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Samenvatting

De platworm Macrostomum lignano beschikt over een buitengewoon stamcelsysteem waardoor dit
organisme een enorme regeneratie capaciteit heeft. Heat shock proteinen (HSPn) zijn betrokken bij
de bescherming van cellen zowel tijdens normale omstandigheden als tijdens stresssituaties.
Preliminaire data hebben aangetoond dat verschillende leden van deze HSPn tot expressie komen in
de stamcelactieve gebieden van M. lignano en dat de transcriptie van deze proteinen toeneemt
tijdens cadmiumstress. Dit leidt tot de hypothese dat de heat shock proteinen een belangrijk
beschermingsmechanisme zijn van de stamcellen (neoblasten) tijdens cadmiumstress.

De rol van zowel HSP60 als HSP90 wordt in deze studie onderzocht met behulp van RNAi technieken.
De effecten van HSP60 en HSP90 downregulatie tijdens cadmiumstress werden nagegaan op het
niveau van het organisme, op cellulair en moleculair niveau.

Het silencen van deze heat shock proteinen heeft geen invloed op de oppervlakte en mogelijkheid
tot voortplanting van M. lignano zowel in controle omstandigheden als tijdens cadmiumblootstelling.
Ook op cellulair niveau blijft de ultrastructuur van epidermis en neoblasten onaangetast in RNAI-
onbehandelde dieren. Verschillen waren merkbaar in het aantal mitotische stamcellen, dat sterk
afneemt neemt tijdens silencing van de heat shock proteinen. Bovendien kwamen deze mitoses
enkel nog voor in de gonaden. Cadmium gaf op deze parameters geen extra effecten.

Op moleculair niveau wordt de genexpressie van verschillende genen (stamcelgenen, antioxidatieve
genen, celcyclus gerelateerde genen, apoptotische genen en tumor gerelateerde genen) nagegaan
tijdens downregulatie van HSP60 of HSP90 en cadmiumstress. Vooral de upregulatie van HSP70
expressie springt hierbij in het oog. Na HSP90 downregulatie manifesteren de meeste effecten zich
na blootstelling aan hoge cadmiumconcentraties, waarbij de genexpressie van nagenoeg alle
onderzochte genen afneemt. Downregulatie van HSP60 heeft daarentegen de meeste invloed op de
transcriptie van andere genen tijdens controle omstandigheden.

Samengevat kan worden besloten dat dit project bijdraagt tot het beter begrijpen van de manier
waarop schadelijke elementen zoals cadmium zich gedragen. Door de effecten van deze stressfactor
op neoblasten te onderzoeken, draagt deze studie eveneens bij tot het verwerven van inzichten in de
manier waarop stamcellen zich gedragen tijdens stress.




1 Inleiding

1.1 Cadmium

1.1.1 Cadmium in de omgeving

Sinds de Industriéle Revolutie is er een wereldwijde toename van polluenten, zoals zware metalen, in
het milieu. Dit fenomeen is voornamelijk te wijten aan de intensivering van antropogene activiteiten.
Het zware metaal cadmium (Cd) komt hoofdzakelijk in de omgeving terecht door industriéle
activiteiten zoals de non-ferro industrie, door de verbranding van afval en door het gebruik van
meststoffen in de landbouw [1, 2, 3, 4]. Hiernaast leveren ook natuurlijke bronnen zoals
vulkaanuitbarstingen en bosbranden een geringe bijdrage tot de stijgende cadmiumconcentraties in
het milieu.

1.1.2 Cadmiumtoxiciteit

Het niet-essentiéle element cadmium is persistent en oefent al bij lage concentraties een bijzondere
negatieve impact op mens en milieu uit [1, 3, 4]. Bij de mens veroorzaakt blootstelling aan cadmium
schade aan verscheidene organen. De lever en de nieren, de primaire organen betrokken bij het
elimineren van cadmium, zijn zeer gevoelig voor de toxische effecten van cadmium. Tevens worden
ook de botten door dit element aangetast waarvan bij blootstelling aan hoge concentraties de itai-
itai ziekte het bekendste voorbeeld is [1, 4, 5]. Blootstelling aan cadmium kan ook leiden tot het
ontstaan van kanker en dit metaal werd in 1993 dan ook geclassificeerd door het IARC (International
Agency for Research on Cancer) als carcinogeen type | [6]. Mensen worden overwegend via twee
belangrijke bronnen aan dit zware metaal blootgesteld: via inhalatie van sigarettenrook of
gecontamineerd huisstof en via ingestie van gecontamineerd voedsel [3, 4, 7]. Een deel van het
vrijgekomen cadmium komt bovendien terecht in water en sedimenten waar een brede waaier aan
organismen leeft [1, 3, 8, 9].

1.1.3 Cellulaire en moleculaire effecten van cadmium

Op cellulair niveau interageert cadmium met biomoleculen zoals proteinen en nucleinezuren, heeft
het een effect op enzymactiviteiten en veroorzaakt het wijzigingen in de membraanpermeabiliteit
[10]. De mechanismen die betrokken zijn bij cadmiumtoxiciteit kunnen voornamelijk verklaard
worden door de moleculaire interacties die ontstaan tussen de cadmium ionen en verscheidene
sulfhydryl bevattende moleculen en de vervanging van essentiéle zware metaalionen in
biomoleculen (vb. zink) [4, 11, 12, 13]. Het element lijkt op Ca** (calcium) in termen van chemische
kenmerken, lading en ion radius en kan hierdoor interfereren met talrijke biologische en chemische
processen [14]. Een ander belangrijk cellulair mechanisme dat betrokken is bij de cadmiumtoxiciteit
is oxidatieve stress [5, 12]. Oxidatieve stress is een verstoring in het evenwicht tussen de
concentraties van pro-oxidanten, zoals ROS (reactive oxygen species) en de antioxidante
verdedigingsmechanismen. De cellulaire redoxomgeving speelt een belangrijke rol bij celfuncties,
waaronder regulatie van proliferatie, differentiatie en celdood [8, 9, 15, 16]. Cadmium is in staat om
een verhoging van ROS moleculen te genereren waaronder waterstofperoxide (H,0,), superoxide ion
(0,") en hydroxylradicalen OH" [5, 12]. De inductie van deze oxidatieve stress gebeurt via indirecte
processen. De balans kan uit evenwicht gebracht worden door een afname van cellulaire
antioxidanten of een stijging van het aantal pro-oxidanten [3, 5, 8, 12]. Een stijging kan ontstaan door
een toename van pro-oxidante enzymen zoals NADPH oxidasen en lipoxygenasen, maar ook door




een verstoring in het elektronentransport. Dit laatste kan er namelijk voor zorgen dat de
concentratie van ROS moleculen verhoogd wordt. Als gevolg van oxidatieve stress komt de normale
intracellulaire gereduceerde omgeving in het gedrang wat leidt tot oxidatie van vitale proteinen en
DNA. Proteinen kunnen snel hun conformatie verliezen en worden verkeerd gevouwen. Dit resulteert
uiteindelijk in het falen van de normale celfunctie. Ook kan oxidatieve stress leiden tot activatie van
verschillende signalisatiepathways die leiden tot onder andere celdeling en herstel [5, 12]. Om de
balans terug te kunnen herstellen treedt er een antioxidatieve reactie op waarbij verscheidene
enzymen en metabolieten betrokken zijn. Een voorbeeld hiervan is glutathion (GSH). GSH is een
belangrijke intracellulaire antioxidant en is betrokken bij de eerste lijnsverdediging tegen oxidatieve
stress [8]. Bij reductie van GSH is er een overproductie van oxidante moleculen die verantwoordelijk
zijn voor een belangrijk deel van de DNA schade, de peroxidatie van lipiden, maar ook voor het
ontstaan van verkeerd gevouwen proteinen [3, 9]. Om de cadmium geinduceerde schade tegen te
gaan, induceren de cellen de transcriptie van genen die coderen voor verdediging en
herstelproteinen [3, 17]. Daarenboven heeft cadmium ook een invloed op de expressieniveaus van
verschillende stressgevoelige proteinen zoals heat shock proteinen (HSP) en antioxidatieve enzymen
[3, 12, 17]. Voornamelijk de denaturatie en oxidatie van proteinen door cadmium is verantwoordelijk
voor de overexpressie van HSP chaperonen [12].

1.2 Heat shock proteinen

De heat shock proteinen (HSPn) werden voor het eerst beschreven in 1962, nadat Ritossa aantoonde
dat hitte stress bepaalde proteinen induceert in Drosophila melanogaster [18]. Sindsdien is de heat
shock respons een goed bestudeerd biologisch fenomeen dat alomtegenwoordig is in alle levende
cellen en organismen. Bovendien zijn de HSPn sterk geconserveerde proteinen die een zeer lage
variatie tussen soorten vertonen. Hierdoor kan gesuggereerd worden dat ze een belangrijke functie
hebben in fundamentele cellulaire processen [19, 20, 21, 22]. Tijdens stress omstandigheden, zoals
oxidatieve stress, neemt de inductie van deze proteinen sterk toe [3, 16, 17]. HSPn worden ingedeeld
in subfamilies naargelang hun moleculair gewicht in kilodalton (kDa), zoals kleine HSPn (<30kDa),
HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 en HSP110 [16, 19, 23].

1.2.1 Algemene functies van heat shock proteinen

De meeste HSPn functioneren als moleculaire chaperonen en zijn dan ook betrokken bij de
huishoudfuncties van de cel. Dit gebeurt door middel van het correct vouwen van andere cellulaire
proteinen na de translatie, het migreren naar hun plaats in de cel waar ze verblijven en zullen
functioneren en het assembleren in de kwaternaire structuur. Sommige HSPn nemen ook deel aan de
degradatie van andere polypeptiden. Dit vindt plaats wanneer deze polypeptiden zo sterk
gedenatureerd zijn dat ze niet meer hersteld kunnen worden en een serieuze bedreiging in de cel
vormen als ze zouden aggregeren [15, 16, 19, 20, 23, 24, 25]. Deze taken zijn essentieel tijdens
normale cellulaire condities, maar de nood ervoor neemt toe tijdens stress omstandigheden als
gevolg van verhoogde aanwezigheid van proteinen met een verkeerde structuur [19, 26]. De heat
shock proteinen worden vaak geassisteerd door andere proteinen tijdens het uitoefenen van hun
functie, namelijk de co-chaperonen. De grote chaperonen hebben een sterk gelimiteerde cliént
selectiviteit, maar de co-chaperonen die ermee geassocieerd worden bieden deze specificiteit. Het
zijn namelijk de co-chaperonen van de HSPn die de conformatie en de activiteiten van de cliént



proteinen beinvloeden. Ze spelen dan ook een belangrijke rol bij het beslissen over het lot van de
misgevouwen proteinen [24].

Leden van de HSP familie kunnen ook op verschillende niveaus interageren met de apoptotische
pathways [16]. De functie van de HSPn is hier tweezijdig, ze kunnen anti-apoptotisch werken,
waardoor de cellen overleven, en pro-apoptotisch, waardoor sterk beschadigde cellen verwijderd
kunnen worden [16, 27].

1.2.2 Expressie van heat shock proteinen tijdens normale fysiologische condities en tijdens stress

Het is aangetoond dat de heat shock proteinen van belang zijn onder normale fysiologische condities
zoals celdifferentiatie en regulatie van de celcyclus [16, 19, 21, 22, 28]. Daarnaast spelen HSPn een
vooraanstaande rol bij de respons van cellen op een breed gamma van stresscondities die zowel
extrinsiek (vb. omgeving) als intrinsiek (vb. genetische stress) van aard kunnen zijn [19]. Een
extrinsieke stressor kan van verschillende types zijn: zowel fysisch waaronder vb.
temperatuursveranderingen en hypoxie als chemisch zoals zware metalen [16, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
29]. Wanneer cellen onderhevig zijn aan stress zoals oxidatieve stress, is er een zeer snelle inductie
van de HSP genen waar te nemen [16, 19, 20, 22, 23, 24, 28]. Dit wordt mogelijk gemaakt doordat de
HSP genen geen intronen bevatten, waardoor posttranscriptionele modificaties overbodig zijn. De
afwezigheid van intronen laat ook een efficiénte transcriptie van de HSP genen toe aangezien de
splicing processen geinhibeerd zouden kunnen worden onder stress condities [22, 23].

1.2.3 De Heat shock respons

Zoals hierboven vermeld, nemen de heat shock proteinen sterk toe tijdens stresssituaties. Deze
algemene, gecodrdineerde activatie van de HSP expressie wordt de heat shock respons (HSR)
genoemd [16]. De aanwezigheid van misgevouwen proteinen kan ervoor zorgen dat de HSR
geinduceerd wordt via activatie van de heat shock transcriptiefactoren (HSFn) [16, 20].

Tijdens normale omstandigheden binden HSPn aan monomere HSFn waardoor deze inactief zijn [16,
20] (figuur 1). Tijdens stress worden de HSFn gescheiden van de HSPn en kunnen ze gefosforyleerd
worden door proteine kinasen zoals MAPKs (mitogen activated protein kinases) [16, 20]. Vervolgens
vormen deze HSFn homotrimeren en verplaatsen ze naar de nucleus waar ze de transcriptie van
HSPn kunnen activeren [16, 20]. Dit
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Figuur 1: Activatie van de heat shock proteinen [Figuur
aangepast uit Kiang J.G.and Tsokos G.C., 1998].



1.2.4 Heat shock proteinen tijdens cadmiumstress

Cadmium kan leiden tot oxidatieve stress al dan niet via inductie van MAPK. Vervolgens kan dit op
zijn beurt de HSR aanschakelen [30]. Oxidatieve stress leidt tot oxidatie van vitale proteinen en DNA
en tot activatie van de apoptotische of inflammatoire pathways. Bescherming hiertegen gebeurt
onder meer door de HSPn, die daarom vaak beschouwd worden als vroege merkers van oxidatieve
stress [15, 16, 29]. Deze proteinen kunnen ter bescherming van de cel ingrijpen. Ten eerste zijn ze
efficiént in het detecteren van redoxveranderingen in de intracellulaire omgeving en beschermen ze
tegen proteinen misvouwing. Daarenboven kunnen HSPn antioxidante enzymen beschermen door te
functioneren als chaperon en kunnen ze de activiteit van bepaalde enzymen zoals glutathion
peroxidase (GPx) en glutathion reductase moduleren [15, 27]. Vervolgens zijn de HSPn ook in staat
om in te grijpen in apoptotische pathways, bijvoorbeeld door de vrijlating van cytochroom c uit de
mitochondrién te inhiberen. Tot slot hebben HSPn ook anti-inflammatoire werkingen die onder
andere gemedieerd worden door de inhibitie van NFKB [16].

In deze thesis worden HSP60 en HSP90 tijdens cadmiumstress bestudeerd. Het is geweten dan deze
twee families van heat shock proteinen en ook HSP70 beinvioed worden door cadmium [3, 17, 30].
Zoals eerder aangehaald is het hun taak om de functie van verscheidene proteine complexen te
beschermen, te behouden en te herstellen. Families van heat shock proteinen hebben elk hun eigen
functie, maar ze kunnen ook onderling samenwerken. Een voorbeeld hiervan is dat HSP70
chaperonen nieuw gesynthetiseerde, ongevouwen proteinen doorgeven naar leden van de HSP60
familie wat uiteindelijk leidt tot gevouwen proteinen [20]. De specifieke functies van de verschillende
HSPn worden hieronder meer in detail beschreven.

Heat shock proteine 60

De voornaamste functie van HSP60 is helpen bij het vouwen van proteinen in hun mature vorm [20,
26]. Hiervoor werken ze voornamelijk samen met hun co-chaperonine, HSP10. HSP60 is voornamelijk
terug te vinden in de mitochondrién en oefent in deze celorganellen zijn functie uit [20, 27]. De leden
van de HSP60 familie worden dan ook beschouwd als moleculaire chaperonen [20, 26]. Om deze taak
te kunnen volbrengen is er ATP (adenosinetrifosfaat) nodig [26]. Daarnaast werken HSP60 pro-
apoptotisch, waardoor cellen met ernstig beschadigde proteinen verwijderd kunnen worden [27].

Heat shock proteine 70

HSP70 zijn vaak bestudeerde heat shock proteinen mede doordat ze sterk induceerbaar zijn tijdens
stress [17]. Ze zijn, net zoals HSP60, ATP afhankelijk en komen op verschillende plaatsen in de cel
voor, zoals in de nucleus, het cytosol, de mitochondrién en het ER (endoplasmatisch reticulum) [20,
27]. Leden van de HSP70 familie behoren onder andere tot de moleculaire chaperonen. Hiernaast
dragen ze bij tot de kwaliteitscontrole van proteinen door afwijkende proteinen te selecteren en naar
het lysosoom of proteasoom te dirigeren. Op die manier dragen ze bij tot de cytoprotectie [16, 20,
30]. Deze familie van heat shock proteinen is daarenboven ook betrokken bij het transport en de
import van proteinen in celorganellen [20, 30]. Een laatste functie van deze heat shock proteinen is
dat ze anti-apoptotisch kunnen werken, waardoor cellen overleven [27].



Heat shock proteine 90

HSP90 zijn op verschillende plaatsen in de cel gelokaliseerd, namelijk in de nucleus, het cytosol, het
endoplasmatisch reticulum en de mitochondrién [20, 25, 27]. Evenals HSP60 en HSP70 zijn ze ATP
afhankelijk [25]. HSP90 complexeert met verscheidene cellulaire proteinen, waarvan de
glucocorticoid receptoren en proteine kinasen de meest bestudeerde zijn. HSP90 bindt aan de
glucocorticoid receptoren om deze te stabiliseren in het cytosol. Door binding aan HSP90 worden ze
in een inactieve conformatie gehouden totdat ze geactiveerd worden door een hormoon [20, 27].
Verscheidene kinasen vormen ook transiénte complexen met dit heat shock proteine [25, 31]. Bij het
recruteren van proteine kinasen naar het HSP90 systeem speelt de co-chaperon cdc37 een
belangrijke rol. Cdc37 draagt namelijk bij tot proteine kinase activatie door deze enzymen te
targetten naar de HSP90-chaperon machinerie [25, 31]. Daarenboven is HSP90 betrokken bij
fundamentele cellulaire processen zoals controle van de celcyclus en speelt het een rol bij de
degradatie van substraten [16, 25]. Tot slot werkt HSP90 ook nog anti-apoptotisch [27].

1.3 Het modelorganisme: Macrostomum lignano

1.3.1 Phylum, uiterlijke kenmerken en model organisme

Macromstomum lignano is een vrijlevende platworm (Turbellaria) en behoort tot de
Macrostomorpha, het meest basale subtaxon van de Platyhelminthes-Rhabditophora [32, 33, 34].
M. lignano is hermafrodiet en plant zich uitsluitend seksueel voort. Ze zijn symmetrisch en bevatten
een gecilieerde epidermis, een primitief zenuwstelsel en gepaarde testes en ovaria [32] (figuur 2).
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Figuur 2: Een adulte M. lignano met zijn belangrijkste ultrastructurele kenmerken [35].

Het modelorganisme M. lignano beschikt over verschillende kenmerken die ervoor zorgen dat ze
toegankelijke en nuttige studieobjecten zijn. Ze zijn slechts opgebouwd uit £ 25000 cellen en door
hun kleine gestalte kunnen ze gemakkelijk in grote aantallen gekweekt worden [32]. Ze zijn eileggend
en hebben een relatief korte generatietijd (drie weken), waardoor dieren met gelijke leeftijd
geselecteerd kunnen worden om zo het effect van leeftijd in experimenten uit te sluiten. Bovendien



zijn deze organismen transparant waardoor alle belangrijke weefsels en orgaansysteem makkelijk
geobserveerd kunnen worden met behulp van onder meer lichtmicroscopie [32, 36]. Tot slot zijn ze,
zoals vele platwormen, het meest gekend om hun enorme regeneratie capaciteit die toe te schrijven
is aan hun uniek stamcelsysteem [32, 33, 34, 37, 38].

1.3.2 Neoblasten

Het uniek stamcelsysteem van platwormen is opgebouwd uit totipotente, somatische stamcellen,
ook neoblasten genoemd [33, 34, 38, 39]. Stamcellen zijn ongedifferentieerde cellen die in staat zijn
om zichzelf te vernieuwen en te differentiéren [39]. Totipotente stamcellen kunnen differentiéren in
elk celtype in het organisme, kortom in zowel somatische cellen als kiemcellen [39]. Deze neoblasten
zijn de enige delende cellen in de volwassen platwormen en zijn dan ook verantwoordelijk voor
groei, weefselhomeostase en regeneratie [32, 33, 34, 38, 39]. Het zijn kleine cellen, met een hoog
nucleus/cytoplasma ratio [37]. Ze komen voornamelijk in twee laterale banden voor en anterior van
de ogen komen ze bijna niet voor [33, 34, 39].

De neoblasten zijn zeer robuuste cellen die goed bestand zijn tegen stress zoals bestraling [36].
Voorgaand onderzoek heeft aangetoond dat langdurige of intense stress uiteindelijk een invioed
heeft op deze stamcellen. Tijdens een uithongeringstudie werd een sterke reductie van mitotische
activiteit waargenomen en nam de omvang van de gonaden af [33]. Bij de planaria Polycelis felina
werd aangetoond dat een hoge blootstelling aan cadmium een negatief effect heeft op de mitotische
activiteit van de neoblasten tijdens het herstel na de blootstelling [9]. Deze afname in mitotische
activiteit ging gepaard met verscheidene mitotische en chromosomale abnormaliteiten [9].
Bovendien is ook aangetoond dat de HSP genen tot expressie komen in stamcelactieve gebieden en
dat de HSPn essentieel zijn voor het behoud van functionele neoblasten [persoonlijke communicatie
M. Plusquin, 22, 28, 36]. De HSPn stellen de neoblasten onder andere in staat om celdood te
vermijden doordat ze het p53 proteine onder controle houden [28]. Bovendien hebben preliminaire
data aangetoond dat de expressie van de HSPn verhoogd is tijdens cadmiumstress [persoonlijke
communicatie M. Plusquin, 36]. Door dit voorgaand onderzoek wordt verwacht dat deze HSPn een
belangrijke rol spelen in de neoblasten tijdens cadmiumstress in M. lignano en dat ze betrokken zijn
bij cadmiumtoxiciteit.

1.4 Doelstelling thesis

Het belang van de HSPn in de neoblasten tijdens cadmiumstress wordt onderzocht met behulp van
RNA interferentie (RNAi). RNAI is een techniek om de expressie van endogene genen te reduceren op
een sequentie specifieke manier [38]. Deze techniek is zeer eenvoudig toe te passen op M. lignano
doordat deze organismen de RNAI probes via hun epidermis opnemen [38]. In dit project zal RNAI
gebruikt worden om heat shock proteinen te inhiberen, meer bepaald HSP60 en HSP90. Vervolgens
zal er gekeken worden naar effecten op de neoblasten en op het organisme zelf tijdens
cadmiumstress wanneer deze transcripten uitgeschakeld worden. De doelstellingen kunnen als volgt
worden samengevat:

1. De mitotische activiteit van de neoblasten bestuderen tijdens het onderdrukken van
HSP60 of HSPIO0 transcripten en aanwezigheid van CdCl, (cadmiumchloride).



2. Onderzoeken of er microscopische of ultrastructurele effecten zijn op de neoblasten,
epidermis of M. lignano wanneer de HSP60 of HSP90 gentranscripten onderdrukt zijn en
de organismen aan CdCl, blootgesteld worden.

3. De onderliggende moleculaire mechanismen nagaan door middel van genexpressie
analyses. Hierbij worden de transcriptlevels van verscheidene genen zoals stamcel-,
antioxidatieve, apoptotische, celcyclus en tumor gerelateerde genen nagegaan wanneer
de wormen worden voorbehandeld met RNAi en blootgesteld aan cadmium.

1.5 Nut van dit onderzoek

Dit project heeft een toegevoegde waarde in het onderzoek naar cadmium, stamcellen en heat shock
proteinen.

De vervuiling van de aquatische omgeving door spoormetalen, waaronder cadmium is een
wereldwijd probleem. Dit is voornamelijk te wijten aan de persistentie en blijvende accumulatie van
deze metalen in de omgeving, hoofdzakelijk veroorzaakt door humane activiteiten. Dit project draagt
bij tot het beter begrijpen van de manier waarop schadelijke elementen zoals cadmium zich
gedragen en om mechanismen van oxidatieve stress te achterhalen.

Hiernaast hebben platwormen zoals M. lignano het potentieel om de kennis van de somatische
stamcelbiologie uit te breiden en om huidige experimentele beperkingen te overwinnen. De
neoblasten van M. lignano zijn namelijk essentiéle cellen binnen dit organisme en zijn experimenteel
relatief makkelijk toegankelijk. Doordat in deze studie het effect van de stressfactor cadmium op
deze cellen nagegaan wordt, geeft dit ook meer inzichten in het gedrag van neoblasten tijdens stress
omstandigheden.

Tot slot heeft deze studie implicaties voor onder andere biomonitoring. De expressie van HSPn
neemt namelijk zeer snel toe na blootstelling aan verschillende stressfactoren. Dit gebeurt voordat er
zichtbare negatieve effecten zijn. Hierdoor zouden deze proteinen een goede vroege biomerker zijn
waardoor ze onder andere nuttige info kunnen verlenen in verband met de algemene
gezondheidstoestand van onder meer watergebieden [19, 29].



2. Materiaal en methoden

2.1 Cultuur

De vrijlevende platworm M. lignano (Platyhelminthes, Macrostomida) wordt in het laboratorium
gekweekt in petriplaten gevuld met f/2 medium. Dit cultuurmedium bestaat uit artificieel zeewater
(ASW) met een saliniteit van 32 %o, (Wiegandt, Krefeld) en bevat per liter: 75 mg NaNO;, 5 mg
NaH,P0,.H,0 en 25 mg Na,Si03.5H,0 (zouten); 4.36 mg CyoH14N,05Na,.2H,0, 3.15 mg FeCl;.6H,0,
0.18 mg MnCl,.4H,0, 0.01 mg CuS0O,.5H,0, 0.02 mg ZnS0O,.7H,0, 0.01 mg CoCl,.6H,0 en 0.01 mg
Na,Mo00,.2H,0 (essentiéle zware metalen); 0.1 mg thiamine.HCl, 0.5 mg biotine en 0.5 mg vitamine
B12 (vitaminen).

De platwormen worden ad libitum gevoed met de diatomee Nitzschia curvilineata. De kweekruimte
omvat volgende gecontroleerde condities: een temperatuur van 20°C, een vochtigheid van 50 % en
een 14/10u dag-/nachtcyclus.

2.2 RNA interferentie

HSP60 en HSPIO0 interferentie wordt uitgevoerd door de probes aan het medium, waarin M. lignano

zich bevinden, toe te dienen. Het gebruikte protocol werd tijdens deze thesis door optimalisatie
bereikt. Door een T7 RNA polymerase promotorsequentie aan de primers toe te voegen worden er
twee verschillende templates voor de dsRNA probe gegenereerd: één met een T7 promotor aan het
5' einde ter productie van het sense RNA en de ander met de T7 promotor ter hoogte van het 3'
uiteinde ter productie van anti-sense RNA. Volgende primersequenties (tabel 1 en tabel 2) en PCR
condities worden hiervoor gebruikt:

Tabel 1: De primersequenties die gebruikt worden om dsRNA probes van HSP60 aan te maken. De sequenties zijn
weergegeven in 5'-3' richting.

HSP60 anti-sense reverse | GGA TCC TAATAC GAC TCA CTATAG GGG TTT CCAATT CGT CCTTGA

HSP60 anti-sense forward | AGC AAG AAT GTT CCG CTT TG

HSP60 sense reverse GGTTTC CAATTCGTCCTT GA

HSP60 sense forward GGATCCTAATACGACTCA CTATAG GAG CAAGAATGTTCCGCTTTG

PCR protocol voor dsRNA probes van HSP60: 95°C voor 5 min, 10 cycli (40 sec op 95°C, 40 sec op
50°C, 1 min 30 op 72°C), 30 cycli (40 sec op 95°C, 40 sec op 65°C, 1 min 30 op 72°C), 10 min op 72°C




Tabel 2: De primersequenties die gebruikt worden om dsRNA probes van HSP90 aan te maken. De sequenties zijn
weergegeven in 5'-3' richting.

HSP90 anti-sense reverse | GGA TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGT TGG ACA CGA CCACCTTCT
HSP90 anti-sense forward | TCCGTG CTCTTCTGTTTG TG
HSP90 sense reverse GTT GGA CACGACCACCITCT

HSP90 sense forward GGATCCTAATACGACTCACTATAG GTCCGT GCT CTT CTG TTT GTG

PCR protocol voor dsRNA probes van HSP90: 95°C voor 5 min, 10 cycli (40 sec op 95°C, 40 sec op
53°C, 1 min 30 op 72°C), 30 cycli (40 sec op 95°C, 40 sec op 69°C, 1 min 30 op 72°C), 10 min op 72°C

De PCR reacties worden uitgevoerd met behulp van de lllustra™PuReTag™Ready-To-Go™ PCR Beads
(GE Healthcare) en de Eppendorf Mastercycler® gradient. De bekomen producten worden
gecontroleerd aan de hand van gelelectroforese. Na de PCR reactie worden de sense en antisense
stalen opgezuiverd met behulp van een proteinase K behandeling (Proteinase K 100 pug/ml, SDS 0,5%,
mM Tris-HCI (pH 7,5) en 5 mM CaCl,) gevolgd door de QIAquick” PCR purification kit (Qiagen).

Vervolgens worden de dsRNA probes gegenereerd met behulp van een in vitro transcriptiesysteem,
nl. T7 Ribomax™ Express RNAi System (Promega). De dsRNA probes worden verdund in ASW met de
antibiotica Kanamycine en Ampicilline (beiden 50 pg/ml) (Sigma-Aldrich) tot de uiteindelijke
concentratie van 20 ng (HSP60 3 weken RNAi + 24 uur 0, 10 en 50uM CdCl,) of 30 ng (HSP60 1 week
RNAi + 24 uur 0, 10, 50, 100 en 250uM CdCl, en HSP90 1 week RNAi + 24 uur 0, 10, 50, 100 en 250uM
CdCl,) bereikt wordt. De dieren worden in 24-well platen gehouden (10 dieren/well) waarin 250pl
van de dsRNA oplossing zit en diatomeeén aanwezig zijn. De dsRNA oplossing wordt elke 24 uur
vervangen.

2.3 Experimentele opzet

De dieren die gebruikt worden voor experimenten hebben dezelfde leeftijd van 3 weken na eilegging.
Deze volwassen organismen worden per 10 in 24-well platen gehouden waar ze aan verschillende
concentraties cadmium (0, 10, 50, 100 en 250uM CdCl,) en RNAi probes HSP60 of HSP90 (30 ng)
blootgesteld worden. De probes worden gedurende 7 dagen toegediend en dagelijks ververst. Op
dag 7 worden er verschillende cadmiumconcentraties (0, 10, 50, 100 of 250uM CdCl,) met probe
toegevoegd gedurende 24 uur. In de controlegroepen worden de dieren gedurende 8 dagen aan
250ul ASW en de antibiotica Kanamycine en Ampicilline (beiden 50ug/ml) blootgesteld en op dag 7
gedurende 24 uur aan een cadmiumoplossing verdund in ASW (0, 10, 50, 100 en 250uM CdCl,).
Tijdens alle experimenten worden ze ad libitum gevoed.



2.4 Genexpressie

Tijdens uitschakeling van HSP60 of HSP90 en blootstelling aan cadmium, wordt de genexpressie van
stamcelgenen (pumilio, PCNA en piwi), antioxidatieve genen (CAT, CuZnSOD en MnSOD), heat shock
proteinen (HSP60, HSP90, HSP70), celcyclus gerelateerde genen (cdc2 en cdc37), apoptotische genen
(casp3 en PCDi), tumor gerelateerde genen (p53d, rab15, ras7 en ran) en referentiegenen (cycline B,
B-actine, Gm2AP, rlp13a en GAPDH) nagegaan met behulp van de real-time PCR.

De volwassen dieren bevinden zich in 24-well platen en worden hier aan verschillende concentraties
cadmium (0, 10, 50, 100 en 250uM CdCl,) en RNAi probes HSP60 of HSP90 (30 ng) blootgesteld (zie
2.3 experimentele opzet). Er worden per conditie 6 stalen blootgesteld. Na 8 aantal dagen worden de
wormen per well verzameld in een microcentrifuge buisje waarna het staal onmiddellijk bevroren
word door het onder te dompelen in moleculaire stikstof (N,). De bevroren stalen worden in
afwachting van de experimenten bewaard bij -70°C.

2.4.1 RNA extractie
Vervolgens wordt het RNA geisoleerd met behulp van de RNeasy Mini Kit (Qiagen). Hierbij wordt

gebruik gemaakt van selica membraan spin kolommen om het RNA te extraheren. Na chemische lysis
met behulp van de RLT buffer (kitje) vindt ook een mechanische lysis plaats (extra toegevoegde stap)
door glazen bolletjes aan de epjes met de wormen toe te voegen. Vervolgens worden deze epjes
gedurende 1 minuut met een amplitude van 90 gemixt met behulp van de Mixer Mill (MM2000,
Retsch).

2.4.2 Concentratie- en zuiverheidsbepaling van het geisoleerde RNA

Om de opbrengst en zuiverheid van het geisoleerde RNA te bepalen wordt het absorptiespectrum
bepaald met behulp van de nanodrop spectrofotometer (ND-1000, Isogen Life Sciences). De
concentratie van het RNA wordt gemeten bij een golflengte van 260nm. De zuiverheid van de stalen
wordt gecontroleerd aan de hand van de ratio’s van de golflengtes 260nm/280nm en 260nm/230nm.

2.4.3 cDNA aanmaak

Nadat het RNA geéxtraheerd is, kan er cDNA van gemaakt worden. Het gebruikte protocol bestaat uit

twee algemene stappen, een genomisch DNA (gDNA) eliminatie en een reverse transcriptie stap, en
wordt uitgevoerd met behulp van de BioRad iCycler. Tijdens de eerste stap wordt ervoor gezorgd dat
van alle stalen een gelijke hoeveelheid RNA genomen BioRad iCyclerwordt. Het verwijderen van het
overige gDNA gebeurt met behulp van de Ambion® TURBO DNA-free™ Kit (Applied biosystems).
Hierbij zorgt het enzym Turbo DNase voor de afbraak van het DNA. Het RNA kan vervolgens vertaald
worden in cDNA door middel van de high capacity cDNA reverse transcription kit (Applied
biosystems).

2.4.4 Real-time PCR
Kwantitatieve real-time PCR (Q-PCR) wordt uitgevoerd met behulp van de ABI Prism 7000 en de ABI
Prism 7500 (Applied biosystems). Hiervoor wordt telkens gebruik gemaakt van de SYBR® Green PCR

Master Mix (Applied biosystems). De primers worden ontwikkeld met behulp van primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/). De PCR amplificaties gebeuren in een totaal volume van 10 pl.
Dit wordt bekomen door 2,5 ul cDNA staal, 5 pl SYBR® Green PCR Master Mix, 0,3 ul forward primer,
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0,3 pl reverse primer en 1,9 ul nuclease-vrij H,0 samen te voegen. De real-time PCR toestellen maken

gebruik van onderstaande protocols.
PCR protocol ABlprism 7000:

e 20 sec op 95°C: activatie AmpliTaq Gold” DNA polymerase
e 1secop 95°C: denaturatie van het cDNA
e 20secop 60°C: annealing van de primers en extensie van het cDNA ( 40 cycli

e  Smeltcurve

PCR protocol ABlprism 7500:

e 20 secop 95°C: activatie AmpliTaq Gold’ DNA polymerase
e 3 secop 95°C: denaturatie cDNA
e 30 secop 60°C: annealing van de primers en extensie van het cDNA {40 cycli

® Smeltcurve

De bekomen smeltcurves wordt telkens gecontroleerd op aanwezigheid van primer dimers. Wanneer
deze voorkomen, worden de resultaten van het desbetreffende gen niet gebruikt voor analyse. Ook
de primerefficiénties worden getest. Indien deze zich tussen 85% en 115% bevinden, worden ze

gebruikt voor analyse.

De volgende genen worden geanalyseerd (tabel 3): stamcelgenen (pumilio, PCNA en piwi),
antioxidante genen (cat, CuZnSOD en MnSOD), stress genen (HSP60, HSP90 en HSP70), celcyclus
gerelateerde genen (cdc37 en cdc2) apoptotische genen (casp3 en PCDi), tumor gerelateerde genen
(p53d, rab15, ras7 en ran) en referentiegenen (cycline B, B-actine, Gm2AP, rlp13a en GADPH). De
gegevens van de primers (Invitrogen) zijn terug te vinden in tabel 3.
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Tabel 3: Gebruikte primersequenties van de genen die geanalyseerd worden met behulp van de real-time PCR.

Gennaam Categorie Forward primer Reverse primer
Pumilio Stamcelgen GCA TTC AAA GGA CAG GTG GT CAG CTC CTC CAACACTGG TT
Cycline B | Stamcelgen GCA ATC CTCTGG CTG AAATC TGCTCCTCG TCAATCTCCAT
PCNA Stamcelgen GAT GCC GAA CCA AGA GAA AG CAG CCT TGT AGT CGG TCT CC
Piwi Stamcelgen CGA ATT TCG TTC GGA TCA ACA TGG GCATCG TTCAGTAGCTTCT
CAT Antioxidant gen CCG CTATCC GTCTTG GACTCT GAT TTT GGT CAG ATC GAATGG ATT
CuZnSOD | Antioxidant gen TCA TCA GTATCG GCG TGT ACA AC CTG GCG TAG AAATTA CCG ACA AG
MnSOD Antioxidant gen |AAG CAC CAC GCCACCTAT GT CAA TGA TGT CGG AAG CTT TGC
HSP60 Stressgen CTG CAA GAC AAATGG CAG AA AGA AAT CGA CCT AGC CAG CA
HSP90 Stressgen AGT TCG GCA AGA ACCTGA AG CCG GAG CTG GTG GAG TAG TA
HSP70 Stressgen GCA GGC AAA GTG GAG ATC AT CTC CCA GGT CGA AGA TCA GA
Cdc37 Celdelingsgen GACACG CCCTCG CTGTTC TTG GTG ACCTGCTTC CATTC
Casp3 Apoptotisch gen [GGCTGCTTIT GTCTGCTTT CTG GAG CTG AAG GTC TGG GTG ATG
PCDi Apoptotisch gen | CAG CGG CAG CAT CGA TAC TAA TCG CAC TAG CAA ACT GCA GAA
P53 Oncogen AGG TAG CCT ACA CGG GACTGAA | AAT CCC ATG ATG TTG GAA GCA
Rab15 Oncogen AGC AGC GTC AAA TGA GGA AAC GGC CGA GTG CAACTG AAACT
Ras7 Oncogen ACC AAT TCG TGA ACA GGAAGT TC | ACC CGG TCA TCA ACC ATG AG
Ran Oncogen CTC GCGTCACTTACAAGAACGT ACCTTATTT CCA ACC AGA ACG ATT
Ced?2 Celdelingsgen GAA AAA GAT CCG TCT GGA ATG GAC AGA CAATGT TGG GAT GCT
B-ACT Referentiegen TCG GAG AACTGA TCG ATG CTCATG | GTC TAA CCA ATG GCT GAC GACC
Gm2AP Referentiegen TAA TCT TCA ATG CGA CCC TCA AGC | CAT CAC CCT GCC CGA GAT TC
Rpl13a Referentiegen TTT CTC GAC GGC CTT GGA GCG AA CGA GGT CGG CTG GAA ATA CCA
GAPDH Referentiegen GAG GCATTG GACACCACCTTG GTT ATC ATC TCC GCT CCG TCT G
2.5 Mitosekleuring

In dit experiment wordt het effect van cadmium op het aantal mitotische delingen nagegaan
wanneer de HSP60 en HSP90 genen uitgeschakeld zijn. De testorganismen worden hier blootgesteld
volgens de experimentele opzet beschreven in paragraaf 2.3.

Neoblasten zijn de enige delende cellen in het lichaam van een adulte worm. Om de actieve
neoblasten van M. lignano aan te kleuren wordt een histon kleuring uitgevoerd. De platwormen
worden gestrekt en verdoofd in 7.14% MgCl, vervolgens gefixeerd in 4% paraformaldehyde en 3 keer
gewassen in phosphate buffered saline (PBS). Volgend op de fixatie wordt gedurende 1 uur de
slijmlaag op de epidermis opgelost in PBS met 0.1% Triton. Om de aspecifieke bindingsplaatsen te
blokkeren worden de wormen gedurende 30 min blootgesteld aan bovine serum albumine (BSA) met
0.1% Triton. Daarna wordt het primaire anti-fosfo-histon H3 antilichaam (Millipore) toegevoegd
waarin de wormen overnacht bij 4°C geincubeerd worden. Dit antilichaam wordt de volgende dag
weggewassen met PBS waarna het secundaire antilichaam, rhodamine conjugated affinity purified
(Millipore) gedurende 1 uur in het donker wordt toegevoegd. Daarna worden de wormen
overgebracht naar een dekglaasje en afgedekt worden met vectashield (Vector Laboratories inc.). De
cellen in mitose worden bepaald met de fluorescentiemicroscoop Nikon Eclipse 80i.
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2.6 Microscopie

Tijdens behandeling van de platwormen met RNAi probes en blootstelling cadmium worden de
micro- en macroscopische effecten bestudeerd alsook de ultrastructurele effecten op individuele
cellen zoals de epidermis en de neoblasten. Ook hier worden de adulte M.lignano 8 dagen
voorbehandeld met RNAi probes HSP60 of HSP90 (0, 30 ng) en op dag 7 voor een periode van 24 uur
aan de probes (0, 30 ng) en cadmium (0, 10, 50, 100 en 250uM CdCl,) (zie 2.3 experimentele opzet).

2.6.1 Micro- en macroscopische effecten

Lichtmicroscopie (squeeze preparaten)

De wormen worden verdoofd in een 1:1 mengeling van f/2 medium en 7,14 % MgCl, oplossing.
Hierna worden ze dorsoventraal geplaatst tussen een draagglas een dekglas (bezet met een plastiek
film van 35um, deze dient om de afstand te standaardiseren). leder individu wordt onder de
microscoop digitaal gefotografeerd met een vergroting van 40x met een c-mount video camera
(DFK41AF02, imaging source) verbonden met een computer. De oppervlakte van de wormen worden
geanalyseerd met behulp van de beeld-analyse software Image J (ontwikkeld op de US National
Institutes of Health en is beschikbaar op het internet).

ROS-kleuring

5-(and-6)-carboxy-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (Carboxy-H2DCFDA) is een permanente
celindicator voor reactieve zuurstof deeltjes. Na blootstelling worden de dieren gedurende 15
minuten geincubeerd in 25uM 5carboxy-H2DCFDA (Image it live Green Reactive Oxygen Species
Detection Kit, Invitrogen) opgelost in een 1:1 mengeling van f/2 medium en 7,14 % MgCl, oplossing.
Daarna worden ze via squeeze preparaten bekeken onder de fluorescentiemicroscoop.

Ultrastructurele effecten

De testorganismen (3 per conditie) worden gerelaxeerd in MgCl, en vervolgens gefixeerd in 3%
glutaaraldehyde en 0,1 M natriumcacodylaatbuffer. Vervolgens worden de weefsels gepostfixeerd in
2% osmiumtetroxide gebufferd in 0,1M natriumcacodylaat. Na dehydratatie met behulp van een
aceton gradiéntreeks (50-100 % aceton) worden de weefsels geimpregneerd en ingebed in araldit.
Semi-dunne en ultradunne coupes worden verkregen met behulp van de Leica Ultracut UCT
ultramicrotoom. De semi-dunne coupes worden gekleurd met thionine methyleenblauw en de
ultradunne coupes met uranylacetaat en lood citraat voor transmissie elektronen microscopie (TEM).
Vervolgens worden de coupes bestudeerd met de Phillips 208 elektronenmicroscoop.
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2.7 Statistische analyse

Om na te gaan of er significante verschillen zijn in de oppervlaktebepaling, de mitotische activiteiten
en de genexpressie worden de data geanalyseerd met behulp van een 1-weg (oppervlaktebepaling
en mitosekleuring) of 2-weg ANOVA (genexpressie) gevolgd door een post hoc test (TUKEY-KRAMER).
Zowel normaliteit als homoscedasticiteit worden gecontroleerd. Indien hieraan niet voldaan wordt,
worden transformaties uitgevoerd. Deze statistische analysen worden uitgevoerd met behulp van
SAS v9.2. Ingeval er ook hierna geen normaliteit bereikt wordt, wordt de niet-parametrische test, de
Kruskal Wallis, toegepast.
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3. Resultaten

De effecten van HSP60 en HSP90 knock down tijdens cadmiumblootstelling worden op verschillende
niveaus nagegaan. Er wordt zowel gekeken op cellulair niveau, waaronder celproliferatie en
ultrastructuur, als op moleculair niveau door middel van genexpressie analyses.

3.1 Effecten van HSP downrequlatie op stamcellen tijdens cadmiumblootstelling

De mitotische activiteit van de neoblasten in M. lignano tijdens HSP60 of HSP90 silencing en
blootstelling aan cadmium (0, 10, 50, 100 of 250uM CdCl,) wordt bestudeerd. Enerzijds wordt er
nagegaan of er een effect is op het aantal cellen in mitose, anderzijds wordt er gekeken naar de
spreiding ervan.

In figuur 3 worden de resultaten weergegeven van het aantal cellen in mitose bij een vermindering
van het HSP60 of HSP90 transcriptniveau. Bij voorbehandeling met HSP60 RNAi probes is er een
significante afname in het aantal cellen waar te nemen tijdens blootstelling aan 10 of 100uM CdCl,
(p<0,05). De effecten bij knock down van HSP90 zijn nog duidelijker. Zowel onder controle
omstandigheden als bij blootstelling aan lage (10 en 50uM CdCl,) en hoge (100uM CdCl,)
cadmiumconcentraties is er een significante vermindering in het aantal delende cellen waar te
nemen (p<0,01).
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Figuur 3: Aantal cellen in mitose en standaardfout in M. lignano na behandeling met HSP60 of HSP90 RNAI probes of
controle gedurende 8 dagen. Op dag 7 werd er gedurende 24 uur ook 0, 10, 50, 100 en 250uM CdCI2 toegediend.
% : significantie (p<0,05) ten opzichte van de controle per cadmiumconcentratie. Elke balk stelt het gemiddelde van
minstens 4 biologische herhalingen voor.
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Vervolgens werd ook de spreiding van de cellen in mitose nagegaan tijdens HSP60 of HSP90 inhibitie.
In de RNAi-onbehandelde beesten zijn de mitotische cellen verspreid over de gonaden en laterale
delen van het lichaam (figuur 4A). Er zijn nagenoeg geen delende cellen zichtbaar in de epidermis, de
darm en anterior van de ogen. Wanneer de HSP90 gentranscripten gedownreguleerd zijn, is er een
sterke afname van het aantal mitotische cellen zoals hierboven aangegeven. Deze cellen zijn
daarenboven hoofzakelijk in de testes terug te vinden (figuur 4B). Figuur 4C geeft de resultaten weer
tijdens HSP60 knockdown. Hier zijn veel cellen terug te vinden die zich voornamelijk in de testes
bevinden.

Figuur 4: Mitosekleuring. A: De wormen in controle omstandigheden na 24 uur blootstelling aan CdCl,. B: RNAi van HSP90
en 24 uur CdCl, C: RNAi van HSP60 en 24 uur CdCl,. De witte maatstreep komt overeen met 0,25mm.

3.2 Effecten van HSP knock down tijdens cadmiumstress op het organisme en

op ultrastructureel niveau

De invloed van HSP60 of HSP90 downregulatie tijdens cadmiumblootstelling wordt ook nagegaan op
het organisme en ultrastructureel niveau. De dieren werden gedurende 7 dagen voorbehandeld met
RNAI. Op dag 8 werden hier verschillende cadmiumconcentraties (0, 10, 50, 100 of 250uM CdCl,) aan
toegevoegd.

3.2.1 Micro- en macroscopische effecten van HSP60 of HSP90 downrequlatie tijdens

cadmiumblootstelling

Tijdens blootstelling aan de HSP60 en HSP90 RNAI probes werden M. lignano wormen geobserveerd.
Deze organismen blijven in de twee opzetten eitjes blijven leggen. En bovendien komen er juvenielen
uit deze eitjes.
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Met behulp van de lichtmicroscoop werden ook testes en ovaria onderzocht. Hieruit kan afgeleid
worden dat zowel de testes als de ovaria, bij downregulatie van HSP60 of HSP90 gentranscripten,
duidelijk nog aanwezig zijn. Deze voortplantingsorganen zijn ook zichtbaar tijdens blootstelling van
de organismen aan verschillende concentraties cadmium (0, 10, 50, 100 en 250uM CdCl,), al dan niet
na voorbehandeling met RNA.I.

Ook de oppervilakte van de wormen, tijdens de verschillende condities, werd onderzocht. De
resultaten hiervan zijn weergegeven in figuur 5. Er zijn hierbij geen significante verschillen te
bemerken. Enkele trends kunnen wel waargenomen worden. De controle geeft voornamelijk
hetzelfde patroon als de HSP90 RNAi groep. De beesten die aan RNAi HSP60 blootgesteld worden,
lijken bij de cadmiumconcentraties van 50 en 100uM CdCl, een grotere oppervlakte te hebben in
vergelijking met de controlegroep.

0,8 -
0,7 -
0,6

0,5 H Controle
0,4

L RNAiHSP60
0,3

Oppervlakte (mm2)

0,2 B RNAiIHSP90

0,1

0

0 10 50 100 250

Cd (uMm)

Figuur 5: Oppervlaktebepaling en standaardfout (uitgedrukt in mm?) van M. lignano na 8 dagen behandeling met RNAI
probes of controle gedurende 8 dagen. Op dag 7 werd er gedurende 24 uur ook 0, 10, 50, 100 en 250uM CdCl, toegediend.
Elke balk stelt het gemiddelde voor van 3 biologische herhalingen.

Tot slot werd er ook een ROS (reactive oxygen species) kleuring uitgevoerd (data niet weergegeven).
Hier werd enkel een verschil waargenomen bij de hoge cadmiumconcentratie van 250uM CdcCl,.
Meer cellen worden fluorescent aangekleurd dan bij alle andere cadmiumconcentraties (0, 10, 50 en
100uM CdCl,). Dit werd waargenomen na downregulatie van HSP60 of HSP90 alsook bij de
controlegroep.

3.2.2 Ultrastructurele analyse van epidermis en neoblasten in M. lignano

Tijdens voorbehandeling van de organismen gedurende 7 dagen met HSP60 of HSP90 en blootstelling
aan cadmium (0, 10 en 250uM CdCl,) werd ook de ultrastructuur van de epidermis en de stamcellen
onderzocht.
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Epidermis
Uit figuren 6, 7 en 8 kunnen de effecten van HSP60 of HSP90 downregulatie tijdens cadmiumstress
op de ultrastructuur van de epidermis afgeleid worden.

Hieruit kan geconcludeerd worden dat er geen effect is van voorbehandeling met RNAi van HSP60 en
HSP90 de op de ultrastructuur van de epidermis (figuren 6, 7 en 8). Alle organellen vertonen een
normale structuur wanneer de organismen niet aan cadmium blootgesteld worden (figuur 6).
Tijdens toediening van lage cadmiumconcentraties (10uM CdCl,, figuur 7) is er ook geen duidelijk
verschil te bemerken tussen de verschillende condities. De ultrastructuur is hier normaal. De
epidermis is enkel gevoelig voor blootstelling aan hoge cadmiumconcentraties (250uM, figuur 8).
Zowel na downregulatie van HSP60 of HSP90 alsook bij de controlegroep kan er een effect op de
mitochondrién vastgesteld worden. Deze organellen zijn beschadigd wat zich uit in een elektronen-
lichtere matrix en minder cristae dan de controledieren.

Figuur 6: Ultrastructuur van de epidermis van M. lignano blootgesteld aan OuM CdCl,. A= Controle;
B= RNAi HSP60; C= RNAi HSP90. De zwarte maatstreep komt overeen met 1 um.
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Figuur 7: Ultrastructuur van de epidermis van M. lignano blootgesteld aan 10uM CdCl,. A= Controle;
B= RNAIi HSP60; C= RNAi HSP90. De zwarte maatstreep komt overeen met 1 pm.

Figuur 8: Ultrastructuur van de epidermis van M. lignano blootgesteld aan 250uM CdCl,. A= Controle;
B= RNAi HSP60; C= RNAi HSP90. De zwarte maatstreep komt overeen met 1um.
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Neoblasten

De effecten van HSP60 of HSP90 knock down tijdens cadmiumblootstelling op de ultrastructuur van
de neoblasten kan uit figuren 9, 10 en 11 afgeleid worden.

Zowel bij downregulatie van HSP60 of HSP90 als bij de controlegroep zijn er geen effecten op de
ultrastructuur van de stamcellen waarneembaar tijdens cadmiumblootstelling. Zelfs bij blootstelling
aan 250uM CdCl, vertonen de celkern, het endoplasmatisch reticulum en ook de mitochondrién een

normale structuur.

Figuur 9: Ultrastructuur van de stamcellen van M. lignano blootgesteld aan 0 uM CdCl,. A= Controle;
B= RNAi HSP60; C= RNAi HSP90. De zwarte maatstreep komt overeen met 1 um.
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Figuur 10: Ultrastructuur van de stamcellen van M. lignano blootgesteld aan 10uM CdCl,. A= Controle;
B= RNAi HSP60; C= RNAi HSP90. De zwarte maatstreep komt overeen met 1 um.

Figuur 11: Ultrastructuur van de stamcellen van M. lignano blootgesteld aan 250uM CdCl,. A= Controle;
B= RNAi HSP60; C= RNAi HSP90. De zwarte maatstreep komt overeen met 1 um.
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3.3 Effecten van HSP downrequlatie tijdens cadmiumblootstelling op de

genexpressie

Om mogelijke onderliggende mechanismen van HSP downregulatie tijdens cadmiumstress te
achterhalen, worden er ook genexpressie analyses uitgevoerd. Tijdens al dan niet voorbehandelen
met RNAi en cadmiumblootstelling wordt de transcriptie van stamcelgenen, antioxidatieve genen,
heat shock proteinen, celcyclus genen, apoptotische genen en tumor gerelateerde genen (tabel 3)
nagegaan.

3.3.1 Voorbehandeling met HSP60 RNAi

De transcriptlevels van verscheidene genen (stamcelgenen, antioxidatieve genen, heat shock
proteinen, celcylcus genen, apoptotische genen en tumor gerelateerde genen, tabel 3) in M. lignano
tijdens knock down van de HSP60 gentranscripten en cadmiumstress zijn weergegeven in tabel 4. De
organismen werden hierbij aan zowel lage (10uM en 50uM CdCl,) als aan hoge
cadmiumconcentraties (100uM en 250uM CdCl,) blootgesteld.

Uit tabel 4 kan bijgevolg afgeleid worden op welke genen de heat shock proteinen een invloed
hebben tijdens controle omstandigheden en tijdens cadmiumstress. Tijdens downregulatie van
HSP60 onder controle omstandigheden neemt de transcriptie van tumor gerelateerde genen (p53d,
Rabl15 en Ras7), MnSOD, cdc2, PCDi en PCNA significant af ten opzichte van de RNAi-onbehandelde
groep. Hiernaast is een significante toename in het transcriptniveau van cdc37 en cat waar te nemen.
De toename van HSP70 genexpressie tijdens HSP60 knock down is hierbij het vermelden waard. Hier
kan een aanzienlijke stijging waargenomen worden, doch niet significant.

Het effect van HSP60 downregulatie na blootstelling aan lage cadmiumconcentraties op de
genexpressie van de onderzochte genen kan ook uit tabel 4 afgeleid worden. Significante interactie-
effecten tussen cadmiumblootstelling en RNAi behandeling zijn terug te vinden in de genexpressie
van tumor gerelateerde genen (p53d en ran), cdc37, casp3, cat en pumilio. Opmerkelijk is de forse
toename van de HSP70 gentranscripten (niet significant). Deze stijging is zowel bij de RNAi-
behandelde als bij de RNAi-onbehandelde dieren telkens hoger tijdens blootstelling aan 50uM CdCl,
in vergelijking met 10uM CdCl,. Genen die anders tot expressie komen bij RNAi behandeling zijn bij
10uM CdCl, CuZnSOD en ran en bij 50uM CdCl, PCNA, cat, ras7 en ran.

Blootstelling aan hoge cadmiumconcentraties tijdens al dan niet HSP60 knock down geeft andere
resultaten. Hier zijn significante interactie-effecten terug te vinden in de transcriptlevels van casp3,
HSP70 en MnSOD. Genen die anders tot expressie komen bij RNAi behandeling zijn bij 100uM CdCl,
HSP90 en bij 250uM CdCl, cat, CuZnSOD, MnSOD, casp3, ran en cdc2.
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Vervolgens is er ook nagegaan of een langere voorbehandeling met de RNAi probes onder andere
zorgt voor een sterkere inhibitie van de HSP gentranscripten. Drie weken HSP60 RNAi behandeling
leverde een inhibitie op van meer dan 98%. De effecten van 3 weken behandeling met HSP60 RNAi
probes op de transcriptielevels van de verschillende genen (stamcelgenen, antioxidatieve genen,
apoptotische genen, tumor gerelateerde genen en heat shock proteinen) zijn weergegeven in tabel
5.

Wanneer deze resultaten vergeleken worden met die van 1 week voorbehandeling met HSP60 RNAI
(tabel 4) kan afgeleid worden dat er meestal dezelfde trend waar te nemen is. Enkel de genexpressie
van catalase en cdc37 neemt bij drie weken voorbehandeling significant af terwijl deze toenam bij
één week voorbehandeling. Andere verschillen zijn de inhibitie van ran en piwi bij lange
voorbehandeling. Opvallend is ook dat tijdens behandeling met RNAi gedurende drie weken het
HSP70 significant toeneemt.

Tabel 5: Transcriptlevels van de verschillende genen (stamcelgenen, antioxidatieve genen, heat shock proteinen, celcyclus
genen, apoptosische genen en tumor gerelateerde genen) na drie weken voorbehandeling van M. lignano aan HSP60 RNAI
probes en 24 uur blootstelling aan 10uM CdCl,. Er was meer dan 98% inhibitie van het HSP60 gentranscript ten opzichte
van de niet RNAI blootgestelde stalen. In de controlesituatie worden de algemene effecten van RNAi beschreven waarbij
RNAI uitgedrukt wordt ten opzichte van geen RNAI. In de daaropvolgende kolommen (met cadmium) zijn de resultaten van
genexpressie van de cadmiumbehandelingen steeds uitgedrukt ten opzichte van de controle (0 uM CdCl,) die respectievelijk
geen of wel RNAi blootstelling hadden. De algemene interactie-effecten tussen RNAi en cadmiumbehandeling zijn
aangeduid in het vet en in de kolom int (interactie). Elke waarde stelt het gemiddelde van 3 biologische herhalingen voor +
standaard error (significantie levels |:| en |:| :p<0,01; -:p<0,05 voor respectievelijk inductie en inhibitie t.o.v. de
respectievelijke controle).

Gen Controle Geen RMAI RMAI (20ng) Int
RRAL RMAI 10pm Cd 10um Cd
Pumillo 120132 1,083 0,074 |1,024 %0059 0,719+ 0,103 -
PCNA 1+0004 |0,412+0,082 0,938 = 0,094 Ja
Piwi 10,136 0161 = 0026 | 0,759 %00/ 1,862 0428 -
Cat 1+0,042 0680 =0 100 |1,140% 0,107 0,879 0043 -
CuZnS0D |1£0,132 0,941 +£0019 |1,007 £0,058 0,878 £ 0,087 -
MnsSoD 08512007 0,800+ 0108 -
HSPED 10128 |oo12z0003 |1,21820307 |4,51920,616 Ja
HSPSO 120101 083520150 1,161 20106 1,503 0,189 -
HSP70 1+0708 |9886=:2888 |3455=1,282 |3,00120,225 Ja
Casp3 10,051 0,856 0125 0,750 0,062 0,811 0,079 -
PCDi 1+ 0,036 0658 = 0052 |0 753 = 0,067 0,547 = 0,082 -
Cdc37 120,513 0674009 1779 x£02M 21860312 -
P53d 10076 |0433:0045 |0728 20,088 |1,068 £0,037 Ja
Rabkls 10,297 0,021+£0012 |0604+£0115 1,818 £ 0,500
Ras7 10,010 0870 0,031 |0 8598 +0 050 1,020 0,163 -
Ran 10022 055F = 00073 | 0,352 =0 031 0,932 = 0,089 -
Cdc2 1+ 0,065 0237 0070 | 0,334 =0 067 1,422 0250 -
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3.3.2 Voorbehandeling met HSP90 RNAi

In tabel 6 wordt de genexpressie van stamcelgenen, antioxidatieve genen, heat shock proteinen,
celcyclus genen, apoptotische genen en tumor gerelateerde genen tijdens HSP90 downregulatie en
blootstelling aan cadmium (0, 10, 50, 100 en 250uM CdCl,) weergegeven. De effecten van HSP90
downregulatie tijdens controle omstandigheden en tijdens cadmiumstress op de mRNA levels van
andere genen kunnen hieruit afgeleid worden. Onder controle omstandigheden en HSP90 knock
down neemt het transcriptlevel van rab15 significant af. Het expressieniveau van HSP70 neemt ook
toe tijdens behandeling met HSP90 RNAI. Deze stijging is echter niet significant.

Tijdens blootstelling aan lage cadmiumconcentraties zijn er geen significante veranderingen in
genexpressie van de onderzochte genen waar te nemen. Er is enkel een stijgende trend in HSP70
expressie bij al dan niet HSP90 downregulatie en blootstelling aan 50uM CdCl, waar te nemen.

Wanneer de wormen aan hoge cadmiumconcentraties blootgesteld worden, zowel na HSP90 knock
down alsook in de controlegroep, zijn er veranderingen in transcriptlevels van vrijwel alle genen
zichtbaar. Tijdens deze condities wijzigt de expressie van stamcelgenen (pumilio, PCNA en piwi),
antioxidatieve genen (cat, CuZnSOD en MnSOD), heat shock proteinen (HSP60 en HSP70), apoptose
genen (casp3 en PCDi), celcyclusgenen (cdc37 en cdc2) en tumor gerelateerde genen (p53d, ras7 en
ran). Genen die anders tot expressie komen bij RNAi behandeling zijn bij 250uM CdCl, piwi,
CuZnSOD, MnSOD, HSP60, HSP90 en casp3 .
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4 Discussie

Heat shock proteinen (HSPn) zijn van essentieel belang tijdens normale fysiologische
omstandigheden (vb. de celcyclus) alsook in stresssituaties. Ook tijdens blootstelling aan cadmium
worden deze proteinen (transcriptioneel) geinduceerd. Om de exacte rol van HSPn tijdens
cadmiumstress beter te kunnen begrijpen, werd in dit onderzoek gebruik gemaakt van RNA silencing.
De effecten van cadmium in zowel HSP60 als HSP90 downgereguleerde organismen werden
onderzocht op verscheidene niveaus. Hierbij werd vooral aandacht besteed aan de effecten op de
celproliferatie.

4.1 Stamcelgerelateerde effecten na HSP downrequlatie

De effecten van HSP60 en HSP90 downregulatie (onder onbehandelde omstandigheden)
manifesteren zich duidelijk op gebied van celproliferatie. Tijdens voorbehandeling met RNAi is een
afname van het aantal celdelingen waar te nemen. De ultrastructuur van epidermis en neoblasten
daarentegen, blijft intact tijdens HSP60 of HSP90 knock down. De hypothese dat HSP60 en HSP90
meer betrokken zijn bij celproliferatie dan bij het in stand houden van de structurele integriteit kan
hieruit volgen.

De gevolgen van RNAi voorbehandeling op de celproliferatie werd hier getest aan de hand van een
anti-fosfo-H3 kleuring. Aangezien in M. lignano de enige delende cellen in een volwassen organisme
de stamcellen zijn, is het aantal cellen in mitose representatief voor de delende stamcelpopulatie. De
cellen in S-fase zouden hier evenwel bepaald kunnen worden met behulp van BrdU (5-bromo-2-
deoxyuridine) als maat van celdeling. Eerder onderzoek heeft immers aangetoond dat de distributie
van S-fase cellen gelijk is aan cellen in mitose [33, 39]. Een mitosekleuring is echter veel praktischer.
Het is een snellere kleuring waarbij ook minder stamcellen geteld moeten worden.

Het aantal mitotische cellen is na downregulatie van HSP90 gentranscripten sterk gereduceerd, al
dan niet tijdens cadmiumblootstelling (figuur 3). Dit resultaat is te verwachten aangezien de
betrokkenheid van HSP90 bij de regulatie van de celcyclus al eerder aangetoond is [40, 41]. HSP9O is
onder andere betrokken bij de chromatine reorganisatie tijdens mitose door middel van interactie
met histonen [40]. Dit proces is ook van belang na cellulaire stress en kan verklaren waarom
downregulatie van HSP90 ook een belangrijk effect op de mitose vertoond tijdens
cadmiumblootstelling [40]. Bovendien wordt het centrosoom, dat een belangrijke rol speelt bij de
celdeling, ook geassocieerd met HSP90 [41]. De cellen in mitose zijn voornamelijk terug te vinden in 2
laterale banden in M. lignano en zijn afwezig in de epidermis, de darm en op enkele cellen na
anterior van de ogen. Deze resultaten komen overeen met die van voorgaand onderzoek op
Macrostomum door Ladurner et al 2000 [39]. De beperkte aanwezigheid van prolifererende cellen
anterior van de ogen is bovendien ook aangetoond in planaria [42].

De mitotische cellen zijn bij HSP90 RNAi voornamelijk terug te vinden in de testes (figuur 4). Dit zou
verklaard kunnen worden doordat dit de meest actieve en daarom persistente cellen zijn. Hier
vinden sowieso veel delingen plaats omwille van de gameetproductie. Een andere verklaring zou
kunnen zijn dat het door ons gemanipuleerde HSP90 meer nodig is voor somatische stamcellen en
minder in de gonadale stamceldelingen waardoor deze toch grotendeels kunnen plaatsvinden tijdens
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HSP90 RNAi. Deze hypothese kan ondersteund worden door het feit dat de HSP90 familie uit
meerdere leden bestaat die op verschillende plaatsen in een organisme tot expressie kunnen komen
[43, 44]. Aangezien er in deze studie op mMRNA niveau gewerkt wordt, wordt slechts één specifiek
HSP90 gentranscript uitgeschakeld. Hierdoor zou het kunnen dat de gebruikte RNAi probe tegen
HSP90 een lid van deze familie uitschakelt dat voornamelijk in somatische stamcellen voorkomt. De
gebruikte sequenties zijn gebaseerd op een EST datbank en een volledige genbank is nog in de maak,
hierdoor kan nog geen uitsluitsel gegeven worden over welke andere HSP leden er nog aanwezig zijn
in het transcriptoom.

HSP60 knockdown geeft eveneens effecten op de mitotische activiteit van de neoblasten, hoewel
minder uitgesproken dan bij HSP90. Ook dit resultaat is niet onverwacht aangezien het geweten is
dat HSP90 een belangrijke rol speelt bij de controle van de celcylus [40, 41]. HSP60 heeft
daarentegen voornamelijk een chaperon functie [20, 26]. Desondanks heeft ander onderzoek de
betrokkenheid van dit proteine bij de celproliferatie gedemonstreerd [45]. Bovendien heeft men op
levercellen aangetoond dat HSP60 overwegend tijdens mitose tot expressie komt [46]. De levercellen
zijn echter gedifferentieerde cellen. Hierdoor kan niet uitgesloten worden dat de betrokkenheid van
HSP60 bij de celdeling van somatische stamcellen van minder belang is.

Het aantal mitotische cellen neemt bij downregulatie van HSP60 echter wel significant af tijdens
stress. Hierdoor kan vermoed worden dat HSP60 tijdens stress omstandigheden belangrijk is voor de
celdeling. Uit de spreiding kan afgeleid worden dat de cellen in mitose hoofdzakelijk in de testes
voorkomen. Ook hier is het mogelijk dat deze gedownreguleerde HSP60 niet zo belangrijk is in
gonadale stamcellen. Van HSP60 bestaan er ook isovormen [47]. Ander onderzoek bevestigt de
expressie van HSP60 in spermatogonia, wat actief delende cellen zijn [48]. Dit toont aan dat dit HSP
betrokken is bij de spermatogenese dat binnen M. lignano in de testes plaatsvindt.

Hoewel de proliferatie van de neoblasten beinvioed wordt tijdens voorbehandeling met RNAI blijkt
uit de ultrastructurele analyse dat HSP60 of HSP90 knock down geen invloed heeft op de structurele
integriteit. Uit de ultrastructurele analyse van epidermis en neoblasten kan geconcludeerd worden
dat er na hoge cadmiumblootstelling voornamelijk een effect is op de cellen van de epidermis, de
stamcellen blijven nagenoeg onaangetast. Dit kan verklaard worden door het feit dat — in
tegenstelling tot de stamcellen — de epidermis vrijwel rechtstreeks in contact staat met CdCl, in het
medium.

In de epidermis is er na hoge cadmiumblootstelling voornamelijk schade aan de mitochondrién op de
merken (figuur 8). Downregulatie van de HSPn lijkt hier geen invloed op te hebben. Eerder onderzoek
heeft aangetoond dat het zwellen van het membraan van de mitochondrién één van de vroegste
effecten van cadmium is [49]. Het is mogelijk dat de 24u blootstelling in deze studie te kort was om
ook schade aan andere organellen te veroorzaken. [49].

Er zijn op ultrastructureel niveau geen verschillen waar te nemen tussen de RNAi-behandelde en
RNAi-onbehandelde organismen in de neoblasten en de epidermis. Dit zou verklaard kunnen worden
doordat de dieren die voorbehandeld zijn met RNAi een gelijkaardig stressniveau ondervinden als de
controledieren waardoor de beschadiging nagenoeg hetzelfde is. De resultaten van de ROS kleuring
lijken dit te bevestigen. Er zijn hierbij niet meer fluorescente cellen zichtbaar in de RNAi-groep dan in
de controlegroep. Bovendien zijn er bij de ROS-kleuring enkel bij 250uM CdCl, meer fluorescente
cellen te zien dan bij alle andere concentraties cadmium. Dit zou kunnen verklaren waarom er enkel
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bij blootstelling aan 250uM CdCl, en niet bij blootstelling aan 10uM CdCl, een effect op de
ultrastructuur op te merken is.

4.2 Morfologische en fysiologische effecten na HSP downrequlatie

Downregulatie van HSP60 of HSP90 al dan niet tijdens cadmiumstress blijkt weinig invloed te hebben
op de grootte en de mogelijkheid tot voortplanting van M. lignano. De oppervlakte van de
organismen is een goede maat voor de grootte. Met de squeeze preparaten wordt een constante
druk op de wormen uitgevoerd waardoor de gemeten oppervlakten met elkaar vergeleken kunnen
worden. Tijdens controle omstandigheden en tijdens voorbehandeling met RNAi vertoonden de
oppervlakten geen significante verschillen (figuur 5). Met behulp van de ROS kleuring kon er geen
verschil opgemerkt worden tussen dieren die voorbehandeld zijn met RNAi dan de controledieren.
Aangezien stresssituaties (zoals uithongering) een reductie in grootte zou kunnen veroorzaken, zijn
dieren die meer stress ervaren vaak kleiner [33]. In dit experiment is er mogelijk geen verschil omdat
de RNAi dieren een gelijkaardig niveau van stress ondervinden dan de niet RNAi dieren. In de
toekomst is het nuttig om het effect van langdurige voorbehandeling met RNAi op de oppervlakte na
te gaan. Uit de mitosekleuring blijkt dat de celproliferatie afneemt tijdens HSP60 en HSP90 knock
down, dit zou uiteindelijk een invloed op de grootte van het organisme kunnen hebben. Het is
mogelijk dat tijdens 8 dagen voorbehandeling met RNAI het totaal aantal cellen hetzelfde blijft, maar
het aantal delende cellen verminderd. Wanneer de celproliferatie verhinderd wordt en de cellen niet
meer vervangen kunnen worden, kan het aantal cellen op termijn afnemen. Hierdoor zou de grootte
van de organismen ook beinvioed kunnen worden.

HSP60 of HSP90 knockdown heeft geen invioed op de mogelijkheid tot voortplanting van deze
platwormen. Tijdens voorbehandeling met RNAi leggen M. lignano immers nog eitjes waaruit
levensvatbare juvenielen komen. Dit wordt bevestigd doordat met behulp van lichtmicroscopische
observatie aangetoond is dat testes en ovaria duidelijk aanwezig zijn na downregulatie van HSP60 en
HSP90 alsook bij controlegroepen. De aanwezigheid van deze voortplantingsorganen kan mede
verklaard worden aan de hand van de spreiding van de mitosen. Hieruit is gebleken dat zowel bij
HSP60 als bij HSP90 knockdown de mitotische cellen voornamelijk in de testes plaatsvinden.
Aangezien er hier nog celdelingen voorkomen, zou het kunnen dat er nog spermatogenese optreedt
waardoor de voortplanting niet in het gedrang komt. Ook de gonadale stamcelgenen vertonen geen
verandering in genexpressie wat mede kan verklaren waarom de testes intact blijven (cfr infra).

4.3 Moleculaire effecten

De effecten van HSP60 of HSP90 knock down manifesteren zich duidelijk op gebied van de
celproliferatie, terwijl de ultrastructuur hierdoor niet beinvioed wordt. Door middel van genexpressie
analyses kan deze observatie op een verder niveau nagegaan worden. Er zijn enkele
overeenkomsten tussen downregulatie van HSP60 en HSP90. Bij beiden is er onder andere een
significante afname in expressie van rab15. Dit gen behoort tot de ras familie en is betrokken bij de
celproliferatie. De effecten van voorbehandeling met RNAi op het aantal cellen in mitose kunnen
mede hierdoor verklaard worden.
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Hiernaast kan het voorkomen van testes en ovaria bij RNAi behandelde organismen ook gekoppeld
worden aan de resultaten van de genexpressie analyses. Uit tabellen 4 en 6 is af te leiden dat er bij
de RNAi-voorbehandelde organismen nagenoeg geen effect op de stamcelgenen waar te nemen is in
vergelijking met de controle organismen. Deze genen zijn belangrijk voor het goed functioneren van
onder andere gonadale stamcellen. Andere studies hebben aangetoond dat uitschakeling van piwi
resulteert in steriliteit [50]. Ook heeft eerder onderzoek het belang van pumilio in de gonadale
stamcellen aangehaald [51]. Vermits er geen significante effecten op deze genen waar te nemen zijn,
kunnen deze belangrijke processen doorgaan waardoor de voortplanting niet verhinderd wordt.

Bovendien is er na voorbehandeling met HSP60 en HSP90 RNAi-probes een stijgende trend in HSP70
genexpressie waar te nemen. Deze upregulatie van HSP70 zou een interne compensatie kunnen zijn
en verklaart ondermeer waarom er geen effecten op de ultrastructuur waar te nemen zijn. Het is
namelijk geweten dat HSP70 nodig is voor de cytoprotectie [52]. Ook het feit dat de testes nog
aanwezig zijn, kan verduidelijkt worden door de toename in HSP70 expressie. Eerder onderzoek
heeft aangetoond dat HSP70 beschermt tegen weefselschade in de testes [52].

Bovendien vormen HSP90 en HSP70 in normale omstandigheden een multichaperon complex dat
betrokken is bij verscheidene processen. Voorgaand onderzoek heeft aangetoond dat HSP90 inhibitie
door middel van inhibitoren zoals geldamycine resulteert in een upregulatie van HSP70 [53]. Vaak
wordt deze upregulatie verklaard aan de hand van de heat shock factoren. Deze zouden bij inhibitie
van het HSP90 meer vrijkomen waardoor ze de expressie van andere HSPn zouden induceren. De
studie van Taylor et al. toonde echter aan dat de upregulatie van HSP70 niet enkel via de HSFs
gebeurt [53].

Naast de hierboven aangehaalde gelijkenissen tussen HSP60 en HSP90 downregulatie zijn er
voornamelijk veel verschillen waar te nemen in de genexpressie analyses. In het algemeen kan uit
tabellen 4 en 6 afgeleid worden dat uitschakeling van HSP90 tijdens blootstelling aan hoge
cadmiuconcentraties schade aan de organismen toebrengt. Blootstelling aan 250uM CdCl, tijdens
HSP90 knock down zorgt voor een dalende trend in alle bestudeerde genen, behalve HSP70 zoals
eerder aangehaald. Bij downregulatie van HSP60 zijn er voornamelijk verschillen tussen RNAI-
onbehandelde en RNAi-behandelde organismen in controle omstandigheden. Hieruit zou de
hypothese afgeleid kunnen worden dat HSP90 cruciaal is tijdens extreme stresssituaties en dat
HSP60 voornamelijk tijdens normale fysiologische omstandigheden belangrijk is.

Het expressie niveau van cdc37 neemt significant toe tijdens blootstelling aan HSP60 RNAI (tabel 4).
Hierdoor zou mede verklaart kunnen worden waarom het aantal mitosen bij HSP60 RNAi organismen
nagenoeg vergelijkbaar is met controle organismen (figuur 3). Cdc37 is namelijk essentieel voor
mitose aangezien een defect in dit gen zorgt voor een verstoring van dit proces [54]. In deze
resultaten is er echter een upregulatie van cdc37 is, zodat de celdeling kan doorgaan.

Ook de genexpressie van een ander celcyclusgerelateerd gen, het cdc2, werd bepaald. Hier was een
significante afname in expressie waar te nemen. De celcyclusgerelateerde genen geven dus niet
allemaal hetzelfde patroon. Er is meer onderzoek nodig om een duidelijk beeld te kunnen vormen
over de effecten van RNAi behandeling op deze genen.

Bij HSP90 RNAI is er geen significant effect op de celcyclus gerelateerde genen. Cdc37 wordt vaak
geassocieerd met HSP90, hoewel dit heat shock proteine niet essentieel is voor het goed
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functioneren van cdc37 [55]. Daarom is het mogelijk dat dit celcyclus proteine tijdens reductie van de
HSP90 gentranscripten nog normaal kan functioneren. Desalniettemin is er in deze studie een
reductie in het aantal mitotische cellen waargenomen bij blootstelling aan HSP90 RNAi. Het is dan
ook mogelijk dat andere genen die essentieel zijn voor mitose beinvioed worden door HSP90 die hier
niet geanalyseerd zijn.

Bovendien is er een stijgende trend waar te nemen in transcriptlevels van casp3 bij HSP90 dieren in
vergelijking met niet voorbehandelde dieren (tabel 6). Dit proteine is betrokken bij het
mitochondriaal apoptose pathway. Aangezien het expressieniveau hier toeneemt, kan dat wijzen op
een verhoging van het aantal cellen in apoptose. Het zou dan ook kunnen dat de cellen bij HSP90
knock down eerder de neiging hebben om in apoptose te gaan dan in mitose. Dit kan gelinkt worden
aan de afname van delende cellen tijdens HSP90 knockdown in controle omstandigheden (figuur 3).

Bij HSP90 RNAI is er een stijgende trend in antioxidatieve genen waar te nemen. Hierdoor zou het
kunnen dat de organismen in deze groep het meeste stress ondervinden waardoor deze genen
upgereguleerd moeten worden. De ROS kleuring spreekt dit echter tegen. Hoewel de ROS kleuring
het aantal ROS moleculen weergeeft en deze kunnen net omwille van de stijging in de antioxidatieve
enzymen verminderen zodat het totaal aantal moleculen hetzelfde is als de controlegroep.
Niettegenstaande zou het kunnen dat de dieren bij silencing van HSP90 meer stress ondervinden
waardoor onder andere het aantal mitotische cellen afneemt.

Vergelijking korte en lange voorbehandeling met RNAi op moleculair niveau

In deze thesis werd ook nagegaan wat het effect van langdurigere HSP60 RNAI blootstelling was op
de transcriptlevels van het HSP60 gen. Wanneer M. lignano voor 3 weken aan HSP60 RNAi werden
blootgesteld, was er 92% downregulatie van het HSP60. Na 1 week blootstelling aan de probes kon er
een inhibitie van bijna 95% waargenomen worden. Het verschil in expressie is dan ook minimaal
tussen de blootstellingperioden. Een gen kan met behulp van RNAi niet volledig uitgeschakeld
worden. Wanneer het nodig is om de effecten van volledige uischakeling van een gen te
onderzoeken, kan er daarom beter gebruik gemaakt worden van mutanten.

Een opmerkelijk contrast kan opgemerkt worden in de genexpressie van catalase in tabellen 4 (1
week) en 5 (3 weken). Bij blootstelling van de organismen aan HSP60 RNAI probes gedurende 1 week
is de expressie van dit gen significant upgereguleerd bij RNAi-behandelde dieren. Tijdens 3 weken
blootstelling aan deze probes zijn de transcriptlevels van catalase echter verlaagd in de RNAi-
behandelde groep. Bij blootstelling aan RNAi gedurende 1 week kan er oxidatieve stress ontstaan
waardoor catalase upgereguleerd wordt om hier bescherming tegen te bieden. Na 3 weken RNAI
blootstelling zou het kunnen dat de ROS moleculen ervoor zorgen dat de expressie van het catalase
gen onderdrukt wordt. In ander onderzoek is namelijk aangetoond dat langdurige blootstelling aan
ROS kan zorgen voor een downregulatie van het catalase [56].

Na 3 weken lijken de stamcel- en celcyclusgenen ook minder tot expressie te komen bij silencing van
HSP60. Daarom is het nuttig om de effecten van langdurige behandeling met RNAi op het organisme
na te gaan. Tijdens controle omstandigheden zou er dan misschien wel een significant effect waar te
nemen zijn op het aantal mitotische cellen en de testes.
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Conclusie

Heat shock proteinen (HSPn) zijn van belang onder gewone fysiologische omstandigheden en hun
beschermende rol neemt sterk toe tijdens stresssituaties. In deze thesis wordt nagegaan wat er op
verschillende niveaus afspeelt wanneer de HSP transcripten downgereguleerd worden tijdens
cadmiumstress in de platworm Macrostomum lignano. Dit onderzoek concentreert zich op 3 niveaus,
nl. op niveau van het organisme, de cel en op moleculair niveau.

Het inhiberen van HSP60 en HSP90 gentranscripten blijkt geen invloed te hebben op het organisme
in zijn geheel en op de voortplanting ervan. Er kon geen verschil in oppervlakte opgemerkt worden
tussen de RNAi-behandelde en RNAi-onbehandelde organismen. De aanwezigheid van testes, ovaria
en eitjes in beide groepen en het daaropvolgend constateren van levensvatbare juvenielen leidt tot
de conclusie dat ook de reproductie van M. lignano niet in het gedrang komt.

Op cellulair niveau werd er gekeken naar celproliferatie en ultrastructuur. Het downreguleren van
HSP60 of HSP90 had hierbij geen zichtbaar effect op de ultrastructuur. De stamcellen en epidermis
van RNAi behandelde dieren waren vergelijkbaar met die van RNAi-onbehandelde dieren.
Daarentegen had HSP60 of HSP90 knock down een grote impact op de celproliferatie. Vooral bij het
silencen van HSP90 verminderde het aantal stamcellen in mitose drastisch onder zowel controle
omstandigheden als onder cadmiumstress, deze cellen verschenen hier daarenboven voornamelijk in
de testes.

Door middel van real time PCR werden de onderliggende moleculaire effecten van HSP60 of HSP90
knock down nagegaan. Vooral de toenemende transcriptlevels van HSP70 na silencen van HSP60 of
HSP90 gentranscripten springen hierbij in het oog. De cytoprotectieve rol van HSP70 zou kunnen
verklaren waarom de ultrastructuur van de epidermis en stamcellen onaangetast is tijdens HSP60 of
HSP90 downregulatie. Een ander opvallend fenomeen is te zien bij de combinatie van hoge
cadmiumconcentraties met het silencen van HSP90. Hierbij kan er een dalende trend in de
genexpressie van alle onderzochte genen (stamcelgenen, antioxidatieve genen, celcyclus
gerelateerde genen, apoptotische genen en oncogenen), behalve HSP70, geobserveerd worden. Om
die reden zou het kunnen dat HSP90 vooral betrokken is bij het beschermen van de cel tijdens
stresssituaties. Downregulatie van HSP60 lijkt daarentegen voornamelijk tijdens controle
omstandigheden een effect te hebben op de transcriplevels van andere genen. Hierbij is er een

significant effect op de antioxidatieve genen (cat, MnSOD), tumor gerelateerde genen (p53d, rab15,
ras7), celcyclusgenen (cdc37, cdc2), PCNA en PCDi.

Omwille van deze resultaten kan geconcludeerd worden dat de heat shock proteinen belangrijk zijn
voor het organisme onder zowel controle omstandigheden als in stresssituaties. Het beschermende
effect komt voornamelijk op gebied van stamcelproliferatie tot uiting.

In de toekomst is het nuttig om de effecten van HSP70 downregulatie al dan niet gecombineerd met
andere HSPn na te gaan aangezien dit heat shock proteine sterk upgereguleerd wordt tijdens het
silencen van HSP60 of HSP90 gentranscripten. Op deze manier kan het ‘beschermende’ effect van
HSP70 teniet gedaan worden en kan worden nagegaan of HSP70 daadwerkelijk de ultrastructuur van
de cellen beschermd. Ook is het nuttig om de effecten van langdurige behandeling met RNAi op het
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niveau van het organisme na te gaan. Uit de mitosekleuring blijkt namelijk dat de celproliferatie
afneemt tijdens HSP60 of HSP90 knock down. Eveneens geven de resultaten van de genexpressie aan
dat langdurig silencing van HSP60 de transcriptlevels van celcyclus- en stamcelgenen doet afnemen.
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