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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Silica-Nanopartikel werden bereits seit Jahrzehnten in industriellem Maflstab
hergestellt. Sie finden in vielféltigen technischen Prozessen und in einer breiten
Produktpalette Anwendung. I|hre potenziellen Interaktionen mit biologischen
Systemen sind bislang jedoch unzureichend verstanden. Einige Studien berichten
von nachteiligen biologischen Auswirkungen. In der vorliegenden Arbeit sollen
Interaktionen von Silica-Nanopartikeln mit zelluldren Proteinen und deren mdégliche
Auswirkungen auf den Modellorganismus Caenorhabditis elegans untersucht
werden.

Die Silica-Partikel Interaktionen in vitro wurden in Fallungsexperimenten
untersucht. Es zeigte sich, dass sowohl Silica-Nanopartikel als auch feine Silica-
Partikel ausgewdahlte zelluldre Proteine adsorbieren. Die Protein-Partikel-Komplexe
bilden sich in weniger als 5 Minuten und sind Uber einen Zeitraum von mindestens 16
Stunden stabil. Aufgrund der Proteinadsorbtion bildet sich an den Silica-Partikeln in
Zelllysat eine Proteincorona, deren Zusammensetzung von der Gréle der Silica-
Partikel abhangt.

Fluoreszenzmarkierte Silica-Nanopartikel konnten im Darm von behandelten
Caenorhabditis elegans Hermaphroditen nachgewiesen werden. Eine durch Silica-
Nanopartikel induzierte Veranderung der Lebenspanne der Hermaphroditen konnte
nicht festgestellt werden. Nematoden, die mit Silica-Nanopartikeln behandelt wurden,
zeigten jedoch eine Abnahme der Nachkommenproduktion bei gleichzeitiger
Zunahme des Eiablage-Phanotyps ,bag of worms®( BOW), bei dem sich die nicht
abgelegten Eier innerhalb der Hermaphroditen zu Larven entwickeln und schlipfen.
Beide Effekte traten unabhéngig davon auf, ob die Nematoden ab dem letzten
Larvalstadium (L4) oder als Adulte mit den Silica-Nanopartikeln behandelt wurden.
Die Silica-Nanopartikel interferieren also hierbei nicht mit der Entwicklung von
Caenorhabditis elegans. Der altersassoziierte BOW-Phanotyp tauchte bei Silica-
Nanopartikel behandelten Hermaphroditen zum Teil zwei Tage friher auf als bei
unbehandelten Nematoden. In morphologischen Untersuchungen, die sich auf die fur

die Eiablage relevanten Muskeln und Motorneurone bezogen, konnten keine



Abstract

spezifischen Silica-Nanopartikel induzierten Gewebeverénderungen festgestellt
werden. Die Hermaphroditen die mit Silica-Nanopartikeln behandelt wurden, wiesen
ein verandertes Eiablage-Verhalten auf, das durch eine eingeschrankte
neuromuskulédre Funktion des Eiablage-Apparats erklart werden kann.

Diese Arbeit zeigt, dass feine und nanoskalige Silica-Partikel in Zelllysat eine
Proteincorona bilden, deren Zusammensetzung sich, durch die Partikelgrofie
bedingt, unterscheidet. Die Behandlung von Caenorhabditis elegans Hermaphroditen
mit Silica-Nanopartikeln flhrt zu reproduktiver Seneszenz. Aullerdem wird durch die
Silica-Nanopartikelbehandlung das Eiablage-Verhalten inhibiert, was sich in der

verfrihten Zunahme des altersassoziierten BOW-Phé&notyps dullert.
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Abstract

Silica-nanopartcles are produced on industrial scale since decades. They are
implemented in manifold technical processes and a wide range of products. Their
potential interactions with biological systems are inadequately understood until now.
Some studies report adverse biological impact. The present work studies the inter-
actions of silica-nanoparticles with cellular proteins and their potential influence on
the modelorganism Caenorhabditis elegans.

The silica-particle interactions in vitro were analysed in precipitation
experiments. It was shown, that silica-nanoparticles as well as fine silica-particles
adsorb selected cellular proteins. The protein-particle-complexes formed in less than
5 minutes and were stable for at least 16 hours. Due to the adsorbtion of proteins,
silica-particles form a protein corona in cell lysate, whose composition is dependent
on the size of the silica-particles.

Fluorescently-labeled silica-nanoparticles could be localised within the
intestine of treated Caenorhabditis elegans hermaphrodites. An alteration of the
lifespan of hermaphrodites, induced by silica-nanoparticles, could not be observed.
Nematodes that were treated with silica-nanoparticles, however, showed a reduction
in progeny production and a simultaneous increase of the egg-laying phenotype
“bag-of-worms” (BOW), which is characterised by unlaid eggs that develop and hatch
intracorporally. Both effects occurred independent of whether nematodes have been
treated with silica-nanoparticles from the last larval stage (L4) or as adults. Thus, the
silica-nanoparticles do not interfere with the development of Caenorhabditis elegans.
In silica-nanoparticle treated nematodes, the age-related BOW-phenotype partly
appeared two days earlier than in untreated animals. In morphological studies, that
referred to the egg-laying relevant muscles and motorneurons, no specific silica-
nanoparticle induced tissue changes were determined. The hermaphrodites that
were treated with silica-nanoparticles exhibit a modulated egg-laying behaviour , that
can be explained by the restricted neuromuscular function of the egg-laying

apparatus.
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This work shows that fine and nanoscale silica-particles form a protein corona
in cell lysate, whose composition varies dependent on the particle size. The
treatment of Caenorhabditis elegans with silica-nanoparticles leads to reproductive
senescence. Furthermore, silica-nanoparticle treatment inhibits the egg-laying
behaviour, what can be observed by the premature increase of the age-related BOW-

phenotype.

VI



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Silica-Nanopartikel

1.1.1 Zusammensetzung, Verbreitung, Herstellung

Siliciumdioxid (SiO;) ist in verschiedenen Formen ein Hauptbestandteil der
Erdkruste. Zu den naturlichen kristallinen Vorkommen z&hlen neben Quarz auch
viele Minerale wie beispielweise Cristobalit und Tridymit. Zuséatzlich zu den
kristallinen Formen kommen auch nichtkristalline, also amorphe, Formen wie
beispielsweise Opal vor. Dem gegenlber stehen synthetisch hergestellte, meif3t
amorphe Materialien aus Siliciumdioxid die mit dem Begriff Synthetisches
amorphes Silica zusammengefasst werden. Synthetisches amorphes Silica wird im
grofdtechnischen Mal3stab hergestellt. Die weltweite jahrliche Produktion Gbersteigt 1
Mt (Mayr et al. 2006). Es handelt sich dabei auch um nanoskalige, d. h. in
mindestens einer Dimension unter 100 nm messende, Partikel, die bereits seit
Jahrzehnten industrielle Bedeutung haben. Nanoskalige Silica-Partikel werden als
Additive in der Kunststoffindustrie eingesetzt. Eine weitere Verwendung von Silica-
Nanopartikeln findet sich bei Prazisionspoliertechniken in der Halbleiterindustrie.
Daneben werden Silica-Nanopartikel auch als Fullstoffe, u. a. auch in Zahnftllungen
benutzt. In Drucker-Toner und als Papierbeschichtung sind Silica-Nanopartikel auch
im Bidro zu finden. Weiterhin sind Silica-Nanopartikel Bestandteil von Farben und
Kosmetika. Unter der Nummer E551 sind Silica-Partikel unabh&ngig von ihrer Grol3e
als Lebensmittelzusatzstoff zur Erhaltung der Rieselfahigkeit und als Trennmittel
zugelassen und kommen beispielsweise in Ketchup und raffinierter Speisestarke vor
(Mayr et al. 2006; Kaluza et al. 2006). Daruber hinaus werden biomedizinische und
biotechnologische Verfahren entwickelt, in denen Silica-Nanopartikel fir die
Krebstherapie, DNA Transfektion, als Wirkstofftransporter und zur Immobilisierung
von Enzymen eingesetzt werden (Moghimi et al. 2005; Hirsch et al. 2003; Slowing et
al. 2008; Vijayanathan et al. 2002)
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Generell wird bei synthetischem amorphen Silica nach dem Herstellungs-
verfahren unterschieden. Silica-Partikel kénnen durch nasschemische oder pyrogene
Verfahren produziert werden. Beim pyrogenen Verfahren werden fliichtige Silane,
hauptsachlich  Siliciumtetrachlorid  (SiCls), in einer Knallgas-Flamme bei
Temperaturen Gber 1000 °C oxidiert. Bei diesem Prozess wird SiCl,; kontinuierlich
verdampft und zunachst mit trockener Luft dann mit Wasserstoff vermischt, und in
einem Reaktor zu Siliciumdioxid (SiO;) hydrolysiert. Innerhalb des Reaktors folgt
dann das Wachstum und die Aggregation der pyrogenen Silica-Partikel. Die dabei

ablaufenden chemischen Reaktionen werden wie folgt beschrieben:
Gleichung 1 2H;+ 0Oy > 2H0
Gleichung 2 SiCly + 2 H,O - SiO; + 4 HCI

Uber Prozessparameter wie Eduktnachfiihrung, Flammenzusammensetzung und
Flammentemperatur kénnen die chemisch-physikalichen Eigenschaften der entsteh-
enden Silica-Partikel variiert werden. Etwa 18% der im Jahr 2000 in Westeuropa
produzierten sythetischen amorphen Silica-Partikel wurden nach diesem Verfahren
hergestellt (Napierska et al. 2010; Mayr et al. 2006).

Bei den nasschemischen Verfahren wird Uberwiegend Wasserglas als
Ausgangsstoff verwendet. Wasserglas ist eine wéassrige Lésung von Natriumsilikat
(Nax0+nSiOy; n=2-4). Bei Zugabe von Schwefelsdure (H,SO4) fallen in neutralen
oder basischen Bedingugen Silica-Partikel aus. Die Reaktion kann wie folgt

beschrieben werden:
Na,O+nSiO, + H,SO,4 = n SiO, + Na,SO,4 + H,O (n=2-4)

Abhangig von den Prozessbedingungen (Temperatur (40-95°), pH (4,5-12,5),
Durchfluss, Reaktionszeit und Reaktorgeometrie) werden die Eigenschaften der
prazipitierten Silica-Partikel bestimmt. Im weiteren Produktionsprozess werden diese
getrocknet . Nach dieser Methode werden etwa 72% der gesamten Silica-Partikel in
Europa produziert. Neben Silica-Partiklen in Pulverform kénnen Silica-Partikel auch

als Sol hergestellt werden. Kolloidale Dispersionen von festen oder flissigen Stoffen,
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die in feinster Verteilung in einem flissigen oder gasférmigen Stoff vorliegen, werden
als Sol bezeichnet. Hingegen ist ein Gel ein Festkdrper der aus mindestens zwei
Phasen besteht, wobei eine feste Phase ein Netzwerk bildet, das eine flissige Phase
unbeweglich macht. Silica-Sol kann einerseits durch direkte Hydrolyse von
monomerem Siliciumtetrachlorid (SiCls) in wassriger Lésung und anschlielende
Kondensation der Silica-Partikel zum Sol hergestellt werden. Alternativ kann
verdinntes Wasserglas als Edukt fur Silica-Sol dienen (Mayr et al. 2006). Eine dritte
Mdglichkeit verwendet als Ausgangsstoff Tetraethylorthosilikat und wurde 1968 von
Stéber, Fink und Bohn beschrieben (Stéber et al. 1968). Das Partikelwachstum lauft
in einem Sol-Gel Prozess ab. Ein Sol kann bei bestimmten Bediungungen in ein Gel
tbergehen. Fir die Herstellung von Silica-Partiklen wird das System als Sol erhalten.
Ein Sol entstent beim Stdber-Prozess durch Hydrolyse und Kondensation von
Tetraethylorthosilikat (Si(OC3Hs)4) in einem Medium aus Ethanol und Wasser, dem
zusatzlich Ammoniumhydroxid als Katalysator beigemengt wird. Die dabei

Verlaufenden Reaktionen werden wie folgt beschrieben:
Gleichung 1 Si(OC2H5)4 + 4 H,O 2 H4SiO4 + 4 CoHs0OH

Die gebildete Orthokieselsaure (H4SiO4) reagiert dabei unter Ausbildug
von Si-O-Si Bindungen und Abspaltung von Wasser weiter zu Silicium-
dioxid. Dieser Prozess wird durch die Hydroxid-lonen aus dem

Ammoniumhydroxid katalysiert.
Gleichung 2 H4SiO4 = H,SiO5; + H,O

Gleichung 3 H,SiO; - SiO, + H,0

Bei einem pH- Wert > 7 fUhrt die fortlaufende Kondensation des Tetraethylortho-
silikats unter Wasser- oder Alkoholabspaltung zu einem Anwachsen der Silica-
Partikel. Im Vergleich zu den bereits beschriebenen, im Prézipitationsverfahren
hergestellten Silica-Partiklen (Féllungskieselsduren) fallen die im Stdber-Prozess

hergestellten Silica-Partikel insbesondere durch ihre ideale kugelige Form
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(Spharizitdt) und duch die geringe Verteilungsbreite des Partikledurchmessers auf.
Die Autoren (Stdber et al. 1968) gaben dabei eine mdgliche Grélkenordung von 50
nm bis 1,5 um an. Der Stéber-Prozess wurde seit der ersten Beschreibung weiter
modifiziert, um den Erfordernissen an die so entstehenden Silica-Partikel Rechnung
zu tragen. So kann das Verhdltnis des Wasseranteils zum Anteil von
Tetraethylorthosilikat in der Reaktion dartber bestimmen, ob die Partikeloberflache
glatt oder mit Mikroporen versehen ist (Vanblaaderen und Kentgens 1992). Die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Silica-Partilkel wurden, laut Angaben des
Herstellers, allesamt nach einem modifizierten Stéber-Prozess produziert. Ferner
weisen sie eine spharische Form mit einer glatten Oberflache und terminalen Si-OH
Sequenzen auf, die in wassrigen Lésungen bei pH 7 mit mehreren Wasserschichten

belegt ist.

1.1.2 Interaktionen von Silica-Nanopartiklen in vitro

Die Interaktionen die sich zwischen Kolloiden , wie beispielsweise Silica-Partikeln in
einem Sol , und dem umgebenden Dispersionsmedium ergeben sind bestimmt von
den Eigenschaften der Konstituenten des Systems. So ist die GréRe des Kolloid ein
entscheidender Faktor. Die Nanotechnologie , die bereits seit Jahrzehnten resant
expandiert, basiert auf der Entdeckung, dass sich nanoskalige Materialien in
manchen Eigenschaften anders verhalten als Materialien im Mikromalstab. Die
zunehmende Verbreitung von Nanomaterialien fuhrt zwangslaufig auch dazu, dass
diese auch mit biologischen Systemen interagieren. Die an der Nano-Bio-
Schnittstelle  auftretenden Interaktionen werden durch hydrodynamische,
elektrodynamische, elektrostatische und sterische Wechelwirkungen sowie durch
Lésemittel- und  Polymerbriickeninteraktionen bestimmt (Nel et al. 2009).
Hydrodynamische Wechselwirkungen ergeben sich daraus, dass biologische
Medien, grundlegend betrachtet, wassrige Lésungen von Biomolekilen sind, und
(nanoskalige) Partikel in diesem Medium beweglich sind. Elektrodynamische
Wechselwirkungen basieren auf van-der-Waals Kraften, also schwachen nicht-

kovalenten Wechselwirkungen von Materie mit einer Reichweite von etwa 1 bis 100
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nm. Die elektrische Ladung von Partikeln und den umgebenden Molekllen bestimmt
ihre elektrostatischen Wechselwirkungen. Ferner kénnen die hydrophoben oder
hydrophilen Eigenschaften von Partikeln Einfluss auf deren Interaktionen mit
Biomolekilen nehmen. Die von Partikeln in biologischen Medien adsorbierten
Moleklle k&énnen wiederum, beispielsweise an Membranen, zu verdnderten
Interaktionen flihren. Partikel, die nicht mit Biomolekilen belegt sind, kbnnen anders
mit Membranrezeptoren interagieren als Partikel, die Biomolekile adsorbiert haben.
Biologische Molekule, die interagieren kénnen, sind unter anderem Proteine, Lipide
oder DNA.

Es ist bekannt, dass Partikel in biologischen Medien durch Adsorbtion eine
Proteinhtlle ausbilden. Diese, als Proteincorona bezeichnete Schicht, kann dann die
primdren Partikeleigenschaften hinschitlich Ladung, der hydrodynamischen GréRe
oder den Aggregationseigenschaften verandern. Die grundlegenden Mechanismen
der Interaktion von Partiklen mit Proteinen werden anhand von einzelnen gelésten
Proteinen oder von Proteinen im Blut erforscht. So konnte gezeigt werden, dass
Silica-Nanopartikel mit Durchmessern von 4 bis 100 nm mit Huhnerei-Lysozym
interagieren. Wahrend die Autoren fur die 4 nm Silica-Nanopartikel die Bildung von
molekularen Komplexen beschreiben, zeigt sich, das 20 nm und 100 nm Silica-
Nanopartikel Lysozym adsorbieren. AuRerdem konnten die Autoren beobachten,
dass, in Abhangikeit von der Grélde der Silica-Nanopartikel, der Anteil a-helikaler
Strukturen im Lysozym abnimmt (Vertegel et al. 2004). Fir das Protein HCAI (human
carbonic anhydase 1) wurde ein Gleichgewicht der Adsorbtion an Silica-Nanopartikel
im Bereich von etwa 10 Minuten beschrieben (Lundqvist et al. 2004). In einer Studie,
in der bioabbaubare 312 nm poly(D,L-Laktat)-Partikel in Citrat-Plasma inkubiert
wurden, konnte gezeigt werden, dass das vorrangig adsorbierte Protein
Immunglobulin G ist. Ferner wurde bei der Inkubation dieser Partikel zundchst
Albumin adsorbiert, im Verlauf der Inkubation jedoch wieder desorbiert. Der Anteil an
adsorbierten Apolipoprotein E nahm mit langerer Inkubationsdauer jedoch zu
(AlléAaemann et al. 1997). Diese Protein-Adsorbtion, auch als Proteincorona-Bildung

bezeichnet, wurde beispielsweise in einer weiteren Studie hinsichtlich Kinetk und
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Stochometrie in  Modelsystemen mit Albumin oder Fibrinogen und N-
isopropylacrylamide (NIPAM): N-tert-butylacrylamide (BAM) copolymer Nanopartikeln
untersucht (Cedervall et al. 2007). Insgesamt wird bei der Bildung der Proteincorona
zwischen einer langlebigen (harten) und einer kurzlebigen Zusammensetzung

unterschieden.

Hinsichtlich der Interaktionen von Partikeln mit DNA wird hauptsachlich
dahingehend geforscht, diese als Gentransportsysteme einzusetzen. Hierbei
werden Nanopartikel aus Gold (Ghosh et al. 2008), Calcium Phosphat (Fu et al.
2005) aber auch Silica eingesetzt. Dabei muss beachtet werden, dass Silica-
Nanopartikel in wassrigen Medien bei pH ~7 Ublicherweise ein negatives Zeta-
Potenzial aufweisen, d. h. als Partikel mit Hydrathille eine negative Ladung besitzen.
Um die Bindung der negativ geladenen DNA zu ermoéglichen, muss also die
Oberflache der Silica-Nanopartikel mit positiv geladenen Molekilen funktionalisiert
werden. Typischerweise wird hierbei Poly-L-Lysin (PLL) oder Polyethylenimin (PEI)
verwendet (Hom et al. 2009). Ein Vorteil fir den Gentransport wird in pordsen
(mesoporen) Silica-Nanopartikeln gesehen. Eine Studie, in der aminierte mesopore
Silica-Nanopartikel mit gro3en Poren (> 15 nm) verwendet wurden, zeigt, dass im
Vergleich zu Partiklen mit kleinen Poren (~ 2nm), eine héhere Transfektionseffizienz

erreicht wurde (Kim et al. 2011).

In vitro Interaktionen von Silica-Nanopartikeln mit Lipiden werden vornehmlich
anhand von sogenannten unterstitzten Lipid-Doppelschichten (engl. supported lipid
bilayer: SLB) studiert. Hierbei werden Partikel mit ihrer Hydrathille von einer Lipid-
Doppelschicht umschlossen. Es ist erwiesen, das SLB viele der Charakteristika von
Zellmembranen, wie laterale Fluiditat oder Inkorporation von Proteinen, wiedergeben
(Roiter et al. 2009). Im Jahr 2005 konnte erstmals gezeigt werden, dass sich SLB
auch um Stéber-Partikel mit einem Durchmesser von etwa 110 nm bilden (Mornet et
al. 2005).
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1.1.3 Biologische Effekte von Silica-Nanopartiklen

Effekte von Silica im Allgemeinen werden bereits seit langem untersucht. Im Focus
dieser Forschnug standen dabei vor allem die Effekte des ,natlrlichen® kristallinen
Quarz. Die eindeutige Verbindung der berufsbedingten Exposition von kristallinem
Siliciumdioxid in Form von Quarz- bzw. Cristobalitstaub und schweren Erkrankungen
des respirstorischen Systems, auch Lungenkrebs, fihrte dazu, dass diese beiden
Siliciumdioxid-Formen 1997 seitens der IARC (International Agency for Research on
Cancer) als kanzerogen eingestuft wurden (IARC 1997). Die durch chronische
Inhalation von kristallinem Siliciumdioxid ausgeléste Lungenreaktion ist Silikose, eine
fortschreitende Pneumokoniose. Bei Patienten kommt es zu knotenartigen
Bindegewebeneubildungen (Granulome). Darin finden sich Silicapartikel umgeben
von gewundenen Collagenfasern und in der Peripherie: Macrophagen, Lymphocyten
und Fibroblasten (Napierska et al. 2010). Die Mechanismen der Kanzerogenitat sind
noch nicht vollkommen verstanden, jedoch ergeben sich Hinweise auf die Beteiligung
von reaktiven Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species: ROS) (Fubini und
Hubbard 2003).

Im Vergleich zur kristallinen Form von Siliciumdioxid wurden die Effekte der
amorphen Form deutlich weniger untersucht (IARC 1997). Es gib jedoch Hinweise,
dass manche amorphe Silicapartikel gesundheitsgefédhrdend sein kénnen. So wurde
von Pneumokoniose bei Arbeitern berichtet, die berufsbedingt amorphem Silicastaub
ausgesetzt waren (Vitums et al. 1977). Bei anderen dokumentierten Fallen kann
Pneumokoniose nicht mit Sicherheit mit amorphem Silica in Verbindung gebracht

werden, weil bei der Exposition auch kristallines Silica vorkam (Merget et al. 2002).

Mit zunehmender Verbreitung der Nanotechnologie und dem Einsatz von
nanoskaligen Partikeln in einer weitreichenden Produktpalette, hat sich auch die
toxikologische Forschung um die Nanotoxikologie erweitert. Generell zeigten
nanoskalige (< 0,1 um) Partikel aus Kohlenstoff (carbon black), Polystyrol oder
Nickel bei gleicher Masse starkere inflammatorische Effekte als feine (< 2,5 um)
Partikel (Li et al. 1999; Nemmar et al. 2003; Zhang et al. 2003). Somit sind aufgrund
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der besonderen Eigenschaften (beispielsweise kleine Grélle und daraus
resultierende groRRe spezifische Oberflache; Zellpenetration) starke biologische
Effekte auch bei nanoskaligen Silica-Partikeln anzunehmen. Studien die die Effekte
von Silica-Nanopartklen im Tiermodell untersuchen, umfassen Untersuchungen an
Mausen und Ratten die durch Inhalation, intratracheale Instillation (Einbringen einer
Partikelsuspension in die Luftréhre), Injektion oder Fitterung exponiert werden
(Napierska et al. 2010). So zeigten Ratten die intratracheal mit Silica-Staub instlliert
wurden, einen bzw. zwei Monate nach der Behandlung unterschiedliche Stadien der
Silikose. Die Silikose wird in Schweregrade von Stadium | (lokal) bis IV
(fortgeschritten) eingeteilt. Wahrend Tiere die mit nanoskaligem Silica-Staub nach
einem oder zwei Monaten Silikose Stadium | aufwiesen, wurde bei der mit feinem
(0,5-10 pm) Silica-Staub behandelten Gruppe nach einem Monat Stadium Il — I+
und nach zwei Monaten Stadium I+ - lll festgestellt (Chen et al. 2004). In einer
anderen Studie in der Ratten durch Inhalation eines Areosols von amorphem
colloidalen Silica (Ludox ®) exponiert wurden, zeigten sich Entziindungs-
erscheinungen der Lunge. Nach etwa 40-50 Tagen nach der Exposition waren die
Lungen frei von Silica (Lee und Kelly 1992). Nach Fitterung von 30 nm bzw. 30 um
Silica-Partikeln in 1%igen Nahrungs-Anteil an Mause Uber einen Zeitraum von zehn
Wochen konnten die Autoren einer weiteren Studie bei der 30 nm-Gruppe ein
Fettleber-Phanomen feststellen. Biochemische und hdmatologische Untersuchungen
des Blutes ergaben, bis auf die Erhéhung des Werts fir Alanin-Aminotransferase bei
der 30 nm-Gruppe, keine Unterschiede zwischen unbehandelten und Silica
behandelten Tieren (So et al. 2008). Die intravenése Injektion von 75 nm amorphen
Silica-Partiklen in Dosen von 30 mg/kg Koérpergewicht fihrte bei Mausen zu
Leberschaden, wahrend Silica-Partikel mit 311 nm bzw. 830 nm mittlerem
Durchmesser auch bei Gabe von 100 mg/kg Koérpergewicht keinen Effekt zeigten
(Nishimori et al. 2009). Die vorangegangene Aufzahlung umfasst nicht alle zu diesem
Thema veréffentlichten Studien. Insgesamt ist jedoch wenig zu diesem Thema

bekannnt.
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Die Effekte von Silica-Nanopartikeln werden auch im Rahmen von Zellkulturexperi-
menten untersucht. Hierbei werden sowohl immortalisierte Zelllinien als auch primare
Zellen verschiedener Spezies verwendet. In Studien in denen Silica-Partikel
verschiedener Durchmesser eingesetzt wurden, zeigten sich mit den jeweils
kleineren (nanoskaligen) Partiklen die starkeren Effekte (Yu et al. 2009; Yang et al.
2010). Die Effeke umfassen u. a. ROS Induktion, DNA Sch&den oder Apoptose.
Teilweise wird auch von je nach Zelllinie unterschiedlich stark ausgepragten Effekten
berichtet (Chang et al. 2007; Choi et al. 2009). Auch nicht akut toxische Effekte, wie
die Reduktion der Proliferation, werden berichtet (Nabeshi et al. 2010). Ein weiterer
Silica-Nanopartikel induzierter Effekt ist die Umverteilung des nucleoplasmatischen
Proteins Topoisomerase | in nucledre Aggregate (Chen und von Mikecz 2005). Bei
dieser Studie wurden zum Teil fluoreszenzmarkierte Silica-Nanopartikel in GréRen
von 70 nm bis 5 ym verwendet. Alle Silica-Partikel wurden von epithelialen Zellen
(HEp-2) aufgenommen. Die Silica-Partikel mit mittlerem Durchmesser von 200 nm
bis 5 um lokalisierten dabei im Cytoplasma, wéhrend die 70 nm Silica-Nanopartikel
im Nucleus nachweisbar waren. Dabei wurde festgestellt, dass die nucleére
Lokalisation der Silica-Nanopartikel zur Umverteilung des Proteins Topoisomerase |
fihrte. Topoisomerase | ist ein Chromatin-assoziertes Protein, das die bei der
Transkription und Replikation auftretenden topologischen Probleme in der DNA 16st,
indem es vorubergehend und reversibel Einzelstrangbriiche induziert und so die
Relaxation des DNA-Strangs ermdglicht (Champoux 2001). Topoisomerase |
lokalisiert nach der Behandlung mit Silica-Nanopartiklen in aberranten
nucleoplasmatischen Protein-Aggregaten, die zuséatzlich Signaturproteine nucleéarer
Doménen, wie beispielswese Fibrillarin (Nucleolus) oder PML (PML-
Kernkérperchen) und mit Proteinaggregations-Erkrankungen assoziierte Proteine,
wie beispielsweise Huntingtin (Huntington’sche Krankheit) enthalten ((Hemmerich
und von Mikecz 2000; Sisodia 1998). Die Bildung dieser aberranten Protein-
Aggregate inhibiert die Replikation, Transkription und Zell-Proliferation, moduliert
jedoch nicht die Zellviabilitadt. Die aberranten, Silica-Nanopartikel induzieten Protein-
Aggregate gleichen in ihrer Proteinzusammensetzung und den biochemischen

Eigenschaften den polyQ-induzierten, neuronalen intranukledren Einschlissen, wie
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sie bei Tiermodellen der Huntington'schen Krankheit und Patienten mit der
Huntington’schen Erkrankung auftreten (Chen und von Mikecz 2005; Chen et al.
2008; von Mikecz 2009). Ausgehend von diesen Ergebnissen, sollten in der
vorliegenden Arbeit die in vitro Interaktionen von Silica-Partiklen mit zelluldren
Proteinen und ihre mdéglichen Effekte auf den Modellorganismus Caenrohabditis

elegans untersucht werden.

1.2 Der Modellorganismus Caenorhabditis elegans

1.2.1 Einfihrung

Als Modellorganismus fir die biologische Forschung wurde Caenorhabditis elegans
1974 von Sydney Brenner vorgeschlagen und beschrieben (Brenner 1974).
Systematisch wird Caenorhabditis elegans (C. elegans) in das Phylum der
Nematoda und dort in die Familie Rhabditidae eingeordnet (Schierenberg 2006). Als
freilebende nicht-parsitische Art des Phylums Nematoda erndhrt sich dieser im
Boden lebende Fadenwurm von Mikroben, hauptsachlich Bakterien. C. elegans hat
zwei Geschlechter: einen selbst-befruchtenden Hermaphroditen (XX) und Mannchen
(X0). Bei wild-typ Populationen treten Mannchen sehr selten (0,1 %) durch spontane
Chromosomenfehlverteilung (nicht-Disjunktion der Tochtergonosomen) in der
Keimbahn der Hermaproditen auf. Durch Paarung ergibt sich eine héhere Frequenz
von bis zu 50% (Altun et al. 2002-2010). Abh&ngig von der Temperatur (16 - 25 °C)
dauert der Lebenszyklus eines C. elegans Hermaphroditen ~90 bis ~47 Stunden
(Byerly et al. 1976). Die Embryogenese kann in zwei Abschnitte unterteilt werden: die
Proliferation und die Morphogenese. Etwa 100 Minuten nach der Fertilisation (bei 22
°C) besteht ein Embryo aus 8 Zellen. Die Gastrulation beginnt mit Einwanderung der
Darmvorlauferzellen Ea und Ep. 150 Minuten nach der Fertilisation besteht der
Embryo aus etwa 30 Zellen. Ublicherweise wird der Embryo bei diesem Stadium aus
dem Uterus entlassen. Das Ende der Proliferation ist bei etwa 360 Minuten nach der
Fertilisation erreicht. Der Embryo besteht dann aus den drei Keimblattern: Ektoderm,
aus dem die synzitiale Hypodermis und die Neuronen entstehen; Mesoderm, aus

dem der Pharynx und die Muskeln entstehen und Endoderm, aus dem die Gonaden
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und der Darm entstehen. Mit dem Stadium Bohne beginnt die Morphogenese. Die
Elongation beginnt bei etwa 400 Minuten nach der Fertilisation. Das Stadium Komma
ist nach etwa 430 Minuten erreicht. Innerhalb eines Zeitraums von weiteren etwa 7
Stunden entwickelt sich der Embryo Uber die Stadien Kaulquappe, Pflaume und
Brezel (3- fach elongiert) weiter und schlipft (von Ehrenstein 1980; Sulston et al.
1983; Wood 1988a). Von den wahrend der Embryogenese gebildeten 671 Nuclei
sterben 113 durch Apoptose (programmierter Zelltod) im Laufe der Entwicklung zu
einem Hermaphroditen (Sulston et al. 1983). Eine frisch geschlupfte Larve enthalt
558 Zellen bzw. Nuclei, von denen sich 51 wahrend der post-embyonalen
Entwicklung teilen (Sulston und Horvitz 1977; von Ehrenstein 1980) Bei einem
ausreichenden Nahrungsangebot beginnt das normale post-embryonale
Entwicklungsprogramm 3 Stunden nach dem Schliipfen (Ambros 2000). Uber die
Larval-Stadien L1 bis L4 entwickeln sich die Nematoden zu einem adulten
Hermaphroditen. Das Ende eines jeden Larval-Stadiums wird durch eine Hautung
angezeigt, bei der die alte Cuticula abgestof3en und eine neue, Stadium-spezifische
Cuticula gebildet wird (Altun et al. 2002-2010). Bei unglnstigen &ulieren
Bedingungen, wie Uberbesiedlung, Hunger oder zu hoher Temperatur , kénnen sich
die Nematoden am Ende des L2d Stadiums zu einer Dauerform entwickeln, die als
Dauerlarve bezeichnet wird und die normale dreiwéchige Lebensspanne achtfach
Uberlebt (Cassada und Russell 1975). Bei gunstigen auflieren Bedingungen
entwickelt sich die L2 ( bzw. die L2d) Larve zur L3 Larve. In der Mitte des L3 Stadium
endet die bis dahin fortschreitende Expansion der Gonadenarme in die anteriore
bzw. posteriore Richtung. Die Gonadenarme expandieren ab dann dorsal (Antebi et
al. 1997). Wahrend des L4 Stadiums wird die Gonadogenese abgeschlossen. Die
distalen Gonadenarme flhren ihre einander zugewandte Migration entlang der
dorsalen Kérperwandmuskeln bis fast zur Mittellinie fort (Antebi et al. 1997). Die L4
Larven zeigen die beginnende Gewebe-Morphogenese des Eiablage-Apparates, die
im Stereomikroskop als heller Halbmond erkennbar ist. Bei der Hautung zum Adulten

wird die Entwicklung des Eiablage-Apparetes abgeschlossen (Greenwald 1997).
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Der adulte Hermaphrodit hat 959 somatische Nuclei. Davon sind 302 Neuronen, 95
Képerwandmuskelzellen und 20 Darmzellen (Wood 1988b).

Adult (1110-1150 um)

/.\ (capable of egg laying)
8 n/ g

fn utaro development

Young adult I egos leid at Gastrula

First chaawvage [+ b (approximately 30-cell)

{900-940 pm)

L4 {620-650 um)

| L3 {490-510 um)

Predauer {L2d) arrest if no food

crownding

L1 (250 pm)
— p

starvation

high temp

©Wormatlas

Abbildung 1.1 Lebenszyklus von C. elegans bei 22 °C

0 Min entspricht der Fertilisation. Angaben in blau geben die Dauer der einzenlen Entwicklungsschritte an. Eier
werden etwa 150 Minuten nach der Fertilisation wahrend des Gastrula-Stadimus abgelegt. Neben den
Bezeichnungen der Stadien finden sich die Langenangaben in ym. Entnommen aus www.wormatlas.org (Altun
et al. 2002-2010)
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Wie die Larval-Stadien, besitzen die adulten Hermaphroditen auch eine,
hauptsachlich aus Collagen und Cuticulinen bestehende Cuticula, die dem Schutz
vor dulReren Einflissen dient. Die Cuticula umgibt die Hermaphroditen nicht nur von
aulRen, sondern kleidet auch den Pharynx und das Rektum von innen aus. Sie wird
von dem darunter liegenden Epithel, bei der Kdrperwand also der synzitialen
Hypodermis, sekretiert. Die Cuticula der Kérperwand kann in fiinf Schichten unterteilt
werden und hat eine Dicke von etwa 0,5 pm (Cox 1981; Altun et al. 2002-2010).
Verschiedene Gewebe des C. elegans Hermaphroditen haben durch die Cuticula
hindurch Kontakt nach aufen. Die exkretorische Pore ist an der Mittellinie auf der
ventralen Seite des Kopfes unterhalb des terminalen Pharynx-Bulbus lokalisiert und
bildet den Ausfiihrkanal des exkretorischen Systems, das aus fiinf Zellen besteht und
wahrscheinlich der Osmoregulation dient (Nelson und Riddle 1984). Aulierdem
ventral gelegen ist die Vulva und der Anus, die Uterus bzw. Rektum mit der
Aulenwelt verbinden. Weiterhin finden sich zwei cuticuldre Einstllpungen an den
lateralen Lippen des Mauls fiir die Amphid-Sensillen. Deweiteren enthalten die
Lippen Papillen fir insgesamt 16 Mechanosensoren. Es finden sich weitere jeweils
zwei Papillen antrior und posterior. AuBerdem gibt es zwei Cuticula-Offnungen lateral
am Schwanz fur die Phasmid Sensillen (Altun et al. 2002-2010). Insgesamt stehen
26 chemosensorische Neuronen in direkter und acht chemosensorische Neuronen in
indirekter Verbindung mit der AuRenwelt (Melkman und Sengupta 2004). Neben dem
Darm, sind die vorbenannten, mit der Aulenwelt in Verbindung stehenden Gewebe,

potenzielle Eintrittsmoglichkeiten fir Noxen.

Wie bereits erwédhnt, reprasentiert die Hypodermis das &aufiere Epithel des
Nematoden. Bei C. elegans Hermaphroditen besteht die Hypodermis aus dem
groRten Korpersynzitium hyp-7, funf kleineren synzitialen Zellen im Bereich des
Kopfs , drei mononuclearen Zellen und einer synzitialen Zelle im posterioren Bereich.
Das epitheliale System besteht zusatzlich noch aus Saum-Zellen, die die
Hypodermis lateral unterbrechen. Von den Saum-Zellen werden die Alae gebildet
(Altun et al. 2002-2010).
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Das Nervensystem von C. elegans kann in zwei distinkte und unabhangige
Teile unterschieden werden. Das grole somatische Nervensystem wird beim
Hermaphroditen von 282 Neuronen gebildet. Das pharyngeale Nervensystem
besteht aus 20 Neuronen. Die beiden Nervensysteme sind Uber ein Paar von
Interneuronen  (RIP) miteinander verbunden. Die beiden Nervensysteme
unterscheiden sich in ihrer Topologie. Die Neuronen des pharyngealen
Nervensystems sind direkt zwischen den Pharynxmuskeln lokalisiert. Im Gegensatz
dazu sind die Neuronen des somatischen Nervensystems samt ihrer Fortsatze
zwischen der Hypodermis und den Kérperwandmusklen lokalisiert und teilen sich mit
der Hypodermis eine Basal-Lamina, die die Trennung zu den Musklen herstellt. Die
Zellkérper der meisten Neuronen des somatischen Nervensystems sind in Ganglien
im anterioren und posterioren Bereich lokalisiert. Das gréf3te Neuropil bildet der
Nervenring, der um den terminalen Bulbus des Pharynx angeordnet ist. Die meisten
Fortsdtze der Neuronen fuhren, entweder im ventralen Nervenstrang oder im
dorsalen Nervenstrang zum Nervenring. (Ward et al. 1975; Sulston und Horvitz 1977,
Sulston et al. 1983; White et al. 1986; Altun et al. 2002-2010).

Das Muskel-System in C. elegans besteht aus gestreiften Muskeln und
nichtgestreiften Muskeln. Die K&érperwandmuskeln sind (schief)gestreifte Muskeln
und bestehen aus 95 mononucledren Muskelzellen. Die Grundeinheit des
kontraktilen Apparats in Muskelzellen ist das Sarcomer. In gestreiften Muskeln sind
mehrere Sarcomere hintereinander angeodnet, und filhren so zu der gestreiften
Erscheinung. In Analogie der Bezeichnungen bei gestreiften vertebraten Muskeln
finden sich in C. elegans die (elektronen)dichten Kérper ( engl. dense body: DB) flr
die Z-Scheiben, in denen die dinnen Aktinfilamente verankert sind. Die dicken
Myosinfilamente sind in der M-Linie verankert. Zwischen zwei DB befindet sich ein
Sarcomer. Im Gegensatz zu quergestreiften vertebraten Muskeln, sind die
benachbarten Sarkomere in den Kérperwandmuskeln von C. elegans , bezogen auf
die Langsachse des Muskels, nicht in einem Winkel von 90 ° sondern in einem
Winkel von etwa 5 — 7° angeordnet. Die Ansatzpunkte der gestreiften

Kérperwandmuskeln an der Hypodermis sind gleichmaliig verteilt. Die 95 rhombus-
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férmigen Kdérperwandmuskelzellen sind als gestaffelte Paare in vier
langsverlaufenden Bindeln angeordet. Diese Bundel werden in die vier Quadranten
dorsal-links (DL) , dorsal-rechts (DR) , ventral-rechts (VR) und ventral-links (VL)
unterteilt. Die drei erstgenannten bestehen aus jeweils 24 Muskelzellen wéhrend VL
aus 23 Zellen besteht. Die nichtgestreiften Muskeln umfassen 20 Pharynxmuskeln, 2
somato-intestinale Muskeln, 1 AnusschlieBmuskel, 1 Anusdriickermuskel, 8
Vulvamuskeln, 8 Uterusmuskeln und die kontraktile Gonadenhiille. Im Unterschied
zu den gestreiften Muskeln enthalten die nichtgestreiften Muskeln nur ein bzw.
wenige wohl-strukturierte Sarkomere oder weit weniger strukturierte Myofilament-
Netzwerke. In nichtgestreiften Muskeln die nur ein Sarkomer enthalten, wie den
Pharynxmuskeln, dem Anusdrickermuskel und den Vulvamusklen, sind die
Ansatzpunkte, die die Verbindung zum Epithel oder der Basal-Lamina herstellen, an
den jeweiligen Enden der Zellen zu finden. Bei der kontraktilen Gonadenhille und
den Uterusmuskeln um2, die weniger strukturierte Myofilament-Netzwerke
aufweisen, befinden sich die Ansatzpunkte der Filamente zuféllig verteilt in der
Plasmamembran (Altun et al. 2002-2010). Eine Besonderheit besteht bei
Nematoden darin, dass Muskelzellen Muskelarme in Richtung von Motorneuronen
ausbilden wodurch die neuromuskulére Innervierung durch Synapsen erreicht wird
(Stretton 1976; Dixon 2005).

Der Verdauungstrakt von C. elegans kann in drei Teile unterteilt
werden: Vorderdarm (Stomodeum aus Mundhéhle und Pharynx) , Mitteldarm (Darm)
und Hinterdarm (Proctodeum aus Rectum und Anus in Hermaphroditen bzw. Kloake
in M&nnchen). Der Verdauungstrakt besteht aus insgesamt 127 Zellen. Der Pharynx
ermdglicht die Nahrungsaufnahme, indem er die Bakterien (und andere Bestandteile)
in flissiger Suspension Uber eine Pumpfunktion aufsaugt, konzentriert, mahlt und in
den Darm transportiert. Beim Pharynx handelt es sich um ein eigenstandiges
epitheliales Organ, das aus 9 Epithel-, 20 Muskel- , 9 Marginal- , 4 Driisen-, 6
Ventilzellen und 20 Neuronen besteht. Zur Kérperhdhle wird der Pharynx durch eine
Basal-Lamina begrenzt. Die zum Lumen gewandte, apikale Seite besitzt eine, von

den Muskel- und Marginalzellen sekretierte Cuticula, die in mehreren Bereichen

15



Einleitung

spezialisierte Strukturen, wie ,Klappen®, ,Sieb“ oder ,Mahlwerk® ausbildet. Der
Pharynx besitzt einen anterioren Bulbus (Metacorpus) und einen terminalen
(posterioren) Bulbus, die durch den Isthmus voneinander getrennt sind. Die
Verbindung zum Darm erfolgt Uber ein Pharynx-Darm-Ventil, das von den sechs
Ventilzellen gebildet wird, die keine eigenen muskularen Elemente aufweisen. Direkt
im Anschluss an das Ventil ist das Lumen des Darms stark geweitet, was den
Ruckfluss der Nahrung, durch den durch die Weitung resultierenden verringerten
internen Druck , verhindern kénnte. Der Darm besteht aus 20 Zellen, die zumeist
jeweils in bilateral symmetrischen Paaren angeordnet, eine Réhre um ein Lumen
bilden. Jedes dieser Paare bildet einen Ring (Ringe Il bis IX), waéhrend der Ring am
anterioren Ende (Ring I) von vier Zellen gebildet wird. Zur Kérperhéhle ist der Darm
durch eine Basal-Lamina begrenzt. Die Verbindungen zwischen den Darmzellen sind
auf der apikalen Seite durch adherente Verbindungen (adherent junctions) versiegelt.
Die apikale Membran der Zellen bildet viele Mikrovilli, die in einem starken, aus
Intermediarfilamenten bestehenden Netzwerk des Cytoskeletts verankert sind. Die
Darmzellen sekretieren Verdauungsenzyme ins Lumen und nehmen das
prozessierte Material sowie Nahrstoffe auf. Desweiteren produzieren die Darmzellen
des Hermaphroditen Dotter, der durch die Kdérperhdhle zu den Oocyten gelangt.
Zusatzlich hat der Darm noch eine Speicherfunktion, weil er gro3e Mengen
verschiedener, z. T. autofluoreszierender, Speichergranula enthalt. Mit
zunehmendem Alter der Hermaphroditen akkumulieren in den Darmzellen
Lysosomen, die Lipofuscin enthalten. Die Darmzellen sind nicht direkt innerviert. Im
aulerst posterieoren Abschitt sind die Darmzellen mit den zwei somato-intestinalen
Muskeln assoziiert, die fur die Darmentleerung verantwortlich sind. Das Proctodeum
schlie3t sich an den Darm an. Es besteht aus insgesamt elf Zellen drei
verschiedener Typen (Lehane 1997; Labouesse 2006; Altun et al. 2002-2010; White
1988; Gerstbrein et al. 2005).

Das reproduktive System der C. elegans Hermaphroditen wird in drei
wesentliche Bestandteile unterteilt: somatische Gonade, Keimbahn und Eiablage-

Apparat. Die somatische Gonade und die Keimbahn bilden zusammen zwei
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symmetrische U-férmige Rdéhren bzw. Arme die durch den gemeinsamen Uterus und
Eiablage-Apparat verbunden sind. Am jeweiligen Ende eines Gonadenarms befindet
sich die distale-Spitzen-Zelle (engl. distal tip cell: DTC) die zusammen mit der
Gonadenhille, der Spermatheka, dem Spermatheka-Uterus-Ventil und dem Uterus
die somatische Gonade bildet. Von diesen sind insbesondere die DTC und die
Gonadenhdlle bereits in der frihen postembryonalen Entwicklung eng innerhalb des
Gonaden-Primordium mit der Keimbahn assoziert. Die DTC ist eine einzelne grol3e
somatische Zelle die eine enge Hille um etwa sechs bis zehn der dul3erst-distalen
Keimbahnzellen und mehrere lange (bis zu einer Léange des 20-fachen eines
Keimbahnzellendurchmessers), tentakel-artige, dinne Cytoplasma-Arme um die
Keimbahnzellen bildet. Die Basal-Lamina, die die gesamte Gonade umgibt, ist im
Bereich der DTC verdickt. Die Gonadenhille wird je Gonadenarm von finf Paaren
von Zellen gebildet, die die Gonade einschichtig umgeben. In den Bereichen wo zwei
benachbarte Zellen Uber adherente Verbindungen und kommunizierende
Verbindungen (gap junctions) verbunden sind, Uberlappen die Zellen. AulRer das sie
die Entwicklung der Keimbahnzellen reguliert, hat die Gonadenhille auch eine
kontraktile Funktion die die Ovulation ermdglicht. (Hall et al. 1999; McCarter et al.
1997; Killian und Hubbard 2004; Altun et al. 2002-2010). Die Spermatheka ist der Ort
wo die Oocyten befruchtet werden. Es handelt sich dabei um eine Ziehharmonika-
adhnliche Rohre die Spermien enthalt. Die Spermatheka besteht aus insgesamt 24
Zellen die in zwei regionalen Gruppen organisiert sind. Distal bilden acht Zellen, in
zwei Reihen arrangiert, einen engen Korridor. Proximal ist eine, aus 16 Zellen
bestehende, weite, Sack-ahnliche Kammer zu finden. In Abwesenheit einer Oocyte
ist das Lumen der Spermatheka eng, das Organ erscheint dann zusammengefallen.
Die proximale Abgrenzung zum Uterus bildet das Spermatheka-Uterus-Ventil, das
ein synzitiales Gewebe darstellt.(Kimble und Hirsh 1979; McCarter et al. 1997; Altun
et al. 2002-2010) Der Uterus besteht aus zwei, anterior und posterior gelegenen,
keulenférmigen Roéhren, die Gber eine zentrale Kammer miteinander verbunden sind.
Die Réhren werden durch je vier ringférmige, epitheliale Synzitien ut-1 bis ut-4
gebildet. Die zentrale Kammer des Uterus wird dorsal von dem Epithelsynzitium du

und ventral von dem H-férmigen uterinen Saum-Synzitium utse und den
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mononucleédren Epithelzellen uv1 bis uv3 gebildet. Die letztgenannten Epithelzellen
uv1-3 stellen hierbei die Verbindung zur hypodermalen Vulva her (Newman et al.
1996). Den nicht-somatischen Bestandteil des reproduktiven Systems bildet die
Keimbahn. Sie produziert im Hermaphroditen mannliche und weibliche Gameten:
Spermien und Oocyten. Spermien werden wahrend des letzten Larvalstadiums L4
produziert. Oocyten produziert der adulte Hermaphrodit. Hierbei weist die Keimbahn
eine distal-proximal gerichtete Polaritat auf. So stellt der distale Teil, etwa bis zur
Wendeschleife, ein Synzitium dar. Die Oocyten im proximalen Teil sind hingegen
mononuclear. Dafiir, dass die in der Spermatheka fertilisierten und sich im Uterus
bereits entwickelnden Embryonen die AuRenwelt erreichen ist der Eiablage-Apparat
verantwortlich. Der Eiablage-Apparat besteht, neben dem o. g. Uterus, noch aus den
Uterusmuskeln, der Vulva, den Vulvamuskeln und einem lokalen Neuropil, das von
den hermaphroditen-spezifischen Neuronen HSN L/R und VC1 bis VC6 gebildet wird
(Altun et al. 2002-2010).

1.2.2 Nachkommenproduktion in Caenorhabditis elegans Hermaphroditen

Ein Teil der Nachkommenproduktion von C. elegans Hermaphroditen beginnt bereits
wahrend der postembryonalen Entwicklung. Alle Keimbahnzellen in C. elegans
stammen von den Vorlauferzellen Z1 oder Z2 ab. Diese teilen sich mitotisch bereits
ab dem L1 Stadium. Mit Auswachsen der Gonadenarme entfernen sich die proximal
lokalisierten Keimbahnzellen von der DTC, was dazu fihrt, dass sie in die meiotische
Teilung Ubergehen. Mit dem L3 Stadium sind diese Zellen im Pachytan und es wird
transient Spermatogenese induziert. Uber eine Modulation des Geschlecht-
determinierungs-Signalwegs in den Keimbahnzellen werden anschlielend nur
weibliche Gameten gebildet (Ellis 2007). In der Mitte des L4-Stadiums sind je
Gonadenarm etwa 37 meiotische Zellen in die Spermatogenese eingetreten.
Wahrend der Entwicklung zum Adultus entwickeln sich diese Zellen weiter zu
Spermatiden und akkumulieren im &ulerst-proximalen Teil der Gonade. Mit der

ersten Ovulation werden die Spermatiden in die Spermatheka gedrickt und
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entwickeln sich wahrend der Spermiogenese schnell weiter zu Spermatozoen
(Spermien) (L'Hernault 2006). Ein Hermaphrodit bildet je Gonadenarm etwa 150
Spermien, was pro Nematode eine maximale, selbst-fertilisierte Nachkommenschaft
von 300 Embryonen zulasst (L'Hernault 1997). Im adulten Hermaphroditen lassen
sich den Abschnitten der Gonade Entwicklungsstadien der Keimbahnzellen
zuordnen. Im distalen Teil der Gonade befindet sich die mitotische Region. Durch
den Einfluss der DTC wird hier, Uber den GLP-1 Signalweg, der Eintritt der
Keimbahnzellen in die Meiose inhibiert (Hubbard und Greenstein 2005). Mit
zunehmender Entfernung nimmt der Einfluss der DTC ab, und die Keimbahnzellen
treten in die Meiose ein. Dieser Abschnitt wird als Ubergangszone bezeichnet. Die
Keimbahnzellen befinden sich im Leptotdn bzw. Zygotdn. Nachdem sie die
Uberganszone passiert haben, sind sie im Pachytédn, dies entspricht dem distalen
Arm der Gonade, bis etwa zur Wendeschleife. Bis hier ist die Keimbahn ein
Synzitium, die sogenannte Rachis. Der Ausstieg aus dem Pachytdn benétigt die
Aktivierung des MAP Kinase-Signalwegs. Das Aktivierungssignal wird seitens der
Gonadenhillenzellen in diesem Abschnitt vermutet (McCarter et al. 1997). Wahrend
der Oogenese stirbt im Bereich der Wendeschleife ein beachtlicher Tell
(Schatzungen gehen von bis zu 50% aus) der Keimbahnzellen durch Apoptose. Die
abgestorbenen Zellen werden durch die distalen Gonadenhiillenzellen aufgenommen
(Hengartner 1997; Altun et al. 2002-2010). Die reifenden Oocyten im proximalen Teil
der Gonade, kurz hinter der Wendeschleife treten ins Diplotdn ein und wachsen. In
diesem Abschnitt sind die Gonadenhillenzellen permissiv fir den Vorgang der
Dotteraufnahme seitens der Oocyten. Weiter proximal fillen die einzelnen Oocyten
das gesamte Lumen der Gonade aus und sind nacheinander aufgereiht. Sie befinden
sich in der Diakinese. ((McCarter et al. 1999; Grant und Hirsh 1999). Die Oocyte die
am néchsten an der Spermatheka anliegt wird durch das Spermien-Protein MSP
(haupt Spermien Protein; engl. Major sperm protein: MSP) zur Maturation angeregt
(Miller 2001). Die Diakinese wird verlassen und die Kernhille wird abgebaut. Nach
etwa funf Minuten folgt die Ovulation. In der Spermatheka wird die Oocyte befruchtet.
Funf Minuten spater wird die Zygote in den Uterus entlassen und entwickelt sich als
Embryo weiter (McCarter et al. 1999).
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1.2.3 Das Eiablageverhalten von Caenorhabditis elegans Hermaphroditen

Die Eiablage stellt neben der Fortbewegung, der Nahrungsaufnahme und der
Defakation eine der wesentlichen, vom Nervensystem des C. elegans
Hermaphroditen gesteuerten, motorischen Fahigkeiten dar. Fir die Eiablage ist die
richtige Funktion des Eiablage-Apparats unabdingbar. Der Eiablage-Apparat besteht
aus Epithelzellen, Muskeln und Neuronen. Die Entwicklung des Eiablage-Apparats
beginnt im Embryo und wird mit der letzten Hautung von der L4 Larve zum Adultus
abgeschlossen. Dabei sind es die HSN Neuronen, die bereits im Schwanzbereich
des Embryos geboren werden und anschlieBend in die Nahe des Gonaden-
Primordiums migrieren (Sulston und Horvitz 1977; Sulston et al. 1983; Desai et al.
1988). Die VCn —Neuronen werden in der L1 Larve geboren. Beide Neuronen-Typen
bilden wahrend der weiteren Entwicklung Fortsétze (Altun et al. 2002-2010). Die
Vorlauferzellen der Uterus- und Vulvamuskeln , die Myoblasten SML/R werden in
der L1 Larve gebildet. Ab der L2 Larve migrieren die SM-Myoblasten an die Stelle,
wo spéater die Vulva entstehen wird. Dort teilen sie sich dreimal und bilden so, in der
L4 Larve, die Geschlechtsmusklen (Sulston und Horvitz 1977; Altun et al. 2002-
2010). Die Vulvavorlauferzellen (engl. vulva percursor cell: VPC) werden in der L1
Larve gebildet. Die Zellteilungen der VPCs und die Vulvamorphogenese beginnen
am Ubergang von der L3 zur L4 Larve. Der Uterus, dessen Vorlauferzellen in der L2
Larve gebildet wurden, entwickelt sich parallel ab dem L3 Stadium. Im L4 Stadium
wird die Verbindung zwischen Uterus (Zellen uv1 bis uv3) und Vulva hergestellt.
Wahrend des spaten L4 Stadiums verbinden sich die Vulvamuskeln mit dem
Vulvagewebe. Die Neuronen bilden in diesem Stadium das lokale Neuropil (Altun et
al. 2002-2010; Sulston und Horvitz 1977; Adler et al. 2006). Der Eiablage-Apparat
im adluten Hermaphroditen besteht aus acht Uterusmuskeln (umiL/R; um2L/R
jeweils anterior und posterior) , acht Vulvamusklen (vm1L/R; vm2L/R jeweils anterior
und posterior), acht Motoneuronen (HSNL/R; VC1 bis VC6) , dem Uterus und der
hypodermalen Vulva. Die einzigen Muskeln dieses Organs, die von den
Motoneuronen lber Synapsen angesteuert werden, sind die vm2 Vulvamuskeln. Sie

sind an ihren jeweiligen apikalen Enden X-férmig mit der Vulva verbunden und
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weisen kommunizierende Verbindungen (gap junctions) mit den vm1 und um1
Muskeln auf (White et al. 1986). Die HSN Neuronen lokalisieren lateral und etwas
nach posterior versetzt an der Vulva. Das HSN Axon bildet Synapsen mit den vm2
Muskeln und den VCn-Neuronen im lokalen Neuropil und expandiert weiter bis zum
Nervenring. Die VCn-Neuronen lokalisieren ventral auf der Mittellinie am ventralen
Nervenstrang (Schafer 2006; White et al. 1986; Altun et al. 2002-2010).

Anterior Posterior
/- \

m HSNL

Ventral

Abbildung 1.2 Anatomie der Eiablage-Neuromuskulatur

Ventrale Sicht auf den Eiablage-Apparat eines C. elegans Hermaphroditen. Die Vulvamuskeln
sind in orange dargestellt. Die Motorneuronen in blau oder lila. Abbildung zeigt nur die vulva-
proximalen VC- Neuronen VC4 und VC5. Entnommen aus (Schafer 2006); verandert.

Die VCn-Neuronen kénnen in zwei Klassen unterteilt werden: vulva-proximal (VC4
und VC5) und vulva-distal (VC1 bis VC3, VC6). Die Axone der vulva-distalen VCn-
Neuronen verlaufen entlang des ventralen Nervenstrangs bis zur Vulva, ab dann
dorsal zum Neuropil. Die vulva-proximalen VC4 und VC5 haben kurze Fortsatze in
den ventralen Nervenstrang und zu den vm2 Muskeln sowie dem Neuropli. Sie sind

insgesamt verzweigter als die vulva-distalen Motorneuronen (Schafer 2006; Altun et
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al. 2002-2010). In Ablationsexperimenten konnte gezeigt werden, dass die vm2
Muskeln und die HSN Motorneurone fir die Eiablage essentiell sind, wahrend die
Ablation der Uterusmuskeln oder der vm1 Vulvamuskeln die Eiablage nicht
vollstandig unterdriickt (Trent et al. 1983; Schafer 2006).

Als Neurotransmitter verwenden die HSN Motorneuronen Serotonin (Desai et
al. 1988), Atcetylcholin (Duerr et al. 2001) und mindestens drei Neuropeptide, die
von flp-19, nip-3 und nip-15 codiert werden (Forrester et al. 2004; Kim und Li 2004;
Nathoo et al. 2001; Schinkmann und Li 1992). Die VCn-Motorneuronen sind
cholinerg und expremieren RF-amid—Neuropeptide (Duerr et al. 2001; Schinkmann
und Li 1992). Die Vulvamuskeln expremieren die von ser-1 und ser-7 codierten

Serotoninrezeptoren sowie Acetylcholinrezeptoren (Schafer 2006).

Das Eiablageverhalten von Hermaphroditen wird durch verschiedene Umwelt-
einflisse reguliert. So kann die mechanische Stimulation, wie beispielsweise
Vibrationen des Kulturmediums, tber die Mechanosensoren ALM und PLM die
Eiablage inhibieren (Sawin ER. 1996; Zhang et al. 2008). Eindeutig konnte die
Abhangigkeit der Eiablagerate von der verfliigbaren Nahrung gezeigt werden. Bei
ausreichendem Nahrungsangebot ist die Eiablagerate signifikant héher als bei
Nahrungsmittelknappheit (Horvitz et al. 1982; Waggoner et al. 2000). Das
Eiablageverhalten zeigt ein eindeutiges Zeitmuster, bei dem sich aktive Phasen von
1-2 Minuten Dauer mit inaktiven Phasen von etwa 20 Minuten abwechseln
(Waggoner et al. 1998). Zusatzlich wird die Eiablage mit anderen Verhalten
koordiniert. Unmittelbar vor einer Eiablage nimmt die Bewegungsgeschwindiglkeit zu
(Hardaker et al. 2001).

Weil die Eiablage fiir die Viabilitdt und Reproduktion nicht von Bedeutung ist,
konnte eine Vielzahl von C. elegans Mutanten mit einem Eiablage-Phanotyp (engl.
eqg laying : Eqgl) isoliert werden. Bei Egl-defizienten Hermaphroditen ist die Eiablage
vermindert, was dazu fihrt, dass Embryonen im Uterus zuriickgehalten werden.

Abhangig davon, wie lange die Eiablage inhibiert ist, kann dies bis zum bag-of-
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worms (BOW) Phéanotyp fihren, bei dem die Embryos sich im Uterus zu Larven
entwickeln und im Muttertier schlipfen. Andererseits bewirkt eine erhohte
Eiablagerate (Egl-c(onstitutive)), dass weniger Eier im Uterus verbleiben und frihere

Embryo-Entwicklungsstadien abgelegt werden.
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2 Wissenschaftliche Fragestellung

Eine kanzerogene Wirkung von Silica-Partikeln in Form von kristallinem Quarzstaub
ist wissenschaftlich erwiesen. Uber die biologischen Wirkungen von amorphen Silica-
Partiklen, insbesondere in nanoskaliger Grélde, ist hingegen deutlich weniger
bekannt. Weil amorphe Silica-Nanopartikel in unserer Umwelt, auch zunehmend in
Produkten des taglichen Bedarfs, weit verbreitet sind, ergibt sich ein Wissensdefizit,
das eine abschlielende Bewertung dieses Materials nicht zuldsst. Aus den bis jetzt
veréffentlichten Studien ergeben sich jedoch Hinweise auf zellbiologische Effekte von
amorphen Silica-Nanopartikeln. So konnte gezeigt werden, dass amorphe Silica-
Nanopartikel in den Zellkern gelangen und zu abberanten Proteinaggregaten fihren
(Chen und von Mikecz 2005). Dieser Effekt geht einher mit der Inhibition der
Genexperssion und replikativer Seneszenz. Die abberanten Proteinaggregate
gleichen in Proteinkomposition und biochemischen Eigenschaften den neuronalen
intranukledren Einschlissen, wie sie bei der Huntington’schen Erkrankung
vorkommen (Chen et al. 2008). Um in diesem Zusammenhang die Effekte von
amorphen Silica-Nanopartikeln weiter zu charakterisieren, sollten in der vorliegenden
Arbeit ihre mdglichen Interaktionen in vitro und Auswirkungen auf den
Modellorganismus Caenorhabditis elegans erértert werden. Im einzelnen galt es die

folgenden Fragen zu beantworten:

(1) Interagieren amorphe Silica-Partikel mit zelluldren Proteinen in vitro und

welche Rolle spielt dabei die Partikelgréfie ?

(2) Welche Effekte ergeben sich im Nematoten Caenorhabditis elegans nach

Behandlung mit amorphen Silica-Nanopartiklen ?
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Reagenzien
Agar

Agarose

Aceton (zur Synthese)

Acrylamid

(Stocklésung: 29%(w/v) Acrylamid, 1% (w/v) Bisacrylamid)

Aminosauren, nicht-essentiell MEM
Ammoniumpersulfat

Bromphenolblau

Calciumchlorid, CaCl,

Cholesterin

4’,6-Diaminidino-2-phenylindol -DAPI-
Dimethylsulfoxid -DMSO-

Dithiotreitol -DTT-

ECL-Reagenz

Essigsaure ( 100%, Eisessig zur Analyse)

Ethanol (absolut zur Analyse)
Ethylendiamintetraessigsaure -EDTA- Dinatrium-Salz
Fotales Kélberserum -FCS- (30 min bei 65°C inaktiviert)
Glutamin

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

Instant Magermilchpulver

Kaleidoscope protein molecular weight marker

Kaliumchlorid, KCI (zur Analyse)
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Bacto BD (Heidelberg, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

AppliChem (Darmstadt, Deutschland)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
ICN Biomedicals (Aurora, OH, USA)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
GE Healthcare (Minchen, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Bacto BD (Heidelberg, Deutschland)
GRANOVITA (Lianeburg, Deutschland)
Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
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di-Kaliumhydrogenphosphat, K,HPO, (zur Analyse)
Kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO, (zur Analyse)
Magnesiumsulfat Heptahdrat, MgSO,4 x 7 H,0
B-Mercaptoethanol

Methanol (reinst)

Natriumazid, NaN;

Natriumchlorid, NaCl (zur Analyse)
Natriumdodecylsulfat -SDS-

Natriumdeoxicholat

di-Natriumhydrogenphosphat, Na,HPO,4 x 2 H,O
Natriumhypochloritlésung 12%

Pefabloc SC

Penicillin

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat -Tween 20-
Ponceau S

Proteose Pepton No. 3

Pyruvat

Rainbow™ coloured protein molecular weight marker
Silica-Partikel, verschiedene GréRRen

Streptomycin

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin -TEMED-
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan -Trizma® Base-

Tris(hydroxymethyl)-Aminomethanhydrochlorid
-Trizma® HCI-

Triton X-100

Trypanblau (0,4 % (w/v) in PBS)
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Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Roche (Mannheim,Deutschland)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Bacto BD (Heidelberg, Deutschland)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
GE Healthcare (Minchen, Deutschland)
Kisker (Steinfurt, Deutschland)
Invitrogen/Gibco (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland)
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Das verwendete Wasser entstammt der Reinstwasseranlage HP 4 von TKA
(Niederelbert, Deutschland).

3.1.2 Puffer und Lésungen

Ammoniumpersulphat-Stocklésung 10%(w/v) -APS-

19 Ammoniumpersulphat (438 mM)
10 ml H.0

Die Lésung wird zu je 300 ul aliquotiert und bei -20° C aufbewahrt.

Bleichelésung

0,3 ml Natriumhypochloridlésung 12%
0,2 ml 4 M Natriumhydroxidlésung

Die L6sung wird jeweils unmittelbar vor dem Gebrauch angesetzt.

Coomassie-Gelfdrbelésung

1,25¢g Brillant Blau R 250
50 ml Eisessig

225 mi H.0

225 ml Ethanol abs.

Die L6sung wird bis zur vollstédndigen Auflésung des Farbstoffs gemischt.
Aufbewahrung erfolgt bei Raumtemperatur.

Die fur den Entfarbevorgang bendétigte Entféarbelésung hat, bis auf die Zugabe des
Farbstoffs, die gleiche Zusammensetzung.

Laufpuffer fiir SDS-Gelelektrophorese

3,09 Trizma® Base (25 mM)
14,4 g Glycin (192 mM)
1,09 SDS (3,5 mM)

Das SDS wird in ca. 100 ml Wasser bei etwa 70 ° C aufgel6st. Die restlichen
Substanzen werden abgewogen und zunachst in 800 ml Wasser vollstandig geldst.
Die SDS-Lésung wird hinzugefiigt. Anschliefend wird auf ein Endvolumen von 1 |
aufgeflillt. Der Puffer wird bei 4° C aufbewahrt.
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LB-Medium

Fertigmischung von der Firma Roth (Karlsruhe, Deutschland) nach
Herstellerangaben mit Wasser versetzen und autoklaviern. Das abgekihlte Medium
wird im Kihlschrank aufbewahrt.

Lésung A

0,5¢ Cholesterin

werden in 100 ml ausolutem Ethanol gel6st. Die Lésung wird im Kihlschrank
aufbewahrt.

Lésung B

11,08 g CaCl;

werden in 100 ml Wasser gel6st. Die Lésung wird autoklaviert. Die abgekuhlte
Lésung wird im Kuhlschrank aufbewahrt.

Lésung C

24,65¢ MgSQOq4

werden in 100 ml Wasser geldst. Die Losung wird autoklaviert. Die abgekihlte
Lésung wird im Kuhlschrank aufbewahrt.

Lésung D
108,3 g KH2PO4
36,0 g K2HP04

werden in 1000 ml Wasser geldst. Die L6sung wird autoklaviert. Die abgekiihlte
Lésung wird im Kuhlschrank aufbewahrt.

Lysepuffer

10 mM Tris (pH 7,5)
150 mM NaCl
10%(w/v)  Glycerol

1% (W/v) NP-40

M9 Puffer

3,0 g KH2P04

6,0 g NazHPO4X2H20
50¢9 NaCl

1 ml 1 M MgSO,4

werden in einem Endvolumen von 1000 ml in Wasser gelést.
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Nematodenwachtumsmedium (NGM)

159 Agar

225¢ NaCl

1,99 Proteose No.3

(3,75 ¢ Hefeextrakt = nur fur angereichertes Medium: NGM+)

Der Ansatz wird mit 750 ml Wasser versetzt und autoklaviert.
Nachdem der Ansatz auf ca. 60° C abgekiihlt ist, werden hinzugeflgt:

18,75 ml Lésung D
0,750 ml Lésung C
0,375 ml Lésung B
0,500 ml Lésugg A

Das noch warme und flissige Medium wird in Petrischalen nach Bedarf gegossen.

PBS

8,09 NaCl (137 mM)
0,29 KCI (2,7 mM)
0,77 g Na;HPO4x2H,0 (4,3 mM)
0,29 KH2PO4 (1,5 mM)

Die Substanzen werden abgewogen und in 900 ml Wasser bis zur vollstéandigen
L&sung der Salze gemischt. Anschliel3end erfolgt die Einstellung des pH-Wertes
mittels NaOH auf 7,2. Es wird mit Wasser auf ein Endvolumen von 1 | aufgefulit.
Die Lésung wird bei Raumtemperatur aufbewahrt. Fir sterile Anwendungen, wie
beispielsweise Zellkultur, wird die Lésung sterilfiltriert.

PBS-Tween 20 0,5% (v/v) (11)
5ml Polyoxyethylensorbitanmonolaurat -Tween 20-
995 ml PBS

Vor der Verwendung der L6sung muss das hochviskose Detergens vollstandig geldst
sein. Die fertige Lésung wird bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Ponceau S-Farbelésung
25¢ Ponceau S (6,5 mM)
5 mi Essigsaure 100% (Eisessig) (175 mM)

Die Substanzen werden gemischt und mit Wasser auf ein Endvolumen von 500 ml
eingestellt.
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Proteinblock-Puffer mit 5%(w/v) Magermilchpulver
10 g Instant-Magermilchpulver
200 ml PBS-Tween 20 0,5%(v/v)

Das Milchpulver wird mit PBS-Tween auf 200 ml aufgefllt und fir mindestens eine
Stunde vor dem Gebrauch auf einem Magnetrihrer bis zur Auflésung gemischt.

Proteintransfer-Puffer

3,09 Trizma® Base (25 mM)
14,4 g Glycin (192 mM)
200 ml Ethanol (3426 mM)

Die Substanzen werden mit 700 ml Wasser vollstandig geldst. AnschlieRend wird mit
Wasser auf ein Endvolumen von 1 | eingestellt

RIPA Puffer

0,1% (w/v) SDS

1% (v/v) Triton X-100

1% (w/v) Natriumdeoxycholat

0,15M NaCl
10 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1mM EDTA

Unmittelbar vor Verwendug wird der Puffer mit 0,2 mg/ml Pefabloc SC versetzt.

Sammelgel (4%)

5,0 ml Sammelgel-Puffer

4,0 ml Wasser

1,8 ml Acrylamid-Stocklésung

100 pl Ammoniumpersulfat-Stocklésung
10 pl TEMED

Das Sammelgel wird unmittelbar vor dem Gebrauch frisch angesetzt.

Sammelgel-Puffer
30,39 Trizma® Base (250 mM)
20g SDS (7 mM)

Das SDS wird in ca. 100 ml Wasser bei etwa 70 ° C aufgelést und anschlieRend
abgekunhlt. Die Puffer-Substanz wird in 800 ml Wasser geldst und mit der SDS-
L&sung vereinigt. Der pH-Wert wird mittels Salzsaure auf 6,8 eingestellt. Es wird mit
Wasser auf ein Endvolumen von 1 | aufgefullt. Der Puffer wird bei Raumtemperatur
aufbewabhrt.
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SDS Gel-Ladepuffer ( 2x)

100 mM Trizma® HCI (pH 6,8)
200 mM DTT

4% (wiv) SDS

0,2 % (w/v) Bromphenolblau

20% (viv)  Glycerin

Der Puffer wird zu je 1,5 ml aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt.

Trenngel (7%)

9,0 ml Trenngel-Puffer

5,125 ml Wasser

4,375 ml Acrylamid-Stocklésung

180 pl Ammoniumpersulfat-Stocklésung
18 pl TEMED

Das Trenngel wird unmittelbar vor dem Gebrauch frisch angesetzt.

Trenngel (12%)

9,0 ml Trenngel-Puffer

2,0 ml Wasser

7,5 ml Acrylamid-Stocklésung

180 pl Ammoniumpersulfat-Stocklésung
18 ul TEMED

Das Trenngel wird unmittelbar vor dem Gebrauch frisch angesetzt.

Trenngel-Puffer
90,8 ¢ Trizma® Base (750 mM)
2049 SDS (7 mM)

Das SDS wird in ca. 100 ml Wasser bei etwa 70 ° C aufgeldst und anschliel3end
abgekunhlt. Die Puffer-Substanz wird in 800 ml Wasser geldst und mit der SDS-
Lésung vereinigt. Der pH-Wert wird mittels Salzsaure auf 8,8 eingestellt. Es wird mit
Wasser auf ein Endvolumen von 1 | aufgefllt. Der Puffer wird bei Raumtemperatur
aufbewabhrt.
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Zellkulturmedium

500 ml
50 ml
5mi
5mi
5ml

+ + + +

MEM Medium von Sigma (Steinheim, Deutschland)

FCS

nicht-essentielle Aminosauren (MEM 100x)
Natrium-Pyruvat (0,1 M)
Penicillin-Streptomycin-Lésung (5000U/ml — 5000 ug/ml)

Bei jedem neuen Ansatz wird eine Sterilkontrolle mindestens vier Tage in einem
COgy-Inkubator bei 37° C inkubiert, bevor das Medium verwendet wird.

3.1.3 Antikoérper

Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten primaren Antikérper

Antikoérper/ Spezifitat Isotyp Titer Herkunft
Klon
28LKS Patientenserum gegen IgG 1:200 (WB) | Sklerodermie-Serenbank
Topoisomerase 1
Kanninchenserum gegen IgG 1:200 (WB) |PD Dr. Peter Hemmerich
Fibrillarin (Jena, Deutschland)
Kanninchen gegen IgG 1:100 (WB) |Bethyl
NUMA (Montgomery, TX, USA)
N-12 Kanninchen gegen IgG 1:500 (WB) | Santa Cruz
TBP (Heidelberg, Deutschland)
1HU-4C8 Maus (monoklonal) gegen IgG 1:400 (WB) | Milipore
Huntingtin (Molsheim, Frankreich)
2MOD-1G6 Maus gegen IgG 1:2000(WB) | EUROMEDEX
HP1y (Souffelweyersheim,
Frankreich)
PC10 Maus (monoklonal) gegen 19G,, 1:600 (WB) | Santa Cruz
PCNA (Heidelberg, Deutschland)
LBR Kaninchen (monoklonal) gegen [e]€] 1:800 (WB) |BIOMOL
Lamin-B-Rezeptor (Hamburg, Deutschland)
MCP231 Maus (monoklonal) gegen 9G4 1:100 (WB) |BIOTREND
a-Untereinheiten 1,2,3,5,6&7 (KéIn, Deutschland)
des 20S Proteasoms
53ASR Patientenserum gegen IgG 1:200 (WB) | Sklerodermie-Serenbank
Sm B/B’ und U1-70k
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die sekundaren Antikorper

Antikorper Kopplung Titer
Ziegenserum gegen humanes IgG Peroxidase 1:10000
Ziegenserum gegen murines IgG Peroxidase 1:5000
Ziegenserum gegen Kaninchen-1gG Peroxidase 1:10000

3.1.4 Silica-Partikel

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Silica-Partikel wurden, laut Angaben des

Lieferanten, alle in einem modifizierten Stéber-Prozess hergestellt.

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Silica-Partikel

Bezeichnung Mittlerer Kopplung Best.-Nr.

Durchmessser Lieferant
Silica-Partikel 500 nm 500 nm keine PSi-0.5
Kisker

Silica-Nanopartikel (unm.)/ 50 nm 50 nm keine PSi-0.05
Kisker

Silica-Nanopartikel (rot) 50 nm Tetramethylrhodamin- | PSi-R0.05
isothiocyanat (TRITC) Kisker

569 nm Abs/ 585 nm Em

Silica-Nanopartikel (grun) 50 nm Fluorescein- PSi-G0.05

isothiocyanat (FITC) Kisker

485 nm Abs/ 510 nm Em

3.1.5 Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen (Dicke Nr. 1, 22x22 mm)

Dispenserspitzen, diverse Volumina

Erie Scientific Company (Portsmouth, NH, USA)

Ritter (Schwabmiuinchen, Deutschland)
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Einmalreaktionsgefélle, diverse Volumina

Gewebekulturflaschen, fir adharente Zellen
Gewebekulturplatten, fir adhdrente Zellen, 96 Kavitaten
Kanilen: Microlance 3 (20 G1 1/2; 23 G1 1/4; 27 G3/4)
Nitrocellulosemembran: Hybond® ECL

Objekttrager: SuperFrost®

Pasteupipetten, Glas

Pasteurpipetten, Kunststoff

Petrischalen, diverse Durchmesser

Pipettenspitzen, diverse Volumina

Réntgenfilm : Hyperfiim™ ECL

Sterilfilter (PorengréfRe 0,2 um), diverse Grofien
Skalpelle, diverse Formen

Zentrifugenréhrchen, diverse Volumina

3.1.6 Gerite

Analysenwaage: R200D

Brutschrank: Hera cell

Dispenser: Multipette®
Elektrophoresekammer: Mini-Protean Il Cell
Elektroblotter (semi-dry): Trans-Blot SD
Elektroblotter (wet): Trans-Blot Cell
Feinwaage: PT 210

Filmentwickler: CURIX 60

Flachbettscanner: Scanjet G4050
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Eppendorf (Hamburg, Deutschland) bzw.
Greiner-Bio One (Frickenhausen, Deutschland)

Greiner-Bio One (Frickenhausen, Deutschland)
Becton Dickinson/Falcon (Heidelberg, Deutschl.)
Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)
GE Healthcare (Miinchen, Deutschland)
Menzel-Glaser (Braunschweig, Deutschland)
Oehmen (Essen, Deutschland)

Oehmen (Essen, Deutschland)

Sarstedt (Numbrecht, Deutschland)
Greiner-Bio One (Frickenhausen, Deutschland)
GE Healthcare (Minchen, Deutschland)

Pall Corporation (East Hills, NY, USA)

B.Braun (Melsungen, Deutschland)

Greiner-Bio One (Frickenhausen, Deutschland)

Sartorius (Géttingen, Deutschland)
Heraeus-Kendro (Langenselbold, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

Bio-Rad (Minchen, Deutschland)

Bio-Rad (Munchen, Deutschland)

Sartorius (Géttingen, Deutschland)

AGFA (Kéln, Deutschland)

Hewlett-Packard (B&blingen, Deutschland)
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Konfokales-Laser-Scanning-Mikroskop:

IX 70 mit Fluoview 2.0 und DP 50-CU Olympus (Hamburg, Deutschland)

CCD-Camera
Kuhlbrutschrank: Friocell 404
Lichtmikroskope: - CKX 41

- Axioplan 2 image
mit Orca || CCD-camera

- Stemi 2000 Stereomikroskop
Netzteil: PowerPac 200 bzw. 300
Neubauer-Zéhlkammer, verbessert
pH-Meter: inoLab® pH 720
Pipetten: - Pipetman® P
- Reference®
Pipettierhilfe: pipetus®
Schuttler: Shaker 3020
Sonifikator: LABSONIC U
Sterilbénke: - BSB 6A
- Herasafe KS 12

Thermoblock: Techne dri-block DB 3

Thermoschittler: Thermomixer comfort mit diversen

Thermoblécken
Wasserbad, temperierbar

Zentrifugen: - Centrifuge 5417R
- Pico

- Megafuge 1.0

Multifuge 3 S-R
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MMM Medcenter (Minchen, Deutschland)
Olympus (Hamburg, Deutschland)

Zeiss (Gottingen, Deutschland)
Hamamatsu (Herrsching, Deutschland)

Zeiss (Gottingen, Deutschland)

Bio-Rad (Munchen, Deutschand)

Assistent (Sondheim , Deutschland)

wtw (Weilheim, Deutschland)

Gilson (Roissy-en-France, Frankreich)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Hirschmann Laborg.(Eberstadt, Deutschland)
GFL® (Burgwedel, Deutschland)

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

Gelaire (Sydney, Australien)

Heraeus-Kendro (Langenselbold, Deutschland)
Intergra Bioscience (Fernwald, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

GFL® (Burgwedel, Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Thermo Fischer (Bonn, Deutschland)
Heraeus-Kendro (Langenselbold, Deutschland)

Heraeus-Kendro (Langenselbold, Deutschland)
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3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung von Nematoden

Wurmstamme

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Wurmstamme

Bezeichnung Genotyp Herkunft

N2 wit CGC

(Minneapolis, MN, USA)

wyls97 [Punc-ge::myr-GFP; Pync.s6::mCherry::RAB-3; Pyq.1::GFP] | Prof. Kang Shen

(Stanford, CA, USA)

RW1596 myo-3(st386);[myo-3::GFP;rol-6(su1006)] CGC

(Minneapolis, MN, USA)

Standardkulturbedingungen

Die Kultivierung der Nematoden wurde durch Brenner (Brenner 1974) beschrieben.
Die Nematoden wurden bei 20 °C in einem Kuhlbrutschrank auf NGM Agar-Platten
gehalten, die mit Echerichia coli OP50 bewachsen waren. Bei den verwendeten 92
mm Platten wurden dafir jeweils 300 ul einer Echerichia coli OP50 Kultur
ausgebracht und durch Schutteln verteilt. FUr die Stammhaltung wurden entweder
12 —20 Adulte mittels eines Platin-Pickers oder ein Agar-Block auf eine frische NGM
Agar-Platte Uberfuhrt. Bei Kontaminationen mit Pilzen oder anderen Bakterien
wurden die Wirmer einer Bleichebehandlung unterzogen. Hierzu wurden die 92mm
NGM Agar-Platten auf denen sich ausreichend viele gravide Hermaphroditen
befanden zunéchst mit 2 ml PBS versetzt. Die Platte wurde geschuttelt und etwas

aufgestellt, damit sich die Hermaphroditen sammeln konnten. Diese wurden
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anschlieBend in PBS in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefaly Uberfihrt und
abzentrifugiert ( 400x g; 2 min; RT ). Der Uberstand wurde verworfen und die
Hermaphroditen im Pellet wurden mit 1 ml PBS versetzt. Zu diesem Ansatz wurden
0,5 ml Bleichelésung hinzugefiigt. Wahrend der nachfolgenden Inkubationszeit von 8
Minuten bei Raumtemperatur wurden die Larven, die Hermaphroditen und die
kontaminierenden Lebensformen abgetétet. Die Embryonen wurden durch die Eihdlle
geschitzt. Die Embyonen wurden dann abzentifugiert (400x g; 1 min; RT) und mit
1,5 ml PBS gewaschen. Etwa 20 — 40 pl der abzentrifugierten Embryonen in PBS
wurden auf eine frische, Echerichia coli OP50 bewachsene NGM Agar-Platte

ausgebracht.

Partikelbehandlung

Fur die Partikelbehandlung der Nematoden wurden nicht angereicherte NGM Agar-
Platten (NGM(-)) in den Durchmessern 60 bzw. 35 mm verwendet. Mittels eines
Dispensers wurden Ublicherweise 50 ul (bei Bedarf 150 pl) einer Echerichia coli
OP50-Suspension aufgebracht. Das LB-Medium konnte Uber Nacht bei RT
eintrocknen und die Bakterien anwachsen. Auf diese Platten wurden 50 pl einer 50
nm Silica-Nanopartikel Suspension (2,5 mg/ml) auf den Bakterien verteilt. Bei den
Lebensspannen-Experimenten wurden 50 nm Silica-Nanopartikel Suspensionen in
einer Konzentration von 0,25 mg/ml bis 5 mg/ml verwendet. Bei 150 ul Echerichia
coli OP50-Suspension wurden 150 pl Partikelsuspension aufpipettiert. Die
Silicapartikel in Suspension wurden von der Firma Kisker (Steinheim, Deutschland)
bezogen. Bei den Kontrollgruppen wurde ein entsprechendes Volumen deionisiertes
Wasser verwendet. Fur die Behandlung wurden, sofern nicht anders angegeben, L4
Larven mittels eines Platin-Pickers auf die so vorbereiteten Platten Uberfuhrt. Die
Nematoden wurden je nach Bedarf taglich bzw. alle zwei Tage auf frische Platten
dberfuhrt. Wo angegeben, enthielten die Agar-Platten Ethosuximid in der

entsprechenden Konzentration.
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3.2.2 Untersuchungen zur Lebensspanne

Die Untersuchung, wie sich die Silica-Nanopartikelbehandlung auf die Lebensspanne
der Nematoden auswirkt, erfolgte bei 25 °C. Hierzu wurden junge adulte
Hermaphroditen mittels eines Platin-Pickers auf entsprechend vorbereitete, mit
Echerichia coli OP50 bewachsene 60 mm NGM Agar-Platten ( NGM(-)) tberfihrt.
Jeden zweiten Tag wurden die Hermaphroditen auf frische Agar-Platten umgesetzt.
Die Platten wurden taglich auf Vorkommen von toten Hermaphroditen Uberpriift.
Hermaphroditen, die nicht auf leichte Berlhrung mit dem Platin-Picker reagierten,
wurden als tote Nematoden gewertet. Hermaphroditen die den Agar verlassen
haben (und ausgetrocknet sind) sowie Nematoden die einen bag-of-worms (BOW)

Phéanotyp zeigten wurden zensiert.

3.2.3 Untersuchungen zur Nachkommenproduktion und zum
Eiablageverhalten

Um zu untersuchen wie sich die Partikelbehandlung auf die Nachkommen-
produktion auswirkt, wurden Hermaphroditen auf den entsprechenden Platten
kultiviert und die Anzahl der abgelegten Eier bzw. Nachkommen protokoliert. Hierzu
wurden am Anfang des Experiments auf jede 60 mm NGM Agar-Platte ( NGM(-)) drei
L4 Larven mittels eines Platin-Pickers Uberfuhrt. Die sich daraus entwickelnden
Hermaphroditen wurden téglich Uber sieben Tage auf frische Platten Uberfiihrt. Die
auf den benutzten Platten verbleibenden Eier und Larven wurden unter einem
Stereomikroskop gezahlt. An dem der Auszdhlung nachfolgenden Tag wurde die auf
den Platten verbliebene Anzahl nicht geschlipfter Eier ermittelt. Um die tagliche
Anzahl der Nachkommen pro Hermaphrodit zu erhalten, wurde die gezéhlte Anzahl
der Nachkommen durch die Zahl der auf die Platte aufgebrachten Hermaphroditen
geteilt. Bei diesem Experimentaufbau konnten auch eventuell auftretende

Phanotypen aufgezeichnet werden.

38



Material und Methoden

Zwei Methoden, die geeignet sind die Funktionalitét des Eiablageapparates zu

untersuchen, wurden von Koelle und Horvitz (Koelle und Horvitz 1996) beschrieben.

Bei der ersten Methode wird die Anzahl der im Uterus verbleibenden Eier
ermittelt. Hierzu wurden die verschieden behandelten adulten Hermaphroditen an
definierten Zeitabschnitten nach dem L4 Larvenstadium untersucht. Je Kavitat einer
96-Kavitaten-Platte mit Flachboden wurden 100 pl einer 1,2%igen Natrium-
hypochloritldsung mittels eines Dispensers pipettiert. Mit einem Platin-Picker wurde
je Kavitat ein adulter Hermaphrodit Gberfihrt. In der Bleicheldsung wurden die Tiere
zersetzt, die Eier blieben aufgrund ihrer Eihulle jedoch intakt. Die Anzahl der Eier

wurde unter einem Stereomikroskop ermittelt.

Bei der zweiten Methode wird das Entwicklungsstadium der kurzlich
abgelegten Eier untersucht, um Rulckschlisse auf die Verweildauer der Embryonen
im Uterus nach der Befruchtung zu ziehen. Experimentell wurden hierbei 50 gravide
Hermaphroditen auf eine frische NGM Agar-Platte Uberfihrt. Nach 30 Minuten
wurden die Hermaphroditen entfernt. Mit einem Stick Klebeband (Tesa® -film,
Beiersdorf, Hamburg, Deutschland) wurde der gesamte Bakterienrasen mitsamt der
sich darin befindlichen Eier auf einen Objekttrager Uberfihrt und fixiert. Das

Entwicklungsstadium wurde lichtmikroskopisch ausgewertet.

3.2.4 Herstellung von mikroskopischen Praparaten

Fur mikroskopische Untersuchungen wurden Agarosepad-Préparate verwendet. Es
wurden zwei Objekttrager mittels Klebeband auf dem Labortisch fixiert. Der Abstand
der beiden Objekttrager wurde so gewahlt, dass zwischen ihnen ein dritter
Objekttrager passte. Auf diesen Objekttrdger wurde mittels einer Kunststoff-
Pasteurpipette ein Tropfen warme, 3%ige Agaroselésung aufgebracht und sofort mit
einem vierten Objekttrager, mdglichst ohne Luftbldschen verpresst. Das Klebeband
diente hierbei als Abstandshalter. Das nach dem erkalten der Agaroselésung

entstandene Agarosepad wurde quadratisch zugeschnitten. Darauf wurden 25 pl
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einer 5 mM Natriumazidlésung in M9-Puffer pipettiert. Das Natriumazid diente als
Anéasthetikum. Die nachfolgenden Arbeitschritte wurden unter einem Stereomikoskop
durchgefiihrt. In den Tropfen wurden mittels eines Platin-Pickers die zu
untersuchenden Tiere Uberfihrt. Es wurde ein Deckglas, dessen Rander vorher mit
Vaseline bestrichen worden waren, aufgelegt. Dabei wurden Lufteinschlisse
vermieden. Das Deckglas wurde vorsichtig aufgedrtickt, bis es auf den Tieren auflag.
Die so hergestellten Praparate wurden in aufrechten und inversen Lichtmikroskopen

verwendet.

3.2.5 Mikroskopie, Bildverarbeitung und Auswertung

Die Aufnahme von fluoreszenzmarkierten Silica-Nanopartiklen wurde mittels eines
Zeiss Axioplan 2 image (Zeiss, Goéttingen, Deutschland) aufrechten Lichtmikroskops
mit 25x/0.80 Plan-NEOFLUAR oder 63x/1.4 Plan-APOCHROMAT Objektiv
untersucht. Fir die Analyse der Lipofuscin-Akkumulation wurde ein 10x/0.30 Plan-
NEOFLUAR Objektiv verwendet. Die digitalen Bilder wurden mittels einer
HAMAMATSU Orca Il CCD-Camera (Hamamatsu, Herrsching, Deutschland) tber die
Software Openlab 5.5.0 (Improvision, Tubingen, Deutschland) erstellt. Far
Fluoreszenzbilder wurden die folgenden Zeiss Filtermodule verwendet: Filtersatz 10
(Anregung 450-490 nm, Emission 515-565 nm), Filtersatz 15 (Anregung 546 nm,
Emission 590 nm), Filtersatz 02 (Anregung G 365, Emission LP 420). Fiur die
quantitative Auswertung der Lipofuscin-Akkumulation wurden Analyseberiche (engl.
regions of intrest: ROI) um die Lipofuscin-Fluoreszenz im Darm der Hermaphroditen
festgelegt. Die mittlere Fluoreszenzintensitdt in den ROI wurde mit der Software
Metamorph® 4.3 ( Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) bestimmt. Die Daten
wurden in Microsoft Exel (Microsoft Deutschland, Unterschleilheim, Deutschland)
ausgewertet. Die Bildbearbeitung erfolgte in Photoshop® 7.0 (Adobe, Minchen,
Deutschland).

Die morphologischen Untersuchungen an HSN und den Vulvamuskeln

erfolgten an einem inversen Fluoreszenzmikroskop Olympus [X70 (Olympus,
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Hamburg, Deutschland) mit 40x/0,85 UplanApo, 60x/1,25 UplanFL oder 60x/1,42
PlanApo N Objektiv. Die Morphologie der Vulvamuskeln wurde in einer
Experimentreihe mittels einer Olympus DP 50-CU CCD-Camera angesteuert Uber
die Software analySIS® 3.0 digital aufgezeichnet. Fur Fluoreszenzaufnahmen wurde
ein Olympus U-MNIBA Filtermodul (Anregung 470-490 nm, Emission 515-590 nm)
verwendet. Die mikroskopische Analyse von GFP- bzw. mCherry-Signalen wurde
teilweise auch mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop Olympus Fluoview
2.0 am IX 70 (Olympus, Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Zur Anregung der
Fluorophore diente ein Krypton-Argon-Laser. Das Emissionsspektrum dieses Lasers
umfasst den Wellenldangenbereich zwischen 457 und 676 nm mit Leistungsspitzen
bei 488, 568 sowie 647 nm. Zur Anregung von GFP (Grin fluoreszierendes Protein
aus der Qualle Aequorea victoria) (Shimomura et al. 1962) wurde ein Filter mit hoher
Transmission bei 488 nm vorgeschaltet. mCherry (Rot fluoreszierendes Protein)
wurde bei 568 nm angeregt. Fur die Untersuchung der HSN und der
Vulvamuskulatur wurden optische Z-Schnitt-Abbildungen erzeugt, die je nach
morphologischen Gewebe eine Hoéhe von 10-25 ym hatten. Fur die Erzeugung von
Z-Schnitt Projektionen und fir quantitative Analysen wurde die Analysesoftware
Metamorph® 4.3 ( Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) eingesetzt. Die
erzeugten digitalen Bilder wurden mit Photoshop®7.0 ( Adobe, Minchen,
Deutschland) fur Abbildungen aufbereitet.

3.2.6 Zellkultur

SK-N-SH —Zellen (human neuroblastona cell line) wurden in Zellkulturmedium in
einem Begasungsbrutschrank bei 37 °C, 5% CO, und 95% relativer Luftfeuchtigkeit
fur zwei bis drei Tage kultiviert. Die Zellen wurden geerntet, wenn 60 — 70 %
Konfluenz (subkonfluentes Stadium) erreicht war. Bei Verwendung von 75 cm?-
Gewebekulturflaschen wurden 1x10° SK-N-SH -Zellen in 25 ml frischem Vollmedium
ausgesat.

Fir mikroskopische Anwendungen, wurden die Zellen bei gleichen

Kulturbedingungen auf Deckglaschen kultiviert. Hierfir wurden 5x10* Zellen je
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sterilisiertes Deckglas ausgesat. Zur Sterilisierung wurden die Deckglaschen in
absoluten Ethanol getaucht und kurz durch eine Bunsenbrennerflamme gezogen.
Subkonfluenz  war auch hier nach zwei Tagen erreicht. Um eine
Mykoplasmeninfektion auszuschlieRen, wurde in regelmaRigen Zeitabstanden eine
DNA-Farbung mittels DAPI durchgefiihrt und auf cytoplasmatisch lokalisierte DNA

untersucht.

3.2.7 Partikelfallungsexperimente

Um die Interaktionen von Silica-Partikeln mit Proteinen zu untersuchen, wurden
Partikelfallungsexperimente durchgefihrt. Analog zu Immunprazipitationsexperimen-
ten, in denen Proteinkomplexe mittels Antikérpern und daran bindenden Sepharose-
Beads prazipitiert werden, dienten hier die Partikel selbst als das Werkzeug zum
Préazipitieren. Aufgrund ihrer Dichte von 2 g/cm® konnten sowohl die hierbei
eingesetzten 500nm Silica-Partikel als auch die 50 nm Silica-Nanopartikel durch
Zentrifugation prazipitiert werden. Eine mdgliche Interaktion der Partikel mit
zellularen Proteinen wurde untersucht, indem die Partikel in Lysaten von Zellen bzw.
Nematoden inkubiert wurden. Zellen wurden mit RIPA-Puffer lysiert. Die DNA wurde
durch jeweils 10-faches aufziehen und herausdriicken in eine Spritze durch Kantilen
abnehmenden Durchmessers gescheert. Um nicht lysierte Zellfragmente zu
entfernen, wurde das Lysat in einem 2,0 ml Eppendorf-Reaktionsgefal® zentrifugiert
(20800x g ; 15 min ; 4 °C). Von diesem Lysat wurde ein Teil abgenommen und fur
die ,Input‘“-Probe verwahrt. In einem neuen 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal
wurden 900 ul geklartes Zelllysat mit 100 pl Silica-Partikelsuspension ( 25 mg/ml bei
50 nm Silica-Nanopartikeln; 50 mg/ml bei 500 nm Silica-Partikeln) fir 16 Stunden bei
4 °C unter invertieren inkubiert. Anschlielend wurden die Partikel samt der daran
gebundenen Proteine préazipitiert (20800x g ; 15 min ; 4 °C). Der Uberstand wurde
abgenommen und verwahrt. Die Partikel-Protein-Komplexe wurden zwei mal in
500 ul RIPA-Puffer resuspendiert und gewaschen (Zentrifugation 20800x g ; 5 min ;
4 °C ). Die ,Input‘-Probe, der Uberstand und die Partikel-Probe wurde mit 2X SDS

Gel-Ladepuffer versetzt. Die Proteine wurden durch Hitze denaturiert (95 °C ; 5 min)
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und nachfolgend elektrophoretisch aufgetrennt. In einer Experimentreihe wurde statt
eines Zelllysats rekombinant exprimierte Topoisomerase | (# T9069; Sigma , St.
Louis, MO, USA) verwendet. Lysate von Nematoden wurden mit Lysepuffer
hergestellt. Der Lysepuffer wird auch fir Immunprazipitationsexperimente in C.
elegans verwendet (Patel und Shen 2009). Die Nematoden wurden mit PBS
gewaschen und in Lysepuffer sonifiziert. Das Nematodenlysat wurde durch
zentrifugieren (20800x g ; 15 min ; 4 °C) geklart. Nachfolgend wurde analog nach

dem flr Zelllysate beschriebenen Protokoll vorgegangen.

3.2.8 SDS-PAGE und Western Blot

Die Proben aus den Partikelfallungsexperimenten wurden elektrophoretisch
aufgetrennt. Es kam ein denaturierendes SDS-Polyacrylamid-Gel in einer Mini-
Protean lllI-Apparatur (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) zum Einsatz. Abhangig von
der Proteingréfe wurden Trenngele mit 7% bzw. 12% Acrylamid verwendet. Die
Proteine wurden bei einer angelegten Spannung von 180 V aufgetrennt.

Die aufgetrennten Proteine wurden nachfolgend in zwei Verfahren auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert: einerseits im ,semidry“-Verfahren innerhalb von
45 Minuten in einer Elektroblot-Apparatur bei einer Spannung von 15 V; andererseits,
insbesondere flir Proteine Gber 100 kDa, im , Wet-Blot“-Verfahren innerhalb einer
Stunde in einer von auf3en mit Eis geklhlten Wet-Blot-Apparatur bei einer Spannung
von 100 V. Zur Uberpriifung der Proteiniibertragung wurde die Nitrocellulose-
membran mit Ponceau S gefarbt. Nach der Entfarbung mit destilliertem Wasser
wurde die Nitrocellulosemembran getrocknet und bei —20 °C eingelagert. Ferner
wurden die im Polyacrylamid-Gel verbliebenen Proteine mit dem Farbstoff Brillant-
Blau angeféarbt. In dem Farbeverfahren nach Sambrock et al. (Sambrock et al. 1989)
wurden die SDS-Polyacrylamidgele mit der Coomassie-Farbelésung flr mindestens
4 Stunden bei RT gefarbt und anschlieend fur 4-8 Stunden mit der Entférbelésung
entfarbt, bis die Hintergrundféarbung ausgewaschen war und nur noch distinkte
Proteinbanden zu sehen waren. Fir die Dokumentation wurde das entfarbte

Polyacrlyamid-Gel mit einem Flachbettscanner digital aufgezeichnet.
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3.2.9 Immundetektion

Um die an der Nitrocellulosemembran adsorbierten Proteine mittels spezifischen
Antikérpern detektieren zu kénnen, mussten die noch unbesetzten proteinaffinen
Bereiche der Membran abgesattigt werden. Dies wurde durch eine einstindige
Inkubation der Nitrocellulosemembran in Proteinblockpuffer erreicht. Im Anschluss
wurde die Membran bei Raumtemperatur 60 Minuten mit primarem Antikoérper
inkubiert, der seinem Titer entsprechend in Proteinblockpuffer verdiinnt worden war.
Die ungebundenen Antikérper wurden innerhalb von drei Waschschritten von je 10
Minuten Dauer in PBS-Tween entfernt. Die Inkubation mit dem sekundéaren,
Meerettich-Peroxidase-gekoppelten Antikérper erfolgte analog, jedoch nur 45
Minuten. Danach wurde wieder dreimal 10 Minuten mit PBS-Tween gewaschen. Die
Membran wurde dann in eine in einer Filmkassette befindliche, kleine Tasche aus
transparenter Kunststofffolie Uberfihrt und nach Herstellerangaben mit der ECL-
Reagenz aquillibriert. Das bei der Chemilumineszenzreaktion emittierte Signal wurde
mit Réntgenfilmen aufgezeichnet. Die Expositionszeiten der Réntgenfilme betrugen
zwischen weniger als einer Minute und bis zu einer Stunde. Die R&ntgenfilme
wurden automatisiert in der Entwicklermaschine CURIX 60 (AGFA, Kalin,

Deutschland) entwickelt.

3.2.10 Statistik

Statistische Analysen erfolgten in Microsoft Exel (Microsoft Deutschland,
UnterschleiBheim, Deutschland) . Die entsprechenden Datensatze wurden mittels
ungepaarten zweiseitigen t-Test verglichen. Bei angenommener Normalverteilung
der Daten wurde die Wahrscheinlichkeit (p) berechnet, dass es sich bei der
Differenz um einen zufélligen Unterschied handelt. Bei einer Wahrscheinlichkeit von

p< 0,05 wurde ein signifikater Unterschied angenommen. Wo angegeben wurden die
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Datensétze mittels SPSS (SPSS Software GmbH, Minchen, Deutschland) mit Ein-
Weg Varianzanalyse (ANOVA) und Tukeys-Post-hoc-Test auf signifikante

unterschiede Uberpruft.

Die Auswertung der Lebensspanne erfolgte mit der Software SPSS (SPSS
Software  GmbH, Miuinchen, Deutschland) nach der Kaplan-Meier Methode.

Statistische Signifikanzen wurden mit dem Log-Rank Test ermittelt.
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4 Ergebnisse

4.1 Interaktionen von Silica-Partikeln in vitro

Um zu untersuchen, ob Silica-Partikel mit zellularen Proteinen interagieren, wurden
Fallungsexperimente durchgefihrt. Dabei wurden Silica-Partikel mit SK-N-SH
Zelllysaten oder einem Lysat von rekombinant hergestellter, gereinigeter
Topoisomerase | (Topo I) in RIPA Puffer 16 Stunden inkubiert. Das Vorkommen von
Topoisomerase | in den drei Fraktionen der Experimente wurde mittels Immunoblot
untersucht. Bei den Experimenten wurden Silica-Partikel mit einem mittleren
Durchmesser von 500 nm und 50 nm Silica-Nanopartikel verwendet. Proteine aus
dem eingesetzen Gesamtlysat (In) die wahrend der Partikelinkubation an die Partikel
adsorbiert wurden, konnten aufgrund der Dichte der Silica-Partikel durch
Zentrifugation im Pellet (P) sedimentiert werden. Die Konzentration dieser Proteine
im Inkubationsvolumen, also dem Uberstand (Ub) nahm folglich ab. Abbildung 4.1
zeigt das Resultat der Immundetektion des Proteins Topoisomerase | in den
Experimentfraktionen. Die Intensitat der spezifischen Proteinbande nimmt in den
Uberstand-Fraktionen der vier Experimentansitze im Vergleich zu den
Gesamtlysaten ab. Gleichzeitig ist Topoisomerase | eindeutig in der Sediment-
Fraktion detektierbar. Bei den Proben mit der rekombinant hergestellten
Topoisomerase | ist die spezifische Bande in den Uberstand-Fraktionen nicht

detektierbar.

SKN-SH rekomb. Abbildung 4.1 Silica-Partikel komplexieren mit Topoisomerase |

Lysat _Topol Feine und nanoskalige Silica-Partikel wurden 16 Stunden mit SK-N-SH
in UbP In UbP Zelllysat oder rekombinanten Proteinlysat inkubiert. Partikel-Protein-
- Komplexe wurden pelletiert. Der Proteingehalt von Topoisomerase | im
Pellet (P), im Uberstand (Ub) sowie dem eingesetzten Lysat (In) wurde
mittels Immunoblot untersucht. Die Silica-Partikel adsorbieren
Topoisomerase | auch in rekombinanten Proteinlysat.
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Um den Zeitlichen Verlauf der Adsorbtion von zelluldren Proteinen an die
Silica-Partikel zu studieren, wurden die Partikelinkubationszeiten in den
Partikelfallungsexperimenten variiert. In der Abblidung 4.2 sind die Resultate dieser
Experimente dargestellt. In Partikelféllungsexperimenten mit feinen Silica-Partiklen
(Abb. 4.2, A) treten spezifische Topoisomerase | Banden in den Pellet-Fraktionen
bereits nach einer Inkubationszeit von funf Minuten auf. Im Verlauf der Inkubations-
zeiten Uber 1, 4, 8 bis 16 Stunden zeigt sich kein verandertes Verhdltnis der
Bandenintensitdt in den Pellet-Fraktionen im Vergleich zum Uberstand. Bei
Inkubationen von Zelllysat mit Silica-Nanopartikeln wird Topoisomerase | nach 5 min
in gleichem Male geféllt wie nach 16 h (Abb. 4.2, B).

Abbildung 4.2 Silica-Partikel komplexieren mit

A 500 nm B 50 nm Topoisomerase | bereits nach 5 Minuten
5 min e :. 5 min o _: Zelllysat wurde fiir unterschiedliche Zeitspannen mit feinen
oder  nanoskaligen Silica-Partikeln inkubiert. Das
Th 8 s= e 16h - Vorkommen von Topoisomerase | in den Expeiment-
4h = - WB: Topo | fraktionen wurde im Immunoblot untersucht. A Feine (500
sh W e nm) Silica-Partikel wurden fir Zeitrdume zwischen 5 Minuten
I — und 16 Stunden mit SK-N-HS Lysat inkubiert.
Topoisomerase | konnte bereits nach 5 Minuten
WB: Topo | Inkubationszeit aus dem Lysat gefallt werden, was an der
reduzierten Bandenintensitat von Topoisomerase | im

Uberstand (Ub) im vergleich zum Gesamtzelllysat (In)
erkennbar ist. B Fir 5 Minuten oder 16 h wurden Silica-
Nanopartikel (50 nm) mit Zelllysat inkubiert. Unabhéngig
von der Inkubationsdauer ist Topoisomerase | im Pellet (P)
nachweisbar.

Inwiefern sich die in den Partikelfdllungen eingesetzte Silica-Partikelkon-
zentration auf die Kinetik der Komplexbildung auswirkt, zeigen Experimete in denen
Zelllysat mit feinen und nanoskaligen Silica-Partikeln in Konzentrationen von 2,5 ; 0,5
oder 0,05 mg/ml inkubiert wurden (Abb. 4.3). Bei Einsatz von Silica-Nanopartikeln ist
eine Reduktion der Topoisomerase | Bande in der Pellet-Probe insbesondere beim
Konzentrationssprung von 0,5 mg/ml auf 0,05 mg/ml zu beobachten. Gleichzeitig
nimmt hierbei die Topoisomerase | Bandenintensitat in der Uberstand-Fraktion zu.
Ahnlich verhalt sich die Protein-Partikel-Komplexbildung durch variieren der

Konzentration von feinen Silica-Partikeln (500 nm). Hierbei ist die Zunahme der
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Topoisomerase | Bandenintensitat in der Uberstand-Fraktion bei sinkender Silica-
Partikelkonzentration erkennbar. Zuséatzlich ist Topoisomerase | in der Pellet-Fraktion
der 0,05 mg/ml Probe nicht detektierbar.

_25 05 005 | Abbildung 4.3 Bildung von Partikel-Protein-Komplexen in
in Ub P Ub P Ub P o Abhingigkeit zur Konzentration der Silica-Partikel.
50 nm - - - . . _ .
| Silica-Partikel mit Durchmessern von 500 nm und 50 nm wurden in
500 nm - g Konzentrationen von 2,5 ; 0,5 und 0,05 mg/ml mit Zelllysat inkubiert.

Das Vorkommen von Topoisomerase | in den Experimentfraktionen
@ wurde mittels Immunoblot untersucht. Der Anteil von Topoisomerase

| im Pellet (P) nimmt mit abnehmender Partikelkonzentration ab

wahrend der Anteil im Uberstand (Ub) zunimmt.

Die Untersuchung, ob es sich um eine unspezifische Adsorbtion von Proteinen an die
Silica-Partikeloberflache handelt oder dass bestimmte Proteine eine hohe Affinitat fur
Silica-Partikel aufweisen und andere nicht, erlaubt Rulckschlisse auf die
Zusammensetzung der Proteincorona im Zelllysat. Zu diesem Zweck wurde das
Vorkommen von ausgewéhlten Proteinen in den jeweiligen Experimentfraktionen der
Partikelféllungsexperimente mittels Immunoblot untersucht (Abb. 4.4). Wahrend
nucleoplasmatische Proteine wie Topoisomerase |, das nuclare Mitoseapparat-
Protein (engl. nuclear mitotic apparatus; NuMA), das Kernhullenprotein Lamin-B-
Rezeptor (LBR) oder das nucleolare Protein Fibrillarin in der Proteincorona von
feinen und nanoskaligen Silica-Partiklen vorkommen (Abb.4.4, A), zeigen andere
Proteine ein differenziertes Ergebnis. Das transkriptionsrelevante TATAbox-bindende
Protein (TBP), das mit der Huntington’schen Krankheit assoziierte Protein Huntingtin
oder das heterochromatische Protein HP1y werden durch feine Silica-Partikel nur in
geringen bzw. nicht detektierbaren Anteilen prazipitiert, sie verbleiben grétenteils im
Uberstand. Bei Einsatz von 50 nm Silica-Nanopartikeln kommen TBP, Huntingtin
auschlieBlich und HP1y zu einem erheblichen Maf} in der Pellet-Fraktion und nicht
bzw. reduziert in der Uberstand-Fraktion vor. Die a- Untereinheiten 1,2,3,5,6&7 des
20 S Proteasoms (20S Prot.) und das replikationsrelevante Protein PCNA ( engl.
proliferating cell nuclear antigen) werden sowohl von feinen Silica-Partiklen als auch

Silica-Nanopartiklen nur in geringen Anteilen préazipitiert bzw. sind in den jeweiligen
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Pellet-Fraktionen nicht detektierbar. Die Bandenintensitit in den Uberstand-
Fraktionen entspricht ann&dhernd der Bandenintensitdt in den eingesetzten
Gesamtlysaten (In), was bestétigt, dass der Uberwiegende Anteil der Proteine nicht

gefallt wurde.
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Abbildung 4.4 Abhangigkeit der Zusammensetzung der Proteincorona von der GroRe der Silica-Partikel

Das Vorkommen ausgewahlter zellularer Proteine in den Partikel-Protein-Komplexen wurde mittels Immunoblot
untersucht. A Gezeigt sind Resultate aus Partikelfallungsexperimenten mit feinen (500 nm) und nanoskaligen (50
nm) Silica-Partikeln. Das Vorkommen einer Proteinbande im Pellet (P) bei gleichzeitiger Abnahme der
Bandenintensitat im Uberstand (U) deutet auf eine starke Protein-Partikel-Wechselwirkung hin. B Quantitative
Auswertung der spezifischen Bandensignalintensitat in der Pellet Probe (P) im Verhaltnis zum Ubers’g_and (U). Es
kénnen drei Proteingruppen unterschieden werden. (1.) Proteine mit starker Wechselwirkung ( P/ Ub > 1) mit
500 nm und 50 nm Silica-Partikeln. (2.) Proteine mit starker Wechselwirkung mit 50 nm Silica-Nanopartikeln. (3.)
Proteine mit schwacher Wechselwirkung (P / Ub < 1) mit 500 nm und 50 nm Silica-Partikeln. C Coomassie-

gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel zeigt distinktes Bandenmuster in den Pellet-Fraktionen.
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Als Mal} fir die Partikel-Protein-Wechselwirkung wurde der Quotient aus der
Bandensignalintensitat in der Pellet-Fraktion durch die Bandensignalintensitat in der
Uberstand-Fraktion in Metamorph® 4.3 ( Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
quantifiziert (Abb. 4.4, B). Bei einem Wert des x-fachen Uberstand gréer als 1 kann
eine hohe Affinitdt eines Proteins zu den feinen (weil3e Balken) bzw. nanoskaligen
(schwarze Balken) Silica-Partikeln angenommen werden. Eine niedrige Affinitat der
Proteine zu den Partiklen ist bei einem Wert kleiner 1 gegeben. Fir die
Zusammensetzung der Proteincorona der 500 nm Silica-Partikel kénnen aus den
Resultaten die folgenden Proteine als Bestandteil angenommen werden: Topo |,
LBR, Fibrillarin und NuMA. Die Proteincorona der 50 nm Silica-Nanopartikel enthalt
zusatzlich zu den o. g. Proteinen noch TBP, Huntingtin und HP1y. Hingegen sind die
a- Untereinheiten 1,2,3,5,6&7 des 20 S Proteasoms und PCNA unter den gewéhlten
Bedingungen nicht oder nur zu einem geringen Mal} als Konstituenten der
Proteincorona von Silica-Partiklen anzunehmen, da der Quotient P/Ub bei 500 nm
und 50 nm Silicapartikeln kleiner als 1 ist. Das Coomassie-gefarbte SDS-
Polyacrylamidgel zeigt distinkte Banden in den Pellet-Fraktionen (Abb. 4.4, C). Das
Bandenmuster in den Pellet-Fraktionen stimmt nicht mit dem Banden-Muster im
Gesamtlysat (In) oder Uberstand (Ub) iberein. Distikte Banden in der Pellet-Fraktion
der 50 nm Silica-Nanopartikel sind nicht in der Pellet-Fraktion der feinen Silica-
Partikel wiederzufinden. Das Bandenmuster der beiden Pellet-Fraktionen

unterscheidet sich.

Um zu untersuchen, ob Silicapartikel aul3er mit zelluldren Proteinen aus SK-N-
SH Zelllysat auch mit C. elegans Proteinen interagieren, wurden Partikelfallungs-
experimente mit Lysat von C. elegans Nematoden durchgefuhrt. In dem Coomassie-
gefarbten SDS-Polyacrylamidgel sind in den Pellet-Fraktionen der SK-N-SH- und der
C. elegans —Proben distinkte Proteinbanden bei etwa 250 kDa (SK-N-SH- und
C. elegans) und bei etwa 40 kDa (C. elegans ) erkennbar (Abb. 4.5, A). Gleichzeitig
zeigt sich, dass die korrespondierenden Banden, die in den Gesamtlysat-Fraktionen
(In) auftreten, in den Uberstand-Fraktionen nicht mehr erkennbar sind. Da die

Sensitivitdt der Coomassie-Farbung begrenzt ist, wurden die Ergebnisse durch
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Immundetektionen der Nitrocellulosemembranen ergénzt (Abb. 4.5, B). Hierbei
wurden Antikdérper gegen die o- Untereinheiten 1,2,3,5,6&7 des 20 S Proteasoms
und das snRNP-Protein (engl. small nuclear ribonucleoprotein-particle) U1-70k
verwendet (Abb. 4.5, B). Die Antikdrper detektieren die 20 S o- Untereinheiten
1,2,3,5,6&7 in den Gesamtlysat- (In) und Uberstand-Fraktionen (Ub) der Lysate von
SK-N-SH Zellen und C. elegans Nematoden. U1-70k wird in den Gesamtlysat- und
den Pellet-Fraktionen (P) der beiden Lysate detektiert.

A B
SK-N-SH C. elegans SK-N-SH C. elegans Abbildung 4.5 Silica-Partikel
in Ub P In Ub P in Ub P In Ub P prazpitieren Proteine aus Lysat
- o W ut70k von C. elegans
B | el SK-N-SH Zellen oder C. elegans
= B w20 SProt | Nematoden wurden in Lysepuffer
gy &=y lysiert und mit Silica-Partikeln

inkubiert. A Coomassiefarbung des
Polyacrylamid-Gels zeigt deutliche
Proteinbanden (Pfeile) in der Pellet-
Probe (P) von Zelllysat und Lysat
il von C. elegans. B Immunoblot zeigt
das  Vorkommen  ausgewahlter
zellularer Proteine in Gesamtlysat
(In) , Uberstand (Ub) und Pellet (P).

4.2 Aufnahme von Silica-Nanopartiklen durch Caenorhabdits elegans

Ausgehend von den in vitro Experimenten, sollten nachfolgend mégliche Effekte von
Silica-Nanopartikeln auf den Modellorganismus Caenorhabditis elegans in vivo
untersucht werden. Zunachst war zu klaren, ob und wie Silica-Nanopartikel durch die
Nematoden aufgenommen werden. Um diese Frage experimentell zu beantworten,
konnten fluoreszenzmarkierte Silica-Nanopartikel verwendet werden. Weil C.
elegans  transparent ist, wurde die Aufnahme der fluoreszierenden Silica-
Nanopartikel in die Hermaphroditen mittels eines Fluoreszenzmikroskops analysiert.

Hierzu wurden junge adulte Hermaphroditen auf NGM Agar-Platten tberfihrt, die mit
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OP 50 E. coli —Bakterien als Futter und TRITC-gekoppelten Silica-Nanopartiklen
prapariert worden waren. Nach einer Behandlungsdauer von 16 Stunden wurden
Agarosepraparate hergestellt. Die Aufnahme der markierten Silica-Nanopartikel in
die Hermaphroditen wurde untersucht (Abb. 4.6). Die invertierten
Fluoreszenzmikrographien zeigen deutliche Fluoreszenzsignale, die anhand der
korrespondierenden Normarskioptik-Aufnahmen im Lumen des Pharynx (im
terminalen Bulbus) und des Darms lokalisiert werden kénnen (Abb. 4.6, A). Das

Schema zeigt die Anatomie eines Hermaphroditen (Abb. 4.6, B).

50 nm Silica-NP (rot)

-y

befruchtetes Ei Spermatheka

Darm

Abbildung 4.6 Aufnahme von Silica-Nanopartiklen durch Caenorhabditis elegans

C. elegans Hermaphroditen wurden flir 16 h mit fluoreszenzmarkierten Silica-Nanopartikeln
behandelt. Die Aufnahme der fluoreszenzmarkierten  Silica-Nanopartikel ~wurde
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. A Dargestellt sind invertierte Fluoreszenzmikrographien
mit korrespondierenden Aufnahmen des differenziellen Interferenzkontrast. B Schema der
Anatomie eines C. elegans Hermaphroditen. GréRenbalken: 10 um
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4.3 Die Lebensspanne nach Behandlung mit Silica-Nanopartikeln

Ob die Aufnahme von Silica-Nanopartikeln sich auf die Lebensspanne der
Hermaphroditen auswirkt, wurde experimentell Gberprift. Hierzu wurden junge adulte
Hermaphroditen auf die, wie angegeben praparierten, mit E. coli — bewachsenen
NGM Agar-Platten (berfiihrt. Das Uberleben der Hermaphroditen wurde téglich
Uberpriift. Die Uberlebenskurve zeigt keine Unterschiede im Verlauf zwischen
unbehandelten und Silica-Nanopartikel behandelten Hermaphroditen (Abb. 4.7). Die
statistische Auswertung mit dem Log-Rank-Test ergibt keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 4.7 Kaplan-Meier Uberlebenskurve von
unbehandelten und Silica-Nanopartikel behandelten
Hermaphroditen
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e Hermaphroditen wurden bei 25°C auf E. coli — bewachsenen
' NGM Agar-Platten gehalten, die wie angegeben prépariert
waren. Die Gruppen ziegen einen &hnlichen Kurvenverlauf.
Die Analyse der Lebensspannen mittels Log-Rank-Test
[—L ergibt  keine  signifikanten  Unterschiede  zwichen
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4.4 Akkumulation von Lipofuscin nach Behandlung mit Silica-
Nanopartikeln

Inwiefern sich die Behandlung mit Silica-Nanopartiklen auf die Akkumulation von
Lipofuscin auswirkt, wurde fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Lipofuscin-
Fluoreszenzsignale wurden digital aufgezeichnet. Wie in den Fluoreszenz-
Mikrographien erkennbar, akkumuliert Lipofuscin mit zunehmenden Alter der
Hermaphroditen im Darm (Abb. 4.8, A). Die quantitative Auswertung der
Akkumulation von Lipofuscin in unbehandelten und Silica-Nanopartikel behandelten
Hermaphroditen ergibt am vierten Tag (Abb. 4.8, B) und am zehnten Tag nach dem
L4 Stadium (Abb. 4.8, C) keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 4.8 Akkumulation von Lipofuscin in unbehandelten und Silica-
Nanopartikel behandelten Hermaphroditen

C. elegans L4 Larven wurden auf E. coli — bewachsene, wie angegeben praparierte NGM
Agar-Platten Uberflhrt. Die sich daraus entwickelnden Hermaproditen wurden alle zwei
Tage auf frische NGM Agar-Platten umgesetzt. An den beschriebenen Zeitpunkten
wurden Agarose-Praparate hergestellt und die Lipofuscin-Akkumulation fluoreszenz-
mikroskopisch analysiert. A Reprasentative Mikrographien zeigen die altersabhéngige
Zunahme der Lipofuscin-Autofluoreszenz im Darm von unbehandelten Hermaphroditen.
B, C Quantitative Auswertung der Lipofuscin-Fluoreszenz von unbehandelten und Silica-
Nanopartikel — behandelten  Hermaphroditen nach 4 oder 10  Tagen.
Mittelwerte(+Standardabweichung) von drei unabhangigen Experimenten ( n= 47, B;
n=30, C). Grofenbalken: 50 pym
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4.5 Effekt auf Nachkommenproduktion und BOW Haufigkeit

4.5.1 Nachkommenproduktion und BOW Haufigkeit bei Behandlung ab L4

Ein weiterer Parameter der bei der Erforschung der Effekte von exogenen Noxen auf
C. elegans Nematoden analysiert wird, ist die Nachkommenproduktion. Um die
Reproduktion von unbehandelten und Silica-Nanopartikel behandelten
Hermaphroditen zu untersuchen, wurden L4 Larven auf entsprechend vorbereitete
NGM Agarplatten tberfuhrt. Innerhalb eines Zeitraums von sieben Tagen wurden die
sich daraus entwickelnden Nematoden taglich auf frische Platten umgesetzt. Die
Anzahl der auf den Platten verbleibenden Nachkommenschaft wurde dokumentiert.
Die Nachkommen konnten sich Uber mindestens 24 Stunden weiterentwickeln, um
auf Entwicklungsdefekte, wie beispielsweise larvalen Arrest zu testen. In der
Kontrolle und in den Silica-Nanopartikel behandelten Gruppen entwickelten sich die
Nachkommen bis zum Schlupf und dariber hinaus bis zu fertilen Adulten
(Beobachtung nicht gezeigt). Innerhalb des Zeitraums von 7 Tagen nach dem L4
Stadium produzieren die unbehandelten Hermaphroditen im Durchschnitt 217+ 29
Nachkommen (Abb. 4.9, A). Die Zahl der Nachkommen ist bei den Silica-
Nanopartikel behandelten Hermaphroditen signifikant reduziert: TRITC-gekoppelte
50 nm Silica-NP (rot) 173+ 24 ; FITC-gekoppelte 50 nm Silica-NP (griin) 172+ 29 ;
50 nm Silica-NP(unm.) 177+31. Der Zeitverlauf der taglichen Nachkommen-
produktion (Abb. 4.9, B) zeigt, dass das Maximum der Nachkommenproduktion an
Tag 3 post L4-Stadium erreicht ist. Insbesondere hier produzieren einzelne Silica-
Nanopartikel behandelte Hermaphroditen mit etwa 50 Eiern deutlich weniger als
unbehandelte Hermaphroditen (71+£8). Bei den Experimenten ist Anteil der
Hermaphroditen mit dem bag-of-worms (BOW) Phanotyp (bei dem sich die
befruchteten, nicht abgelegten Eier innerhalb des Uterus weiterentwickleln und
schlipfen) in allen Silica-Nanopartikel behandelten Gruppen signifikant erhéht (Abb.
4.9, C).
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Abbildung 4.9 Silica-Nanopartikel
A . e induzieren eine Reduktion der
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4.5.2 Nachkommenproduktion und BOW Haufigkeit bei Behandlung ab Adult

Der experimentelle Aufbau der in 4.3.1 beschriebenen Untersuchung kann die
Mdoglichkeit der Einwirkung der Silica-Nanopartikelbehandlung auf den letzten
Entwicklungsschritt vom L4 Stadium zum adulten Hermaphroditen nicht erérten. Ob
Silica-Nanopartikel mit diesem Entwicklungsschritt, bei dem auch die Entwicklung
des Eiablageapparats abgeschlossen wird (Hall und Altun 2008; Sternberg 2005),
interferieren und dadurch die vorangehend beschriebenen Effekte auslésen, sollte in
etwas modifizierten Nachkommen-Auszahlungsexperimenten untersucht werden. Zu
diesem Zweck wurde der Beginn der Silica-Nanopartikelbehandlung um einen Tag
auf Tag 1 verschoben, d. h. dass ausschliellich adulte Hermaphroditen behandelt
wurden. Bei diesem Aufbau produzieren die unbehandelten Hermaphroditen
innerhalb der 7 Tage 214+13 Nachkommen (Abb. 4.10, A). Die Nachkommenanzahl
der mit Silica-Nanopartikeln behandelten Hermaphroditen sinkt signifikant auf
165113 bei Silica-NP (rot), 183£14 bei Silica-NP (griin) und 19315 bei Silica-NP
(unm.). Es zeigt sich eine signifikante Reduktion der Nachkommenproduktion
besonders an Tag 3 (Abb. 4.10, B) und ein signifikant erhéhter Anteil von BOW
Phanotypen auf 47 bis 51% bei den Silica-Nanopartikel behandelten Hermaphroditen
(Abb. 4.10, C). Damit kann ausgeschlossen werden, dass Silica-Nanopartikel mit der
Entwicklung des Eiablageapparats interferieren und dadurch die beobachteten

Effekte verursachen.
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Abbildung 4.10 Die Behandlung mit
Silica-Nanopartikeln nach Abschluss
der Entwicklung reduziert die
Nachkommenproduktion und induziert
den BOW-Phéanotyp

C. elegans Hermaphroditen wurden wie
angegeben  mit  Silica-Nanopartikeln
behandelt. Die Hermaphroditen wurden
taglich auf frische NGM-Platten umgesetzt
und die verbleibenden Nachkommen
gezéhlt. A Gesamte Nachkommenschaft
eines Hermaphroditen innerhalb von 7
Tagen post L4. B Verlauf der
Nachkommenproduktion innerhalb von 7
Tagen post L4. Der Pfeil markiert den
Beginn der Behandlung mit  Silica-
Nanopartikeln. Tag 1 entspricht adulten
Hermaphroditen. C Anteil der beim Experi-
ment aufgetretenen ,bag-of-worms* (BOW)
Mittelwerte (+ Standardabweichung) von
drei Experimenten (n=60)
*p<0,05;*p<0,01;** p<0,001
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4.5.3 Silica-Nanopartikel induzierter Effekt auf Nachkommenproduktion und
BOW Haufigkeit bei gleichzeitiger Behandlung mit Ethosuximid

Um zu untersuchen, inwiefern der beobachtete Silica-Nanopartikel induzierte Effekt
auf die Nachkommenproduktion und die BOW Inzidenz die intrinsische muskulare
Funktion des Eiablage-Apparats beeinflusst, wurden die Hermaphroditen mit dem
Antiepileptikum Ethosuximid behandelt. Fir Ethosuximid wurde bereits gezeigt, dass
es die Eiablage-Funktion in wt Hermaphroditen stimulieren kann (Evason et al.
2005). Die gesamte Nachkommenproduktion innnerhalb von 7 Tagen umfasst in
unbehandelten Hermaphroditen 262+42,4 Embryonen oder Larven (Abb. 4.11, A).
Die Silica-Nanopartikel behandelten Hermaphroditen legen mit 192+19,9 signifikant
weniger Nachkommen ab. Bei gleichzeitiger Behandlung mit Silica-Nanopartikeln
und Ethosuximid in einer Konzentration von 2 mg/ml steigt die Anzahl der
Nachkommen auf 254+10,9 ( 219+32,5 bei Silica-Nanopartikel und 4 mg/ml
Ethosuximid). Dem Zeitverlauf der Nachkommenproduktion ist zu entnehmen, dass
die drei Ethosuximid behandelten Gruppen mehr Nachkommen nach Tag 5
produzieren (Abb. 4.11, B). Die Inzidenz des BOW-Phé&notyps nimmt, ausgehend
von 31%12,5% bei Silica-Nanopartikel behandelten Hermaphroditen, nach
gleichzeitiger Behandlung mit Ethosuximid ab: 15+10,5% mit 2 mg/ml Ethosuximid
und 4+4,8% mit 4 mg/ml Ethosuximid (Abb. 4.11, C).
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4.5.4 Zeitverlauf des Auftretens von BOW-Phénotypen

Um zu untersuchen wie sich die Inzidenz von BOW im zeitlichen Verlauf darstellt,
wurden C. elegans Hermaphroditen mit Wasser (Kontrolle) oder Silica-Nanopartikeln
behandelt Gber 7 Tage kultiviert. Neben dem Wildtyp-Stamm N2 wurden auRerdem
die zwei transgenen Stdmme RW1596 und wyls97 eingesetzt. Beim Zeitverlauf
(Abb. 4.12,Graphen) ist erkennbar, dass es sich beim BOW-Phanotyp um einen
altersassoziierten Phanotyp handelt . Bei unbehandelten Hermaphroditen der drei
Stdmme treten BOW ab Tag 5 (RW1596,wyls97) bzw. Tag 6 (N2) zunehmend auf.
Die mit Silica-Nanopartikeln behandelten Tiere zeigen einen anderen Kurvenverlauf.
Auffallig dabei ist, dass bei den drei Stdmmen die BOW bereits an Tag 3 gehauft
auftreten. Dies ist insbesondere beim Stamm RW1596 zu beobachten, bei dem die
BOW Inzidenz an Tag 4 annahernd auf das Niveau von unbehandelten Wirmern
absinkt. Es kann also zwischen einer Silica-Nanopartikel induzierten BOW-
Population und einer altersassoziierten BOW-Population unterschieden werden.
Uber den Zeitraum von 7 Tagen betrachtet, zeigt sich, wie in den Balkendiagrammen
dargestellt, in den Silica-Nanopartikel behandelten Tieren eine signifikante Zunahme
des BOW-Anteils. Mit 22,5£8% beim Stamm wyls97 und 13,6£3% beim Stamm
RW1596 ist im Vergleich zum Wildtyp (5,1£7%) der BOW-Anteil bereits bei den

Kontrollen erhoht.
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Abbildung 4.12 Zeitlicher Verlauf der Inzidenz von BOW

Hermaphroditen wurden mit Silica-Nanopartikeln oder Wasser (Kontrolle) behandelt. Das
Vorkommen von BOW wurde (ber sieben Tage protokolliert. Die Graphen zeigen die tagliche
Haufigkeit von BOW in unbehandelten und Silica-Nanopartikel behandelten Hermaphroditen. Die
Balkendiagramme reprasentieren den gesamten prozentualen Anteil von BOW, der innerhalb von 7
Tagen aufgetreten ist. Im Experiment wurden Tiere des A Wildtyp-Stamms N2, B des Stamms
wyls97 und C des Stamms RW1596 eingesetzt. Mittelwerte(+ / + Standardabweichung) von vier

Experimenten (n=265, A; n=527,B; n=872,C) * p< 0,05; ** p<0,01
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4.6 Morphologie der HSN Motorneuronen

Silica-Nanopartikel induzieren eine Zunahme des BOW-Phéanotyps. Bei diesem
Phanotyp spielt der Eiablageapparat die entscheidende Bedeutung. Erst wenn die
Funktion des Eiablageapparats gestort ist, kann sich der BOW-Phanotyp, unter der
Annahme der normalen Entwicklung der Nachkommen des Hermaphroditen,
entwickeln. Die Funktion des Eiablageapparats wird in C. elegans durch insgesamt
acht Motorneurone kontrolliert. Hierbei sind die zwei HSN Motorneurone (HSNL und
HSNR) fir die Eiablage nicht vezichtbar (Trent et al. 1983). Inwiefern Silica-
Nanopartikel die Morphologie der fur die Eiablage kritischen HSN Motorneurone
modulieren, sollte im Folgenden untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde der
transgene Stamm wyls97 verwendet, der freundlicherweise von Prof. Kang Shen
(Stanford, CA, USA) zur Verfligung gestellt wurde. Unter der Kontrolle des unc-86
Promotors exprimiert dieser Stamm GFP, das mit dem C. elegans-spezifischen
Myristilisations-Signal versehen ist (Adler et al. 2006) und dadurch an der
Zellmembran lokalisiert. Zusatzlich exprimieren diese Tiere ein mCherry::RAB-3
Fusionsprotein das unter der Kontrolle des unc-86 Promotors steht und zellular an
synaptischen Vesikeln lokalisiert. Die Behandlung mit Silica-Nanopartikeln erfolgte
analog zu den vorausgegangenen Experimenten. Die Morphologie der HSN
Motorneuronen wurde mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. In
den Mikrografien (Maximum-Intensitats-Projektionen) ist exemplarisch die
Morphologie von HSNL in adulten Hermaphroditen dargestellt, die 3 bzw. 7 Tage mit
Wasser (Kontrolle) oder Silica-Nanopartikeln behandelt wurden (Abb. 4.13, A). Das
grine Fluoreszenzsignal zeigt, neben dem Axon von PLML (Pfeil), das Soma und
das Axon von HSNL. Das HSNL Axon verlauft vom Soma zunachst ventral bis zur
Mittellinie und anschlielend Richtung anterior. Im Bereich der Vulva ist die Axonlage
dorsal verlegt. Das ist der Bereich des lokalen Neuropils, wo die HSN Motorneuronen
mit VC Motorneuronen und Muskelarmen der vm2 Vulvamuskelzellen Synapsen
bilden. In den Mikrographien ist die Lokalisierung der Synapsen (in den

mCherry::RAB-3 Varikositaten) mithilfe des roten Fluoreszenzsignals von
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mCherry::RAB-3 mdglich. Ferner sind fokale RAB-3 Signale auch cytoplasmatisch im
Soma erkennbar. Zwischen den unbehandelten und Silica-Nanopartikel behandelten
Hermaphorditen sind keine morhologischen Unterschiede feststellbar, die aul3erhalb
der morphologischen Variabilitdt der HSN liegen. In der quantitativen Analyse der
Axonlange (gemessen vom Soma bis zur Mitte der Neuropilregion) ist kein
signifikanter Unterschied feststellbar (Abb. 4.13, B). Auch die Flache des Soma
unterscheidet sich nicht signifikant zwischen unbehandelten und Silica-Nanopartikel
behandelten Hermaphroditen (Abb. 4.13, C). Die Silica-Nanopartikel behandelten
Hermaphroditen zeigen keine signifikante Verdnderung in der Anzahl der
mCherry::RAB-3 Varikositaten (Abb. 4.13, D)

Es wurde auch die Morphologie der HSNL Motorneuronen in BOW-
Phanotypen untersucht, die wéhrend der Behandlungsdauer aufgetreten waren. Die
Dokumentation des GFP-Signals war in BOW-Phanotypen nicht méglich. Der Stamm
wyls97 exprimiert noch zusatzlich GPF unter der Kontrolle des odr-1 Promotors in
den sensorischen Neuronen AWC. Diese Expression ergibt ein starkes GFP-Signal
im anterioren Teil der Nachkommen bereits vor dem L1-Stadium, was dazu fuhrt,
dass das GFP-Signal in den HSN Motorneuronen Uberstrahlt wird und auch mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie nicht aufgezeichnet werden kann. Die
Mikroskopische Auswertung erfolgte anhand des mCherry::RAB-3 Signals und ist in
Abblidung 4.14 dargestellt. Die Fluoreszenzaufnahmen zeigen Maximum-Intensitéts-
Projektionen aus Z-Scans von 10- 15 ym Hoéhe. Die Durchlicht-Mikrographien des
differenziellen Interferenzkontrast veranschaulichen die Lage der Vulva. Das
Fusionsprotein mCherry::RAB-3 lokalisiert an den Synapsen (Stern) und im Soma
(Pfeilspitze). Zwei Aufnahmen je Gruppe geben einen Uberblick Uber die
morphologische Variabilitdt zwischen einzelnen Hermaphroditen. Es ist in diesem
Zusammenhang kein morphologischer Unterschied zwischen unbehandelten und

Silica-Nanopartikel behandelten C. elegans Hermaphroditen festzustellen.
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Abbildung 4.13 Morphologie von HSN
Motorneuronen in unbehandelten und
Silica-Nanopartikel behandelten adulten
Hermaphroditen.
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Hermaphroditen des transgenen Stamms
wyls97 wurden ab dem L4 Stadium mit
Wasser (Kontrolle) oder Silica-Nanoparti-
keln behandelt. Nach 3 bzw. 7 Tagen nach
dem L4 Stadium wurde die Morphologie
der HSN mittels konfokaler Fluoreszenz-
mikroskopie untersucht. A Maximum-
Intensitats-Projektionen  von  Z-Schnitt
Aufnahmen einer Hohe von 10 — 17 pm.
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Fusionsprotein  (rot) in verschiedenen

B C Neuronen. Die Mikrographien zeigen
E . © HSNL. Der Pfeil zeigt die Lage des Fort-
7 ® T satzes ~ des  mechanosensorischen
§ . 2 [ Neurons PLML. B  Quantitative
z S Auswertung der Axonlange von HSN
a5 w2 Neuronen vom Soma bis zum lokalen
g " E:'g Neuropil. C Quantitative Auswertung der
S o < R 0 o 2 Somaflache von HSN Neuronen. D
< S J S 7 Quantitative Auswertung der Anzahl der
g & s & mCherry::RAB-3 Varikositdten E Schema

D E der Anatomie der Vulvaregion von ventral.
Bei B bis D: Balken reprasentieren

Vol Mittelwerte (+ Standardabweichung) von

5 muskeln

‘_‘---_-‘ Neur\l:pilama P
: . Vulvasflt :' g

E— e

<
‘ \I/\Q
o 99%

Oy ,aq:e,% P

Analysen (n=23) GréRenbalken: 5 um

TpssnE
-aiydesBoayipy

Anzahl der Varikositdten

66



Ergebnisse

Kontrolle Silica-NP

Abbildung 4.14 Morphologie von HSNL in Hermaphroditen mit BOW-Phénotyp

Hermaphroditen des transgenen Stamms wyls97 wurden ab dem L4 Stadium mit Wasser (Kontrolle)
oder Silica-Nanopartikeln behandelt. Die Morphologie der HSNL in Hermaphroditen mit innerlich
geschlipfter ~ Nachkommenschaft wurde mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht.
Aufnahmen des differenziellen Interferenzkontrasts zeigen die Lage der Vulva. Die Nematoden
expremieren ein mCherry::RAB-3 Fusionsprotein (rot). Sterne zeigen die Lage der mCherry::RAB-3
Varikositaten und die Pfeilspitzen die Lage des Soma. GroRenbalken: 5 um

4.7 Morphologie der Vulvamuskeln

Eine mogliche Silica-Nanopartikel induzierte Verdnderung der Morphologie der
Vulvamusklen wurde mithilfe des transgenen Stamms RW1596 untersucht. Der
Stamm exprimiert im genetischen Hintergrund einer myo-3 null-Mutante ein Fusions-
protein aus GFP und der schweren Myosinkette MHC A (engl. myosin heavy chain)
die von myo-3 codiert wird (Campagnola et al. 2002). Hierzu wurden die
Hermaphroditen ab dem L4 Stadium mit Wasser (Kontrolle) oder Silica-Nanopartikeln
behandelt. Nach 3 bzw. 7 Tagen wurden die Hermaphroditen fur die Mikroskopie
prapariert und die Morphologie der Vulvamuskeln anhand der GFP Fluoreszenz
ausgewertet (Abb. 4.15, A). Die adulten Hermaphroditen zeigen eine X-férmige

Anordnung der Vulvamuskelzellen in denen die Myosinfilamente grun fluoreszieren.
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Abbildung 4.15 Morphologie der Vulvamuskeln in
unbehandelten und Silica-Nanopartikel
behandelten Hermaphroditen

Hermaphroditen des transgenen Stamms RW1596
wurden ab dem L4 Stadium mit Wasser (Kontrolle)
oder Silica-Nanopartikeln behandelt. Nach 3 bzw. 7
Tagen nach dem L4 Stadium wurde die Morphologie
der Vulvamuskeln mittels Fluoreszenzmikroskopie
untersucht. A GFP Fluoreszenz entspricht den
Myosinfilamenten in Muskelzellen. B Quantitative
Auswertung der Myosinfilamentlange der nicht-
gestreiften Vulvamuskelzellen in adulten
Hermaphroditen und Nematoden mit innerlich
geschllpfter Nachkommenschaft (BOW).
GroRenbalken: 10 ym

Zwischen der Kontrolle und den Silica-Nanopartikel behandelten Adulten sind keine

morphologischen Unterschiede erkennbar.

Hingegen zeigen die BOW-Phanotypen

insgesamt Verénderungen der Sarkomerintegritdt und verkirzte Myosinfilamente,

wie die quantitative Analyse bestatigt (Abb. 4.15, B). Die Sarkomerintegritat der

schiefgestreiften Kérperwandmuskeln zeigt

Auffalligkeiten nach Behandlung mit
gezeigt).
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4.8 Untersuchungen zur Eiablage

Die Untersuchungen der Nachkommenproduktion von Silica-Nanopartikel behandel-
ten Hermaphroditen (siehe 4.5) haben ergeben, dass insbesondere im Zeitraum
zwischen dem zweiten und dem vierten Tag der Silica-Nanopartikel Behandlung die
Nachkommenanzahl signifikant reduziert ist. Inwiefern der dabei gleichzeitig
zunehmend auftretende BOW-Phanotyp dafiir verantwortlich ist, 1asst sich aus den
bisherigen Ergebnissen nicht ableiten. Um zu untersuchen, ob die Silica-Nanopartikel
behandelten Hermaphroditen die Eier im Uterus zurlickhalten, wurde die Anzahl der
nicht abgelegten Eier im Uterus bestimmt (Abb. 4.16). Nach 40 Stunden Behandlung
mit  Silica-Nanopartikeln  beinhalten die = Hermaphroditen 24,2+3,6 Eier
(Kontrolle:26,3+2,3). Dieser Wert sinkt an Tag 3 der Behandlung, d. h. zum Zeitpunkt
der maximalen Nachkommenproduktion, auf 4,9+1,9 (Kontrolle:3.9£0,8). Insgesamt
zeigt der Graph keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Eier im Uterus
zwischen der Kontrolle und Silica-Nanopartikel behandelten Hermaphroditen. Dieses
Ergebnis bestétigt, das die Nachkommenproduktion reduziert ist. Es l&sst jedoch

keine Rickschlisse auf die Zunahme des BOW Anteils zu.

Abbildung 4.16 Quantifizierung der nicht
abgelegten Eier im Verlauf der Behandlung mit
Silica-Nanopartikeln

Wildtyp Hermaphroditen wurden ab dem L4 Stadium
<-Kontrolle | fir 30, 40, 72 oder 96 Stunden mit Wasser
15 4 |= silica-NP|| (Kontrolle) oder Silica-Nanopartiklen behandelt. Die
10 4 \\ Anzahl der Eier im Uterus wurde ermittelt.
' Mittelwerte(xStandardabweichung) von drei
B Experimenten (n=90)

Anzahl der Eier im Uterus/
Hermaphrodit
3

0 24 96 120

48 72
Zeit [Stunden]
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Da bei den gegebenen Ergebnissen die Anzahl der im Uterus verbliebenen
Eier nicht als Mal} fir die Funktionalitdt des Eiablageappararts dienen kann, weil
durch die Silica-Nanopartikelbehandlung weniger Nachkommen produziert werden,
musste ein anderer Test eingesetzt werden. Eine weitere Mdglichkeit, wie die
Funktion des Eiablageapparts untersucht werden kann, geht davon aus, dass die
Eier normalerweise im Gastrula-Stadium abgelegt werden. Spéatere Stadien deuten
auf eine langere Verweildauer der Eier im Uterus hin, und damit auf eine modulierte
Eiablagefunktion. Um den Silica-Nanopartikel Effekt dieser Annahme folgend zu
untersuchen, wurden L4 Larven fir 3 Tage mit Wasser (Kontrolle) oder Silica-
Nanopartikeln behandelt. Die innerhalb von 30 Minuten abgelegten Eier wurden auf
das Entwicklungsstadium hin untersucht. Das Balkendiagramm zeigt, dass nach
Silica-Nanopartikel Behandlung der Anteil des 9-32 Zellstadiums signifikant abnimmt,
wahrend der Anteil der spaten post-Komma Stadien signifikant zunimmt. Dieses
Ergebnis lasst den Schluss zu, dass die Silica-Nanopartikel Behandlung die Funktion

des Eiablageapparats moduliert.

70% -

Abbildung 4.17 Entwicklungsstadien der

80% 1 abgelegten Eier von unbehandelten und

0% ) 7 Silica-Nanopartikel behandelten
40% ] [OKontrolle ||  Hermaphroditen
30% 1 (B SHea-TH Hermaphroditen wurden ab dem L4 Stadium fir
20% 1 | ' 3 Tage mit Wasser (Kontrolle) oder Silica-
10% Nanopartikeln behandelt. Das
0% [ Entwicklungsstadium der innerhalb von 30
1Bzellen  932Zellen  >32Zellon  postKomma Minuten abgelegten FEier wurde untersucht.
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Experimenten (n=200)
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5 Diskussion

5.1 Silica-Partikel bilden in Zelllysat eine Proteincorona

In der vorliegenden Arbeit wurde in Préazipitationsexperimenten gezeigt, dass
amorphe Silica-Partikel mit zelluldaren Proteinen interagieren. Silica-Partikel
adsorbieren Proteine aus Zelllysat und aus einer Proteinlésung, was anhand des
Proteins Topoisomerase | gezeigt wurde. Die von feinen und nanoskaligen Silica-
Partiklen adsorbierten Proteine wurden durch Zentrifugation sedimentiert und
konnten im Immunoblot nachgewiesen werden (Abb. 4.1). Dabei hat ein erheblicher
Anteil der Topoisomerase | aus dem Zelllysat mit den Silica-Partiklen Komplexe
gebildet, wie anhand der Signalintensitét in den Uberstand-Fraktionen erkennbar ist.
Im Fall der Proteinlésung ist anzunehmen, dass alle Proteinmolekile von den Silica-
Partiklen adsorbiert wurden, weil Topoisomerase | in der Uberstand-Fraktion im
Immunoblot nicht mehr detektierbar war. Da sich sedimentierbare Partikel-Protein-
Komplexe sowohl in der Proteinlésung als auch im Zelllysat gebildet haben, kann
davon ausgegangen werden, dass bei diesem Prozess andere Biomolekile, wie
DNA oder Lipide, wahrscheinlich nicht beteiligt sind. Hierbei wurde erstmals gezeigt,
dass Silica-Partikel auch mit zelluldren Proteinen in einem Zelllysat Komplexe
bilden. Wenngleich dort andere Partikeldurchmesser, Inkubationsbedingungen und
z. T. Methoden zum Einsatz kamen, bestéatigt das Ergebnis der vorliegenden Arbeit
insgesamt die Resultate vorausgegangener Studien, die fir Hihnerei-Lysozym und
HCAI eine Adsorbtion an Silica-Nanopartikel beschrieben haben (Vertegel et al.
2004; Lundqvist et al. 2004).

Die Untersuchungen zur Zeitkinetik der Proteinadsorbtion durch Silica-Partikel
erfolgten in der vorliegenden Arbeit durch die Variation der Inkubationszeit. Die
Ergebnisse zeigen, dass sich im Zelllysat ein Gleichgewicht von nicht-adsorbierten
und an Silica-Partikeln adsorbierten Proteinen bereits nach 5 Minuten eingestellt hat.
Im Verlauf der Inkubationszeit mit den 500 nm Silica-Partilklen Uber 1, 4, 8 bis 16

Stunden konnte keine Verdnderung dieses Gleichgewichts festgestellt werden.
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Analog war bei Verwendung der 50 nm Silica-Nanopartikel auch keine Desorbtion
nach 16 Stunden Inkubationsdauer erkennbar. Die Zeitkinetik der Adsorbtion von
Topoisomerse | an Silica-Partikel konnte in der gewahlten Zeitspanne in den
Partikelfallungsexperimenten nicht aufgelést werden. Insgesamt wird aber bei
Protein-Partikel-Komplexen von  Assotiationsraten-Konstanten  zwichen 100
Sekunden und mehreren Stunden und von Lebensdauern im Bereich von
Microsekunden bis Wochen berichtet (Cedervall et al. 2007). So wurde in einer
anderen Studie die Adsorbtion von Proteinen in humanem Serum an bioabbaubare
312 nm poly(D,L-Laktat)-Partikel untersucht. Die Inkubationszeiten betrugen dabei 5
bis 60 Minuten. Die Autoren berichten dabei, dass im Verlauf der Inkubation
zunachst Albumin adsorbiert, im Verlauf der Inkubation jedoch desorbiert wurde.
Dafir wurde mit l&ngerer Inkubationsdauer zunehmend Apolipoprotein E adsorbiert
(AlleAaemann et al. 1997). Somit kann fir Topoisomerase | unter den gewéhlten
Bedingungen eine hohe Affinitat fur die Silica-Partikel angenommen werden.
Gleichzeitig erlauben die Ergebnisse die Schlussfolgerung, dass Topoisomerase | als
Bestandteil der langlebigen Proteincorona von Silica-Partiklen in Zelllysat angesehen
werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Abhangigkeit der Proteinadsorbtion an
Silica-Partikel im Hinblick auf die Partikelkonzentration untersucht. Hierbei ist
erkennbar, dass der Anteil von Topoisomerase | im Pellet, d. h. an Silica-Partikel
adsorbiert, direkt proportional zur eingesetzten Partikelkonzentration ist (Abb. 4.3).
Damit einhergehend ist die Zunahme des Topoisomerase | Anteils im Uberstand,
also der nicht adsorbierten Proteine, mit sinkender Partikelkonzentration. Dieses
Ergebnis zeigt, dass Silica-Partikel im Zelllysat einen stéchiometrischen Anteil von
Proteinen adsorbieren. Es kann davon auch abgeleitet werden, dass das Verhaltnis
von adsorbierten und nicht-adsorbierten Proteinen als Quotient der Signalintensitat
der Immunoblotbande im Pellet durch die Signalintensitat im Uberstand dargestellt
werden kann.

Die Zusammensetzung der langlebigen Proteincorona von Silica-Partiklen in
Zelllysat wurde anhand von ausgewdhlten zelluldren Proteinen untersucht. Die

Ergebnisse zeigen, dass die Adsorbtion von Proteinen an der Oberflache von Silica-
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Partikeln nicht unspezifisch ist. Ausgehend von der Adsorbtion von Topoisomerase |
an die Silica-Partikel hatte die Interaktion mitunter durch elektrostatische
Wechselwirkungen erklart werden kénnen. Die bei den Partikelfallungsexperimenten
verwendeten Silica-Partikel weisen, laut Angaben des Herstellers, bei neutralem pH
ein Zeta-Potential von etwa —50 mV auf. Sie sind bei den Inkubationsbedingungen
(RIPA-Puffer pH 7,4) also negativ geladen. Topoisomerase | weist einen errechneten
isoelektrischen Punkt von pl=9,33 auf (P113887;http://web.expasy.org/cgi-
bin/compute_pi), was bei der Inkubation einer positiven Nettoladung entspricht.
Allerdings kénnte das nicht erklaren, dass NuMA mit einem pl=5,63
(Q14980;http://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi) dann , wie gezeigt, von feinen
und nanoskaligen Silica-Partiklen adsorbiert wird (Abb. 4.4) wéhrend PCNA mit
einem pl=4,57 (P12004;http://web.expasy.org/cgi-bin/ compute pi) im Uberstand
verbleibt. Bei der Adsorbtion missen also noch weitere Wechselwirkungen, wie
beispielsweise van-der-Waals Kréfte, eine Rolle spielen. Es kann davon
ausgegangen werden, dass die Adsorbtion der Proteine im Zelllysat von der Affinitat
der Proteine fur die Silica-Partikel abh&ngt. Somit ergibt sich bei den
Inkubationsbedingungen im Zelllysat eine spezifische Proteincorona, deren
Zusammensetzung mit der Gréle der eingesetzten Silica-Partikel variiert. Diese
Annahme kann auch duch die Betrachtung der Coomassie-Bandenmuster in den
Pellet-Fraktionen der feinen und nanoskaligen Silica-Partikel abgeleitet werden (Abb.
4.4, C). Die gleiche Feststellung machten die Autoren einer kirzlich veréffentlichten
Studie (Tenzer et al. 2011), die die langlebige Proteincorona von Silica-Partiklen in
humanem Blutplasma untersuchten. Tenzer et al. konnten mittels quantitativer
Massenspektrometrie von Sedimentproben zeigen, dass von den etwa 2000
bekannten Proteinen im Blutplasma (Farrah et al. 2011) 125 an Silica-Nanopartikel
adsorbierten. 37% der identifizierten Plasmaproteine zeigten quantitative
Unterschiede im Vorkommen in der jeweiligen Proteincorona der dabei verwendeten
Silica-Nanopartikel mit Durchmessern von 20, 30 bis 100 nm. Wenn die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit mit der vorausgegangenen Studie der von Mikecz-
Arbeitsgruppe (Chen und von Mikecz 2005) verglichen werden, ergeben sich

Paralellen zwischen den Interaktionen von Silica-Nanopartikeln in Epithelzellen und
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denen in vitro. So fuhrte die Behandlung von HEp-2 Zellen mit Silica-Nanopartiklen
zu aberranten Topoisomerase | Aggregaten im Zellkern, die u. a. mit Fibrillarin, TBP
und Huntingtin kolokalisierten. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass Topoisomerase |, Fibrillarin, TBP und Huntingtin von Silica-Nanopartikeln
spezifisch adsorbiert werden. Andererseits fallt auf, dass PCNA nicht an Silica-
Nanopartikel adsorbiert wird und auch nicht in den Topoisomerase | Aggregaten
kolokalisierte. Die vorliegende Arbeit beschreibt demnach eine Silica-Nanopartikel
Wechselwirkung in vitro die méglicherweise in Zellen zu Proteinaggregation fuhrt.

Die Untersuchung der Interaktionen von Silica-Partiklen mit Proteinen in
Gewebelysat von C. elegans hat ergeben, dass Proteine spezifisch adsorbiert
werden. Im Immunoblot zeigt sich, dass U1-70k spezifisch in der langlebigen
Proteincorona vorkommt, wahrend die o- Untereinheiten 1,2,3,5,6&7 des 20 S
Proteasoms nicht adsorbiert werden (Abb. 4.5, B). Die Coomassie-Farbung (Abb.
4.5, A) von Proteinen in den Experiment-Fraktionen gibt Aufschluss Uber die relative
Haufigkeit von Proteinen im Zelllysat von SK-N-SH Zellen bzw. Gewebelysat von C.
elegans. Haufige Proteine zeigen dabei eine prominente Bande. Es zeigt sich, dass
die Adsorbtion von Proteinen an Silica-Nanopartikel nicht von deren Haufigkeit im
Lysat abhangt. Dies ist besonders beim Zelllysat zu beobachten, wo die eindeutig
haufigsten Proteine (prominente Bande bei etwa 60 kDa) nicht in gleichem Malde
adsorbiert werden. Aber auch im C. elegans Lysat finden sich distinkte Banden, die
nicht in der Pellet-Fraktion wiederzufinden sind. Daraus kann gefolgert werden, dass
in der Proteincorona von Silica-Partikeln in den Lysaten nicht die haufigsten Proteine
entsprechend haufig adsorbiert werden, sondern die Affinitat des jeweiligen Proteins
fur die Silica-Partikeloberflache entscheidend ist. Diese Annahme wird durch die
Ergebnisse von Tenzer et al. untermauert, die zeigen, dass es nicht die haufigsten
Blutplasmaproteine sind die in der entsprechenden Haufigkeit auch an die Silica-
Partikel adsorbierten (Tenzer et al. 2011). Insgesamt lasst sich jedoch aufgrund der
unterschiedlichen prominenten Coomassie-Banden in den jeweiligen Pellet-
Fraktionen auf eine unterschiedliche Zusammensetzung der Proteincorona zwischen

Zell- und C. elegans-Lysat schlief3en.
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Die Methode, nicht-adsorbierte und an Partikel adsorbierte Proteine durch
Sedimentation voneinander zu trennen stellt bislang das beliebteste Vorgehen bei
Untersuchungen zur Proteincorona von Partiklen dar. Sie hat jedoch den Nachteil,
dass dabei Proteine, die nur schwache Wechselwirkungen mit den Partikeln
aufweisen, bei den Aufreinigungsschritten mdglicherweise verloren gehen kénnen.
Andererseits kann bei den Waschschritten nicht sichergestellt werden, dass jeweils
wieder einzelne Komplexe vorliegen. Dies kénnte dazu fuhren, dass Proteine die
eigentlich nicht an die Partikel adsorbiert wurden, wie in einem Schwamm
festgehalten werden und dadurch in der Pellet-Fraktion auftreten. Ein weiterer
Schwachpunkt kénnte bei der vorliegenden Arbeit darin gesehen werden, dass hier
gerichtet das Vorkommen ausgesuchter Proteine in der Proteincorona von Silica-
Partikeln untersucht wurde.  Ein ungerichteter Ansatz, wie die quantitative
Massenspektrometrie, kdnnte diese Liicke schlie3en.

Zusammenfassend betrachtet konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt
werden, dass Silica-Partikel in vitro mit zellularen Proteinen aus Zell- bzw.
Gewebelysaten sowie aus Proteinlésungen Komplexe bilden, die sedimentiert
werden kdnnen. Die Bildung dieser Komplexe erfolgt in weniger als 5 Minuten. Die
Protein-Partikel-Komplexe sind stabil innerhalb der untersuchten Zeitrdume von 5
Minuten bis zu 16 Stunden. Der Anteil des adsorbierten Proteins Topoisomerase | ist
jedoch proportional zu der in den Partikelfallungsexperimenten eingesetzten
Konzentration der feinen und nanoskaligen Silica-Partikel. Ferner untermauern die
Ergebnisse = die Annahme, dass die Zusammensetzung der entstehenden
Proteincorona nicht unspezifisch ist, sondern von der Affinitat bestimmter Proteine zu

der Oberflache der Silica-Partikel und deren mittlerer Grél3e abhangt.

Ausgehend von diesen Ergebnissen, ergeben sich Fragen, die in zuklnftigen
Studien zur weiteren Aufkldrung der biologischen Interaktionen von Silica-
Nanopartikeln fihren kénnten. Proteine aus Zell- und Gewebelysat die in hohen
Anteilen an Silica-Nanopartikel adsorbiert werden, kdénnten mittels
Massenspektrometrie erkannt werden. Weitergehende massenspektrometrische

Analysen der Proteincorona von Silica-Nanopartikeln in Zell- oder Gewebelysat
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kénnten erfolgen, indem sukzessiv an Silica-Nanopartikel adsorbierte Proteine
elektrophoretisch aufgetrennt und jeweils nach Gréfdenklassen von wenigen kDa
massenspektrometrisch Untersucht wirden. So kénnten potenzielle zellulare
Partikel-Interaktionspartner charakterisiet werden, wodurch sich eventuell mit Silica-

Nanopartikeln interferierende zellulare Funktionen identifizieren lie3en.

5.2 Silica-Nanopartikel werden von C. elegans aufgenommen

Die Aufnahme von Silica-Nanopartiklen durch den Modellorganismus C. elegans
konnte in der vorliegenden Arbeit fluoreszenzmikroskopisch gezeigt werden. Dabei
wurden fluoreszenzmarkierte Silica-Nanopartikel verwendet. Es ist erkennbar, dass
die Silica-Nanopartikel eindeutig im Lumen des Pharynx und des Darms lokalisieren
(Abb. 4.6, A). Daraus lasst sich ableiten, dass die Silica-Nanopartikel zusammen mit
der Nahrung, also E. coli —Bakterien aufgenommen wurden. Ob die Silica-
Nanopartikel dabei zuerst in die Bakterien gelangten und so durch den
Hermaphroditen aufgesogen wurden oder parallel in der Bakteriensuspension in den
Verdauungstrakt kamen kann hier nicht geklart werden. Zumindest wurde die
Aufnahme von Silica-Nanoshellpartiklen in E. coli —Bakterien mittels Fluoreszenz-
und Elektronenmikroskopie gezeigt (Rosemary et al. 2006). Weil die Bakterien im
terminalen Bulbus des Pharynx mechanisch aufgeschlossen werden (Altun et al.
2002-2010), ist davon auszugehen, dass die hier beobachteten
fluoreszenzmarkierten Silica-Nanopartikel im Nahrungsbrei vorliegen. Fur
fluoreszenzmarkierte Polystyrol-Nanopartikel konnte in analogen Versuchen die
Aufnahme in die Darmzellen, in einem von anterior nach posterior abnehmenden
Gradienten, und dariber hinaus noch in sekundare Organe wie die Gonade gezeigt
werden (Pluskota et al. 2009). Diese Art der Aufnahme von Substanzen wurde in
anderen Studien mit C. elegans auch fur Bacillus thuringiensis -Toxin (Griffitts et al.
2001) und Quecksilber (Chapleau und Sagermann 2009) beobachtet. Ob einzelne

Silica-Nanopartiklel eventuell von den Darmzellen aufgenommen wurden, I&sst sich
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mit der hier eingesetzten fluoerszenzmikroskopischen Methode nicht mit Sicherheit
ausschlielen. Dies wurde elektronenmikroskopische Methoden, aber wahrscheinlich
auch elektronendichtere Silica-Nanoshellpartikel erfordern. Damit einhergehend
waren auch andere C. elegans Gewebe als mégliche Aufnahmerouten noch denkbar
gewesen: das exkretorische System, die Vulva und die 26 chemosensorischen
Neuronen die in direkter Verbindung zur Aul3enwelt stehen. So wurde fir ultrafeine
Manganoxid-Pratikel in Ratten die Aufnahme Uber den Bulbus olfaktorius bis in das
Gehirn beobachtet (Fechter et al. 2002; Elder et al. 2006). Fluoreszenzsignale waren
in diesen Geweben jedoch nicht detektierbar. Somit kann geschlussfolgert werden,
dass Silica-Nanopartikel in den Verdauungstrakt des Hermaphroditen aufgenommen

werden.

5.3 Silica-Nanopartikel zeigen keinen Effekt auf die Lebensspanne und
die Lipofuscin-Akkumulation in C. elegans

In  Untersuchungen der Lebensspanne von Silica-Nanopartikel behandelten
Hermaphroditen konnte kein Unterschied zur Lebensspanne von unbehandelten
Nematoden festgestellt werden (Abb. 4.7). Die Uberlebenskurven zeigen einen
ahnlichen Verlauf. Die Akkumulation von Lipofuscin wird durch Silica-Nanopartikel
nicht moduliert (Abb. 4.8). Lipofuscin ist eine polymere, durch oxidative Prozesse
gebildete Substanz, die hauptsachlich aus quervernetzten Proteinmolekilen besteht
(Brunk und Terman 2002). Die Akkumulation von Lipofuscin wird von Substanzen,
die die Lebenspanne von C. elegans verlangern, wie Flavonoide (Pietsch et al. 2009;
Kampkoétter et al. 2007) oder Cucurmin (Liao et al. 2011), reduziert. Da die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Silica-Nanopartikel keinen Effekt auf die
Akkumulation von Lipofuscin haben, kdénnen im Umkehrschluss dadurch die
Ergebnisse zur Lebensspanne der Silica-Nanopartikel behandelten Hermaphroditen
validiert werden. Da die Wirkung von Flavonoiden und Cucurmin auf die Reduktion

der Akkumulation von Lipofuscin auf deren antioxidativen Kapazitaten beruht, kann
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fur die vorligende Arbeit angenommen werden, dass Silica-Nanopartikel im Darm von

Hermaphroditen keinen oxidativen Stress induzieren.

5.4 Silica-Nanopartikel induzieren reproduktive Seneszenz in C. elegans

In Nachkommen-Auszahlungsexperimenten konnte nachgewiesen werden, dass die
Nachkommenproduktion in  Silica-Nanopartikel behandelten Hermaphroditen
reduziert ist. Innerhalb von 7 Tagen, was der selbst-fertilisierten Reproduktionsphase
von C. elegans Hermaphroditen entspricht, legen mit Silica-Nanopartikeln behandelte
Tiere signifikant weniger Eier (Abb. 4.9, A). Die Reduktion ist besonders deutlich in
der Phase der maximalen Reproduktionsaktivitat, also 2 bis 4 Tage nach dem L4
Stadium, erkennbar (Abb. 4.9, B). Der Beginn der Reproduktionsphase wird durch
die Silica-Nanopartikel Behandlung zeitlich nicht verschoben. Die Reprodukt-
ionsphase wird durch die Behandlung mit Silica-Nanopartiklen auch nicht verlangert.
Die Reduktion der Nachkommenproduktion kann hier als Abnahme der
Reproduktionsaktivitat verstanden werden, was als reproduktive Seneszenez
bezeichnet wird (Hughes et al. 2007). Der beobachtete Effekt der Abnahme der
Nachkommenproduktion tritt auch ein, wenn die Silica-Nanopartikel Behandlung erst
nach Abschluss der Entwicklung zum Adulten einsetzt (Abb. 4.10, A und B). Damit
einhergehend ist in beiden Fallen die Induktion des BOW-Phanotypen (Abb. 4.9, C;
Abb. 4.10, C). Die Moglichkeit, dass die Silica-Nanopartikel mit dem letzten
Entwicklungsschritt von L4 zum Adultus interferieren, und dadurch die beobachteten
Effekte auslésen, konnte also experimentell ausgeschlossen werden. In den
Experimenten wurden die Nachkommen (Embryonen und Larven) ausgezéhlt die von
den Hermaphroditen abgelegt wurden. Aufgrund der erhéhten Inzidenz des BOW
Phanotyps kénnte die beobachte Reduktion der Nachkommenproduktion auch damit
zusammenhangen, dass die Nachkommen nicht abgelegt werden. Jedoch ergibt die
Auszadhlung der im Uterus verbleibenden Eier, in dem hierbei entscheidenden

Zeitfenster zwischen 2 und 4 Tagen post L4, keinen Unterschied zwischen
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unbehandelten und Silica-Nanopartikel behandelten Hermaphroditen (Abb. 4.16). Die
Silica-Nanopartikel induzierte Reduktion der Nachkommenproduktion kann somit als
ein einzelner Effekt, isoliert von der Induktion des BOW-Phanotyps, betrachtet
werden. Daraus ergibt sich, dass die Funktion des Reproduktiven Systems (den
Eiablage-Apparat hierbei ausklammernd) durch die Silica-Partikel gestért wird. Da
die Spermienentwicklung im Hermaphroditen bereits vor dem L4 Stadium initiiert wird
und mit der Hautung zum Adultus abgeschlossen ist, kann aufgrund der Ergebnisse
ausgeschlossen werden, dass die Silica-Partikel mit dieser Gonadenfunktion
interferieren.  Zu  potenziellen Geweben, die an der Reduktion der
Nachkommenproduktion beteiligt sein kénnten, z&hlt die somatische Gonade, die
Keimbahn aber auch der Darm, der fir die Dotterproduktion verantwortlich ist. Dass
die Behandlung mit Nanopartiklen zu einer Reduktion der Reproduktionsfahigkeit von
C. elegans Hermaphroditen fuhrt, konnte in einer weiteren Studie mit Zink- |,
Aluminium- und Titan(di)oxid-Nanopartiklen gezeigt werden (Wang et al. 2009). Ein
inhibierender Effekt auf die Nachkommenproduktion in C. elegans Hermaphroditen
wird aber auch fir andere Noxen wie Bacillus thuringiensis —Toxin (Hoss et al. 2008)
oder das Chemotherapeutikum 5-Fluorouracil (Kumar et al. 2010) beschrieben. Die
Feststellung, dass Silica-Nanopartikel in der Zellkultur Effeke auslésen, die
zusammengenommen Merkmale der replikativen Seneszenz aufweisen (Chen und
von Mikecz 2005), erlaubt eine Parallele zu ziehen. In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass Silica-Nanopartikel im Modellorganismus C. elegans zu

reproduktiver Seneszenz fihren.

Zur weiteren Untersuchung des beobachteten Effekts auf die Nachkommen-
produktion kénnte die Apoptoserate in der Keimbahn ermittelt werden. Eine mdégliche
Modulation der Dotterproduktion bzw. des Transports kénnte mittels eines

Reporterstamms (Grant und Hirsh 1999) untersucht werden.
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5.5 Silica-Nanopartikel storen die Funktion des Eiablage-Apparats

Die Behandlung mit Silica-Nanopartiklen fuhrt in C. elegans Hermaphroditen, wie in
der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, zu einem erhéhten Anteil des bag-of-
worms Phéanotypen. Innerhalb von 7 Tagen betrégt der Anteil an Tieren die den
BOW-Phanotyp zeigen nach Behandlung mit Silica-Nanopartikeln 29 — 45 % (Abb.
4.12, Balkendiagramme). Im Vergleich der drei verwendeten Stdmme féllt auf, dass
der wyls97 Stamm mit 22% bei den unbehandelten Hermaphroditen eine héhere
BOW Inzidenz aufweist als der Wildtyp mit 5%. Wie aus den Graphen ersichtlich
(Abb. 4.12, Graphen), handelt es sich bei unbehandelten Hermaphroditen um einen
altersassoziierten Phanotyp, der etwa ab dem fliinften Tag nach dem L4 Stadium
einsetzt. Nach Behandlung mit Silica-Nanopartiklen kénnen in den drei verwendeten
C. elegans Stdmmen zwei BOW Populationen unterschieden werden: eine
altersassoziierte Population ab dem fiinften Tag und eine verfriiht auftretende, Silica-
Nanopartikel induzierte Population mit Maximum am dritten Tag nach dem L4
Stadium. Generell stellt der BOW-Phanotyp eine Auspragung dar, die sich ergibt,
wenn die Eiablage nicht moglich oder gestért ist, die Nachkommen sich aber normal
entwickeln. Ursachen kénnen dabei einerseits Entwicklungsfehler des Eiablage-
Apparats und andererseits eine Stérung der neuromuskularen Funktion sein. Weil
der BOW-Phanotyp durch die Silica-Nanopartikelbehandlung ab dem adulten
Stadium auch induziert wird (Abb. 4.10, C), kénnen Entwicklungsfehler fir den Silica-
Nanopartikel induzierten BOW-Phéanotyp ausgeschlossen werden. Entsprechend
kann nur eine eingeschrénkte neuromuskuldre Funktion fur die erhdhte BOW
Inzidenz verantwortlich sein. Um zu untersuchen, ob durch Silica-Nanopartikel
induzierte degenerative Prozesse in den relevanten Bestandteilen des
Eiablageapparats, also den Vulvamuskeln und den HSN Motoneuronen , fir die
Induktion des BOW-Phanotyps verantwortlich sind, wurde deren Morphologie
analysiert. Hierzu wurden Reporterstdmme eingesetzt. Wie aus den Ergebnissen
hervor geht (4.6 und 4.7), ergeben sich keine morphologischen Unterschiede
aufgrund der Silica-Nanopartikelbehandlung. Die HSN Motorneuronen von Silica-

Nanopartikel behandelten Hermaphroditen unterschieden sich nicht in der
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Lokalisation des mCherry::RAB-3 Fusionsproteins . Ihr Soma ist nicht verkleinert. Die
Lange des Axons, gemessen vom Soma bis zum lokalen Neuropil, liegt bei
unbehandelten und Silica-Nanopartikel behandelten Hermaphroditen bei etwa 30 ym
(Abb. 4.13, B). Je HSN-Fortsatz sind im Mittel drei Varikositaten erkennbar (Abb.
4.13, D). Diese Anzahl wurde bereits in einer anderen Studie beschrieben (Tanis et
al. 2008). Insgesamt lassen sich in den HSN Motorneuronen Silica-Nanopartikel
behandelter Hermaphroditen auch keine degenerativen morphologischen
Verdnderungen feststellen, wie sie flr die dopaminergen Neuronen CEP nach
Behandlung mit 6-Hydroxydopamin beschrieben wurden (Cao et al. 2005). In
Hermaphroditen, die eindeutig den BOW-Phanotyp zeigten, ergeben sich,
ausgehend von der Lokalisation des mCherry::RAB-3 Fusionsproteins im Soma und
an den Synapsen, keine erkennbaren = Silica-Nanopartikel induzierten
morphologischen Unterschiede (Abb. 4.14). In der vorliegenden Arbeit sind demnach
mophologische Veranderungen in den HSN Motorneuronen von Silica-Nanopartikel
behandelten Hermaphroditen nicht feststellbar. Die morphologische Untersuchung
der Vulvamuskeln von adulten Hermaphroditen hat keine Silica-Nanopartikel
induzierte Veranderung ergeben (Abb. 4.15). Auffallig ist jedoch, dass bei
Hermaphroditen mit eindeutigem BOW-Phanotyp  die Sarkomerintegritat der
Vulvamuskeln verdndert ist. Dies zeigt sich auch an den verklrzten
Myosinfilamenten im Vergleich zu adulten Tieren. Weil beim BOW-Phénotyp die
geschlipften Larven Veranderungen in der Gewebeintegritdt hervorrufen kénnen, die
Hermaphroditen jedoch nach dem Kriterium der innerlich geschlipften
Nachkommenschaft als BOW-Phanotypen selektiert werden, lasst sich aus dem
Ergebnis nicht ableiten, ob die beobachteten Muskelverdnderungen die Ursache
oder die Folge der eingeschrankten Eiablage-Funktion sind. Weshalb die
Vulvamuskeln mdéglicherweise von den Aktivitdten der innerlich geschlipften Larven
betroffen sind, wahrend die HSN Neuronen offenbar keine Verdnderung zeigen,
kdnnte eventuell durch die Basal-Lamina erklart werden, die die Muskeln von den
Neuronen und der Hypodermis trennt. Da die muskeldegenerativen Verdnderungen
in BOW-Phénotypen in unbehandelten und Silica-Nanopartikel behandelten Tieren

zu beobachten sind, handelt es sich eindeutig nicht um einen spezifischen, Silica-
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Nanopartikel induzierten Effekt. Insoweit konnte in den in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten morphologischen Studien kein Anhaltspunkt gefunden werden, der
den Silica-Nanopartikel induzierten Effekt der Stérung des Eiablage-Verhaltens
erklaren konnte. Um zu Uberprifen, ob in Silica-Nanopartikel behandelten
Hermaphroditen bereits am dritten Tag nach dem L4 Stadium die Eiablage-Funktion
gestdrt ist, und es dadurch zu Erhéhung der BOW Inzidenz kommt, wurde ein
Eiablage-Test durchgefiuihrt. Beim C. elegans Hermaphroditen kann die Eiablage-
Funktionalitdt auf zwei Arten untersucht werden: In einer Methode wird
angenommen, dass die Gonade gleichbleibend Eier produziert, die in den Uterus
gelangen. Enthéalt der Uterus mehr Eier als Ublich, dann muss das an einer
eingeschrankten Eiablage-Funktionalitét liegen. Bei der zweiten Methode wird eine
ungestorte Entwicklung der Nachkommen angenommen. Werden Eier eines
spateren Entwicklungsstadiums abgelegt als Ublich, dann entspricht das einer
ldngeren Verweildauer im Uterus und damit einer eingeschrankten Eiablage-
Funktionalitat. Weil aus den bisherigen Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit klar
hervorgeht, dass nach Behandlung mit Silica-Nanopartikeln die Nach-
kommenproduktion reduziert ist, die Larvalentwicklung jedoch nicht gestdrt wird,
kann nur die zweitgenannte Methode eine Auskunft Gber die Eiablage-Funktionalitat
geben. Das Ergebnis dieses Tests zeigt, dass mit Silica-Nanopartikeln behandelte
Hermaphroditen Eier eines spateren Entwicklungsstadiums ablegen (Abb. 4.17).
Daraus folgt, dass Silica-Nanopartikel die Funktion des Eiablage-Apparats stéren.
Damit ist es wahrscheinlich, dass der beobachtete mit Silica-Nanopartikeln induzierte
Effekt auf die Eiablage nicht auf einer degenerativen, morphologischen Veranderung
des Eiablage-Apparats beruht, sondern vielmehr auf einer Stérung dessen Funktion.
Diese Annahme wird durch das Ergebnis unterstitzt, dass die Wiederherstellung des
Silica-Nanopartikel induzierten Effekts auf die Eiablage-Funktion untersuchen sollte
(Abb. 4.11). Dabei wurde Ethosuximid eingesetzt, um zu Uberpriifen ob der Silica-
Nanopartikel induzierte Effekt auf die Eiablage rickgangig gemacht werden kann.
Fur Ethosuximid wurde bereits gezeigt, dass es die Eiablage Funktion in wt
Hermaphroditen stimulieren kann (Evason et al. 2005), wahrend eg/-1 Mutanten, bei

denen aufgrund eines Entwicklungsfehlers die HSN Motorneuronen fehlen (Trent et
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al. 1983), nicht auf die Behandlung mit Ethosuximid ansprechen. Damit ergibt sich,
dass Ethosuximid prasynaptisch auf die HSN Neuronen wirkt (Evason et al. 2005).
Bei gleichzeitiger Behandlung von wt Hermaphroditen mit Silica-Nanopartikeln und 4
mg/ml Ethosuximid konnte der Anteil von BOW-Phanotypen von 33,3% in Silica-
Nanopartikel behandelten Hermaphroditen auf 5,5% signifikant reduziert werden.
Dieses Ergebnis zeigt, dass die intrinsische Funktion der Vulvamuskeln bei der
Behandlung mit Silica-Nanopartikeln erhalten bleibt, die HSN Funktion
wahrscheinlich aber inhibiert ist. Eine inhibierte HSN Funktion kénnte eventuell auch
die erhéhte BOW Inzidenz im wyls97 Stamm erkldren. Der Stamm exprimiert ein
mCherry::RAB-3 Fusionsprotein das mit synaptischen Vesikeln assoziiert ist.
Moglicherweise stort das exogene Fusionsprotein den Vesikelverkehr bei der
synaptischen Ubertragung und damit die HSN Funktion. Zusammenfassend
betrachtet fuhrt die Behandlung mit Silica-Nanopartikeln bei C. elegans
Hermaphroditen zu einer erhéhten BOW Inzidenz, die zum Teil friher einsetzt und
auf einer eingeschréankten neuromuskularen Funktion, héchstwahrscheinlich seitens
der HSN, beruht.

Die neuromuskuldre Funktion des Eiablage-Apparats nach Behandlung mit
Silica-Nanopartiklen kénnte weiter charkterisiert werden, wenn Hermaphroditen
benutzt wiirden, die Mutationen in den fir die Funktion der Neuronen und Muskeln
relevanten Signalwegen aufweisen. Ein weiterer Ansatz ware die Untersuchung der
Funktion der HSN Motorneuronen anhand des Serotoninhaushalts. So ist bekannt,
dass die Eiablage-defiziente Mutante egl-30 einen geringeren Gehalt an Serotonin in

den HSN Neuronen aufweist als wt Hermaphroditen (Tanis et al. 2007).
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5.6 Nano-Bio-Interaktionen von Silica-Nanopartikien

In Partikelfallungsexperimenten konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden,
dass Silica-Partikel zelluldre Proteine adsorbieren. Vorhergehende Arbeiten der
Arbeitsgruppe haben ergeben, dass Silica-Nanopartikel in den Zellkern gelangen und
dort abberante Proteinaggregate auslésen, die den neuronalen intranukledren
Einschlissen bei der Huntington’schen Krankheit gleichen (Chen und von Mikecz
2005; Chen et al. 2008). Proteine die im Zellkern der behandelten Zellen mit diesen
Proteinaggregaten kolokalisierten, wurden in vitro von den Silica-Nanopartikeln
adsorbiert. Die mit Silica-Nanopartikeln behandleten Zellen wiesen Merkmale
replikativer Seneszenz auf (Chen und von Mikecz 2005). In Caenorhabditis elegans
Hermaphroditen konnten floreszenzmarkierte Silica-Nanopartikel im Darm
nachgewiesen werden. Ein akuter toxischer Effekt von Silica-Nanopartikeln auf die
Lebensspanne der Nematoden war nicht feststellbar. Silica-Nanopartikel fuhrten in
Hermaphroditen aber zu reproduktiver Seneszenz. Zuséatzlich konnte gezeigt
werden, dass Silica-Nanopartikel das Eiablage-Verhalten stdéren, indem sie die
neuromuskuldre Funktion des Eiablage-Apparates inhibieren. Dies lasst sich in einer
signifikanten Zunahme der BOW Inzidenz nach Behandlung mit Silica-Nanopartikeln
erkennen. Weil gezeigt werden konnte, dass Silica-Partikel mit einem mittleren
Durchmesser von 500 nm nicht zu einer erhdéhten Inzidenz des BOW-Phé&notypen
fuhren (Pluskota et al. 2009), handelt es sich hierbei um einen spezifischen Effekt

von Silica-Nanopartiklen.

Insgesamt ist erkennbar, dass Silica-Nanopartikel sich hinsichtlich ihrer
biologischen Effekte auf Zellen und den Modellorganismus Caenorhabditis elegans

deutlich von feinen Silica-Partikeln unterscheiden.
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7 Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

20S
APS
BAM
BOW
CEP
CGC
DAPI
DL
DMSO
DNA
DR
DTC
DTT
ECL
EDTA
FCS
FITC

GFP
Hs0
H4SiO4

mirko, 10

20S Proteasom

Ammoniumpersulfat

N-tert-Butylacrylamid (engl. N-tert-butylacrylamide)
(engl. bag-of-worms)

Cephalische Neuronen

Caenorhabditis Genetics Center

4’ 6-Diaminidino-2-phenylindol

dorsal-links

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (engl. Desoxyribonucleicacid)
dorsal-rechts

distale Spitzen-Zelle (engl. distal tip cell)
Dithiotreitol

verstarkte (engl. enhenced) Chemilumineszenz
Ethyldiamintetraacetat

fétales Kalberserum

Fluoresceinisothiocyanat

Gramm; [g]

grin fluoreszierendes Protein

Wasser

Orthokieselsaure
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HCAI (engl. human carbonic anhydase )
HP1y gamma-Isoform von Heterochromatin Protein |
HSN Hermaphroditen spezifisches Neuron
HSNL Hermaphroditen spezifisches Neuron, links
IARC International Agency for Research on Cancer
[} Immunglobulin
In Gesamtlysat (engl. input)
k kilo, 10°
KCI Kaliumchlorid
kDa kilo Dalton; [10%*g/mol]
KH,PO4 Kaliumdihydrogenphosphat
I Liter; [1]
LB Luria-Bertani
LBR Lamin-B-Rezeptor
M Mega, 10°
Molaritat; [mol/l]
mili, 10°
Meter [m]
MAP (engl. mitogen-activated protein)
Mbp Mega Basenpaare, 10° Basenpaare
MDa Mega Dalton; [10° g/mol]
min Minute
MSP haupt Spermien Protein (engl. Major sperm protein)
n nano, 107°
Na;HPO4 di-Natriumhydrogenphosphat
Na,O+nSiO,; n=2-4 Natriumsilikat
NaCl Natriumchlorid
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NGM
NIPAM

PBS
PCNA
PEI
PLL

PLML
PML

RIP

ROI

ROS

RT

SDS
SDS-PAGE
Si(OCHs)s
SiCl,

SiO,
SK-N-SH
SLB

snRNP
t

TBP
TEMED
Topo |
TRITC

Nematodenmedium (engl. nematode growth medium)
N-Isopropylacrylamid (engl. N-isopropylacrylamide)

Pellet
phosphatgepufferte Salzlésung
(engl. phosphate buffered saline)

(engl. proliferating cell nuclear antigen)
Polyethylenimin

Poly-L-Lysin
posteriorer Mechanosensor, links
(engl. posterior lateral microtubule cells)

Promyelocytische-Leukdmie-Oncoprotein
Ring/Pharynx Interneuron

Analysebereich (engl. region of intrest)

reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species)
Raumtemparatur

Natrium (engl. Sodium) Dodecylsulfat
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Tetraethylorthosilikat

Siliciumtetrachlorid

Siliciumdioxid

humane Neuroblastomazelllinie

(engl. supported lipid bilayer)
kleiner nuklearer Ribonukleoproteinpartikel
(engl. small nuclear ribonucleoproteinparticle)

Tonne; [10° g]

TATAbox-bindendes Protein
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Topoisomerase |

Tetramethyl-Rhodamin-Isothiocyanat
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U1-70k (engl. U1 small nuclear ribonucleoprotein 70 kDa)
Ub Uberstand
unm. unmarkiert
Hermaphroditen spezifische Neurone am Ventralstrang
VCn n=1-4 (engl. ventral cord)
VL ventral-links
vm(n) n=1-2 Vulvamuskeln
VPC Vulvavorlduferzelle (engl. vulval procurser cell)
VR ventral-rechts
WB Western Blot
wit wildtyp
Xg -fache Erdbeschleunigung
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