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Zusammenfassung

Die Physiologie aller Organismen wird durch ihre Reaktionen auf Umgebungsparameter, wie der
Nahrungsverfiigbarkeit, und innere Parameter, wie der Lebenssituation, bestimmt. Dies wiederum
beeinflusst die Ressourcenallokation. Die dem Organismus zur Verfiigung stehenden Ressourcen
miissen hierbei auf in Konflikt stehende Prozesse aufgeteilt werden, wobei nicht alle Prozesse
gleichzeitig optimiert werden kénnen. Zum Beispiel fiihrt bei multizelluldren Organismen eine
kalorienreduzierte Erndhrung zwar zu einer Verldngerung des Lebens, aber auch zu einer verrin-
gerten Reproduktionsrate und nur geringen Energiespeicherreserven. Uber die iibergeordneten
regulatorischen Prozesse, die fiir die Ressourcenallokation verantwortlich sind, ist noch wenig
bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es mehr iiber die metabolischen Zusammenhénge zu erfahren. Hierfir
wurden zwei Teilprojekte bearbeitet. Im ersten Teilprojekt sollten zunichst im Zusammen-
hang stehende metabolische Parameter und genomische Varianten untersucht werden, da viele
Korrelationen noch unbekannt sind. Diese Informationen kénnen Aufschluss iiber konkurrie-
rende Parameter und somit mogliche Verteilungen von Ressourcen im Organismus geben. Zu
diesem Zweck wurde auf eine Kollektion vollstindig sequenzierter, wildtypischer Fliegenlinien
zuriickgegriffen. Da externe Parameter, wie das Nahrungsangebot, die Ressourcenverteilung
beeinflussen kénnen und zur Auspriagung eines verdnderten Phanotyps fithren, wurden die Zu-
sammenhéange auch in Hinblick auf verdnderte Nahrungsbedingungen untersucht. Durch die
Phénotyp-Genotyp-Assoziationsstudien konnten Kandidatengene identifiziert und zum Teil durch
Validierungsexperimente auch bereits bestatigt werden.

Der Fokus im zweiten Teil dieser Arbeit lag auf der Modellierung des Metabolismus und Wachs-
tums wihrend der larvalen Entwicklung von Drosophila. Aufgrund der hohen Komplexitét
multizelluldrer Organismen, beispielsweise durch eine Vielzahl an Organen, ist ein bottom-up
Ansatz zur Untersuchung der Ressourcenallokation nicht moéglich. Daher wurde eine top-down Ab-
straktion in Form eines metabolischen in silico Modells gewéhlt. Die Larven bieten sich fir diese
Untersuchungen an, da sie die vorhandenen Ressourcen zwischen konkurrierenden Prozessen, wie
beispielsweise dem Anlegen von Energiespeichern und dem Wachstum, balancieren miissen, um die
Entwicklung zu gewéhrleisten. Sie sind daher durch eine massive Gewichts- und Gréfenzunahme,
sowie dem Aufbau von energiereichen Speichermetaboliten, die fiir die Metamorphose benétigt
werden, geprigt. Nach Rekonstruktion des Netzwerkes FlySilico wurden die Modellparameter,
wie beispielsweise Aufnahmeraten von Nahrungsbestandteilen in den larvalen Organismus, an
metabolische Parameter und Wachstumsparameter der Larven angeglichen. Erste Vorhersagen in
Bezug auf die Wachstumsrate der Larven konnten experimentell validiert werden, wodurch ein
hohes pradiktives Potential des Modells bestatigt wurde.

In dieser Arbeit war es moglich metabolische Zusammenhénge aufzudecken und erste Studien in
Hinblick auf die Ressourcenallokation mithilfe des metabolischen Modells durchzufithren. Weiter-
hin deuten die Resultate dieser Arbeit daraufthin, dass die Ressourcenallokation in multizellularen

Organismen unter optimalen Bedingungen ablauft.



Abstract

The physiology of all organisms is determined by their reaction to environmental parameters,
such as nutrient availability, and internal parameters, such as their life situation. This affects
resource allocation. That is, all resources available to the organism are allocated to different
processes which compete with one another. Due to this competition not all processes can be
optimized simultaneously. For instance, in multicellular organisms, a calorie restriction results
in an overall extended lifespan, but at the same time to reduced reproduction as well as to low
energy storage amounts. The overall regulatory processes which are responsible for the resource
allocation are poorly understood.

The aim of this thesis was to learn more about the connectivity of metabolic parameters. For
this purpose, the work focused on two sub-projects. The first part covered the investigation of
correlated metabolic parameters and genome variations, given that many correlations are still
unknown. This information can uncover correlated parameters and thus a potential allocation of
resources in organisms. Therefore, a collection of fully sequenced, wildtypic fly lines was used.
Assuming that external parameters such as nutrient availability can affect the resource allocation
and lead to altered phenotypic characteristics, the correlations were investigated with regard to
altered nutritional conditions. By using phenotype-genotype association studies it was possible
to identify candidate genes under the given conditions in which single candidates were confirmed
by validation experiments.

The second part focused on the modelling of the metabolism and growth during the larval
development of Drosophila. Due to the high complexity of multicellular organisms caused by, for
instance, a multitude of organs, a bottom-up approach to investigate the resource allocation is not
possible. Hence, a top-down abstraction in form of a metabolic in silico model was used. In order
to ensure development, the larvae have to balance the available resources between competing
processes such as the deposition of energy depots and the growth. Thus, they show an enormous
increase in weight and size coupled with the deposition of energy stores necessary to complete
metamorphosis. After the reconstruction of the model FlySilico parameters like the uptake rate
of nutritional components of the larvae were adapted to metabolic and growth parameters of the
larvae. First predictions relating to the growth rate of the larvae were experimentally validated,
showing a high predictive potential of the model.

In this thesis it was possible to uncover metabolic correlations and to perform first studies of the
resource allocation with the help of a metabolic model. Furthermore, the results of this study

suggest that the resource allocation is optimal in multicellular organisms.
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1. Einleitung

1.1. Hintergrund und Motivation dieser Arbeit

Unter der Allokation von Ressourcen versteht man die Verteilung von verfiigbaren Giitern, die
fiir verschiedene Verwendungszwecke genutzt werden. Geprigt durch die Okonomie, findet dieser
Begriff in unterschiedlichen Bereichen Anwendung, wie im Projektmanagement, den Compu-
terwissenschaften, im Finanzwesen und in vielen weiteren Bereichen. In der Biologie beschreibt
die Ressourcenallokation die Verteilung von aufgenommenen Nédhrstoffen aus der Umwelt an
unterschiedliche Destinationen im Organismus. Sie ist ein essentieller Prozess des Lebens, der in
Abhéngigkeit einer situationsangepassten Physiologie zur Ausbildung eines bestimmten Phéno-
typs fithrt. Die Verteilung dieser Ressourcen erfolgt nach hoch komplexen Entscheidungsprozessen,
bei dem der Organismus extrinsische und intrinsische Informationen aus der Umwelt integriert.
Dabei verfolgen alle Organismen das Ziel die Nahrstoffe unter Beriicksichtigung einer maximalen
Fitness zu verteilen, wobei Fitness hier mit Reproduktionsrate gleichgesetzt werden kann. Die
Reproduktion von Organismen ist ein Bestandteil der natiirlichen Selektion, die eine treiben-
de Kraft der Evolution ist[®). Sie gewéhrleistet Variationen innerhalb einer Population iiber
Generationen, wobei durch die Umweltbedingungen bestimmt wird, welche Variationen einen
reproduktiven Vorteil haben (natiirliche Selektion) ). Je nach Lebensstadium oder Umweltein-
fliilssen kann die Verteilung der Ressourcen verédndert und den jeweiligen Situationen angepasst
werden. Holometabole Insekten streben beispielsweise in ihrer larvalen Lebensphase vor allem ein
enormes Wachstum und die Speicherung von energiereichen Metaboliten fiir die Metamorphose
an, wohingegen die adulten Tiere auf die Reproduktion fokussiert sind 237, Das Versténdnis, wie
die Ressourcenallokation in den Organismen organisiert wird, ist jedoch noch sehr limitiert. Ein
Beispiel hierfiir ist der sogenannte ,,Uberfluss-Metabolismus“ (engl. overflow metabolism). Dieses
Phénomen beschreibt die Absonderung von Fermentationsprodukten, wie Acetat oder Lactat,
von schnell wachsenden Zellen, selbst unter acroben Bedingungen®!. Die Kontroverse dieser
Strategie besteht darin, dass die Organismen trotz vorhandenem Sauerstoff Energie anaerob
durch Fermentation produzieren und somit ineffizientere Mechanismen zur Energiegewinnung
verwenden 197, Viele Studien zur Aufklirung dieses Phéinomens wurden durchgefithrt und kon-
kurrierende Hypothesen beschreiben mégliche Mechanismen, die den Uberfluss-Metabolismus
erkldren kénnten 130:153:197:222 ' Dennoch konnte der Ursprung, selbst in einfachen Organismen
wie FEscherichia coli, nicht aufgeklart werden und illustriert das limitierte Verstdndnis iiber

151 In multizelluliren Organismen erscheint die Erforschung

die Verteilung von Ressourcen
der Ressourcenallokation noch weitaus komplizierter. Die Griinde hierfiir sind vor allem die
starke Kompartimentierung, die verschiedenen Zelltypen und Organe und die unterschiedlichen
Verhaltensweisen einzelner Individuen.

In Anbetracht der langen Zeitskala der biologischen Evolution kann jedoch angenommen werden,
dass die Organismen die aufgenommenen Ressourcen optimal verteilen. Dies wird auch in der

Theorie der Lebensgeschichte (engl. life history theory) postuliert. Die limitierten Ressourcen
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werden dabei an konkurrierende Prozesse - wie Wachstum, Gesundheit und Reproduktion - opti-
mal aufgeteilt, wobei die Organismen unterschiedliche Strategien (engl. life history strategies) zur
Aufrechterhaltung dieser Prozesse entwickeln 23111 Optimal bedeutet in diesem Zusammenhang,
dass die Bediirfnisse der Organismen mit absteigender Wichtigkeit balanciert werden und eine
Maximierung der Fitness erreicht wird. Die das Uberleben sichernden Funktionen, das bedeutet
der basale Metabolismus, sind fundamental wichtig und haben daher die héchste Prioritdt in
der Zuteilung der Ressourcen. Nur die im Uberschuss verfiigbaren Néhrstoffe kénnen in den
weiteren vielfdltigen Reaktionen und Funktionen genutzt werden und somit zum Beispiel die
Reproduktion, das Wachstum und den Aufbau von energiereichen Speichermetaboliten gewéhr-
leisten. Allerdings konnen nicht alle Prozesse eines Organismus zur selben Zeit maximiert werden.
Ein Beispiel ist in héheren Organismen die Anzahl der Nachkommen und die Lebenserwartung.
Durch eine Reduktion der téglich aufgenommenen Kalorien (engl. dietary restriction) kommt es
zu einer Verldngerung der Lebenserwartung, wihrend die Fruchtbarkeit und somit die Anzahl
der Nachkommen reduziert wird![™!. Solch enge positive und negative Korrelationen kommen
in der Natur haufig vor. Ein weiteres Beispiel ist die Balance zwischen dem Wachstum und der
Entwicklung von Organismen und dem Aufbau von energiereichen Speichermetaboliten. Die
Optimierung von konkurrierenden Parametern wird in Ingenieurs- und Wirtschaftswissenschaften
durch das Paretoprinzip beschrieben. Dabei wird aus einer Vielzahl an Parameterkombinationen
das Design mit dem besten Kompromiss gewéhlt (siehe Abbildung 1.1). Eine Optimierung eines
Parameters iiber das Pareto-Optimum hinaus, kann nur auf Kosten eines anderen Parameters

realisiert werden.

nicht erreichbares
Optimum
O

Parameter 2

Parameter 1

Abbildung 1.1.: Paretodiagramm fiir zwei konkurrierende Parameter. Die griine Linie markiert
die Pareto-Front, d. h. die optimalen Parameterkombinationen, die erreicht
werden konnen. Dabei ist *1 optimiert fiir Parameter 2, wodurch Parameter 1
verringert ist. Wird Parameter 1 verbessert (*2), kommt es gleichzeitig zu einer
Verschlechterung von Parameter 2. Unterhalb der griinen Linie sind zahlreiche
nicht optimale Parameterkombinationen moglich (gelbe Sternchen). Der rote
Punkt markiert die optimale Parameterkombination, bei der beide Parameter
maximiert sind. Dieser Punkt repréasentiert jedoch eine nicht-realisierbare
Kombination.
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Ein besseres Verstandnis der Ressourcenverteilung kénnte die Frage beantworten, ob die Natur
nach dem Pareto-Optimalitatsprinzip arbeitet und Ressourcen, wie beispielsweise Néhrstoffe,
optimal verteilt werden. Erste Studien konnten die Pareto-Optimalitiat im bakteriellen Wachs-
tum und Metabolismus 183 und in einigen phénotypischen Eigenschaften von multizelluliren
Organismen [18819] demonstrieren. Dennoch konnte die Pareto-Optimalitét in der Natur noch
nicht vollstandig bewiesen werden %!, Dieses Wissen konnte auBerdem potentiell die Moglichkeit
bieten metabolische Fliisse in eine gewiinschte Richtung zu kanalisieren, das bedeutet Parameter-
kombinationen zu identifizieren, die einen bestimmten Phénotypen begiinstigen. Somit kénnte
beispielsweise der Ertrag von Pflanzen oder kultivierten Organismen in Bioreaktoren erhoht oder
die Gesundheit - zum Beispiel im Hinblick auf metabolische Erkrankungen wie Adipositas oder
Typ-2-Diabetes - positiv beeinflusst werden.

Vor allem extrinsische und intrinsische Faktoren haben einen groflen Einfluss auf die Allokation
von Ressourcen in multizelluldren Organismen, was sich in der Auspridgung des Phénotyps zeigt.
Allerdings ist nicht ein Faktor allein an der Entstehung eines bestimmten Phénotyps beteiligt,
sondern die Kombination von diversen Faktoren, wie beispielsweise die genetische Kontribution,
die Nahrungsqualitdt und -quantitdt sowie Stress, das Darmmikrobiom oder die Aktivitdt des
Immunsystems bestimmen die Wachstumsstrategie und damit die Verteilung der Ressourcen.
Dabei kénnen diese Faktoren sowohl vorteilhafte, als auch schédliche Auswirkungen auf die
Organismen ausiiben. Im Uberschuss vorliegende Nihrstoffe konnen beispielsweise in energierei-
che Speichermetabolite, wie Lipide oder komplexe Kohlenhydrate, umgewandelt und fiir Zeiten
der Unterversorgung genutzt werden. Betrachtet man jedoch die humane Lebensweise, die zu
einem grofien Teil durch eine stetige Uberversorgung mit hoch-kalorischen Nahrungsmitteln in
Kombination mit zu geringer Bewegung gekennzeichnet ist, kann es zu einer drastischen Erhéhung
der Lipidspeichermengen und somit zur Stérung der Energiehomdostase kommen, die das Gleich-
gewicht zwischen Energieaufnahme und -abgabe beschreibt 194, Das fithrt wiederum zu negativen
gesundheitlichen Konsequenzen, wie Adipositas und deren Folgeerkrankungen (Typ-2-Diabetes
mellitus, kardiovaskulire Erkrankungen, Arthritis oder Schlafstérungen)?%!. Dementsprechend
ist es von essentieller Bedeutung die Allokation von Ressourcen und die metabolischen Regu-
lationsprozesse multizelluldrer Organismen besser zu verstehen, um in Zukunft Strategien zur

Behandlung von metabolischen Krankheiten zu entwickeln.

1.2. Drosophila melanogaster

Seit Anfang des 20. Jahrhunderts hat sich die Fruchtfliege Drosophila melanogaster zu einem
Modellorganismus in diversen Gebieten zur Erforschung von biologischen Prozessen etabliert.
Dabei reichen die Forschungsfelder von Genetik {iber Entwicklung, Immunologie, Biomedizin
bis hin zu Verhaltensforschung und Studien zu Alterungsprozessen. Drosophila hat sich in
den letzten Jahrzehnten iiberdies auch als ein experimentelles System zur Untersuchungen des
Metabolismus und von metabolischen Erkrankungen bewihrt 12136 Neben generellen Vorziigen,
wie beispielsweise einer kurzen Entwicklungszeit, einer hohen Anzahl an Nachkommen und
die Verfiigharkeit diverser genetischer Methoden, die denen anderer multizelluldrer Organismen

[107]

iiberlegen sind , ist die metabolische Regulation von Drosophila hoch konserviert. Viele humane
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Organe zur Kontrolle von Nahrungsaufnahme, -verarbeitung und Speicherung sind als Homologe
in der Fruchtfliege prasent, wie beispielsweise die Fettkorper der Fliege, die dhnliche Funktionen
wie die menschliche Leber und das weiBe Fettgewebe ausfithren 12, Sie speichern im Uberschuss
vorliegende Fette als Triglyceride (TAG) und dienen als entgiftendes Organ (124,142 ' Ein Vergleich
zwischen dem humanen Genom und dem Genom von Drosophila hat auflerdem ergeben, dass
rund 75 % der menschlichen, krankheitsrelevanten Gene in Drosophila konserviert sind 174
Dadurch bietet sich Drosophila als Modellorganismus zur Untersuchung des Metabolismus von

multizelluldren Organismen an.

1.2.1. Das Drosophila melanogaster Genetic Reference Panel

Das Drosophila melanogaster Genetic Reference Panel (kurz: DGRP) ist eine Fliegenkollektion
von 205 isogenen Inzuchtlinien, die einer natiirlichen Population aus Raleigh, North Carolina,
USA, entstammen, und vollstandig sequenziert sind 29, Zur Erstellung dieser Fliegenlinien
wurden bereits verpaarte Weibchen gesammelt und reinerbige Inzuchtlinien durch Kreuzung ihrer
Nachkommen tiber 20 Generationen generiert 129, Sie dienen dem Zweck, natiirlich auftretende
genetische Variationen und deren Auswirkungen auf molekularer und phénotypischer Ebene besser
zu verstehen 99, Das sogenannte DGRP , Kernset“ besteht aus 40 Linien, von denen die ersten
Sequenzdaten aufgenommen wurden!™ und die einen GroBteil der phinotypischen Plastizitét

[99.108] - Genomweite Assoziationsstudien (engl. genome-wide

der DGRP Linien widerspiegeln
association studies, GWAS) konnen angewandt werden, um die Assoziation von genetischen
Varianten verschiedener Individuen mit quantitativen phénotypischen Merkmalen zu untersuchen.
In Verbindung mit den DGRPs wurden bereits diverse Studien zur Identifikation von Genotyp-

104,108,211) )1y heispielsweise mit metabolischen

Phénotyp Assoziationen erfolgreich durchgefiihrt [
Merkmalen assoziierte Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. single-nucleotide polymorphism,

SNP) zu identifizieren.

1.2.2. Drosophila als Modellorganismus fiir Studien der Ressourcenallokation

Wahrend der Entwicklung durchlduft das holometabole Insekt Drosophila melanogaster vier Sta-
dien. Nach der embryonalen Phase folgen drei Larvenstadien, die von einem massiven Wachstum
um das 200-fache ihres Gewichts gepriigt sind >%9. Nach dem dritten Larvenstadium erfolgt die
Verpuppung und damit die Einleitung der Metamorphose, die mit dem Schliipfen der adulten

103] ' Die Metamorphose ist ein energieaufwindiger Prozess, in dem die Kérper-

Fliege endet!
struktur vollstdndig umgeformt wird und keine Nahrungsaufnahme erfolgt. Demnach miissen im
larvalen Stadium grofie Energiereserven - gréfitenteils in Form von Triglyceriden und Glykogen -
angelegt werden, um die Metamorphose durchlaufen zu konnen '37). Es ist auBerdem erforderlich,
dass die aufgenommenen Ressourcen so verteilt werden, dass entgegenstehende Bediirfnisse, wie
beispielsweise das Wachstum und die Metabolitspeicherung, balanciert werden. Die Frage, ob
die Ressourcen bei diesen Prozessen optimal verteilt werden, ist jedoch noch nicht vollstandig

65,188]

beantwortet ! . Die larvale Entwicklung von Drosophila verlauft nach einem stereotypen

Entwicklungsprogramm, das unter vielen Limitierungen, wie metabolische Anforderungen, steht.
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Beispielsweise beschreibt das sogenannte kritische Gewicht (engl. critical weight) einen mini-
malen Schwellenwert, den die Larven erreichen miissen, um die Metamorphose durchlaufen zu
kénnen 1771, Wird dieser Schwellenwert nicht erreicht, kommt es zum frithzeitigen Tod der Tiere.
Dabei hingt dieser Schwellenwert nicht signifikant von der Erndhrung ab. Larven, die sich unter
schlechten Futterbedingungen entwickeln, kénnen ihre Entwicklungszeit verldngern, um das
kritische Gewicht zu einem spéteren Zeitpunkt zu erreichen als Larven, die sich unter idealen

Futterbedingungen entwickeln [177]

. Doch die Fragen, wie das kritische Gewicht definiert ist und
wie die Larve die Anpassung der Entwicklungszeit entscheidet und welche Mechanismen bei diesen
Entscheidungen involviert sind, ist noch weitestgehend unbeantwortet. Trotz des stereotypen
Entwicklungsprogramms mit den genannten Limitierungen ist die Entwicklung oft durch Variatio-
nen in der Umwelt, wie Temperatur, Nahrungsqualitdt und -quantitét, gepragt und eine flexible
Antwort in Form eines verdnderten Entwicklungsprogramms ist zur selben Zeit notwendig. Um
diese Anforderungen zu erfiillen, kénnen die Larven mit unterschiedlichen Strategien reagieren.
Eine Moglichkeit ist die bereits erwdhnte Verlangerung der Entwicklungszeit bis zum Erreichen

der Metamorphose oder eine Anpassung der Speichermetabolite (siche Abbildung 1.2).

optimale Wachstumsbedingungen 4
suboptimale Wachstumsbedingungen
schlechte Wachstumsbedingungen

Gewicht

— T A B C
energiereiche
Speichermetabolite

Zeit

Abbildung 1.2.: Larvales Wachstum von Drosophila in Abhéngigkeit der Nahrungsbedingungen.
Die Entwicklung der Larven umfasst Gewichts- und Grofenzunahme iiber die
Zeit. Die Wachstumsstrategie wird entsprechend der Nahrungsbedingungen
(optimale Bedingungen - griin, suboptimale Bedingungen - orange) angepasst,
bei der entweder die zeitliche Entwicklung (links) und/oder die Mengen an
energiereichen Speichermetaboliten (rechts) beeinflusst werden. Schlechte
Wachstumsbedingungen fithren zum vorzeitigen Tod der Tiere, wenn nicht
ausreichend Nahrstoffe zur Verfiigung stehen (rote Linie, links).

Die larvalen Stadien von Drosophila melanogaster bieten sich daher aufgrund des stereotypen
Entwicklungsprogramms, mit dem klaren Ziel des Wachstums, und der ausreichenden Plastizitét
(zeitliche und metabolische Anpassung an die Umweltbedingungen) fiir Studien zur Verteilung
von Ressourcen an. Jedoch ist die Untersuchung, aufgrund der Komplexitdt von multizelluldren
Organismen - beispielsweise durch die starke Kompartimentierung und den diversen Organen -
mit einem sogenannten bottom-up Ansatz nicht moglich. Eine Abstraktion in Form eines top-down

Ansatzes sollte fahig sein, grundlegende Mechanismen der Ressourcenverteilung aufzudecken.



KAPITEL 1. EINLEITUNG

1.3. Die Modellierung metabolischer Netzwerke

Metabolische Netzwerke dienen der Abstraktion des Metabolismus auf unterschiedlichsten Ebe-
nen: von einfachen Zellen bis hin zu multizelluldren Organismen und Organismenkonsortien. Die
Rekonstruktion solcher Netzwerke beinhaltet die Abbildung von biochemischen Reaktionswegen
und ihrer zugehorigen Metabolite und Enzyme!84. Durch die Rekonstruktion wird der Metabolis-
mus abstrahiert und metabolische Informationen kénnen in Form eines mathematischen Modells
dargestellt werden!®. Die Analyse der Netzwerke soll dazu beitragen Einblicke in metabolische
Pfade der Organismen zu gewinnen, um beispielsweise die Allokation von Ressourcen besser zu
verstehen und die Produktion von Metaboliten in eine gewiinschte Richtung zu lenken oder durch

Genmanipulationen die Funktion von Genen zu identifizieren.

1.3.1. Flux Balance Analysis

Fluz balance analysis (FBA) ist ein mathematischer Ansatz um die Flisse von Metaboliten
durch ein metabolisches Netzwerk zu berechnen %91, Dadurch ist es beispielsweise méglich die
Wachstumsrate von Organismen oder die Produktion von Metaboliten zu bestimmen. Das
Grundprinzip von FBA beruht auf drei Schritten. Zunéchst wird das metabolische Netzwerk
rekonstruiert. Dies erfolgt in einer mathematischen Reprasentation der metabolischen Reaktionen,
wobei die stochiometrischen Koeffizienten der Reaktionen den Kern der Rekonstruktion bilden
und die stoéchiometrische Matrix aufspannen. Der nichsten Schritt besteht in der Definition einer
biologischen Zielfunktion, die von Interesse ist. Im Falle der Berechnung der Wachstumsrate wére

[155] ' Am Ende der Rekonstruktion ergibt sich ein

die Zielfunktion die Produktion von Biomasse
Optimierungsproblem, d. h. welche Losung unter den gegebenen Bedingungen optimal ist. Dieses
Optimierungsproblem wird durch lineare Programmierung gelést und es werden die Fliisse der

Metaboliten berechnet, welche die gesuchte Zielfunktion maximieren (oder minimieren).
Grundlegendes Prinzip

Fluz balance analysis (FBA) wurde in den letzten Jahren erfolgreich angewandt, um biochemische
Netzwerke zu analysieren und das biologische Verhalten - wie beispielsweise das Wachstum und
die Produktion von Metaboliten - von uni- und multizelluliren Organismen [60.71164171] ey
von mutierten Organismen vorherzusagen 185, Zur Analyse der Netzwerke bendtigt FBA, im
Gegensatz zu dynamischen Modellen, keine Informationen iiber kinetische Parameter, da die
Analysen im stationdren Zustand durchgefiihrt werden und keine Konzentrationsdnderungen
erfolgen. Die Grundlage von FBA bildet somit die Rekonstruktion eines metabolischen Netzwerkes,
welches durch die Abbildung der biochemischen Reaktionen eine stochiometrische Matrix S
aufspannt. Dabei reprasentieren die Zeilen der Matrix die Metabolite und die Spalten die
Reaktionen. FBA arbeitet innerhalb von stationdren Zusténden, d. h. die Menge jedes produzierten
Metabolits ist gleich der Menge an verbrauchten Metaboliten 292, Mithilfe von FBA lassen sich die
Fliisse der Metabolite durch das biochemische Netzwerk bestimmen. Dabei wird das grundlegende

Prinzip als mathematische Fluss-Balance-Gleichung ausgedriickt:

— =5-v =0 (im stationéren Zustand) (1.1)
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Wobei z der Vektor mit den Konzentrationen der Metabolite ist, die sich iiber die Zeit t
dndern (dz/dt). Im stationiren Zustand kommt es zu keiner Anderung der Konzentrationen,
sodass dx/dt = 0. S ist die stochiometrische Matrix und v der Vektor mit den Flussraten der

Reaktionen.

Den Kern von FBA bilden Limitierungen (engl. constraints), die in verschiedenen Formen auf
das metabolische Netzwerk einwirken konnen und die Flussraten der Reaktionen beschranken.
Durch diese Beschrankungen wird der Losungsraum limitiert und es kénnen biologisch sinnvolle
Rahmenbedingungen definiert werden. Die Limitierungen, die auf zelluldre Funktionen einwirken,
Jassen sich in vier Kategorien einteilen 166; (i) physikochemische Limitierungen (bspw. Massen-
und Energiebilanz), (ii) Limitierungen aus der Umwelt (Temperatur, pH-Wert, Nahrstoffversor-
gung), (iii) Limitierungen durch die Morphologie von Zellen (Kompartimentierung, Lokalisation
der Enzyme) und (iv) thermodynamische Limitierungen (Reversibilitiat der Reaktionen). Die
mathematische Représentation dieser Limitierungen erfolgt in zwei fundamentalen Formen: (i)
durch die stéchiometrische Matrix, die die Massenbilanz im stationdren Zustand darstellt und
somit das Gleichgewicht zwischen produzierten und verbrauchten Metaboliten und (ii) als Gren-
zen, die die Flussraten der Reaktionen beschréanken. Jeder Reaktion kann dabei eine untere und
obere Grenze zugeordnet werden, welche die Flussraten einschrinkt. Sind biologisch realistische
Grenzen (bspw. fiir die Aufnahme von Metaboliten) bekannt, kénnen die Simulationen mit
einer hoheren Prézision durchgefithrt werden. Die mathematische Formulierung der Grenzen ist

gegeben durch:
a; < v < G (1.2)

Wobei «; und 3; die unteren und oberen Grenzen der Flussraten v; der Reaktionen sind. Durch
diese Beschrankungen ist es moglich, den sogenannten Nullraum zu definieren, der die Flussver-

teilungen aller méglichen Phénotypen enthalt 212],

Die Zielfunktion

Das Ziel von FBA in Verbindung mit metabolischen Netzwerken ist es eine Frage von biologischem
Interesse, wie die Produktion eines bestimmten Metabolits oder den Verbrauch an Energie, zu
beantworten. Die Darstellung dieser Fragen erfolgt in Form einer biologischen Zielfunktion, die

optimiert werden soll. Sie wird durch die folgende mathematische Gleichung représentiert:
Minimierung oder Maximierung : Z = Z v (1.3)

Wobei Z die Zielfunktion mit dem Vektor ¢ der Gewichtungen (bestimmt, welche Reaktionen an
der Zielfunktion beteiligt sind) und den Flussraten v der Reaktionen ist. In einer realistischen
Darstellung eines biochemischen Netzwerkes kommt es typischerweise zur Formulierung eines
unterbestimmten Systems, das bedeutet es existieren mehr Reaktionen als Metabolite. Die
Optimierung solcher Systeme erfolgt durch Anwendung von linearer Programmierung (LP).
Um ein solches Optimierungsproblem zu l6sen, wird auf verschiedene Programmsysteme zur
mathematischen Optimierung, wie beispielsweise dem Gurobi Optimizer (Gurobi Optimization
Inc.) ¥ oder CPLEX (IBM)!U, zuriickgegriffen (weitere Software siehe[13%).
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Ein typisches Beispiel fiir eine biologische Zielfunktion ist die Vorhersage des Wachstums eines
Organismus. In diesem Fall ist das Ziel die Maximierung der Biomasseproduktion, d. h. die Rate,
mit der metabolische Stoffe in Biomassekomponenten (Lipide, Nukleinsduren und Kohlenhydrate)
umgewandelt werden!202. Aber auch diverse andere Zielfunktionen wurden bereits zur Analyse
durch biologische Netzwerke in den unterschiedlichsten Modellsystemen, wie Escherichia coli
oder Saccharomyces cerevisiae, formuliert. Beispiele sind die Maximierung der Produktion
unterschiedlicher Metabolite 762131 Minimierung oder Maximierung der ATP Produktion zur
Untersuchung von Energieverbrauch und -produktion 117168 oder die Minimierung der Aufnahme

von Substraten [165],

In dieser Studie liegt der Fokus auf der Ressourcenallokation in multizelluléiren Organismen.
Aus diesem Grund ist es von besonderem Interesse, eine Zielfunktion zu definieren, die das
Wachstum - in Form von Biomasseproduktion - simulieren kann. Zur Formulierung einer Biomasse-
Zielfunktion sind Informationen tiber die Zellkomposition und die energetischen Anforderungen zur
Generierung von Biomasse aus metabolischen Grundstoffen notwendig!™. Die Zielfunktion kann
dabei in unterschiedlichen Abstraktionsgraden formuliert werden. Die grundlegenden Bestandteile
sind Metabolite zum Aufbau von Makromolekiilen (Lipide, Kohlenhydrate oder Proteine), wie
Aminosduren, Zucker oder Fettsduren. Zur Erhéhung der Genauigkeit konnen die energetischen
Anforderungen zur Synthese der Makromolekiile in die Biomasse-Zielfunktion aufgenommen
werden. Die Einbindung von Kofaktoren, Vitaminen und Spurenelementen dient ebenfalls zur
Erweiterung der Zielfunktion und stellt die Biomasse in biologisch préziserer Weise dar, da diese

Faktoren unter anderem zur Erhaltung der zellulire Vitalitit dienen 7.

Um die Ressourcenverteilung von multizelluldren Organismen in einem theoretischen Ansatz
durch metabolische Netzwerke zu modellieren, ist es notwendig, die verfiigharen Néhrstoffe aus
der Umwelt zu kennen. Durch dieses Wissen konnen beispielsweise die Biomasse-Zielfunktion oder
die Aufnahmerate des Modells biologisch préaziser definiert werden. Daher ist es von essentieller

Bedeutung, dass die Entwicklung von Drosophila auf einem definierten Medium stattfindet.

1.4. Ein chemisch definiertes Drosophila Medium

Drosophila melanogaster erndhrt sich in freier Umgebung vorwiegend von giarenden Friichten,
Pflanzenbestandteilen und -sekretionen, sowie deren natiirlich assoziierten Mikroben 161, Die
Zusammensetzung und Quantitédt der Nahrung ist dabei oft unbekannt. Um die Verteilung der
Ressourcen untersuchen zu kénnen, ist jedoch das Wissen iiber die einzelnen Nahrungsbestandteile
unabdingbar. Wahrend der letzten 100 Jahre Insektenforschung wurden diverse Futtersorten
entwickelt, die sich in Komplexitit, Zusammensetzung und Konsistenz (fliissig oder fest) unter-
scheiden. Die Komplexitét der Futter kann dabei allgemein in drei Gruppen eingeteilt werden 9):
(i) undefinierte Futter (engl. oligidic diet), die aus komplexen, organischen Rohmaterialien, wie He-
fe, Zuckersirup, Malzextrakt, Maismehl und vielem mehr, bestehen 161; (ii) semi-definierte Futter
(engl. meridic diet), die neben chemisch definierten Bestandteilen mindestens einen undefinierten,
komplexen Bestandteil enthalten und (iii) definierte (synthetische) Futter (engl. holidic diet), die

chemisch vollstédndig definierte Substanzen enthalten. Wahrend die chemische Komposition von
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komplexen und semi-definierten Futtern nicht im Detail bekannt ist, ermoéglichen synthetisch
erstellte Futter einen vollstdndigen Uberblick iiber die enthaltenen chemischen Komponenten.
Dadurch bieten sie sich im Besonderen auch fiir in silico Studien an, bei denen das Wissen
iiber die aufgenommenen Nahrstoffe essentiell ist. Die chemisch definierten Futter sind meist
Minimalmedien, die die minimalen Mengen der benétigten Bestandteile zur Entwicklung und
Lebenserhaltung abdecken. Fiir Drosophila sind das beispielsweise Kohlenhydrate (als Kohlenstoff-
und Energiequelle), Aminosiuren (als Energie-, Kohlenstoff-, Stickstoffquelle), Spurenelemente
(bspw. Magnesium, Calcium, Kalium), Vitamine, Sterole (Cholestrol oder Ergosterol) und einige
weitere chemische Verbindungen 123161 Verringerungen der Konzentrationen oder das Fehlen
eines Bestandteils wiirden die minimalen Anforderungen nicht mehr erfiillen und den Tod der
Tiere bedeuten. In dieser Arbeit wurde das chemisch definierte Futter von M. Piper et al.['0U) zur
Untersuchung der Ressourcenallokation genutzt. Durch dieses Futter ist genau ersichtlich, welche
Komponenten vom Organismus aufgenommen werden konnen. Dieses Wissen ist sowohl fiir die
experimentellen Studien, als auch die in silico Untersuchungen ein grofier Vorteil. Weiterhin
bietet sich das chemisch definierte Futter zur Durchfiihrung von Perturbationsstudien an. Durch
die Verédnderung der Konzentrationen oder den Austausch von Bestandteilen kann der Einfluss
der Nahrungsquelle auf das Wachstum und die Entwicklung von Drosophila in vivo und in silico

getestet werden.

1.5. Ziele dieser Arbeit

Der Phénotyp eines Organismus wird durch die Integration von intrinsischen und extrinsischen
Informationen, wie beispielsweise die Nahrungsverfiigharkeit, bestimmt. Wie die aufgenommenen
Ressourcen verteilt werden und welche Entscheidungen der Organismus trifft, um alle lebens-
erhaltenden Prozesse ausfiithren zu kénnen, ist noch nicht bekannt. Ziel der hier vorliegenden
Arbeit war es somit, anhand von in vivo und in silico Studien eine Grundlage zur Untersuchung
der Ressourcenallokation in multizelluldren Organismen zu schaffen. Dabei war die Idee zwei
verschiedene Strategien zu verfolgen. Zunéchst sollten die metabolischen Profile von wildtypi-
schen Fliegenlinien nédher untersucht werden, um Parameter zu identifizieren, die miteinander
korrelieren. Dafiir wurde auf die DGRP Fliegenkollektion zuriickgegriffen, dessen Kernset einen
groBen Teil der phinotypischen Plastizitit abdeckt 1%, Da die Verteilung der Ressourcen und
damit die Auspragung eines Phinotyps abhéngig von intrinsischen (bspw. Genetik, Mikrobiom)
und extrinsischen Faktoren (bspw. Nahrungsqualitat- und quantitét, Temperatur) ist, sollten
die Fliegen unterschiedlichen Umweltbedingungen - wie einem verdnderten Nahrungsangebot -
ausgesetzt werden. Um die Frage aufzugreifen, warum Individuen unterschiedlich auf veranderte
Umweltbedingungen reagieren, sollte anschliefend die genetische Kontribution ndher untersucht
werden. Ziel war es hierbei, genetische Varianten zu entschliisseln, die in Zusammenhang mit
metabolischen Parametern stehen und einen Einfluss auf den Phénotyp ausiiben.

Aufgrund der Komplexitit von multizelluldren Organismen - beispielsweise durch die starke
Kompartimentierung, unterschiedliche Zelltypen und Organe - ist die Untersuchung der Ressour-
cenallokation durch einen bottom-up Ansatz zurzeit ausgeschlossen. Aus diesem Grund sollte

im zweiten Teil der Studie ein theoretischer Ansatz entwickelt werden, um die Allokation von
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Ressourcen in mehrzelligen Organismen, wie Drosophila melanogaster, zu untersuchen. Dafiir
sollte zunéchst ein metabolisches Modell rekonstruiert und experimentelle Daten zur Definition
biologisch sinnvoller Modellparameter erhoben werden. Um zu priifen, ob das Modell meta-
bolische Verhaltensweisen von Drosophila wiedergeben kann, sollten Robustheitsanalysen und
Perturbationsstudien durchgefithrt und mithilfe von experimentellen Studien belegt werden. Das
metabolische in silico Modell soll somit als Basis fiir weitere Studien der Ressourcenallokation
dienen, um beispielsweise die Frage zu beantworten, ob die Entwicklung und die Verteilung der

Ressourcen in multizelluldren Organismen (pareto-)optimal verlduft.

10



2. Ergebnisse

2.1. Die phdnotypische Plastizitat von wildtypischen Fliegenlinien

Die Verteilung von Ressourcen erfolgt in Abhéngigkeit von extrinsischen und intrinsischen Fakto-
ren, wie beispielsweise dem Angebot von Néhrstoffen. Die Ressourcen miissen dabei an in Konflikt
stehende Prozesse aufgeteilt werden, wobei nicht alle Prozesse, die miteinander konkurrieren,
zur gleichen Zeit maximiert werden konnen. Ein Beispiel hierfiir ist die Entwicklungsdauer
und der Metabolismus. In holometabolen Insekten fithren Verédnderungen der Entwicklungszeit
gleichzeitig zu verdnderten Mengen energiereicher Speichermetaboliten. In der Natur kommen
solche positiven und negativen Korrelationen héufig vor und sind an der Ressourcenverteilung
und somit an der Auspriagung eines Phénotyps beteiligt. Um derartige korrelierende Parameter
in multizelluldren Organismen zu identifizieren, wurde im ersten Teilprojekt dieser Arbeit das
metabolische Profil von wildtypischen Fliegenlinien analysiert und Phéanotyp-Genotyp Studien in
Abhéngigkeit variierender Nahrungsbedingungen durchgefiihrt. Dabei lag der Fokus auf der Iden-
tifikation von Korrelationen zwischen den gemessenen Metaboliten (Triglyceride, freies Glycerol,
freie Glucose, Glykogen, Proteine und Lactat) und zwischen diesen metabolischen Parametern

und genomischen Varianten.

Um die phénotypische Plastizitat - d. h. unterschiedliche Merkmalsauspragungen - von Drosophila
melanogaster weitestgehend abzudecken, wurde auf 35 Fliegenlinien des Drosophila melanogaster
Genetic Reference Panels (DGRP), einer Kollektion von wildtypischen und vollsténdig sequen-

129 guriickgegriffen (siehe Einleitung Abschnitt 1.2.1). Fiir die ersten

zierten Fliegenlinien!
Experimente wurden die Fliegen unter basalen Bedingungen, d. h. auf Standardfutter (siehe
Methoden Abschnitt 4.2.1) und bei 25 °C, fiir zwei Generationen mit der gleichen parentalen
Dichte gehalten. Dies sollte die Umwelteinfliisse durch variierende Anzuchtbedingungen oder
Stress durch eine zu niedrige oder zu hohe Anzahl an Tieren pro Futterréhrchen minimieren
(siehe Methoden Abschnitt 4.1 fiir weitere Erklarungen). Abbildung 2.1 A zeigt ein Schema des

Versuchsaufbaus.

2.1.1. Entwicklungszeit von wildtypischen Fliegenlinien

Zunéchst wurde die Entwicklung der unterschiedlichen Fliegenlinien ndher untersucht, um
gegebenenfalls Unterschiede in der Entwicklungszeit zu detektieren. Beispielsweise konnten sich
verlangerte Entwicklungszeiten auf den metabolischen Phénotyp auswirken, da diese Fliegenlinien
mehr Zeit benotigen, um die metabolischen Anforderungen fiir die Entwicklung zu erfiillen (siehe
Einleitung Abschnitt 1.2.2). Alle Fliegenlinien benétigten eine vergleichbare Zeitspanne, von
zehn bis elf Tagen, zum AbschlieBen ihrer Entwicklung, das bedeutet dem Schliipfen der ersten
vollstiandig entwickelten Fliegen. Betrachtet man jedoch die Entwicklungszeiten der Larven und
Puppen genauer, ist zu erkennen, dass es zwischen den einzelnen Fliegenlinien Unterschiede

gibt. In einigen Linien waren nach vier Tagen schon die ersten wandernden L3 Larven zu sehen,
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wobei andere Linien der DGRPs bis zu sieben Tage benotigten. Auch das Puppenstadium zeigte
unterschiedliche Zeitspannen, die von Tag flinf bis Tag acht reichten. Die Fliegenlinien konnten,
anhand ihrer unterschiedlichen Entwicklungszeiten im larvalen Stadium und Puppenstadium, in

finf verschiedene Entwicklungsgruppen eingeteilt werden (siche Abbildung 2.1 B).
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Abbildung 2.1.: Untersuchung der Entwicklungszeit der DGRP Fliegenlinien in Abhéngigkeit
metabolischer Gruppen der spéten L3 Larven. (A) Experimentelles Design
zur Reduktion umweltbedingter Variabilitdt. Die parentale Dichte der Flie-
genlinien wurde fiir zwei Generationen konstant gehalten, um Variationen zu
minimieren (siche Methoden Abschnitt 4.1). (B) Die Fliegenlinien wurden
entsprechend ihrer Entwicklungszeit in fiinf Gruppen unterteilt (D1-5). Bei
allen Linien konnte eine konstante Zeit bis zur vollstindigen Entwicklung
der ersten adulten Tiere beobachtet werden. Unterschiede sind in der Dauer
des larvalen Stadiums bzw. des Puppenstadiums zu sehen. (C) Darstellung
von metabolischen Gruppen der L3 Larven in einer Heatmap. Jede Zeile
reprasentiert eine DGRP Linie, jede Spalte die Messung eines Metabolits. Die
metabolischen Messungen wurden mittels z-Transformation spaltenweise nor-
malisiert. Die Larven konnten in sechs metabolische Gruppen unterteilt werden
(M1-6). (D) Es wurde getestet, ob eine metabolische Gruppe (M1-6) durch
eine Entwicklungsgruppe (D1-5) vollstdndig bestimmt wird. Dafiir wurden die
DGRP Linien der Entwicklungsgruppen mit den Linien der metabolischen
Gruppen verglichen und die relative Haufigkeit bestimmt.

12



KAPITEL 2. ERGEBNISSE

Da die Umgebungsbedingungen, wie Temperatur, Luftfeuchtigkeit, Futter und parentale Dichte,
konstant gehalten wurden, sollte untersucht werden, ob die Unterschiede in der Entwicklungszeit
mit metabolischen Parametern korreliert sind. Dafiir wurden wandernde L3 Larven und adulte
Tiere (verpaarte Weibchen und Ménnchen) im Alter von sechs Tagen gesammelt und fiir die
metabolischen Messungen aufbereitet (siehe Methoden Abschnitt 4.4.1). Um einen moglichst
groflen Anteil der Trockenmasse von Drosophila zu quantifizieren, wurden von den Proben die
Mengen an Gesamtprotein, Triglycerid (TAG), freiem Glycerol, freier Glucose, Glykogen und
Lactat bestimmt (siehe Methoden Abschnitt 4.5). Bei den adulten Tieren wurde zusétzlich die
Aktivitdt der Citrat-Synthase (CS) gemessen. Die CS bestimmt den ersten Schritt des Citratzyklus
und katalysiert die Reaktion von Oxalessigsidure und Acetyl-CoA zu Citrat 122, Die Aktivitéit
der CS ist daher ein Indikator fiir die mitochondriale aerobe Kapazitdt und nimmt wéihrend des
frithen Puppenstadiums kontinuierlich ab'37). Erst beim Aufbau adulten Gewebes nimmt die CS
Aktivitdt und somit die aerobe Kapazitit wieder zu und bleibt im adulten Stadium konstant. Da
die Unterschiede in der Entwicklung vor allem im larvalen Stadium beobachtet wurden, wurden
die Fliegenlinien entsprechend ihrer larvalen metabolischen Charakterisierung mithilfe des k-
Means-Algorithmus in metabolische Gruppen unterteilt (siehe Abbildung 2.1 C) und mit den
Linien der Entwicklungsgruppen verglichen (siche Abbildung 2.1 D). Die Annahme war hierbei,
dass Larven, die sich schnell entwickeln, geringere Mengen an energiereichen Speichermetaboliten
- wie TAG oder Glykogen - aufweisen. Jedoch konnte diese Annahme nicht durch die Daten
bestétigt werden und eine Kopplung zwischen den Entwicklungsgruppen und der metabolischen

Ausprigung der einzelnen Fliegenlinien im larvalen Stadium wurde nicht festgestellt.

2.1.2. Metabolische Charakterisierung der DGRP Linien

Die metabolischen Messungen der DGRPs ergaben eine hohe Spannbreite sowohl zwischen den
unterschiedlichen Linien, als auch zwischen den Stadien und Geschlechtern. Zum Beispiel wiesen
die Larven einen niedrigeren Gehalt an Glykogen, als die adulten sechs Tage alten Tiere (verpaarte
Weibchen und Méannchen) auf (siehe Abbildung 2.2 und 2.3). Die Mengen an Glucose waren in
den wandernden L3 Larven unterhalb der Nachweisgrenze. Ein weiterer Vergleich zeigt, dass
die Mengen an Lactat in den L3 Larven die Lactatmengen in den adulten Tiere teilweise um
das 20-fache iibersteigen (vgl. Abbildung 2.2 und 2.3). Dies konnte auf eine erhohte Aktivitét
der Lactatdehydrogenase (LDH) in den Larven hindeuten. Die LDH reduziert unter anaeroben
Bedingungen Pyruvat zu Lactat und regeneriert somit NAD+, welches fiir die Glykolyse bendtigt
wird". Diese Annahme macht auch biologisch Sinn, da die Lebensweise und Entwicklung der

Larven teilweise unter hypoxischen Bedingungen stattfindet 371,
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Abbildung 2.2.: Metabolische Messungen von spéten L3 Larven unter basalen Bedingungen
(25 °C, Standardfutter). Gezeigt sind die Messungen von Triglyceriden (TAG),
freiem Glycerol, Glykogen und Lactat. Die Messungen sind nach aufsteigenden
Werten geordnet und aufgetragen sind die Mittelwerte + Standardabweichun-
gen der Triplikate. Alle Messungen sind normiert auf die Anzahl der Tiere
pro Probe (n = 5).

Neben den Unterschieden zwischen dem larvalen Stadium und den adulten Tieren sind auch
prominente Unterschiede zwischen den Geschlechtern zu erkennen. So sind die Mengen an
Triglyceriden und Glykogen in adulten verpaarten Weibchen und Mannchen wesentlich héher als
im Vergleich zu den Mengen an freien Metaboliten, wie Glycerol oder Glucose (siche Abbildung
2.3). Die Weibchen wiesen auflerdem im Vergleich zu den Ménnchen sehr hohe Mengen an
Speichermetaboliten (Glykogen, TAG) auf. Diese hohen Mengen an energiereichen Metaboliten
stehen vor allem mit der Eiproduktion und Fertilitit in Verbindung*” und kénnten durch die
vorherige Verpaarung begriindet sein. Einzig die Citrat-Synthase (CS) Aktivitét ist zwischen den
Linien und den Geschlechtern weitestgehend konstant. Die Aktivitdt der CS scheint aufgrund der
geringen Variabilitdt der Messwerte (sieche Abbildung 2.3, unten rechts) unter starker Kontrolle

zu stehen.
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Abbildung 2.3.: Metabolische Messungen von sechs Tage alten verpaarten Weibchen (grau) und
Maénnchen (schwarz) unter basalen Bedingungen (25 °C und Standardfutter).
Gezeigt sind die Messungen von Triglyceriden, freiem Glycerol, Glykogen,
freier Glucose, Lactat und der Citrat-Synthase Aktivitdt. Die Messungen
sind nach aufsteigenden Werten der Weibchen geordnet und aufgetragen sind
die Mittelwerte + Standardabweichungen der Triplikate (CS Aktivitdt nur
Unikate). Alle Messungen sind normiert auf die Anzahl der Tiere pro Probe
(n = 8).

2.1.3. Phanotypische Korrelationsstudien

Durch die metabolische Charakterisierung war es moglich mehr iiber die metabolischen Profile
der Fliegenlinien zu erfahren und einen ersten Uberblick iiber die Verteilung der Metabolite zu
gewinnen. Um mehr iiber die mégliche Kopplung der gemessenen Metabolite zu lernen, wurden die
metabolischen Messungen paarweise korreliert (siehe Abbildung 2.4). Dabei waren zunéchst zwei
unterschiedliche Hypothesen zu méglichen Relationen zwischen den Metaboliten vorstellbar: (i) ein
sogenannter ,sparsamer Genotyp* (engl. thrifty genotype) oder (ii) eine balancierte Verteilung der
Speichermetabolite. Bei einem ,,thrifty genotype* handelt es sich um einen Begriff, der vor allem

146,147]  Die Hypothese

im Zusammenhang mit Adipositas und Typ-2-Diabetes geprigt wurde!
besagt, dass dieser ,sparsame Genotyp“ den Aufbau an energiereichen Speichermetaboliten,
wie Lipiden und Kohlenhydrate, fordert und simultan einen langsamen Abbau begiinstigt. Dies
macht vor allem bei Organismen Sinn, die limitierenden Nahrungsverhéltnissen ausgesetzt sind

und mehr energiereiche Speicher zum Uberleben aufbauen miissen. Die zweite Annahme der
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balancierten Verteilung der Speichermetabolite wiirde das Gegenteil beinhalten. Hierbei wird
davon ausgegangen, dass niedrige Speicher an Kohlenhydraten in hohen Lipidspeichermengen
resultieren und anders herum. Die Korrelationen zwischen den Metaboliten wurden abhéngig vom
Entwicklungsstadium und dem Geschlecht betrachtet. Die sechs Tage alten Weibchen zeigten
beispielsweise eine signifikante positive Korrelation zwischen den Triglyceriden und Glykogen
(p < 0,002; sieche Abbildung 2.4 B), was auf einen , thrifty genotype“ hindeutet. Die sechs Tage
alten Méannchen hingegen zeichnen sich durch die Abwesenheit genau dieser Korrelation aus
(siche Abbildung 2.4 C). Wie im Abschnitt 2.1.2 schon beschrieben, ldsst dies darauf hindeuten,
dass die Weibchen grofle Energiereserven fiir die Reproduktion benétigen. Im Gegensatz zu den
adulten Tieren zeigten die spdten L3 Larven zum Beispiel signifikante positive Korrelationen
zwischen Lactat und Proteinen und zwei signifikante negative Korrelationen zwischen Lactat und
Triglyceriden sowie Glycerol (siehe Abbildung 2.4 A). Diese metabolischen Korrelationen weisen

erneut auf die Wichtigkeit von Lactat im larvalen Organismus hin (Vergleich Abschnitt 2.1.2).
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Abbildung 2.4.: Korrelationsanalysen von wandernden L3 Larven (A), sechs Tage alten Weib-
chen (B) und Méannchen (C). Die Signifikanzniveaus sind mit den Asterisken
gekennzeichnet: p ~ 0.05°, p < 0,05 *, p < 0,01 ** und p < 0,001 *** basierend
auf der t-Test Statistik.

2.1.4. Identifikation metabolischer Gruppen

Durch die Korrelationsanalysen konnten statistisch signifikante Relationen zwischen einzelnen
Metaboliten gefunden werden. Nun stellte sich die Frage, ob es zwischen den Fliegenlinien moglich
ist, Gruppen zu identifizieren, die ein dhnliches metabolisches Profil aufweisen (sogenannte
»Metabotypen®), dass wiederum in anderen Bereichen (Entwicklungszeit, Fortpflanzung) zu
einer dhnlichen Regulation fiihrt. Fiir diese Untersuchungen wurde der k-Means-Algorithmus
angewandt, der es zunédchst ermoglichte drei distinkte Hauptgruppen zu identifizieren: (i) die
spaten L3 Larven, (ii) sechs Tage alte Weibchen und (iii) sechs Tage alte Mannchen (siehe
Abbildung 2.5 A und B). Mittels einer Hauptkomponentenanalyse (engl. principle component
analysis, PCA) konnten diese metabolischen Gruppen grafisch dargestellt werden. Die erste
Hauptkomponente PC1 (engl. principle component, PC) wird dabei von den Triglyceriden und
Proteinen bestimmt, wobei die zweite Hauptkomponente PC2 durch Glucose und Glykogen
aufgespannt wird (siehe Abbildung 2.5 C). Neben den drei distinkten Hauptgruppen konnten
weitere Metabotypen innerhalb der drei Gruppen festgestellt werden (siehe Abbildungen 2.1 C
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und Anhang A.1). Im Falle der Larven wurde untersucht, ob die Metabotypen einen Einfluss auf
die Entwicklungszeit haben. Dies konnte jedoch nicht bestétigt werden (siehe Abschnitt 2.1.1).
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Abbildung 2.5.:

0
PC1 (41.3%)

Multivariate Datenanalyse der metabolischen Daten der DGRP Linien unter
basalen Bedingungen. (A) Eigenwertediagramm (engl. scree plot) zur Iden-
tifikation der Anzahl metabolisch distinkter Gruppen. (B) Darstellung der
metabolischen Gruppen in einer Heatmap. Die metabolischen Daten wurden
durch spaltenweise z-Transformation (Farbcodierung) standardisiert. Jede
Spalte repréasentiert die Messung eines Metabolits. Jede Reihe représentiert
eine Fliegenlinie (wandernde L3 Larven, Weibchen oder Ménnchen). (C)
Loading-Plot der PCA unter basalen Bedingungen. Die Loadings enthalten
Informationen iiber den Beitrag der verschiedenen metabolischen Messungen
zu den beiden Hauptkomponenten PC1 und PC2. (D) Der Score-Plot der PCA
zu den metabolischen Messungen aus Abschnitt 2.1.2. Die drei metabolischen
Gruppen sind durch unterschiedliche Farben (rot, griin, blau) gekennzeichnet.
Die Proben sind nahezu perfekt in den unterschiedlichen Gruppen aufgeteilt
(A: L3 Larven; o: Weibchen; O: Méannchen). Einzige Ausnahme bilden vier
Weibchen, die im ménnlichen metabolischen Profil lokalisiert sind (rote Mar-
kierungen). Um zu testen, ob die Fertilitdt der Weibchen mit dem ménnlichen
metabolischen Profil verdndert ist, wurden Experimente zur Eiablage durchge-
fiihrt und als Kontrolle zwei DGRP Linien mit einem weiblichen metabolischen
Profil ausgewahlt (grine Markierungen; siche Abschnitt 2.1.4 - Fallstudie:
Viragos und Methoden Abschnitt 4.6).
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Bei genauerer Betrachtung der Hauptgruppen in der Heatmap (siehe Abbildung 2.5 B) und in der
PCA (siehe Abbildung 2.5 D) fallt weiterhin auf, dass sich vier weibliche DGRP Linien (DGRP
ID: 324, 380, 732, 786) im metabolischen Cluster der Madnnchen befinden (siehe Abbildung
2.5 D, rote Markierungen). Diese Weibchen weisen somit ein ménnliches metabolisches Profil
auf, was durch einen niedrigeren Gehalt an Triglyceriden, Proteinen und Glykogen geprégt ist.
Aufgrund der ménnlichen Ausprigung werden diese Weibchen im weiteren Verlauf als sogenannte

,Viragos“ (deutsch: Mannweiber) bezeichnet.
Fallstudie: Viragos - Auswirkungen des metabolischen Profils

Die Identifikation der Viragos wirft die Frage auf, welchen Einfluss ein bestimmtes metabolisches
Profil auf weitere Eigenschaften eines Individuums haben kann. Die ménnliche metabolische
Auspréigung der Weibchen lisst auf eine Maskulinisierung schlieBen. Im menschlichen Organismus
ist eine solche Maskulinisierung durch eine erhohte Produktion von Testosteron gepragt, was

n 1872181 Um zu testen, ob

wiederum eine verringerte Fertilitdt und Reproduktion bewirken kan
sich dieses maskulinisierte metabolische Profil auf die Fertilitdt der betroffenen weiblichen Linien
auswirkt, wurden Experimente zur Bestimmung einer verdnderten Eiablagerate durchgefiihrt.
Dafiir wurden die Weibchen der DGRP Linien mit Méannchen der wildtypischen Fliegenlinie
Oregon R fiir 24 h vereint und die Anzahl der abgelegten Eier tiber vier Tage protokolliert (siehe
Methoden Abschnitt 4.6). Als Kontrolllinien dienten DGRP Weibchen mit einem weiblichen
metabolischen Profil (gepragt durch hohe Triglycerid-, Protein- und Glykogenmengen), die klar
vom ménnlichen metabolischen Cluster getrennt waren (Linien 362, 714; siche Abbildung 2.5 D,
griine Markierungen). Es wurde die mittlere kumulative Anzahl an abgelegten Eiern pro Weibchen
in drei biologisch unabhédngigen Experimenten ermittelt (siche Abbildung 2.6 A). In zwei der
vier Virago Linien ist eine signifikant verringerte Eiablage im Vergleich zu den Kontrolllinien zu
erkennen (DGRP Linien 324, 380). Dieses Ergebnis ist mit der Aufspaltung der DGRP Linien in
der PCA konsistent. Hier sind die DGRP Linien 324 und 380 direkt im mé&nnlichen metabolischen
Cluster gruppiert, wobei die anderen zwei DGRP Linien (DGRP ID: 732, 786) zwischen dem
weiblichen und mé&nnlichen Cluster liegen und nur eine Tendenz zur reduzierten Eiablage zeigen.

Da die DGRP Linien vollstindig sequenziert sind [99:129)

, stellte sich als néchstes die Frage, ob
genetische Unterschiede identifiziert werden kénnen, die einen Einfluss auf das metabolische oder
reproduktive Profil der zwei Virago Linien (DGRP ID: 324, 380) haben koénnten. Daftir wurden die
Informationen iiber die Einzelnukleotid-Polymorphismen 9] (engl. single-nucleotide polymorphism,
SNP) genutzt, um nach einer moglichen Anreicherung oder eines Verlustes von SNPs (alternative
Allele oder Referenzallele) in den zwei Virago Linien im Vergleich zu den anderen DGRP Linien
zu suchen. Dafiir wurden die DGRP Linien paarweise miteinander verglichen, d. h. es wurde
nach gleichen alternativen Allelen und Referenzallelen zwischen zwei DGRP Linien gesucht.
Die Ubereinstimmung von alternativen Allelen bzw. Referenzallelen zwischen zwei Fliegenlinien
wurden als Prozente ausgedriickt, d. h. bei einer hohen Ubereinstimmung von beispielsweise
alternativen Allelen zweier DGRP Linien steigt die Prozentzahl dieses Paares. Die prozentualen
Werte der gemeinsamen alternativen Allelen oder Referenzallelen zwischen zwei Linien wurden
als Verteilung aufgetragen (sieche Abbildung 2.6 B und C).
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Abbildung 2.6.: Auswirkungen des metabolischen Profils und der genetischen Kontribution auf
die Fertilitdt der Virago Linien. (A) Boxplots zur Darstellung der vier DGRP
Weibchen mit méannlichen metabolischen Profil (DGRP ID: 324, 380, 732, 786)
und den Kontrolllinien (DGRP ID: 362, 714). Aufgetragen sind die einzelnen
Messwerte als Punkte im Boxplot von drei biologisch unabhéngigen Versuchen
zur Bestimmung der Eiablage. Fiir den Test auf Signifikanz wurde eine ANOVA-
Analyse mit einem Bonferroni korrigierten Post-hoc-Test angewandt. Die
Asterisken kennzeichnen die Signifikanzniveaus: p < 0,05 *, p < 0,01 ** und
p < 0,001 *** Um zu testen, ob es einen Zusammenhang zwischen SNPs und
dem maénnlichen metabolischen Profil der zwei Viragos (DGRP ID: 324, 380)
gibt, wurden die Prozente der gemeinsamen alternativen Allele (B) und der
Referenzallele (C) berechnet. Die ermittelten Verteilungen wurden mit den
Werten der zwei Virago Linien verglichen (rote Markierung).

Bei den alternativen Allelen waren die Prozente der gemeinsamen SNPs der Virago Linien (324,
380) nicht unterschiedlich zu dem héufigsten Ergebnis der den nicht-Virago Linien (6,53 % vs.
6,52 %; siehe Abbildung 2.6 B). Die Referenzallele der Virago Linien zeigten nur einen geringen
Unterschied zu dem héufigsten Ergebnis der nicht-Virago Linien (74,61 % vs. 73,59 %; siehe
Abbildung 2.6 C). Somit konnte keine Anreicherung und kein Verlust von SNPs in den zwei
Virago Linien identifiziert werden. Mithilfe der SNP Daten konnte weiterhin untersucht werden,
ob es Referenzallele oder alternative Allele gibt, die nur in den zwei Virago Linien vorkommen. Es
wurden insgesamt 22 Referenzallele und 418 gemeinsame alternative Allele gefunden, die in keiner
anderen DGRP Linie vorkommen. Die identifizierten Allelvarianten kénnten einen Einfluss auf
die metabolische Ausprigung oder die Fertilitdt der Fliegenlinien haben. In dieser Studie konnten
jedoch keine SNPs detektiert werden, die einen bekannten Einfluss auf den metabolischen oder
reproduktiven Phénotyp haben (sieche Anhang Tabelle A.1). Daher ist es erforderlich weitere

Untersuchungen anzuschlieflen, um eine verléssliche Aussage treffen zu kénnen.

19



KAPITEL 2. ERGEBNISSE

2.2. Einfluss auf die metabolischen Parameter durch variierende

Ernahrungsbedingungen

Unter konstanten basalen Bedingungen konnte gezeigt werden, dass wildtypische Fliegenlinien
eine hohe Plastizitdt im metabolischen Phanotyp aufweisen (siehe Abschnitt 2.1). Verschiedene
Umweltbedingungen kénnen den metabolischen Phéanotyp weiter verdndern und die Entschei-
dungsprozesse des Organismus beeinflussen. Ein Beispiel dafiir ist die variable Antwort auf
Nahrungsbedingungen. So reagieren Menschen auf eine hochkalorische Erndhrung in unterschied-
lichsten Weisen. Einige zeigen eine hohe Gewichtszunahme auf, wogegen andere kaum oder wenig
Auswirkungen verspiiren und das trotz ahnlicher Lebensverhiltnisse 22, Es stellte sich somit die
Frage, in welcher Weise die Nahrungsbedingungen einen Einfluss auf das metabolische Profil der
wildtypischen DGRP Linien haben und ob es auch hier Unterschiede zwischen den Fliegenlinien
gibt. Um dies zu forcieren, sollten die DGRPs zunéchst unter ,, gesunden“ Nahrungsbedingun-
gen aufwachsen (wenig Kalorien) und danach verschiedenen Futtersorten (niedriger bis hoher

Kaloriengehalt) ausgesetzt werden.

2.2.1. Etablierung eines experimentellen Systems zur Beobachtung veranderter
Nahrungsbedingungen auf den Metabolismus

Zunéchst musste ein robustes Verfahren entwickelt werden, das es ermdglicht Drosophila Fliegen-
linien auf unterschiedlichen Futtersorten anzuziehen und die metabolischen Verdnderungen zu
beobachten. Dabei wurden verschiedene Futtersorten und Versuchsanordnungen getestet, um ein
experimentelles Verfahren zu entwickeln, das auf die 35 DGRP Linien angewandt werden konnte.
Da die Bedingungen zum basalen Experiment konstant gehalten werden sollten, wurden keine
Futtersorten mit einem erhdhten Fettanteil (durch Zugabe von Kokos- oder Palmol) verwendet,
da sich diese bei einer Temperatur von 25 °C verfliissigen und die Entwicklung der Fliegen
einschrianken (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurden Futtersorten mit verdnderten
Zuckerkonzentrationen 4] getestet (siche Methoden Abschnitt 4.2). Die Entwicklung der wildty-
pischen Fliegenlinie Oregon R wurde auf Futter mit zwei verschiedenen Zuckerkonzentrationen
- Zucker-reduziert (engl. low sugar diet, LSD) mit 0,15 M Saccharose und Zucker-erhoht (engl.
high sugar diet, HSD) mit 1 M Saccharose - beobachtet und mit dem komplexen Standardfutter
(engl. standard diet, SD mit 0,15 M Zucker) verglichen (siehe Methoden Abschnitt 4.2). Eine
Aufschliisselung der Nahrwertangaben und des Kaloriengehalts der einzelnen Futtersorten be-
findet sich in den Tabellen 2.1 und 2.2. Um die Entwicklung auch metabolisch zu beobachten,
wurden wandernde L3 Larven, sowie ein und sechs Tage alte Médnnchen fiir Messungen des
Triglyceridgehalts gesammelt. Da {iberschiissiger Zucker im Organismus in Fette umgewandelt
wird, kann eine Veranderung in den Triglyceridmengen bei einer Erndahrung mit verédnderten

Zuckerkonzentrationen beobachtet werden [141:192],
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Tabelle 2.1.: Nahrwerttabelle der Futtersorten LSD und HSD. Alle Werte beziehen sich auf
100 g des entsprechenden Futters. Die Angaben der Néhrwerte kénnen je nach
Produkt variieren (die verwendeten Produkte sind in den Materialien Abschnitt
5.2 und 5.3) aufgefiihrt.

Bestandteil g Fett [g] | Proteine [g] | Kohlenhydrate [g] | Kalorien [kcal]
(LSD | HSD) (LSD | HSD) | (LSD | HSD)
Agar 1 0 0,005 0,07 0,26
Hefe 8 0,32 3.2 2.8 30,4
Hefeextrakt 2 0,018 0,48 0,4 3,7
Pepton 2 - - - -
Saccharose 5,13 | 34,2 0 0 5,13 | 34,2 20,52 | 136,8
Gesamtnahr-
wertgehalt - 0,338 3,685 8,4 | 37,47 54,88 | 171,16

Tabelle 2.2.: Niahrwerttabelle des SDs. Alle Werte beziehen sich auf 100 g des Standardfutters.
Die Angaben der Niahrwerte konnen je nach Produkt variieren (die verwendeten
Produkte sind in den Materialien Abschnitt 5.2 und 5.3) aufgefiihrt.

Bestandteil g | Fett [g] | Proteine [g] | Kohlenhydrate [g] | Kalorien [kcall
Agar 0,5 0 0,003 0,035 0,13
Polenta 7,1 0,06 0,55 5,25 24,42
Sojamehl 0,95 0,21 0,38 0,14 4,21
Hefe 1,68 0,07 0,67 0,59 6,38
Zuckersirup 4 0,02 0,09 2,76 11,96
Malzextrakt 4,5 0,014 0,23 2,93 13
Gesamtnahrwertgehalt - 0,374 1,923 11,71 60,1

Wiéhrend des Versuchs konnte festgestellt werden, dass sich auf dem HSD keine adulten Fliegen
entwickelten und die Larven teilweise vor oder wéahrend der Verpuppung starben (Daten nicht
gezeigt). Ein Grund konnte die Séttigung des Futters durch den hohen Zuckergehalt sein, der eine
festere Konsistenz des Futters bewirkt und die Futteraufnahme erschwert. Die Larven zeigten eine
Zunahme an Triglyceriden mit zunehmendem Zuckergehalt (siehe Abbildung 2.7 A). Bei den ein
und sechs Tage alten Fliegen konnte eine signifikante Zunahme vom LSD hin zum SD gemessen
werden (siche Abbildung 2.7 B und C). Zusétzlich wurden ein Tage alte Fliegen vom LSD auf
HSD transferiert und fir fiinf Tage auf dem HSD gelassen, um die Auswirkungen des HSDs
auch in den adulten Tieren beobachten zu kénnen. Dabei zeigte sich ein signifikanter Anstieg an
Triglyceriden im Vergleich zum SD (siehe Abbildung 2.7 C), der den hoheren kalorischen Gehalt
des Futters widerspiegelt. Als Ergebnis konnte festgehalten werden, dass eine Entwicklung auf
dem HSD vom larvalen zum adulten Stadium nicht moglich ist, aber der Transfer von ein Tage

alten Fliegen vom LSD zum HSD nach fiinf Tagen einen Effekt auf die Speichermetabolite zeigt.
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Abbildung 2.7.: Experimente zur Etablierung eines Testsystems mit verdnderten Nahrungs-
bedingungen. Wildtypische Fliegen (Oregon R) wurden auf Futter mit un-
terschiedlichen Zuckerkonzentrationen angezogen und die Triglyceride von
spaten L3 Larven (A), ein Tag alten Méannchen (B) und sechs Tage alten
Ménnchen (C) gemessen. Aufgetragen sind die Mittelwerte + Standardabwei-
chungen der Quadruplikate. Die Messungen sind auf die Anzahl der Tiere
pro Probe normiert (Larven: n = 5; adulte Fliegen: n = 8). Fiir den Test
auf Signifikanz wurde ein ungepaarter, zweiseitiger t-Test durchgefiihrt. Die
Asterisken kennzeichnen die Signifikanzniveaus: p < 0,05 *, p < 0,01 ** und
p < 0,001 ***. Abkiirzungen: SD = Standardfutter (0,15 M Zucker); LSD =
Zucker-reduziertes Futter (0,15 M Saccharose); HSD = Zucker-erhéhtes Futter
(1 M Saccharose)

2.2.2. Die metabolische Antwort auf veranderte Nahrungsbedingungen von
wildtypischen Fliegenlinien

Der Etablierungsversuch (sieche Abschnitt 2.2.1) hat gezeigt, dass ein dauerhaftes Wachstum auf
dem hoch-kalorischen Futter mit 1 M Saccharose (HSD) bei wildtypischen Fliegenlinien nicht oder
kaum moglich ist. Da auflerdem das Interesse bestand die Auswirkungen eines hoch-kalorischen
Futters auf die Zunahme energiereicher Speichermetabolite in adulten Tieren zu untersuchen,
entwickelten sich die Fliegen zunéchst auf dem Futter mit reduziertem Zuckergehalt (LSD) und
wurden danach auf Futter mit hoherem Kaloriengehalt transferiert (SD und HSD). Wie bei den
Untersuchungen unter basalen Bedingungen (siehe Abschnitt 2.1) wurden die DGRPs fiir zwei
Generationen mit gleicher parentaler Dichte auf dem Standardfutter bei 25 °C gehalten. Danach
wurden die Fliegen auf das LSD gesetzt und nach Eiablage entfernt. Die frisch geschliipften
Fliegen wurden fiir fiinf Tage entweder auf neues LSD, auf das Standardfutter (SD) oder auf
das HSD mit 1 M Saccharose transferiert (siehe Abbildung 2.8 A). Im Anschluss wurden von
den sechs Tage alten Weibchen und Ménnchen die gleichen Metabolite wie unter den basalen
Bedingungen gemessen.

Da das SD und das HSD einen hoheren kalorischen Gehalt als das LSD haben (siche Tabellen 2.1
und 2.2), wurde ein Anstieg an energiereichen Metaboliten in den DGRP Linien erwartet. Dies
konnte beispielsweise bei den Glucosemengen beobachtet werden (sieche Anhang Abbildung A.2
A). Die Mengen an Triglyceriden und auch an Glykogen zeigten einen geschlechts-spezifischen
Effekt. In den Weibchen kommt es zu einem Anstieg an Glykogen mit ansteigender Kalorienzahl
des Futters, wobei die Mengen an Triglyceriden weitestgehend konstant bleiben. Bei den Mann-

chen ist der gegenteilige Effekt sichtbar. Thre Reaktion ist durch einen prominenten Anstieg an
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Triglyceriden und eines relativ konstanten Glykogengehalts geprigt (siehe Anhang Abbildung A.2

B und C). Die Mengen an Proteinen und Glycerol sind relativ konstant und scheinen unabhéngig

von den verdnderten Nahrungsbedingungen zu sein (sieche Anhang Abbildung A.2 D und E).
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Abbildung 2.8.: Reaktionen des metabolischen Phénotyps auf Nahrung mit niedrigem Ka-

loriengehalt. (A) Experimenteller Aufbau. Wie unter basalen Bedingungen
(siehe Abschnitt 2.1 und Abbildung 2.1) wurde die parentale Dichte fiir zwei
Generationen konstant gehalten und danach auf LSD gesetzt. Die frisch ge-
schliipften Fliegen wurden vom LSD erneut auf LSD oder auf hoher kalorische
Futter (SD oder HSD) transferiert. Im Anschluss wurden die Mengen an
Triglyceriden, freiem Glycerol, Glykogen, freier Glucose und Proteinen in
den Proben (jeweils Quadruplikate) bestimmt. (B) Alle Metabolitmessungen
wurden auf prozentuale Werte normiert (hochster Messwert des Metabolits =
100 %) und die Verteilung der Metabolite (Glykogen, Glucose, TAG, Glycerol
und Protein) der unterschiedlichen DGRP Linien aufgetragen. (C) Durch den
k-Means-Algorithmus wurden wie unter basalen Bedingungen metabolische
Gruppen identifiziert (Metabotypen 1-3 bei den Weibchen und Ménnchen). Die
metabolischen Messungen wurden durch spaltenweise z-Transformation nor-
malisiert (Farbskala). Die Heatmap visualisiert die Aufspaltung der einzelnen
Gruppen.

Da die metabolischen Untersuchungen von Fliegen, die sich auf LSD entwickelt haben, Variationen

in den metabolischen Parametern aufwiesen, wurden die Verteilungen der Metabolitmengen in
den unterschiedlichen DGRP Fliegenlinien néher untersucht (siehe Abbildung 2.8 B). Dafiir

wurden die metabolischen Messungen der einzelnen Fliegenlinien auf prozentuale Werte normiert,

d. h. die Linie mit dem hochsten Messwert wurde auf 100 % gesetzt und die anderen Messwerte

wurden auf diesen Wert bezogen. Die Metabolite der unterschiedlichen Fliegenlinien zeigten
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wie beim basalen Experiment (sieche Abbildungen 2.2 und 2.3) variable Mengen. Beispielsweise
haben ein Grofiteil der DGRP Linien unter LSD Bedingungen relativ geringe Mengen an Trigly-
ceriden gespeichert, was zum ersten Peak in der Verteilung fiithrt. Der zweite Peak zeigt, dass
wenige DGRP Linien hohere Mengen Triglyceride speichern kénnen (siehe Abbildung 2.8 B -
Weibchen). Die Mannchen zeigen eine fast glockenférmige Verteilung der Triglyceridmengen
und unterscheiden sich somit deutlich von der weiblichen Verteilung der Triglyceride (siehe
Abbildung 2.8 B - Ménnchen). Die Verteilung von Glucose und Glykogen ist in den Weibchen
und in den Méannchen sehr variabel und weist eine hohe Plastizitdt in den Metabolitmengen
auf. Einzig die Glycerol- und Proteinmengen zeigen eine eingeschréanktere Variabilitat, die einer
GaufB-dhnlichen Verteilung entsprechen. Zusétzlich zu den Untersuchungen auf Variabilitdt wurde
der k-Means-Algorithmus angewandt, um auch unter LSD Bedingungen metabolische Gruppen
zu identifizieren. Wie auch unter basalen Bedingungen war es moglich verschiedene Metabotypen
zu identifizieren, die beispielsweise durch hohe (Metabotyp 1 der Weibchen und Metabotyp 2 der
Méannchen) oder niedrige Mengen (Metabotyp 3 der Weibchen und Metabotyp 1 der Ménnchen)
an Speichermetaboliten, wie Glykogen oder Triglyceriden, charakterisiert sind (siehe Abbildung
2.8 C). Im Vergleich zu den Metabotypen unter basalen Bedingungen (siche Anhang A.1) gibt es
Unterschiede in der Gruppierung der Fliegenlinien, die durch das veranderte Nahrungsangebot
mit niedrigeren Kalorien hervorgerufen wurden.

Es ist ein bekanntes Phdnomen, dass Individuen variabel auf verdnderte Nahrungsbedingungen
reagieren konnen. Es stellte sich die Frage, ob dieses Phénomen auch bei den DGRP Linien auftritt
oder ob es zu vergleichbaren Anderungen der Metabolitmengen mit zunehmendem Zuckergehalt
der Nahrung kommt. Um diese Frage zu beantworten, wurden zunéchst die prozentualen Meta-
bolitmengen der LSD Proben berechnet (héchste metabolische Messung = 100 %). Anschlieflend
wurden die prozentualen Metabolitmengen der SD und HSD Proben auf die vorher ermittelten
prozentualen Werte der LSD Proben bezogen. Die Differenzen der prozentualen Mengen zwischen
SD und LSD bzw. zwischen HSD und LSD wurden erneut als Verteilungen aufgetragen (siehe
Abbildung 2.9 A und B). Zusitzlich wurden die Differenzen der prozentualen Mengen von LSD
und SD bzw. LSD und HSD in Dumbbell-Plots fiir eine bessere Visualisierung der einzelnen
DGRP Linien aufgetragen. In Abbildung 2.9 C sind exemplarisch zwei Dumbbell Plots gezeigt.
Bei dem Wechsel von LSD zum SD war bei fast allen DGRP Linien eine Zunahme an Triglyceri-
den, Glykogen und Glucose zu erkennen (siehe Abbildung 2.9 A). Die Proteinmengen blieben
weitestgehend konstant und zeigten eine geringe Variabilitit. Allerdings zeigten viele DGRP
Linien eine Abnahme der Glycerolmengen. Der Wechsel von LSD zu HSD bewirkte ebenfalls
einen Anstieg der Speichermetabolite (Triglyceride und Glykogen) und der Glucose in vielen
DGRP Linien (siche Abbildung 2.9 B). Aber auch hier zeigte sich wieder eine Reduktion der
Glycerolmengen in vielen Linien. Betrachtet man die einzelnen DGRP Linien im Detail, erkennt
man eine starke Variabilitdt in der Antwort auf die unterschiedlichen Nahrungsbedingungen. So
kommt es bei einigen Linien zu einer Zunahme an Triglyceriden oder Glycerol, bei anderen Linien
ist eine Abnahme dieser Metabolite zu erkennen (siehe beispielsweise Abbildung 2.9 C). Dabei
scheint die initiale Metabolitmenge (unter LSD Bedingungen) keinen Einfluss auf die Stérke
der Zu- oder Abnahme der Metabolite zu haben. Die DGRP Linien 705 und 427 verdeutlichen

diese Beobachtung. Die Mengen an Triglyceriden beider Linien liegen im unteren Drittel und ein
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Wechsel vom LSD zum HSD bewirkte eine sehr unterschiedliche Zunahme um 95 % (Linie 705)

und 14 % (Linie 427) (siche Abbildung 2.9 C).
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Abbildung 2.9.: Reaktionen des metabolischen Phénotyps auf verdnderte Nahrungsbedingun-
gen. (A) und (B) zeigen die Verteilungen der Metabolite vom Wechsel von LSD
zu SD (A) und von LSD zu HSD (B). Die Messwerte der einzelnen Metabolite
sind auf prozentuale Werte normiert (hochster Messwert des Metabolits unter
LSD Bedingungen = 100 %) und als Verteilung aufgetragen. (C) und (D):
Die Dumbbell Plots bieten eine alternative Visualisierung der prozentualen
Anderungen der einzelnen DGRP Linien (Weibchen und Ménnchen) auf die
verdnderten Nahrungsbedingungen (blau: LSD, orange: HSD). Exemplarisch
sind die Dumbbell Plots der TAG (C) und Glycerol (D) Messungen von sechs
Tage alten Mannchen vom Wechsel von LSD zu HSD dargestellt.

2.3. Genetische Kontribution zur phanotypischen

Merkmalsausbildung

Die Variabilitdt metabolischer Antworten wird nicht nur durch externe Bedingungen beeinflusst,
sondern auch von intrinsischen Faktoren bestimmt. Die DGRP Linien wurden, wie bereits unter
Abschnitt 2.1.4 erwédhnt, vollstdndig sequenziert und bieten somit die Moglichkeit Verdnderungen
im Genom zu identifizieren, die einen Einfluss auf die Merkmalsauspragung der Fliegen haben
kénnten. Um Varianzen im Genom ausfindig zu machen, die mit der metabolischen Diversitit
unter den basalen Bedingungen und den verdnderten Nahrungsbedingungen assoziiert sind,

wurden genomweite Assoziationsstudien (GWAS) von den wandernden L3 Larven und den sechs
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Tage alten adulten Tieren (Weibchen und Ménnchen) mittels Standardmethoden durchgefiihrt 99,
Die DGRP Fliegenlinien haben sich bereits durch etliche Studien zur Identifikation von Phénotyp-
Genotyp Assoziationen bewihrt [46:108.211] - Alg
wurde ein p-Wert von 107> gewihlt, da dieser Wert als ein Standardwert fiir GWAS mit den

DGRPs eingefithrt wurde*2 und die Vergleichbarkeit mit anderen Studien gewéhrleistet. Damit

Grenzwert fiir die Signifikanz der Genassoziationen

konnte eine Vielzahl von SNPs gefunden werden, die mit verschiedenen metabolischen Parameter
der Larven und adulten Fliegen assoziiert sind. Interessanterweise zeigte die Anzahl an SNPs
eine hohe Diversitit zwischen den verschiedenen Metaboliten (siehe Tabelle 2.3 und 2.4). So ist
die Variation der larvalen Glycerol- und Lactatmengen (siehe Abbildung 2.2) vergleichbar, aber
die Anzahl an signifikant-assoziierten SNPs unterscheidet sich stark. Bei Glycerol konnten 71
SNPs gefunden werden, wohingegen bei Lactat kein einziger SNP signifikant war (siche Tabelle
2.3).

Tabelle 2.3.: Signifikant-assoziierte SNPs in den wandernden L3 Larven unter basalen Bedin-

gungen.

Anzahl SNPs Protein | TAG | Glycerol | Lactat | Glykogen
Gesamt 13 62 71 0 13
Gen-assoziiert 10 57 43 0 6
unklare Assoziation 3 5 28 0 7

% Gen-assoziiert 76,92 | 91,94 | 60,56 NA 46,15
% unklare Assoziation | 23,08 8,06 39,44 NA 53,85

Tabelle 2.4.: Signifikant-assoziierte SNPs in den adulten Tieren. Abk.: Gen-ass. = Gen-assoziiert;
unklar Ass. = unklare Assoziation (Region zwischen zwei Genen); - = keine
experimentellen Daten vorhanden.

Kondition | Anzahl SNPs | Protein | TAG | Glycerol | Lactat | Glykogen | Glucose | Citrat
Basal Gesamt 81 39 35 58 149 15 29
Gen-ass. 44 28 20 37 111 11 20
unklare Ass. 37 11 15 21 38 4 9
LSD zu Gesamt 13 161 41 - 33 187 -
LSD Gen-ass. 9 84 36 - 26 134 -
unklare Ass. 4 77 5 - 7 53 -
LSD zu Gesamt 98 97 23 - 29 27 -
SD Gen-ass. 72 68 13 - 22 8 -
unklare Ass. 26 29 10 - 7 19 -
LSD zu Gesamt 55 38 23 - 43 20 -
HSD Gen-ass. 17 26 15 - 34 16 -
unklare Ass. 38 12 8 - 9 4 -

Die Tabellen 2.3 und 2.4 zeigen die Anzahl der gefundenen signifikant-assoziierten SNPs in den
unterschiedlichen metabolischen Parametern und ob eine Assoziation mit einem Gen vorhanden
ist oder ob der SNP in einer Region zwischen den Genen liegt. In Abbildung 2.10 sind vier
exemplarische Manhattan-Plots zu sehen, die die SNPs visualisieren. Bei einem Manhattan-Plot
handelt es sich um eine typische Visualisierung von Ergebnissen aus genomweiten Assoziationsstu-
dien, bei denen der negative Logarithmus der p-Werte der Assoziation gegen die chromosomale

Position der SNPs aufgetragen wird 189,
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Abbildung 2.10.: Manhattan-Plots ausgewédhlter Beispiele der GWAS. Die Abbildungen zeigen
die SNPs (schwarze und graue Punkte) auf den unterschiedlichen Chro-
mosomen (X, 2L, 2R, 3L, 3R) von Drosophila. Die x-Achse beginnt zur
Vereinfachung der Abbildung ab einem —logio(p)-Wert von 3. (A) SNPs
assoziiert mit den Messungen der larvalen Triglyceride und mit Glycerol
unter basalen Bedingungen. (B) SNPs assoziiert mit den Messungen von
Glykogen unter basalen Bedingungen und Glucose unter LSD Bedingungen
von sechs Tage alten Madnnchen und Weibchen. Der Grenzwert fiir die Signi-
fikanz ist bei 1075 (blaue Linie). Die orangenen Markierungen kennzeichnen
Gen-assoziierte SNPs mit bekannten Einfliilssen in metabolischen Prozes-
sen (beispielsweise slimfast, melted, smooth, short neuropeptide F und sein
Rezeptor).

Neben SNPs, die sich in Regionen zwischen Genen oder in Genen ohne bekannte metaboli-
sche Funktion befinden, wurden auch Gen-assoziierte SNPs mit schon bekannter metabolischer
Funktion gefunden, die einen prinzipiellen Beweis fiir die Robustheit dieser Studie liefern (alle
SNP Daten befinden sich im Anhang A in Tabelle A.2 auf der beigefiigten CD). Beispielsweise
wurden fiir die Larven TAG assoziierte SNPs identifiziert, die mit den Genen scylla (scyl) und
short neuropeptide F receptor (sNPFR) assoziiert sind. Scylla ist ein Mitglied des TOR (engl.
target of rapamycin) Signalwegs und beeinflusst die Triglyceridmengen der Tiere 173] sNPFR
ist an der Regulation der Séttigung und des Erndhrungsverhaltens (bspw. Nahrungsaufnah-
me) beteiligt [121] " was auf eine Verbindung zur Regulation energiereicher Speichermetabolite

hindeutet. In Larven konnten mit Glycerol assoziierte SNPs identifiziert werden, die in den

27



KAPITEL 2. ERGEBNISSE

Genen neural lazarillo (NLaz), CG1986 und lysophospatidylcholine acyltransferase (LPCAT)
liegen. Das Gen neural lazarillo ist ein bekannter metabolischer Regulator, der an der oxidativen
Stressantwort und der Triglycerid- und Kohlenhydrathomoostase beteiligt ist 190158] Uber die
Gene CG1968 und LPCAT ist zur Zeit noch wenig bekannt 54, CG1968 ist eine annotierte Lipase
und somit potentiell an der Regulation der Fettspeicher beteiligt 84, LPCAT ist als ein Mitglied
in der Phospholipid-Synthese annotiert 34, Mutationen in diesem Gen haben eine verinderte
Morphologie der Lipidtrépfchen und einen Effekt auf die Fettspeichermengen gezeigt '39). Bei den
adulten Tieren konnten unter basalen Bedingungen SNPs identifiziert werden, die beispielsweise
mit den Genen smooth (sm; assoziiert mit Glycerol und Glykogen), slimfast (sm; assoziiert
mit Glykogen), protein tyrosin kinase 99A (ptp99A; assoziiert mit Proteinen), trehalase (treh;
assoziiert mit Glycerol), fat body protein 2 (fbp2; assoziiert mit Lactat) und retinal homeo-
box (rz; assoziiert mit Glykogen) assoziiert sind. Smooth ist beteiligt an der Regulation der
Futteraufnahme und am Uberleben der Tiere['2). Das Gen slimfast ist an der metabolischen
Regulation der Fettspeicherung beteiligt und kontrolliert die Konzentration der Aminosduren in
den Fettkorpern®%. Einige der gefundenen Gene konnte auch in unabhéngigen Untersuchungen
identifiziert werden. Beispielsweise haben Ugrankar und seine Kollegen einen metabolischen
Screen mit physiologischen und genetischen Untersuchungen durchgefiithrt, um Gene zu finden,
die im Glucosemetabolismus der Fliegen involviert sind. Dabei wurden unter anderem die Gene
ptp99A und rz identifiziert 219 Eine Liste mit Genen, die sowohl in dieser GWA-Studie als auch
im metabolischen Screen von Ugrankar gefunden wurde, befindet sich in Tabelle A.4.

Auch unter den verdnderten Nahrungsbedingungen (siche Abschnitt 2.2.2) wurden Gene iden-
tifiziert, die in metabolischen Prozessen eine Rolle spielen. Dazu gehéren unter anderem fat
body protein 1 (fbp1), melted (melt), glucose transporter 1 (glutl) und LDL receptor protein
1 (Irp1). Das Gen fbpl ist nur in spaten, wandernden L3 Larven exprimiert und wird direkt
von Ecdysteroiden kontrolliert. Das Gen dient als Rezeptor fiir das Larval Serum Protein 1
(LSP1) und ermoglicht den Transport von Hexamerin in den Fettkorper (34.91] Melted ist an der
Regulation des Lipidmetabolismus der Fliegen beteiligt 199, Die Mutante meltA1 zeigte eine
Verringerung der Korpergrofie (10 %) und reduzierte Triglycerid-Werte (40 %) im Vergleich zu

n199. Das Gen glucose transporter 1 wurde, wie rx und ptp99A, ebenfalls in dem me-

Kontrolltiere
tabolischen Screen von Ugrankar gefunden und ist an der Homdostase von Glucose beteiligt 210,
Lrpl ist ein LDL (engl. low-density lipoprotein) Rezeptor-dhnliches Protein und induziert den
Transport von LTP (engl. lipid transfer particle) durch die Blut-Hirn-Barriere. LTP wiederum ist
an der Freisetzung von Insulin-&dhnlichen Peptiden beteiligt und somit am Insulin-Signalweg, der
unter anderem Wachstum, Entwicklung und Lebenserwartung von Drosophila beeinflusst 28],

In der genomweiten Assoziationsstudie wurden insgesamt 656 SNPs unter basalen Bedingungen
und 878 SNPs unter verdnderten Nahrungsbedingungen gefunden. Es stellte sich die Frage, ob
es SNPs bzw. Gene gibt, die unter beiden Bedingungen identifiziert werden kénnen. Es wurden
nur sechs SNPs identifiziert, die unter beiden Bedingungen signifikant mit einer metabolischen
Messung assoziiert waren. Auf Ebene der Gene konnten insgesamt 256 Gene unter basalen
Bedingungen und 377 Gene unter den verdnderten Nahrungsbedingungen identifiziert werden,
wovon 32 Gene bei beiden Bedingungen festgestellt wurden. Von diesen 32 Genen wurden ein

Grofiteil der Gene bis jetzt noch nicht mit metabolischen Prozessen assoziiert. Dennoch konnten
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zwei Gene identifiziert werden, die bekannte Funktionen im Metabolismus besitzen. Darunter ist
das Gen trehalase (treh), welches die Trehalose der Hemolymphe in Zuckerbausteine abbaut [226]
und der leucokinin receptor (lkr), der an Regulation der aufgenommenen Nahrungsmenge beteiligt

ist[4].

2.3.1. Initiale Untersuchungen von Kandidatengenen

Durch die genomweite Assoziationsstudie wurden SNPs in Genen mit bekannten bzw. vermutlichen
metabolischen Funktionen identifiziert. Wie in MacKay et al.['2%) aufgeschliisselt wurde, befinden
sich ein Grofiteil der SNPs in nichtcodierenden Bereichen der Gene (Introns) oder in intergenischen
Regionen. Es wurde bereits gezeigt, dass Mutationen in nichtcodierenden Bereichen beispielsweise
einen Einfluss auf die mRNA Stabilitiat 2!, die Transkription!98) oder das Spleifien haben
konnen 35:145:193] Demnach wurden fiir die initialen Untersuchungen ausgewihlter Kandidaten
auch Gene in Betracht gezogen, die SNPs in nichtcodierenden Bereichen aufweisen (siche Tabelle
2.5).

Tabelle 2.5.: Auswirkungen und Lokalisationen der SNPs ausgewéhlter Gene. Abk.: MIN =
selteneres Allel (engl. minor allel); MAJ = haufigstes auftretendes Allel (engl.
major allele); REF = Referenzallel; A =Adenin; C = Cytosin; G = Guanin;

T = Thymin.
Gen Kondition SNP ID MIN | MAJ | REF | Pos./Effekt
ptp99a | basal - Protein 3R_ 25272218 SNP | T G G Intron
sNPF | LSD zu LSD - Glucose | 2L 20038031 SNP | C A A Intron
21._ 20038044 _SNP | A T T Intron
2120038049 SNP | G A A Intron
2L._20038051_SNP | G A A Intron
glut1 LSD zu SD - TAG 3L_ 914355 SNP C T C Intron
I basal - Glykogen 2R_16815797_SNP | T C C Intron
2R 16815919 SNP | A G G Intron
2R_ 16825060 SNP | A G A intergenisch
2R_ 16825057 _SNP | C T C intergenisch
Irp1 LSD zu LSD - TAG 2R_4107481_SNP | G C C synonym
2R_4107934_SNP | C A A synonym
2R_4104596_SNP | A G G synonym
2R 4114709 SNP A G G intergenisch
LSD zu LSD - Glucose | 2R_ 4069439 SNP | T G G intergenisch
LSD zu HSD - Glycerol | 2R_4092300__SNP T A A intergenisch
fop2 basal - Lactat 21, 9427824 SNP T A A 3’UTR
21._ 9427827 _SNP G A A 3'UTR
treh basal - Glycerol 2R 16962691 DEL | A AA AA Intron
2R_16963066_SNP | G T T Intron
LSD zu LSD - Glucose | 2R_ 16970863 SNP | A G G Intron
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Gen Kondition SNP ID MIN | MAJ | REF | Effekt
sm basal - Glycerol 2R 15469204 SNP | T A T Intron

basal - Glykogen 2R_15470811_SNP | C T T Intron
slif basal - Glykogen 3L_22879526_SNP | C T C Intron

Um den Einfluss der identifizierten Gene zu untersuchen, wurden Perturbationsstudien mittels
RNA-Interferenzen durchgefiihrt. Eine Liste mit den ausgewédhlten Genen, der Anzahl der unter-
suchten RNAi Konstrukte, sowie die Informationen iiber die assoziierten Metabolite befinden
sich in Tabelle 2.6.

Tabelle 2.6.: Ubersicht iiber die getesteten RNAi Konstrukte zur Untersuchung moglicher

Effekte der Gen-Knockdowns.

Gen # RNAi | assoziierte Nahrungs- Stadium | Bemerkung
Konstrukte | Eigenschaft bedingung

ptp99A 3 Protein basal Adult | -

sNPF 1 Glucose LSD zu LSD Adult | -

glut1 2 TAG LSD zu SD Adult | -

T 2 Glykogen basal Adult 1 Konstrukt lethal

lrp1 2 TAG, Glucose LSD zu LSD Adult | -
Glycerol LSD zu HSD | Adult | -

fop2 2 Lactat basal Adult | -

treh 2 Glycerol basal Adult | lethal
Glucose LSD zu LSD Adult

sm 1 Glycerol, Glykogen | basal Adult | lethal

slif 1 Glykogen basal Adult | -

Durch das GAL4/UAS-System wurde ein ubiquitédrer Knockdown der Gene durchgefiihrt (siche
Methoden Abschnitt 4.8) und die sechs Tage alten Tiere (Weibchen und Ménnchen) metabo-
lisch untersucht (siehe Methoden Abschnitt 4.4.1 und 4.5). Die Fliegenlinien wurden fiir den
gesamten Zeitraum der Untersuchungen unter Standardbedingungen (25°C und Standardfut-
ter) gehalten. Im Anschluss wurden biochemische Quantifizierungen der Triglyceride, Proteine,
Glycerol, Glucose und Glykogen durchgefiihrt. Eine Liste mit den verwendeten Fliegenlinien
zur Untersuchung der Gen-Knockdowns befindet sich in den Materialien in Abschnitt 5.6. Die
Kreuzungen von vier Responderlinien mit der Actinbc-Gald Treiberlinie fithrte zur Lethalitat
der homozygoten Tiere. Dadurch konnte der Knockdown der Gene treh und sm nicht untersucht
werden (Daten nicht gezeigt). Durch den Knockdown von rz, sNPF, glutl und lrp1 konnten
nur wenige signifikante Verdnderungen der metabolischen Parameter festgestellt werden (siehe
Tabelle 2.7). Die vorhergesagten Eigenschaften aus der genomweiten Assoziationsstudie konnten
dadurch nur teilweise bestétigt werden. Nur die vorhergesagte Assoziation von rx mit Glykogen

konnten in den Weibchen mit einer schwach signifikanten Erhéhung bestéatigt werden.
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Tabelle 2.7.: Ergebnisse der Gen-Knockdowns durch RNAi. Die Knockdowns wurden mit ihrer
entsprechenden Kontrolllinie (siehe Materialien 5.6) verglichen. Alle dargestellten
Signifikanzen basieren auf den Mittelwerten zweier biologisch unabhéngiger Expe-
rimente mit Quadruplikaten (insgesamt n = 8). Die statistische Signifikanz wurde
mit ungepaarten, zweiseitigen t-Tests ermittelt, wobei n.s. = nicht signifikant,
p < 0.05* p < 0.01 * und p < 0.001 ***. Die Farbe der Asterisken kennzeichnet
eine Reduktion (blau) oder eine Erhéhung (rot) der Metabolitmengen im Vergleich
zu den Kontrollen.

Gen Konstrukt | Protein TAG Glycerol Glucose Glykogen
# ? d ? d ? d ? d ? 07'
ptp99A 1 ¥k | g | FRE | Rk | o | pg | RER | ok | skkk | skok
9 * * k| kskok |k | g o | okk | sk | ksk | skokk
3 n.s. | m.s. | n.s. | n.s. * |ns. | ns. | ns. | ns. | n.s.
sNPF 1 ** lns. | ns. | ns. | *f | ns | ns. | ns. | ns. | ns.
glut1 1 n.s. | n.s. | n.s. | n.s. | n.s. | n.s. | n.s. | n.s. | n.s. | n.s.
2 ns. | ns. | ns | ns. | *¥* | ns. | ns. | ns. | ns. *
rT 1 n.s. | ns. | ns. | ns. | n.s. | ns. | ns. | ns. * n.s.
lrp1 1 n.s. | n.s. | n.s. | n.s. | n.s. * | n.s. | ns. * n.s.
2 n.s. | n.s. * n.s. | n.s. | n.s. | ** | ns. | ** *k
fop2 1 n.s. | n.s. | n.s. | n.s. * ** | ns. | ns. | ns. | ns.
2 n.s. | ns. | ¥** | ns. | ns. | ns. | ns. * *¥* s,
slif 1 s | DS, | ms. | R | Rk | Rk | sekw | koaok | kx| Rk

Das Gen ptp99A wurde unter anderem in einem metabolischen Screen von Ugrankar et al. identi-
fiziert, der Assoziationen mit dem Glucose-Metabolismus vorhersagte 219, In der GWAS wurde
eine signifikante Assoziationen mit Genomvarianten in Protein-codierenden Genen gezeigt. Sowohl
die Mengen an Proteinen, als auch an Glucose und Glykogen sind durch den Gen-Knockdown
signifikant reduziert. Jedoch konnten diese Ergebnisse nur durch zwei von drei Konstrukten
bestétigt werden. Aulerdem wurden auch die Mengen an Triglyceriden und Glycerol signifikant
verdndert. Da die Vitalitidt der Fliegen durch die Kreuzungen reduziert war (Daten nicht gezeigt,
wenig vitale sechs Tage alte Ménnchen), kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, dass die
Verdnderungen des metabolischen Profils durch den Gen-Knockdown induziert sind. Weitere
Untersuchungen sollten an dieser Stelle angeschlossen werden.

Dem Gen slimfast (slif) konnten unter anderem Funktionen im Stoffwechsel der Lipide nachge-
wiesen werden (%Y. In der GWAS wurde eine signifikante Assoziation mit Glykogen unter basalen
Bedingungen ermittelt. Sowohl die Assoziationen im Lipidstoffwechsel, als auch die signifikante
Assoziation mit Glykogen konnte durch den Gen-Knockdown bestétigt werden. Die Mengen an
Glycerol und Glykogen sind in den sechs Tage alten Weibchen und Méannchen signifikant reduziert
(siehe Abbildung 2.11). Zusétzlich zeigte sich eine signifikante Reduktion der Glucosemengen
in beiden Geschlechtern, die mit den verédnderten Glykogenmengen in Zusammenhang gebracht
werden konnen. Bei den sechs Tage alten Mdnnchen waren aulerdem die Menge an Triglyceriden
reduziert. Dieses Verhalten konnte bei den Weibchen jedoch nicht beobachtet werden (siehe
Abbildung 2.11). Die metabolischen Untersuchungen der Gen-Knockdowns durch RNAi konnten
die Ergebnisse aus der genomweiten Assoziationsstudie teilweise bestéatigen (beispielsweise bei

slimfast). Einige der erwarteten Ergebnisse konnten hierbei jedoch nicht festgestellt werden. Dabei
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ist zu beachten, dass die SNPs neben eines Funktionsverlustes (engl. loss-of-function) auch weitere
Effekte - wie neue (engl. gain-of-function) bzw. verstérkte oder gegenteilige Funktionen - auslosen
kénnen. Zur Validierung ist es jedoch notwendig weitere Untersuchungen, zum Beispiel in Form
von funktionellen Charakterisierungen, durchzufithren. Als eine Mdglichkeit bietet sich dabei das

CRISPR/CAS9-System zur gezielten Mutagenisierung (bspw. Entfernung, Ausschaltung) der
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Abbildung 2.11.: Auswirkungen des Gen-Knockdowns durch RNAi auf das Gen slimfast (slif,
schwarz). Dargestellt sind die metabolischen Messungen von Glycerol, Trigly-
ceriden, Glucose und Glykogen von sechs Tage alten Weibchen und Ménnchen.
Die Fliegen des Gen-Knockdowns stammen aus einer Kreuzung mit einer
Actinbc-Gald Linie und wurden mit einer biologisch zugehorigen Kontrolllinie
(grau, siche Materialien 5.6) verglichen. Die Messungen basieren auf zwei
biologisch unabhéngigen Experimenten. Aufgetragen sind die Mittelwerte +
Standardabweichungen. In jedem Experiment wurden Quadruplikate mit je
acht Fliegen pro Probe untersucht. Zur Ermittlung der statistischen Signifi-
kanz wurden ungepaarte, zweiseitige t-Tests durchgefiihrt. Die Asterisken
kennzeichnen das Signifikanzniveau: p < 0.05 *, p < 0.01 ** p < 0.001 ***,

2.4. Das larvale System zur Untersuchung metabolischer

Entscheidungsprozesse

Die Untersuchungen der DGRP Linien haben eine hohe phénotypische Plastizitéit in der Ent-
wicklung und den metabolischen Parametern der Larven und adulten Tiere (Weibchen und
Ménnchen) unter basalen und verianderten Nahrungsbedingungen gezeigt (sieche Abschnitt 2.1
und 2.2). Durch die Korrelationsstudien konnten ersten Einblicke in Kopplungen zwischen meta-

bolischen Parametern von wildtypischen Fliegenlinien gewonnen werden. Diese Studien kénnen
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helfen, die Abhéngigkeiten verschiedener Metabolite zu identifizieren und néher zu verstehen. So
zeigte sich im basalen Experiment zum Beispiel, dass eine starke Kopplung zwischen Glucose
und Glykogen besteht, oder Lactat einen weitaus stdrkeren Einfluss im larvalen als im adulten
Organismus hat (siehe Abschnitt 2.1.3).

Die Allokation von Ressourcen ist ein essentieller Prozess des Lebens, bei dem die vorhande-
nen Nahrstoffe der Umwelt an unterschiedliche Destinationen im Organismus verteilt werden.
Die iibergeordnete Regulation der Ressourcenverteilung und die Priorisierung ist, vor allem in
hoheren Organismen, weitestgehend unbekannt und wenig verstanden 8/, Aufgrund der hohen
Komplexitat multizelluldrer Organismen - gegeben durch diverse Zelltypen, Organe und eine
nahezu unlimitierte Anzahl an moglichen Destination fiir die Ressourcen - ist ein bottom-up
Ansatz zur Untersuchung dieser iibergeordneten Regulation nicht méglich. Ein top-down Ansatz
hingegen sollte fihig sein grundlegende Prinzipien der Ressourcenallokation in multizelluldren
Organismen, wie Drosophila melanogaster, aufzudecken. Vor allem die Entwicklung der Drosophila
Larven bieten sich fiir diese Untersuchungen an. Die Entwicklung und auch die Allokation von
Ressourcen in den Larven ist trotz eines stereotypen Programms sehr flexibel. Beispielsweise
koénnen die Larven unter mangelnden Nahrungsbedingungen ihre Entwicklungszeit verlangern und
die Zusammensetzung der Metabolite variieren, um das Stadium der Metamorphose zu erreichen
(siehe Einleitung Abschnitt 1.2.2). Auflerdem ist die larvale Entwicklung durch eine massive
Groflen- und Gewichtszunahme in Verbindung mit dem Aufbau umfassender Energiespeicher
gepragt, um die Metamorphose durchfithren zu kénnen 37, Zur Gewihrleistung dieses Grofien-
wachstums weisen die Larven eine konstante Nahrungsaufnahme aufl®, wodurch wiederum die
aufgenommenen Metabolite und die benotigte Energie bestimmt werden konnen. Die Allokation
von Ressourcen soll daher im weiteren Verlauf dieser Arbeit am Beispiel der Drosophila Larven

untersucht werden.

2.4.1. Metabolische Charakterisierung der larvalen Entwicklung auf dem Holidic
Diet

Fir die in silico Untersuchungen war es notwendig die Ressourcen aus der Umwelt zu kennen, die
von den Larven aufgenommen werden kénnen. Daher wurde das Holidic Diet (HD), ein chemisch
vollstdndig definiertes Minimalmedium fiir Drosophila MY ausgewéhlt (siehe Methoden Abschnitt
4.2.3), um die Entwicklung, sowie die metabolischen Parameter der Larven auf diesem Futter zu
untersuchen. Als Vergleich wurde die Entwicklung der Larven auch auf komplexen Hefe basierten
Medien, dem Standardfutter (SD) und dem Zucker-reduzierten Futter (LSD), untersucht. Hefe
ist ein wichtiger Faktor bei der Entwicklung und dem Wachstum der Fliegen und wirkt sich auf
viele Bereiche, wie beispielsweise der Fertilitdt oder dem Erreichen des Puppenstadiums, positiv
aus %297 Die DGRP Linien zeigten in den vorigen Versuchen eine hohe phénotypische Plastizitét
in der Entwicklungszeit und den gemessenen metabolischen Parametern (siche Abschnitt 2.1). Um
die Kontribution der einzelnen DGRP Linien zu minimieren und eine Mittlung der Population zu
generieren, wurden die Linien vor dem Versuch gemischt und auf den verschiedenen Futtersorten
fiir 6 h zur Eiablage verteilt (siehe Methoden Abschnitt 4.11). Die Larven wurden im Abstand
von 24 h gesammelt, bis es zur Verpuppung kam. Die Gewichte wurden direkt ermittelt und
die metabolischen Profile im Anschluss bestimmt (siehe Methoden Abschnitt 4.5 und 4.12).
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Alle Versuche zur Etablierung dieses Verfahrens wurden von Christine Illenseer durchgefiihrt

(Bachelorarbeit 2016, Heinrich-Heine-Universitit) 192].
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Abbildung 2.12.: Metabolische Charakterisierung von Larven des DGRP-Mix auf HD, SD und
LSD. (A) Entwicklungszeit des DGRP-Mix auf HD im Vergleich zu SD und
LSD (L3 = wandernde L3 Larven, P = Puppen). (B) Gewichtsmessungen
der Larven auf den unterschiedlichen Futtersorten. (C) Triglycerid- und
(D) Glykogenmessungen der Larven. Aufgetragen sind bei allen Messungen
die Mittelwerte + Standardabweichungen der Triplikate. Alle Messungen
sind auf die Anzahl der Tiere pro Probe normiert (L1: 50 Larven; L2: 25
Larven; L.3: 8 Larven). Die Tiere wurden nicht mehr gesammelt, sobald die

ersten Puppen vorhanden waren (SD und LSD nach 120 h; HD nach 192 h).

Abbildungen B, C und D entnommen und modifiziert aus 192,

Die vollstédndige Entwicklung der Fliegen auf dem HD ist im Vergleich zum LSD und SD
nur um einen Tag verzogert. Das Puppenstadium wurde auf dem HD erst nach acht Tagen
erreicht und verzogerte sich somit um drei Tage (sieche Abbildung 2.12 A). Eine Verzogerung
der Entwicklungszeit auf dem HD (erste Puppen ab 9-10 Tagen) wurde auch in der Publikation
von M. Piper et al. gezeigt 161, Da das HD ein Minimalmedium ist, ist eine Verldngerung des
larvalen Stadiums vermutlich nétig, um die erforderlichen Ressourcen fiir die Metamorphose
aufzubauen. Daten, die diese Hypothese unterstiitzen, konnten in den Gewichtsmessungen und
den metabolischen Tests gesammelt werden. Die Larven benétigten acht Tage auf dem HD um ein
vergleichbares Gewicht zu erreichen (siehe Abbildung 2.12 B). Ein Unterschied zeigte sich in den
Speichermetaboliten. Die Larven zeigten nach acht Tagen einen erhohten Gehalt an Triglyceriden
im Vergleich zu Larven, die sich auf LSD oder SD entwickelt haben (siche Abbildung 2.12 C). Die
Glykogenmengen sind in den Larven vom HD jedoch nach acht Tagen immer noch stark reduziert
und erreichen die Glykogenmengen der Larven vom LSD und SD nicht (siche Abbildung 2.12 D).

Neben dem stereotypen Entwicklungsprozess von Drosophila melanogaster kann es gleichzeitig zu
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Fluktuationen in der Entwicklungszeit oder im Aufbau von energiereichen Speichermetaboliten
in Abhéngigkeit von den externen Bedingungen (Temperatur, Futterqualitdt und -quantitét)
kommen. Diese Plastizitdt zeigte sich auch bei der Entwicklung der Tiere auf dem HD im
Gegensatz zur Entwicklung auf dem SD oder LSD. Trotz der verzogerten Entwicklungszeit und
des verédnderten metabolischen Profils sind die Tiere vital und zeigten eine stabile Lebenserwartung
wie in der Publikation von M. Piper et al.['61 gezeigt werden konnte. Das HD bietet sich somit

fiir weitere in vivo und in silico Untersuchungen an.

2.5. Entwicklung eines metabolischen Modells fiir Drosophila

melanogaster

2.5.1. Rekonstruktion des metabolischen Modells - FlySilico 1.0

Um das Wachstum und die Allokation von Ressourcen in Drosophila melanogaster ndher zu
untersuchen, wurde in Zusammenarbeit mit J. Schonborn82 ein metabolisches Netzwerk re-
konstruiert. Als Grundlage fiir die Modellrekonstruktion wurde das Protokoll von Thiele und
Palsson verwendet 202, Der erste Schritt der Rekonstruktion basierte auf der Erstellung eines
Modellentwurfs mit den Reaktionen und biochemischen Informationen des Organismus. Neben
den Reaktionswegen des zentralen Kohlenhydratstoffwechsels (Glykolyse, Glukoneogenese, Ci-
tratzyklus, usw.) wurden weiterhin Reaktionsmodule zur Verstoffwechselung der Bestandteile
des HDs eingebunden und Reaktionswege von Metaboliten, welche durch die biochemischen
Analysen (siehe Methoden Abschnitt 4.5) ermittelt werden kénnen. Dadurch ist es moglich
im Nachhinein die Simulationen mit den experimentellen Ergebnissen abzugleichen und eine
Modellvalidierung zu ermoglichen (siehe Abschnitt 2.7). Alle Reaktionswege sind in Tabelle 2.8
aufgefithrt und in Abbildung 2.13 dargestellt. Die benétigten Informationen zum Erstellen der
Reaktionen - wie beispielsweise Reversibilitdt oder Metabolite und ihre Ladungen - wurden aus
unterschiedlichen Datenquellen gewonnen (siche Anhang Tabelle B.1). Im zweiten Schritt der
Rekonstruktion wurde das Modell durch organismusspezifische Informationen manuell verfeinert
und fehlende oder unvollsténdige Reaktionen bearbeitet. Wahrend dieses Prozesses wurde den
Reaktionen auferdem ein sogenannter Confidence Score (Vertrauenswert) zugeordnet. Dieser
Wert gibt einen Uberblick iiber die Menge an Informationen, die zu einer Reaktion spezifisch zu
dem gewihlten Organismus vorhanden sind. Er kann Werte zwischen 0 (nicht evaluiert) und 4

(hoher Informationsgehalt in Form von biochemischen Daten) annehmen 202,

Tabelle 2.8.: Metabolische Module des FlySilico 1.0 Netzwerks. Tabelle entnommen aus der
Masterarbeit von J. Schénborn 182,

Metabolisches Modul Anzahl an Reaktionen
Alanin, Aspartat und Glutamat Metabolismus 15

Arginin und Prolin Metabolismus 5

Arginin Biosynthese 13
Citratzyklus

Cystein und Methionin Metabolismus

Fettsédure Biosynthese
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Metabolisches Modul Anzahl an Reaktionen
Folat Biosynthese 3
Glycerolipid Metabolismus 17
Glycerophospholipid Metabolismus

Glycin, Serin und Threonin Metabolismus )
Glykolyse/Glukoneogenese 13
Glyoxylat- und Dicarboxylatzyklus )
Hormonsynthese der Insekten 1
Nikotinsdure und Nikotinamid Metabolismus 2
Stickstoff Metabolismus 1
Oxidative Phosphorylierung 7
Pentosephosphatweg 20
Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan Biosynthese )
Propionat Metabolismus

Purin Metabolismus 11
Pyrimidin Metabolismus 12
Pyruvat Metabolismus 14
Riboflavin Metabolismus 2
Zucker Metabolismus 12
Steroid Biosynthese 1
Synthese und Degradation von Ketonkorpern 3
Transformation von Metaboliten 1
Tyrosin Metabolismus 4
Valin, Leucin und Isoleucin Metabolismus 1
Austauschreaktionen 64
Transportreaktionen (extrazellular — Cytosol) 64
Transportreaktionen (Cytosol — Mitochondrien) 24

Die Rekonstruktion des metabolischen Netzwerks wurde in einer Excel Kalkulationstabelle (MS
Office) durchgefiihrt. In Tabelle B.2 ist eine Ubersicht iiber die enthaltenen Informationen zu
den Reaktionen und Metaboliten des metabolischen Netzwerks gegeben. Die erste Version des
FlySilico Modells (1.0) enthélt 363 Reaktionen und 293 Metabolite und ist in Bezug auf die
Informationen zu diesen biochemischen Reaktionen und deren beteiligten Metabolite vollstdndig
manuell kuratiert (siehe Anhang Tabelle B.3 auf der beigefiigten CD). Es wurde in drei Kom-
partimente (extrazelluldrer (e), zelluldrer (¢) und mitochondrialer (m) Bereich) unterteilt. Bei
der Rekonstruktion wurde darauf geachtet, dass die Reaktionen ausfithrbar sind und nur eine
minimale Anzahl an Dead-end oder blockierten Reaktionen vorhanden sind. Das Modell enthéalt
insgesamt 64 Austauschreaktionen, sieben Dead-end Reaktionen, elf blockierte Reaktionen und
zwei unbalancierte Reaktionen. Nach dem Rekonstruktionsprozess miissen die gesammelten Daten
der Excel Kalkulationstabelle in ein fiir COBRApy kompatibles Format iibertragen werden,
um die stochiometrische Matrix zu erstellen. Dies wurde mithilfe eines angepassten Skriptes

basierend auf dem read _ezcel.py von A. Ebrahim et al.[%3 von J. Schénborn durchgefiihrt 182,
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Abbildung 2.13.: Repréisentation des metabolischen Netzwerks FlySilico 1.0. Die orangen Knotenpunkte stellen die Metabolite dar, die blauen
Kanten reprisentieren die Reaktionen. Die Stoffwechselwege sind in der grafischen Darstellung in verschiedene Module (farblich
gekennzeichnet) unterteilt. Abbildung entnommen und modifiziert aus (182],
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2.5.2. Initiale Studien zur ldentifikation gewebespezifischer Genexpressionsprofile

Die Rekonstruktion des metabolischen Netzwerkes von Drosophila melanogaster enthélt detaillier-
te Informationen iiber diverse Reaktionswege innerhalb von drei Kompartimenten (extrazelluldre
Matrix, Cytosol und Mitochondrien), ist jedoch zum jetzigen Zeitpunkt gewebeunspezifisch und
somit nicht fahig die Funktionen unterschiedlicher Gewebe und deren Interaktionen untereinander
abzubilden. Dies wére jedoch wiinschenswert, da jedes Gewebe aufgrund seiner Zellstruktur unter-
schiedliche Funktionen ausfiihrt und demnach in unterschiedlichen krankheitsrelevanten Prozessen
eine Rolle spielt ®#215) Es kann hierbei angenommen werden, dass die Gewebearten je nach ihrer
Hauptfunktion unterschiedliche metabolische Préferenzen aufweisen und die Ressourcenverteilung
sich demnach ebenfalls unterscheidet. Beispielsweise sind die Nervenzellen des Gehirns auf Zucker
zur Energieproduktion angewiesen, wohingegen die meisten Gewebe auch andere Reaktionswege,
wie zum Beispiel die 8-Oxidation, zur Energiefreisetzung nutzen kénnen. Es stellte sich hierbei
die Frage, ob es moglich ist mit Genexpressionsdaten die Unterschiede zwischen den Geweben
abzubilden. Um diese Frage zu beantworten, wurden die Genexpressionsdaten unterschiedlicher
Gewebe der Drosophila Larven aus offentlichen Ressourcen genutzt, um gewebespezifische Expres-
sionsmuster zu identifizieren. Da die EC (engl. enzyme commission) Nummern der Reaktionen
des Modells bekannt waren, konnten die zugehdrigen Gene von Drosophila melanogaster aus
einer Datei mit den Gennamen, EC Nummern und Gene Ontology (GO) Informationen (erhalten
von Josh Goodman, Flybase Projektmanager, Indiana Universitdt Bloomington) extrahiert wer-
den. Zu den identifizierten Genen konnten die entsprechenden Expressionsdaten (basierend auf
RNA-Seq Daten vom modENCODE Projekt) aus der web-basierten Datenbank DGET (Droso-
phila Gene Expression Tool) 98] exportiert werden (siche Methoden Abschnitt 4.17). Dabei lag das
Hauptaugenmerk auf Geweben, wie dem zentralen Nervensystem, dem Verdauungssystem und
dem Fettkorper, des larvalen Organismus. Diese Gewebe decken physiologisch unterschiedlichen
Funktionen ab, wie beispielsweise dem Aufbau von Speichermetaboliten (Fettkorper) oder dem
Austausch von chemischen Substanzen mit der Umwelt (Verdauungssystem). Dadurch sollte si-
chergestellt sein, dass sich die Genexpressionsprofile voneinander unterscheiden. Von anfénglichen
466 Genen, die mit den 146 EC Nummern aus dem FlySilico Modell assoziiert waren, konnten am
Ende die Expressionswerte von 422 Genen extrahiert werden. Die Expressionsdaten aller Gene
wurden in einer Heatmap dargestellt und durch hierarchische Clusteranalyse gruppiert (siehe
Abbildung 2.14). Es konnten dadurch Gene mit &hnlichen Expressionsmustern identifiziert werden,
die gewebespezifische Funktionen ausfithren. Auffillig waren dabei Genmodule mit besonders
hohen Expressionswerten, die eindeutig einzelnen Geweben zugeordnet werden konnten (siehe
Abbildung 2.14). Es stellt sich hierbei die Frage, welche Gene befinden sich in diesen Modulen
und mit welchen Reaktionswege sind sie assoziiert? In Tabelle B.4 sind alle Gene der Module

und deren zugehorigen Reaktionswege aufgefiihrt.
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Abbildung 2.14.: Heatmap von Expressionsdaten von Genen in larvalen Geweben. Jede Zeile
repréasentiert ein Gen (insgesamt 422 Gene) und jede Spalte ein larvales
Gewebe. Dargestellt sind die Expressionsdaten der Imaginalscheiben, des
zentralen Nervensystems (ZNS), der Speicheldriisen, des Verdauungssystems,
der Fettkorper und der Korperhiille. Alle Expressionsdaten sind durch zeilen-
weise z-Transformation normalisiert (Farbskala) und mittels hierarchischem
Clustering gruppiert.

So konnten beispielsweise im Fettkorper und im Verdauungssystem erhohte Expressionswerte
vor allem in Reaktionswegen des Fettstoffwechsels, wie dem Glycerolipid-/ Glycerophospholipid-
metabolismus und der Biosynthese von Fettsduren, identifiziert werden (siehe Abbildung 2.14
Modul 4 und 6). Auerdem weisen die Fettkorper auch erhohte Expressionswerte von Genen in
Stoffwechselwegen der Kohlenhydrate und Aminosduren auf. Diese Expressionswerte konnten
erklart werden, da tiberschiissige Kohlenhydrate als langfristige Energiespeicher in Fette um-
gewandelt und einige Aminosduren aus Metaboliten der Glykolyse, wie beispielsweise Alanin
oder Leucin aus Pyruvat, synthetisiert werden!'”8). In den Imaginalscheiben weisen die Gene,
die an Reaktionen der oxidativen Phosphorylierung und dem Stoffwechsel von Kohlenhydraten
beteiligt sind, erhohte Expressionswerte im Gegensatz zu den anderen Geweben auf (siehe Ab-
bildung 2.14 Modul 3). Eine mégliche Erklarung konnte hierfiir die hohe Proliferationsrate der
Imaginalscheiben sein ), fiir die zusétzliche Energie benotigt wird. Diese zellulire Energie wird
unter anderem aus der oxidativen Phosphorylierung oder dem Abbau von Zuckern gewonnen.
In der Korperhiille, im zentralen Nervensystem und in den Speicheldriisen waren die Module
mit erhéhten Genexpressionen im Vergleich zu den Modulen der anderen Geweben weitaus
kleiner (Korperhiille: 25 Gene, Speicheldriisen: 8 Gene, ZNS: 18 Gene vs. Fettkorper: 60 Genen;
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siche Abbildung 2.14 Modul 1, 2 und 5). Die Gene dieser Module waren mit verschiedenen
Reaktionswegen des Kohlendyrat- und Fettstoffwechsels oder von Ko-Faktoren assoziiert, die
keine eindeutige Préferenz fiir einen bestimmten Reaktionsweg andeuteten. Dennoch kénnen
mithilfe der Genexpressionsdaten distinkte Genmodule identifiziert werden, die spezifisch fiir
eines der Gewebe sind.

Als eine alternative Visualisierung wurden die Genexpressionsdaten auf das metabolische Mo-
dell iibertragen. Hierbei wurden zunédchst die mittleren Expressionswerte der Gene, die an
der Reaktion beteiligt sind, ermittelt und anschliefend auf die entsprechende Reaktion ab-
gebildet (siche Methoden Abschnitt 4.17). Da das FlySilico 1.0 Modell zur Zeit noch keine
Gen-Protein-Reaktions-Regeln (engl. gene-protein-reaction rules, GPR) enthélt, wurde zunéchst
diese vereinfachte Darstellungsweise angewandt. Die GPRs beschrieben die Zusammenhénge
zwischen Genen, Proteinen und den Reaktionswegen. Die mathematische Darstellung erfolgt
durch boolesche Operatoren (AND oder OR)!*8] und bestimmt, ob Gene einen Reaktionsweg
nur in Verbindung aktivieren oder sich gegenseitig inhibieren und somit einander ausschlieflen.
In Abbildung 2.15 sind Ausschnitte aus dem FlySilico 1.0 Netzwerk (siehe Abbildung 2.13)
dargestellt, die den Glycerolipid- und Glycerophospholipidmetabolismus, die Biosynthese von

Fettsduren und Teile aus Reaktionswegen der Aminosduren abbilden.
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Abbildung 2.15.: Visualisierung der Expressionsdaten von Genen in larvalen Geweben auf das
FlySilico 1.0 Modell. Die mittleren Expressionsdaten der unterschiedlichen
Geweben wurden durch z-Transformation normalisiert und anschlielend auf
das metabolische Modell iibertragen. Die Abbildungen zeigen die Visualisie-
rung der normalisierten Expressionsdaten des zentralen Nervensystems, des
Verdauungssystems, der Speicheldriise und der Fettkorper. Reaktionswege
mit fehlenden Informationen iiber die assoziierten Gene sind in hellgrau
dargestellt.

Die Expressionsprofile im zentralen Nervensystem und in der Speicheldriise unterscheiden sich
von denen des Verdauungssystems und des Fettkorpers deutlich. So zeigen die Speicheldriisen
und das zentrale Nervensystem niedrige bis moderate Expressionsprofile im Glycerolipid-, Glyce-
rophospholipidmetabolismus und in der Biosynthese der Fettsduren. Hohere Genexpressionen
sind im Verdauungssystem und in den Fettkorpern an vielen Reaktionen erkennbar. In den
Fettkorpern beispielsweise wurden hohe Expressionswerte auf dem Reaktionsweg zum Aufbau
von Triglyceriden identifiziert (Reaktionsabkiirzung im Modell: DGA). Diese Reaktion wird durch
das Gen midway (mdy) katalysiert, welches die Umwandlung von Diglyceriden in Triglyceride
bewirkt. Die Abwesenheit des Gens fithrt unter anderem zu reduzierten Lipidspeichern 3. Im
Verdauungssystem sind die Expressionsdaten entgegengesetzter Reaktionswege (Reaktionsab-
kiirzung im Modell: DSNGAH und TGL) erhoht. In diesen Reaktionen wird der Abbau von
Triglyceriden zu Di- und Monoglyceride katalysiert. Das Gen brummer (bmm) codiert fir die
Lipidtropfchen-assoziierte TAG Lipase Brummer und bewirkt den Abbau der Triglyceride 83
Dennoch muss bei dieser Visualisierungsform beachtet werden, dass zur Zeit nur die mittleren

Expressionsdaten der Gene auf die Reaktionen abgebildet sind. Die Gene der enzymatische Reak-
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tionsschritte sind in der Regel jedoch differentiell exprimiert, wie in Abbildung 2.16 dargestellt

wurde.
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Abbildung 2.16.: Visualisierung der Expressionsdaten von Genen gleicher enzymatischer Re-
aktionsschritte. Jede Zeile repréisentiert ein Gen (insgesamt 24 Gene) und
jede Spalte ein larvales Gewebe. Dargestellt sind die Expressionsdaten der
Imaginalscheiben, des zentralen Nervensystems (ZNS), der Speicheldriisen,
des Verdauungssystems, der Fettkorper und der Kérperhiille von Gene aus
Reaktionswegen des Glycerolipid- und Glycerophospholipidmetabolismus.
Alle Expressionsdaten sind durch zeilenweise z-Transformation normali-
siert (Farbskala). Abkiirzungen: DGA = 1,2-Diacylglycerol-Acyltransferase;
DGK = Diacylglycerol Kinase; PAP = Phosphatidat-Phosphatase; CCT =
Cholinphosphat-Cytidylyltransferase; PLA2 = Phospholipase A2.

Diese initialen Studien zeigen jedoch, dass gewebespezifische Expressionsprofile mithilfe von unter-
schiedlichen Darstellungsformen identifiziert werden konnten, was zu einer klaren Unterscheidung
der Gewebe fiihrt.

2.6. Etablierung des metabolischen Modells mithilfe experimenteller
Daten

Das Ziel dieser Arbeit war die Allokation von Ressourcen in Drosophila melanogaster zu unter-
suchen. Um das Modell und somit die Ressourcenallokation moglichst prazise an den larvalen
Organismus anzupassen, wurden zu diesem Zweck die Modellparameter durch das Einbinden von

experimentellen Daten etabliert. Dafiir wurden wildtypische Fliegen auf das HD zur Eiablage
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transferiert (siehe Methoden Abschnitt 4.4.2). Die vollstandige larvale Entwicklung bis zum
Erreichen des Puppenstadiums betriagt auf dem HD rund 190 h (siehe Abschnitt 2.4.1). Um das
Wachstum und die metabolischen Parameter der Larven iiber die Zeit zu bestimmen, wurden
an drei verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung (96 h, 132 h und 168 h nach Eiablage)
Larven gesammelt. Von den Larven wurden die Wachstumsparameter Grofie und Gewicht, sowie

verschiedene metabolische Parameter aufgenommen.

2.6.1. Wachstumsparameter wildtypischer Larven auf Holidic Diet

Das Wachstum der Larven wurde mithilfe von Gréflen- und Gewichtsmessungen verfolgt. Das
Gewicht und die Trockenmasse der Larven nehmen iiber die Zeit anndhernd linear zu (siehe
Abbildung 2.17 A und B). Auf dem HD kommt es im Zeitraum von 96 h zu 168 h zu einer
Gewichtszunahme um das Sechsfache. Der Wasseranteil in den Larven bleibt {iber den Entwick-
lungszeitraum mit 84 % bis 88 % weitestgehend konstant (siehe Abbildung 2.17 C). Durch die
Messung des Trockengewichts konnte die experimentelle Wachstumsrate bestimmt werden (siehe
Methoden Abschnitt 4.19). Sie betrug pg.p. = 0, 0882 %
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Abbildung 2.17.: Gewichtsmessungen von Larven an drei unterschiedliche Zeitpunkten (96 h,
132 h, 168 h nach Eiablage) auf HD. Gezeigt sind die Messungen des Gesamt-
gewichts (A), der Trockenmasse (B) und die Bestimmung des Wassergehalts
in % (C) der Larven. Aufgetragen sind die Mittelwerte + Standardfehler
der Quadruplikate von drei biologisch unabhéngigen Experimenten. Die
Messungen wurden auf die Anzahl der Larven pro Probe normiert (96 h: 100
Larven, 132 h und 168 h: 40 Larven).
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Neben den Gewichtsmessungen wurden auch die Groflenparameter Léange, Breite und Fléche der
Larven aufgenommen. Auch in diesen drei Eigenschaften war das Wachstum {iber den Zeitraum
von 72 h zu beobachten (siche Abbildung 2.18).
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Abbildung 2.18.: Groenmessungen von Larven zu drei unterschiedliche Zeitpunkten (96 h,
132 h, 168 h nach Eiablage) auf HD. (A) Mikroskopische Aufnahmen der
Larven zur Visualisierung des Groflenwachstums. (B) Gemessen wurde die
Fléche, die Liange und die Breite der Tiere. Aufgetragen sind die Mittelwer-
te £ Standardfehler von drei biologisch unabhéngigen Experimenten. Die
Messungen wurden auf die Anzahl der Larven pro Zeitpunkt normiert (bei
allen Zeitpunkten 20 bis 30 Larven).

Fiir die Berechnung der Wachstumsrate war es notwendig, die Aufnahmeraten der einzelnen
HD Bestandteile einer Larve iiber die Zeit zu kennen. Fiir diesen Schritt mussten zwei Fragen
beantwortet werden: (i) Welche Néhrstoffe stehen den Larven zur Verfiigung und (ii) wie viel kann
von dem larvalen Organismus aufgenommen werden? Durch das HD war klar definiert, welche
Bestandteile die Larven aufnehmen kénnen. Da diese Studie mit Larven durchgefiithrt wurde, war
es jedoch schwer die Futtermenge zu bestimmen, die von ihnen tatsédchlich aufgenommen wird.
Dies lag daran, dass die meisten, bekannten Methoden zur Bestimmung der aufgenommenen
Futtermengen nur fiir Fliegen getestet wurden und nicht eins zu eins auf die Larven adaptiert
werden kénnen. Aus diesem Grund wurde die zweite Frage mit einem theoretischen Ansatz
beantwortet. Dafiir wurde berechnet, wie viel Kapazitdt der Mundraum der Larve hat und wie
oft die Larve Futter in einer Stunde aufnimmt. Zur Berechnung des maximalen Mundvolumens
der Larven wurden die mittlere Breite der Larven von Zeitpunkt 96 h bis 168 h (siche Abbildung
2.18 B, rechts) verwendet. Der Mundraum der Larven wurde als annidhernd zylindrisch betrachtet
und der Radius zur Berechnung aus der mittleren Breite ermittelt (siehe Methoden Abschnitt
4.18.2). Aulerdem wurde der Futterkontakt pro Minute einer Publikation von M. Fellowes et al.
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entnommen: er betréigt bei Larven im Alter von 42 h bis 72 h ca. 110 Kontakte/min [,

Allerdings fiihrte die Annahme, dass der Mundraum der Larven mit jedem Futterkontakt
vollsténdig gefiillt wird, zu einer Uberschitzung der berechneten Aufnahmeraten. Des Weiteren
ist nicht klar, mit welcher Rate die einzelnen Futterbestandteile durch die Darmbarriere in den
Organismus transportiert werden kénnen. Daher wurde ein Korrekturfaktor zur Limitierung
der Aufnahmeraten eingefiithrt, um physiologisch sinnvolle Nahrungsaufnahmen zu simulieren.
Die Berechnung des Korrekturfaktors erfolgt durch J. Schonborn und wurde in einem iterativen
Prozess aus Simulation der Wachstumsrate im Vergleich zu der errechneten experimentellen
Wachstumsrate (pgzp, = 0,0882 1) bestimmt (siehe Methoden Abschnitt 4.18.2) 182 Durch den
Korrekturfaktor y = 0,122 konnte eine in silico Wachstumsrate von pg;y,. = 0,088 % simuliert

werden.

2.6.2. Metabolische Messungen zur Formulierung einer biologischen Zielfunktion

Zur Untersuchung der Ressourcenallokation lag der Fokus dieser Studie auf dem Wachstum
der Drosophila Larven, welches sie im Laufe der Entwicklung als klares Ziel verfolgen, um
die Verpuppung zu erreichen. Zur Vorhersage des Wachstums war es essentiell eine biologi-
sche Zielfunktion zur Produktion der Biomasse (= Biomasse-Zielfunktion) zu definieren, da
die Wachstumsrate die Zunahme an Biomasse pro Zeiteinheit beschreibt !5°!, Die Biomasse
setzt sich dabei aus verschiedenen Komponenten zusammen, wobei Kohlenhydrate, Fette und
Proteine den Grofteil ausmachen. Die Komponenten der Zielfunktion fir Drosophila wurden
auf Grundlage der Biomasse-Zielfunktion des metabolischen Netzwerks iMM904 der Hefe [138]
identifiziert und mithilfe von metabolischen Messungen, in Form von absoluten Quantifizierungen
und Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS), bestimmt (siehe Methoden Abschnitt
4.5 und 4.14).

Bestimmung freier Metabolite durch GC-MS

Durch die GC-MS Messungen konnten 33 Metabolite, wie beispielsweise proteinogene Aminoséu-
ren und Metabolite des zentralen Kohlenhydratstoffwechsels, quantifiziert werden. Die GC-MS
Messungen wurden von Tabea Mettler-Altmann (Institut fiir Biochemie der Pflanzen, Heinrich-
Heine-Universitét, Diisseldorf) durchgefiihrt. Eine Liste mit den analysierten Metaboliten und
deren Anwesenheit im FlySilico 1.0 Modell ist in Tabelle 2.9 dargestellt.

Tabelle 2.9.: Metabolite der GC-MS Messung und Informationen iiber die Anwesenheit und
Lokalisation im FlySilico 1.0 Modell.

Metabolit Abk. im Modell | metabolisches Modul

Lactat lac-L Pyruvat Metabolismus

Succinylsédure asuccin Alanin, Aspartat und Glutamat Metabolismus
Fumarséure fum Alanin, Aspartat und Glutamat Metabolismus,

Arginin Biosynthese, Tyrosin Metabolismus,
Citratzyklus
(B-Alanin nicht im Modell | -

45



KAPITEL 2. ERGEBNISSE

Metabolit

Abk. im Modell

metabolisches Modul

Apfelsiure

nicht im Modell

2-Hydroxyglutarsaure

nicht im Modell

a-Ketoglutarsaure

akg

Alanin, Aspartat und Glutamat Metabolismus,
Arginin und Prolin Metabolismus,

Arginin Biosynthese, Citratzyklus,
Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan

Biosynthese

Ornithin L-orn Arginin und Prolin Metabolismus,
Arginin Biosynthese,

Citronensaure cit Citratzyklus

Fructose fru Zucker Metabolismus

Mannose nicht im Modell | -

Glucose gle-D Glykolyse/Glukoneogenese, Zucker
Metabolismus, Pentosephosphatweg

Mannitol nicht im Modell | -

Sorbitol nicht im Modell | -

D-Gluconsaure

glc

Pentosephosphatweg

Lactose nicht im Modell | -
a-Alanin ala Alanin, Aspartat und Glutamat Metabolismus,
Arginin Biosynthese,
Glycin, Serin und Threonin Metabolismus
Valin val nur in Transport- und Austauschreaktionen
Leucin leu nur in Transport- und Austauschreaktionen
Isoleucin ile nur in Transport- und Austauschreaktionen
Prolin pro nur in Transport- und Austauschreaktionen
Glycin gly Alanin, Aspartat und Glutamat Metabolismus,
Glycin, Serin und Threonin Metabolismus
Serin ser Cystein und Methionin Metabolismus,
Glycin, Serin und Threonin Metabolismus
Threonin thr Glycin, Serin und Threonin Metabolismus
Methionin met Cystein und Methionin Metabolismus
Asparaginsidure asp Alanin, Aspartat und Glutamat Metabolismus,
Arginin Biosynthese
Cystein cys Cystein und Methionin Metabolismus
Glutaminsdure nicht im Modell | -
Phenylalanin phe Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan
Biosynthese
Asparagin asn Alanin, Aspartat und Glutamat Metabolismus
Tyrosin tyr Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan
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Metabolit Abk. im Modell | metabolisches Modul

Biosynthese
Lysin lys nur in Transport- und Austauschreaktionen
Tryptophan trp nur in Transport- und Austauschreaktionen

Die Quantifizierung der Metabolite erfolgte durch die Erstellung von Standardreihen (siehe
Methoden Abschnitt 4.14). Alle Metabolite zeigen in den GC-MS Analysen einen Anstieg der
Menge von 96 h zu 168 h (siche Abbildung 2.19 A). Auch die Mengen an freien Aminosiduren
stiegen innerhalb der 72 h kontinuierlich an (siehe Abbildung 2.19 B). Dabei zeigte sich, dass
einige Metabolite abundanter sind als andere. Beispielsweise findet sich in den Larven eine hohe
Menge an Lactat (wie auch in Abschnitt 2.1.2) im Gegensatz zu anderen Metaboliten wie Laktose,

Fumarsdure oder Fructose. Dies spiegelt sich auch in den Mengen der Aminosduren wider.
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Abbildung 2.19.: Metabolische Messung freier Metabolite von Larven auf HD via GC-MS.
Gezeigt sind die absoluten Quantifizierungen von (A) verschiedenen Metabo-
liten, wie Glucose und Lactat und (B) von den proteinogenen Aminosduren
an drei unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung der Drosophila Lar-
ven (96 h, 132 h, 168 h nach Eiablage). Aufgetragen sind die Mittelwerte
+ Standardfehler der Quadruplikate. Die Messwerte sind normiert auf die
Anzahl der Larven pro Probe (96 h: 25 Larven, 132 h und 168 h: 8 Larven)
und sortiert nach aufsteigenden Werten des Zeitpunkts 168 h. Die Messungen
wurden von Tabea Mettler-Altmann (Institut fiir Biochemie der Pflanzen,
Heinrich-Heine-Universitét, Diisseldorf) durchgefiihrt.
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Absolute Quantifizierungen

Da bei den GC-MS Messungen nur freie Metabolite gemessen wurden, sollten mit den zusétzlichen
biochemischen Messungen unter anderem auch gebundene Metabolite und der Gesamtprotein-
gehalt bestimmt werden. Bei den absoluten Quantifizierungen wurden Triglyceride, Glycerol,
Glucose, Glykogen und Lactat bestimmt. In nahezu allen Messungen ist ein Anstieg der Metabo-
lite iber die Zeit von 96 h zu 168 h nach Eiablage zu erkennen (siehe Abbildung 2.20). Einzige
Ausnahme bildet das Metabolit Lactat. Hier stagniert die Menge und erreicht ein Plateau ab
einem Zeitpunkt von 132 h nach Eiablage (siche Abbildung 2.20, oben rechts).
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Abbildung 2.20.: Metabolische Messungen von Larven auf HD. Gezeigt sind die absoluten
Quantifizierungen von Triglyceriden, Glykogen, Lactat, freiem Glycerol, freier
Glucose und Proteinen zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung
der Drosophila Larven (96 h, 132 h, 168 h nach Eiablage). Aufgetragen sind
die Mittelwerte + Standardfehler der Quadruplikate von drei biologisch
unabhédngigen Experimenten. Die Messungen wurden auf die Anzahl der
Larven pro Probe normiert (96 h: 25 Larven, 132 h und 168 h: 8 Larven).
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Entwicklung der Biomasse-Zielfunktion

Zur Entwicklung der Zielfunktion sollte zunéchst untersucht werden, ob die metabolischen
Messungen und die GC-MS Messungen fihig sind, die Zusammensetzung der Biomasse weitest-
gehend zu erkldren. Dafiir wurden das Trockengewicht und der Wassergehalt in Prozent auf
das Gesamtgewicht bezogen und anschlieffend ermittelt wie viel Prozent des Trockengewichts
durch die metabolischen Messungen und die GC-MS Messungen erklért werden kénnen. In allen
Zeitpunkten konnte ein Grofiteil der Biomasse erklart werden (96 h: 81,0 %, 132 h: 95,6 %, 168 h:
60,3 %), wobei der Hauptteil durch Triglyceride und Proteine bestimmt wird (siehe Abbildung
2.21). Die hier durchgefiihrten Messungen kénnen somit im weiteren Verlauf fiir die Modellierung

der Biomasse in Drosophila genutzt werden.

A B
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mGlykogen

O Triglyceride

mProtein
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Trockengewicht mWassergehalt

96 h 132h 168 h

Abbildung 2.21.: Darstellung der prozentualen Anteile von Wassergehalt, Trockengewicht
und Metabolitmengen am Gesamtgewicht der Larven. Aufgetragen sind die
Prozente der Mittelwerte der metabolischen Messungen aus drei biologisch
unabhéngigen Experimenten und den GC-MS Messungen. (A) Das Gesamt-
gewicht ist bestimmt durch das Trockengewicht und den Wassergehalt der
Larven. (B) Das Trockengewicht der Larven kann durch die metabolischen
Messungen und die GC-MS Messungen im Mittel zu rund 79 % erklart
werden (96 h: 81 %; 132 h: 95,6 %; 168 h: 60,3 %).

Die Koeffizienten der Biomasse-Zielfunktion wurden anhand der Messungen der freien und ge-
bundenen Metabolite der Larven bestimmt (siche Methoden Abschnitt 4.18.1). Zusétzlich zu den
experimentell bestimmten Komponenten dieser Arbeit wurden auflerdem Messungen des larvalen
Cholesterolgehalts (von Michael Werthebach, unverdffentlichte Daten; Institut Mathematische
Modellierung biologischer Systeme, AG Systembiologie des Fettstoffwechsels, Heinrich-Heine-
Universitdat Diisseldorf) mit in die Berechnungen der Zielfunktion aufgenommen. Da Drosophila
melanogaster ein Cholesterol-auxotropher Organismus ist 17, war die Aufnahme von Cholesterol
in die Biomasse-Zielfunktion essentiell. Zudem wurde der Energieverbrauch durch wachstumsab-
héngige Prozesse (engl. growth associated maintenance requierements, GAM), wie beispielsweise
die Polymerisation von Aminosiuren zu Proteinen oder die Synthese von Nukleinsiuren!™, in
die Biomasse-Zielfunktion aufgenommen. Da die experimentelle Bestimmung der GAM in den

Drosophila Larven aufgrund ihrer Komplexitdt noch nicht méglich war, wurden als Ndherung
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die Werte der GAM aus dem metabolischen Modell iMM904 des Eukaryoten Saccharomyces
cerevisiae'8) entnommen. Die Methode zur Umwandlung der metabolischen Daten in Biomasse-
koeffizienten wurde von J. Schénborn entwickelt 182, Die endgiiltige Zielfunktion von FlySilico

1.0 zur Ermittlung der Biomasse ist:

0,22812057 ala + 0,07253130 arg + 0,08889074 asn + 0,0952444 asp + 59, 276 atp
+0,01249848 clr + 0,05497961 cys + 0,03341084 glc — D + 0,08582346 gln — L
+ 0,12450671 glu — L + 0,20685442 gly + 0,02221020 glycerol

+ 0,24597306 _glycogen + 59,276 h2o0 + 0,03930321 his + 0,08637180 ile
+0,06077100 lac — L + 0,15631814 leu + 0,10210655 lys + 0,03615874 met
+0,04767442 phe 4 0,14173310 pro + 0,20435090 ser + 0,27972171 tag

+ 0,14520307 thr + 0,01216300 trp + 0,09935594 tyr + 0,12118853 val

— 59,276 adp + 58.7 h + 59. 305 pi

(2.1)

Wobei die Koeffizienten aus folgenden Quellen ermittelt wurden: (i) biochemische Messungen
und GC-MS (_), (ii) nur biochemische Messungen (__) oder (iii) adaptiert aus dem iMM904 Hefe
Netzwerk [138) (__, entspricht der GAM). Die Abkiirzungen in der Zielfunktion entsprechen den
hier aufgefiihrten Komponenten: ala = Alanin, arg = Arginin, asn = Asparagin, asp = Asparag-
insdure, atp = ATP, clr = Cholesterol, cys = Cystein, gle-D = D-Glucose, gln-L = L-Glutamin,
glu-L, = L-Glutaminséure, gly = Glycin, glycerol = Glycerol, glycogen = Glykogen, h20 = Wasser,
his = Histidin, ile = Isoleucin, lac-I. = L-Lactat, leu = Leucin, lys = Lysin, met = Methionin,
phe = Phenylalanin, pro = Prolin, ser = Serin, tag = Triglycerid, thr = Threonin, trp = Trypto-
phan, tyr = Tyrosin, val = Valin, adp = ADP, h = Wasserstoff, pi = Hydrogenphosphat.

2.7. Validierung des metabolischen Netzwerks

Nach der Etablierung des metabolischen Netzwerks ist die Verifizierung und Validierung ein
essentieller Teil zur Uberpriifung der Verlésslichkeit des Systems und erster Simulationen. Die
Verifizierung des FlySilico 1.0 Modells erfolgte durch Robustheitsanalysen von J. Schénborn 182,
bei denen zunéchst die Eingangsparameter variiert wurden. Beispielsweise konnte gezeigt werden,
dass ohne die Aufnahme von Cholesterol keine Biomasse produziert werden kann und kein Wachs-
tum erfolgt (sieche Anhang Abbildung B.1 A). Dieses Ergebnis wurde durch die Aufnahme von
Cholesterol in die Biomasse-Zielfunktion erzeugt und simuliert somit die Cholesterol-Auxotrophie
von Drosophila melanogaster 3™, Weiterhin wurde gezeigt, dass die essentielle Aminosiure
Threonin, im Gegensatz zu einer nicht-essentiellen Aminosiure (Asparaginsidure), einen Einfluss
auf die Wachstumsrate hat (siche Anhang Abbildung B.2). Als néchster Schritt sollten die

Simulationsergebnisse mithilfe von experimentellen Daten validiert werden.

2.7.1. Simulationen unter veranderten Eingangsparametern

Um die Vorhersagekraft des Modells zu testen, wurden die Eingangsparameter variiert und

die Wachstumsraten unter den verdnderten Bedingungen ermittelt. Da sowohl die essentiellen

o1



KAPITEL 2. ERGEBNISSE

Aminosauren, als auch Kohlenhydrate in Form von Zuckern (hier Saccharose) einen Einfluss
auf das Wachstum und die Entwicklung von Drosophila haben 133143162 wurden diese beiden
Komponenten variiert und im HD entweder Saccharose oder die essentiellen Aminosduren
verdoppelt. Die Ergebnisse der Simulationen wurden in Abhéngigkeit der Sauerstoffaufnahmerate
betrachtet und mit den Ergebnissen unter normalen Holidic Diet Bedingungen verglichen. Die
Verdopplung der Aufnahmerate von Saacharose zeigte keinen Effekt auf die Wachstumsrate (siehe
Abbildung 2.22 A). Die Verdopplung der essentiellen Aminosiuren hingegen fiihrt zu einem
Anstieg der Wachstumsrate um 41,22 % (ugp = 0,088 %, wHD+2:5AA = 0,1497 %) bei Erreichen
des Plateaus ab einer Sauerstoffaufnahmerate von 0.889 % (sieche Abbildung 2.22 B).
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Abbildung 2.22.: Robustheitsanalyse unter verdnderten Sauerstoffaufnahmeraten. (A) Simula-
tion des normalen Holidic Diets (HD, griin) und einem HD mit doppelter
Menge an Saccharose (HD + 2x Saccharose, blau). (B) Simulation des nor-
malen Holidic Diets (HD, griin) und einem HD mit doppelter Menge an
essentiellen Aminosduren (HD + 2x EAA, rot). Grafiken entnommen und
modifiziert aus!82,
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2.7.2. Experimentelle Validierung mittels larvaler Wachstumsparameter

Die Simulationen aus der Robustheitsanalyse haben gezeigt, dass verdnderte Aufnahmeraten
unterschiedliche Auswirkungen auf die Wachstumsrate haben. So zeigte die Verdopplung von
Saccharose keinen Effekt auf die Wachstumsrate, wohingegen die Verdopplung der Aufnahmeraten
an essentiellen Aminosduren zu einer erhohten Wachstumsrate fiihrte (sieche Abbildung 2.22 A
und B). Um die Simulationsergebnisse zu validieren, wurde der experimentelle Versuchsaufbau
an den theoretischen Aufbau angepasst. Dafir entwickelten sich die Drosophila Larven auf
normalem HD sowie auf HD mit entweder doppelter Menge an Saccharose oder doppelter Menge
an essentiellen Aminoséuren. Die Larven wurden an drei unterschiedlichen Zeitpunkten (96 h,
132 h, 168 h nach Eiablage) gesammelt und die Wachstumsparameter Gewicht (Gesamt- und
Trockengewicht) und Gréfle (Fléche, Léange und Breite) bestimmt. Sowohl das Gesamtgewicht als
auch das Trockengewicht der Larven zeigten auf dem HD mit doppelter Menge an essentiellen
Aminoséuren eine signifikante Erh6hung an allen drei Zeitpunkten (siehe Abbildung 2.23 A und B).
In den Groflenparametern Fliche, Léange und Breite der Larven konnte im letzten Zeitpunkt (168 h
nach Eiablage) eine signifikante Erhchung auf dem HD mit doppelten essentiellen Aminoséuren
im Gegensatz zum normalen HD ermittelt werden (siehe Abbildung 2.23 C). Die Larven, die sich
auf dem HD mit doppelter Menge an Saccharose entwickelten, zeigten keinen Unterschied im
Gewicht zu den Larven vom normalen HD (siehe Abbildung 2.23 A und B). Es zeigte sich, dass
diese Ergebnisse konsistent zu den Simulationen des FlySilico 1.0 Modells sind, was ein hohes
pradiktives Potential dieses Modells bestétigt.
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Abbildung 2.23.: Larvale Wachstumsparameter unter verdanderten Nahrungsbedingungen zur
Validierung des Modells. Die Drosophila Larven entwickelten sich entweder
auf normalem Holidic Diet (HD, schwarz), auf HD mit doppeltem Saccharo-
segehalt (HD + 2x Saccharose, blau) oder auf HD mit doppelter Menge an
essentiellen Aminosiuren (HD + 2x EAA, rot). Die Wachstumsparameter
Gewicht und Grofle wurden von Larven unterschiedlicher Zeitpunkte (96 h,
132 h, 168 h nach Eiablage) aufgenommen. (A) Gesamtgewicht, (B) Tro-
ckengewicht und (C) Darstellung unterschiedlicher Gréfenparameter (Flache,
Lénge und Breite) der Larven. Die Messungen basieren auf drei biologisch
unabhéngigen Experimenten. Dargestellt sind die Mittelwerte £ Standard-
fehler. Jedes Experiment bestand aus Quadruplikaten mit 100 (96 h) oder
40 Larven (132 h, 168 h) pro Probe bei den Gewichtsmessungen und 20 bis
30 Larven pro Zeitpunkt bei den Gréflenbestimmungen. Fiir den Test auf
statistische Signifikanz wurde eine ANOVA-Analyse mit einem Bonferroni
korrigierten Post-hoc-Test zu jedem Zeitpunkt zwischen den Messungen
der unterschiedlichen Nahrungsbedingungen angewandt, wobei p < 0.05 *,
p < 0.01 ** und p < 0.001 ***,

2.8. Initiale in silico und in vivo Untersuchungen der

Ressourcenallokation in Drosophila

Im Folgenden wurde getestet, ob das FlySilico 1.0 Modell fahig ist Differenzen in den Vertei-
lungen der Ressourcen durch Verdnderungen des Holidic Diets wiederzugeben. Dafiir wurden

die Eingangsparameter verdndert und die Aufnahmeraten erneut an die verschiedenen Futter-
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kompositionen (HD, HD + 2x Saccharose und HD + 2x EAA) angepasst. AnschlieBend wurde
das Modell im Hinblick auf eine maximale Biomasse gelost und die Verteilungen der Flussraten
betrachtet (durchgefithrt von J. Schonborn'¥2). Es wurden im nichsten Schritt die Verhalt-
nisse der Flussdifferenzen zwischen dem (i) HD und HD + 2x Saccharose und dem (ii) HD
und HD + 2x EAA gebildet, um Reaktionen zu identifizieren, die sich durch die variierenden
Eingangsparameter unterscheiden. Die metabolischen Reaktionen wurden in funktionelle Grup-
pen (hier: zentraler Kohlenhydratstoffwechsel, Stoffwechsel der Zucker und Lipidstoffwechsel)
unterteilt und die Differenzen ausgewéhlter Reaktionen mit einem Schwellenwert einer mindestens
0,5-fachen Verdnderung zum HD in einer Grafik abgebildet (siche Abbildung 2.24).

Die Simulationen ergaben, dass es im zentralen Kohlenhydratstoffwechsel diverse Reaktionen
gibt, die durch die unterschiedlichen Eingangsparameter veranderte Flussraten aufweisen. Zwi-
schen den Futterkompositionen sind jedoch wenige Unterschiede erkennbar. Einzig bei den
erhohten Flussraten zeigte sich, dass die Flussraten des HDs mit 2x Saccharose immer hoher
sind, als die Flussraten des HDs mit 2x EAA. Ein weiterer Unterschied ldsst sich bei der a-
Ketoglutarat-Dehydrogenase (AKGDm) erkennen. Sie reagiert mit einer erhthten Flussrate auf
dem HD + 2x EAA im Gegensatz zum HD mit 2x Saccharose, bei dem sich eine Reduktion
der Flussrate von AKGDm zeigte (siche Abbildung 2.24 A). Die a-Ketoglutarat-Dehydrogenase
katalysiert die Umsetzung von a-Ketoglutarat mit Coenzym A zu Succinyl-CoA im Citratzyklus
und hat dadurch einen indirekten regulatorischen Effekt auf die oxidative Phosphorylierung und
die Produktion von ATP 205, Weiterhin ist eine leicht erhohte Flussrate der Lactatdehydrogenase
zu erkennen (siehe Abbildung 2.24 A), was auf erhohte Lactatmengen hindeuten kénnte. Im
Lipidstoffwechsel fithrte die doppelte Menge an essentiellen Aminoséduren zu einer Erhéhung
der Flussraten in der Acylglycerol O-Acyltransferase (AGAT) und in der Acylglycerol-Kinase
(MGK), was auf eine erhohte Lipidspeicherung hindeutet. Die Flussraten des Lipidstoffwechsels
bleiben bei Aufnahme der doppelten Menge an Saccharose nahezu unveréndert (siehe Abbildung
2.24 B). Auf den Stoffwechsel des Zuckers hat, wie zu erwarten, vor allem die Simulation mit

doppeltem Saccharosegehalt einen stérkeren Einfluss (siche Abbildung 2.24 C).
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Abbildung 2.24.: Simulationen zur Allokation von Ressourcen. (A) Reaktionen des zentralen
Kohlenhydratstoffwechsels (Citratzyklus, Glykolyse, Pyruvat- und Pentose-
phosphatweg), (B) Reaktionen des Lipidstoffwechsels und (C) Reaktionen
aus Stoffwechselwegen des Zuckers. Die dargestellten Flussraten zeigen das
X-fache der Flussraten von HD + 2x Saccharose (blau) sowie HD + 2x EAA
(rot) bezogen auf das HD. Grafik entnommen und modifiziert aus'¥2. Die
Abkiirzungen in den Grafiken entsprechen den aufgefithrten Reaktionen in
Tabelle 2.10.

Tabelle 2.10.: Reaktionswege und deren Abkiirzungen. Die Tabelle zeigt Reaktionen, deren
Flussraten beim HD + 2x Saccharose bzw. HD + 2x EAA im Vergleich zum HD
verandert sind.

Abkiirzung ‘ Name metabolisches Modul

(A) Zentraler Kohlenhydratstoffwechsel:

ACONTa Aconitat-Hydratase A Citratzyklus

ACONTD Aconitat-Hydratase B Citratzyklus

AKGDm a-Ketoglutarat-Dehydrogenase Citratzyklus

ATPS4r ATP-Synthase Oxidative Phosphorylierung
CS Citrat-Synthase Citratzyklus

DPNH NADH:Coenzym-Q-Oxidoreduktase Oxidative Phosphorylierung
ENO Enolase Glykolyse/Glukoneogenese
FBA Fructose-1,6-bisphosphat-Aldolase Glykolyse/Glukoneogenese
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Abkiirzung | Name metabolisches Modul
FOC3CO Cytochrom-c-Oxidase Oxidative Phosphorylierung
FUM Fumarase Citratzyklus

G6PDH2r Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase Pentosephosphatweg

GAPD Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase | Glykolyse/Glukoneogenese
HEX1 Hexokinase Glykolyse/Glukoneogenese
ICDHyr Isocitrat-Dehydrogenase Citratzyklus

LDH_L Lactatdehydrogenase Pyruvat Metabolismus
MDH Malatdehydrogenase Citratzyklus

NTAK Nukleosidtriphosphate—Adenylat-Kinase Oxidative Phosphorylierung
PDH Pyruvatdehydrogenase Glykolyse/Glukoneogenese
PFK Phosphofructokinase Glykolyse/Glukoneogenese
PGI Glucose-6-phosphat-Isomerase Glykolyse/Glukoneogenese
PGK Phosphoglyceratkinase Glykolyse/Glukoneogenese
PGL 6-Phosphogluconolactonase Pentosephosphatweg

PGM Phosphoglyceratmutase Glykolyse/Glukoneogenese
PhnN Ribose-1,5-bisphosphase-Phosphokinase Pentosephosphatweg

PPM Phosphopentomutase Pentosephosphatweg

PPPH Diphosphat-Phosphohydrolase Oxidative Phosphorylierung
PRPPS Ribosephosphat-Diphosphokinase Pentosephosphatweg

PYK Pyruvatkinase Glykolyse/Glukoneogenese
R1Pk Ribose-1-Phosphokinase Pentosephosphatweg

RPI Ribose-5-phosphat-Isomerase Pentosephosphatweg
SUCD1m Succinat-Dehydrogenase Citratzyklus

SUCOASIm | Succinyl-CoA-Synthetase Citratzyklus

TPI Triosephosphatisomerase Glykolyse/Glukoneogenese
UFCOR Coenzym Q:Cytochrom-c-Oxidoreduktase Oxidative Phosphorylierung

(B) Lipidstoffwechsel:

ACS3
AGAT
AHD
ALR1
DGA
FASN
GK
GPPA
MGK

Acyl-CoA-Synthetase
Acylglycerol-O-Acyltransferase
Aldehyd-Dehydrogenase
Alkoholdehydrogenase
Diacylglycerol-O-Acyltransferase
Fettsdure-Synthase

Glycerinkinase
Glycerol-3-phosphat-O-Acyltransferase
Acylglycerol-Kinase

Fettsdure Biosynthese

Glycerolipid Metabolismus
Glycerolipid Metabolismus
Glycerolipid Metabolismus
Glycerolipid Metabolismus
Fettsdure Biosynthese

Glycerolipid Metabolismus
Glycerolipid Metabolismus
Glycerolipid Metabolismus

(C) Stoffwech
AF6P

AGA
AMYTRA

selwege des Zuckers:

D-Fructose-6-Phosphat-1-Phosphotransferase

a-Glucosidase
1,4-a-D-Glucan:1,4-a-D-Glucan

6-a-D-(1,4-a-D-Glucano)-transferase
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Abkiirzung | Name metabolisches Modul
PGMT a-Phosphoglucomutase Zucker Metabolismus
SGH Sucrose-a-Glucosidase Zucker Metabolismus

UDPGTRA | UDP-Glucose-Glykogen-Glucosyltransferase | Zucker Metabolismus

Um die Vorhersagen der Simulationen zu iberpriifen, wurden absolute Quantifizierungen me-
tabolischer Parameter von Drosophila Larven auf den unterschiedlichen Futterkompositionen
durchgefiihrt (siehe Methoden Abschnitt 4.4.2). Dabei wurden Triglyceride, Glycerol, Glucose,
Glykogen, Lactat und Proteine untersucht (sieche Abbildung 2.25). Die Larven, die sich auf
HD mit doppelter Menge an essentiellen Aminosduren entwickelten, zeigten einen signifikanten
Anstieg der Proteinmenge (siehe Abbildung 2.25 F). Auch die Menge an Triglyceriden pro Larve
war auf dem HD mit 2x EAA im Gegensatz zu HD und HD mit 2x Saccharose erhoht (siehe
Abbildung 2.25 A). Dieses Ergebnis deckt sich mit den Simulationen, die eine erh6hte Aktivitét in
Reaktionen des Lipidstoffwechsels vorhergesagt haben (siehe Abbildung 2.24 B, AGAT und MGK).
Die Simulationen zeigten auch erhéhte Flussraten in Reaktionen des Zuckerstoffwechsels durch
die Aufnahme der doppelten Menge an Saccharose (siehe Abbildung 2.24 C). Die Quantifizierung
der Mengen an Glucose und Glykogen zeigte, dass die Metabolite von dem HD mit doppelter
Saccharosemenge unbeeinflusst sind (sieche Abbildung 2.25 C und D). Dies konnte erneut auf die
erh6hte Aktivitdat der Glykolyse und einem Abbau der iiberschiissigen Kalorien hindeuten. Die
Mengen an Lactate bildeten auf dem normalen HD nach 132 h (nach Eiablage) ein Plateau. Auf
dem HD mit 2x Saccharose kam es nach 132 h zu einem Abfall der Lactatmengen. Im Gegensatz
hierzu zeigten die Mengen an Lactat auf HD mit 2x EAA einen kontinuierlichen Anstieg (siehe
Abbildung 2.25 E). Dieses Ergebnis ist wiederum konsistent mit den Modellvorhersagen, bei
denen auflerdem gezeigt wurde, dass die Flussrate der Lactatdehydrogenase (LDH-L) auf dem
HD mit doppelter Menge an essentiellen Aminoséuren leicht erhoht ist (siehe Abbildung 2.24 A).
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Abbildung 2.25.: Metabolische Messungen der Larven unter verdnderten Nahrungsbedingungen
zur Validierung des Modells. Zur Validierung entwickelten sich die Droso-
phila Larven entweder auf normalem Holidic Diet (HD, schwarz), auf HD
mit doppeltem Saccharosegehalt (HD + 2x Saccharose, blau) oder auf HD
mit doppelter Menge an essentiellen Aminosduren (HD + 2x EAA, rot).
Gemessen wurden (A) Triglyceride, (B) Glycerol, (C) Glykogen, (D) Glucose,
(E) Proteine und (F) Lactat von Larven unterschiedlicher Zeitpunkte (96 h,
132 h, 168 h nach Eiablage). Die Messungen basieren auf drei biologisch
unabhéngigen Experimenten. Dargestellt sind die Mittelwerte £ Standard-
fehler. Jedes Experiment bestand aus Quadruplikaten mit 25 (96 h) oder
acht Larven (132 h, 168 h) pro Probe. Fiir den Test auf statistische Si-
gnifikanz wurde eine ANOVA-Analyse mit einem Bonferroni korrigierten
Post-hoc-Test zu jedem Zeitpunkt zwischen den Messungen der unterschied-
lichen Nahrungsbedingungen angewandt, wobei p < 0.05 *, p < 0.01 ** und
p < 0.001 ***
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3. Diskussion

Die Allokation von Ressourcen beschreibt in der Biologie die Verteilung von aus der Umgebung
aufgenommenen Néhrstoffen an unterschiedlichste Destinationen im Organismus. Dieser Prozess
ist dabei abhédngig von Umweltbedingungen und somit externen Parametern, wie beispielsweise
dem Nahrungsangebot, und von intrinsischen Parametern, wie der genetischen Kontribution,
dem Mikrobiom oder der Aktivitdt des Immunsystems des Organismus. Die aufgenommenen
Néhrstoffe miissen dabei haufig an in Konflikt stehende Prozesse, wie beispielsweise dem Wachs-
tum und der Energiespeicherung, aufgeteilt werden. Ein weiteres Beispiel bezieht sich auf die
Reproduktionsrate und Lebenserwartung hoherer Organismen. Die Reproduktion ist ein Prozess
der viele Ndhrstoffe und dementsprechend Energie erfordert. Eine Reduktion der aufgenommenen
Kalorien fiithrt demnach zu einer verringerten Fertilitdt und gleichzeitig zu einer Verlangerung
der Lebenserwartung (™. Diese Vorgéinge werden durch hoch komplexe Entscheidungsprozesse
realisiert, bei denen die Néhrstoffe in biochemischen Reaktionen verarbeitet und durch eine
situationsangepasste Priorisierung an die unterschiedlichen Destinationen weitergeleitet werden.
Die Ressourcenallokation resultiert dabei in der Ausbildung eines bestimmten Phénotyps. Zwar
sind die grundlegenden biochemischen Reaktionswege zur Verarbeitung der Nahrstoffe heutzutage
gut verstanden, jedoch ist die iibergeordnete Regulation, die zur Verteilung der Ressourcen
fithrt, noch weitestgehend unbekannt. In dieser Arbeit wurden mithilfe von in vivo und in silico
Studien verschiedene Aspekte der Ressourcenallokation ndher betrachtet. Zunéchst wurde der
metabolische Phénotyp als Ergebnis der Ressourcenallokation einer Kollektion wildtypischer
Fliegenlinien erforscht und unter der Beriicksichtigung verschiedener intrinsischer und extrinsi-
scher Faktoren untersucht. Sowohl die genetische Kontribution als auch das Nahrungsangebot
wirken sich nachweislich auf den metabolischen Phéanotyp aus [108:141:142,172.211] \Weiterhin wurden
Korrelationen zwischen verschiedenen Metaboliten sowie zwischen metabolischen Parametern
und genetischen Varianten untersucht. Durch Korrelationen ist es moglich konkurrierende und
nicht-konkurrierende Prozesse im Organismus aufzudecken, welche die Ressourcenallokation
mit bestimmen. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden in silico Studien zur Untersuchung der
Ressourcenallokation in Drosophila durchgefiihrt. Durch diesen top-down Ansatz ist es moglich
die Verteilung der Ressourcen durch Simulationen nachzuverfolgen und Studien zur Optimalitit

und Priorisierung von metabolischen Prozessen durchzufiihren.

3.1. Teil 1 - Der metabolische Phanotyp als Resultat der
Ressourcenallokation
3.1.1. Das metabolische Profil von wildtypischen Fliegenlinien

Um einen Uberblick iiber den metabolischen Phénotyp von wildtypischen Drosophila zu erhalten,
wurde zundchst eine metabolische Charakterisierung durchgefiihrt. Hierbei wurden die Mengen

unterschiedlicher Metabolite (Triglyceride, Proteine, Glycerol, Glucose, Glykogen, Lactat) von
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35 DGRP Linien - eine Kollektion wildtypischer Fliegenlinien 29 - mithilfe von biochemischen
Analysen (siehe Methoden Abschnitt 4.5) unter definierten Bedingungen (= basale Bedingungen,
d. h. 25 °C, Standardfutter, gleiche parentale Dichte tiber zwei Generationen) bestimmt. Wie in
vorigen Publikationen berichtet 193129 konnte eine erhebliche phinotypische Plastizitit in Bezug
auf die Mengen verschiedener Metabolite in den Fliegenlinien identifiziert werden (siche Ergeb-
nisse Abbildung 2.2 und 2.3). Zwischen der phéanotypischen Plastizitét und der Entwicklungszeit
der DGRP Linien wurde ein Zusammenhang in Betracht gezogen, da die Entwicklungszeit einen
Einfluss auf das metabolische Profil haben kénnte und umgekehrt. Vor allem die Dauer des
Larven- und Puppenstadiums ist zwischen den Fliegenlinien sehr variabel (siehe Ergebnisse
Abbildung 2.1 B). Allerdings konnte keine Korrelation zwischen der Entwicklungszeit und den
metabolischen Profilen festgestellt werden (siehe Ergebnisse Abbildung 2.1 D). Demnach kénn-
ten die Unterschiede in den metabolischen Profilen durch andere Faktoren, wie beispielsweise
genetische Varianten, hervorgerufen sein.

Neben der phanotypischen Plastizitat zwischen den verschiedenen Fliegenlinien ist zu erwarten,
dass diese Plastizitdt auch entlang der zeitlichen Entwicklung ausgepragt ist. Die Bediirfnisse der
Fliegen dndern sich iiber die Zeit und mit jedem Stadium. So steht im Fokus der larvalen Entwick-
lung das Wachstum und die Anreicherung von energiereichen Speichermetaboliten 49, um das
Stadium der Verpuppung zu erreichen und den energieaufwéndigen Prozess der Metamorphose
vollenden zu konnen. In dieser Zeit kommt es zu keiner Nahrungsaufnahme und die gespeicherten
Energiereserven werden genutzt, um die Korperstruktur vollstindig umzuformen 24176 Die
adulten Tiere zeichnen sich durch eine Anzahl vielfaltiger Aktivitdten aus, wie beispielsweise
dem Fliegen, der diskontinuierlichen Nahrungsaufnahme, der zirkadianen Rhythmik oder der
Reproduktion. Mit steigendem Alter ist davon auszugehen, dass sich die Aktivitit der Fliegen
verdndert und somit auch die Energiespeicher beeinflusst sein kénnten. Ein Beispiel hierfiir ist die
Fertilitdt der weiblichen Fliegen. Fiir die Eiproduktion werden grofle Mengen an energiereichen
Speichermetaboliten benétigt 121, Damit eine hohe reproduktive Rate im Verlaufe des Lebens
der Drosophila Weibchen erreicht werden kann, miissen die Mengen an energiereichen Speicher-
metaboliten fiir einen langen Zeitraum ausreichend konstant gehalten werden. Eine Reduktion
der Speichermengen wird jedoch ab einem hoheren Alter erwartet, wenn auch die Eiablagerate
reduziert ist. Dementsprechend koénnte sich auch die Ressourcenallokation verdndern, nicht nur
mit dem Stadium der Entwicklung, sondern auch mit dem Alter der adulten Tiere. Daher wére
es von weiterem Interesse, die Allokation der Ressourcen auch tber die Zeit zu betrachten und
die zeitliche Dynamik der metabolischen Plastizitdt zu untersuchen. Erste Experimente konnten
in diese Richtung schon durchgefiihrt werden. In einem Pilotversuch wurde die Plastizitat der
Triglyceride tiber die Zeit von (i) Oregon R bzw. white [-] Fliegen (als Vergleich zu den Oregon R)
und (ii) ausgewdhlten DGRP Linien (mit niedrigen, mittleren und hohen Triglyceridmengen unter
basalen Bedingungen, siehe Ergebnisse Abbildung 2.3) betrachtet (siehe Methoden Abschnitt 4.9).
In beiden Féllen konnte festgestellt werden, dass die Mengen der Triglyceride iiber die Lebenszeit
und zwischen den Stadien signifikant variieren (siehe Anhang Abbildung A.3). In den adulten
Weibchen wurden jedoch relativ konstante Triglyceridmengen bis 18 Tage (nach dem Schliipfen)
festgestellt. Dies bestétigt die Vermutung, dass die weiblichen Fliegen iiber einen langen Zeitraum

konstante Mengen an energiereichen Speichermetaboliten fiir die Eiproduktion benétigen. Eine
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Reduktion dieser Metabolitmengen wird demnach erst beim Erreichen eines héheren Altern
angenommen. Beispielsweise wurde in einer Publikation von Wayne et al. eine stetige Reduktion
der Eiablage erst ab einem Alter von iiber 16 Tagen ermittelt 221, Um die zeitliche Veranderung
der phanotypischen Plastizitdt und der damit verbundenen Ressourcenallokation genauer zu
untersuchen, miissen demnach weitere Experimente angeschlossen werden.

Im néchsten Schritt dieser Arbeit wurden Korrelationsstudien von den metabolischen Daten
der wandernden L3 Larven und der sechs Tage alten Weibchen und Méannchen durchgefiihrt
(siche Ergebnisse Abbildung 2.4). Mithilfe dieser Analysen ist es moglich, mehr iiber Kopplungen
zwischen den Metaboliten zu erfahren. Dadurch kénnen zum einen sogenannte Biomarker identi-
fiziert werden, d. h. charakteristische biologische Merkmale, die als Indikatoren fiir bestimmte
Prozesse dienen konnen. Im Falle einer Korrelation kann durch die Bestimmung eines Metabolits
auf das Verhalten eines anderen Metabolits geschlossen werden. Des Weiteren ist es moglich durch
die Korrelationsstudien Parameter zu identifizieren, die sich entweder gleich verhalten (positive
Korrelation) oder konkurrierend (negative Korrelation) sind. Dieses Wissen kann beispielsweise
Aufschluss iiber die mégliche Verteilung von Ressourcen im biologischen Organismus geben. Da
Glucose und Glycerol Untereinheiten von Glykogen bzw. Triglyceriden sind, wurden statistisch
signifikante Korrelationen zwischen diesen Metaboliten erwartet. Tatsédchlich konnte eine positive
Korrelation zwischen Glucose und Glykogen in den sechs Tage alten Weibchen und Mé&nnchen
identifiziert werden. Glykogen dient hierbei vor allem als kurz- bis mittelfristiger Energiespeicher,
die bei energicaufwindigen Prozessen, wie dem Fliegen, bereitgestellt werden [$116:221] Weiterhin
wurde auch eine positive Korrelation zwischen den Triglyceriden und Glycerol in den wandernden
L3 Larven identifiziert. Neben den erwarteten Korrelationen konnten auch weitere signifikante
Korrelationen zwischen Metaboliten detektiert werden (siche Ergebnisse Abbildung 2.4). Dazu
gehorten unter anderem die positiven Korrelationen zwischen Lactat und TAG bzw. Glycerol
sowie zwischen Lactat und den Proteinen in wandernden L3 Larven. Die Korrelationen von
drei metabolischen Parametern mit Lactat konnten durch die teilweise hypoxische Lebensweise
der Larven " hervorgerufen sein, was zudem die generell hoheren Lactatmengen im larvalen
Organismus im Gegensatz zu den adulten Tieren erkliren konnte (siche im Vergleich Ergeb-
nisse Abbildungen 2.2 und 2.3). Auch das Fehlen von Korrelationen kann aufschlussreich sein.
Beispielsweise wurde eine positive Korrelation zwischen den Triglyceriden und Glycerol in den
Larven identifiziert, die in den adulten Tieren (Weibchen und Ménnchen) nicht vorhanden war.
Dies kénnte bei den Larven auf eine hohere Aktivitidt der Lipogenese und somit dem verstarkten
Aufbau von Fettspeichern in Form von Triglyceriden hindeuten, fiir welchen grofie Mengen an
freiem Glycerol benétigt werden. In adulten Tieren ist der Metabolismus nicht allein auf das
Anlegen von Fettspeichern ausgelegt, sondern verbraucht diese zur Bereitstellung von Energie
durch eine erhohte lipolytische Aktivitdt, was das Fehlen der Korrelation erkldren konnte.

Die aufgenommenen metabolischen Daten der DGRP Linien waren ausreichend, um die Larven
und die sechs Tage alten Weibchen und Ménnchen in drei eindeutige Gruppen zu unterteilen
(siehe Ergebnisse Abbildung 2.5). In vorigen Publikationen wurde der Sexualdimorphismus in
Drosophila melanogaster bereits in verschiedenen Studien, beispielsweise des Lipidoms, des Tran-
skriptoms und in ersten metabolischen Analysen, untersucht 71572251 Dje hier erhobenen Daten

der wildtypischen Fliegenkollektion validieren und erweitern die vorangegangenen Daten auf
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metabolischer Ebene signifikant. Neben der eigentlichen, sehr klaren Abtrennung der Weibchen
und Méannchen in zwei unterschiedliche Gruppen konnten jedoch vier weibliche DGRP Linien
mit einem ménnlichen Metabolitenprofil ermittelt werden (sogenannte Virago Linien; siehe
Ergebnisse Abbildung 2.5, rote Markierungen). Da eine Maskulinisierung oft mit einer verén-
derten Fertilitit einhergeht '3, wurde die Eiablage der Virago Linien untersucht. Fiir zwei der
vier Virago Linien konnte eine signifikante Reduktion der Eiablage nachgewiesen werden (siehe
Ergebnisse Abbildung 2.6). Da bei den anderen zwei Virago Linien keine veranderte Eiablagerate
detektiert werden konnte, scheinen die metabolischen Verdnderungen nicht ausschlieBlich auf den
erhdhten metabolischen Anforderungen der Eiproduktion zu basieren. Durch die Untersuchungen
der genomischen Daten der DGRP Linien konnten keine Gen-assoziierten SNPs identifiziert
werden, die einen bekannten Bezug zu metabolischen oder reproduktiven Regulationen besitzen
(fir die Gen-assoziierten SNPs siehe Anhang Tabelle A.1). Aus diesen Griinden sind weitere
Untersuchungen notwendig, um den Zusammenhang zwischen dem metabolischem Profil und
der Reproduktion besser zu verstehen. Eine mogliche Vorgehensweise wére ein gezielter Gen-
Knockdown durch RNA-Interferenzen bzw. die Uberexpression ausgewihlter Gene dieser Analyse,
die noch unbekannte Funktionen ausiiben, durch GAL4/UAS-Studien (siche Methoden Abschnitt
4.8). Durch die Uberexpression bzw. den Knockdown kénnten Gene identifiziert werden, die einen
Einfluss auf die reproduktiven oder metabolischen Eigenschaften der Fliegen haben. Zudem ist es
moglich direkte Untersuchungen am Juvenilhormon-Signalweg durchzufithren. Als Steroidhormon
der Insekten reguliert das Juvenilhormon (JH) neben der Metamorphose auch die sexuelle Repro-
duktion. In Drosophila Weibchen reguliert und koordiniert das JH die reproduktive Reifung der

(1671 die Synthese von Pheromonen und hierdurch das sexuelle Verhalten 1419175 ynd

[19]

Ovarien
die Eiproduktion!*”!. Eine verdnderte Expression von Komponenten dieses Signalweges kénnten
die Maskulinisierung der Weibchen begiinstigen und das metabolische Profil verdndern, bzw. das

verdnderte metabolische Profil konnte Einfluss auf die Regulation des JH-Signalweges nehmen.

Im Allgemeinen kann jedoch gesagt werden, dass ein Zusammenhang zwischen dem reproduktiven
Erfolg und dem Metabolismus von multizelluldren Organismen besteht. Beispielsweise wurden im
Menschen durch diverse Studien bestétigt, dass Frauen mit nachweislicher Magersucht ( Anorexia
nervosa) ein erhohtes Risiko haben diverse Defizite in ihrer Fruchtbarkeit zu entwickeln. Dies
beginnt schon bei menstrualen UnregelméBigkeiten und &uflert sich weiterhin in einem iiberdurch-
schnittlich hohen Anteil an Fehl- oder Frithgeburten!®® sowie im niedrigeren Geburtsgewicht
der Neugeborenen im Gegensatz zu denen von Kontrollgruppen 3. Jedoch weisen auch Frauen
mit Adipositas eine reduzierte Fertilitdt auf, die sich in einer unregelméafiigen Menstruation,
Ovulationsschwierigkeiten und Schwangerschaftskomplikationen dufert 2214 Demnach hat das
metabolische Profil einen prominenten Einfluss auf die Fertilitdt und Reproduktion. Dies konnte
auch bei zwei Virago Linien mit ménnlichen Metabolitenprofil, dass durch geringe Energiespei-
chermengen (niedrige Mengen an Triglyceriden und Glykogen) geprigt ist, bestétigt werden
(siehe Ergebnisse Abbildung 2.6). Die Eiproduktion ist ein energieaufwéndiger Prozess, der
durch ausreichende Mengen an Speichermetaboliten abgedeckt werden muss. Bei unzureichenden

Energiereserven kann demnach die Reproduktion beeintréichtigt sein.
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3.1.2. Einfluss veranderter Nahrungsbedingungen

Viele Umweltfaktoren, wie beispielsweise die Nahrungsbedingungen, kénnen einen Einfluss auf
die Ausbildung des Phénotyps ausiiben. In vielen Organismen zeigt sich, dass es trotz gleicher
Kalorienaufnahme zu einer individuellen metabolischen Antwort kommen kann 22/, Die Frage,
warum manche Individuen unterschiedlich auf gleiche Nahrungsbedingungen reagieren, ist bis
jetzt noch nicht beantwortet. Mithilfe der DGRP Linien konnten die Effekte von Nahrungsquellen
mit unterschiedlicher Zuckerkonzentration (LSD, SD, HSD) auf den metabolischen Phénotyp un-
tersucht werden. Dabei wurden die DGRP Linien zunéchst auf dem kalorienarmen Futter (LSD)
angezogen und dann auf die unterschiedlichen Futtersorten (LSD, SD oder HSD) iibertragen,
um den Einfluss auf den Metabolismus durch den Kaloriengehalt der Futter zu verstiarken. Als
Ergebnis wurden DGRP Linien identifiziert, die prominente Unterschiede in der metabolischen
Antwort auf die Futtersorten zeigten (siehe Ergebnisse Abbildung 2.8 und 2.9). Jedoch wurde
auch festgestellt, dass bei dem Futterwechsel von niedrigem Kaloriengehalt (LSD) zu dem Futter
mit dem hochstem Kaloriengehalt (HSD) nicht immer der erwartete Anstieg der Metabolit-
mengen in den einzelnen DGRP Linien erfolgte (siehe beispielsweise Ergebnisse Abbildung 2.9
D, Anhang Abbildung A.2 und A.4 A und B). Da das HSD einen sehr hohen Saccharosegehalt
von 1 M (entspricht 34,2 g auf 100 mL) hat, wirkt sich dies auch auf die Konsistenz und den
Wassergehalt des Futters aus. Um auszuschlieflen, dass die Fliegen aufgrund des mangelnden
Wasserangebots osmotischem Stress ausgesetzt sind und es somit zu einem negativen Effekt auf
die Metabolitmengen kommt, wurde ein erstes Experiment mit einer zusétzlichen Wasserquelle
im HSD durchgefiihrt. Dabei wurde eine Pipettenspitze mit 1 % Agar gefiillt und im HSD nahe
der Futteroberfliche platziert (siche Methoden Abschnitt 4.10). Dadurch war es den Fliegen
jederzeit moglich auf die zusétzliche Wasserquelle zuriickzugreifen. Fiir diesen Versuch wurden
DGRP Linien ausgewéhlt, die bezogen auf die Glykogenmengen unterschiedlich auf den Wechsel
vom LSD zum HSD reagiert haben (sieche Anhang Abbildung A.4 A und B, rote Markierungen).
Die Fliegen wurden auf LSD angezogen und danach entweder auf LSD, HSD oder dem HSD
mit der zusédtzlichen Wasserquelle Gibertragen und anschliefend die Mengen des Glykogens der
sechs Tage alten Fliegen bestimmt (siche Methoden Abschnitt 4.5.4). Bei dieser Analyse wurde
jedoch festgestellt, dass die zusétzliche Wasserquelle keinen oder nur einen geringen Effekt auf die
Glykogenmengen im Vergleich zum einfachen HSD hat (siehe Anhang Abbildung A.4 C und D).
Ein &hnlicher Versuch von T. Bass et al.[* bestétigt diese Beobachtung. In dieser Studie wurde
untersucht, ob eine zusitzliche Wasserquelle in Futtern mit hohen Nahrstoffkonzentrationen
die Fertilitdt und Lebensspanne einer wildtypischen Drosophila Linie positiv beeinflussen kann.
Auch hier konnte das zusitzliche Angebot von Wasser keinen Effekt erzielen *6l. Demnach miisste
weiterhin noch getestet werden, ob die festere Konsistenz des HSDs die Futteraufnahme erschwert
und dadurch niedrigere Metabolitmengen gespeichert werden kénnen. Mogliche Methoden wéren
hier die Markierung der Futterbestandteile mit Radioisotopen (80] die kolorimetrische Bestimmung

[66]

der Futteraufnahme™® oder die Beobachtung der Riisselkontakte der Fliegen mit dem Futter

(engl. proboscis extension, PE)[23],
In dieser Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass sich Drosophila als experimentelles Modell zur
Untersuchung von Nahrungseinfliissen auf den metabolischen Phénotyp eignet. Die verschiedenen

Nahrungsbedingungen bewirken dabei prominente Anderungen in den metabolischen Antworten
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der DGRP Fliegenlinien. Generell ist zu sagen, dass die Nahrungsqualitdt und -quantitét, neben
Effekten auf den metabolischen Phénotyp, auch weitere Eigenschaften, wie beispielsweise die
Reproduktion oder Lebensspanne von multizelluliren Organismen beeinflusst 48199 wobei die
limitierten Ressourcen aus der Nahrung an die unterschiedlichen Destinationen aufgeteilt werden
miissen. Ein genaueres Verstdndnis dieser Prozesse konnte dazu beitragen, die grundlegenden
Mechanismen metabolischer Erkrankungen, wie Adipositas oder Typ-2-Diabetes, aufzudecken und
die Gesundheit positiv zu beeinflussen. Diverse Studien zur Erforschung von erndhrungsbedingten
Einfliissen auf den Metabolismus wurden bereits mithilfe von Drosophila durchgefiihrt 21:141,143]
Dabei zeigte sich, dass Drosophila als experimenteller Modellorganismus dazu geeignet ist, die
Pathophysiologie von humanen Erkrankungen - wie Adipositas, Typ-2-Diabetes, kardiovaskulédren
Erkrankungen oder Hyperglykémie - darzustellen®!]. Wie jedoch auch in dieser Studie bestéitigt
wurde, ist die Erndhrung nicht allein an der Ausbildung eines metabolischen Phinotyps beteiligt.
Die Frage, welche Faktoren diese unterschiedlichen metabolischen Antworten auslésen, muss
in nachfolgenden Studien noch geklédrt werden. Als weitere mogliche Ursachen fiir die unter-
schiedlichen Antworten trotz konstanter Rahmenbedingungen (siehe Beschreibung in Ergebnisse
Abschnitt 2.2.2) kénnten unter anderem auch intrinsische Faktoren, wie genetische Varianten,

das Mikrobiom oder das Immunsystem der Individuen, in Betracht gezogen werden.
Kontribution des Mikrobioms

Vor allem das Darmmikrobiom (Bakterien des Darms) ist von besonderem Interesse, da es
nachweislich den Metabolismus und die Entwicklung vieler multizelluldrer Organismen be-

[62,134,204,216] " i weiterer Aspekt, der in dieser Studie durch F. Stewart (Institut

einflusst
Mathematische Modellierung biologischer Systeme, AG Systembiologie des Fettstoffwechsels,
Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf) bearbeitet wurde, war demnach die Untersuchung des
Darmmikrobioms und dessen Einfluss auf den metabolischen Phénotyp 2%, Von vier ausge-
wahlten Reprasentanten der DGRP Linien - mit unterschiedlichen metabolischen Profilen unter
basalen und verédnderten Nahrungsbedingungen - wurden 16S rRNA-Gen Sequenzierungen durch-
gefithrt 198 Uber Korrelationsstudien wurde der Zusammenhang zwischen den metabolischen
Messungen der unterschiedlichen Bedingungen und den identifizierten Bakterienspezies getestet.
Wie zuvor beschrieben (siehe Ergebisse Abschnitt 2.1.3), wurden diverse Korrelationen zwischen
den metabolischen Parametern (siehe Anhang Abbildung A.5 A und B) identifiziert. Trotz
der geringen Anzahl an verwendeten DGRP Linien fiir die Sequenzierungen, konnten zudem
Korrelationen zwischen verschiedenen Bakterienspezies (siehe Anhang Abbildung A.5 B) sowie
zwischen metabolischen Parametern und Bakterienspezies identifiziert werden. Darunter sind
beispielsweise die positiven Korrelationen von freier Glucose mit Lactobacillus homohiochii bzw.
Lactobacillus pentosus (siche Anhang Abbildung A.5 A). Eine Erweiterung dieser Studie durch
eine hohere Anzahl an DGRP Linien kénnte den Informationsgehalt erhdhen und neue, noch nicht
entdeckte Korrelationen hervorbringen. Um genauere Zusammenhénge zwischen dem Mikrobiom
und dem metabolischem Profil bzw. die Auswirkungen auf metabolische Antworten gegeniiber
der Nahrung zu erhalten, sollten demnach weitere Analysen angeschlossen werden. Diese Studien
konnten dazu beitragen, den Einfluss des Mikrobioms auf den Metabolismus besser zu verstehen.

Frithere Studien haben in diesem Zusammenhang schon gezeigt, dass die Zusammensetzung
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des Mikrobioms Signalwege des Wirts beeinflussen und somit ein verdndertes Verhalten - bei-
spielsweise in Bezug auf die Entwicklungsrate, die Koérpergrofie oder das Fressverhalten - sowie

n1%6] Daher ist es moglich, dass

einen verdnderten Metabolismus in Drosophila hervorrufen kan
eine bestimmte Mikrobiomzusammensetzung als eine Art ungiinstiger Umweltfaktor agiert, der
beispielsweise eine erhohte Kalorienaufnahme verursacht und zudem die Energiespeicher des
Wirts beeinflusst 11:208]. Dies wiederum hat Einwirkungen auf die Gesundheit des Wirts und
kann beispielsweise Adipositas oder Typ-2-Diabetes beglinstigen. Die komplexen regulatorischen
Zusammenhénge zwischen Mikrobiom, Erndhrung und Metabolismus sind jedoch noch weitestge-
hend unbekannt und miissen weiter untersucht werden. Korrelationsstudien, wie sie beispielsweise
in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, konnen helfen generelle Gesetzméfligkeiten aufzukldren
und somit Parameterkombinationen zu identifizieren, die Auswirkung auf den Metabolismus

haben.

3.1.3. Die genetische Kontribution

Die genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) erméglichten die Identifikation von genetischen
Variationen, die mit den metabolischen Merkmalen unter basalen und verdnderten Nahrungs-
bedingungen assoziiert waren (siehe Ergebnisse Abschnitt 2.3). Die SNPs befanden sich dabei
sowohl in Regionen zwischen Genen oder in Introns, als auch in codierenden Bereichen (Exons).
Da bereits in fritheren Verdffentlichungen der Einfluss von Punktmutationen in nichtcodierenden
Bereichen gezeigt wurde 3145 lag der Fokus dieser Studie nicht ausschlieBlich auf SNPs in
codierenden Bereichen, sondern auch auf SNPs in Introns. Unter den Gen-assoziierten SNPs
wurden diverse Gene identifiziert, denen ein metabolischer Phénotyp durch Perturbationen der
Gene nachgewiesen werden konnte und die somit einen Beweis fiir die Robustheit der angewandten
Methode liefern (engl. sogenanntes proof-of-principle). Darunter sind zum Beispiel die Gene
retinal homeoboz 219 oder melted'99). Zwischen den basalen und den verinderten Nahrungsbe-
dingungen konnten gemeinsame SNPs und SNP-assoziierte Gene identifiziert werden, die unter
beiden Bedingungen signifikant mit den metabolischen Merkmalen assoziiert sind. Insgesamt
waren es jedoch nur sechs SNPs und 32 SNP-assoziierte Gene. Die geringe Uberschneidung deutet
darauf hin, dass unter den beiden Bedingungen unterschiedliche Gene von Bedeutung sind. Dies
konnte bereits auch in anderen Studien gezeigt werden, die den Einfluss des Néhrstoffangebots
auf die metabolischen Gene uni- und multizelluldrer Organismen untersucht haben [127:128:228]
Auch andere Studien von verschiedenen Forschungsgruppen haben die DGRP Linien fiir Un-
tersuchungen von Phénotyp-Genotyp Interaktionen im Hinblick auf metabolische Parameter
genutzt 198211 Ein Vergleich mit den Ergebnissen ist jedoch, wie in dieser Studie gezeigt wurde,
aufgrund der Unterschiede in der Futterzusammensetzung schwierig. Beispielsweise wurde in der
Studie von Jumbo-Lucioni et al. ein Maismehl-Molasse-Hefe-Agar Medium verwendet 198 wobei
die genaue Zusammensetzung des Futters nicht angegeben wurde. Das Standardfutter dieser
Studie ist etwas komplexer und enthélt weitere bzw. andere Komponenten, wie Sojamehl statt
Maismehl (siche Methoden 4.2.1). Dennoch konnten einige SNP-assoziierte Gene identifiziert
werden, die auch in Studien von Jumbo-Lucioni et al.198 und Ugrankar et al.2'0 detektiert
wurden (siehe Abbildung 3.1 und Anhang Tabellen A.3 und A.4). Darunter befinden sich Gene,

die bereits mit metabolischen Parametern assoziiert werden konnten (wie beispielsweise ptp99a, rz
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oder fbp1), aber auch Gene denen vorher noch keine metabolische Funktion nachgewiesen wurde.
Die Uberschneidungen zwischen den unterschiedlichen Studien und dieser Studie sind jedoch
verhaltnismafig gering (siehe Abbildung 3.1), wie aufgrund der schon erwiahnten Schwierigkeiten

durch die Futterzusammensetzung.

# Gene dieser # Gene aus

GWAS (600)

Ugrankar et al.
(160)

# Gene aus Jumbo-Lucioni et al. (521)

Abbildung 3.1.: Relationen der SNP-assoziierten Gene unterschiedlicher metabolischer Studien.
Das Venn-Diagramm zeigt die Uberschneidungen von Genen dieser Studie
(unter basalen und verdnderten Nahrungsbedingungen) mit den Ergebnissen
der Studien von Jumbo-Lucioni et al.'%! und Ugrankar et al.[210),

Dennoch konnte ein Gen ermittelt werden, dass in allen drei Studien identifiziert wurde. Es
handelt sich hierbei um das Gen longitudinals lacking (Abk.: lola). Lola agiert als Transkripti-
onsfaktor, der unter anderem das Wachstum von Axonen und die axonale Wegfindung reguliert.
Beispielsweise fithren Mutationen des Gens lola zu Defekten in der Entwicklung von Axonen im

zentralen Nervensystem von Drosophila Embryonen 5382

. Bisher konnte lola jedoch noch nicht
mit metabolischen Funktionen assoziiert werden.

Ob die SNP-assoziierten Gene tatséichlich eine Rolle in metabolischen Prozessen spielen oder
ob sie robuste falsch-positive Ergebnisse darstellen, muss in weiterfithrenden Studien untersucht
werden. Daher wurde als Startpunkt ein erster Pilotversuch aufgebaut, um den generellen Einfluss
der identifizierten SNP-assoziierten Gene auf den Metabolismus zu untersuchen. Dafiir wurden
Perturbationsstudien mittels RNAi und GAL4/UAS-System durchgefithrt (siche Ergebnisse
Abschnitt 2.3.1). Durch das GAL4/UAS-System kann eine zeitliche und rdumliche Expression der
Gene ermoglicht werden. Dabei bindet das Protein GAL4 spezifisch an die UAS (engl. Upstream
Activating Sequence) Region, hinter der das Gen von Interesse kloniert ist (siche auch Methoden
Abschnitt 4.8). In Verbindung mit RNAI ist es zudem méglich einen Gen-Knockdown auszuldsen.
Dabei bewirkt das GAL4/UAS-System die Expression eines RNAi-Konstruktes, was wiederum
zur Degradation der mRNA des Zielgens fiihrt. Bei den Genen sNPF und Irpl wurden in
der GWAS Assoziationen mit Triglyceriden, Glycerol und Glucose identifiziert, die in diesem
Versuchsaufbau jedoch nicht bestétigt werden konnten. Der Einfluss des Futters kénnte dabei

eine groBere Rolle spielen, welches eine nachweisliche Auswirkung auf metabolische Gene haben

67



KAPITEL 3. DISKUSSION

kann [127,128,228]

. Die Assoziationen aus der GWAS wurden unter verdnderten Nahrungsbedingun-
gen (LSD oder HSD) ermittelt. In diesem experimentellen Aufbau entwickelten sich die Fliegen
jedoch auf Standardfutter. Auch der vorhergesagte Einfluss von ptp99A auf die Proteine und die
von Ugrankar et al. ermittelte Assoziation mit dem Glucose-Metabolismus 2% konnten nicht mit
Sicherheit bestétigt werden (siche Ergebnisse Abschnitt 2.3.1). Ein Grund kénnte die beobach-
tete reduzierte Vitalitat der Fliegen (vor allem der Mannchen, Daten nicht gezeigt) durch den
aktivierten ubiquitdren Knockdown sein. Die Auswirkungen von Sequenz-unabhéngigen Nebenef-
fekten durch RNAi auf die Lebenszeit der Fliegen wurden schon in anderen Studien berichtet (6.
FEinige Gen-Knockdowns, wie zum Beispiel von rx oder glutl, zeigten keinen oder nur einen
geringen Einfluss auf metabolische Parameter. Um falsch-negative Ergebnisse auszuschliefen, die
beispielsweise durch unzureichende Expression des RNAi Transgens hervorgerufen werden 9% und
somit einen nicht effektiven Knockdown des Zielgens bewirken, sind Folgeexperimente nétig. Eine
mogliche Vorgehensweise wire die Untersuchung der Transkriptlevel des Zielgens via quantitativer
Polymerase-Kettenreaktion (qPCR), die durch den Knockdown reduziert sein sollten.

In der GWAS wurde eine Assoziation von SNPs des Gens slif mit Glykogen identifiziert. Auflerdem
haben frithere Studien gezeigt, dass slif an der Regulation des Lipidstoffwechsels beteiligt ist 90
Diese Daten konnten durch die RNAi Studien bestétigt werden (siehe Ergebnisse Abbildung 2.11).
Weitere Experimente zur Validierung der Ergebnisse der RNAi Studien sind jedoch notwendig.
Beispielsweise konnte durch die Analyse der Knockdown-Effizienz in anderen Publikationen
gezeigt werden, dass iber 90 % der ¢n vivo Linien aus offentlich zugidnglichen RNAi Ressourcen
verbleibende Geneexpressionen von 25 % und mehr aufweisen 159, Somit kommt es durch RNAi
oft nur zur Ausbildung von hypomorphen Phénotypen. Weiterhin muss beachtet werden, dass
ein SNP allein meist nicht die Ursache fiir einen Phénotyp ist. Viele SNPs befinden sich in nicht-
codierenden Bereichen oder haben keinen Effekt auf die Aminosiduresequenz. Die Kombinatorik
von mehreren SNPs in codierenden und nicht-codierenden Bereichen kann zur Verdnderung des
Phénotyps beitragen oder sogar Krankheiten, wie im Fall von Osteoporose begiinstigen 191, Um
die Effizienz des Knockdowns zu erhdhen bzw. Nullallele zu generieren oder kombinatorische
Effekte von genetischen Varianten zu untersuchen, kénnen funktionelle Charakterisierungen
durch das CRISPR/Cas-System durchgefithrt werden. Dieses System konnte in viele Studien
zur Mutagenisierung von Genen in Drosophila erfolgreich angewandt werden [18:86:184.227] g
muss jedoch weiterhin beachtet werden, dass SNPs nicht zwangslédufig zur Ausbildung einer
loss-of-function Mutation fiihren. Beispielsweise konnen SNPs auch nur einen partiellen Verlust
der Genfunktion (hypomorph) hervorrufen oder neue Funktionen (neomorph) bzw. verstarkte

(hypermorphe) oder sogar gegenteilige (antimorphe) Effekte auslésen 3.

3.2. Teil 2 - Studien zur Ressourcenallokation mithilfe eines

metabolischen Modells

Das larvale Stadium von Drosophila ist durch eine starke Zunahme des Gewichts (um das 200-

[3,49] )

fache und der Gréfe durch konstante Nahrungsaufnahme geprégt. Dies ist ein notwendiger

Prozess, um die benétigten Ressourcen fiir die Metamorphose zu akkumulieren und das adulte

[3,49]

Stadium zu erreichen . Die larvale Entwicklung unterliegt dabei strengen biologischen Limi-

68



KAPITEL 3. DISKUSSION

tierungen, wie beispielsweise metabolischen Anforderungen, die erreicht werden miissen, um die
vollstandige Entwicklung zu gewahrleisten. Eine dieser Limitierungen beschreibt beispielsweise das

)77}, Hierbei muss ein minimaler Schwellenwert erreicht

kritische Gewicht (engl. critical weight
werden, um die Verpuppung durchfithren zu kénnen. Wird dieser Schwellenwert nicht erreicht,
kommt es zum frithzeitigen Tod der Tiere. Wie das kritische Gewicht, also der Zeitpunkt ab dem
weiteres Flittern nicht mehr die Verpuppung beeinflusst, definiert und eingestellt wird, ist noch
weitestgehend unbeantwortet. Bekannt ist jedoch, dass die Detektion des Erndhrungszustandes
von der Aktivitat des TOR (engl. target of rapamycin) Signalwegs im Fettkorper abhéngig ist [119],
Unter schlechten Erndhrungsbedingungen kommt es zur TOR-vermittelten Reduktion des Insu-
lin/IGF Signalwegs (IIS)®] und damit zu einer Verringerung der Insulin-ihnlichen Signalpeptide
(engl. insulin-like peptides), die wiederum den Insulinrezeptor (InR) aktivieren und durch die
damit aktivierten Signaltransduktionskaskaden unter anderem das Wachstum steuern ®Y. Trotz
dieser Limitierungen kénnen die Larven auf Variationen in der Umwelt reagieren. Beispielsweise
kann die Zeit zum Erreichen eines minimalen Gewichts oder bestimmter Metabolitmengen unter
schlechten Nahrungsbedingungen verliangert werden. Auch dies erfolgt iiber den TOR, Signalweg.
Unzureichende Nahrungsbedingungen resultieren, wie bereits erwahnt, in einer Reduktion der
TOR Signalaktivitit, welche zusitzlich die Produktion von Steroidhormonen verringert 119, Die
Hormone sind jedoch fiir den Ubergang zwischen den unterschiedlichen Entwicklungsstadien
notwendig 23224 und eine Reduktion fiihrt demnach zu einer Verzogerung des Entwicklungs-
programms, wodurch das angestrebte kritische Gewicht erreicht werden kann'9l. Neben der
Anpassung der Wachstumszeit kénnen die Larven auch die relativen Metabolitmengen variieren
(siehe Einleitung Abschnitt 1.2.2 und Abbildung 1.2). Demnach werden die Ressourcen aus
der Nahrung je nach Umweltbedingungen und Anforderungen an die jeweilige Lebenssituation
verteilt, um alle Bediirfnisse fiir die Entwicklung abzudecken.

Dieses Verhalten zeigte sich auch in den initialen Untersuchungen der Drosophila Larven auf un-
terschiedlichen Futtersorten. Die Tiere entwickelten sich hierbei auf LSD, SD oder dem chemisch
definierten Futter (engl. holidic diet, HD). Das LSD und SD sind komplexe Hefe-Futter, die sich in
der Zusammensetzung und im Zucker zu Hefe Verhéltnis unterscheiden. Das SD hat im Gegensatz
zum LSD ein hohes Zucker:Hefe Verhéltnis (2,8:1), wobei das LSD einen hohen Anteil an Hefe und
weniger Zucker enthélt (Zucker:Hefe Verhéltnis ist hier 1:1,5). Der Kaloriengehalt unterscheidet
sich zwischen den Futtersorten wiederum kaum (54 bzw. 60 kcal; siche Ergebnisse Tabelle 2.1,
2.2 und Methoden Abschnitt 4.2). Diese komplexen Hefe-Futter dienten als Vergleich zum HD.
Zwischen dem SD und LSD wurden keine Unterschiede in der Entwicklungszeit festgestellt (siehe
Ergebnisse Abbildung 2.12 A). Das HD ist jedoch ein Minimalmedium [161] ynd das Erreichen des
Puppenstadiums war um drei Tage verlangert, um das erforderliche Gewicht zu erreichen (siehe
Ergebnisse Abbildung 2.12 A und B). Das auch die Ressourcenallokation beeinflusst ist, wurde
hier deutlich. Die Mengen an Triglyceriden waren gegeniiber den anderen Futtersorten erhoht,
wobei die Glykogenmengen verringert waren (siche Ergebnisse Abbildung 2.12 C und D). Dies

zeigt, dass je nach Futter eine Anpassung der Entwicklungsstrategie moglich und nétig ist.

Um die Metamorphose erreichen zu kénnen, durchlaufen die Drosophila Larven ein stereotypes
Entwicklungsprogramm, das durch eine massive Gréflen- und Gewichtszunahme und dem Anlegen

groBer Mengen energiereicher Speichermetabolite geprigt ist 137, Die Tiere miissen dabei die
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aufgenommenen Ressourcen so verteilen, dass auch konkurrierende Bediirfnisse, wie beispielsweise
das Wachstum und die Metabolitspeicherung, balanciert werden. Dabei verfolgen sie stets ein
klares Ziel: Wachstum. Aus diesen Griinden bietet sich das larvale Entwicklungsstadium von

Drosophila melanogaster fiir Studien der Ressourcenallokationen an.

3.2.1. FlySilico 1.0 - Ein metabolisches Modell von Drosophila

Die Rekonstruktion eines metabolischen Modells von Eukaryoten ist im Gegensatz zu einzel-
ligen Organismen aufgrund der hoheren Komplexitéit, der Vielzahl an Kompartimenten und
der meist fehlenden Informationen in Bezug auf die detaillierten biochemischen Reaktionen,
wie beispielsweise die Reversibilitéit, schwieriger %6, Vor allem aber die Formulierung einer
Zielfunktion ist in multizellularen Organismen durch die vielen Freiheitsgrade, d. h. vielfiltigere
physiologische Funktionen (bspw. Reproduktion, Bewegung, Nahrungsaufnahme) im Gegensatz
zu einzelligen Organismen, die als klares Ziel das Wachstum anstreben, weitaus herausfordernder.
Dennoch konnte in dieser Studie das larvale Stadium von Drosophila als ein geeignetes System
zur Untersuchung der Ressourcenallokation identifiziert werden, da auch die Larven als Ziel
das Wachstum, unter Beriicksichtigung der Balance zwischen konkurrierenden Parametern (wie
Wachstum und Metabolitspeicherung), verfolgen (siehe Einleitung Abschnitt 1.2.2 und Diskussion
voriger Abschnitt).

Die Rekonstruktion eines dynamischen Modells zur Untersuchung dieser Prozesse wére durchaus
von besonderem Interesse gewesen, um beispielsweise die zeitliche Entwicklung in Bezug auf
den Metabolismus und somit die Ressourcenallokation zu verfolgen. Im spéteren Verlauf wire
es zudem wiinschenswert gewesen, das dynamische Modell zu nutzen, um die Verbindungen
zwischen Parametern, die einen Einfluss auf die Ressourcenallokation haben - wie beispielsweise
die Erndhrung, den Metabolismus oder das Mikrobiom - zu untersuchen. Aufgrund fehlender
kinetischer Informationen konnte dieses Vorhaben jedoch nicht realisiert werden. Daher wurde
nach einer Analysemethode fiir metabolische Netzwerke gesucht, die mit einer geringeren Menge
an Informationen auskommt. In den letzten Jahren haben sich vor allem constraint-based models,
wie zum Beispiel fluz balance analysis (FBA), etabliert 112154169 FBA benétigt keine kinetischen
Informationen, sondern basiert einzig auf dem Wissen iiber die Reaktionen und deren Metabolite
sowie den Genen, die fiir die Enzyme des metabolischen Modells kodieren. Mithilfe von FBA

71,140,171]

wurden bereits metabolische Modelle von unizelluldren | , aber auch von multizellulé-

[60,138,164,189] rekonstruiert und analysiert. Vor allem bei den multizelluliren

ren Organismen
Organismen findet FBA immer gréfiere Anwendungen und wird zur Vorhersage metabolischen
Verhaltens, wie dem Wachstum 32151 der ATP- bzw. Biomasseproduktion 3269164 oder der
Vorhersage von Phénotypen mittels Gen-Knockout Studien ™8 genutzt. Beispielsweise wurden in
der Versffentlichung von Nilsson et al.®!) Simulationen zur menschlichen Entwicklung in Bezug
auf die Vorhersage des Wachstums von Neugeborenen mithilfe eines metabolischen Modells aus
einer Publikation von Mardinoglu et al.[*3) und spéter durch das humane RECON3D Modell 32
durchgefiihrt. Die Vorhersagen der Modelle, in Hinsicht auf das metabolische Verhalten, sind
dabei oft konsistent mit den experimentellen Daten [32:67:151],

Von Drosophila melanogaster wurden bereits zwei FBA Modelle erstellt. Ein computergeneriertes,
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genomweites Modell[29, welches entsprechend nicht kuratiert ist und viele redundante Reakti-
onswege enthalt und ein weiteres metabolisches Modell, dass zur Untersuchung von Hypoxie
und ATP-generierenden Prozessen etabliert wurde 29369 Da der Fokus dieser Studie nicht
auf ATP-generierende Prozesse lag und zudem von J. Schonborn gezeigt wurde, dass es sich
bei dem computergenerierten Modell um ein Perpetuum mobile handelt, welches die Biomas-
seproduktion ohne jegliche Aufnahme von Néhrstoffen vorhersagt %2, wurden diese Modelle
nur als Orientierung zum Aufbau eines neuen Modells genutzt. Als Ausgangspunkt wurde ein
metabolisches Netzwerk rekonstruiert und kuratiert, wobei besonders auf die Vollstdndigkeit
der Reaktionswege zur Verstoffwechselung von Komponenten des Holidic Diets (HD) geachtet
wurde, da auf Grundlage dieses Futters die Modellvalidierung durchgefiihrt werden sollte. Das
FlySilico Modell ist mit seinen 363 Reaktionen und 293 Metaboliten zwar weitaus kleiner als
das computergenerierte, genomweite Modell von Drosophila (6198 Reaktionen und 2873 Meta-
bolite)?%), dennoch konnten mit FlySilico die Wachstumsraten und metabolischen Antworten
unter verschiedenen Nahrungsbedingungen vorhergesagt werden (siche Ergebnisse Abbildungen
2.22, 2.24). Zur Generierung der benétigten Metabolite zur Biomasseproduktion und somit zum
Wachstum (siehe Ergebnisse Abschnitt 2.6.2 - Entwicklung der Biomasse-Zielfunktion) wurden
die Kernreaktionswege zur Produktion von Kohlenhydraten, Energie und Lipiden eingefiigt (Ci-
tratzyklus, Glykolyse, Glycerolipidmetabolismus usw.). Auerdem wurden Transportreaktionen
und Reaktionswege zur Produktion der hier gemessenen Metabolite (siehe Methoden Abschnitt
4.5 und 4.14), sowie zur Aufnahme und Verstoffwechselung der Bestandteile des HDs hinzugefiigt.
Komplexe und undefinierte Futterbestandteile erschweren die Identifikation der Nahrstoffe, die
in das biologische System sowie in das metabolische Modell gehen kénnen. Durch das chemisch
definierte Futter ist klar bestimmbar, welche Néhrstoffe aufgenommen werden kénnen. Da das HD

t (161 miissen alle Nahrstoffe zur Lebenserhaltung in den Organismus gehen.

ein Minimalmedium is
Auf Grundlage von metabolischen Daten durch absolute biochemische Quantifizierungen und
GC-MS Messungen, sowie durch die Aufnahme von verschiedenen Wachstumsparametern (Grofle
und Gewicht) der Larven, konnten die Modellparameter von FlySilico definiert werden. Dadurch
war es moglich die optimale Wachstumsrate des Modells an die experimentelle Wachstumsrate
anzupassen und diese Basis als Ausgangspunkt fir die Pradiktion der metabolischen Antwort

unter verdnderten Bedingungen zu nutzen.

3.2.2. Die biologische Komposition von Drosophila Larven

Zur Etablierung und Validierung des FlySilico Modells wurden Wachstumsparameter und me-
tabolische Daten von Drosophila Larven an drei unterschiedlichen Zeitpunkten (96 h, 132 h,
168 h nach Eiablage) der Entwicklung ermittelt. Der Wassergehalt der Larven entspricht im
Mittel rund 86 % (96 h: 86 %, 132 h: 88 %, 168 h: 84 %) und macht den groBten Anteil des
Gesamtgewichts aus (siehe Ergebnisse Abbildung 2.17 C und 2.21 A). Dies konnte auch in
einer Studie von Pierce et al. gezeigt werden, in welcher der Wassergehalt von wandernden L3
Larven auf Bananen-Zuckersirup-Futter im Durchschnitt 78,4 % betrug 169, Der Unterschied
in dem durchschnittlichen Wassergehalt zwischen den Studien kénnte durch die unterschiedli-
chen Futtersorten oder dem Alter der Larven hervorgerufen sein. Dass die Erndhrung und das

Alter einen nachweislichen Effekt auf den Wassergehalt haben, zeigt sich beispielsweise auch
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im humanen Organismus. Der Wassergehalt unterscheidet sich hier zwischen Neugeborenen (ca.
78 %) 17778 und Erwachsenen (ca. 65 %)[77 und ist auBerdem abhéingig von der Lebensweise,
Erndhrung und Wasseraufnahme des Individuums. Der hohe Wassergehalt von Organismen ist
darin begriindet, dass Wasser zur Aufrechterhaltung unterschiedlicher Koérperfunktionen bendtigt
wird. Es dient hierbei unter anderem als primérer Baustein der Zellen, als essentielles Molekiil zur
Aufrechterhaltung der Funktionen diverser Metabolite ! als Losungsmittel fiir wasserlosliche
Molekiile oder bei homoiothermen Organismen als Temperaturregler durch Transpiration.

Die restliche Masse der Larven wird durch das Trockengewicht bestimmt, was wiederum aus den
verbleibenden Komponenten (Metabolite, Nukleinsduren, Proteine) besteht. Die gezielten meta-
bolischen Messungen und die GC-MS Messungen erkliaren im Mittel rund 79 % der Trockenmasse
der Larven. Dabei wird das Trockengewicht zu einem grofien Teil von den Lipiden (im Mittel
rund 31 %) und Proteinen (im Mittel rund 38 %) bestimmt (siche Ergebnisse Abbildung 2.21 B).
Die noch fehlenden 21 % beinhalten Substanzen, die nicht gemessen wurden, wie Nukleinsiduren
(DNA, RNA), Chitin oder weitere Metabolite, wie beispielsweise Trehalose oder Cholesterol. In
anderen multizellularen Organismen wurde gezeigt, dass die Nukleinsduren rund 6-12 % der Tro-
ckenmasse ausmachen konnen %%, was rund ein Viertel bis die Halfte der fehlenden 21 % erkliren
wiirde. Auffallend ist die Reduktion des erkldrten Anteils der Trockenmasse bei einem Alter der
Larven von 168 h nach Eiablage (60 % erklart; vorher: 81 % (96 h) und 95 % (132 h) erklart;
siche Ergebnisse Abbildung 2.21 B). Die metabolischen Messungen und die GC-MS Messungen
zeigen jedoch einen konstanten Anstieg der Metabolite (siehe Ergebnisse Abbildung 2.19 und
2.20). Eine mogliche Erkldrung konnte ein Metabolit sein, dass iiberproportional im Vergleich
zu den anderen Metaboliten ansteigt und hier nicht gemessen wurde. Diese Hypothese kann
nicht ausgeschlossen werden, solange nicht die restlichen 21 % des Trockengewichts erkléart sind.
Dafiir miissten weitere metabolische Messungen und Messungen der Nukleinsduren durchgefiihrt
werden. Die Analysen konnten jedoch dazu beitragen einen Grofiteil des Gewichts der Drosophila
Larven zu erkldren und dienten somit zur Etablierung des Modells und als Basis zur Entwicklung

einer Biomasse-Zielfunktion (siehe Ergebnisse Abschnitt 2.6).

3.2.3. Robustheit und Vorhersagekraft von FlySilico 1.0

Mithilfe der experimentell erhobenen Daten der Drosophila Larven (metabolische Messungen,
GC-MS und Wachstumsparameter) war es moglich das Modell, in Hinblick auf die Aufnahmeraten
und die Biomasse-Zielfunktion, zu etablieren (siehe Ergebnisse Abschnitt 2.6). Dies ermdglichte
die Simulation einer biologisch sinnvollen Wachstumsrate, die an die experimentelle Wachstums-
rate unter HD Bedingungen angepasst ist (pgim,. = 0,088 % im Vergleich zu p1ggy = 0,0882 %)
Die Frage stellte sich jedoch, ob das Modell auch grundlegendes biologisches Verhalten der Larven
wiedergeben kann. Hierfir wurden von J. Schénborn Robustheitsanalysen durchgefiihrt [182].
Drosophila ist ein Cholesterol-auxotropher Organismus '™ und die Aufnahme von Cholesterol
aus der Nahrung ist lebensnotwendig. Eine Entwicklung der Larven ist somit auf Nahrungsquellen
ohne Cholesterol®® oder auf Cholesterol-reduzierten Futtern*!) nicht méglich. Daher wurde
Cholesterol in die Biomasse-Zielfunktion aufgenommen und die Simulationen zeigten, wie zu

erwarten war, dass ohne Cholesterol keine Biomasse produziert werden kann (siehe Anhang
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Abbildung B.1). Auch die essentiellen Aminoséuren sind fiir die Entwicklung der Larven lebens-
notwendig und ohne sie kommt es zu keinem Wachstum, was den Tod der Tiere bedeutet 3.
In den Robustheitsanalysen konnte dieses Verhalten ebenfalls simuliert werden. Beispielsweise
ist ohne die essentielle Aminosdure Threonin keine Produktion der Biomasse moglich (siehe
Anhang Abbildung B.2 A). Andere Metabolite, wie beispielsweise die nicht-essentielle Aminoséure
Asparaginsdure, zeigten keinen Einfluss auf das Wachstum (siehe Anhang Abbildung B.2 B).
Auch dieses Verhalten wurde in einer Studie zur Etablierung des Holidic Diets experimentell
belegt 1611, Somit ist das FlySilico 1.0 Modell in der Lage grundlegende biologische Prozesse
wiederzugeben.

Um die Vorhersagekraft des Modells zu testen, wurden Simulationen mit verdnderten Eingangspa-
rametern durchgefithrt und mit experimentellen Daten der Drosophila Larven verglichen (siehe
Ergebnisse Abbildungen 2.23, 2.24 und 2.25). Im Gegensatz zu den verdnderten Mengen an
essentiellen Aminosduren, kam es bei der erh6hten Menge an Saccharose zu keinen Auswirkungen
auf die Wachstumsrate in den Simulationen (siehe Ergebnisse Abbildung 2.22). Im Vergleich
zum basalen HD erhohten sich die Flussraten teilweise im zentralen Kohlenhydratstoffwechsel
(Glykolyse und Citratzyklus) und, wie zu erwarten war, in den Stoffwechselwegen der Zucker
(siehe Abbildung 2.24 A und C). Dies weist auf einen erhdhten Verbrauch der zusétzlichen
aufgenommenen Kalorien hin. Auch experimentell hat die erh6hte Menge an Saccharose keinen
Einfluss auf die beobachteten Parameter. Das Gewicht und die Grofle der Larven ist vergleichbar
mit den Larven des basalen HDs und auch in den Metabolitmengen sind kaum Unterschiede
erkennbar (sieche Abbildung 2.23 und 2.25). Einzig die Mengen an Glycerol, Glucose und der
Proteine zeigen bei 132 h alten Larven eine Reduktion. Dass die erhohte Zuckerkonzentration im
Futter sogar einen negativen Effekt auf die Entwicklung von Drosophila ausiiben kann, wurde
ebenfalls in dieser Arbeit gezeigt (siehe Ergebnisse Abbildung 2.7). Auch andere Studien belegen
eine inhibitorische Wirkung erhohter Zuckermengen auf die Entwicklung von Drosophila 28], Die
Simulationen mit erh6hten Mengen an essentiellen Aminoséuren zeigten, wie auch unter den
erhOhten Zuckermengen beobachtet, erhohte Flussraten im zentralen Kohlenhydratstoffwechsel
und im Stoffwechsel der Zucker (siehe Abbildung 2.24 A und C). Allerdings sind die Raten hier
niedriger im Vergleich zur doppelten Menge an Saccharose. Dies kann daran liegen, dass die
aufgenommenen Aminosduren zunédchst iiber mehrere Reaktionsschritte in Glucose umgewandelt
werden miissen, um im Kohlenhydratstoffwechsel metabolisiert werden zu kénnen 5178 und
zudem in anderen Reaktionswegen genutzt werden. Saccharose ist ein Disaccharid, dass durch
die Invertase (auch Saccharase, Enzym zur Hydrolyse von Saccharose) direkt zu den Einfachzu-
ckern Glucose und Fructose gespalten und im Stoffwechsel der Kohlenhydrate genutzt werden
kanmn [150:181]

Zusétzlich sind im Lipidstoffwechsel Flussraten von Reaktionen zum Aufbau von Lipiden erhoht
(siehe Abbildung 2.24 B). Die metabolischen Messungen bestétigen die Simulationsergebnisse.
Die Larven auf dem HD mit erhéhten Mengen an essentiellen Aminosduren speichern mehr
Triglyceride als unter den beiden anderen Konditionen. Auch die Mengen an Glucose sind si-
gnifikant erhoht, wohingegen die Glykogenmengen nahezu unbeeinflusst sind (siehe Ergebnisse
Abbildung 2.25). Eine mogliche Erklarung konnte ein erhéhtes Angebot an freien Fettsiauren

durch die erhéhten Flussraten im Lipidstoffwechsel sein, die den Abbau von freier Glucose

73



KAPITEL 3. DISKUSSION

hemmen. Dieser Mechanismus wurde schon 1963 von Randle et al. als Glucose-Fettsdure-Zyklus

1701 Durch die erhdhten Mengen an essentiellen Aminoséuren im HD kommt es

beschrieben !
zudem zu einem Anstieg der Lactatmengen in den Larven. Auch in silico konnte dieses Verhalten
bestatigt werden. Die Flussraten der Lactatdehydrogenase (LDH-L) sind im Vergleich zu den
anderen Futterkonditionen erhéht. Wie zuvor schon in den metabolischen Untersuchungen von
wildtypischen Drosophila Fliegenlinien gezeigt wurde (siehe Ergebnisse Abschnitt 2.1.2, 2.1.3),
hat Lactat eine wichtige Bedeutung im larvalen Organismus. Die Lebensweise der Larven ist

37 und zeichnet sich durch konstante Bewegungen aus 2961, Lactat dient hierbei

201]

teilweise anaerob
als Energiequelle, um die massive Gewichtszunahme (um das 200-fach ) zu unterstiitzen!
Die Ergebnisse dieser Studien zeigen, dass es mit dem FlySilico 1.0 Modell moéglich ist sinn-
volle Vorhersagen zu treffen und es sich somit als ein geeignetes Modell zur Untersuchung der

Ressourcenallokation in Drosophila melanogaster anbietet.

Per Definition folgt die Analyse von biologischen Netzwerken mittels FBA den Prinzipien der
Optimalitat. Das FlySilico 1.0 Modell ist in der Lage biologisch sinnvolle Verhaltensweisen der
Drosophila Larven wiederzugeben (oben diskutiert). Daher stellen sich am Ende die Fragen, ob die
simulierten optimalen Flussverteilungen auch biologisch optimal sind und ob die Verteilung der
Ressourcen nach dem Prinzip der Pareto-Optimalitéit verlduft? Um diese Fragen zu beantworten,
kénnen weitere in vivo Studien angeschlossen werden. Eine Moglichkeit zur Untersuchung der
Ressourcenverteilung in vivo sind beispielsweise metabolische Flussanalysen. Dabei kénnen
mithilfe von radioaktiv markierten und mit der Nahrung aufgenommenen Metaboliten - wie
Glucose, Fett- oder Aminosduren - die Verteilung der Metabolite untersucht werden. Erste
Studien zur Untersuchung der Pareto-Optimalitédt im bakteriellen Organismus wurden mittels
13C-basierten Flussanalysen durchgefithrt['83l. Auch in Drosophila konnten erste Ansitze zu

metabolischen Flussanalysen erfolgreich demonstriert werden [125:126],

3.2.4. Modellerweiterungen und Optimierungen

Durch die Modellvalidierung (siche Ergebnisse Abschnitt 2.7) und erste initiale Experimente zur
Untersuchung der Ressourcenallokation (siehe Ergebnisse Abschnitt 2.8) konnte gezeigt werden,
dass das FlySilico Modell zum jetzigen Zeitpunkt féhig ist sinnvolle Vorhersagen in Bezug auf
grundlegendes biologisches Verhalten von Drosophila wiederzugeben. Dennoch ist es moglich
durch Modellerweiterungen und -optimierungen das Modell auszubauen und die Prézision in
Bezug auf die Ressourcenallokation weiter zu erhthen. Zudem beinhaltet das FlySilico 1.0 Modell
Parameter, wie den Korrekturfaktor der Aufnahmeraten oder die benétigten Energiekosten zur
Aufrechterhaltung von wachstumsabhéngigen und -unabhéngigen Prozessen (GAM und NGAM),
die nicht an den Organismus der Drosophila Larven angepasst sind. Diese Parameter wurden
vorerst, aufgrund fehlender Informationen/Experimente, als Approximation zur Durchfithrung
der Modellierung eingesetzt und geben nicht das biologische Verhalten der Larven wieder. In
Zukunft wire es daher wiinschenswert diese Parameter mit experimentell ermittelten Daten
der Larven zu ersetzen, um die Prazision des Modells zu erh6hen. Welche Modellerweiterungen

durchgefiihrt werden kénnen, soll in den folgenden Abschnitten diskutiert werden.
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Metabolische Reaktionswege

Das FlySilico 1.0 Modell beinhaltet zum jetzigen Zeitpunkt 363 Reaktionen, wovon rund 17 %
Austauschreaktionen und 6.7 % blockierte, unbalancierte oder sogenannte Dead-end Reaktio-
nen sind. Um die Austauschreaktionen zu minimieren und die unausfiihrbaren Reaktionen zu
eliminieren, kénnten Erweiterungen des Modells von Vorteil sein, da viele Informationen durch
ungenau definierte oder unvollstdndige Reaktionswege verloren gehen. Chemische Substanzen,
die vom Modell zur Zeit nicht metabolisiert werden kénnen, werden durch die Austauschreaktio-
nen exportiert. Zusatzliche Reaktionswege konnten diese Metabolite nutzen und mit anderen

Reaktionsmodulen verbinden. Dadurch wére es moglich die Prézision des Modells zu erhéhen.
Aufnahmeraten

Die Definition von biologisch sinnvollen Aufnahmeraten ist fir die Modellierung und Préadiktion
von Zielfunktionen (wie beispielsweise der Wachstumsrate) von essentieller Bedeutung. Die
Aufnahmeraten sollen dabei die Nahrstoffaufnahme aus der Umgebung durch das intestinale
System wiedergeben. Zum jetzigen Zeitpunkt konnten die Aufnahmeraten von Larven auf
Holidic Diet (HD) aufgrund von fehlenden experimentellen Methoden (noch) nicht bestimmt
werden. Daher wurde ein theoretischer Ansatz zur Ermittlung der Aufnahmeraten gewéhlt
(siehe Ergebnisse Abschnitt 2.6.1 und Methoden Abschnitt 4.18). Da der theoretische Ansatz
zur Berechnung der Aufnahmeraten davon ausgeht, dass das Mundvolumen der Larven mit
jedem Futterkontakt vollstdndig gefiillt wird und nicht beriicksichtigt wird, mit welcher Rate die
Futterbestandteile durch die Darmbarriere in den Organismus gehen, war die Definition eines
Korrekturfaktors unerlésslich. Dieser wurde durch einen iterativen Prozess aus Simulation der
Wachstumsrate im Vergleich zur experimentell bestimmten Wachstumsrate von J. Schénborn
ermittelt 82, Dieser Korrekturfaktor beschreibt den prozentualen Wert an Néhrstoffen, die
effektiv in den Metabolismus der Drosophila Larven gehen kénnen. Da nur wenig Daten zur
Futteraufnahme und -konversion von Drosophila vorhanden sind, wurde zum Vergleich auf Daten
von Lepidoptera (Schmetterlingen) zuriickgegriffen. In verschiedenen Lepidoptera wurde die
Effizienz der Konversion von aufgenommener Nahrung gemessen und reichte von 2 bis 38 % 217
Mit einem Wert von 12 % liegt der hier ermittelte Korrekturfaktor fiir Drosophila somit innerhalb
dieser experimentell erhobenen Daten. Dennoch wire es von groflem Vorteil experimentelle
Daten zur Nahrungsaufnahme und -konversion von Drosophila Larven zu erheben, um den
Korrekturfaktor zu ersetzen und somit die Prézision des Modells zu erhéhen. In adulten Fliegen
wurden viele Methoden entwickelt, um die Aufnahme von unterschiedlichen Futtern zu bestimmen.
Zu diesen Methoden gehoéren unter anderem das CAFE System (engl. capillary feeder) [57,105]
die Markierung der Nahrung mit Radioisotopen 3% kolorimetrische Bestimmungen 6% oder die
Beobachtung der Riisselkontakte der adulten Fliegen mit dem Futter (engl. proboscis extension,
PE) 223] Die kolorimetrische Bestimmung und die Aufnahme der Kontakte der Mundwerkzeuge
mit der Nahrung bieten sich im larvalen System nicht an, da diese Methoden zu ungenau sind %6
oder nicht fiir die Larven angewandt werden kénnen. Auch das CAFE System kann in Verbindung
mit den Larven nicht verwendet werden, da das Prinzip auf einem Fliissigfutter in Kapillaren
beruht 7105 die nicht als Nahrungsquelle fiir die Larven geeignet sind. Einzige Methode, die

sich fiir die Untersuchungen der Futteraufnahme anbieten wiirde, wéire demnach die Markierung
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der Nahrung mit Radioisotopen. Diese Methode wurde aulerdem als beste und zuverlassigste

Anwendung fiir die Ermittlung der Futteraufnahme in Drosophila beschrieben 6.

Kompartimentierung

FlySilico 1.0 besteht aus drei Kompartimenten: (i) dem extrazelluldren Raum, (ii) dem Cytosol
und (iii) den Mitochondrien. In diesen drei Kompartimenten finden die Reaktionen abhéngig von
der Lokalisation ihrer Enzyme statt. Beispielsweise sind in Eukaryoten die Reaktionen des Citrat-

zyklus in den Mitochondrien lokalisiert 73]

. Im FlySilico Modell finden die meisten Reaktionen
im Cytosol statt. Einzig die Reaktionen des Citratzyklus und einige Reaktionen der oxidativen
Phosphorylierung sind in den Mitochondrien lokalisiert. Die Aufnahme von zusétzlichen Kompar-
timenten in das FlySilico Netzwerk trigt zum Aufbau eines biologisch realistischeren Modells
bei und beeinflusst unter anderem die Reaktions- und Transportwege. Durch die zusétzlichen
Kompartimente wére es von essentieller Bedeutung weitere Transportreaktionen einzufiigen.
Diese konnten wiederum die Allokation von Ressourcen zwischen den Kompartimenten und
den Energieverbrauch des Modells beeinflussen. Transportreaktionen kénnen passiv - entlang
eines Konzentrations- oder Potentialgefilles und durch Carrier- oder Kanalproteine -, aber
auch aktiv - entgegen eines Konzentrations- oder Potentialgefilles und durch aktive Carrier-
oder Kanalproteine - unter Energieverbrauch stattfinden ™). In dem letzteren Fall konnten die
Ressourcenverteilungen durch zusétzliche Energiekosten beeinflusst werden. Die Aufwendung
von Energie fiir den Transport von Metaboliten ist Teil von wachstumsunabhéngigen Prozessen
(engl. non-growth associated maintenance requierements, NGAM). Sowohl die Energiekosten
fiir wachstumsunabhéngige Prozesse, als auch fiir wachstumsabhéngige Prozesse (engl. growth
associated maintenance requierements, GAM) sind zum jetzigen Zeitpunkt des FlySilico Mo-
dells nicht an Drosophila angepasst. Als Approximation wurden die Werte fiir GAM aus dem
metabolischen Modell iMM904 der Hefe['38 und fir NGAM aus dem E. coli Modell'®¥ ent-
nommen, da die experimentelle Bestimmung aufgrund der Komplexitit des Modellorganismus
Drosophila schwierig erscheint. Im Falle von E. coli ist es beispielsweise moglich GAM und
NGAM iiber Wachstumsexperimente im Chemostaten (kontinuierliche Kultur) zu bestimmen (202,
Diese Methode ist jedoch fiir Drosophila nicht anwendbar. Zur Bestimmung der GAM koénnte
daher ein theoretischer Ansatz verfolgt werden, der im Protokoll von I. Thiele et al.[202 beschrie-
ben wird. GAM beinhaltet unter anderem die Energie, die zur Synthese von Makromolekiilen
(Proteine, DNA, RNA) gebraucht wird. Zur Bestimmung der benétigten Energie muss zunéchst
die Gesamtmenge an Makromolekiilen im Organismus, entweder iiber experimentelle Analysen
(biochemische Methoden, RNA/DNA-Extraktionen) oder mittels Literaturangaben, ermittelt
werden. Von Neidhardt et al.[8] sind die Mengen an Phosphatbindungen aufgelistet, die zur
Synthese von Makromolekiilen benotigt werden (allerdings nur fiir bakterielle Zellen). Die Anzahl
der Phosphatbindungen kann mit der Gesamtmenge der Makromolekiile multipliziert werden und
ergibt die Werte fiir die GAM. Wie in L. Thiele et al. beschrieben wird, muss beachtet werden, dass
dieser theoretische Ansatz zur Unterbestimmung der GAM fiihrt, da weitere wachstumsabhéngige
Prozesse ATP benétigen [202],

Simulationen von J. Schénborn haben jedoch gezeigt, dass sowohl GAM als auch NGAM zum
jetzigen Zeitpunkt einen nur limitierten Einfluss auf die Biomasseproduktion haben 82 und erst

bei hohen Werten zu einer Anderung der Wachstumsrate beitragen (siehe Anhang Abbildung
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B.3 A). Als Vergleich zeigt das metabolische Modell iMM904 der Hefe (138] bei geringeren Werten
von GAM und NGAM einen Einfluss auf die Wachstumsrate (siehe Anhang Abbildung B.3 B).
Demnach koénnten verschiedene Hypothesen zur Erkliarung dieser Resultate angenommen werden.
Eine mogliche Erkliarung wéren die Unterschiede in der Grofle und im Aufbau der Modelle. Das
Hefe Modell ist mit 1412 Reaktionen und 1228 Metaboliten weitaus grofer als das FlySilico Modell
mit 363 Reaktionen und 293 Metaboliten. Auflerdem ist das Hefe Modell biologisch weitaus
praziser in Bezug auf die Kompartimentierung. Es beinhaltet neben den drei Kompartimenten,
die auch im FlySilico Modell zu finden sind (extrazelluldre Matrix, Cytosol und Mitochondrien),
weitere fiinf Kompartimente: (i) die Peroxisomen, (ii) das endoplasmatische Retikulum, (iii) den
Nukleus, (iv) den Golgi-Apparat und (v) die Vakuolen ['38]. Aus den oben beschriebenen Griinden,
dass der Transport zwischen den Kompartimenten die Energiekosten des Modells beeinflussen

kann, kénnte auch der Einfluss von GAM und NGAM auf die Wachstumsrate verdndert sein.
Modellierung von Gewebe

Mit Ausblick auf mogliche Erweiterungen dieser Studie wére es zudem wiinschenswert die Res-
sourcenallokation auch auf gewebespezifischer Ebene zu betrachten, um prézisere Analysen - auch
im Hinblick auf den Gesundheitsstatus von multizelluldren Organismen - durchfithren zu kénnen.
Jedes Gewebe fithrt aufgrund seiner spezialisierten Zellstrukturen unterschiedliche Funktionen
aus und spielt demnach in unterschiedlichen krankheitsrelevanten Prozessen eine Rolle 54215,
Beispielsweise wurde in anderen Studien die Darstellung von unterschiedlichen Zelltypen in meta-
bolischen Modellen bereits erfolgreich gezeigt 26831181 Das FlySilico 1.0 Modell ist zur Zeit Zell-
und gewebeunspezifisch und somit biologisch nicht prézise genug, um metabolische Vorgénge und
die Allokation von Ressourcen in und zwischen Geweben darzustellen. Als einen ersten Schritt hin
zur Modellierung von multiplen Gewebestrukturen wurde getestet, ob es moglich ist mithilfe von
Genexpressionsdaten von Drosophila Larven, Unterschiede zwischen Geweben darzustellen (siehe
Ergebnisse Abschnitt 2.5.2). Dabei konnten Gene mit dhnlichen Expressionsmustern identifiziert
werden, die gewebespezifische Funktionen ausfithren. Beispielsweise zeigten der Fettkorper und
das Verdauungssystem erhohte Expressionswerte in der Biosynthese und Degradation von Fetten,
wobei die Expressionsmuster dieser Gewebe dabei ein antagonistisches Verhalten widerspiegeln
(siehe Ergebnisse Abbildung 2.15). In metabolischen Modellen werden die Zusammenhénge von
Genen, Proteinen und Reaktionen mithilfe von Gen-Protein-Reaktions-Regeln (engl. gene-protein-
reaction rules; GPR) beschrieben. Die mathematische Darstellung erfolgt dabei iiber boolesche
Operatoren, wie AND oder ORB®l. Zwei Gene konnen beispielsweise einen Enzymkomplex bilden
und somit nur in Verbindung funktional sein (AND) oder sich gegenseitig inhibieren und damit
einander ausschlieBen (OR). Die Reaktionen werden nur katalysiert, wenn die entsprechenden
Gene aktiviert oder deaktiviert und damit die GPRs erfiillt sind. Bei der Verkniipfung von
Genexpressionsdaten mit dem FlySilico Modell wurden die Gen-Protein-Reaktions-Regeln auf-
grund fehlender Informationen (noch) nicht angewandt. Auf die Reaktionswege des Modells
wurden zur Vereinfachung zunéchst nur die mittleren Genexpressionsdaten abgebildet (siche
Methoden Abschnitt 4.17) und sie stellen dadurch nur einen approximierten Wert dar. Da
durch die Genexpressionsdaten dennoch Unterschiede in den Geweben identifiziert wurden, ware
die Einbindung von gewebespezifischen Informationen zu Reaktionen, Metaboliten und Genen

zur Erhohung der Prézision wiinschenswert. Dadurch kénnten neue Einblicke in metabolische
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Wechselwirkungen und die Allokation von Ressourcen zwischen unterschiedlichen Geweben in
multizelluldren Organismen gewonnen werden. Dieses Wissen kénnte zudem genutzt werden, um
die Gesundheit - zum Beispiel im Hinblick auf metabolische Krankheiten, wie Adipositas oder

Typ-2-Diabetes - positiv zu beeinflussen.

3.3. Fazit und Ausblick

Alle Organismen benétigen Ressourcen, beispielsweise in Form von Néhrstoffen, zur Aufrecht-
erhaltung ihres basalen Metabolismus, dem Wachstum, der Reproduktion und vieler weiterer
Prozesse. Die Ressourcen stehen den Organismen dabei nur in limitierter Form zur Verfiigung
und miissen haufig auf in Konflikt stehende Prozesse aufgeteilt werden. Viele Studien wurden
durchgefiihrt, um die Allokation von Ressourcen und deren Einfluss auf die Physiologie bzw.

[23,24,25] ,;

die sogenannten Life-History Traits (wie Wachstum, Reproduktion und Gesundheit)
verstehen. Die iibergeordnete Regulation, die zur Verteilung der Ressourcen fithrt, ist bis heute
jedoch weitestgehend unbekannt und wenig erforscht.

In dieser Arbeit wurden Aspekte der Ressourcenallokation anhand des holometabolen Insekts
Drosophila melanogaster untersucht. Durch Studien des metabolischen Phéanotyps als ein Resultat
der Ressourcenallokation war es moglich in wildtypischen Fliegenlinien konkurrierende und
nicht-konkurrierende Parameter zu identifizieren und erste Einblicke in die Kontribution von
genetischen Varianten und den Nahrungsbedingungen auf das metabolische Profil zu erhalten
(siche Ergebnisse Abschnitt 2.1 bis 2.3). Mithilfe des metabolischen Modells FlySilico 1.0 konnten
im weiteren Verlauf dieser Arbeit erste Simulationen zur Ressourcenallokation durchgefiihrt
werden, deren Robustheit mit in vivo Analysen von Drosophila Larven bestitigt werden konnten
(siehe Ergebnisse Abschnitt 2.4 bis 2.8). Zudem konnte durch diese beiden Teilprojekte gezeigt
werden, dass unterschiedliche Verfahren moglich und nétig sind, um die komplexen Einfliisse auf
Ressourcenverteilungen, die beispielsweise durch Umgebungsparameter (bspw. Nahrungsbedin-
gungen) und innere Parameter (bspw. Genetik, Mikrobiom) gegeben sind, zu erforschen.

In biologischen Systemen ist die optimale Verteilung von Ressourcen ein essentieller Faktor
zur Aufrechterhaltung der evolutiondren Fitness, also der Anpassung an Umweltbedingungen,
welche durch die Reproduktionsrate gepragt ist. Hierbei wird durch diverse Studien postuliert,
dass die Verteilung der Ressourcen zwischen konkurrierenden Parametern durch das Prinzip
der Pareto-Optimalitdt beschrieben werden kann. Dies konnte beispielsweise im bakteriellen
Organismus 83 und einigen Eigenschaften von multizelluliren Organismen 196 demonstriert
werden. Dennoch konnte die Pareto-Optimalitdt in biologischen Systemen noch nicht vollstandig
bewiesen werden (%), Die Organismen stehen auferdem unterschiedlichsten Umweltbedingungen
gegeniiber, welche einen prominenten Einfluss auf die Ressourcenallokation haben, sodass diese
jederzeit den entsprechenden Bedingungen angepasst werden muss. Des Weiteren ist oft nicht
bekannt welche Parameter in Konkurrenz zueinander stehen, welche Prinzipien oder molekularen
Mechanismen diesen konkurrierenden Parametern zugrunde liegen und welchen Einfluss diese
Parameter auf die evolutionére Fitness ausiiben . Ein besseres Versténdnis dieser komplexen
regulatorischen Prozesse wiirde dazu beitragen, Variationen in metabolischen Phénotypen unter

variierenden Umweltbedingungen oder zwischen Individuen zu verstehen. Durch dieses Wissen
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konnte es zudem moglich sein, metabolische Fliisse in eine bestimmte Richtung zu kanalisieren,
um die Gesundheit - beispielsweise in Hinblick auf metabolische Erkrankungen - positiv zu
beeinflussen oder die Produktion von pharmazeutischen oder biotechnologischen Produkten aus
Pflanzen oder Bakterien zu steigern. Auch in dieser Studie deuten die Ergebnisse der Modellierung
bereits darauf hin, dass die Ressourcenverteilung in multizelluldren Organismen unter optimalen
Bedingungen ablauft, da per Definition die Analyse von metabolischen Netzwerken mittels FBA
auf den Prinzipien der Optimalitat beruht. Ob es sich hierbei auch um Pareto-Optimalitat handelt
und ob die simulierten Verteilungen auch biologisch optimal sind, ist hierbei noch offen und
erfordert weitere Untersuchungen. Dabei kénnten tiefer gehende Erkenntnisse zur Aufdeckung
genereller Prinzipien der Ressourcenverteilung beitragen, die dementsprechend nicht nur eine

Relevanz fiir den Modellorganismus Drosophila haben.
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4. Methoden

4.1. Drosophila melanogaster: Fliegenstamme und Haltung

In dieser Arbeit wurde mit 35 Fliegenlinien aus dem 40 Linien umfassenden Kernsets (engl. core
set) des Drosophila melanogaster Genetic Reference Panel (DGRP) gearbeitet (sieche Materialien
Tabelle 5.4). Insgesamt besteht die DGRP Fliegenkollektion aus rund 200 vollstédndig sequenzierten
Inzuchtlinien von Drosophila melanogaster. Die DGRPs wurde unter Leitung von Trudy Mackay
etabliert 129! (siehe Einleitung Abschnitt 1.2.1). Fiir die Studien dieser Arbeit wurden die Fliegen
vor den Experimenten fiir zwei Generationen mit gleicher parentaler Dichte (15 Mannchen und 30
Weibchen pro Fliegenrohrchen) gehalten. Dadurch sollten die Umwelteinfliisse durch variierende
Anzuchtbedingungen oder Stress durch eine zu hohe oder niedrige Anzahl an parentalen Tieren
pro Fliegenrohrchen minimiert werden. Fiir die initiale Untersuchungen von Kandidatengenen
aus der genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) (siehe Ergebnisse Abschnitt 2.3 und 2.3.1)
wurde mit verschiedenen RNAi Fliegenlinien (sieche Materialien Tabelle 5.3) gearbeitet. Alle
Fliegenlinien wurden vom Bloomington Drosophila Stock Center (BDSC) erhalten.

Fir die Experimente zur Modelletablierung und -validierung wurde mit der wildtypischen
Fliegenlinie Oregon R gearbeitet. Auch diese Linie wurde fiir die Experimente mit gleicher
parentaler Dichte (15 Méannchen und 30 Weibchen pro Fliegenrohrchen) auf das chemisch
definierte Futter (engl. holidic diet, HD) gesetzt, um auch hier die Umwelteinfliisse durch
variierende Anzuchtbedingungen und Stress zu minimieren (siehe oben).

Alle Fliegenlinien wurden unter Standardbedingungen (25 °C, 12 h Tag-/Nachtrhythmus und
60-70 % Luftfeuchtigkeit) und auf einem Standardfutter (siehe Abschnitt 4.2.1) gehalten. Die

Futterbedingungen wurden entsprechend der verschiedenen Experimente variiert.

4.2. Futterrezepte

4.2.1. Standardfutter

Alle Fliegenlinien wurden auf Standardfutter (engl. standard diet, SD) gehalten und nur fir die
entsprechenden Experimente auf andere Futter umgesetzt. Das SD besteht aus 0,5 g Agar, 7,1 g
Polenta, 0,95 g Sojamehl, 1,68 g Hefe, 4 g Zuckersirup, 4,5 g Malzextrakt, 0,45 mL Propionsédure
und 1,5 mL Nipagin (1:10 verdiinnt in 70 % Ethanol) pro 100 mL Futter.

4.2.2. Futter mit veranderten Saccharosekonzentrationen

Fiir die Experimente mit den DGRP Linien wurde neben dem SD auch ein Futter mit erh6htem
Saccharose-Gehalt (engl. high sugar diet, HSD) und ein Zucker-reduziertes Futter (engl. low
sugar diet, LSD) verwendet (siehe Vergleich in Tabelle 4.1). Diese Futtersorten basieren auf dem
semi-definierten Futter von Bloomington 1% mit Anderungen der Zuckerkonzentrationen 4. Das
Basisfutter enthélt (pro 100 mL) 1 g Agar, 8 g Hefe, 2 g Hefeextrakt, 2 g Pepton, 200 uL [1 M]
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MgSOy, 340 pL [1 M] CaCls, 600 uL Propionsdure, 1,5 mL Nipagin und 5,13 g Saccharose fiir
das LSD bzw. 34,2 g Saccharose fiir das HSD.

Tabelle 4.1.: Die Futterrezepte im Vergleich.

Bestandteil SD LSD HSD
(pro 100 mL Futter)

Agar 0,50 g lg lg
Hefe 1,68 g 8g 8g
Polenta 710 g - -
Sojamehl 0,95 g - -
Zuckersirup 400 g - -
Malzextrakt 450 g - -
Hefeextrakt - 2g 2¢g
Pepton - 2g 2g
Saccharose - 5,13g | 342¢
MgSO4 [1 M] - 200 pL | 200 pL
CaCly [1 M] - 340 pL | 340 pL
Propionsaure 450 pL | 600 puL | 600 pL
Nipagin 1,5mL | 1,5 mL | 1,5 ml

4.2.3. Holidic Diet

Fiir die Experimente zur Etablierung und Validierung des metabolischen Netzwerks wurde ein
chemisch definiertes Minimalmedium (engl. holidic diet, HD) von Matthew Piper!'61 verwendet
und nach dessen Angaben hergestellt. Einzige Ausnahme war, dass das Cholesterol erst nach
dem Autoklavieren hinzugefiigt wurde, da es sich andernfalls nicht gelést hat. Es wurde die
Hefe-dhnliche Aminosdurezusammensetzung (engl. Yeast-like amino acid, Yaa) gewahlt. Fiir die
Validierungsexperimente wurde das HD wie folgt verdndert: (i) Zugabe der doppelten Menge
an Saccharose (HD + 2x Saccharose) und (ii) Zugabe der doppelten Menge an essentiellen
Aminoséuren (HD + 2x EAA). Alle Chemikalien und Losungen, die fiir das Futter verwendet

wurden, sind in Kapitel 5 - Materialien aufgefiihrt.

4.2.4. Apfelsaftagarplatten

Fiir die Etablierung eines DGRP-Mix Stammes (siche Ergebnisse Abschnitt 2.4 und Methoden
Abschnitt 4.11) wurden Apfelsaftagarplatten fir die Fliegenkéfige angefertigt. Das Medium
(1,36 L) enthélt 1 L Wasser, 40 g Agar, 17 g Saccharose, 340 mL Apfelsaft und 20 mL Nipagin (1:10
verdinnt in 70 % Ethanol). Wasser, Agar und Saccharose wurden gemischt und in einer Mikrowelle
aufgekocht bis der Agar vollstandig gelést war. Danach wurde der Apfelsaft hinzugegeben. Nach
dem Abkiihlen auf unter 60 °C wurde das Nipagin hinzugefiigt und der Apfelsaftagar in die
Petrischalen gefillt.
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4.3. Aufnahme der Entwicklungszeit

Fiir die Quantifizierung der Entwicklungszeit der DGRP Linien wurden die Fliegenrthrchen
jeden Tag zur gleichen Zeit fotografiert bis die ersten Fliegen geschliipft waren. Basierend auf den
Entwicklungszeiten wurden die einzelnen Fliegenlinien in fiinf verschiedene Entwicklungsgruppen

unterteilt (siehe Ergebnisse 2.1.1).

4.4. Probenaufbereitung

4.4.1. Allgemeines Verfahren

Fir die biochemischen Messungen wurden, wenn nicht anders beschrieben, finf spiate L3 Larven
und acht adulte Fliegen (Mannchen oder Weibchen) pro Probe gesammelt. Die Larven wurden
in PBS gewaschen und getrocknet, um Futterreste von der Oberfliche zu entfernen. Die Tiere
wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C bis zur weiteren Aufbereitung gelagert.
Die Homogenisation erfolgte in 400 pL 0,05 % Tween®-20 mithilfe einer Keramikkugel (@ 7 mm)
pro Probe und der Fast Prep FP120 Riittelzentrifuge (Biol01 Savant). Danach wurden die Proben
bei 70 °C hitzeinaktiviert und zentrifugiert (1 min, 2400 x g). Der Uberstand wurde abgenommen
und in ein neues Reaktionsgefafl iiberfithrt. Die Proben wurden erneut zentrifugiert (3 min, 4 °C,

18,8 x g) und fiir die entsprechenden Analysen genutzt.

4.4.2. Verfahren fiir die Experimente der Modelletablierung und -validierung

Fiir die Experimente zur Unterstiitzung der Modellierung (siehe Ergebnisse Abschnitt 2.6 -
2.8) wurden Oregon R Larven an drei unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung (96 h,
132 h, 168 h nach Eiablage) gesammelt. Die Fliegen wurden mit gleicher parentaler Dichte pro
Fliegenrohrchen (15 Ménnchen und 30 Weibchen) auf das HD gesetzt und fiir 6 h bei 25 °C auf
dem Futter inkubiert. Dieser kontrollierte Zeitraum sollte sicherstellen, dass geniigend Larven
fiir die Experimente gesammelt werden kénnen (ausreichende Eiablage), die sich zudem von der
zeitlichen Entwicklung (Zeitpunkt des Schliipfens) nicht stark voneinander unterscheiden. Pro
Zeitpunkt wurden Quadruplikate mit je 25 Larven (96 h) bzw. acht Larven (132 h und 168 h)
gesammelt. Die Larven wurden gewaschen, getrocknet und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die
Lagerung erfolgt bei -80 °C. Fiir die Homogenisation der Larven wurde 1 mL 0,05 % Tween®-20

verwendet. Die weitere Vorgehensweise ist identisch zu Abschnitt 4.4.1.

4.5. Biochemische Analysemethoden

4.5.1. Triglyceride

Die Quantifizierung der Triglyceride (TAG) wurde mit dem Triglyceride Reagent (Thermo Scien-
tific, 981786) durchgefiihrt. Dabei wurden die Proben unverdiinnt oder in einer 1:2 Verdiinnung
(abhéngig vom Homogenisationsvolumen, sieche Tabelle 4.3) in eine Mikrotestplatte (Sarstedt)
iberfithrt und 200 pl. des Triglyceride Reagents hinzugefiigt. Nach einer Inkubation von 45 min

wurde die Absorption der Proben bei einer Wellenléinge von 510 nm gemessen. Zur Bestimmung
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der absoluten Mengen diente eine serielle Verdiinnung (1:2 mit 0,05 % Tween®-20; Startkonzen-
tration: 1,25 mg/mL) eines Glycerolstandards (Sigma-Aldrich, G7793). Als Leerwert diente, wie

in allen biochemischen Messungen, 0,05 % Tween®-20.

4.5.2. Glycerol

Der Glycerol-Gehalt der Proben wurde mithilfe des Glycerol Assay Kits (Sigma-Aldrich, MAK117)
gemaf der Anleitung des Herstellers fiir die fluorometrische Detektion bestimmt. Alle Proben
wurden unverdiinnt eingesetzt. Der Glycerolstandard wurde nach den Angaben in Tabelle 4.2

hergestellt.

Tabelle 4.2.: Glycerolstandard zur fluorometrischen Bestimmung von Glycerol.

# | Glycerolstandard | Wasser | Endkonzentration
(1 mM) (Glycerol)

1 50 pL 950 pL 0,050 mM

2 30 pL 970 plL 0,030 mM

3 15 plL 985 uL 0,015 mM

4 7.5 pl 9925 ul. 0,0075 mM

5 3,8 uL 996,2 uL 0,0038 mM

6 1,9 pL 998,1 uLL 0,0019 mM

7 0 uL 1000 pL 0 mM

4.5.3. Proteine

Der Gesamtproteingehalt der Proben wurden mithilfe des Pierce BCA Assay Kits (Life Tech-
nolgies, 23225) nach Angaben der Hersteller bestimmt. Zur Bestimmung der absoluten Mengen
wurde Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin, BSA) als Standard in einer seriellen Ver-
diinnung (1:2 mit 0,05 % Tween®-20; Startkonzentration: 1 mg/mL) verwendet. Die Verdiinnung

der Proben war abhéngig vom Homogenisationsvolumen (siehe Tabelle 4.3).

4.5.4. Glucose und Glykogen

Fiir die Messungen von Glucose und Glykogen wurde mit dem GO Assay Reagent (Sigma-Aldrich,
GAGO020) und einem abgednderten Protokoll von J. Tennessen gearbeitet 2%, Die Proben
wurden entsprechend der Angaben in Tabelle 4.3 verdiinnt. Der Glucosestandard des GO Assay
Reagents und ein Glykogenstandard wurden zur Bestimmung der absoluten Mengen verwendet.
Zur Erstellung des Glykogenstandards wurde Glykogen (Sigma-Aldrich, G0855) in Wasser gelost
und eine Stammlésung mit 1 mg/mL erstellt. Es wurden 84 uL 0,05 % Tween®-20 mit 16 pL des
Glucose- bzw. Glykogenstandards (je 1 mg/mL) vermischt. Anschlieflend erfolgte eine serielle 1:2
Verdiinnung. Zu 30 puL Glucose- bzw. Glykogenstandard und den Proben wurden zur Bestimmung
der freien Glucose 100 uL des GO Reagenzes (siehe Herstellerangaben) zugegeben. Fiir die
Bestimmung der Gesamtglucose wurden 100 puL. GO Reagenz mit Amyloglucosidase (Sigma-
Aldrich, A1602) hinzugefiigt (pro mL GO Reagenz 1 uL. Amyloglucosidase). Die Proben wurden
bei 37 °C 1 h inkubiert und die Reaktion mit 100 pL. 12 N H2S0, abgestoppt. Anschlielend
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wurden die Proben bei einer Wellenldnge von 540 nm gemessen und der Glykogengehalt durch

Subtraktion der freien Glucose von der Gesamtglucose bestimmt.

4.5.5. Lactat

Die absoluten Mengen an Lactat wurden fluorometrisch mit dem Lactate Assay Kit (Biovision,
K607-100) nach Angaben des Herstellers bestimmt. Die Proben wurden gemifl Tabelle 4.3
verdiinnt. Zur Bestimmung der absoluten Mengen wurde eine Standardreihe nach den Herstel-
lerangaben fiir die fluorometrische Messung erstellt. Dafiir wurde der im Lactate Assay Kit

enthaltene Lactat-Standard (Konzentration: 100 nmol/uL) verwendet.

4.5.6. Citrat-Synthase Aktivitat

Fiir die Bestimmung der Citrat-Synthase Aktivitdt wurden fiinf Fliegen (Weibchen oder Mann-
chen) in 100 puL. PBS homogenisiert. Nach anschlielender Zentrifugation wurden 20 ulL der
Proben in eine Mikrotestplatte iiberfithrt und 200 uL eines Reaktionsmixes aus 137 hinzugegeben.
Der Reaktionsmix besteht aus 100 mM Tris-HCI (pH 7,5); 0,2 mM Ethylendiamintetraessigsiure
(EDTA); 0,1 mM 5,5 -Dithiobis-2-nitrobenzoesiure (DTNB); 0,2 mM Acetyl-Coenzym A und
0,5 mM Oxalessigsiaure (engl. ozalacetic acid, OAA). Die Proben wurden in einem Zeitraum von
2 min und bei einer Wellenlédnge von 412 nm jede Sekunde gemessen (120 Datenpunkte). Die
Bestimmung der Citrat-Synthase Aktivitat erfolgte durch die Aufnahme der Absorptionsénderung,
die durch die Reduktion von DTNB (Sigma-Aldrich, D8130-1G) erfolgte.
(8242) . Vieaktion(mL) - dil

min

itrat — Synthase Aktivitit =
Citrat — Synthase Aktivita e(mM~=1-em=1) - L(em) - Vprope(mL)

(4.1)
Fiir die Berechnung der Citrat-Synthase Aktivitat wurde die Formel (4.1) verwendet, wo %
die Absorptionsédnderung pro Minute beschreibt, Vgeqrtion das Gesamtvolumen der Reaktion
(hier: 0,22 mL) ist, Vg, das Volumen der Probe (0,02 mL) ist, dil den Verdiinnungsfaktor der
Probe angibt und L die Dicke der Mikrotestplatte (ca. 0,63 cm) ist. Der Extinktionskoeffizient e
beschreibt die Abschwéchung des Lichts durch eine chemische Losung basierend auf der Weglénge
und entspricht einem Wert von 13,6 mM~'cm~! bei TNB?~.

Tabelle 4.3.: Verdiinnungen fiir die biochemischen Testverfahren in Abhingigkeit vom Homoge-
nisationsvolumen (1 mL oder 400 uL).

biochemisches | L3 Larven | L3 Larven | adulte Weibchen | adulte Ménnchen
Verfahren (1 mL) (400 pL) (400 pL) (400 pL)
TAG unverdiinnt 1:2 1:2 1:2
Glycerol unverdiinnt | unverdiinnt unverdiinnt unverdiinnt
Protein unverdiinnt 1:2 1:2 1:2
Glykogen unverdinnt 1:2 1:10 1:3
Glucose unverdiinnt | unverdiinnt 1:2 unverdiinnt
Lactat 1:50 1:15 1:10 1:10
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4.6. Quantifizierung der Eiablage

Die Eiablage wurde von vier DGRP Fliegenlinien (Linien 324, 380, 732, 786) mit einem ménnlichen
metabolischen Profil quantifiziert (sieche Ergebnisse Abschnitt 2.1.4). Dafiir wurden die weiblichen
Jungfrauen der DGRP Linien gesammelt und zur sexuellen Reifung zwei Tage unabhéngig von den
Mannchen gealtert. Nach den zwei Tagen wurde je ein Weibchen mit zwei Ménnchen des gleichen
Alters der Linie Oregon R vereint. Durch die Nutzung der Oregon R Ménnchen ist gewahrleistet,
dass die Variationen in der Eiablage von den Weibchen stammen. Nach 24 h Eiablage wurden die
Fliegen in ein neues Fliegenrohrchen umgesetzt und die Anzahl der Eier gezdhlt. Die Eiablage
wurde fiir vier Tage beobachtet und pro DGRP Linie wurden 15 bis 20 Fliegenrohrchen angesetzt.
Der Versuch wurde insgesamt dreimal wiederholt. Als Kontrolllinien dienten zwei DGRP Linien
(362, 714), die ein weibliches metabolisches Profil aufwiesen (sieche Ergebnisse Abbildung 2.5
D, griine Markierungen). Tote Midnnchen wurden wahrend des Experimentes ausgetauscht,

Fliegenrohrchen mit toten Weibchen wurden vom Versuch ausgeschlossen.

4.7. Genomweite Assoziationsstudien

Durch eine genomweite Assoziationsstudie (GWAS) wurden Einzelnukleotid-Polymorphismen
(engl. single-nucleotide polymorphism, SNP) detektiert, die signifikant mit einem metabolischen
Merkmal assoziiert waren. Diese Studien wurden mithilfe eines web-basierten Tools speziell fiir
die DGRP Fliegenlinien (http://dgrp2.gnets.ncsu.edu/) durchgefiihrt %129 | Die Liste der
signifikant-assoziierten SNPs wurde mit einem Signifikanzwert (P) von mindestens P < 107~°
gefiltert, sodass nur die statistisch signifikantesten Treffer {ibrig blieben. Eine Liste mit den
identifizierten SNPs und den SNP-assoziierten Gene ist im Anhang in Tabelle A.2 auf der
beigefiigten CD zu finden. Die Manhattan-Plots wurden mit dem R Paket ,,ggman® (R core team
2014; Version 3.3.1) erstellt 209,

4.8. Ubiquitdrer Gen-Knockdown mittels GAL4/UAS-Systems

Fiir initiale Untersuchungen der Kandidatengene aus den genomweiten Assoziationsstudien (siehe
Ergebnisse Abschnitt 2.3) wurde ein ubiquitdrer Knockdown ausgewéhlter Gene mithilfe des
GAL4/UAS-Systems durchgefiihrt. Dieses System erméglicht eine gezielte raumliche und zeitliche
Expression der Gene in Drosophila melanogaster 7. GALA4 ist ein hefespezifischer Transkripti-
onsfaktor, der unter die Kontrolle eines gewebespezifischen Promotors gesetzt wird. Das Protein
GAL4 bindet spezifisch an die sogenannte UAS (engl. Upstream Activating Sequence) Region,
hinter der das Gen von Interesse kloniert ist. Dadurch steht das zu untersuchende Gen unter
der indirekten Kontrolle des gewebespezifischen Promotors. Neben der gezielten Expression bzw.
Uberexpression von Genen ist es auch moglich einen Gen-Knockdown durch RNA-Interferenzen
durchzufiihren, um eine zielgerichtete Abschaltung von Genen auszulosen 49144 In dieser Arbeit
wurde das GAL4/UAS-System verwendet, um einen Knockdown ausgewéahlter Gene der GWAS
durchzufithren. Dafiir wurden weibliche Jungfrauen der Actinbc-GAL4 Treiberlinie (ubiquitére
Expression) gesammelt und mit Ménnchen der Responderlinien (enthalten die UAS-Region und

das RNAi-Konstrukt) vereint (je 15 Jungfrauen und 5 Ménnchen pro Fliegenréhrchen). Die
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Fliegen der F1 Generation mit dem Knockdown wurden gesammelt und fiir die weiteren meta-
bolischen Untersuchungen (siche Abschnitt 4.5) genutzt. Als Kontrollen dienten entsprechende
TRiP-Fliegenlinien. Alle Fliegenlinien sind in den Materialien Abschnitt 5.6 aufgefiihrt.

4.9. Metabolische Zeitreihe

Zur Beobachtung der metabolischen Plastizitét iiber die Zeit wurden zwei Experimente durch-
gefithrt: (i) Analyse von Oregon R und white/-] Fliegen (dienten als Vergleich zu den Oregon
R) und (ii) Analyse von ausgewdhlten DGRP Fliegenlinien. Fiir die Experimente entwickelten
sich alle Fliegen auf Standardfutter bei 25 °C. Nach dem Sammeln der Tiere wurden die Proben,
wie unter Abschnitt 4.4.1 beschrieben, aufbereitet und die Triglyceride (siche Abschnitt 4.5.1)

gemessen. Pro Kondition wurden Quadruplikate analysiert.
Analyse von Oregon R und white[-] Fliegen

Von den Oregon R und white/-] Fliegen wurden L1 Larven (n = 30), L2 Larven (n = 15), L3
Larven (n = 5) sowie Puppen (n = 8) und adulte Fliegen (gepaarte Weibchen und Méannchen)

im Alter von einem Tag, sechs und 18 Tagen (je n = 8) gesammelt.
Analyse der DGRP Fliegenlinien

Die DGRP Linien wurden nach den Triglyceridmengen der Weibchen unter basalen Bedingungen
(siehe Ergebnisse Abbildung 2.3) ausgewéhlt. Es wurden Fliegenlinien mit niedrigen (DGRP
ID: 303, 315, 324), mittleren (DGRP ID: 712, 799, 820) und hohen (DGRP ID: 301, 705, 859)
Mengen an Triglyceriden verwendet. Fiir die Analyse der DGRP Fliegen wurden L3 Larven
(n = 5), Puppen (n = 5) und adulte Tiere (gepaarte Weibchen und Méannchen) im Alter von

einem Tag, sechs und 18 Tagen (je n = 8) gesammelt.

4.10. Experimente mit einer zusatzlichen Wasserquelle auf HSD

Da die Saccharosekonzentration im HSD mit 1 M (entspricht 34,2 g auf 100 mL) im Gegensatz zu
den anderen Futtersorten (LSD und SD mit 0,15 M) sehr hoch ist, wurde in diesem experimentellen
Aufbau getestet, ob die Fliegen einem Wassermangel und somit schlechteren Bedingungen
ausgesetzt sind. Dafiir wurden ausgewdhlte DGRP Fliegenlinien verwendet, die bezogen auf die
Glykogenmengen unterschiedlich auf den Wechsel von LSD zu HSD reagiert haben (siehe Anhang
Abbildung A.4 A und B, rote Markierungen). Die Fliegen wurden zunéchst auf LSD angezogen
und die frisch geschliipften Tiere (Weibchen und Méannchen) wurden entweder auf LSD, HSD
oder HSD mit einer zusédtzlichen Wasserquelle iibertragen. Als Wasserquelle wurde eine 200 L
Pipettenspitze gefiillt mit 1 % Agar (1 g auf 100 mL) verwendet, wie in Bass et al.['! beschrieben.
Die Pipettenspitze wurde entsprechend passend abgeschnitten und ins Futter gesteckt, sodass
sich der Agar direkt an der Futteroberfliche befand und die Fliegen die Wasserquelle ungehindert
erreichen konnten. Es wurden nach fiinf Tagen je acht Fliegen (gepaarte Weibchen und Ménnchen)
pro Probe gesammelt und entsprechend Abschnitt 4.4.1 aufbereitet. Anschliefend wurden die
Glykogenmengen, wie in Abschnitt 4.5.4 beschrieben, gemessen. Pro Kondition wurden Triplikate

analysiert.
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4.11. Etablierung eines DGRP-Mix Stammes zur Untersuchung

metabolischer Parameter auf dem Holidic Diet

Zur Untersuchung der Entwicklung von wildtypischen Fliegenlinien auf dem Holidic Diet (HD)
wurde ein DGRP-Mix Stamm erzeugt. Dadurch wurde eine Mittlung der phénotypischen Plasti-
zitét generiert und die Kontribution der einzelnen Fliegenlinien minimiert. Die 35 DGRP Linien
wurden dafiir in einem Fliegenkéfig mit einer Apfelsaftagarplatte vereint (je ein Fliegenrohrchen
pro Linie). Nach 24 h wurde die gemischten DGRP Fliegen fiir 6 h auf Fliegenréhrchen mit HD
zur Eiablage aufgeteilt. Danach wurden die DGRP-Mix Larven im Abstand von 24 h gesammelt
und Gewichtsmessungen (siche Abschnitt 4.12) und metabolische Messungen (siche Abschnitt
4.5) durchgefiihrt.

4.12. Gewichtsmessungen

Bei den Gewichtsmessungen wurden die Fliegenlarven zunéchst in 0,05 % Tween®-20 gewaschen,
getrocknet und in ein vorher gewogenes 1,5 mL Reaktionsgefafl iiberfihrt. Das Reaktionsgeféf3
wurde erneut an einer analytischen Waage (Kern ABJ-NM/ABS-N) gewogen (entspricht dem Nass-
bzw. Gesamtgewicht, engl. wet weight, ww) und dann in fliissigem Stickstoff eingefroren. Nach
einer Trocknung bei 60 °C und 24 h wurden die Reaktionsgefdfie mit den Larven erneut gewogen
(entspricht dem Trockengewicht, engl. dry weight, dw). Zur Bestimmung des Wassergehalts
wurde das Trockengewicht vom Gesamtgewicht der Larven subtrahiert. Pro Kondition wurden
Quadruplikate & 100 Larven (96 h Zeitpunkt) bzw. 40 Larven (132 h und 168 h Zeitpunkt)

gesammelt.

4.13. GroBenmessungen

Fiir die Bestimmung unterschiedlicher Gréflenparameter wurden die Larven an einem Binokular
(Zeiss SteREO Discovery.V8) fotografiert. Die Larven wurden dafiir in eine kalte Sammelschale
mit eiskaltem PBS gelegt, damit der Korper gestreckt bleibt und Bewegungen der Tiere minimiert
werden. Die Datenauswertung erfolgte mit der Zeiss Zen Software (Zen 2.3 lite - blue edition)
und es wurden die Parameter Fliache, Liange und Breite der Larven aufgenommen. Pro Kondition

wurden 20 bis 30 Larven ausgemessen und der Versuch wurde dreimal wiederholt.

4.14. Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Fiir die Metabolitmessungen via Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) wurden
die Larven der drei Zeitpunkte (96 h, 132 h, 168 h nach Eiablage) in 105 pL Chloroform und 245
L Methanol extrahiert und 1 h bei -20 °C inkubiert. Nach Zugabe von 560 pL. Wasser (HPLC
gradient grade, Fisher Chemical, W/0106/17) wurden die Proben zentrifugiert (2 min, 4 °C und
21,1 x g) und die fliissige Phase fiir die GC-MS Messungen abgenommen. Dieser Schritt wurde
ein weiteres Mal wiederholt, sodass am Ende 1300 pl. Extrakt vorhanden waren. Die Analyse
der Metabolite erfolgte mithilfe eines GC-MS Systems (7200 GC-QTF von Agilent) nach dem
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Protokoll von O. Fiehn et al."¥. Die Messungen wurden durch Tabea Mettler-Altmann (Institut
fiir Biochemie der Pflanzen, Heinrich-Heine-Universitét, Diisseldorf) durchgefiihrt. Die absolute
Quantifizierung erfolgte iiber einen Standardmix der in fiinf verschiedenen Konzentrationen
(1 pM, 5 uM, 10 pM, 15 pM, 20 uM) gemessen wurde. Fiir jedes Metabolit wurde eine eigene

Standardreihe erstellt und die absoluten Konzentrationen in den Proben bestimmt.

4.15. Korrelationsanalysen

Es wurden Korrelationsstudien mit den metabolischen Messungen der DGRP Linien unter
basalen Bedingungen durchgefiihrt. Die Analysen wurden in R (R core team 2014, Version 3.4.3)
ausgefiihrt und es wurden die Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman bestimmt, da nicht

zwingend von einem linearen Zusammenhang zwischen den Parametern ausgegangen wurde.

4.16. Rekonstruktion des metabolischen Netzwerks

Die Rekonstruktion des metabolischen Netzwerkes erfolgte zur Untersuchung der Ressourcenallo-
kation in Larven von Drosophila melanogaster. Dabei wurde nach dem Protokoll zur Erstellung
von metabolischen Netzwerken von I. Thiele und B. Palsson vorgegangen 2021, Die Rekonstruktion

teilt sich in drei Prozesse auf:

(i) Rekonstruktion des Modellentwurfs: In diesem Schritt wurden die benétigten Reakti-
onswege und ihre zugehorigen biochemischen Informationen gesammelt und in einer Excel
Kalkulationstabelle (MS Office) tibertragen. Diese Kalkulationstabelle gilt als Basis fiir
die Rekonstruktion und enthélt alle wichtigen Informationen {iber die Reaktionen und
Metabolite. Eine Zusammenfassung mit allen enthaltenen Informationen befinden sich im
Anhang in Tabelle B.2. Die Informationen wurden aus verschiedenen Datenbanken (siehe

Anhang Tabelle B.1) gewonnen.

(ii) Verfeinerung des Modells: In diesem Schritt wurde das Modell durch Drosophila-
spezifische Informationen verfeinert und die Reaktionen auf ihre Ausfiihrbarkeit gepriift.
Dabei wurde darauf geachtet, dass sogenannte Dead-end, blockierte oder unausgegliche-
ne Reaktionen vermieden werden. Blockierte Reaktionen kénnen in Simulationen nicht
ausgefiihrt werden, da die Flussrichtung falsch ist und somit das Produkt nicht weiter trans-
portiert werden kann. Auch in Dead-end Reaktionen kann kein Transport eines Produktes
stattfinden, was zu keinem Fluss in der Simulation fithrt. Dead-end Reaktionen gehoren
zur Gruppe der blockierten Reaktionen. Diese Reaktionen kénnen durch manuelles oder

automatisiertes gap-filling vermieden werden 54,

(iit) Transformation in ein mathematisches Modell: Das metabolische Netzwerk wurde

[182] (basierend auf dem read__excel.py

mithilfe eines angepassten Skriptes von J. Schénborn
Skriptes von Ebrahim et al. [63]) und COBRApy in eine stéchiometrische Matrix umge-
wandelt. Die Spalten der stéchiometrischen Matrix beschreiben die Reaktionen, die Zeilen

reprasentieren die Metabolite.
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4.17. Verfahren zur Abbildung von Genexpressionsdaten auf das

metabolische Netzwerk

Fir die Visualisierung von Genexpressionsdaten von larvalen Geweben auf das FlySilico 1.0
Netzwerk wurden die EC (engl. enzyme commission) Nummern des Modells genutzt, um In-
formationen iiber die Gene, die an den jeweiligen Reaktionen beteiligt sind, zu erhalten. Dafiir
wurden die EC Nummern mit einer Datei, die Informationen tiber die Gennamen, EC Nummern
und Gene Ontology (GO) (erhalten von Josh Goodman, Flybase Projektmanager, Indiana Uni-
versitdt Bloomington) enthélt, abgeglichen. Im néchsten Schritt wurden die Genexpressionsdaten
der Larven in unterschiedlichen Geweben (Speicheldriise, Fettkorper, zentrales Nervensystem
(ZNS), Verdauungssystem, Imaginalscheiben und Korperhiille) aus dem Drosophila Gene Ex-
pression Tools (kurz DGET, https://www.flyrnai.org/tools/dget/web/) 8 exportiert. Die
Expressionsdaten basieren auf Gesamt-Transkriptom-Shotgun-Sequenzierung (RNA-Seq) und
stammen aus unterschiedlichen Quellen, wie dem modENCODE Projekt [#44787 und von den
Arbeitsgruppen von A. Spradling '3 und N. Buchon V). Die Expressionswerte der Gene, die
an einer Reaktion beteiligt sind, wurden gemittelt und durch z-Transformation normalisiert.
Die normalisierten Daten wurden auf das FlySilico 1.0 Netzwerk (metabolische Karte erstellt
in Escher 119 von J. Sché')nborn[w?]) auf die Reaktionswege iibertragen. Die Datenverarbeitung
und die Visualisierung der Daten auf dem metabolischen Netzwerk erfolgten mithilfe von eigens
erstellten Skripten in R (Version 3.4.3) und Python (Version 2.7.13).

4.18. Ermittlung der Biomasse und der Aufnahmeraten

Die Berechnungen zur Ermittlung der Biomasse und deren Koeflizient sowie der Aufnahmeraten

wurden von Jiirgen Schénborn in seiner Masterarbeit entwickelt und getestet [182],

4.18.1. Ermittlung der Biomasse

Die Biomasse steht im Fokus des metabolischen Modells von Drosophila melanogaster und dient als
Zielfunktion zur Ermittlung der Wachstumsrate. Zur Erstellung der Biomasse wurden verschiedene
Metabolite an drei unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung der Larven gemessen. Dabei
wurde davon ausgegangen, dass sich der larvale Korper aus den Hauptkomponenten Wasser,
Proteine, Kohlenhydrate und Fette zusammensetzt. Der Wassergehalt der Larven konnte, wie
unter Abschnitt 4.12 beschrieben, bestimmt werden. Die Messungen der weiteren Komponenten
erfolgten via biochemischer Analysemethoden (siehe Abschnitt 4.5) oder mithilfe von GC-MS
(sieche Abschnitt 4.14), wodurch weitere Metabolite des zentralen Kohlenhydratstoffwechsels und
nahezu alle freien Aminosduren (ausgenommen Arginin, Glycin und Histidin) gemessen werden
konnten. Hierdurch wurden die folgenden Parameter in die Zielfunktion Biomasse aufgenommen:
(i) freie und gebundene Aminosduren (GC-MS und Proteinmessungen), (ii) Metabolite des
Kohlenhydratstoffwechsels (Glucose, Glykogen, Lactat), (iii) Triglyceride und (iv) Cholesterol.

Fir die Ermittlung der gebundenen Aminoséuren wurden, wie in der Masterarbeit von J.
Schonborn beschrieben 182 die Frequenzen der Aminoséuren auftretend in allen Proteinen von

Drosophila melanogaster ermittelt und zur weiteren Berechnung genutzt. Eine Liste mit den
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berechneten Frequenzen ist ebenfalls in der Masterarbeit von J. Schénborn zu finden 182,

Die Zunahme der Biomasse wurde in einem Zeitraum von 72 h in der Entwicklung der Larven
(Startzeitpunkt 96 h, Endzeitpunkt 168 h) betrachtet. Dieser Zeitraum deckt einen Grofiteil
der Entwicklung und somit eine starke Zunahme der Biomasse der Larven ab, bevor sie die

Verpuppung erreichen. Dafiir wurden zunéchst die Metabolitmengen berechnet:

MAMetabolit; = TM168h,Metabolit; — T96h, Metabolit; (42)

Wobei ma nsetaborit; die Differenz der Mengen in g der Metabolite i vom Zeitpunkt 96 h (mogn, aetabolit; )
zu 168 h (miesh, Metabolit;) darstellt.

Fiir die Berechnung der gebundenen Aminosduren wurde die Differenz der Proteinmengen

o 182]

(MAProtein) iIm Zeitraum der 72 h gebildet und mit den ermittelten Frequenzen au multipli-

ziert.

MAMetabolit; = maA; = MAProtein * fAAi (43)

Mittels dieser Angaben konnten die Biomassekoeffizienten aus den biochemischen Analyseverfah-

ren berechnet werden.

TMAMetabolit;
Ml\letaboliti _ nMetaboliti (4 4)

MAdw MAdw

L Assay,Metabolit; =

Wobei T gssay, Metabolit; der Biomassekoeffizient basierend auf den biochemischen Analysemethoden
ist, Mpsetabolit; die molekulare Masse der Metabolite in g/mmol ist, magq, die Differenz des
Trockengewichts der Zeitpunkte 96 h und 168 h in g ist und naseapolir; die Stoffmenge der

Metabolite in mmol ist.

Die Bestimmung der Anteile der freien Metabolite an den Biomassekoeffizienten wurde aus den
GC-MS Messungen bestimmt. Dabei wurde zunéchst die Differenz der Stoffmengen pro Tier der

gemessenen Komponenten von den Zeitpunkten 96 h und 168 h gebildet:

NAMetabolit; = T168h, Metabolit; — TW96h, Metabolit; (4.5)

NAMetabolit; €ntspricht hier der Differenz der Stoffmengen der gewéhlten Zeitpunkte (96 h und
168 h). ngen, Metabolit; UNA 11680 Metabolit; €ntsprechen der Stoffmenge eines Metabolits zum

Zeitpunkt 96 h oder 168 h. Die Stoffmengen pro Tier sind in mmol angegeben.

Mithilfe der berechneten Differenz konnten dann die Koeffizienten der freie Metabolite xgconrs, metabotit;

in mmol /g nach folgender Formel berechnet werden:

nAMetaboliti (4 6)

LGCMS,Metabolit; = ma
dw

Wobei nanretabolit; die Differenz der Stoffmengen zwischen den Zeitpunkten 96 h und 168 h in
mmol ist und mag, der Differenz des Trockengewichts vom Zeitpunkt 96 h zu 168 h entspricht.

90



KAPITEL 4. METHODEN

Die endgiiltigen Koeffizienten der Biomasse konnen durch die berechneten Werte der Formeln 4.4

und 4.6 bestimmt werden:

T Metabolit; = L Assay,Metabolit; + LGCMS,Metabolit; (47)

Da Drosophila melanogaster ein Cholesterol auxotropher Organismus ist 17, wurde in der Ziel-
funktion aulerdem Cholesterol aufgenommen. Dieser Schritt soll sicherstellen, dass Cholesterol
zum Aufbau der Biomasse gebraucht wird und ohne Cholesterol kein Wachstum moglich ist.
Die experimentellen Daten, die fiir die Integration von Cholesterol in die Biomasse bendtigt
werden, wurden durch biochemische Messungen von Michael Werthebach (unveroffentlichte Daten,
Institut fiir Mathematische Modellierung biologischer Systeme, AG Systembiologie des Fettstoff-
wechsels, Heinrich-Heine-Universitét, Diisseldorf) generiert. Die Berechnung der Koeffizienten fiir
Cholesterol wurde, wie in Formel 4.8 angegeben, bestimmt.

CCholesterol/Protein TV A Protein
MCholesterol (4 8)

MAdw

LCholesterol =

Bei dieser Formel ist xcpoisteror der Biomassekoeffizient fiir Cholesterol in mmol/g, conolesterol) Protein
ist die Menge an Cholesterol (in g) normiert auf die Menge der Proteine (in g) der Probe, ma protein
die Differenz der Menge an Protein zwischen 96 h und 168 h, M¢opeesteror die molekulare Masse
von Cholesterol (Mcpolesterol = 386,65 g/mol) und mag,, die Differenz der Trockengewichte von
96 h und 168 h.

4.18.2. Berechnung der Aufnahmeraten

Die Aufnahmeraten begrenzen das Modell in Hinblick auf die Metabolitmengen, die aufgenommen
werden konnen. Durch das HD ist es moglich genau zu definieren welche Metabolitmengen maximal
in das System gehen konnen.

Die Berechnung der moéglichen Futteraufnahme in den Mundraum der Larven wurde mit den
Formeln 4.9 und 4.10 erméglicht. Zunéchst wird das maximale Mundvolumen Vi yng in mm? der

Tiere errechnet.
Vvund =7 - TQ -h (49)

Die Berechnung erfolgte unter der Annahme, dass der Mundraum der Larven von Drosophila
melanogaster eine annihernd zylindrische Form hat, wobei 7 der Kreiszahl entspricht (3,142), 72

dem quadrierten Radius in mm und h der Lange der Mundhdéhle in mm.

Der Radius r des Mundraumes konnte durch die Messungen der Breite der Larven annahernd
bestimmt werden (Daten siehe Ergebnisse Abschnitt 2.6 und Abbildung 2.18). Da es wihrend der
Entwicklung zum Gréfenwachstum der Larven kommt, wurde die mittlere Breite der Larven von
Zeitpunkt 96 h zu Zeitpunkt 168 h ermittelt. Der mittlere Radius des Mundraumes wurde als die
Hélfte der mittleren Breite der Larven angenommen. Der Radius betridgt somit r = 0,118 mm.

Die Léange h des Mundraumes konnte mithilfe von Messungen von W. Alpatov bestimmt werden (7).
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Dabei wurde die Lénge der Mundhohle als Mittelwert der mittleren Linge des L2 und L3 Stadiums

angenommen und betragt h = 0,253 mm.

Die Haufigkeit der Futteraufnahme konnte mit Daten aus einer Publikation von M. Fellowes et
110

min

al.["? bestimmt werden und betragt einen Wert von frytterkontakt =

MFEutter = VMund : fFutterkontakt *PHD (410)

Wobei die Futteraufnahme mpyer in g/h durch das Mundvolumen Viypg in mm?, der Anzahl
an Futterkontakten frytterkontakt (hier 110 pro Minute) und die Summe der Massenkonzentra-
tionen der HD Bestandteile pgp in g/uL bestimmt wird. Bei dieser Berechnung wurde davon
ausgegangen, dass alle HD Bestandteile homogen verteilt sind und die Anteile immer gleich und
somit unabhingig vom aufgenommenen Volumen sind. Die Anteile jedes HD Bestandteils wurden

von J. Schénborn berechnet und sind der Masterarbeit zu entnehmen [182],

Da davon ausgegangen wird, dass die Mundhohle der Larven mit jedem Futterkontakt vollstdndig
gefiillt wird, kommt es bei den Berechnungen zu einer Uberschitzung. Daher wird im Folgenden
ein Korrekturfaktor x eingefithrt, der beschreibt, wie viel von der aufgenommenen Nahrung
verwendet werden kann. Der Korrekturfaktor wurde von J. Schéonborn in seiner Masterarbeit
bestimmt und betriagt y = 0.122182) Mit dieser Annahme kann die Aufnahme der einzelnen

Futterbestandteile berechnet werden:

M Futter,Bestandteil; = T Futter * X * PBestandteil; (411)

Wobei m pytter Bestandteil; die Aufnahme an Bestandteil i in g/h ist, mpye,r ist die allgemeine
Futteraufnahme in g/h, x ist der Korrekturfaktor mit y = 0.122 und ppestandtei, ist der Anteil
des Bestandteils i im HD.

Um die berechneten Futteraufnahmen fiir das metabolische Netzwerk nutzen zu kénnen, miissen

sie in Aufnahmeraten umgewandelt werden, die spéter als Grenzwerte eingesetzt werden kénnen.

M Futter,Bestandteil;
MBestandteil,i s MAdw

(4.12)

VAufnahme,i —

Wobel v Ay frahme,i die Aufnahmerate eines Bestandteils i in mmol/g - h ist, Mmpytter, Bestandteit,
die Aufnahme eines Bestandteils i in g/h ist, Mpestandteir,i die molare Masse des Bestandteils i

in g/mmol ist und mag, ist die Differenz des Trockengewichts von 168 h und 96 h in g.

4.19. Bestimmung der experimentellen Wachstumsrate
Die experimentelle Wachstumsrate kann mithilfe der Messungen des Trockengewichts bestimmt
werden.

M2 dw —Mt1,dw

At
= at 4.13
HEzxp. mt1,dw ( )
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Dabei beschreibt mys 4,, die Trockenmasse bei Zeitpunkt t2 und my; g, die Trockenmasse bei
Zeitpunkt t1 in g. At ist die Differenz zwischen den Zeitpunkten t1 und t2 in hA. Die Einheit der

Wachstumsrate ist angegeben in 1/h.

4.20. Datenanalyse

Alle Datenanalysen erfolgten mit eigens erstellten Programmen in R (R core team 2014, Version
3.4.3), Python (Python Software Foundation, Version 2.7.13) oder mithilfe von MS Excel (Version
2013).

4.21. Statistik

Die Berechnung der statistischen Signifikanz zwischen zwei unabhéngigen Proben erfolgte, wenn
nicht anders beschrieben, mittels ungepaarten, zweiseitigen t-Tests. Die statistische Signifikanz
von Vergleichen mehrerer Proben wurde durch eine ANOVA mit anschliefendem Bonferroni
korrigiertem Post-hoc-Test berechnet. Die unterschiedlichen p-Werte sind mit Asterisken gekenn-
zeichnet und geben die Stérke der Signifikanz an: p > 0,05 nicht signifikant (n.s.), p < 0,05 *,
p < 0,01 ** und p < 0,001 ***,
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5. Materialien

5.1. Laborgerdte

Geratebezeichnung Modelltyp Hersteller
Analytische Waage ABJ-NM/ABS-N Kern

Binokular steREO Discovery.V8 Zeiss

GC-MS Gerit 7200 GC-QTF Agilent
Handhomogenisator Kontes™ Pellet Pestle™ Motor Kimble Chase
Inkubator IPP110Plus Memmert
Inkubator Heraeus B12 Thermo Scientific
pH-Meter PB-11 Sartorius
Plattenlesegerét SynergyMX BioTek
Rittelzentrifuge Fast Prep FP120 Bio101 Savant
Tiefkiithlschrank (-80°C) Model 905 Thermo Scientific
Trockenschrank Heratherm OGS100 Thermo Scientific
Wasserbad JB Academy JBA18 Grant

Zentrifuge Heraeus Pico21 Thermo Scientific
Zentrifuge Heraeus Fresco21 Thermo Scientific

5.2. Chemikalien

Chemikalie Artikelnr. Hersteller

Acetyl Coenzym A (Acetyl-CoA) A2056 Sigma-Aldrich

Agar 214010 Becton Dickinson
Amyloglucosidase (Apergillus niger) A1602 Sigma-Aldrich

Biotin B4501 Sigma-Aldrich
Calciumchlorid, CaCls - 6H20O 12074 Sigma-Aldrich
Calcium-Pantothenat 21210 Sigma-Aldrich
Chloroform 22711.290 AnalaR NORMAPUR®
Cholesterol C8667-1MG  Sigma-Aldrich
Cholinchlorid C1879 Sigma-Aldrich

5,5 -Dithiobis-2-nitrobenzoesiure (DTNB)  D8130 Sigma-Aldrich
Eisensulfat, FeSO,4 - TH2O F7002 Sigma-Aldrich
Essigsdure 20104.298 AnalaR NORMAPUR®
Ethylendiamintetraessigsiaure (EDTA) A3553 AppliChem

Ethanol 2246.1000 Chemsolute

Folsdure F7876 Sigma-Aldrich
Glykogen G0855 Sigma-Aldrich
Hefeextrakt 212750 Becton Dickinson
Inosin 14125 Sigma-Aldrich
Kaliumdihydrogenphosphat, K Ho PO, 12017 Griissing
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Chemikalie Artikelnr. Hersteller
Kupfersulfat, CuSO4 - 5H2O 197722500 Acros Organics
L-Alanin AT7627 Sigma-Aldrich
L-Arginin A5131 Sigma-Aldrich
L-Asparagin A0884 Sigma-Aldrich
L-Asparaginsdure A6683 Sigma-Aldrich
L-Cystein C1276 Sigma-Aldrich
L-Glutamat G5889 Sigma-Aldrich
L-Glutamin G3126 Sigma-Aldrich
L-Glycin G7126 Sigma-Aldrich
L-Histidin H8000 Sigma-Aldrich
L-Isoleucin CC10025 Carbolution
L-Leucin L8912 Sigma-Aldrich
L-Lysin (HCL) L5626 Sigma-Aldrich
L-Methionin M9625 Sigma-Aldrich
L-Phenylalanin P2126 Sigma-Aldrich
L-Prolin P0380 Sigma-Aldrich
L-Serin S4500 Sigma-Aldrich
L-Threonin T206.1 Roth
L-Tryptophan T0254 Sigma-Aldrich
L-Tyrosin T3754 Sigma-Aldrich
L-Valin V0500 Sigma-Aldrich
Magnesiumsulfat, M gSoy 12094 Griissing
Manganchlorid, MnClsy - 4H30 M3634 Sigma-Aldrich
Methanol 32213 Sigma-Aldrich
Myo-Inositol 17508 Sigma-Aldrich
Natriumhydrogencarbonat, NaHCOs A3590 AppliChem
Nicotinsaure N4126 Sigma-Aldrich
Nipagin (Methyl 4-hydroxybenzoate) H3647-100G  Sigma-Aldrich
Oxalessigsaure (OAA) 04126 Sigma-Aldrich
Pepton 212677 Becton Dickinson
Propionséaure 220130010 Acros Organics
Pyridoxin P9755 Sigma-Aldrich
Riboflavin R4500 Sigma-Aldrich
Schwefelsdure, H2S04 20700.298 AnalaR NORMAPUR®
Saccharose 4661.1 Roth

Thiamin T4625 Sigma-Aldrich
TRIZMA BASE 10313895 Honeywell
Tween®-20 T7949 Sigma-Aldrich
Uridin U3750 Sigma-Aldrich
Wasser (HPLC gradient grade) W/0106/17  Fisher Chemical
Zinksulfat, ZnSQO4 - TH,0O 70251 Sigma-Aldrich
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5.3. Futterbestandteile

Futterbestandteil Hersteller

Hefe Bruggeman
Polenta Alnatura
Sojamehl Bauckhof
Zuckersirup Grafschafter
Malzextrakt Demeter

5.4. Losungen und Puffer

Alle Reagenzien, Puffer und Lésungen wurden, wenn nicht anders angegeben, in vollentsalztem
(VE) Wasser gelost.

5.4.1. Allgemeine Losungen und Puffer

PBS (10x), 1 L 80 g NaCl
pH 7,4 2g KCl
144 ¢ NasHPOy
2,4 g KH2P04
Tween®-20 (0,05 %), 100 mL 50 pL Tween®-20
Nipaginlosung, 100 mL 10 g Nipagin

(Losung in 70 % Ethanol)

5.4.2. Losungen und Puffer fiir das Holidic Diet

Alle Losungen und Puffer fiir das HD wurden nach den Angaben von Piper et al. (2013) 161

angesetzt.
Acetat Puffer (10x), 100 mL 3 mL Essigsdure
pH 4 3 g KH2P04
lg NaHCOs
Cholesterollésung (66,67x), 10 mL 02¢g Cholesterol

(Losung in absolut Ethanol p.a.)
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Essentielle Aminosduren, 100 mL 1,52 g Phenylalanin
pH 4,5 1,12 g Histidin
2,87 g Lysin
0,56 g Methionin
2,35 g Arginin
2,14 ¢ Threonin
221 g Valin
0,73 g Tryptophan
Nichtessentielle Aminosduren, 100 mL 2,63 g Alanin
pH 4,5 1,39 g Aspartat
1,79 g Glycin
1,39 g Asparagin
093 g Prolin
3,01 g Glutamin
1,26 g Serin
Cysteinlosung, 100 mL 5¢g Cystein
pH 4,5
Glutamatlésung, 100 mL 10g Glutamat
pH 4,5
Metallionen-Lésungen, je 10 mL 25¢g CaCly - 6H20
25¢g MgSOy
0,025 g CuSOy - 5H20
0,0l g MnCly - 4H50
0,25 g ZnS0y - THy0
0,25 g FeSO, - TH5O

Bei den Metallionen handelt es sich um einzelne Lésungen.

Vitaminlésung (125x), 1 L 0,1g Thiamin
0,05 g Riboflavin
0,6 g Nicotinsdure
0,775 g Calcium-Pantothenat
0,125 g Pyridoxin
0,01 g Biotin
Nukleinsduren-/lipiddhnliche-Metabolit- 0,625 g Cholinchlorid
Losung (125x), 100 mL 0,063 g Myo-Inositol
0,813 g Inosin
0,750 g Uridin
Folsaurelosung, 100 mL 0.05¢g Folsdure
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Nipaginlosung, 100 mL 10g Nipagin
(Losung in 95 % Ethanol)
5.5. Biochemische Kits

Produktname Bestandteile Artikelnr. Hersteller

GO Assay Reagent Glucose Standard (1 mg/mL) GAGO20 Sigma-Aldrich
Glucose Oxidase/Peroxidase
Reagenz
o-Dianisidine Reagenz

Glycerol Assay Kit Assay Puffer MAK117 Sigma-Aldrich
Enzym Mix
Farbreagenz
Glycerol Standard (100 mM)
ATP

Pierce BCA Assay Kit Reagenz A 23225 Thermo Scientific
Reagenz B
BSA Standard (2 mg/mL)

Triglyceride Reagent TAG Reagenz 981786 Thermo Scientific

Lacatate Assay Kit Lactate Assay Puffer K607 Biovision

5.6. Fliegenlinien

Lactate Probe

Lactate Enzym Mix
L(+)-Lactate Standard
(100 nmol/uL)

Wenn nicht anders vermerkt, stammen alle RNAi Fliegenlinien vom Bloomington Drosophila
Stock Center (BDSC). Die DGRP Fliegenlinien sind eine erzeugte Fliegenkollektion von T.

Mackay 129,

Bezeichnung externe interne

Genotyp
Stocknr. Stocknr.

LPCAT RNAi-Linie BL62918 MBD479  y[1] v[1]; P{y[+t7.7]
v[+t1.8]=TRiP.HMJ24158 }attP40/CyO

CG1986 RNAi-Linie BL65900 MBD523  y[1] sc[*] v[1]; P{y[+t7.7]
v[+t1.8]=TRiP.HMC06162 }attP40

Ptp99A RNAi-Linie BL25840 MBD544  y[1] v[1]; P{y[+t7.7]

(JF01858) v[+t1.8]=TRiP.JF01858}attP2

Ptp99A RNAi-Linie BL39006 MBD557  y[1] sc[*] v[1]; P{y[+t7.7]

(HMS01923) v[+t1.8]=TRiP.HMS01923 }attP2/TM3,Sb[1]
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Bezeichnung externe interne

+t1.8]=TRiP.HMC05846 }attP40

<

TRiP-Kontrolllinie =~ BL36303* MBD261  y[1] v[1]; P{y[+t7.7]=CaryP }attP2

Stocknr. Stocknr. Genotyp
Ptp99A RNAiLinie BL57299 MBD570  y[1] sc[*] v[1]; P{y[+t7.7]
(HMS04496) v[+t1.8]=TRiP.HMS04496 }attP40
sNPFR RNAi-Linie BL25867  MBD545  y[1] v[1]; P{y[+t7.7]
v[+t1.8]=TRiP.JF01906 }attP2
Glutl RNAi-Linie  BL28645  MBD548  y[1] v[1]; P{y[+t7.7]
(JF03060) v[+t1.8] =TRiP.JF03060}att P2
Glutl RNAi-Linie ~ BL40904  MBD558  y[1] sc[*] v[1]; P{y[+t7.7]
(HMS02152) v[+t1.8]=TRiP.HMS02152}att P40
Rx RNAi-Linie BL28674  MBD549  y[1] v[1]; P{y[+t7.7]
(JF03089) v[+t1.8)=TRiP.JF03089 }att P2
Rx RNAi-Linie BL55308 MBD568  y[1] sc[*] v[1]; P{y[+t7.7]
(HMC03995) v[+1.8]=TRiP.HMC03995}attP2
Lrpl RNAi-Linie BL31151 MBD550  y[1] v[1]; P{y[+t7.7]
(JF01628) v[+t1.8]=TRiP.JF01628}attP2
Lrpl RNAi-Linie  BL44579  MBD564  y[1] sc[¥] v[1]; P{y[+t7.7]
(HMS02875) v[+t1.8]=TRiP.HMS02875 }at t P2
Fbp2 RNAi-Linie  BL44052  MBD562  y[1] sc[*] v[l]; P{y[+t7.7]
(HMS02769) v[+1.8]=TRiP.HMS02769} attP40
Fbp2 RNAI Linie BL50545 MBD565  y[1] v[1]; P{y[+t7.7]
(GLC01665) v[+41.8]=TRiP.GLCO1665}attP2
Treh RNAiLinie  BL50585  MBD566  y[1] v[l]; P{y[+t7.7]
(GLCO1707) v[+t1.8]=TRiP.GLC01707}attP2
Treh RNAi-Linie BL51810 MBD567  y[1] v[1]; P{y[+t7.7]
(HMC03381) v[+41.8]=TRiP.HMC03381}attP40
sm RNAi-Linie BL64524  MBD572  y[1] sc[*] v[1]; P{y[+t7.7]
v[+t1.8]=TRiP.HMC05543 }attP40

slif RNAi-Linie BL64972  MBD573  y[1] sc[¥] v[1]; P{y[+t7.7]

[

[

[

]
TRiP-Kontrolllinie ~ BL36304*  MBD223  y[1]v[1];P{y[+t7.7]=CaryP }attP40

ActinbC-Gald MBD390**  MBD75  w[-]; actin5C-Gal4 / CyO, ftz lacZ
Oregon R - MBD292  Wildtyp
white[-] VDRC60000 MBD65  w[1118]

* TRiP-Kontrolllinien (engl. Transgenic RNAi Project)
** erhalten von Dr. Ralf Pflanz (Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie, Gottingen)

externe interne
DGRP-ID

Stocknr. Stocknr.

BL25174 208 MBD344
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externe interne
Stocknr. DGRP-ID Stocknr.
BL25175 301 MBD407
BL25176 303 MBD386
BL25177 304 MBD357
BL25179 307 MBD299
BL25180 313 MBD369
BL25181 315 MBD433
BL25182 324 MBD406
BL25183 335 MBD333
BL25184 357 MBD411
BL25185 358 MBD359
BL25186 360 MBD380
BL25187 362 MBD384
BL25188 375 MBD390
BL25189 379 MBD345
BL25190 380 MBD303
BL25191 391 MBD389
BL25192 399 MBD374
BL25193 427 MBD421
BL25194 437 MBD347
BL25195 486 MBD379
BL25197 517 MBD388
BL25198 555 MBD330
BL25199 639 MBD378
BL25200 707 MBD413
BL25201 712 MBD316
BL25202 730 MBD412
BL25203 732 MBD342
BL25204 765 MBD323
BL25206 786 MBD395
BL25207 799 MBD340
BL25208 820 MBD392
BL25209 852 MBD376
BL25210 859 MBD391
BL25445 365 MBD401
BL25744 705 MBD405
BL25745 714 MBD434
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5.7. Software

Software Version Entwickler

Anaconda 4.4.0 Anaconda, Inc.

Microsoft Excel 2013 2013 Microsoft Corporation
Python 2.7.13 Python Software Foundation
R 3.4.3 R Core Team

RStudio 1.1.419 RStudio, Inc.

Zen lite (blue edition) 2.3 Zeiss
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Abbildung A.1.:

Anzahl der Cluster

Identifizierung metabolisch distinkter Gruppen. (A) Eigenwertediagramme
(engl. scree plot) zur Identifikation der Anzahl metabolisch distinkter Gruppen
innerhalb der weiblichen und ménnlichen Hauptgruppe aus Abbildung 2.5.
(B) Die Darstellung der metabolischen Gruppen (Metabotypen 1-3 bei den
Weibchen und Ménnchen) in einer Heatmap. Die metabolischen Daten wurden
durch spaltenweise z-Transformation (Farbcodierung) standardisiert. Jede
Spalte reprisentiert die Messung eines Metabolits (pro Tier). Jede Reihe
reprisentiert eine Fliegenlinie. In der Hauptgruppe der Ménnchen sind vier
Weibchen mit einem ménnlichen metabolischen Profil lokalisiert (324 W,
380_W, 732_ W und 786_W).

Tabelle A.1.: Die Tabelle A.1 befindet sich auf der beigefiigten CD und beinhaltet alle SNPs und
SNP-assoziierten Gene, die ausschliefflich in den beiden Virago Linien (DGRP

ID:

324, 380) auftreten.
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Bozplots der metabolischen Messungen aller DGRP Linien auf den Futter-

sorten mit unterschiedlichen Zuckerkonzentrationen (LSD, SD und HSD).
Gezeigt sind die gemittelten Werte der Triplikate der metabolischen Para-
meter (A) Glucose, (B) TAG, (C) Glykogen, (D) Proteine und (E) freies
Glycerol aller 35 DGRP Linien (hellgrau - Weibchen, dunkelgrau: Ménnchen).
Alle Daten sind normalisiert auf die Anzahl an adulten Tieren pro Probe
(n = 8). Die gezeigten Daten beziehen sich auf die Analysen in Abschnitt
2.2.2.

Tabelle A.2.: Die Tabelle A.2 befindet sich auf der beigefiigten CD und beinhaltet alle signifi-
kant assoziierten SNPs mit den metabolischen Eigenschaften unter basalen und
veranderten Nahrungsbedingungen der Larven und der 6-7 Tage alten adulten
Tiere (Weibchen und Ménnchen) sowie die Gene, die mit den SNPs assoziiert

Tabelle A.3.:

# |

sind.

SNP-assoziierte Gene identifiziert in dieser GWAS und von Jumbo-Lucioni et

l.[108]
Gen ID ‘ CG Nummer ‘ Genname
SNP-assoziierte Gene identifiziert unter basale Bedingungen:
FBgn0034118 | CG6251 Nucleoporin 62kD
FBgn0036302 | CG10632 sosondowah
FBgn0023197 | CG6298 Jonah 74F
FBgn0262872 | CG43227 milton
FBgn0032456 | CG6214 Multidrug-Resistance like Protein 1
FBgn0267487 | CG9181 Protein tyrosine phosphatase 61F
FBgn0283521 | CG12052 longitudinals lacking

N O Ot s W N

SNP-assoziierte Gene identifiziert unter verinderte Nahrungsbedingungen:

123



ANHANG A. STUDIEN ZUM METABOLISCHEN PHANOTYP

# | Gen ID CG Nummer | Genname

8 | FBgn0041096 | CG32096 rolling pebbles

9 | FBgn0002524 | CG4162 lace

10 | FBgn0000639 | CG17285 Fat body protein 1

11 | FBgn0037534 | CG2781 CG2781

12 | FBgn0250836 | CG8628 Acyl-CoA binding protein 3
13 | FBgn0262579 | CG43119 Ectoderm-expressed 4

14 | FBgn0036157 | CG7560 CG7560

15 | FBgn0266411 | CG45051 similar

16 | FBgn0266696 | CG45186 Supervillin

17 | FBgn0043841 | CG31764 virus-induced RNA 1

18 | FBgn0261274 | CG1333 Endoplasmic reticulum oxidoreductin-1-like

Tabelle A.4.: SNP-assoziierte Gene identifiziert in dieser GWAS und von Ugrankar et al.[219.
# ‘ Gen ID

‘ CG Nummer ‘ Genname

SNP-assoziierte Gene identifiziert unter basale Bedingungen:

© 00 N O U e W NN

—_
]

FBgn0020617
FBgn0265045
FBgn0011589
FBgn0040309
FBgn0016797
FBgn0004369
FBgn0052547
FBgn0267252
FBgn0259822
FBgn0283521

CG10052
CG44162
CGH076
CG1633
CGI739
CG11516
CG32547
CG3694
CG42403
CG12052

Retinal Homeobox
Stretchin-Mlck

Eag-like K+ channel

thioredoxin peroxidase 1

frizzled 2

Protein tyrosine phosphatase 99A
CG32547

G protein subunit v at 30A
Ca2+-channel-protein-5-subunit

longitudinals lacking

SNP-assoziierte Gene identifiziert unter verinderte Nahrungsbedingungen:

11
12
13
14
15
16
17
18
19

FBgn0016076
FBgn0086655
FBgn0000546
FBgn0000568
FBgn0010909
FBgn0031855
FBgn0013726
FBgn0035957
FBgn0265523

CG14029
CG9397
CG1765
CG8127
CG16973
CG11221
CG8705
CGH144
CG4013

vrille

jing

Ecdysone receptor
Ecdysone-induced protein 758
misshapen

meng-po

peanut

CGbH144

Smrter
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Abbildung A.3.: Zeitreihe zur Darstellung der phianotypischen Plastizitiat. (A) Metabolische
Zeitreihe von Oregon R und white/-] Fliegen. Gezeigt sind die Mengen der
Triglyceride tiber verschiedene Zeitpunkte der Entwicklung: (i) L1, L2 und
wandernde L3 Larven, (ii) Puppen und (iii) adulte Fliegen im Alter von einem
Tag, sechs Tagen und 18 Tagen. Die Triglyceridmengen sind normiert iiber
die Anzahl der Tiere (L1 Larven: n = 30, L2 Larven: n = 15, L3 Larven
n = 5, Puppen und adulte Tiere: n = 8). Aufgetragen sind die Mittelwerte +
Standardabweichungen von zwei biologisch unabhéngigen Versuchen mit je
Quadruplikate. (B) Die Abbildung zeigt ausgewéahlte DGRP Linien (niedriger,
mittlerer und hohe TAG-Mengen unter basalen Bedingungen) iiber verschie-
dene Zeitpunkte der Entwicklung: (i) wandernde L3 Larven, (ii) Puppen, (iii)
adulte Tiere im Alter von einem Tag, sechs Tagen und 18 Tagen. Gezeigt sind
die Messungen der Triglyceride pro Tier (Larven und Puppen: n = 5, adulte
Tiere: n = 8). Aufgetragen sind die Mittelwerte + Standardabweichung der
Quadruplikate.
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Abbildung A.4.: Effekte einer zusétzlichen Wasserquelle im HSD auf die Glykogenmengen.
Abbildungen (A) und (B) zeigen die Dumbbell Plots der Glykogen Messungen
von sechs Tage alten DGRP Weibchen und Ménnchen vom Wechsel von LSD
zu HSD. Die ausgewéhlten DGRP Linien fiir den Versuch mit der zusétzlichen
Wasserquelle sind mit roten Markierungen versehen. Fiir Abbildungen (C)
und (D) wurden die ausgewéhlten DGRP Linien auf LSD angezogen und die
frisch geschliipften Tiere (Weibchen und Ménnchen) auf LSD, HSD oder HSD
mit einer zusétzlichen Wasserquelle (Pipettenspitze gefiillt mit 1 % Agar)
umgesetzt. Gezeigt sind die Messungen von Glykogen pro Tier (n = 8) von
sechs Tage alten (C) Weibchen oder (D) Méannchen. Aufgetragen sind die
Mittelwerte + Standardabweichung der Triplikate.
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Abbildung A.5.: Korrelationen zwischen Bakterien des Darmmikrobioms und metabolischen
Parametern. Alle Daten sind log-transformiert. (A) Korrelationsmatrix von
signifikanten Zusammenhéngen (p > 0,5) zwischen metabolischen Messun-
gen (basale und verdnderte Nahrungsbedingungen) und den identifizierten
Bakterienspezies des Darmmikrobioms. Die Farbe und Gréfle der Kreise re-
prasentieren den Korrelationskoeffizienten r (-1 < r < 1) und den p-Wert.
(B) Streudiagramm (engl. scatter plot) von ausgewéhlten Korrelationen der
Korrelationsmatrix. Grafik entnommen und modifiziert aus6),
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B. FlySilico: Metabolisches Modell

Tabelle B.1.: Datenquellen fiir die Rekonstruktion des metabolischen Netzwerkes. Tabelle
entnommen aus 182,

Datenquelle

Link Beschreibung

BioCyc[42:43]

https://biocyc.org/ BioCyc beinhaltet Organismen-spezifische
Informationen iiber Enzyme, Reaktionen,
Metabolite, Reaktionswege an.

Brenda [163] https://www. Brenda beinhaltet Organisme-spezifische
brenda-enzymes.org/ Informationen iiber Enzyme und Reaktio-
nen und erlaubt den direkten Vergleich von
Reaktionen/Enzyme zwischen verschiede-
nen Organismen.
ChEBI 4 https://www.ebi.ac.uk/ ChEBI (Chemical Entities of Biological In-
chebi/ terest) beinhaltet Informationen iiber Mo-
lekiile/chemische Entitéten.
KEGGUIO90 [ hitps://www.genome. jp/ KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
kegg/ and Genomes) beinhaltet Organismen-

spezifische Informationen iiber Reaktionen,
Gene, chemische Entitdten und Reaktions-

wege.

PubChem["3] | https://pubchem.ncbi.nlm. | PubChem beinhaltet Informationen iiber

nih.gov/ chemische Entitaten.

Lehninger Bio- | https://www.springer. Das Buch Lehninger Biochemistry enthéalt
chemistry [149] com/gb/book/ generelle Informationen iiber Reaktionen,
9783540686378 Metabolite und Enzyme.

FlyBase [®4 http://flybase.org/ FlyBase beinhaltet Informationen iiber
Drosophila melanogaster und weitere Dro-
sophila Spezies.

BiGG 14 http://bigg.ucsd.edu/ BiGG (Biochemical, Genetic and Geno-

mic) beinhaltet Informationen von Reak-
tionen, Metabolite, Gene von diversen me-
tabolischen Modellen. Alle Modelle kbnnen

bei BiGG heruntergeladen werden.

Tabelle B.2.: Ubersicht iiber den Inhalt der Excel-Kalkulationstabelle. Tabelle entnommen
aus 12, Die Asterisken (*) kennzeichnen die minimalen Informationen, die in der
Kalkulationstabelle enthalten sein miissen, um ein funktionsfahiges Netzwerk mit
COBRApy zu generieren.

Spaltenname

Beschreibung

Tabellenname: Reactions

Abbreviation* Abkiirzung des Reaktionsnamens
Name* Vollstandiger Name der Reaktion
Reaction* Représentation der Reaktionen, als reversible (<==>) oder

irreversible (- ->) Reaktionen
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ANHANG B. FLYSILICO: METABOLISCHES MODELL

Spaltenname

Beschreibung

GPR (Gene-Protein-Rule)

Enthéilt die Namen der Gene, die zu der Reaktion assoziiert

sind
Genes Zusatzliche Informationen zu den Genen
Protein Informationen zu den Proteinen, die zugehdrig zu der
Reaktion sind
Subsystem Das zellulire Kompartiment, in welcher die Reaktion stattfindet
Reversible Boolescher Ausdruck. Codiert die Reversibilitdt der Reaktion.

1 = reversibel, 0 = irreversible

Lower Bound*

Gibt die minimale Flussrate einer Reaktion an.
Negative Werte = Richtung von Produkt zu Reaktant

(positive Werte andersrum)

Upper Bound*

Gibt die maximale Flussrate einer Reaktion an.
Negative Werte = Richtung von Produkt zu Reaktant

(positive Werte andersrum)

Objective

Boolescher Asudruck, ob eine Reaktion die Zielfunktion ist (1)
oder nicht (0)

Confidence Score

Ein Wert zwischen 0 und 4. Beschreibung in 202

EC Number Enzyme Commission (EC) Zahl zu der Reaktion
Notes Enthélt Notizen zu den Reaktionen

References Literaturangaben zu den Reaktionen

KEGG ID KEGG Identifikationsnummer der Reaktion

Tabellenname: Metabolites

Abbreviation*®

Abkiirzung des Metabolitnamens

Official name*

Der offizielle Metabolitname

Formula (neutral)

Der chemische Ausdruck des Metabolits im neutralen Zustand

Formula* Der chemische Ausdruck des Metabolits in geladenem Zustand

Charge* Wert, der negativ oder positiv sein kann und die Ladung des
Metaboliten angibt

Compartment Abkiirzung des zelluldren Kompartiments, in welchem das
Metabolit lokalisiert ist

KEGG ID KEGG Identifikationsnummer des Metabolits

PubChem ID PubChem Identifikationsnummer des Metabolits

ChEBI ID ChEBI Identifikationsnummer des Metabolits

InChi string

Die ITUPAC internationale Kennzeichnung des Metaboliten

Smiles simplified molecular-input line-entry system string

des Metaboliten (vereinfachter Strukturcode)
HMDB Human Metabolome Database ID des Metaboliten
Notes Enthélt Notizen zu den Reaktionen
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Tabelle B.3.: Die Tabelle B.3 befindet sich auf der beigefiigten CD und beinhaltet alle Reaktio-
nen und Metabolite des FlySilico Modells.

Tabelle B.4.: Die Tabelle B.4 befindet sich auf der beigefiigten CD und beinhaltet alle Gen-
module aus der Analyse der Genexpressionsdaten in unterschiedlichen Geweben
der Drosophila Larven (siehe Ergebnisse Abschnitt 2.5.2). In der Tabelle sind die
Gene der einzelnen Module mit den zugehorigen Reaktionswegen aufgefiihrt.
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Abbildung B.1.: Robustheitsanalysen. Modellierte Wachstumsrate in Abhéngigkeit der Choles-

terolaufnahme. Drosophila ist ein Cholesterol-auxotropher Organismus 179,
Die Simulation zeigt, dass das Modell Cholesterol zur Produktion von Bio-
masse bendtigt. Grafik entnommen und modifiziert aus!'82.
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Abbildung B.2.: Robustheitsanalysen. (A) Modellierte Wachstumsrate in Abhéngigkeit der
Threoninaufnahme. Threonin ist eine essentielle Aminoséure, die einen Ein-
fluss auf die Wachstumsrate im Modell hat. (B) Modellierte Wachstumsrate
in Abhéngigkeit der Aufnahme an Asparaginsiure. Die nicht-essentielle Ami-

nosaure hat keinen Einfluss auf die Wachstumsrate. Grafiken entnommen und
modifiziert aus/[182],
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Abbildung B.3.: Der Einfluss von Variationen der GAM und NGAM auf die Wachstumsrate.
(A) Fiir einen grofilen Wertebereich der Koeffizienten von GAM und NGAM
wird die maximale Wachstumsrate nicht beeinflusst. Erst mit starkem Anstieg
der Werte kommt es zur Reduktion der Wachstumsrate. (B) Die Variationen
der GAM und NGAM Koefhizienten auf die Wachstumsrate des iMM904 Hefe
Modells'38), Im Gegensatz zum FlySilico Modell haben die niedrigere Werte
einen Einfluss auf die maximale Wachstumsrate. Grafik entnommen und
modifiziert aus['82].
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