnisses in C. elegans durch transiente GE geben. In Analogie zu bisher unter-
suchten Mechanismen des metabolischen Gedachtnisses zeigten sich Signalwege,
die sowohl nach persistenter, als auch durch transienter GE gleichermalen veran-
dert waren. Diese deuten auf irreversible Veranderungen durch die initiale hohe Ex-
position hin, die durch Wegnahme des Glukose Stimulus nicht rickfihrbar sind. Zum
anderen konnen auch unterschiedlich gerichtete Mechanismen gesehen werden, die
hier nur durch transiente GE, aber nicht persistente GE induziert wurden, aber eben-
falls eine langanhaltende Regulation im Sinne eines metabolischen Gedachtnisses
zeigen. Diese Veranderungen wurden bisher nicht im Kontext des metabolischen Ge-
dachtnisses betrachtet.

Unter den gleichgerichtet veranderten Signalwegen sowohl nach transienter als auch
persistenter GE zeigt sich eine erhohte Genexpression des Glutathion- und Cystein-,
sowie Medikamentenmetabolismus, was fur eine Erhéhung der antioxidativen Kapa-
zitat spricht. Zur Untersuchung der antioxidativen Antwort in diesem Modell wurde
bereits in einem transgenen Reporterstamm die Induktion einer Glutathion-S-Trans-
ferase gemessen (Kap. 4.2). Dieses Enzym nimmt ebenfalls am Medikamentenmeta-
bolismus teil, was hier Uber die Transkription hinaus fur eine vermehrte Translation
dieser Enzyme im Rahmen des metabolischen Gedachtnisses spricht.

Weiterhin konnte nach transienter und persistenter GE eine verminderte Genexpres-
sion von Signalwegen unterhalb des Insulinrezeptors wie im Mitogen-aktivierte Pro-
tein (MAP)-Kinase- und Phosphatidylinositol-Signalweg unter persistenter GE sowie
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die verminderte Genexpression PI3K-enthaltender Signalwege wie dem Inositolphos-
phatmetabolismus und der Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker-Synthese und
einem Trend zur reduzierten Aktivierung des PI3K/AKT-Signalweges unter transien-
ter GE beobachtet werden. Diese Veranderung weist auf die Entwicklung einer teil-
weise anhaltenden Insulinresistenz hin im Sinne eines metabolischen Gedachtnis-
ses. Nach transienter und persistenter GE konnte zudem eine verminderte Expres-
sion von Genen beobachtet werden, die in der Endozytose involviert sind. Insulinre-
sistenz geht mit einer verminderten Rezeptordichte auf der Zellmembran einher®’. In
Monozyten von Menschen mit T2D konnte ein vermindertes endozytotisches Recyc-
ling des Insulinrezeptors nachgewiesen werden, was einen Mechanismus der Insulin-
resistenz darstellt®. Nach persistenter sowie transienter GE zeigt sich ebenfalls eine
verminderte Induktion von Genen der Proteinprozessierung des endoplasmatischen
Retikulums, was mit einem allgemein reduzierten Proteinrecycling in Verbindung ste-
hen kénnte. Ebenfalls gleichgerichtet verandert zeigte sich die Erhéhung der Genex-
pression des Metabolismus glukogener, sowie verzweigtkettiger Aminosauren nach
transienter, sowie persistenter GE. Beide Aminosaureklassen wurden vermehrt im
Plasma nicht-insulinabhangiger Diabetiker gefunden und korrelierten mit dem Aus-
malf der Insulinresistenz %. In zwei langlebigen C. elegans Stammen, dem insulinre-
sistenten daf-2 knockout und dem kalorienrestriktiven eat-2 wurden in Transkriptom-
analysen ebenfalls eine verstarkte Genexpression des Aminosauremetabolismus mit
Reduktion der Produktmenge in Metabolomanalysen gefunden. Als weitere Uber-
schneidungen regulierter Signalwege mit dieser Studie konnte eine verminderte Gen-
expression in der Proteinprozessierung im endoplasmatischen Retikulum, sowie der
Ubiquitin-mediierten Proteolyse beobachtet werden. Die Autoren hielten deshalb die
Verstoffwechselung von Aminosauren als alternative Energiequelle als wahrschein-
lichste Ursache®, was in dieser Studie durch eine erhéhte Expression von Genen im
Stoffwechsel glukoplastischer und verzweigtkettiger Aminosauren unterstutzt wird.
Gene eines weiteren Energiestoffwechselweges, der oxidativen Phosphorylierung,
werden ebenfalls in beiden Gruppen vermehrt exprimiert.

In dieser Arbeit deutet die durch persistente und transiente GE reduzierte Genex-
pression der Synthese ribosomaler RNA (rRNA) auf eine reduzierte Translation von
Ribosomen hin, wohingegen die Genexpression ribosomaler Proteine (rProteine) er-
hoht ist. Uberproduzierte rProteine kdnnen allerdings schnell abgebaut werden®’.
Eine Entkoppelung von rProtein und rRNA Synthese wird als nukleolarer Stress be-
zeichnet und fuhrt zu einer Hemmung des Zellwachstums. Knockdown von elF3m,
einem Initiator der Translation, in der Leber von Mausen fuhrte ebenfalls zu vermehr-
ter Expression von rProteinen und verminderter Reifung von rRNA neben Verande-
rungen des Lipid-, Kohlenhydrat- und Aminosauremetabolismus®, was in diesem
Modell aber durch die nicht veranderte Regulation des C. elegans Homologs cif-1
nicht bestatigt werden konnte. Die Hemmung der Ribosomsynthese wurde als kom-
pensatorischer Mechanismus im Alterungsprozess zur Verlangerung der Lebens-
spanne diskutiert®®. Peroxid-bedingte Oxidierung von Cysteinen in Thiolgruppen von
ribosomalen Proteinen konnte in C. elegans eine reduzierte Translation und Energie-
einsparung erklaren®?, was mit der Induktion von Genen im Stoffwechsel des Cys-
teins und antioxidativer Enzyme in dieser Studie einhergehen konnte. In einem C.
elegans Knockout-Stamm fur den Insulinrezeptor (daf-2) war der Proteinumsatz und
die Translation reduziert®. Diese Ergebnisse legen eine Korrelation der in dieser Stu-
die nach GE beobachteten Reduktion der Proteinmenge und geringerer Wachstums-
rate mit Mechanismen der Insulinresistenz nahe. Sowohl transiente als auch persis-
tente GE zeigten eine verminderte Expression von Genen der Axonregeneration als
moglicher Hinweis auf eine Neurodegeneration. Teil dieser Stoffwechselwege ist das
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Enzym Glykogen Synthase Kinase 3 3 (GSK3), das zu zentraler Neurodegeneration
flhrt und durch Insulinresistenz vermindert geghemmt wird'®. Eine vermehrte Aktivitat
der GSK3 konnte in makrovaskularen Zellen nach transienter GE gemessen wer-
den, die Uber eine Enzymkaskade eine anhaltende Glukose- und AGE-unabhangige
Produktion von mitochondrialem ROS aufrecht erhalt'”.

Die Genexpression im FoxO-Signalweg zeigt sich nach transienter GE vermindert.
Wie bereits im Abschnitt zum oxidativem Stress diskutiert, kdnnte dies trotzdem fur
eine Aktivierung von FoxO sprechen aufgrund eines verminderten Abbaus des Tran-
skriptionsfaktors und somit kompensatorisch reduzierter Genexpression von FoxO.
Nach transienter, aber nicht persistenter GE konnte eine Genexpression verschiede-
nener Reparaturmechanismen beobachtet werden. Auch Gene des RNA-Abbaus
wurden nach transienter GE vermindert exprimiert und kdnnten eine langere Stabilitat
bereits transkribierter RNA bedingen. rRNA Synthese nimmt ca. 60% der gesamten
Transkriptionsaktivitat ein%. Transkription und Translation sind die energieintensivs-
ten Stoffwechselvorgange der Zelle, weshalb hier unter Substratmangel versucht
werden kdnnte Energie einzusparen.

Die Genexpression von Signalwegen, die nur durch persistente, aber nicht transiente
GE verandert werden, gibt einen weiteren Einblick in das Modell unabhangig von Me-
chanismen des metabolischen Gedachtnisses. Hier zeigten sich erneut Gene mehre-
rer Energiestoffwechselwege verandert wie der Synthese als auch dem Abbau von
Fettsauren, wobei die Synthese insgesamt Uberwiegt. Fehlende Energiesubstrate
konnten eine partielle cAMP-mediierte Lipolyse erklaren, die zwar nicht durch die In-
sulinresistenz bedingt wird, aber durch Stress des endoplasmatischen Retikulums
(ER) induziert werden konnte. Partielle Beta-Oxidation von Fettsauren konnte auch
zur mitochondrialen Dysfunktion in der Insulinresistenz beitragen®’. Die Erhéhung der
Genexpression des Zitratzyklus und der oxidativen Phosphorylierung nach persisten-
ter GE sprechen ebenfalls daflr.

Abhangig von der Einordnung der differentiell regulierten Gene in die KEGG-Signal-
wege konnen gegensatzliche Signalwege wie die Glykolyse und Glukoneogenese
zusammen gruppiert werden oder die Induktion bestimmter Enzyme die Hoch- oder
Herrunterregulation verschiedener Signalwege bedingen. Durch die Genexpression
von SchlUssel- und unidirektional wirkenden Enzymen der beiden Stoffwechselwege
konnte hier ein Uberwiegen der Glukoneogenese nach persistenter GE beobachtet
werden. Nach transienter GE zeigte sich nur die Genexpression des geschwindig-
keitsbestimmenden Enzyms der Glykolyse, der Hexokinase, stark vermindert. Die
Genexpression der Hexokinase kdonnte zunachst bei erhdhter Glukoseaufnahme
durch transiente GE vermehrt induziert worden sein und dann nach Kultivierung auf
glukosefreiem Medium stark vermindert exprimiert werden.

Neben Mechanismen des metabolischen Gedachtnisses, die durch transiente und
persistente GE gleichermal3en verandert waren, zeigen sich neuartige Mechanismen,
die nur durch transiente, aber nicht persistente GE reguliert werden.
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4.5 Einordnung Transkriptomdaten und alternative Mechanismen

Diese Transkriptomanalysen kdnnen Aussagen Uber die Genexpression geben, aller-
dings kann das Proteom und Metabolom aufgrund verschiedener zwischengeschalte-
ter Mechanismen eine andere Regulation zeigen. RNA-Stabilitat, posttranslationale
Modifikationen wie Phosphorylierungen oder Methylierungen, die die Aktivitat und
den Abbau von Enzymen und Proteinen beeinflussen, spielen eine zusatzliche Rolle.
Durch zellularen Stress wie ROS oder Hypoxie wird eine temporare Speicherung von
mRNA in sogenannten ,Stressgranula®“ gewahrleistet, die die mMRNAs nach Transkrip-
tion vor Abbau schitzt sowie stabilisiert und nach Elimination des Stresses die
mRNA zur Translation wieder freigibt, was Energie einspart und einen Erklarungsan-
satz fur die reduzierte Induktion von Genen ribosomaler RNA-Neusynthese bei
gleichzeitig erhdht induzierten Genen des Aminosaurestoffwechsels in diesem Modell
darstellen konnte'?'. Methylglyoxal konnte bereits in retinalen Zelltypen eine Induk-
tion von nuklearen Stressgranula zeigen (M. Janssen, nicht publizierte Daten). Eine
weitere Erklarung fur die reduzierte ribosomale RNA Synthese konnte die epigeneti-
sche Modifikation H3K36me3 darstellen. Knockout der Methyltransferase met-1 in

C. elegans fuhrte zu einer Reduktion von H3K36me3 des gesamten Genoms, einer
verkurzten Lebensspanne und grof3en Unterschieden in der mRNA-Expression zwi-
schen jungen und alten Nematoden im Sinne einer protektiven Rolle von H3K36me3
auf die Stabilisierung der Genexpression im Alterungsprozess'®?. In einem weiteren
Projekt unserer Arbeitsgruppe konnte in Retinae eines STZ-Mausmodells nach 6 und
12 Wochen Diabetesdauer eine verstarkte Trimethylierung von Lysinen in Histon 3
gefunden werden, was einen Hinweis der Beteiligung dieser Modifikation an Mecha-
nismen des metabolischen Gedachtnisses darstellt (M. Kolibabka, nicht publizierte
Daten).

Die KEGG-Signalweganalysen untersuchen die Regulation der Gene eines gesam-
ten Signalweges auf Basis der Regulation aller beteiligten Gene und nicht anhand ei-
niger weniger signifikant regulierten Gene. Deshalb wurden hier nur exemplarisch
spezifische Gensets betrachtet. Aufgrund der starken Regulation von ribosomalen
Genen empfiehlt es sich hier in weiteren Studien die Auswirkungen auf Metabolom
und Proteom zu untersuchen auch um die Rolle der weiteren regulierten Signalwege
einordnen zu kénnen.

4.6 Mitohormese — Lebensverlangerung durch transiente Glukose-Exposition

Transiente GE konnte in diesem Modell im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle
sowie persistenter GE eine deutliche Verlangerung der Lebensspanne erreichen.
Transkriptomdaten geben Hinweise auf eine Beteiligung des FoxO-Signalwegs nach
transienter GE, dessen Aktivierung zu einer Verlangerung der Lebensspanne flhrt
und antioxidative Enzyme induziert. In C. elegans konnte in Insulinrezeptor (daf-2)
Knockout-Stammen eine Verdopplung der Lebensspanne beobachtet werden, die
auf die vermehrte Aktivierung von FoxO (daf-16) zurlickzufiihren ist>'. In diesem Mo-
dell konnten sowohl durch transiente, als auch persistente GE eine reduzierte Gen-
expression verschiedener Signalwege unter Kontrolle des Insulinrezeptors identifi-
ziert werden, welche FoxO inaktivieren. Eine genauere Charakterisierung der unter-
schiedlichen regulierten Mechanismen sollte in weiteren Studien durchgefuhrt wer-
den auch im Hinblick auf die Unterscheidung von verminderter Aktivierung des Insu-
linrezeptors und Insulinresistenz. Weitere eher protektive Veranderungen in diesem
Modell werden sowohl in einer verstarkten Genexpression nach transienter als auch
persistenter GE im Cystein-, Methionin- und Medikamentenmetabolismus reflektiert.

58



Diskussion

Diese sind am Stoffwechsel, als auch in der Transkription antioxidativer Enzyme di-
rekt wie der Glutathion-S-Transferase 4 beteiligt, welche in weiteren Experimenten
mit einem transgenen Reporterstamm als Marker fur ROS eingesetzt wurde.

Die protektiven Effekte transienter GE stehen in Ubereinstimmung mit friiherer Litera-
tur. Transiente GE wahrend der pra-adulten Phase konnte in friheren Studien eine
Lebensverlangerung zeigen, wahrend persistente GE in einer Lebensverkirzung re-
sultierte®®. Unsere Daten zeigen einen protektiven Einfluss transienter GE auf die
Lebensspanne, Motilitat und antioxidative Kapazitat in adulten C. elegans, die glu-
kose-abhangig, aber AGE-unabhangig ist. Dadurch kann die Genese des ROS nicht
durch bekannte Zyklen Uber AGE-Rezeptoren erklart werden. In Zusammenschau
mit der erhohten antioxidativen Antwort entsprechen diese Daten einer Mitohormese.
Als protektiver Mechanismus des metabolischen Gedachtnisses kénnte initialer en-
dogen produzierter ROS im Rahmen der Mitohormese eine Signalfunktion darstellen
zur Steigerung der antioxidativen Kapazitat. Unter spaterem Glukoseentzug kénnte
diese Anpassung einen Uberlebensvorteil bedeuten durch vermehrte Detoxifikation
des des im Alter starker anfallenden ROS. Die unterschiedlichen Auswirkungen von
persistenter und transienter GE deuten auf eine zunachst gesteigerte Kompensati-
onsfahigkeit hin (transiente GE). Diese zeigt sich limitiert, was unter persistent anhal-
tendem oxidativem Stress (persistente GE) in keinem weiteren protektiven Einfluss
auf die Lebensspanne im Vergleich zu nicht-exponierten Kontrollen flhrt. Bei zu lan-
ger Exposition des initialen Stressors dekompensiert das System durch Ausschopfen
der antioxidativen Kapazitat und resultiert in einer Verklrzung oder wie in diesem
Modell fehlenden Verlangerung der Lebensspanne (Abb. 34).

In der ,Hyperfunction Theory of Aging“ fuhren initial protektive Mengen an ROS unter
Dauerexposition des Stressors das System zur Dekompensation. Hierdurch kénnte
die Verklrzung der Lebensspanne bei persistenter GE in der Literatur zu interpretie-
ren sein'%3, Die in dieser Studie verwendeten sehr hohen Konzentrationen von Glu-
kose konnten dahingegen protektiv im Sinne der Mitohormese wirken, was unter per-
sistenter Exposition zwar in keiner Lebensverlangerung, trotzdem aber in einer Pro-
tektion der physiologischen Lebensspanne im Vergleich zu niedrigeren Glukosekon-
zentrationen resultieren kénnte. Durch ausreichende Hochregulation antioxidativer
Enzyme konnte der vermehrt anfallende ROS besser detoxifiziert werden. Wie in fol-
genden Kapiteln diskutiert, konnte zwar keine erhohte intrazellulare Glukosekonzent-
ration in den Glukose-exponierten Gruppen nachgewiesen werden, was jedoch ent-
weder in einer zur schnellen Verstoffwechslung der Glukose und nicht adaquaten
Messmethode oder osmotischen Effekten liegen konnte.

In weiteren Studien konnte durch initiale Hemmung der Triosephosphatisomerase
durch inhibitorische RNAs in C. elegans eine Lebensverlangerung nach anschlie3en-
der Exposition mit dem Oxidans Diamid erreicht werden. Die vermehrte Umleitung
glykolytischer Intermediate in den nicht-oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs
und dadurch vermehrter Generierung des reduzierenden Kofaktors NADPH konnte
laut Autoren eine Erklarung hierfur liefern. Hiermit konnte auch die erhohte Stressre-
sistenz durch transiente GE erklart werden'%4.

Des Weiteren wurde eine Lebensverlangerung durch fruhen oxidativen Stress in

C. elegans auch mit epigenetischen Mechanismen wie einer Reduktion von
H3K4me3 in Zusammenhang gebracht, dessen Sensitivitat auf ROS in HeLa-Zellen
bestatigt wurde'%. Ebenfalls kann nicht ausgeschlossen werden, dass das verwen-
dete Zytostatikum 5-Fluoro-2-Desoxyuridin, das die Sterilitat adulter Wurmer in den
Versuchen sicherstellt, auch zu einer Verlangerung der Lebensspanne beitragt®s.
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Aufgrund gleicher Exposition aller Versuchsgruppen, ist die Wahrscheinlichkeit eher
gering, dass dieser Effekt relevant ausgepragt ist.

Um diese Theorien zu bestatigen sollten in weiteren Studien konkrete zugrundelie-
gende Mechanismen untersucht werden. Zum einen kénnten durch Einsatz transge-
ner Knockoutstamme die Beteiligung verschiedener antioxidativer Enzymsysteme
und Transkriptionsfaktoren an der Lebensverlangerung nach transienter GE unter-
sucht werden. Zum anderen sollten funktionelle Untersuchungen zur Genese des
ROS und der Rolle des mitochondrialen Metabolismus durchgefuhrt werden, wie bei-
spielsweise die Messung des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs.

Induktion Erhéhte antioxidative
antioxidativer Kompensationsfihigkeit bei fehlender
Enzyme gegen hohe GE fihrt zu Verldngerung der
/] Mengen an ROS Lebensspanne

Glk pers.

Glk trans. 4 Tage

O0mM Glk

Antioxidative Kapazitat
W e

2 4 ] 8 Tage

Erhihter Anfall von ROS durch
weitere GE fihrt zu Verkilirzung

ROS (ibersteigt antioxidative

Kompensationstahigkeit
der Lebensspanne im Vergleich

zu transienter GE

=> System dekompensiert

Abb. 34: Mitohormetische Mechanismen des metabolischen Gedachtnisses nach transienter 400mM
GE Uber 4 Tage im Vergleich zu persistenter GE in C. elegans

4.7 Keine Erhdhung der intrazellularen Glukose — ein Erklarungsversuch

Aufgrund unerwarteter teils protektiver Effekte transienter und persistenter GE in

C. elegans wurde untersucht, ob die hohe extrazellulare Glukosekonzentration ver-
mehrt aufgenommen wurde und somit in einer hoheren intrazellularen Glukosekon-
zentration (ciz(GIk)) resultiert. Verschieden hohe persistente GE konnten keine Erho-
hung der (ciz(Glk)) zeigen, es wurde im Gegenteil ein Trend zu niedrigeren ciz(GIk) in
Abhangigkeit der Konzentration der GE beobachtet. Wie in Kapitel 4.3 beschrieben
reduzierte persistente 400mM GE die Wachstumsrate der Nematoden und konnte
somit einen negativen Einfluss auf Koérpergrofle und Proteinmenge zeigen. Bei Nor-
malisierung der ciz(Glk) auf die Proteinmenge der Proben ist kein Unterschied zwi-
schen GE und nicht-exponierten Gruppen mehr vorhanden.-In der Literatur wurde im
Gegensatz zu diesen Ergebnissen haufig eine Zunahme der ciz(Glk) unter GE be-
schrieben? 50. 106 Aufgrund dessen wurde zunachst ausgeschlossen, dass eine Er-
schopfung der Glukosemenge in den Versuchsplatten die Ursache fur die unerwarte-
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ten Daten darstellte. Die methodischen Unterschiede konnten den differentiellen Ein-
fluss der persistenten GE auf die ciz(Glk) und auch die Lebensspanne erklaren. In
diesem Modell wurden sehr hohe Glukosekonzentrationen verwendet um eine mogli-
che Glukotoxizitat zu untersuchen. Die Expositions- und Versuchsbedingungen wei-
terer Studien zur hohen GE variieren stark und verwenden vorwiegend weitaus gerin-
gere Glukosekonzentrationen.

Haufig wurde die Glukose taglich als Losung auf die Versuchsplatten aufgetragen,
was in unterschiedlichen Konzentrationen des Agars resultierte, wie unsere Gruppe
zuvor bei Implementierung dieses Modells darstellen konnte*8. In dieser Studie
wurde Glukose bereits beim Herstellen der Platten hinzugefligt um eine gleichmafige
Verteilung der Substanz zu gewahrleisten. Zusatzlich wurden die Nematoden, die auf
der Agaroberflache leben, durch einmal tagliche Flissigkeitsapplikation zeitlich viel
kurzer der hohen Glukose exponiert, als die konstante Exposition der hier bereits
gleichmalig im Agar verteilten Glukose.

Bisherige Studien haben hohe Glukosekonzentration verwendet, um ein diabetisches
Milieu nachzubilden. C. elegans besitzt kein vaskulares System, was die Vergleich-
barkeit von Blutglukose- mit intrazellularen Glukosekonzentrationen der Nematoden
erschwert, wie in diesem Modell gezeigt werden konnte. In Studien zur Glukoseauf-
nahme von bovinen vaskularen Zellen konnte eine stark verminderte Expression vom
Glukosetransporter GLUT-1 nach Inkubation mit hohen Glukosebedingungen beo-
bachtet werden, was zu einer geringeren Aufnahme von Glukose fihrte und einem
allgemeinen Schutz vor deletaren Auswirkungen von Substratlberflu entspricht'07.
Insulinabhangige diabetische Gewebe haben ebenfalls eine niedrigere Glukoseauf-
nahme, wie im Skelettmuskel diabetischer Ratten im Vergleich zu Kontrolltieren ge-
zeigt werden konnte'%®, Somit wird die Eignung der ciz(Glk) als Korrelat der Blutglu-
kose hinterfragt.

Kritisch zu bemerken ist, dass durch die statische Messmethode nur die ciz(Glk) er-
fasst wird. Nach Eintritt in die Zelle wird Glukose durch die Hexokinase phosphory-
liert, um metabolisierbar zu werden. Glukose-6-Phosphat kann mit dem verwendeten
Assay nicht mehr erfasst werden'®. Die zeitintensive Sammlung groRer Mengen von
C. elegans uber einen Zeitraum von 30-60 Minuten konnte eine Verstoffwechslung
des Grol3teils der ciz(Glk) vor der Kryokonservierung der Nematoden aufgrund einer
héheren Glykolyse verursachen. In zahlreichen Zelllinien konnte unter hoher extra-
zellularer Glukose eine verstarkte Aktivierung der Hexokinase-2, einem Glukose-6-
Phosphat bildenden Enzyms, gezeigt werden''®, wohingegen das Schllisselenzym
der Glykolyse, die Hexokinase-1, bereits bei 1mM extrazellularer Glukose eine Satti-
gung sowohl anhand ihrer bekannten katalytischen Parameter, als auch experimen-
tell in murinen kardialen Endothelzelen (MCECs) zeigte (T. Fleming, |. Med. Kiinik,
Universitat Heidelberg, unpublizierte Ergebnisse)'®®. Messungen zum glykolytischen
Flux in aus C. elegans isolierten Zelllinien wurden bereits unter nicht hyperglykadmen
Bedingungen durchgefiihrt'''. Dagegen sprechen Glukosemessungen mit der glei-
chen statistischen Messmethode (Amplex® Red Glukose/Glukose Oxidase Kit), die
unter kontinuierlicher 2%iger GE im Agar einen ca. 50%igen Anstieg der ciz(Glk) im
Vergleich zur nicht-exponierten Kontrollgruppe zeigen konnten bei gleichzeitiger Ver-
kiirzung der Lebensspanne®. Uber die Lange oder Art der Probensammlung wurden
hier keine Angaben gemacht, aber aufgrund der unterschiedlichen Auswirkungen auf
die Lebensspanne und ciz(Glk) kdnnten diese Ergebnisse auf einen konzentrations-
abhangigen nicht-linearen Effekt der GE im Sinne (mito-)hormetischer Mechanismen
hindeuten.
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Diabetische Stoffwechselbedingungen verursachen multiple metabolische Verande-
rungen, wie die Inhibition der Aktivitat der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydro-
genase (GAPDH) und eine damit zusammenhangende Umleitung glykolytischer In-
termediate in alternative Stoffwechselwege'® wie in der erhéhten Bildung bestimmter
AGEs unter persistenter GE in diesem Modell reflektiert. Der fehlende Nachweis ei-
ner substantiellen AGE-Bildung auch nur durch kurzfristige GE Uber 1, 4 oder 6 Ta-
gen sowie nach transienter GE spricht daher fur eine eher gering erhohte ciz(Glk) als
Substrat im Vergleich zu den extrem hohen GE. Unsere AGE-Messung kann zudem
keine Aussage Uber die Lokalisation der AGEs in Zellen oder in der Matrix getroffen
werden, sodass sich die AGEs bei geringer Glukoseaufnahme auch extrazellular an
der Kutikula gebildet haben konnten. Andererseits konnte die AGE-Bildung trotz feh-
lender messbarer Erhdhung der ciz(Glk) gerade auf eine schnelle Metabolisierung der
intrazellularen Glukose und der glykolytischen Intermediate in weitere Stoffwechsel-
wege hindeuten. Hierdurch wird die Wichtigkeit dynamischer Messmethoden wie die
Messung des glykolytischen Flux oder der Glukoseaufnahme in C. elegans fur zu-
kiinftige Studien hervorgestellt'2,

4.8 Differenzierung zwischen glukose-spezifischem und osmotischem Stress

In Studien zur Untersuchung osmotisch wirksamer Substanzen wie Glukose und
Mannitol ist es besonders in C. elegans sinnvoll eine osmotische Regulation der beo-
bachteten Parameter zu untersuchen. C. elegans zeigen im Unterschied zu Sauge-
tieren eine differentielle Regulation unter hypertonen Bedingungen und kénnen im
Dauerstadium lange Zeit ohne Flussigkeitszufuhr auskommen durch Anreicherung
von Osmolyten im Zellinneren wie Glycerol, die vor Dehydratation schitzen und so
die Proteotoxizitat verringern''3.

Neuere Studien in C. elegans zur Induktion der antioxidativen gst-4, die hier als Re-
portergen fur die Bildung von oxidativem Stress verwendet wurde, haben gezeigt,
dass diese auch durch osmotischen Stress induziert wird. Uber den p38 MAP-Kinase
Signalweg, der Uber den Transkriptionsfaktor skn-1 ein antioxidatives responsives
Element (ARE) auf DNA Ebene induziert, kommt es hierbei zur Induktion der gst-4'14.
Skn-1 ist ein Ortholog des Transkriptionsfaktors Nrf-2 und kommuniziert die antioxi-
dative Antwort auf DNA-Ebene. Die Differenzierung zwischen oxidativ und osmotisch
induzierter GFP-Expression im transgenen Reporterstamm CL2166 kann deshalb
nicht sicher vorgenommen werden, da das Reportersystem gleichermal3en durch
beide Stimuli induziert wird. Transiente GE konnte in diesen Experimenten allerdings
eine anhaltende Induktion der antioxidativen gst-4 Gber den Zeitraum der hohen Glu-
kose-Exposition hinaus, die mehrere Tage bis zum Versuchsende anhielt. Diese an-
haltende Induktion konnte die Halbwertszeit von GFP, die 26 Stunden betragt, deut-
lich Ubersteigen und somit ein anhaltende Stimulation der antioxidativen gst-4 durch
oxidativen Stress im Sinne eines metabolischen Gedachtnisses zeigen unabhangig
von hohen osmotischen Bedingungen. Durch Inhibitoren des mitochondrialen Kom-
plex 1 der Atmungskette wurde in C. elegans eine intrazellulare Kalorienrestriktion
modelliert. Uber Induktion des skn-1/ p38 MAP-Kinase Signalwegs konnte hierbei
eine Verlangerung der Lebensspanne erreicht werden''®. Die Untersuchung des gly-
kolytischen Flux in nachfolgenden Studien ware in dem hier untersuchten Modell auf-
grund der nicht erhéhten intrazellularen Glukosekonzentrationen nach hoher GE bei
protektivem Einfluss auf die Lebensspanne und Induktion des skn-1/ p38 MAP-
Kinase Signalwegs daher besonders interessant, um die Genese des hier entstehen-
den ROS besser zu verstehen.
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Persistente und transiente Mannitol-expositionen (ME) konnten in diesem Modell ins-
gesamt die starkste Lebensverlangerung erreichen, wobei die grofite Steigerung
durch persistente ME erreicht werden konnte. Diese Ergebnisse deuten hier auf eine
teilweise osmotische Regulation hin. Besonders aber die differentielle Auswirkung
persistenter ME im Vergleich zur GE deutet auf weitere glukose-spezifische Mecha-
nismen hin, die hier wirken. Glukosamin in einer Konzentration von 100uM konnte in
C. elegans ebenfalls eine skn-1 abhangige Verlangerung der Lebensspanne bewir-
ken'1, Extrazellulare Sorbitol-exposition als osmotischer Stressor verlangerte die Le-
bensspanne und erhdhte die osmotische Stressresistenz auf hohe Salzkonzentratio-
nen nach einer Phase der Pra-Adaptation ahnlich der hier durchgefihrten transienten
ME""7. Unter erhohter Expression von Genen beteiligt an Reparaturmechanismen,
wie auch in diesem Modell unter hoher GE beobachtet werden konnte, sowie Heat-
Shock Proteinen konnte die Lebenspanne von C. elegans unter hohem osmotischen
Stress verlangert werden''®. Auf der anderen Seite verkiirzte 2%ige GE (100mM) die
Lebensspanne und reduzierte die osmotische Stresstoleranz durch verminderte Ex-
pression von Aquaporin-1 (AQP-1), einem Glycerolkanal und dadurch verringerte
Glycerolakkumulation bei gleichzeitiger Reduktion des daf-16/Foxo Transkriptionsfak-
tors®0. Die verwendete Glukosekonzentration betrug allerdings nur 25% der in die-
sem Modell eingesetzten GE von 400mM.

(Mito-)Hormetische Mechanismen durch sehr hohen osmotischen Stress konnten
demnach in diesem Modell eine Rolle spielen.

Aufgrund der Spezies-spezifischen protektiven Hochregulation der Osmolyte zum
Uberleben wahrend der ,Dauer‘-Phase ist die Ubertragbarkeit dieser Beobachtungen
auf Mammalia insgesamt schwer zu beurteilen. Die Annotation glukose-spezifischer
und osmotisch regulierter Mechanismen sehr hoher transienter und persistenter GE
tragt aber zum besseren Verstandnis dieses Modells flir metabolisches Gedachtnis
bei und kann teilweise protektive Auswirkungen transienter und persistenter GE auf
die Lebensspanne und Motilitat sowie die verringerte Wachstumsrate erklaren.

4.9 Optimierte C. elegans Massenkultur erzeugt reproduzierbare Ergebnisse

Die Optimierung des FlUssigkeitstransfers gro3er Mengen von C. elegans auf Platten
gewahrleistete eine schonende Kultivierung der Nematoden ohne relevante Induktion
von ROS durch Flussigkeits-Scher-Stress oder Ubersterblichkeit der Nematoden. Au-
Rerdem konnten durch die etwa Verzehnfachung der Populationsgrof3e ausreichende
Mengen an Protein gewonnen werden, die fur massenspektrometrische Analysen
von Methylglyoxal und verschiedener AGEs geeignet waren. Ergebnisse aus der Li-
teratur wie die Induktion von ROS durch hohe Glukose konnten mit diesem Protokoll
reproduziert werden“®.

Durch die Bestimmung des Proteingehaltes von 500-1500 Nematoden konnte eine
lineare Abhangigkeit der Proteinmenge zur Nematodenzahl festgestellt werden und
somit die Quantifizierung der gemessenen Parameter vereinfacht werden. Wie in die-
ser Arbeit gezeigt wurde, ist diese Beziehung abhangig von dem Einfluss der expo-
nierten Substanz auf die Proteinmenge oder das Wachstum der Nematoden. Unter
400mM GE sinkt die Wachstumsrate bezogen auf Kérpergrole, Lange und Protein
im Vergleich zu nicht-exponierten Kontrollen, sodass die Proteinmenge hier nicht
mehr direkt von der Nematodenzahl mittels der erstellten Funktion abgeleitet werden
kann. Deshalb sollte in zukunftigen Versuchen bei Bezug einer Grolie auf die Pro-
teinmenge zunachst der Einfluss der Substanz auf diese gepruft werden.
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Die Relevanz dieses Protokolls ergibt sich einerseits aus der detaillierten Beschrei-
bung und Optimierung einer einfach etablierbaren Methode sowie aus den Limitatio-
nen bestehender Methoden. Flussigkultur stellt eine haufig verwendete Methode zur
Anzucht groflder Mengen an C. elegans dar. Nachteile sind hier einerseits die schwie-
rige Sammlung einzelner Nematoden z.B. fur die Analyse der Lebensspanne. Zur
Gewinnung der Nematoden kann hier ein Baerman Apparatus eingesetzt werden,
der die Nematoden aus dem flissigen Medium filtriert''®. Dazu missen die Nemato-
den selbststandig durch das Filtersystem kriechen, was besonders bei Exposition
von schadigenden Substanzen nur eingeschrankt moglich sein kann und die Ver-
suchsergebnisse verfalscht. Die ungleiche Verteilung von fluktuierenden, schnell rea-
gierenden Substanzen wie MG kann im flussigen Medium zu einer ungleichen Expo-
sition der einzelnen Nematoden fiihren. Auch die mehrstindige Filtrierung des Medi-
ums bei Raumtemperatur (2-6 Stunden) kann bei metabolischen Analysen die Ergeb-
nisse verfalschen. Ein weiterer Nachteil zeigt sich durch die Ausbildung eines lange-
ren, dinneren Phanotyps von C. elegans in Flussigkultur, was die Vergleichbarkeit
mit Parametern aus der Plattenkultur erschwert®.

Technologisch fortgeschrittenere und automatisierte Methoden wie mikrofluide Ele-
mente ermdglichen ein ,High-Throughput Screening®, welches multiple Parameter
gleichzeitig erfassen kann und so biochemische und phanotypische Informationen
des gleichen Nematodens zusammenbringt. Diabetes mellitus Typ 2 konnte bereits
auf diese Weise modelliert werden und Daten zur Lebensspanne, Lipidmetabolismus
und ROS aus demselben Nematoden integriert werden®*. Aufgrund teurer individuel-
ler Konfiguration dieser Elemente eignen sie sich vor allem fur die Anwendung in der
pharmakologischen Forschung und Industrie.

Der Einsatz dieses Protokolls ermoglicht auch die Umstellung alterer, weniger sensi-
tiver Methoden wie die Quantifizierung von AGEs mittels immunfluoreszenter Far-
bung auf die sensitivere Detektion durch LC-MS/MS, welche weitaus groere Pro-
benmengen bendtigt. Die immunfluoreszente Methode zeigte eine hohe Ergebnisva-
riabilitat durch zeitaufwendige mikroskopische Analyse bei rascher Abschwachung
des Signals. Auch konnten mittels dieser Methode die intrazellularen AGEs nicht auf-
geschlossen und untersucht werden. Obwohl Ergebnisse aus LC-MS/MS Messungen
in C. elegans bereits publiziert worden waren®!, fehlte ein detailliertes Protokoll, um
diese Methode mit geringem Optimierungsaufwand und Zeitverlust durchfihren zu
koénnen.

Das hier optimierte Protokoll ermoglicht die reproduzierbare Untersuchung mehrerer
Parameter aus derselben Population nach Elimination relevanter Storfaktoren, die
eine Ubersterblichkeit der Nematoden bedingten. Es tragt dabei zur Standardisierung
der Versuchsbedingungen fur kinftige Experimente besonders in der Erforschung
komplexer, multifaktorieller Erkrankungen wie Diabetes mellitus bei, welche sich auf
die Analyse multipler Parameter stitzen. Die Anwendung ist hier vor allem eher klei-
neren Forschungslaboren zu empfehlen, um die Populationsgrof3e zu erhéhen. Trotz
Optimierung ist das beschriebene Protokoll weiterhin zeitaufwandiger als die Flissig-
kultur oder technologisch fortgeschrittenere Verfahren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das metabolische Gedachtnis im Diabetes mellitus ist die biochemische Grundlage
der Entwicklung diabetischer mikrovaskularer Langzeitkomplikationen wie der diabe-
tischen Retinopathie, Nephropathie und Neuropathie. Komplexe irreversible Mecha-
nismen konnen nach einer initialen Episode schlechter Kontrolle der Blutglukose an-
haltende zellulare Veranderungen verursachen, die durch die bisherigen vorwiegend
blutglukosesenkenden Therapien nicht ruckfuhrbar sind.

Ziel dieser Arbeit war es die anhaltenden Auswirkungen transienter Glukose-Exposi-
tion (GE) in dem Modellorganismus C. elegans im Vergleich zu persistenter GE zu
untersuchen, Effekte im Sinne eines metabolischen Gedachtnisses zu identifizieren
und somit die Eignung als Modell fir dieses Phanomen zu evaluieren.

Transiente Glukose-Exposition konnte im Vergleich zu persistenter GE keine erhohte
Bildung von ,,Advanced Glycation Endproducts (AGEs)“, einer typischen Verande-
rung des metabolischen Gedachtnisses induzieren. Allerdings zeigten sich Hinweise
auf weitere Veranderungen wie eine erhdhte Bildung von reaktivem oxidativem
Stress (ROS) nach transienter, sowie persistenter GE. Protektive Auswirkungen be-
trafen eine Erhaltung der Motilitat im Alterungsprozess durch transiente und persis-
tente GE, sowie eine Lebensverlangerung, die nur durch transiente GE induziert wer-
den konnte. Diese protektiven Effekte konnten im Sinne der Mitohormese erklart wer-
den, die eine Induktion antioxidativer Systeme nach Stimulation mit ROS beschreibt.
Dieser Mechanismus kann den Organismus vor spateren Schaden Ubermaliger
ROS-Bildung schutzen. Im Gegensatz zu weiteren publizierten Studien zur Auswir-
kung von GE in C. elegans wurden hier sehr hohe Glukosekonzentrationen gewahlt
um eine Glukotoxizitat zu untersuchen. Neben weiteren methodischen Unterschieden
konnte das eine Erklarung fur die zum Teil unterschiedlichen Ergebnisse liefern.

Auf Transkriptomebene zeigte sich die Genexpression multipler Signal- und Stoff-
wechselwege anhaltend nach transienter GE verandert. Neben gleichgerichteten Me-
chanismen nach transienter und persistenter GE zeigten sich auch Mechanismen,
die nur nach transienter GE anhaltend verandert waren. Komponenten des Insulinre-
zeptorsignalwegs zeigten sich vermindert, wohingegen Gene des Aminosaurestoff-
wechsel vermehrt exprimiert wurden, was insgesamt als Hinweise auf eine Insulinre-
sistenz gedeutet werden konnte. Eine verminderte Genexpression endozytotischer
Gene in beiden Gruppen kénnte in Verbindung mit einem verringerten Recycling des
Insulinrezeptors stehen. Weitere gleichgerichtete Genexpression von Signalwegen
nach transienter und persistenter GE betraf antioxidative Enzyme sowie einerseits
eine Verminderung ribosomaler RNA-Produktion und Reifung, andererseits eine Er-
héhung ribosomaler Proteinproduktion. Diese Veranderungen sprechen flr eine ge-
storte, potentiell inhibierte Translation, worauf auch die verminderte Genexpression
der proteinprozessierenden Gene im endoplasmatischen Retikulum in beiden Grup-
pen hindeutet.

Einzig nach transienter GE, aber nicht persistenter GE zeigte sich die Genexpression
des FoxO- sowie mTOR-Signalweges vermindert, die unter Kontrolle des Insulinre-
zeptors stehen und einen Einfluss auf antioxidative sowie mitogene Prozesse wie
Zellwachstum und —teilung haben. Diese Ergebnisse sollten mittels Untersuchung
der Proteinexpression und mechanistischer Studien validiert werden. Sie liefern Hin-
weise auf neuartige Mechanismen des metabolischen Gedachtnisses, die eine unter-
schiedliche Regulation abhangig von der Dauer der GE zeigen.
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Zusammenfassung

Metabolisch konnte unter persistenter GE keine erhohte Glukosemenge in den

C. elegans gemessen werden. Eine Messung des glykolytischen Flux in weiteren
Studien konnte den Metabolismus der Glukose weiter entschlusseln.

Aufgrund der hohen GE-Konzentration wurde mittels Mannitol-exposition (ME) die
Rolle der Osmose in diesem Modell untersucht. Die verringerte Grol3e, Lange und
Proteingehalt der Nematoden unter GE konnte in gleichem Ausmal} unter ME er-
reicht werden. Im Gegensatz dazu war der Einfluss auf Lebensspanne und Motilitat
nicht vollstandig tber osmotische Mechanismen zu erklaren, was auf weitere glu-
kose-spezifische Mechanismen hindeutet.

Insgesamt konnen durch transiente GE anhaltende AGE-unabhangige Effekte in

C. elegans induziert werden, deren Mechanismen nicht vollstandig geklart sind. Das
Modell des Fadenwurms kann nach den Daten dieser Studie Hinweise zur Aufkla-
rung von frihen, noch nicht charakterisierten Mechanismen des metabolischen Ge-
dachtnisses geben und damit einen wichtigen Beitrag in der weiteren Erforschung di-
abetischer Komplikationen und deren potenzieller Behandlung leisten. Zur Durchfuh-
rung der aufwendigen Versuche konnte im Rahmen dieser Arbeit ein Protokoll fur die
Massenkultur in C. elegans optimiert werden.
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6 SUMMARY

The “Metabolic Memory” phenomenon in diabetes mellitus is the biochemical founda-
tion of the development of diabetic microvascular long-term complications, such as
diabetic retinopathy, nephropathy, and neuropathy. After an initial episode of poor gly-
cemic control these complex irreversible mechanisms can cause long-lasting cellular
modifications, which cannot be reversed by application of the currently existing mostly
blood-glucose lowering therapies.

The aim of this work was to study the long-lasting effects of transient glucose-exposi-
tion (GE) in the model organism C. elegans in comparison to persistent GE to identify
effects of the “Metabolic Memory” phenomenon and assess the ability of C. elegans
as an adequate model.

Transient glucose-exposition in comparison to persistent GE did not induce the for-
mation of ,Advanced Glycation Endproducts (AGEs)“ a known characteristic of the
“Metabolic Memory” phenomenon. Other long-lasting effects were identified such as
an increased formation of reactive oxygen species (ROS) upon transient and persistent
GE. Protective effects included a restoration of motility in aging upon transient as well
as persistent GE, as well as an increased lifespan, but only upon transient GE.

These protective effects could be explained with the theory of mitohormesis, which
describes an induction of antioxidative systems upon stimulation with ROS. This mech-
anism can protect the organism against later damages caused by excessive formation
of ROS, similar to a vaccination. In contrast to published studies on the effect of GE in
C. elegans, the selected glucose concentrations of this study were extremely high to
investigate glucotoxicity. Among further methodological differences, this could be an
explanation for the partially different results compared to the literatures.

On a transcriptomic level, the gene expression of multiple signaling and metabolic
pathways was continuously altered upon transient GE. Among similarly altered path-
ways upon transient and persistent GE, mechanisms exclusively altered upon transient
GE could be identified. Components of the insulin receptor pathway were found to be
decreased, whereas the amino acid metabolism was increased indicating an involve-
ment of mechanisms of insulin resistance. Endocytotic genes were found to have a
decreased gene expression upon both transient and persistent GE, which could be
connected to a decreased recycling of the insulin receptor. Further similarly altered
gene expression of signaling pathways in both groups was found involving an in-
creased metabolism of antioxidative enzymes, as well as on the one hand a decreased
ribosomal RNA production und maturation and on the other hand an increased riboso-
mal protein production. This regulation points towards a perturbed and potentially in-
hibited translation in line with a decreased gene expression of genes involved in protein
processing in the endoplasmatic reticulum in both groups.

Only after transient, but not persistent GE the gene expression of FoxO- as well as the
mTOR-pathway was decreased. Both are under control of the insulin receptor influ-
encing antioxidative as well as mitogenic processes such as growth and division of
cells. These results should be validated in the future examining the protein expression
and performing mechanistic studies. Furthermore they could indicate innovative mech-
anisms of the “Metabolic Memory” displaying mechanisms dependent on the mode of
exposure.

Metabolically, persistent GE did not increase the amount of glucose measured in C. el-
egans. Assessment of glycolytic flux in future studies could further decipher the me-
tabolism of glucose in this model.
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Because of high GE concentrations, mannitol-exposition (ME) was used to examine
the role of osmotic pressure in this model. The decrease in size, length, and amount
of protein of the nematodes upon GE could be replicated using ME. Contrary to these
findings, lifespan and motility could only partially be explained by osmotic mechanisms
indicating a role of glucose-specific mechanisms.

In summary, transient GE induces continuous, AGE-independent effects in C. elegans
which mechanisms are not fully understood, yet. This nematode model has the poten-
tial to dissect early, not yet characterized mechanisms of the “Metabolic Memory” and
with this contribute to further insights into diabetic complications. For the performance
of the tedious experiments, a protocol for large-scale culture was established while
conducting this study.
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Anhang

8 ANHANG
DAVID-Analyse
KEGG-Signalweg Fold Enrichment
cel00061:Fettsaurensynthese 27,3
g cel00071:Fettsaureabbau 12,1
f:' @ cel01212:Fettsauremetabolismus 11,6
g é % cel04146:Peroxisom 8,5
g g s | cel04142:Lysosom 6,8
= 5 g cel01100:Metabolische Signalwege 2,1
e cel03440:Homologe Rekombination 12,2
g g % cel03460:Fanconi Andmie Signalweg 11,9
g 4 s cel03010:Ribosom 5,2
S L g cel04120:Ubiquitin mediierte Proteolyse 3,0
cel00630:Glyoxylat- und Dikarboxylatmetabolismus 5,8
cel00620:Pyruvatmetabolismus 5,2
cel00330:Arginin- und Prolinmetabolismus 5,2
cel00053:Ascorbate and aldarate metabolism 4,6
cel00020:Zitratzyklus 4,6
cel00062:Elongation von Fettsauren 4,3
cel00650:Butanoatmetabolismus 4,2
cel01040:Biosynthesis von ungesattigten Fettsduren 4,0
cel00830:Retinolmetabolismus 3,9
cel01200:Karbonmetabolismus 3,7
cel00350:Tyrosinmetabolismus 3,6
cel00983:Medikamentenmetabolismus 3,6
cel00071:Fettsaureabbau 3,5
cel01212:Fettsauremetabolismus 3,3
cel04146:Peroxisom 3,3
cel00010:Glykolyse, Glukoneogenese 3,2
cel00260:Glycin-, Serin- und Threoninmetabolismus 3,2
cel00190:0xidative Phosphorylierung 3,1
% cel00982:Medikamentenmetabolismus 3,1
S cel00980:Metabolismus von Xenobiotika durch Zytochrom P450 3,0
é cel01130:Biosynthese von Antibiotika 2,9
4 cel00380:Tryptophanmetabolismus 2,9
g cel00280:Valin, Leucin und Isoleucin Abbau 2,8
S cel00270:Cystein- und Methioninmetabolismus 2,7
o cel00310:Lysinabbau 2,5
% cel01230:Biosynthesis von Aminosduren 2,3
§ cel01100:Metabolische Signalwege 2,2

Anhang Tab.1: KEGG-Signalweganalyse der Microarraydaten mittels DAVID-Software. Dargestellt
sind signifikant differentiell regulierte Signalwege persistenter 400mM GE (blau), transienter GE Uber 4
Tage (gelb) und Uberlappende Signalwege in beiden Gruppen (grin) jeweils nach 12 Versuchstagen
im Vergleich zur nicht-exponierten Kontrolle.
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1545 100 434

Anhang Abb.1: Venn Diagramm der Microarray-Transkriptomdaten: Anzahl signifikant regulierter Gene
(p<0,05) nach 12 Tagen persistenter 400mM GE (rosa) und Uber 4 Tage transienter 400mM GE (griin)
jeweils im Vergleich zu nicht-exponierten Kontrollen. Im tberlappenden Bereich werden die Gene dar-
gestellt, dessen Expression unter beiden Interventionen reguliert war; n=6.
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A 400mM Glk pers. vs. OmM Glk

Fuold Change
b 400mM Glk trans. vs. OmM Glk

~

Jergy A1

Folkd Change

Anhang Abb. 2.: Volcano Plots der Microarray-Transkriptomsdaten: Dargestellt sind differentiell regu-
lierte Gene nach 12 Tagen persistenter 400mM GE (A), sowie 12 Tagen transienter 400mM GE je-
weils im Vergleich zu gleichalten, nicht-exponierten Kontrollen. Rot gekennzeichnet sind hochregu-
lierte Gene mit adj. p<0,05; FC>1,5; griin gekennzeichnet sind runterregulierte Gene mit adj. p<0,05;
FC<-1,5. Gene, die nicht diesen Kriterien entsprechen sind in schwarz dargestellt.
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