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Zusammenfassung

Jahrlich steigt die Produktion und Anwendung von Nanopartikeln in der Industrie und
deren Einsatz in Verbraucherprodukten. Wahrend des Gebrauchs und Entsorgung
dieser Produkte gelangen Nanopartikel in die Umwelt und akkumulieren in
Umweltsenken, wie im Boden oder Sedimenten. In der Nanotoxikologie werden
uberwiegend Aufnahmewege und akute Effekte von Nanopartikel thematisiert.
Langzeitwirkungen, die sich erst im Alter zeigen, sind jedoch noch nicht ausreichend
erforscht. Auf Grund ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften kénnen
Nanopartikel vom Menschen Uber das olfaktorische System aufgenommen werden
und bis ins Gehirn gelangen. Besonders kritisch werden Nanopartikel auch in
Lebensmitteln gesehen, da sie in den Darm gelangen konnen. Studien geben
Hinweise darauf, dass Umweltschadstoffe pathologische Prozesse im Darm und dem
olfaktorischen System auslésen, Alterungsprozesse beschleunigen und zu einer
Pradisposition von neurodegenerativen Erkrankungen, wie der Parkinson

Erkrankung, fuhren.

Um chronische Auswirkungen von Nanopartikeln zu untersuchen, wurde der
Modellorganismus Caenorhabditis (C.) elegans mit Nanopartikeln Uber seine
komplette Lebensspanne exponiert und auf verfrihte Alterungs- und

neurodegenerative Prozesse hin untersucht.

Beobachtungen von Bewegungsphanotypen wahrend der gesamten Lebensspanne
zeigten, dass Nano Silber und Nano Silika verfriht altersabhangige
Beeintrachtigungen der Bewegung induzieren, die normalerweise in alternden
Wilrmern auftreten. Wurmer im mittleren Lebensalter zeigen neuromuskulare
Defekte, die mit einer axonalen Proteinaggregation und Neurodegeneration in den
serotonergen, sensorischen ADF Neuronen korrelieren. Die ADF Neuronen scheinen
gegenuber einer Exposition mit Nano Silber besonders vulnerabel zu sein, da in
GABAergen Neuronen keine Neurodegeneration unter denselben Bedingungen

beobachtet wurde.

Zusatzlich zur Neurodegeneration inhibiert Nano Silika die Verteilung von
Oligopeptiden in einzelnen Darmzellen. Peptide werden Uber den OPT-2/ PEP-2
Transporter in die Darmzelle transportiert und akkumulieren dort in Vesikeln, welche

uber die Zeit wachsen. Die Peptidvesikel kolokalisieren nicht mit bekannten



Organellen, wie den Lysosomen-assoziierten Organellen und bilden sich unabhangig
vom Insulin/ IGF-1 Rezeptor (DAF-2) Signalweg. Daf-2 loss of function Mutanten
zeigten eine spezifische Anordnung der Peptidvesikel entlang der apikalen Membran
von einzelnen Darmzellen. Der Verschluss von Peptiden in Vesikeln fuhrt zu einer
reduzierten Korperlange von C. elegans, die der Koérperlange von pep-2 Mutanten
ahnelt. Diese Mutanten enthalten eine Mutation im OPT-2/ PEP-2, welche ebenso zu
einer reduzierten Aufnahme von Peptiden fuhrt. Die Ergebnisse lassen vermuten,
dass es sich bei den Nano Silika-induzierten Peptidvesikeln um neue Kompartimente
von eingeschlossenen Di- und Tripeptiden handelt, welche die weitere Hydrolyse und

den Peptidmetabolismus inhibieren.

Altersabhangige Beobachtungen in C. elegans zeigten, dass bestimmte Nanopartikel
Alterungsphanotypen von einer Beeintrachtigung der Bewegung bis hin zu der
Bildung von amyloiden Proteinaggregaten und Neurodegeneration induzieren. Die
Beschleunigung von altersabhangigen Phanotypen wird durch die Alterungsdosis
ADso definiert. ADso bestimmt die Konzentration einer Umweltnoxe, die signifikant
verfriht einen Alterungsphanotyp in 50% der exponierten Population induziert. Diese
Messhilfe kann in verschiedenen Modellorganismen verwendet werden, um Effekte

von Umweltnoxen, wie Nanopartikeln, im Alter besser zu verstehen.



Summary

The production and usage of nanoparticles is increasing steadily leading to a
distribution and an accumulation of nanoparticles in environmental sinks, such as in
the soil and in sediments. In nanotoxicology, uptake routes and acute effects of
nanoparticles are predominatly addressed. There is a lack of studies focusing on
nano-bio-interactions that indicate long-term effects. Due to their chemical and
physical properties, nanoparticles can be taken up by the olfactory system in the
nose and reach the brain. Another concerning uptake route of nanoparticles is
through the gut. An increasing number of investigations provide evidences that
environmental pollutants accelerate pathological processes in the gut and the
olfactory system, as well as aging processes and lead to a predisposition of

neurodegenerative diseases such as Parkinson’s disease.

In order to investigate the chronic effects of nanoparticles, the model organism
Caenorhabditis (C.) elegans was exposed to nanoparticles over its entire lifespan

and premature aging and neurodegenerative processes were observed.

Observations of locomotion phenotypes throughout the entire life span showed that
nano silver and nano silica accelerate age-related impairments of locomotion that
normally occur in old worms. Middle-aged worms show neuromuscular defects that
correlate with axonal protein aggregation and neurodegeneration in the serotonergic
sensory neurons ADF. Since no neurodegeneration was observed in GABAergic
neurons under the same conditions, the ADF neuron represents a vulnerable target

to nano silver.

In addition to neurodegeneration, nano silica impairs the distribution of oligopeptides
in single, intestinal cells. Dipeptides are taken up via the OPT-2/ PEP-2 transporter
into the intestinal cell and accumulate in aberrant vesicles which grow over time. The
peptide vesicles do not colocalize with known organelles such as gut granules and
form independently of the insulin /IGF-1 receptor (DAF-2) signaling pathway. Daf-2
loss of function mutants showed distinct vesicle patterns along the apical membrane
of single intestinal cells. The inclusion of di- and tripeptides leads to a reduced body
length of C. elegans, which resembles the body length of OPT-2/PEP-2 transporter
deficient mutants. The results suggest that the nano silica-induced peptide vesicles



are new compartments of di- and tripeptides leading to the inhibition of hydrolysis

and peptide metabolism.

Age-related toxicology in C. elegans showed that certain nanoparticles induce aging
phenotypes from impaired locomotion to the formation of amyloid protein aggregates
and neurodegeneration. In order to measure the acceleration of age-dependent
phenotypes we defined the aging dose ADso. ADso determines the concentration of
an environmental noxae that significantly accelerate an age-related defect in 50% of
the exposed population. This measuring aid can be applied in various model
organisms to better understand the effects of environmental noxae such as

nanoparticles in aging.
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1 Einleitung

1.1 Synthetisch hergestellte Nanopartikel
1.1.1 Anwendung und Verteilung in der Umwelt

Synthetisch hergestellte Nanopartikel (NP) sind Partikel mit einem Durchmesser von
100 nm oder weniger (Oberdorster et al.,, 2005). Sie werden auf Grund ihrer
einzigartigen, physikalischen und chemischen Eigenschaften vermehrt bei der
Herstellung von Verbraucherprodukten verwendet. So finden sich NP beispielsweise
in Kosmetik- und Haushaltsartikeln, in Kleidung, in Farben und Lacke, in Reifen oder
Katalysatoren, und sogar als Additiv in Lebensmitteln und Medikamenten (Cassee et
al., 2011; Piccinno et al.,, 2012; Hansen et al., 2016; http://nanodb.dk). Weltweit
werden bis zu 10.000 t NP pro Jahr hergestellt, wobei TiO2, ZnO und SiO2 NP am

haufigsten produziert werden (Piccinno et al., 2012).

NP konnen uber drei Emissionsszenarien in die Umwelt gelangen. Die Freisetzung
kann (i) wahrend der Produktion von NP und NP-enthaltenden Produkten erfolgen,
(i) wahrend des Gebrauchs von Produkten und (iii) nach der Entsorgung von NP-
enthaltenden Produkten. NP konnen direkt oder indirekt Uber so genannte technische
Kompartimente, wie z.B. Abfallverbrennungsanlagen, Deponien oder Klaranlagen in
alle Umweltkompartimente (Luft, Erde, Oberflachenwasser, Sediment) gelangen. In
vielen Landern wird Klarschlamm als Dungemittel verwendet, was zu einer direkten

Exposition von Pflanzen und Bodenorganismen fuhrt (Abb. 1; Wang et al., 2016).
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Anhand von Material-Fluss-Analysen (MFA) wird der Lebenszyklus von NP
modelliert, um Senken fur NP in der Umwelt zu identifizieren und Konzentrationen
abzuschatzen. In 2010 berechneten Keller et al. (2013) global 80.400 t NP im Boden,
29.200 t NP im Wasser, 4.800 t NP in der Luft bzw. Atmosphare und 203.900 t NP in
Deponien, wobei SiO2, TiOz2, Al203, Fe und ZnO NP den hdchsten Anteil ausmachen.
Die Konzentrationen von Nano Ag in der Umwelt werden noch als relativ gering
eingeschatzt. Hier betragt die Konzentration im Sediment 30 pg/ kg und in
Oberflachengewassern 1,5 ng/ L (Sun et al., 2016). Im Vergleich dazu sind die
Konzentrationen von Nano Silika hoher. Hier werden die Konzentrationen im
Sediment mit einem jahrlichen Anstieg von 6,7 mg/ kg modelliert. Felder mit
Klarschlamm sind besonders stark belastet. Diese haben nach Wang et al. (2016)

einen jahrlichen Anstieg von 6300 ug/ kg Nano Silika.
1.1.2 Risiken in der Umwelt und beim Menschen

NP konnen in der Umwelt akkumulieren und mit ihrer Umwelt interagieren. Die
chemische Zusammensetzung ihrer Oberflache beeinflusst die Interaktion mit
anderen Molekullen, Proteinen und Membranen. Diese Interaktionen fuhren zu einer
Bildung einer Proteinkorona, welche das toxische Potential von NP beeinflusst,
indem sie die intrazellulare Aufnahme begunstigen und schadliche Auswirkungen auf
die Zellen haben kénnen (Nel et al., 2009). Bestimmte NP, wie z.B. Nano Ag, sind
anfallig fur die Freisetzung von lonen, welche wiederum toxisch fur terrestrische
Mikroorganismen sind (Doolette et al., 2016). Viele Studien zeigen zudem, dass die
Translokation von NP in Pflanzen zu einem veranderten Metabolismus und einem
reduzierten Wachstum fuhrt (Thwala et al., 2016). Cao et al. (2017) haben
festgestellt, dass Nano CeO: bei einer Langzeitexposition die Photosynthese-

Leistung in Sojabohnen reduziert.

Mit der Translokation von NP in die Flora und Fauna gelangen sie somit auch in
Kontakt mit den Menschen. Besonders kritisch wird die Translokation von NP im
Gehirn angesehen. Maher et al., (2016) fanden magnetische NP zusammen mit
Metall-NP im Gehirn. Durch Verbrennungsprozesse werden magnetische NP in die
Luft freigesetzt. Eingeatmete NP koénnen Uber die Lunge oder das olfaktorische
System in das zentrale Nervensystem und somit ins Gehirn gelangen (Oberdorster et
al., 2009). Zusatzlich konnen NP aus Lebensmitteln in den Magen-Darm-Trakt



gelangen und uber den Blutkreislauf, den lymphatischen und den neuralen Transport
in verschiedene Organe translozieren, wo sie mit dem umliegenden Gewebe
interagieren und in Zellen akkumulieren kénnen (Oberdorster et al., 2005; Bencsik et
al., 2018).

NP koénnen beispielweise Uber Endocytose von Zellen aufgenommen werden
(Canton und Battaglia, 2012; Zhang et al., 2015). Hemmerich und von Mikecz (2013)
zeigten, dass Nano Polystyren und Nano Silika von humanen Epithelzellen einer
Karzinomzelllinie (Hep-2-Zellen) innerhalb von Sekunden Uber einen Dynamin-
abhangigen Transport aufgenommen werden. In lebenden Zellen verteilen sich NP
im Cytoplasma oder translozieren uber Diffusion oder aktiven Transport in den
Zellkern (Hemmerich und von Mikecz, 2013). Dort angekommen flihrt Nano Silika zu
einer abnormalen Umverteilung von Transkriptions- und Spleil3faktoren, sowie
Komponenten aus der Proteinhomeostase bzw. der Proteostase, wie das 20S
Proteasom in nuklearen Inklusionen. Diese Inklusionen ahneln den Inklusionen in

neurodegenerativen Erkrankungen (Chen und von Mikecz, 2005).

Um die chronischen Effekte von NP im lebenden Organismus zu untersuchen, wurde

der Modellorganismus Caenorhabditis (C.) elegans verwendet.

1.2 C. elegans als Modellorganismus fir die Untersuchung von Nano-

Bio-Interaktionen

C. elegans ist ein 1 mm langer Nematode, der ubiquitar im fest-flissigen Milieu des
Bodens lebt, wo er sich von Bakterien auf verrottenden Pflanzenresten ernahrt. In
dieser mikrobenreichen Umwelt ist er Teil eines komplexen Interaktionsnetzwerks mit
anderen Mikroben und Spezies. Diese kdnnen C. elegans als Nahrung oder Vektor
dienen oder als Konkurrenten auftreten. Ebenso kénnen Nematoden mit
Fressfeinden, Pathogenen oder sogar Parasiten konfrontiert werden (Schulenburg
und Félix, 2017). Durch die Interaktion mit anderen terrestrischen Bewohnern und als
Teil der Nahrungskette ist C. elegans am 6kologischen Gleichgewicht des Nahrstoff-
und Zersetzungskreislaufes beteiligt, was ihn als idealen Stressindikator fur die
Identifikation von Bodenkontaminationen und dem &kologischen Ungleichgewicht
macht (Neher, 2001; Schulenburg und Félix, 2017).



Als Bewohner des terrestrischen Okosystems kommt C. elegans mit NP in Kontakt,

die z.B. Uber Klaranlagen in den Klarschlamm gelangen und auf Feldern verteilt

werden (Wang et al.,, 2016). In C. elegans werden NP Uber zwei Hauptrouten

aufgenommen. Uber die Munddffnung und dem sich anschlieBenden Pharynx

werden NP zusammen mit Bakterien in den Darmtrakt weitergeleitet und Uber die

Vulvaéffnung gelangen sie in den Reproduktionsapparat (Abb. 2). Die Translokation

von Nano Silika in einzelnen Vulvazellen oder dem Pharynxgewebe korreliert mit

einer Beeintrachtigung der jeweiligen Organfunktion (Pluskota et al., 2009; Scharf et

al., 2013).
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Abb. 2 Aufnahmerouten von Nano Silika im
Nematoden C. elegans.

Die Mikrographien zeigen 2-Tage alte, adulte C. elegans
Hermaphroditen, die fir 24 Stunden mit 2,5 mg/ mL
Rhodamin-markierten Nano Silika (rot) behandelt
wurden. (A) Mit Rhodamin-markierte 50 nm groRe Nano
Silika werden vom Pharynx des Nematoden
aufgenommen, in den Darmtrakt weitergeleitet und Uber
den Anus ausgeschieden. Ein weiterer Aufnahmeweg ist
Uber die Vulva in die Spermatheken. Die
VergroRerungen  zeigen die  Lokalisation  der
Nanopartikel in Graustufen. Skala, 100 ym (B) Nano
Silika transloziert in alle Bereiche des Pharynx: in den
(1) Prokorpus, (2) Metakorpus, (3) Isthmus, (4) den
terminalen Bulbus und (5) den anterioren Darm. (C, C’)
Die seitliche Aufnahme der Vulva zeigt die Translokation
von Nano Silika in das Cytoplasma und in den Zellkern
(nu) von einzelnen Vulvazellen, wie der Vul B, Vul D und
Vul E Zellen. (D) Nano Silika translozieren in die
Spermatheken. (E) Querschnitte entlang der dorsal-
ventralen Achse des Pharynx zeigen die Verteilung von
Nano Silika im Pharynxgewebe. Skala, 10 ym; DIC,
Differential-Interferenz-Kontrast ~ (ibernommen  aus
Scharf et al., 2013)



1.2.1 Einfihrung des Modellorganismus C. elegans ins Labor

Vor ca. 70 Jahren wurde C. elegans von Sydney Brenner isoliert, ins Labor
eingefihrt und als Modellorganismus vorgestellt (Brenner, 1974; Corsi et al., 2015).
Im Labor wird der Wurm auf Agarplatten oder im Flissigmedium mit Escherichia (E.)
coli als Nahrungsquelle kultiviert (Stiernagle, 1999). C. elegans besitzt zwei
Geschlechter: Hermaphroditen (XX) oder Mannchen (XO). Mannchen machen
jedoch nur 0,1-0,2 % der Population im Labor aus, da sie durch eine Fehlsegregation
der homologen Chromosomen entstehen. Hermaphroditen besitzen sowohl Oozyten
als auch Spermien, so dass sie sich uber Selbstbefruchtung oder durch die Paarung
mit einem Mannchen fortpflanzen konnen. Die Generationszeit ist temperatur- und
nahrungsabhangig und betragt nach der Befruchtung bei optimalen Bedingungen
(20°C) ca. 3 Tage. Dabei durchlauft ein Hermaphrodit die Embryogenese und vier
aufeinanderfolgende Larvenstadien (L1-L4). Adulte Wirmer haben eine kurze
Lebensspanne von 2-3 Wochen und produzieren ca. 300 Nachkommen, was eine
schnelle Kultivierung ermoglicht und den Nematoden fir Langzeitexperimente
qualifiziert (Brenner, 1974; Corsi et al., 2015). Durch die Transparenz der Cuticula
konnen Organe, wie der Pharynx, der Darm, der Reproduktionsapparat sowie die
Gonaden und die Verteilung von stabil ins Genom integrierten Fluoreszenzproteinen
im Mikroskop beobachtet werden. Das Genom von C. elegans ist komplett
sequenziert, wobei sich herausstellte, dass 60-80 % der Gene von C. elegans mit
dem menschlichen Genom homolog sind. Viele molekulare Signalwege, wie
Stressantworten sind zwischen den Spezies konserviert und vergleichbar. Somit wird
der Nematode in vielen Forschungsgebieten, wie der Entwicklungs-, Zell-,
Molekular-, Neurobiologie, sowie in der Genetik, der Alterungsforschung und
Toxikologie, verwendet (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998; Corsi et al.,
2015).

1.2.2 Aufbau und Funktion des Darms

C. elegans nimmt seine Nahrung anterior Uber die Mundoéffnung in den Pharynx auf,
wo sie erst im Metacorpus gesammelt und nach jeder vierten Pumpbewegung des
Pharynx in den terminalen Bulbus weitergeleitet wird. Dort werden Bakterien mit Hilfe
eines Mahlwerks zerbrochen und gelangen anschlie®end Uber die Pharynx-Darm-
Klappe in den Darm (Avery und Thomas, 1997).



Der adulte Darm erstreckt sich Uber den gesamten Korper von C. elegans. Er beginnt
am anterior liegenden Pharynx und zieht sich bis zum posterior liegenden Anus. Der
die

angeordnet sind und uber adharenten Verbindungen zusammengehalten werden

Darm besteht aus 20 Epithelzellen, in bilateral symmetrischen Paaren
(Labousse, 2006). Somit bilden die Epithelzellen ein Art Rohr, in dem sich mittig das
Lumen befindet (Avery und Thomas, 1997). Die Darmepithelzellen, auch Enterozyten
genannt, ahneln den menschlichen Darmzellen. Sie sind bipolar und bestehen aus
einer apikalen und basolateralen Domane (Abb. 3; McGhee, 2007; lrazoqui et al.,
2010). An der apikalen Domane befinden sich die Mikrovilli, die von der Glykokalyx
umgeben sind (Lehane, 1997). Das Netzwerk von Glykoproteinen schitzt die
Mikrovilli vor mechanischen Verletzungen und vor Pathogenen. Weiterhin fungiert die
Glykokalyx als Filter, so dass nur Verdauungsprodukte die apikale Membran
erreichen konnen und absorbiert werden. Das Netzwerk fordert die Freisetzung und

Verteilung von Verdauungsenzymen in das Darmlumen (McGhee, 2007).
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. Abb. 3 Der Aufbau des Darms in C.

Der Darm von C. elegans beginnt nach
dem Pharynx und endet im Anus. Er
durchzieht den kompletten Wurm und
ist umgeben von den Gonaden,
Muskeln, dem Pseudocoelom und der
Epidermis. Eine Darmzelle ist bipolar
und hat eine apikale und basolaterale
Domaéane. Die apikale Domane bildet
den Birstensaum mit der Mikrovilli, die
aus Aktinbindeln bestehen, und zum
Darmlumen gewandt ist (Ubernommen
aus Irazoqui et al., 2010).

Intestinal epithelial cell

Sobald Bakterien in den Darm gelangen, wird zunachst deren Bakterienwand mit
Hilfe von Lysozymen aufgel6st. Das Abwehrsystem von C. elegans totet somit
pathogene Bakterien ab und gewahrleistet, dass Nahrstoffe mittels Hydrolasen weiter
verdaut werden kénnen (Mallo et al., 2002; McGhee, 2007; McGhee et al., 2007). Die
Nahrstoffe liegen danach als Peptide im Darmlumen vor. Di- und Tripeptide werden
uberwiegend Uber den OPT-2/PEP-2 (Oligopeptid-/ Peptid-) Transporter an der
apikalen Domane in die Darmzelle transportiert. Im Cytoplasma werden Di- und



Tripeptide Uber Hydrolasen in Aminosauren abgebaut und fur die Proteinbiosynthese
verwendet oder Uber Aminosauretransporter an der basalen Domane in den
restlichen Koérper von C. elegans transportiert (Meissner et al., 2004; Daniel et al.,
2006).

Neben den Peptiden werden auch vermehrt Lipide vom Darm aufgenommen und als
Energievorrat fur den Energiemetabolismus angelegt. Lipide werden in Vesikeln im
Darm gespeichert, die mittels Fluoreszenzfarbstoffen, wie Oil-Red-O oder BODIPY
(Bor-Dipyrromethen), in lebenden Wirmern beobachtet werden kdnnen (Zhang et al.,
2010). Weitere Organellen sind u.a. Endosomen, Autophagosomen und
autofluoreszierende gut (Darm) granules (GG), die auch Lysosomen-assoziierten

Organellen genannt werden (Hermann et al., 2005).

Uber die Kérperwandmuskelbewegung werden Bakterien zum Anus transportiert und
ausgeschieden. In jungen Wurmern werden Bakterien innerhalb von 2 Minuten
ausgeschieden (Avery und Shtonda, 2003; McGhee, 2007).

1.2.3 Kommunikation zwischen Darm und Nervensystem

Da der Darm von C. elegans nicht innerviert ist, kommunizieren der Darm und das
Nervensystem Uber Neuropeptide und Neurotransmitter miteinander und modulieren
verschiedene Verhaltensweisen, wie die Bewegung, die Eiablage und die Mechano-

sowie die Chemosensorik (Li und Kim, 2008).

Neuropeptide werden sowohl in Neuronen, wie in sensorischen Neuronen,
Interneuronen und Motorneuronen, als auch in den Gonaden, dem Darm und der
Hypodermis der Vulva exprimiert. Neuropeptide werden in drei Familien eingeteilt: (i)
Insulin-ahnliche Peptide (Pierce et al., 2001; Li et al., 2003), (i) FMRFamid (Phe-
Met- Arg - Phe- NH2)- ahnliche Peptide (FLP) (Li et al., 1998) und (iii) Neuropeptid-
ahnliche Proteine (NLP) (Nathoo et al., 2001). Sie bestehen aus kurzen
Aminosaurensequenzen und modulieren direkt oder indirekt die synaptische Aktivitat
und regulieren somit das Verhalten von C. elegans (Li und Kim, 2008). In Neuronen
liegen Neuropeptide in dichten Kernvesikel (dense core vesicle, DCV) diffus am
terminalen Ende verteilt vor und wandern erst bei einem Anstieg von Calcium zur
Synapse und werden dort in den synaptischen Spalt freigesetzt (Salio et al., 2006; Li
und Kim, 2008).



Toxische Umweltfaktoren und pathogene Mikroben zu erkennen und zu meiden, ist
fur den Wurm Uberlebenswichtig. Dabei spielt der Darm eine wichtige Rolle bei der
Immunantwort, indem er Uber die Expression und Sekretion von Neuropeptiden
Signalwege induziert und das Nervensystem benachrichtigt (Lee und Mylonakis,
2017). Lee und Mylonakis (2017) zeigten, dass nach einer Exposition mit dem
Pathogenen Pseudomonas (P.) aeruginosa das Neuropeptid INS-11 vom Darm
sekretiert wird und somit das Ausweichverhalten Uber die sensorischen Neuronen
ADF und ASI im Wurm induziert.

Im Gegensatz zu Neuropeptiden werden Neurotransmitter Uberwiegend in Neuronen
exprimiert, die an Rezeptoren in Darm binden und Signalwege induzieren kdnnen
(Chase und Koelle, 2007; Zhang et al., 2018). Sensorische Neurone nehmen
Umweltfaktoren wahr und exprimieren Neurotransmitter, wie Serotonin, und Insulin-
ahnlichen Peptide, um Signalwege direkt oder indirekt Uber Interneurone im Darm zu
induzieren und Verhaltensweisen zu modulieren. Der erste, schadliche Kontakt zu P.
aeruginosa fuhrt anschlieRend zu einem aversiven, olfaktorischen Lernverhalten,
welches ebenso auf die sensorischen Neuronen ADF und ASI basiert (Zhang und
Bargmann, 2005; Zhang et al., 2018).

1.2.4 Aufbau des Nervensystems

Das Nervensystem von C. elegans besteht aus dem Nervenring, welches den
Pharynx umgibt, die ventral liegende Nervenkette, die dorsal liegende Nervenkette
und dem Neurophil im Schwanz (Corsi et al., 2015). Die neurale unveranderliche
Struktur und Position im adulten Wurm ermaéglichen die Identifikation und Kartierung
jedes, einzelnen Neurons. Insgesamt besitzt der Wurm 302 Neurone (White et al.,
1986; Allen et al., 2015). Die neuralen Zellkdrper sind als Ganglien Uberwiegend im
Kopf, entlang der ventral liegenden Nervenkette und im Schwanz von C. elegans
arrangiert (Corsi et al., 2015). Zusatzlich besitzt C. elegans 56 Glia-ahnliche Zellen,
die vor allem sensorische Zellen umgeben (Oikonomou und Shaham, 2011). Das
Nervensystem besitzt 6393 chemische Synapsen, 890 Zellkontakte (gap junctions)
und 1410 neuromuskulare Verbindungen (thight junctions) (White et al., 1986;
Varshney et al., 2011), durch die Neurone Uber Neurotransmitter oder Neuropeptide

kommunizieren. Neurotransmitter, wie Acetylcholin (ACh), Serotonin, Dopamin und y-



Aminobuttersaure (GABA), werden Uber synaptische Vesikel freigesetzt (Bargmann,
1998; Edwards, 1998).

Umwelttoxine und Pathogene kénnen von C. elegans Uber 60 sensorische Neurone
wahrgenommen werden, die entweder chemosensorische, olfaktorische und
gustatorische oder mechanosensorische, thermosensorische Reize wahrnehmen
und Signale uber Interneurone oder direkt an Motorneurone weiterleiten (Zhang und
Bargmann, 2005; Melo und Ruvkun, 2012; Allen et at., 2015). Von den 60
sensorischen Neuronen befinden sich 12 Paare der Amphidneuronen (ADF, ADL,
AFD, ASE, ASG, ASH, ASI, ASJ, ASK, AWA, AWB, AWC) im Pharynx des Wurms,
die indirekten oder direkten Kontakt zur Umwelt haben. Sie erstrecken sich von der
Mundhdhle entlang des Pharynx bis hin zum Nervenring und sind die gréften
chemosensorischen Organe der Nematoden (Altun und Hall, 2010). Motorneurone
stimulieren die Korperwandmuskelzellen Uber ACh und inhibieren diese mittels
GABA. Die Pharynxmuskeln werden ebenso Uber ACh angeregt, aber Uber Glutamat
inhibiert (Bargmann, 1998). Durch die Signalweiterleitung versuchen die Wirmer die
Toxine oder Pathogene zu umgehen (Zhang und Bargmann, 2005; Melo und
Ruvkun, 2012).

1.2.5 Verhaltensphanotypen

Das im Vergleich zu Vertebraten einfache Nervensystem ermdglicht Analysen von
Verhaltensphanotypen des Nematoden, wie Eiablage, Pumpfrequenz, Bewegung,
Defakation und Chemosensorik. Bestimmte Verhaltensfunktionen werden in C.
elegans von einzelnen Neuronen gesteuert anstatt wie in Vertebraten durch mehrere
Neuronen. Diese Verhaltensphanotypen geben wiederum Aufschluss Uber die

Funktionsfahigkeit der neuralen Signaltransmission (Corsi et al., 2015).

Die Eiablage wird vom Motorneuron HSN (hermaphrodite-specific neuron) reguliert.
Eine Ablation des HSN Neurons fuhrt zu einer Unterbindung der Kontraktion der
Vulvamuskel und somit der Eiablage. Das fuhrt wiederum zum Schllpfen der Larven
im Uterus des parentalen Wurms. Dieser Phanotyp wird auch als bag-of-worms
(BOW) beschrieben und fuhrt zum frihzeitigen Tod des parentalen Wurms (Schafer,
2006; Zhang et al., 2008). Scharf et al. (2016) zeigten, dass auch die Exposition mit

Nano Silika zu einer Induktion des BOW-Phanotypen flhrte, welcher auf einer
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Proteinaggregation im HSN Neuron und einer Inhibierung der serotonergen

Neurotransmission zurtickzufuhren ist.

Andere Verhaltensphanotypen wie die Kriech- und Schwimmbewegung werden von
neuralen Schaltkreisen reguliert, die aus sensorischen Neuronen, Interneuronen und
Motorneuronen bestehen (Goodmann, 2006). Im Boden leben Wirmer in einem fest-
flussigem Milieu und mussen je nach der Viskositat der Umgebung zwischen zwei
Bewegungsarten wechseln. Auf einem festen Untergrund bewegt sich C. elegans
durch die abwechselnde Kontraktion und Relaxation von dorsalen und ventralen
Korperwandmuskelzellen in einer sinusoidalen Kriechbewegung (S-Form) fort (Gray
und Lissman, 1964). Sobald die Wurmer in ein flissiges Milieu gelangen, detektieren
sensorische Neurone die Beschaffenheit der Umgebung und induzieren Uber den
Neurotransmitter Serotonin die C-férmige Schwimmbewegung. Die Kriechbewegung
auf festem Untergrund wird ebenso von sensorischen Neuronen erkannt und Uber
den Neurotransmitter Dopamin induziert (Abb.4; Goodmann, 2006; Vidal-Gadea et
al., 2011).

Abb. 4 Verschaltung von sensorischen

Neuronen, Interneuronen und
Mech i Motorneuronen moduliert die
echanoreceptor  gewegung in C. elegans.
Neurons

Die Textur der Umgebung wird vom Wurm
uber mechanosensorische Neurone
wahrgenommen. Diese leiten Signale Uber
die Interneurone an die Motorneurone
weiter, die anschlieend Vorwarts- oder
Rickwartskriechbewegungen induzieren.

AVB PVC AVA
I ~—— I
@ @ Die Kriechbewegung wird Uber den
: Motor Neurons  Neurotransmitter ~ Dopamin  eingeleitet
@ , | (Ubernommen aus Goodmann, 2006).
forward

AVD Interneurons

Qackward

—» chemical synapse () DAergic
——M® gap junction QO [ DA receptive
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1.3 Alterungsprozesse und Neurodegeneration

Alterungsprozesse sind durch einen fortschreitenden Verlust der physiologischen
Funktion und Organintegritat gekennzeichnet, die zu einer erhdhten Vulnerabilitat mit
Funktionsstorungen bis zu einem fruhzeitigen Tod fuhren konnen. Die Alterungsrate
wird durch genetische und biochemische Prozesse kontrolliert, welche in der
Evolution konserviert sind. Kennzeichen von Alterungsprozessen sind u.a. der
Verlust der Proteostase und die Akkumulation von Proteinaggregaten (Lopez-Otin et
al., 2013).

1.3.1 Die Proteostase und die Entstehung von Proteinaggregaten

Die Proteostase umfasst die globale Regulation von Transkription und Translation,
die Proteinfaltung und die Proteindegradation (Douglas und Dillin, 2010; Lopez-Otin
et al.,, 2013). Dabei agieren molekulare Chaperone und deren regulatorische

Faktoren als Verbindungen zwischen den Prozessen (Klaips et al., 2018).

Endogene und exogene Stressfaktoren verursachen fehlerhaft gefaltete Proteine
oder stdren die Faltung der Proteine wahrend der Proteinbiosynthese (Lépez-Otin et
al., 2013). Um die Proteostase Aufrecht zu erhalten, werden verschiedene
Chaperone und Protein-Qualitatskontrollfaktoren aktiv, die mit
Degradationsmaschinerien der Zelle verknupft sind. Dieses Netzwerk von Proteinen
ist das Netzwerk der Proteostase (Abb. 5; Balch et al., 2008; Klaips et al., 2018).
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Abb. 5 Das Netzwerk der Proteostase.

Das Netzwerk der Proteostase besteht Uberwiegend aus Chaperonen (griine Pfeile) und Protein-
Qualitatsfaktoren, um die Proteostase im Gleichgewicht zu halten. Neu synthetisierte Proteine werden
mit Hilfe von Chaperonen gefaltet. Nicht mehr bendtigte Proteine werden Uber das Ubiquitin-
Proteasom-System (UPS) im Cytoplasma oder im Nucleus degradiert. In Stresssituationen kann die
Kapazitat des Proteostasenetzwerks lGber Stresssignalwege erhéht werden, um die Akkumulation von
Proteinaggregaten zu reduzieren. In alten oder kranken Zellen kommt es zu einer generellen
fehlerhaften Proteinfaltung und Aggregation, die mit einer Abnahme des Proteostasenetzwerks
einhergeht. Fehlerhaft gefaltete Proteine aggregieren und werden in Aggregosomen eingeschlossen
oder Uber die Autophagosomen entfernt. Proteinaggregate kénnen aber auch amyloide Strukturen
bilden, die mit zelluldaren Prozessen interferieren und diese behindern (iGbernommen und modifiziert
aus Klaips et al., 2018).

Fehlerhaft gefaltete Proteine werden normalweise von Chaperonen, wie den Heat-
Shock Proteinen (HSP), wieder richtig gefaltet (Lopez-Otin et al., 2013). Ansonsten
werden l6slich, fehlerhaft gefaltete Proteine Uber das Ubiquitin-Proteasom-System
(UPS) degradiert. Das UPS ist von den drei Enzymen E1, E2 und E3 Ligase
abhangig, die fur die Ubiquitinierung der Proteine zustandig sind. Das ubiquitinierte
Protein wird mittels Chaperonen zum Proteasom transportiert, wo es anschlief3end in
einzelne (Poly-)Peptide degradiert wird (Ciechanover et al., 2000; von Mikecz, 2006;
Stroo et al., 2017). Fehlerhaft gefaltete Proteine kdnnen auch Uber die Chaperonen-
vermittelte Autophagie in Lysosomen von lysosomalen Hydrolasen in Aminosauren
degradiert werden (Kiffin et al., 2004). GroRe Aggregate oder Membran-
assoziierende Proteine werden hingegen Uber Autophasomen entfernt (Menzies et
al., 2015; Ciechanover und Kwon, 2017). Diese Qualitatskontrollen der Zelle erhalten
die Stabilitat und Funktionalitat des Proteoms (Hartl et al., 2011; Koga et al., 2011).
Fehler beim Refolding oder der Degradation fihren zur Akkumulation der fehlerhaft

gefalteten Proteine und zur Proteinaggregation, die einen proteotoxischen Effekt hat.
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Die Akkumulation von Proteinaggregaten kann zur Entwicklung von altersabhangigen
Pathologien und neurodegenerativen Erkrankungen flhren, wie z.B. der Alzheimer
Erkrankung (Alzheimer’s disease, AD) und der Parkinson Erkrankung (Parkinsons’s
disease, PD) (Powers et al., 2009; Klaips et al., 2018).

Viele Zelltypen zeigen eine Abnahme der UPS Aktivitat und der Autophagie wahrend
der Alterung (Hamer et al., 2010; Rubinsztein et al., 2011; Cuervo und Wong, 2014).
Es wird vermutet, dass diese der Grund fur eine generelle Proteinaggregation in
postmitotischen Zellen, wie Muskeln und Neuronen, in C. elegans ist und zu einer
Pradisposition von neurodegenerativen Erkrankungen fihrt (David et al., 2010;
Hamer et al., 2010; Walther et al., 2015; Huang et al., 2019).

1.3.2 Alterungsprozesse in C. elegans

Alterungsprozesse in C. elegans konnen anhand von veranderten Verhaltens- und
Alterungsphanotypen beobachtet werden. Wahrend des Alterns zeigen die Wirmer
drei unterschiedliche Verhaltensphanotypen in der Kriechbewegung. Die sinusoidale
Kriechbewegung nimmt mit dem Alter ab und die unkoordinierte Kriechbewegung
nimmt zu. Der dritte Phanotyp zeigt keine Kriechbewegung mehr, sondern lediglich

eine Kopf-/ Schwanzbewegung (Herndon et al., 2002).

Ebenso konnen Neurone unterschiedliche Alterungsphanotypen zeigen, die anhand
von Fluoreszenzproteinen sichtbar gemacht werden kénnen. (i) Vom Zellsoma oder
vom Axon kénnen sich neue Verzweigungen (neural branching) bilden, (ii) entlang
des Axons kdnnen sich Verdickungen (neural blebs) bilden und (iii) Unterbrechungen
in Form einer Perlenkette kdnnen am Axon (axonal beading) auftreten (Pan et al.,
2011; Tank et al., 2011; Toth et al.,, 2012; Chew et al., 2013). Tank et al. 2011
zeigten, dass das Auftreten von Verzweigungen in mechanosensorischen Neuronen

mit einem Abfall der Mobilitat korreliert.

Zu den Alterungsphanotypen des Darms zahlen der Verlust von Nuclei, die
Degradation der Mikrovilli und Veranderungen der Grofde, der Form und der
cytoplasmatischen Zusammensetzung des Darms (McGee et al., 2011; Herndon et
al., 2017). In alteren Wiarmern werden vermehrt Lipidtropfen und Vakuolen in
einzelnen Darmzellen beobachtet, die in jungen Wurmern nicht vorkommen
(Herndon et al., 2002; McGee et al., 2011). Auf Grund von einer Abnahme der
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Pumpfrequenz akkumulieren Bakterien im Pharynx und/ oder im Bereich des Darms
(Collins et al., 2008; McGee et al., 2011).

Manche Alterungsphanotypen kénnen jedoch von NP frihzeitig induziert werden.
Eine globale Proteinaggregation sowie eine Induktion des Eiablagedefekts BOW und
die Abnahme der Pumpfrequenz werden von Nano Silika frihzeitig induziert (Scharf
et al., 2013; Scharf et al., 2016). Viele Alterungsphanotypen sowie die Lebensspanne
sind von Signalwegen, wie dem Insulin/ IGF-1 Rezeptor (DAF-2; abnormal dauer
formation) Signalweg (IIS) abhangig. Die neuralen Alterungsphanotypen treten
weniger haufig und spater auf, wenn der IIS inhibiert ist (Pan et al., 2011; Tank et al.,
2011).

1.4 Der Insulin/ IGF-1 Rezeptor (DAF-2) Signalweg

Anderungen in Alterungsprozessen und der Lebensspanne von C. elegans wurden in
Mutationen von Genen entdeckt, die im IS involviert sind. Mutationen im Gen fur die
Phosphoinositid 3-Kinase (PI3K/ age-1; ageing alteration), ein Effektor des IIS, oder
fur den Insulin/ IGF-1 Transmembranrezeptor (daf-2) reprimieren den |IS und

verlangern die Lebensspanne (Friedman und Johnson, 1988; Kenyon et al., 1993).

Der 1S ist ein endokriner und Nahrstoff-abhangiger Signalweg, der in verschiedenen
Phyla konserviert ist. Im Hermaphroditen C. elegans moduliert er den Metabolismus,
das Wachstum, die Entwicklung sowie das Verhalten und hat somit Einfluss auf die
Lebensspanne. Umwelteinfliisse oder Pathogene kénnen Uber sensorische Neurone
aber auch von Darmzellen wahrgenommen werden und den IS aktivieren (Lapierre
und Hansen, 2012; Murphy und Hu, 2013; Zhang et al., 2018). Dabei werden Insulin-
ahnliche  Neuropeptide  exprimiert, welche an dem Insulin/ IGF-1
Transmembranrezeptor DAF-2 binden und somit die Tyrosinkinase des Rezeptors
aktivieren. Uber Phosphorylierungsschritte wird eine Signaltransduktionskaskade
aktiviert, die aus den Kinasen Phosphoinositid 3-Kinase (PI3K/ AGE-1), 3-
Phosphoinositid-abhangige Kinase 1 (PDK-1), AKT Serin/Threonin Kinase 1/ -2
(AKT-1/ -2) und Serum-/ Glucocorticoide-regulatorische Kinase 1 (SGK-1) bestehen.
AKT und SGK-1 phosphorylieren und inaktivieren direkt den FOXO (forkhead box
protein O) Transkriptionsfaktor DAF-16 und verhindern somit die Translokation in den
Zellkern. Mutationen in  dem DAF-2 Rezeptor (daf-2) oder in der

Signaltransduktionskaskade (z.B. age-1 oder pdk-1) resultieren in einer verringerten
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Aktivitat des IIS und fuhren zur Aktivierung und Translokation von DAF-16 in den

Zellkern. Dort induziert DAF-16 die Transkription von Genen und somit die

Translation von Proteinen, die flir die molekulare Stressantwort, die Verlangerung

der Lebensspanne oder

et al., 2016).

“ Neurons and intestine

den Abwehrmechanismus gegenuber Pathogenen
verantwortlich ist (Abb. 6; Lapierre und Hansen, 2012; Murphy und Hu, 2013; Riera
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Abb. 6 Der Insulin/ IGF-1 Signalweg im
Nematoden C. elegans.

In C. elegans sekretieren Neurone Insulin-
ahnliche Peptide, wie INS-7, die
anschlieBend an den DAF-2 Rezeptor in
Darmzellen  binden und Uber eine
Signalkaskade den Transkriptionsfaktor DAF-
16 daran hindern in den Nucleus zu
translozieren. Weitere Proteine, die DAF-16
regulieren, sind RLE-1 (regulation of longevity
by E3 ubiquitin ligase) /| E3 Ligase durch
Ubiquitinierung und PRMT-1 (protein arginine
methyltransferase) |  Metylase  durch
Methylierung. In daf-2 Mutante ist die
Signalkaskade reduziert und DAF-16 kann in
den Zellkern translozieren. Dort werden Gene
exprimiert, die fur die Synthese von
Hormonen, von  Proteinen fir den
Metabolismus, fur die Detoxifizierung, fur die
Lipolyse und fur die  Stressantwort
verantwortlich sind und zu einer verlangerten
Lebensspanne flihren. Transloziertes DAF-16
im Zellkern wird durch SMK-1/ SMEK1
(suppressor of MEK), HSF-1 (heat shock
factor-1) und SKN-1/ Nrf (Transkriptionsfaktor
von Nrf) stimuliert und durch HCF-1 (host cell
factor-1)  inhibiert ~ (Ubernommen  und
modifiziert aus Lapierre und Hansen, 2012).



2 Zielsetzung der Arbeit

Umweltnoxen, wie Nanopartikel, stellen fir die Umwelt und den Menschen ein Risiko
dar, da sie beim Menschen Uber das olfaktorische System oder den Darm
aufgenommen werden, wo sie anschlieBend in den umliegenden Zellen
akkumulieren und sogar ins Gehirn gelangen konnen. Langzeitauswirkungen sind
noch nicht ausreichend erforscht. Im Modellorganismus Caenorhabditis (C.) elegans
wurde eine Korrelation zwischen der Translokation von Nano Silika in einzelnen
Zellen und einer Storung der jeweiligen Organfunktion beobachtet. Es zeigte sich,
dass es sich bei den gestorten Organfunktionen um frihzeitige Alterungsphanotypen
handelt, die durch die Exposition von Nano Silika schon in jungen Wirmern
auftreten. Diese  Alterungsphanotypen reichen von einer generellen
Proteinaggregation bis hin zu einer axonalen Proteinaggregation in serotonergen

Neuronen, welche die Eiablage im Wurm inhibiert.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen Nanopartikel-Bio-Interaktionen von umweltrelevanten
Nanopartikeln, wie Ag, CeO2, ZnO, Polystyren und Silika, in C. elegans untersucht
werden. Das Ziel der Arbeit ist die Wurmer Uber die komplette Lebensspanne mit
Nanopartikeln zu exponieren, um Alterungsprozesse und Neurodegeneration zu

identifizieren und betroffene Signalwege zu untersuchen.

Dafur soll beobachtet werden, ob Alterungsphanotypen, wie die Abnahme der
Schwimmbewegung, von Nanopartikel fruhzeitig induziert werden und mit einer
Neurodegeneration einhergehen. Durch die Beobachtung von Nano-Bio-
Interkationen Uber die gesamte Lebensspanne werden diese Alterungsphanotypen
sichtbar und die vulnerablen Gruppen und Zeitpunkte konnen identifiziert werden. Zu
den Analysen der neuralen Verhaltensphanotypen soll auch die Darmfunktion
untersucht werden, bei der die Peptidaufnahme und -verteilung in einzelnen
Darmzellen beobachtet wird. Im weiteren Verlauf werden langlebige daf-2 und
kurzlebige daf-16 Wurmer analysiert, um zu schauen, ob Nanopartikel-induzierte
Alterungsprozesse vom Insulin/ IGF-1 Rezeptor (DAF-2) Signalweg abhangen und

bei einer Mutation im daf-2 Gen verzogert werden konnen.

Die Titration der Nanopartikel soll toxische Konzentrationen bestimmen und die
Frage klaren, ob vorzeitige Alterungsphanotypen messbar sind. Anschliellend
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werden eingesetzten Nanopartikelkonzentrationen mit den Konzentrationen in der
Umwelt verglichen, um abzuschatzen, ob die kalkulierten Konzentrationen in der

Umwelt schon negative Auswirkungen auf das Okosystem haben kénnten.
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3 Ergebnisse

3.1 Publikation 1: Life span-resolved nanotoxicology enables
identification of age-associated neuromuscular vulnerabilities in the

nematode Caenorhabditis elegans

Annette Piechulek und Anna von Mikecz

Publiziert in: Environmental Pollution
Datum: 02.2018
Impact Factor: 5,714 (2018)

Eigenanteil an der Publikation:

Experimente: 100%
DLS der Partikel; Durchfihrung und Auswertung aller Experimente; Erstellung der
Abbildungen

Manuskript: 20%

Material- und Methodenteil

Die Rechte dieser Publikation liegen beim Journal Environmental Pollution.

Die  Orginalarbeit kann  Uber die National Library of Medicine
http://www.ncbi.nlm.nih.gov oder den Link des Herausgebers
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S02697491173214627?via%3Dihub

eingesehen und heruntergeladen werden.
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Highlights des Papers:

e C. elegans stellt als Bodenorganismus einen realistischen Zielorganismus flr
die Exposition von Nanopartikeln dar;

o die etablierte Flussigkultur in 96-Well Platten zeigt ein soziales
Fressverhalten, welches ebenso in wilden Nematoden beobachtet wird;

o die Bedingungen im Flussigmedium verlangern die Lebensspanne von
Wiarmern im Vergleich zu der Lebensspanne von Wirmern auf Agarplatten;

e das etablierte System ermdglicht Analysen der Effekte von umweltrelevanten
Nanopartikeln Uber die gesamte Lebensspanne;

e Wadurmer im mittleren Lebensalter sind besonders vulnerabel gegenuber Nano
Silber, da sie neuromuskulare Defekte entwickeln und eine beeintrachtigte
und unkoordinierte Schwimmbewegung zeigen;

o die unkoordinierte Bewegung korreliert mit der Proteinaggregation im
serotonergen Amphidneuron ADF,;

e im Vergleich dazu sind GABAerge Neurone nicht betroffen, welche fur die
Inhibierung der Korperwandmuskelzellen wahrend der Schwimmbewegung

verantwortlich sind.
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3.2 Publikation 2: Aging by pollutants: introducing the aging dose
(AD)so

Annette Piechulek und Anna von Mikecz

Publiziert in: Environmental Sciences Europe
Datum: 04.2019
Impact Factor: 5.878 (2018/ 19)

Eigenanteil an der Publikation: 20%

Experimente: 50%
Durchfihrung von Verhaltensexperimenten, Langzeitbeobachtung der

Neurodegeneration

Die Rechte dieser Publikation liegen beim Journal Environmental Sciences Europe.

Die Orginalarbeit kann uber den Link des Herausgebers
https://enveurope.springeropen.com/articles/10.1186/s12302-019-0205-1

eingesehen und heruntergeladen werden.
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Highlights des Kommentars:

e Definition der Alterungsdosis (AD)so: ADso bestimmt die Konzentration einer
Umweltnoxe (z.B. NP), bei der 50% der untersuchten Population einen
Alterungsphanotyp zeigen;

e als Beispiel wird die Schwimmbewegung von C. elegans genannt, die durch
eine Exposition von Nano Silika (1250 pg/ mL) reduziert wird: 50 % der
exponierten Wurmer zeigen Dbereits an Tag 5 eine reduzierte
Schwimmbewegung, die normalerweise erst in 15-Tage alten Wirmern
auftritt;

e Nano Silika beschleunigen somit Alterungsprozesse im Wurm, wie die
Veranderung der Darmmorphologie (intestinal ballooning, Ballonphanotyp der
Darmzellen), die globale Proteinaggregation, Neurodegeneration des
Ampidneuron ADF und eine reduzierte Schwimmbewegung;

e die Neurotoxizitat von Nano Silika wird am Beispiel der Eiablage in C. elegans
an einem Schema veranschaulicht und vorherige Studien zusammengefasst:
Nano Silika translozieren in einzelne Vulvazellen und inhibieren dort deren
Funktion. Nano Silika induzierten Proteinaggregate in den HSN Neuronen,
welche die Eiablage regulieren. Durch die Proteinaggregation kommt es zu
einer Stérung des axonalen Transports und einer reduzierten
Neurotransmission von Serotonin, was folglich zu einer gestorten Eiablage
fuhrt.
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3.3 Publikation 3: Silica nanoparticles disrupt OPT-2/PEP-2- dependent

trafficking of nutrient peptides in the intestinal epithelium

Annette Piechulek, Lutz C. Berwanger & Anna von Mikecz
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Datum: 07.2019
Impact Factor: 5.955 (2018)
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Experimente: 70%
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der Peptidvesikel; Untersuchung der veranderten Darmmorphologie mit
unterschiedlichen Partikeln, Mutanten und Reporterwirmern (Supplemental);
Bestimmung des LOAELS fir Nano Silika Effekte; Messung und Quantifizierung der

Korperlange von Wirmern; Auswertung und Statistik

Manuskript: 20%

Material- und Methodenteil

Abbildungen: 3-5; S1-S8

Die Rechte dieser Publikation liegen beim Journal Nanotoxicology.

Die  Orginalarbeit kann  Uber die National Library of Medicine
http://www.ncbi.nlm.nih.gov oder den Link des Herausgebers
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/17435390.2019.1643048eingesehen

und heruntergeladen werden.
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Highlights des Papers:

e Nano Silika beschleunigen einen Alterungsphanotyp im Darm (intestinal
ballooning, Ballonphanotyp);

e Uber die Hartlen-Synthese hergestellte Nano Silika translozieren Uber den
OPT-2/ PEP-2 Transporter in gut granules von einzelnen Darmzellen im
Gegensatz zu anders synthetisierten Nano Silika, z.B. Stoeber Synthese;

¢ Nano Silika induzieren Peptidvesikel in Darmzellen, die das fluoreszierende
Di-Peptiderivat R-Ala-Lys-AMCA aufnehmen,;

o die beobachteten Peptidvesikel wachsen uber die Zeit und nehmen eine
durchschnittliche Grélte von 6 um an;

o Peptidvesikel bilden sich unabhangig von gut granules und kolokalisieren nicht
mit den aufgenommenen NP;

e (gleichzeitig fuhrt die Exposition von Nano Silika zu einer Reduktion der
Korperlange von C. elegans;

e Peptidvesikel bilden sich unabhangig vom IIS und ordnen sich in daf-2
(e1370) Mutanten an der apikalen Plasmamembran an;

e die reduzierte Korperlange ist nicht signifikant unterschiedlich zu der
Korperlange von pep-2 Mutanten, die eine Mutation im OPT-2/ PEP-2
Transporter haben und somit nicht in der Lage sind Peptide in den Darm

aufzunehmen.
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4 Diskussion

Trotz des weltweiten Einsatzes von NP in der Industrie und in Verbraucherprodukten,
sind deren Wirkungsweisen auf das Okosystem und den Menschen nicht
ausreichend erforscht. Viele Studien konzentrieren sich auf akute Analysen von NP-
Bio-Interaktionen. Chronische Effekte auf die Umwelt und den Menschen werden
jedoch immer relevanter (Wang et al., 2018). Um altersabhangige NP-Bio-
Interaktionen auf das Nervensystem und den Darm zu untersuchen, wurde der
Modellorganismus C. elegans verwendet. Der Nematode ist ein Teil des
terrestrischen Okosystems und somit ebenfalls ein potentieller Zielorganismus von
NP-Expositionen (Neher, 2001; Schulenburg und Félix, 2017).

In vorherigen Studien wurde beobachtet, dass C. elegans Hermaphroditen NP Uber
den Pharynx und die Vulvadéffnung aufnehmen, wo sie anschlieBend ins
Pharynxgewebe und in einzelne Vulvazellen translozieren. Die Translokation von
Nano Silika korrelieren mit einer verfrihten Abnahme der Pumpfrequenz und einem
verfrihten Auftreten des BOW-Phanotyps (Pluskota et al., 2009; Scharf et al., 2013).
Weiterhin induzieren Nano Silika amyloide Strukturen im Nucleus bzw. im Nucleolus
von einzelnen Darmzellen. Im gesamten Wurm fuhrt die Exposition von Nano Silika
zu verfrihten Alterungsprozessen, Neurodegeneration und zur Proteinaggregation
und Inhibierung der Signaltransmission in einzelnen serotonergen Neuronen (Scharf
et al., 2013; Scharf et al., 2016).

Im Rahmen der Doktorarbeit wird untersucht, inwiefern umweltrelevante NP
frlhzeitige Alterungsprozesse und Neurodegeneration induzieren und die
Darmfunktion in C. elegans stdren. Die Exposition von NP und die Analyse der
Effekte erfolgt dabei Uber die gesamte Lebensspanne in 96-Well Mikrotiterplatten, die

Flissigmedium und Bakterien als Nahrungsquelle beinhalten.

Die Kultivierung der Wurmer in 96-Well Mikrotiterplatten induziert beim Wildtyp
Stamm ein untypisches soziales Fressverhalten, welches normalerweise bei wilden
Nematoden beobachtet wird (De Bono und Bargmann, 1998). In den 96-Well
Mikrotiterplatten sedimentieren die Bakterien auf den Boden des Probenlochs, was
die Umweltbedingungen von wilden Nematoden nachahmt, wenn Bakterien auf

verrottenden Pflanzenresten wachsen (Félix und Braendle, 2010). Diese
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Bedingungen induzieren die Interaktion der Wirmer miteinander und scheinen eine
positive Wirkung auf die Nematoden zu haben, da sie die Lebensspanne der Wirmer
im Vergleich zu Wirmern auf Agarplatten um 10 Tage verlangern, was 1/3 der
Gesamtlebensspanne von C. elegans entspricht (Petrascheck et al., 2007; Piechulek
und von Mikecz, 2018).

Das etablierte System mit den optimalen Kultivierungsbedingungen ermdoglicht
Analysen von NP-Biointeraktionen Uber die gesamte Lebensspanne und erlaubt
somit die Identifizierung von vulnerablen Gruppen innerhalb einer Wurmpopulation.
Es wurde eine konzentrationsabhangige Toxizitat von Nano Ag auf die Bewegung,
Eiablage und Lebensspanne festgestellt. Insbesondere Wuirmer im mittleren
Lebensalter zeigten neuromuskulare Defekte, die mit einer gestérten, serotonergen
Neurotransmission im sensorischen Amphidneuron ADF korrelieren. Weiterhin
induzieren steigende Konzentrationen von Nano Silika einen Alterungsphanotyp im
Darm (Ballonphanotyp) und unterbinden den Peptidtransport in Darmzellen, indem
Peptide in Vesikeln akkumulieren. Die Exposition von Nano Silika flhrt gleichzeitig zu
einer reduzierten Korperlange, welche der Korperlange von pep-2 Mutanten ahnelt.
Diese Mutanten besitzen eine Mutation im OPT-2/ PEP-2 Transporter und haben
somit einen Defekt in der Peptidaufnahme. Im Vergleich zu Nano Silber und Nano
Silika konnten bei Polystyren, CeO2 und ZnO NP keine toxischen Effekte beobachtet

werden.

4.1 Wirmer im mittleren Lebensalter sind besonders vulnerabel
gegeniuber einer Exposition mit Nano Silber oder Nano Silika und

zeigen neuromuskulare Defekte

Die quantitative Analyse der Schwimmbewegung von alternden Wirmern Uber die
gesamte Lebensspanne im Flussigmedium zeigte eine konzentrationsabhangige
Toxizitdt von Nano Ag. Hohe Konzentrationen von 100 pyg/ mL werden als letal
eingestuft, da die Wuarmer innerhalb von 8 Tagen sterben. Eine Dosis von 10 pg/ mL
reduziert signifikant nicht nur die Lebensspanne, sondern auch die
Schwimmbewegung und erhoht unkoordinierte Bewegungen in 8-Tage, adulten
Wirmern (Piechulek und von Mikecz, 2018). Dieselben neuromuskularen Defekte
werden auch in Nano Silika exponierten Wirmern beobachtet (Piechulek und von

Mikecz, 2019) und ahneln den motorischen Symptomen, wie der Bradykinesie und
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der  Muskelrigiditat, bei PD Patienten. Normalerweise @ nehmen die
Schwimmbewegungen erst in alternden Wirmern ab und die unkoordinierten
Bewegungen zu (Herndon et al., 2002). Vorherige Studien bestarken die Ergebnisse,
dass NP Alterungsprozesse an einem bestimmten Tag beschleunigen. 4-Tage
adulte, junge Wirmer zeigten nach einer Exposition mit Nano Silika eine reduzierte
Pumpfrequenz und ein Defekt in der Eiablage (Pluskota et al. 2009; Scharf et al.
2013). Auch epidemiologische Studien stellten fest, dass die Exposition von NP Uber
Feinstaub besonders in vulnerablen Gruppen das Risiko erhdhen, an einer
neurodegenerativen Erkrankung, wie beispielsweise AD oder PD, zu erkranken
(Calderén-Garciduefas et al., 2018; Calderon-Garciduefias et al., 2019). Hier
gehoren Kinder, chronisch-kranke Menschen und altere Menschen zu den
vulnerablen Gruppen. Die Heinz Nixdorf Studie im Ruhrgebiet zeigte zudem, dass
Langzeitexpositionen ~ von  Luftverschmutzung und  Verkehrslarm  einen
synergistischen Effekt auf die kognitiven Fahigkeiten von alteren Menschen hat
(Tzivian et al., 2016; Tzivian et al., 2017).

Schwimmbewegungen in Wirmern werden von chemosensorischen Neuronen, wie
dem ADF Neuron, Uber den Neurotransmitter Serotonin induziert (Vidal-Gadea et al.,
2011). AnschlieRend regulieren Motorneurone die Korperwandmuskelzellen uber
GABA und ACh (Bargmann, 1998). Es wurde beobachtet, dass Nano Ag eine
Proteinaggregation des Fluoreszenzproteins DsRed2 in den sensorischen
Amphidneuronen ADF induziert. DsRed2 wird unter der Kontrolle des Promoters der
Trypthophan-Hydroxylase-1 (TPH-1) spezifisch in den serotonergen Neuronen ADF,
NSM und HSN exprimiert (Tanis et al. 2008; Jafari et al., 2011). Diese
Proteinaggregation wird anhand von Unterbrechungen entlang des ADF Axons
(axonal beading) sichtbar, welche ebenso zu einem verfriihten Alterungsphanotyp
der Neurone gehort (Chew et al. 2013). Die Proteinaggregation geht gleichzeitig mit
einer abnehmenden Schwimmbewegung und mit steigenden, unkoordinierten
Bewegungen der Wurmer einher. Parallel dazu wurden keine Proteinaggregate in
GABAergen Neuronen beobachtet (Piechulek und von Mikecz, 2018). Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass sensorische Neurone nach einer Exposition mit
Nano Ag vulnerabler als Motorneurone sind und die neuromuskularen Defekte mit
der gestorten, serotonergen Neurotransmission zusammenhangen. Toth et al. (2012)
beobachteten ebenso, dass sensorische Tastneurone im Wurm von
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Alterungsprozessen, wie dem neural branching, betroffen sind. Wiederum zeigten

GABAerge Motorneurone oder AVE Interneurone keine Alterungsphanotypen.

Das Amphidneuron ADF ist das einzige serotonerge Neuron, welches direkten
Kontakt zur Umwelt und somit auch einen direkten Kontakt zu Nano Ag hat oder es
sogar aufnehmen konnte, was dessen Sensitivitat gegenuber NP und die
Proteinaggregation erklaren wirde (Jafari et al.,, 2011). Jedoch kann die
Proteinaggregation im ADF Neuron nicht alleine fir die unkoordinierten
Schwimmbewegungen verantwortlich sein. Vidal-Gadea et al. (2011) stellten fest,
dass die Ablation der ADF Neurone keine Auswirkungen auf die Schwimmbewegung
haben. Da Proteinaggregate ebenso in den serotonergen Neuronen NSM und HSN
beobachtet wurden, kann aber ein allgemeiner reduzierter Serotoninlevel und eine
Stérung der serotonergen Neurotransmission vermutet werden (Piechulek et al.,
2018; unpublizierte Beobachtungen). Bei einem niedrigen Serotoninlevel kann die
Schwimmbewegung nicht Aufrecht erhalten werden und die Warmer kdonnen auf
Grund eines erhdhten Dopaminlevels Kriechbewegungen im Flissigmedium zeigen
(Vidal-Gadea et al., 2011). Da keine Kriechbewegungen im Flissigmedium
beobachtet wurden, stellt sich die Frage, ob die dopaminerge Neurotransmission

gestort sein kdnnte.

Analysen der Kriechbewegung auf Agarplatten mit einer parallelen Beobachtung der
Expressionsverteilung von Dopamin in dopaminergen Neuronen konnte Aufschluss
geben, ob nur die Schwimmbewegung und serotonerge Neurone betroffen sind oder
auch die dopaminerge Neurone und somit auch die Kriechbewegung gestort wird
(Nass et al.,, 2002; Vidal-Gadea et al., 2011). Scharf et al., (2016) haben eine
veranderte Kriechspur in 2-Tage alten, Nano Silika exponierten Wdirmern
beobachtet, jedoch keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl der
Kdrperbiegungen pro Sekunde auf den Agarplatten gesehen. Jung et al. (2015)
beobachteten ebenso keinen negativen Effekt von Nano Silika oder Nano Ag auf die
Schnelligkeit der Kriechbewegung. Da die Anzahl der Koérperbiegungen keine
signifikanten Unterschiede zeigte, aber doch eine veranderte Kriechspur beobachtet
wurde, kann vermutet werden, dass noch andere sensorische Neuronen betroffen
sind. Cohen et al. (2012) stellte namlich fest, dass sich bei einer Degeneration von
Mechano- und Tastrezeptorneuronen die Ausrichtungen der Kriechbewegungen

andern. Ob nun dopaminerge Neurone und/ oder andere sensorische Neurone
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degeniert sind oder eine gestorte Neurotransmission vorliegt, musste weiter

untersucht werden.

Bei einer langeren Exposition von Nano Silika (Tag 18) wurde ein verfrihtes
Auftreten von nur noch Kopf- und/ oder Schwanzbewegungen beobachtet, wahrend
der restliche Korper paralysiert ist (Piechulek und von Mikecz, 2019). Ebenso
resultierte die veranderte Kriechspur auf eine posteriore Paralyse des Wurms (Scharf
et al., 2016). Die Bewegung in C. elegans wird durch Kérperwandmuskelzellen
ausgefihrt, welche von den Neurotransmittern GABA und ACh stimuliert werden
(Bargmann, 1998). Nematizide, wie Aldicarb und Levamisol, induzieren durch eine
Storung der cholinergen Neurotransmission ebenso eine Paralyse im Wurm. Aldicarb
inhibiert die Acetylcholinesterase, was zur Akkumulation von ACh in der
neuromuskuldren Synapse (neuromuscular junction, NMJ) fahrt und den Wurm
paralysiert (Miller et al., 1996; Sieburth et al., 2005). Im Gegensatz dazu induziert
Levamisol die Paralyse durch die Bindung an den Acetylcholinrezeptor UNC-29
(uncoordinated; Nurrish et al., 1999). Eine exogene Zugabe von Serotonin inhibiert
die ACh Freisetzung des Motorneurons und kann so die von Aldicarb-induzierte
Paralyse verzogern, jedoch nicht die Paralyse von Levamisol (Govorunova et al.,
2010). Um eine Stoérung der Motorneurone oder einer muskularen Stoérung
auszuschlief3en, konnte eine Analyse der Expression von ACh sowie eine Analyse
der Korperwandmuskelzellen durchgefihrt werden. Eine exogene Zugabe von
Serotonin mit einer quantitativen Analyse der Bewegung kdonnte den Mechanismus

von Nano Silika und Nano Ag weiter aufklaren.

Die Analysen von Bewegungsphanotypen uber die gesamte Lebensspanne
ermdglicht die ldentifizierung von NP-induzierten, neuromuskularen Defekten an
bestimmten Tagen und lasst vulnerable Altersgruppen sichtbar werden. Die
Proteinaggregation im sensorischen ADF Neuron gibt erste Hinweise eines
Funktionsverlustes, weil die serotonerge Neurotransmission unterbrochen scheint.
Scharf et al. (2016) zeigten, dass eine Nano Silika-induzierte Proteinaggregation im
HSN zu einer Stérung der Eiablage fuhrt. Ein Verlust der olfaktorischen,
sensorischen Funktion ist eine gemeinsame Eigenschaft in neurodegenerativen
Erkrankungen, wie PD und AD (Oberddrster et al.,, 2009). Hierbei stellt sich die
Frage, ob neben dem ADF Neuron noch in anderen sensorischen Neuronen

Proteinaggregate auftreten und somit deren Funktion beeintrachtigt wird.

29



Altersabhangige Analysen lassen weitere Bewegungsphanotypen und betroffene

Neurone identifizieren und einen mdglichen Degenerationsverlauf entschlisseln.

4.2 Nano Silika unterbinden den Peptidtransport in Darmzellen und

fuhren zu einer reduzierten Korperlange

Die Beobachtung von amyloiden Strukturen im Nucleolus von einzelnen Darmzellen
lasst die Frage offen, ob Nano Silika Auswirkungen auf die Darmfunktion hat und die
beobachteten, neuromuskularen Defekte mit Veranderungen im Darm einhergehen,

wie es z.B. bei PD Patienten der Fall ist.

Zur Klarung dieser Frage wurden unterschiedliche Nano Silika verwendet, die durch
verschiedene Synthesemethoden hergestellt wurden: die Stdber-Synthese, high-
temperature flame hydrolyse (HTFH) und die Hartlen-Synthese (Stoeber et al., 1968;
Hartlen et al., 2008). Unterschiedliche Synthesemethoden resultieren in
verschiedenen Partikelcoronas, welche die Partikelaufnahme und -lokalisation
beeinflusst (Charan et al. 2011; Fadeel et al. 2015). Nach einer 24-stiindigen
Exposition mit unterschiedlich synthetisierten Nano Silika zeigten Wirmer einen
morphologischen Ballonphanotyp des Darms und eine Akkumulation von
fluoreszierenden Di-Peptidderivaten R-Ala-Lys-AMCA in Vesikeln in einzelnen
Darmzellen. Dieser Ballonphanotyp wurde bei 50% der alternden Kontrollwirme erst
nach 12 Tagen beobachtet. Daraus lasst sich schlie3en, dass es sich bei dem Nano
Silika-induzierten Ballonphanotyp um einen Alterungsphanotyp des Darms handelt
(Piechulek et al., 2019). Weiterhin wird vermutet, dass die beobachtete Akkumulation
von Peptidvesikeln ebenfalls ein Alterungsphanotyp darstellt, da alternde Wirmer
vermehrt Lipidtropen und Vakuolen in einzelnen Darmzellen aufweisen, die
normalerweise in jungen Widrmern nicht beobachtet werden (Herndon et al., 2002;
McGee et al., 2011). Bei einer Exposition mit dem Toxin von Bacillus thurinigiensis
weisen Nematoden einen ahnlichen Phanotyp im Darm auf (Marroquin et al., 2000),

was auf einen dhnlichen Effekt hindeuten konnte.

Normalerweise werden Peptide Uber den vesikularen Transport von der apikalen
Domane zu Organellen und von da zur basolateralen Domane transportiert oder fir
die Proteinbiosynthese verwendet (Sato et al., 2014). Die fluoreszierenden Di-

Peptidderviate liegen dann diffus in den einzelnen Darmzellen der Kontrollwirmer
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vor (Meissner et al. 2014; Piechulek et al., 2019). Durch den Einschluss der Peptide
in Vesikeln sind diese jedoch nicht mehr fur die Zelle und somit auch nicht mehr fur
die Proteinbiosynthese verfluigbar. Long et al. (2002) zeigten, dass Wurmer mit
Mutationen im TOR (target of rapamycin) Signalweg auch Peptidvesikel aufweisen.
Genau wie die Nano Silika-induzierten Peptidvesikel wachsen die Vesikel in TOR-
defekten Warmern Uber die Zeit an, wahrend die Anzahl der Vesikel und das

cytoplasmatische Volumen abnimmt (Long et al., 2002).

TOR gehért zu der Superfamilie der Phosphoinositid 3-Kinasen (PI3K) und besteht
aus den hochkonservierten Komplexen TORC1 und TORC2. Der TOR Signalweg
agiert als Zell-intrinsischer Sensor und Regulator abhangig vom metabolischen
Zustand, Stress, Verfugbarkeit von Aminosauren und Insulin-ahnlichen Peptiden in
verschiedenen Spezies (Wullschleger et al., 2006; Saxton und Sabatini, 2017). TOR
stimuliert die Proteinbiosynthese durch die Aktivierung der Translationsmaschinerie,
u.a. die ribosomale S6 Kinase p70S6K und den Translationsinitiationsfaktor 4E
Bindeprotein (4E-BP1) (Lawrence und Abraham, 1997; Long et al., 2002). Bei einer
reduzierten Verfugbarkeit von Aminosauren wird die Runterregulierung der
Proteinbiosynthese durch eine reduzierte Aktivitdt von TOR vermutet. Dieses
wiederum resultiert in einer reduzierten Aktivitat von p70S6K und 4E-BP1 (Hara et
al., 1998). 4E-BP1 bindet und reguliert die Verfugbarkeit des Cap-bindenden
Proteins elF-4E und dadurch die Translation von mRNAs (Sonenberg und Gingras,
1998). Diese mRNAs kodieren flr Proteine, die das Wachstum und die Proliferation
in C. elegans beeinflussen. Die Inaktivierung von Komponenten der
Translationsmaschinerie, wie der elF-2 Untereinheiten und elF-4G, erzeugen
denselben Phanotyp. Im Gegensatz dazu zeigen hungernde Wuirmer keine
Peptidvesikel (Long et al. 2002).

Um die Peptidvesikel zu identifizieren, wurde die gleichzeitige Aufnahme von
Rhodamin-markierten Nano Silika und dem fluoreszierenden Di-Peptidderivat
beobachtet. Wahrend Rhodamin-markierte Stoeber und HTFH Nano Silika im
Darmlumen lokalisiert sind, translozieren Rhodamin-markierte Hartlen Nano Silika
uber den apikalen Endocytoseweg in Lysosomen-assoziierte Vesikel, die GG.
Jedoch verbleiben Rhodamin-markierte Hartlen Nano Silika im Darmlumen von pep-
2 Mutanten, die eine Mutation im OPT-2/ PEP-2 Transporter haben. Das bedeutet,
dass die Partikelaufnahme der Hartlen Nano Silika in die Darmzelle vom OPT-2/
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PEP-2 Transporter abhangt. Die GG mit den Hartlen Nano Silika kolokalisieren nicht
mit den Peptidvesikeln. Ebenso konnte in glo-1 und glo-3 (gut granule loss) Mutanten
die Formation von Peptidvesikeln beobachtet werden (Piechulek et al., 2019). Bei
den Peptidvesikeln kdonnte es sich um membranlose Zellkompartimente handeln,
sogenannte liquid droplets (Flussigkeitstropfen), die sich durch Phasentrennung
(LLPS; liquid-liquid phase separation) gebildet haben. Bei der Phasentrennung
trennen sich homogene flissige Phasen mit Makromolekilen in zwei distinkte
Phasen. Die eine Phase ist angereichert mit speziellen Makromolekulen und die
andere Phase ist arm an denselben Makromolekulen (Alberti und Dormann., 2019).
Beispiele fur membranlose Kompartimente sind Nucleoli im Nucleus, in denen die
Ribosomenbiosynthese stattfindet, oder stress granules, die unter Stresszustanden
in den Zellen gebildet werden (Hyman et al., 2014; Alberti und Dormann, 2019).
Somit kdnnte es sich bei den Peptidvesikeln auch um distinkte Lagerorte in den
Darmzellen handeln, die spezifisch verdaute Proteine und Peptide beinhalten
(Piechulek et al.,, 2019). Mittels FRAP-Analysen (fluorescene recovery after
bleaching) konnte die Diffusionsgeschwindigkeit und Mobilitat der Peptide innerhalb
der Vesikel Uberpruft werden. Sobald sich die Fluoreszenz und die Peptidvesikel
nach einigen Sekunden wieder bilden, kann davon ausgegangen werden, dass es

sich um Flussigkeitstropfen handelt (Brangwynne et al., 2009; Hyman et al., 2014).

Um zu untersuchen, ob der Insulin/ IGF-1 Rezeptor (DAF-2) Signalweg (lIS) einen
Einfluss auf den Effekt im Darm hat, wurden verschiedene, langlebige daf-2
Mutanten und kurzlebige daf-16 Mutanten mit Nano Silika behandelt. Daf-2 loss of
function Mutanten mit einer Mutation in der Tyrosin-Kinasedomane zeigten kleinere
Vesikel, die sich entlang der apikalen Plasmamembran anordneten, anstatt sich
zuféllig im Cytoplasma zu verteilen. Da eine Peptidvesikelformation beobachtet
wurde, kann vermutetet werden, dass der IGF-1 Rezeptor DAF-2 und somit der
Insulinsignalweg keinen Einfluss auf die Formation selber hat, aber am apikalen

Transport der Vesikel beteiligt sein kdnnte (Piechulek et al., 2019).

Bei einer reduzierten Verfligbarkeit von Aminosauren wird Uber die Inhibition von
TOR nicht nur die Initiation der Translation inhibiert, sondern auch die
Ribosomenbiosynthese. Gleichzeitig wird die Proteindegradation und Autophagie
induziert, so dass falsch gefaltete Proteine von der Zelle entsorgt werden kdnnen

(Schmelzle und Hall, 2000). Zusammen mit dem |IS modulieren beide Signalwege
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die Lebensspanne und die Stressresistenzen (Vellai et al. 2003; Meissner et al.,
2004; Baumeister et al.,, 2006). Eine starke Inhibition des TOR Signalwegs Uber
RNAI resultiert in einen Entwicklungsstopp der L3 Larve, wohingegen eine schwache
Inhibition die Lebensspanne verlangert (Vellai et al. 2003). Weshalb also sterben mit
Nano Silika behandelte Wurmer fruher als Kontrollwirmer (unpublizierte
Beobachtungen) und zeigen gleichzeitig amyloide Strukturen sowohl global als auch
in einzelnen Darmzellen (Scharf et al., 2013)? Es kann vermutet werden, dass ein
Verschluss der Aminosauren anstatt eine reduzierte Verfugbarkeit von Aminosauren
vorliegt. Hinzu kommt, dass die Nano Silika-induzierten Proteinaggregate Proteine
beinhalten, die zu den Gen-Ontologie-Gruppen der Proteolyse, der Translation, rRNA
Prozessierung und Stressantwort gehéren. Sowohl der gestdrte Peptidtransport als
auch die Proteinaggregate unterbinden von zwei Seiten die Translation und
Ribosomenbiosynthese in der Zelle (Scharf et al., 2016; Piechulek et al., 2019).
Selbst wenn zu Beginn der Vesikelbildung noch Gene flir die Stressantwort durch
den Transkriptionsfaktor DAF-16 angeschaltet werden sollten, kann durch den
Verschluss von Aminosauren keine Proteinbiosynthese mehr stattfinden. Chen et al.
(2008) zeigten in Epithelzellen, dass das UPS in Nano Silika-induzierten
Proteinaggregaten aktiv ist, es jedoch zu keiner Degradation dieser Aggregate kam.
Proteom- und Transkriptomanalysen an vulnerablen Zeitpunkten kénnte Aufschluss
uber veranderte mRNA-Transkripte und Proteinexpressionen geben, die an
metabolischen und neuralen Signalwegen oder Stressantworten beteiligt sind.
Zusatzlich konnte eine Analyse der Zusammensetzung des Proteoms ein
Ungleichgewicht in der Proteostase aufklaren und wichtige Schlisselproteine
identifizieren (Golden et al., 2008; Walther et al., 2015). Walther et al. (2015) zeigten,
dass in alternden Wurmern ribosomale Proteine abnehmen und Komplexe des

Proteasoms zunehmen, um der generellen Proteinaggregation entgegen zu wirken.

Um zu verifizieren, dass TOR inhibiert ist und Nano-Silika induzierte
Proteinaggregate durch Autophagosomen degradiert werden, konnten Analysen der
Autophagie in C. elegans durchgefuhrt werden. Bei einer Inhibierung von TOR wird
die Autophagie aktiviert (Meléndez und Levine, 2002; Saxton und Sabatini, 2017).
Anhand von RNAi sowie Expressions- und Fluoreszenzanalysen des

Autophagosomenmarkerprotein LGG-1 koénnen sowohl die Verteilung der
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Autophagosomen als auch die veranderte Expression beobachtet werden (Zhang et
al., 2015).

Eine reduzierte Translation kdonnte der Grund fur die reduzierte Koérperlange von C.
elegans sein. Die Korperlange ist nicht signifikant unterschiedlich zur pep-2 Mutante,
die eine Mutation im OPT-2/ PEP-2 Transporter hat (Piechulek et al., 2019). Diese
Mutation blockiert die Aufnahme von Peptiden in Darmzellen, wodurch sie im
Darmlumen verbleiben (Meissner et al., 2004). Die Korperlange kdnnte jedoch auch
durch die Hyperaktivitat oder Dysfunktion von Kérperwandmuskelzellen verursacht
sein. Mutationen in dem Kaliumkanal unc-58 induzieren eine Hyperaktivitat der
Koérperwandmuskelzellen, der Pharynxmuskeln, der Vulvamuskeln und des enteralen
Muskels. Diese Hyperaktivitat fihrt zu einer dauerhaften Kontraktion des Muskels,
welcher dadurch verkirzt erscheint und somit zu einer kleineren KorpergrolRe
(dumpy, dpy Phanotyp) fuhrt und die Ursache von unkoordinierten Bewegungen und
einer gestorten Eiablage ist (Reiner et al., 1995). Da der Pharynxmuskel auch
betroffen ist, lasst sich vermuten, dass ebenso die Pumpfrequenz gestort ist.
Vorherige Studien und diese Doktorarbeit zeigen, dass die Exposition von Nano
Silika ebenfalls eine unkoordinierte Schwimmbewegung, eine reduzierte
Pumpfrequenz, eine gestorte Eiablage und eine reduzierte KorpergrofRe induziert
(Pluskota et al., 2009; Scharf et al., 2013; Scharf et al., 2016; Piechulek und von
Mikecz, 2019; Piechulek et al., 2019). Da sich diese Nano Silika-induzierten
Phanotypen mit den Phanotypen, die bei einer Hyperaktivitat oder Dysfunktion von
Korperwandmuskelzellen beobachtet werden, ahneln, kann vermutet werden, dass in

Nano Silika-exponierten Wirmern ebenfalls eine gestorte Muskelaktivitat vorliegt.

Im Wurm steuern die ADF Neurone Uber einen ansteigenden Serotoninlevel das
olfaktorische, aversive Lernverhalten bei einer Exposition mit einem pathogenen
Bakterium (Zhang et al.,, 2005). Ebenso konnten Sakai et al. (2017) zeigen, dass
TORC2 im Lernverhalten eine Rolle spielt. Wenn Wirmer in einer Salzkonzentration
gefuttert werden, kriechen sie immer zur Salzkonzentration. Jedoch meiden sie
diese, wenn sie unter derselben Salzkonzentration gehungert haben. Bei einer
Inhibierung von TORC2 wird dieses Lernverhalten aufgehoben. Diese Ergebnisse
lassen eine Korrelation zwischen der Neurotransmission im ADF Neuron und der
Aktivitat von TOR vermuten. Wenn die serotonerge Neurotransmission durch die

Exposition von Nano Silika und Nano Silber gestort und ebenso der TOR-Signalweg
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inhibiert wird, konnte der Wurm Storungen im olfaktorischen Lernverhalten zeigen.
Diese Erkenntnisse erfordern weitere Untersuchungen, da insbesondere AD
Patienten Stérungen in kognitiven Fahigkeiten sowie ein Gedachtnisverlust zeigen
(Griffin et al., 2017).

Unabhangig davon, ob Nano Silika Uber den OPT-2/ PEP-2 Transporter in die GG
von Darmzellen translozieren oder im Darmlumen verbleiben, verandern
unterschiedlich synthetisierte NP die Morphologie von Darmzellen und interferieren
mit dem Peptidtransport. Jedoch bleibt unklar, ob und wie hinzugefligte Nano Silika
in Lebensmitteln und Medikamenten auf die Darmzellen im Menschen reagieren. Im
Gegensatz zu NP zeigten 500 nm-grof3e Partikel keinen Effekt auf dem Darm. Die
Kontrolle mit den 500 nm-grof’en Partikeln bedeutet, dass es sich bei den
beobachteten Effekten um Nano Silika-induzierte Interaktionen handelt und nicht um
Effekte, die ausschlieBlich von Silika Partikeln ausgehen (Piechulek et al., 2019).

4.3 Beurteilung der verwendeten NP-Konzentrationen

Umweltrelevante NP, wie Nano Ag und Nano Silika, werden von Wuirmern
aufgenommen und translozieren in das Pharynxgewebe sowie einzelne Darm- und
Vulvazellen, wo sie die Funktion der Organe stéren. Die Beobachtungen Uber die
komplette Lebensspanne identifizieren frih auftretende Alterungsphanotypen in
Populationen (Pluskota et al., 2009; Scharf et al., 2013; Piechulek und von Mikecz,
2018; Piechulek und von Mikecz, 2019). Anhand von quantitativen Analysen wurde
die Konzentration bestimmt, bei der 50% der untersuchten Population einen
Alterungsphanotyp zeigt. Diese Konzentration wird als Aging Dosisso (ADso,
Alterungsdosis) definiert und als Parameter zur Identifizierung von toxischen
Substanzen verwendet, die das Altern beschleunigen und die allgemeine Fitness
reduzieren. Die Analyse ermdglichen zusatzlich die Bestimmung des Alters der
betroffenen Population und durch Titration der Noxe die Bestimmung der toxischen
Konzentration (Piechulek und von Mikecz, 2019).

Bei einer Exposition von 1250 pug/ mL Nano Silika zeigen 50% der exponierten
Population an Tag 5 eine reduzierte Schwimmbewegung, die normalerweise erst in
alten Wurmern auftritt (Piechulek und von Mikecz, 2019). Die Titration von Nano
Silika in Bezug auf einen Defekt im Peptidtransport ergab einen LOAEL (lowest
observed adverse effect, niedrigsten beobachteten negativen Effekt) von 80 ug/ mL
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(Piechulek et al., 2019). Beide Konzentrationen sind zwar hoher als die kalkulierten
Konzentrationen von Nano Silika im Sediment (jahrlichen Anstieg von 6,7 mg/ kg)
und auf mit Klarschlamm gedingten Feldern (jahrlicher Anstieg von 6300 ug/ kg),
jedoch werden die Konzentrationen im Klarschlamm schon auf 940 mg/ kg geschatzt
(Wang et al., 2016), was bereits das 10fache Uber dem LOAEL-Wert ist. Das
regelmalige Dingen von Feldern mit Nano Silika belastetem Klarschlamm kann
somit negative Auswirkungen auf den Bodenorganismus C. elegans und andere
Nematoden auf Feldern haben, was zu einem Ungleichgewicht im terrestrischen
Okosystem fiihren wiirde. Wahrend NP in Umweltkompartimenten akkumulieren
konnen und damit ein Risiko fiur Flora, Fauna und Mensch darstellen, konnen Nano
Silika zusatzlich noch als Additiv von Lebensmitteln oder Medikamenten direkt vom
Menschen im Darm aufgenommen werden (Wang et al., 2016). Die konkreten
Konzentrationen von Nano Silika in Lebensmitteln oder Medikamenten sind
weitgehend unbekannt. Jedoch erlauben die Europaische Union ein Maximum von
1% Silika und die United States Food and Drug Administration bis zu 2% Silika pro
Gewicht in Lebensmitteln (European Union 2011; US FDA 2015).

Im Vergleich zu Nano Silika werden die Konzentrationen von Nano Ag in der Umwelt
als relativ gering eingeschatzt und belaufen sich auf 30 pg/ kg im Sediment bis
61 pg/ kg in Deponien und 79 pg/ kg im Klarschlamm (Sun et al., 2016).
Alterungsphanotypen wurden jedoch erst bei 10 yg/ mL Nano Ag beobachtet und
kénnen momentan als nicht umweltrelevant eingeschatzt werden (Piechulek und von
Mikecz, 2018). Bei einer steigenden Produktion und Disposition von NP oder NP-
enthaltenden Produkten kann aber auch mit einer steigenden Akkumulation von

Nano Ag in Umwelt-Senken gerechnet werden.

Bei Nano Ag wird vermutet, dass besonders die dissoziierenden Ag* lonen toxische
Effekte ausléosen oder eine Kombination aus dissoziierten Ag* lonen und NP
Funktionen der Organe beeintrachtigt. Bei der Freisetzung von NP in die Umwelt
konnen diese ihre urspringlich physikalischen und chemischen Eigenschaften
verandern (Mitrano et al., 2015). In Klaranlagen transformieren Nano Ag zu AgzS, die
somit kaum Ag®* lonen freisetzen und weniger toxisch sind (Wijnhoven et al., 2009).
Bei Nano Silika hingegen erfolgen Veranderungen an der
Oberflachenzusammensetzung, was mit dem toxischen Potential korreliert (Mitrano

et al., 2015). Unabhangig von der Syntheseart der Nano Silika und ihrer zellularen
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Lokalisation induzieren alle Nano Silika eine Akkumulation von Peptidvesikeln, die
uber die Zeit wachsen und den Peptidtransport innerhalb der Darmzelle inhibieren.
(Piechulek et al., 2019). In Zukunft sollten verschiedene NP Transformationen
bertcksichtigt werden, um sowohl die Interaktionen der NP mit der Umwelt besser zu
verstehen als auch die zellulare Lokalisation, Interaktion mit anderen Proteinen und
deren generellen Auswirkungen auf die Zelle und den ganzen Organismus beurteilen
zu kénnen (Nel et al., 2009; He et al., 2015)

4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse und Schlussfolgerungen

Zusammenfassend wurde beobachtet, dass bestimmte NP, wie Nano Ag und Nano
Silika, altersabhangige Prozesse beschleunigen, die zu Neurodegenerationen und
somit zu Verhaltensdefekten fuhren. Die Beobachtungen in der kumulativen
Doktorarbeit (Piechulek und von Mikecz, 2018; Piechulek und von Mikecz, 2019;
Piechulek et al.,, 2019) unterstitzen die Ergebnissen aus vorherigen Studien
(Pluskota et al., 2009; Scharf et al., 2013; Scharf et al., 2016). Das sensorische
Amphidneuron ADF scheint besonders vulnerabel gegenuber Nano Ag zu sein, da im
Vergleich zum HSN oder GABAergen Neuronen friher Proteinaggregate beobachtet
wurden. AulRBerdem Kkorreliert die Proteinaggregation mit einer Abnahme von
Schwimmbewegungen und einer Zunahme von unkoordinierten Bewegungen
(Piechulek und von Mikecz, 2018; Piechulek und von Mikecz, 2019). Gleichzeitig
fuhrt die Exposition von Nano Silika zu morphologischen Veranderungen des Darms
und einem veranderten Peptidtransport. Sowohl der defekte Peptidtransport als auch
die Induktion von amyloiden Strukturen in Nucleoli der Darmzellen fihren zu einer
reduzierten Translation und Ribosomenbiosynthese, was fur eine kleine Korpergrolie
verantwortlich sein kdnnte (Scharf et al., 2013; Scharf et. al., 2016; Piechulek et al.,
2019). Trotz des aktiven UPS sind die Epithelzellen nicht in der Lage Nano Silika-
induzierte Proteinaggregate zu degradieren (Chen et al., 2008). Die Ergebnisse
stimmen mit Ergebnissen von van Ham et al. (2008) Uberein, dass sowohl die
Qualitatskontrolle als auch der vesikulare Peptidtransport fur die Aufrechterhaltung
der Proteostase in der Zelle wichtig sind. Weiterhin gefahrden Proteinaggregate in
Neuronen und ein gestorter Peptidtransport die Kommunikation zwischen Darm und

Nervensystem (Abb.7).
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Abb. 7 Zusammenfassung der NP-induzierten Effekte auf den Darm und das Nervensystem im
Wurm C. elegans.

Die Aufnahme von Nano Silika und Nano Silber hat Auswirkungen auf die Funktion der Darmzellen
und das Nervensystem. Nano Silika induzieren die Bildung von nuklearem Amyloid und stéren den
Peptidtransport. Beide Effekte wirken sich auf die Translation aus und inhibieren diese, was zu einer
reduzierten Kdrperlange fiihrt. Bei einer Stdrung der Proteostase und des Peptidtransports stellt sich
die Frage, ob die Kommunikation zwischen Darm und Nervensystem noch besteht. In serotonergen
Neuronen wurde eine Proteinaggregation und gestoérte Neurotransmission in Nano Silika und Nano
Ag-exponierten Wurmern festgestellt. Die Proteinaggregation korreliert mit einem Anstieg von
unkoordinierten Bewegungen und I&sst den Wurm friher altern.

Neben Serotonin werden in den ADF Neuronen auch Neuropeptide und Insulin-
ahnliche Peptide exprimiert, die an den DAF-2 Rezeptor binden kénnen (Nathoo et
al., 2001; Kodama et al., 2006; Li und Kim, 2008; Jafari et al., 2011; Kimura et al.
2011). Die Proteinaggregation in serotonergen Neuronen lasst vermuten, dass auch
Peptide aggregieren und es somit zu einer reduzierten Aktivitat des IIS kommt. Eine
Reduzierung des IIS wirde den Transkriptionsfaktor DAF-16 aktivieren und zu einer
Translokation in den Zellkern fihren. DAF-16 ist in verschiedenen Geweben aktiv,
wie Muskeln und Neuronen, aber Uberwiegend im Darm (Ogg et al., 1997,
Henderson und Johnson, 2001; Murphy und Hu, 2013). Transgene Reporterwirmer
und Proteom- sowie Transkriptomanalysen kénnen zukunftig zeigen, ob DAF-16 in
den Zellkern transloziert und dort die Expression von Proteinen induziert, die in der
Stressantwort notwendig sind (Henderson und Johnson, 2001). Beispiele dafir
waren die Expression von Superoxiddismutase (SOD-3) bei oxidativem Stress, heat
shock Proteine (HSP-16; HSP-12.6) bei proteolytischem Stress und Cytochrome
P450, um die Detoxifizierungsprogramme einzuleiten (Honda und Honda, 1999; Hsu
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et al., 2003; McElwee et al., 2004; Cohen et al., 2006; Oh et al., 2006; Murphy und
Hu, 2013).

Nanopartikel  beeinflussen die Interaktion  zwischen  Proteostase und
Neuropeptidsignalweg und storen somit nicht nur die Proteinbiosynthese in der
einzelnen Darmzelle, sondern auch die Kommunikation zwischen dem Darm und
dem Nervensystem im Wurm. Es sind weitere nanotoxikologische Analysen
erforderlich, um die NP-induzierten Alterungsprozesse zu charakterisieren und

besser zu verstehen.

Die Ergebnisse in dieser Doktorarbeit zusammen mit vorheriger Studien zeigen
Alterungsphanotypen, die Symptomen in neurodegenerativen Erkrankungen, wie PD,
ahneln (Tabelle 1). Fruhe nicht-motorische Symptome bei PD Patienten sind
olfaktorische Defekte und Obstipation. Anschlielend folgen oft motorische
Symptome, wie Zittern und Muskelrigiditat, Proteinaggregationen und die damit
zusammenhangende Neurodegeneration (Klingelhoefer und Reichman, 2015;
Santos et al., 2019). Bei einem Vergleich von NP-induzierten Alterungsphanotypen
von C. elegans und pathologischen Prozessen von PD Patienten lassen sich
erstaunliche Gemeinsamkeiten feststellen, wie beispielweise Defekte in sensorischen
Neuronen, Proteinaggregation und Neurodegeneration, sowie gestorte Bewegungen.
Das Darmmikrobiom in C. elegans wurde nicht untersucht, jedoch konnte eine Nano
Silika-induzierte Stérung im Peptidtransport schon einen Hinweis auf eine Stdorung

der Darmfunktion geben.

Tabelle 1. Vergleich von NP-induzierten Alterungsphénotypen und Symptome in PD Patienten

C. elegans Mensch
Defekte im sensorischen ADF Neuron olfaktorische Defekte
veranderte Darmmorphologie und verandertes Darmmikrobiom und Verstopfung
-funktion
Proteinaggregation Proteinaggregation
gestorte Neurotransmission Neurodegeneration
gestorte Bewegung und Steifheit gestorte Bewegung und Steifheit

Der Krankheitsverlauf bei PD Patienten und die Reihenfolge der auftretenden

Symptome ist soweit bekannt. (Abb. 8). Im Prodromalstadium der Krankheit zeigen
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sich vornehmlich nicht-motorische Symptome, wie z.B. Obstipation oder
Schlafstérungen. Diese werden teilweise schon 20 Jahre vor der eigentlichen PD
Diagnose (Zeitpunkt 0) beobachtet. Sobald motorische Symptome, wie Bradykinesie,
Rigiditat (= Steifheit) und Tremor, hinzukommen und sich weiter verstarken, wird mit
hoher Wahrscheinlichkeit die Parkinson Erkrankungen diagnostiziert. Therapien mit
Dopamin kénnen Komplikationen, wie Dyskinesie und Psychosen, hervorrufen (Kalia
und Lang, 2015).

Pre-motor/prodromal period Parkinson’s disease diagnosis
Early Advanced/late
Complications
Psychosis
2
ﬁ Fluctuations
g Dyskinesia Motor
g Dysphagia
I Postural instability
a ! )
Bradykinesia Freezing of gait
Rigidity Falls
Tremor
EDS Pain Urinary symptoms Non-motor
Hyposmia Fatigue Orthostatic hypotension
Constipation RBD Depression Mcl Dementia
T T T T —>
=20 -10 0 10 20
Time (years)

Abb. 8 Zeitachse der klinischen Symptome in der Parkinson Erkrankung

Gewohnlich erfolgt die Diagnose fur der Parkinson Erkrankung zum Zeitpunkt O, wenn die
motorischen Symptome, wie Bradykinesie, Rigiditat und Tremor, eintreten. 20 Jahre vor der Parkinson
Diagnose kdénnen aber schon nicht-motorische Symptome, wie Verstopfung oder Schlafstérungen,
auftreten. Sobald motorische Symptome auftauchen, kénnen weitere nicht-motorische Symptome, wie
Mudigkeit, Demenz und Probleme mit dem Harnsystem, ebenfalls zunehmen. In der fortgeschrittenen
Parkinson Erkrankung folgen schliel3lich auch weitere motorische Symptome, wie eine posturale
Instabilitdt und es kommt immer haufiger zu Stirzen. Therapien mit Dopamin kénnen verschiedene
Komplikationen hervorrufen, wie Dyskinesie und Psychosen (ibernommen von Kalia und Lang, 2015).

Bei C. elegans ist die chronologische Reihenfolge der NP-induzierten
Alterungsphanotypen nicht bekannt. Weiterhin stellt sich die Frage, ob es eine
chronologische Reihenfolge gibt oder ob die NP-Bio-Interaktionen teilweise

unabhangig und/ oder gleichzeitig auftreten.

Im Vergleich zum Wurm erfolgt die Kommunikation zwischen dem Darm und dem
Gehirn im Menschen Uber das enterische Nervensystem (ENS) bzw. Uber den
Vagusnerv (Santos et al., 2019). Klingelhoefer und Reichmann (2015) vermuten
einen Zusammenhang zwischen den Eintrittspforten von Umweltschadstoffen, wie

Pestiziden, und der Ausbreitung von neurodegenerativen Pathologien/
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Proteinaggregaten Uber das olfaktorische System und dem ENS im Darm Uber einen
trans-synaptischen Zell-zu-Zelltransfer ins Gehirn. Die Kommunikation zwischen dem
Darm und dem Gehirn erfolgt zusatzlich noch Uber den hormonellen Weg und zwar
uber das lymphatische System und den Blutkreislauf (Powell et al., 2017; Santos et
al., 2019). Bestimmte chemosensorische Darmepithelzellen, die enteroendokrinen
Zellen, haben einen direkten Kontakt zum Vagusnerv und sezernieren Peptide,
Neurotransmitter und Hormone, welche als Signalmolekile zwischen dem Gehirn
und dem Darmmikrobiom interagieren (Hoffman and Lumpkin, 2018; Kaelberer et al.,
2018).

Im Wurm hingegen ist der Darm nicht innerviert. Die Kommunikation zwischen dem
Darm und dem Nervensystem erfolgt ausschlieRlich Gber den hormonellen Weg Uber
Neuropeptide und Neurotransmitter (Li und Kim, 2008), so dass neurodegenerative
Prozesse im ENS nicht untersucht werden kénnen. Mit Hilfe von Reporterwirmern
kann jedoch untersucht werden, ob die Expression von Neuropeptide und/ oder
Neurotransmitter verandert und somit die Kommunikation zwischen dem Darm und
dem Nervensystem gestort ist (Nathoo et al., 2001; Nass et al., 2002, Tanis et al.,
2008; Scharf et al., 2016; Piechulek und von Mikecz, 2019).

41



5 Ausblick

Die Ergebnisse der Dissertation und vorheriger Studien lassen darauf schliel3en,
dass die Translation durch die Exposition von Nano Silika von zwei Seiten verstarkt
inhibiert wird. Nano Silika unterbinden den Peptidtransport und somit die
Verfugbarkeit von Aminosauren in der Zelle und induzieren die Bildung von
amyloiden Strukturen in Nucleoli (Scharf et al., 2013; Piechulek et al., 2019). Folglich
stellt sich die Frage, ob die gestdrte Proteostase die Synthese und Freisetzung von
Neurotransmittern und Neuropeptiden inhibiert, was wiederum die Kommunikation
zwischen Darm und Nervensystem stort. Fluoreszenzanalysen der Expression von
Neuropeptiden wirden Aufschluss Uber die Verteilung der Neuropeptide in Neuronen
geben (Nathoo et al., 2001). Proteom- und Transkriptomanalysen wiederum wirden
eine Reduktion der globalen Translation identifizieren, aber auch SchlUsselproteine
aus Signalwegen erkennen, um Stressantworten und schitzende Mechanismen
einzuleiten (Walther et al., 2015; Viau et al., 2020).

In einem PD Wurmmodell zeigten Goya et al. (2020), dass der probiotische Bacillus
subtilis den Wurm vor a-Synuclein Aggregaten schitzt, indem er schitzende
Signalwege aktiviert, wie den DAF-16/ FOXO und den Sphingolipidmetabolismus.
Diese Resultate zeigen Moglichkeiten der Degradation von Proteinaggregaten flr
therapeutische Zwecke und implizieren die Berucksichtigung der Analyse und
Beobachtung des Darmmikrobioms, um den Mechanismus der Proteinaggregation zu

verstehen.

Eine weitere Frage ist, inwiefern die beobachteten Proteinaggregationen im ADF
Neuron mit den unkoordinierten Bewegungen von C. elegans zusammenhangen. Die
neuromuskularen Schaltkreise kdénnen auf neuraler und muskularer Ebene
untersucht werden. Die Na*/ K*-ATPase oder auch EAT-6 (eating: abnormal
pharnygeal pumping) ist in C. elegans an der neuromuskularen Synapse der
Korperwandmuskelzellen lokalisiert und moduliert die Neurotransmission von ACh in
Abhangigkeit von Serotonin und somit die Bewegung. Mit Hilfe von transgenen
Wdurmern sowie der Zugabe von Inhibitoren der cholinergen Neurotransmission
konnte die Verteilung von ACh an der Synapse erste Hinweise geben, ob ACh
akkumuliert und an unkoordinierten Bewegungen beteiligt ist (Doi und lwasaki, 2008;

Govorunova et al., 2010). In alternden Wurmern gehen Einschrankungen der
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Bewegung mit einem muskularen Zerfall einher. Die Morphologie der
Korperwandmuskelzellen kann in transgenen Wurmern beobachtet werden. Der
Anstieg von desorganisierten Sarkomeren korreliert dabei mit unkoordinierten

Bewegungen (Herndon et al., 2002).
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