D
L ]
) fI i
I Fritz-Lipmann-Institut e.V.

Pressemitteilung
29. Marz 2022

Glykierung im Korper — Ausldser fur Proteinfehlfunktionen im Alter und
bei altersassoziierten Erkrankungen

Um Organfunktionen aufrechtzuerhalten, miissen Proteinfunktionen in Zellen
aufeinander abgestimmt und im Gleichgewicht gehalten werden. Mit zunehmendem
Alter ist diese Balance gestort. Eine mogliche Ursache dafiir ist eine Glykierung, bei
der sich Zucker und Proteine irreversibel miteinander verbinden. Die Endprodukte der
Glykierung (AGEs) reichern sich an und kénnen zu Entziindungen und Schaden
fiihren. Ein Forscherteam vom Leibniz-Institut fiir Alternsforschung — Fritz-Lipmann-
Institut (FLI) und Universitatsklinikum Jena (UKJ) hat untersucht, wo AGEs in der Zelle
entstehen, welchen Einfluss sie auf Proteine haben und ob sie zu altersassoziierten
Erkrankungen und zum Altern beitragen.

Jena. Die 1912 von dem franzdsischen Biochemiker Louis Maillard beschriebene chemische
Reaktion, bei der sich Zucker mit Proteinen verbinden, fuhrt zur Entstehung von Molekdlen,
die nicht mehr abbaubar sind (Advanced Glycation End Products, AGEs). Dieser als
.Maillard-Reaktion" bezeichnete Prozess scheint eine wichtige Rolle beim Alternsprozess zu
spielen und zur Entstehung chronischer Krankheiten beizutragen. AGEs gelten
beispielsweise als Risikofaktoren fur GefalRerkrankungen bei Diabetes mellitus und fordern
die Versteifung der Blutgefalie. Die Glykierung betrifft verschiedene Proteine im Kdrper und
kann die Funktionalitat und Struktur der betroffenen Zellen und Gewebe beeintrachtigen. Der
Vorgang der Glykierung wird daher zunehmend als eine potenziell treibende Kraft fir
Stoffwechselerkrankungen und Alternsprozesse angesehen.

Doch wo genau findet die Glykierung in der Zelle statt? Welche Auswirkungen hat sie auf
das betroffene Protein und auf die Funktion der Zelle? Diesen und weiteren Fragen ist ein
Forscherteam des Jenaer Leibniz-Instituts flr Alternsforschung — Fritz-Lipmann-Institut (FLI)
und des Universitatsklinikums Jena (UKJ) genauer nachgegangen. Die in der Fachzeitschrift
.,Nature Communications“ veroffentlichte Studie untersucht die pathophysiologischen
Auswirkungen von AGEs auf intrazellulare Proteine und ihren maoglichen Beitrag zur
Entstehung von Stoffwechselerkrankungen und Alterungsprozessen.

Glykierung von Proteinen

,Die nicht-enzymatische Glykierung von Proteinen durch ihre Reaktion mit Zuckern oder
hochreaktiven Dicarbonylen, wie beispielsweise Glyoxal, nimmt zu, wenn der Glukosespiegel
im Korper dauerhaft hoch ist“, berichtet Dr. Alessandro Ori, Forschungsgruppenleiter am FLI.
Eines der am haufigsten vorkommenden AGEs ist N(6)-Carboxymethyllysin (CML), dessen
Bildung u.a. durch Reaktion mit Glyoxal ausgeldst wird. ,CML ist chemisch stabil und reichert
sich im menschlichen Gewebe vor allem bei Krankheiten wie Diabetes mellitus und
Atherosklerose, aber auch wahrend des normalen Alterns an. CML kann daher als ein
Biomarker fur das Altern verstanden werden®, erganzt Prof. Regine Heller vom Institut fur
Molekulare Zellbiologie, UKJ. Wahrend die Glykierung von extrazelluldren Proteinen wie
Hamoglobin oder Kollagen gut beschrieben ist, ist Gber diese Modifikation in intrazellularen
Proteinen bisher wenig bekannt.
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Umfassender Ansatz zur Charakterisierung von CML-modifizierten Proteinen

Um die durch Glykierung verursachten Veranderungen der Proteine im gesamten Proteom
nachweisen zu kénnen, wurden zwei experimentelle Modelle eingesetzt. ,Zum einen haben
wir klassische Zellkulturen wie Fibroblasten und Endothelzellen verwendet, um den Einfluss
der Glykierung von Proteinen zu untersuchen. Andererseits nutzten wir auch Zellen aus
Organen junger und alter Mause, um den ganzheitlichen Einfluss der Glykierung auf die
Funktion und Wirkungsweise von Proteinen abzuleiten", erklart Dr. Ori das Vorgehen in
dieser Proteomstudie.

Ein neu etablierter Arbeitsablauf, der auf der selektiven Anreicherung von CML-modifizierten
Peptiden in Kombination mit Massenspektrometrie basiert, ermdglichte die umfassende
Charakterisierung und Quantifizierung der Zielproteine und ihrer Stoffwechselwege. In
beiden Modellen wurden Hunderte von spezifischen Glykierungsstellen erstmals nachge-
wiesen.

Glykierung in Abhangigkeit von Proteinumsatz und Proteinmenge

Unabhangig von ihrer Lokalisierung in bestimmten Kompartimenten der Zelle waren
Proteine, die langsamer verstoffwechselt werden, mit groRerer Wahrscheinlichkeit einer
Glykierung ausgesetzt, als Proteine mit einem schnelleren Umsatz. ,Proteine mit einer
langeren Halbwertszeit wurden viel haufiger modifiziert", erklart Dr. Ori das Ergebnis in
beiden Modellen. Dies stimmt mit friheren Studien Uberein, in denen gezeigt wurde, dass
sich AGEs vor allem in Geweben mit langsamem Proteinumsatz, wie Knorpel und Haut,
anhaufen.

,Obwohl in beiden Modellsystemen Proteine Uber den gesamten dynamischen Bereich
hinweg glykierte Stellen aufwiesen, korrelierte die Glykierung stark mit der Haufigkeit der
Proteine. Das heildt, wenn die Proteine sehr haufig vorkamen, waren sie auch haufiger
modifiziert®, fasst Dr. Ori zusammen. ,Aus diesen Ergebnissen leiten wir ab, dass sowohl ein
langsamer Umsatz als auch die Proteinmenge wichtige Schllsselfaktoren fir die Glykierung
von Proteinen in den Zellen sind." Diese Daten entstanden im Rahmen der naturwissen-
schaftlichen Doktorarbeit von Simone Di Sanzo am FLI innerhalb des DFG-Graduierten-
kollegs 2155 ,Proteinmodifikationen: Schlisselmechanismen des Alterns (ProMoAge)“.

Organspezifische Glykierung von Proteinen

,Um den Einfluss des Alterns auf die Glykierung von Proteinen zu untersuchen, wurden die
Glykierungsstellen im Herzen, in der Niere und in der Leber von jungen und alten Mausen
quantifiziert und parallel dazu Veranderungen im gesamten Proteom der gleichen Organe
analysiert", erklart Dr. Ori. Aus dieser Kombination von Daten konnte abgeleitet werden,
dass Glykierungsprozesse organspezifisch abzulaufen scheinen.

,ES wurden aber auch modifizierte Proteine, beispielsweise Histone, identifiziert, die in allen
untersuchten Organen alter Mause nachweisbar waren®, erganzt Prof. Heller. ,Unsere Daten
deuten darauf hin, dass einerseits Glykierungen weitgehend organspezifisch sind und dass
andererseits das Ausmald der Modifizierung bestimmter Proteine mit dem Altern zunimmt,
was wahrscheinlich auf die geringere Menge und Aktivitdt von Enzymen zur Entgiftung
hochreaktiver Dicarbonylverbindungen in alten Organen zurlckzufihren ist."
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Glykierung hemmt Zellteilung

,In Endothelzellen flhrte die Behandlung mit Glyoxal zur Hemmung des Zellzyklus, d.h. die
Zellteilung wurde durch die Anhaufung von CML deutlich reduziert®, erklart Dr. Katrin
Spengler vom UKJ, die die Studie mit geleitet hat. Dies war teilweise auf eine veranderte
Expression von Regulatoren des Zellzyklus zurtickzufihren. Um besser zu verstehen, wie
sich die Glykierung von Proteinen auf den Verlauf des Zellzyklus auswirkt, konzentrierten
sich die Forschenden auf Tubuline, die unter anderem wichtige Regulatoren des Zellzyklus
sind. Um ihre Aufgaben zu erflllen, bilden Tubuline Filamente, die so genannten Mikrotubuli,
die standige Auf- und Abbauprozesse durchlaufen missen.

,In Experimenten mit gereinigtem glykiertem Tubulin und der Untersuchung von Mikrotubuli
in Glyoxal-behandelten Endothelzellen mittels Immunfluoreszenz fanden wir Veranderungen
in der Dynamik der Mikrotubuli, die zum Teil die Hemmung der Zellteilung erklaren konnen",
so Dr. Spengler weiter. Die Glykierung von Tubulinen kann andere wichtige Modifikationen
von Tubulinen wie die Acetylierung beeintrachtigen und dadurch den ,Tubulin-Code"
verandern, der die Funktion der Mikrotubuli bestimmt.

Verstandnis der Rolle der Glykierung und ihrer Auswirkungen auf alternde Zellen

Diese Studie zeigt eindrucksvoll, wie die Folgen der Glykierung fir das gesamte Proteom
untersucht werden konnen, indem Massenspektrometrie-Analysen mit mechanistischen
Untersuchungen in zellularen Systemen kombiniert werden. Die Analyse ermdglicht die
Kartierung von Glykierungsstellen an Proteinen und zeigt auf, wie diese mit spezifischen
zelluldren Funktionen verknUpft sind. Dies tragt wesentlich zum besseren Verstandnis der
Frage bei, wie die Glykierung von Proteinen zum Altern und zu altersassoziierten
Stoffwechselerkrankungen beitragt.

~WVenn man Uber einen langeren Zeitraum hinweg pathophysiologischen Konzentrationen
von Zuckern und hochreaktiven Dicarbonylverbindungen ausgesetzt ist, wie es bei alteren
Menschen oder Diabetikern der Fall ist, kann die Glykierung von Tubulin und anderen
Proteinen ein erstes Ereignis sein, das schrittweise zu einer Beeintrachtigung der
Zellfunktionen und schlie3lich zur Dysfunktion von Organen fihrt", fassen die Forscher
zusammen. Die ldentifizierung spezifischer Glykierungsstellen und/oder des Ausmales der
Glykierung koénnte daher helfen, ein Risiko fir spatere alternsbedingte Krankheiten zu
erkennen.

Publikation

Mapping protein carboxymethylation sites provides insights into their role in proteostasis and
cell proliferation. Di Sanzo S, Spengler K, Leheis A, Kirkpatrick JM, Randler TL,
Baldensperger T, Dau T, Henning C, Parca L, Marx C, Wang ZQ, Glomb MA, Ori A, Heller R.
Nat Commun. 2021;12(1):6743. doi: 10.1038/s41467-021-26982-6.
https://www.nature.com/articles/s41467-021-26982-6
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Bild

Tubulin ¢ ¥ Tubulin

Immunfluoreszenzaufnahmen von Tubulin (grin) und Zellkernen (blau) in unbehandelten
(links) und Glyoxal-behandelten Endothelzellen (rechts). Die Glykierung von Tubulin durch
Glyoxal fuhrt zu veranderter Mikrotubuli-Dynamik und Hemmung der Zellteilung.

(Quelle: Institut fur Molekulare Zellbiologie / UKJ / Katrin Spengler)

Hintergrundinformation

Das Leibniz-Institut fiir Alternsforschung - Fritz-Lipmann-Institut (FLI) in Jena widmet sich seit 2004 der
biomedizinischen Alternsforschung. Rund 350 Mitarbeiter aus ca. 40 Nationen forschen zu molekularen
Mechanismen von Alternsprozessen und alternsbedingten Krankheiten. Naheres unter www.leibniz-fli.de.

Das GRK 2155 ProMoAge ist ein von der DFG gefordertes Graduiertenkolleg, das sich mit posttranslationalen
Modifikationen (PTMs) von zelluldren Proteinen als Schlisselmechanismus der Alterung beschéftigt. Es vereint
Forschergruppen der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, der Friedrich-Schiller-Universitat Jena, des
Universitatsklinikums Jena und des Leibniz-Instituts fiir Alternsforschung - Fritz-Lipmann-Institut (FLI) Jena.
https://www.uniklinikum-jena.de/promoage/en/

Die Leibniz-Gemeinschaft verbindet 97 eigenstandige Forschungseinrichtungen. Ihre Ausrichtung reicht von den
Natur-, Ingenieur- und Umweltwissenschaften uber die Wirtschafts-, Raum- und Sozialwissenschaften bis zu den
Geisteswissenschaften. Leibniz-Institute widmen sich gesellschaftlich, ékonomisch und 6kologisch relevanten
Fragen. Sie betreiben erkenntnis- und anwendungsorientierte Forschung, auch in den Ubergreifenden Leibniz-
Forschungsverblinden, sind oder unterhalten wissenschaftliche Infrastrukturen und bieten forschungsbasierte
Dienstleistungen an. Die Leibniz-Gemeinschaft setzt Schwerpunkte im Wissenstransfer, vor allem mit den
Leibniz-Forschungsmuseen. Sie berat und informiert Politik, Wissenschaft, Wirtschaft und Offentlichkeit. Leibniz-
Einrichtungen pflegen enge Kooperationen mit den Hochschulen - in Form der Leibniz-WissenschaftsCampi, mit
der Industrie und anderen Partnern im In- und Ausland. Die Leibniz-Institute unterliegen einem transparenten und
unabhangigen Begutachtungsverfahren. Aufgrund ihrer gesamtstaatlichen Bedeutung fordern Bund und Lander
die Institute der Leibniz-Gemeinschaft gemeinsam. Die Leibniz-Institute beschaftigen rund 20.500 Personen,
darunter 11.500 Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler. Das Finanzvolumen liegt bei 2 Milliarden Euro.
(www.leibniz-gemeinschaft.de).
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