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1. Einleitung und Fragestellung

1. Einleitung und Fragestellung

Caenorhabditis elegans ist ein Vertreter der Rhabditiden, die ihrerseits zur Gruppe der Nema-
toden gehdren. Die Nematoden sind nicht nur die individuenreichste Metazoengruppe, son-
dern zeichnen sich auch durch ihre vielfaltigen Lebensraume aus. Sie kommen freilebend im
Sediment des Meeresbodens von der Tiefsee bis zur Kiiste, am Grunde von Si3gewassern
aller GroRRen, in Moospolstern und im Boden vor. Die Individuendichte pro m2 Wiese kann bis
zu 20 Mio. Individuen betragen, das macht ungefahr 500 000 pro Fuf3tritt aus [LORENZEN,
2007]. Vier von funf Tieren auf der Erde sind Nematoden [BARKER, 2004]. Einige von ihnen
sind bekannt als Endoparasiten bei Menschen und Tieren. So werden 90% aller Menschen
einmal im Leben von Nematoden, wie z.B. dem Haken- oder Madenwurm, befallen. Aber auch

bei Pflanzen kénnen sie gewaltige wirtschaftliche Schaden verursachen.

Die Nematoden sind aber auch eine sehr alte Tiergruppe. Sie haben sich schon im Prakamb-
rium entwickelt und von den anderen Metazoen abgespalten. lhre phylogenetische Einord-
nung gestaltet sich eher schwierig, da bis jetzt keine fossilen Verwandten gefunden wurden,

und auch ihre Verwandtschaftsverhéltnisse zu anderen Invertebraten sind ziemlich unklar.

Seit wenigen Jahrzehnten erhalten die Nematoden wissenschaftliche Aufmerksamkeit. Syd-
ney Brenner fuhrte C. elegans im Jahr 1965 als Versuchstier ein. Als Modellorganismus eignet
sich C. elegans fur die Beantwortung verschiedenster Fragestellungen, auch in Hinblick auf

den menschlichen Stoffwechsel.

Die Folsaure ist als Nahrungserganzungsmittel in aller Munde. Ihre Bedeutung in der friihen
embryonalen Entwicklung des Menschen ist unumstritten. Aber auch im fortschreitenden Alter
wird ihr eine sehr wichtige Funktion zugeschrieben, wobei die Auswirkungen und Mechanis-
men eines Folsauredefizits noch nicht genau bekannt sind und ein Folsauremangel vermutlich

zu verschiedenen Folgeerkrankungen fiihren kann.

Ein wichtiges Enzym des menschlichen Folsaurekreislaufes ist die Methyl-Tetra-Hydro-Folat-
Reduktase (in Folge kurz MTHFR genannt). C. elegans besitzt ein homologes Gen. Warum
diese Tatsache diesen Nematoden fir molekularbiologische Untersuchungen zu diesem
Thema prédestiniert und wie seine Neueinfihrung am Emerging Focus Nutrigenomics des
Departments fur Ernahrungswissenschaften der Universitat Wien durchgefuhrt wurde bzw.

wird ist Thema dieser Arbeit.
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2. Caenorhabditis elegans

2. Caenorhabditis elegans

2.1. Biologie und Lebensweise von C. elegans

Der zur Gruppe der Rhabditida [LORENZEN, 2007] gehdrende, freilebende Bodennematode C.
elegans lebt in den geméaRigten Klimazonen. Sein Temperaturoptimum liegt zwischen +4°C
und +30°C. Der Wurm ernahrt sich von Bakterien, die totes organisches Material abbauen.

Das adulte Tier ist nur etwa 1 mm lang und erreicht einen Durchmesser von 65 pm. Die Tiere
besitzen 6 Paar Autosomen und 1 Paar Geschlechtschromosomen. C. elegans hat einen Se-
xualdimorphismus, es gibt Hermaphroditen und Mannchen. Die zwei Geschlechter haben ei-

nige unterschiedliche Merkmale.

Die Hermaphroditen (Abb.1) sind abgewandelte Weibchen, die vor der Oocyten — Produktion
im vierten Larvalstadium [HERMAN, 2005] als fakultative Mannchen Spermazellen produzieren
und speichern, d.h. sie befruchten sich dann im adulten Weibchenstadium selbst. lhre Ge-
schlechtschromosomen sind als XX vorhanden. AuBerlich sind sie am spitz zulaufenden
Schwanz und an der in der Kérpermitte liegenden Geschlechtséffnung zu erkennen. lhr Kor-
per besteht aus exakt 959 somatischen Zellen. Ein einziger Hermaphrodit kann innerhalb we-
niger Tage eine gesamte Population von Nachkommen produzieren [CORSI, 2006]. Bei
Selbstbefruchtung produziert ein Tier im Laufe seines Lebens ca. 300 Nachkommen, kommt
es allerdings zur geschlechtlichen Fortpflanzung steigt die Nachkommenschaft auf ca. 1000
Tiere an [STRANGE, 2006]. Dies begriindet sich durch den zusatzlichen Versorgungsinput der

mannlichen Spermien.
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Distal gonad

Intestine

Proximal gonad

IntroFig1

Abb. 1: Hermaphrodit von C. elegans, laterale Ansicht von links. A — mikroskopische Aufnahme mit
Hilfe eines Differential-Interferenzkontrast-Mikroskops. Zwei ovale Embryos liegen neben der Vulva-
Offnung des Tieres. B — Zeichnung mit den anatomischen Merkmalen eines Hermaphroditen: Pharynx
(griin), Intestinum (lila), Gonade (dunkelblau), Uterus (hellblau). MaRstabbalken entspricht 0,1mm.
(www.wormatlas.org)

Die kleineren und diinneren Mannchen (Abb.2) entstehen sehr selten bei Selbstbefruchtung
eines Hermaphroditen (0,1 — 0,2% der Nachkommenschaft). Dies geschieht durch Nondis-
junktion eines Geschlechtschromosoms in der Meiose zum Chromosomensatz X0 [CHASNOV
und CHow, 2001]. Bei der viel selteneren sexuellen Fortpflanzung mit vorangehender Paa-
rung sind 50% der Nachkommen mannliche Tiere. Auffallig ist ihr facherférmiger Schwanz, auf
dem sich Strukturen befinden, die sie zur Paarung benétigen. Sie besitzen genau 1031 Kor-
perzellen [CORSI, 2006].
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Vas deferens

Abb. 2: Madnnchen von C.elegans. laterale Ansicht von links. A — Zeichnung eines Langsschnitts mit
Pharynx (griin), Intestinum und Proctodeum (lila), Gonade und Samenblase (dunkelblau), Vas deferens
(hellblau), B — mikroskopische Aufnahme mit Hilfe eines Differential-Interferenzkontrast-Mikroskops
und vergroRerter Ansicht folgender Strukturen: C — einarmige Gonade, D — Strukturen am Schwanzfa-
cher, E — Schwanz einer Larve vor der Differenzierung. (www.wormatlas.org).

2.2. Anatomie von C. elegans

So wie alle Nematoden hat auch C. elegans einen einfachen Grundbauplan. Er besteht aus 2
konzentrischen Rohren, die durch einen flussigkeitsgefullten Raum, ein sogenanntes Pseudo-
coelom (der Hohlraum zwischen Ekto- und Entoderm ist nicht vollstdndig von mesodermalem
Gewebe umgeben), getrennt sind. Somit wird die Korperform Uber hydrostatischen Druck auf-
recht erhalten. Dieser wird Uber ein Osmoseregulationssystem kontrolliert. Die innere Réhre
(das Entoderm) ist der Darm. Die auf3ere Réhre (das Ektoderm) ist ein Hautmuskelschlauch,
der aus Cuticula, Hypodermis, Langsmuskulatur und Nervenzellen aufgebaut ist [LORENZEN,
2007,Woo0D, 1988]. Die Gonaden befinden sich beim Adulttier im Pseudocoel. Hypodermis
und Muskulatur sind durch eine Basalmembran getrennt [WoobD, 1988].
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Abb. 3: Medianer Querschnitt eines adulten Hermaphroditen (posterior) von C.elegans. (g) Gonade,
(h) Hypodermisleiste, (i) Intestinum, (m) Muskulatur, (nc) Nervenstrang, verandert nach Woob, 1988.

Die Cuticula wird von der darunterliegenden Hypodermis sezerniert. Sie ist extrazellular und
bedeckt die gesamte Kdrperoberflache, sowie den Pharynx und das Rektum. Die Oberflache
ist durch regelmaRige umlaufende Erhebungen, sogenannte Annuli, strukturiert. Im L1', im
Dauer®- und im Adultstadium haben die Tiere beidseitig tiber die ganze Kérperlange laufende
Cuticularstrukturen, die Alae. Diese sind den Tieren bei der Fortbewegung auf festen Medien
hilfreich. Je nach Funktion ist die Cuticula in verschiedenen Kérperregionen chemisch und
strukturell verschieden aufgebaut. Sie ist biegsam auf der Kérperwand, elastisch im Pharynx
und hart und starr im Spicularapparat. Die Cuticula der Kérperwand ist kein totes, unverander-
liches Gebilde, sondern ein Ort dynamischer biochemischer Aktivitdt und kann auch ohne
H&autung wachsen [LORENZEN, 2007]. Sie ist zu tber 80% [NissI, 2002] aus Collagenmoleki-
len aufgebaut. Vor jeder Hautung wird eine neue Cuticula synthetisiert. C. elegans produziert
je nach Entwicklungsstadium vier unterschiedliche Typen: Die Cuticula des L1-, des Dauer-,
des L4- und des Adult-Stadiums unterscheiden sich in Ultrastruktur und Proteinzusammenset-
zung. Von auf3en nach innen lassen sich, die fir Nematoden typischen vier Schichten unter-
scheiden: Epicuticula, Cortex-, Median-, und Basalschicht [CoX et al., 1981,LORENZEN, 2007].

! Die 4 Larvenstadien von C. elegans werden im laufenden Text als L1, L2, L3 und L4 bezeichnet.
2 Erklarung zum Begriff Dauerlarve bzw. -stadium siehe Kapitel 2.3. Entwicklungszyklus von C. elegans.
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Die groRten Unterschiede zwischen den Stadien zeigen sich in der Struktur von Median- und
Basalschicht. Bei den Entwicklungsstadien L1 und Dauerlarve enthalt die Basalschicht eine
starke gestreifte Zone, die aus ineinander verflochtenen Langs- und Querfibrillen besteht. Die
Basalschicht der adulten Cuticula besteht aus zwei Fibrillenschichten, die sich in gegensatzli-
cher Richtung um den Kdrper winden, hier ist auch die Basalschicht Uber sdulenférmige Struk-
turen mit der Medianschicht verbunden. So ergibt sich ein Hohlraum, der evt. fliissigkeitsge-
fallt ist [WHITE, 1988].

Die Hypodermis ist an Stellen mit einer gleichmafiigen Oberflache, wie z.B. in der Kérpermit-
te, syncytial und aus grof3en vielkernigen Zellen aufgebaut. Kleinere Syncytien oder Einzelzel-
len, sogenannte Saumzellen, befinden sich dort, wo Strukturen, wie z.B. die Vulva, ausgebil-
det sind. Die Hypodermalzellen von C. elegans lassen sich in vier Gruppen unterteilen: 1. das
Hauptkorpersyncytium, 2. die Saumzellen, 3. die hypodermalen Zellen des Kopf- und
Schwanzbereiches und 4. die interfazialen Hypodermiszellen [WHITE, 1988].

Das Hauptkorpersyncytium besteht beim geschlipften Tier aus 23 Nuklei und bildet hier nur
den dorsalen Teil der Hypodermis. Im Laufe der Entwicklung wird auch die ventrale Korpersei-
te durch dieses Syncytium bedeckt. Auch als Saumzellen angelegte Zellen werden in den
syncytialen Komplex mit hineingenommen. In Summe fusionieren 110 Zellen im Laufe der
postembryonalen Entwicklung. Vor der Fusion werden die diploid angelegten Zellen tetraploid
[HEDGECOCK und WHITE, 1985].

Beim geschliipften Tier ist seitlich je eine Reihe aus zehn Saumzellen angelegt. Bis auf die
vorderen sind alle wenig differenzierte, RNA-reiche Zellen, sogenannte pyronophile oder
Blast- Zellen, die sich wahrend der Entwicklung noch oft teilen. Beim adulten Tier bilden die
Saumzellen zwei Saumsyncytien, die vom Hauptkdrpersyncytium getrennt bleiben. Auch die
oben erwéhnten Alae werden von den Saumzellen produziert.[SINGH und SULSTON, 1978]. Die
Saumzellen sind auch fir das diametrische Schrumpfen wahrend der Hautung der Dauerlarve
zustandig.

Dort wo Pharynx, Anus, Vulva, die Exkretionséffnung und verschiedene sensorische Rezepto-
ren (z.B. die Amphiden) die Hypodermis unterbrechen, liegen ringférmig die interfazialen Hy-
podermiszellen. Diese sind unterschiedlich ausgebildet: Bei sensorischen Organen sind es
einkernige Zellen, beim Pharynx zwei syncytiale bogenférmige Zellen und beim Anus sind es
ebenfalls bogenférmige Strukturen aus mononuklearen Zellen. Die Interfazialzellen sind in
Funktion und Morphologie Ubergangsstadien zu den angrenzenden Organen [WHITE, 1988].
Die Hypodermiszellen von C. elegans beschranken sich nicht nur alleine auf die Sezernierung
der Cuticula. So phagocytieren sie die Zellen, die wahrend der Entwicklung durch program-
mierten Zelltod ausgeschaltet werden [ROBERTSON und THOMSON, 1982,SULSTON et al.,

1983]. Sie fungieren aber auch als Depots und enthalten Speicherkérnchen und Lipidtropf-

7
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chen. Wahrend der postembryonalen Entwicklung haben verschiedene Hypodermiszellen

auch Stammzellfunktion.

Das auffélligste Merkmal der Nematodenmuskulatur ist ihre Art der Innervierung. Sie funk-
tioniert nicht wie bei anderen Metazoen Ublich Gber lange Axone der Motoneuronen, sondern
die Muskeln haben neuronenartige Fortsatze, die ins Neuropil, das Nervenfasergeflecht, hi-
neinreichen, in dem sich auch die Axone der Motoneuronen befinden [CHITWOOD und CHIT-
wooD, 1977]. C. elegans besitzt zwei verschiedene Muskeltypen: die einen sind einzelne
Muskelsarkomere mit fokalen Anschlussstellen an den Enden, die zweiten sind schrag ge-
streifte Muskeln aus mehreren Sarkomeren, die keine solche Anschlussstellen besitzen, aber
wohl Uber die Lange verteilte Kontaktpunkte zur Hypodermis haben. Alle Muskeln des Ver-
dauungssystems und der Geschlechtsorgane gehdren zum ersten Typ, die Kérperwandmus-
keln zum zweiten. Bis auf vier Muskelzellen im Pharynx sind alle einkernig [WHITE, 1988].

Die Korperwandmuskulatur besteht aus vier sich Uber die Korperlange ziehenden Muskel-
stréngen, wobei jeder in einem Quadranten des Korpers liegt. Sie liegen eingebettet in die
Hypodermis und sind tber fibrose Elemente, die durch das Zytoplasma der Hypodermalzellen
reichen, mit der Cuticula verbunden. Ein Muskel besteht aus zwei Reihen rhomboidférmiger
Zellen, insgesamt sind 95 Muskelzellen am Aufbau der Kdrperwandmuskulatur beteiligt: 23 im
linken Ventralquadranten, 24 in den anderen [SULSTON und HORVITz, 1977]. Unterschiedlich
ist auch die Innervierung der Muskelzellen: wahrend die ersten vier Muskelzellen in jedem
Quadranten durch Motoneuronen im Nervenring innerviert sind, sind die folgenden vier dual
Uber Nervenring und ventralen Nervenstrang innerviert. Die Ubrigen Zellen sind nur noch von
Motoneuronen des Ventralstrangs innerviert. Diese innervieren entweder dorsale oder ventra-
le Muskulatur. Somit sind nur Bewegungen in der Dorsoventralebene maoglich. Der Kopf hin-
gegen kann auch lateral bewegt werden, somit sind auch seitliche Suchbewegungen maglich.
Der Pharynx besitzt 20 einzelne, deutlich in acht dreifach radialsymmetrischen Schichten an-
geordnete, Muskelsarkomere, einige sind mehrkernig [ALBERTSON und THOMSON, 1976]. Die
Ubrigen Singelsarkomere des Rektalmuskels, der Darmmuskulatur und der Muskulatur der
Geschlechtsorgane — beim Mannchen am Schwanz, bei den Hermaphroditen an der Vulva,
sind lineare Muskeln und an einem Ende an epitheliale Zellen gebunden. Eine Sonderstellung
hat der anale SchlieBmuskel: er besteht aus einer einzelnen ringférmigen Zelle mit einem
durchgehenden Ring von nicht angehefteten kontraktilen Filamenten. Somit ist er ein Analo-

gon zur glatten Vertebratenmuskulatur [WHITE, 1988].

Eine 20 nm dinne Basalmembran kleidet die pseudocoelomatische Hohle aus und trennt die
Muskulatur von Hypodermis und Nervengewebe. Ebenso sind Gonade und Darm von einer
Basalmembran umhdlit. Die Membran des Pharynx ist mit 45 nm doppelt so dick [ALBERTSON
und THOMSON, 1976].
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Das Nervensystem des adulten C. elegans besteht aus 302 einfach gebauten und relativ
wenig verzweigten Neuronen. Die geblindelten Nervenfortsatze laufen in Langsrichtung oder
um den Korper herum. Der Grof3teil der Synapsen hat Mehrfachkontakte mit 2 oder mehr
Postsynapsen. Die meisten Nervenzellen befinden sich als Nervenring rund um den Pharynx,
als dorsaler und ventraler Nervenstrang entlang der Kérpermedianen und im Schwanz. Der
anteriore, circumpharyngeale Nervenring erhalt sensorische Signale von der Kopfregion, wo
auch die meisten sensorischen Rezeptoren liegen, und leitet motorische Signale an die bei-
den Nervenstrange weiter. Innen liegen genau angeordnet die Axone der Motoneuronen.
Ventral zweigt ein Nervenstrang ab, der sich Uber die gesamte Kdérperlange bis zur Praeanal-
region ausdehnt, wo er in einem Ganglion endet. In diesem Praeanalganglion werden auch
die sensorischen Inputs der Schwanzregion verarbeitet. Uber die gesamte Lange des Vent-
ralstranges sind Motoneuronen fur die Kdrperwandmuskulatur verteilt. Kommissuren ziehen
um den Korper auf die Dorsalseite, bilden hier den dorsalen Nervenstrang und innervieren die
Dorsalmuskulatur [WHITE et al., 1988].

Im Inneren des Tieres verlauft die zweite Réhre, der Darm. Er ist gerade und besteht aus
Mundo6ffnung, Pharynx, Intestinum, Rektum und Anus.

C. elegans ist ein Filtrierer. Er nimmt alles Organische auf, das in seine Mundoffnung passt.
Der zweilappige Pharynx besteht aus zwanzig Muskelzellen, zwanzig Neuronen, neun Epi-
thelialzellen und neun spezialisierten Epithelialzellen (Marginalzellen). Der Pharynx ist nach
der Mundhohle in vier Abschnitte gegliedert: den vorderen Procorpus, den birnenférmigen
Metacorpus, den zylindrischen Isthmus und den Terminalbulbus. Der Querschnitt ist dreistrah-
lig: das Zentrallumen besteht aus drei symmetrisch angeordneten Muskelzellen, die die Nah-
rung zerquetschen und in den Darm pumpen. Drisenzellen produzieren Sekrete, die fur das
Einspeicheln der Nahrung aber auch fiir die Ablésung der pharyngealen Cuticula wahrend der
Hautung zusténdig sind.

Nach einem pharyngeal-intestinalen Ventil folgt das Intestinum. Es ist eine Rohre, die aus
zwanzig mit Microvilli besetzten Zellen besteht. Wie viele Zellen bei C. elegans sind auch sie
multifunktional: Sie produzieren Verdauungsenzyme, absorbieren Nahrstoffe und wirken als
Speicher fur Lipide, Proteine und Kohlehydrate. Auch spielen sie eine bedeutende Rolle bei
der Ernahrung der Keimzellen.

Das Rektum ist vom Intestinum durch das intestinal-rektale Ventil getrennt. Drei Muskel be-
finden sich in der Rektalregion: der Analdepressor, der bei Kontraktion das Dach des Anus
hebt, der SchlieBmuskel, der sich rund um das intestinal-rektale Ventil befindet und dieses

schlieen kann und zwei Intestinalmuskeln [WHITE, 1988].

Das einfache Exkretionssystem besteht aus drei Zellen: einer einzigen sehr grof3en, H-
formigen Exkretionszelle (die grof3te einkernige Zelle von C. elegans) und deren Fortsatze,
9
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zwei Exkretionskanélen, die sich tber die ganze Lange des Tieres ziehen. Im vorderen Kor-
perabschnitt werden die Exkrete Uber eine Ductuszelle zur Exkretionspore, die von einer Po-
renzelle gebildet wird, nach aul3en geleitet. Ans Exkretionssystem ist noch eine zweikernige
Drisenzelle, die ihre Sekrete in den Exkretionskanal abgibt, gekoppelt. Ihre Funktion ist nhoch
unklar. Die Exkretionszelle ist zur VergréRerung der Oberflache mit Canaliculi, kleinen einsei-
tig geschlossenen Kandlen, die ins Zytoplasma ragen, gesaumt. In der Dauerlarve pulsieren
die Exkretionskanale, wobei ungeklart ist, wie sie das tun, da keine Muskelfilamente im Zytop-
lasma zu sehen sind. Das Exkretionssystem ist vermutlich auch fir die Osmoregulation ver-
antwortlich. Wird die Osmolaritat des externen Mediums verandert, andert sich auch der Puls
der Kanale. Am schnellsten — um das funf bis sechsfache - pulsieren sie in destilliertem Was-
ser [NELSON und RIDDLE, 1984]. Werden die Ductuszellen amputiert, blahen sich die Tiere im
hypotonischen Medium mit Flussigkeit auf und sterben [NELSON und RIDDLE, 1984].

Das Reproduktionssystem der Hermaphroditen besteht aus einer symmetrisch angelegten,
zweilappigen Gonade, wobei sich, ausgehend von der Mitte des Tieres, ein Lappen in den
vorderen und einer in den hinteren Kdrperteil des Tieres erstreckt. Jeder Lappen ist U-férmig
gebogen und besteht aus einem distal zum Uterus gelegenen Ovar. Proximal liegen der Ovi-
dukt und die Spermatheca [HIRSH et al., 1976,KIMBLE und HIRSH, 1979] . Die aus drei somati-
schen Zellen gebildeten Ovarien enthalten die syncytialen Stammzellen. Der zentrale Zytop-
lasmastrang wird im Querschnitt von 12 Zellkernen umschlossen, insgesamt enthalt das
Stammzellsyncytium ca. 1300 Zellkerne. Diese sind anfangs mitotisch, durchlaufen dann die
Prophase und erreichen das Diakinese-Stadium wenn sie in den Oviduct geleitet werden. An
der Biegung der Lappen sind die Zellkerne schon mit Membranen umgeben — sie sind zu Oo-
zyten geworden. Wahrend sie den Rest des Oviducts passieren, reifen sie weiter heran und
werden mit Dottermaterial, das im Darm synthetisiert wird, angereichert [KIMBLE und SHAR-
ROCK, 1983]. Der syncytiale Kontakt und die Verbindung zur Rachis bleiben bis kurz vor der
Befruchtung erhalten. Die beiden Spermathecae, die sich am Ende der Oviducte befinden,
bestehen aus jeweils 22 ziemlich kleinen endothelialen Zellen. Jede enthalt bei jungen Adult-
tieren ca. 150 améboide Spermien. Die Oviducte er6ffnen sich nach einer raffiniert gebauten
Klappe — um ein Ei durchzupressen wird sie mehrmals geotffnet, somit wird der Befruchtungs-
erfolg erhdht und mitgeschwemmte Spermien kénnen wieder in die Spermatheca zuriickwan-
dern - in einen gemeinsamen Uterus. Dieser besteht aus 50 vor allem endothelialen Zellen
und mundet Uber eine erhabene Vulva, die von acht Muskeln ged6ffnet wird, nach aul3en.

Die mannliche, einlappige Gonade beginnt in der Kérpermitte, erstreckt sich ins anteriore En-
de, macht ebenfalls eine U-formige Biegung und miindet am proximalen Ende in der Kloake
beim Schwanz nach aufRen [HIRSH et al., 1976,KIMBLE und HIRSH, 1979] . Die mitotischen

Stammzellen befinden sich am distalen Ende der Gonade. Die fortlaufenden meiotischen Sta-
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dien, zwei meiotische Teilungen werden durchlaufen, bilden sich vom distalen Ende bis zum
Samenvesikel. Dort findet die Endreifung der Spermatiden, die bis zu ihrer Ejakulation dort
gespeichert werden, statt. Bei der Kopulation werden sie dann durch einen Vas deferens in
die Kloake geleitet, die in der Mitte eines facherformigen Schwanzes, der mit 9 sensorischen
Rezeptoren — den Strahlen — besetzt ist, nach auf3en mindet. Vor und hinter der kloakalen
Offnung befinden sich weitere Sinnesrezeptoren: das Hook-Sensillum und zwei postkloakale
Sensillen. Mittels dieses Schwanzes werden die Spermien an das fakultative Weibchen tber-
tragen. Zwischen der Einmindung von Darm und Genitaltrakt liegt das Proctodeum, welches
zwei einklappbare, U-férmige Spiculae enthélt. Begegnet ein Mannchen einem Hermaphrodi-
ten, so sucht es mit Hilfe des Hookschen Sensillums die Vulva des Weibchens. Die Sensoren
auf den Facherstrahlen leiten die Suchbewegungen an. Durch Einfiihren der beiden Kopula-
tiosspiculae verbinden sich die beiden Tiere. [SULSTON et al., 1980]. Nun kommt es zur Uber-
tragung der Samen. Insgesamt sind 41 Muskeln an der Kopulation beteiligt.

C. elegans besitzt an Sinnesstrukturen chemische, mechanische und thermische Rezepto-
ren. Diese sind Neuronen, die mit Cilien ausgestattet sind, welche durch die Cuticula hinaus-
ragen. An drei Stellen sind mehrere, vor allem chemische Sinnesneuronen konzentriert: an
der apikalen Spitze (Amphidium), im Pharynx (labiale Sinnesoffnungen) und am Schwanz
(Phasmidium) [BARGMANN, 2006]. Hermaphroditen besitzen 30 mechanosensorische Neuro-
nen. Mannliche Tiere haben 52 zusatzliche, die sich hauptsachlich in der Schwanzregion be-
finden [GOODMAN, 2006]
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2.3.  Entwicklungszyklus von C. elegans (siehe auch Abb. 4)

Adult (1110-1150 pm)
(capable of egg laying)

8 hf psmem—
in utero development

(150 min)

Young adult s laid at Gastrula
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: 12 hr
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Abb. 4: Entwicklungszyklus eines C.elegans Hermaphroditen bei 22°C. Erklarung siehe Text [CORsI,
2006].

Wie unter 2.2. beschrieben, passieren die reifen Oozyten die Spermatheca und werden dort
befruchtet. Die Zygote entwickelt eine harte, chitinése Schale und eine Vitellinmembran, die
den Embryo fur die meisten gelosten Stoffe undurchlassig machen und ihn aul3erhalb des
Uterus vor verschiedensten Umwelteinfliissen schiitzen. Bei 22°C bleiben die Eier ca. 3 Stun-
den nach der Befruchtung, bis zum Gastrulationsstadium, im Uterus und werden mit 55 Zellen
[ScHNABEL und PRIESS, 1997] durch die Vulva abgelegt. Die Embryogenese wird in zwei Pha-
sen mit anndhernd gleicher Dauer unterteilt: 1. Zellproliferation und Organogenese, 2. Mor-
phogenese.

In der Proliferationsphase verlaufen bei allen Embryonen Zellteilungen, Zellbewegungen und
das Absterben mancher Zellen in einem starren Schema nach genauen zeitlichen und raumli-

chen Mustern. So besteht der kugelférmige Embryo ca. sieben Stunden nach der Befruchtung
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aus anndhernd 550 Zellen, damit ist die Proliferationsphase abgeschlossen. In den néchsten
Stunden streckt sich der Korper in die Lange, Neuronen differenzieren sich und verschalten
sich zu neuronalen Prozessen. Abschlie3end wird die erste Cuticula gebildet. Das sogenann-
te ,Brezelstadium® (wegen der Dreifaltung des Embryos) ist erreicht.

Das erste Larvalstadium, die L1 Larve, schlipft mit einer Lange von 250 um, ca. 8-9 Stunden
nach der Eiablage[CORsI, 2006,RIDDLE, 1988]. Bei Futterentzug stoppt die L1 ihre Entwick-
lung. Die hermaphroditische L1 besteht aus 558 Zellen, mannliche L1 aus 560. Fir die ge-
samte Entwicklung von C. elegans hat John Sulston einen Zellstammbaum beschrieben
[SULSTON, 1988].

In den néchsten 50 Stunden werden 3 weitere Larvalstadien, L2 (360-380 um), L3 (490-
510um) und L4 (620-650um), durchlaufen. Am Ubergang von einem Larvalstadium zum
nachsten hauten sich die Tiere.

Sind die Lebensbedingungen schlecht (Nahrungsentzug, zu viele Tiere, zu hohe Temperatu-
ren), entwickeln sich die L1 — Tiere zu einem Ruhestadium, der sogenannten Dauerlarve. So
konnen ungunstige Bedingungen im natirlichen Lebensraum ohne gesamten Populationsaus-
fall lange Zeit Uberstanden werden. C. elegans ist aber somit auch ein Zwischenglied auf dem
evolutiven Weg in Richtung Parasitismus innerhalb der Nematoden. Viele Vertreter dieser
Gruppe sind als Parasiten bekannt. Um einen Wirtswechsel vollziehen zu kdnnen, sind solche
Dauerstadien sehr hilfreich, da somit unwirtliche Bedingungen bis zur Aufnahme durch einen
neuen Wirt tUberlebt werden kénnen. Die Dauerlarven von C. elegans leben vier- bis achtmal
langer als Tiere, die sich ohne Dauerstadium entwickelt haben und nur ca. drei Wochen alt
werden. [RIDDLE, 1988]. Die zeitliche Lange des Dauerlarvenstadiums hat allerdings keine
Auswirkung auf das nachfolgende Lebensalter [KLASS und HIRSH, 1976]. Wie lange das
Dauerlarvenstadium andauern kann, hangt nach Riddle von der Menge an vorher gespeicher-
ter Energie ab [RIDDLE, 1988]. Beendet wird es jedenfalls durch verbesserte Umweltbedin-
gungen. Im Labor beginnt die weitere Entwicklung eine Stunde nach Umsetzen in frisches
Medium, nach zwei bis drei Stunden beginnen die Tiere wieder zu fressen. Nach weiteren

acht bis zehn Stunden schlipft eine L4 — Larve, die sich dann normal weiterentwickelt.

13



2. Caenorhabditis elegans

2.4. Forschungsgeschichte von C. elegans

Caenorhabditis elegans wurde im Jahr 1900 von E. Maupas als Rhabditis elegans erstmals
beschrieben. Bereits 1948 wurde der potentielle Wert von Rhabditis — Arten fur die genetische

Forschung erkannt [DOUGHERTY und CALHOUN, 1948].

1952 wurde die Art von G. Osche dem Subgenus Caenorhabditis zugeordnet und 1955 von E.
C. Dougherty, der zuerst am Kaiser Foundation Research Institute in Richmond, California,
und von 1961 bis zu seinem Tod 1965 am Department of Nutritional Sciences an der Universi-

ty of California in Berkeley arbeitete, als eigener Genus benannt [RIDDLE et al., 1997].

1965 wahlte Sydney Brenner, Molekularbiologe am Medical Research Council Laboratory of
Molecular Biology in Cambridge, England, Caenorhabditis elegans als Versuchstier um an ihm
mit molekularbiologischen Methoden Entwicklungs- und Verhaltensbiologie zu untersuchen.
[BRENNER, 1973, BRENNER, 1988].

Fur die Forschungsgeschichte sind 2 Stamme von C. elegans von Bedeutung: der Bergerac-
Stamm, der 1949 von Victor Nigon von der Université von Lyon aus einer Bodenprobe ge-
wonnen wurde, und der Bristol — Stamm, der von L.N. Staniland aus einer Pilz Kultur isoliert
wurde. Nigon beschrieb am Bergerac-Stamm 6 haploide Chromosomen und die 2 Reproduk-
tionsvarianten Selbstbefruchtung der Hermaphroditen und Kreuzung dieser mit ménnlichen
Tieren. 1949 wurde von Nigon und Dougherty durch Kreuzung der beiden Stamme erkannt,
dass es sich beim Bergerac- und beim Bristol-Stamm um dieselbe Art, C. elegans, handelt.
Bevor Sydney Brenner 1965 C. elegans fir seine Studien auswahlte, arbeitete in den 1960er
Jahren schon Dougherty intensiv an den Kultivierungsbedingungen fur Caenorhabditis — Ar-
ten. Er entwickelte auch die Haltung auf mit E. coli geimpften Agar-Schalen [RIDDLE et al.,
1997].

Der Grofteil der grundlegenden Forschung zur Genetik von C. elegans wurde am Bristol-
Stamm durchgefiihrt, da die Mannchen des Bergerac-Stammes nahezu ganzlich infertil und
die Hermaphroditen temperatur-sensitive sterile Mutanten sind. Brenner begann seine For-
schungen mit Tiere der N2 — Linie des Bristol-Stammes, die er im Frihjahr 1965 von Dougher-

ty erhielt.

Bis heute wurden Wildtyp-Stamme aus aller Welt isoliert [FITCH und KELLEY THOMAS, 1997].
Diese haben nach Barker zwar manchmal abweichende Merkmale, jedoch sind sie alle mit
dem N2 Laborstamm fertil. 1965 wurde der N2 Laborstamm als Wildtyp-Referenz definiert
[RIDDLE et al., 1997].

Vor 1970, also noch bevor Brenner seine ersten Arbeiten mit C. elegans als Versuchstier ver-

offentlichte, war eigentlich C. briggsae der weitaus haufiger verwendete Labororganismus.
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Durch Brenners Erfolge begann fur den kleinen Bodennematode allerdings einen wissen-
schaftlicher Hohenflug. Im Nachhinein wurden auch einige C. briggsae Laborlinien als C. ele-
gans erkannt, da urspringlich C. briggsae als C. elegans beschrieben und erst spater als

neue Art klassifiziert wurde [RIDDLE et al., 1997].

Nach Sydney Brenners Meinung bot C. elegans aufgrund folgender Eigenschaften groRRes

Potential fiir genetische Analysen [BRENNER, 1988]:

- Er besitzt einen raschen Lebenszyklus (Entwicklung in 3 Tagen).

- C. elegans ist klein, adult wird er nicht langer als 1,5mm.

- Die Haltung im Labor ist denkbar einfach. Tausende Tiere kénnen in Petrischalen auf Esche-
richia coli — Bakterienrasen geziichtet werden.

- Ein Hermaphrodit produziert 300 bis 350 Nachkommen. Das ist mehr als ein T4 — Phage bei
der Infektion einer E. coli — Zelle produzieren kann.

- Einmalig unter den bis dato verwendeten Versuchstieren waren die Fortpflanzungsmaglich-
keiten von C. elegans: einerseits die sich selbst befruchtenden Hermaphroditen, anderer-
seits zusétzlich die Mdglichkeit zur Kreuzung, ermdglicht durch Befruchtung durch ménnliche
Tiere. Diese Mdglichkeit bot vorher nur ein pflanzlicher Versuchsorganismus: Zea mays.

- C. elegans besitzt ein relativ kleines Genom, das nur 20mal gré3er als das von E. coli ist.

- C. elegans hat eine einfache Anatomie. Sein Kdrper ist nur aus ca. 1000 Zellen aufgebaut,
wobei das Nervensystem aus exakt 302 Zellen besteht.

Brenner hatte schon damals die Idee einen neuronalen Schaltplan mittels elektronenmikros-
kopischer Betrachtung von serialen Schnittreihen zu erstellen. Eine Vision, die 20 Jahre spéa-

ter von J. E. White realisiert wurde [WHITE et al., 1988].

Die hohe Qualitat der von Nichol Thomson, einem Mitarbeiter von Sydney Brenner, angefer-
tigten elektronenmikroskopischen Aufnahmen, hatte ebenfalls grol3en Einfluss auf Brenners
Entscheidung. Anfangs begann er handisch das Nervensystem nachzukonstruieren. Um Prin-
zipien neuronaler Verschaltungen zu erkennen, konzentrierte er sich auf das retrovesikulare
Ganglion, das am anterioren Ende des Tieres liegt und ein Teil des ventralen Nervenstrangs
ist. 1970 entwickelte Brenner dann eine Software zur Rekonstruktion der Zellmorphologie an-

hand elektronenmikroskopischer Schnittfolgen [RIDDLE et al., 1997].

Der Kritikpunkt friher Skeptiker, dass C. elegans zu wenige morphologische und verhaltens-

biologische Merkmale besitzen wirde und somit ein Erkennen der Gen Funktion schwierig bis

unmdglich ware, wurde durch die Veroffentlichung Brenners erster genetischer Karte, sie

enthielt mehr als 100 verschiedene genetische Loci, etwas abgeschwécht [BRENNER, 1974].

Aber der Erfolg war unaufhaltbar, weitere Forschungsarbeiten anderen Wissenschafter folg-

ten: S. Ward (1973) und D.B. Dusenberry (1974) publizierten Gber die Wirkung von chemoatt-
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raktiven Stoffen, S. Ward und R. W. Ware veroffentlichten 1975 unabhangig voneinander Ar-
beiten Uber die Ultrastruktur verschiedener Sinnesorgane, J.A. Lewis und J.A. Hodgkin arbei-
teten Ender der 1970er Jahre mit C. elegans Mutanten mit defekter Chemotaxis [RIDDLE et al.,
1997].

Heute sind alle Neuronenverbindungen des Hermaphroditen Nervensystems bekannt. Das
381 Zellen umfassende Nervensystem der Mannchen wurde von der Forschungsgruppe rund
um J.E. White teilweise mittels elektronenmikroskopischer Untersuchungen rekonstruiert
[WHITE et al., 1988]. All diese Untersuchungen fuihrten zu detaillierten Modellen, wie Neuronen
gemeinsam Verhalten generieren. Die ultrastrukturellen Forschungen von E.M. Jorgensen und
C. Rankin[JORGENSEN und RANKIN, 1997] fuhrten zu Gberraschenden Beispielen fur Plastizitat
in der neuronalen Entwicklung (JORGENSEN und RANKIN, 1997). Mit Hilfe von Wildtyp-
Diagrammen wurden weitere Erkenntnisse uber die Interpretation von Verhaltens- und Loko-
motionsmutanten und den rdumlichen Einsatz und die Funktion von Neurotransmittern ge-
wonnen [DRIscoLL und KAPLAN, 1997,RAND und NONET, 1997].

Die Transparenz der Tiere und ihre Konstanz in Zellanzahl und Zellposition zeigten sich bald
als eindeutige Vorteile fur die Entwicklungsforschung. C. elegans ist das ideale Versuchsob-
jekt fur die Verwendung von Lasermikrochirurgie mit Hilfe der differentialen Interferenz-
Kontrastmikroskopie, da jede Zelle zuganglich ist. Die Eutelie (konstante Anzahl von Zellen)
ist von fundamentaler Bedeutung fiir die Entdeckung und verlassliche Auswertung von mutan-
ten Phanotypen mit abgeanderten Zelllinien. Die gesamte Zellentwicklung vom befruchteten
Ei bis zum adulten Organismus wurde von der Forschungsgruppe rund um John E. Sulston an

lebenden Tieren untersucht [SULSTON et al., 1988].

Brenners ldeen konnten mit den damals verfligbaren technischen Maéglichkeiten noch nicht
ausgefiuihrt werden. Folgende heute alltdgliche Methoden und Forschungsergebnisse bestati-
gen aber die Brauchbarkeit dieses Organismus: Klonen, genetisches Mapping des Genoms,
Transposon-ldentifizierung (,tagging“), reverse Genetik, Keimlinien DNA Transformation, ge-
netische Mosaike und die schon oben erwdhnte Lasermikrochirurgie. Mittlerweile gibt es um-
fangreiche Sammlungen von Methoden und Informationsquellen zur Analyse von C. elegans
[EPSTEIN und SHAKES, 1995, STRANGE, 2006, WORMBASE, WS188].

Am Anfang war die molekulargenetische Forschung gezwungenermal3en auf Gene be-
schrankt, die fur biochemisch nachweisbare Produkte kodieren. Fur Gene, die die neuronale
Entwicklung und Funktion beeinflussen, fehlten damals noch dementsprechende Methoden.
Die ersten Forschungsergebnisse auf diesem Gebiet wurden zu den Themen Muskelaufbau
und Muskelfunktion erzielt. Das unc-54 Gen, es kodiert fir die schweren Myosinketten der

Korperwandmuskulatur, wurde deshalb von H. F. Epstein ausgewahlt, weil das transkribierte
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Protein eines der haufigsten im Korper ist und leicht mit SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese) analysiert werden kann. Die Forschungsarbeiten an unc-54
hatten einen grof3en Einfluss auf die Muskelforschung, da bis dahin Myosin biochemisch Uber
Proteinsequenzierung untersucht wurde. Unc-54 war das erste identifizierte und geklonte Gen
von C. elegans und war somit ein Wegbereiter um homologe Gene in anderen Organismen zu
klonen. Die Studien weiteten sich auf andere Muskelgene und Muskelproteinkomponenten
aus und so wurden die Analyse der Muskelzusammensetzung und die Erkenntnisse Uber die
Muskelfunktion zu einem bedeutenden Bestandteil der C. elegans Forschung [MOERMAN und
FIRE, 1997].

1969 wurde das Problem der Aufbewahrung und Lagerung von Wildtyp- und Mutantenstam-
men gelost [SULSTON und HODGKIN, 1988]. Ahnlich wie Saugerzellkulturen kénnen auch C.
elegans Stamme Uber viele Jahre in flissigem Stickstoff bei -80°C aufbewahrt werden. Sie
sind nach 25 Jahren noch lebensfahig. Jederzeit kann auf tief gefrorene Referenzstamme
zuriickgegriffen werden. Ebenso wurde die Verwaltung grof3er Sammlungen von Mutanten
erheblich vereinfacht, da diese Methode der Aufbewahrung einerseits Uber lange Zeit weitaus
weniger Kosten verursacht, andererseits Verlust oder Falschkennzeichnung von Stammen

durch wiederholte Transfers von wachsenden Kulturen wesentlich reduziert werden kann.

Auch in der Entwicklungsbiologie waren Ende der 1970er Jahre erste wissenschaftliche Er-
kenntnisse zu verbuchen. Die Untersuchung der Embryogenese durch die Arbeitsgruppen um
R. Vanderslice und G. von Ehrenstein, die Determinierung des Geschlechts durch J.A. Hodg-
kin und S. Brenner, die Erforschung der Larvalentwicklung durch R.C. Dassada und R.L. Rus-
sell und die Erforschung der postembryonalen Zellentwicklung von J.E. Sulston und H.R. Hor-

vitz brachten die Entwicklungsgenetik in Schwung [RIDDLE et al., 1997].

Die neuen Erkenntnisse in der molekularen Genetik wurden aber auch bald fir die Erfor-
schung des Nervensystems eingesetzt [ANTEBI et al., 1997, RUVKUN, 1997].

2002 erhielten S. Brenner, H. Robert Horvitz und John E. Sulston fir ihre Forschungsarbeiten
auf dem Gebiet der genetischen Regulierung der Organentwicklung und des programmierten

Zellsterbens den Nobelpreis fir Physiologie und Medizin.
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2.5. C. elegans als Modellorganismus in der aktuellen molekularbiologischen

Forschung

2.5.1. Aktuelle Forschung und Informationsquellen

C. elegans war das erste metazoische Lebewesen bei dem das gesamte Genom (19.735 pro-
teincodierende Gene und lber 1300 nichtcodierende RNA-Gene [HILLIER et al., 2005]) er-
forscht war [THE C. ELEGANS SEQUENCING CONSORTIUM, 1998].

Wenn man die 90er Jahre des 20. Jahrhunderts als die ,Dekade des Genoms"“ bezeichnet, in
dem Organismus nach Organismus sequenziert wurde, muss das erste Jahrzehnt des 21.
Jahrhunderts die ,Dekade der Genomfunktion“ genannt werden, da das Hauptaugenmerk bei
der Erforschung der Gen-Funktion, -Regulation, -Interaktion und -Expression liegt [HILLIER et
al., 2005].

Bis heute sind in mehr als 14.600 Artikeln (Recherche vom 3.10.2008 bei PubMed:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) tber alle Aspekt dieses Organismus wissenschatftli-

che Erkenntnisse niedergeschrieben worden.

Einige aktuelle molekularbiologische Forschungsschwerpunkte sind: Krebsforschung und Tu-
morgenese [JANNOT und SIMARD, 2006, KATO und SLACK, 2008, SKAFTNESMO et al., 2007],
Altersforschung [ANTEBI, 2007, GOLDEN und MELovV, 2007, KENNEDY, 2008, PIPER et al., 2008,
SYNTICHAKI et al., 2007, ZAHN und Kim, 2007] [TAVERNARAKIS, 2007], Apoptose [DOMINGOS
und STELLER, 2007, KOURTIS und TAVERNARAKIS, 2007, LETTRE und HENGARTNER, 2006,
O'NEIL und ROSE, 2006, SAMARA und TAVERNARAKIS, 2008] und RNA-Interferenz [BOISVERT
und SIMARD, 2008, CALDERON und LAVERGNE, 2005].

Um sich Uber den kleinen Nematoden zu informieren gibt es eine Reihe von Informationsquel-
len aus dem Internet. Igor Antoshechkin und Paul W. Sternberg haben diese in ihrer Arbeit
»1he Versatile Worm: Genetic and Genomic Resources for Caenorhabditis elegans research®
auf sehr Ubersichtliche Art und Weise zusammengefasst [ANTOSHECHKIN und STERNBERG,

2007]. Es soll nur auf einige eingegangen werden:

e C. elegans II: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=ce2.TOC/

Dieses Onlinebuch bietet viele grundlegende Informationen Uber eine ganze Reihe von
Themen, die sowohl fiir Anfanger als auch fur erfahrene C. elegans Forscher sehr
brauchbar sein kénnen, trotzdem muss gesagt werden, dass es schon 11 Jahre alt und

daher nicht auf dem neuesten Stand ist.
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WormBook: http://www.wormbook.org/

Dieser online Review wird stdndig mit neuen Artikeln aktuell gehalten (derzeit sind es
147) und bietet somit neueste Erkenntnisse auf dem Gebiet der C. elegans Forschung.
Das WormBook ist in 13 Kapitel unterteilt: Genetics and genomics, Molecular biology,
Biochemistry, Cell Biology, Signal transduction, Developmental control, Post-
embryonic development, Sex determination, The germ line, Neurobiology and beha-

vior, Evolution and ecology, Disease models and drug discovery und WormMethods.

WormAtlas: http://www.wormatlas.org/

Hier finden Fragen zur Anatomie des Wurmes eine Antwort. Das Anatomie — Hand-
buch erklart, ergénzt durch viele elektronenmikroskopische Bilder alle Organe und
Gewebstypen. Es gibt eine Reihe von Zellstammbaumen, einen Color Code fir die
dargestellten Organe und Gewebe, die Darstellung aller Neuronen von C. elegans, An-
leitungen zur Zellidentifikation mit vielen detailierten Abbildungen, eine Datenbank fur
Genexpressionen, sichtbar gemacht mit Hilfe des GFP (Green Fluorescence Protein)
und Anleitungen fur anatomische Methoden. Zusatzlich gibt es auch noch ein Glossar
mit anatomischen Termini. Unter ,links“ findet man eine Reihe von Filmen und viele

Laborprotokolle.

Wormlmage: http://www.wormimage.orq/

Ist die begleitende Bilddatenbank von WormAtlas und enthalt tausende elektronenmik-

roskopische Aufnahmen.

WormBase: http://www.wormbase.org/

Die WormBase ist die bedeutendste Datenbank lber C. elegans und verwandte Ne-
matoden. Sie enthalt:
o alle Gensequenzen von C. elegans, C. briggsae und C. remannei
o Funktionsbeschreibungen von allen nahezu 20.000 C. elegans Genen
o umfangreiche Informationen tber mutante Allele und deren Ph&notypen
o RNA#® Screens des gesamten Genoms
o genetische Karten, Marker und Polymorphismen
o die physische Karte von C. elegans
o den Zellstammbaum
o das Verschaltungsdiagramm des Nervensystems
o Protein — Protein Interaktionsdaten

o Beziehungen in der genetischen Regulation

3 Erklarung RNAI: siehe Kapitel 4.3.3. RNA - Interferenz
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o Detalls Uber intra- und interspezifische Homologien (mit links zu Datenbanken

anderer Modellorganismen)

o aufRerdem ist die WormBase mit anderen Gen — Datenbanken verknupft.
Einerseits enthélt diese Datenbank eine Fulle von Informationen Uber Gene und Gen-
produkte, andererseits dient sie aber auch der Veroffentlichung neuer Forschungser-
gebnisse fur die ,C. elegans Research Community®. Als tools dienen WormMart und
Genome Browser zum Finden von Genen und dazugehérigen Informationen und
TextPresso — eine eigene Suchmaschine flr publizierte C. elegans Literatur.
WormBase ist eine Zusammenarbeit zwischen dem Wellcome Trust Sanger Institut,
dem Cold Spring Harbor Labor, der Washington University in St. Louis, und dem Cali-
fornia Institute of Technology. Unterstitzt wird sie durch die National Institutes of
Health und das British Medical Research Council.

Jedenfalls ist die Fulle von Datenbanken und Informationsquellen ein Schritt in Richtung eines
gesamten Netzwerkes, in dem alle einzelnen Informationen (kodierende Transkripte, nicht-
kodierende Transkripte und open reading frames) tber ihre Beziehungen miteinander verkupft

werden — ein ,glaserner Wurm® sozusagen [PIANO et al., 2006].

2.6. Untersuchungsparameter Lebensdauer, KérpergroRe, Nachkommenschaft und

Motilitat — die verschiedenen mutanten Phanotypen von C. elegans

Mutationen kénnen verschiedene phanotypische Auspragungen zeigen. Manche sind sicht-
bar, andere letal oder es ist von auf3en keine Veranderung am Individuum zu erkennen. Einen
bedeutenden Teil in der Bewertung von Untersuchungen an C. elegans nimmt die Beurteilung

der erhaltenen Phanotypen ein.

Die vier Parameter Lebensdauer, Korpergro3e, Nachkommenschaft und Motilitdt kommen in
verschiedensten Auspragungsstufen und Kombinationen vor und zeigen sich in den folgenden

am haufigsten vorkommenden bzw. verwendeten sichtbaren Phanotypen [FAY et al., 2001]:

dpy — dumpy: Diese Tiere sind in ihrem Erscheinungsbild kurz und dick. Es gibt verschiedene
Auspragungsstufen von starkem bis moderatem Charakter. Eine starke dpy — Auspragung

(,kleine FulRballe®) zeigt oft auch eine unc — phanotypische Auspragung.

unc — uncoordinated: Hier werden alle Typen zusammen gefasst, deren Motilitat in irgendei-

ner Art und Weise gestort ist. Die haufigsten Unterklassen sind: ,coiler uncs® haben eine spi-

ralférmige Bewegungsweise, ,kinker uncs® kringeln sich, ,paralyzed uncs® sind gelahmt. Au-

Berdem gibt es Tiere, die entweder in ihrer Vorwarts- oder in ihrer Rickwartsbewegung ge-
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stort sind. Uncs sehen oft unterentwickelt aus und sind typischerweise kleiner und diinner als
der Wildtyp.

sma — small: Diese Tiere sind einfach nur kleiner als der Wildtyp und sind diesem in den

Korperproportionen — im Gegensatz zum dpy — sehr ahnlich.

lon —long: Die Tiere sehen sehnig aus. Wahrend dpy und sma in einigen Fallen sehr klein im

Vergleich zum Wildtyp sein kénnen, ist der langste lon nur 50% langer als der Wildtyp.

egl — egg-laying defective: Hier gibt es den bag — Phanotyp, bei dem die Embryos bereits in
der Mutter schlipfen und das Tier wie ein cuticularer Sack mit sich windenden Larven aus-
sieht. Das Muttertier sieht vor dem Schliipfen der Larven sehr aufgeblaht aus, als ware es bis
zum Platzen mit Eiern gefillt. Diese werden eigentlich als egl bezeichnet. Vorsicht ist nur bei
alteren Tieren geboten, weil diese 6fter wie egl Tiere aussehen. LaRt man die Tiere hungern,
kommt es auch beim Wildtyp zu einem starken Auftreten von eg |- und bag — Typen. So darf
die Identifizierung dieser Typen nur auf Schalen ohne hungernde Tiere erfolgen.

let — lethals: In dieser Gruppe sind alle zusammengefasst, die wahrend der Entwicklung
(Embryo bis Larvalstadien) sterben. Aufféalliger sind natirlich larvale Todesfalle, vor allem,
wenn sie einen letalen larvalen Phanotypen, wie ,paralyzed rod* (,gelahmter Stab“) oder ,se-
vere dpy“ (,schwerer dumpy), zeigen. Tote oder sterbende Eier sind auf den ersten Blick
selbst mit einem Stereomikroskop kaum von lebenden zu unterscheiden. Um embryonale To-
desfélle zu sehen, muss das Muttertier zur Eiablage auf eine neue Schale gesetzt werden
(Ublicherweise 3 bis 11 Stunden). Nach ca. 18 Stunden bei 20°C, da sind die Wildtyp Emb-
ryonen schon geschlipft, kbnnen die Letalfdlle gezahlt werden. Andere Bezeichnungen flr

embryonale Letalmutationen sind emb und zyg.

ste — sterile: Es gibt verschiedene Varietaten dieser Gruppe. Am einfachsten zu erkennen
sind die Tiere mit offensichtlicher Sterilitat, weil sie im Adultstadium keine Eier tragen.pvl —
sterile Tiere sind auch leicht zu erkennen, da sie eine hervorstehende (,protruding®) Vulva

haben. Es gibt aber auch ,maternal-effect” Mutanten, die tote Eier enthalten.

Rol — Roller-Typ: Diese Tiere sind hufeisenformig gebogen und drehen sich am Platz um ihre
Langsachse. Dieser Phénotyp kann durch einen starken unc oder dpy maskiert werden, da

die Tiere dann nicht mehr die typischen rollenden Bewegungen durchfihren.

Bli — Blister-Typ: Die Cuticula adulter Individuen mit dieser Auspragung ist variabel mit
Blaschen besetzt, es kann sogar nur eine grof3e Blase ausgebildet sein. Dieser Phanotyp

kann durch eine Reihe von dpy und rol Mutationen unterdriickt sein.

Lin — lineage defective: Je nach Auspragung des Zellliniendefekts kénnen hier verschie-

denste Phanotypen zur Auspragung kommen.
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3. Ausgewahlte Modellorganismen der Molekularbiologie versus

C. elegans

In der wissenschaftlichen Forschung werden eine ganze Reihe von Organismen als Ver-
suchsmodelle genutzt, um biologische Vorgénge zu verstehen. Im Speziellen geht es darum,
Ursachen und Behandlungsmdglichkeiten fir Erkrankungen unserer eigenen Art zu finden.
Grundsatzliche Voraussetzungen fir die Eignung zum Modellorganismus sind einfache und
billige Haltung, einfache Manipulation und eine Fille von genetischen und molekularbiologi-
schen Hilfsmitteln. Je nach Forschungsschwerpunkt gibt es eine ganze Reihe von Eigenschaf-
ten, die als Auswahlkriterien herangezogen werden kénnen: Grol3e, Generationsdauer, Ver-
fugbarkeit, Genetik, Erhaltung von Mechanismen, etc. Da in den letzten Jahrzehnten vor allem
die molekularbiologische Forschung im Vordergrund stand, wurden auch Organismen, die in

ihrer Abstammung weiter von uns entfernt sind, verwendet.

Vergleichend auf alle verwendeten Modellorganismen einzugehen, wirde den Rahmen dieser
Arbeit bei weitem sprengen. So wird nach einer zusammenfassenden Beschreibung der Vor-
teile von C. elegans auf drei wichtige Labororganismen néher eingegangen und diese werden

mit dem Wurm verglichen.

3.1. Vorteile von C. elegans

C. elegans verfugt Uber eine Reihe von Eigenschaften, die ihn zu einem ,Vorzeigemodellor-
ganismus“ machen. Die speziellen Charakteristika von C. elegans sind [CORsI, 2006]:
- C. elegans ist ein einfacher Vielzeller: die Zahl der somatischen Zellen der adulten Tie-
re ist genau bekannt.
- Er hat verschiedene Gewebetypen, wie Muskeln, Nerven und Darm.
- Der kurze Generationszyklus macht rasches Experimentieren méglich.
- Bei Raumtemperatur ist die Entwicklung vom Embryo Uber die Larvalstadien bis zum
adulten Tier in drei Tagen abgeschlossen.
- Ein adultes Tier produziert 300 bis 1000 Nachkommen.
- Die sich selbst befruchtenden Hermaphroditen bendétigen keine Paarung, somit sind
Untersuchungen auch an Tieren mdglich, die sich nicht paaren kénnen. Aul3erdem lie-
fern sie homozygote Mutationen. Sind Kreuzungen fir die Forschungsarbeit notwen-

dig, werden Mé@nnchen zur Paarung verwendet.
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- Die Tiere sind durchsichtig. Somit kdnnen Zeitablaufe, wie Mitose oder Zytokinese in
Echtzeit beobachtet werden. Aulzerdem ist die Verwendung von GFP (Grin fluoreszie-
rendes Protein, dieses gehort zu den fluorescent reporter genes) moglich.

- Bei der Arbeit mit RNA — Interferenz ist eine rasche Bewertung der Genfunktion még-
lich.

- Die Embryogenese wurde genau erforscht [KiMBLE und HIRSH, 1979, SULSTON und
HORVITZ, 1977, SULSTON et al., 1983]: Es gibt Abbildungen zur gesamten Larvalent-
wicklung. Diese sind besonders hilfreich flr die Interpretation von Mutationsphénoty-
pen auf niedrigem Zellniveau.

- Die Tiere Uberleben Einfrieren unbeschadet, und bei Futterentzug, zu hoher Indivi-
duendichte oder zu hohen Temperaturen werden zwischen 1. und 2. Larvalstadium

Dauerlarven gebildet. Das heif3t die Tiere kdnnen lange Zeit aufbewahrt werden.

3.2 Mus musculus

3.2.1. M. musculus als Modellorganismus

Die Maus ist das am langsten verwendete Versuchstier in der biomedizinischen Forschung.
Im alten Japan und China wurden die Tiere wegen ihrer spontan auftretenden Fellfarbvaria-
tionen gehalten und gezichtet. Im 17. Jahrhundert wurden in Europa diese Tiere mit lokalen
Mausrassen gekreuzt. So entstanden die Vorlaufer der heutigen Labormaus. Gregor Mendel
héatte seine Kreuzungsversuche mit der Labormaus gemacht, wenn ihm nicht der Bischof An-
ton Ernst Schaffgotsch verboten hatte mit diesen ,unzichtigen®, weil kopulierenden, Tieren

sein Zimmer zu teilen [HENIG, 2001].

Der Franzose Lucien Cuénot war dann der erste, der nach der Wiederentdeckung der Men-
delschen Regeln Untersuchungen zur Vererbung der Fellfarbe an Mausen durchfiihrte und als

erster multiple Allele beschrieb [CUENOT, 1905, PAIGEN, 2003].

C. C. Little, Grunder des Jackson Laboratory, arbeitete in der 1920er Jahren an M&usen mit
transplantierten Tumoren. Diese Untersuchungen fuhrten in weiterer Folge zur Entdeckung
des Histokompatibilitatskomplexes, der Immunerkennung und Gewebevertraglichkeit reguliert
[SNELL, 1948]. Untersuchungen zur genetischen Basis vom Auftreten spontaner Neoplasmen
fuhrten zur Entdeckung der Retroviren [BRYAN et al., 1942, VISSCHER et al., 1942] und ihrer
Rolle in der Tumorbildung [MUHLBOCK und BENTVELZEN, 1968, VARMUS et al., 1972]. Die Ver-
wendung der Labormaus als genetisches Modell zur Ziichtung verschiedener Inzuchtstamme
fuhrte in den 1960er bis 1980er Jahren zu grundlegenden Erkenntnissen in verschiedenen
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Bereichen der Saugerbiologie, wie z.B.: Geschlechtsdetermination [LYON, 1961] und Hormon-
regulation [PAIGEN, 1961a, PAIGEN, 1961b, SWANK et al., 1973]. 1980 waren schon tber 300
Inzuchtstamme bekannt. Alle zurzeit verfugbaren Mausstamme findet man auf der Homepage

der Mouse Phenome Database unter www.jax.org/phenome (Recherche 8. Oktober 2008: 606

Stamme). Die Fortschritte der Mausgenetik erstreckten sich bis Anfang der 80er Jahre aber
auch auf andere Gebiete: Die Erstellung genetischer Karten, die Entwicklung kongener
Stamme, rekombinierter Inzuchtlinien und deren Variationen und Umbauten an Chromoso-

men.

Ende 1980 begann ein neuer Abschnitt der Mausgenetik: die erste transgene Maus wurde
geziichtet. Diese neue Technik fuhrte zu einer Fllle wissenschaftlicher Untersuchungen [PAI-
GEN, 2003]. Ab diesem Zeitpunkt dominierten zwei sich ergdnzende Forschungslinien: Einer-
seits die Erforschung der Funktion bekannter DNA — Sequenzen, andererseits die Untersu-
chung des Genoms bekannter Phanotypen und der Gene fir normale bzw. anormale Expres-

sion.

Das groRRe Ziel der heutigen Mausforschung ist die Mutagenese des kleinen Séaugers. Grol3e
Summen an Forschungsgeldern werden investiert um Knockout — Mause zu ziichten. So in-
vestiert das US National Institute of Health (NIH) 70 Millionen US$ in das Knockout Mouse
Project (KOMP), die wiederum mit der Europaischen (European Conditional Knockout Mouse
Mutagenesis — EUCOMM) und der Kanadischen (North American Conditional Knockout Mou-
se Mutagenesis — Nor-COMM) Initiative zusammenarbeiten. Um fiir alle 25.000 Gene Knock-

out — Linien zu ztichten wiirde man 7 Millionen Tiere benétigen [Qiu, 2006].

Ebenso wie fir C. elegans gibt es auch fir den Modellorganismus Mus musculus eine Reihe
von Informationsquellen aus dem Internet, die einerseits grundlegende Informationen tber die
Verwendung der Maus als Modellorganismus bieten, andererseits aber auch durch regelméa-
Bige Aktualisierungen die neuesten Forschungsergebnisse verfligbar machen. Des Weiteren
sind sie auch sehr gute Datenbanken fir definierte Gene, Phanotypen, verfligbare Stamme,

etc. In Folge wird kurz auf einige Internetressourcen eingegangen:

e MGI (Mouse Genome Informatics): www.informatics.jax.org/

Diese Webseite und Datenbank des Jackson Laboratory, USA, fasst drei wichtige Da-
tenbanken zusammen: die Mouse Genome Database (MGD), die Mouse Gene Ex-
pression Database (GXD) und die Mouse Tumor Biology Database (MTB). Des Weite-
ren liefert sie Informationen zu Genen, Phanotypen, Genexpressionen, Genfunktionen,
Stoffwechselwege, Zuchtstamme, Orthologien und Tumore. Ein eigener Link zeigt ver-
offentlichte Forschungsneuigkeiten und es besteht auch die Mdéglichkeit eigene For-

schungsergebnisse hochzuladen.
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e Mouse Atlas and Gene Expression Database: genex.hgu.mrc.ac.uk/

Diese Webseite der Universitat Edinburgh bietet einen digitalen dreidimensionalen At-
las der Embryologie und Entwicklung von M. musculus in Bezug auf Genexpression
und Zelllinien (emap). In Zusammenarbeit mit dem Jackson Laboratory, USA, wurde

die Gene Expression Database (emage) entwickelt. Emage ist komplementéar zur GXD.

¢ Mouse Phenome Database: www.jax.org/phenome

Diese Web Seite gibt Information Uber verschiedene Mausstamme. Die verdffentlichten
phéano- und genotypische Daten wurden von verschiedensten Institutionen zur Verfi-
gung gestellt. Sie sollen einerseits bei der Auswahl des richtigen Mausstammes behilf-
lich sein, andererseits aber auch als standardisierte Sammlung fur Referenzdaten die-
nen. Auch der Gewinn neuer Erkenntnisse Uber den Zusammenhang zwischen Geno-
und Phanotyp ist ein Ziel der Betreiber. Auch diese Datenbank lauft Uber das Jackson
Laboratory, ist aber ein eigenstandiges Projekt neben dem schon oben vorgestellten
MGI.

3.2.2. Die Modellorganismen M. musculus und C. elegans im Vergleich

Der Vorteil der Maus als Modellorganismus zur Untersuchung biomedizinischer Fragestellun-
gen ist eindeutig ihre nahere Verwandtschaft zum Menschen und liegt in der in weiten Berei-
chen identischen Biologie der Saugetiere. Die Genome von Mensch und Maus haben unge-
fahr dieselbe GroR3e, eine dhnliche Anzahl von Genen (ca. 25.000) und viele dieser Gene lie-
gen auf denselben Chromosomen (Syntanie). Viele Mutationen verursachen bei beiden ahnli-
che Krankheiten bzw. Krankheitsbilder. Eine kleine Auswahl sind: Stammzellforschung, neuro-
logische Mutationen, Erkrankungen des Auges, muskulare Dystrophie und andere den Bewe-
gungsapparat betreffende Erkrankungen, Rachitis, verschiedenste Stoffwechselstérungen,
wie z.B. Diabetes, etc. [JONAS, 1984]. Dadurch ist die Maus als Modellorganismus in vielen
Forschungsbereichen unerlasslich. Eines der Forschungsgebiete, das ohne den Modellorga-
nismus Maus sicher nicht auf dem heutigen Wissensstand ware ist die Onkologie.

Obwohl auch die Maus ein relativ einfach zu haltendes Tier ist, ist sie doch weitaus aufwandi-
ger zu zuchten als C. elegans. Ihr Platzbedarf ist deutlich groRer (fur C. elegans reichen ein
Kahl- und ein Brutschrank) und sie verursacht hohere Kosten in Haltung und Pflege. AuRRer-
dem dauert ihr Generationszyklus langer und sie produzieren weniger Nachkommen. Ein wei-
terer Nachteil der Maus ist auch die ethische Frage. Einen uns nahe verwandten S&uger fur
Untersuchungen zu verwenden, der auch als Haustier gehalten wird, ist in dieser Hinsicht
doch bedenklicher.

26


http://genex.hgu.mrc.ac.uk/
http://www.jax.org/phenome

3. Ausgewahlte Modellorganismen der Molekularbiologie versus C. elegans

Welches Versuchstier fir Untersuchungen gewahlt wird, h&ngt wohl trotzdem von der Art der

Fragestellung ab.

3.3. Drosophila melanogaster

3.3.1. D. melanogaster als Modellorganismus

1909 wahlte Thomas Hunt Morgan die Fruchtfliege Drosophila melanogaster als Versuchstier
fur seine experimentellen Evolutionsstudien. Er wollte als Gegner der Mendelschen Regeln
diese widerlegen. Seine Versuche belehrten ihn eines besseren und er revidierte seine Mei-
nung alsbald. Er entdeckte, dass sich die Gene auf den Chromosomen befinden (in diesem
Fall die Gene der Augenfarbe auf den Geschlechtschromosomen) und erhielt dafur im Jahr
1933 den Nobelpreis fur Medizin. Au3erdem erkannte er, dass manche Merkmale nicht unab-
héngig voneinander vererbt werden. Auch einer seiner Schiler, Hermann Muller, erhielt den
Nobelpreis. Im Jahr 1941 wurde er fir die Entdeckung der Chemie von Mutationen ausge-
zeichnet. 1936 verdffentlichten G.W. Beadle und B. Ephrussi ihre Arbeit ,The differentiation of
eye pigments in Drosophila as studied by transplantation.” Die beiden hatten larvale Augenan-
lagen in das Abdomen anderer Larven transferiert, wo sich diese weiter entwickelten. Viele
weitere solcher Mosaikstudien folgten. D. melanogaster ist der bedeutendste Modellorganis-
mus im Bereich der Entwicklungsgenetik. 1995 erhielten Ed Lewis, Christiane Nisslein-
Volhard und Eric Wieschaus den Nobelpreis fir ihre Untersuchungen zur genetischen Kontrol-
le der frihen embryonalen Entwicklung. In weiterer Folge klarten sich durch Untersuchungen
auf diesem Gebiet viele Zusammenhénge von Krankheiten beim Menschen, die in einer fehl-
gesteuerten Entwicklung ihre Ursache haben [LETSOU und BOHMANN, 2005]. Auch, dass viele
genetische Ablaufe sich im Laufe der Evolution kaum verandert haben und nach strengen
Mustern ablaufen, ist eine erfolgreiche Erkenntnis der Arbeit mit D. melanogaster [BELLER und
OLIVER, 2006]. Im Jahr 2000 wurde von der von Gerry Rubin geleiteten gemeinsamen Initiati-
ve des Berkeley Drosophila Genome Projects (BGDP) und von Celera Genomics, Inc. die aus
ca. 14.000 Genen bestehende Genomsequenz der Fruchtfliege verdffentlicht [ADAMS et al.,
2000]. Obwohl D. melanogaster deutlich weniger Gene als H. sapiens besitzt, haben verglei-
chende Studien von S. Chien ergeben, dass flr nahezu alle bekannten beim Menschen
Krankheiten verursachten Gene, Homologe vorhanden sind [CHIEN et al., 2002]. So werden,
obwohl die Fruchtfliege bis jetzt eher ein Organismus der klassischen Genetik war, sicher
noch viele interessante Ergebnisse in Bezug auf menschliche Erkrankungen verdffentlicht

werden.
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Nattrlich stehen auch fir D. melanogaster einige sehr gute Internetressourcen zur Verfiigung:

e FlyBase: http://flybase.org/

Dies ist vermutlich die wichtigste Datenbank fiir Drosophila — Forscher. Wie die Daten-
banken fur C. elegans und Maus liefert auch diese viele Informationen Uber Gene,
Stamme, Methodik, etc. Das FlyBase — Projekt wird von einem Konsortium von Droso-
phila Forschern und Computer Wissenschaftern der Harvard University, der University

of Cambridge (UK) und der Indiana University betrieben.

o Berkeley Drosophila Genome Project: http://www.fruitfly.org/

Dies ist die Web Seite des Fruchtfliegengenom entschliisselnden Konsortiums. Auch
hier finden sich viele Informationen tber Drosophila Genomic, eine Moglichkeit zur Se-
guenzsuche, Zutritt zu speziell entwickelter Software, Labormethoden, etc.

e The Interactive Fly: http://www.sdbonline.org/fly/aimain/laahome.htm

Diese Seite zeigt die Gene von Drosophila und ihre Rolle in der Entwicklung. Sie
enthalt einen Gen-Index mit den Kategorien Name und Funktion und gibt auch detail-
lierte Informationen Uber Genprodukte. Diese Seite wird von der Society for Develop-

mental Biology betrieben.

3.3.2. Die Modellorganismen D. melanogaster und C. elegans im Vergleich

Die Forschungsschwerpunkte an der Fruchtfliege und dem Wurm haben sich bis heute wenig
gekreuzt. Wahrend D. melanogaster eher ein Modellorganismus der klassischen Genetik ist,
wird an C. elegans doch eher in angewandten Bereichen der Genetik geforscht. Dies wird sich
wie oben schon erwéhnt sicher in naher Zukunft &ndern. Die beiden sind jedenfalls in der Hal-
tung &ahnlich anspruchslos. Kultivierung auf kleinstem Raum und billigste Versorgung sind
gegebene Grundvoraussetzungen. Drosophila ist als Insekt sicher der héher entwickelte Or-
ganismus und kann mit der Einfachheit des kleinen Nematoden nicht mithalten. Diese Tatsa-
che verhilft dem Wurm sicher in mancher Hinsicht zu einem Forschungsvorsprung, die aber
auch anders, namlich als Wegbereiter fur die Arbeit mit der Fruchtfliege, gesehen werden

kann.
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3.4. Escherichia coli

3.4.1. E. coli als Modellorganismus

1946 begann an diesem gram-negativen, fakultativ anaeroben, vielen als meist ungeféahrliches
Darmbakterium bekannten Organismus die molekularbiologische Forschung. Joshua Leder-
berg und Edward Tatum beschrieben an E. coli die bakterielle Konjugation [LEDERBERG,
1996]. Ebenso wurden die grundlegenden Erkenntnisse der Genetik des T4 Phagen mit Hilfe
von E. coli gewonnen. Heute stehen Forschern viele Stamme zur Verfigung, die im Unter-
schied zu Wildstammen die Eigenschaft verloren haben einen Biofilm auszubilden und somit
nicht mehr den menschlichen Darm besiedeln kénnen. Eine kleine Auswahl der tber E. coli
bis jetzt gewonnenen Erkenntnisse sind: mutante Phanotypen, metabolische und regulatori-
sche Netzwerke, Kenntnisse Uber Genregulation, Proteinaktivitat, mehrere 100 Enzymreaktio-
nen, Stoffwechselwege, regulatorische Interaktionen und vieles mehr. Ein Meilenstein der E.
coli Forschungsgeschichte war sicherlich die 1997 erfolgte Sequenzierung des Genoms durch
unabhangig voneinander arbeitende Amerikanische und Japanische Gruppen [MORI, 2004].
Damit war das Bakterium der erste in dieser Hinsicht erforschte Organismus. Aktueller For-
schungsschwerpunkt ist das ,Post Genome Sequencing Project®: woflr kodieren die Gene,
die Analyse der Transcriptome, das Gebiet der Proteomics mit der Lokation von Proteinen und
der Protein — Protein Interaktion und der Bereich Metabolomics.

Folgende Webseiten bieten grundlegende, aber auch weiterfilhrende Informationen tber E.

coli:

e E. coli Genome Project: www.genome.wisc.edu/

Die University von Wisconsin war eines der ersten Forschungsinstitute, die die Ge-
nomsequenz von E. coli analysierten. Auf dieser Web Seite werden eine standig aktua-
lisierte Sequenzen des Genoms verschiedener Stamme vertffentlicht. Des Weiteren

gibt es Informationen zu funktionellen Genomics und vielen anderen Bereichen.

e ECDC -die E. coli Database Collection: www.uni-giessen.de/ecoli/ECDC/ecdc.html

Diese Sammlung der Justus Liebig Universitat in Giessen hat sich zum Ziel gesetzt al-

le Informationen zu dem klassischen E. coli Laborstamm K 12 zu vereinigen.

e EcoCyc: http://ecocyc.org/

EcoCyc ist eine Datenbank der BioCyc Datenbank Sammlung, die ihrerseits eine Ge-
nom-Datenbanksammlung fur Mikroorganismen und Menschen ist. Sie wird veroffent-
licht vom Institute for Genomic Research der University of California in San Diego und

der National Autonomous University of Mexico.
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3.4.2. Die Modellorganismen E. coli und C. elegans im Vergleich

Hier trifft C. elegans auf einen vermutlich noch leichter zu kultivierenden Organismus. Eine
Petrischale, einige Salze und eine Kohlenstoffquelle, das ganze unter sterilen Bedingungen,
die auch fur die Kultivierung von C. elegans wichtig sind, mehr bendtigt man fir die Arbeit mit
diesem Organismus nicht. Der Nachteil fir E. coli liegt ganz einfach in der weit entfernten
Verwandtschaft zu Homo sapiens. So ist E. coli eindeutig ein Modell fir die Systembiologie.
Seine Aufgabe in der angewandten Forschung liegt vor allem im Bereich der Biotechnologie:
in der Produktion von Vakzinen, rekombinanter DNA und von Proteinen (z.B. Produktion von

Insulin).
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4. Folsaure

Die Folsaure ist ein Vitamin der B — Gruppe und erst seit 1941 bekannt. Herschel K. Mitchell
und seine Kollegen isolierten sie 1941 an der University of Texas aus 4 Tonnen Spinatblattern
[MITCHELL et al., 1941]. Uber 100 Derivate der Pteroylmonoglutaminsaure werden unter den
Begriffen Folsaure bzw. Folate zusammengefal3t [REHNER und DANIEL, 2002].

4.1. Folsaure bei Homo sapiens
4.1.1. Struktur

Die Grundstruktur der Folsaure, das Pteroylmonoglutamat, besteht aus einem Pteridinkern,
einer p-Aminobenzoesaure und einem L-Glutamat. Polyglutamate werden durch Anhdngen
von 2 bis 11 Glutamatresten (meist 3 bis 7) an die y-Carboxylatgruppe gebildet [BIESALSKI und
GRIMM, 2004].

Monoglutamate kénnen Zellmembranen leichter passieren, Polyglutamate werden besser ge-
speichert und sind im Stoffwechsel aktiver [MORAN, 1999].

In der Nahrung kommen in der Zahl der gebundenen Glutamylreste verschiedene Formen vor.
Die 5,6,7,8-Tetrahydrofolsaure ist die biologisch aktive Form. Sie wird aus dem aufgenomme-
nen Folat durch Reduktion zur Dihydrofolsdure und weiters mittels der NADPH/H" - abhangi-
gen Folatreduktase bzw. der Dihydrofolatreduktase zur Tetrahydrofolsaure reduziert (Abb. 5)
[LOFFLER et al., 2007].
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Abb. 5: Die Bildung von Tetrahydrofolat aus Folat [LOFFLER et al., 2007]

4.1.2. Vorkommen und Verfugbarkeit

Die haufigsten Formen der Folsaure in Lebensmitteln sind das Methyl-Tetrahydrofolat und das
Formyl-Tetrahydrofolat. Die Anteile sind je nach Nahrungsmittel unterschiedlich [SHILS et al.,
2006]. Studien zum Folatgehalt sind sehr aufwandig und wegen inadaquater Extraktion und
unvollstandiger Hydrolyse der Polyglutamatformen problematisch in der Methodik. So ergaben
sich bis heute variierende Ergebnisse.
Zurzeit wird der Folatgehalt mit dem Begriff Folat-Aquivalent gemessen. Dies ist die Summe
aller wirksamen Folatverbindungen in der Nahrung: 1ug Folat-Aquivalent = 1ug Nahrungsfolat
= 0,5 ug synthetische Folsaure (PGA - Pteroylmonoglutaminsdure) [MEDICINE, 1998].
Besonders reich an Folsdure sind: Spinat, Salat, Spargel und Getreide (Weizenkeime und —
kleie). Folate sind aber nicht nur in pflanzlichen, sondern auch in tierischen Nahrungsmitteln,
wie z.B. Leber, enthalten. Relativ folsaurearm sind hingegen Rindfleisch, Fisch und Obst (sie-
he Tab. 1).
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Laut H. K. Biesalski bestehen in Bezug auf die Bioverfligbarkeit der Folate grol3e Unterschie-
de. In vielen Nahrungsmitteln sind Inhibitoren, die die Konjugaseaktivitat herabsetzen, enthal-

ten. Zusatzlich ist die Folsaure oxidations- und lichtempfindlich [BIESALSKI et al., 2002].

Tab. 1: Folsdauregehalt ausgewahlter Lebensmittel [BIESALSKI et al., 1999]

Lebensmittel Folsauregehalt
(ug FA pro 1009)
Fleisch und Eier
Rinderleber 108
Schweineleber 108
Eidotter 127
Getreide, Getreideprodukte
Hafermehl 21
Roggenvollkornmehl 40
Weizenvollkornmehl 43
Weizenkeime 271
Weizenkleie 159
Gemise, Salate, Niisse
Broccoli 103
Endivie 116
Griinkohl 47
Karfiol 60
Kohl 66
Rote Rluben 74
Spargel 59
Spinat 134
Erdnisse, gerdstet 40
Walniisse 55

Die Unterschiede in der Absorptionsféahigkeit, in der Form und auch in der Proteinanbindung
fuhrten zu einer Festlegung der Bioverfuigbarkeit von 50%. Nach neuesten Erkenntnissen liegt
sie fur Nahrungsfolat bei 85%, bei zugesetzter synthetischer Folsdure bei 100% [SHILS et al.,
2006].
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Die DACH — Referentwerte® fur die tagliche Nahrungszufuhr, inklusive von Sicherheitszu-
schlagen, liegen fiir Erwachsene bei 400 pg Folat-Aquivalent pro Tag. Fir Kinder liegt die
Empfehlung, bezogen aufs Kdrpergewicht, relativ betrachtet, hdher (siehe Tab.2). Kinder be-
notigen — ebenso wie Erwachsene — eine ausreichende Folatversorgung fur die Erhaltung der
Anzahl der Blutzellen und fur die Regenerationsfahigkeit von Epithelien. Zusatzlich benétigen
Kinder aber Folsaure fir eine ausreichende Vermehrung und ein optimales Wachstum der
Zellen, da sie eine wichtige Funktion im DNA — Stoffwechsel hat. [BIESALSKI et al., 1999].

Spezielle Untersuchungen des Bedarfs von Kindern und Jugendlichen gibt es bis jetzt keine
(Recherche in PubMed am 11.08.2008). Daher wurden die empfohlenen Einnahmemengen
nur von den Bedarfszahlen fiir Erwachsene interpoliert. Als Anhaltspunkte wurden die Folat-
mengen, bei denen eine genldgende Versorgung mit ausreichender Sicherheit angenommen

werden kann, verwendet. Die von der DACH festgelegten Mengen sind in Tab. 2 angefuhrt.

Tab. 2: Empfohlene tagliche Zufuhr von Folsdure (ug Folatdquivalent) [DACH, 2000]

Altersgruppe Folsaure
(ug Folataquivalent)

0 bis unter 4 Monate 60
4 bis unter 12 Monate 80
1 bis unter 4 Jahre 200
4 bis unter 10 Jahre 300
ab 10 Jahren 400
Schwangere® 600
Stillende 600

4 Die DACH — Referenzwerte fiir die Nahrstoffzufuhr werden von der Deutschen Gesellschaft fir Erndhrung
(DGE), der Osterreichischen Gesellschaft fiir Erndhrung (OGE), der Schweizerischen Gesellschaft fiir Erndhrungs-
forschung (SGE) sowie der Schweizerischen Vereinigung fiir Erndhrung (SVE) seit dem Jahr 2000 herausgegeben.
In Anlehnung an die iiblichen Kennzeichen der beteiligten Ldnder (Deutschland = D; Osterreich = A; Schweiz =
CH) werden die neuen Referenzwerte als DACH-Referenzwerte bezeichnet.

5 Frauen im gebarfahigen Alter sollten zusatzlich 400 pg synthetische Folsdure (= Pteroylmonoglutaminsau-
re/PGA) in Form von Supplementen aufnehmen, um Neuralrohrdefekten vorzubeugen. Diese erhéhte Folsiure-
zufuhr sollte spatestens 4 Wochen vor Beginn der Schwangerschaft erfolgen und wahrend des ersten Drittels der
Schwangerschaft beibehalten werden.

34



4. Folsaure

4.1.3. Resorption, Metabolismus und Funktion

Folate werden einerseits im Duodenum und proximalen Jejunum Uber einen aktiven energie-
abhangigen Transportmechanismus mit Sattigungskinetik (ca 200ug) andererseits unspezi-
fisch und unlimitiert im lleum aufgenommen (Abb.6). Die Folatresorption ist bei einem pH —
Wert von 6,3 am grof3ten. Von der Dinndarmmukosa kénnen nur Monoglutamate aufgenom-
men werden, so werden die in der Nahrung Uberwiegend vorkommenden Polyglutamatverbin-
dungen (60-80%) vor der Aufnahme durch eine im Burstensaum und /oder im Darmsaft
enthaltenen y — Glutamylcarboxypeptidase (Konjugase) zu resorbierbaren Monoglutamaten
abgebaut.

Die Monoglutamate werden im Darm durch den ,reduced folate carrier* (RFC), der eine hohe
Affinitat fir reduzierte Folate besitzt und in der Birstensaummembran sitzt, aufgenommen
[ANTONY, 1996, SIROTNAK und TOLNER, 1999]. In der Zelle werden die Monoglutamate in Me-
thyl-THF umgebaut und anschlieRend mit einem weiteren Carrier ins Blut transportiert. Dieser
Prozess geschieht ca. eine Stunde nach der Nahrungsaufnahme.

Im lleum werden grof3e Mengen nicht reduzierter Folsaure unmodifiziert in den Blutstrom ge-
leitet. Im Blut ist das meiste Folat unspezifisch an Proteine, wie z.B. Albumin, gebunden. Nur
eine geringe Menge des Serumfolats hangt an Folatrezeptoren von Zellmembranen.

Die Rollen beider Transportmechanismen sind noch unklar. Die spezifischen Folatbinder sind
jedenfalls auch in der Muttermilch vertreten, hier wird vermutet, dass die Aufnahme durch

Bakterien verhindert werden soll [SHILS et al., 2006].

In der Leber werden die oxidierten Folate zu den verwertbaren Tetrahydrofolaten reduziert.
Methyl-Tetrahydrofolsdure, die haufigste Folatverbindung im Plasma und in Geweben beim
Menschen [SHILS et al., 2006], wird nach Aufnahme in die Leber schnell quantitativ in die Gal-
le sezerniert und unterliegt einem enterohepatischen Kreislauf. In Geweben kommt Folsaure
Uberwiegend in der Polyglutamatform vor, wahrend im Blut ausschlieRlich Monoglutamate
auftreten [BIESALSKI et al., 2002]. Die Aufnahme in Leber, Hirn und anderen Geweben erfolgt
auch mit dem RFC.
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Abb.6: Metabolismus der Folsdure [BIESALSKI und GRIMM, 2004]

Die Folatverbindungen wirken als Coenzyme fir Ubertragungen von Ein-Kohlenstoffgruppen,
die bei verschiedenen Reaktionen im Stoffwechsel entstehen (siehe auch Abb.7 und 8):

¢ Methylierung von Homocystein zu Methionin

e Umwandlung von Glycin in Serin

¢ Histidinstoffwechsel

e Cholinbiosynthese (Phospholipidstoffwechsel)
e Purinsynthese

e Pyrimidinsynthese (DNA- und RNA-Synthese)

Zur Aktivierung werden die kovalent gebundenen Gruppen vor allem durch Dehydrogenasen
reversibel in unterschiedliche Oxidationsstufen tberfiihrt, so dass unter anderem Methyl-, Me-
thylen-, Methenyl- und Formylreste entstehen. Als Trager der Ein-Kohlenstoffgruppen dienen

nur die Stickstoffatome des Pterinringes in Position funf und zehn.
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Abb.7 zeigt eine Zusammenfassung aller wichtigen Reaktionen mit Tetrahydrofolat (THF) als
Coenzym. Die Aminosaure Serin ist die Hauptquelle fir Ein-Kohlenstoffgruppen. Durch eine
Pyridoxalphosphat-abhéngige Reaktion wird die Hydroxymehtyl-Gruppe des Serins an das
THF ubertragen. Aus diesem Zwischenprodukt entsteht durch H,O - Austritt N°, N'*>-Methylen-
THF (1) Die Reaktion ist reversibel, aus dem entstandenen Glycin kénnte wieder Serin syn-

thetisiert werden.

Durch NADH wird N® N°-Methylen-THF zu N°-Methyl-THF reduziert (2), welches als Methyl-
gruppen-Donator bei verschiedenen Methylierungen dient, wie z.B. die Synthese von Methio-
nin aus Homocystein. Hier ist das Vitamin By, in Form von Methylcobalamin der Zwischentra-
ger der CHs-Gruppe. Die CHs-Gruppen zur Cholin - Methylierung kommen auch vom N°-
Methyl-THF.

N®°, N'°-Methylen-THF ist auch bei der DNA-Synthese beteiligt, es stellt die Methylgruppen fiir
das Thyamin und das Hydroxymethylcytosin zur Verfigung (x).

N°-Methylen-THF kann mittels NADP auch zu N°, N*°-Methenyl-THF dehydriert werden (3).
Dieses steht im Gleichgewicht mit N'°-Formyl-THF (4), welches die C2- und C8-Atome des
Purinkerns liefert. N'°-Formyl-THF entsteht in geringen Mengen auch durch eine ATP-
abhangige Reaktion durch direkte Ubertragung des Formiats auf die Tetrahydrofolsaure (y).

Die Aminoséaure Histidin ist eine weitere Quelle von Ein-Kohlenstoff-Resten. Ihr Abbau lauft
Uber N-Formiminoglutamat (Figlu). Der Formiminorest wird auch auf Tetrahydrofolsaure tber-
tragen (z). Nach Desaminierung geht das so entstandene N°-Forimino-THF in N°, N*¥-
Methenyl-THF Uber (6).

N®, N'°-Methenyl-THF wird durch hydrolytische Spaltung der Bindung zwischen dem N*°- und
dem benachbarten C-Atom in Folinsdure oder N°>-Formyl-THF umgewandelt (5) [REHNER und
DANIEL, 2002].
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Abb.7: Interkonversion der Ein-Kohlenstoff-Einheiten an der Tetrahydrofolsdure [REHNER und DANIEL,
2002].

4.1.3.1. Anti — Aging — Wirkung

Ca. 29% aller Senioren weisen eine unzureichende Folatversorgung auf [WOLTERS et al.,
2004]. Anti-Aging-Medizin bedeutet vor allem die Pravention altersassoziierter Erkrankungen
und daraus resultierender Komplikationen. Hier stehen an erster Stelle die vaskularen Krank-

heiten (koronare und periphere arterielle Erkrankungen, myokardiale Infarkte, Schlaganfille,

38



4. Folsaure

vendse Thrombosen). In ganz Europa liegt die jahrliche Todesrate bei etwa 4 Millionen. In den
deutschsprachigen Landern Deutschland, Osterreich und Schweiz waren dies 2001 46% aller
Todesfélle [STANGER et al., 2003]. Arteriosklerose kann oft schon in jungen Jahren diagnosti-

ziert werden und kann somit auch auf lange Sicht gesehen prophylaktisch behandelt werden.

Ein hoher Homocystein Spiegel wird seit kurzer Zeit aber auch als Risikofaktor fir Osteoporo-
se gesehen. Einerseits dirfte Homocystein die Resorption von Knochenmaterial stimulieren,
andererseits wird die Kollagen — Vernetzung gestort, vermutlich durch eine Inhibition der Lysil

Oxidase, die eine wichtige Rolle bei der Kollagen Synthese spielt [HERRMANN et al., 2007].

Mangel an Folsaure und/oder eine eingeschrankte MTHFR — Funktion sind auch Ursache fir
colorektale Krebserkrankungen, dies zeigen verschiedene epidemiologische Studien [Po-
WERS, 2005].

Auch Depressionen und Demenzerkrankungen sind h&ufig mit einem Defizit an Folsaure ver-
bunden. Dies liegt an der Bedeutung von Folsaure bei der Transmethylierung neuroaktiver

Verbindungen, wie Myelin und Neurotransmittern (,Hypomethylierungshypothese®)

Hyperhomocysteindmie und Homocysteinurie sind Risikofaktoren (Stoffwechsel siehe Kapitel
4.1.4.). Diese konnen durch Enzym- oder Vitaminmangel hervorgerufen werden. Eine Reduk-
tion der Plasma — Homocystein - Konzentration konnte theoretisch bis zu 25% der kardiovas-
kularen Vorfalle verhindern [STANGER et al., 2003]. Es besteht ein geschlechtsspezifischer
Unterschied, der bei Personen im Alter von ca. 40 Jahren bei ca. 2 pmol/l Homocystein im
Plasma liegt. Dies lasst sich vermutlich auf den hoheren Ostrogen Spiegel bei Frauen zuriick-
fihren, da dieser Unterschied nach der Menopause verschwindet. Der altersbedingte Anstieg
kann durch die mit steigendem Alter verminderte Nierenfunktion erklart werden [CLARKE et al.,
1999, GRAHAM, 1999]. Auch eine bei alteren Menschen haufiger vorkommende nicht ausge-
wogene Ernahrung und somit eine Unterversorgung mit Folsdure kann zu einer Hyperhomo-
cysteinamie flihren. Durchschnittlich erreicht sie nur ein Drittel der empfohlenen Zufuhr. Nach
M.A. Wolters fiihrt auch eine atropische Gastritis vom Typ B, die die gastrale Saure- und Pep-
sinogen Sekretion vermindert und in Folge auch die Folat Absorption. 20 bis 50 % der Senio-

ren sind davon betroffen [WOLTERS et al., 2004].

4.1.3.2. Mangelerscheinungen

Ein Folatmangel kann sich, abh&ngig von Erndhrung und Reserven im Korper, innerhalb von
1 bis 4 Wochen einstellen. Die frihen Symptome sind unspezifisch, sie schliel3en Mudigkeit,
Reizbarkeit und Appetitlosigkeit ein. Ein Defizit an Folséure ist der weitverbreitetste Vitamin-

mangel in Europa [STANGER et al., 2003]
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Schwerer Folatmangel fuhrt in fast allen Féllen in kurzer Zeit zu megaloblastischer Anamie,
die auch durch den Mangel an Cobalamin verursacht werden kann. Durch die Verbindung der
beiden Stoffwechselvorgange wird auch klar, warum der Mangel der beiden Vitamine zum
selben Krankheitsbild fuhrt (Erklarung des Stoffwechsels siehe 4.1.4.). Ein Mangel an DNA im
Zellkern fUhrt zu einer verzégerten Zellteilung und somit wachsen die Erythrozyten weiter und
werden macrocytisch. Auch andere sich haufig teilende Zellen kénnen betroffen sein, wie z.B.
Epithelzellen des Verdauungstraktes. Des weiteren ist die Blutbildung ineffizient, da die Blut-
zellvorstufen zwar reichlich im Knochenmark gebildet werden, allerdings sterben sie friih ab

und kommen nicht in den Blutstrom [SHILS et al., 2006].

Eines von 1000 Kindern weltweit wird mit einem Neuraltubusdefekt (NTD) geboren, wobei
diese Zahl weltweit gro3en Schwankungen unterworfen ist. Bei NTD handelt es sich um eine
komplexe Stérung des Zentralnervensystems. In einer frihen Phase der Embryogenese, 28
Tage nach der Befruchtung, schlief3t sich das Neuralrohr. Dieser Vorgang ist beim Auftreten
von NTB gestort. Die zwei haufigsten Formen sind Anencephalie und Spina bifida.

Kinder mit Anencephalie sind nicht lebensféahig, da durch die nicht stattfindende Neurulation
am kranialen Ende der Grof3teil des Gehirngewebes fehlt. Spina bifida tritt am kaudalen Ende
auf, sie zeigt sich als offene Wunde, kann aber auch geschlossen sein. Oft kommen Storun-
gen der Nerven oder des Rickenmarks vor. In Kalifornien, USA, Ubersteigen die Kosten fur
Kinder, die mit Spina bifida geboren sind, 81 Millionen US $ pro Jahr [BLOM et al., 2006].

Seit Uber 20 Jahren ist bekannt, dass die Wahrscheinlichkeit eines NTD durch die Gabe von
Folsaure sinkt. Trotzdem ist noch nicht klar, warum ein bestimmter Prozentsatz von Frauen
trotz Folsédure Supplementation Kinder mit NTD bekommt. Das heil3t, die genauen Mechanis-
men wie es zu NTD kommt, sind noch nicht bekannt. Allgemein wird angenommen, dass ne-
ben Umwelt- und Ernahrungsfaktoren der Folatmetabolismus und das Risiko fir NTD gene-
tisch festgelegt sind. Hier wird an erster Stelle der MTHFR Polymorphismus genannt. In einer
Metaanalyse fasste eine Gruppe rund um Henk Blom alle verfligbaren Studien zu diesem

Thema zusammen [BLoM et al., 2006].

Seit 1998 werden in den USA Getreideprodukte mit Folsdure (140pg/100g) angereichert um
vorbeugend gegen Neuralrohrdefekte bei Neugeborenen zu wirken [SHILS et al., 2006]. Je-
denfalls sind die Serumfolat-Level in der Gesamtpopulation und bei Patienten unter arztlicher
Kontrolle signifikant angestiegen [LAWRENCE et al., 1999] und megaloblastare Anamie auf

Grund eines Folat Defizits ist mittlerweile sehr selten.
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4.1.4. Der Folsaure - Stoffwechsel und die Rolle des MTHFR — Enzyms

Die Methyl-Tetrahydrofolsaure hat zwei Funktionen. Einerseits ist sie der Methyl - Donator fur

die Synthese von Methionin aus Homocystein durch die Methionin - Synthase, andererseits ist

sie die Vorstufe zur stoffwechselaktiven Tetrahydrofolsaure. Ist das MTHFR — Enzym gestort,

so kann das 5,10-Methylen-THF nicht zu Methyl-THF umgebaut werden und es kommt zu

einem Engpass.
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Abb.8: Die Rolle des MTHFR im Methionin und Homocystein Kreislauf (erhalten von Prof. Jirgen Ko6-

nig)
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Der Mangel an THF fuhrt somit vor allem zu Storungen bei der Methylierung von Desoxy-
uridin-monophosphat zu Desoxy-thymidin-monophosphat. Dies initiiert den Prozess, der zur
megaloblastaren Anamie fihrt. Das Uberschissige Uracil wird an Stelle des fehlenden Thymi-
dins in die DNA eingebaut. Ab einer bestimmten Menge der falsch eingebauten Nukleinsaure
kommt es zum Bruch des Doppelstranges und somit zu chromosomalen Schadigungen
[BLOUNT et al., 1997, WICKRAMASINGHE, 1999].

Methionin wird in weiterer Folge zu S-Adenosyl-methionin umgewandelt, welches bei vielen
wichtigen Methylierungsprozessen von Proteinen, Nukleoproteinen (z.B.: Methylierung der
DNA-Cytosine), Histonen, Neurotransmittern und Phospholipiden als Methylgruppendonator

fungiert [CLARK und BANFIELD, 2001].

1988 beschrieben KANG ET AL. eine thermolabile MTHFR — Variante als Grund fir eine herab-
gesetzte MTHFR — Aktivitat und erhéhte Homocystein — Konzentrationen. Die Enzymaktivitat
geht bei Temperaturen tber 37°C verloren. Dass ein sogenannter SNP, ein Single Nucletid
Polymorphismus — die Mutation einer einzelnen Base, die Ursache war, wurde 1995 erstmals
beschrieben [FROSST et al., 1995]. Cytosin wird durch Thymin ersetzt und somit statt der Ami-
nosaure Alin die Aminosaure Valin bei der Proteinsynthese eingebaut wird, dies verursacht
die Thermolabilitat. Die genaue Position dieser Mutation ist am Chromosom 1, im Genlocus
p36.3 (1p36.3), die Mutation befindet sich am Nukleotid 677.

Ein MTHFR Defizit ist eine autosomale rezessive Stérung mit verschiedenen Auspragungs-
mdglichkeiten. Homocysteinurie, Homocysteindmie, Entwicklungsstérungen, verschiedene
mentale Retardationen, perinataler Tod, psychische Stérungen, neurodegenerative Stérungen
und erhdhte Anfalligkeit fir einen ischamischen Schock kénnen die Folge sein. Ebenso ist die
Wahrscheinlichkeit fiir Neuraltubus Defekte héher [UNIPROT, 2008]°.

4.2. Die Rolle des MTHFR - Enzyms bei C. elegans

C. elegans besitzt ein orthologes (funktional verwandtes und von einem gemeinsamen Vorlau-
fer abstammendes) Gen zum MTHFR — Gen von Homo sapiens (MSH HOMEO BOX HOMO-
LOG 1) mit dem Sequenznamen C06A8.1, auch benannt als 2164. Bei WormBase hat es die
Gen-ID WBGENEO00015512. In Tab. 3 sind die 3 Modelle mit ihrem Status, der Anzahl von

® Die Universal Protein Database ist die grofite bioinformatische Datenbank fiir Proteine und enthalt zahlreiche
Informationen Gber Funktion und Struktur von Proteinen. Sie wird alle 14 Tage aktualisiert [THE UNIPROT CONSOR-
TIum, 2007]
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Basenpaaren fur kodierende und transkribierte Nukleotide, die Proteine und die Anzahl der
Aminosauren aufgelistet. Die beiden Genmodelle C06A8.1a.1 und C06A8.1a.2 unterscheiden
sich nur in der Anzahl der transkribierten Nukleotide. Diese hat keinen Einfluss auf die 663
translatierten Aminosauren und das synthetisierte Protein, WP:CE30593. Das dritte Genmo-
dell, CO6A8.1b unterscheidet sich nicht nur in der Anzahl transkribierter Nukleotide (3687 Ba-
senpaare), sondern auch in der Zahl der kodierenden Nukleotide (1929 Basenpaare). In Folge
werden natirlich auch weniger Aminosauren translatiert (642) und es kommt zur Synthese
eines anderen Proteins, WP:CE31291. Welche phanotypischen Auswirkungen dies hat, wurde

bis jetzt noch nicht untersucht.

Tab. 3: Gen-Modelle von CO6A8.1, Erklarung siehe Text, Bp = Basenpaare, Quelle: www.wormbase.org

Gen Modell kodlell(';r;%eeNuk- transljgzk?(;ga il Protein | Aminosauren
CO06A8.1a.1 1992 Bp 3953 Bp WP:CE30593 663
CO06A8.1a.2|1992 Bp 3683 Bp WP:CE30593 663
C06A8.1b |1929 Bp 3687 Bp WP:CE31291 642

Die interpolierte Lage des Gens ist auf dem Chromosom Il an der Position 0.56 bzw von Ba-

senpaar 7777755 bis Basenpaar 7773803 in der in Abb. 9 dargestellten Genomumgebung.

— L L — —t — — L L g3 — " " ol — —t " —t — | - — — " L " " L
7774k 7775k 7776k 7777k 7778K

Gene Hodels
COBAS .6 CO6AS.1a.2
BNy

I 1 ' v 1
CO6AS.1a.1
1 I I ' v 1
CO6AS.1b
<IN i f '-—— 7  —
Contig subnissions
COBAS (Genbank U39849)
il iikl TEIET ‘liék' Tt iék‘ THATIE i&kl il lllék'
Alleles
k465
=
deletion

Abb. 9: Genomumgebung der 3 C06A8.1 Modelle [WORMBASE, WS188].

43



4. Folsaure

CO06A8.1 wird sowohl in den Larvenstadien als auch im Adultstadium exprimiert. Die larvale
Expression erfolgt in Pharynx, Intestinum, Hypodermis, Nervensystem, Nervenring und in den
Kopfneuronen. Beim Adultstadium gibt es keine Expression im Pharynx daflr zusatzlich im

Reproduktionssystem und in der Vulvamuskulatur.
In finf wissenschaftlichen Publikationen wurden Versuche mit RNAi an diesem Gen gemacht:

Die RNAi Sammlung von R.S. Kamath enthélt 16.757 Bakterienstamme, die fir 86% der 2003
19.427 C. elegans Gene homologe dsRNA produzieren. Durch Fitterung von C. elegans Bris-
tol N2, dem Standard Widtyp-Stamm, mit einem bestimmten Bakterienstamm kann so ein be-
stimmtes Gen ausgeschaltet werden und es kommt zur Ausbildung eines sogenannten ,loss-
of-function“ — RNAIi Phanotyps. 10% der Gene zeigten einen solchen Phanotyp. Die Interfe-
renz von CO6A8.1, das der Metabolismusfunktionsgruppe zugeordnet ist, ergibt einen ,Gro
RNAIi Phanotyp®, das heillt die Tiere haben ein verlangsamtes postembryonales Wachstum
[KAMATH et al., 2003].

F.C. Simmer machte einen &hnlichen Versuch mit einem RNAi — hypersensitiven Stamm, dem
rrf-3 Mutanten. 23% der Gene zeigten eine andere phénotypische Auspragung. Auch hier hat-
ten die Tiere mit RNA Silencing am CO6A8.1 Gen ein verlangsamtes postembryonales Wach-
stum [SIMMER et al., 2003].

Die Arbeitsgruppe um Jean-Francois Rual machte einen &hnlichen Versuch mit HT (high-
throughput) RNAI mittels der ,ORFeome RNAi v1.1 Library®, die eine Sammlung aus von
ORFs (open reading frames) hergestellten dsRNAs ist [REBOUL et al., 2003]. Hier wurden kei-
ne Anomalitdten beobachtet [RUAL et al., 2004]. Ebenso beim Versuch von B. Sénnichsen:
Diese Gruppe machte ein RNAI - Screening aller in den ersten zwei Zellteilungsdurchgangen
bendtigten Gene in der Embryonalentwicklung von C. elegans. Die Zellteilungen wurden mit
zeitverzogerter Videomikroskopie aufgezeichnet. Auch hier wurden keine Abweichungen bei
der Stummschaltung von C06A8.1 gefunden [SONNICHSEN et al., 2005]. Die Ergebnisse fir

alle Gene sind in der Phenobank (www.phenobank.org) zu finden.

Eine Rolle spielt COA8.1 auch bei der osmoprotektiven Genexpression durch gpdh-1. Bei ei-
nem RNAI Screening von ca 16.000 Genen entdeckte die Forschungsgruppe um T. Lamitina.
122 Gene, die an der Aktivierung dieses Gens beteiligt sind, eines davon ist CO6A8.1 [LAMITI-
NA et al., 2006]

Beim CGC sind 3 verschiedene Stamme betreffend CO6A8.1 erhaltlich: VC10007 mit einer
homozygoten Deletion und 2 transgene Stamme: BC10398 und BC13891.
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4.3. Die Bedeutung der Folsaure bei C. elegans

Bis jetzt gibt es keine Untersuchungen Uber die Bedeutung der Folsaure bei C. elegans. Ein-
zig die Arbeitsgruppe rund um K. Balamurugan hat Uber zwei vermutliche Folattransporter,
(folt-1 und folt-2), die dem menschlichen Folattransporter (hRFC: human reduced folat carrier)

ortholog sind, gearbeitet [BALAMURUGAN et al., 2007].

Am Emerging Focus Nutrigenomics werden zurzeit 3 verschiedene Wege verfolgt um dieses

Thema zu bearbeiten. Diese sollen im Folgenden naher erklart werden.

4.3.1. Escherichia coli K 12

Bei diesem E. coli Stamm wurde die kodierende Region des Dehydrofolatreduktasegens
durch eine Kanamycin (ein Antibiotikum) resistente Determinante ersetzt. Diese Mutation wur-
de einerseits in einen Wildtyp-Stamm, der nicht Giberlebensfahig ist, und andererseits in einen
Thymidin auxotrophen Stamm transferiert. Dadurch ist die Folatproduktion gestért und die
Bakterien produzieren weniger Folat [HERRINGTON und CHIRWA, 1999].

Zurzeit werden Futterungsversuche mit der Thymidin auxotrophen E. coli Mutante durchge-
fuhrt und ihre Auswirkung auf Wachstum, Kérperform und Reproduktion beobachtet.

4.3.2. Flussigmedium

Eine alternative Kultivierungsmdglichkeit zu NGM ist die Haltung in axenischem Fliissigme-
dium nach Igbal Hamza [HAMzA, k.A.]. Das Medium besteht aus 50% CeHR — Medium (C.
elegans habitation and reproduction medium) und 20% 3%iger Milch. Bei Bedarf werden 2
pl/ml Medium Gentamycin (ein Antibiotikum) zugesetzt. CeHR ist ein Mix aus verschiedenen
Salzen, Vitaminen und Nukleinsauren, der speziell auf die Bedirfnisse von C. elegans abge-
stimmt ist. Die Rezepturen zur Zubereitung sind im Anhang zu finden.

Der Vorteil gegeniiber der Ziichtung auf NGM liegt darin, dass das Flussigmedium in seiner
Zusammensetzung verandert werden kann. So ist es mdglich einzelne Bestandteile wegzu-
lassen bzw. neue zuzusetzen um gezielt die Folgewirkungen zu untersuchen.

Bis jetzt sind keine Studien bekannt, ob Folséure fur C. elegans essentiell ist oder ob die Tiere
sie selbst synthetisieren konnen. Da das CeHR — Medium auch Folsdure enthalt, sind Unter-
suchungen geplant in denen gezielt ein Folsauremangel hergestellt wird um die resultierenden

Folgewirkungen zu beobachten.

45



4. Folsaure

4.3.3. RNA - Interferenz

RNA — Interferenz ist eigentlich ein natirlicher Mechanismus eukaryotischer Organismen um
virale DNA gezielt auszuschalten. Sie beruht darin, dass die wahrend der Reproduktion vira-
len Genoms produzierte dsRNA von der Zelle erkannt und abgebaut wird. Das Wissen um
diese Funktion machte sie in den letzten Jahren aber auch zu einer wichtigen Methode in der

molekularbiologischen Forschung um die Expression einzelner Gene zu deaktivieren.

Fur die Erstbeschreibung der RNAi an C. elegans [FIRE et al., 1998] erhielten Andrew Z. Fire
und Craig C. Mello 2006 den Nobelpreis.

Bis heute sind schon einige Arten RNA — vermittelter Genabschaltung bekannt und es ist noch
nicht klar, ob sie alle unter demselben Mechanismus zusammenfassbar sind. Trotzdem lassen
sich einige allgemeine Aussagen treffen. Ein gemeinsames Merkmal ist der sogenannte ,Di-
cer®, eine doppelstrangspezifische RNAase der RNase Ill - Familie, die dsRNA in Fragmente
von 21 bis 25 Nukleotiden spaltet [GRAW, 2006], die sSiRNA. Diese bildet mit verschiedenen
Proteinen einen RISC (RNA — induced silencing complex). Mit Hilfe von ATP trennt der RISC
den RNA — Doppelstrang, die siRNA erkennt die Zielsequenz und diese wird vom Protein-
komplex des RISC ausgeschaltet (siehe Abb. 10)

Seit ihrer Entdeckung ist die RNA - Interferenz bzw. das RNA - Silencing eine molekularbiolo-
gische Methode der reversiblen Genetik um gezielt Gene oder Genabschnitte zu deaktivieren
und so Phanotypen mit Fehlfunktionen zu erhalten, die dann einen Rickschluss auf die Gen-
funktion erlauben. Es werden verschiedene DNA — Matrizen fir die dsRNA - Synthese ver-
wendet: DNA — Fragmente, cDNAs, ORFs oder die ,inducible hairpin RNAI“ [TAVERNARAKIS et
al., 2000].

RNAI kann auf verschiedene Arten durchgefiihrt werden, abhangig wie die dsRNA verabreicht
wird. Dies ist moglich durch Injektion [FIRE et al., 1998], Futterung [TIMMONS und FIRE, 1998]
oder Einweichen der Tiere in einer Loésung mit dsRNA [TABARA et al., 1998]. Die effektivste,
aber auch aufwandigste Methode ist die direkte Mikroinjektion ins Cytoplasma des Intestinums
[TABARA et al., 1998].

Auch der Zeitpunkt der Zugabe kann bei unterschiedlichen Larval- bzw. Entwicklungsstadien
erfolgen.

Geplant ist eine Untersuchung mit gezieltem Ausknocken des MTHFR-Gens von C. elegans.

Die genaue Methodik ist noch nicht festgelegt.
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Abb. 10: Mechanismus der RNA — Interferenz: Die anfan
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SCHEPERS, 2003,GRAW, 2006].
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gliche doppelstrangige RNA (dsRNA) wird
Fragmente (siRNA) gespalten. Dicer bildet
dabei Gber seine PAZ — Domane (Piwi-Argonaute-Zwille — das sind verwandte Proteine aus Drosophila)
einen aktiven Komplex mit anderen Proteinen. Diese so gebildete doppelstrangige siRNA bildet mit
Proteinen einen Ribonukleotid-Protein-Komplex (RNP); durch Entspiralisierung der siRNA und Hinzufi-
gen weiterer Proteine bildet sich der RNA-induzierte Abschalt-Komplex (engl. RNA-induced silencing
complex, RISC). Die einzelstrangige siRNA kann dann spezifisch an ihre Ziel-mRNA binden [ARENZ und
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5. Praktische Arbeiten zur Etablierung von C. elegans als Modellor-

ganismus im Labor

Um den Umgang mit C. elegans zu erlernen, wurden am Emerging Focus Nutrigenomics eini-
ge grundlegende Versuche durchgefihrt. Fir diese Arbeit waren dies die erste Untersuchung

der Lebensdauer und ein Versuch zur Feststellung der Nachkommenzahl. Diese beiden Ver-

suche wurden wie folgt durchgefihrt:

5.1. Material

5.1.1. Chemikalien

Tab. 4: Verwendete Chemikalien mit Angabe der Bezugsfirma und deren Standort.

Chemikalie

Firma

Natriumchlorid

Agar

Pepton

Calciumchlorid

Cholesterin

Ethanol

Magnesiumsulfat

Nystatin

LB Agar

LB Medium
Natriumhydroxid
Dikaliumhydrogenphosphat
Kaliumdihydrogenphosphat

Haushaltsbleiche (Danchlor)

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Drogerie
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5.1.2. Gerate

Tab. 5: Verwendete Gerate mit Angabe der Bezugsfirma und deren Standort.

Gerat

Firma

Autoklav Varioklav Dampfsterilisator 500

Laminar Flow ESCO

beheizbarer Magnetrihrer RCT basic

Pipettierhilfe Easypet

Kolbenhubpipette

Spiritusbrenner

Stereomikroskop Wild Heerbrugg(Vergro3erung:6x bis 40x )
Kuhlbrutschrank Selecta

Vortex MS1 Minishaker

Zentrifuge Jouan BR4i multifunction
Wasseraufbereitungsanlage Easypure LF

Unterlicht intralux 6000

H+P Labortechnik,
Oberschleissheim
Ehret, Tulln

IKA, Staufen
Eppendorf, Wien
Eppendorf, Wien

Roth, Karlsruhe

Kern, Aarau

Selecta, Barcelona
IKA, Staufen

Thermo Scientific, USA
Thermo Scientific, USA

Volpi, Schlieren
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5.1.3. Verbrauchsmaterialien

Tab. 6: Verwendetes Verbrauchsmaterial mit Angabe der Bezugsfirma und deren Standort.

Material Firma

Becherglaser Roth, Karlsruhe

Flaschen 1L und 100ml Roth, Karlsruhe

serologische Pipetten (10ml - 50ml) Greiner Bio-one, Frickenhausen
Glaspipetten Roth, Karlsruhe

Petrischalen (Durchmesser: 3cm, 6cm, 9cm) | Greiner Bio-one, Frickenhausen

Pipettenspitzen (50ul) Greiner Bio-one, Frickenhausen
Impfésen VWR, Wien

Platindraht 32 gauge Sigma, Wien

Pasteurpipetten Roth, Karlsruhe

Gummisauger Roth, Karlsruhe
Zentrifugenrohrchen Greiner Bio-one, Frickenhausen

5.1.4. Organismen

5.1.4.1. C. elegans

Das CGC (Caenorhabditis Genetics Center) an der University of Minnesota ist die Adresse
schlechthin fur den Kauf von verschiedensten Wurmstammen. Dieses Labor hat sich zum Ziel
gesetzt fur alle bekannten Gene zumindest einen Mutanten anzubieten, das gleiche gilt fir
alle Arten von chromosomalen Anderungen (Defizite, Duplikationen, Translokationen und In-
versionen). Mittlerweile sind abgesehen vom Wildtyp Gber 3000 mutierte Stamme von C. ele-

gans erhaltlich. Nach Registrierung auf der homepage www.cbs.umn.edu/CGC , kann man

aus dem reichen Angebot die fir die jeweilige Fragestellung passenden Tiere bestellen. Die

Kosten sind mit 7 US $ pro Stamm relativ gering (Registrierungsgebihr: 25 US $).

Die bestellten Tiere werden in NGM Petrischalen mit OP50 - Kultur versandt und sollten 7 bis

10 Tage nach der Bestellung ankommen. Die Sendung enthalt des Weiteren Informationen zu
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Genotyp, Phéanotyp, Haltungsbedingungen und Herkunft des Stammes. Nach Lieferung der

Tiere sollte eine Zustandsbeschreibung ans CGC zuriickgesendet werden [STIERNAGLE,

2006].

5.1.4.2. Escherichia coli OP50

E. coli OP50 ist ein Uracil auxotropher Stamm, der ein eingeschranktes Wachstum hat. Somit

ist die

Gefahr, dass das NGM von Bakterien Uberwuchert wird, nicht gegeben. Auch dieser

Bakterienstamm wurde tiber das CGC bestellt.

5.1.5.

Herstellung der Wachstumsmedien (abgedndert nach T. Stiernagle [STIERNAGLE,

2006])

5.1.5.1. NGM (Nematode Growth Medium)

1,5g NaCl, 8,5g Agar und 1,25g Pepton wurden in ein Becherglas eingewogen, in eine
1L Flasche, die einen Rihrmagneten enthalt, transferiert, mit 486 ml Aqua dest. aufge-
fullt und anschlieBend autoklaviert. Die Flasche wurde bei ca. 90°C entnommen. Die
weiteren Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen unter einem Laminar Flow.

Die Flasche wurde auf einem beheizbaren Magnetrihrer auf 65°C abgekuhlt.

Nach 15 Minuten unter standigem Rihren wurden 0,5ml 1M CacCl,, 0,5ml 5mg/ml Cho-
lesterin in Ethanol, 0,5ml 1M MgSO,, 12,5ml 1M KPO, Puffer sowie optional 2,5ml
Nystatinldsung hinzugeflgt.

Der flussige, noch warme NGM Agar wurde in die Petrischalen pipettiert (25ml fur
100mm, 12ml fir 60mm und 4ml fir 35mm Platten). Luftblaschen wurden sofort ent-
fernt.

AnschlieBend wurden die Platten umgedreht fir 2-3 Tage bei Raumtemperatur ge-
trocknet. So konnte die Uberschiissige Flussigkeit abdampfen. Nach einer Kontamina-
tionskontrolle erfolgte die Lagerung luftdicht bei 4°C. Die NGM — Platten waren einige
Wochen haltbar.

5.1.5.2. LB Agar

35g LB Agar wurden mit 1 Liter Aqua dest. verrihrt, autoklaviert und anschlieRend auf Petri-

schalen pipettiert.
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5.1.5.3. LB Bouillon

20g LB Medium wurde mit 1 Liter Aqua dest verriihrt und anschliel3end autoklaviert.

5.2. Methoden

5.2.1. Ansetzen der OP50 — Kultur

a. Auf sterilem LB Agar wurde ein fraktionierter Ausstrich (siehe Abb.10) der Startkultur
bzw. von Bakterien einer bestehenden Wurmplatte angefertigt. Die Platten wurden bei
37°C uber Nacht im Brutschrank bebrutet.

b. Eine Einzelkolonie der ausgestrichenen Platte wurde verwendet um aseptisch eine
Flasche mit LB Bouillon zu beimpfen. Die Bebritung erfolgte bei 37°C tber Nacht oder
fur mindestens 8 Stunden.

c. Die E. coli OP50 Ausstrichplatte sowie die beimpfte Bouillon (Flissigkultur) wurden bei
4°C gelagert. Diese konnten einige Monate verwendet werden.

Abb.11: Fraktionierter Ausstrich: Mit einer sterilen Impfose wurde nach Aufnahme von OP50 ein Teil
der Schale ausgestrichen (a), Mit einer neuen Impfése wurden 4-5 Linien aus a herausgezogen (b). (c)
Wiederholung des letzten Schrittes mit umgedrehter Impfose. Abschliefend wurde mit der Hochkante
der Ose nochmals eine Linie gesetzt (d). Dies garantierte eine gute Verteilung der Bakterien, sodass
beim nachsten Arbeitsschritt eine reine Einzelkolonie entnommen werden konnte.

Das OP 50 LB- Flussigmedium wurde verwendet um die NGM Platten zu beimpfen. Dazu
wurden je 50ul des OP 50 LB- Mediums auf eine NGM- Platte pipettiert (60mm Petrischale)
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und mittels einer Impfose verteilt um einen gréReren Bakterienrasen zu erhalten und das Er-
kennen der Einzelindividuen von C. elegans zu erleichtern. Bei 30mm Platten reichten 10y,
die direkt mit der Impfése aufgetragen wurden. Wichtig war es das Medium mdglichst zentral
auf der Platte aufzubringen und es nicht bis zum Rand zu verteilen, damit die Tiere nicht Uber
den Rand kriechen konnten. Die beimpften Petrischalen wurden kopflber bei Raumtempera-

tur Uber Nacht inkubiert. Bei luftdichter Lagerung bei 4°C waren sie 2-3 Wochen haltbar.

5.2.2. Kultivierung von C. elegans

Die Tiere wurden nach Erhalt auf mit OP50 beimpfte NGM-Platten transferiert. Zum Umsetzen
der Tiere wurde ein Stereomikroskop (6 bis 50fache Vergrof3erung) mit Unterlicht verwendet.
Kultiviert wurden die Tiere in einem Kuhlbrutschrank.

Um die Warmer auf die frischen NGM-Schalen zu bringen, wurden verschiedene Methoden

angewandt:

e picken®: Mit Hilfe eines ,Wurmpickers® wurden die Tiere einzeln umgesetzt.

Der Wurmpicker wurde folgendermalf3en hergestellt: Ein 2 bis 3 cm langes Stiick 32
gauge Platindraht wurde an der geschmolzenen Spitze einer Pasteurpipette befestigt.
Das Drahtende wurde leicht mit einer Miinze abgeflacht um das Aufnehmen der Tiere
zu erleichtern. Zwischen zwei Transfers wurde der Draht abgeflammt.

Die Tiere wurden mit dieser Methode in zwei Varianten aufgenommen. Die erste war,
dass mit der flachen Unterseite des Wurmpickers ein Tropfen des E. coli Rasens auf-
genommen wurde. Dadurch blieb ein Wurm durch kurzes Antupfen kleben und konnte
transferiert werden. Die zweite Moglichkeit war, den Wurmpicker wie einen Loffel zu
verwenden. Der Nachteil der ersten Methode lag darin, dass es einige Zeit dauerte bis
sie erlernt war. Die zweite Methode war zwar etwas einfacher fir den Anfanger, wollte
aber auch gelernt sein. Sie hatte namlich den Nachteil, dass z.B. altere, nicht mehr so
agile Tiere beim Absetzen nicht mehr aktiv herunter kriechen konnten und so auf dem
Picker kleben blieben. Sie lieRen sich allerdings leichter zum aktiven Verlassen des
Pickers animieren, wenn man den Wurmpicker leicht in das NGM hineindrickte, aller-
dings ohne die Oberflache des Mediums zu verletzen. Wurde beim Picken die Oberfla-
che des NGM verletzt, so musste sie mit Hilfe einer erhitzten Pasteurpipette, die das
NGM zum Schmelzen brachte, wieder versiegelt werden. Abgesetzt wurden die Wir-
mer indem der Wurmpicker auRerhalb des Bakterienrasens kurz und vorsichtig auf das
NGM gedriickt wurde. Der Wurm blieb am NGM kleben und kroch nach kurzer Erho-

lungsphase selbsténdig zum E. coli Rasen.
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e chunking®“: Mit einem sterilen Skalpell oder Spatel wurde ein Agar-Brocken auf eine
frische Schale umgesetzt. Die Tiere verteilten sich aktiv auf dem frischen Bakterienra-
sen. Diese Methode wurde angewandt wenn sich die Wirmer in das NGM hineinge-
bohrt hatten.

e Eine dritte Mdglichkeit ware das Umsetzen mit Hilfe von Filterpapierstreifen: ein % bis
1 cm breiter und ca. 5 cm langer Streifen sterilen Filterpapiers wird vorsichtig auf die
Wurmkultur gelegt, sodass er Flussigkeit und Individuen aufnehmen kann. Ebenso
werden die Tiere auf eine frische Platte aufgebracht. Ein Papierstreifen darf nur einmal
verwendet werden [STIERNAGLE, 2006]. Diese Methode wurde allerdings bei den fir
diese Arbeit durchgefihrten Versuchen nicht angewandt.

Wie oft die Tiere umgesetzt werden mussten, hing von der Art des Versuchs ab.

Im Allgemeinen lasst sich sagen, dass die Umsetzungsrate vom verwendeten Genotyp und
der Haltungstemperatur abhangt. Uber den Genotyp gibt die bei der Lieferung beiliegende
Beschreibung Auskunft. Bei 11 bis 16°C kénnen die mit Parafilm umwickelten Schalen mehre-
re Monate ohne Umsetzen aufbewahrt werden. Bei h6heren Temperaturen missen die Tiere
ofter umgesetzt werden. Die beste Haltungstemperatur liegt zwischen 16 und 25°C, bei 25°C
wachst C. elegans 2,1-mal schneller als bei 16°C. Bei der meist lblichen Kultivierungstempe-
ratur von 20°C 1,3-mal schneller als bei 16°C [SAMBROOK et al., 1989]. Auch die Art der Un-
tersuchungen hat einen Einfluss auf die Transfer — Haufigkeit. Will man Tiere unterschiedli-

cher Entwicklungsstadien haben, miissen die Tiere nach einem Tag umgesetzt werden.

5.2.3. Synchronisation der C. elegans Embryos

Um bakterielle Verunreinigungen von C. elegans Kulturen zu entfernen bzw. um gleich alte

Larven zu erhalten, wurden die Embryos synchronisiert [STIERNAGLE, 2006]:

1. Um eine grofRe Anzahl an Eiern zu gewinnen, wurden Platten mit moglichst vielen
trachtigen Hermaphroditen verwendet, da nur die Embryos in den noch nicht gelegten
Eiern die Behandlung Uberleben.

2. Die Platten wurden einige Male mit Aqua dest. gewaschen, indem mit einer Pipette das
Wasser und die Tiere mehrmals auf die Platten aufgetragen und anschliel3end wieder
aufgenommen wurden.

3. AnschlieRend wurde die Flissigkeit mit den Tieren in einem sterilen Zentrifugenrohr-
chen gesammelt und mit Aqua dest. auf ein Volumen von 3,5ml aufgefullt.

4. Es wurden 0,5ml 5M NaOH mit 1ml Bleiche gemischt und hinzugefuigt. Diese L&sung

muss immer frisch angesetzt werden.
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5. Nun wurde die Wurm — Losung am Vortex 10 Minuten gemischt und dann fur 30 Se-
kunden bei 1300 x g zentrifugiert, sodass sich die Eier als Pellet absetzen konnten.
Der Uberstand wurde bis auf 0,1ml abgenommen. Der Rest mit dem Pellet wurde mit
Aqua dest. auf 5ml aufgefullt. Dieser Vorgang wurde nochmals wiederholt.

6. Mit einer sterilen Pasteurpipette wurden die 0,1ml Lésung mit den Eiern in mehreren
Tropfen an den Rand einer mit OP50 beimpften NGM Platte gesetzt und im Brut-
schrank bei 20°C uber Nacht kultiviert.

7. Am nachsten Tag waren die ersten Larven geschlupft. Diese wurden auf frische Plat-

ten umgesetzt.

5.2.4. Lebensdauer von C. elegans (Lifespan)

In einem Lifespan Versuch wurde ermittelt wie lange die Tiere leben. Laut W. B. Wood leben
die Tiere des Wildstammes von C. elegans ca. 20 Tage [Woo0D, 1988].

Zur Durchfihrung des Versuchs wurden auf 5 mit OP50 beimpfte NGM — Platten (6cm
Durchmesser) je ca. 16 synchronisierte Tiere im L1 Stadium gesetzt. Insgesamt waren es 80
Individuen. Die Kolonien wurden bei 20°C im Kihlbrutschrank gehalten und jeden Tag auf
frische Platten Uberfuihrt. Erst nach Ende der reproduktiven Phase blieben die Versuchstiere
lAnger auf den Platten und wurden nur im Fall einer Kontamination des NGM durch Bakterien
oder Pilze auf neue Platten umgesetzt. Die Tiere wurden nach dem Umsetzen gezahlt und die
Zahlen protokolliert. Tote Tiere wurden entfernt. Mit dem Programm MedCalc wurde die mittle-
re Uberlebensrate berechnet und zur bildlichen Darstellung eine Kapler-Meier Uberlebenskur-

ve angefertigt (siehe Abb. 14).

5.2.5. Nachkommenzahl (Broodsize) und Schliipfungserfolg von C. elegans

Ein Broodsize Versuch dient dazu um festzustellen, wie viele Nachkommen ein Tier produ-
ziert. Nach W. B. Wood legen Hermaphroditen von C. elegans in ihrer ungefahr 4 Tage
dauernden reproduktiven Phase ca. 300 Eier [Woo0D, 1988].

Fur diesen Versuch wurden 10 synchronisierte Tiere im L2-Stadium auf je eine Platte gesetzt.
Nach Beginn der Reproduktionsphase wurden die Tiere taglich zur gleichen Uhrzeit auf fri-
sche Nahrplatten Ubersiedelt. Die verbliebenen Eier und L1 — Larven wurden mit Hilfe eines
Rasters (siehe Abb.12) gezahlt und die Anzahl der Eier und Larven in ein Rasterprotokoll

(siehe Abb.13) eingetragen.
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— |
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Abb. 12: Dieser Raster wurde auf eine durchsichtige Folie (ibertragen und unter die Versuchsschale
gelegt. Somit war der Bakterienrasen mit den Wirmern in Felder unterteilt, die das Zahlen der Eier
und Larven leichter und genauer ermoglichten.
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Dat: _/ /  Tag: Dat: _/ /  Tag:-__
Eier gesamt: Eier gesamt:

Abb. 13: Jeweils 2 Raster nebeneinander waren fiir eine Platte. Auf dem linken wurden die Eier und
Larven nach Abnahme des Muttertieres eingetragen, auf dem rechten die Anzahl der am nachsten Tag
nicht geschllpften Eier.
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Uber Nacht wurden diese Schalen nochmals im Kiihlbrutschrank gehalten um am nachsten
Tag die Anzahl der nicht geschlipften Eier zu zahlen. Nach Ende der reproduktiven Phase

der 10 Tiere wurde der Versuch abgeschlossen.
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6. Ergebnisse und Diskussion

6.1. Lebensdauer von C. elegans

Aus den protokollierten Daten wurde mit dem Statistikprogramm MedCalc die durchschnittli-
che Lebenswahrscheinlichkeit berechnet. Diese betrug fur die Tiere dieses Versuchs 12 Tage.
Die ersten Tiere verstarben nach 8 Tagen, das &lteste Tier wurde 29 Tage alt.

Die Kaplan-Meier Uberlebenskurve in Abb. 14 zeigt in Diagrammform eine Darstellung der

Lebenswahrscheinlichkeit aller Tiere Giber die Gesamtversuchsdauer.

Lebensdauer
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# !
=
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E 40
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@
20
I:I_l | | | | |
q 10 5 20 25 an
Titme

Abb. 14: Kaplan-Meier Uberlebenskurve zur Darstellung der kalkulierten Lebensdauer. Erstellt mit
dem Programm Med Calc. Die mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit betragt 12 Tage.

Laut Literatur werden Tiere des C. elegans Wildstammes unter optimalen Laborbedingungen
ca. 2 bis 3 Wochen alt [STRANGE, 2006]. Optimale Lebensbedingungen sind erstens abhangig
von der Versorgung mit Nahrung und zweitens von der Haltungstemperatur. Beide Punkte

wurden optimal erfillt.

59



6. Ergebnisse und Diskussion

Dass das durchschnittlich erreichte Alter der Tiere mit 12 Tagen trotzdem relativ gering war,

konnte folgende Ursache haben:

Die Tiere wurden anfangs taglich mit dem Wurmpicker umgesetzt. Dies war notwendig,
da die Tiere des Versuchs durch ihre hohe Reproduktionsrate und die rasche Entwick-
lung ihrer Nachkommen nicht mehr von diesen unterschieden héatten werden kénnen.
Erst nach Ende der Fortpflanzungsperiode konnten die Tiere langere Zeit auf den Plat-
ten belassen werden. Sie wurden dann erst nach Kontamination der Platten tUbersetzt.
Zu einer Besiedlung der Platten durch Fremdbakterien oder Pilze kommt es relativ
haufig. Die Kontaminationsrate nach 14 Tagen liegt bei nahezu 100%. Aber auch der
Uracil auxotrophe OP50 E. coli Stamm neigt offensichtlich durch Ausscheidungspro-
dukte des Wurmes zu einer Rickmutation und beginnt zu wuchern. Um die h&aufigeren
Pilzkontaminationen zu verhindern, wird am Emerging Focus Nutrigenomics bereits

kurz nach Beginn der Erstversuche Nystatin zum NGM zugesetzt.

Wie andere Organismen zeigt auch C. elegans einen sichtbaren Alterungsprozess.
Wahrend junge Adulte sehr agil sind, viel Nahrung aufnehmen und sich rasch nach
dem Umsetzen erholen, bewegen sich altere Tiere sehr langsam, im hohen Alter von
ca. 3 Wochen bewegen sie sich sogar nur noch nach Antupfen. Sie sind au3erdem di-
cker und dunkler gefarbt, also optisch leicht unterscheidbar. Ist ein Umsetzen in die-
sem Alter noch notwendig, erholen sie sich nur sehr schwer davon und viele verster-
ben am selben oder am nachsten Tag. Eine Mdglichkeit um den Tieren den Stress
durch das Umsetzen zu ersparen, ware ein Zusatz von Fluorodeoxyuridin. Dieser
DNA-Synthese-Inhibitor verhindert einerseits ein Schlipfen der Larven und behindert

andererseits das Wachstum der Nachkommen [MITCHELL et al., 1979].

Das Erlernen der Aufnahmemethode mit dem Wurmpicker benétigt einiges an Ubung
und dauert bis zur Professionalitat einige Wochen. Diese Tatsache wurde von den
durchfiihrenden Personen vermutlich unterschétzt und es wurde zu einer Zeit mit den
Umsetzversuchen begonnen wo der sichere Umgang im benétigten Ausmald vermut-
lich noch nicht vorhanden war. Vor allem im Anfangsstadium des Versuchs war zur
Aufnahme mit dem Wurmpicker noch ein mehrmaliges Antupfen der Tiere notwendig.

Dies fiihrte sicher zu erhdhtem Stress der Tiere.
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6.2. Nachkommenschaft von C. elegans

Wie aus Abb. 15 ersichtlich variiert die Anzahl der gelegten Eier pro Tier betrachtlich. Die we-
nigsten Eier legte Tier Nr. 2 (184 Eier), die meisten Tier Nr. 3 (306 Eier). Durchschnittlich legte
ein Tier 241 Eier (Tier Nr. 2 und Nr. 3 nicht mit berechnet).

Anzahl der gelegten Eier pro Versuchsier

350 +

300 o

250 o

200 o

150 A

gelegte Eier

100 -

50 o

Tiernummer

Abb. 15: Anzahl der gelegten Eier pro Tier.

Laut Literatur legt ein Hermaphrodit nach Selbstbefruchtung ca. 300 Eier. Warum der Durch-
schnitt berechnet von 10 Tieren doch deutlich niedriger ausfallt, konnte folgende Ursachen
haben:

e Wie schon im Versuch Uber die Lebensdauer der Tiere kénnte das tagliche Umsetzen
die Tiere so sehr gestrel3t haben, dass die erhdhte Belastung einen Einfluss auf die
GroRe der Nachkommenschaft zeigt. Mangelhaftes Beherrschen der Umsetztechnik
wird bei diesem Versuch nicht als Fehlerquelle beurteilt, da zum Zeitpunkt der Durch-
fuhrung die Methode von der durchfihrenden Person schon sehr gut beherrscht wur-
de.

e Ein weiterer Grund fur eine verminderte Nachkommenschaft kdnnten nicht optimale

Haltungsbedingungen sein. Da die Tiere konstant bei 20°C gehalten wurden, kann nur
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durch die Nahrungsquelle eine Beeinflussung stattgefunden haben. Ob sich E. coli in

seiner Qualitat geandert hat, lasst sich schwer sagen.

Die Dauer der Fortpflanzungsperiode der Tiere im Versuch betrug knappe 5 Tage. Alle Tiere
begannen mit der Eiablage am 5. Lebenstag. Durchschnittlich legte ein Tier am 1. Tag 42
Eier, am 2. Tag 105 Eier, am 3. Tag 58 Eier, am 4. Tag 28 Eier und am 5. Tag 6 Eier. Nur

sehr wenige Eier wurden vor bzw. nach dieser Zeit gelegt (15 Eier).

durchschnittliche Nachkommenschaft eines Tieres pro Tag

120
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60

gelegte Eier

40

20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Alter des Tieres

Abb. 16: Durchschnittliche Nachkommenschaft eines Tieres pro Tag im Laufe einer Fortpflan-
zungsperiode (n=8).

Von den insgesamt von 10 Versuchstieren gelegten 2414 Eiern sind aus 22 Eiern keine Lar-
ven geschlipft. Das entspricht knapp 1 % der gelegten Eier und spricht fiir einen sehr hohen

Fortpflanzungserfolg.
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7. Zusammenfassung

Diese Arbeit behandelt im ersten Teil einerseits eine zusammenfassende Literaturrecherche
und Beschreibung des Modellorganismus Caenorhabditis elegans, einen Uberblick tiber seine
Forschungsgeschichte und einen Vergleich mit anderen in der Molekularbiologie verwendeten
Labororganismen. Andererseits wird auf das Thema Folsaure, ihren Stoffwechsel und die ver-
schiedenen Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit, bedingt durch verminderte Auf-
nahme und verschiedene Stoffwechselstérungen, eingegangen. Im Besonderen wird das
menschliche MTHFR — Gen, welches fur die Methylen-Tetra-Hydro-Folat-Reduktase kodiert,
beschrieben. Dieses Enzym sitzt an einer Schlisselstelle im menschlichen Folatkreislauf. C.
elegans besitzt ein homologes Gen (C06A8.1) dessen Lage bekannt ist. Bis jetzt sind aller-
dings keine genaueren Untersuchungen zum Thema Folsédure und zu diesem Gen von C.

elegans erfolgt.

Im zweiten Teil werden die ersten einfihrenden Versuche dieses Modellorganismus in einem
molekularbiologischen Labor, dem Emerging Focus Nutrigenomics des Departments fur Er-
nahrungswissenschaften der Universitat Wien beschrieben. Ausfihrlich wird auf die praktische
Kultivierung von C. elegans eingegangen. Behandelt wird die in den Versuchen verwendete
Methode der Haltung auf NGM (Nematode Growth Medium) mit Escherichia coli OP 50 — Kul-
turen als Nahrung. Es werden aber auch die Haltung im Flissigmedium und die verschiede-

nen geplanten Methoden vorgestellt.

In 2 praktischen Versuchen werden die Lebensdauer der Tiere und die Anzahl ihrer Nach-
kommen bzw. ihr Fortpflanzungserfolg untersucht und die erhaltenen Ergebnisse mit Angaben
aus der Literatur verglichen. Da sich die Ergebnisse teilweise von den Literaturangaben un-
terscheiden, wird des Weiteren auf aufgetretene Probleme und eventuelle Fehler in der Ver-
suchsdurchfiihrung eingegangen und nach Lésungsansatzen fur die folgenden weiterfiihren-

den Versuche gesucht.
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8. Summary

The first part of this diploma thesis is on the one hand a comprising literature review and de-
scription of the model organism Caenorhabditis elegans, an overview about its research histo-
ry and a comparison with other organisms used in molecular biology. On the other hand, it is
about folic acid, the metabolism and different effects on human health, due to low absorption
and different metabolism diseases. In particular the human MTHFR —gene which encodes for
the Methylene-Tetra-Hydro-Folate-Reductase is considered. This enzyme is located at a key
place in the human folic acid metabolism. C. elegans owns a homologous gene (CO6A8.1).

Until now no investigations on the subject folic acid and C. elegans are known.

The second part is about the first experiments with this model organism in a molecular-
biological laboratory (at the Emerging Focus Nutrigenomics of the Department of Nutritional
Sciences of the University of Vienna). The practice of cultivation of C. elegans is described
accurately. The used method is on NGM (Nematode Growth medium) with Escherichia coli
OP 50 — culture as food resource. Also the culture in liquid medium and the different planned
methods are described.

In 2 practical experiments the life span of the animals, their brood size, and the number of
their offspring are investigated. The results are compared with investigations from literature.
Due to the fact, that the results partly differ from literature data, problems and mistakes during

the experiments are outlined and solutions are tried to find.
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Tab. 7: Zusammengefasste Ergebnisse des Lifespan Versuchs. Linke Spalte: Versuchsdauer in Tagen,

rechte Spalte: % der noch lebenden Tiere (n=80).

Versuchstag % der noch lebenden Tiere
1 100
2 100
3 100
4 100
5 100
6 100
7 100
8 96
9 69
10 65
11 59
12 50
13 44
14 39
15 38
16 26
17 23
18 23
19 19

20 15
21 14
22 11
23 9
24 8
25 6
26 6
27 6
28 4
29 0
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Tab. 8: Ergebnisse des Brood Size Versuches. Hier wurden die Mittelwerte unter Einbezug aller Tiere

berechnet. Protokolliert wurden nur die Tage der Fortpflanzung.
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Zubereitung des axenischen Flissigmediums nach folgenden Rezepturen von IQBAL HAMZA:

1. CeHR - Medium:

a. Salzlésung fur das CeHR — Medium (100ml):

Zu 80 ml Millipore-Wasser werden folgende Chemikalien zugegeben:

4,1g MgCl,.6H,0

2,99 Natriumcitrat

4,99 Kaliumcitrat. H,O

0,079 CUCIzszo

0,29 MnCl,.4H,0

0,19 ZnCl,

0,69 Fe(NH,)»(S04),.6H,0

02g CacCl,.2H,0 (wird immer als letztes zugegeben)

b. Vitamine und Wachstumsfaktoren — Mix fir das CeHR — Medium:

[. Zu 60 ml Millipore-Wasser werden zugegeben:

0,159 N-Acetylglucosamin
0,15¢g DL-Alanin
0,075¢g Nicotinamid
0,0375¢g Pantethein
0,075¢g Pantothenat (Ca)
0,075¢g Folsaure
0,0375¢g Pyridoxamin.2HCI
0,075¢g Pyridoxin.HCI
Riboflavin 5-
0,075g PO.(Na)
0,075g Thiamin.HCI

[I. Zu5 ml 1N KOH werden zugegeben:

p_
0,075g Aminobenzoesaure
0,0375¢g Biotin
Cyanocobalamin
0,0375g (BYlZ)
0,0375g Folinat (Ca)
0,075¢g Niacin
Pyridoxal 5'-
0,0375¢ phosphat
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[ll. Zu 1 ml Ethanol wird zugegeben:

0,0375¢ Liponséaure

Losungen I, 1 und Il werden gemischt und mit Millipore-Wasser auf 100 ml aufgefullt, dunkel
bei 4°C aufbewahrt oder in kleinen Portionen bei -20°C eingefroren.

c. Nukleinsduren — Mix fur das CeHR — Medium:

Zu 60 ml Millipore-Wasser werden folgende Reagenzien zugesetzt:

1,74 ¢ Adenosin 5' PO, (Na)

1,84 g Cytidin 5'-PO,

1,829 Guanosin 2'- & 3'- oder

2,04 g Guanosin 5' - PO,

1,84 g Uridin 5'-PO4 (Nay)

0,639 Thymin (zuletzt zusetzen, I6st sich dann auf)

d. Andere Stammlésungen fir das CeHR — Medium:

Jede der folgenden Losungen wird separat mit Millipore-Wasser (falls nicht anders angege-
ben) angesetzt:

450 mM KH,PO,

2mM Cholindisaurecitrat
2,4 mM i-Inositol

1,46 M d-Glukose

1M HEPES (Na)

5 mg/ml in Ethanol Cholesterol

170 mg/mi Lactalbuminhydrolysat

2 mM Heminchlorid in 0,1 N NaOH Hemin (mit konz. HCL auf pH=8)

2. Milch:

Verwendet wird mit hoher Temperatur ultra-pasteurisierte Milch, diese ist im Supermarkt er-
héltlich. Die Packung muss steril gedffnet werden und die Milch auf Mikroben getestet werden
(einige Tropfen auf Agarplatten geben und bei 37°C bzw. bei 30°C inkubieren). Bei negativem

Test die Milch in 50 ml sterile GefalRe umfillen und bei -80°C einfrieren.
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3. Zusammenmischen des CeHR — Mediums:

Die Losungen werden in folgender Reihenfolge gemischt:

10 mi Cholin

10 ml B Vitamin- und Wachstumsfaktoren-Mix
10 mi i-Inositol

10 ml Hemin

250 ml Millipore-Wasser

Jetzt wird die Losung mit einem 0,2 um Filter gefiltert. Danach werden folgende Losungen

zugesetzt:

20 ml Nukleinsauren - Mix

100 ml Salzlésung

20 mi Lactalbumin

20 mi essentielle Aminosauren - Mix
10 mi nicht - essentielle Aminoséauren - Mix
20 ml KH2PO4

50 ml d-Glukose

10 ml HEPES

250 ml Millipore-Wasser

1 mi Cholesterol

AbschlieBend wird das Medium erneut filtriert. Es kann bei 4°C aufbewahrt werden. Kurz vor
Gebrauch wird die UHT Milch zugesetzt.
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