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ABKURZUNGSVERZEICHNIS
ABC-Transporter ATP-binding-cassette Transporter

act-1 Actin 1 (Gen)

APS Ammoniumpersulfat

BB Body Burden

cDNA Copy DNA (Einzelstrang)

CBB Critical Body Burden

C. elegans Caenorhabditis elegans

CYP Cytochrom P4s0-abh@ngige Monoxygenase (Protein)
cyp Cytochrom P4s0 -abhd@ngige Monoxygenase (Gen)
cyp-35C1 Cytochrom P450 -abhé@ngige Monoxygenase 35C1(Gen)
DD-PCR Differential Display Polymerase chain reaction
DEPC Diethylpyrocarbonat

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

DMSO Dimethylsufoxid

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

ECx Effect concentration (20%)

ECso Effect concentration (50%)

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

Flu Fluoranthen

LBB Lethal Body Burden

LB-Medium Lysogeny Broth Medium

L1-L4 Juvenilstadien von C. elegans

Log Kow log Octanol/ Wasser Partitions-Koeffizient
MoA Mode of Action

MOPS 3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure

min Minuten

mrp Multidrug Resistence Protein (Gen)

PAK Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
PCR Polymerase chain reaction

pgp-3 P-Glycoprotein 3 (Gen)

pgp-14 P-Glycoprotein 14 (Gen)

RNAI RNA Interference



rpm
RT
TBE
TEMED
TRIS
U.N.

rounds per minute

Raumtemperatur

TRIS-Borat-EDTA Puffer
N,N,N’,N’-Tetrametrylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Puffer)
tber Nacht
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I. EINLEITUNG

I.1. Hintergrund und Ziel der geplanten Arbeit

I.1.1. Der Einfluss der Expositionsbedingungen auf Bioverflgbarkeit, interne

Verteilung und Effekte von Schadstoffen

Schadstoffe gelangen in der Umwelt auf verschiedenen Wegen zu Organismen.
Abhéngig von den chemischen Eigenschaften der Verbindungen liegen diese
entweder frei in der Luft und Wasserphase vor, oder gebunden an Partikel in
Sedimenten und Bdden. Die Schadstoff-Exposition der Organismen ist somit
abhangig von ihrem Lebensraum. Benthisch lebende Organismen kdnnen
Schadstoffe sowohl durch die freie Wasserphase, das Porenwasser, aber auch durch
die Ingestion kontaminierter Partikel oder Nahrung aufnehmen (Ahlf et al., 1991,
2002). Die Exposition Uber kontaminierte Partikel kann sich maBgeblich auf die
Bioverflgbarkeit der Substanzen und damit auch auf ihre Toxizitdt auswirken
(Crommentuijn et al., 1998; Pedersen et al., 2000; Selck et al., 2003).

Obwohl Sedimente in Gewassern eine relevante Kontaminationsquelle darstellen,
gibt es in der Praxis vergleichsweise wenige Okotoxikologische Testverfahren
(Biotests), die diese Expositionsbedingungen bericksichtigen. Tabelle 1 zeigt eine

Auswahl normierter Biotests mit variablen Expositionsbedingungen.

Tabelle 1) Biotests und ihre Anwendungsmoglichkeiten

Test Organismus Endpunkt Exposition Dauer | Standard-Nr.
Bakterien: Enzymatische Aktivitit Fliissigphase

1h DIN 38412-48
Arthrobacter globiformis | (Dehydrogenase) und Sediment
Nematoden: Mortalitédt, Reproduktion, | Fliissigphase o h ISO in Vorbe-
Caenorhabditis elegans | Wachstum etc. und Sediment reitung
Fische: Letale/  nicht letale | Fliissigphase

48 h DIN 38415- 6
Fischeitest: Danio rerio | Missbildungen und Sediment

Der gréBte Teil der in Gesetzen und Richtlinien vorgeschriebenen Biotests, die die
Giftigkeit von Chemikalien oder Umweltproben testen, wird bestimmt durch
aquatische Testsysteme, wie den Leuchtbakterientest mit Vibrio fischeri (DIN EN ISO
11348-2) oder den Immobilisationstest mit Daphnia magna (DIN EN ISO 6341). Die

-1-
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Integration von Biotests mit variablen Expositionsbedingungen in entsprechende
Richtlinien ist dringend empfehlenswert (Fléter, 2007).

Ebenso besteht Nachholbedarf bei der Untersuchung zugrunde liegender
Mechanismen einer giftigen Wirkung, wie z.B. unterschiedliche Aufnahmewege,
welche die Bioverfigbarkeit und die daraus resultierenden Effekte verédndern. Es
stellt sich konkret die Frage, ob ein Schadstoff, der entweder Uber die Wasserphase
oder Uber Nahrungspartikel aufgenommen wurde, zu unterschiedlichen negativen
Effekten flr den Organismus fihren kann. Um diese Frage zu beantworten, muss
das Verhaltnis der biologisch verfligbaren Schadstoffkonzentrationen zu den Effekten
im Organismus betrachtet werden. Dabei ist es entscheidend, einen (Bio)-Marker in
dem Testorganismus zu wahlen, der einen Einblick in die zellularen Mechanismen
geben kann. Der Anteil des Schadstoffes, der fiir die Effekte verantwortlich ist, ist
dabei wichtiger als die gesamte Belastung des Organismus.

Neben klassischen Okotoxikologischen Verfahren kénnen hier besonders
molekularbiologische Methoden zur Erfassung der Schadstoffeffekte genutzt werden
(Roh et al, 2006). Die Bestimmung der Geninduktion oder einer Enzymaktivitat eignet
sich als Biomarker, um die Exposition von Schadstoffen nachzuweisen, da die
zellularen Reaktionen nur durch die biologisch verfligbaren und toxikologisch aktiven
Anteile der eindringenden Fremdsubstanzen ausgel6st werden. Molekulare
Mechanismen sollen so identifiziert werden und aufgrund der Reaktionen an den
zellularen Zielstrukturen (Targets) kdénnen die tatsachlichen Ausléser toxischer
Prozesse bewertet und klassifiziert werden. Dabei werden nur die Effekte bewertet,
die durch die toxikologisch aktive Substanz am Zielort ausgelést wird
(Toxikodynamik). Die Bewertung der Giftigkeit wiirde toxikokinetische Prozesse, wie
die Aufnahme, Verteilung und Biometabolisierung berlcksichtigen, jedoch flr den
Organismus nicht verfigbare oder inaktive Anteile der Schadstoffe nicht mit
einbeziehen.

Es bleibt zu klaren, ob die Expositionsbedingungen einen Einfluss auf zellularer
Ebene haben, und ob Anderungen der Bioverfliigbarkeit durch molekulare
Mechanismen nachweisbar sind. Ein Problem bei der Nutzung molekularer
Biomarker zur Toxizitatsbestimmung ist die fehlende Ubertragbarkeit auf Langzeit-
effekte (Forbes et al., 2006). Ein systematischer Vergleich zwischen den Effekten auf
die Genexpression und den anschlieBenden chronischen Wirkungen unter gleichen
Expositionsbedingungen kdnnte einen Zusammenhang zwischen Induktionskapazitat
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der Expression relevanter Gene und dem Einfluss der Umweltchemikalien auf den
Gesamtorganismus beantworten. Es gibt bisher keine bekannten Untersuchungen,
die eine Uberlastung an der Detoxifikation beteiligter Gene (Biomarker) mit etwaigen
Effekten auf chronische Parameter direkt verknUpft. Parameter wie Fertilitat,
Reproduktion und Wachstum sind zweifelsohne entscheidend fir die Vitalitat eines
Organismus und das Fortbestehen der gesamten Population. Folgende Fragen
sollen daher durch Versuche zur Fluoranthen-Exposition mit den benthischen
Nematoden Caenorhabditis elegans beantwortet werden:

1. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Induktionskapazitat ausgewahlter
Gene (Biomarker) und Auswirkungen auf chronische Parameter durch die
Schadstoffbehandlung?

2. Welchen Einfluss haben Expositionszeit und Expositionsart auf die Induktion
molekularer Biomarker? Ist es mdglich, den Einfluss der Exposition lber
Nahrungspartikel auf die Toxizitat bereits auf zellularer Ebene nachzuweisen?

[.1.2. Genexpressionsanalysen als Mustererkennung in der o6kotoxikologischen
Bewertung

Neben der Nutzung ausgesuchter Biomarker wird die Anwendung gesamt-
genomischer Microarrays in der Okotoxikologie immer populdrer. Es werden aktuell
Microarrays an unterschiedlichen Modellorganismen, wie Daphnia magna
(Krebstiere), Caenorhabditis elegans (Nematoden) oder Brachydanio rerio (Fische)
unabhangig voneinander getestet, um zellulare Effekte von Chemikalien
nachzuweisen und bewerten zu kénnen (Watanabe et al., 2007, Poynton et al., 2007,
Van der Ven, 2005).

In Microarrays oder High density oligonukleotid arrays (Gen-Chips oder DNA-Chips),
werden alle Gene bereits sequenzierter Modellorganismen auf einen Chip
aufgebracht und mit den behandelten DNA- oder cDNA-Proben abgeglichen.
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Abbildung I.1. Modellorganismen mit oOkotoxikologischer Relevanz, deren Genome

vollstidndig sequenziert wurden (v.l. D. magna, B. rerio, C. elegans).

Anhand eines Fluoreszenzsignals kann die verstarkte bzw. verminderte Expression
relevanter Gene abgelesen werden (Cheung et al., 1999; Duggan et al., 1999). Die
Methode benétigt nur geringe Probenmengen und ist hochsensitiv. Ein weiterer
Vortell ist die direkte Identifikation der induzierten Gene. Eine gute Einfihrung in die
Methodik bietet das Sonderheft ,The Chipping Forecast” der Zeitschrift Nature
Genetics (1999).

Microarrays kdnnen im Gegensatz zu der Bestimmung einzelner relevanter Gene
(Biomarker) ein nahezu vollstandiges Bild der molekularen Reaktionen und der, die
Toxizitdt auslésenden Mechanismen am Zielort bieten. Die Anwendung als
Mustererkennungsverfahren fur eine verfeinerte Risikobewertung von Chemikalien
kénnte bei der Identifikation verschiedener Wirkmechanismen oder Modes of Action
(MoAs) hilfreich sein. Im Gegensatz zu klassischen Biotests in denen mehrere
Organismen  unterschiedlicher  Trophieebenen, aber auch verschiedener
taxonomischer Gruppen kombiniert werden, um die Toxizitat von Schadstoffen zu
erfassen (Pascoe und Edwards,1989), kénnte in diesem Ansatz ein Testorganismus
genlgen, dessen Geninduktion reprasentativ die Belastung abbildet. Die Auswabhl
der Testorganismen in klassischen Biotests folgt empirisch 6kologischen Vorgaben,
da unterschiedliche Organismen verschieden sensitiv auf die Schadstoffklassen
reagieren und so die dkotoxikologische Wirkung besser abgeschatzt werden kann.
Durch eine Bestimmung der Effekte, die der toxischen Wirkung zugrunde liegt, ware
die Anwendung kombinierter Testsysteme nicht mehr nétig.

Die Klassifikation nach MoAs bewertet Effekte organischer Schadstoffe nach dem
Mechanismus und der zellularen Angriffstelle, der der schadlichen Wirkung zugrunde
liegt (Rand et al., 1995). Es wird unterschieden zwischen Basis-Toxizitat, welche als
unspezifisch und reversibel eingestuft wird; Rezeptor vermittelter Toxizitdt und
Toxizitat, die durch die Bildung kovalenter Bindungen durch reaktive (Nukleophile;
Elektrophile) Substanzen ausgeldst wird. Abbildung [.2. zeigt die zellularen

-4 -
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Angriffstellen schematisch. Basis-Toxizitat wird durch die Einlagerung unspezifisch
wirkender Substanzen (Narkotika) in die Zellmembranen beschrieben. Etwa 60%
aller industriell hergestellten Chemikalien wirken narkotisch. Narkotisch wirkende
Verbindungen sind auBerst inert und ihre Akkumulation in Organismen ist direkt
proportional zu ihrer Hydrophobizitdt (n-Octanol/ Wasser Partitions-Koeffizient log
Kow) (Verhaar et al., 1992). Unterschieden werden Narkotika beziglich ihrer Pola-
ritdt in MoA1 (unpolar, z.B. Fluoranthen) und MoA2 (polar, z.B. Phenol)
Verbindungen. Rezeptorvermittelte Toxizitat wird ausgeldst z.B. durch xendstrogene
Substanzen oder durch Organophosphate (Pestizide), die als starke Acetylcholin-
esterase-Inhibitoren wirken. Irreversible Schadigungen der molekularen Strukturen

durch reaktive Verbindungen kénnen z.B. zu Mutationen der DNA fuhren.

4) Enzyme/ Proteine

‘ ey, 3) Zellkern/ DNA

1) Zellmembran 2) Mitochondrien

Abbildung 1.2. Zelluldre Strukturen als Angriffstellen fiir Chemikalien. 1) unspezifische
Wirkung durch Einlagerung in die Zellmembran (Basis-Toxizitdt); 2) und 3) reaktive
Wirkung durch Bildung kovalenter Bindungen und 4) Rezeptorvermittelte Toxizitdt durch

Interaktion mit Enzymen/ Proteinen.

Vielen Verbindungen kénnen zahlreiche MoAs zugeordnet werden, da die Molekulle
mehrere funktionelle Gruppen tragen, die mit zelluldren Strukturen wechselwirken

kénnen (McCarty et al., 1993; Escher und Hermens, 2002). Diese Besonderheiten

-5-
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mussen unter anderem beachtet und getestet werden, bevor generelle Modelle zur
Risikobewertungen von Chemikalien basierend auf dem MoA-Konzept aufgestellt
werden kdénnen. Einen viel versprechenden ersten Ansatz bieten hier Escher et al.
(2005). Eine Biotestbatterie basierend nicht auf empirisch ausgewahlten Test-
organismen, sondern auf den MoAs der zu bewertenden Chemikalien wurde genutzt,
um die Effekte von pharmazeutischen Substanzen zu bewerten. Dabei wurden
Reaktionen an spezifischen (Rezeptoren) und unspezifischen (Zellmembranen)
Strukturen, aber auch chemische Veranderungen (DNA-Mutagenese) erfasst. Dieser
Bewertungsansatz kénnte durch eine Untersuchung der chemikalieninduzierten
Genexpression vervollstandigt werden. Fraglich ist, ob Schadstoffe, denen die
gleiche schadigende zellulare Wirkung zugrunde liegt, auch gleiche Gen-
expressionsmuster hervorrufen. In dieser Arbeit sollen zuséatzlich zu der
Untersuchung einzelner relevanter Gene vollstadndige Genexpressionsmuster von C.

elegans erstellt werden, um folgende Frage zu beantworten:

3. Kbénnen alternativ. zu Microarrays andere Expressionsanalysen (z.B.
Differential Display PCR, Proteomanalyse) in der &kotoxikologischen
Bewertung eingesetzt werden und als Mustererkennungsverfahren einer

toxischen Wirkung auf molekularer Ebene dienen?

l.2.Modellorganismus Caenorhabditis elegans

Ein geeigneter Testorganismus fur die geplanten Versuche muss, unter anderem,
folgende Kriterien erflllen. Um den Einfluss von Exposition und Bioverfigbarkeit auf
die Wirkung von Fluoranthen zu untersuchen, missen die Aufnahmewege der
Substanz klar definierbar sein. Des Weiteren mussen molekularbiologische
Methoden anwendbar sein, um chemikalieninduzierte Genexpressionsmuster zu
erstellen und sie mit Langzeiteffekten zu vergleichen.

Seit den 1970iger Jahren wird der Nematode C. elegans intensiv als Modell-
organismus in der Entwicklungs- und Molekularbiologie, sowie in der medizinischen
Forschung genutzt (Brenner, 1974; www.wormbase.org). Sein Genom ist komplett
entschlisselt und besteht aus etwa 18 000 bis 20 000 Genen, die auf 12 Chromo-
somen verteilt sind (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998).

Nematoden sind in aquatischen, terrestrischen und benthischen Habitaten unter den

-6 -



EINLEITUNG

Metazoen die haufigste Organismengruppe was sowohl Artenzahlen als auch
Abundanz betrifft (Traunspurger et al., 1995). Der benthisch lebende Nematode
Caenorhabditis elegans hat als adultes Tier eine GréBe von etwa 1 mm und einen
Durchmesser von etwa 0,065 mm (siehe Abbildung 1.3.). Er erndhrt sich von
Bakterien und sein Verdauungssystem besteht aus Pharynx, Mitteldarm und
Enddarm. Uber die Verdauung und Aufnahme von Stoffen jedoch ist vergleichsweise
wenig bekannt (Walker et al, 2005). Er kommt hauptsachlich als Hermaphrodit vor,
der sich durch Selbstbefruchtung vermehrt. Es existieren ebenfalls ménnliche
Individuen (0,05 %), die sich sexuell mit den Hermaphroditen paaren und so flr
genetische Variabilitat sorgen.

‘3. Pharynx

! ‘\‘/

Abbildung 1.3. Caenorhabditis elegans (adult) (Photo:www.biology.queensu.ca/~chinsang)

Die Generationszeit von C. elegans betragt bei 25°C etwa 72 Stunden. Nach dem
Schlipfen der L1-Larve folgen drei weitere Larvenstadien (L2 bis L4) bis zur
Entwicklung zum geschlechtsreifen Tier nach drei Tagen. Unter schlechten
Umweltbedingungen kann die L1-Larve in ein Dauerstadium Ubergehen, in welchem
sie drei bis vier Monate Uberlebensfahig ist. In diesem Stadium werden die
Nematoden im Labor kultiviert. Die gesamte Lebensdauer von C. elegans betragt
etwa 3 Wochen (Sulston und Hodkins, 1988, Schierenberg 1986). Die einfache
Kultivierung im Labor auf Agarplatten mit Escherichia coli (E. coli) als Nahrungs-
quelle, seine Durchsichtigkeit, die kurze Generationsdauer und die komplette
Sequenzierung des Genoms haben ihn in den vergangenen Jahren in weiteren
wissenschaftlichen Disziplinen zum beliebten Modellorganismus gemacht.

In der Okotoxikologie wird C. elegans seit den 1980iger Jahren zur Erfassung der
schéadlichen Wirkung von organischen und anorganischen Chemikalien benutzt (Van
Kessel, 1988, Donkin und Dusenbery, 1993, Traunspurger et al., 1997). Seine
Lebensweise erlaubt es, sowohl Flissigphasen als auch Festphasen wie Sedimente
auf ihre Toxizitdt zu untersuchen. Eine relative kurze Reproduktionszeit von 72

Stunden erleichtert es, auch Langzeiteffekte zu untersuchen. Dabei wird in einem

-7-
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Lebenszyklustest der Einfluss von Schadstoffen auf die Reproduktion, das
GréBenwachstum und die Fertilitdt bestimmt. Ein entsprechender Test steht kurz vor
der ISO-Normierung (ISO/CD 10872).

Auch molekularbiologische und biochemische Untersuchungen an C. elegans zur
Bestimmung und Bewertung von Umweltkontaminationen wurden seit Anfang dieses
Jahrtausends vermehrt durchgefiihrt. Dabei konnte eine hohe Ubereinstimmung mit
den Mechanismen der Detoxifikation bei Vertebraten nachgewiesen werden
(Custodia et al., 2001). C. elegans scheint gut geeignet fir molekularbiologische,
6kotoxikologische Untersuchungen. Es wurden transgene Reporterorganismen zur
Detektion von allgemeinen Stress- und Abwehrreaktionen konstruiert (David et al.,
2003) und auch universelle schadstoffinduzierbare Gene identifiziert, die in
Vertebraten bereits seit langem als Biomarker fir Kontaminationen durch
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) benutzt werden (Tawe et al.,
1998; Menzel et al., 2001). Auf gesamtgenomischer Basis wurden durch Chemikalien
verursachte, generelle Veranderungen der Genexpression untersucht (Reichert et
al., 2005).

1.3. Molekulare Detoxifikation und Fremdstoffmetabolismus

Die zellularen Schutzmechanismen gegenilber anorganischen sowie organischen
Stoffen sind vielfaltig. Schwermetalle zum Beispiel kénnen durch metallbindende
Proteine (Metallothionine) festgesetzt werden, was ihre Bioverfligbarkeit und
Giftigkeit mindert. Auch kénnen Schwermetalle in die Lysosomen verfrachtet werden,
um auf diesem Wege aus der Zelle eliminiert zu werden (Fent, 2007).

Die Entgiftung organischer Fremdstoffe wird in nahezu allen Organismen durch die
gleichen Biotransformationen erreicht. In der Regel werden lipophile Umwelt-
chemikalien durch metabolische Umwandlung zu wasserléslichen Produkten, um so
aus dem Korper ausgeschieden zu werden. Die groBe Anzahl der Reaktionen I&sst
sich in zwei sukzessive Phasen einteilen. Durch Phase-lI-Enzyme werden die
Schadstoffe umgebaut und teilweise festgelegt. Phase-lI-Enzyme, wie Glutathion-S-
transferase (GST), binden die Stoffe an meist hydrophile, zellulare Makromolekile,
um sie als wasserlésliche Konjugate zu eliminieren (Fent, 2007). Zu den Phase-I-
Enzymen zahlen die streng konservierten Cytochrom Pyso-abhangige Mono-
oxygenasen (CYPs), die bei praktisch allen Organismen vorkommen. Sie enthalten
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Ham als prosthetische Gruppe und katalysieren neben Entgiftungsprozessen viele
metabolische Reaktionen, wie Lipid- und Cholesterinsynthese (Xu et al., 2001). Bei
der enzymatischen Reaktion wird ein Atom molekularer Sauerstoff in das jeweilige
Substrat eingebracht. Die Enzyme finden sich bei Vertebraten im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) fast aller Organe, kommen konzentriert jedoch in der Leber vor
(Gibson und Skett, 2001). Reguliert wird die Induktion der Genexpression der CYPs
durch verschiedene Kern-Rezeptoren (nuclear-receptors, NR, Aryl-hydrocarbon-
receptors AHR). NR/AHR sind ligandengesteuert und werden aktiviert durch die
Bindung von endogenen oder exogenen Substanzen. Trifft eine Substanz, z.B.
Fluoranthen auf einen der Rezeptoren bildet sich ein Ligand-Rezeptor-Komplex, der
zum Zellkern wandert und dort die Transkription der Phase-I- und Il-Gene startet,
was zur enzymatischen Entgiftung der Substanz fiihrt (Nebert et al., 2004; Lindblom
und Dodd, 2006).

In C. elegans wurden bisher etwa 80 cyp-Gene identifiziert, die hauptsachlich in den
Intestinalzellen lokalisiert werden konnten. Sequenzanalysen haben Homologien zu
den Vertebraten cyp-Genfamilien 2, 3 und 4 ergeben (Gotoh, 1998). In einer
speziellen Untersuchung aller Cytochrom P4sp-abhangigen Monooxigenasen, sowie
in gesamtgenomischen Microarray-Experimenten von C. elegans konnte gezeigt
werden, dass die Expression der cyp-Gene durch eine Vielzahl organischer
Verbindungen, wie Fluoranthen, Benz(a)Pyren oder PCB52 induziert wird, was sie zu
idealen Biomarkern fur die Exposition von organischen Schadstoffen macht (Menzel
et al., 2001; Reichert et al., 2005). Besonders die Unterfamilie cyp-35 zeigte sich
stark durch verschiedene PAKSs induzierbar. Unklar ist bislang, ob die codierten CYP-
Proteine/ Enzyme ebenfalls an der Biometabolisierung von Fremdstoffen beteiligt
sind. Die biologische Funktion der cyp-35 Familie in C. elegans ist noch unbekannt.
Es konnte eine Beteiligung am Fettstoffwechsel und der Lipidspeicherung fir CYP-
Enzyme nachgewiesen werden (Ashrafi et al., 2003). Es ist weiterhin wahrscheinlich,
dass C. elegans CYPs ebenfalls als Phase-I-Enzyme in den Fremdstoffmetabolismus
involviert sind, jedoch fehlt bislang der Beweis. Dennoch werden sie in der Literatur
dem molekularen Detoxifikationssystem zugeordnet. Die Regulation auf Trans-
kriptionsebene ist ebenfalls noch nicht aufgeklart. Obwohl in C. elegans ein Homolog
zu dem ligandengesteuerten Rezeptor der Vertebraten entdeckt (ahr-1) wurde,
werden durch diesen urspringlichere Prozesse wie Zelldifferenzierung gesteuert
(Powell-Coffman et al., 1998; Huang et al., 2004). Es konnte ebenfalls gezeigt
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werden, dass bestimmte C. elegans cyps unabhangig von AHR-Rezeptoren induziert
werden (Menzel et al., 2005).

Darmlumen
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W Transkription ;l.‘

AN Loci der Detoxifikationsgene P
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Abbildung 1.4. Schematische Darstellung moglicher Detoxifikationsprozesse in einer
Intestinalzelle von C. elegans. Der organische Fremdstoff gelangt in die Darmzelle und bindet
an einen Kernrezeptor. Dieser Ligand-Rezeptor-Komplex wandert in den Zellkern und
aktiviert die Transkription der Phase-I- und-II-Enzyme (CYP = Cytochrome P4sp-abhingige
Monooxygenase und GST= Gluthathion-S-Transferase), die daraufthin den Fremdstoff meta-
bolisieren. Exkretiert wird die Substanz durch ABC-Transporter (z.B. pgp). Nicht sicher ist,
ob die Transkription der Detoxifikationsgene und der ABC-Transporter auf diese Weise

induziert wird (Frei nach Lindblom und Dodd, 2006).

Eine weitere Genfamilie, nicht zugehérig zu Phase-I- und llI-Metabolismus, scheint
bedeutsam fir die Entgiftung des Organismus von organischen Substanzen. Die
ABC-Transporter (ATP-Binding-Cassette-Transporter) bilden eine groBe, ebenfalls
streng konservierte Genfamilie, die méglicherweise durch gleiche Mechanismen wie
Phase-I- und II-Enzyme reguliert werden (Staudinger et al., 2003). ABC-Transporter
werden als intrinsische Membranproteine beschrieben, die unter ATP-Verbrauch
hydrophobe Molekile aus der Zelle transportieren. lhre Substratspezifitat ist recht

niedrig, was bedeutet, dass sie eine Vielzahl von ahnlichen Substanzen als Substrat
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erkennen und eliminieren kdnnen. Als multi drug resistence (MDR) Proteine in
(humanen) Tumor-Zellen sind ABC-Transporter verantwortlich flr die Elimination von
Chemotherapeutika, was eine groBe Herausforderung fir die Krebsforschung
bedeutet (Chang, 2003).

In C. elegans sind etwa 60 ABC-Transporter bekannt. Zur Unterfamilie der p-
Glycoproteine (pgp) zéhlen 15 Gene (pgp-1 bis 15), die in Intestinal-, Exkretions- und
Pharynx-Zellen lokalisiert und am Efflux organischer Substanzen beteiligt sind
(Sheps, 2004). Broeks et al. (1995) konnten zeigen, dass pgp-7 und pgp-3 den
Nematoden vor dem Einfluss toxischer Substanzen wie Schwermetalle und
organischer Molekule schiitzen. Aber nicht nur fiir C.elegans konnte eine Beteiligung
der PGP-Proteine an der Detoxifikation gezeigt werden. In der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster wurde die Induktion der pgps nach Behandlung mit PAKs
nachgewiesen (Vache et al., 2006). Ein Zusammenhang der Entgiftung durch Phase-
[- und IlI-Enzyme und durch ABC-Transporter wurde bisher nur ansatzweise
untersucht. Hier scheint besonders die Lokalisation der Enzyme im Darm oder
Pharynx von Bedeutung, da bei der Schadstoffaufnahme der erste Kontakt mit der
Substanz im Pharynx geschieht, bevor die kontaminierte Nahrung in den Darm
entlassen wird. Versuche an C. elegans zur Hemmung der ABC-Transporter mit
Verapamil zeigten eine Anreicherung eines organischen Giftstoffes im Pharynx des
Nematoden (Meyer, 2000). Unterschiede in der Entgiftung, abhangig von der
Exposition, kénnten so anhand der Genexpression der C.elegans cyps und pgps
aufgedeckt werden.

l.4. Experimenteller Aufbau und molekularbiologische Methoden
[.4.1. Expositionsbedingungen und Bioverfligbarkeit
[.4.1.1. Versuchsaufbau

Die Methode der Echtzeit-PCR (real-time PCR) soll hier genutzt werden, um die
akuten Effekte der Schadstoffbehandlung mit Fluoranthen auf ausgesuchte Gene
des Nematoden Caenorhabditis elegans nachzuweisen und die Bedeutung der
Exposition des Schadstoffes Uber Nahrungspartikel (Escherichia col) zu testen.
Reprasentativ  fir schadstoffinduzierbare Gene werden hauptsachlich eine
Monooxygenase (cyp-35C1) und ein ABC-Transporter (pgp-3) getestet. In einer
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abschlieBenden Untersuchung wird die Induktion eines weiteren pgps bestimmt (pgp-
14). Cytochrom Py4s0-abhé@ngige Monooyxgenasen (cyps) gehdéren in Vertrebraten zu
den Phase-I-Detoxifikationsenzymen, wohingegen ABC-Transporter als intrinsische
Membranproteine am Efflux hydrophober Substanzen beteiligt sind. Um eine
Ubertragbarkeit der Genexpression auf die chronische Wirkung herauszufinden, soll
ein modifizierter Nematodentest durchgefiinrt werden (Nach Traunspurger et al.,
1997). Die Wirmer werden in dem schadstoffbelasteten Medium inkubiert und
anschlieBend gewaschen. Zehn der so behandelten juvenilen Nematoden (L1)
werden in M9-Medium gesetzt und mit Zusatz von E. coli als Nahrungsquelle fir 96
Stunden inkubiert. Nach dieser Erholungszeit werden die Wirmer abgetétet und die
aus der Vorbehandlung resultierende Hemmung von Reproduktion, Wachstum und
Fertilitat im Vergleich zu einer Kontrolle bestimmt. SchlieBlich wird noch die
Fluoranthen-Gesamtbelastung des Nematoden nach der Inkubation mit und ohne
Bakterien analysiert, um auch hier einen mdéglichen Einfluss der Exposition Uber die
Nahrung nachzuweisen. Abbildung 1.5. zeigt den geplanten Versuchsaufbau
schematisch.

Bestimmung der Genexpression

durch real-time PCR (direkt)
4-24 Stunden in
Fluoranthen ' , Bestimmung der internen
Belastung (direkt)

AV
elegans Waschen Bestimmung der Langzeiteffekte der Vor-
der Wiirmer inkubation (Nematodentest, 96 Stunden)

Abbildung L15. Geplanter Versuchsaufbau zum direkten Vergleich unterschiedlicher

Exposition auf die Genexpression und auf Reproduktion, Wachstum und Fertilitit.

FOr die geplanten Experimente missen die Faktoren Schadstoffkonzentration,
Expositionsdauer und Expositionsart systematisch variiert werden. Die Dosis-
Wirkungsbeziehung bei kurzfristiger Exposition soll anzeigen, bei welcher
Konzentration molekulare Mechanismen Uberlastet werden und ob ein direkter
Zusammenhang zu Effekten im weiteren Lebenszyklus besteht. D.h. ob eine
Schwellenkonzentration fiir nichtreversible Effekte existiert, die durch die Auslastung
des zellularen Systems bestimmt wird. Die Dosis-Wirkungsbeziehung bei langfristiger

Exposition soll zusatzliche Informationen zum Zusammenhang von Expositions-
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bedingungen, Bioverfligbarkeit und unterschiedlichen Effekten liefern.

|.4.1.2. real-time PCR

Die Methode der real-time PCR wurde ausgewahlt, um reprasentative Gene der
Schadstoffabwehr unter unterschiedlichen Bedingungen zu untersuchen. In der real-
time PCR wird die Expression einzelner, bekannter Gene des Testorganismus nach
verschiedenen Schadstoffexpositionen quantifiziert. Hierzu wird die gesamte mRNA
isoliert, durch reverse Transkription in einzelstrangige cDNA umgeschrieben und die
zu untersuchenden Expressionsprodukte mit spezifischen Primern in der real-time
PCR amplifiziert. Uber Fluoreszenzmessungen kann eine kontinuierliche
Bestimmung der Amplifikatmenge und so eine einfache Bestimmung der
Templatemenge erreicht werden. Die Anzahl von PCR-Zyklen zur Erlangung einer
bestimmten Produkimenge verhalt sich Uber weite Bereiche proportional zur Menge
des Ausgangsmaterials (Bustin, 2000). Die Menge der Transkriptionsrate kann durch
eine absolute oder relative Quantifizierung bestimmt werden. Bei der in dieser Arbeit
verwendeten, relativen Quantifizierung werden nicht die absoluten Startkopienzahlen
oder -konzentrationen bestimmt, sondern das Verhalinis zwischen der Menge des
Zielgens (Target-Gen) und des so genannten endogenen Referenzgens
(Housekeeping-Gen). Die Expression des Housekeeping-Gens wird nicht durch die
Behandlung mit Fluoranthen beeinflusst. Als Housekeeping-Gen ausgewahlt wurde
Actin1 (act-1). Die Amplifikation des Ziel- und Referenzgens erfolgt aus derselben
Probe. Die Vorteile der Normalisierung liegen in der Reduzierung der Varianz der
Expressionsergebnisse, da Gewebeeffekte, Unterschiede in der RNA-Menge der
einzelnen Proben, sowie Fehler bei der reversen Transkription innerhalb einer
experimentellen Probe gleichermaBen das Zielgen und das Housekeeping-Gen
betreffen. Um die beiden Amplifikationsraten miteinander vergleichen zu kdnnen,
missen zunachst die Amplifikationseffizienzen auf ihre Vergleichbarkeit getestet
werden. Entsprechen sie einander, kann mittels der so genannten AACt-Methode
eine relative Quantifizierung vorgenommen werden (Pfaffl, 2001). Um die Zielgene
zu quantifizieren wird der SYBR-Green™ Farbstoff benutzt. Dieser Farbstoff
fluoresziert nur nach der Bindung an doppelstrangige DNA. Die Zunahme der
Intensitat des Fluoreszenz-Signals wird pro Zyklus detektiert und ermdglicht so die

Quantifizierung der ausgesuchten Gene. Die real-time PCR ist eine verlassliche
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Methode, um tendenzielle Unterschiede nachzuweisen. Jedoch sollten Ergebnisse
nicht als absolute Zahlen betrachtet werden, da die Ergebnisse abhangig vom

Versuchslabor oder dem Experimentator variieren (Bustin, 2000).

1.4.1.3. Modellsubstanz Fluoranthen

FOr die Hauptversuche zur Induktionskapazitdt molekularer Biomarker und der
Faktoren, die die Bioverflugbarkeit beeinflussen wurde der, im Folgenden beschrie-
bene, polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoff (PAK) Fluoranthen (Flu)

ausgewahlt:

Fluoranthen (CAS-Nr. 206-44-0)
Molekulargewicht: 202,25 g/Mol
o
Chemische Formel: C1gH1o _
T

Wassergefahrdungsklasse: 2

Flu ist eine unpolare Verbindung und als Hauptwirkungsmechanismus wird ihr daher
der Mode of Action 1 (MoA1) zugeordnet, auch wenn eine Wechselwirkung mit
zellularen Rezeptoren in mehreren Organismen nachgewiesen werden konnte (s.0.)
Die Substanz steht auf der Liste flr prioritire Substanzen der Wasser-
rahmenrichtlinie der Europaischen Union und hat einen log Kow von 5,16 (EG
2000/60). Der ECyo Wert fur Fluoranthen liegt fir die Reproduktion von C. elegans
bei 0,19 mg/L, der ECso bei 0,9 mg/L (Menzel, 2005). Wasserunldsliche
Verbindungen wie Fluoranthen werden im Korper in bipolare Zellmembranen und in
unpolare Fettzellen eingelagert. Dabei hat die Akkumulation in den Fettzellen (bei C.
elegans Lipidtrépfchen in den Intestinalzellen) wohl keinen toxischen Effekt auf den
Organismus. Die Effekte der Substanzen resultieren hauptséchlich aus der
Einlagerung in die Membranen und sind fir MoA1-Substanzen definiert als
unspezifische und reversible Stérungen der Membranfunktionalitéat. Die Einlagerung
in die Zellmembranen kann Gber verminderte Aktivitdt des Organismus bis hin zum
Tod flihren (van Wezel und Opperhuizen, 1995). Die Monooxygenase cyp-35C1 und
der ABC-Transporter pgp-3 werden durch Fluoranthen und andere Narkotika
induziert (C.elegans Microarray Data Menzel et al., 2001: http://smd.stanford.edu/).
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I.4.2. Genexpressionsanalysen als Mustererkennung
1.4.2.1. Versuchsaufbau

Um eine kostenglinstige Alternative zur Genexpressionsanalyse durch Microarrays
zu testen, soll die Methode der Differential Display PCR (DD-PCR) etabliert werden
(Liang und Pardee, 1992). Dabei sollten die spezifischen Genprodukte untersucht
werden, die durch verschiedene Chemikalien induziert werden. AnschlieBend sollten
Chemikalien, die gleiche Genprodukte induzierten, in gleiche Effektklassen
eingeordnet werden. Anhand dieses Mustervergleichs kdnnten bestehende
Klassifizierungen, wie die Einordnung von Chemikalien nach ihrem MoA auf ihre
molekulare Grundlage Uberprift werden. Die gestérten zelluldren Prozesse sind
universell fir viele Spezies, daher bietet die entsprechende Einteilung der
Schadstoffe nach ihrem Wirkungsort die Mdglichkeit, Vorhersagen bzw. Modelle der
toxischen Wirkungsart und Starke zu entwickeln, die nicht auf einzelne Organismen
beschrankt sind. Abgesehen von speziellen =zellularen Prozessen, wie der
Photosynthese, die ausschlieBlich in pflanzlichen Zellen stattfindet, sind die
zellularen Schutz- und Abwehrmechanismen vieler Organismen vergleichbar, auch
wenn sie nicht zu gleichen Resultaten flihren. Um die methodische Eignung der DD-
PCR fir die Zielsetzung zu Uberprifen, werden die Expressionsmuster von
Nematoden in Kontrollmedium mit denen von Nematoden aus gering (5 puM) und
hoch (50 uM) konzentrierten Cadmium-Lésungen verglichen. Cadmium wurde zur
Etablierung der Methode ausgewahlt, da cadmiuminduzierte Gene bereits mit der
Methode der DD-PCR nachgewiesen und identifiziert werden konnten (Liao und
Freedman, 1998; Liao et al., 2002). Das Schwermetall Cadmium wird laut
Wasserrahmenrichtlinie der Europaischen Union als prioritar geféhrliche Substanz
eingestuft (EG 2000/60). Nach der Etablierung sollen Chemikalien verschiedener
MoAs einzeln und in Kombination getestet werden. Als erste soll die, als unspezifisch
klassifizierte Substanz Fluoranthen getestet werden. Des Weiteren Verbindungen,
deren toxische Wirkung durch Rezeptoren-Bindung (z.B. Estradiol) und reaktive
Substanzen (z.B ungesattigte aliphatische Chorkohlenwasserstoffe) vermittelt

werden.
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1.4.2.2. Differential Display Polymerase Chain Reaction (DD-PCR)

Die Methode der DD-PCR wurde entwickelt, um unbekannte Gene aus
unterschiedlich differenzierten Zellen, oder gleichen Zellen nach unterschiedlicher
Behandlung, zu isolieren und zu identifizieren. Da das Transkriptom (die gesamte
MRNA einer Zelle) zu groB ist, um Unterschiede aufzuschlisseln, wird bei dieser
Methode die mRNA in kleinere Subpopulationen aufgespalten. Die RNA aus
behandelten und unbehandelten Proben wird isoliert, um Ungleichheiten auf

Transkriptionsebene nach der Behandlung nachzuweisen.

+ . el s —_—— == .
@ RNA Isolation @Reverse > cDN AAmpllflkatlon e | DEtEKMON:

Transkription — —
- P _____| Veranderte
T 7| Expression
Inkubation 5T SooAARA _= ==
(24h) RS mANA —_——= ==

Abbildung 1.6. Schematische Darstellung der geplanten Versuche. Nach der Inkubation der
Nematoden in unterschiedlichen Medien mit und ohne Cadmium soll die RNA isoliert werden
und anschliefend die, durch die Cadmium-Behandlung unterschiedlich exprimierten Gene

durch Differential Display PCR sichtbar gemacht werden.

Dies geschieht durch die Nutzung dreier unterschiedlicher Anker-Primer bei der
reversen Transkription. Die Primer haben jeweils eine andere abschlieBende Base
(A, C oder G) am 3’Ende der Oligo(dT)-Sequenz und binden so wahrend der
Reaktion nur an die komplementare Sequenz der entsprechenden mRNA. Die mRNA
wird in drei Subpopulationen einzelstrangige cDNA umgeschrieben. In der darauf
folgenden Amplifikation der cDNA werden erneut die Anker-Primer mit zuféllig
gewahlten Primern (Zufallsprimer) kombiniert, und das doppelstrangige PCR-Produkt
auf einem Acrylamidgel aufgetrennt. Die Genfragmente werden geférbt und die
Bandenmuster der Fragmente aus unterschiedlichen Proben miteinander verglichen.
Nachweislich starker oder schwéacher exprimierte Gene werden aus dem Gel
ausgeschnitten und identifiziert. Auf die Identifikation der Genfragmente wurde in
dieser Arbeit verzichtet, daher erfolgt hier keine ndhere Beschreibung. Abbildung I.6.
zeigt schematisch die Vorgehensweise der durchgeflhrten Schritte der DD-PCR.

Vorteile der DD-PCR sind die relativ niedrigen Materialkosten und die Anwendbarkeit
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auch far unsequenzierte (Modell) Organismen. Bekannte Nachteile wie geringe
Reproduzierbarkeit, hdufige Detektion von falsch-positiven und personalintensive
Durchfihrung sollen hier abgewagt werden. Das Ziel war die Erstellung einer
Musterbibliothek zur Klassifizierung der Effekte von Schadstoffen anhand der
Genexpression von C. elegans.

I.5. Erwartung an die Ergebnisse

Mit der Kombination der Methoden zur Erfassung akuter und chronischer Effekte, soll
der Zusammenhang zwischen den molekularen Entgiftungssystemen und den
Auswirkungen auf die Vitalitdt des Nematoden C. elegans in Abhangigkeit von der
Exposition erfasst werden. Es wird erwartet, dass der Aufnahmeweg und die
Anreicherung im Koérper der Nematoden von groBer Bedeutung fir den schadlichen
Einfluss der Chemikalie sind und dass ein Zusammenhang zwischen der Induktion
relevanter Gene und der Auswirkungen auf den gesamten Organismus besteht.

FUr die geplanten Untersuchungen mussten vorbereitend geeignete Primer fir die
Untersuchung der Genexpression von cyp-35C1, pgp-3 und act-1 ausgewahlt und
getestet werden. Dann konnte Uberprift werden, ob Fluoranthen die Gene dosis-
abhéangig induziert und bei welcher Konzentration ein mdglicher Schwellenwert der
Induktion liegt, der Hinweise auf eine Uberlastung der molekularen Mechanismen
geben kénnte. Die Uberforderung der Detoxifikation auf molekularer Ebene sollte
dann anhand eines modifizierten Langzeittests geprtft werden. Des Weiteren sollte
der Faktor der Inkubationszeit untersucht werden. Es wurde vermutet, dass sowohl
durch steigende Fluoranthen-Konzentration, als auch durch zunehmende
Inkubationszeit Schwellenwerte der Genexpression erkannt werden wirden, was
durch einen gleichzeitigen Einsatz negativer Effekte auf den Organismus belegt
wirde. In diesem Zusammenhang soll besondere Aufmerksamkeit auf die zellularen
Reaktionen (cyp-35C1 und pgp-3) in Abhangigkeit vom Expositionsweg (Medium und
Medium mit Futterpartikeln) gelegt werden. Die Lokalisation der Expression der
beiden Gene im Darm und zusatzlich im Pharynx (nur pgp-3) soll dabei als
Grundlage dienen den Zusammenhang der Aufnahme mit der Bioverfligbarkeit der
giftigen Substanz und ihrer Effekte zu beleuchten.

Die Etablierung eines Mustererkennungsverfahrens zur &kotoxikologischen
Bewertung mit Hilfe der Methode der Differential Display PCR sollte auf ihre Eignung
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getestet werden. Dabei wurde erwartet, dass sich die Methode grundsatzlich eignen
wirde, molekulare Reaktionen auf Schadstoffinkubation nachzuweisen. Fraglich war
jedoch, ob Sensitivitit und Reproduzierbarkeit genlgen wirden, um die
Fragestellung zu beantworten.

-18 -



MATERIAL und METHODEN

Il. MATERIAL und METHODEN

I1.1. Chemikalien

Alle erwdhnten Chemikalien wurden von Sigma Aldrich Deutschland, Carl Roth
Deutschland oder Fisher Scientific bezogen. Enzyme und Reagenzien zur
Durchfihrung der molekularbiologischen Analysen (RNA-Isolierung, reverse
Transkrition, PCR, Elektrophorese) wurden von Invitrogen, Bio-Rad und Stratagene
bezogen. Alle Primer fir die reverse Transkription, die real-time PCR und die DD-
PCR wurden synthetisiert von der Firma Biomers in Ulm und in einer Konzentration

von 10 pmol/ul eingesetzt.

I.2. Geréate

. Varian CARY 50 UV/VIS Spectrophotometer

. Ultraschallgerat Bandelin Sonoplus UW 2200

. Power-Pac Basis Power Supply

. Sequi-Gen GT Sequencing cell (Bio-Rad)

. Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad)

. Molecular Imager GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad)
. Biophotometer (Eppendorf)

. Bio Zentrifuge (Eppendorf)

. MyiQ Single-Color real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)

11.3. Medien und Reagenzien (alphabetisch geordnet):

Agaroseqgel, 1%

2 pg/ml Ethidiumbromid
10ml (10-fach konzentrierten) MOPS Puffer
Auffullen mit 90 ml DEPC-H»0

Cadmium Losung

Far die 5 pM bzw. 50 uM Cadmium-Lésungen entsprechende Mengen einer 500 uM

Stammlésung von Cadmiumchlorid (CdCl,) in M9-Medium in jeweils einem Liter M9-
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Medium I6sen.

Fluoranthen-L&sungen:

Die unpolare Substanz Fluoranthen wurde als Stammlésung mit einer Konzentration
von 50 mg/L und 5 mg/L in DMSO angesetzt. Um sie in wassrigen M9-Medium zu
l6sen wurden die entsprechenden Mengen der Stammlésung mit dem Lésungs-
vermittler DMSO bis zu einer Endkonzentration von 0,3 % (v/v) im Medium vermischt

und zu jeweils einem Liter M9-Medium gegeben.

LB-Medium (Miller), pH 7.5

Peptone aus Casein: 10,0 g/L
Hefeextrakt: 5,0 g/L
NaCl: 10,0 g/L

Mit H-O dest. auf 1L auffillen und in 50 ml Kolben autoklavieren.

M9-Medium (11)

NasHPOy4: 3,16 g in 480 ml
KHoPOy4: 3 gin 260 ml
NaCl: 59in 180 ml

MgSQO4 x 7H20: 0,59in 80 ml

Ldsungen getrennt autoklavieren, nach dem Abkuhlen zusammengeben.

10x MOPS-Puffer (1 L)

0, 2 M MOPS (209,27 g/M) 41,85 g/L
0,05 M Natriumacetat (82,04 g/M) 4,10 g/L
0,01 M EDTA (372,24 g/M) 3,72 g/L

pH 7,0, in DEPC-H,0 In dunkler Flasche bei RT aufbewahren!

NGM-Agar

Peptone aus Casein: 2,5¢9/L
Agar: 17,0 g/L
NaCl: 3,0 g/L

Pepton, Agar und NaCl in 975 ml deionisiertem Wasser I6sen und autoklavieren.

Nach Abkihlung auf ca. 55 °C folgende Lésungen steril dazugeben:
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1 ml Cholesterin-Stammlésung (5 g/1)
1 ml CaCl,-Lésung (1 mol/L)

1 ml MgSO4-Lésung (1 mol/L)

25 ml KH,PO4-puffer, pH 6,0 (1 mol/L)
mit KOH auf pH 6,0 einstellen

Polyacrylamidgel (denaturierendes, 40ml)

4 ml TBE-Puffer (10x)

16,81 g Harnstoff (7 M)

6 ml Acrylamid/ Bisacrylamidldsung (40:1)

13,19 ml H.O

300 ul 10% (APS) Ammoniumpersulfat-Lésung (Frisch oder —20°C)
35 ul TEMED (CAS 110-18-9)

RNA-Probenpuffer

20 pl 10x MOPS-Puffer
30 ul Formaldehyd

100 pl Formamid

1 ul Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml)

Saccharose-Lésung (35%)
350 g/L Saccharose

50 mM NacCl

l6sen in 1 | H,O dest.

Silberfarbung

Farbelosung (1 1): Entwicklerlosung (1 1):
200 ml EtOH 30 g Na>COs3

800 ml HxO dest. 969 ml H,O dest.

2 g AgNO3 1 ml Formaldehyd (CHO)

10x TBE-Puffer (10-fach konzentriert), pH 8,3, 1 L
55,03 g/L 0,89 M Borsaure (61,83 g/Mol):
44 g/L 0,20 M EDTA-Na; (372,24 g/Mol):
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107,81 g/L 0,89 M TRIS ( 121,14 g/Mol):

Il.4. Stamme und Kultivierung

[1.4.1. Escherichia coli (OPs)

e Stammkultur (-20°C): Die Stammkulturen von E. coli wurden in einem
Volumen von 2 ml (50% Glycerin) bei -20°C gelagert.

e Ubernachtkultur (37°C): 50 ml LB-Medium wurden mit 20 pl E. coli
Stammkultur angeimpft und Gber Nacht ((.N.) bei 37°C (14-16 h) schiittelnd
inkubiert.

I1.4.2. Caenorhabditis elegans N2 Bristol

e Dauerplatten: Caenorhabditis elegans wurde auf NG-Agar Platten (+Nystatin)
bei 20°C kultiviert. 1x pro Woche wurden vier Platten mit 1 ml E. coli
Ubernachtkultur bestrichen und jeweils zwei Stiicke von einer Ein-Monat alten
Dauerplatte wurden umgekehrt aufgesetzt.

e Testplatten: NG-Agar Platten (-Nystatin) wurden ebenfalls mit 1 ml E. coli
Ubernachtkultur bestrichen und jeweils zwei Stiicke Dauerplatte wurden
aufgesetzt. Die Platten wurden dann bei 25°C flr 96 h inkubiert.

I.5. Schadstoffinkubation
I1.5.1. Schadstoffinkubation in Fluoranthen

Die Nematoden wurden mit M9-Medium von den Testplatten gespult und restliche
Bakterien durch Waschen mit Saccharose-Lésung entfernt. Die gereinigten Wirmer
(jeweils von 4 Platten) wurden anschlieBend in 20 ml der entsprechenden
Fluoranthen-Lésungen ohne Schitteln inkubiert. Fir die Exposition der Wirmer mit
Bakterien wurden E. coliin M9-Medium zugegeben, so dass eine OD von 0,2 bei 600
nm erreicht wurde. Die entsprach einer Zellzahl von 146 500 000 pro ml. Nach der
Eichung erfolgte die Berechnung der Zellzahl/ml anhand der Formel:

c( Zellen/ml)= OD-0,0535/ 1x10°®.

Bei der Inkubation in dem organischen Schadstoff wurden lediglich GlasgefaBe
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verwendet, um eine Adsorption des Stoffes an das Probengefa3 zu verhindern. Pro
Versuchsansatz und Kontrolle wurden drei Replikate untersucht. Nach der Inkubation
und vor weiteren Behandlungen wurden die Nematoden am Binokular betrachtet und
festgestellt, dass die gewahlten Konditionen keine akuten Effekte auf die Wirmer
hatten. Die Warmer wirkten vital und beweglich.

I1.5.2. Schadstoffinkubation in Cadmium

Die Nematoden wurden mit M9-Medium von den Testplatten gespult und restliche
Bakterien durch Waschen mit Saccharose-Lésung entfernt. Die gereinigten Wirmer
(jeweils von 4 Platten) wurden anschlieBend in 20 ml der entsprechenden Cadmium-
Lésungen inkubiert. Pro Versuchsansatz und Kontrolle wurden drei Replikate
verwendet. Die Nematoden wurden vor der RNA-Isolation fiir 24 Stunden in M9-
Medium als Kontrolle oder in M9-Medium mit 5 uM oder 50 pM Cadmium ohne die
Zugabe von Bakterien als Nahrung inkubiert. Die unterschiedlichen Cadmium-
Konzentrationen wurden ausgewahlt, um die Sensitivitat der Methode zu Gberprifen.
Nach der Inkubation wurde der Zustand der Wirmer am Binokular Gberprift und
festgestellt, dass die getesteten Schwermetallkonzentrationen keine akuten Effekte
auf die Nematoden hatten.

11.6. Waschen der Nematoden

Die Zentrifuge wurde auf 4 °C vorgekihlt und die gekihlten Medien auf Eis gestellt.
Die Wirmer wurden mit M9-Medium von der Platte gespilt bzw. aus dem Testgefan
entnommen und in ein 50 ml Greinerréhrchen Uberfihrt. AnschlieBend wurden sie
bei 4 °C und 3000 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet in 3 ml gekihltem Leitungswasser resuspendiert. Etwa
8 ml 35% Saccharose-Lésung wurden zugegeben, bevor die Wirmer erneut bei 4 °C
und 3000 rpm 3 min zentrifugiert wurden. Die an der Oberflache schwimmenden
Wirmer wurden mit einer Pasteurpipette vorsichtig in ein neues 50 ml-Greiner-
réhrchen UOberfihrt und ca. 8 ml Leitungswasser zugegeben. Nach einer
anschlieBenden Zentrifugation bei 4 °C, 3000 rpm fiir 5 Minuten wurde der Uber-
stand abgenommen und das Wurmpellet erneut mit Leitungswasser gewaschen, um
die restliche Saccharose zu entfernen. Fiir die weiteren Analysen wurde das Pellet in
1,5 ml ReaktionsgefaBe Uberflhrt und in der Mikrozentrifuge bei 10000 rpm fiir etwa
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30 Sekunden zentrifugiert, um den verbliebenen Uberstand abzunehmen.

I1.7. RNA-Isolation mit Trizol

Far die RNA-Isolation wurden jeweils 500 pl Trizol (Invitrogen) zu etwa 100 pl Wurm-
Pellet gegeben und die Proben kraftig geschiittelt (Vortex). Die Wirmer wurden Uber
Nacht bei -70°C gelagert und anschlieBend 5 mal in N (flissig) eingefroren und bei
Raumtemperatur wieder aufgetaut, um die Cuticula zu zerstéren. Nun wurden 100 pl
Chloroform pro 500 pl Trizol zugeben, die Proben wurden gut geschittelt und 2
Minuten bei RT inkubiert bevor sie 15 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert
wurden. Nach dem Zentrifugieren wurden die Proben auf Eis gestellt, die obere,
wassrige Phase abgenommen und in ein neues Eppi Uberfihrt, welches nicht auf Eis
gestellt wurde. Es wurde Isopropanol im Verhaltnis 1:1 zu der urspringlich einge-
setzten Menge (500 pl) Trizol zugegeben und die Proben 10 min bei RT inkubiert.
Nach der Inkubation wurde erneut 10 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das weiBlich scheinende RNA-Pellet wurde mit etwa 500
ul 80% Ethanol (in DEPC-H,O) gewaschen und 10 Minuten bei 13000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet an der Luft
getrocknet. Die so aufgereinigte Gesamt-RNA wurde in DEPC-H,O aufgenommen

und zum L6sen kurz auf 56 °C erwarmt.

11.8. DNAse I-Behandlung

Um etwaige Kontaminationen genomischer DNA zu entfernen, wurden die RNA
Proben mit DNAse | Amplification Grade (Invitrogen Cat. No. 18068-015) gemaR
dem Protokoll von Invitrogen 15 Minuten bei RT inkubiert. Die DNAse wurde
anschlieBend durch Zugabe von EDTA bei 65°C inaktiviert.

11.9. Bestimmung der Konzentration und Reinheit der RNA

Vor und nach dem DNAse |-Behandlung wurden die Konzentration und die Reinheit
der Gesamt-RNA photometrisch mit einem Eppendorf Biophotometer Gberprift. Zur
Bestimmung der Reinheit der RNA wurde der Quotient der Absortionsspektren
Aoso/Asgo berechnet. Bei einer sauberen RNA-Probe liegt dieser Quotient zwischen
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1,7 und 2,1. Die Konzentration wurde automatisch nach folgender Formel berechnet.

RNA (ug/ml) = Agzeo X Verdinnungsfaktor x 44,19 (Farrell, 1993)
Aogo = Absorption bei 260 nm Wellenlange in optischer Dichte (OD)
44,19 = Extinktionskoeffizient der RNA

1.10. Polymerase Chain Reaction (PCR)
11.10.1. real-time PCR
11.10.1.1. Primer Auswabhl fUr die real-time PCR

Um verlassliche Ergebnisse zu erhalten ist die Auswahl der Primer fir die real-time
PCR besonders wichtig. Um ihre Qualitdt und Funktionalitdt zu garantieren, wurden
sie anhand der bereits gespleissten (d.h. nur die kodierenden Regionen
enthaltenden) Originalsequenzen der entsprechenden Gene ausgesucht, welche frei

von den folgenden Internet-Seiten bezogen werden kénnen (www.wormbase.orq,

www.ncbi.nlm.nih.gov). Erstellt wurden die Primer mit Hilfe des Programms Primer 3

(Rozen und Skaletsky, 2000). Es wurden Primer ausgesucht, die mdglichst
Sequenzen nahe des PolyA-Schwanzes der mRNA amplifizieren. So konnte gewahr-
leistet werden, dass das cDNA-Template aus der reversen Transkription die
vollstandigen Sequenzen beinhaltet. Es wurde darauf geachtet, dass die Primer etwa
200 Basenpaare (bp) auseinander liegen, um in der real-time PCR die M&glichkeit fir
Kettenabbriche und die Bildung von Artefakten zu minimieren. Um die Primer auf
etwaige weitere Bindungsstellen im gesamten Genom von C. elegans zu Uberprifen,

wurden die Sequenzen mit der Datenbank NCBI Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)

abgeglichen. Es wurden nur solche Primer ausgesucht die keine zusatzlichen
Bindungsstellen im Gesamtgenom hatten. Waren die Primer fur die etwa 200 bp
groBen Fragmente spezifisch flir das ausgesuchte Gen, wurden sie ohne
Modifikationen in Auftrag gegeben. Es wurden Primer fUr act-1 (T04C12.6), cyp-35A1
(C03G6.14), cyp-35B1 (K07c6.4), cyp-35C1 (C06B3.3) und pgp-3 (ZK455.7), pgp-5
(CO05A9.1) und pgp-14 (F22E10.3) bestellt (In Klammern angegeben sind die
Sequenznamen der Gene). Die Auswahl der Gene geschah anhand der Microarray-
Daten von Menzel et al. (2005).
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[1.10.1.2. reverse Transkription

Die reverse Transkription (RT) wurde in 200 pl ReaktionsgeféaBen im BIORAD Cycler
durchgefihrt. Enzyme und Puffer wurden von Invitrogen bezogen. Der RT-Mix |
wurde flir 5 min bei 65 °C inkubiert und auf Eis gestellt.

RT-Mix | (12 pl):

2 ul RNA Template (Proben)

1 ul Oligo d(T) Primer

1 ul dNTPs (Carl Roth K044.1)

8 ul H20

Nach Zugabe von RT-Mix Il und 2-mindtiger Inkubation bei 42 °C, wurde jeweils 1 pl
der Reversen Transkriptase SuperScriptll (Invitrogen 18064-014) hinzupipettiert und
grundlich mit der Probe vermischt.

RT-Mix Il (7 pl):

4 pl 5x RT-Puffer

2ulDTT

1 ul RNAse Out (Invitrogen 10777-019)

Die Transkription von RNA in cDNA wurde bei 42 °C fir 50 min durchgefihrt. Nach
anschlieBender, 15-mindtiger Denaturierung des Enzyms bei 72 °C, wurde die
Reaktion gestoppt und die Proben bis zu ihrer Verwendung in der PCR bei —20 °C

gelagert.

11.10.1.3. real-time PCR

Die ausgewahlten Primer wurden in einem PCR-Lauf im Biorad MylQ single Colour
real-time PCR Cycler unter den folgenden PCR-Konditionen getestet.

PCR-Konditionen real-time PCR Mix (20 pl):
1x 3 min 94 °C 2 ul cDNA
40x 30sec94 °C 10 pl SybrGreen MasterMix (Bio-Rad 172-5851)
1 min 55 °C 1 ul Primer 1
30sec72 °C 1 ul Primer 2
1x 5min 72 °C 6 ul H.O
o0 4 °C
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Uberpriift wurde das Ergebnis auf einem 1%-igen Agarosegel. Stimmte das
Molekulargewicht der Banden und zeigten sich keine Kontaminationen genomischer
DNA, wurde die Amplifikation der cDNA in der real-time PCR mit den ausgesuchten
Primern flr cyp-35C1, act-1, pgp-14 und pgp-3 nach dem oben beschriebenen
Programm und dem real-time-PCR-Mix durchgefiihrt. Fir jede Probe wurde jeweils
eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Um das Auftreten von falsch-positiven
Signalen durch Primer-Dimerisierung auszuschlieBen, wurde eine Kontrolle ohne
cDNA-Template bei jeder Reaktion bestimmt. PCR und real-time PCR wurden in 96-
Well Platten durchgefiihrt. Ausgewertet wurden die Reaktionen nach der AACT
Methode. Bei dieser Methode wird die Cyclenanzahl des Housekeeping-Gens (Hk-
Gen), bei der das durch SybrGreen ausgeléste Fluoreszenzsignal einen bestimmten
Wert (Cy= Cycle Threshold, logarithmischer Anstieg der DNA-Konzentration)
Uberschreitet, von der des Zielgens abgezogen und die normalisierte relative
Expression des Zielgens berechnet.

AC+ (Probe)= Zielgen (Probe) — Hk-Gen (Probe)
AC+( Kalibrator)= Zielgen (Kontrolle) — Hk- Gen (Kontrolle)

AACt = ACt (Probe) —AC+ (Kalibrator)

Normalisierte relative Expression des Zielgens= 2 4¢T

[1.10.2. Differential Display PCR

11.10.2.1. Primer-Auswabhl firr die DD-PCR

Sequenzen der Anker-Primer: Sequenzen der Zufalls-Primer:
5-AAGCTT-T(11)C '3 R1: 5’AAGCTTGATTGCC ‘3
5-AAGCTT-T(11)G '3 R2: 5’AAGCTTCGACTGT "3
5-AAGCTT-T(11)A '3 R3: 5’AAGCTTTGGTCAG '3

R4: 5’AAGCTTCTCAACG 3
R5: 5’AAGCTTAGTAGGC ‘3
R6: 5’AAGCTTCGACCAT 3
R7: 5’AAGCTTAACGAGG '3
R8: 5’AAGCTTTTACCGC "3
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[1.10.2.2. reverse Transkription ( fir Differential Display)

Fir die Differential Display Analyse wurden bei der reversen Transkription keine
gewdhnlichen Oligo d(T) Primer verwendet, sondern einer von drei verschiedenen
Anker-Primern, die sich durch die letze Base (A, C, G) am 3’ Ende unterschieden.
Die reverse Transkription (RT) wurde in 200 pl ReaktionsgeféaBen im BIORAD Cycler
durchgefihrt. Der RT-Mix | wurde fir 5 min bei 65°C inkubiert und auf Eis gestellt.
RT-Mix | (12 pl)

2 pl RNA-Template

1 pl Anker-Primer (A, C oder G)

1 pul dNTPs

8 pl HO

Nach Zugabe von RT-Mix Il und zweiminltiger Inkubation bei 42°C, wurde jeweils 1
1l SuperScriptll hinzupipettiert und griindlich mit der Probe vermischt.

RT-Mix Il (7 pl)

4 pl 5x RT-Puffer

2ulDTT

1 ul RNAse Out

Die Transkription von RNA in cDNA wurde bei 42°C und 50 min durchgefihrt. Nach
anschlieBender 15-minttiger Denaturierung des Enzyms bei 72°C wurden die
Proben bis zu ihrer Verwendung in der PCR bei -20°C gelagert.

[1.10.2.3. Differential Display PCR

Die Methode des Differential Display wurde entwickelt, um unbekannte Gene aus
unterschiedlich differenzierten Zellen oder gleichen Zellen nach unterschiedlicher
Behandlung, zu isolieren und zu identifizieren. Die DD-PCR wurde mit den in der
reversen Transkription verwendeten Anker-Primern und einem der Zufalls-Primer
(R1-R8) durchgefiuhrt. Die Bedingungen wurden optimiert, um maoglichst reine,
konzentrierte DNA-Fragmente zu amplifizieren. Dafir wurden die Konzentrationen
der dNTPs von 50-200 uM und die des MgCl, von 1-4 uM variiert, sowie die
Zyklenanzahl und Lange verandert (Tabelle 1.2.1). Das beste Ergebnis wurde in
einem 20 ul Ansatz DD-PCR-Mix (Mix 6) erzielt. Die Proben wurden im Thermocycler
amplifiziert und entweder bei -20°C gelagert oder mit 6 ul Probenpuffer versetzt und

auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen.
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DD- PCR Programm

1x 3 min 94°C
40x 30 sec 94°C
2 min 40°C
30 sec 72°C
1x 5 min 72°C
w0 4°C

Tabelle 1.2.1. Optimierung der DD-PCR

Mix3 Mix5 Mix6 Mix7
In pl
cDNA 2 2 2 2
Puffer (10x) 2 2 2 2
MgCl, (50 mM) 1 1,5 1,5 1
dNTP (10 mM) (Carl Roth K044.1) 0,5 0,5 0,25 0,25
Zufalls-Primer 1 1 1 1
Anker-Primer 1 1 1 1
Tag-Polymerase (Invitrogen 10342-046) 0,2 0,2 0,2 0,2
H,O 12,3 11,8 12,05 12,55
Gesamt (ul) 20 20 20 20

[1.10.2.4. Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Glasplatten der Gelapparatur wurden mit Reinigungsmittel gespllt und mit
Ethanol entfettet. Die Oberflache der Warmeplatte wurde dinn mit Silikonlésung
eingerieben. Die Ohrenplatte wurde im Bereich des Gels dinn mit Silikon
eingerieben. Das Gel hat die Gr6Be 40 x 21 x 0,4 cm. Die Kammbreite betragt 15 cm
mit insgesamt 48 Probentaschen. Fir ein denaturierendes (7 M Harnstoff) 6%
Polyacrylamidgel wurden 40 ml Acrylamidlosung angesetzt und 10 Minuten mit einer
Vakuumpumpe im Exsikkator entgast. AnschlieBend wurden 300 pl 10% APS-
Lésung und 35 pl TEMED zugegeben, die Ldsung zwischen die Glasplatten
gegossen und der Kamm eingesetzt. APS startet als Radikalgeber die
Polymerisation des Gels und TEMED verstarkt die Polymerisation durch eine
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Quervernetzung der Acrylamid/ Bisacrylmaidbausteine. Das Gel musste 2 h
polymerisieren und in 1x TBE Puffer bei 1300 V fir 30 min vorlaufen. Dann wurden

die Proben aufgetragen und flr etwa 3 h bei 1300 V ihrer GréBe nach aufgetrennt.

[1.10.2.5. Silberfarbung/ Auswertung

Das Gel wurde aus der Apparatur entfernt und in eine Schale tberflhrt, in der es 3-
mal mit H,O gespiilt wurde. AnschlieBend wurde das Gel fir 45 min mit 1 10,2 %
AgNO; Farbelésung gefarbt. Nach der Farbung wurde das Gel 3-mal mit H,O
gewaschen und anschlieBend in reduzierender Entwickler-Losung wenige Minuten
entwickelt. Nachdem die Farbung ausreichend entwickelt war, wurden die Gele mit
H,O gewaschen und mittels eines Densitometer 800 (BIORAD) dokumentiert.
Ausgewertet wurden die Gele mit Hilfe des Programmes Quantity One (BIORAD)
und Unterschiede in der Genexpression mit Hilfe von Statistika 6.0 auf Signifikanz

Uberpruft.

I.11. Life cycle test mit C. elegans

Der recovery life cycle test wurde in Anlehnung an den Nematodentest durchgefihrt
(Traunspurger et al.,, 1997). C. elegans von Testplatten (I1.4.2.) wurden nach 72
Stunden mit M9-Medium gewaschen und fir 4-24 Stunden in unterschiedlichen
Fluoranthen-L6sungen mit oder ohne E. coli (0,2 OD bei einer Wellenlange von 600
nm) inkubiert. Als Kontrolle dienten Wirmer, die in M9-Medium mit 0,3 % DMSO
inkubiert wurden. Nach der Inkubation wurden die Wirmer erneut mit M9-Medium
gewaschen und zehn juvenile Wirmer (L1) wurden bei einer Bakteriendichte von
0,23 OD in 1 ml M9-Medium fiir 96 Stunden bei 20 °C gehalten. Die Proben wurden
weder wahrend der Inkubation in Fluoranthen noch in der Erholungszeit in M9-
Medium geschiittelt. Nach 96 Stunden wurden 0,5 ml Bengalrosa-Lésung zugegeben
und die Wirmer mit Hitze abgetdtet. Der Einfluss der organischen Chemikalie wurde
anhand einer Kontrollprobe bestimmt, in die Wirmer ohne Fluoranthenbehandlung
eingesetzt wurden. Die Parameter zur Bestimmung sind Wachstum, welches anhand
einer GréBenkontrolle zu Beginn der 96 Stunden errechnet wurde, Reproduktion,
wobei die Nachkommenzahl bestimmt wurde und zuletzt die Fertilitat. Sie gibt an, ob

die Wirmer gravid. Die Hemmung wurde jeweils mit den Mittelwerten nach der
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folgenden Formel berechnet:
Hemmung in % =100-Mittelwert (Probe) /Mittelwert (Kontrolle) * 100

Mit diesem Ansatz ist es moglich die Reversibilitdt der Effekte auf den Organismus

zu untersuchen, was zu einer Bewertung des Schadstoffes beitragt.

I.12. Body Burden Fluoranthen

Um die Bioakkumulation von Fluoranthen in den Nematoden nachzuweisen, wurden
die Wirmer nach der Behandlung mit Saccharose-L6sung gewaschen. Die Kutikula
der Wirmer (Trockengewicht ca. 5 mg) wurde auf Eis mit Ultraschall (Bandelin
Sonoplus UW 2200; 3 x 5 Sekunden) bei einer Frequenz von 20 kHz weitestgehend
zerstort. Der Erfolg der Disruption wurde am Mikroskop Uberprift. Die chemische
Bestimmung der internen Belastung der Wdirmer wurde im Zentrallabor der
Technischen Universitat Hamburg Harburg durchgefiihrt. Dort wurde das Pellet in
Diethylether (250 pl) aufgenommen und die Konzentration der organischen
Verbindung im Uberstand per Fluoreszenz-HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) bestimmt. Zuletzt wurden die Proben getrocknet, um die
Fluoranthenbelastung anhand des Trockengewichtes und der definierten Menge des
Lésungsmittels berechnen zu kénnen. Es wurde ebenfalls versucht mdgliche
Metabolite per ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) nachzu-
weisen. Dazu wurde das Fluoranthen aus der Nematoden-Suspension mit
Dichlormethan extrahiert (Flissig-Flissig Extraktion), die Extrakte eingeengt und
analysiert. (Gaschromatographen HP 5890II mit MSD 5971A). Fluoranthen konnte
nachgewiesen werden, jedoch war die Detektion von Metaboliten nicht erfolgreich.

I1.13. Statistische Auswertung

Alle Versuchsansatze wurden mit jeweils drei Replikaten (n=3) ausgewertet. Die
Grafiken zeigen die Mittelwerte (+ Standardabweichung). Mittelwerte der Parallelen
und die Standardabweichungen wurden berechnet mit Excel. Statistische Analysen
auf Signifikanz wurden mit Hilfe des Programms Statistika 6.0 durchgefiihrt. Dabei
wurde der t-Test fur die Variablen als unabhéngige Stichproben mit einem
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Signifikanz-Niveau von 0,05 (p-Wert), sowie Korrelationsanalysen angewendet. Die t-
Tests zur Berechnung der Signifikanz der unter-schiedlichen Genexpression von
cyp-35C1 und pgp-3 wurden anhand der Werte der relativen Expression (AACt-Wert
oder ACt-Wert) durchgefiihrt. Eine mehrfaktorielle ANOVA wurde benutzt, um
Wechselwirkungen der unabhangigen Faktoren Fluoranthen und Futter im
Nematodentest zu berechnen. Relevante Ergebnistabellen der statistischen

Auswertung sind im Anhang gelistet.
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lll. ERGEBNISSE

lll.1. Biomarker fiir die Bioverfligbarkeit (Cytochrome P45 Monooxygenase)

Cyps sind aufgrund ihres generellen Vorkommens, ihrer niedrigen Substratspezifitat
und zuletzt wegen ihrer Sensitivitdt geeignet, Targetreaktionen von PAKs in
Organismen nachzuweisen. Mit Hilfe dieser Biomarker sollten die Fragen
beantwortet werden, ob ein Einfluss der Expositionsart und Dauer fir die
Verfligbarkeit des Schadstoffs bereits auf zellularer Ebene nachzuweisen ist und ob
es moglich ist, einen Schwellenwert der Biomarkerinduktion zu bestimmen, der auf
irreversible Effekte schlieBen lasst. Um die Bedeutung membrangebundener,
alternativer Exkretionssysteme organischer Substanzen zu untersuchen, wurde die
Induktion eines ABC-Transporters (pgp-3) untersucht.

Zur Bestimmung der Expression von C. elegans cyp und pgp-Genen per real-time
PCR mussten geeignete Primer gesucht werden. Nach den folgenden Vorarbeiten
wurde die Induktion durch verschiedene Bedingungen der Fluoranthen-Exposition

getestet.

[11.1.1. Auswahl und Eignung der Primer fir die real-time PCR

Es wurde die Eignung mehrer Primer flr cyp-35C1, act-1, pgp-3 und pgp-14 in-silico
und in-vitro Gberprift. Der Schmelzpunkt aller Primer liegt bei 60°C und die
amplifizierten Fragmente haben eine Lange zwischen 100 und 250 Basenpaaren. Es

wurden folgende Primer-Paare ausgewahlt.

cyp-35C1 (C06B3.3)
CYP-35C1L2: AACAATCCCCAAGTCATGGA
CYP-35C1R2: GCACTCAATTGGGAAGCAAT

pgp-3 (ZK455.7)

Pgp3L2: TGTGTTTCGAGATGCCGACT
Pgp3R2: ATCTCCGAGCTGAACCAAGG
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act-1(T04C12.6)
ActiniL: CTAACCGTGAAAAGATGACCCA
Actin1R: AGCGTAGAGGGAGAGGACAGC

pgp-14 (F22E10.3)
Pgpi4 L: CGGAGATAAGCTTGGAGTGC
Pgp14_R: AGTCGTTTTCCAGCCTTTGA

Die Eignung wurde anhand einer PCR-Reaktion gemaBl der Konditionen flr die real-
time PCR Uberprift. Die amplifizierten Fragmente wurden auf ein 1%-iges
Agarosegel aufgetragen und ihre GréBe und Reinheit anhand eines DNA-Standards
bestimmt. Bereits hier konnte eine deutliche Induktion des cyp-35C1 durch eine
achtstindige Behandlung mit Fluoranthen nachgewiesen werden (Abbildung lll.1.a).
Es wurde ein Fragment der erwarteten GréBe amplifiziert und das Agarosegel zeigte
ansonsten keine weiteren DNA-Banden. Die benutzten Primer konnten damit fir die
real-time PCR verwendet werden. cyp-35A17 und B7 wurden ebenfalls durch
Fluoranthen induziert, jedoch nicht zur Bestimmung der relativen Expression

herangezogen.

0,9 mg/L Flu Kontrolle 0,9 mg/L Flu Kontrolle

Abbildung III.1.a: 1%-iges Agarosegel mit dem PCR-Produkt von cyp-35C1. Induziert durch
Inkubation von C. elegans in 0,9 mg/L Fluoranthen fiir 8 Stunden. b: 1%-iges Agarosegel mit
pgp-3. Schwache bis keine Induktion des konstitutiv exprimierten ABC-Transporters durch

Fluoranthen.
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Die untersuchten Primer fir pgp-3 und pgp-14 erwiesen sich ebenfalls als spezifisch,
es wurde jeweils ein Fragment der erwarteten GroBe auf dem Agarosegel
nachgewiesen, welches durch die Fluoranthenbehandlung augenscheinlich nur
geringfligig induziert wurde. Abbildung Ill.1.b zeigt das Produkt fur pgp-3. Das
Produkt von pgp-14 wird nicht gezeigt. Die Primer konnten nun eingesetzt werden,
um die Induktion mit der weitaus sensitiveren Methode der real-time PCR zu
tberprifen. Die Primer flr act-1 wurden ebenfalls getestet und es zeigten sich klare
Banden auf dem Agarosegel sowohl in der Kontrolle als auch in den behandelten
Proben (nicht dargestellt). Es konnte keine Induktion durch die Fluoranthen-
behandlung nachgewiesen werden, womit act-1 sich als Houskeeping-Gen fir die
real-time PCR eignete. Somit konnten die Effekte von Fluoranthen auf die Induktion
der Gene in den folgenden Untersuchungen Uberprift werden. Die dosisabhangigen
Effekte einer Fluoranthen-Konzentrationsreihe auf die Genexpression wurden nach 6
Stunden gemessen. Um der Genexpression chronische Effekte zuzuordnen, wurde
nach der Schadstoffinkubation ein modifizierter Nematodentest durchgefiihrt und die
Auswirkungen auf Reproduktion, Wachstum und Fertilitdt bestimmt. Es wurde ein
dosisabhangiger Anstieg der cyp-35C1 Expression erwartet, begleitet von einem
zunehmenden Einfluss auf die chronischen BeobachtungsgréBen. Vergleichsweise
wurde eine schwachere Induktion des pgp-3 erwartet, da die Vorversuche eine

konstitutive Expression des ABC-Transporters zeigten.

[l1.1.2. Effekte auf die cyp-35C71-und pgp-3-Expression und chronische Parameter

durch Kurzzeitinkubation in Fluoranthen

Durch die Behandlung mit Flu fir sechs Stunden konnte eine starke konzentrations-
abhangige Induktion des cyp-35C1-Gens von 0,01 mg/L bis 10 mg/L nachgewiesen
werden. Eine Konzentration von 0,01 mg/L induzierte eine zweifach erhéhte relative
Expression des Gens. Bei einer Inkubation in 15 mg/L Flu verminderte sich die
relative Expression verglichen mit der Expression nach Inkubation in 10 mg/L.
Hbhere Flu-Konzentrationen zu testen war aufgrund der geringen Léslichkeit von Flu
in Wasser trotz des Ldésungsvermittlers DMSO nicht mdéglich. Abbildung 111.2. zeigt
die relative Expression von cyp-35C1 nach sechsstiindiger Flu-Behandlung.
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Abbildung III.2. Relative Expression von C. elegans cyp-35C1 induziert durch Inkubation in
Fluoranthen-Losungen fiir sechs Stunden ohne E. coli. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung (n=3). Es besteht eine Korrelation zwischen der Konzentration und der
Geninduktion (r’= 0,83). Zur besseren Veranschaulichung der relativen Expressionswerte bei

0,01 und 0,1 mg/LL wurde eine Unterbrechung in die Y-Achse zwischen 50 und 150 eingefiigt.

Um die Bedeutung der intrinsischen Membran-Proteine der Familie der ABC-
Transporter zu untersuchen, wurde die Induktion der Genexpression von pgp-3 in
denselben Proben in denen die relative Expression von cyp-35C1 bestimmt wurde,
gemessen. Die Expression des ABC-Transporter pgp-3 wurde durch die Behandlung
mit Fluoranthen ebenfalls konzentrationsabhangig induziert, jedoch deutlich geringer
als die Cytochrome P450 Monooxygenase. Die Induktion des cyp-Genes zeigte sich
im Vergleich etwa 100-mal starker. Die Auffélligkeit der ahnlichen Induktionsmuster
wurde durch eine konzentrationsabhéngige Korrelation bestatigt: r? der Induktion der
beiden Gene ist 0,98. Abbildung 111.3. zeigt die relative Expression von pgp-3 nach
sechs Stunden Inkubation in der Fluoranthen-Konzentrationsreihe. Es wurde
deutlich, dass beide Gene konzentrationsabhangig induziert werden und ferner noch,
gleichen Induktionsmustern folgen.
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Abbildung III.3. Relative Expression von C. elegans pgp-3 induziert durch Inkubation in
Fluoranthen-Losungen fiir sechs Stunden ohne E. coli. Fehlerbalken zeigen die Standard-
abweichung (n=3). Es besteht eine Korrelation zwischen Konzentration und Induktion (r2:

0,90).

Um nun zu untersuchen, ob die veranderte Geninduktion in Zusammenhang mit
etwaigen chronischen Schaden gebracht werden kann, wurde ein modifizierter
Nematodentest durchgefiihrt. Zehn juvenile Wdarmer (L1) wurden nach der
Behandlung in Fluoranthen-Medium (Behandlung) und in reinem Medium (Kontrolle)
fir 96 Stunden in reinem Medium mit Nahrungspartikeln inkubiert. Nach dieser
Erholungszeit wurden die Auswirkungen der vorherigen Schadstoffbehandlung
bestimmt. So sollte festgestellt werden, ob die bis dahin akkumulierte Substanz dem
Organismus irreversible Schaden in Form von verminderter Reproduktionsleistung,
Langenwachstum oder Fruchtbarkeit zugefligt hatte. Es wurde vermutet, dass
chronische Schaden erst durch eine Fluoranthenkonzentration von 15 mg/L
verursacht wirden, da hier die Induktionskapazitat des cyp-Genes erreicht wurde.
Die Induktion von cyp-35C1 zeigte sich zwischen 10 und 15 mg/L signifikant ver-
mindert (t-Test p= 0,004659).

Die Auswertung des Nematodentest ergab interessanterweise durch die
Vorbehandlung mit Fluoranthen (0,01 bis 15 mg/L) keine messbaren Effekte auf die
Parameter Fertilitat und Wachstum. Abbildung 111.4. zeigt Ergebnisse der adulten

Wirmer fir Wachstum als GréBe in pM und die Fertilitat in % in Kontrolle (schwarze
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Balken) und Fluoranthen-Vorbehandlung (weiBe Balken). Anders als fiir das Wachs-
tum und die Fertilitdt wurde die Reproduktionsleistung durch die 6-stliindige Vor-

inkubation in Fluoranthen vermindert.

Kontrolle
Flu
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Abbildung II1.4. Ergebnis der Parameter Wachstum und Fertilitit von C. elegans nach 96h in
MO9-Medium und nach vorheriger Inkubation in Kontrollmedium (M9) und in
unterschiedlichen Fluoranthen-Konzentrationen fiir sechs Stunden. Fehlerbalken zeigen die

Standardabweichung (n=3).
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Abbildung III.5. Reproduktionsleistung als Nachkommen pro Wurm (C. elegans) nach 96h in
MO9-Medium und vorheriger Inkubation in Kontrollmedium (M9) und in unterschiedlichen
Fluoranthen-Konzentrationen fiir sechs Stunden. Fehlerbalken zeigen die Standardab-

weichung (n=3). (t-Test * p< 0,05; *** p< 0,001)
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Abbildung 1l1.5. zeigt die Nachkommenzahl pro Wurm der Kontrolle (schwarze
Balken) und der Fluoranthen behandelten Wirmer (weiBe Balken). Eine Hemmung
war durch Inkubation der Wirmer in 2,5 mg/L Fluoranthen (p = 0,000269) und 15
mg/L (p = 0,034026) signifikant. Es wird deutlich, dass die chronischen Parameter,
wenn dargestellt als Hemmung in %, nicht konzentrationsabhangig von der
Vorinkubation in Fluoranthen beeinflusst wurden, obwohl die kurzzeitige Inkubation in
Fluoranthen irreversiblen Schaden der Reproduktionsleistung zur Folge hatte
(Abbildung 111.6.).

Entgegen den Erwartungen lieBen sich aus dem Vergleich der beiden
Versuchsansatze keine direkten Abhangigkeiten der Induktionskapazitat der
Biomarker cyp-35C1 oder pgp-3 und der Effekte auf die chronischen Parameter
ableiten. Des Weiteren zeigten sich die Auswirkungen der sechsstiindigen
Fluoranthen-Behandlung auf chronische BeobachtungsgréBen konzentrations-
unabhangig. Daher wurden im Folgenden Effekte untersucht, die in Abhangigkeit von
der Expositionsdauer und bei einer konstanten Konzentration (0,9 mg/L Fluoranthen)
auftraten. So konnte Uberpriift werden, ob ein zeitlicher Schwellenwert existiert, der
Geninduktion und chronische Effekte miteinander verbindet.
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Abbildung III.6. Ergebnis des Nematodentests nach vorheriger Inkubation von C. elegans in
unterschiedlichen Fluoranthen-Konzentrationen fiir 6 Stunden. Gezeigt ist die Hemmung in %
nach 96 Stunden fiir Reproduktion, Wachstum und Fertilitdt. * Hemmungen signifikant

unterschiedlich zur Kontrolle (t-Test * p< 0,05; *** p< 0,001).
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[11.1.3. Effekte von Langzeitexposition und Expositionsart auf die Genexpression von
cyp-35C1 und pgp-3, Reproduktion und Bioakkumulation

Die Experimente mit variierender Inkubationszeit wurden bei einer Konzentration von
0,9 mg/L Fluoranthen durchgefihrt. Die ausgesuchte Konzentration entspricht dem
ECso-Wert flr Reproduktion im klassischen Nematodentest (Menzel und Reichert,
2005). Dabei werden die Wuarmer wahrend der gesamten Versuchszeit dem
Schadstoff ausgesetzt. Daher war in den hier durchgefiihrten Tests davon
auszugehen, dass bei zunehmender Expositionsdauer chronische Effekte auftreten
und die Genexpression induziert werden wirde. Abbildung IIl.7. zeigt die Expression
von cyp-35C1 nach Exposition in Fluoranthen-Medium. Nach sechsstindiger
Exposition war ein Maximum der Expression zu beobachten, wobei der steile Anstieg
der Induktion zwischen vier und sechs Stunden besonders auffiel. Nach acht
Stunden war die Expression bereits um etwa die Halfte verringert und nach 24-
stiindiger Inkubation war lediglich noch eine 2-fach erhéhte Expression des Genes
detektierbar.
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Abbildung III.7. Relative Expression von C. elegans cyp-35C1 induziert durch Inkubation in
0,9 mg/LL Fluoranthen fiir 4-24 Stunden ohne E. coli. Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung (n=3).

Um die Bedeutung des zeitabhangigen Induktionsmusters naher zu beleuchten
wurden die Experimente unter veranderten Expositionsbedingungen wiederholt.
Durch Zugabe von E. coli zu den Versuchsansatzen konnte der Einfluss der
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Nahrungspartikel auf die Bioverflgbarkeit bestimmt werden.

Abbildung [II.8. zeigt die Ergebnisse der Untersuchungen mit Nahrungspartikeln
(gestreifte Saulen) im Vergleich zu den Resultaten der Experimente ohne E. coli als
Nahrungsquelle (weiBe Saulen) wahrend der Schadstoff-Inkubation. Die Induktions-
muster der beiden Ansatze ahneln sich generell, jedoch ist der Anstieg der
Expression von cyp-35C1 zwischen sechs und acht Stunden bei einer Exposition
Uber Nahrung vergleichsweise maBig. Interessanterweise hatte die veranderte
Exposition einen signifikanten Einfluss auf die Expression der Monooxygenase.
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Abbildung III.8. Relative Expression von C. elegans cyp-35C1 induziert durch Inkubation in
0,9 mg/L Fluoranthen fiir 4-24 Stunden mit (gestreifte Sdulen) und ohne (weille Siulen) E.
coli. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (n=3). Signifikante Unterschiede in der
Genexpression durch Exposition mit und ohne Bakterien wurden markiert durch *. (t-Test *
p< 0,05; ** p< 0,01) Zur besseren Veranschaulichung wurde zwischen 110 und 150 eine

Unterbrechung in die Y-Achse eingefiigt.

Abgesehen von dem Endpunkt nach 24h wurde eine starkere Induktion des Genes
nachgewiesen, wenn die Exposition Uber die Nahrung in Form von Bakterien
erfolgte. Fdr vier und acht Stunden Inkubation waren die Unterschiede der
Genexpression signifikant.

Die Induktion der Expression der Cytochrom Monooxygenase wurde nun verglichen
mit der des ABC-Transporters pgp-3 (Abbildung I11.9.). Es wurde erwartet, dass die

Induktion von pgp-3 durch die Exposition Uber Medium mit Flu und ohne Bakterien
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verstarkt werden wirde. Das Gen wird im Darm, aber auch in den pharyngealen
Zellen exprimiert, durch die ein direkter Efflux der nicht an Bakterien gebundenen
Substanz vermutet wurde. Mdgliche Effekte in Abhangigkeit von dem Aufnahmeweg
auf die Reihenfolge der Induktion der beiden Gene sollten so die unterschiedlichen
Schutzmechanismen beleuchten. Die Inkubation in 0,9 mg/L Fluoranthen induzierte
zu allen getesteten Zeitpunkten die Expression von pgp-3. Die Induktion war generell
weitaus schwacher als die des cyp-Genes und es konnte eine Korrelation des
Induktionsmusters der Gene cyp-35C1 und pgp-3 nachgewiesen werden. Dabei war
r? ohne E. coli = 0,87, r* mit E. coli = 0,79. Wider Erwarten konnte kein signifikanter
Unterschied der Induktion, der durch die Exposition Gber Medium oder Medium mit

Bakterien verursacht wurde, festgestellt werden.
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Abbildung II1.9. Relative Expression von C. elegans pgp-3 induziert durch Inkubation in 0,9
mg/L Fluoranthen fiir 4-24 Stunden mit (gestreifte Sdulen) und ohne (weile Séulen) E. coli.

Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (n=3).

Wie schon fir die Fluoranthen-Konzentrationsreihe beschrieben, wurde mit den
Nematoden nach der Inkubation in dem schadstoffbelasteten Medium ein
Langzeittest fir 96 Stunden durchgefiihrt. Der schadliche Einfluss der Chemikalie,
bzw., die Mdglichkeit des Nematoden sich von dem chemischen Stress zu erholen,
sollte so bestimmt werden. Die Versuche wurden unter der Annahme durchgeflhrt,
dass die negativen Effekte auf den Organismus mit zunehmender Vorinkubationszeit
verstarkt werden. Hier war besonders von Interesse, ob die Unterschiede in der

Expression von cyp-35C1 durch die Exposition Uber Futter, sich auch als chronische
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Schaden bemerkbar machen wirden. Die Parameter Wachstum und Fertilitat wurden
durch die Vorbehandlung mit Fluoranthen nur geringfligig beeintrachtigt (Abbildung
[11.10.). Lediglich nach 24 Stunden zeigt sich eine leicht verminderte Fertilitat der
Nematoden in dem Versuchsansatz mit Fluoranthen und ohne E. coli. Offensichtlich
hat die Verlangerung der Vorinkubation in M9-Medium keinen Einfluss auf die beiden
Vitalitdtsparameter. Auch ein Futtermangel der Vorinkubation ohne E. coli macht sich

hier im direkten Vergleich nicht bemerkbar.
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Abbildung III.10. Ergebnis der Parameter Wachstum und Fertilitdt von C. elegans nach 96h in
M9-Medium und nach vorheriger Inkubation in M9-Medium (schwarze Sidulen) und in 0,9
mg/L. Fluoranthen (weile Siulen) fiir 4-24 Stunden mit und ohne E. coli. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung (n=3). * Fertilitit signifikant unterschiedlich zur Kontrolle (t-

Test *** p< 0,005).

Die Reproduktionsleistung der Nematoden wurde nicht nur durch die Behandlung mit
Flu stark beeintrachtigt, auch die Dauer der Vorinkubation und die Exposition Uber
Bakterien spielten fir die Anzahl der Nachkommen eine entscheidende Rolle.
Abbildung Ill.11. zeigt die Anzahl der Nachkommen pro Wurm fiir die Kontrollen und
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die behandelten Wirmer mit und ohne Bakterien. Den offensichtlichsten Effekt hatte,
unabhangig von der Zugabe von Futter und/oder Fluoranthen die Dauer der
Vorinkubation. Eine deutliche Verminderung der Nachkommenzahl war mit
zunehmender Vorinkubationszeit sowohl bei den Kontrollen als auch bei den
Fluoranthen-Anséatzen zu beobachten. Dieser Effekt trat besonders deutlich bei den
unbehandelten Wiirmern, die ohne E. coli inkubiert wurden, hervor. Signifikant wurde
die Nachkommenzahl durch 0,9 mg/L Fluoranthen ab einer Inkubationszeit von
sechs Stunden mit Bakterien und acht Stunden ohne Bakterien vermindert.
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Abbildung III.11. Ergebnis der Reproduktion von C. elegans nach 96h in M9-Medium und
nach vorheriger Inkubation in Kontrollmedium (M9) und in 0,9 mg/L Fluoranthen fiir 4-24
Stunden mit und ohne E. coli. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung (n=3). * Fertilitét

signifikant unterschiedlich zur Kontrolle (t-Test*< 0,05; ** < 0,01; *** p< 0,005).

Die Ergebnisse demonstrieren, dass die Nematoden nicht in der Lage sind, sich von
einer mehr als sechsstiindigen Inkubation vollkommen zu erholen. Um den Einfluss
der Inkubationszeit in Anwesenheit der organischen Chemikalie zu verdeutlichen,
wurde die Hemmung der Reproduktion in % berechnet. Die Reproduktionsleistung
nahm mit zunehmender Inkubationszeit ab (Abbildung Ill.12.). Nach 24 Stunden
Vorinkubation zeigte sich eine um nahezu 50% verringerte Reproduktionsleistung.
Auch hier schien die Exposition von Bedeutung - die Hemmung war héher bei einer
Exposition Uber Bakterien. Eine zweifaktorielle ANOVA zeigte, dass die Reproduktion
starker gehemmt wurde, wenn die Wirmer dem Schadstoff in Kombination mit
Bakterien ausgesetzt wurden. Dieser Effekt trat signifikant nach einer Vorinkubation
langer als acht Stunden auf.
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Als letzter Parameter wurde die interne Belastung der Nematoden bestimmt, um
auch hier zu Uberprifen, ob der Aufnahmeweg Bedeutung fir die Bioakkumulation
von Fluoranthen hat. Es wurde vermutet, dass mehr Fluoranthen aufgenommen wird,
wenn die Exposition Uber die Nahrung stattfindet, womit sich auch die erhéhte
Hemmung der Reproduktion einfach erkléren lieBe. Interessanterweise wurde jedoch
eine héhere Belastung der Nematoden nach Inkubation ohne Bakterien festgestellt,
die nach einer Inkubation langer als acht Stunden signifikant wurde. Unabhangig
vom Expositionsweg wurde der GrofBteil der organischen Substanz wahrend der
ersten 8 Stunden aufgenommen, danach folgte mengenmaBig nur noch eine geringe
Steigerung. Abbildung 1l.12. zeigt also den Zusammenhang zwischen der internen
Belastung von Fluoranthen der Nematoden (Scatter-Plot) und den Effekten auf die
Reproduktion (Saulendiagramm). In schwarz sind die Ergebnisse der Versuche
ohne, in weil3 die Ergebnisse mit Bakterien dargestellt.
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Abbildung III1.12. Ergebnis des modifizierten Nematodentests (Sdulendiagramm n=3) und der
internen Belastung (Body Burden als Scatter-Plot n=3) von C. elegans nach vorheriger
Inkubation in 0,9 mg/LL Fluoranthen fiir 4-24 Stunden. Sdulen geben die Hemmung der
Reproduktion in % nach 96 Stunden fiir die vorherige Inkubation ohne E. coli (schwarze
Sdulen) und mit E. coli (weille Sdulen) wieder. Der Body Burden ist angegeben in mmol/kg
(Trockengewicht) + Standardabweichung nach Aufnahme von Flu iiber Medium ohne
(schwarze Punkte) und mit (weile Punkte) E. coli. *** Signifikante Unterschiede der

Belastung durch Inkubation mit und ohne Bakterien (t-Test *** p = 0,004823).
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Die Belastung mit Flu nach der Inkubation wurde sowohl fur die Nematoden, als auch
nur fir die Bakterien bestimmt, um zu untersuchen, ob die Bakterien als Trager der
Substanz auf den Weg in den Kérper dienen. Der BB fir E. coli alleine zeigte eine
starke Zunahme der Belastung erst nach 8 Stunden. Nach 8 Stunden betrug der BB
(E. coli) 1,4 £ 0,03 mmol/kg (Trockengewicht), nach 24 Stunden war die Menge mit
49 = 0,083 mmol/kg (Trockengewicht) mehr als verdreifacht. Es konnte keine
Korrelation der Belastung der Bakterien und der Belastung der Nematoden
festgestellt werden, somit war die Aufnahme des Schadstoffes nicht direkt auf die

Belastung der Nahrung zurtickzufihren.

I1.1.4. Bedeutung der ABC-Transporter fir die Entgiftung: pgp-3 als Membranbarriere

der Zelle?

Die enzymatische Aktivitdt der ABC-Transporter kénnte mdglicherweise eine
Erklarung fur die gegensatzlichen Ergebnisse der Belastung des Nematoden und der
chronischen Effekte liefern. Um daher das bisher unklare Verhaltnis der beiden
Genfamilien (cyps und pgps) fir die Detoxifikation zu bestimmen, wurde die
Enzymaktivitat der ABC-Transporter pgp durch Verapamil (25 uM) gehemmt und die
Induktion von cyp35C1 und pgp-3 detektiert. Zusatzlich zu den beiden Genen wurde
die Induktion eines weiteren Mitglieds der pgps ansatzweise untersucht. Durch pgp-
14, welches ausschlieBlich in den pharyngealen Zellen exprimiert wird, sollte die
Bedeutung dieses Organs fir die Entgiftung belegt werden. Die Wirmer wurden flr
sechs Stunden in 0,9 mg/L Fluoranthenlésung und 25 uM Verapamil ohne Zugabe
von E. coli inkubiert. Als Kontrolle wurden Wirmer in 25 uM Verapamil ohne
Fluoranthen inkubiert. Nach der Hemmung der pgps wurde sowohl der BB als auch
die Geninduktion von cyp-35C1, pgp-3 und pgp-14 bestimmt, um die Auswirkungen
auf die Detoxifikation bewerten zu kdnnen. Die interne Belastung des Wurmes nach
sechsstindiger Inkubation in 0,9 mg/L Flu war héher wenn die Transporter mit 25 uM
Verapamil gehemmt wurden. Unerwartet wurde zudem die Induktion von cyp-35C1
durch die Blockierung der pgps verstarkt (Abbildung I11.13.b). Die Induktion von pgp-3
selbst wurde durch die Hemmung des enzymatischen Produktes nicht verandert,
wohl aber wurde eine erhdhte Expression des pgp-714 nachgewiesen (Abbildung
[l1.13.a). Es wurde kontrolliert, dass Verapamil nur in Kombination mit Fluoranthen

Einfluss auf die Expression der Gene hatte.
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Abbildung III.13 a. und b. a) Relative Expression von C. elegans pgp-3 und pgp-14 nach
Inkubation in 0,9 mg/L Fluoranthen Losung fiir 6 Stunden ohne den pgp-Inhibitor Verapamil
(Sdulen ohne Streifen) und mit Verapamil (gestreifte Saulen). b) Relative Expression von cyp-
35C1 (weile Sédulen) und Body Burden (graue Sédulen) von C. elegans nach Inkubation in 0,9
mg/L Fluoranthen Losung fiir 6 Stunden ohne den PGP-Inhibitor Verapamil (Sédulen ohne
Streifen) und mit Verapamil (gestreifte Sdulen). Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung

(n=3). *=p <0,05.

lll.2. Genexpressionsanalyse durch Differential Display PCR

Die Methode der Differential Display-PCR wurde etabliert, um die Eignung fir die
Erstellung eines Bewertungsverfahrens der Wirkung von Chemikalien auf zellularer
Ebene zu testen. Als kostengulnstige Alternative zu Microarrays sollten hier
Chemikalien, die gleiche Genexpressionsmuster hervorrufen gleiche zellulére
Angriffstellen und somit auch gleiche MoAs zugeordnet werden. Exemplarisch wurde
die Methode anhand der Modellsubstanz Cadmium getestet, da bereits Daten Cber
cadmiuminduzierte Genexpression in der Arbeitsgruppe vorlagen, die die
Interpretation der Ergebnisse vereinfachen sollten (Neddermann und Ahlf, 2005).
AnschlieBend sollte die Methode dann ebenfalls flr die Analyse der molekularen
Wirkung von Fluoranthen genutzt werden.

-47 -

Body Burden Flu (mmol/kg)



ERGEBNISSE

[11.2.1. RNA-Isolation und reverse Transkription

Die Wirmer wurden mit Saccharose-Lésung gewaschen und die Gesamt-RNA mit
Trizol isoliert. Um DNA-Kontaminationen zu entfernen, wurde die RNA mit DNAse |
behandelt und die Integritat und Reinheit vor und nach der Behandlung anhand eines
Agarosegels Uberprift. Abbildung 1ll.14. zeigt die 18S- und 28S-Untereinheiten der
ribosomalen RNA.

28S RNA
18S RNA

M 1 2

Abbildung III.14. Gesamt RNA von C.elegans. Links aufgetragen der RNA-Groflen-Standard.
Mittig die RNA vor und rechts nach dem Verdau mit DNAse I. Die Integritit und

Konzentration ist auch nach der Behandlung gut.

Die klaren Banden vor (1) und nach (2) der DNAse | Behandlung weisen darauf hin,
dass die RNA nicht degradiert wurde und in guter Qualitdt und hoher Konzentration
vorhanden war. Die Konzentration wurde photometrisch bestimmt und lag
durchschnittlich bei etwa 1 pg/ul. Waren Qualitat und Konzentration der RNA in
Ordnung, wurde die reverse Transkription wie unter 11.10.1.2. beschrieben

durchgefihrt.

[11.2.2. Optimierung der PCR und Silberfarbung

Um die PCR-Bedingungen nach Ausbeute und Reinheit der amplifizierten Gen-
Fragmente zu optimieren, wurden die Konzentrationen von MgCl,, dNTPs und Primer
Konzentrationen variiert. Je 1,5 pl der PCR-Produkte wurde gemischt mit 1,5 pl
Probenpuffer auf ein 6% Polyacrylamidgel aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt
und mit Silbernitrat gefarbt. Nach einer Vorauswahl wurde aus den folgenden
Mischungen Mix 6 fir die geplanten Versuche ausgewahlt, da unter diesen
Bedingungen wahrend der PCR-Reaktion das beste Ergebnis bezlglich Ausbeute
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und Reinheit erzielt wurde. Es wurden ebenfalls mehrere Methoden der
Silberfarbung getestet, unter anderem auch gebrauchsfertige Farbelésungen der
Firma BIORAD. Das Preis-Leistungs-Verhéltnis in Betracht ziehend, wurde das beste
Ergebnis mit der unter 11.10.2.5. beschriebenen Methode erzielt. Die gefarbten Gele
wurden mit einem Densitometer 800 (BIORAD) eingescannt und die Bilder am
Computer ausgewertet (Abbildung I11.15.).

M _M|x3 M|x5 Mix6 Mix7
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e

Abbildung III.15. Ergebnis der Optimierung der DD-PCR: Zusammensetzung und Ergebnisse
der entsprechenden PCR-Variationen auf einem 6% Polyacrylamidgel mit DNA-Fragmenten

(Primer AnkerA/RAP1) angefirbt durch reduziertes Silbernitrat (M: DNA-Gro68en-Standard).

[11.2.3. Differential Display zur Identifikation cadmiuminduzierter Gene

Um mdglichst alle Gene, die durch die Cadmium-Behandlung induziert wurden
nachzuweisen, wurden systematisch die Anker-Primer A, C und G mit jeweils einem
der 8 Zufallsprimer kombiniert und cDNA-Proben von Nematoden, die in M9-Medium,
5 uM und 50 uM Cadmium inkubiert wurden, in der PCR amplifiziert. Die PCR
Produkte wurden anschlieBend auf Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt
und mit Silber angefarbt, um Unterschiede in der Genexpression nachzuweisen.
Abbildung 1ll.16.a zeigt, dass die Reproduzierbarkeit der Banden abhangig von den
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benutzten Primern war. Daher wurden nur Banden die in allen Replikaten vorhanden
waren bzw. fehlten als veranderte Genexpression gewertet. Abbildung 111.16.b zeigt
ein ausgewertetes Gel auf dem die Genfragmente durch die Cadmium-Behandlung
nicht verandert wurden.

a.

sREtERasEeaER
- gy oy -
SCLRRANRaNE

M9 5uM 50uM M9 5uM 50uM

Abbildung III.16.a. Ausschnitt aus Polyacylamidgelen mit PCR-Produkten des Primerpaares
a: C/RS und b: C/R6 aus Proben von C.elegans behandelt mit M9-Medium, 5 und 50 uM
Cadmium. Zu sehen ist die schlechte Reproduzierbarkeit der Banden in den Parallelen auf Gel
a und die deutlich bessere Reproduzierbarkeit auf Gel b. Es handelt sich um dieselben Proben,

lediglich die Primer wurden variiert.

Unterschiede in der Genexpression durch die Behandlung mit Cadmium konnte bei
den DNA-Fragmenten der Primer C/R7 erstmalig nachgewiesen werden. Das
entsprechende Gen(Fragment) mit einer GréBe von etwa 500 bp wurde durch die
Behandlung mit Cadmium augenscheinlich verstérkt exprimiert. Der DNA-Standard
mit GrdéBenmarkern zwischen 100 und 1000 bp wurde stets auf beiden Seiten des
Geles aufgetragen, um die spatere Auswertung der Geninduktion durch das
Programm Quantity One (BIORAD) zu prazisieren. Nach der Dokumentation der
Gele wurden die entsprechenden Banden mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten
und bei -80°C gelagert, um das Fragment gegebenenfalls zu vervollstdndigen und zu
identifizieren. Abbildung II1.17. zeigt das Acylamidgel mit den PCR-Produkten des
Primerpaares C/R7.
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Abbildung III.17. Acylamidgel mit PCR Produkten des Primerpaares C/R7 aus Proben von
C.elegans behandelt mit M9 Medium, 5 und 50 puM Cadmium. Der vergroflerte Ausschnitt
zeigt deutlich die unterschiedlich starken Banden bei etwa 486 bp, induziert durch die

Cadmium-Behandlung.

[11.2.4. Auswertung der differentiellen Genexpression nach Cadmium-Behandlung

Mit der bereits erwahnten Software Quantity One wurden die Gele ausgewertet.
Dabei wurden neben dem Molekulargewicht der Banden ebenfalls die Intensitat
(relative Menge) und die optische Dichte bestimmt und miteinander verglichen.
Anhand des aufgetragenen Standards wurde die GréBe des durch Cadmium
induzierten Fragments auf 486 bp berechnet. Relative Menge und optische Dichte
wurden ebenfalls berechnet und auf signifikante Unterschiede Uberprift. Es stellte
sich heraus, dass beide Gr6éBen signifikante Unterschiede zwischen den Proben M9-
Medium und 50 pM Cadmium und 5 pM und 50 pM Cadmium-Behandlung zeigten.
Jedoch konnte anhand der Genexpressionsmuster nicht zwischen der Behandlung
mit unkontaminiertem Medium und gering konzentrierter Cadmium-Lésung (5 uM)
unterschieden werden. Laut der Genexpression hatte die 24-stiindige Behandlung

mit gering konzentriertem Cadmium keine Auswirkung auf den Nematoden, wie die
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Signifikanzanalysen in Tabelle Ill.1. zeigen.

Tabelle III.1. p-Werte fiir die optische Dichte der DNA (links) und relative Menge (rechts)
der durch Cadmium induzierten Genfragmente. Signifikante Unterschiede sind angegeben als

p <0,05.

Behandlung p (optische Dichte) p (relative Menge)
M9-Medium gegen 5 uM 0,477192 0,720368
M9-Medium gegen 50 uM 0,002452 0,043137
5 uM gegen 50 uM 0,036147 0,030218

Hier konnte gezeigt werden, dass die Sensitivitdt der DD-PCR in Kombination mit der
Silberfarbung zum Nachweis der differentiell exprimierten Gene nicht ausreicht, um
Schadstoffeffekte (hier Cadmium) auf die Genexpression bewerten zu kdnnen.
Geplante Untersuchungen zur Klassifizierung von Wirkungsmechanismen weiterer
Substanzen (wie Fluoranthen) auf der Grundlage von Genexpressions-
mustervergleichen durch DD-PCR wurden daher nicht durchgefuhrt.
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IV. DISKUSSION

IV.1. Exposition und Bioverfuigbarkeit von Fluoranthen

IV.1.1. Genexpression und chronische Toxizitdt durch Kurzzeitinkubation in
Fluoranthen

Zellulare Reaktionen auf die Behandlung mit Fluoranthen wurden anhand der
Induktion molekularer Biomarker (cyp-35C1 und pgp-3) an dem Nematoden C.
elegans untersucht. Durch kurzzeitige Inkubation (6 Stunden) in dem Schadstoff
konnte eine konzentrationsabhangige Induktion der beiden Gene nachgewiesen
werden. Die Expression von cyp-35C71 und pgp-3 durch Fluoranthen-Induktion war
stark korreliert (r* = 0,98). Jedoch zeigte sich die relative Expression des ersteren
100mal starker als die des ABC-Transporters. In humanen Intestinalzellen konnte
ahnliches nach Behandlung mit dem PAK Benz(a)pyren beobachtet werden, was die
Relevanz der erzielten Ergebnisse bei C. elegans fiir die humane Risikobewertung
bestarkt (Lampen, 2004). Cyp und pgp werden durch dieselben Liganden induziert
und ihre Transkription scheint koreguliert zu sein - gleiches gilt fir humane Isoformen
der Enzyme (Aninat et al., 2005).

Es ist unwahrscheinlich, einen direkten Zusammenhang zwischen der Expression
einzelner Gene und chronischer Effekte zu finden, jedoch kénnte der Wert der
hdchsten Induktion (hier 10 mg/L Fluoranthen) als Schwellenwert betrachtet werden,
der als Indikator die Auslastung bzw. Uberlastung des gesamten zellularen Systems
beschreibt. Die Verminderung der Expression von cyp-35C7 und auch pgp-3 nach
Inkubation in 15 mg/L Fluoranthen deutet auf einen solchen Wendepunkt hin. Der
anschlieBend an die sechsstindige Inkubation durchgefihrte, modifizierte
Nematodentest sollte durch auftretende irreversible Schaden die Existenz eines
Schwellenwerts zwischen 10 und 15 mg/L Fluoranthen belegen. Die Parameter
Wachstum und Fertilitdt wurden durch die Schadstoffinkubation jedoch nicht
beeintrachtigt. Zwar hatte Fluoranthen in Konzentrationen zwischen 2,5 und 5 mg/L
einen leicht stimulierenden Effekt auf das Wachstum der Wirmer, allerdings nicht
signifikant. Die Reproduktion jedoch wurde durch die Inkubation in 15 mg/L
Fluoranthen (Hemmung 18,5%) signifikant gehemmt, ebenso in 2,5 mg/L (Hemmung
18,7%). Daher wurde vermutet, dass hier nicht die Konzentration, sondern die

Inkubationszeit von sechs Stunden ausschlaggebend fiir die irreversible Schadigung
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ist. Ein Schwellenwert der Geninduktion, der auf chronische Toxizitat schlieBen Iasst,
konnte konzentrationsabhangig nicht bestimmt werden, daher wurden weitere

Versuche mit veranderter Expositionszeit unternommen.

IV.1.2. Einfluss der Nahrung auf Bioverfligbarkeit, Reproduktion und Bioakkumulation

Die Abhangigkeit der Effekte von der Inkubationszeit wurde genauer untersucht. Mit
der Kombination aus Reproduktionstest, Bestimmung der Genexpression und der
internen Belastung des Organismus, konnte gezeigt werden, dass der Expositions-
weg und die Inkubationszeit eine entscheidende Rolle spielen. Beim Vergleich des
Expressionsmusters von cyp-35C1, der Hemmung der Reproduktion und der
Bioakkumulation konnte zwischen sechs und acht Stunden Inkubation ein

Wendepunkt ausgemacht werden.

IV.1.2.1. Reaktionen am Zielort: Expression von cyp-35C1 und pgp-3

Die Induktion des cyp-35C7 hatte ein Maximum zwischen vier und acht Stunden
Inkubation in 0,9 mg/L Fluoranthen-L6sung, danach fiel die Induktion stark ab und
nach 24 Stunden konnte nur noch eine leicht erhéhte Transkription des Genes
nachgewiesen werden. Die enzymatische Aktivitdt des Translationprodukts war
wahrscheinlich noch hoch zu dieser Zeit. Es zeigte sich generell eine hdhere
Induktion des Gens, wenn Fluoranthen zusammen mit den Nahrungspartikeln
aufgenommen wurde. Der Unterschied wurde besonders deutlich an dem ersten
Messpunkt (vier Stunden Inkubation, Abbildung IIl.7.). Es ware denkbar, dass die
narkotisch wirkende Substanz, an die Bakterien gebunden, direkt in den Darm
transportiert wird, wo die untersuchten Gene hauptséchlich lokalisiert sind. Im
Gegensatz dazu wirde Fluoranthen, aufgenommen Uber die Wasserphase,
verlangsamt in den Kérper und somit an den Wirkungsort gelangen, was eine
verzdgerte Induktion der Targetreaktion erklaren wirde. Um den Zusammenhang
des Aufnahmewegs mit der zellularen Reaktion genauer zu verstehen, muss das
Fressverhalten des Nematoden kurz erklart werden. C. elegans ist ein Filtrierer, der
die Nahrungssuspension durch peristaltisches Pumpen aufnimmt. Das Medium wird
wieder ausgespuckt und die verbleibenden Nahrungspartikel werden am terminalen
Ende (Bulbus) des Pharynx konzentriert, zermahlen und in den Darm gepresst. Der
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Darm ist ein Schlauch aus einer einzellstarken Epithelschicht, durch die Nahrstoffe
endozytiert werden (Avery und Thomas, 1997).

An E. coli gebundenes Fluoranthen kann nicht nur, wie bereits vermutet mit der
Bakteriensuspension direkt Gber den Pharynx in den Darm transportiert werden; dort
angelangt kann die Substanz durch weitere Faktoren beschleunigt an ihren
Wirkungsort gelangen. Sowohl bei dem Ubergang/ Austausch hydrophober Molekiile
zwischen unterschiedlichen Kompartimenten in der Umwelt, als auch bei der
Aufnahme in Organismen wirkt die Diffusion durch wéassriges Medium oftmals als
limitierender Faktor (Mayer et al., 2005). Diese Barriere kann gegebenenfalls durch
den direkten Kontakt der kontaminierten Bakterien mit dem Darmepithelgewebe
umgangen werden. Ohne eine Flissigkeitsschicht zwischen den Fluoranthen-
Molekilen und dem Epithel kann der diffuse Stofftransfer des hydrophoben
Fluoranthen beschleunigt werden und die Substanz leichter (als in Wasser geldst) in
die Darmzellen aufgenommen werden. Weiterhin zeigen Mayer et al. (2007), dass
auch die Darmflissigkeit von benthisch lebenden Wirmern (Nereis virens) den
diffusen Massentransfer von hydrophoben Substanzen gegenliber Wasser
beschleunigt.

So wird die Geninduktion in den Intestinalzellen durch Fluoranthen nach kurzer Zeit
initiiert. Die vergleichsweise starke Induktion des cyp-35C1 nach Exposition Uber die
Nahrung zu Anfang der Inkubationszeit, nach vier Stunden, wird so plausibel erklart.
Nur ein kleiner Teil des aufgenommenen Fluoranthens (die toxikologisch aktive
Substanz) I6st die Reaktion am Wirkungsort aus. Durch die Aufnahme Uber die
Nahrung gelangt Fluoranthen schneller an den Wirkungsort. Im Gegensatz dazu
erreicht Fluoranthen, exponiert Uber das Medium (ohne Futter), verzégert den Darm
und somit den Zielort, da ein GroBteil der Flussigkeit wieder ausgespuckt wird.

Die Bedeutung der Bioverfligbarkeit fir die Verteilung in dem Organismus konnten
anhand der Genexpression von cyp-35C1 deutlich gemacht werden. Dieser wichtige
Punkt wird spéater noch einmal aufgegriffen und anhand der weiteren
BeobachtungsgréBen Reproduktion und interne Belastung diskutiert. Pgp-3 wurde
weniger stark induziert als cyp-35C1. Die Induktion wurde durch die Exposition des
Schadstoffes Uber die Nahrung nicht signifikant beeinflusst. Jedoch waren auch in
den zeitabhangigen Versuchen die Expressionsmuster der beiden Gene miteinander
korreliert. Die Vermutung, dass der im Darm und im Pharynx lokalisierte ABC-
Transporter pgp-3 starker induziert wird durch Exposition Uber das Medium,
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bestatigte sich nicht. Durch die Korrelation mit dem ausschlieBlich im Darm
lokalisierten cyp-35C1 ist die Expression von pgp-3 im Pharynx wohl von
untergeordneter Bedeutung. Ein Screening der Induktion weiterer Mitglieder der
ABC-Transporter-Superfamilie, z.B. den pgps 1-14, sowie mrps ware sinnvoll, um die
Bedeutung der Lokalisation der Gene fir die Entgiftung zu Gberprifen. Die
Bedeutung dieser Gene bei der Entgiftung von Fluoranthen wird spater noch einmal
anhand der Versuche zur Hemmung der pgps mit Verapamil diskutiert.

IV.1.2.2. Nematodentest und chronische Schaden

Die Vermutung, dass chronische Effekte nach langerer Inkubationszeit (und
verminderter Geninduktion) auftreten, bestétigte sich. Der Einfluss der Vorinkubation
auf die Reproduktion wurde mit zunehmender Zeit starker. Das Wachstum wurde
weder von der Dauer der Vorinkubation, noch von den kombinierten Faktoren Futter
oder Fluoranthen beeinflusst. Gleiches gilt auch fur die Fertilitdt, die nur marginal
nach 24-stindiger Inkubation gehemmt wurde. Kontrollwirmer und vorbehandelte
Wiirmer erreichten beide nach dem Nematodentest eine GrdBe von etwa 1000 uM,
was der DurchschnittsgroBe fir adulte C. elegans entspricht (Brenner, 1974).

Deutlich empfindlicher prasentierten sich die Auswirkungen der Vorinkubation auf die
Zahl der Nachkommen. Die Reduktion der Nachkommenzahl mit steigender
Inkubationszeit in Kontrollmedium und Fluoranthen-Medium ist der offensichtlichste
Effekt. C. elegans erbringt in Flissigkultur eine verminderte Reproduktionsleistung.
Besonders durch Schwenken der KulturgefédBe (was hier nicht getan wurde) wird die
Nachkommenschaft weiter dezimiert. Es wurden, unabhangig von der Dauer der
Vorinkubation, immer L1-Warmer fir den Nematodentest verwendet. Daher waren
Nematoden nach einer 24-stiindigen Vorinkubation nicht nur 1&nger dem Schadstoff
ausgesetzt, sondern auch ausgehend von einem friheren Entwicklungsstand. Da
von der Eiablage bis zum Schllipfen der L-1-Wirmer lediglich neun Stunden
vergehen, waren die Wirmer wahrend ihrer gesamten Embryonalentwicklung (in
utero) bis zum Schlipfen und der folgenden Juvenilentwicklung dem Schadstoff
ausgesetzt. Aber nicht nur Fluoranthen hatte einen Effekt auf die Reproduktion der
Wiurmer. Nach einer Vorinkubation von 24 Stunden wurde zudem eine Reaktion auf
die Futterverfligbarkeit bzw. deren Abwesenheit bemerkbar. Kontrollwirmer, die mit
E. coli inkubiert wurden, pflanzten sich deutlich zahlreicher fort als solche ohne E.
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coli, da sie keinem Nahrstoffmangel ausgesetzt wurden. Fluoranthen hatte zusatzlich
einen signifikant negativen Einfluss auf die Reproduktion bereits nach sechs (mit
Futter) und achtstiindiger (ohne Futter) Vorinkubation. Nach 24 Stunden Vorinku-
bation in 0,9 mg/L Fluoranthen und E. coli wurde die Reproduktionsleistung um
nahezu die Halfte verringert. Nach diesen Ergebnissen wurde nicht erwartet, dass
eine langere Inkubation zu bedeutend hoherer Hemmung fahren wirde, da die
gewahlte Fluoranthen-Konzentration dem ECso Wert fir Reproduktion im Nema-
todentest entspricht.

Die Kombination von Futter und Fluoranthen hatte eine verstarkte Hemmung der
Reproduktion von C. elegans zur Folge. Die Hypothese, dass die Aufnahme der
Verbindung Uber Nahrungspartikel die Konzentration am Wirkungsort beschleunigt
und/ oder erhdht und so die schadlichen Effekte auf den Organismus verstarkt
werden (Escher und Hermens 2004), konnte durch die gezeigten Ergebnisse
bestatigt werden. Die Induktion von CYP-Enzymen durch organische Substanzen
und deren Beteiligung an der Aktivierung des Fettstoffwechsels von C. elegans
scheint hierbei von groBer Bedeutung. Die folgende Erhéhung des Kérperfettanteils
kann als Speicherstelle fir die unpolaren Verbindungen dienen, um so deren
toxische Wirkung am Zielort zu minimieren, wenn nicht zu verhindern (Menzel et al.,
2007). Da negative Effekte oOfter in den Membranen, als in den Speicherlipiden
geschehen, ware es zuklnftig gerade flur Langzeituntersuchungen wichtig, den
Lipidgehalt von C. elegans zu bestimmen und den Body Burden so zu normalisieren.
Die Lipidbestimmung kann sowohl durch Anfarben und mikroskopische Auswertung,
aber auch chemisch, durch Gaschromatographie erfolgen (Ashrafi et al., 2003). Eine
erhdhte interne Belastung hat nicht zwangslaufig starkere Effekte zur Folge, wenn
gleichzeitig auch der Kdrperfettanteil erhéht ware (Escher und Hermens, 2004).

Eine verstarkte Toxizitdt von Fluoranthen kann auch durch die Biometabolisation
durch Cytochrome P4s0 Enzyme ausgeldst werden (Bioaktivierung). Versuche mit
Muckenlarven (Chironomus tentans) fuhrten zu der Annahme, dass bei dem Umsatz
von Fluoranthen Metabolite gebildet wurden, die eine erhdhte toxische Wirkung auf
die Organismen hatten (Schuler et al., 2004). Menzel et al. (2005) konnten fir C.
elegans zeigen, dass CYP35A und C Knock-out Mutanten weniger empfindlich auf
die Behandlung mit Fluoranthen oder PCB52 reagierten als der Wildtyp. Das gleiche
Phanomen trat bei Nematoden auf, deren cyp-Gene durch RNAi gehemmt wurden.

In beiden Fallen (K.O. und RNAIi) war die Hemmung der Reproduktion geringer als
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die der Kontrollwirmer, was zu der Vermutung eines bioaktivierenden Effektes durch
die Metabolisierung flhrte. Dies erscheint jedoch aufgrund der bekannten geringen
Biometabolisierungsaktivitat von Invertebraten unwahrscheinlich (Fent, 2007). Bei
der massenspektrometrischen Bestimmung (ICP-MS) der Konzentration von Fluor-
anthen in Medium und in C. elegans nach der Inkubation konnten keine Metabolite
nachgewiesen werden, moglicherweise aufgrund der zu geringen metabolischen
Aktivitat und einer daraus folgernden zu geringen Konzentration der Verbindungen.
In jedem Fall verbraucht der Organismus fir die gesteigerte Genexpression und die
Metabolisierung/ Detoxifikation des Schadstoffes viel Energie. Lipidsynthese und
auch die Synthese von endogenen, hydrophilen Makromolekilen (z.B. Kohlen-
hydraten), die in Phase-1lI-Reaktionen an lipophile Substanzen gebunden werden, um
die Exkretion zu ermdglichen, sind energetisch unginstige Prozesse. Um diesen
.Luxus“ zu ermdéglichen, muss der betroffene Organismus die verbrauchte Energie
an anderer Stelle sparen, was eine Verminderung der Reproduktionsleistung zur
Folge hat (Gems und McElwee, 2005). Ob nun die direkte Biometabolisierung der
Fremdstoffe oder auch die Biosynthese von Lipiden; die Funktion der CYP-und PGP-
Enzyme bleibt zu klaren. Eine generelle Beteiligung an der Schadstoffwirkung ist
sicher.

IV.1.2.3. Interne Belastung und das Critical Body Burden (CBB) Konzept

Die interne Fluoranthen-Konzentration wurde bestimmt, um einen Einfluss der
Nahrung auf die Bioakkumulation nachzuweisen. Es ist anzunehmen, dass das
nachgewiesene Fluoranthen nicht aus dem Darm stammt, sondern in Membranen
und Lipidtrépfchen eingelagert wurde. Die Defékationszeit von C. elegans betragt
etwa 45 Sekunden und die Reinigung der Nematoden vor der Bestimmung der
Belastung nahm etwa 60 Minuten in Anspruch (Avery und Thomas, 1997).

Unabhéangig von der Expositionsart und Dauer lag der Body Burden zwischen 1 und
3,5 mmol/kg (Trockengewicht). Der starkste Anstieg der Schadstofflast war in den
ersten acht Stunden zu vermerken. Folgt man der Daumenregel fur unpolare
Narkotika flr den akut letalen kritischen Body Burden, liegt dieser zwischen 2 und 8
mmol/kg. Flr chronische Effekte jedoch wird er um den Faktor zehn verringert und
liegt somit zwischen 0,2 und 0,8 mmol/kg (Thompson und Stewart 2003). Obwohl
den hier durchgeflhrten Experimenten nicht das Schema klassischer CBB-
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Experimente zugrunde liegt, liegen die ermittelten Werte in dem Bereich fir akut
letale CBB, dennoch waren nur chronische Effekte zu beobachten. So wird der CBB-
Ansatz durch diese Experimente nicht gestlitzt und auch unterschiedliche Werte der
Belastung, hervorgerufen durch die Exposition Uber Nahrungspartikel sind nur
teilweise erklarbar.

Im Folgenden soll daher die Bedeutung der verantwortlichen Prozesse abgewogen
werden. Dazu gehdren neben Biotransformation und Elimination auch die Biover-
fugbarkeit und die interne Verteilung der Substanz. Des Weiteren spielen noch
Verhaltensweisen der Testorganismen, wie Nahrungsverweigerung oder verstarkte
Exkretion eine entscheidende Rolle, um die Unterschiede der internen Belastung zu
erklaren.

Geht man von einer Erhéhung des Lipidstoffwechsels durch enzymatische Aktivitat
bestimmter CYPs und damit vermehrt gebildeten Speicherlipiden aus, so wirde
ebenfalls eine erhdhte Belastung der Nematoden in Anwesenheit von Futter erwartet
werden. Jedoch zeigte sich, dass im Gegensatz zur cyp-Induktion und Hemmung der
Reproduktion die Belastung der Nematoden mit Fluoranthen héher war, wenn diese
ohne E. coli inkubiert wurden. Gleiche Resultate konnten bei Regenwirmern
(Lumbricus rubellus) beobachtet werden (Ma et al., 1994). Regenwirmer, die flr
einige Wochen in mit Fluoranthen versetzter Erde ohne Futter inkubiert wurden,
akkumulierten mehr von der Substanz als Wirmer, die mit Futter gehalten wurden.
Der Lipidgehalt der Wirmer hatte keinen Einfluss auf den Effekt. Als Ursache wurde
eine verstarkte Aufnahme von Bodenpartikeln (und damit Fluoranthen) in Folge des
Nahrungsmangels vermutet. Auch bei C. elegans wird durch die Abwesenheit von
Nahrung das pharyngeale Pumpen verstéarkt (Avery und Horwitz, 1990). Dadurch
wilrde die Aufnahme von Fluoranthen in den Kérper gesteigert werden.

Eine weitere Erklarung flr die geringere Belastung der Nematoden (mit Futter) ist die
verstarkte Elimination der Substanz durch Exkretion eines groBen Teils des
Fluoranthens, welches mit der verdauten Nahrung ausgeschieden wird. Wirmer, die
kein Futter zu sich nehmen, scheiden zwangslaufig weniger aus (Liu und Thomas,
1994). Neben der verstarkten Exkretion ist der Nematode in der Lage, aktiv die
Aufnahme von flr ihn toxischen Substanzen zu verringern, indem er die Aktivitat des
pharyngealen Pumpens, durch das die Nahrung in den Darm gebracht wird,
vermindert (Jones und Candido, 1999). Die Bestimmung der Belastung der Bakterien
alleine inkubiert mit Fluoranthen (ohne Nematoden) bekraftigt diese Hypothese: Die
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Belastung von E. coli bleibt zwischen vier und acht Stunden konstant und steigt nach
24 Stunden stark an. Die starke Belastung der Nahrung nach 24-stiindiger Inkubation
kénnte die Wirmer von der Aufnahme der Bakterien abhalten. AbschlieBend zeigt
sich die interne Belastung in diesen Versuchen nicht als entscheidender Parameter
fur die giftige Wirkung von Fluoranthen, da abnehmend mit der Menge der akkumu-
lierten Substanz (nach 24h Stunden) die Effekte auf den Organismus verstarkt
werden. Um die tatsachliche Bedeutung der ingestierten, mit Fluoranthen beladenen
Nahrungspartikel abzusichern, muss die Aufnahme der Substanz Uber die Kdrper-
oberflache bestimmt werden. Ein Verschluss der Mundéffnung wie bei Vijfer et al.
(2003) beschrieben, ist aufgrund der geringen GréBe des Nematoden nicht méglich.
Die Gabe von Nahrungspartikeln, welche gréBer als die Mundéffnung von C. elegans
sind, wirde eine sinnvolle Alternative bieten.

Die Ergebnisse im Ganzen lassen darauf schlieBen, dass der Nematode durch eine
Folge von aktiven Verhaltensanderungen und molekularen Mechanismen in der Lage
ist, den toxischen Einfluss von Chemikalien zu minimieren bzw. hinaus zu zdgern.
Jedoch gibt es einen zeitlichen Wendepunkt (bei etwa sechs Stunden), ab dem
chronische Effekte nicht mehr zu verhindern sind. Bei einem kleinen Organismus wie
C. elegans ist es unmdoglich, die Menge der toxikologisch aktiven Substanz am
Zielort zu bestimmen, da man anders als bei Fischen, Organe nicht einzeln auf ihre
Belastung untersuchen kann. Daher ist die hier eingesetzte Kombination der Analyse
der Expression unterschiedlich lokalisierter Gene und chronischer Effekte sehr gut
geeignet, um Aufnahme, Verteilung und resultierende Effekte zu beschreiben.
Zusatzlich kdnnte eine Fraktionierung zellularer Bestandteile durch differentielle
Zentrifugation und die anschlieBende Untersuchung der Belastung der einzelnen
Fraktionen, wie bei Selck und Forbes (2004) beschrieben, mobglicherweise
Aufschluss Uber die Verteilung der Schadstoffe in den Zellen selbst geben.

IV.1.3. Bedeutung der ABC-Transporter fur die Wirkung von Fluoranthen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass pgp-3 konzentrationsab-
hangig durch Fluoranthen induziert wird und das Expressionsmuster korreliert ist mit
dem von cyp-35C1. Bisher konnte fir das Gen eine Induktion durch natdrliche
pflanzliche und bakterielle Giftstoffe nachgewiesen werden, nicht aber durch anthro-
pogen erzeugte Substanzen (Broeks et al., 1995).
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Ohne eine Untersuchung der Genexpression konnten Aufnahme-Versuche mit der
giftigen, organischen Verbindung Rhodamin eine Beteiligung der ABC-Transporter im
Pharynx fir den Schadstoffefflux nachweisen (Meyer, 2000). Eine Konzentration des
fluoreszierenden Farbstoffs nach Hemmung der ABC-Transporter wurde mikros-
kopisch im Pharynx des Nematoden C. elegans nachgewiesen, wo pgp-3 unter
anderem und pgp-714 ausschlieBlich lokalisiert sind. Vergleichsweise wenig der org-
anischen Verbindung wurde im Darm lokalisiert.

In dieser Arbeit konnten nun weitere Aspekte der Bedeutung der ABC-Transporter flr
die Detoxifikation (von Fluoranthen), durch die spezifische Hemmung der enzym-
atischen Aktivitat der Transporter durch Verapamil beleuchtet werden. Dabei wurde
Uberprift, dass Verapamil selbst (ohne Fluoranthen) keinen Einfluss hatte. Durch die
Hemmung der Efflux-Proteine wurde die Verbindung starker in den Nematoden
akkumuliert und die Induktion von cyp-35C1 wurde erhdht. Somit hatte die Inhibition
der pgps die gleiche Wirkung auf das Zielgen wie die Gabe von Fluoranthen Gber
Nahrungspartikel. Es ware moglich, dass die giftige Substanz durch die Bindung an
die Nahrungspartikeln an den Effluxmechanismen im Pharynx vorbei geschleust wird
und so in den Darm gelangt.

Die Induktion von pgp-3 wurde durch die Hemmung nicht erhéht. Um heraus-
zufinden, ob pgp-3 tatséchlich am Efflux von Fluoranthen beteiligt ist, missten
Experimente mit K.O.-Mutanten des Genes [pgp-3 (pk-18)] durchgefihrt werden und
die Induktion der anderen pgps bestimmt werden. Es scheint wahrscheinlich, dass
andere pgps (pgp-1 bis 14) am Transport der Substanz beteiligt sind. Die Erhéhung
der Expression durch die Behandlung mit Fluoranthen und Verapamil von pgp-14,
welches ausschlieBlich im Pharynx lokalisiert wurde, bestéatigt diese Vermutung,
sollte aber in zuklnftigen Arbeiten verifiziert werden.

Abbildung IV.1. Bedeutung fiir die Schadstoffaufnahme und Elimination? Die Lokalisation
der Effluxprotein-codierenden Gene pgp-3 (links) in Darmzellen und Pharynx und pgp-14

(rechts) nur im Pharynx von C. elegans (Abbildung www.wormbase.org).

Zudem konnten Untersuchungen der Expressionsprodukte (zum Beispiel Inhibition
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der Aktivitat) Aufschluss Uber die Funktion geben (Stevenson et al., 2006). Neben
zellularen Prozessen in den intestinalen Zellen scheinen besonders solche in pharyn-
gealen Zellen fur die Aufnahme und Entgiftung von groBBer Bedeutung zu sein. Efflux-
Proteine im Pharynx wirden somit als erste Barriere gegen die Schadstoffaufnahme
in die Zellen arbeiten.

Es scheint méglich, dass nach Ausschaltung der Barriere in den Membranen (durch
Verapamil) die toxische Substanz nicht mehr ausgeschieden, sondern vermehrt
akkumuliert wird und alle folgenden Prozesse und Konsequenzen fur den Organis-
mus gestartet werden. Die Ergebnisse zeigen die Komplexitat der Mechanismen der
Entgiftung organischer Substanzen und einen engen Zusammenhang der Induktion
der beiden unterschiedlichen, streng konservierten Genfamilien CYP und ABC-
Transporter. Die Untersuchung der hier aufgestellten Hypothesen kann Einblicke in
die grundlegenden molekularen und physiologischen Mechanismen der Entgiftung
geben.

IV.1.4. Bedeutung molekularer Prozesse fir die zuklnftige Chemikalienbewertung

Es konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang besteht zwischen Schwellen-
werten der Geninduktion und toxischen Effekten auf chronischer Ebene. Dies wurde
besonders durch den Vergleich der Reproduktionsleistung der Wirmer und der cyp-
35C1-Induktion nach 6 bis 8 Stunden Inkubation in Fluoranthen deutlich. Der zusatz-
liche variable Faktor Nahrung (E. coli) bestarkte die Hypothese.

Die Prozesse, die zur Entgiftung und Erholung auf der einen Seite und zu irrever-
siblen Schaden auf der anderen Seite fuhren, kénnen jedoch nicht direkt und
konzentrationsabhangig durch einzelne Biomarker wie mutmaBliche Phase-I- und II-
Enzyme bestimmt werden. Die Induktion ausgesuchter Gene ist wohl ein sensitiver,
kurzzeitiger Indikator far Exposition, nicht aber zur Vorhersage von chronischen
Effekten geeignet. Daher ist es weder méglich relevante Effekte auf ganze Okosys-
teme vorauszusagen (Forbes et al., 2006), noch, wie hier gezeigt werden konnte, auf
der Ebene von einzelnen Organismen. Es ist jedoch aufschlussreich, verschiedene
molekulare Mechanismen und ihr Zusammenspiel unter unterschiedlichen Expo-
sitionsbedingungen zu untersuchen, um auch speziestbergreifend, der Giftwirkung
zugrunde liegende Mechanismen zu entschlisseln.

Far Fluoranthen wurde, trotz der Klassifizierung als MoA1-Substanz, eine gen-
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toxische Wirkung nachgewiesen, wodurch DNA-Reparatur-Mechanismen induziert
werden. (Palmaquist et al., 2003). Auch die Uberexpression von C-type-Lektinen, die
wahrscheinlich an immunologischen Prozessen beteiligt sind, sowie Collagenen, die
unter anderem zu einer Verstarkung der Kutikula beitragen, gehdéren zu dem
komplexen Zusammenspiel der Abwehr der Effekte von organischen Substanzen
(wie Fluoranthen) auf den gesamten Organismus (Reichert und Menzel, 2005).
Andere Mechanismen, wie die Errichtung molekularer Membranbarrieren tragen
einen Teil zur Detoxifikation bei, wie es fur die Unterfamilie der ABC-Transporter hier
gezeigt werden konnte. Die Rolle der ABC-Transporter bei der Detoxifikation von
Narkotika ist weitestgehend unbekannt. Durch diese Arbeit konnte gezeigt werden,
dass Caenorhabditis elegans alle erforderlichen molekularbiologischen und 6kotoxi-
kologischen Vorraussetzungen stellt, um die zellularen Ursachen einer toxischen
Wirkung zu untersuchen. Es reicht nicht aus, die internen Konzentrationen der
Schadstoffe in den Organismen zu bestimmen, um Rickschlisse auf die Effekte zu
ziehen, da die Auspragung der Effekte von unterschiedlichen Faktoren wie z. B. dem
Aufnahmeweg abhangt. Zukinftige Arbeiten in diesem Bereich sollten genannte
molekulare Schlisselfunktionen der Entgiftung untersuchen, um die Ausldser
toxischer Effekte identifizieren und bewerten zu kdénnen. Die Untersuchung
ausgewahlter Gene durch die real-time PCR hat sich hier als viel versprechend
erwiesen, dennoch ware eine Untersuchung ganzer Genfamilien von groBer
Bedeutung. Im Folgenden wird diskutiert, ob die Methode des DD-PCR geeignet flr
solche groB angelegten Untersuchungen ist. Entsprechende molekularbiologische
Versuchsansatze sollten eine Verbindung zur Untersuchung chronischer Toxizitat
stets beinhalten, wobei die Bestimmung der Reproduktion von C. elegans sich als

sensitivster Parameter zeigte.

IV.2. Genexpressionsanalyse durch Differential Display PCR

Die Methode der DD-PCR konnte relativ zligig etabliert werden. Kultivierung und
Inkubation der Nematoden, sowie RNA-Isolation, reverse Transkription, PCR und die
Auftrennung der PCR-Produkte auf einen Polyacrylamidgel konnten durchgefihrt
werden. Der aufwendigste Teil hierbei war die Abstimmung der PCR-Reaktion mit
der Gelelektrophorese und der anschlieBenden Silberfarbung der Gen-Fragmente,

um moglichst viele Gen-Fragmente klar und kontrastreich voneinander zu
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unterscheiden. Auch war es méglich die cadmiuminduzierte Genexpression mittels
DD-PCR nachzuweisen. Warum die Methode dennoch als nicht geeignet bewertet
wurde, um anhand der Genexpressionsmuster auf toxizitatsverursachende Mechan-
ismen zu schlieBen, wird im Folgenden diskutiert.

Vorteile der DD-PCR sind zum einen die geringen Kosten flir die Anwendung der
Methode und zum anderen beschrankt sich die DD-PCR nicht auf Modellorganismen,
deren Genom bereits sequenziert wurde. Unterschiede in der Genexpression lassen
sich somit bei jedem Organismus nachweisen, sind jedoch keinem Expressions-
produkt direkt zuzuordnen. Die Identifikation der unterschiedlich exprimierten Gene
erweist sich als langwierig. Weitere Nachteile der DD-PCR sind die geringe
Reproduzierbarkeit und speziell hier der hohe Arbeitsaufwand und die ungeniigende
Sensitivitdt der Silberfarbung, um feine Unterschiede nachzuweisen (Sturtevant,
2000). Der Arbeitsaufwand kénnte durch die Nutzung moderner Sequenziergerate
(Kapillarelektrophorese), in denen 96 PCR-Proben mit internen GrdéBenstandards
gleichzeitig aufgetrennt werden, verringert werden. Bei der hier verwendeten
Gelelektrophorese konnten gleichzeitig lediglich 16 Proben analysiert werden,
wodurch sich die Methode in der Anwendung als viel zu personalintensiv
herausstellte. Die Nutzung kapillarelektrophoretischer Systeme wirde die Sensitivitat
und Reproduzierbarkeit erhéhen, da statt manueller Silberfarbung die Genfragmente
in der PCR-Reaktion bereits mit fluoreszierenden Primern gebildet werden und so
per Laser wahrend der Elektrophorese detektiert werden kdnnen. Entsprechende
Gerate werden vertrieben durch www.appliedbiosystems.com (ABIPrism) und sind
derzeit erhaltlich ab etwa 300.000¢€.

Auch wenn die genannten Verbesserungsvorschlage sinnvoll scheinen, rat die
Autorin von der Durchfihrung klar ab. Die Methode der DD-PCR war in den 90er-
Jahren bestimmt wert im Science-Magazin veréffentlicht zu werden und wird auch
heute noch erfolgreich in der Okotoxikologie angewendet (Meyer et al., 2005). Um
nahezu alle Veranderungen einer Behandlung nachzuweisen, ist es ratsam, aufgrund
der hohen Probenzahl, jeweils nur zwei, hochstens drei unterschiedliche
Versuchsansatze miteinander zu vergleichen. Unter optimaler Primerwahl sollen
etwa 50-100 Gene pro Primerpaar amplifiziert werden (Liang und Pardee, 1992). Das
Genom von C.elegans besteht aus etwa 20 000 Genen, was den Umfang der

Erstellung einer Musterbibliothek erahnen lasst. Unter den gegebenen

-64 -



DISKUSSION

Voraussetzungen wurde die Erstellung einer Musterbibliothek der Veranderung der
Genexpression durch Chemikalien und Chemikaliengemische zu umfassend und
damit auch zu untbersichtlich werden. Zudem ware es nétig, unterschiedlich stark
exprimierte Genfragmente nachtraglich zu identifizieren. Ohne eine ldentifikation
ware nicht sichergestellt, dass Fragmente identischer GréBe, die durch gleiche
Primerpaare aber nach unterschiedlicher Behandlung der Wirmer gebildet wurden,

auch gleichen Genen entsprechen.

Die Nutzung von Microarrays zur Erfassung des Gefahrdungspotentials von
Chemikalien scheint in diesem Falle aussichtsreicher. Gesamtgenomische Micro-
arrays sind inzwischen fir Organismen unterschiedlicher Phyla kommerziell erhaltlich
(www.affymetrix.com). Da es sich fir viele universitare Einrichtungen nicht lohnen
wirde, alle notwendigen Gerate und Analyseprogramme anzuschaffen, bietet es sich
an, die volle Probenprozessierung von einem Auftragslabor durchfiihren zu lassen.
cDNA-Synthese und -Reinigung, Markierung, cDNA-Fragmentierung, Hybridisierung,
Scan und Primaranalyse der Genexpression kénnen dort durchgeflhrt werden. Die
Kosten flir eine gesamtgenomische Untersuchung schadstoffinduzierbarer Gene von
C. elegans, wie im experimentellen Teil beschrieben (Kontrolle und zwei
Behandlungen hier: 5 und 50 uM Cadmium), lagen flir drei Replikate derzeit bei
knapp 6.000 €. (Integrierte funktionelle Genomik (IFG) Minster, http://ifg-izkf.uni-

muenster.de).

Standardisierte Bedingungen von Anfang an sind nétig, betrachtet man die (noch)
hohen Kosten der Arraytechnologie. Definierte und an natirliche Bedingungen
angepasste Expositionsbedingungen sind hier, wie auch bei klassischen &6kotoxi-
kologischen Tests wichtig. Parameter wie der Aufnahmeweg und die Expositionszeit
sind von groBer Bedeutung flr die Anreicherung und Verteilung des Schadstoffes im
Organismus und die toxische Wirkung (Neddermann und AhIf, 2005). Zudem
gestalten sich die Interpretation und somit auch die Bewertung dieser eindeutigen
Effekte auf ausgesuchte Gene des Organismus als schwieriger als der Nachweis.
Um eine Beeintrachtigung des Organismus aufgrund molekularer Reaktionen
vorherzusagen, mussen in zukinftigen Untersuchungen klassische 6kotoxiko-
logische Verfahren und molekularbiologischer Methoden miteinander kombiniert

werden.
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V. SCHLUSSFOLGERUNG und AUSBLICK

Analysen veranderter Genexpression oder Proteinbiosysnthese durch die Einwirk-
ungen von Chemikalien haben sich in den letzten Jahren als bedeutsame Methoden
erwiesen, um Schadstoffeffekte auf zellularer Ebene nachzuweisen. Der Nachweis
ist hochsensitiv und Effekte sind meist schon nach kurzer Zeit detektierbar. Zudem
eignen sich die zellularen Reaktionen, um die Schadstoffwirkung am Zielort nachzu-
weisen. Auf diese Weise kann die biologische Verfligbarkeit der Substanzen unter
unterschiedlichen Expositionsbedingungen bestimmen werden.

Untersuchungen der cadmiuminduzierten Genexpression konnten einen Einfluss von
Partikeln und mit unterschiedlichen Substituenten wie Carboxyl- oder Aminogruppen
auf die Bioverflgbarkeit und Bioakkumulation der Substanz nachweisen (Offermann
et al, 2008). Auch in klassischen Okotoxikologischen Tests wird der Expositionsart
zunehmend gréBere Bedeutung zugemessen (Feiler et al., 2005). Die Verfugbarkeit
der Schadstoffe Uber Partikel (Sediment oder Boden) unterscheidet sich maBgeblich
von der Verfugbarkeit Gber die Wasserphase und fihrt somit auch zu Unterschieden
in der Giftigkeit. Die Kombination molekularbiologischer Untersuchungen und
klassischer Biotests eignet sich sehr, um die der Schadstoffaufnahme und Wirkung
zugrunde liegenden zellularen Mechanismen abhangig von den Expositions-
bedingungen zu untersuchen.

Die Bedeutung der Fluoranthen-Exposition Uber Nahrungspartikel konnte hier sowohl
fir die Geninduktion, als auch fir chronische BeobachtungsgrdéBen gezeigt werden.
Durch die Aufnahme (ber die Nahrung gelangte Fluoranthen schneller an den
Wirkungsort, was die Effekte auf den Organismus verstérkte. Dabei waren sowohl
physiologische Eigenschaften des Testorganismus (Futteraufnahme und Deféakation),
aktive Verhaltensanderungen (pharyngeales Pumpen), als auch die chemische
Eigenschaften der Substanz von Bedeutung. Gerade der Zusammenhang der biolog-
ischen Verfugbarkeit mit den zellularen Zielstrukturen der Schadstoffe ist von groBer
Bedeutung und weitere grundlegende Fragen kdnnen mit Hilfe von Untersuchungen
auf molekularbiologischer/ biochemischer Ebene beantwortet werden. Hier sind
sowohl Analysen einzelner relevanter Gene, aber auch gesamtgenomischer
Microarrays geeignet, um die Mechanismen der Schadstoffwirkung aufzuklaren.

Die hohe Zahl der Veréffentlichungen in den letzten Jahren, die Microarrays zur
Beantwortung Okotoxikologischer Fragestellungen verwendeten, bekraftigt die

zeitgeistliche Bedeutung der Anwendung. Die Kosten die entstehen wirden, um die
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Wirkungen von einzelnen Chemikalien, Chemikaliengemischen oder auch Umwelt-
proben auf die Genexpression zu untersuchen, sind flr eine standardisierte
Anwendung noch nicht tragbar. Es bietet sich daher an, gesamtgenomische
Microarrays lediglich einzeln (ohne Replikate) einzusetzen, um Kandidatengene zu
identifizieren und diese gezielt auf eine Schadstoffinduktion zu untersuchen (Muncke
et al., 2007; Reichert et al., 2005). Beachtung finden sollten hier auch Mechanismen
der Genregulation. Wenn auch gezeigt werden konnte, dass die Induktion der
C.elegans cyps nicht mit der, der Vertebraten Uber AH-Rezeptoren verglichen
werden kann (Menzel et al, 2005), scheint eine Koregulation mit Vertretern der
Familie der ABC-Transporter zu bestehen. Das Zusammenspiel bekannter Entgift-
ungsprozesse (Biometabolisierung) und weiterer Mechanismen, wie aktive Efflux-
Systeme, sowie Lipidstoffwechsel, oder Immunsystem regulierende Prozesse sollten
hier eingehend untersucht werden. Eine systematische Untersuchung der zugrunde
liegenden Regulationsmechanismen und deren Zusammenspiel anhand relevanter
Gene und Genfamilien kann Aufschluss Uber die tatsachliche Bedeutung der
Induktion fir die Schadstoffwirkung und Detoxifikation geben. Zudem sollte auch die
Inkubationszeit Beachtung finden. Konzentrations- und zeitabhangige Héchstwerte
bzw. Schwellenwerte der Geninduktion scheinen generell auf Toxizitat hinzuweisen,
kénnen das AusmalB der Folgen jedoch nicht voraussagen. Es ist sinnvoll die
Induktion relevanter Gene flir zwei oder mehr aufeinander folgende Zeitpunkte zu
testen, um die Abfolge unterschiedlicher Schutzmechanismen zu erfassen.
Bestenfalls wirde parallel eine Analyse auf Translationsebene (Enzyme, Proteine)
stattfinden, um das zellulare Bild zu vervollstandigen.

Grundlegende Untersuchungen der Genexpression sollten mit Ergebnissen &6ko-
toxikologischer Testsysteme verglichen werden, da sonst die Relevanz der
beobachteten Geninduktion nicht bewertet werden kann. Das hier untersuchte cyp-
35C1 wurde bereits durch eine geringe Fluoranthenkonzentration (0,01 mg/L nach
sechs Stunden) induziert, bei der chronische Effekte noch nicht nachzuweisen
waren. Chronische Toxizitdt wurde nur durch hohe, nicht umweltrelevante
Konzentrationen ausgelést. Um C. elegans zur Untersuchung relevanter Gengruppen
und molekularer Schutzmechanismen zu nutzen, missten geplante Experimente im
hohen Konzentrationsbereich stattfinden. Alternativ bieten sich andere sequenzierte
Modellorganismen mit héheren Sensitivitdten flr chronische Effekte an. Beim
Vergleich toxischer Endpunkte (ECso/ LCsp) von C. elegans und Daphnia magna far
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Fluoranthen reagierte die Crustaceen-Art deutlich sensitiver. Der ECso (Reproduktion) fUr
Fluoranthen bei C. elegans liegt bei 0,9 mg/L wobei der LCsy bei D. magna schon
durch eine Konzentration von 0,117 mg/L erreicht wird (Menzel et al., 2005).

Die Tests mit D. magna sind flr akute (Immobilisation nach 24 Stunden) und auch
chronische (Reproduktion nach 14 Tagen) Effekte standardisiert. Daphnien sind als
verbreitete Vertreter des pelagischen Zooplanktons beliebte Testorganismen und die
Kultivierungsbedingungen sind einfach. Im Zuge des neuen europaischen Chemi-
kaliengesetztes REACH (Registration, Evaluation, Authorisation of Chemicals)
werden mit Daphnien akute und chronische Tests durchgefiihrt (www.reach-info.de).
Jedoch ist die Testdurchfihrung begrenzt auf aquatisches Milieu und fiir chronische
Effekte sehr langwierig. Kurze Expositionszeiten (48 Stunden) und variable
Expositionsbedingungen in Flissigphase oder Partikeln bietet neben C. elegans
noch der Fischeitest mit Danio rerio (Hollert et al., 2003). Abhangig von der
Fragestellung eigen sich Daphnia magna oder auch Danio rerio ebenfalls, um
molekulare Mechanismen als Ausléser von Langzeiteffekten zu untersuchen. Unter-
suchungen an Danio rerio waren humantoxikologisch besonders interessant, da hier
sowohl der adulte Organismus als Vertreter der Vertebraten, als auch die Embryonen
zur Verfugung stehen. Individuen in beiden Lebenszyklen eigen sich sowohl zur
Untersuchung chronischer Effekte als auch zur Analyse molekularbiologischer
Mechanismen (Fenske et al., 2005, Muncke et al., 2006).

Die besten 6kotoxikologischen Vorraussetzungen bietet aus Sicht der Autorin der
Nematode, da neben den molekularbiologischen Vorteilen, auch chronische Tests,
sogar Uber mehrere Generationen in vergleichsweise kurzer Zeit durchfihrbar sind.
Reichhaltige Datenbanken und Literaturquellen konnten genutzt werden, die
anspruchslose Kultivierung der Nematoden vereinfachte die praktischen Unter-
suchungen und induzierte Gene durch geringe Konzentrationen waren leicht nach-
zuweisen. Zudem konnen die Expositionsbedingungen beliebig variiert werden, da
der Nematode sowohl fir Fllssig-, als auch fir Festphasentests geeignet ist. Somit
lassen sich auch die Aufnahmewege genau definieren. Methoden wie real-time PCR
fir ausgesuchte Gene, und auch Microarrays flr gesamtgenomische Unter-
suchungen haben fir die 6kotoxikologische Bewertung, basierend auf den toxizitats-
vermittelnden Mechanismen groBes Potential, solange sie mit 6kologisch relevanten

BeobachtungsgrdéBen verglichen werden.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

In der Umwelt gelangen Schadstoffe auf unterschiedlichste Weise zu Organismen. Der
benthisch lebende Nematode Caenorhabditis elegans kann Schadstoffe sowohl durch
die freie Wasserphase, das Porenwasser, aber auch durch die Ingestion kontaminierter
Partikel oder Nahrung aufnehmen. Die Exposition Uber kontaminierte Partikel wirkt sich
maBgeblich auf die Bioverfligbarkeit der Substanzen und damit auch auf die toxische
Wirkung aus.

Die Ursache der durch die Expositionsbedingungen veranderten Bioverflgbarkeit fir die
resultierenden negativen Effekte wurde bisher wenig untersucht und soll Kernpunkt der
Arbeit sein. So wurde die Bestimmung der fluorantheninduzierbaren Genexpression
einer Cytochrom Pss—abhangigen Monooxygenase (cyp-35C7) und eines ABC-
Transporters (pgp-3) per real-time PCR genutzt, um den biologisch verfligbaren Anteil
des eindringenden Fremdstoffs (Flu) nachzuweisen. Beide Gene gehdren streng
konservierten, bei Vertebraten am Fremdstoff-Metabolismus beteiligten Genfamilien an.
Mit Hilfe dieser Biomarker sollte untersucht werden, ob es mdglich ist, (A) einen
konzentrations-abhangigen Schwellenwert der Geninduktion zu bestimmen, welcher auf
chronische Toxizitat schlieBen lasst und (B) ob der Einfluss von Expositionsart (mit und
ohne Nahrungspartikel) und Expositionsdauer (4-24 Stunden) auf die Verfugbarkeit von
Flu auch auf zellularer Ebene nachzuweisen ist. Zusatzlich wurde die Methode der
Differential Display-PCR etabliert, um generelle Muster der Schadstoffwirkung auf die
Genexpression aufzuzeigen. Zur Verknlpfung der Ergebnisse der Genexpression mit
der chronischen Wirkung wurde ein modifizierter Nematodentest durchgefihrt.
SchlieBlich wurde die Belastung der Nematoden bestimmt, um die Bedeutung von Auf-
nahme und Bioverflgbarkeit fir die irreversiblen Effekte bewerten zu kdnnen.

(A) Obwohl cyp-35C1 und pgp-3 konzentrationsabhangig durch Flu induziert wurden,
konnte durch den Vergleich mit den Langzeiteffekien kein konzentrationsabhangiger
Schwellenwert nachgewiesen werden. Die verminderte Reproduktionsleistung des
Nematoden deutete auf eine generelle Uberlastung des zelluldren Systems nach etwa 6
Stunden Inkubation hin. Dies wurde durch eine zeitabhangige Versuchsreihe bestatigte.
(B) Die Exposition Uber Bakterien erhéhte die cyp-35C1-Expression so wie die negativen
Effekte auf die Reproduktionsleistung. Im Gegensatz dazu wurde die Flu-Belastung
verringert. Der bioverfligbare Anteil ist somit wichtiger fir die negativen Effekte als die
Gesamtbelastung. In allen Versuchen war die Expression von cyp-35C1 und pgp-3
korreliert. Die Bedeutung der ABC-Transporter wurde durch die Hemmung der
enzymatischen Aktivitat der PGPs mit Verapamil untersucht. Durch die Inhibition dieser
ersten Barriere der Schadstoffabwehr wurde die Bioverfligbarkeit von Flu erhéht.

Die Ergebnisse wurden so interpretiert, dass aktive Verhaltensanderungen und
molekulare Schutzmechanismen der Nematoden zur Minimierung bzw. Verzégerung
toxischer Effekte beitragen. Jedoch existiert ein zeitlicher Wendepunkt, ab dem Effekte
nicht mehr reversibel sind und es zu chronischen Schaden kommt. Die Bestimmung der
Expression einzelner relevanter Gene, sowie ganzer Genfamilien eignet sich gut zur
Identifikation zellularer Wirkungsmechanismen als Ausléser toxischer Effekte unter
unterschiedlichen Expositionsbedingungen. Um die Aussagekraft der molekularen
Reaktionen bewerten zu koénnen, ist eine Kombination mit klassischen 06ko-
toxikologischen Verfahren von entscheidender Bedeutung.
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VI. SUMMARY

Effects of fluoranthene-exposure on gene expression and reproduction of
Caenorhabditis elegans

Contaminants can be taken up from the environment by organisms through different
exposure routes. The nematode Caenorhabditis elegans may take up contaminants
directly via the water phase, the pore water as well as bound to particles and food by
ingestion. The exposition to contaminated particles has a strong influence on the
bioavailability of the substances and hence their toxic impact.

In this study the cause for the altered bioavailability and the resulting effects will be
investigated. Expression of a Cytochrome P45, Monooxygenase (cyp-35C1) and an ABC-
Transporter (pgp-3) were determined by real-time PCR to measure the biological
available fraction of the entering substance fluoranthene. Both genes belong to large,
conserved gene families which are involved in metabolisation processes of hydrophobic
substances and are fluoranthene inducible. The aim of the study was to test (A) whether
gene induction shows a concentration-dependent threshold, which is conclusive on
chronic parameters (reproduction, fertility, growth); (B) changes in bioavailability on
cellular level due to exposition (media-only vs. dietary particles) and incubation-time (4-
24 h). Additionally, the differential display-PCR was established to detect an overview of
chemical-induced gene-expression-patterns. To connect gene-expression results to long-
term-effects a modified nematode life-cycle test was performed. At least the body burden
was determined to assess the relevance of uptake and bioavailability on the irreversible
effects.

(A) Induction of cyp-35C1 and pgp-3 by fluoranthene are concentration-dependent. A
threshold of the gene-induction followed by irreversible effects could not be detected. A
general capacity overload of the cellular system was indicated by a decreased number of
offspring after 6 h of fluoranthene-incubation. This hypothesis was confirmed in a time-
dependent test series.

(B) Both, cyp-35CT1-expression and inhibition of reproduction were increased by an
exposition via dietary particles (E. coli). In contrast, the body burden of the nematodes
decreased. Hence the total load is of minor importance, meaning that the bioavailable
fraction triggers the adverse effects on the organism. All tests showed a correlation of the
expression of cyp-35C1 and pgp-3. The relevance of the ABC-transporters was
determined by inhibition of the enzymatic activity of the PGPs with Verapamil. The
bioavailability of fluoranthene was increased by deactivating this first cellular barrier.

In conclusion, active behavioural changes as well as molecular defence-mechanisms of
the nematode C. elegans contribute to a minimisation respectively delay of the toxic
effects. There definitely is a time-dependent turning point where effects are no longer
reversible and permanent damage occurs. Determination of gene expression of single
relevant genes as well as whole gene families is suitable to unravel cellular mechanisms
of action which elicit toxic effects. The influence of different exposition conditions can be
identified easily. To assess the significance of the molecular reactions it is of vital
importance to connect them to classical ecotoxicological assays.
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Vil. ANHANG

VI.1. Gensequenzen auf deren Basis die Primer fiur die real-time PCR

ausgewahlt wurden

C. elegans actin 1

T04C12.6.1 (spliced coding region)

ATGTGTGACGACGAGGTTGCCGCTCTTGTTGTAGACAATGGATCCGGAATGTGCAAGGCCGGATTCGCCGG
AGACGACGCTCCACGCGCCGTGTTCCCATCCATTGTCGGAAGACCACGTCATCAAGGAGTCATGGTCGGTA
TGGGACAGAAGGACTCGTACGTCGGAGACGAGGCCCAATCCAAGAGAGGTATCCTTACCCTCAAGTACCCA
ATTGAGCACGGTATCGTCACCAACTGGGATGATATGGAGAAGATCTGGCATCACACCTTCTACAATGAGCTT
CGTGTTGCCCCAGAAGAGCACCCAGTCCTCCTCACTGAAGCCCCACTCAATCCAAAGGCTAACCGTGAAAA
GATGACCCAAATCATGTTCGAGACCTTCAACACCCCAGCCATGTATGTCGCCATCCAAGCTGTCCTCTCCCT
CTACGCTTCCGGACGTACCACCGGAGTCGTCCTCGACTCTGGAGATGGTGTCACCCACACCGTCCCAATCT
ACGAAGGATATGCCCTCCCACACGCCATCCTCCGTCTTGACTTGGCTGGACGTGATCTTACTGATTACCTCA
TGAAGATCCTTACCGAGCGTGGTTACTCTTTCACCACCACCGCTGAGCGTGAAATCGTCCGTGACATCAAGG
AGAAGCTCTGCTACGTCGCCCTCGACTTCGAGCAAGAAATGGCCACCGCCGCTTCTTCCTCTTCCCTCGAGA
AGTCCTACGAACTTCCTGACGGACAAGTCATCACCGTCGGAAACGAACGTTTCCGTTGCCCAGAGGCTATGT
TCCAGCCATCCTTCTTGGGTATGGAGTCCGCCGGAATCCACGAGACTTCTTACAACTCCATCATGAAGTGCG
ACATTGATATCCGTAAGGACTTGTACGCCAACACTGTTCTTTCCGGAGGAACCACCATGTACCCAGGAATTG
CTGATCGTATGCAGAAGGAAATCACCGCTCTTGCCCCATCAACCATGAAGATCAAGATCATCGCCCCACCAG
AGCGCAAGTACTCCGTCTGGATCGGAGGATCTATCCTCGCTTCCCTCTCCACCTTCCAACAGATGTGGATCT
CCAAGCAAGAATACGACGAGTCCGGCCCATCCATCGTTCACCGCAAGTGCTTCTAA

C. elegans cyp-35C1
C06B3.3 (spliced coding region)

TATTGCAAAACAATGTTTTTCATTCTACTATTTGTTTCCATAATTTCGTTCCTGACTGCCCGTCAATTTCTGAAG
GCAAAAAGACTTCCACCTGGACCTTTTTCGCTCCCATTAATTGGAAATGCTCATCAAGTTGGTTATCAATTGTG
GAGAACTGGAGGAGTTACAAATATGCTTAATCATTTCAGAAAGAATATGGAGACATTTTCACATTGTGGTTGG
GACCAATTCCTCATGTAAATATTACAAACTAGAGCTCTCGCATGAAGTTTTTGTGAAAAATTCCACAAAATATG
CCGTAAGCATGTTTCCCCGATGATTGACTATGTTAGAAAAGGAAATGGAGTGTTCTTCTCGAATGGCGACAAA
TGGCAGGAATTGAGAAGATTCTCCATGTTAACGATGAGAAATATGGGAATGGGAAGAGATTTGATGGAGGAG
AAGATTCTAAGTGAACTTGATGCAAGATGTGCTGAAATCAATGAAAAATCTATTGATGGGACCACTGTTTTACA
AGTGAAGAATTCTTTGATTTAACTGTTGGAAGTATCATTAACAATATGCTCTTAGGATTTCGATTTGATGAAAG
AACAAAATCCCGATTTCTCACAATGAAACACATGTTTGATGAAGGAATGGATAAGATGACACACTATTTTTCAC
TCTTCCAGTTTGGGCTCTTCAAAAGTTTCTCGCTAAAGATTTTAATTCCATTATAAAAGATCAGTTTGAGATAAT
TGATTATGTGTCAGTGGATGCTATAAAAGATCAAGAGATTTCATGAATGGTGACTATGAAATGATCCAAATAAC
GTTGAGGATATCGTTGATGCCTTTTTATTGAAGATGAAACAAAATCCGAAAAGTGATGTTTATGATGAGAACAA
TTTGAAAATGTTGATAACTGATCTATGGATAACCGGCCAGAAACAACGACAACAACTCTGGTGTCTGCATTCA
TCCAATTTTTGAACAATCCCCAAGTCATGGATACAGTTCAGAAAGAGCTCATCAAAGTGACTAACGGAGGATC
TCGCCAATTATCTTTGAGAGACAAAACTGAAACTCCTTATTTAAATGCAACAATTGCGGAAGTACAACGACAT
GCATCCATCCTCAATATCAATTTTTGGCGGATCAATAAGAGCCAACATAATTGGAGGACATCCTGTCGACTCA
GGATGTTTGATTGCTTCCCAATTGAGTGCTCTTCATACAAATGAGAAAATCTTTGAAAATCCTGAGAAATTCAA
TCCAGAACGATTTATACGAAACGAAAATCTTATGCAACAAACCATCCCGTTTGGAATTGGAAAAAGGTCTTGT
CTGGGAGAATCTCTAGCAAGAGCCGAGCTGTATTTAATCATTGGAAACCTACTACTCCGCTATAATTTTGAAT
CTTCTGGGAAAATGCCATCCACTCGAGAAACCGTTCCGTTTGGCTTTGCCAAGAGATGCGAAGCCTTCGACA
TGAAAGTCACTAAAATTTAA

C. elegans pgp-3
ZK455.7 (spliced coding region)

ATGAAAAAAACGAAGGTAAACCCAGAAGACGATATAACACTTGGCAAATTCACTCCAAAACCAAGTCCTCAAG
ATTCTTATCAGGGAAACTTTTTTGATGTGTTTCGAGATGCCGACTACAAAGATTACATATTATTCAGTGGTGGA
TTAATTTTGAGTGCAGTTAATGGAGCATTGGTGCCATTCAACAGTTTAATTTTTGAAGGAATTGCGAATGCTCT
TATGGAAGGAGAATCACAGTATCAAAATGGAACAATCAACATGCCTTGGTTCAGCTCGGAGATCAAAATGTTC
TGTCTTCGATATTTTTACCTTGGAGTCGCACTATTCCTTTGTTCTTATTTTGCAAATTCCTGTTTGTATACGTTA
TGCGAACGACGACTACATTGCATTCGAAAGAAATATCTGAAATCTGTGCTTCGTCAAGATGCAAAATGGTTCG
ACGAGACCACAATTGGGGGCTTGACGCAAAAAATGAGCAGTGGAATCGAAAAGATCAAAGATGGAATCGGA
GACAAAGTTGGAGTTTTGGTCGGTGGAGTTGCTACATTTATCAGTGGAGTTTCAATTGGTTTCTACATGTGTT
GGCAGTTAACTTTAGTTATGATGATCACAGTGCCATTGCAACTTGGTTCGATGTATCTATCAGCGAAGCATCT
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GAATCGTGCTACCAAAAATGAAATGTCCGCTTATTCAAATGCCGGTGGAATGGCAAATGAAGTAATTGCTGG
GATTAGGACTGTTATGGCATTTAATGCGCAACCGTTTGAAATCAATAGATATGCACATCAATTAAACGAGGCT
AGAAGAATGGGTATTCGTAAGGCTATTATTCTTGCTATTTGCACTGCTTTTCCATTGATGCTCATGTTCACATG
TATGGCAGTTGCATTTTGGTATGGAGCCACGTTAGCCGCTGCGGGTGCAGTTTCTTCGGGAGCCGTTTTCGC
TGTTTTCTGGGCTGTGCTTATTGGAACTAGACGTCTCGGAGAAGCTGCTCCACATCTCGGAGCAATTACCGG
TGCCCGTCTTGCAATTCATGATATTTTCAAGGTCATCGATCACGAGCCGGAAATCAAATGTACATCTAGCGAA
GGAAAGATACCCGAGAAAATTCAAGGAAAGCTGACGTTTGATGGCATCGAGTTCACTTATCCAACTCGCCCA
GAGCTGAAAATTCTGAAAGGAGTCTCGTTTGAAGTAAATCCAGGTGAAACTGTTGCGCTTGTTGGGCATTCT
GGATGTGGAAAATCTACAAGCATTGGACTTTTGATGAGATTTTATAATCAGTGTGCTGGAATGATCAAACTTG
ACGGAATCCCGATTCAAGAATATAATATTCGTTGGCTTCGTAGCACAATTGGAATTGTGCAACAAGAACCGAT
TATTTTTGTAGCGACAGTCGCTGAAAACATCCGAATGGGAGATGTTTTAATCACGGATCAAGACATCGAGGAA
GCATGTAAAATGGCAAATGCTCACGAGTTCATTTGCAAGCTCAGTGATAGATATGACACTGTGATTGGTGCAG
GTGCTGTACAACTATCTGGAGGCCAGAAACAGCGTGTAGCTATTGCCAGAGCAATTGTCAGAAAACCACAAA
TTCTACTTCTTGATGAAGCAACTAGTGCTCTGGATACTGAAAGTGAGCGTATGGTACAGACTGCATTGGATAA
AGCTTCAGAAGGAAGAACTACTTTGTGCATTGCTCATCGATTAAGCACAATAAGAAATGCCAGTAAAATTCTT
GTATTCGACCAAGGACTTATTGCGGAAAGAGGTACCCATGATGAACTAATTTCCAAGGATGATGGAATCTAC
GCCAGTATGGTGAAAGCTCAAGAAATCGAACGAGCAAAGGAAGACACTACATTAGATGATGAGGAAGACGA
GAAAACTCACCGATCTTTCCATCGAGATTCAGTGACATCCGATGAGGAGCGCGAATTGCAACAGAGTCTGGC
AAGAGACTCGACTCGTCTTCGTCAGAGTATGATCAGTACAACAACACAAGTTCCTGAATGGGAAATTGAAAAT
GCTCGTGAAGAAATGATTGAGGAAGGAGCTATGGAAGCATCGCTATTTGATATTTTCAAATATGCATCTCCGG
AGATGAGAAACATCATAATATCTCTTGTGTTTACACTTATTCGTGGGTTCACATGGCCAGCATTCTCAATTGTT
TATGGTCAACTTTTCAAAATCCTTTCCGCTGGTGGTGATGACGTTTCAATTAAAGCACTTTTGAATTCGCTTTG
GTTCATTTTGTTAGCTTTCACCGGAGGAATCAGTACCCTGATTTCTGGAAGTCTTCTTGGAAAAGCTGGTGAA
ACAATGTCTGGTCGGCTTCGGATGGATGTTTTCAGAAACATAATGCAACAAGATGCCAGCTATTTTGACGATT
CTAGACATAATGTCGGAAGCTTGACATCTCGACTAGCTACTGATGCTCCAAACGTACAGGCTGCAATTGACC
AACGTCTTGCTGAAGTTCTTACTGGAATAGTGTCGCTATTTTGTGGAGTGGGAGTTGCTTTTTACTATGGATG
GAACATGGCACCCATCGGACTTGCTACTGCGCTGCTTCTTGTTGTTGTACAGAGTTCAGTTGCTCAATACCTG
AAGTTCAGAGGACAAAGAGATATGGATTCCGCAATTGAGGCAAGTAGACTTGTCACTGAATCAATCTCAAACT
GGAAGACTGTGCAAGCTCTTACAAAACAAGAATATATGTACGATGCTTTTACTGCTGCATCAAAATCACCACA
CAGAAGAGCAATTGTCCGTGGTCTTTGGCAATCTTTATCATTCGCATTGGCGGGAAGTTTTGTTATGTGGAAT
TTTGCAATTGCTTATATGTTTGGTCTTTGGCTAATTTCAAACAATTGGAGTACTCCATATACCGTGTTTCAAGTT
ATCGAAGCGTTGAACATGGCATCAATGAGTGTTATGTTAGCTGCATCATATTTCCCTGAATACGTTAGAGCAA
GAATCTCTGCAGGAATAATGTTCACAATGATACGTCAAAAATCTGTGATTGATAACCGAGGTTTGACTGGAGA
TACTCCAACAATCAAAGGAAACATCAACATGCGTGGAGTTTACTTTGCGTATCCCAACCGTCGTCGTCAACTT
GTGTTGGATGGATTCAACATGTCTGCTAACTTTGGTCAAACGGTTGCACTTGTTGGACCATCTGGCTGTGGAA
AGAGTACAACTATTCAATTAATTGAGCGGTACTACGATGCACTTTGTGGTTCTGTCAAAATTGATGATAGTGAT
ATTCGTGATCTTTCTGTAAAACATTTGCGTGATAACATTGCTCTTGTCGGGCAAGAACCCACTCTTTTCAATTT
AACTATAAGAGAGAATATCACATATGGATTGGAAAACATAACACAGGATCAGGTTGAAAAAGCTGCGACACTT
GCAAACATTCACACATTTGTGATGGGACTTCCTGACGGTTACGATACGTCTGTAGGAGCATCCGGTGGTCGT
CTGTCTGGTGGACAGAAGCAACGTGTTGCTATTGCTAGAGCGATTGTCAGAGACCCAAAGATCTTACTTCTC
GATGAAGCCACGTCAGCTCTTGACACAGAAAGTGAAAAAATTGTGCAAGAAGCTCTGGATAAAGCGAGACTT
GGAAGAACTTGTGTAGTTATTGCCCATCGTCTTTCGACAATACAAAACGCCGACAAGATTATTGTTTGTAGAA
ACGGAAAAGCCATTGAAGAAGGAACCCATCAAACGCTACTTGCTCGACGGGGGCTGTACTATAGATTAGTGG
AAAAACAATCATCTTAA

C. elegans pgp-14

F22E10.3 (spliced coding region)

AATTTCGATGTACGAATAATTAAACATGGCCCCTAAAGACGACCCCGATAATCGAGGTTTCGACGATCAGCGT
CGACCCTCACAGAGGAGTACGGTGCTAGCGATACCAGCACTGGCTGTAAACGACCCAAAGTCTGATCCAAA
AATTGCGAGCGACCTACCCGCAAATTACGTAGACGATGATGATGACGCCCCAAAGATGTATACCCCTTCGCT
TTTGGAAAAAATATTGAATACGCGTTGTGTAGAGGTGTATTGCTAATCAACAACTTGAAGCTCAACCAGTGTC
TATTCCTGGATTGTTCCGATATGGAAGAAGTTTGATTACCTACTCCTGTTCATTGGAACCATTTGTGCAATTAT
CTCCGGAGTTTCCAACCTATATTGGCTCTTGTCAGTGGTCGCGTCACTAATGCCCTTCTTGTCTATCCACAAC
AAGTAAACAATTCCGGAACAAAGCTAACGAAAACGTCTCATCTTCCTTGGAATTGGTATTTTCATCTCGATCAC
TAACTTCATTCAGTACATGTGCTTCCAACATTGCTGCACAAGAGTGATGGCTCAGATGAGACATCGATTTGTG
TACTCTGTACTTAGACAAAATGCAGATGGTTTGATAAGAACCATTCTGGAACAATCACGACCAAATTGAACGA
CAGTATGGAAAGAATTCGTGAAGGTATCGGAGATAAGCTTGGAGTGCTCCTCAGAGGATTTGCTATGCTTAT
CGCTGCCATCGTCGTTGCTTACATCTACGAGTGGAGACTCGCTTCAATGATGCTTGGAGTTGCTCCAACTTG
TTGTATTTGCATGTCACTTCTTGCCGACAAATGACTTCAACTACAATCAAAGAACTTATTGGAGTTGGAAAAGC
TGGTTCTATCGCTGAAGAGTCTCTGATGGGAGTAAGAACGGTGCAAGCTTTCAACGGACAAGAGGAAATGGT
TGGAGATACGAAGCTGAACTTGAGAAAGGAAGAAAATTCGCCGTGTGGAAGGGATTCTGGAGTGGATTCTTT
GGAGGGCTCTTCTTCTTCTGGCTCTTCTCCTTCTTGGGTTGTGGTATGCTTTACGAGCTTACCTTCTCAAAGT
CGGAATCATCCAACACCTGGAGATGTATTCATTGTAGTCATGTCTATGCTTCTCGGTGCATATTTCCTTGGTC
TCATCTCTCCACATATGATGGTGCTTCTAAACCGAGTGTCTGCAGCTTCTATCTATCAAACTATGATCGTGTTC
CAAAGATTGATCCATACTCAAAGGCTGGAAAACGACTTCAAAACGTGGTGAGTGAAATTCGAAAATGTTCACT
TCCGTTACCCAAGTCGCAAAGACGCAAGATTCTTAATGGCCTCAATTTAGTTGTTGAACCAGGAACGTCTGTT
GCTTTGGTGACACTCCGGATGTGGTAAATCTACATCCGTTGGCCTTCTCACTCGTCTCTAGAGCCGAAGCTG
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GAAATGTGACATTGATGGAACTGATGTCCGAGAGCTGAATATTGAGTGGCTCAGAAATACAGTGAATAGTTCA
ACAAGAGCCAATTCTTTTCAACGACACTATTCCAACAATTTGTTGATTGGAAACCCTGGATCTACTCGTGAAA
CTATGATTGAAGTCTGCAGATGGCTAATGCTCATGATTTCATTGAGAAAATGCCAAAGGGATACGACACCTTA
ATTGGGACGGTGGTGTTCAACTATCAGGAGGACAAAAGCAACGTGTTGCTATTGCTGAACTCTTATTCGTGAT
CCAAAGGTCTTACTTCTCGATGAAGCCACATCTGCTCTCGATGCTCGAGTGAAAGTATTGTACAATCAGCTTT
GAATAACGCATCGAAAGGTAGAACAACCATCAGATTGCTCACAGACTACAACAATTCGTGAAGCTGATAAGAT
TGTCTTCTTCGAAAAAGGTGTTATTGTTGAAGCTGGAAATCAGAAGAACTTGTGCGCCTCGGAGGAAGATACT
TTGATTTAGTGAAGGCCCAACAACAAGGCTGATCCAGAAGCTACTGAAGAGTTTGAAGAGGAAGAAATTGAT
TTAGATGACACTTAGGAGTTCACGCCGTTCTTCGATGACAAGTGCACGATCTGGCTCAGAAGCATTCAGAAG
AGGAAACTCTCTCAATGACTCTTTCTCGGGATCAAAAAGATCTGCCCAAGCGATGCTGAAAATAGCGCGTTT
GCCGCTAACGAAGCTGCTATCATGGCTGAAGATGGACAGATCACAGCCGGATATCTGGACATTTTCAAGAAC
GCAAAAGGAAACTATTTATCATGTTCCTTGGAACTGTTTTTGCTCTAATCAGAGGTCTTGAATTGCCTGCTTTA
GCACTGATTTTCGGATGGGTTTTCGAAGGTTTCACATTTGTACCTTATGGAGGAAGAATGATGCACAGAATGG
CTATGGCTGTTATTGCATTTGCTTCCGTCGGTGTCGGAGTTTGGTTTTCTCAACTTGCTAGTTCAGTCTTGTTT
GCTGTTGTTTCGGAAAACTTATCAATGAGATTCCGCGTCCAATCATTCCGAAATCTTCTCTACCAAGATGCTTC
ATACTTCGATAATCCAGCTCATGCCCCAGGAAAGCTGATCACTCGGCTTGCATCTGACGCACCAAATATCAAA
GCTGTCGTGGATGCTCGTATGCTTCAAGTCATTTATGCACTTGCTGCTATTATTGCAAACATTGCGATTGCGT
TTATCTACTGCTGGCAAATAGGAATATCGGAACATCTCTCATCCTCCTTCTTGCGTTTGTCATGATCGGGCTT
GCTTACAAGATTTCTCTCAGAACGTCGAACAAATCCAAAATGATGATGCAGGAAGAATTGCGATTGAAATCAT
TGAAAATGTGAAAACTATTCAACTGCTCACAAGGTGTGAGCTTTTCTTTGATCACTACCAAACATCATCCAAGC
AACAAAAGAGATCTGAACTGAAGAAGGGAATGATTGAAGCCATCAATTACAGTCTAACTCAATCTTTCATGTA
CTTCATGATGTGTTTTACATATGCTGTTGGTATCAGAATTATTTATCAAGGAGACAAATCTTCCGATGACACTT
TCAAGGGAATCATTGCAATGATGTTGGGTGCCGTTGCAGTCATGAATTCGGCACAATACTTCCCAGAATTTTA
AAGGCTAAAACTGCAGCTGGAATGTTGTTCAACATTATCTACAGAAAACCTGAACAGGAGACTTAATGGAAGG
AGATCGCCCTGAAATTAGAGAAACATTCTCTTTGAAAATGTCAAATTCTCGTATCCACAACGACCATTGCAAC
CAATTATGAAAGGACTTCAATGGACACACTTCGCGGACAAACTGTTGCTCTTGTCGGGCCATCCGGATCCGG
TAAAAGTACGAACATTGGTATGCTCGAACGATTTACGATGTTACTGGCGGAGCACTTCGAATTGATGGACAA
GACATTCGAAAATTGTCACTGTTCCATCTCAGAACACAAATGGCGCTGGTCGGCCAGAGCCTCGTCTTTTCG
CAGGAACCATCCGCGAGAACGTGTGCCTTGGGTTGAAGGATGTGCCACTTGAAAAGATCAATCAAGCCTTAG
AACTTGCCAATGCTAACAGATTCCTTGCCAACTTGCCAGCCGGAATTGACACAGATGTAGAGAAAAAGGAGG
ACAATTGTCGGGAGGTCAGAAACAGAGAATTGCAATTGCCAGAGCTTTGGTCCGAGACCCCAAAATTCTGCT
TCTGGAGAAGCCACGTCAGCTTTGGATTCGGAATCCGAAAGGGCTGTACAAGAGGCATTAGATCGTGCCCG
AGAAGGTCGTACGTGTATCACAATTGCCCATCGTTTGTCGTCCATTCAGAACTCTGACCTTATTGTGTACATC
GATAAGGGCAAGGTGCAGGAAGCTGGCAACCACACGCAGTTGATGCATCAAAAGGGCAGATACTACAAGCT
CATCAAGAAACAAGATCTTGCTGTTTAACTCTGCAAATTGCCTTTCAATTCCGAATTATCCTGTAAATTTTGATC
ACTTCCACACTCTTACAGTAATTACTTGTTCCCTTTGAAACTGTTTTTATTGTGACTTTTCATTGCTTTGTTTTC
CATTTCTCAAAAAATTTTTCCGTCATTTGAAAACTGTTCCCACGTTGTTTTGAAGCAGTTTTTCTATTAACCGGG
TCTGTTCACATTGCTACTTTTATTTTCAGTAGGTACTCATTAGCTAGTCGCTTTTTCAATTTTCGAATAAAAAAA
TGTAAGAATT

VII.2. Statistische Auswertung

Mehrfaktorielle Anova fir die Reproduktion von C. elegans unter dem Einfluss der
Faktoren Futter (E.coli) und Fluoranthen bei einer Inkubation fir 4, 6, 8, 16 und 24
Stunden.

4 Stunden Inkubation

Univariate Signifikanztests fiir 4h (24hAnovaReproduktion.sta)
Sigmabeschrénkte Parametrisierung

Tvo VI Dekomposition (Effektive Hvbothese)
SQ Freih.- MQ F p

Effekt grad

Konstante | 103941,5 1/ 103941,5| 2348,054| 0,000000
flu 2,4 1 2,4 0,054 0,821274
E.coli 1037,2 1 1037,21 23,431/ 0,001287
flu*E.coli 1541 1 1541 3,482 0,099007
Fehler 3541 8 44,3
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6 Stunden Inkubation
Univariate Signifikanztests fiir 6h (24hAnovaReproduktion.sta)
Sigmabeschrankte Parametrisierung
Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
SQ Freih.- MQ F p
Effekt grad
Konstante | 76410,27 1] 76410,27| 3884,018 0,000000
flu 462,55 1 462,55 23,512 0,001274
E.coli 5579,30 1] 5579,30 283,602 0,000000
flu*E.coli 46,82 1 46,82 2,380 0,161494
Fehler 157,38 8 19,67
8 Stunden Inkubation
Univariate Signifikanztests fiir 8h (24hAnovaReproduktion.sta)
Sigmabeschrankte Parametrisierung
Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
SQ Freih.- MQ F p
Effekt grad
Konstante | 31652,71 1] 31652,71| 717,7194  0,000000
flu 1150,85 1) 1150,85 26,0953 0,000920
E.coli 28,88 1 28,88  0,6549 0,441772
flu*E.coli 12,08 1 12,08/ 0,2739 0,614932
Fehler 352,81 8 4410
16 Stunden Inkubation
Univariate Signifikanztests flir 16h (24hAnovaReproduktion.sta)
Sigmabeschrankte Parametrisierung
Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
SQ Freih.- MQ F p
Effekt grad
Konstante [ 5569,760 1] 5569,760| 934,1262 0,000000
flu 466,721 1] 466,721| 78,2756 0,000021
E.coli 751,923 1] 751,923| 126,1080 0,000004
flu*E.coli 126,164 1) 126,164| 21,1594 0,001756
Fehler 47,700 8 5,963
24 Stunden Inkubation
Univariate Signifikanztests fiir 24h (24hAnovaReproduktion.sta)
Sigmabeschrénkte Parametrisierung
Typ VI Dekomposition (Effektive Hypothese)
SQ Freih.- MQ F p
Effekt grad
Konstante [ 3953,666 1] 3953,666/ 708,1491 0,000000
flu 568,483 1] 568,483 101,8222 0,000008
E.coli 326,450 1] 326,450 58,4711 0,000060
flu*E.coli 83,156 1) 83,156/ 14,8943 0,004814
Fehler 44,665 8 5,583
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t-Test Nematodentest nach 4-24h Stunden Vorinkubation in Fluoranthen mit und ohne E. coli
Effekt auf die Reproduktion

t-Test flr unabh. Stichproben (Reproduktion TTest 3 Replikate)
Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben
Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gilt. N | Galt. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe2 Gruppe1 | Gruppe2 Gruppe1 | Gruppe2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen | Varianzen
4h Kontrolle ohne vs. 4h Flu ohne E.coli 98,33333 106,3981 -1,53566/ 4 0,199422 3 3 5,654552 7,125113] 1,587768 0,772867
t-Test flr unabh. Stichproben (Reproduktion TTest 3 Replikate)
Hinweis: Variablen sind unabhéngige Stichproben
Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gult. N | Gult. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe2 Gruopnel | Gruppe2 Gruopnel | Gruppne?2 | Gruppel | Gruppe? | Varianzen | Varianzen
4h Kontrolle mit vs. 4h Flu mit _| 8690741 8063611 1,118406 _4 0.326023 3 3 6.352878 7.346297 1.337199  0.855725
t-Test fir unabh. Stichproben (Reproduktion TTest 3 Replikate)
Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben
Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gilt. N | Gdlt. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe?2 Gruppel | Gruppe2 Gruppel | Gruppe2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen | Varianzen
6h Kontrolle ohne vs. 6h Flu ohne 105,5926 97,12593 1,721331 4 0,160300 3 3 1,619074 8,364131 26,68754 0,072235
t-Test fir unabh. Stichproben (Reproduktion TTest 3 Replikate)
Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben
Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gilt. N | Gdlt. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe?2 Gruppel | Gruppe2 Gruppel | Gruppe2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen | Varianzen
6h Kontrolle mit vs. 6h Flu mit 66,41795 50,05057 11,46703 4/ 0,000330 3 3/ 1,569237 1,910343/ 1,481991/ 0,805805
t-Test fUr unabh. Stichproben (Reproduktion TTest 3 Replikate)
Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben
Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |[FG p Gult. N | Gult. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe2 Gruppel | Gruppe2 Gruppel | Gruppe2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen | Varianzen
8h Kontrolle mit vs. 8h Flu mit [60,60370/39,01110 4,812188, 4 /0,008572 3 3/6,350915 4,479638 2,009956, 0,664461

t-Test fUr unabh. Stichproben (Reproduktion TTest 3 Replikate)
Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben

Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |[FG p Gult. N | Gult. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe2 Gruppel | Gruppe2 Gruppel | Gruppe2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen | Varianzen
8h Kontrolle ohne vs. 8h Flu ohne  |[61,70000| 44,12037/2,827030, 4/0,047488 3 3/6,609085| 8,504462 1,655812| 0,753065
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t-Test flr unabh. Stichproben (Reproduktion TTest 3 Replikate)
Hinweis: Variablen sind unabhéngige Stichproben

Mittelw. | Mittelw. | t+-Wert [FG p Gilt. N | Gdlt. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe?2 Gruppe1 | Gruppe?2 Gruppe1 | Gruppe2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen | Varianzen
16h Kontrolle ohne vs. 16h flu ohne | 16,62222 10,63426 7,453503| 4/0,001731 3 3/0,712152/1,195440| 2,817800, 0,523862

t-Test fir unabh. Stichproben (Reproduktion TTest 3 Replikate)
Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben

Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gilt. N | Gult. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe?2 Gruppel | Gruppe2 Gruppel | Gruppe?2 | Gruppel | Gruppe?2 | Varianzen | Varianzen
16h Kontrolle mit vs. 16h Flu mit 38,93882/ 19,98095 7,014396/ 4 0,002175 3 3| 2,042048 4,212356/ 4,255186/ 0,380576
t-Test flr unabh. Stichproben (Reproduktion TTest 3 Replikate)
Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben
Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gilt. N | Gilt. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe2 Gruppel | Gruppe2 Gruppel | Gruppe?2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen | Varianzen
24h Kontrolle ohne vs. 24h Flu ohne 17,18603 8,685185 8,342608 4 0,001128 3 3/ 0,379766 1,723560 20,59780 0,092602
t-Test fir unabh. Stichproben (Reproduktion TTest 3 Replikate)
Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben
Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gilt. N | Gult. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe?2 Gruppel | Gruppe2 Gruppel | Gruppe?2 | Gruppel | Gruppe?2 | Varianzen | Varianzen
24h Kontrolle mit vs. 24h Flu mit 32,88241| 13,85185 7,519059/ 4 0,001675 3 3| 4,078376 1,607595 6,436076/ 0,268959
t-Test Nematodentest nach 6 Stunden Vorbehandlung in Fluoranthen-Konzentrationsreihe
Effekte auf die Reproduktion
t-Test fir unabh. Stichproben (Tabelle1)
Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben
Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gult. N | Galt. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe?2 Gruppel | Gruppe2 Gruppel | Gruppe2 | Gruppel | Gruppe? | Varianzen | Varianzen
Kontrolle1 vs. 0,1 81,78148 72,43636 1,975462 4 0,119420 3 3| 7,909366 2,139533 13,66612 0,136369
Kontrolle1l vs.  5mg 81,78148 70,16667 2,415539 4 0,073115 3 3| 7,909366 2,608320 9,19521  0,196171
Kontrollel vs.  10mg [ 81,78148 67,73704 2,066776 4 0,107623 3 3| 7,909366 8,716186 1,21442) 0,903170
Kontrolle1 vs. 15mg [ 81,78148 66,65648 3,164830 4 0,034026 3 3/ 7,909366 2,441508/ 10,49463 0,173994
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t-Test flr unabh. Stichproben (Tabelle1)
Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben

Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gilt. N | Gult. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe2 | Gruppei | Gruppe?2 Gruppel | Gruppe?2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen | Varianzen
kontr2 vs. 0,9 105,5926 98,76667 1,04433 4 0,355288 3 3 1,619074 11,20461 47,89173  0,040907
kontr2 vs. 2,5 105,5926/ 85,81481| 12,08884, 4 0,000269 3 3/ 1,619074 2,32560 2,06319, 0,652915
t-Test flr die rel. Genexpression (cyp-35C1) fir die Konzentrationsreihe nach 6h Fluoranthen

t-Test fir unabh. Stichproben (CYPKonzetrationsreihe)

Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben

Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gilt. N | Gdlt. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p

Gruppel - Gruppe2 | Gruppel | Gruppe2 Gruppel | Gruppe2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen | Varianzen
0,01m9/L VS. O,1mc_;/L 2,029895 19,22645 -17,4996/ 4| 0,000063 3 3/ 0,592448 1595622 7,253687 0,242316

t-Test fir unabh. Stichproben (CYPKonzetrationsreihe)

Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben

Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gult. N | Gult. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe2 | Gruppel | Gruppe?2 Gruppel | Gruppe2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen | Varianzen
0i1mg/L VS. Oigmg/L 19,22645 236,0713 -20,0853 4| 0,000036 3 3 1,595622 18,63137 136,3421  0,014562

t-Test fir unabh. Stichproben (CYPKonzetrationsreihe)

Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben

Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gilt. N | Gdlt. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe2 | Gruppel | Gruppe?2 Gruppel | Gruppe2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen | Varianzen
0,9m9/L VS. 2,5m9/L 236,0713| 730,6540 -6,55269 4| 0,002805 3 3/ 18,63137 129,3970, 48,23463 0,040622

t-Test fUr unabh. Stichproben (CYPKonzetrationsreihe)

Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben

Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gult. N | Gult. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe2 | Gruppel | Gruppe?2 Gruppel | Gruppe?2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen | Varianzen
2,5mg/L vs. 5mg/L 730,6540 866,5570 -1,21608 4 0,290809 3 3 129,3970 143,9580 1,237721 0,893766
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t-Test flr unabh. Stichproben (CYPKonzetrationsreihe)

Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben

Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gilt. N | Gult. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe2 | Gruppel | Gruppe?2 Gruppel | Gruppe?2 | Gruppel | Gruppe?2 | Varianzen | Varianzen
5mg/L VS. 10mc_;/L 866,5570/ 1290,461 -4,96141/ 4/ 0,007698 3 3| 143,9580 34,29611| 17,61901] 0,107417

t-Test flr unabh. Stichproben (CYPKonzetrationsreihe.sta)

Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben

Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gult. N | Gult. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe2| Gruppel | Gruppe?2 Gruppel | Gruppe2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen | Varianzen
10mg/L vs. 15mg/L | 1290,461 895,0298 7,638517, 3| 0,004659 3 2| 34,29611) 85,41264) 6,202325 0,260843

t-Test fiir die rel. Genexpression fir die Fluorantheninkubation zwischen 4 und 24 h mit und ohne E. coli (t-Test)

t-Test fir unabh. Stichproben (CYPTTest4-24h.sta)
Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben

Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gult. N | Gult. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot.

Gruppel - Gruppe2 Gruppel | Gruppe2 Gruppel | Gruppe2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen

CYP 4h ohne E.coli vs. CYP4h mit E.coli 10,3570 93,3304/ -5,1885 4| 0,006568 3 3 2,76729 27,55985 99,2
CYP 4h ohne E.coli vs. Cyp 6h mit E.coli 10,3570 513,9676| -24,7175 4 0,000016 3 3| 2,76729 35,18129 161,6
CYP 4h ohne E.coli vs. Cyp8h mit E.coli 10,3570/ 209,7681 -20,5723 3/ 0,000251 3 2 2,76729 17,97033 42,2
CYP 4h ohne E.coli vs. Cyp24h mit E.coli 10,3570 11,8832 5,2999 4 0,006088 3 3/ 2,76729 0,10576 684,7
cyp6h ohne E.coli vs. CYP4h mit E.coli 403,5819| 93,3304, 5,6803 4 0,004741 3 3| 90,49941 27,55985 10,8
cyp6h ohne E.coli vs. Cyp 6h mit E.coli 403,5819 513,9676 -1,9691 4 0,120294 3 3 90,49941| 35,18129 6,6
cyp6h ohne E.coli vs. Cyp8h mit E.coli 403,5819 209,7681 2,8453 3 0,065358 3 2 90,49941/ 17,97033 25,4
cyp6h ohne E.coli vs. Cyp24h mit E.coli 403,5819| 11,8832 7,6880/ 4| 0,001540 3 3/ 90,49941| 0,10576/ 732288,5
Cyp8h ohne E.coli vs. CYP4h mit E.coli 142,3065 93,3304 2,4820 4 0,068067 3 3 20,21381| 27,55985 1,9
Cyp8h ohne E.coli vs. Cyp 6h mit E.coli 142,3065 513,9676 -15,8654 4 0,000092 3 3| 20,21381 35,18129 3,0
Cyp8h ohne E.coli vs. Cyp8h mit E.coli 142,3065 209,7681 -3,7908 3/ 0,032205 3 2| 20,21381 17,97033 1,3
Cyp8h ohne E.coli vs. Cyp24h mit E.coli 142,3065  1,8832 12,0322 4 0,000274 3 3/ 20,21381, 0,10576 36533,2
Cyp24h ohne E.coli vs. CYP4h mit E.coli 2.6304, 93.3304] -5.6989 4| 0.004685 3 3 0.58947 27.55985 21859
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t-Test flr unabh. Stichproben (pgp3TTest4-24h.sta)
Hinweis: Variablen sind unabhangige Stichproben

Mittelw. | Mittelw. | t-Wert |FG p Gilt. N | Gult. N | Stdabw. | Stdabw. | F-Quot. p
Gruppel - Gruppe2 Gruppel | Gruppe?2 Gruppel | Gruppe?2 | Gruppel | Gruppe2 | Varianzen | Varianzen
pgp3 4h ohne E.coli vs. pgp34h mit E.coli 1,628641 2,854501 -2,65531 4 0,056667 3 3/ 0,290888 0,744838 6,55651 0,264672
pgp3 4h ohne E.coli vs. pgp36h mit E.coli 1,628641 5,439914 -7,13331] 4| 0,002042 3 3/ 0,290888 0,878515 9,12110  0,197607
pgp3 4h ohne E.coli vs. pgp38h mit E.coli 1,628641 3,172553 -5,97743 4| 0,003937 3 3/ 0,290888 0,339891 1,36530  0,845560
pagp3 4h ohne E.coli vs. pgp324h mit E.coli 1,628641 3,393970 -5,36767 4| 0,005816 3 3/ 0,290888 0,489770 2,83487  0,521530
pgp36h ohne E.coli vs. pgp34h mit E.coli 4,147692 2,854501 2,32188 4 0,080969 3 3 0,613045 0,744838 1,47618 0,807696
pgp36h ohne E.coli vs. pgp36h mit E.coli 4,147692 5,439914 -2,08930 4 0,104914 3 3 0,613045 0,878515 2,05359 0,654967
pgp36h ohne E.coli vs. pgp38h mit E.coli 4,147692 3,172553 2,40953 4 0,073592 3 3 0,613045 0,339891 3,25317  0,470238
pgp36h ohne E.coli vs. pgp324h mit E.coli 4,147692 3,393970 1,66375 4 0,171495 3 3 0,613045 0,489770 1,56675 0,779195
pgp38h ohne E.coli vs. pgp34h mit E.coli 3,507811 2,854501 1,35104 4 0,248045 3 3 0,383025 0,744838 3,78154  0,418275
pgp38h ohne E.coli vs. pgp36h mit E.coli 3,507811| 5,439914| -3,49182| 4 0,025081 3 3| 0,383025 0,878515 5,26070  0,319453
pgp38h ohne E.coli vs. pgp38h mit E.coli 3,507811 3,172553 1,13395 4 0,320165 3 3 0,383025 0,339891 1,26992 0,881088
pgp38h ohne E.coli vs. pgp324h mit E.coli 3,507811 3,393970 0,31713 4 0,767008 3 3/ 0,383025 0,489770 1,63504 0,759001
pgp324h ohne E.coli vs. pgp34h mit E.coli 5,227454 2,854501 1,36868 4 0,242928 3 3/ 2,909098 0,744838 15,25434 0,123044
pgp324h ohne E.coli vs. pgp36h mit E.coli 5,227454 5,439914 -0,12110 4 0,909455 3 3/ 2,909098 0,878515 10,96525 0,167151
pgp324h ohne E.coli vs. pgp38h mit E.coli 5,227454 3,172553 1,21520 4 0,291109 3 3/ 2,909098 0,339891 73,25524 0,026934
pgp324h ohne E.coli vs. pgp324h mit E.coli 5,227454 3,393970 1,07649 4 0,342304 3 3/ 2,909098 0,489770 35,28034 0,055126
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