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Die Chemie und der Wurm

Dieser Aufsatz diskutiert die Niitzlichkeit des Wurms Caenorhabditis
elegans als Modellorganismus fiir Chemiker, die an der Untersuchung
lebender Systeme interessiert sind. C. elegans, ein 1 mm langer
Rundwurm, ist ein beliebter Modellorganismus in nahezu allen Ge-
bieten der modernen Biologie. Der Wurm hat zahlreiche Eigenschaf-
ten, die ihn fiir die Biologie attraktiv machen: Er ist klein (< 1000
Zellen), transparent und genetisch leicht zu manipulieren. Trotz seiner
Schlichtheit weist der Wurm komplexe Phdnotypen auf, die mit seiner
Mehrzelligkeit zusammenhingen: Er hat differenzierte Zelltypen und
Organe, er altert und hat eine wohldefinierte Lebenserwartung, er
kann lernen und besitzt ein Erinnerungsvermogen. Der Aufsatz will
verdeutlichen, dass diese Mischung aus Einfachheit und Komplexitit
den Wurm zu einem besonders niitzlichen Werkzeug macht, um die
Beziehungen zwischen Phinomenen auf molekularer Ebene und der
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Ebene des Gesamtorganismus zu erforschen (Altern, Verhalten,
Kognition, Anfilligkeit fiir Krankheiten). Es werden vornehmlich
solche Forschungsarbeiten vorgestellt, die chemisch relevant sind.
Auflerdem werden Instrumente und Arbeitstechniken — biologischer,
chemischer und physikalischer Natur — vorgestellt, die uns zur Er-

forschung des Wurms zur Verfiigung stehen.

1. Einleitung

Die Chemie bildet die Grundlage fiir die Biologie: Mo-
lekulare Wechselwirkungen stellen das Fundament und die
Struktur jeglichen Lebens dar. Chemiker sind aber keine
Biologen. Wie sollten Objekt und Forschungsziel eines Che-
mikers aussehen, der lebende Systeme untersuchen will? Ein
moglicher Weg ist das Studium von Biomolekiilen, ihrer
Funktion und Wechselwirkungen untereinander. Molekulare
Phianomene wie die molekulare Erkennung, der hydrophobe
Effekt, Multivalenz, enzymatische Katalyse und Signaliiber-
mittlung sind noch ldngst nicht komplett verstanden und
bleiben aktuelle und wichtige Forschungsschwerpunkte. Auf
ihrem reduktionistischsten Niveau konzentriert sich die For-
schung auf diesen Gebieten auf Prozesse, die individuelle
Molekiile, eine begrenzte Anzahl an Molekiilen, individuelle
Reaktionen oder kleine Netzwerke von Reaktionen bein-
halten.

Ein Versténdnis von Biologie auf molekularer Ebene ist
ohne Frage ein wichtiges Forschungsziel, und die Chemie ist
ein ausgezeichnetes Mittel hierzu. Wie sieht es aber bei Fra-
gestellungen aus, die auf hohere Ebenen abzielen? Was ist
Leben? Wie entwickeln und erhalten Netzwerke von Mole-
kiilen, molekularen Wechselwirkungen und Reaktionen -
ordentlich aufgeteilt und sortiert — diesen Satz von Eigenar-
ten, den wir im Allgemeinen mit ,,Leben® assoziieren? Mo-
lekiile sind nicht lebendig; organisierte Netzwerke von Re-
aktionen, die Molekiile ineinander iiberfiihren, sind es. Wie
kommt diese Transformation zustande? Diese Fragen lassen
sich nicht beantworten, indem lediglich Molekiile betrachtet
werden. Es gibt Grenzen des Reduktionismus. Zellen und
Organismen sollten stattdessen betrachtet werden. Zudem
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gibt es Fragestellungen, die ausschlielich anhand mehrzelli-
ger Organismen beantwortet werden konnen. Was ist Altern?
Was ist Krankheit? Was ist Wahrnehmung? Was ist Verhal-
ten? Wie schlieBen sich fundamentale molekulare Wechsel-
wirkungen zu diesen komplexen Phdnomenen zusammen?
Wie sind die Organismen durch die Zellen organisiert, und
wie wechselwirken und kommunizieren diese Zell-Baustei-
ne? Wie entwickelt sich ein befruchtetes Ei — eine einzelne
Zelle — zu einem Organismus? Dieser zweite Satz von Fragen
zeigt eine Moglichkeit fiir Chemiker auf: Zu untersuchen, wie
sich die biochemischen Prozesse, die innerhalb und zwischen
individuellen Zellen ablaufen, zu den komplexen Phédnotypen
mehrzelliger Organismen, einschlie3lich des Menschen, ver-
halten.

1.1. Die Wahl von Modellen: Was ist der beste Organismus fiir
Chemiker?

Die Evolution hat eine grofle Vielfalt an Kreaturen her-
vorgebracht. Vom einfachsten Bakterium bis hin zu duflerst
komplexen, groflen, mehrzelligen Organismen. ,,Komplexi-
tit“ kann vieles bedeuten.? Ein , komplexer Organismus*
bedeutet eine grole Anzahl von Komponenten, und eine

[*] Dr. S. E. Hulme, Prof. G. M. Whitesides
Department of Chemistry and Chemical Biology
Harvard University
12 Oxford Street, Cambridge, MA 02138 (USA)
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Vielzahl von Wechselwirkungen zwischen diesen Kompo-
nenten.*¥ Der Begriff Komplexitit wird auch im Zusam-
menhang von organisatorischer Komplexitdt verwendet:
Jeder Organismus besteht aus Zellen, und in komplexeren
Organismen sind diese Zellen weiter organisiert zu Geweben
und Organen.®¥ Die Vielfalt und Verschiedenheit des
Lebens ist so enorm, dass es — um Anstrengungen zu biindeln
und intellektuellen Pointillismus zu vermeiden — notwendig
ist, seine Untersuchungen auf eine begrenzte Anzahl von
Organismen, die auf der Grundlage von experimenteller
Handhabbarkeit ausgewihlt werden, zu beschrinken und
diese Organismen dann bis ins letzte Detail hinein zu ver-
stehen. Die fiir diese Art von Studien ausgewihlten Orga-
nismen werden allgemein als Modellorganismen bezeichnet.
In Tabelle 1 ist eine Auswahl von Modellorganismen aufge-
fithrt, die sowohl im Hinblick auf wissenschaftliche Aspekte
als auch mit Blick auf praktische Aspekte beziiglich einer
chemischen Erforschung gegeniibergestellt werden.

Die einfachsten Modellorganismen sind Einzeller: ein-
zellige Bakterien, Algen, Hefen und Protozyten. Einzellige
Organismen sind selbstversténdlich lebendig und gehoren zu
den am besten geeigneten Organismen, um Forschungen rund
um die Frage ,,Was ist Leben?* zu betreiben. E. coli ist wohl
der am besten untersuchte Organismus; Mycoplasma genita-
lium, welches das kleinste Genom aller bekannten, in Rein-
kultur zur selbststandigen Reproduktion fahigen Organismen
besitzt,®! ist wahrscheinlich am besten geeignet, um die
Kernfrage nach der Art und Weise, wie molekulare Netz-
werke lebendig werden, zu beantworten. Einzellige Organis-
men sind vielversprechende Studienobjeke im Hinblick auf
zahlreiche Fragestellungen, haben jedoch auch Nachteile:
Obwohl die Schlichtheit dieser Organismen (hinsichtlich dem
Grad an interzelluldiren Wechselwirkungen, dem Differen-
zierungsgrad sowie der GroBe und Komplexitit des Genoms)
in vielerlei Hinsicht hilfreich ist, ist ihr Nutzen mit Blick auf
iibergeordnete biologische Funktionen begrenzt. Hefen und
Bakterienzellen unterliegen zeitabhingigen Anderungen, die
als Hinweise auf zelluldre Alterungsprozesse gedeutet
werdenl®”) (so konnen beispielsweise Mutterzellen der
Knospungshefe Saccharomyces cerevisiae nur eine begrenzte
Anzahl an Tochterzellen hervorbringen®), doch fehlt diesem
Alterungsprozess in diesen Einzellern die grofle Vielfalt an
Phénotypen, wie sie mit dem Alterungsprozess in Sdugetieren
einhergeht.

Diese Phédnomene hoherer Ordnung sind besonders im
Bezug auf den Menschen relevant — Phdnomene wie Altern,
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Krankheit und Kognition treten in komplexer Form aus-
schlieBlich in mehrzelligen Lebensformen auf. Welcher ist der
beste Organismus aus Sicht des Chemikers, der komplexe
mehrzellige Organismen, Multizellularitdt im Allgemeinen
und damit verbundene Folgen untersuchen moéchte? Der
ideale Organismus sollte einerseits komplex genug sein, um
ibergeordnete Fragen angehen zu konnen; andererseits sollte
er schlicht genug sein, um experimentell handhabbar zu
bleiben. Mehrzellige Organismen umfassen: 1) Organismen,
die eine begrenzte oder keine zelluldre Differenzierung und
auch keine wohldefinierte Lebensdauer haben (z.B. faden-
formige Hefen und Bakterien), 2) Organismen, die eine
hohere zelluldre Differenzierung als die erste Gruppe auf-
weisen, aber keine wohldefinierte Lebensdauer haben (z.B.
mehrzellige Pilze, mehrzellige Algen, soziale Amoben und
Pflanzen), und 3) Organismen, die differenzierte Gewebe und
Organe sowie eine definierte Lebensdauer aufweisen. Es ist
eben diese dritte Gruppe, die Wiirmer, Fliegen, Zebrafische,
Miuse, Primaten und Menschen einschlieBt, an der wir als
Menschen am meisten interessiert sind. Die Organismen
dieser Gruppe, die die hochste Relevanz im Bezug auf die
menschliche Biologie haben (d.h. andere Siugetiere wie
Miuse und Primaten), sind jedoch aus praktischer Sicht auch
die kompliziertesten aufgrund ihrer Komplexitdt und auch
mit Blick auf die damit verbundenen Kosten. Einer der ein-
fachsten Organismen dieser Gruppe ist der Fadenwurm C.
elegans: Ein 1 mm langer Rundwurm mit einer mittleren
Lebenserwartung von zwei bis drei Wochen (bei 20°C), der
zudem leicht und kostengiinstig zu kultivieren ist.
Experimentell gesehen ist die Ziichtung von C. elegans
einfacher als die Haltung hoherer Organismen wie M&use
und viel einfacher das Ziichten von Siugetierzellen. Das
Experimentieren mit C. elegans ist frei von den ethischen
Bedenken — und auch den damit einhergehenden Regularien
—, mit denen die Arbeit mit hoheren Organismen, vor allem
Sdugetieren verbunden ist. Die Aufzucht von C. elegans er-
fordert kein spezielles Training und keine spezielle Ausstat-
tung.®! Die Wiirmer koénnen bei Raumtemperatur auf der
Laborbank geziichtet und gehalten werden. Sterile Umge-
bungen sind im Falle von C. elegans weniger strikt einzuhalten
als beim Anlegen von Sédugetierzellkulturen, da verunreinigte
Bestinde von C. elegans leicht identifiziert und gereinigt
werden konnen.®! Zudem ist beim gleichzeitigen Arbeiten
mit mehreren C.-elegans-Strangen das Auftreten von unent-
deckt bleibenden Kreuzkontaminationen — einem ernsten
Problem bei der Arbeit mit Siugetierzelllinien” — unwahr-
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Tabelle 1: Vergleich von Modellorganismen.

Organismus (+) Vorteile und (=) Nachteile

Einzellige Prokaryoten

Escherichia coli®"
Gram-negatives Bakterium; lebt im Darm von Tieren
(Enterobakterium)

Kostengtinstig/leicht zu kultivieren
Genom ist bekannt
Unkomplizierte genetische Werkzeuge existieren

Am besten untersuchter Organismus

Modell fiir die molekulare Genetik
Eingeschrankte Differenzierung

Eingeschrankte interzelluldre Wechselwirkungen

llxxzxdt

—~ e~~~ o~ o~ —~

Bacillus subtilis®*?
Gram-positives Bakterium; Erdboden bewohnend

Mycoplasma genitalium®
Kleinstes bekanntes freilebendes Bakterium;
humanpathogen

Pseudomonas aeruginosa®?

Gram-negatives Bakterium;
pathogen fiir Tiere und Pflanzen;
humanpathogen

(z.B. bei Mukoviszidose)

Methanobacterium thermoautotrophicum®*
Archaebakterium; braucht nur H,, CO,, N, oder NH,*
und anorganische Salze; produziert CH,

—~ e~ o~ —~ —~
—_—— — — —

Kostengiinstig/leicht zu kultivieren

Genom ist bekannt

Einfaches Modell fiir die Differenzierung und Morphogenese (Sporulation)
Geringfiigige Differenzierung, aber weit weniger als bei mehrzelligen Organismen
Eingeschrankte interzellulare Wechselwirkungen

Kostengiinstig/leicht zu kultivieren
Genom ist bekannt
Nitzlich fiir das Verstindnis des minimalen Satzes an Genen, den ein

ilebender Organismus braucht

Eingeschrinkte Differenzierung
Eingeschrinkte interzellulire Wechselwirkungen

Kostengtinstig/leicht zu kultivieren

Genom ist bekannt

Modell fiir bakterielle Virulenz, Biofilme, Quorum Sensing
Eingeschrankte Differenzierung

Eingeschrinkte interzellulire Wechselwirkungen

Kostengtinstig/leicht zu kultivieren
Genom ist bekannt
Alternative Treibstoffquelle(?)

Eingeschrinkte Differenzierung
Eingeschrankte interzelluldre Wechselwirkungen

)

)

)

) Einzigartiger Stoffwechsel

)

)

) Stoffwechsel sehr verschieden zu héheren Organismen

[255] Genom ist bekannt

Modell fiir bakterielle Virulenz

Schwierig zu kultivieren (obligat pathogen)
Schwierige genetische Manipulation
Eingeschrankte Differenzierung

Eingeschrinkte interzellulire Wechselwirkungen

Rickettsia prowazekii
Gram-negatives Bakterium;

Genom dhnelt dem mitochondrialen Genom;
obligat intrazellulares Pathogen

¥

—~ e~~~ —~ —~
—_—— — — — —

Caulobacter crescentus™® (+) Kostengiinstig/leicht zu kultivieren
Gram-negatives Bakterium; (+) Genom ist bekannt
asymmetrische Teilung produziert (+) Einfaches Modell fiir zelluldre Differenzierung und Entwicklung
begeiRelte Zelle und gestielte Zelle (—) Eingeschrankte interzellulare Wechselwirkungen
Einzellige Eukaryoten
Giardia lamblia®" (+) Genom ist bekannt
einzelliger begeifelter Eukaryot; (+) Modellparasit
freilebende Zyste oder Parasit (Siugetiere) (+) Einfaches Modell fiir zellulare Differenzierung
(=) Eingeschrinkte interzellulire Wechselwirkungen
Acetabularia acetabulum™® (+) GroRter einzelliger Organismus
grofle einzellige griine Schirmalge (0.5-10 cm lang); (+) Einfaches Modell fiir Morphogenese/Entwicklung
wohldefinierte Morphologie (+) Pfropfen verschiedener Zellen méglich
(Rhizoid, Thallus und Schirm) (=) Zellgrofle/Bauplan sehr verschieden zu hoheren Organismen
(=) Nicht fiir Hochdurchsatz-Verfahren geeignet
Chlamydomonas reinhardtii®>> > Kostengiinstig/leicht zu kultivieren

griine Alge; kann in der Dunkelheit gedeihen;
besitzt ein einfaches visuelles System (Augenfleck)

SIS

Genom ist bekannt
Modell fiir Photosynthese
Modell fiir Sehvermégen/Evolution des Sehvermégens
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Tabelle 1: (Fortsetzung)

G. M. Whitesides und S. E. Hulme

Organismus

(+) Vorteile und (=) Nachteile

Dictyostelium discoideum?"!

»soziale Amébe* oder ,,Schleimpilz*;

entwickelt sich von der einzelligen Amésbe

hin zum frei beweglichen mehrzelligen Verband;
sporenbildende Fruchtkérper

Naegleria gruberi®*?

einzelliger Eukaryot;
wechselt zwischen Amébenform
und Geifeltierchenform
Saccharomyces cerevisiael®®®!
Knospungshefe

Mehrzellige Eukaryoten (Evertebraten)
Arabidopsis thaliana®"

Acker-Schmalwand (Schotenkresse, Ganserauke);

fruchtlose, bliihende Pflanze

Rotatorial*®!

Radertierchen, Stamm der planktonischen Metazoa

Schmidtea mediterranea®***

Planarie (freilebender Plattwurm);
regeneriert verlorene Kérperteile;
3-12 mm lang

Caenorhabditis elegans®®!

1 mm langer Rundwurm;
freilebend (nicht-parasitr)

Drosophila melanogaster®®”
Fruchtfliege

Kostengtinstig/leicht zu kultivieren

Genom ist bekannt

Modell fiir bakterielle Infektionen

Modell fiir Differenzierung und Entwicklung

Modell fiir chemotaktische Lokomotion

Kurzer Lebenszyklus

Zelluldre Organisation und Lebenszyklus sehr verschieden zu héheren Organismen

TXTEEZEEZ

Kostengiinstig/leicht zu kultivieren

Genom ist bekannt

Simples Modell fiir zellulire Differenzierung
Eingeschrinkte interzellulire Wechselwirkungen

TZEZ

Einfaches Modell einer eukaryotischen Zelle
Genom ist bekannt

Direkte genetische Werkzeuge existieren

Einfache Entwicklung (Sporulation)

Einige interzelluldre Wechselwirkungen (Paarung)

TXTEEZ

Kostengiinstig/leicht zu kultivieren

Genom ist bekannt

Lebensdauer: 6-8 Wochen

Bestuntersuchte Pflanze

Pflanzenphysiologie unterscheidet sich von tierischer Physiologie

TZEEZ

Kostengiinstig/leicht zu kultivieren

Besitzt differenzierte Organe

Klein; ca. 1000 Zellen

Invariante Entwicklung

Transparent

Komplexer und langsamer Lebenszyklus
Nicht mit Hochdurchsatz-Verfahren vereinbar
Keine transgenen Technologien vorhanden

lilzxzxxrtzx

~ e~~~ o~~~ —~

Kostengiinstig/leicht zu kultivieren

Genom ist bekannt

Besitzt Organe/differenziertes Gewebe

Einfaches Modell fiir Regeneration

Einfaches Modell fiir Gewebeplastizitit

Nicht mit Hochdurchsatz-Verfahren vereinbar

Keine transgenen Technologien vorhanden

Nicht zuginglich fiir (nicht-RNAi) genetische Manipulationen

lilzxzxxzts

~ e~~~ o~~~ —~

Kostengiinstig/leicht zu kultivieren

Genom ist bekannt

Direkte genetische Werkzeuge existieren

Kurze Generationszeit: 2-3 Tage

Kurze Lebenserwartung: 2—-3 Wochen

Klein; genau 959 Koperzellen

Unverinderliche Entwicklung

Transparent

Besitzt Organe/differenziertes Gewebe

Mutanten kénnen eingefroren werden
/(=) 50-80% der Gene des Wurms sind homolog zu menschlichen Genen

TITEETETEETEZIEZ

) Kostengiinstig/leicht zu kultivieren

) Genom ist bekannt

) Direkte genetische Werkzeuge existieren

) Kurze Generationszeit: ca. 10 Tage

)/(—) 50-80% der Gene der Fliege sind homolog zu menschlichen Genen
) Mutanten kénnen nicht eingefroren werden
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Tabelle 1: (Fortsetzung)

Angewandte

Organismus (+) Vorteile und (=) Nachteile
Strongylocentrotus purpuratus®s® (+) Genom ist bekannt
Seeigel (+) Kann leicht in vitro befruchted werden
(+) Transparenter Embryo; einfache Larvenentwicklung
(=) Nicht mit Hochdurchsatz-Verfahren vereinbar
Aplysia californica® (+) Genom ist bekannt
Kalifornischer Seehase, Meeresschnecke (+) Niitzlich zum Studium von Nervenentwicklung und -funktion
(=) Nicht mit Hochdurchsatz-Verfahren vereinbar
(=) Keine transgenen Technologien vorhanden

Mehrzellige Eukaryoten (Vertebraten)

Fugu rubripes®® +
Kugelfisch +
Danio rerio?™® (+)
Zebrafisch (+) Klein
()
(=)
=)
Xenopus laeis®*" +
Frosch +
Gallus gallus?* +
Huhn +

Mus musculus?’"
Maus

(+) Sehr kleines Genom fiir einen Vertebraten
(+) Genom ist bekannt

(=) Produziert ein tédliches Toxin

(=) Nicht mit Hochdurchsatz-Verfahren vereinbar
(=) Keine transgenen Technologien vorhanden

Vorldufige Genomsequenz vorhanden

Embryonen sind transparent
Lange Generationszeit: 2-4 Monate
Isogene Stringe sind nicht verfiigbar

(+) Embryonen sind grof} und entwickeln sich auRerhalb der Mutter
(+) Modell fiir Entwicklung und Teratogenese

(=) Schwierig zu manipulieren und zu kultivieren

(=) Lange Generationszeit: ca. 4 Monate

(=) Nicht mit Hochdurchsatz-Verfahren vereinbar

(+) Embryonen sind grof} und entwickeln sich auRerhalb der Mutter
(+) Modell fir Entwicklung

(=) Schwierig zu manipulieren und zu kultivieren

(=) Lange Generationszeit: >6 Monate

(=) Nicht mit Hochdurchsatz-Verfahren vereinbar

Genom ist bekannt
Starke genetische und physiologische Uberlappung mit dem Menschen

Kostenintensiv

Lange Generationszeit: 2-3 Monate

Hohe Lebenserwartung

Nicht mit Hochdurchsatz-Verfahren vereinbar

Pan troglodytes®”’

Schimpanse

(+)
(+)
(=) Ethische Bedenken
(=)
(=)
(=)
(=)

(+) Genom ist bekannt

(+) Am nichsten mit dem Menschen verwandt

(=) Ethische Bedenken

(=) Kosten- und arbeitsintensive Haltung

(=) Lange Generationszeit/hohe Lebenserwartung

(=) Nicht mit Hochdurchsatz-Verfahren vereinbar

(=) Entwicklung transgener Technologien mit ethischen Bedenken verbunden

scheinlich. Die Wiirmer stellen somit fiir den Chemiker eine
handhabungsfreundliche Plattform zum schnellen Testen
chemischer Hypothesen in simplen mehrzelligen Organismen
dar.

In diesem Aufsatz werden wir darlegen, warum C. elegans
ein Organismus mit dem richtigen Grad an Komplexitit ist,
der es Chemikern ermoglicht, ein molekulares Verstdndnis
von mehrzelligem Leben (und somit des Stoffwechsels, der
Regulierung von Netzwerken, vielen Eigenschaften biologi-
scher Informationsspeicherung, der Transmission, der Gen-
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expression, der Entwicklung, der Reproduktion, dem Altern,
Krankheit und Tod) zu erlangen. Diese Komplexitit geht mit
einer leichten Handhabbarkeit einher, die dazu beitragen
sollte, C. elegans den Weg in viele chemische Forschungs-
gruppen zu ebnen — ein nicht zu vernachldssigender Aspekt
fiir Chemiker, die den Schwerpunkt ihrer Arbeit weiterhin
auf molekularer Ebene belassen mochten und fiir die die
technischen Anforderungen einer Sadugetierzellkultur oder
die Kosten, die Komplexitit und die regulatorischen
Schwierigkeiten beim Umgang mit Sdugetieren nicht ohne
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Weiteres zu bewerkstelligen sind. Die Einfachheit, mit der
der Wurm in die Forschung integriert werden kann, sollte
Chemiker dazu ermutigen, nicht nur den Wurm an sich zu
erforschen, sondern Organismen im Allgemeinen. Fiir Che-
miker und andere Wissenschaftler, die sich fiir molekulare
organismische Biologie interessieren, aber keinerlei Erfah-
rung im Umgang mit Modellorganismen haben, stellt der
Wurm einen geeigneten Startpunkt dar.

1.2. Sydney Brenner und die Wahl von C. elegans als
Modellorganismus

In den frithen 1960er Jahren entwickelte und etablierte
Sydney Brenner, damals im MCR Laboratory of Molecular
Biology in Cambridge titig, den Einsatz von C. elegans (oder
einfacher: des ,,Wurms*) fiir biologische Studien, insbeson-
dere als Modell fiir die Entwicklung und die Organogenese;
fiir seine Arbeiten erhielt er im Jahre 2002 den Nobelpreis fiir
Physiologie und Medizin.'"! Seit der Bekanntmachung durch
Brenner ist der Wurm zu einem héufig genutzten Modell-
organismus in der Biologie geworden.

Nach der Entdeckung/Aufklidrung der DNA-Struktur und
den Prozessen der Translation und Transkription Mitte des 20.
Jahrhunderts erschien es Brenner und seinen Kollegen, als ob
die Molekularbiologen die Probleme der klassischen Mole-
kularbiologie — vornehmlich der Replikation und Exprimie-
rung der DNA — gelost hitten, oder zumindest auf dem Weg
zu deren Entschliisselung ein gehoriges Stiick vorangekom-
men seien. Die bisherigen Errungenschaften waren haupt-
sdchlich durch Studien an Bakterien und Bakteriophagen
zustande gekommen, die aufgrund ihrer Einfachheit zu dieser
Zeit niitzliche Modellorganismen darstellten; zudem lieen
sie sich leicht in groBer Zahl manipulieren.'!! Unabhingig
von der Richtigkeit seiner Einschitzung seines eigenen For-
schungsgebiets war Brenner daran interessiert, den Schwer-
punkt der Molekularbiologie zu verlagern, weg von einer
Untersuchung der chemischen Details der biomolekularen
Maschinerie hin zur Untersuchung biologischer Prozesse
hoherer Ordnung, speziell der Entwicklung, aber auch der
neuronalen Funktion.'"! Fiir derartige Studien stellten Bak-
terien und Bakteriophagen jedoch keine geeigneten Modell-
organismen mehr dar; diese Uberlegung inspirierte Brenner
dazu, nach hoheren Organismen zu suchen, die sich mit den
Werkzeugen und Arbeitstechniken der Molekularbiologie
untersuchen lieBen.

Brenner suchte einen Organismus, der eine kurze Gene-
rationszeit aufweist und aus einer relativ kleinen Zahl von
Zellen besteht, sodass das Verfolgen zelluldrer Abstam-
mungslinien méglich bliebe."!! Zudem sollte der Organismus
einfach zu kultivieren und auch einfach mit dem Mikroskop
zu beobachten sein.'"!?! Fiir seine Studien zur Entwicklung
favorisierte Brenner zunéchst einzellige Organismen, die eine
Art von zelluldrer Differenzierung aufweisen — darunter das
Bakterium Caulobacter und der Protist Naegleria (Tabelle 1)
— kam dann jedoch zu dem Schluss, dass es sich bei diesen
Organismen um biologische Kuriositdten handeln miisse, die
folgerichtig zu exotisch seien, um als Modellorganismen
dienen zu konnen.'? Er dachte auch iiber Ridertierchen
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nach, die mehrzellig sind und zudem verschiedene Gewebe-
typen und Organe aufweisen (Tabelle 1), doch verwarf er
diese wegen der langsamen Reproduktion und der komple-
xen Lebenszyklen.” SchlieBlich entschied sich Brenner fiir
C. elegans, der den einfachsten Modellorganismus darstellte,
der seine Kriterien erfiillte.

C. elegans hat eine kurze Generationszeit (ein befruch-
tetes Ei entwickelt sich innerhalb von drei Tagen bei 20°C zu
einem sexuell ausgereiften, erwachsenen Wurm) und eine
kurze Lebenszeit (die durchschnittliche Lebenserwartung
liegt bei zwei bis drei Wochen bei 20°C) und kann auf Agar
oder in Losung im Labor kultiviert werden, wobei Bakterien
(typischerweise E. coli) als Nahrungsquelle dienen. In Ab-
bildung 1a ist eine Mikroaufnahme von Wiirmern auf einer

— 550 um

Abbildung 1. Der Rundwurm C. elegans. a) Im Labor besteht der typi-
sche Lebensraum von C. elegans aus einer mit Agar gefiillten Petri-
schale. C. elegans lebt auf der Agar-Oberfliche und ernihrt sich von
dort aufgebrachten E. coli. Der Ausschnitt zeigt eine Population von
Wiirmern verschiedenen Alters. b) Ein adulter Hermaphrodit kriecht
tiber die Agar-Oberfliche.

Agaroberfliche gezeigt. Der Wurm ist von kleinem Wuchs
(adulte Exemplare sind 1 mm lang und 50 um dick) und be-
sitzt eine begrenzte Zahl von Zellen (adulte Hermaphroditen
bestehen aus 959 Korperzellen; adulte Ménnchen aus 1031).
Abbildung 1b zeigt einen adulten Hermaphroditen. Dank der
Transparenz des Wurmkorpers kann jeder einzelne Zellkern
mittels Lichtmikroskopie sichtbar gemacht werden.

Der Wurm existiert in zwei Geschlechtern: selbstbe-
fruchtenden Hermaphroditen und Minnchen, die in 0.1%
aller Fille aus der Selbstbefruchtung hervorgehen. Diese
Geschlechterverteilung war fiir Brenner mit Blick auf die
genetische Analyse eine attraktive Eigenschaft der Wiirmer,
da die Méannchen mit den Hermaphroditen gekreuzt und so
neue Kombinationen mutierter Gene erzeugt werden konn-
ten. Weitere Entwicklungen in den letzten 50 Jahren lie3en
die Attraktivitidt von C. elegans als Modellorganismus weiter
steigen; diese Entwicklungen umfassen: 1) die Riickverfol-
gung der Abstammung jeder einzelnen Zelle des Wurms vom
Zeitpunkt der Befruchtung bis zur ausgereiften Spezies durch
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John Sulston und Mitarbeiter,*'¥ 2) die Rekonstruktion des
gesamten Nervensystems von C. elegans durch John White
und Mitarbeiter,'”! 3) die Anwendung der RNA-Interferenz
zur Manipulation der Genexprimierung in C. elegans durch
Andrew Fire und Craig Mello' sowie 4) die Entschliisselung
der vollstindigen Gensequenz des Wurms durch das C. ele-
gans Sequencing Consortium.[”1¥)

Brenners Ziel — das Auffinden eines einfachen Modell-
organismus, mit dessen Hilfe sich genetische Manipulationen
und Entwicklungseffekte korrelieren lassen — dient als Mus-
terbeispiel fiir die Art von Ziel, welches wir fiir Chemiker
vorschlagen: einen Organismus zu finden, mit dessen Hilfe
sich allgemeine chemische Grofen (pH, Oxidationsgrad,
Nettoladung) oder Prozesse (Protein-Ligand-Wechselwir-
kungen, Redoxreaktionen) mit Phanomenen auf der Ebene
des Organismus korrelieren lassen. Brenner wollte den ein-
fachsten Organismus finden, der diese Art von Korrelationen
ermoglicht. Der Erfolg des Wurms als Modellorganismus zur
Studie der Genetik komplexer Phdnomene in der Biologie
bestétigt Brenners Weitsicht bei der Auswahl von C. elegans.

Wihrend sich eine Vielzahl der Arbeiten mit den Aus-
wirkungen genetischer Anderungen auf den Organismus be-
fasst, ist nur wenig getan worden, um die Auswirkungen
chemischer Anderungen zu erkunden. Viele der Eigenschaf-
ten, die den Wurm fiir Molekularbiologen so wertvoll
machen, lassen ihn aber auch fiir Chemiker niitzlich werden.
Die Weitergabe des Wurms durch die Biologen an die Che-
miker ist eine natiirliche Stufe der reduktionistischen Kas-
kade innerhalb der Wissenschaft.

1.3. Themen des Aufsatzes

In diesem Aufsatz geben wir zunichst einen kurzen
Uberblick iiber die Biologie von C. elegans und diskutieren
seine Relevanz als Modellorganismus in Bezug auf die orga-
nismische Biologie (und einzelne Aspekte menschlicher
Biologie). AnschlieBend stellen wir Beispiele aus der Lite-
ratur vor, aus denen hervorgeht, wie C. elegans eingesetzt
werden kann, um chemische Details mit organismischen
Phénomenen in Verbindung zu bringen. Obwohl der
Schwerpunkt des Aufsatzes auf der fundamentalen Bioche-
mie des Wurms liegen soll, werden wir auch seine Relevanz
im Bezug auf menschliche Krankheiten kurz diskutieren.
Einige wichtige menschliche Krankheiten (hauptsichlich in
Entwicklungslindern) werden von Nematoden oder parasi-
taren Wiirmern dhnlicher Komplexitit verursacht, und die
Untersuchung von C. elegans ist von unmittelbarer Relevanz
fiir diese Erkrankungen. Um Chemikern einen Startpunkt fiir
ihre Arbeiten zu geben, beschreiben wir die zur Verfiigung
stehenden biochemischen, chemischen und physikalischen
Werkzeuge, mit denen die Forschung mit und an dem Wurm
erleichtert werden kann. Wir schlieen mit Anmerkungen zu
den sich bietenden Moglichkeiten fiir Chemiker im Feld der
Wurmforschung. Wir werden Moglichkeiten betrachten, die
sich sowohl fiir ,,Werkzeugmacher* als auch fiir ,, Werkzeug-
anwender* bieten, d. h. sowohl fiir diejenigen, die sich mit der
Entwicklung von Instrumenten und Methoden zur Untersu-
chung der molekularen Biochemie des Wurms beschéftigen
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wollen, als auch fiir diejenigen, die diese Werkzeuge und
Methoden anwenden, um diese Biochemie zu erforschen.

2. Die Biologie des Wurms

Ein Kernelement der Wissenschaft ist das Bestreben,
fundamentale biologische Prozesse vollstindig zu verstehen.
Die Einfachheit des Wurms macht diesen zu einem idealen
Startpunkt fiir das Erreichen dieses Ziels. Im Hinblick auf
anwendungsbezogene Forschung ist auch der Zusammenhang
zwischen der Biologie des Wurms und der menschlichen
Biologie interessant. Wie hilfreich sind die Erkenntnisse, die
mithilfe des Wurms erworben werden, im Hinblick auf das
Verstidndnis menschlicher Biologie, Gesundheit und Krank-
heit? Dieser Abschnitt bietet eine Ubersicht iiber die Biolo-
gie des Wurms und, soweit relevant, vergleicht diese mit der
Biologie des Menschen. In Tabelle 2 sind einige Internetsei-
ten aufgefiihrt, mit deren Hilfe sich die Biologie von C. ele-
gans aneignen lisst. Ein Ubersichtsartikel von Antoshechkin
und Sternberg bietet zudem eine detaillierte Beschreibung
von Online-Datenbanken und Arbeitstechniken, die die
Arbeit an und mit C. elegans vereinfachen.['”)

2.1. Entwicklung und Lebenserwartung

C. elegans beginnt als Embryo und entwickelt sich dann
durch vier Larvenstadien hindurch (L1, L2, L3 und L4) zu
einem sexuell ausgereiften, erwachsenen Wurm. Bei 20°C
liegt die Generationszeit — die Zeit zwischen Befruchtung und
dem Beginn der Reproduktion im Erwachsenenalter — bei
ungefihr zwei bis drei Tagen; die durchschnittliche Lebens-
erwartung liegt zwischen zwei und drei Wochen.” Wihrend
des Ubergangs von L1 zu L2 kann C. elegans bei Nahrungs-
mittelknappheit oder hoher Populationsdichte in ein weiteres
drittes Larvenstadium fallen, das (aus gegebenem Anlass) mit
dem deutschen Wort Dauer bezeichnet wird. Dauer-Larven
sind frei beweglich, fressen aber nicht und entwickeln eine
dicke Oberhaut, die sie gegen die Behandlung mit Chemi-
kalien wie Natriumdodecylsulfat (SDS) schiitzt.”” Sobald
sich die Nahrungsmittelversorgung wieder normalisiert hat
oder die Populationsdichte zuriickgegangen ist, entwickelt
sich die Dauer-Larve weiter zum L4-Stadium.”! Als Dauer-
Larve kann C. elegans mehrere Monate lang iberleben.!!

Im Labor besteht die Nahrung von C. elegans normaler-
weise aus einem langsam wachsenden E.-coli-Strang,
OP50.”*1 Hochstwahrscheinlich hatte Brenner aus rein prak-
tischen Griinden E. coli als Nahrungsquelle eingefiihrt. In der
freien Natur stellen E.-coli-Bakterien wahrscheinlich nicht
die Hauptnahrungsquelle fiir C. elegans dar, vielmehr gibt es
Anhaltspunkte dafiir, dass E. coli fiir C. elegans pathogen
ist.?*»! Wissenschaftler haben C. elegans aus Gartenerde und
Kompost, aus Schnecken, aus Landasseln und anderen In-
vertebraten isoliert.” Die Zusammensetzung der Nahrung
von C. elegans in diesen Umgebungen ist unbekannt, konnte
aber aus Mikroorganismen bestehen, die mit dem Zerfall von
organischer Materie assoziiert sind. Studien an C. elegans und
anderen Caenorhabditis deuten darauf hin, dass die Verbin-
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Tabelle 2: Internetseiten zu C. elegans.

G. M. Whitesides und S. E. Hulme

Beschreibung

The WormBook
http://www.wormbook.org Methoden
WormAtlas

http://www.wormatlas.org schnitten des Wurmkérpers

WormBase
http://www.wormbase.org

The Kyoto Encyclopedia of Genes and Ge-
nomes
http://www.genome.ad.jp/kegg/kegg2.html

Reactome
http://www.reactome.org

Caenorhabditis Research Center
University of Minnesota
http://www.cbs.umn.edu/CGC/

RNAi Database
http://rnai.org

Geneservice
http://www.geneservice.
co.uk/

in E. coli exprimierte Klone

Addgene
http://www.addgene.org/Andrew_Fire

Nematode.net
http://nematode.net University in St. Louis, USA
Genetic Nomenclature for C. elegans
http://wiki.wormbase.org/index.php/
UserGuide:Nomenclature

Ein Referenzwerk zur Biologie von C. elegans; enthilt ein ausfiihrliches Kapitel mit experimentellen

Eine Datenbank zur Anatomie von C. elegans, einschliellich Elektronenmikroskopbildern von Quer-

Eine durchsuchbare Datenbank des Genoms und Proteoms des Wurms

Eine durchsuchbare Datenbank fiir mehrere Modellorganismen, einschliefRlich des Wurms

Eine Datenbank fiir biologische Prozesse zahlreicher Modellorganismen, einschlieRlich des Wurms

Ein von den National Institutes of Health unterstiitztes Bestandslager fiir mutierte Wiirmer

Eine Datenbank fiir Phinotypanderungen in C. elegans als Reaktion auf die Behandlung mit RNAi

Ein Anbieter von RNAi von C.-elegans-Genen, erhiltlich in Form von Bibliotheken oder auch als einzelne

Vermarktet Vector Kits, die cDNA fiir fluoreszierende Proteine enthalten

Eine Genomdatenbank fiir parasitire Nematoden des Genome Sequencing Center der Washington

Leitfaden zur genetischen Nomenklatur von C. elegans; tiberwacht durch wormbase.org und dem
Caenorhabditis Genetics Center der University of Minnesota, USA

dung von C. elegans mit makroskopischen Invertebraten wie
Schnecken und Landasseln der Verbreitung des Wurms
dient.’! Diese Verbindungen konnten auch nekromenisch
sein, d. h., die Wiirmer konnten sich von den Leichnamen der
Wirte erndhren.”® Es ist moglich, C. elegans in einem bak-
terienfreien, chemisch definierten Medium aufzuziehen; aus
nicht bekannten Griinden entwickeln sich die Wiirmer jedoch
langsamer im bakterienfreien Medium als wenn sie mit
Bakterien ernihrt werden.”” Wir werden diesen Aspekt in
Abschnitt 3.2.3 ausfiihrlicher erértern.

2.2. Genom und Proteom

Trotz der Einfachheit des Wurms gibt es eine signifikante
Uberlappung zwischen Wiirmern und Menschen mit Blick auf
Gene und biochemische Prozesse. Obwohl das Genom des
Wurms erheblich kleiner ist als das des Menschen (das
Genom von C. elegans ist ca. 100 Mb grof3, das von H. sapiens
ca. 3000 Mb), hat der Wurm fast genauso viele Gene wie der
moderne Mensch (Wiirmer haben ca. 20000 Gene, Menschen
ca. 23000).'"® Nach bioinformatischen Analysen sind 60-80 %
der Gene des Wurms homolog zu menschlichen Genen.”!
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(Homologe Gene sind Gene in verschiedenen Organismen,
die einen gemeinsamen Vorfahren haben; potentielle homo-
loge Gene werden durch Sequenzihnlichkeitsanalyse des
genetischen Codes bestimmt.)/*’!

Um sein Proteom zu diversifizieren, kann C. elegans
sowohl post-transkriptionelle Modifikationen (alternative
Aufspaltung der Boten-RNA) als auch post-translatorische
Modifikationen (Modifikationen von Proteinen) vornehmen.
Das alternative Gen-SpleiBen kommt im Menschen zu einem
weit hoheren Anteil vor als im Wurm: Wenigstens 60 % der
menschlichen Gene kommen in wenigstens einer alternativen
Form vor; im Wurm haben hingegen nur etwa 10 % der Gene
eine alternative Form.’” Aus wahrscheinlich diesem Grund
ist das Proteom von H. sapiens bedeutend groBler und we-
sentlich komplexer als das von C. elegans. Das Genom von C.
elegans codiert fiir Proteine, die ein Repertoire an post-
translatorischen Modifikationen zulassen, welches dem im
Menschen dhnlich ist; diese Modifikationen umfassen Phos-
phorylierung, Acylierung (einschlieflich der Acylierung von
Histonen), Ubiquitinierung,®! Alkylierung (einschlieBlich
Methylierung und Prenylierung)® und Glykosidierung (ein-
schlieBlich N- und O-Glykosidierungen).*!
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2.2.1. Organisation der Gene in C. elegans

Ungleich anderer Eukaryoten nutzen Wiirmer zur Coex-
pression der Gene Operone, d.h. genetische Strukturen, in
denen ein einzelner vorgelagerter Promoter die serielle
Transkription einer Gruppe von Genen in einem einzelnen
Strang Boten-RNA reguliert. (In anderen Eukaryoten hat
jedes Gen typischerweise seine eigene Promoter-Region. )
Ungefdhr 15% der Protein-codierenden Gene in C. elegans
finden sich in Operonen.” Auch Prokaryoten nutzen Ope-
rone (z.B. das Lac-Operon in E. coli), doch entstanden die
Operone in Nematoden hochstwahrscheinlich unabhingig —
moglicherweise aufgrund der kurzen Zeitspanne zwischen
mitotischen Teilungen in der Embryogenese, die einen Se-
lektionsdruck zugunsten kleinerer Genome darstellt.’*! Die
Verwendung der Operone wird mit angefiihrt, um zu erkla-
ren, warum das Genom von C. elegans rund 30-mal kleiner ist
als das des Menschen, obwohl beide eine dhnliche Anzahl von
Genen aufweisen. Zudem enthélt das Genom von C. elegans
weniger nicht-codierende DNA (d.h. DNA, die keine Gene
codiert). Umstellbare Elemente beispielsweise — mobile Ab-
schnitte der DNA, die keine Gene codieren — und deren in-
aktiven (nicht mobilen) Uberbleibsel machen ca. 12% des
Genoms von C. elegans aus, bilden jedoch ca. 50% des
menschlichen Genoms.”” Alles in allem bildet codierende
DNA 25.5% des Genoms von C. elegans, aber nur 1.5% des
menschlichen Genoms.”®!

2.3. Signaltransduktionspfade

Viele mit der Signaliibertragung assoziierte Mechanismen
sind zumindest teilweise zwischen Mensch und Wurm kon-
serviert.’¥ In Lit. [38] findet sich eine vergleichende Zusam-
menstellung der Signaltransduktionspfade in Wiirmern und
Menschen. Einige Pfade weisen ein hohes Maf3 an Konser-
vierung auf. So besitzt beispielsweise das Genom von C. ele-
gans Homologe fiir simtliche Komponenten des Signalwegs
des transformierenden Wachstumsfaktor f (TGF-B).””
Einige andere menschliche Signalwege sind hingegen nur
teilweise in C. elegans vorhanden (etwa der Signalweg des
signaltransduktionsvermittelnden Toll-artigen Rezeptors
oder der JAK/STAT Signaliibertragungsweg),*” andere
fehlen wahrscheinlich vollig in C. elegans (etwa der Hedge-
hog-Signalweg).®®*! Einer der am besten untersuchten Si-
gnaliibertragungswege in C. elegans ist der des Insulin/Insu-
lin-artigen Wachstumsfaktors 1 (IGF-1)."! Dieser Signalweg
beinhaltet einen einzigen Insulin/IGF-1 Rezeptor, DAF-2,
und dessen Deaktivierung hat eine erhohte Lebenserwartung
von C. elegans zur Folge.*” Das Genom von C. elegans enthilt
37 Insulin-artige Proteine, von denen INS-1 dem menschli-
chen Insulin am &hnlichsten ist. Sowohl INS-1 als auch das
menschliche Insulin sind DAF-2-Antagonisten. Zahlreiche
Bestandteile des Insulin/IGF-1-Signaliibertragungswegs sind
in Wiirmern, Fliegen und Siugetieren konserviert. Eine
Mutation eines daf-2-Aquivalents in Drosophila erhoht
ebenfalls die Lebenserwartung; dies deutet auf die faszinie-
rende Moglichkeit hin, dass der molekulare Mechanismus des
Alterns iiber Artengrenzen hinweg konserviert ist.[*)
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Eine bislang weniger gut verstandene Variante der Si-
gnaliibertragung in C. elegans macht Gebrauch von Hormo-
nen zur nukledren Signaliibermittlung.*! Das Genom des
Wurms codiert fiir 284 Gene, die aufgrund ihrer Sequenz den
nukleiren Hormonrezeptoren zugeordnet werden.*” Das
menschliche Genom hingegen soll lediglich 48 nukledre
Hormonrezeptoren aufweisen.[*! Ungefihr 15 der vorherge-
sagten nukledren Hormonrezeptoren in C. elegans sollen
Homologe der nukledren Hormonrezeptoren des Menschen
sein.*”! Die dazugehorigen Liganden sind alle unbekannt, mit
Ausnahme eines Liganden fiir einen eigens fiir C. elegans
vorhergesagten Rezeptor; Forscher haben kiirzlich drei von
Cholesterol abgeleitete Molekiile identifiziert, die als Ligan-
den fiir den nukledren Rezeptor DAF-12 dienen konnen.
DAF-12 beeinflusst die Entwicklung (Dauer-Ausbildung) und
die Reproduktion in C. elegans. Fiir einige nukledre Rezep-
toren ist es moglich, die Identitédt der dazugehorigen Ligan-
den basierend auf den Motiven innerhalb derjenigen Se-
quenzen des Gens vorherzusagen, die bekannten Erken-
nungsstellen in anderen Organismen entsprechen; so ist bei-
spielsweise auf Basis einer Sequenzanalyse der Ligand des C.-
elegans-eigenen nuklediren Hormonrezeptors NHR-14
hochstwahrscheinlich ein Ostrogen oder eine Ostrogen-4hn-
liche Substanz.™’

2.4. Grundlegende Anatomie und Physiologie

Trotz der anatomischen Einfachheit des Wurms weisen
viele Gewebearten und Organe in C. elegans strukturelle und
funktionelle Ahnlichkeiten zu denen des Menschen auf:
Muskelgewebe in C. elegans sieht wie menschliche Muskeln
aus; Neuronen in C. elegans sehen wie menschliche Neuronen
aus (obgleich sie nicht myelinisiert sind und auch keine
Schwann-Zellen besitzen; sie besitzen jedoch Gliazellen,
welche die neuronale Funktion und Struktur unterstiitzen).>"
Pharynx, Darm und Uterus des Wurms haben eindeutige
Analoga in der menschlichen Anatomie.

2.4.1. Organe und Gewebe

Die Anatomie von C. elegans umfasst ein Verdauungs-
system (Maul, Pharynx, Intestinum, Rektum, Anus), ein Re-
produktionssystem (Gonade, Uterus, Spermathek und Vulva
im Hermaphroditen; Gonade, Samenblase, Samenleiter und
Kloake im Ménnchen), ein Nervensystem (302 Neuronen im
Hermaphroditen, mit einem Cluster von Synopsen — dem
»Nervenring“ — im Kopf) sowie ein Ausscheidungssystem
(eine Gruppe von vier Zellen, von der angenommen wird,
dass sie die Osmolaritdt sowie das Ausscheiden von Abfall-
stoffen kontrolliert).””) Der Wurm besitzt Muskeln (gestreifte
und nicht-gestreifte), eine Hypodermis, eine schiitzende, den
gesamten Korper tiberziehende Oberhaut (wird von der Hy-
podermis sekretiert) sowie Bindegewebe und Basismembra-
nen. Die Oberhaut ist 0.5 um stark, bedeckt die #uBere
Oberfliche des Wurms und besteht aus fiinf Schichten (von
innen nach auBen): einer Lage Kollagen-Fibrillen, einer
fliissigkeitsgefiillten Lage mit Stiitzstreben aus Kollagen,
einer Lage aus Kollagenen und Oberhaut-spezifischen Pro-
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teinen, einer Lipidschicht und einem Oberflacheniiberzug aus
Glykoproteinen.?”!

Der Korper des Wurms ist aufgebaut wie eine Rohre — der
Verdauungstrakt — innerhalb einer zweiten Rohre — der Hy-
perdermis mitsamt der Oberhaut. Zwischen den beiden
Rohren befindet sich die fluidgefiillte Leibeshohle — das
Pseudozolom.® C. elegans besitzt kein Kreislaufsystem und
muss sich zum Transport von Sauerstoff, Kohlendioxid und
Néhrstoffen auf die passive Diffusion innerhalb der Fliissig-
keit im Pseudozolom verlassen. Es ist zudem moglich, dass
die lokomotorische Bewegung des Korpers zur Mischung der
in der Korperfliissigkeit enthaltenen Substanzen beitrédgt. Der
Gasaustausch mit der Umgebung findet per Diffusion durch
die Oberhaut oder durch die Oberfliche des Darms statt.!!

2.4.2. Das Immunsystem des Wurms ist nicht adaptiv

Im Unterschied zum Menschen oder anderen Vertebraten
besitzt C. elegans kein adaptives Immunsystem; C. elegans
produziert keine AntikOrper. Stattdessen verldsst sich der
Wurm auf eine angeborene Erkennung und Reaktion, um
sich vor Pathogenen zu schiitzen.” Obwohl die angeborene
Immunitidt des Wurms noch nicht vollstédndig charakterisiert
ist, ist doch bekannt, dass einige der Signaltransduktionspfade
der angeborenen Immunitit in C. elegans und im Menschen
konserviert sind, einschlieBlich des p38-Mitogen-aktivierten
Proteinkinasepfades und des Apoptosepfades.’? Zudem
scheinen einige der Pfade, die fiir das adaptive Immunsystem
in Sdugetieren eine Rolle spielen, auch in das angeborene
Immunsystem von C. elegans involviert zu sein: Der TGF-p3-
Signaltransduktionspfad kontrolliert die Differenzierung der
T-Zellen und ist zudem an der Initiierung der angeborenen
Immunantwort in C. elegans beteiligt.’

Die Immunantwort des Wurms auf pathogene Bakterien
beruht auf dem Einsatz von Lysozymen, die die Bakterien-
winde attackieren, sowie von Caenoporen (die bakterielle
Zellmembran zerstorenden Peptiden), um die Bakterien
aufzubrechen. Die Immunantwort beinhaltet auch das Her-
aufregulieren der Exprimierung von Katalasen, Superoxid-
Dismutasen, Metallothioninen und Glutathion-S-transfera-
sen — allesamt Molekiile, die wahrscheinlich an der Detoxi-
kation beteiligt sind.”? Zudem enthilt die Leibeshohle des
Wurms sechs Coelomyzyten, d.h. grofle, 10-15 pm starke
Zellen, deren Rolle innerhalb des Immunsystems des Wurms
wahrscheinlich darin besteht, fremde oder toxische Molekiile
durch Endozytose aufzunehmen.

2.4.3. Neurobiologie

C. elegans weist als adulter Hermaphrodit 302 Neuronen
auf. Anders als die Neuronen in Vertebraten sind diese in C.
elegans nicht myelinisiert. Nur ein Teil der Neuronen in C.
elegans scheint das klassische ,,Alles-oder-nichts“-Aktions-
potential zu erzeugen.’ Anstelle dieser Aktionspotentiale
erzeugen die meisten Neuronen in C. elegans abgestufte Po-
tentiale, deren Form von der Stirke, der Dauer und der Art
des Signals abhéngt, durch welches die neuronale Aktivitét
stimuliert worden ist.”¥ Trotz dieser Unterschiede nutzt der
Wurm viele der gleichen Neurotransmitter wie der Mensch,
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und die Mechanismen der Biosynthese, der Freisetzung, der
Erkennung und der Erneuerung der Neurotransmitter sind in
hohem MaBe in Wurm und Mensch konserviert.” In Tabel-
le 3 werden Neurotransmitter von Wurm und Mensch ver-
glichen. Zahlreiche Neuronen in C. elegans sprechen zudem
auf Stoffe an, die auch im Menschen neuroaktiv sind, dar-
unter Acetylcholinesterase-Hemmer,[Sé] Serotoninwiederauf-
nahme-Hemmer®” und Anisthetika.®

Tabelle 3: Essentielle Aminosauren®™ und Neurotransmitter®™ in C.
elegans und dem Menschen.

Aminosiure C. elegans Mensch
Arginin EFI E in der Entwicklung
Histidin E E
Lysin E E
Asparaginsaure NE NE
Glutaminsaure NE NE
Serin NE NE
Threonin E E
Asparagin NE NE
Glutamin NE NE
Alanin NE NE
Isoleucin E E
Leucin E
Methionin E E
Phenylalanin E E
Tryptophan E E
Tyrosin NE E in der Entwicklung
Valin E E
Cystein NE E in der Entwicklung
Glycin NE NE
Prolin NE NE
Neurotransmitter Genutzt in Genutzt
C. elegans? im Menschen?
Acetylcholin Ja Ja
GABA Ja Ja
Stickstoffmonoxid Ja Ja
Serotonin Ja Ja
Dopamin Ja Ja
Glutaminsiure Ja Ja
Octopamin Ja Nein
Tyramin Ja Nein
Adrenalin Nein Ja
Noradrenalin Nein Ja
Histamin Nein Ja
Neuropeptide!”! Ja Ja

[a] E: essentiell NE: nicht-essentiell. [b] Mensch und Wurm nutzen
Neuropeptide; sie nutzen jedoch nicht die gleichen Neuropeptide.

C. elegans zeigt eine Vielzahl von einfach zu beobach-
tenden Verhaltensweisen — darunter Lokomotion (Kriechen
und Schwimmen), Fressen (pharyngales Pumpen), Kotabsatz,
Eiablage und Paarung (falls die Population Miannchen ent-
hilt).”” Die Laser-Ablation von Neuronen ermoglichte das
Auffinden der neuronalen Schaltkreise, die mit diesen Ver-
haltensweisen korreliert sind.®” C. elegans kann chemische,
mechanische und thermische Stimulationen fithlen und
darauf reagieren — in iiberraschend komplizierten Formen,
wenn man bedenkt, dass es sich um einen Organismus mit
gerade einmal 302 Neuronen handelt. Wiirmer besitzen die
Fiahigkeit zum Lernen — definiert als eine auf Erfahrungen
beruhende Verhaltensédnderung —, einschlieSlich Gewohnung
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und klassischer Konditionierung.™” Wiirmer besitzen auch
ein Gedichtnis. Fand beispielsweise die Versorgung mit
Nahrung bei einer bestimmten Temperatur statt und wurden
die Wiirmer anschlieBend einem thermischen Gradienten
ausgesetzt, so siedelten sie sich bevorzugt entlang derjenigen
Isothermen an, die der Fiitterungstemperatur entsprach.°!)

2.5. Stoffwechsel und Energie

Die Tatsache, dass sich im Genom des Wurms Sequenzen
finden, die funktionellen Motiven in menschlichen Proteinen
entsprechen, deutet darauf hin, dass Signaltransduktionspfa-
de, die mit der Nahrungsmittelverwertung, der Energiespei-
cherung und der Synthese kleiner Molekiile zusammenhén-
gen, in Wiirmern und Menschen im hohen Maf3e konserviert
sind.?! Fiir einige, aber nicht alle, potentiell konservierten
Gene haben Experimente bestitigt, dass die assoziierten
Proteine gebildet werden und auch funktionsfihig sind.
Das Genom des Wurms enthilt Gene, die fiir all diejenigen
Proteine codieren, die fiir die Zellatmung notwendig sind —
bestehend aus Glykolyse (Umwandlung von Glukose in
Pyruvat), Pyruvat-Decarboxylierung (Bildung von Acetyl-
CoA aus Pyruvat), $-Oxidation von Fettsduren, Zitronen-
saurezyklus, Elektronentransportkette und ATP-Synthese.!
Wie die Sdugetiere nutzt auch C. elegans Flavin-Adenin-Di-
nukleotid (FAD) und Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid
(NAD") als Cofaktoren in der Zellatmung. Die Proteine, die
in diesen Signaltransduktionspfaden inolviert sind, sind zwi-
schen Wurm und Mensch hoch konserviert.2-%4

Um die Energieversorgung auch unter anaeroben Be-
dingungen sicherzustellen, bedient sich C. elegans — wie auch
der Mensch — der anaeroben Glykolyse, die Milchsiure als
Abfallprodukt erzeugt. Anders als beim Menschen konnen
die Zellen in C. elegans jedoch auch ethanolische Fermenta-
tion®! und Malat-Dismutation nutzen — einen auch in para-
sitiren Fadenwiirmern anzutreffenden Stoffwechselpfad, der
eine spezialisierte mitochondriale Elektronentransportkette
beinhaltet. Diese Kette nutzt Fumarsidure anstelle von Sau-
erstoff als Elektronenrezeptor und produziert als Abfallpro-
dukte Acetat, Succinat und Propionat anstelle von Kohlen-
dioxid und Wasser.[*)

Wiirmer konnen zur Energiespeicherung Glykogen aus
Glukose erzeugen. Glykogen macht ca. 3.3% der Trocken-
masse ausgewachsener Wiirmer aus.* Hauptspeicherplatz
des Glykogens im Wurm ist der Darm.®! Bei Siugetieren
konnen Enzyme das gespeicherte Glykogen in der Leber zu
Glukose abbauen, die sodann iiber den Blutkreislauf samtli-
chen Geweben im Korper zur Energieversorgung zur Verfii-
gung steht. C. elegans besitzt keine Glukose-6-phosphatase,
die fiir die letzte Stufe des Glykogenabbaus notig ist.* Es ist
moglich, dass C. elegans Glukose aus Glykogen iiber eine
Trehalose-Zwischenstufe erhdlt. Wiirmer weisen sowohl
Enzyme auf, die die Synthese von Trehalose aus Glykose-6-
phosphaten katalysieren, als auch Enzyme, die die Hydrolyse
von Trehalose zu Glukose katalysieren.™ Es ist nicht be-
kannt, ob Trehalose, Glukose oder beide im Anschluss an den
Abbau des Glykogens aus dem Glykogenspeicher hin zu den
Energie benstigenden Geweben diffundieren.>
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Wiirmer speichern Energie auch in Form von Lipiden.
Triacylglyceride und freie Fettsduren machen bis zu 36 % der
Trockenmasse eines ausgewachsenen Wurms aus.! C. ele-
gans kann Fettsduren mit der Nahrung aufnehmen (bei
Bakteriendiét), oder diese durch Biosynthese de novo her-
stellen. Wie auch der Mensch synthetisiert und nutzt C. ele-
gans gesattigte, einfach und mehrfach ungesittigte sowie
verzweigte Fettsiuren.” %l In C. elegans findet die Fettspei-
cherung in der Hypodermis und in Form von Tropfchen in
intestinalen Zellen statt.

C. elegans kann Sterole nicht de novo erzeugen. Der
Wurm besitzt Gene, die fiir die erforderliche molekulare
Maschinerie zur Synthese des Polyisoprenoidmolekiils Far-
nesylpyrophosphat codieren, einem Vorléufer fiir Dolichole,
Ubiquinone und Sterole. Die Stufen dieses Synthesewegs sind
zwischen Menschen und Wiirmern konserviert. Wéhrend der
Wurm Dolichole und Ubiquinone herstellen kann, versagt er
bei der Synthese der Sterole aus Farnesylpyrophosphaten.
Daher benotigt der Wurm eine pflanzliche oder tierische
Nahrungsquelle, die fertig synthetisierte Sterole oder aber
den unmittelbaren synthetischen Vorliufer enth:ilt. Im
Labor enthélt das Wachstumsmedium fiir C. elegans norma-
lerweise Cholesterol.®! Statine sind cholesterolsenkende
Wirkstoffe, die die Aktivitit der 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA(HMG-CoA)-Reduktase hemmen, die wiederum in der
Biosynthese von Farnesylpyrophosphat eine Rolle spielt.
Daher kann der Wurm als Modell eingesetzt werden, um die
von der Cholesterolsenkung unabhingigen Effekte der Sta-
tine zu untersuchen.”

Wiirmer benotigen eine Ham-haltige Nahrung, und es
scheinen ihnen einige Enzyme der Sdugetiere, Hefen und
Bakterien zu fehlen, die fiir die Biosynthese von Hém erfor-
derlich sind.”" Die Analyse des Genoms von C. elegans
deutet darauf hin, dass der Wurm eine Reihe von Hidm-hal-
tigen Proteinen generiert, darunter Globine, Guanylatzykla-
se, Adenylatzyklase, Katalyse, Cytochrome P450 und die an
der Zellatmung beteiligten Cytochrome.! Bakterien dienen
als Ham-Lieferanten bei der Aufzucht von C. elegans, wenn
sie als Nahrungsquelle verwendet werden. Den Wiirmern
kann Hdm auch in Form von Héminen oder Ham-haltigen
Proteinen wie Hidmoglobin, Myoglobin oder Cytochrom C
zugefiihrt werden, welche allesamt dem chemisch definierten
Medium zugemischet werden kénnen.[”!! Wiirmer benoti-
gen zudem eine Nahrungsquelle, die spezifische Aminosiu-
ren enthélt. In Tabelle 3 werden essentielle und nicht-essen-
tielle Aminosduren fiir Mensch und Wurm gegeniibergestellt.

2.5.1. C. elegans kann Hypoxie und Anoxie iiberleben

Wiirmer konnen interessanterweise Phasen von Anoxie
(kein Sauerstoff) und Hypoxie (wenig Sauerstoff) iiberleben.
Bei einem Sauerstoffpartialdruck von rund 3.6 kPa (0.036
atm) ist die Stoffwechselgeschwindigkeit von C. elegans —
gemessen an der CO,-Produktion!” oder am O,-Verbrauch!™!
— gleich derjenigen vor Wiirmern in normaler Umgebung mit
Sauerstoffpartialdruck p(O,)~21 kPa. Unterhalb der 3.6-
kPa-Schwelle sinkt die Stoffwechselgeschwindigkeit mit sin-
kendem Sauerstoffpartialdruck und betrigt bei 1kPa nur
noch 50% der Geschwindigkeit unter normoxischen Bedin-
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gungen.">”! C. elegans iiberlebt auch kurzzeitige anoxische
Bedingungen (definiert als p(O,) < 0.001 kPa).l” Alle Ent-
wicklungsstufen des Wurms, vom embryonalen bis zum
adulten Stadium, zeigen hohe Uberlebensraten (85-90%)
nach 24-stiindiger Simulation von Anoxie.*" Bei linger
andauernder Anoxie sinkt die Uberlebensrate und betrigt
nach 72 Stunden bei ausgereiften Wiirmern nur noch 5-
10 % .7 Larven (L1-L4) zeigen einen #hnlichen Verfall der
Uberlebensrate nach 72 Stunden unter anoxischen Bedin-
gungen.[®

Wie tiberlebt der Wurm Anoxie? Die anoxischen Bedin-
gungen fithren dazu, dass die Wiirmer in eine Art Scheintod
fallen, der sich durch das Ausbleiben von Lokomotion,
Fressen, Eiablage (bei adulten Wiirmern) und Zellentwick-
lung (bei Embryonen und Larven) duBert.>”” Dieser Still-
stand diirfte den Energieverbrauch auf ein Minimum senken
und somit das Uberleben wihrend der Anoxie sichern.
Zudem fiihrt die Anoxie zur Produktion und Ausscheidung
von L-Lactat, Acetat, Succinat und Propionat durch C. ele-
gans."® Die Produktion dieser Metaboliten deutet darauf hin,
dass C. elegans zur Aufrechterhaltung der zelluliren Ener-
gieversorgung anaerobe Stoffwechselpfade heranzieht, ndm-
lich Milchsiurefermentation und Malat-Dismutation.[

Um das Uberleben von C. elegans unter hypoxischen
Bedingungen zu erkléren, ist es sinnvoll, drei Bereiche von
Hypoxie zu definieren: milde Hypoxie (p(O,) =0.25-1 kPa),
schwere Hypoxie (p(O,)=0.01-0.1kPa) und Anoxie
(»(0,) <0.001 kPa). Wie oben beschrieben, weisen C.-ele-
gans-Embryonen eine hohe Uberlebensrate auf (>90%),
wenn sie fiir 24 h einer milden Hypoxie ausgesetzt waren.
Dieses Uberleben ist von der Exprimierung von hif-1 ab-
héngig, einem Homologen des Hypoxie-induzierten Faktors
bei Siugetieren.™7*™! C.-elegans-Embryonen wiesen eben-
falls eine hohe Uberlebensrate auf, wenn sie fiir 24 h einer
Anoxie ausgesetzt waren,7! das Uberleben war in diesem
Fall jedoch nicht von hif-1 abhiingig.” Vielleicht iiberra-
schend weisen die Embryonen von C. elegans eine nur geringe
Uberlebensrate von <30% auf, wenn sie fiir 24 h einer
schweren Hypoxie ausgesetzt waren.’* Es scheint daher, dass
die Mechanismen, die den Wurm wihrend der Anoxie und
der milden Hypoxie schiitzen, bei schwerer Hypoxie entwe-
der inaktiv oder ineffektiv sind. Entgegen Embryonen, die
einer Anoxie ausgesetzt sind, fallen Embryonen bei schwerer
Hypoxie nicht in den Scheintod.” 7! Werden die Wiirmer
wihrend der schweren Hypoxie mit Kohlendioxid behandelt,
fallen auch sie in den Scheintod, und auch die Uberlebensrate
nach 24 h Exposition steigt signifikant.” Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass zwar schwere Hypoxie allein (ohne
CO,-Behandlung) nicht ausreicht, um den Scheintod zu in-
duzieren, der Scheintod aber, wenn er erst einmal eingeleitet
wurde, den Wurm sowohl wihrend einer Anoxie als auch
wihrend einer Hypoxie schiitzen kann.!’

3. Wie kénnen Chemiker den Wurm nutzen?
C. elegans diente bislang hauptséchlich als Modellorga-
nismus fiir die Erforschung der Rolle von Genen bei der

Spezifizierung biologischer Prozesse.’'” Deshalb galt der
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konventionelle Ansatz zur Erforschung des Wurms vor-
nehmlich folgenden Aspekten: 1) den Auswirkungen einer
genetische Mutation auf den Phianotyp, 2) den Wechselwir-
kungen zwischen verschiedenen Genen und Genprodukten
(RNA und Proteinen) und 3) der Funktion einzelner spezifi-
scher Gene.”®! Diese starke Fokussierung auf die Genetik
ist sicher historisch bedingt, denn Sydney Brenner und Mit-
arbeiter hatten C. elegans als Modellorganismus eingefiihrt,
um zu studieren, wie einzelne Gene die organismische Ent-
wicklung bestimmen."'? Ein zweiter, verwandter Grund ist,
dass C. elegans gerade deswegen ausgewihlt wurde, weil sich
der Organismus besonders gut fiir genetische Studien eignete.
Durch die Sequenzierung des Genoms von C. elegans'”!
wurde die Atraktivitit des Wurms als Modellorganismus fiir
genetische Studien nur noch verstirkt.

Aus chemischer Sicht handelt es sich bei einer genetischen
Mutation um eine hoch komplexe molekulare Perturbation.
Eine einzelne Mutation kann direkte Auswirkungen auf die
Struktur und Funktion eines Proteins haben, das durch das
Gen codiert ist, und kann dariiber hinaus nachgeschaltete,
sich aus der geédnderten Funktion des Proteins ergebende
Auswirkungen zur Folge haben. Falls das Gen fiir ein regu-
latorisches Protein codiert, konnen nachgelagerte chemische
Auswirkungen schwerwiegend und &uferst divers sein. Fiir
den Chemiker stellen Gene daher einen weitaus weniger
niitzlichen Rahmen zum Eperimentieren dar als etwa ,,Pro-
teine®, , Katalyse“, ,,Metabolismus“ oder ,,Netzwerke“. Die
Beziehung zwischen einer einfachen Information, codiert in
einem Genom, und der komplexen Information, die fiir das
Verstehen von Leben nétig ist, wird umso undurchsichtiger, je
mehr wir tiber Gene und auch das Leben an sich lernen.

Mit Blick auf das iibergeordnete Ziel, die Beziehungen
zwischen Phinotypen und ihren zugrundeliegenden chemi-
schen Zustinden zu verstehen, sollte die chemische For-
schung an und mit dem Wurm unserer Meinung nach den
folgenden experimentellen Strategien folgen: 1) direkte Ma-
nipulation des chemischen Zustandes des Wurms, unabhingig
von genetischen Manipulationen, 2) Ausnutzen von geneti-
schen Mutationen, die einfache und wohldefinierte chemische
Anderungen hervorufen (dieser Ansatz sollte sich stark auf
die Erkenntnisse stiitzen, die Genetiker beziiglich der Funk-
tion der Gene erhalten haben), und 3) Anwendung konven-
tioneller biochemischer und anderer Techniken, um den
chemischen/molekularen Zustand des Wurms in Abhéngig-
keit von genetischen, umweltbedingten, chemischen und
physikalischen Perturbationen zu beobachten. Die folgenden
Abschnitte stellen Arbeiten an und mit C. elegans vor, die
einen signifikanten chemischen Aspekt aufweisen.

3.1. Redoxchemie und der Wurm

Cai und Sesti untersuchten die Auswirkungen chemischer
Oxidationen und Reduktionen auf das Verhalten und das
Altern von C. elegans.® Die Behandlung lebendiger Wiirmer
mit oxidierenden Reagentien wie Wasserstoffperoxid oder
Chloramin-T (dem Natriumsalz des N-Chlor-4-methylben-
zylsulfonamids) verringerte die Fahigkeit des Wurms, Che-
motaxis zu betreiben. Die Behandlung von alternden Wiir-
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mern mit Reduktionsmitteln wie Dithiothreitol fithrte zu
einer Verlangsamung der altersbedingten Abnahme der Fa-
higkeit zur Chemotaxis (im Vergleich mit unbehandelten
Wiirmern). In Anbetracht der Bedeutung von K*-Kanélen
fiir die neuronalen Funktionen untersuchten die Autoren, ob
der Grund fiir das veridnderte Verhalten der Wiirmer in der
Oxidation von KVS-1, einem spannungsgesteuerten K-
Kanal in den Neuronen von Wiirmern, begriindet liegt. Mu-
tierte Wiirmer, die eine Version von KVS-1 mit einer einzigen
Cystein-Serin-Mutation exprimieren, zeigten eine geringere
Abnahme der Chemotaxis im Vergleich zu Wiirmern mit
natiirlichem KVS-1, wenn sie chemischen Oxidantien ausge-
setzt wurden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Oxidation des Cysteins in KVS-1 anteilig fiir die Abnahme
der Fahigkeit zur Chemotaxis verantwortlich ist. Dies deutet
auf einen moglichen Mechanismus hin, demzufolge oxidati-
ver Stress — wie er beispielsweise durch reaktive Sauerstoff-
spezies (ROS) ausgeiibt wird — zu einer Abnahme neuronaler
Funktionen fiihrt.[*?

Cai und Sesti fanden in ihrer Arbeit, dass ROS die
Funktion von Proteinen zu beeintrdchtigen scheinen. ROS
kann allerdings auch als Botenstoff in Zellen fungieren.’®
Eine Studie an clk-1-Mutanten von C. elegans, denen ein
Enzym zur Synthese von Ubiquinon fehlt, lieferte einen in-
direkten Beweis fiir ROS-vermittelte Signalgebungen in den
Wiirmern.® Die clk-1-Mutanten zeigten eine langsamere
Zellentwicklung, eine langsamere Keimbahnentwicklung und
eine hohere Lebenserwartung als Wildtyp-Wiirmer.® Die
Mutanten konnten auch eine geringere ROS-Gesamtkon-
zentration aufweisen als Wildtyp-Wiirmer.® Eine zweifach
mutierte Spezies mit Mutationen in clk-I und sod-1, das fiir
eine Cytosol-Superoxid-Dismutase codiert, wies eine hohere
Rate der Keimbahnentwicklung auf als die Wiirmer, die le-
diglich die clk-1-Mutation besaf3. Basierend auf der Annah-
me, dass die clk-1-Mutanten einen geringeren ROS-Spiegel
haben und dass die sod-1-Mutation einen Anstieg des ROS-
Spiegels zur Folge hat, kamen die Autoren zu dem Schluss,
dass ROS in den Signaltransduktionspfad involviert sind, der
die Keimbahnentwicklung steuert. Weitere Befunde legen
nahe, dass die Oxidation von niederdichten Lipoproteinen
durch ROS eine Rolle in diesem Signaliibertragungsweg
spielt.’! Zusammenfassed hat die Studie also gezeigt, dass
ROS an der Kontrolle der Zellentwicklung beteiligt sind.
Weitere Arbeiten sind notwendig, um die Existenz eines
ROS-vermittelten Signaltransduktionspfades innerhalb der
Entwicklungskontrolle zu bestédtigen, und um die biochemi-
schen Wechselwirkungen zu bestimmen, die einem solchen
Signaltransduktionspfad zugrunde liegen.

3.2. Molekulare Mechanismen des Alterns in C. elegans

Was ist altern? Handelt es sich um einen vorprogram-
mierten Prozess in lebenden Organismen (wie die Entwick-
lung)? Ist es bloB eine Anhdufung von Defekten iiber die
Zeit?™! Es gibt viele Theorien.®™ Aufgrund der geringen
Lebenserwartung (zwei bis drei Wochen) ist C. elegans zum
Studium des Alterungsprozesses hervorragend geeignet. Das
Altern in C. elegans geht mit einigen Anderungen im Phé-
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notyp einher, darunter dem Verlust der Féhigkeit zur Re-
produktion, einem Anstieg ungeordneter Muskelformen,
Faltenwurf innerhalb der Oberhaut und einem fortschrei-
tenden Riickgang der Lokomotion. Wissenschaftler haben
iber 100 Gene ausgemacht, deren Mutation eine erhohte
Lebenserwartung der Wiirmer zur Folge hat.*! Aus chemi-
scher Sicht besteht die fundamentale Aufgabe bei der Erfor-
schung des Alterungsprozesses darin, herauszufinden, welche
chemischen Anderungen im Wurm zu einer erhohten Le-
benserwartung fithren. Es ist durchaus moglich, dass gleich
mehrere molekulare Mechanismen unabhéngig voneinander
zu Langlebigkeit beitragen. Wir beschreiben nachfolgend drei
bekannte Klassen von Perturbationen, die die Lebenserwar-
tung von C. elegans erhohen: 1) Mutationen innerhalb des
Insulin/IGF-1-Signaltransduktionspfades, 2) Nahrungsmittel-
restriktion und 3) Mutationen von Genen, die fiir mito-
chondriale Proteine codieren. !

3.2.1. Insulin-Signaliibertragung und Altern

Wie oben beschrieben wurde, fiihrt die Deaktivierung von
DAF-2, dem einzigen Insulin/IGF-1-Rezeptor in C. elegans zu
einer erhohten Lebenserwartung.® Der Insulin/IGF-1-Si-
gnaltransduktionspfad ist an der Ausbildung des Dauer-Lar-
venstadiums bei Nahrungsmittelknappheit und Uberpopula-
tion beteiligt. daf-2-Mutanten fallen im Zuge ihrer Entwick-
lung konstitutiv in das Dauer-Larvenstadium.[® Langlebige
Mutanten innerhalb dieser Gruppe zeichnen sich typischer-
weise durch eine hohere Widerstandsfahigkeit gegen oxida-
tiven Stress, Hypoxie, Schwermetalle, UV-Strahlung, hohe
Temperaturen und Infektion mit pathogenen Bakterien im
Vergleich zum Wildtyp aus.*? daf-2-Mutanten zeigen zudem
Anderungen im Stoffwechsel, wie beispielsweise eine erhhte
Glykogen- und Fettspeicherung.***#! Es ist nicht klar,
welche dieser Charakteristika, wenn iiberhaupt, notwendig
oder ausreichend sind, um eine erhohte Lebenserwartung
herbeizufiihren.

3.2.2. Nahrungsmittelrestriktion, Erndhrungsweise und Altern

Viele Organismen, einschlieBlich der Sdugetiere, weisen
eine erhohte Lebenserwartung auf, wenn sie unter Diét auf-
gezogen werden, die kalorienreduziert ist, ansonsten aber alle
fuir eine gesunde Entwicklung benétigten Néhrstoffe enthilt.
Es ist nicht gut verstanden, welche Anderungen auf geneti-
schem und molekularem Niveau mit der Nahrungsmittelre-
striktion im Falle von C. elegans einhergehen.*” Die Le-
benserwartung von C. elegans hingt von der Konzentration
der Bakterien in seiner Umgebung in einer nicht-monotonen
Art und Weise ab.®*"! In Bereichen geringer Bakterienkon-
zentrationen (0-10° ZellenmL™") erhoht sich die Lebenser-
wartung mit steigender Bakterienzahl, wahrscheinlich auf-
grund von Hungererscheinungen bei niedrigeren Bakterien-
konzentrationen. Im Bereich mittlerer Bakterienkonzentra-
tionen (10%-10' ZellenmL™") sinkt die Lebenserwartung mit
weiter steigender Bakterienkonzentration, wahrscheinlich
wegen Nahrungsmittelrestriktionen. Bei hoheren Konzen-
trationen an Bakterien (>10'"ZellenmL™) sterben die
Wiirmer im Laufe ihrer Entwicklung, wahrscheinlich aufgund
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von Sauerstoffmangel in der Umgebung der Bakterien [
Wegen der offentsichtlich schiadigenden Auswirkungen hoher
Bakterienkonzentrationen auf C. elegans muss bestimmt
werden, welche Bereiche von Bakterienkonzentrationen
einem ,,Uberangebot“ an Nahrung und welche Bereiche einer
,» Verknappung®“ an Nahrung entsprechen.

Als Modelle zur Untersuchung von Nahrungsmittelre-
striktionen eignen sich eat-2-Mutanten, welche eine verrin-
gerte Schlundfunktion und daher eine nur eingeschrinkte
Fihigkeit haben, sich von Bakterien zu ernihren.®V eat-2-
Mutanten weisen eine erhohte Lebenserwartung auf und
produzieren mehr Superoxid-Dismutasen (SOD) und Kata-
lasen als Wildtyp-Wiirmer.®°!l Die Erhohung der Lebens-
erwartung durch die eat-2-Mutation hidngt von der Expri-
mierung von Genen ab, die eine Rolle in der Makroauto-
phagie spielen — einem in Sdugetieren konservierten, zellu-
laren Prozess, bei dem Organellen und subzelluldre Kompo-
nenten in Lysosomen abgebaut werden.”>*! Dieser Prozess
ermoglicht es, dass zellulire Komponenten abgebaut und
wiederverwertet werden. Die eat-2-induzierte Erh6hung der
Lebenserwartung héngt nicht vom Insulin-Signaltransduk-
tionspfad ab.”!

Ein bakterienfreies, chemisch definiertes Medium fiir C.
elegans konnte Aufschluss geben iiber den Zusammenhang
zwischen Didt und Langlebigkeit.””? Aus unbekannten
Griinden wachsen Wiirmer in bakterienfreiem Medium
langsamer und leben ldnger als Wiirmer, die mit Bakterien
aufgezogen wurden. Dariiber hinaus zeigen in bakterienfrei-
em Medium aufgezogene Wiirmer eine erhohte Thermoto-
leranz, eine geringfiigig hohere Widerstandfihigkeit gegen
oxidativen Stress (Behandlung mit Wasserstoffperoxid und
Paraquat) sowie erhchte SOD- und Katalase-Spiegel.”" Eine
mogliche Erklarung ist, dass die Wiirmer fliissige, bakterien-
freie Medien weniger gut aufnehmen konnen als Bakterien,
und in diesem Fall wiirde die Verfiitterung von bakterien-
freier, fliissiger Nahrung einer Nahrungsmittelrestriktion
gleichkommen.*?

Auch ohne chemisch definiertes Medium ist eine Unter-
suchung des FEinflusses der Erndhrungsweise auf die Le-
benserwartung der Wiirmer moglich, indem an die Wiirmer
Bakterien verfiittert werden, denen spezifische Nahrstoffe
zugesetzt wurden. Studien belegen, dass die Beimengung von
D-Glukose zur Bakteriendiédt von C. elegans dessen Lebens-
erwartung senkt.” " Diese Glukose-vermittelte Verkiirzung
der Lebenserwartung scheint mit dem oben beschriebenen
Insulin/IGF-1-Signaltransduktionspfad zusammenzuhén-
gen.[”

Eine Behandlung der Wiirmer mit 2-Desoxy-D-glukose
(DOG) - einem kompetitiven Inhibitor der Glukose-6-
phosphatisomerase, die in der zweiten Stufe der Glykolyse
benotigt wird — verhindert den Abbau der Glukose. Schulz
und Mitarbeiter fanden, dass eine DOG-Behandlung die
Lebenserwartung von C. elegans erhoht.””) DOG-behandelte
Wiirmer weisen zudem einen hoheren Sauerstoffverbrauch
sowie einen erhohten Anteil von Fett als Energiequelle auf
als unbehandelte Wiirmer (Extrakte behandelter Wiirmer
enthielten geringere Mengen an Triglyceriden als die Ex-
trakte der Kontrollgruppen).’”! Diese Beobachtungen deuten
darauf hin, dass die Wiirmer die DOG-induzierte Inhibition
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der Glykolyse durch eine erhéhte mitochondriale Atmung
kompensieren, wobei sie Fettsduren als Energiequelle nutzen.
Diese Theorie wird durch DNA-Mikroarray-Experimente
gestiitzt, durch die gezeigt werden konnte, dass die DOG-
Behandlung die Produktion von Proteinen erhoht, die mit
dem Transport von Lipiden, der Oxidation von Fettsduren
und der mitochondrialen Atmung assoziiert sind."”!

Diese Ergebnisse allein erkdren allerdings nicht die er-
hohte Lebenserwartung in DOG-behandelten Wiirmern.
Eine weitere mogliche Ursache ist der ,,hormetische Effekt* —
ein Phdnomen, bei dem eine geringe Dosis eines Stressfak-
tors, der in hoheren Dosen toxisch ist, ein positives Resultat
hervorruft, z.B. eine erhohte Lebenserwartung.”® In DOG-
behandelten Wiirmern koénnte die erhohte mitochondriale
Atmung die Produktion von ROS (dem Stressfaktor) erho-
hen, wodurch im Gegenzug eine Schutzreaktion des Orga-
nismus eingeleitet wird, sodass letztlich die Langlebigkeit
gefordert wird”® Um die ROS-Bildung zu verfolgen, be-
handelten Schulz et al. die Wiirmer mit 2,7-Dichlordihydro-
fluorescein (H,-DCF), das nach Oxidation zu 2,7-Dichlor-
fluorescein fluoresziert. Die mit DOG behandelten Tiere
wiesen hohere Konzentrationen an fluoreszierendem DCF
auf als unbehandelte Wiirmer, was darauf hindeutet, dass der
ROS-Spiegel in mit DOG behandelten Wiirmern hoher ist.
Werden die mit DOG zu behandelnden Wiirmer mit Anti-
oxidantien wie N-Acetylcystein (einem Glutathion-Vorldu-
fer), Ascorbinsdure und Vitamin E vorbehandelt, wurde der
lebensverldngernde Effekt der DOG-Behandlung nicht mehr
beobachtet. Dies stiitzt die These, dass ROS eine schiitzende,
lebensverldngernde Antwort des Organismus von C. elegans
hervoruft. Die Autoren fanden auch einen Beweis fiir einen
derartige Schutzmechanismus. Extrakte von Wiirmern, die
sechs Tage lang mit DOG behandelt worden waren, enthiel-
ten signifikant hohere Konzentrationen der Katalase, die die
Zersetzung von Wasserstoffperoxid katalysiert (im Vergleich
mit Extrakten von unbehandelten Wiirmern)."”

Andere einfache Anderungen in der Diit von C. elegans
konnen sich ebenfalls auf die Lebenserwartung auswirken.
Zum Beispiel erhoht der Zusatz von Essigsdure zur Bakteri-
endiit von C. elegans die Lebenserwartung.”” Der Mecha-
nismus dieses Effekts ist unbekannt, eine mogliche Erklarung
wire aber, dass die Essigsdure (oder das Acetat) mit dem
Kohlenhydrat- oder Lipidstoffwechsel interagiert.

3.2.3. Mitochondriale Mutationen und Altern

Mutationen in Genen, die fiir mitochondriale Proteine
codieren, konnen ebenfalls zu einer erhohten Lebenserwar-
tung beitragen. So sind beispielsweise langlebige clk-1-Mu-
tanten bekannt, in denen die Synthese von Ubiquinon, das
Bestandteil des Elektronentransportmechanismus der aero-
ben Atmung ist, gestort ist. Einige, bei weitem aber nicht alle
langlebenden mitochondrialen Mutanten weisen einen ge-
ringeren Sauerstoffverbrauch auf als der Wildtyp.*”l Es wurde
die Hypothese aufgestellt, dass durch ROS hervorgerufene
chemische Defekte den Alterungsprozess verursachen.'"!
Eine verringerte Mitochondrienaktivitdt konnte zu einer
verringerten ROS-Produktion fiithren. Stoérungen in der
Elektronentransportkette konnten den Organismus des
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Wurms ebenfalls dazu stimulieren, anaerobe Stoffwechsel-
pfade wie die Malat-Dismutation zu aktivieren, wodurch
wahrscheinlich weniger ROS produziert wird.***! Die Be-
handlung von Wiirmern mit Antioxidantien — wie Vitamin E
und verwandten Verbindungen,'**'® Ubiquinon,'*? Poly-
phenolen sowie Extrakten von Blaubeeren und anderen
Pflanzen™1* _ resultiert ebenfalls in einer erhohten Le-
benserwartung. Es ist jedoch nicht klar, ob die durch die
Antioxidantien hervorgerufene Zunahme der Lebenserwar-
tung in der Verringerung der ROS-Konzentration begriindet
liegt, denn auch andere Mechanismen sind vorstellbar. So ist
beispielsweise die Erhohung der Lebenserwartung durch
Polyphenole, die aus natiirlichen Quellen extrahiert wurden,
mit Genen assoziiert, die Teil des angeborenen Immunsys-
tems von C. elegans sind.[1%1%4

Es ist auch moglich, dass eine Verringerung der mito-
chondrialen Aktivitat indirekt fiir die erhohte Lebenserwar-
tung zusténdig ist. Werden sich entwickelnde Larven kurz-
zeitig mit interferierender RNA (iRNA) gegen Proteine der
Elektronentransportkette behandelt, erhoht sich schon die
Lebenserwartung.' Eine Veringerrung der mitochondrialen
Aktivitdt konnte daher als Signal dienen, das in permanenten
Anderungen des Stoffwechsels des Wurms resultiert.

3.2.4. Begiinstigt eine molekulare Reaktion auf Stress die Lang-
lebigkeit?

Viele der Perturbationen, die zu einer erhohten Lebens-
erwartung von C. elegans fiihren, simulieren eine Art von
umweltbedingtem Stress. Zum Beispiel ist die Insulin-Si-
gnalgebung eng mit der Ausbildung des Dauer-Larvenstadi-
ums verbunden, mit dem der Wurm auf Nahrungsmittel-
knappheit oder Uberpopulation reagiert;*! kalorien- oder
glukosearme Diédten haben Engpésse in der Energieversor-
gung zur Folge ;" lebensverlingernde Naturstoffe wie Poly-
phenole (aus Blaubeeren) und Polysaccharide (aus Reishi-
Pilzen) aktivieren das Immunsystem und konnen dadurch
eine Schutzreaktion auslosen.” %'l Wie aber fiihren realer
oder gefiihlter Stress zu einer erhohten Lebenserwartung?
Viele langlebige Wiirmer weisen erhohte Konzentrationen an
SOD und Katalasen auf, was auf einen lebensverldngernden
Effekt einer verringerten ROS-Konzentration hindeutet.
Obgleich viele der langlebenden Wiirmer gegen oxidativen
Stress resistent sind, reagieren einige dieser Spezies hyper-
sensitiv auf eine Behandlung mit Wasserstoffperoxid.'” Eine
breiter angelegte Moglichkeit besteht darin, dass umweltbe-
dingter Stress bestimmte Stoffwechselpfade heraufreguliert,
die auf die Handhabung problematischer molekularer Spe-
zies (toxische Stoffwechselprodukte wie ROS, Xenobiotika,
ungefaltete Proteine, Lipofuszin (lipophiler, molekularer
,Miill“)) spezialisiert sind.”” In DNA-Mikroarray-Experi-
menten wurde demonstriert, dass daf-2-Mutanten eine
Gruppe von Genen verstirkt exprimieren, die mit folgenden
Vorgéngen assoziiert sind: 1) dem Abbau problematischer
Verbindungen (Cytochrome P450, kurzkettige Dehydroge-
nasen und Reduktasen, UDP-Glukuronosyltransferasen,
Glutathion-S-transferasen) und 2) der Erhaltung von or-
dentlich gefalteten Proteinen sowie dem Entfernen von feh-
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lerhaft gefaltenen Proteinen (Chaperone und Hitzeschock-
proteine).

3.2.5. Ausblick auf die Erforschung des Alterns mithilfe von C.
elegans

Ein irritierender Aspekt der Erforschung des Alterungs-
prozesses in C. elegans ist, dass langlebende Wiirmer diverse
und manchmal auch sich widersprechende Merkmale auf-
weisen. So konnen beispielsweise genetische oder chemische
Perturbationen langlebige Wiirmer erzeugen, die im Ver-
gleich mit Kontrollwiirmern einen beschleunigten,”” einen
verlangsamten'’”) oder einen unverinderten® Stoffwechsel
aufweisen. Dieser Zwiespalt macht deutlich, dass eine Stan-
dardisierung der experimentellen Methoden notwendig ist,
und er verdeutlich au8erdem, dass der Alterungsprozess sehr
komplex sein kann. Ein weiterer, verkomplizierender Faktor
ist der hormetische Effekt, bei dem Stress eine kontraintuitive
Rolle bei der Erhohung der Lebenserwartung spielt.”®!

Ein Bereich, in dem Chemiker zur Erforschung des Al-
terungsprozesses beitragen konnten, liegt in der Entwicklung
zusétzlicher Methoden zur Sondierung des chemischen Zu-
standes des alternden Wurms. Erkenntnisse iiber Parameter
wie den Redoxzustand der Zelle, die chemische Aktivitit der
Mitochondrien oder die molekulare Zusammensetzung in-
trazelluldrer Abfallprodukte konnten sicher dazu beitragen,
die molekulare Basis des Alterungsprozesses und der Lang-
lebigkeit zu entschliisseln.

Ein weiterer Schritt vorwirts bei der Erforschung des
Alterungsprozesses in C. elegans wire auch die Entwicklung
neuer Instrumente fiir die Forschung. So konnten Langzeit-
experimente von Nutzen sein, d. h. Experimente, in denen das
Verhalten individueller Organismen iiber die gesamte Le-
benszeit des Organismus hinweg aufgezeichnet wird. Mithilfe
solcher Experimente wiirde es gelingen, Biomarker des Al-
terungsprozesses in isogenen, identisch behandelten Wiir-
mern zu bestimmen.'™ Wir haben ein Instrument zur
Durchfithrung von Léangsschnittstudien an C. elegans entwi-
ckelt (Abbildung 2).'”! Das Instrument ermoglicht die le-
benslange Beobachtung einer Population einzelner Wiirmer
in einer wohldefinierten chemischen Umgebung und ist
zudem vereinbar mit der Beobachtung von lokomotorischem
Verhalten und mit subzellularer Bildgebung. Wir haben
dieses Instrument eingesetzt, um altersbedingte Anderungen
in Korpergrof3e und Lokomotion zu identifizieren, die mit der
Lebensdauer von C. elegans korrelierten.!'””

3.3. Biochemie und C. elegans

Im Vergleich mit der gro3en Zahl von Forschungsarbei-
ten, die zum Studium von C. elegans einen genetischen Ansatz
verwendeten, fillt die Zahl der Arbeiten, die konventionelle
biochemische Ansitze nutzen, eher klein aus.®*® Hier
konnte die molekulare Biochemie jedoch wichtige Beitrdge
leisten. Als Grund fiir die geringe Zahl an biochemischen
Studien wurde die schwierige Isolation der bendtigten Pro-
benmengen aus den Wiirmern angefiihrt,® allerdings trigt
die Entwicklung von hochempfindlichen Techniken zur
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Abbildung 2. Ein mikrofluidisches Instrument zur lebenslangen Beob-
achtung von C. elegans. a) Eine schematische Darstellung eines Instru-
ments mit vier Kammern, von denen jede einen einzelnen Wurm fiir
die Dauer seines Erwachsenenlebens beherbergt. Jeder Kammer vorge-
lagert ist eine Wurmklemme — ein konisch zulaufender, mikrofluidi-
scher Kanal, der die tempordre Immobilisierung der Wiirmer zwecks
Aufnahme hochaufgeldster Bilder erméglicht. Eingebaute Ventile erlau-
ben es, jede Kammer strémungstechnisch zu isolieren. Das Design ist
skalierbar, und es kénnen mehr als vier Kammern in das Gerit inte-
griert werden. b) Mikrobild eines einzelnen Wurms in einer mikrofluidi-
schen Kammer, in der er fiir die gesamte Dauer seines Erwachsenenle-
bens isoliert ist. Der kontinuierliche Durchfluss einer Bakteriensuspen-
sion vom Einlass in Richtung Auslass versorgt den Wurm mit Nahrung
und entfernt Abfallstoffe. c) Mikrobilder des Wurms aus (b), immobili-
siert in der Wurmklemme an den Tagen 3, 5 und 7. Die Umkehr der
Flussrichtung durch das Instrument spiilt den Wurm in die Wurm-
klemme. Wiedergabe nach Lit. [109].

Analyse kleiner Probenmengen (MS, GLC/MS und CE/MS)
dazu bei, dieses Problem zu verringern. In anderen Fillen
wurden physikalische Barrieren wie die Oberhaut oder die
Eierschale als Hinderungsgriinde genannt. Es scheint aber
moglich, diese Barrieren mithilfe gentechnischer,"'”) chemi-
scher"""1"2l oder mechanischer!"'” Herangehensweisen iiber-
winden zu konnen. Im folgenden Abschnitt stellen wir die
biochemische Forschung an C. elegans vor.

3.3.1. Das Proteom von C. elegans

Mithilfe zweidimensionaler Gelelektrophorese sowie
eindimensionaler Flissigkeitschromatographie in Kombina-
tion mit Massenspektrometrie konnte untersucht werden,
inwieweit sich die Proteinexprimierung zwischen Wurmpo-
pulationen unterscheidet, die sich im Bezug auf das Ent-
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wicklungsstadium,"¥ das Geschlecht,'" die Alterungs-
rate und die Fahigkeit zur Reproduktion!® unterschei-
den. Zudem sind durch diese Proteomiktechniken Proteine
identifiziert worden, die sich in aus Wiirmern isolierten Mi-
tochondrien finden.!!”!

Durch die Verwendung von Stickstoffisotopen gelang es
Krijgsveld und Mitarbeitern, die Proteinexprimierung in
verschiedenen Wurmpopulationen quantitativ zu verglei-
chen.™ Die Aufzucht von E. coli in N-angereichertem
Medium und die anschlieBende Verfiitterung dieser Bakteri-
en an die Wiirmer ermoglichte die Ziichtung einer Genera-
tion von Wiirmern mit '*N-haltigen Proteinen. Es war dann
moglich, die Proteinextrakte von Wiirmern zweier Popula-
tionen — Wiirmern mit N und Wiirmern mit N - 1:1 zu
mischen und so mittels zweidimensionaler Elektrophorese
und Massenspektrometrie die relative Menge an *N-haltigen
und N-haltigen Proteinen in der Probe zu erfassen. Diese
Methode erlaubte die Bestimmung des relativen Niveaus der
Proteinexprimierung in der *N-markierten Wurmpopulation,
bezogen auf das Niveau der Proteinexprimierung in der "*N-
haltigen Wurmpopulation (und umgekehrt). Kiirzlich diente
diese Methode zur Untersuchung, inwieweit sich die Protei-
nexprimierung in langlebigen C.-elegans-Mutanten éndert.!'!
Langlebige daf-2-Mutanten bilden im Vergleich mit dem
Wildtyp im geringeren Mal3e solche Proteine aus, die mit dem
Lipidtransport und der RNA-Translation assoziiert sind, und
im hoheren Maf3e solche Proteine, die mit der Aminosiure-
Biosynthese sowie dem Sauerstoff-, ROS- und Kohlen-
hydratstoffwechsel assoziiert sind.

3.3.2. Verfolgung der Glykosylierung in C. elegans

Nishiwaki und Mitarbeiter fanden mithilfe von Protein-
Immunblots, dass eine fehlerhafte Morphogenese der
Gonade in einer C.-elegans-Mutante ihre Ursache in einer
gestorten Glykosidierung eines Proteins hatte, das fiir die
Fithrung der distalen Spitze der Gonade wihrend der Ent-
wicklung zustidndig ist.'"® Andere Autoren fanden durch
Immun-Blotting, dass Mutationen, die mit der Addition (oder
dem Entfernen) von O-verkniipftem N-Acetylglykosamin
(O-GIcNAc) an Proteine (von Proteinen) interferieren, zu
einem veridnderten Stoffwechsel bei C. elegans fiithren, der mit
hoheren Konzentrationen von Glykogen und Trehalose sowie
niedrigeren Lipidwerten einhergeht.”>"] Dieses Ergebnis
konnte fiir die menschliche Gesundheit relevant sein; eine
Einzelnukleotidpolymorphie in der O-GlcNAcase ist mit
Typ-II-Diabetes beim Menschen assoziiert.*!

3.3.3. Ausblick auf die biochemische Forschung

Die geringe Zahl biochemischer Forschungen an C. ele-
gans konnte einen Bedarf an neuen Werkzeugen und Ar-
beitstechniken widerspiegeln, was wiederum Chemikern in
der Biochemie und der organismischen Chemie Moglichkei-
ten aufzeigen sollte. Neue Techniken, die eine Erforschung
der Biochemie des Wurms erlauben, werden unzweifelhaft
dazu beitragen, den Zusammenhang zwischen Zustdnden auf
molekularer Ebene und denen auf der Ebene des Gesamt-
organismus zu verstehen.
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3.4. Modellierung menschlicher Krankheiten in C. elegans

C. elegans kann auch mit Blick auf das Verstehen einiger
Aspekte menschlicher Krankheiten von Nutzen sein.”®! Eine
Herausforderung bei der Entwicklung von Modellen
menschlicher Krankheiten in C. elegans besteht darin, den
Grad zu bestimmen, bis zu dem das C.-elegans-Modell einer
bestimmten menschlichen Krankheit die molekularen As-
pekte dieser Krankheit im Menschen akkurat widerspiegelt.
Vom Einsatz des Wurms profitieren am ehesten Studien zu
solchen Krankheiten, die Prozesse befallen, die zwischen
Wiirmern und Menschen in hohem Mafe konserviert sind
(wie neuronale Signaliibertragung oder grundlegender
Stoffwechsel). Kiinftige Arbeiten werden aufzeigen, welche
Gemeinsamkeiten bestehen.

Wiirmer ermoglichen die Studie von Krankheiten im
Kontext eines intakten und mehrzelligen Multiorgan-Orga-
nismus und konnen so zum Verstindnis der Wechselwirkun-
gen zwischen mehreren biologischen Systemen in der Pa-
thologie einer Krankheit beitragen. Wiirmer zeigen eine

Tabelle 4: Menschliche Krankheiten, die in C. elegans erforscht wurden.
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grof3e Bandbreite an physiologischen und verhaltensbezoge-
nen Phénotypen — von der Genexpression und dem bioche-
mischen Zustand bis hin zu Verhaltensweisen und Altern.
Wird der Wurm auf molekularer Ebene Perturbationen aus-
gesetzt (z.B. der Mutation eines mit der Krankheit assozi-
ierten Gens oder der Verabreichung von Wirkstoffen), kann
dies unter Umstidnden weitreichende Folgen auf der Orga-
nismusebene haben (z.B. Anderungen in der Lebenserwar-
tung, der Morphologie und/oder im Verhalten). So ist es z.B.
moglich, den Vorgang der Eiablage, der einfach zu beobach-
ten und zu quantifizieren ist, als Ma8 fiir die serotonerge Si-
gnaliibermittlung zu nutzen.'”!! In Tabelle 4 sind menschliche
Krankheiten aufgefiihrt, fiir die Modelle in C. elegans vor-
geschlagen und demonstriert worden sind. In einigen Fillen
existieren in C. elegans Homologe krankheitsbezogener Gene
des Menschen. In anderen Fillen ist es notwendig, mensch-
liche Gene in C. elegans einzusetzen, um ein geeignetes
Modell zu erhalten. Fiir jede in Tabelle 4 aufgefiihrte
Krankheit werden auch die dazugehorigen Anderungen am
Phénotyp genannt.

Krankheit Ansatz

Phinotyp der Krankheit beim Wurm Literatur

Alzheimer Hochdurchsatz-Screening von Inhibitoren des
Prisenilin-Homologen im Wurm

Transgene Expression von Amyloid- im Wurm

Chorea Huntington Transgene Expression von polyQ-Erweiterungen im

Wurm

Transgene Expression von Huntington und Muta-
tion des polyQ-Enhancer-Gens (pge-1) in C. elegans

Parkinson Transgene Expression von menschlichem a-Synu-
klein im Wurm
Depression Mutation von Genen in konservierten serotoner-

gischen Signaliibertragungswegen zur Bestim-
mung des Mechanismus von Antidepressiva

Muskeldystrophie
vom Duchenne-Typ

Wurm hat Dystrophin-dhnliches Gen (dys-T);
Untersuchung der Auswirkungen von dys-1-Muta-
tionen

Lungenkrebs Transgene Expression von Wildtyp- und mutiertem

c-Met im Wurm

Karzinogenese Wiirmer werden bekannten Karzinogenen ausge-

setzt

Tumorbildung Mutation von gld-1, einem Tumorsupressorgen im

Wurm

Bakterielle Infektion Verfiitterung von infektiésen Bakterien an die

Wirmer

Diabetes/
Insulinresistenz

Mutation der konservierten Hexosamin-Signal-
transduktion

Mitochondriopathie Mutation konservierter mitochondrialer Proteine

Verminderte Eiablage

[273]

Proteinoxidation; Paralyse; Bildung von Amyloid- [123,125,129,274)

fibrillen

Verringerte Lokomotion; erhéhte Rate des altersbe-  [126,127]
dingten Riickgangs der Lokomotion; Bildung unlésli-

cher polyQ-Aggregate

Neuronaler Tod und Degeneration; verringerter Nah- [275,276]
rungsmittelverbrauch

Verinderte Dopamin(DA)-Konzentration; Degenerati- [277,278]
on der DAergischen Neuronen; reduzierte Beweg-

lichkeit; verdnderte Verteilung von DA-Blischen an

den Synapsen

Verstirkte serotonergische Signaliibertragung fihrt zu [121]
vermehrter Eiablage; verminderte serotonergische Si-
gnaliibertragung fiihrt zu verminderter Eiablage

Verringerte Lokomotion; Degeneration von Muskel-  [279,280]
zellen; veridnderte Reaktion von Muskelzellen auf

Acetylcholin und Acetylchoinesterase-Inhibitoren

Verringerte Lokomotion; Paralyse; Wachstumsarrest; [281]
Anderungen in der Kérpermorphologie

Inhibierung der Apoptose wahrend der Entwicklung  [140]
Tumorartige Proliferation von Keimzellen [131,282]
Darmbefall von Bakterien; Tod [283]
Vermehrtes Speichern von Glykogen und Trehalose;  [33,119]
verringerte Fettspeicherung

Schwere Funktionsverlust- und Null-Mutationen [284]

fithren zum Wachstumsarrest, Tod; milde Funktions-
verlust-Mutationen koénnen die Lebenserwartung er-

hshen.
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3.4.1. Neurodegenerative Krankheiten

Es ist moglich, in das Genom von C. elegans Gene ein-
zusetzen, die fiir zur Aggregation neigende Polypeptide co-
dieren,'”?! und anschlieBend die Auswirkungen dieser Poly-
peptide auf den Organismus zu untersuchen. Diese Strategie
ermoglichte die Studie von Analogen zahlreicher menschli-
cher neurodegenerativer Krankheiten in C. elegans, ein-
schlieBlich der Alzheimer-Krankheit'**! (AD) und Chorea
Huntington**'?] (HD).

Im Menschen ist die Alzheimer-Krankheit durch die
Aggregation von [-Amyloidpeptid(Ap)-haltigen Proteinen
zu Plaques oder Fibrillen im Gehirn des Patienten sowie
durch schwere oxidative Schidden des Hirngewebes charak-
terisiert.”® Der auffilligste Phénotyp in transgenen, Ap-ex-
primierenden Wiirmern ist fortschreitende Paralyse.'”?) An
solchen transgenen Wiirmer lédsst sich die Bildung von
Amyloid-Plaques und das Vorliegen von Carbonylgruppen in
Proteinen untersuchen (als Ma8 fiir den Oxidationsgrad der
Proteine; bestimmt durch Reaktion der Carbonylgruppen
extrahierter Proteine mit 2.4-Dinitrophenylhydrazin, Auf-
trennung der Proteine mittels SDS-PAGE und Detektion der
derivatisierten ~ Carbonylgruppe  mittels ~ Immunfér-
bung).">'»! Im Vergleich mit Extrakten von Wildtyp-Wiir-
mern weisen die Extrakte der AfB-exprimierenden Wiirmer
hohere Carbonylgruppenkonzentrationen auf.'®! Durch
Verwendung eines temperatursensitiven Strangs von Af-ex-
primierenden Wiirmern (der nur bei 23°C A bildete)
konnten Drake und Mitarbeiter nachweisen, dass Paralyse
und erhohte Carbonylgruppenbildung auftraten, bevor die
Plaquebildung einsetzte.'””! Dieses Ergebnis deutet darauf
hin, dass Plaquebildung moglicherweise ein Symptom fiir eine
Erkrankung mit Alzheimer ist und nicht allein verantwortlich
fiir die Pathogenese der Krankheit.

Es ist eventuell moglich, durch den Einsatz transgener,
Polyglutamin(polyQ)-produzierender Wiirmer Einsichten in
den Mechanismus der HD-Pathogenese zu erlangen. C.-ele-
gans-Spezies, die lingere polyQ-Ketten (Polypeptide mit
einer hoheren Anzahl an Q-Wiederholungen) bilden, ent-
halten eine groBBere Anzahl von polyQ-Aggregaten, weisen
einen fritheren Zeitpunkt der polyQ-Aggregation auf, krie-
chen langsamer und erfahren einen schnelleren altersbe-
dingten Riickgang der Lokomotion als Tiere, die kiirzere
polyQ-Fragmente exprimieren.””” Zudem scheint die Bil-
dung von polyQ die Stabilitit anderer Proteine in C. elegans
zu beeintrachtigen. Durch das Erzeugen temperatursen-
sitiver Mutationen in C. elegans iat es moglich, einen mu-
tierten Phénotyp bei einer bestimmten Temperatur (der re-
striktiven Temperatur) zu beobachten, aber nicht bei einer
anderen Temperatur (der permissiven Temperatur). So
konnte beispielsweise eine Mutation zu einer temperaturab-
héngigen Storung der Proteinfaltung fiithren; in diesem Falle
wiirde eine Anderung des Phénotyps (aufgrund der Fehlfal-
tung) nur bei der restriktiven Temperatur zu beobachten sein.
In mutierten Wiirmern, die temperatursensitive Mutationen
in einer Vielzahl von Proteinen aufwiesen, fiihrte die Coex-
primierung von polyQ-Ketten zur Ausbildung des tempera-
tursensitiven Phéanotyps bei den permissiven Temperaturen.
So entwickeln sich beispielsweise Wiirmer, die eine tempe-
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ratursensitive Mutation im Paramyosin tragen, bei 15°C (der
permissiven Temperatur) normal, stellen aber das Wachstum
in der Entwicklungsphase bei 25°C (der restriktiven Tempe-
ratur) ein. Tragen die Wiirmer zusétzlich zu dieser Mutation
Gene in sich, die fiir eine polyQ-Wiederholung codieren,
stellen beinahe die Hélfte von ihnen das Wachstum wéhrend
der Entwicklungsphase bei 15°C ein. Dieses Resultat deutet
darauf hin, dass die Anwesenheit von polyQ (und mogli-
cherweise auch von polyQ-Aggregaten) den Effekt der re-
striktiven Temperatur widerspiegelt. Die Autoren dieser
Studie schlagen vor, dass durch die Bildung und die Anhé&u-
fung von polyQ-Aggregaten die zelluldire Maschinerie zur
Proteinfaltung und zur Korrektur oder Beseitigung fehlge-
falteter Proteine iiberfordert werden konnte und die polyQ-
Aggregation so die Instabilitdt verstiarkt, die durch die tem-
peratursensitive Mutation verursacht wurde.”! Wenn auch
unbewiesen, stellt diese Hypothese doch einen universellen
Mechanismus der zelluldren Toxizitdt von zur Aggregation
neigenden Proteinen und Polypeptiden dar.

3.4.2. Krebserkrankungen

In ihrer Entwicklungsphase produzieren Hermaphroditen
genau 1090 Korperzellen. Zu verschiedenen Zeitpunkten des
Entwicklungsprozesses erfahren 131 dieser Zellen Apoptose,
sodass der vollentwickelte Wurm 959 Zellen besitzt. Die
Anzahl an Korperzellen im adulten Wurm betrdgt konstant
959; die Zellen eines adulten Wurms durchlaufen keine wei-
teren mitotischen Teilungen. Diese nicht-proliferativen Zellen
bilden keine somatischen Tumore.'* Daher scheint es zu-
nichst, als sei der Wurm kein geeigneter Kandidat fiir einen
Modellorganismus zum Verstdndnis von Krebserkrankungen.
Drei Ansitze haben es jedoch ermoglicht, Modelle zum Stu-
dium von Krebs und Karzinogenese in C. elegans zu entwi-
ckeln.

Der erste Ansatz konzentriert sich auf die Entdeckung
genetischer Anderungen, die unkontrollierte Zellprolifera-
tionen in C. elegans zur Folge haben. Die Mutation des C.-
elegans-Gens gld-1 lieferte Wiirmer mit tumorartigen Proli-
feration von Zellen in der Gonade. In diesen Mutanten er-
setzt die unkontrollierte mitotische Teilung von Keimzellen
die Produktion von Oozyten aus den Keimzellen mittels
Meiose; diese Proliferation kann die Gonade auseinander-
reiBen, und letztlich auch den Wurm."™" Kenyon und Mitar-
beiter fanden, dass Mutationen, die die Lebenserwartung von
C. elegans erhohen — daf-2 (Teil des Insulin/IGF-1-Signal-
iibertragungswegs), eat-2 (eine Mutation, die Nahrungsmit-
telrestriktionen aufzwingt) und c/k-1 (eine Mutaion, die die
zelluldre Atmung stort) —, die Proliferation der Keimzellen in
gld-1-Tieren verringern und in machen Féllen auch den
frithen Tod verhindern.3*?l In Wiirmern, die sowohl eine
gld-1- als auch eine daf-2 Mutation trugen, trug Apoptose zur
Verringerung der Gesamtzahl an Keimzellen bei.l*!! Ungleich
den apoptotischen Vorgidngen im Zuge der Entwicklung,
héngen die zur Verringerung der Gesamtzahl an Keimzellen
beitragenden apoptotischen Vorgiange von CEP-1 ab, einem
Homologen des menschlichen Tumor-Suppressor-Proteins
p53.%Y Dieses Ergebnis legt nahe, dass es eine — wenn auch
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weit entfernte — Beziehung zwischen der Tumorbildung beim
Menschen und beim Wurm gibt.

Der zweite Ansatz konzentriert sich auf die Erforschung
von Pfaden, die fiir menschliche Krebserkrankungen relevant
sind und die gleichzeitig zwischen Menschen und Wiirmern
konserviert sind. Die RAS-Gene codieren fiir eine Familie
von kleinen GTPasen, die eine Schliisselrolle in einem kon-
servierten Signaltransduktionspfad spielen, der an der Zell-
proliferation, der Zelldifferenzierung und dem Uberleben der
Zelle beteiligt ist.** Dysregulation des RAS-Pfades spielt
bekanntermaBen bei der Tumorgenese eine Rolle. Ungefdhr
20% aller menschlichen Tumore enthalten aktivierende
Mutationen in einem der RAS-Proteine.™ Der RAS-Si-
gnaliibertragungspfad ist zwischen Wiirmern und Menschen
in hohem Mafe konserviert, obgleich der Pfad in Wiirmern
weitaus einfacher ist; Wiirmer haben beispielsweise nur ein
einziges RAS-Protein (LET-60), wihrend Menschen derer
drei aufweisen.!*!

Die Forschung an und mit C. elegans ermoglichte signifi-
kante Durchbriiche bei der Entschliisselung des RAS-Si-
gnaltransduktionspfades.'* 1%l MafBgeblichen Anteil daran
hatte die Entdeckung, dass eine Anderung des RAS-Pfades
einfach zu beobachtende phinotypische Anderungen im
Zuge der Entwicklung der Vulva zur Folge hatte: Mutationen,
die die Aktivierung des RAS-Proteins in C. elegans verhin-
dern, erzeugen Wiirmer ohne Vulva; Mutationen, die das
RAS-Protein konstitutiv aktivieren, haben Phénotypen mit
mehreren Vulven zur Folge.** Im Wildtyp-C. elegans besteht
die Vulva iibrigens aus Nachfahren von nur drei Zellen.['*¥!
Die durch die Verdnderungen des RAS-Signaltransduk-
tionspfades hervorgerufenen Effekte auf das Schicksal von
Zellen im Zuge der Entwicklung der Vulva sind daher direkt
beobachtbar. Zusitzlich zu seiner Funktion als einfaches
Modell zum Verstidndnis des Mechanismus der RAS-Signal-
tibertragung kann C. elegans auch als Modell zur Entwicklung
von Wirkstoffen dienen, die in die RAS-Signaliibertragung
eingreifen. Die Inhibierung des RAS-Signaltransduktions-
pfades ist eine mogliche Richtung in der Antikrebsthera-
pie.[m]

Der dritte Ansatz konzentriert sich auf das Studium der
Wirkmechanismen karzinogener Substanzen. Ein Karzinogen
kann zum Tumorwachstum beitragen, indem es 1) durch
Anderung der RNA einer Zelle die Tumorbildung einleitet
oder 2) mit der zelluldren Maschinerie in einer Art und Weise
wechselwirkt, die es problematischen, tumorgenen Zellen
erlaubt, fortzubestehen und zu proliferieren."*” Ein Mecha-
nismus der Tumorproliferation ist das Verhindern der Apop-
tose.l*! Obwohl nicht klar ist, in welchem MaRe dieses Ver-
hindern der Apoptose in C. elegans mit Karzinogenese in
Sdugetieren korreliert, gibt es doch eine signifikante Uber-
lappung zwischen den Apoptosewegen in Menschen und
Wiirmern.'"*! Aufgrund der Tatsache, dass sowohl die Anzahl
der sich bildenden Zellen als auch die Anzahl der sterbenden
Zellen im Wurm nicht variiert, ist es moglich, eine Studie zur
Unterdriickung der Apoptose durchzufiihren, indem einfach
die Zahl der ,,Extrazellen“ im adulten Wurm gezéhlt wird.
Unter Anwendung dieses Verfahrens untersuchten Kokel und
Mitarbeiter die Fahigkeit verschiedener Substanzen, die
Apoptose in Wiirmern zu verhindern, die eine zum partiellen
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Funktionsverlust fithrende Mutation in ced-3 trugen (einem
fir die Apoptose-unterstiitzende Kaspase codierenden
Gen).31%1 Ip ausgereifter Form weisen ced-3-Mutanten eine
geringe Anzahl von Extrazellen auf (in Wildtyp-Wiirmern
erfahren 16 Zellen des vorderen Pharynx Apoptose; in ced-3-
Mutanten iiberleben eine oder zwei dieser Zellen). Naph-
thalin, Dichlorbenzol, Benzol und Toluol fiihrten zu einer
Erhohung der Anzahl der persistenten Zellen in ced-3-Mu-
tanten — d.h. sie verhinderten zusitzlich die Apoptose in
diesen Tieren. Mesitylen (1,3,5-Trimethylbenzol), Cyclohe-
xan und Campher fiihrten hingegen nicht zu einer Erhohung
der Anzahl der Extrazellen."*"'! Die Struktuern der Sub-
stanzen sind in Schema 1 wiedergegeben.

inhibieren Apoptose

co O

keine Inhibierung

oK

Naphthalin Benzol
Mesitylen
Cl
/©/ ©/ Campher
o O
1,4-Dichlorbenzol Toluol
Cyclohexan
Biphenyl

Metabolismus von Naphthalm

Naphthalin Naphthalin-1,2-oxid 1,2-Dihydroxy- 1,2-Naphthochinon
toxisch? 1,2- dlhydronaphthalln toxisch?

CYP
1-Naphthol
1,2-Dihydroxy-3,4-epoxy-

1, 2 3,4- tetrahydronaphlhalln

cyp l toxisch?

(o}

o
1,4-Naphthochinon
toxisch?

Schema 1. Niedermolekulare Verbindungen, die die Apoptose in C. ele-
gans unterbinden — oder auch nicht. Die untere Reihe zeigt die Bildung
der reaktiven, potentiell toxischen Metabolite, die beim Abbau von
Naphthalin entstehen.'"! An den Stoffwechselprozessen sind Cyto-
chrom P450 (CYP), Epoxid-Hydrolase (EPH) und Dihydrodiol-Dehydro-
genase (DDH) beteiligt.

Eine Herausforderung bei der Bestimmung der Wirkme-
chanismen der Karzinogene besteht darin, dass der stoff-
wechselkontrollierte Abbau einer Verbindung mehrere ver-
schiedene reaktive Spezies produzieren kann, von denen
dann eine oder mehrere karzinogen sind. So zeigt die untere
Hilfte von Schema 1 einige der Verbindungen, die beim
stoffwechselbedingten Abbau von Naphthalin im Menschen
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entstehen; das Reaktionsschema zeigt Pfade, die zu reaktiven
Spezies wie Chinon oder Arenepoxiden fiihren.'*!] Reaktive
Metaboliten konnen karzinogene Effekte herbeifiihren,
indem sie kovalent an Biomolekiile wie Proteine und DNA
binden, oder indem sie oxidativen Stress ausiiben.?) Kokel
et al. nutzten einen Satz von genetischen Mutanten in Kom-
bination mit einem Apoptose-Assay und konnten so das
Protein CED-3 als das wahrscheinlichste Ziel der apoptose-
hemmenden Substanzen ausmachen.*! In-vitro-Experimen-
te zeigten, dass nicht Naphthalin selbst die Aktivitdt des
CED-3 (bzw. seines menschlichen Gegenstiicks, der Kaspase-
3) herabsetzt, sondern Naphthochinon, ein Stoffwechselpro-
dukt des Naphthalins*! (Schema 1).1! Chinon-artige Deri-
vate des Benzols und des Toluols setzten ebenfalls die Akti-
vitit der menschlichen Kaspase-3 in vitro herab.!'*"! Obwohl
weiterhin Unsicherheiten beziiglich. des Mechanismus be-
stehen, nach dem die in Schema 1 aufgefiihrten Substanzen
eine Apoptose verhindern — weitere Metaboliten sowie bio-
logische Ziele konnen beteiligt sein*"*?) — demonstriert
diese Arbeit doch die potentielle Niitzlichkeit von C. elegans
als einfachen Modellorganismus fiir Studien, die sich mit den
Wechselwirkungen von verschiedenen Klassen von Verbin-
dungen mit der Apoptose-Maschinerie befassen.**140]

3.4.3. Wirkstofffindung mittels C. elegans

Die Leichtigkeit, mit der sehr gro3e Populationen von
Wiirmern erhalten und manipuliert werden konnen, macht C.
elegans zu einem potentiell niitzlichen Organismus fiir das
Hochdurchsatz-Screening zur Wirkstoffentwicklung und
-auffindung.”*?* Ein entscheidender Aspekt beim Wirkstoff-
Screening ist die Bioverfiigbarkeit der Substanzen in C. ele-
gans, denn damit die Substanzen die potentiellen Zielstruk-
turen erreichen konnen, miissen sie zunichst rein physikalisch
in den Korper des Wurms gelangen. Die Oberhaut sowie das
Verdauungssystem des Wurms bilden eine betréchtliche
physikalische Barriere fiir viele chemische Stoffe.'*’! Eine
mogliche Strategie, die auf eine selektive Permeabilitéit der
Oberhaut baut, wire die Ziichtung von mutierten C.-elegans-
Stridngen, die eine kompromittierte Oberhaut aufweisen, in
allen anderen Belangen jedoch gesund wiren;''" diese Stra-
tegie wurde bislang jedoch nicht verfolgt.

Um die Bioverfiigbarkeit zahlreicher Molekiile im Wurm
zu charakterisieren, bestimmten Burns und Mitarbeiter den
Grad der Anreicherung von iiber 1000 wirkstoffartigen Sub-
stanzen sowie deren Metaboliten im Koérper von C. ele-
gans."™ In Schema 2 sind die fiinf hiufigsten Strukturmotive
von Molekiilen gezeigt, die sich in C. elegans anreicherten,
sowie die fiinf haufigsten Strukturmotive der Substanzen, die
sich nicht im Korper von C. elegans anreicherten. Beinahe die
Hilfte der bioakkumulierenden Substanzen enthélt eines der
Strukturmotive, die in der linken Spalte von Schema 2 auf-
gefithrt sind, und beinahe die Hilfte der nicht-bioakkumu-
lierenden Substanzen enthielt eines der Strukturmotive, die in
der rechten Spalte von Schema 2 aufgelistet sind."**! Burns
und Mitarbeiter entwickelten ein computergestiitztes Modell,
um auf Basis der Molekiilstruktur vorherzusagen, ob sich eine
Verbindung in C. elegans anreichern wird. Das Modell ist frei
zuginglich.'" Diese Arbeit wird dazu beitragen, Prioritits-
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werden werden nicht
akkumuliert akkumuliert
A A A
AJ;A A)J\OH
oder
S A »—OH A._OH
\ OH A
A-A A
A
AT\ O 7
A-N  N— :K?\A
— ATA
A S aA A

N
(e}
() Cp
ZA A
A: C,N,O oder S

Schema 2. Strukturmotive von Molekiilen, die sich in C. elegans anrei-
chern — oder auch nicht.""!

listen von Molekiilen im Hinblick auf Wurm-basierte Scree-
nings zu erstellen, und somit die Wahrscheinlichkeit erhohen,
Wirkstoffe mithilfe von C. elegans aufzuspiiren.

3.5. C. elegans als Modell fiir parasitédre Wiirmer

Einer kleiner Bereich der Forschung zur menschlichen
Gesundheit, in der C. elegans von besonderem Nutzen sein
kann, beschiftigt sich mit der Studie parasitdrer Wiirmer. Zu
den parasitiren Wiirmern (Helminthe) gehdren Nemathel-
minthe (Rundwiirmer) und Plathelminthe (Plattwiirmer;
Saugwiirmer und Bandwiirmer)."*! Auch wenn C. elegans
nicht parasitér ist, so ist er doch mit parasitiren Wiirmern
evolutiondr verwandt,' und konnte daher als niitzlicher
Modellorganismus sowohl zum Verstiandnis der Biologie der
Helminthe als auch zur Entwicklung von Anthelminthika —
Wirkstoffen zur Behandlung von helmithischen Infektionen —
sowie von Impfstoffen beitragen.!1*6147]

Die Relevanz von C. elegans im Bezug auf parasitére
Spezies ist ein wichtiger Punkt: Vorldaufige Genomdaten fiir
zahlreiche Spezies infektioser Helminthe (einschlieBlich des
Nematoden Trichinella spiralis, des zur Familie der Filiaridae
gehorenden Brugia malayi, des Bandwurms Taenia solium
und der Blutsaugwiirmer Schistosoma mansoni und Schisto-
soma japonicum)'™! ermoglichten genetische Vergleiche.
Trotz vorhandener genetischer Differenzen — hauptséchlich in
Genen, die mit den parasitdren Eigenschaften zusammen-
hingen!"® — scheint C. elegans parasitiren Wiirmern so dhn-
lich zu sein wie diese sich untereinander dhnlich sind.447:149]
In Bezug auf die Entwicklung eines Breitband-Anthelmin-
thikums scheint C. elegans so gut geeignet zu sein wie jeder
andere Wurm.'¥! Die relativ enge evolutionire Beziehung
zwischen C. elegans und parasitiren Wiirmern, verbunden mit
der auffilligen Ahnlichkeit von C. elegans zu anderen Wiir-
mern (speziell anderen Nematoden) beziiglich Képerbau und
Entwicklungsprozess, legt nahe, dass Gene verschiedener
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Spezies, die sequenzmifBig iiberlappen, auch dhnliche Funk-
tionen aufweisen.'¥”! Funktionelle Uberlappung ist wichtig:
Fiir die Entwicklung von Anthelminthika wird es beispiels-
weise von Vorteil sein, wenn Wirkstoffe in C. elegans und in
parasitiren Wiirmern die gleichen physiologischen Effekte
haben.

3.5.1. Helminthische Infektionen: vernachldssigte Krankheiten

Mehr als zwei Millionen Menschen weltweit sind mit pa-
rasitiren Wiirmern infiziert. Diese Infektionen sind eine be-
deutende Ursache von Krankheit und Sterblichkeit beim
Menschen, vor allem in Entwicklungslindern. Die drei am
haufigsten vorkommenden helminthischen Infektionen
werden verursacht von Spulwiirmern (Ascaris lumbricoides),
Peitschenwiirmern (7richuris trichiura) und Hakenwiirmern
(Necator americanus und Ancylostoma duodenale).™™" Diese
Wiirmer haben in den Entwicklungsregionen Afrikas, Asiens
und Lateinamerikas eine hohe Privalenz.'* In Tabelle 5 sind
die im Bezug auf die Anzahl der Infektionen problema-
tischsten Spezies parasitdrer Wiirmer aufgefiihrt.

Tabelle 5: Globale Privalenz helminthischer Infektionen im Menschen.

Helminth Infizierte
Personen'*l
(in Millionen)

Ascaris lumbricoides 807

Spulwurm, Ubertragung tber das Erdreich

Trichuris trichiura 604

Peitschenwurm; Ubertragung tiber das Erdreich

Necator americanus 576
Anclyostoma duodenale
Hakenwiirmer; Ubertragung tiber das Erdreich

Schistosoma haematobium 207
Schistosoma mansoni

Schistosoma japonicum

Saugwiirmer

Wuchereria bancrofti 120
Brugia malayi

lymphatische Filariose; Infektion verursacht

schmerzhafte Schwellungen der Beine

und der Genitalien (Elephantiasis)

Strongyloides stercoralis 30-100

Fadenwurm; Ubertragung tber das Erdreich

Clonorchis sinensis >40
Opisthorchis viverinni

Paragonimus spp.

Fasciolopsis buski

Fasciola hepatica

Saugwiirmer; Ubertragung tiber Nahrungsmittel

Onchocerca volvulus 37
Blindfilarie; trigt endosymbiotische Bakterien
in sich, die Flussblindheit auslésen

Loa loa 13
Wanderfilarie, auch Augenwurm, Filarie

Taenia solium 0.4
Schweinebandwurm

Dracunculus medinensis 0.01

Medinawurm, auch Guineawurm, Filarie
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Moderate oder schwere helminthische Infektionen haben
einen dramatischen Effekt auf die Lebensqualitidt der infi-
zierten Person. Die Schwere der Erkrankung héngt von der
Anzahl der Wiirmer ab, mit denen der Patient infiziert ist.'*!
Infektionen konnen Mangelerscheinungen (einschlieBlich
Animie, Vitaminmangel und Proteinverlust), bleibende Ge-
webeschidden, vermindertes Wachstum, reduzierte Fitness
sowie Defizite in Wahrnehmung und Gedichtnis hervorru-
fen.'™) Einige Wurmspezies setzen dem Wirt schwer zu:
lymphatische Filariose nach Infektion mit Filarien verursacht
ein Anschwellen von Beinen und Genitalien; Onchozerkose
nach Infektion mit dem Rundwurm Onchocerca volvulea
kann Blindheit hervorrufen.!'*¥ Zudem konnen helminthische
Infektionen den Ausbruch sowie den Fortschritt anderer
Krankheiten wie HIV/AIDS und Malaria begiinstigen.*¥

Trotz der Tatsache, das helminthische Infektionen eines
der haufigsten Krankheitsbilder beim Menschen darstellen,
gibt es nur relativ wenige Anthelminthika.™ Vom Benz-
imidazol abgeleitete Substanzen (Mebendazol und Al-
bendazol), Pyrantelembonat und Ivermectin sind Breitband-
Anthelminthika. Diethylcarbamazin wird gegen einige Ne-
matoden der Gattung Filaridae eingesetzt, Pranziquantel und
Oxamnichin gegen Wiirmer der Gattung Schistosoma.™ In
Schema 3 sind die chemischen Strukturen dieser Wirkstoffe

0]

Mebendazol

o) o)
N0CH, CH4yCH,CH,S N —ocH,
NH \C[ S—NH

N
H
Albendazol

(o] O
HO OHHO OH

(O~ O
',},)\/\O
() ) 3

Pyrantelembonat

OH o] o :
CHj CH, CH3

o H ©OH

OCH; OCH;

Ivermectin
Mischung von R = CH; und R = CH,CHj

JSasihesackovoty

Diethylcarbamazin Praziquantel Oxamnichin

Schema 3. Anthelminthika gegen Infektionen mit parasitdren Wiirmern
beim Menschen.

gezeigt. Resistenzen gegen anthelminthische Arzneimittel —
ein weit verbreitetes Problem bei Haustieren!"* — treten auch
bei Wiirmern auf, die die Menschen befallen.'* Die in Ent-
wicklungsldndern zur Kontrolle von helminthischen Infek-
tionen géngige Praxis, ein einziges Medikament periodisch an
alle Mitglieder einer Population oder Subpopulation (z.B.
Schulkinder)™**! auszugeben, koénnte zu dem anwachsen-
den Problem anthelminthischer Resistenzen beitra-
gen 141521531 Eg besteht daher die offensichtliche und drin-
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gende Notwendigkeit, die Anzahl an Moglichkeiten zur Be-
handlung helminthischer Infektionen zu vergrof3ern.

3.5.2. C. elegans: ein Modellparasit?

Die Forschung an Helminthen ist mit zwei betréchtlichen
Herausforderungen konfrontiert. Erstens, fiir die Forschung
an Helminthen werden weit weniger finanzielle Mittel be-
reitgestellt als fiir andere weltweite Gesundheitsprobleme.
Die Verteilung der globalen Investitionen in Forschung und
Entwicklung an vernachlédssigten Krankheiten fiir das Fis-
kaljahr 2008 ist in Abbildung 3 zusammengefasst. Die Fi-

Kinetoplastide, 4,7%
Durchfallerkrankungen, 4,5%

Dengue-Fieber, 4,3%
Mehrere Krankheiten abdeckende
F&E-Einrichtungen, 3,6%

> _ Bakterielle Pneumonie
& Meningitis, 3,1%

Tuberkulose
15,1%

HIV/AIDS
%o

Lepra, 0,3%

A Basis- < -

echnologie, 0,5% Rheumatisches Fieber, 0,1%
Trachom, 0,1%
Burrli-ulkus, 0,1%

Salmonellen-
|nfekt|ﬂoner|
. Unspezifische
Krankheiten
2,5%

Globale Finanzierung der F&E an
vernachlassigten Krankheiten im Fiskaljahr 2008
(Gesamtinvestitionen: 3,09 Mrd. USD)

Abbildung 3. Uberblick tiber die weltweiten Investitionen in Forschung
und Entwicklung an vernachldssigten Krankheiten im Fiskaljahr
2008.*4

nanzierung der Forschung an Helminthen betrug lediglich
2.3% der globalen Ausgaben.™ (Die kumulierten For-
schungsausgaben fiir HIV/AIDS, Malaria und Tuberkulose
beliefen sich auf >70% der Gesamtinvestitionen.)'™* Zwei-
tens, es ist schwierig und teuer, mit parasitiren Wiirmern zu
arbeiten, da parasitdre Wiirmer nicht ohne Wirt aufgezogen
werden konnen. Da das Arbeiten mit C. elegans im Gegensatz
dazu einfach und auch kostengiinstig ist, konnen diese
Schwierigkeiten mithilfe des Wurms umgangen werden.

Der grundlegende Vorteil, den C. elegans in der Rolle des
Modellparasiten besitzt, liegt in der experimentellen Mani-
pulierbarkeit. Die biologischen, chemischen und physikali-
schen Werkzeuge und Techniken, die fiir C. elegans etabliert
sind, lassen sich nicht ohne weiteres auf die Forschung an
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parasitiren Wiirmern iibertragen. Die Lebenszyklen pa-
rasitdirer Wiirmer sind hdufig kompliziert und beinhalten
einen oder mehrere Wirtorganismen.*! Parasitire Wiirmer
leben typischerweise nur wihrend eines Teils ihrer Entwick-
lungszeit auBerhalb eines Wirts (Hakenwiirmer leben bei-
spielsweise nur als Embryo und zu Beginn des Larvenstadi-
ums auBerhalb eines menschlichen Wirts)!"*!! und sind daher
nicht in allen Entwicklungsstadien zugéinglich. Aufgrund der
Schwierigkeit, einfache phinotypische Beobachtungen an
Wiirmern zu machen, die sich innerhalb eines Wirts befinden,
sind Phinotyp-basierte Assays auf diejenigen Entwicklungs-
stadien beschrinkt, in denen der Wurm auf3erhalb eines Wirts
iiberleben kann. Da zudem keine Methoden zur Kulti-
vierung parasitirer Wiirmer existieren, ist es auch nicht
moglich, isogene Bestdnde von Mutanten parasitdrer Wiirmer
anzulegen. Dagegen ist es im Falle von C. elegans durchaus
moglich, Wiirmer zu kultivieren, in verschiedenen Entwick-
lungsstadien zu beobachten und auch isogene Bestédnde von
Mutanten anzulegen. Zudem trigt auch die grole Menge an
zusammengetragenem Wissen iiber C. elegans zu seiner
Niitzlichkeit im Hinblick auf die Forschung an Helminthen
bei. Das Vorhandensein einer guten Genomannotation fiir C.
elegans war hilfreich bei der Identifikation von Genen und
deren Funktion innerhalb des Genoms von parasitidren
Wiirmern.[*7-%]

3.5.3. C. elegans und die Entwicklung von Anthelminthika

C. elegans hat bereits eine bedeutende Rolle bei der Er-
schlieBung molekularer Aspekte anthelminthischer Aktivitét
und Resistenz gespielt. Genetische Arbeiten an C. elegans
haben gezeigt, dass Benzimidazol und verwandte Verbin-
dungen wirken, indem sie den Aufbau der Mikrotubuli aus (3-
Tubulin stéren. Spéter isolierten Kwa und Mitarbeiter -Tu-
bulin-Gene aus Benzimidazol-sensitiven und Benzimidazol-
resistenten Populationen des Schafe befallenden Rundwurms
Haemonchus contortus. Der hauptsédchliche Unterschied
zwischen den Genen der sensitiven und der resistenten Po-
pulation bestand im Austausch von Phenylalanin gegen Ty-
rosin an Position 200 der vorhergesagten Aminosiduresequenz
in den Genen der resistenten Wiirmer.* Nachdem die Au-
toren bestitigt hatten, dass es moglich ist, funktionsfahiges [3-
Tubulin von H. contortus in C. elegans zu exprimieren, zeigten
sie, dass die Mutation von Phenylalanin zu Tyrosin an Position
200 im vom Parasiten stammenden -Tubulin ausreichte, um
eine Benzimidazol-Resistenz in C. elegans zu erzeugen.!*®

Kaminsky und Mitarbeiter nutzten C. elegans zur Be-
stimmung des Wirkmechanismus einer neuen Klasse von
potentiellen Anthelminthika — Aminoacetonitrilderivaten
(AADs). Tests in parasitiren Larven sowie in mit Wiir-
mern infizierten Sdugetieren (Mausen und Schafen) fiihrten
zur Identifikation mehrerer AADs als vielversprechende
Wirkstoffe. Wird C. elegans diesen Substanzen ausgesetzt,
wird eine Mischung von Phénotypen erhalten, die so nicht als
Folge der Verabreichung existierender Anthelminthika be-
obachtet wurden — Hyperkontraktion der Korpermuskeln,
krampfartige Kontraktionen des Pharynx, defekte Héutung
sowie nekrotischer Zelltod. Es gelang zudem, diese AADs in
Stringen von C. elegans zu testen, die gegen Ivermectin,
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Benzimidazol und Levamisol resistent waren. Diese Wiirmer
waren trotzdem sensitiv gegen AADs. Die Resultate deuten
darauf hin, dass sich der Wirkmechanismus der AADs deut-
lich von denen existierender Anthelminthika unterscheidet.
Ein genetisches Screening identifizierte AAD-resistente C.-
elegans-Mutanten, die die Mutation in einer spezifischen
Unterfamilie der nikotinischen Acetylcholinrezeptoren
(nAChR) tragen.'®! Bedeutsamerweise gelang es den Auto-
ren, die Relevanz dieses Mechanismus fiir parasitidre Wiirmer
zu verifizieren, indem sie AAD-resistente Larven von H.
contortus selektierten. Mittels Polymerasekettenreaktionen
wurde bestétigt, dass AAD-resistente H.-contortus-Spezies
die Mutation in einem nAChR trugen, der zu einem der in C.
elegans identifizierten Rezeptoren homolog ist.*!

Wie konnte C. elegans dariiber hinaus zur Erforschung
parasitarer Wiirmer beitragen? C. elegans konnte die Iden-
tifikation neuartiger molekularer Zielstrukturen in der Ent-
wicklung von Anthelminthika erleichtern, indem er die Be-
stimmung der Funktion potentieller Zielstrukturen verein-
facht. Um effektiv zu sein, miissen anthelminthische Wirk-
stoffe eine physiologische Anderung im Wurm herbeifiihren,
die entweder den Tod des Wurms (direkt oder indirekt) oder
das Verlassen des Wirts durch den Wurm zur Folge hat.'*!
Bereits existierende Anthelminthika haben eine Vielzahl von
physiologischen Effekten, einschlieBlich der Storung der
Mikrotubulinbildung (Benzimidazol), der Paralyse des Pha-
rynx (Ivermectin) sowie der Unterbindung der Nukleinsiu-
resynthese (Oxamnichin).'"? Indem in C. elegans die Funk-
tion von Proteinen untersucht wird, die in Wiirmern generell
konserviert sind, sollte die Identifikation vielversprechender

Zielstrukturen fiir die Anthelminthikaentwicklung moglich
sein,[158:162,163]

3.5.4. Parasit-Wirt-Beziehungen

Parasitire Wiirmer haben Schutzstrategien entwickelt,
um die Immunatwort des Wirts zu umgehen oder sogar zu
kontrollieren.'® Innerhalb des Wirts setzen die Wiirmer
Molekiile frei, die entweder direkt etwaige Aktivitdten des
Immunsystems blockieren oder die Aktivitdt des Immunsys-
tems modulieren, indem sie in Signaltransduktionspfade
eingreifen.'® So setzen parasitire Wiirmer beispielsweise
Cystatine frei — Cystein-Proteaseinhibitoren — welche die
Produktion von Antigenen unterbrechen und so die Prolife-
ration von T-Zellen unterbinden. Cystatine verédndern zudem
auch die Zytokin-Signaliibertragung im Wirt."*! Vom Para-
siten ausgeschiedene Substanzen scheinen auch die Aktivitét
der Makrophagen herunterzuregeln und die Produktion von
NO heraufzuregeln, wodurch das Wachstum der Lymphozy-
ten unterbunden wird."* Diese Fihigkeit der Parasiten, das
Immunsystem des Wirts zu modulieren, sorgt dafiir, dass pa-
rasitare Infektionen iiber Jahre hinweg bestehen konnen.
(Interessanterweise stellt die Inokulation von Hakenwiirmern
beim Menschen eine effektive Behandlung von Morbus
Crohn dar - einer chronisch-entziindlichen Darmerkrankung.
Moglicherweise wird der therapeutische Effekt durch die
Unterdriickung des Immunsystems durch den Parasiten er-
zielt.)1%
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Obgleich C. elegans ein freilebender Wurm ist, kann er
dennoch dazu beitragen, die Parasit-Wirt-Beziehungen bei
helminthischen Infektionen besser zu verstehen. Im Men-
schen losen parasitdre Infektionen eine Typ-2-Immunantwort
aus, die sich in einem von T-Helferzellen Typ-2 (Th2) er-
zeugten, charakteristischen Satz molekularer Reaktionen
duBert."* Tawill und Mitarbeiter zeigten, dass sowohl Ex-
trakte von B. Malayi (einem parasitiren Rundwurm) als auch
Extrakte von C. elegans eine Typ-2-Immunatwort in Méusen
auslosen.'! C. elegans scheint daher ein relevantes Modell-
system fiir das Auffinden molekularer Wechselwirkungen
darzustellen, die Typ-2-Immunantworten hervorrufen. Die
Behandlung von Méusen mit fraktionierten Extrakten von C.
elegans ergab Hinweise drauf, dass die Glykoproteine der
Rundwiirmer beim Auldsen dieser charakteristischen Im-
munantwort eine bedeutende Rolle spielen.['!

C. elegans konnte auch bei der Entwicklung von Impf-
stoffen gegen parasitire Helminthe eingesetzt werden. Unter
den Nematoden sind die auf der Oberfliche der Oberhaut
exprimierten Proteine und Glykoproteine in hohem MaBe
konserviert.'">1l Diese Molekiile sind logische Zielobjekte
in der Impfstoffforschung, da sie dem Wirtorganismus zuge-
wandt sind. Die an der Oberfldche exprimierten Molekiile
andern sich mit dem Entwicklungsstadium und auch als Re-
aktion auf Umwelteinfliisse."®”! Die Studie von temporiren
oder rdumlichen Mustern der Bildung dieser Molekiile in C.
elegans konnte bei der Selektion von Antigenen fiir die
Impfstoffentwicklung behilflich sein.'” Zudem ist es even-
tuell moglich, vom Parasiten stammende Antigene in C. ele-
gans zu exprimieren und so zu untersuchen.!®®

3.5.5. Ausblick zur Erforschung von Infektionen mit parasitdren
Wiirmern mit C. elegans

Es gibt natiirlich Grenzen fiir die Verwendung von C.
elegans in der Erforschung von Parasiten, denn wahrschein-
lich existieren Gene und chemische Signaliibertragungen, die
ausschlieBlich in parasitiren Wiirmern vorkommen.[*14
Zudem wird es immer notwendig sein, die Relevanz der mit
C. elegans erhaltenen Ergebnisse im Bezug auf parasitére
Spezies zu validieren. Validierung ist jedoch experimentell
einfacher als die Entdeckung an sich.

Die Einfachheit, mit der C. elegans im Labor eingesetzt
werden kann, sollte Chemiker dazu ermutigen, und dartiber
hinaus auch in die Lage versetzen, Forschung mit Bezug zur
helminthischen Biologie zu betreiben. C. elegans kann auch
als experimentelle ,,Einstiegshilfe“ fiir Chemiker dienen, die
an der Arbeit mit parasitdren Wiirmern interessiert ist. Alles
in allem bietet C. elegans Chemikern einen ausgezeichneten
Ausgangspunkt fiir die Erforschung einer der wichtigsten
Klassen von Pathogenen weltweit.

4. Welche Mittel stehen Chemikern zur Erforschung
des Wurms zur Verfiigung?
Forschung mit dem Ziel, chemische Details mit biologi-
schen und organismischen Phénomenen in C. elegans in

Verbindung zu bringen, braucht Methoden zur Bestimmung
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organismischer Phdnotypen, Methoden zur Bestimmung
molekularer Phianotypen und Methoden zur Erzeugung che-
mischer, physikalischer und biologischer Perturbationen im
Wurm. Dieser Abschnitt beschreibt derartige Methoden. Wir
legen einen Schwerpunkt auf mikrofluidische Instrumente,
die in der Forschung mit und an C. elegans immer beliebter
werden, [10%:169-198]

4.1. Mikroinstrumente zur Manipulation und Immobilisierung
des Wurms

Mikrofluidische Instrumente haben vier prinzipielle Ei-
genschaften, die fiir die Forschung an C. elegans besonders
hilfreich sind: 1) Sie sind mit der Applikation einer weiten
Bandbreite von Stimuli und der Beobachtung sowie der
Quantifizierung einer grolen Bandbreite von Phidnotypen
vereinbar; 2) sie erzeugen eine wohldefinierte Umgebung fiir
die Wiirmer und verringern so die experimentelle Unsicher-
heit in Bezug auf feine Anderungen der chemischen und
physikalischen Umgebung; 3) sie sind entweder skalierbar
(paralleles Beobachten mehrerer Wiirmer) oder fiir Hoch-
durchsatzexperimente geeignet (Beobachten vieler Wiirmer
in rascher Folge); 4) sie besitzen Eigenschaften in einer fiir
Wiirmer angebrachten Grofe: adulte Wiirmer sind ca. 1 mm
lang und 50 um breit, und Kanéle dieser Abmessungen lassen
sich problemlos herstellen.!*2"

Im Labor leben die Wiirmer auf der Oberfldche von Agar
in mit Agar gefiillten Petrischalen (Abbildung 1a). Ein Bak-
terienrasen auf der Oberfliche des Agars stellt die Nah-
rungsquelle der Wiirmer dar. Wihrend einfache (und niitzli-
che) Beobachtungen an den Wiirmern in dieser Umgebung
gemacht werden konnen, bedingen viele Experimente eine
detailliertere Untersuchung. Erfreulicherweise erleichtert
eine Anzahl von Instrumenten die Beobachtung des Wurms
durch das physikalische Immobilisieren des Kopers.

Geeignete Instrumente zur Untersuchung des Wurms sind
mikrofluidische Instrumente, die mittels Softlithographie aus
dem Elastomer Polydimethylsiloxan (PDMS) hergestellt
werden.””?™ PDMS ist gut zur Fertigung derartiger Instru-
mente geeignet: Es ist bis 230 nm transparent (und daher mit
konventioneller Lichtmikroskopie vereinbar), und es ist
nicht-toxisch und zudem durchléssig fiir Gase (und somit
kompatibel mit lebenden Organismen).”! C. elegans kann
auf hydratisierten Oberflichen mit Luftkontakt oder in
Flissigkeiten getaucht leben. PDMS-Instrumente zur Erfor-
schung des Wurms konnen daher entweder aus auf einer
Oberflache aufgebrachten, mit Luft gefiillten Mikrokanéa-
len™"11 oder aus geschlossenen, mit Fliissigkeit gefiillten
Mikrokanilen bestehen.!'’ 84192

4.1.1. Immobilisierung und Abbildung des Wurms in mikrofluidi-
schen Apparaturen

Fiir viele Experimente mit C. elegans ist es wiinschens-
wert, den lebendigen Wurm immobilisieren zu konnen, ohne
ihn dabei zu verletzen. Die grundlegende Motivation zur
Immobilisierung des Wurms ist die Vereinfachung oder das
Ermoglichen der Beobachtung von gewebebezogenen, zel-
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luldren sowie subzellularen Phénotypen in intakten Wiir-
mern, einschlieBlich (aber nicht beschriankt auf) 1) Gewebe-
morphologie (z.B. Muskeln, Organe) innerhalb des Wurm-
korpers, 2) Exprimierungsgrad eines Proteins sowie seiner
Lokalisierung mittels genetisch codierter Fluoreszenzrepor-
ter (z.B. griin fluoreszierendem Protein, GFP),”!! 3) Aktivi-
tit von Neuronen mittels Aufzeichung der Anderungen der
intrazelluldren Calciumkonzentrationen durch fluoreszieren-
de Indikatoren®? sowie 4) biochemische Zusammensetzung
des Korpergewebes mittels fluoreszierender organischer
Farbstoffe. Zusitzlich ermoglicht die Immobilisierung die
Anwendung lasergestiitzter Mikrochirurgie zum Entfernen
spezifischer Gewebe, ohne dem Korper des Tieres weitere
Schiden zuzufiigen 2204

Durch den Einsatz paralytischer Wirkstoffe wie Natrium-
azid (einem Stoffwechselinhibitor) lassen sich groBe Wurm-
populationen (>1000) zeitgleich immobilisieren;? fiir
einige Experimente ist es jedoch besser, lebende, nicht-an-
asthisierte Wiirmer einzusetzen — beispielsweise bei der Be-
obachtung neuronaler Aktivitdt mittels Calcium-Bildge-
bung.”™ Eine Losung besteht in der Verwendung von Cy-
anacrylat-Klebstoffen zur Immobilisierung der Wiirmer auf
Agarose; dieser Ansatz ermoglichte eine FRET-basierte
Calcium-Bildgebung,[*22%]

Kiirzlich wurde die Immobilisierung der Wiirmer durch
einen neuen Ansatz erreicht, ndmlich der Verwendung von
aus PMDS hergestellten, mikrofluidischen Instrumen-
ten,[172-174182,184,188,192,193.195.197] Djese Instrumente machen sich
eine Bandbreite von Strategien zur Immobilisierung zunutze.
Generell existiert eine Korrelation zwischen der Einfachheit,
mit der das Gerit hergestellt und betrieben werden kann, und
dem Grad an Immobilisierung, die mit dem Gerét erreicht
werden kann.

Chronis und Mitarbeiter verdffentlichten ein einfaches
mikrofluidisches Instrument zur Immobilisierung von Wiir-
mern, die sogenannte ,, Wurmfalle“.!"”>!*! Diese Falle besteht
aus einer einzelnen Mikrokammer, deren Weite etwas grof3er
und deren Hohe etwas kleiner ist als der Durchmesser des
Wurms. Der Wurm kann Vorwirts- und Riickwirtsbewe-
gungen ausfiihren, die den Korperbewegungen eines sich frei
bewegenden Wurms entsprechen, doch er kann sich nicht
effektiv fortbewegen, da die Kammer den Korper geringfiigig
in einer Dimension zusammendriickt. Der Grad an Immobi-
lisierung, der mithilfe der Falle erreicht wird, reicht fiir die
Calcium-Bildgebung an einzelnen Neuronen aus. Da der
Wurm in dieser Kammer eine (limitierte) Beweglichkeit be-
sitzt, kann dariiber hinaus die neuronale Aktivitdt mit dem
lokomotorischen Verhalten korreliert werden.

‘Wir haben ein Instrument entwickelt, das eine Reihe von
mikrofluidischen ,,Wurmklemmen* aufweist — konisch zu-
laufende Kanéle, in denen jeweils einzelne Wiirmer einge-
fiihrt und so physikalisch immobilisiert werden konnen.!'s!
Abbildung 4 zeigt den Aufbau des Instruments sowie ein
Mikrobild eines immobilisierten Wurms. Zum Betrieb der
Apparatur muss lediglich eine die Wiirmer enthaltende Sus-
pension am Einlass platziert und eine Saugvorrichtung am
Auslass angeschlossen werden; aufgrund der Geometrie der
Apparatur fingt automatisch jede Klemme einen einzelnen
Wurm."® Eine Variante der Apparatur mit 128 Klemmen
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ermoglichte die zeitgleiche Beobachtung von iiber 100 Tieren.
Die Wurmklemmen haben sich als niitzlich fiir die Immobi-
lisierung der Wiirmer zum laservermittelten Abtrennen
neuronaler Axone!'™ und Synapsen!'®! erwiesen. In diesen
Experimenten ermoglichten die Klemmen auch eine Zeit-
rafferaufnahme des neuronalen Wachstums in immobilisier-
ten Tieren.'® ¥ In einer verwandten Strategie entwickelten
Stirman und Mitarbeiter ein mikrofluidisches Instrument, das
automatisch Wiirmer in einzelne Kanile verteilt, in denen
diese teilimmobilisiert werden (wie in der oben beschriebe-
nen Wurmfalle). Das Instrument konnte genutzt werden, um
die neuromuskulédre Aktivitdt mehrerer Wiirmer gleichzeitig
zu beobachten und zu quantifizieren.!®!

Andere nicht-invasive mikrofluidische Verfahren zur
Immobilisierung nutzen Saugwirkung,'®? Druck!!7>182188

(b)

Immobilisierung durch Kompression

PDMS

Luft-geftllter Kanal
Wurm . Kanal unter Druck
_L—-‘_

Glas

(c)

Immobilisierung durch Saugwirkung
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oder eine Kombination von beiden.'”” In Abbildung 4b,c
sind diese Herangehensweisen dargestellt. Durch diese Me-
thoden werden die Wiirmer in einem fiir lasergestiitzte Mi-
krochirurgie sowie fiir subzellulire Bildgebungsverfahren
ausreichendem MaBe immobilisiert.'*>*21% Krajniak und
Mitarbeiter verwendeten Pluronic F127, ein Blockcopolymer,
das nahe Raumtemperatur einen reversiblen Sol-Gel-Uber-
gang erfahrt, um Wiirmer reversibel in einer mikrofluidischen
Apparatur zu immobilisieren, indem sie eine Losung des
Polymers in mit Wiirmern besetzte Kammern flieen lieBen,
um dann durch Erhohen der Temperatur das Polymer in der
Umgebung des Wurms erstarren zu lassen.['””

Obgleich die physikalische Immobilisierung sédmtliche
Korperbewegungen des Wurms einfriert, behindert sie nicht
die Bewegung von Strukturen innerhalb des Wurmkorpers —
die Muskeln entlang der Koérperwand sowie die pharyngalen
Muskeln konnen sich noch kontrahieren. Diese Eigenschaft
konnte von Vorteil sein, wenn beispielsweise die Beobach-
tung der Muskelbewegung des Pharynx von Interesse ist.
Wird C. elegans tiefen Temperaturen (4°C) ausgesetzt oder
mit Kohlendioxid behandelt, folgt die vollstindige Paralyse
des Wurms. Es ist daher moglich, Wiirmer durch den Einsatz
einer zweiten Lage mikrofluidischer Kanéle zu immobilisie-
ren, die sich passgenau iiber den die Wiirmer beherbergenden
Kanilen befindet und durch die dann die kithlende Fliissig-
keit" oder gasférmiges Kohlendioxid!'’? geleitet wird. Ein
zusédtzlicher Vorteil der Immobilisierung mittels Kohlendi-
oxid ist das gleichzeitige Entfernen von Sauerstoff aus dem
System, wodurch das Photobleichen von Fluoreszenzmarkern
im Wurm gemindert wird.['7227]

Mit Ausnahme der Klebe-Methode sind alle beschriebe-
nen mikrofluidischen Methoden zur Immobilisierung rever-
sibel und erlauben ein Freisetzen der Wiirmer zur weiteren
Analyse. Wir konnten beobachten, dass diejenigen Wiirmer,
die aus der 128er-Wurmklemme nach erfolgter Immobilisie-
rung freigesetzt wurden, eine #hnliche Lebenserwartung

Abbildung 4. Mikrofluidische Methoden zur Immobilisierung von C.
elegans. a) Eine Apparatur bestehend aus einer Anordnung von 128
Wurmklemmen fiir die zeitgleiche schnelle (<15 Minuten), temporire,
nicht-invasive Immobilisierung von tiber 100 Wiirmern fiir hochaufls-
sende Mikroskopie und laservermittelte Mikrochirurgie. (Wiedergabe
nach Lit. [184].) b) Aus PMDS gefertigte Apparatur mit zwei Lagen von
Kanilen, die durch eine diinne PMDS-Membran getrennt sind. Die
Wiirmer werden immobilisiert, indem die obere Lage von Kanilen mit-
tels Luft unter Druck gesetzt wird. Durch den Druck wird die PMDS-
Membran ausgelenkt und immobilisiert so die Wiirmer. (Wiedergabe
nach Lit. [172].) c) Durch Saugwirkung mittels einer Anordnung von
parallelen Mikrokanilen werden die Wiirmer an die Kanile gezogen
und so immobilisiert. Die linke Seite (i) zeigt eine Anordnung von Mi-
krokanilen zur Immobilisierung der Wiirmer im Zentrum des Bildes
(inlet — Einlass, valves — Ventile, wash — Waschen, suction — Saugwir-
kung, waste — Abfall, collection — Sammeln). Mehrere ventilgesteuerte
Mikrokanile fiihren zu dieser Kammer hin und von ihr weg. Diese
Kanile erméglichen das Einbringen der Wiirmer in den Immobilisie-
rungsraum sowie das Sortieren der Wiirmer nach erfolgter Immobili-
sierung (Mafstab: 100 um). Das rechte Bild (ii) zeigt eine Nahaufnah-
me eines Wurms, der mittls Saugwirkung an der Anordnung von Mi-
krokanilen immobilisiert wurde (MaRstab: 10 um). (Wiedergabe mit
Genehmigung nach Lit. [192], 2007 National Academy of Science,
USA.)
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aufwiesen wie Artgenossen, die nicht zwischenzeitlich im-
mobilisiert wurden.'"™ Nach erfolgter Immobilisierung
konnen die Wiirmer durch pneumatische Ventile nach Pha-
notypen sortiert und fiir weitere ,,On-Chip“-'* oder ,,Off-
Chip“-Studien"*'™ in nachgelagerte Behilter geleitet
werden.

Als Alternative zur Beobachtung von Wiirmern und an-
deren Objekten mittels konventioneller Mikroskopie entwi-
ckelten Yang und Mitarbeiter ein ,,optofluidisches Mikro-
skop“ - eine Linsen-freie Methode zur Abbildung der
Wiirmer, bei der mikrofluidische Kanile direkt auf der
Oberflache eines CCD- oder CMOS-Sensorarrays aufge-
bracht werden.'””!®] Die einfachste Methode zur Abbildung
eines Objekts ohne Mikroskop mittels CCD- oder CMOS-
Sensorarrays ist das Aufzeichnen einer direkten Projektion
des Objekts auf dem Array. Bei dieser Technik ist die Auf-
16sung des resultierenden Bildes durch die Abmessungen der
Pixel im Sensorarray limitiert. Yang und Mitarbeitern konn-
ten jedoch eine Methode zur Umgehung dieser Limitierung
entwickeln. In dem von ihnen vorgestellten optofluidischen
Mikroskop erreicht das Licht nur durch eine Reihe kleiner
Locher (<1 pum im Durchmesser) in einer diinnen Metall-
platte das Array. Die Lochreihen sind diagonal auf dem
Boden der mikrofluidischen Kanile angeordnet, und in
Querrichtung der Kanile sind die Locher um die Halfte ihres
Durchmessers versetzt. In Langsrichtung der Kanile sind die
Locher derart voneinader getrennt angebracht, dass jedes
Loch mit einem einzelnen Pixel des Sensorarrays verbunden
ist. Diese geometrische Anordnung ermoglicht es, ein Bild
des Forschungsobjekts basierend auf den Signalen des Sen-
sorarrays zu konstruieren, nachdem das Objekt entlang des
Kanals iiber die diagonale Reihe von Lochern hinweg ge-
wandert ist.'7*1% In dieser Anordnung ist die raumliche
Auflosung nicht durch die Grofle der Pixel, sondern durch die
GroBe der Locher festgelegt. Eine Limitierung des optoflu-
idischen Mikroskops ist es, dass keine sich bewegenden Ob-
jekte abgebildet werden konnen — es ist daher notwendig, die
Wiirmer vor der Bildgebung zu paralysieren. Das Instrument
kann allerdings die Wiirmer in rascher Folge von bis zu 40
Wiirmern pro Minute abbilden.['®]

Es gibt ein kommerziell erhiltliches Gerdt zum schnellen
Screening mit anschlieBender Sortierung von Wiirmern nach
Phénotypen: Der COPAS-Biosorter (Union Biometrica,
Holliston, MA) ermdglicht Durchflusszytometrie mit grof3en
Objekten, einschlieBlich Wiirmern.’” Das COPAS-System
kann optische Dichten und Vielfarbenfluoreszenzintensitiaten
als Funktion der Korperldnge eines Wurms messen, und kann
somit Anderungen auf Gewebe-Ebene in Phinotypen iden-
tifizieren. Die rdumliche Auflosung des COPAS-Systems ist
zwar geringer als die standardméifiger Mikroskope, doch
sammelt dieses automatisierte System Phénotyp-bezogene
Daten von Wurmpopulationen mit zehntausenden von Indi-
viduen.?*

4.1.2. Einsperren von Wiirmern in mikrofluidischen Instrumenten
Neben den Instrumenten zur Immobilisierung von Wiir-
mern existiert auch eine Vielzahl von Mikroapparaturen zum

Einsperren von Wiirmern, ohne diese vollstindig zu immo-
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bilisieren. Diese Apparaturen lassen sich in zwei grundle-
gende Kategorien einteilen: 1) Apparaturen, die einzelne
Wiirmer in individuellen Kammern['?!72188.12197  oder
Tropfchen!!” 1962102121 beherbergen, und 2) Apparaturen, die
die Wiirmer in ,,Arena“-artigen Kammern beherbergen — das
heif3t, einzelne Kammern enthalten mehrere
Wiirmer [7017LI8LISTI89-191.194.195] 1 - Apbildung 2 und Abbil-
dung 5 sind Beispiele fiir derartige Instrumente gezeigt. Das
Einsperren des Wurms in einer Mikroapparatur ermdoglicht
die Beobachtung von Merkmalen auf Organismusebene,
hauptsichlich dem Verhalten und dem Uberleben. Im Falle
von C. elegans beinhaltet das Verhalten Lokomotion, Fressen,
Ausscheidung, Eiablage und, falls Ménnchen in der Popula-
tion vorhanden sind, Paarung.” Es ist moglich, all diese
Verhaltensweisen der Wiirmer und auch ihr Uberleben in
einem mikrofluidischen Instrument zu beobachten.

Mikroinstrumente ermoglichen es, die Ausbreitung von
Wurmpopulationen auf die Fliche einzugrenzen, die von
einem Mikroskopobjektiv erfasst werden kann, sodass sich
eine ganze Population zeitgleich beobachten ldsst. In Arena-
artigen Kammern konnen einzelne Individuen mittels auto-
matischer Zielverfolgungs-Software iiberwacht werden.!
Das Einsperren einzelner Wiirmer innerhalb einer festge-
legten Fldche in einem mikrofluidischen Instrument erleich-
tert die Kultivierung und die rdumliche Beobachtung von C.
elegans.'™ 31 Apparaturen, die individuelle Wiirmer in
Kammern und Tréfchen beherbergen, erleichtern das Beob-
achten von Individuen {iiber ldngere Zeitriume hinweg auch
ohne Zielverfolgungs-Software. Wir haben ein mikrofluidi-
sches Instrument entwickelt, das die Erhaltung einzelner
Wiirmer in individuellen Kammern iiber deren gesamte
adulte Lebenszeit hinweg ermoglichte (Abbildung 2).%! Mit
dieser Apparatur waren wir in der Lage, Zusammenhinge
zwischen altersbedingten Anderungen der Lokomotion, der
Kopergrofe und der Lebenserwartung herzustellen.'™ In
anderen Fillen ist es gelungen, Wiirmer vom Embryonen-
stadium bis zum Erwachsenenalter in einzelnen Tropfchen
aufzuziehen.!"”"1%!

Mehrere Forschungsgruppen haben Einsperrkammern
mit Mechanismen zur Immobilisierung in einem Instrument
kombiniert, um so das Verhalten und das Uberleben inner-
halb der Kammer zu verfolgen und dann die Wiirmer kurz-
zeitig fiir ein Bildgebungsverfahren mit hoher Auflosung zu
immobilisieren 11721812197 Dyjeser Ansatz ermoglichte die
Untersuchung der Beziehungen zwischen Lokomotion und
neuronalem Tod."

4.1.3. Erzeugung wohldefinierter Umgebungen in mikrofluidi-
schen Gerdten

Durch Mikrofertigung lassen sich gleichformige und
wohldefinierte Umgebungen fiir den Wurm herstellen. Zum
Vergleich ist in Abbildung 1a das konventionelle Umfeld von
C. elegans im Labor dargestellt — eine mit Agar gefiillte Pe-
trischale, wobei sich auf der Agaroberfldche ein E.-coli-Rasen
befindet. Die chemische und physikalische Umgebung in der
Petrischale lésst sich nicht einfach kontrollieren. Feuchtigkeit
kann mit der Zeit aus dem Agar verdampfen, und der Hy-
drationsgrad des Agar kann das Verhalten von C. elegans

Angew. Chem. 2011, 123, 4870 — 4906


http://www.angewandte.de

Die Chemie und der Wurm

beeinflussen.”™ Zudem ist die Verteilung der Nahrung auf
der Oberfldche nicht gleichformig. Typischerweise werden die
Agarplatten in der Weise mit Bakterien bestiickt, dass sich im
Zentrum der Platte Bakterienrasen befindet, der jedoch nicht
bis an die Plattenrdnder heranreicht. Zudem kann der Sau-
erstoffverbrauch durch die Bakterien eine unausgewogene
Sauerstoffkonzentration auf der Agaroberfliche zur Folge
haben.'®!l Die Wiirmer kriechen iiber die Oberfliche des
Agar (und bohren sich manchmal auch in diesen hinein);
aufgrund der ungleichméBigen Umgebung auf der Oberfla-
che erfahren die Wiirmer zeitabhingige Anderungen ihrer
Umgebung, und verschiedene Wiirmer erfahren moglicher-
weise leicht unterschiedliche Bedingungen. Diese Unter-
schiede konnen die Tier-zu-Tier-Unsicherheiten innerhalb
der Experimente erhohen.

Mikrofluidische Instrumente ermoglichen die Bereitstel-
lung von wohldefinierten und modulierbaren chemischen
Umgebungen und lassen sich dariiber hinaus mit der An-
wendung einer grolen Bandbreite an physikalischen Stimuli
vereinbaren. So ldsst sich beipielsweise die Nahrungsmittel-
versorgung —ein relevanter Parameter in der Erforschung von
Nahrungsrestriktionen und des Alterungsprozesses — auf
einer Agarplatte nicht einfach modifizieren, kann aber in-
nerhalb einer Fliissigkultur von Wiirmern in einem mikro-
fluidischen Instrument leicht kontroliiert werden.'""™ Zudem
ist es mit einer mikrofluidischen Apparatur méglich, die
chemische Umgebung des Wurms einfach durch einen
Wechsel der Zusammensetzung der durch die Apparatur
flieBenden Flissigkeit zu modifizieren. Rhode und Mitar-
beiter entwickelten einen mikrofluidischen Multiplexadapter,
um den Einlass der mikrofluidischen Apparatur mit einer
Tiipfelplatte verbinden zu kénnen.™ Chronis und Mitar-

Abbildung 5. Mikrofluidische Kammern und Trépfchen zur Beobach-
tung von C. elegans. a) Eine Anordnung von Pfosten bietet den Wiir-
mern die Umgebung eines , kiinstlichen Erdreichs®, in dem die Wiimer
umbherkriechen kénnen. Das Instrument besteht aus einer flissigkeits-
gefuillten PDMS-Kammer, die luftdicht mit einer Glasscheibe verschlos-
sen ist. Obschon die Bilder nur einen Wurm zeigen, ermdglicht das
Instrument die Beobachtung des lokomotorischen Verhaltens mehrerer
Wiirmer gleichzeitig. Die runden Pfosten in (i) und (i) sind 100 pm
stark; die Pfosten in (i) und (iv) sind 200 um stark. (Wiedergabe nach
Lit. [187].) b) Ein ,Mikroirrgarten* zur Bestimmung bakterieller Prife-
renzen von C. elegans (Petri dish — Petrischale, Agar substrate — Agar,
PDMS maze — PDMS-Maske, Dummy chambers not in use for this ex-
periment — in diesem Experiment ungenutzte Kammern, Decision area
— Entscheidungsfliche). Das Gerit besteht aus in PDMS geprigten Ka-
nilen, die winkelgetreu auf einer Agaroberfliche aufgebracht sind. Die
Kanile sind mit Luft gefiillt; die Wiirmer kriechen tiber die Agaroberfli-
che und sind durch die Kanile rdumlich eingeschrankt. Zhang und
Mitarbeiter platzierten Proben verschiedener Bakterien am Ende der
radial verlaufenden Mikrokanile, setzten den Wurm in das Zentrum
der Apparatur und beobachteten so, welche Bakterien vom Wurm be-
vorzugt werden."™ (Wiedergabe mit Genehmigung durch Macmillan
Publishers Ltd.; Nature 2005, 438, 179-184.) c) Eine Ansammlung frei
beweglicher Mikrotrépfchen zur Beobachtung der Lokomotion in C.
elegans. Indem sie mit Duftstoffen versehene Luft iiber die Ansamm-
lung von Trépfchen flieRen lielen, konnten Luo und Mitarbeiter die
zeitliche Dynamik der lokomotorischen Reaktion der Wiirmer auf Duft-
stoffe aufzeichnen. Die Tropfchen beschrinkten das Schwimmen der
Wiirmer auf eine spezifische Fliche. (Wiedergabe mit Genehmigung
nach Lit. [210].)
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beiter verwendeten laminare Stromungen in mikrofluidischen
Instrumenten zu Entwicklung eines FlieBschemas, mit dessen
Hilfe sich das chemische Milieu in der Ndhe der Nase im-
mobilisierter Wiirmer schnell austauschen lisst.'”! Mikro-
fluidische Instrumente ermdoglichten das Erzeugen von:
1) rdumlichen Gradienten von mit Bakterien assoziierten
Duftstoffen in luftgefiillten Mikrokanilen auf Agaroberfld-
chen zum Studium der bakteriellen Prédferenzen und des
Gedichtnisses von C. elegans,***1*Y12) raumlicher Gradienten
von Sauerstoff in luftgefiillten Mikrokanélen auf Agarober-
flichen zur einfacheren Auffindung und Erforschung der
Aerotaxis von C. elegans — der Bewegung der Tiere in Rich-
tung einer spezifischen Sauerstoffkonzentration!7%17:181.1%] _
und 3) eines zeitlichen Gradienten von Duftstoffen in der
Luft, die iiber eine Anordnung von Tropfchen flief3t, die je-
weils einzelne Wiirmer enthielten, um so die Erforschung der
Chemotaxis zu ermdglichen.!?

Die Permeabilitdat von PMDS gegen Sauerstoff, Stickstoff
und Kohlendioxid kann genutzt werden, um die Konzentra-
tion dieser Gase in der Umgebung des Wurms zu steuern.
Mithilfe von Instrumente, in denen die fliissigkeitsgefiillten
Kanile, die die Wiirmer beherbergen, durch eine diinne
Schicht von PMDS von den gasgefiillten Kanélen getrennt
sind, lieB sich die Zusammensetzung der Gasmischungen
kontrollieren, die in der die Wiirmer umgebenden Fliissigkeit
gelost sind, indem die Zusammensetzung der Gasmischung in
den Gaskanélen variiert wurde. Dieser Ansatz erwies sich als
niitzlich im Zuge der Immobilisierung der Wiirmer mittels
Kohlendioxid!"’? und im Zuge einer Studie zur neuronalen
Reaktion auf Anderungen der Sauerstoffkonzentration in C.
elegans.'

Die wichtigste Gruppe von Stimuli, denen die Wiirmer
innerhalb von mikrofluidischen Instrumenten ausgesetzt
wurden, sind geloste chemische Substanzen und Gase. Die
Wiirmer zeigen aber auch verhaltenstechnische und bioche-
mische Verdnderungen als Reaktion auf verschiedene physi-
kalische Stimuli wie elektrische Felder,'*'?"¥! Tempera-
tur,?"'5 und ionisierende Strahlung (UV-Licht, Protonen,
Gammastrahlung und Eisen-Atome).?'%¥1 Es sollte moglich
sein, diese Stimuli in mikrofluidische Instrumente zu inte-
grieren; so nutzten Rezai und Mitarbeiter kiirzlich ein mi-
krofluidisches Instrument, um die Lokomotion von Wiirmern
in einem elektrischen Feld zu untersuchen.!'*!

4.2. Werkzeuge zur Beobachtung von Phdnotypen
4.2.1. Die Beobachtung des Wurms mittels Mikroskopie

Es existiert eine Reihe von Techniken fiir die mikrosko-
pische Beobachtung der Wiirmer. Mittels Hellfeldmikrosko-
pie konnen die Lebenszeit, das Verhalten und die Morpho-
logie studiert werden. Bilder von sich bewegenden Wiirmern
konnen in starker Vergrofferung mit einem Mikroskop mit
motorisierter Tragerplatte inklusive einer Software zur Ver-
folgung des Massenschwerpunkts des Wurms aufgenommen
werden. Es gibt Software zur Aufzeichnung und Verfolgung
kriechender Wiirmer.*">?"l Lokomotorisches Verhalten ist
ein leicht zu beobachtender Phanotyp in C. elegans und kann
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als Informationsquelle fiir neuronale und muskuldre Funkti-
on, Uberleben und Chemotaxis dienen.

Die Nomarski-Mikroskopie (Differentialinterferenzkon-
trastmikroskopie) ermdglicht eine detaillierte Abbildung von
Korperstrukturen in C. elegans. Zum Beispiel kann jeder
einzelne Zellkern im Wurm abgebildet werden,® Zellleichen
konnen nach erfolgter Apoptose identifiziert werden,! und
interne Bewegungen wie die rhythmische Muskelkontraktion
des Pharynx lassen sich im Detail beobachten.’”” Polarisati-
onslichtmikroskopie kann ebenfalls bei der Visualisierung
bestimmter Korperstrukturen hilfreich sein. So lassen sich
beispielsweise die gordneten Strukturen der Myofilamente in
den Muskeln von C. elegans besser mittels Polarisations-
lichtmikroskopie erkennen als mit konventioneller Hellfeld-
mikroskopie.??! Fiir spezifische Bildgebungsprozesse kénnen
nichtlineare optische Techniken eingesetzt werden. Koha-
rente Anti-Stokes-Ramanstreuung (CARS) erméglichte bei-
spielsweise das Abbilden von Fettspeichern innerhalb des
Wurms ohne Einsatz lipophiler Firbereagentien.””? Fluo-
reszenzmikroskopie ermdoglicht die Visualisierung von neu-
ronaler Aktivitit (unter Verwendung FRET-basierter Ca®"-
Farbstoffe)® und der Gen-Exprimierung (unter Verwen-
dung von fluoreszenzmarkierten Proteinen). Die Transmissi-
onselekronenmikroskopie (TEM) zur Abbildung von Kor-
perquerschnitten (erhalten durch Ultramikrotomie) ist eine
klassische Technik in der Wurmbiologie. Diese Technik er-
moglichte die mikroskopische Rekonstruktion des gesamten
Nervensystems von C. elegans in den 1970er Jahren !>

4.2.2. Chemische und biochemische Charakterisierungtechniken

In Abschnitt 3.3 ist der Einsatz von HPLC, SDS-PAGE,
MS sowie der Immunchemie zur Identifizierung von expri-
mierten Proteinen in C. elegans beschrieben. Biochemische
Arbeitstechniken haben die Identifizierung und Charakteri-
sierung von Metaboliten erleichtert, die vom Wurm ausge-
schieden werden.””!! Wiirmer scheiden konstitutiv das Dauer-
Pheromon, eine Mischung von Monosaccharidderivaten, ab.
Die Konzentration des Pheromons dient als Indikator fiir die
Populationsdichte: Eine hohe Konzentration an Pheromon
lasst C.-elegans-Larven in das Dauer-Larvenstadium fallen —
der alternativen dritten Entwicklungsstufe, in der das
Wachstum ausgesetzt ist. Das Dauer-Pheromon kann durch
Filtrieren des Mediums, das zur Kultivierung von C. elegans
eingesetzt wurde, erhalten werden. Das so erhaltene Roh-
pheromon lésst sich anschlieBend durch Chromatographie
fraktionieren. Indem die Wiirmer mit den verschiedenen
Fraktionen behandelt werden und man anschliefend be-
stimmt, welche davon die Ausbildung des Dauer-Stadiums
auslosen®! oder das Verlassen des Dauer-Stadiums verhin-
dern, konnen diejenigen Fraktionen identifiziert werden, die
aktive Komponenten des Pheromons enthalten.?*! 'TH-NMR-
Spektroskopie und LCMS ermdoglichten die Identifizierung
der chemischen Strukturen der einzelnen aktiven Kompo-
nenten der Pheromonmischung.??#?*! In Schema 4 sind drei
aktive Komponenten des Dauer-Pheromons abgebildet.

Technische Fortschritte in der Festkorper-NMR-Spek-
troskopie haben die chemische Charakterisierung von kom-
plexen, inhomogenen Proben moglich gemacht. Blaise und
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Schema 4. Drei aktive Bestandteile des das Dauer-Larvenstadium in-
duzierenden Pheromons von C. elegans.”*!

Mitarbeiter nutzten hochauflésende 'H-MAS-NMR-Spek-
troskopie zur Charakterisierung des Stoffwechselprofils, d. h.
des molekularen Phinotyps intakter Wiirmer.??*??"l Die Au-
toren identifizierten die molekularen Unterschiede zwischen
drei Strangen von C. elegans: Wildtyp-Wiirmern, sod-1-Mu-
tanten und ctl-I-Mutanten.”**” Sowohl sod-1 als auch ctl-1
codieren fiir Proteine, die an der Zerstorung von ROS be-
teiligt sind. Wiirmer, die diese Mutationen in sich tragen, sind
rein visuell nicht vom Wildtyp zu unterscheiden. Im Vergleich
mit NMR-Spektren des Wildtyps weisen die Spektren der
sod-1- und ctl-I-Mutanten schwichere Signale der Lipidre-
sonanzen und stdrkere Signale der Aldehydresonanzen
auf.? Dieser Befund ist in Ubereinstimmung mit der Hy-
pothese, dass bei Abwesenheit von antioxidativen Enzymen
wie SOD-1 oder CTL-1 die Lipide gegen eine Oxidation
durch ROS ungeschiitzt sind.?*! Obgleich es eine relativ neue
Technik ist,”**??" hat die NMR-spektroskopische Aufnahme
ganzer Organismen ein grof3es Potential, um zum Verstindnis
der Phéanotypen auf molekularer Ebene in C. elegans beizu-
tragen.

4.2.3. Biophysikalische Charakterisierungstechniken

Pruitt und Mitarbeiter entwickelten Instrumente zur
Messung der mechanischen Formfestigkeit von Wurmkor-
pern®®! und zur Messung der mechanischen Krifte, die durch
kriechende Wiirmer erzeugt werden.”” Diese Werkzeuge
konnen zur Auffindung von noch unbekannten Phénotypen in
C. elegans beitragen.

Die Stoffwechselgeschwindigkeit ist ein wichtiges phy-
siologisches Maf}. Es gibt eine Reihe von Ansétzen zur Be-
stimmung der Stoffwechselgeschwindigkeit in C. elegans,
darunter die Messung 1) der CO,-Produktion einer Popula-
tion von ca. 50 Wiirmern mittels Massenspektrometrie, !
2) des O,-Verbrauchs einzelner Wiirmer mittels Fluorime-
trie,”" 3) der Wirmeproduktion einer Wurmpopulation
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mittels Mikrokalorimetrie™? und 4) der Konzentration von
ATP in lebenden Wiirmern mittels transgener Strénge, die
Luciferin und Luciferase exprimieren.??%%]

Es ist moglich, sowohl intrazelluldre als auch extrazellu-
lare elektrophysiologische Aufzeichnungen der Aktivitit in-
takter Neuronen und Muskeln in C. elegans durchzufiihren.
Intrazelluldres Aufzeichnen erfordert, dass der Experimen-
tator den lebendigen Wurm pripariert und die Elektroden
direkt an seine internen Strukturen anschlieBt. Dies ist eine
groflere experimentelle Herausforderung, ermoglicht aber
die Aufnahme von qunatitativen Daten zur Wanderung von
Ionen in das Innere lebender Zellen und aus ihnen heraus.”*
Raizen und Avery entwickelten eine einfache Methode, um
die Aktivitdt der Neuronen in der Pharynx von C. elegans
extrazellulir aufzuzeichnen.™ Extrazellulire Aufnahmen
sind im Hinblick auf das tatsdchliche Zellpotential weniger
informativ als intrazelluldre, sie sind jedoch viel einfacher
durchzufiihren, 232!

4.3. Genetische Perturbationen

Nicht alle Chemiker sind am Erlernen von Techniken und
Arbeitsweisen zur genetischen Manipulation interessiert. Fiir
diejenigen, die interessiert sind, ist C. elegans ein iiberaus
geeigneter Organismus fiir Genetik und reverse Genetik.¥
Gliicklicherweise gibt es fiir all diejenigen, die sich mit ge-
netischen Techniken nicht auskennen, zahlreiche M&glich-
keiten, Forschung an und mit mutierten Tieren durchzufiih-
ren. Erstens ist es moglich, bereits mutierte Strédnge von C.
elegans entweder von anderen Wissenschaftlern oder aus
Bestidnden mutierter Stridnge zu erhalten. Es gilt zu beachten,
dass nicht jedes Gen durch eine Mutation repréisentiert ist.
Das Caenorhabditis Genetics Center an der University of
Minnesota, ein von den amerikanischen National Institutes of
Health finanziertes Zentrallager fiir mutierte Wiirmer, hat
tausende Striange vorrdtig. Zweitens ist es moglich, Gene in
Wildtyp-Wiirmern durch RNA-Interferenz mittels dsRNA
stummzuschalten. Die Behandlung der Wiirmer mit dsRNA
ist sehr einfach: Sowohl das Eintauchen der Wiirmer in eine
Losung der dsRNA als auch die Verfiitterung von E.coli,
welche die dSRNA exprimieren, haben Wiirmer mit stumm-
geschalteten Genen zur Folge.”" In Tabelle 2 sind Internet-
seiten von Organisationen aufgefiihrt, iiber die mutierte
Stridnge von C. elegans und dsRNA gegen Wurmgene bezogen
werden konnen.

4.3.1. Genetik und chemische Genetik

Der Ansatz der chemischen Genetik kann fiir Forscher
interessant sein, die den Wurm erforschen und einen chemi-
schen Hintergrund haben. Zwischen den Ansdtzen des che-
misch-genetischen und des konventionellen genetischen
Screenings gibt es Parallelen. Innerhalb eines genetischen
Screenings erzeugt eine beliebige Mutagenese eine Popula-
tion von Mutanten, die auf eine Anderung innerhalb des ge-
wiinschten Phénotyps hin durchsucht werden kann. Die
Identifizierung der mutierten Gene, die die Anderung des
Phénotyps hervorgerufen haben, erzeugt einen direkten oder
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indirekten Zusammenhang zwischen deren Funktion und
dem Phinotyp. In einem vorwértsgerichteten chemisch-ge-
netischen Screening ersetzt die Behandlung des Organismus
mit einer Bibliothek kleiner Molekiile die ungelenkte Muta-
genese. Der Erfolg eines solchen vorwirtsgerichteten che-
misch-genetischen Screenings hingt von der Hypothese ab,
dass die Substanzen der Chemikalienbibliothek befdhigt sind,
die Aktivitdt von Proteinen in einer spezifischen Weise ab-
zudndern. Im Prinzip hat eine aus der Bibliothek stammende
Substanz, die eine Anderung des gewiinschten Phinotyps zur
Folge hat, ein Protein gestort oder zerstort, dessen Funktion
direkt oder indirekt mit dem gewiinschten Phinotyp zusam-
menhingt.”” In einem reversen genetischen Screening er-
moglicht eine Mutation in einem gewiinschten Gen das Be-
obachten der daraus resultierenden Anderung des Phanotyps.
In einem reversen chemisch-genetischen Screening werden
mittels In-vitro-Methoden Mitglieder einer Chemikalienbi-
bliothek identifiziert, die an ein gewiinschtes Protein binden.
Die Behandlung eines Organismus mit niedermolekularen
Verbindungen, die an das gewiinschte Protein binden, er-
moglicht es, die resultierenden Anderungen des Phinotyps zu
beobachten.®”!

Viele der experimentellen Herausforderungen innerhalb
der chemischen Genetik sind chemischer Natur. Die Identi-
fizierung des Proteins, das durch die niedermolekulare Ver-
bindung angegriffen wird, und die Validierung der Spezifitit
dieses Angriffs sind typischerweise die schwierigsten Aufga-
ben innerhalb des chemisch-genetischen Screenings.”” Bio-
chemische Ansdtze sind gut geeignet, um diese Probleme
anzugehen. Fine weitere Herausforderung bei der Entwick-
lung einer guten Chemikalienbibliothek ist der derzeitige
Mangel an tieferem Verstdndnis der Korrelation von chemi-
scher Struktur niedermolekularer Verbindungen und ihrer
Fahigkeit zur Proteinbindung. Die Vorhersage und der ge-
zielte Entwurf von Ligand-Protein-Spezifititen ist ein wich-
tiges und aktives Gebiet der chemischen Forschung.***!

5. Zusammenfassung und Ausblick
5.1. Modellorganismen fiir Chemiker: Alternativen zum Wurm?

Fiir manche Forschungsfragen sind Wiirmer und andere
mehrzellige Organismen wahrscheinlich zu komplex, und
einzellige Organismen wie Hefen oder E. coli werden sicher
ihre Stellung als leistungsstarke biochemische Modelle ver-
teidigen. Zum Studium grundlegender interzelluldrer Wech-
selwirkungen werden auch in Zukunft filmbildende Bakterien
(wie Pseudomonas aeruginosa) oder Schleimpilze, die sich zu
mehrzelligen Blocken zusammenschlieBen (wie Dictyosteli-
um discoideum), gegeniiber hoheren, komplexen Organismen
bevorzugt werden. Mycoplasma genitalium, das Bakterium
mit dem kleinsten Genom aller freilebenden Organismen
(580 kb, fiir weniger als 500 Proteine codierend), hat sich als
niitzliches Modell fiir die Identifizierung des Minimalsatzes
von fiir das Leben essenziellen Genen erwiesen.”! Im Jahre
2010 haben Venter und Mitarbeiter chemisch synthetisierte
Kopien des M.-genitalium-Genoms in Zellen der Hefe Sac-
charomyces cerevisiae eingepflanzt.”! Diese Arbeit repri-
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sentiert einen Schritt hin zur chemischen Spezifikation eines
lebenden Organismus.

Um den groBlen Schritt vom Verstdndnis der Funktions-
weise einer Zelle hin zum Verstdndnis der Funktionsweise
eines menschlichen Wesens zu bewerkstelligen, sind mehr-
zellige Organismen notwendig. Die wahre Leistungsfahigkeit
von C. elegans liegt darin, dass es der einfachste Modellor-
ganismus zum Studium mehrzelligen Lebens ist. C. elegans ist
simpel, sowohl in biologischer Hinsicht — die Wiirmer sind
klein; sie bestehen aus weniger als 1000 Zellen; sie besitzen
einen einfachen Bauplan — als auch mit Blick auf die prakti-
sche Nutzung — die Haltung der Wiirmer ist viel einfacher und
billiger im Vergleich zu mehrzelligen Organismen hoherer
Komplexitidt oder gar von Sédugetier-Zellkulturen. C. elegans
hat zudem viele Vorteile im Hinblick auf Zugénglichkeit und
Ressourcen.

Finige mehrzellige Organismen weisen spezifische Ei-
genschaften auf, die diese als besonders geeignet fiir be-
stimmte Forschungsprojekte werden lassen. So weist bei-
spielsweise der Kugelfisch (Fugu rubripes) eines der kleinsten
Genome unter Vertebraten auf und ist daher bei der Identi-
fizierung der fiir Vertebraten notwendigen Gene von
Nutzen.? Frosche (Xenopus spp.) und Hihner (Gallus
gallus) besitzen groe Embryonen, die sich auBerhalb der
Mutter entwickeln, und sind daher ausgezeichnete Modell-
organismen fiir Entwicklungsstudien.?*"**!! Planarien (Sch-
midtea mediterranea und andere Spezies) sind speziell fiir
Studien zur Geweberegeneration interessant.?**?*! Zur Be-
antwortung fundamentaler Fragen beziiglich der Natur
mehrzelligen Lebens jedoch, und speziell zum Verstindnis
der molekularen Basis von Phédnomenen auf der Ebene des
Gesamtorganismus, scheint C. elegans der beste aller derzeitig
verfiigbaren Modellorganismen zu sein.

5.2. Relevanz des Wurms im Bezug auf die menschliche
Gesundheit

Wie relevant sind die Wiirmer mit Blick auf die mensch-
liche Gesundheit? Forschung an und mit C. elegans kann
nicht alle Aspekte der menschlichen Biologie abdecken. Es
gibt jedoch zahlreiche Beispiele fiir Entdeckungen, die mit-
hilfe von C. elegans erzielt wurden, die mit Blick auf die
menschliche Biologie informativ waren.?®! So wurden bei-
spielsweise die Gene, die den Alterungsprozess steuern,*!
und die Gene, die die Apoptose regulieren,! zuerst in C.
elegans entdeckt.?*?*! Aus wissenschaftlicher Sicht wird es
faszinierend sein zu sehen, ob die Chemie, die Phinomenen
auf der Ebene des Gesamtorganismus zugrunde liegt, zwi-
schen so unterschiedlichen Spezies wie Wiirmern und Men-
schen konserviert ist — und dies auch in den Féllen, in denen
die Mechanismen der genetischen Kontrolle verschieden
sind. Das ,,System“ C. elegans hat das Potential, zum Ver-
stindnis der molekularen Mechanismen menschlicher
Krankheiten beizutragen, sowie auch, um die Aktivitidt — und
Toxizitdt — potentieller Wirkstoffe zu testen. Um C. elegans
fiir das Screening von potentiellen Wirkstoffen nutzbar zu
machen, muss gezeigt werden, dass die mithilfe des Wurms
gewonnenen experimentellen Befunde auf den Menschen
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iibertragbar sind.”"! Eine wichtige Forschungsrichtung ist die
Verwendung von C. elegans als Modell, um ein besseres
Verstandnis von parasitdaren Wiirmern und Infektionen mit
parasitiren Wiirmern zu erlangen. Erste Arbeiten haben
bereits die Niitzlichkeit von C. elegans bei der Entwicklung
neuer, in Sdugetieren wirksamer anthelminthischer Wirk-
stoffe demonstriert.['¢!

5.3. Wie kann die Chemie in der Wurmforschung
instrumentalisiert werden?

Héufig werden neue biologische Entdeckungen dank
neuer Instrumente und Arbeitsmethoden gemacht. Welche
zusidtzlichen Instrumente und Fahigkeiten brauchen wir? Im
Folgenden schlagen wir potentielle Entwicklungsfelder fiir
Chemiker vor.

Ein eindeutig chemiebezogenes Gebiet innerhalb der
Forschung an und mit C. elegans ist die Entwicklung von
gewebe- und molekiilspezifischen Farbstoffen. Die zur Un-
tersuchung von C. elegans am hiufigsten eingesetzte mole-
kulare Markierung ist das griin fluoreszierende Protein
(GFP); es gibt jedoch Grenzen der Anwendbarkeit des GFP —
viele zelluldre Komponenten sind keine Genprodukte. Kleine
organische Farbstoffe, die zur Kennzeichnung subzellulirer
Komponenten in der In-vitro-Forschung eingesetzt werden,
sind nicht unbedingt fiir einen Einsatz in der C.-elegans-For-
schung geeignet, da die Aufnahme des Farbstoffs durch die
Oberhaut oder die Darmbeschichtung (oder auch die Eier-
schale im Falle der Embryonen) behindert wird.”"! Der
Bedarf an Farbstoffen bietet Chemikern eine Gelegenheit,
neue Strategien zur Markierung von Bestandteilen des
Wurms zu entwickeln. Die Arbeiten von Bertozzi und Mit-
arbeitern, in denen mittels einer Kombination aus modifi-
zierten Zuckern und Klick-Chemie Glykane markiert
werden, sind exzellente Beispiele fiir die Instrumentalisierung
der Chemie in der Wurmforschung.'”! Um die Entwicklung
neuer, den Wurm durchdringender Farbstoffe in richtige
Bahnen zu lenken, scheint es zudem sinnvoll zu sein, die
Permeabilitiat sowie die chemische Selektivitidt der Oberhaut
und der Darmbeschichtung in C. elegans zu charakterisieren.

Die Chemie konnte Ansitze zur Entdeckung neuer Gene
bereithalten. Mehr als die Hilfte der Gene im Genom von C.
elegans haben eine unbekannte Funktion.?* Dies sind Gene,
die weder ortholog zu Genen bekannter Funktion sind, noch
in Phénotyp-basierten Screenings identifiziert werden konn-
ten. Die fiir genetische Screenings am besten geeigneten
Phénotypen sind diejenigen, die einfach und schnell zu
identifizieren sind — etwa Defekte in der Lokomotion oder
Entwicklung. Ein chemischer Ansatz konnte die Identifizie-
rung neuer Phidnotypen in Mutanten auf Basis chemischer
Reaktivititen ermoglichen (so konnte beispielsweise eine
gednderte Reaktivitit der Oberhaut auf eine Anderung der
chemischen Zusammensetzung der Oberhaut hindeuten). Mit
dieser Strategie konnte die Chemie zur Identifizierung neuer
Klassen von Mutationen beitragen.

FEine chemische Herangehensweise konnte auch in der
Entwicklung bakterienfreier, chemisch-definierter Medien
fir C. elegans von Nutzen sein. Wiirmer, die im bakterien-
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freien Medium nach derzeitiger Rezeptur aufgezogen
werden, weisen eine langsamere Entwicklung auf als Artge-
nossen, an die Bakterien verfiittert werden; dies deutet
darauf hin, dass das chemisch-definierte Medium derzeit
nicht den gleichen Néahrwert hat wie die bakterielle Ernih-
rung. Die Entwicklung eines chemisch-definierten Mediums,
das den Wiirmern eine Entwicklung wie im Falle einer Bak-
teriendiét erlaubte, wire niitzlich und duBerst informativ im
Hinblick auf den Néhrstoffbedarf von C. elegans. Es ist
moglich, dass der hohe Nahrwert der Bakterien seine simple
Ursache in der Tatsache hat, dass die Wiirmer Filtrierer sind
und daher die Konsistenz der Nahrung eine Rolle spielt. Die
Einkapselung eines chemisch-definierten Mediums in Vesikel
oder in verdaubare, bakteriengrofle Korner konnte C. elegans
moglicherweise helfen, das chemisch-definierte Medium
besser als Nahrungsquelle zu nutzen.

FEine weitere potentielle Richtung fiir Chemiker ist die
Untersuchung simpler organischer Reaktionen in vivo, um
die Wechselwirkungen chemischer Reaktionen mit lebenden
Systemen zu untersuchen. Branda und Mitarbeiter behan-
delten Wiirmer beispielsweise mit einer photoschaltbaren
Substanz, einem Derivat von Bis(pyridinium)thionylethen,
das einen reversiblen, photoinduzierten Wechsel vom farb-
losen, offenkettigen Isomer zum farbigen, ringférmig ge-
schlossenen Isomer durchlaufen kann. Der Wechsel hin zum
ringformigen Isomer induzierte eine reversible Paralyse in-
nerhalb eines signifikanten Teils einer Wurmpopulation,
deren Mitglieder die photoschaltbaren Molekiile in sich
trugen.””! Obwohl der Mechanismus der Paralyseinduktion
unbekannt bleibt (die Autoren mutmaBen, dass die Paralyse
mit der Tatsache zusammenhingen konnte, dass die ge-
schlossenen, ringférmigen Isomere einfacher zu reduzieren
sind als die offenkettige Form), zeigt diese Arbeit auf, dass die
Untersuchung, inwieweit organische Chemie mit mehrzelli-
gen Organismen wechselwirkt, eine vielversprechende Rich-
tung in der chemsichen Forschung sein kann.

5.4. Wofiir sollten Chemiker den Wurm nutzen?

Welche der Forschungsfragen, die sich mithilfe des Wurms
angehen lassen, sind fiir Chemiker interessant?

In der pharmazeutischen Forschung kann der Wurm ein-
gesetzt werden, um die Aktivitdt und Toxizitdt von Wirk-
stoffkandidaten zu testen. Die Vorhersagekraft von Wirk-
stoffstudien im Wurm im Bezug auf die Wirksamkeit im
Menschen ist jedoch noch nicht vollstindig bekannt; C. ele-
gans ist zum Hochdurchsatz-Screening und zum hypothe-
senbasierten Screening geeignet und kann daher dazu dienen,
Wirkstoffkandidaten in einem komplexen mehrzelligen Or-
ganismus zu testen, der verschiedene Zell- und Gewebetypen
aufweist.”" Es sollte sicher moglich sein, die Wechselwirkung
von Wiirmern mit einfachen Xenobiotika und Toxinen wie
Schwermetallen zu untersuchen. Wiirmer ebnen eventuell
auch den Weg zur Erforschung anderer Phdnomene — Aus-
wirkungen von Hunger, Strahlung, hohen und tiefen Tempe-
raturen, Vitaminmangel, Anoxie und Reperfusionsschédden —,
in denen der Mechanismus der Verletzung sowie die biolo-
gische Reaktion darauf eher von genereller Natur als orga-
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nismusspezifisch sind. Dagegen sind die Wiirmer wahr-
scheinlich von geringerem Nutzen, wenn die Auswirkungen
von Xenobiotika auf Enzyme, Rezeptoren, Pfade oder Sys-
teme zu untersuchen sind, die spezifisch fiir einen Organismus
oder eine Klasse von Organismen sind.

Trotz der Komplexitit des Wurms sollte es moglich sein,
einen reduktionistischen Ansatz beizubehalten. Der Wurm
sollte Chemiker in die Lage versetzen, die Auswirkungen
1) einfacher Molekiile (wie O,, H,S, NO, CO, CO,), 2) uni-
verseller chemischer Phinomene (ionisierende Strahlung,
Radikalbildung, Bildung und Nutzung aktiver Sauerstoff-
spezies, Reduktion und Oxidation), 3) fundamentaler che-
mischer Aspekte (Kinetik, Thermodynamik, Stereochemie,
Reaktivitdt, pH) und 4) grundlegender physikalischer Para-
meter (Temperatur, Druck) auf das Leben zu erforschen.

Die Forschung an und mit C. elegans hat gerade erst be-
gonnen, die Geheimnisse des Alterns, des Todes, des Ver-
haltens, des Lernens und des Erinnerungsvermogens zu ent-
schliisseln. Wir sind der Uberzeugung, dass die Untersuchung
der zugrundeliegenden chemischen Zustinde und Reaktio-
nen, die mit diesen Prozessen korrelieren, ein attraktives Ziel
fiir Chemiker darstellt.

Abkiirzungen

TGF-f, transformierender Wachstumsfaktor 3 (transfor-
ming growth factor 3); IGF-1, Insulin-artiger Wachstums-
faktor 1 (insulin-like growth factor 1); ROS, reaktive Sauer-
stoffspezies (reactive oxygen species); SOD, Superoxid-Dis-
mutase (superoxide dismutase); DOG, 2-Desoxy-D-glucose;
MS, Massenspektrometrie; GLC, Gas-Fliissigkeitschromato-
graphie (gas-liquid chromatography); LC, Fliissigkeitschro-
matographie (liquid chromatography); CE, Kapillarelektro-
phorese (capillary electrophoresis); SDS-PAGE, Natrium-
dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (sodium do-
decyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis).

Diese Forschung wurde unterstiitzt durch finanzielle Zu-
schiisse des US-amerikanischen Department of Energy (DE-
FGO02-OOER4585) sowie durch finanzielle Zuschiisse von
Vertex Pharmaceuticals an die Harvard University.
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