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Although Chaenorhabditis elegans has been extensively used as a
model organism in the laboratory, we know almost nothing about its
interaction with naturally associated microbes. Using proteomics,

we studied the C. elegans response to two natural Pseudomonas sym-
bionts that protect the roundworms against pathogens. The host
response is manifold, involving proteomic changes related to metabo-
lism, pathogen defense, and cell structure, laying the groundwork for
exploring mechanisms of microbiota-mediated protection.
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B Die Gesamtheit der Mikroorganismen, die
mit einem Wirt oder mit einem Habitat asso-
ziiert sind, bezeichnet man als Mikrobiota;
die Gesamtheit ihrer Gene als Mikrobiom. In
der Mikrobiomforschung identifizieren und
charakterisieren Forscher:innen die Mikro-
biota von Pflanzen, Tieren und Menschen und
untersuchen den Einfluss der Mikrobiota auf
die Physiologie und Gesundheit ihrer Wirte.
Bei der Erforschung der funktionellen Zusam-

menhange der Interaktion zwischen Mikro-
biota und Wirt und der zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen sind - wie in vie-
len anderen Disziplinen in der Biologie —
Modellorganismen von groBer Bedeutung.

C. elegans als Modell in der Mikro-
biomforschung

Von den Mikrobiota der drei populédrsten
Modellorganismen, der Hausmaus Mus mus-
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A Abb. 1: Proteomanalyse der Interaktion von Caenorhabitis elegans mit den natiirlichen Mikro-
biota-Bakterien Pseudomonas lurida MYb11 und P. fluorescens MYb115. Die identifizierten Pro-
teine sind an der Fortpflanzung, dem Stoffwechsel, der Pathogenabwehr und der Zellstruktur des
Wirts beteiligt und zeigen die Vielféltigkeit der Antwort von C. elegans auf die Mikrobiota-Bakte-
rien. B.: Bacillus; O.: Ochrobactrum. Schema verandert aus [5].
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culus, der Taufliege Drosophila melanogaster
und des Fadenwurms Caenorhabditis elegans,
wurde die Mikrobiota des Fadenwurms am
langsten missachtet. Dies ist auf die Art und
Weise zuriickzufiihren, wie C. elegans seit
seiner Einfiihrung als Modellorganismus
durch Sydney Brenner im Labor kultiviert
wird: C. elegans wird monoxenisch gehalten,
d. h. nur in Gegenwart des Futterbakteriums
Escherichia coli OP50, dem der Nematode in
der Natur gewdhnlich nicht begegnet. C. ele-
gans ernahrt sich im Allgemeinen von Bak-
terien; der Grinder im Pharynx zerkleinert
E. coli-Zellen effizient wie ein Mahlwerk,
sodass bei jungen Tieren der Darm unter die-
sen Laborbedingungen frei von lebenden
Bakterien ist. Zudem werden im Labor routi-
nemaBig mithilfe einer Bleichmethode keim-
freie Tiere erzeugt, um Populationen zu syn-
chronisieren oder von Kontaminationen zu
befreien. Folglich wurden jahrzehntelang
C. elegans-Studien in Abwesenheit von natiir-
lich relevanten Mikroben durchgefiihrt. Die
natiirliche Mikrobiota von C. elegans wurde
tatsachlich erst vor wenigen Jahren charak-
terisiert [1]. Die Zusammenstellung eines
vereinfachten synthetischen Mikrobiota-
Konsortiums (,CeMbio*“, [2]) ermoglichte
nun, C. elegans als Modell in der Mikrobiota-
Forschung einzusetzen und fiihrte zu einem
stetigen Anstieg von Studien tiber die Inter-
aktion dieses Fadenwurms mit natiirlich
assoziierten Mikroben (Ubersicht in [1, 3]).
Wihrend wir noch relativ wenig {iber spezi-
fische C. elegans-Mikrobiota-Interaktionen
wissen, zeichnet sich schon ab, dass die
C. elegans-Mikrobiota eine wichtige Funktion
im Schutz vor Pathogenen innehat.

Die C. elegans-Mikrobiota unterstitzt
den Wirt in der Pathogenabwehr

Unsere Gruppe verwendet C. elegans als
Modell, um Mechanismen des Mikrobiota-
vermittelten Schutzes vor Pathogenen zu
erforschen. In unserer vorherigen Arbeit
identifizierten wir zwei C. elegans-Mikrobio-
ta-Bakterien, Pseudomonas lurida MYb11
und P. fluorescens MYb115, die C. elegans
effektiv gegen Infektion mit dem Insekten-
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A Abb. 2: MYb11 aktiviert potenzielle Immungene, MYb 115 schiitzt durch erhéhte Intermediarfilament-Produktion. A, dod-24 und F55G11.4 in vivo-
Expression als Fluoreszenz auf Mikrobiota oder Futterbakterium Escherichia coli OP50. Jeder Punkt reprasentiert ein Individuum (n = 30-35). B, Uber-
leben von Wildtyp und ifb-2-Mutante auf Mikrobiota oder Futterbakterium E. coli OP50, infiziert mit Bacillus thuringiensis. Jeder Punkt zeigt den Mittel-
wert + Standardabweichung dreier Populationen (n = 3). Statistische Signifikanzen bei ungleichen Buchstaben; (A) Kruskal-Wallis + Dunn; (B) GLM.

Daten aus [5]. P.: Pseudomonas.

und Nematoden-Pathogen Bacillus thuringien-
sis schiitzen. Dabei bedienen sich die beiden
Pseudomonaden unterschiedlicher Mecha-
nismen: P. lurida MYb11 produziert Masse-
tolid E, ein zyklisches Lipodepsipeptid-Bio-
tensid der Viscosin-Gruppe, das antimikrobi-
ell gegen B. thuringiensis wirkt und das
Wachstums des Erregers direkt hemmt. Im
Gegensatz dazu schiitzt P. fluorescens
MYDb115 C. elegans ohne das Wachstum des
Pathogens zu hemmen und konnte daher von
indirekten, durch den Wirt vermittelten
Mechanismen abhdngen [4]. Ob MYb11 auch
Auswirkungen auf die wirtseigene Pathogen-
abwehr hat, ist nicht bekannt.

Die natiirliche Mikrobiota beeinflusst
sowohl die Fortpflanzungsreife als
auch den Vitamin-B ,-Metabolismus
von C. elegans

Wie reagiert C. elegans auf natiirlich assozi-
ierte Mikroorganismen im Allgemeinen und
auf P. lurida MYb11 und P. fluorescens
MYb115 im Speziellen? Diese Frage nahmen
wir zum Anlass, in Kollaboration mit Chris-
tian Treitz und Andreas Tholey vom Institut
fiir experimentelle Medizin in Kiel, die Aus-
wirkungen der beiden natiirlichen C. elegans-
Mikrobiota-Bakterien auf das C. elegans-Pro-
teom zu untersuchen [5].

Zuerst verglichen wir die C. elegans-Pro-
teome wihrend der Interaktion mit MYb11
und MYb115 mit dem C. elegans-Proteom
in Gegenwart des Futterbakteriums E. coli
OP50. Unter den Proteinen, die bei der Inter-
aktion mit beiden Pseudomonaden gehauft
auftraten, waren alle sechs C. elegans-Vitel-
logenine (Abb. 1). Vitellogenine sind

Eidotter-Proteine, die vor allem in der Fort-
pflanzungsphase zur Energieversorgung der
Embryonen produziert werden. Diese Ande-
rung im C. elegans-Proteom deckt sich mit
einer phanotypischen Auswirkung von
MYb11 und MYb115, die wir in vorherigen
Arbeiten auf C. elegans beobachtet hatten,
denn beide Pseudomonaden beschleunigen
die Fortpflanzungsreife des Nematoden [6].

Um allgemein giiltige Charakteristika in
der Verdnderung des C. elegans-Proteoms auf
die natiirliche C. elegans-Mikrobiota zu
ermitteln, verglichen wir unsere Daten mit
dem C. elegans-Proteom wéhrend der Inter-
aktion mit zwei weiteren Mikrobiota-Bakte-
rien, Ochrobactrum vermis MYb71 und
0. pseudogrignonense MYb237 [7]. Eine
Gemeinsamkeit in den Proteomen als Reak-
tion auf die vier Mikrobiota-Bakterien stach
besonders hervor: 35 % der Proteine, deren
Haufigkeit sich bei Mikrobiota-Zugabe im
Vergleich zu E. coli OP50 veranderte, sind am
Vitamin-B,,-Metabolismus beteiligt (z. B.
ACDH-1, Abb. 1). Dieses Ergebnis bestatigt
einen schon bekannten Unterschied zwi-
schen dem Futterbakterium E. coli OP50, das
kein Vitamin B, produziert, und vielen
anderen Vitamin-B, -produzierenden Bakte-
rien. Das von den natiirlichen Bakterien pro-
duzierte Vitamin B,, hat potenziell vielféltige
Auswirkungen auf die Physiologie des
Fadenwurms [8].

Somit ergab unsere Proteomanalyse inter-
essante Proteine, die generell fiir die Interak-
tion von C. elegans mit seiner natiirlichen
Mikrobiota von Bedeutung sind.

MYb11 und MYb115 verandern die
C. elegans-Physiologie auf charakte-
ristische Art und Weise

Neben den eher generellen, Mikrobiota-spe-
zifischen Verdnderungen im Proteom, waren
wir besonders an den Proteinen interessiert,
die speziell durch einen der Pseudomonaden
beeinflusst werden. Diese Proteine sind fiir
uns von besonderer Bedeutung, da die beiden
Pseudomonaden C. elegans nicht nur durch
unterschiedliche Mechanismen vor Infektion
mit Pathogenen schiitzen, sondern sich auch
unterschiedlich auf die Physiologie des
Fadenwurms auswirken: MYb11 reduziert
die Lebensdauer von C. elegans in Abwesen-
heit eines Pathogens und produziert dennoch
mehr Nachkommen im Vergleich zu den
Standardbedingungen auf E. coli OP50. Diese
Wirkung konnten wir bei der Interaktion
zwischen C. elegans und MYb115 nicht fest-
stellen [6].

Auch das C. elegans-Proteom lieB unter-
schiedliche Auswirkungen der beiden Pseu-
domonaden auf die C. elegans-Physiologie in
der Interaktion mit entweder MYb11 oder
MYb115 erkennen, u. a. im Fettmetabolis-
mus (Abb. 1). Wahrend in der Interaktion
mit MYb11 vermehrt Proteine der Fettsaure-
B-Oxidation (ACDH-11 und ACS-1) produ-
ziert werden, sind in der Interaktion mit
MYb115 Proteine der Fettsduresynthese
(ELO-2 und FAT-7) weniger vorhanden. Wei-
terhin deuteten die Ergebnisse darauf hin,
dass MYb11 die wirtseigene Pathogenab-
wehr aktiviert, wohingegen MYb115 die
Dynamik des Zytoskeletts beeinflusst (wie
nachstehend néher erldutert).
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P. lurida MYb 11 induziert eine
Immunantwort.

Beim direkten Vergleich der beiden C. ele-
gans-Proteome (MYb11 versus MYb115)
tauchten im Proteom des Nematoden
wihrend der Interaktion mit MYb11
vermehrt Proteine auf, die der Inmunabwehr
zugeordnet werden. Dazu gehoren z. B.
Lysozyme (z. B. LYS-1) und C-Typ-Lektine
(z. B. CLEC-41, Abb. 1) - Proteine also, die
wir auch vom menschlichen Immunsystem
kennen, deren Funktionen in der Wirt-Mi-
kroben-Interaktion aber auch schon bei
C. elegans erforscht wurden [9, 10]. Als C. ele-
gans-Enthusiastinnen fanden wir jedoch
besonders die ,Jmmunproteine“ spannend,
die nicht nur einzigartig fiir die monophyle-
tische Gruppe der Caenorhabditen sind (taxo-
nomically restricted), sondern deren Funktion
noch vollig unbekannt ist, nimlich DOD-24
und F55G11.4. Beiden Protein-codierenden
Genen werden zwar GO-Termini wie innate
immune response und defense response zuge-
wiesen, doch dies beruht maBgeblich darauf,
dass Wirt-Mikroben-Interaktionen bis dato
meist mit Krankheitserregern untersucht
wurden. Infolgedessen wurde eine verander-
te Genregulation bei Bakterienzugabe direkt
einer Immunantwort zugeschrieben, wobei
die transkriptionelle Anderung auch einfach
eine Antwort auf Bakterien im Allgemeinen,
also Nicht-E. coli-Bakterien, bedeuten konnte.

Der Proteomanalyse entsprechend konn-
ten wir mit fluoreszierenden Reporterstam-
men die Induktion beider Gene, dod-24 und
F55G11.4, exklusiv durch MYb11 in vivo
bestdtigen (Abb. 2A). Dabei war auch
MYb115 in der Lage die dod-24-Expression
im Wirt zu aktivieren, jedoch auf einem
geringeren Niveau als MYb11. Die Expressi-
on von F55G11.4 wurde ausschlieBlich von
MYb11 induziert.

Somit zeigt die Proteomanalyse, dass die
Proteinfamilie um DOD-24 und F55G11.4
nicht nur in der Wirtsantwort auf Pathogene,
sondern auch auf natiirlich assoziierte Bak-
terien eine wichtige Rolle spielt. Zudem deu-
tet die robuste ,Jmmunaktivierung“ darauf
hin, dass MYb11 zusétzlich zur Produktion
des antimikrobiellen Massetolid E Wirtsfak-
toren induziert, die womdoglich zum Schutz
von C. elegans vor Infektionen beitragen. In
unserer aktuellen Forschung untersuchen
wir die molekularen Mechanismen der C. ele-
gans Antwort auf natiirlich assoziierte Pseu-
domonaden, gepaart mit der Suche nach den
bakteriellen Faktoren, die diese Antwort aus-
losen.
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P. fluorescens MYb 115 starkt das
Zytoskelett gegen Infektion.

Eine weitere Auffilligkeit im C. elegans-Prote-
om war eine Uberreprisentation der GO-Ter-
mini mit Bezug zum Zytoskelett, insbesondere
Verianderungen in der Haufigkeit von Interme-
didrfilamenten: Bei Zugabe von MYb115
erhohten sich die Intermediarfilamente IFA-1,
IFP-1 und IFB-2 in C. elegans (Abb. 1). Inter-
mediérfilamente gewdhrleisten nicht nur zel-
lulare Stabilitat, sondern sind auch eine essen-
zielle Barriere gegen mikrobielle Eindringlin-
ge. Beispielsweise benotigt C. elegans das
Intermediarfilament [FB-2, um dem porenbil-
denden B. thuringiensis-Toxin Cry5B entgegen-
zuwirken [11]. Folglich stellte sich die Frage,
ob der von MYb115 verliehene Schutz vor
Infektion mit B. thuringiensis mitunter von
einer erhohten Intermediérfilament-Produkti-
on getragen wird. Tatsachlich ging der schiit-
zende Effekt von MYb115 in C. elegans-Mutan-
ten mit fehlendem IFB-2 verloren (Abb. 2B).
Der schiitzende Effekt von MYb11 war dage-
gen nicht von [FB-2 abhangig.

Wir vermuten nun, dass die Modulation
des Zytoskeletts durch MYb115, d. h. durch
eine erhohte Produktion von Intermediarfila-
menten, die Integritat der Darmbarriere ver-
bessert und damit zur Abwehr von Krank-
heitserregern beitragen konnte.

Fazit

Die Antwort von C. elegans auf seine natiir-
liche Mikrobiota umfasst vielfaltige Prozesse
im Wirt, darunter den Metabolismus, die
Pathogenabwehr und die Zellstruktur. Die
aus unserer Proteomanalyse hervorgehen-
den Proteine liefern nun die Grundlage fiir
die Erforschung der Mechanismen des
Mikrobiota-vermittelten Schutzes vor Patho-
genen. |
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