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Editorial

Zebrabarbling —

Rik Eggen, Molekular-
biologe, leitete bis

zu seiner Ernennung zum
Eawag-Vize-Direktor

die Abteilung Umwelt-
toxikologie.

die aquatische Maus

Als der Zebrabarbling (lat. Danio rerio) 1822 erstmals beschrieben
wurde, deutete nichts auf die steile Karriere hin, die er einmal
machen wirde. So ist der schillernd blau-weiss gestreifte Fisch
nicht nur bei Aquarianern sehr beliebt. Auch die Wissenschaft
hat ihn fir sich entdeckt und in den Labors heisst er kurz «Zebra-
fisch», ausgehend vom englischen Namen «zebrafish». Auf der
Suche nach einem Wirbeltiermodell interessierten sich zundchst
vor allem Mediziner und Entwicklungsbiologen fir die nur 5—6 cm
langen Fische. lhre glinstigen Eigenschaften — sie sind robust,
leicht zu halten, liefern eine grosse Nachkommenschar, entwi-
ckeln sich in nur 24 Stunden vom befruchteten Ei zur Larve und
eignen sich hervorragend fiir genetische Analysen — Uberzeugten
die Forscher.

Vor etwa acht Jahren reifte an der Eawag die Idee, den Zebra-
barbling als Modellorganismus in der Okotoxikologie zu verwen-
den. Damals war man alarmiert durch Berichte von hormonaktiven
Chemikalien und vermutete, dass diese Stoffe fir das vermehrte
Auftreten von Fischen mit missgebildeten Geschlechtsorganen
verantwortlich sein konnten. Es gab zwar bereits einfach durch-
zufiihrende Reagenzglas-Tests, mit denen hormonaktive Stoffe in
Wasserproben nachgewiesen werden konnten; diese auch heute
noch verwendeten Techniken arbeiten mit Einzellern (Bakterien,
Hefen), Zellkulturen oder Zellbestandteilen. Aber es fehlte ein
ganzheitlicher Modellorganismus, an dem der kausale Zusam-
menhang zwischen den hormonaktiven Substanzen und den
Geschlechtsanomalien untersucht werden kann. Hier schienen
Zebrabarblinge adusserst geeignet und so begannen wir Anfang
2001 unser Fischlabor aufzubauen. Gemeinsam mit dem Entwick-
lungsbiologen Stephan Neuhauss von der Universitat Zurich und
dem Fischphysiologen Helmut Segner von der Universitat Bern,
die beide bereits langer mit Zebrabarblingen gearbeitet hatten, er-
forschten wir im Rahmen des Nationalen Forschungsprogramms
NFP 50 «Hormonaktive Stoffe» sowie eines EU-Projekts den ge-

Titelfoto: Zebrabarblinge (Danio rerio). © Manu Heim, Eawag.
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nauen Wirkmechanismus der hormonaktiven Substanzen. Ein Teil
unserer Ergebnisse wird schwerpunktmassig in dieser Ausgabe
der Eawag News beschrieben.

Ein weiterer Fokus unserer Okotoxikologischen Forschung
am Zebrabarbling liegt in der Entwicklung neuer Toxizitatstests.
Ziel ist es einerseits, auf den Einsatz adulter Tiere zu verzichten.
Anderseits sollen uns die Tests Einblick in die Wirkungsweise der
Substanzen geben. Da liegt es nahe, sie auf molekulare Endpunkte
hin auszurichten, anstatt wie bisher relativ unspezifische Kriterien,
z.B. morphologische Veranderungen oder die Sterblichkeitsrate,
zu betrachten. Der an der Eawag entwickelte und bereits auf
seine Praxistauglichkeit getestete MolDarT (molekularer Danio-
rerio-Teratogenitatstest) ist ein grosser Schritt in diese Richtung.
Mit der ldentifizierung neuer molekularer Biomarker kann dieses
Testsystem jederzeit um zusatzliche Module erweitert werden.

Gab es vor einigen Jahren nur wenige Gruppen in der Oko-
toxikologie, die mit Zebrabarblingen arbeiteten, so ist der Trend
heute stark ansteigend. Zudem werden vielerorts in den biowis-
senschaftlichen Laboratorien Méause und Ratten durch Zebra-
barblinge ersetzt. Da wundert es nicht, dass diese Fische als
aquatische Mause bezeichnet werden. Auch die Eawag wird u. a.
in ihrem neuen Zentrum fiir angewandte Okotoxikologie, das sie
gemeinsam mit der ETH Lausanne betreibt, weiter auf Zebra-
barblinge setzen. Denn eins ist klar: das Potenzial dieser Modell-
organismen flr die Forschung in der Umwelttoxikologie ist noch
lange nicht ausgereizt.
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Leitartikel

4 Zebrabarblinge stehen Modell

: Auch in der Okotoxikologie werden
Zebrabarblinge vermehrt eingesetzt.
Dass sie sehr fruchtbar sind und
sich rasch entwickeln, sind nur zwei
der glinstigen Eigenschaften, die sie
als Modellorganismen auszeichnen.

Forschungsberichte

8 Gut versorgt
Ungefahr 600 kleine Zebrabarblinge schwimmen in den
Aquarien der Eawag. Wie sieht ihr Tagesablauf aus? Und
wie viele Eier legen sie eigentlich taglich? Zwei Eawag-
Technikerinnen berichten.

10  Der MolDarT - ein neuer Toxizitdtstest

Mit dem an der Eawag entwickelten
molekularen Zebrabarblingtest,
MolDarT, kénnen Wasserproben auf
Schadstoffe analysiert werden.

Der Test verzichtet auf den Einsatz
adulter Fische.
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Ratselhaft: missgebildete Thunersee-Felchen

Warum viele Felchen im Thunersee
missgebildete Gonaden aufweisen,
ist bis heute unbekannt. Die Eawag
beteiligt sich an der Spurensuche
und testet, ob die Anomalien durch
Schadstoffe ausgeldst werden.

Funktionen der Ostrogene in der Organentwicklung
Ostrogene haben vielfaltige Funktionen im Organismus.
Spielen sie auch bei der Festlegung des Geschlechts und
bei der Bildung des Seitenlinienorgans eine Rolle?

Zebrabarblinge ohne Ostrogenrezeptoren

Ostrogene werden in der Zelle durch Ostrogenrezeptoren
erkannt. Doch was geschieht, wenn die Bildung der Rezep-
toren experimentell ausgeschaltet wird?

Ostrogenahnliche Wirkung von Dioxinen

Dioxine sind weitverbreitete Um-

. weltschadstoffe, die in das Hormon-
system von Organismen eingreifen.
Eine Studie der Eawag fand heraus,
dass sie sowohl ¢strogene als anti-
Ostrogene Effekte haben kdnnen.

Veranderte Genaktivitat durch Rohol

Immer wieder kommt es zu Olunfallen, und noch Jahre
spater ist das Ol im Wasser nachweisbar. Experimente mit
Genchips zeigen die Gefahren dieser chronischen Expo-
sition auf.

Analyse des Proteoms

Die Proteomanalyse deckt auf, welche Proteine bei Belas-
tung mit Schadstoffen verstarkt ausgeschittet bzw. unter-
drickt werden. Nun konnte das Verfahren auch an der
Eawag etabliert werden.
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Zebrabarblinge stehen :

Modell

Martina Bauchrowitz,
Biologin und Redaktorin
der Eawag News.

Vor gut 8 Jahren wurde in der Abteilung Umwelttoxikologie die Forschung an Zebra-

barblingen gestartet. Ein aktives Team rund um den Molekularbiologen Rik Eggen

arbeitet seither mit diesem neuen Modellorganismus. Nun ist es an der Zeit, die Wissen-

schaftlerinnen und Wissenschaftler zu Wort kommen zu lassen.

«Die Idee geisterte schon lange in meinem Kopf herum.» Enthu-
siastisch erzahlt Rik Eggen, ehemaliger Leiter der Abteilung
Umwelttoxikologie und jetziger Eawag-Vize-Direktor, wie es dazu
kam, den Zebrabarbling als dkotoxikologisches Modellsystem an
der Eawag zu etablieren. Statt wie bisher mit einzelligen Orga-
nismen (wie z.B. Bakterien, Hefen und Algen) oder Zellkulturen
zu arbeiten, war er Ende der 1990er Jahre auf der Suche nach
einem ganzheitlichen und hoher entwickelten Modellorganismus.
In der Literatur las er Uber Zebrabarblinge, die insbesondere in der
Medizin und der Entwicklungsbiologie machtig Furore machten.
Die nur 5-6 cm langen Fische hatten eine ganze Reihe von
Vorteilen, erklart Rik Eggen. Sie haben einen kurzen Generations-
zyklus und sind bereits nach 3—-4 Monaten geschlechtsreif; die
Weibchen laichen grosse Mengen von Eiern ab, die danach von
den Mannchen befruchtet werden; und die optisch durchsichtigen
Embryonen entwickeln sich vollstandig ausserhalb der Mutter-
fische (siehe Fotos), so dass es ein Leichtes ist, morphologische
Missbildungen zu erkennen.

Zebrabarblinge liebens warm. Im Jahr 2001 war es endlich so-
weit: die ersten 20 Zebrabarblinge wurden in Kultur genommen.
Heute schwimmen etwa 600 Zebrabarblinge in den Aquarien der
Eawag und tagtaglich werden die befruchteten Eier fur die 6ko-
toxikologischen Experimente verwendet. Die Technikerin Karin
Rdfenacht war von Anfang an mit dabei (siehe Artikel auf Seite 8).
Ihr liegt das Wohlergehen der Fische sehr am Herzen: Es komme

Die befruchteten Eizellen teilen sich: 2-Zell-, 4-Zell- und 8-Zellstadium.
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zwar nicht oft vor, dass einer ihrer Schitzlinge eingeschlafert
werden muss, aber wenn doch, mache sie das auch nach all
den Jahren noch traurig. Zum Glick sind Zebrabarblinge jedoch
eher gentigsame Fische und leicht zu halten: ihre Ansprliche
an Wasser, Futter und Beckengrésse sind gering. Nur warm
haben sie es gerne, denn schliesslich sind sie in den Zuflissen
des Ganges in Indien, Bangladesch und Pakistan beheimatet.
Taxonomisch gehort der Zebrabéarbling (Danio rerio) zur Familie
der Karpfenfische (Cyprinidae), die mit mehr als 1400 Arten eine
der umfangreichsten Fischfamilien Gberhaupt ist.

Ein neuer Toxizitatstest. Jane Muncke war die erste Eawag-
Doktorandin, die mit den Zebrabarblingen arbeitete. Zusammen
mit ihrer damaligen Betreuerin Nina Schweigert hatte sie die
Aufgabe, einen molekularen Zebrabarblingtest zu entwickeln, der
im Wasser enthaltene Umweltschadstoffe anzeigt (siehe Artikel
auf Seite 10). «Man ging einfach davon aus, dass sich die Wirkung
der Schadstoffe, wie man sie durch Toxizitatstests mit einzelligen
Organismen oder Zellkulturen beobachtete, genauso auch bei
Wirbeltieren manifestieren. Ob das stimmt, ist vollig unklar — und
eigentlich ist es nicht zu erwarten.» Tatsachlich kommen hier
zwei Aspekte, die die toxische Wirkung von Chemikalien stark
beeinflussen, mit ins Spiel: zum einen ist die Aufnahme von
Stoffen aus der Umwelt bei Wirbeltieren wesentlich komplexer
als bei Einzellern und zum anderen sind Wirbeltiere in der Lage,
Chemikalien in ihrem Stoffwechsel umzuwandeln. «Darum war es




uns so wichtig, einen Wirbeltier-Toxizitatstest zu entwickeln. Dass
dieser auch noch auf den Einsatz erwachsener Fische verzichtet
und zudem Einblick in die molekularen Wirkmechanismen der
Chemikalien gibt, sind weitere grosse Pluspunkte.»

Missgebildete Felchen im Thunersee — eine Spurensuche. Die
erste Moglichkeit den neuen Zebrabarbling-Toxizitatstest in der
Praxis zu erproben, ergab sich vor nicht langer Zeit im Thunersee-
projekt. «Der See hitet ein Geheimnis. Niemand weiss, warum
dort seit einigen Jahren so viele Felchen mit missgebildeten
Geschlechtsorganen auftreten» erlautert Anja Liedtke. Die Wis-
senschaftlerin, die nach ihrer Dissertation am Helmholtz-Zentrum
fur Umweltforschung (UFZ) in Leipzig an die Eawag gekommen
ist, untersucht hier, ob die Missbildungen durch Schadstoffe und
insbesondere durch hormonaktive Substanzen ausgeldst werden
(siehe Artikel auf Seite 13). Neben anderen Toxizitdtstests wen-
dete sie dabei auch den Zebrabarblingtest an.

Effekte hormonaktiver Substanzen auf Fische. Fische mit
missgebildeten Geschlechtsorganen sind jedoch nicht nur im
Thunersee ein Problem. In den 1990er Jahren mehrten sich
weltweit Berichte Uber die Verweiblichung mannlicher Fische.
Man vermutete einen direkten Zusammenhang zwischen dem
Auftreten hormonaktiver Schadstoffe (siehe Kasten) — sie wurden
seinerzeit immer haufiger in den Gewassern nachgewiesen — und
den Geschlechtsveranderungen. «Dass sich diese Kausalitat im
Endeffekt nur nachweisen lasst, wenn man auch mit Fischen
arbeitet, war eine weitere wichtige Uberlegung, warum wir an
der Eawag auf Zebrabéarblinge setzten» begrindet Rik Eggen
erneut die Wahl des Modellorganismus. Als Ziel der hormon-
aktiven Stoffe kamen damals insbesondere die Ostrogene, die
weiblichen Sexualhormone, in Frage. Im Rahmen des Nationalen
Forschungsprogramms NFP50 «Hormonaktive Stoffe — Bedeu-
tung fur Menschen, Tiere und Okosysteme» des Schweizer
Nationalfonds, an dem sich insgesamt 26 Forschungsgruppen
beteiligten, beleuchtete sein Team daher das Thema mit Hilfe der
Zebrabarblinge von verschiedenen Seiten her [1].

Frihes Blastula-Stadium (nach ~2,3 Stunden): Die Zellen sammeln sich an
einem Ende des Dotttersacks.

Fotos: Steve Baskauf 2002, http://bioimages.vanderbilt.edu/

Geschlechtsdifferenzierung von Fischen. Will man hinter die
Ursachen der Geschlechtsverdanderungen kommen, muss man
zundchst einmal den Prozess der normalen Geschlechtsdifferen-
zierung genauer verstehen. Allgemein ging man in der Literatur
davon aus, dass Zebrabérblinge weibliche Geschlechtorgane aus-
bilden, wenn der Ostrogenspiegel im Gehirn in einer bestimm-
ten Entwicklungsphase hoch ist, wogegen mannliche Gonaden
bei niedrigem Ostrogenspiegel entstehen. Man nahm an, dass
dabei ein bestimmtes Enzym der Ostrogenbiosynthese eine
Schlisselrolle spielt. Evi Kallivretaki Gberprifte diese Hypothese
in ihrer Dissertation. |hre Ergebnisse zeigen jedoch, dass dieser
Prozess deutlich komplexer ist und wahrscheinlich das Zusam-
menspiel von Geschlechtshormonen mit verschiedenen anderen
fein aufeinander abgestimmten Faktoren verlangt (siehe Artikel
auf Seite 16).

Was sind hormonaktive Stoffe?

Hormonaktive Substanzen sind Stoffe, die in den
Hormonhaushalt und insbesondere in das System
der Sexualhormone von Mensch und Tier eingrei-
fen. Von den rund 100 000 Chemikalien, die heute
auf dem Markt sind, wurde bisher nur ein geringer
Teil auf eine mogliche hormonelle Aktivitat unter-
sucht. Es gibt jedoch eine Reihe von bekannten
hormonaktiven Stoffen, die immer wieder in Ge-
wassern nachgewiesen werden. Dazu gehoren un-
ter anderen: natrliche und synthetische Ostrogene
wie z.B. der Wirkstoff der Antibabypille, manche
Moschusverbindungen aus klnstlichen Duftstof-
fen, einige in Sonnencremes verwendete UV-Filter,
gewisse Antioxidantien in Kosmetikprodukten und
Konservierungsmittel in Nahrungsmitteln, eine
ganze Reihe unterschiedlicher Industriechemikalien
sowie Dioxine (siehe separater Kasten).

Dass Ostrogene Steroidhormone als Hauptursache
flr 6strogene Effekte bei aquatischen Lebewesen
anzusehen sind, zu dieser Aussage kommt die Kon-
sensplattform «Hormonaktive Stoffe in Abwasser
und Gewasser» [2], die zum Abschluss des For-
schungsprogramms NFP50 «Hormonaktive Stoffe
— Bedeutung fiir Menschen, Tiere und Okosys-
teme» des Schweizer Nationalfonds den aktuellen
Wissensstand und weitere Massnahmen zusam-
menfasste. Die Arbeitsgruppe, die aus Vertretern
der Industrie, Behdrden und Verbanden sowie der
Forschung bestand, setzt sich ausserdem flir die
Einflhrung eines Qualitatsziels fir die strogene
Aktivitat ein. Dies gilt insbesondere flr empfind-
liche Fliessgewasser, die durch Klaranlagen beein-
flusst sind, deren gereinigtes Abwasser schlecht
verdunnt wird.
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Frihes Gastrula-Stadium (nach ~ 5,3 Stunden): Entstehung der drei Keim-
blatter (Ecto-, Endo- und Mesoderm), aus denen sich die Organe bilden.

Ohne Ostrogenrezeptoren kein Seitenlinienorgan. Ostrogene
kénnen ihre Funktionen in den verschiedenen Organen in der
Regel nur dann ausiiben, wenn sie in den Zellen von Ostrogen-
rezeptoren erkannt werden und so die Expression spezifischer
Gene auslosen. Doch was passiert, wenn man die Ostrogen-
rezeptoren in der sensiblen Phase der Embryonalentwicklung
ausschaltet, und zwar dann, wenn die Geschlechtsorgane gebil-
det werden? «Wir waren ziemlich Uberrascht, als wir sahen, dass
Zebrabarblinge ohne Ostrogenrezeptoren immer nur im Kreis
schwimmen und sich offensichtlich gar nicht mehr richtig orien-
tieren kdnnen» erklart Mirjam Frohlicher. Die Doktorandin, die ge-
rade dabei ist, ihre Ergebnisse zusammenzuschreiben, vermutete,
dass das gestorte Schwimmverhalten auf Verdnderungen im
Seitenlinienorgan beruht. Dieses Organ ist der Ferntastsinn der
Fische, mit dem sie sich im Raum zurechtfinden. Und tatsachlich:

Dioxine
Chemisch gesehen gibt es zwei Klassen von
Dioxinen: die einen besitzen ein Grundgerist vom
Typ Dibenzo-para-dioxin und die anderen vom Typ
Dibenzofuran. Die mit Abstand giftigste Verbindung
ist das 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-para-dioxin, das
auch als Seveso-Dioxin
Cl 0. (o] . .
eine traurige Bekanntheit
CIJQ:ODCECI erlangte. Im Jahr 1976
entwich aus dem Reaktor
einer Chemiefabrik in der norditalienischen Stadt
Seveso eine grosse Menge dieser Chemikalie.
Dioxine entstehen als ungewollte Nebenprodukte
bei Verbrennungsvorgangen und chemischen
Synthesen; sie werden aber auch natlrlicherweise,
z.B. bei Vulkanausbriichen oder Waldbranden ge-
bildet. Die Substanzen sind dusserst langlebig und
reichern sich deshalb in der Umwelt an.
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24 Stunden alter Embryo: Bereits ist die so genannte Chorda cordalis —
die Urform der Wirbelsédule — erkennbar.

den im Kreis schwimmenden Zebrabarblingen fehlen die Neuro-
masten, das sind die eigentlichen Sinneszellen im Seitenlinien-
organ (siehe Artikel auf Seite 18). Dass Ostrogene bei der Ent-
wicklung des Seitenlinienorgans eine wichtige Rolle spielen,
konnte zudem durch ein weiteres Experiment untermauert wer-
den. Denn auch Zebrabarblinge, in denen eins der beiden Schlis-
selgene der Ostrogenbiosynthese ausgeschaltet worden war,
bildeten deutlich weniger Neuromasten als normale Fische (siehe
Artikel auf Seite 16). Insgesamt belegen diese Ergebnisse ein-
driicklich, dass Ostrogene nicht nur im Sexualsystem eine Rolle
spielen, sondern, wie bereits aus anderen Studien bekannt, eben-
falls die Entwicklung von Sinnesorganen beeinflusst.

Wirkung von Dioxinen. Eine andere Moglichkeit, mehr tber die
Bedeutung der hormonaktiven Stoffe herauszufinden, war, die
Zebrabarblinge direkt mit diesen Substanzen in Kontakt zu brin-
gen. Dabei entschied man sich unter anderen auch mit Dioxinen
(siehe Kasten) zu arbeiten, tber deren 6strogene Wirkungen sehr
WidersprUchliches in der Literatur zu lesen war. «Dioxine sind aus-
serst gefahrliche Stoffe, die schon bei geringsten Konzentrationen
in das Hormonsystem eingreifen kénnen. Und mich interessierte,
was genau auf molekularer Ebene ablauft.» Nachdricklich vertritt
Ksenia Groh ihren Standpunkt. Im Anschluss an ihr Studium an
der Universitat Moskau doktorierte sie an der Eawag. Sie er-
forschte, wie die Dioxine auf eine wichtige molekulare Schaltstel-
le im Hormonsystem wirken. Es ging um dasjenige Schllsselgen
der Ostrogenbiosynthese, das vorwiegend im Gehirn der Fische
aktiv ist und normalerweise durch Ostrogene gesteuert wird. In
ihrer Studie konnte Ksenia Groh die unstimmigen Literaturdaten
aufkléren. Sie fand heraus, dass von aussen zugefligte Dioxine
die Expression des Schllsselgens verandern und auf diese Weise
den Hormonhaushalt durcheinander bringen (siehe Artikel auf
Seite 20).

Genomanalyse. Dass das Genom der Zebrabarblinge als eines
der ersten Wirbeltiergenome vollstandig sequenziert wurde, ist
ein weiterer Vorzug dieser Modellorganismen. Damit seien alle



2 Tage alte Embryonen: deutlich sichtbar sind die Augenanlagen.

Gene dieser Fischart bekannt, was eine Grundvoraussetzung far
die Genomanalyse sei, erklart Jules Kemadjou. Der Wissenschaft-
ler konnte schon wahrend seiner Doktorarbeit an der Universitat
Karlsruhe Erfahrungen mit der Technik der Genomanalyse bei
Zebrabarblingen sammeln. Diese Methode arbeitet mit so ge-
nannten Genchips, auf denen Tausende Gene gebunden sind. An
der Eawag untersucht Jules Kemadjou nun den Einfluss von Rohol
auf die Zebrabarblinge. Mittels der Genchips will er sich ein Bild
davon machen, was genau auf molekularer Ebene ablauft, d.h.
welche Gene aktiviert und gehemmt werden, nachdem die Zebra-
bérblinge an Rohdl exponiert wurden (siehe Artikel auf Seite 24).

Proteomanalyse. «Es ist ein ahnliches Konzept, aber die beiden
Methoden sind grundverschieden.» Mit schnellem Stift skizziert
Marc Suter, Chemiker und Experte im Bereich Massenspektros-
kopie, die Unterschiede. Wird bei der Genomanalyse die Gesamt-
heit der Gene betrachtet, so stehen bei der Proteomanalyse die
Proteine im Mittelpunkt. Die Methode zeigt auf, welche Proteine
in einer bestimmten Situation vermehrt ausgeschuttet bzw. unter-
driickt werden. Obschon ausserst komplex, konnte die Proteom-
analyse in den vergangenen Jahren aufgrund von Fortschritten in
der Analytik — heute identifiziert man die Proteine z.B. meist per
Massenspektroskopie — stark verbessert werden. Vor kurzem

3 Tage alter Fisch kurz nach dem Schlipfen.

3 Tage alte Embryonen kurz vor dem Schlipfen.

verbrachte Marc Suter ein Auslandsjahr am Scripps Research
Institute in La Jolla, USA, bei John Yates, einem der fihrenden
Wissenschaftler auf dem Gebiet der Proteomanalyse. Ziel seines
Sabbaticals sei es gewesen, so Suter, intensive Einsicht in die
Technik zu bekommen, um sie im Anschluss an der Eawag fir die
Okotoxikologische Forschung an Zebrabarblingen zu etablieren.
Dass dies in der Tat gelungen ist und die Proteomanalyse dabei
sogar noch weiter verbessert werden konnte, davon zeugen nun
die ersten Ergebnisse, die in den Labors der Eawag erarbeitet
wurden (siehe Artikel auf Seite 27).

Das Puzzle fiigt sich zusammen. «\Wir haben in den vergange-
nen Jahren nicht nur viel Neues gelernt und grundsatzliche Fragen
beantwortet, sondern auch manch Uberraschendes entdeckt.
Und wie immer in der Wissenschaft eréffnet sich damit ein weite-
res Feld spannender Fragen.» resumiert Rik Eggen. Auf jeden Fall
haben sich die Zebrabarblinge als sehr vorteilhafte Modellorganis-
men herausgestellt und werden weiter in der d6kotoxikologischen
Forschung an der Eawag genutzt. Und das erarbeitete Know-how,
sei es der molekulare Zebrabarblingtest sowie die Techniken der
Genom- und Proteomanalyse, wird sicher nicht nur an der Eawag,
sondern auch im neuen Zentrum fiir angewandte Okotoxikologie,
das die Eawag gemeinsam mit der ETH Lausanne betreibt, seine
Anwendung finden (siehe Artikel auf Seite 35).

[11 http://www.nfp50.ch

[2] Konsensplattform (2008): Hormonaktive Stoffe in
Abwasser und Gewassern. Schweizer Nationalfonds,
15 S. http://www.nrp50.ch/uploads/media/
finaldocumentwater_german.pdf
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Gut versorgt

Ungefahr 600 kleine Zebrabérblinge (Danio rerio) werden in

Karin Rifenacht und Kerstin Dannenhauer, Technikerinnen
in der Abteilung Umwelttoxikologie. Sie sind fur die Auf-
zucht der Zebrabarblinge verantwortlich.

den Aquarien der Eawag gehalten. Sie liefern die befruchteten

Fischeier, die tagtaglich fur die 6kotoxikologischen Experi-

mente gebraucht werden.

8.30 Uhr: Das Licht geht an im Fischlabor. Dies ist das Signal fir
die Zebrabarblinge, mit der Vermehrung zu beginnen. Die Weib-
chen legen ihre Eier in eine daflr vorbereitete Schale im Aquarium
und die Mannchen geben ihr Bestes, um maoglichst alle Eier zu be-
fruchten. In dieser Zeit brauchen die Fische absolute Ruhe, denn
jegliche Art von Stérung wiirde sie dazu veranlassen, die Eiablage
und -befruchtung sofort abzubrechen. Ein Mannchen kann die Eier
von zwei Weibchen befruchten, wobei ein Weibchen zwischen
100 und 200 Eier legt.

10.00 Uhr: Nun erst beginnt unsere Arbeit. Als erstes entnehmen
wir die Schalen mit den Eiern, sammeln sie in einem Sieb und
waschen Futterreste und Fischkot ab. Anschliessend werden die
befruchteten Eier von den unbefruchteten getrennt und an die
Forschenden weitergegeben, die flr diesen Tag Experimente
planen. Befruchtete Eier erscheinen durchsichtig, wahrend die
unbefruchteten weiss aussehen.

Die Zebrabérblinge legen ihre Eier in einer mit
Glaskiesel gefllten Schale ab.

der Zebrabérblinge.
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10.15 Uhr: Einmal alle 2—-3 Monate verwenden wir einen Teil der
befruchteten Eier flr die Aufzucht neuer Zebrabarblinge. Die Eier
werden einen Tag nach der Befruchtung mit verdtnnter Natrium-
hypochlorit-Losung gebleicht, wodurch Krankheitserreger, die auf
der Oberflache der Eier haften, abgetotet werden. Danach ge-
ben wir jeweils 15-20 Eier in ein Quarantanebecken, wo sie sich
entwickeln kénnen. Schon einen Tag spater schlipfen die Zebra-
barblinge aus, bleiben aber weitere 14 Tage in Quaranténe. In
dieser Zeit werden sie mit einem Spezialfutter flr Fischbabys
grossgezogen. Bereits nach 3—6 Monaten sind die Jungfische ge-
schlechtsreif.

10.30 Uhr: Jeden Vormittag werden die Fische mit frisch ge-
schlipften Artemien (kleine Ruderfusskrebse) geflittert. Das be-
deutet, dass wir jeden Morgen einen frischen Kolben mit Arte-
mieneiern ansetzen, die am nachsten Morgen verflttert werden.
Altere Artemien — die Krebse sterben nach nur 40 Stunden ab und

Kleine frisch geschlipfte Krebschen, so genannte Artemien, sind die Leibspeise




Damit immer frisches Fischfutter zur Verfligung steht, setzen wir zweimal am Tag einen neuen Kolben mit Artemieneiern an.

verpilzen — sowie ungeschlipfte Artemieneier wirden den Zebra-
barblingen schwer im Magen liegen und im schlimmsten Fall zum
Tode flhren.

10.45 Uhr: Wahrend und nach der Fltterung inspizieren wir die
Zebrabarblinge sehr genau: Gibt es Anzeichen fir Krankheiten?
Sind alle unversehrt oder gibt es Fische die bei Kdmpfen mit ihren
Artgenossen verletzt wurden? Schwimmen gar tote Fische in den
Becken? Sobald kranke oder tote Fische entdeckt werden, fischen
wir sie aus den Becken heraus und schlafern sie mit einem hoch-
dosierten Betaubungsmittel ein. Die schlimmste Krankheit der
Zebrabarblinge ist die so genannte Fischtuberkulose. Damit befal-
lene Fische erkennt man an ihren dicken Bauchen, abstehenden
Schuppen und herausstehenden Augen. Da die Fischtuberkulose
extrem ansteckend ist, kann es passieren, dass alle Fische eines
Beckens eingeschlafert werden mussen — eine Arbeit, die uns
nicht leicht fallt, schliesslich haben wir die Zebrabarblinge ja so-
zusagen von Kindesbeinen an aufgezogen.

11.00 Uhr: Da wir dem Veterinaramt des Kantons Zlrich zur
Rechenschaft verpflichtet sind, protokollieren wir genau, wie viele
der Fische unter natdrlichen oder unnattrlichen Bedingungen

zu Tode kamen und wie viele flr unsere Experimente genutzt
wurden.

15.30 Uhr: Erst am Nachmittag schauen wir wieder ins Fisch-
labor. Jetzt bekommen die Zebrabarblinge zuséatzlich zu den frisch
geschlipften Artemien ihren Vitamincocktail zur Starkung. Wie
am Vormittag wird ein weiterer Kolben mit Artemieneiern ange-
setzt, damit wir auch am morgigen Nachmittag frisch geschlipfte
Artemien verflttern kénnen. Am Wochenende Utbrigens werden
die Fische meist weniger regelmassig geflttert.

16.00 Uhr: Jeden Tag flllen wir die Aquarien mit frischem
Wasser auf und einmal pro Woche werden sie zudem von Hand
gesaubert. Dabei entfernen wir die Futterreste und den Fischkot
und wechseln etwa 20% des Wassers aus. Zum Abschluss
werden die Schalen, in die die Zebrabarblinge allmorgendlich ihre
Eier ablegen, wieder in die Aquarien versenkt. Damit ist unsere
tagliche Arbeit im Fischlabor beendet und mit einem letzten
prifenden Blick verabschieden wir uns von unseren Zéglingen.

22.30 Uhr: Spat wird es dunkel im Fischlabor und die Zebrabarb-
linge richten sich fur die Nacht ein.
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Der MolDarT —

ein neuer Toxizitatstest

Viele Toxizitatstests arbeiten mit adulten Fischen und nutzen die Letalitat als ein-

Jane Muncke, Umwelt-
naturwissenschaftlerin,
hat ihre Doktorarbeit
Ende 2006 zu diesem
Thema in der Abteilung
Umwelttoxikologie ab-
geschlossen.

ziges Kriterium, um die Giftigkeit einer Substanz zu beschreiben. Wo die einzelnen

Stoffe jedoch genau angreifen, bleibt unklar. Wir haben deshalb einen Test ent-
wickelt, der Auskunft tiber die molekularen Effekte der Schadstoffe gibt und zudem

auf adulte Fische verzichtet.

Uber hunderttausend kommerziell genutzte Chemikalien sind
gegenwartig in der Europaischen Union registriert [1]. Diese und
alle neu hinzukommenden Stoffe, Ausgangsverbindungen und
Zwischenprodukte muissen — wenn sie ein jahrliches Produk-
tionsvolumen von 1t oder mehr aufweisen — mit Inkrafttreten
der neuen EU-Chemikaliengesetzgebung REACH (Registration,
Evaluation and Authorisation of Chemicals [2]) im Juni 2007 auf
ihre toxischen Effekte hin geprift werden. Dabei handelt es
sich schatzungsweise um 30000 Substanzen. Die Organisation
flr wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD)
schlagt daflir sowohl geeignete Modellorganismen als auch eine

Reihe von Tests vor, mit denen die akute und chronische Toxizitat
bestimmt werden kann. Dabei verwendet man jeweils ausge-
wachsene Fische, die 96 Stunden (akut) bzw. mindestens 14 Tage
(chronisch) in schadstoffhaltigem Wasser exponiert werden. Als
toxikologisches Kriterium dient die Letalitat, ein allgemeiner und
integrativer Endpunkt, der von der Konzentration und der Giftig-
keit der getesteten Verbindungen abhangt. Solche In-vivo-Tests
sind mit einem erheblichen zeitlichen Aufwand verbunden und
aus Tierschutzgrinden bedenklich. Zudem erhalt man damit
zwar die todliche (akut toxische) Dosis, jedoch keine weiteren
Informationen zur Wirkungsweise der Substanzen. Unser Ziel

Zebrabarblinge haben es gerne warm. Im Aquarienraum herrscht eine konstante Temperatur von 29°C.
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war es deshalb, einen Test zu entwickeln, der nicht nur rasch und
ohne Einsatz adulter Tiere durchgeflihrt werden kann, sondern
der es darlber hinaus erlaubt, die Effekte von Chemikalien auf
molekularer Ebene zu untersuchen.

Unsere Voriiberlegung: positive Eigenschaften von In-vivo-
und In-vitro-Tests vereinen. Bereits seit mehreren Jahren gibt
es Bemulhungen, die Ansatzpunkte toxischer Chemikalien auf
molekularer Ebene zu identifizieren und so ihre Wirkmechanis-
men besser zu verstehen [3]. Die entsprechenden Tests werden
Ublicherweise in vitro (im Reagenzglas) mit Einzellern (Bakterien,
Hefen), Zellkulturen oder Zellbestandteilen — anstatt in vivo mit
vielzelligen Organismen — durchgeflihrt und detektieren spezi-
fische molekulare Effekte. So misst beispielsweise der YES-Test
(«Yeast Estrogen Screen» [4]) mit genetisch modifizierten Hefe-
zellen, ob Chemikalien 6strogenaktiv sind und zeigt dies durch
eine Farbanderung an.

Meist kurze Expositionszeiten, der Einsatz kleiner Mengen
von Lebendmaterial und die Vermeidung von Tierversuchen sind
die wesentlichen Vorteile der In-vitro-Testsysteme. Nachteilig da-
gegen ist die geringe biologische Relevanz. Man nimmt an, dass
die an Einzellern beobachteten Effekte genauso auch in Wirbel-
tieren vorkommen. Dies obwohl die komplexe Aufnahme von
Stoffen aus der Umwelt sowie die Umwandlung der Substanzen
im Stoffwechsel bei Einzellern fehlen und gerade diese beiden
Prozesse die toxische Wirkung von Chemikalien auf héhere Lebe-
wesen stark beeinflussen. Ideal wéare deshalb ein Testsystem, das
die positiven Eigenschaften der klassischen /n-vivo-Tests und der
molekularen In-vitro-Tests kombiniert.

Der Zebrabarbling als Modellorganismus. In der Okotoxikolo-
gie wird seit einigen Jahren der DarT-Test (Danio-rerio-Teratoge-
nitatstest, [5]) verwendet, um die akute Toxizitdt von Chemikalien
zu bestimmen. Im Gegensatz zu anderen Fischtests werden dabei
keine adulten Tiere verwendet, sondern Fischeier und -embryos.

Abb. 1: Natlrliche Expression des Indikatorgens Vitellogenin 1 im Verlauf der
Entwicklung von Zebrabarblingembryonen. Die mit Sternen bezeichneten
Werte sind signifikant unterschiedlich zur ersten Messung nach 24 Stunden,
wobei *=p<0,05, »+x=p<0,01 und **x=p<0,001.
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Zeit (Stunden nach Befruchtung)

Die Zebrabarblingeier entwickeln sich sehr rasch; rund 48 h nach
der Befruchtung sind die Embryonen komplett ausgebildet und
schlipfen. Sie zeigen bereits Anlagen fir die verschiedensten
Gewebe und bei manchen Organen ist die Differenzierung weit
fortgeschritten. Mit dem DarT-Test werden Entwicklungsstorun-
gen, wie z.B. die Ablésung des Schwanzes vom Dottersack, und
die Letalitat der Embryonen aufgezeichnet, die nach Exposition
mit Chemikalien auftreten. Der genaue Ablauf des DarT-Tests ist
im Rahmen einer DIN-Norm standardisiert [6].

Dartber hinaus hat der Zebrabérbling, Danio rerio, in den letz-
ten Jahrzehnten verstarkt Einzug im Life-Science-Bereich gefun-
den. Sein Genom wurde als eines der ersten Wirbeltiergenome
komplett sequenziert. Zudem stehen viele molekularbiologische
Methoden zur Verflgung, die speziell fir den Zebrabérbling
entwickelt wurden — insgesamt sehr gute Voraussetzungen, um
auf den Zebrabarbling als Modellorganismus zu setzen. Das an
der Eawag neu entwickelte Testsystem basiert daher auf dem
Prinzip des DarT-Tests, erweitert ihn aber um molekulare Effekte,
die bereits im sub-akuten Toxizitatsbereich nachweisbar sind. Aus
diesem Grund nennen wir den neuen Test «molekularer Danio-
rerio-Teratogenitatstest» oder kurz MolDarT [7, 8].

Wie funktioniert der MolDarT? Gene, deren Expression durch
bestimmte Chemikalien entweder herauf- oder herunterreguliert
werden, sind die Endpunkte im MolDarT. Die Expression dieser
Indikatorgene verfolgt man auf mRNA-Ebene, der Zwischenstu-
fe zwischen Gen und Protein. Durch den Vergleich mit der unex-
ponierten Kontrolle kénnen wir feststellen, ob die Chemikalien-
exposition einen Einfluss auf die mRNA-Menge und damit auf die
Expression des Indikatorgengens hatte.

In der Praxis ist der MolDarT-Test relativ einfach durchzufiih-
ren: Frisch befruchtete Zebrabéarblingeier werden in Gruppen von
ca. b0 Stick in Petrischalen mit chemikalienhaltigem Wasser
aufbewahrt. Da die Exposition beim MolDarT im sub-akuten Kon-
zentrationsbereich erfolgt, unterscheiden sich die exponierten
Eier/Larven bezlglich Morphologie und Verhalten nicht von der
Kontrolle. Nach 120 Stunden bzw. 5 Tagen Expositionszeit wird
die gesamte mRNA aus den Embryonen isoliert, und mittels
Real-Time-PCR quantifiziert man die mRNA-Mengen der zu un-
tersuchenden Gene. Um Verluste zu korrigieren, die wahrend der
Isolierung und Verarbeitung der mRNA erfolgen, wird eine interne
Normalisierung durchgefiihrt. Dazu setzt man die Expression der
Indikatorgene in Relation zu einem Gen, das unabhéngig vom
Zelltyp, Zellstadium und von ausseren Einflissen exprimiert wird
und somit auch durch Schadstoffe nicht beeintrachtigt wird (ein
so genanntes Haushaltsgen).

Erstes Indikatorgen im MolDarT: Vitellogenin. Wir wollten
wissen, ob sich Vitellogenin 1, ein bereits recht gut untersuchtes
Gen, als Indikatorgen fir 0strogenaktive Substanzen im MolDarT
eignet. Vitellogenin kodiert fUr ein Eidotterprotein und seine Akti-
vitat wird durch kérpereigene Ostrogene reguliert. Normalerweise
wird es nur in adulten Weibchen exprimiert. Es lasst sich aber
ebenfalls in Mannchen induzieren und zwar dann, wenn sie in der
Umwelt mit dstrogenaktiven Substanzen in Kontakt kommen [9].
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Abb. 2: Expression des Indikatorgens Vitellogenin1 in Zebrabarbling-
embryonen nach unterschiedlich langer Exposition mit verschiedenen
Konzentrationen von Ethinylestradiol. Der Standardfehler ist im Durchschnitt
nicht grosser als 30 %.

Vor den ersten Expositionsversuchen haben wir zunachst
Uberprift, ob das Vitellogenin-Gen nach der Befruchtung auch in
den noch nicht geschlechtsdifferenzierten Zebrabarblingeiern und
-embryonen exprimiert wird.

Vier Stunden nach der Befruchtung lésst sich noch keine
Vitellogenin-mRNA nachweisen, aber nach 24 Stunden steigt die
Aktivitdt des Vitellogenin-Gens an und bleibt in der Zeit zwischen
48-120 Stunden nach der Befruchtung auf einem relativ hohem
Niveau (Abb. 1).

Ostrogene und andere hormonaktive Substanzen aktivieren
das Vitellogenin-Gen. Wie sehen nun im Vergleich dazu die Ex-
pressionsmuster von Vitellogenin aus, wenn die Zebrabarblingeier
mit Ostrogenen und anderen hormonaktiven Stoffen in Kontakt
gebracht werden? Bei dieser Versuchsreihe verwendeten wir
Ostrogenaktive Substanzen, die immer wieder in der aquatischen
Umwelt nachgewiesen werden.

Tatsachlich regt das synthetische Hormon, Ethinyléstradiol,
das in der Verhitungspille verwendet wird, die Genaktiviat an,
wobei die Starke der Expression sowohl von der Expositions-
konzentration, als auch von der Expositionsdauer abhangig ist
(Abb. 2). Ein vergleichbares Bild ergab sich fiir Ostradiol, das
natiirliche Ostrogen. Dariiber hinaus wurde Vitellogenin durch
Bisphenol A induziert. Grosse Mengen dieser Verbindung werden
fur die Herstellung von Polycarbonatplastik verwendet. Bisphenol
A ist eine der weltweit am meisten produzierten Chemikalien.

Ethinylostradiol, Ostradiol und Bisphenol A hatten ihre dstro-
gene Wirkung vorab auch im YES-Test gezeigt. Fir andere bekann-
te hormonaktive Substanzen wie z.B. das Fungizid Cyproconazol
konnten wir im MolDarT keine Induktion des Vitellogenin-Gens
messen. Cyproconazol, das zwar im YES-Test positiv wirkte, wird
in den Zebrabarblingeiern vermutlich verstoffwechselt, wobei die
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Abbauprodukte nicht mehr dstrogenaktiv sind. Hier zeigt sich,
dass der MolDarT als In-vivo-Test den tatsachlichen Gegeben-
heiten in der Realitat ndher ist, als ein In-vitro-Test wie der YES.

Der MolDarT kann jederzeit erweitert und an spezifische
Fragestellungen angepasst werden. Grundsatzlich ist es mdg-
lich, beliebig viele Indikatorgene in einer Exposition zu unter-
suchen. Dabei kann der MolDarT an neue Erkenntnisse und indivi-
duelle Fragestellungen angepasst werden. An der Eawag wurden
bisher vier Module etabliert (siehe auch Beitrag von Anja Liedtke
auf S. 13):

» Ostrogenitat (Vitellogenin-1-Gen),

» Immuntoxizitat (Rekombinationsaktivierungsgen),

> Metalltoxizitat (Metallothionein-2-Gen),

> Toxizitat von polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstof-
fen und Dioxin (Cytochrom-P450-Aromatase-Gen).

Der MolDarT erlaubt es, in kurzer Zeit, mit geringem Aufwand,
wenig Zellmaterial und vor allem ohne Verwendung adulter Tiere
gezielte Screenings von Chemikalien durchzuflihren. Auch wenn
die Okologische Relevanz fir die bisher untersuchten Indikator-
gene noch gezeigt werden muss, ist der MolDarT damit potenziell
geeignet, das Okotoxikologische Risiko der vielen Chemikalien
abzuschatzen, die seit Inkrafttreten der neuen EU-Chemikalien-
gesetzgebung REACH auf eine Beurteilung warten. Darlber
hinaus kann der MolDarT auch in der Okotoxikologischen Beur-
teilung von Umweltproben mit unbekannter Zusammensetzung
eingesetzt werden.

[1] http://ecb.jrc.it/esis/

[2] http://ec.europa.eu/environment/chemicals/reach/
reach_intro.htm

[3] Schweigert N. (2001): Wie konnen Schadstoffeinflisse auf
Fliessgewasser nachgewiesen werden? Eawag News 57,
10-12.

[4] Routledge E.J., Sumpter J.P. (1996): Estrogenic activity
of surfactants and some of their degradation products
assessed using a recombinant yeast screen. Environmental
Toxicology and Chemistry 15 (3), 241-248.

[5] Nagel R. (2002): DarT: The embryo test with the zebrafish
Danio rerio — a general model in ecotoxicology and toxicol-
ogy. Altex-Alternativen zu Tierexperimenten 79, 38-48.

[6] DIN-Norm 38415-6 (2003): DarT-Test: Suborganismische
Testverfahren (Gruppe T), Teil 6: Giftigkeit gegentber
Fischen; Bestimmung der nicht akut giftigen Wirkung von
Abwasser auf die Entwicklung von Fischeiern ber Ver-
dinnungsstufen (T 6).

[71 Muncke J., Eggen R.I.L. (2006): Vitellogenin 1T mRNA as an
early molecular biomarker for endocrine disruption in devel-
oping zebrafish (Danio rerio). Environmental Toxicology and
Chemistry 25 (10), 2734-2741.

[8] Muncke J., Junghans M., Eggen R.I.L. (2007): Testing
estrogenicity of known and novel (xeno-)estrogens in the
MolDarT using developing zebrafish (Danio rerio). Environ-
mental Toxicology 22 (2), 185-193.

[9] Sumpter J.P., Jobling S. (1995): Vitellogenesis as a bio-
marker for estrogenic contamination of the aquatic environ-
ment. Environmental Health Perspectives 703, 173-178.



atselhaft: missgebildete
Thunersee-Felchen

Anja Liedtke, Biologin,
wissenschaftliche Mit-
arbeiterin in der Abteilung
Umwelttoxikologie.

Seit 2000 zeigen viele Felchen im Thunersee veranderte Geschlechtsorgane. Trotz
intensiver Forschung weiss man bis heute nicht, woran das liegt. Als Ursachen kommen
u.a. genetische Veranderungen, Pathogene und Umweltschadstoffe in Betracht.

Derzeit testet die Eawag die Schadstoffhypothese und wendet dabei erstmals auch

den in ihren Labors entwickelten Zebrabarbling-Biotest an — ein Zwischenbericht.

Der Thunersee hitet ein Geheimnis. Ein Grossteil seiner Felchen
weist deformierte Gonaden (Hoden, Eierstocke) auf (siehe Kasten
und Abb. 1). Seit dem ersten Auftreten der kranken Fische im Jahr
2000 wird dieses einmalige Phdnomenintensiv untersucht, doch ist
die Ursache bis heute unbekannt. Eine Hypothese geht davon
aus, dass die verdnderten Geschlechtsorgane durch einen Schad-
stoff oder ein Schadstoffgemisch verursacht werden. Mittels che-
mischer Analytik versuchte man deshalb, die verantwortlichen
Substanzen im See aufzusplren, stellte jedoch bald fest, dass
chemische Untersuchungen allein nicht ausreichen, da sie nur die
Suche nach bereits bekannten Stoffen erlauben. Unser Ziel ist es
nun, Umweltproben aus dem Thunersee erst einmal an Indikator-
organismen zu testen und nur solche Proben chemisch weiter
zu charakterisieren, die einen biologischen Effekt haben. Dabei
kommt erstmals auch der an der Eawag entwickelte molekulare
Zebrabarbling-Test MolDarT zum Einsatz (siehe auch Artikel von
Jane Muncke auf S. 10).

Breite Probenahme. Um ein umfassendes Bild vom Thunersee
zu erhalten, haben wir 2 Jahre lang (2005 und 2006) alle Kompar-
timente beprobt, mit denen die Felchen im Laufe ihrer Entwick-
lung in Kontakt kommen:

Vielfaltige Gonadenanomalien an Thunersee-
Felchen

Etwa 40% der Mannchen und 26 % der Weibchen
im Thunersee zeigen Veranderungen an Hoden und
Eierstocken (Abb. 1) [1]. So findet man stark ver-
kleinerte oder nur einseitig statt paarig vorkom-
mende Geschlechtsorgane, die zudem mit dem
Bauchfell verwachsen sein konnen. Viele Hoden
und manche Eierstocke sind eingeschnurt oder
vollstandig in Kompartimente unterteilt. Es treten
selbst Zwitterfische auf, die sowohl einen Hoden
als auch einen Eierstock haben oder gar beide
Gewebetypen im selben Gonadenstrang vereinen.
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» Sediment, weil sich darauf die Fischlarven entwickeln;
> Plankton, denn das ist die Nahrungsgrundlage der Felchen;
> Wasser als umgebendes Medium und standiger Lebensraum.
Dartber hinaus haben wir auch das Muskelfleisch der Felchen
untersucht, denn darin kdnnen sich aufgenommene Schadstoffe
Uber langere Zeit anreichern.

Alle Proben benétigen eine spezifische Aufarbeitung, bevor
sie in einem biologischen Testsystem charakterisiert werden
kénnen. In der Regel werden die aktiven Substanzen mit einem

Abb. 1: Normale und veranderte Geschlechtsorgane von Felchen aus dem

Thunersee:

A) Normale Eierstocke.

B) Asymetrische Eierstocke.

C) Zwitter: Gewebe von Eierstock und Hoden befinden sich im selben
Geschlechtsorgan.

D) Normale Hoden.

E) Kompartimentierte Hoden: Die Hoden sind in mehrere Abschnitte unterteilt.

F) Verwachsungen: Ein mit der Bauchdecke verwachsenes Hodenpaket.

Grosse der Gonaden: ca. /3 der Kérperlange, hier etwa 7-10 cm.
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Gemisch aus organischen Losungsmitteln aus den Proben extra-
hiert, wobei ein flissiger Extrakt entsteht.

Fremdstoffeintrage in den Thunersee. Zwei Ereignisse, die
Fremdstoffe in den Thunersee brachten, werden in der Presse
immer wieder als mogliche Ursachen fiir die Gonadenverdnderun-
gen genannt: So versenkte die Schweizer Armee zwischen 1920
und 1963 u.a. in der Beatenbucht grossere Mengen Munition,
und wahrend des Baus der Lotschbergbahn wurden die geklarten
Abwésser der NEAT-Baustelle in die Kander, einem Zufluss des
Thunersees, geleitet.

Obwohl es unwahrscheinlich ist, dass sich diese lokalisierten
Eintrage auf die Felchen des gesamten Sees auswirken, haben
wir insbesondere auch Sedimentproben in der Beatenbucht ge-
nommen und wollten die Wasserqualitat der Kander unterhalb der
Einleitstelle Uberprifen. Mehrere Monate sollten die speziellen
Probenahmegerate in der Kander verbleiben und dabei mdgliche
im Wasser enthaltene Schadstoffe in ihrem Innern aufkonzent-
rieren. Leider sind diese Geréte jedoch sowohl 2005 als auch
2006 in der Stromung verloren gegangen, so dass wir fir diesen
Standort keine Aussage machen konnen.

Erste Hinweise durch den Hefetest. Da bei den Felchen ne-
ben den Gonaden keine weiteren Organe beeintrachtigt sind,
vermuteten wir, dass diese Veranderungen durch hormonaktive
Stoffe hervorgerufen werden. Das koénnen die natlrlichen Ge-
schlechtshormone Ostradiol und Testosteron sein oder kiinstlich
hergestellte Stoffe wie z.B. Ethinylostradiol, ein Wirkstoff der
Antibabypille. Es kdnnen aber auch Substanzen sein, die Uberhaupt
nicht als Geschlechtshormone klassifiziert sind und trotzdem eine
hormonelle Wirkung aufweisen, beispielsweise Bisphenol A und
Phtalate. Ob in den Proben aus dem Thunersee hormonaktive
Stoffe enthalten sind, kann man mit dem YES/YAS-System (Yeast
Estrogen Screen/Yeast Androgen Screen) Uberprifen — einem
Biotest mit gentechnisch veranderten Hefezellen.

Keine speziellen Hinweise auf hormonaktive Stoffe ergaben
sich fur die Wasser- und Muskelfleischproben. Dagegen konn-
ten wir fur die Plankton- und die Sedimentproben von 2006 eine
ostrogene Wirkung feststellen. Und auch die Extrakte von den im
Jahr 2005 gesammelten Sedimenten lieferten auffallige Ergeb-
nisse: zwar waren keine dstrogenen Effekte nachweisbar, jedoch
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starb jeweils ein Grossteil der Hefezellen ab, was auf eine generell
hohe Toxizitat hinweist. Bei unseren weiteren Untersuchungen
fokussierten wir deshalb auf Plankton und Sediment.

Analyse der Planktonproben im MolDarT. Tritt der dstrogene
Effekt der Planktonproben auch in einem komplexen und — mit
den Felchen nahe verwandten — Organismus in Erscheinung?
Diese Frage klarten wir mit dem molekularen Zebrabarbling-Test
ab. Es ware durchaus moglich, dass die verantwortliche Substanz
von den Fischen gar nicht aufgenommen werden kann oder meta-
bolisiert wird, bevor sie ihre Wirkung entfaltet.

Im MolDarT brachten wir Zebrabarblingeier und -larven 5 Tage
lang mit den Planktonextrakten in Kontakt und Uberprifen an-
schliessend, ob es Effekte auf molekularer Ebene gibt. Im diesem
Fall untersuchten wir zwei Markergene: das Vitellogenin-Gen,
das bei Anwesenheit von Ostrogenwirksamen Stoffen aktiviert
wird, und ein Gen aus der Cytochrom-P450-Familie (Aromatase
cyp19), dessen Expression durch dioxinahnliche Substanzen er-
hoht wird. Fur dieses Experiment wurde das im Jahr 2005 ge-
sammelte Plankton homogenisiert. Als Vergleich dient Plankton
aus dem Brienzersee. Der Brienzersee wurde urspringlich ausge-
wahlt, weil er nicht weit oberhalb des Thunersees liegt, die Seen
durch die Aare verbunden und damit éhnlichen Umwelteinfliissen
ausgesetzt sind.

Sowohl das Ostrogen- als auch das Dioxin-Indikatorgen
werden nach Exposition mit den Planktonproben in den Zebra-
barblinglarven exprimiert. Flr uns Uberraschend ist, dass beide
Gene ebenfalls durch den Planktonextrakt aus dem Brienzersee,
unserem Vergleichsgewasser, aktiviert wurden (Abb. 2). Dieses
Ergebnis sagt uns, dass die Planktonproben aus beiden Seen
hochstwahrscheinlich  dstrogenwirksame und dioxindhnliche
Substanzen enthalten, dass jedoch das Plankton nicht der Aus-
|6ser fur die Missbildungen an den Felchen im Thunersee ist.

Wie toxisch sind die Sedimente? Um diese Frage zu beantwor-
ten, wurden jeweils 15 Zebrabarblingeier eine Stunde nach der
Befruchtung in luftgesattigtemn Medium auf die Sedimentproben
gegeben [2]. Damit simulierten wir die natirliche Umgebung wéh-
rend der Fischentwicklung. Als Negativkontrollen wurden einer-
seits reiner Quarzsand und anderseits Sediment aus dem Brien-
zersee verwendet.

Nach 48 Stunden, dem natirlichen Schlupfzeitpunkt, wurden
die Zebrabérblinge in 3 Kategorien eingeteilt: «geschlipft», «nicht
geschllpft» und «tot» (Abb. 3). Anhand der Negativkontrolle mit
reinem Quarzsand zeigt sich, dass die Bedingungen im Sedi-
mentkontakt-Test insgesamt nicht optimal waren, denn 35% der
Fischembryonen erleben die 48-Stunden-Grenze nicht. Ahnlich
hohe Prozentsdtze an toten Tieren findet man auch flr die
Sedimentproben aus dem Thunersee sowie fir die Kontrolle aus
dem Brienzersee. Anscheinend sterben die Embryonen, weil der
im Medium vorhandene Sauerstoff nicht ausreicht.

Trotzdem kann man einen wichtigen Schluss aus diesem
Experiment ziehen: Die Entwicklung der Embryonen ist deutlich
verzogert. Wir konnten keine einzige geschlipfte Larve auf den
Seesedimenten zéhlen, wohingegen zum selben Zeitpunkt bereits
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20% der Embryonen in der Negativkontrolle mit reinem Quarz-
sand ausgeschlipft waren. Vermutlich sind in den Sedimenten
des Thuner- und des Brienzersees unerwiinschte Stoffe vorhan-
den, die die Entwicklung der Zebrabarblingeier bremsen.

Veranderte Genexpression in Zebrabarblinglarven nach Ex-
position auf Seesedimenten. Die nach 48 Stunden noch nicht
geschlipften Zebrabarblingembryonen wurden fir weitere 4 Tage
auf dem Sediment belassen. Im Anschluss daran wurde analog
zum MolDarT die Expression ausgewdhlter Gene in den Uber-
lebenden Fischlarven untersucht (Abb. 4) [3]. Als Markergene
dienten wieder das Ostrogen-Indikatorgen Vitellogenin und das
Dioxin-Indikatorgen Cytochrom-P450-Aromatase. Darliber hinaus
interessierten wir uns fur drei weitere Gene:
> das Hamoxigenase-1-Gen, es wird bei jeder Art von Stress-
situation exprimiert;
> das so genannte Rekombinationsaktivierungsgen 1 (ragl), es
wirkt bei der Ausbildung des Immunsystems mit;
» und das Metallothionein-2-Gen, das eine Rolle in der Selbst-
regulierung des Metallhaushalts spielt.

Leider Uberlebten jeweils nur 1-2 Fischlarven die 6-tagige
Inkubation auf den Sedimentproben von 2005, die bereits im
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Hefetest durch eine hohe Toxizitdt aufgefallen waren. Eine mole-
kulare Untersuchung war deshalb nicht moglich. Dagegen starben
weniger Fische auf den Sedimentproben von 2006 und es war
genligend Material vorhanden, um die Genexpression zu analy-
sieren. Im Jahr 2006 hatten wir uns bei der Probenahme auf
die Beatenbucht konzentriert und dort 5 verschiedene Stellen
beprobt.

Unsere Ergebnisse (Abb. 4) zeigen, dass das Vitellogenin-Gen
nicht aktiviert wurde, wir also die 6strogenen Wirkung, die die
Sedimentproben im Hefetest hatten, bei den Zebrabarblingen
nicht bestatigen konnten. Unverandert blieb auch die Transkription
des Hémoxigenase-Gens. Indessen wurde die Expression des
Cytochrom-Gens stimuliert und die Transkription am Rekombina-
tions- und Metallothionein-Gen gehemmt. Das sind Hinweise auf
einen dioxinahnlichen Stoff im Sediment sowie auf Substanzen,
die den Metallhaushalt und die Entwicklung des Immunsystems
storen.

Wie weiter? Aufgrund der in den Biotests nachgewiesenen
Effekte geht es uns derzeit darum, die potenziellen Schadstoffe
chemisch zu charakterisieren. Dazu werden die komplexen Pro-
benextrakte, z.B. entlang der Polaritat und Molekdilgrésse ihrer
Inhaltsstoffe, in mehrere Fraktionen aufgetrennt und erneut im
Biotest Uberprift. Die jeweils positiv getestete Fraktion wird
weiter untersucht, bestenfalls solange bis eine Reinsubstanz oder
ein eingeengtes Substanzgemisch im Biotest die gleiche Wirkung
zeigt wie der Ausgangsextrakt.

Auch wenn damit noch nicht eindeutig bewiesen ist, dass die
identifizierten Schadstoffe die Gonadenveranderungen an den Fel-
chen tatsachlich ausgeldst haben — denn schliesslich werden die
Biotests an Hefezellen und Zebrabéarblingen und nicht an Felchen
vorgenommen — ware die Indizienkette doch recht Uberzeugend.

Das Projekt ist ein Gemeinschaftsprojekt des Zentrums flr Fisch-
und Wildtiermedizin an der Universitat Bern und der Eawag. Es
ist Teil des Nationalen Forschungsprojekts 50 «Hormonaktive
Stoffe: Bedeutung fiir Menschen, Tiere und Okosysteme», das
vom Schweizerischen Nationalfonds finanziert wird. Weiter wird
es unterstltzt von der Fischzuchtanlage Faulensee und vom
Fischereiinspektorat Bern sowie durch das Gewasser- und Boden-
schutzlabor des Kantons Bern.

[1] Bernet D., Wahli T., Kiing C., Segner H. (2004): Frequent
and unexplained gonadal abnormalities in whitefish (central
alpine Coregonus sp) from an alpine oligotrophic lake in
Switzerland. Diseases of Aquatic Organisms 67, 137-148.

[2] Hollert H., Keiter S., Kénig N., Rudolf M., Ulrich M., Braun-
beck T. (2003): A new sediment contact assay to assess
particle-bound pollutants using zebrafish embryos. Journal
of Soils & Sediments 3 (3), 197-203.

[3] Liedtke A., Muncke J., Rifenacht K., Eggen R. (2008):
Molecular multi-effect screening of environmental pollutants
using the MolDarT. Environmental Toxicology 23, 59-67.
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Rolle der Ostrogene in der

Organogenese

Schlisselenzym der Ostrogen-Biosynthese ist die Cytochrom-P450-Aromatase. Sie
katalysiert die entscheidende Reaktion, ndmlich die Umwandlung der Androgene in

Rik Eggen, Molekular-
biologe, leitete bis zu
seiner Ernennung zum
Eawag-Vize-Direktor die
Abteilung Umwelttoxi-
kologie.

Koautoren: Evangelina
Kallivretaki, Helmut
Segner (Universitat Bern)

Ostrogene und bestimmt so die Hohe des Ostrogenspiegels. Anhand von Zebrabérb-

lingen untersuchten wir, ob die Aromatase die Entstehung der Geschlechtsorgane und

des Seitenlinienorgans steuert.

Ostrogene sind Steroidhormone, die in allen aquatischen und land-
lebenden Wirbeltieren vorkommen [1]. Wahrend im Organismus
von Natur aus mehrere Ostrogentypen vorhanden sind, ist 178-
Ostradiol verantwortlich fiir fast alle biologischen Aktivitaten. So
sind Ostrogene insbesondere an der Steuerung der Geschlechts-
differenzierung und -reifung sowie der Fortpflanzung beteiligt.
Daneben Uben sie aber noch zahlreiche weitere Funktionen in der
Entwicklung und Differenzierung anderer Organe aus, z.B. beim
Nervensystem. Damit sie ihre vielfaltigen Aufgaben erfolgreich
erfullen konnen, muss der Ostrogenspiegel in den verschiedenen
Lebensphasen sorgféltig ausbalanciert und reguliert sein.

Ostrogene entstehen Uber eine Reihe von Zwischenprodukten
aus Cholesterin. Zwar sind verschiedene Enzyme an der Ostro-
gen-Biosynthese beteiligt, doch entscheidet die letzte Etappe, in
der Androgene zu Ostrogene umgewandelt werden [2], (iber die
Hohe des Ostrogenspiegels. Katalysiert wird die Schliisselreak-
tion durch das Enzym Cytochrom-P450-Aromatase. Beim Zeb-
rabarbling kodieren zwei Gene fur dieses Protein, wobei cyp19al
primar in den Eierstocken und cyp79a2 hauptsachlich im Gehirn
exprimiert werden. Beide Gene sind potenzielle Ziele fir die in
der Umwelt weit verbreiteten Schadstoffe, die auf diese Weise
storend in 0strogenregulierte Prozesse eingreifen, und damit in-
direkt hormonaktiv wirken kénnen. Mit Hilfe von Zebrabarblingen
als Modellorganismen analysierten wir die Rolle der Aromatase
— und damit auch die der Ostrogene — in der Entwicklung der Ge-
schlechtsorgane sowie des spezifisch bei Fischen vorkommende
Seitenlinienorgans, mit dem die Tiere Druckveranderungen fih-
len. Die gewonnenen Erkenntnisse helfen, die Wirkmechanismen
hormonaktiver Schadstoffe besser zu verstehen.

Wird die sexuelle Differenzierung der Gonaden durch cyp19a2
bestimmt? Zebrabarblinge sind undifferenzierte Gonochoristen,
d.h. sie werden als Weibchen geboren und besitzen zunachst
nicht-funktionelle Eierstocke, die im weiteren Verlauf der Entwick-
lung zu weiblichen oder méannlichen Gonaden ausreifen. Zu Beginn
unserer Untersuchungen ging man generell davon aus, dass die
Geschlechtsdifferenzierung der Gonaden von der Konzentration
und Verteilung der im Gehirn exprimierten Aromatase abhangig
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ist. Im Detail hiess das: Je ofter das cyp7’9a2-Gen abgelesen
wird, desto mehr Aromatase ist in den Gehirnzellen vorhanden
und desto hoher ist der Ostrogenspiegel — eine Situation, die
zur Entwicklung weiblicher Gonaden fihren wirde. Mannliche
Gonaden dagegen wirden sich bei niedrigem Ostrogenspiegel
bilden. Die Richtigkeit dieser Annahme Uberpriften wir an Zebra-
barblingen, die sich in der Phase der Gonadendifferenzierung
befanden, d.h. zwischen dem 30. und den 50. Tag nach Befruch-
tung. Wir verwendeten die Kdépfe der Fische, um anhand der
gebildeten Gentranskripte (mMRNA) zu quantifizieren, wie stark
die Gehirn-Aromatase exprimiert wird und um die Verteilung der
Aromatase-Proteine im Gehirn zu charakterisieren. Gleichzeitig
dienten die Korper der Fische dazu, den Entwicklungsstand

Abb. 1: Expression des cyp19a2-Gens im Gehirn junger ménnlicher (blaue Bal-
ken) und weiblicher (orange Balken) Zebrabérblinge. Die Ober- und Unterkante
der Balken entsprechen der hdchsten bzw. niedrigsten gemessenen mRNA-
Menge, wahrend die Linie im Balken den Mittelwert (+ Standardabweichung)
anzeigt. n = Anzahl Fische, in der jeweiligen Geschlechtskategorie. * = Signifi-
kanter Unterschied in der mRNA-Menge zwischen beiden Geschlechtern am
Tag 30 nach Befruchtung (p <0,012).
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der Geschlechtsorgane zu bestimmen. Tiere, deren Gonaden
Anteile von Hoden zeigten oder die bereits entwickelte Hoden
besassen, wurden als mannlich eingestuft, wahrend Fische mit
nicht-funktionellen Eierstdcken zu den Weibchen gezahlt wurden.
Bis etwa um den 50. Tag nach der Befruchtung besitzen die weib-
lichen Gonaden die Fahigkeit, sich in Hoden umzuwandeln. Erst
wenn die Eizellen zu reifen beginnen, ist eine definitive Aussage
Uber das Geschlecht der Tiere maglich.

Keine geschlechtsabhiangige Expression von cyp79a2. Tat-
sachlich konnten wir Aromatase-Transkripte wahrend der ge-
samten Untersuchungsdauer in den Kopfen der Zebrabérblinge
nachweisen, wobei die mRNA-Mengen einerseits innerhalb der
Geschlechtsgruppen recht variierten und anderseits unabhangig
von den Geschlechtsgruppen mit der Zeit leicht anstiegen. Die
Menge an Aromatase-Transkripten war jedoch nicht mit dem
Geschlecht korreliert (Abb. 1). Das cyp79a2-Gen wird also kon-
tinuierlich im Verlauf der Geschlechtsdifferenzierung und zwar
unabhangig vom Geschlecht exprimiert. Ein ahnliches Muster
konnte auch bei den Proteinmengen beobachtet werden (ohne
Abbildung). Darlber hinaus waren die Aromatase-Proteine im
Gehirn der sich entwickelnden Fische bei beiden Geschlechtern
gleich verteilt. Das Enzym wird, wie schon fir adulte Fische be-
kannt, hauptsachlich in Teilen des Grosshirns (im Telencephalon
und im Diencephalon) und in der Hypophyse gebildet.

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Geschlechts-
differenzierung beim Zebrabéarbling nicht, wie urspringlich an-
genommen, allein durch die Expression des cyp79a2-Gens und
die Hohe des Ostrogenspiegels reguliert wird. Dieser Prozess
scheint deutlich komplexer zu sein und verlangt vermutlich ein
Zusammenspiel verschiedener Gene sowie moglicherweise auch
anderer Faktoren, die fein aufeinander abgestimmt sein missen.
Ausgehend von dieser Erkenntnis arbeiten wir derzeit daran, den
sexuellen Differenzierungsprozess im Rahmen eines Projekts,
das vom Schweizerischen Nationalfonds finanziert wird, weiter zu
entschlisseln.

Sensorische Haarzellen eines Neuromasts. Uberlagerung einer Lichtmikroskop-
aufnahme mit einem am Fluoreszenzmikroskop aufgenommen Foto, bei dem
die Haarzellen mit einem fluoreszierenden Farbstoff angefarbt wurden.

Mirjam Frohlicher, Eawag

Abb. 2: Effekt des cyp79aT-«Knock downs» auf die Anzahl Neuromasten im
Seitenlinienorgan von Zebrabéarblingen. A: mit cyp79a7-Morpholino behan-
delter Embryo; B: unbehandelter Kontrollembryo; C: mit Kontroll-Morpholino
behandelter Embryo; D: mit cyp79a2-Morpholino behandelter Embryo.

Wird die Entwicklung des Seitenlinienorgans durch cyp19a1
beeinflusst? Nicht nur bei der Geschlechtsdifferenzierung, auch
bei der Entwicklung von Sinnesorganen spielen Ostrogene eine
wichtige Rolle. Dies wurde u.a. bei Fischen gezeigt. Unsere
Beobachtung, dass das cyp79a7-Gen im Seitenliniensystem ex-
primiert wird, ist im Einklang mit diesen Ergebnissen. Dieses auf
Wasserdruck reagierende Organ ist normalerweise als schwache
Linie um die Augen und entlang beider Koérperflanken sichtbar und
verleiht den Fischen die Fahigkeit, Bewegungen in ihrem Umfeld
wahrzunehmen (siehe auch Artikel von M. Frohlicher auf Seite
18). Die Rezeptoren des Seitenlinienorgans, die so genannten
Neuromasten, bestehen jeweils aus einer Ansammlung von sen-
sorischen Haarzellen. Um zu untersuchen, ob das cyp79a7-Gen
tatsachlich in die Entwicklung der Neuromasten und des Seiten-
linienorgans involviert ist, haben wir seine Expression mit Hilfe
der «Knock down»-Technik kinstlich gehemmt (siehe Kasten auf
Seite 18). So genannte Morpholino-Oligonukleotide werden da-
flr in Zebrabarblingeier injiziert. Dort hybridisieren sie mit den
cypl9ai-Transkripten, wodurch die Proteinsynthese blockiert und
die Aromatase-Aktivitat in den Neuromasten unterdriickt wird.

Eine Unterdriickung von cyp79a17 reduziert die Anzahl Neu-
romasten. Unser Experiment ergab, dass deutlich weniger Neu-
romasten in «Knock down»-Zebrabarblingen ausgebildet wurden
(Abb. 2A) als in unbehandelten Fischen (Abb. 2B) und als in
Fischen, denen ein Kontroll-Morpholino (Abb. 2C) oder ein gegen
cypl19a2 gerichtetes Morpholino injiziert worden war (Abb. 2D).
Daraus schliessen wir, dass die Aromatase cyp?9al tatsachlich
bei der Entwicklung des Seitenlinienorgans beteiligt ist — eine
neue und Uberraschende Erkenntnis. Dies bedeutet, dass hor-
monaktive Schadstoffe nicht nur auf das Geschlechtssystem
wirken, sondern noch ganz andere Entwicklungsprozesse in den
Organismen storen kénnen.

[1] Lange I.G., Hartel A., Meyer H.H.D. (2003): Evolution of
oestrogen functions in vertebrates. Journal of Steroid Bio-
chemistry and Molecular Biology 83, 219-226.

Cheshenko K., Pakdel F., Segner H., Kah O., Eggen R.I.L.
(2008): Interference of endocrine disrupting chemicals with
aromatase CYP19 expression or activity, and consequences
for reproduction of teleost fish. General and Comparative

Endocrinology 755, 31-62.

[2]
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Zebrabarblinge ohne
Ostrogenrezeptoren

Mirjam Frohlicher, Bio-
login und Doktorandin in
der Abteilung Umwelt-
toxikologie.

Weibliche Geschlechtshormone, die Ostrogene, konnen ihre Wirkung erst austiben,

wenn sie von Ostrogenrezeptoren erkannt werden. Doch was geschieht, wenn die

Bildung der Rezeptoren unterdruckt wird? Dies untersuchten wir an Zebrabarblingen.

Ein besonders auffalliges Merkmal dieser «<Knock down»-Zebrabarblinge war ihr

Verhalten, stdndig im Kreis zu schwimmen. Thnen fehlte das Seitenlinienorgan, mit

dem sie sich normalerweise orientieren.

Schadstoffe, die das Hormonsystem beeinflussen, so genannte
endokrin wirksame Substanzen, werden weltweit in den Gewés-
sern nachgewiesen. Sie kdnnen sich bereits in geringen Konzent-
rationen schadigend auf die Gewasserorganismen auswirken.
Einerseits kann der endokrine Schadstoff anstelle des natlrlichen
Hormons die Bildung bestimmter Proteine veranlassen; anderseits
kann er aber auch die Aktivitat eines korpereigenen Hormons be-

Das «Knock down»

Die so genannte Morpholino-Technologie ermog-
licht es, die Synthese spezifischer Proteine flr eine
bestimmte Zeitperiode zu blockieren. Bei diesem
«Knock down» injiziert man ein kurzes syntheti-
sches Oligonukleotid, das so genannte Morpholino
[3]. Es wird wahrend des Vierzellstadiums in den
Dottersack des Zebrabarblingeis gespritzt und
diffundiert von dort in die Zellen. Die Sequenz des
Morpholinos wird jeweils so gewahlt, dass sie
komplementar ist zur Abfolge am Startcodon des
betreffenden Gens. Dadurch hybridisiert das Mor-
pholino mit den mRNA-Transkripten und unterbin-
det so die Proteinsynthese. Nach etwa funf Tagen
kann der Organismus das fremde Oligonukleotid
abbauen und seine Proteine wiederherstellen. Das
«Knock down» ist nicht zu verwechseln mit dem
«Knock out», bei dem funktionsstérende Mutatio-
nen im Genom integriert und an die Nachkommen
weitergegeben wird.

Um nachzuweisen, dass die morphologischen
Effekte nach Morpholino-Injektion spezifisch sind,
arbeitet man ausserdem mit einem Kontroll-Mor-
pholino. Das ist ein Standardoligonukleotid, das im
Organismus keine komplementéare Sequenz findet
und deshalb nicht binden kann.
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eintrachtigen. Dabei ist entscheidend, wann die Organismen mit
den hormonaktiven Schadstoffen in Kontakt kommen. Geschieht
dies beispielsweise wahrend der Embryonalentwicklung, wenn
die Geschlechtsorgane und das Gehirn ausdifferenziert werden,
kann es zu bleibenden Defekten und Funktionsstérungen wie zur
Verweiblichung ganzer Fischpopulationen [1] kommen.

Ein Grossteil der endokrinen Substanzen, und zwar solche, die
den Ostrogenen, den weiblichen Geschlechtshormonen, &hnlich
sind, wird im Organismus von Ostrogenrezeptoren erkannt (siehe
auch Abb. 1 auf S. 20). Genau wie die endogenen Ostrogene
binden die 6strogendhnlichen Schadstoffe an den Rezeptor und
aktivieren diesen. So verandert, wandert der aktivierte Komplex
in den Zellkern und heftet sich an spezifische DNA-Abschnitte,
an die 6strogenempfindlichen Elemente. Man findet sie in den
Kontrollregionen bestimmter Gene, deren Expression durch die
Anlagerung des Rezeptorkomplexes angekurbelt wird [2].

Was aber passiert, wenn die Bildung von Ostrogenrezeptoren
klnstlich unterdrtckt wird, und zwar insbesondere wahrend der
Embryogenese? Um diese Frage zu beantworten, haben wir mit
Zebrabarblingembryonen gearbeitet. Unsere Studie ist Teil eines
umfassenden Projekts Uber die molekularen Zusammenhange im

Abb. 1: Expression der drei Ostrogenrezeptorgene «, 8; und 8, wahrend der
Embryonalentwicklung von Zebrabarblingen. Signifikant unterschiedliche
Resultate sind mit einem Stern gekennzeichnet (p<0,05).
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Ostrogensystem — grundlegendes Wissen, das bendtigt wird, um
die Effekte endokrin wirksamer Schadstoffe besser beurteilen zu
konnen (siehe auch Artikel von Rik Eggen auf S. 16 und Ksenia
Groh auf S. 20).

Der (3,-Ostrogenrezeptor wird bei Zebrabarblingen beson-
ders stark in der Embryonalentwicklung exprimiert. Zebra-
barblinge besitzen drei verschiedene Ostrogenrezeptoren: a, B
und B,. In einem Vorversuch analysierten wir zunachst, welches
der drei Ostrogenrezeptor-Gene am starksten in der embryonalen
Entwicklung exprimiert ist. Es zeigte sich, dass das 8,-Gen in den
ersten 5 Tagen nach der Befruchtung am haufigsten abgelesen
wurde, so dass wir davon die grosste mRNA-Menge nachwei-
sen konnten (Abb. 1). Wir haben uns deshalb entschieden, den
B-Rezeptor auszuschalten und liessen uns daflr ein spezifisches
Bo-Morpholino synthetisieren (siehe Kasten zur «Knock down»-
Technik).

Ubrigens findet man in den ersten Stunden mehr B,-mRNA als
nach 12 Stunden (Abb. 1). Dabei handelt es sich jedoch um Tran-
skripte, die von den Mutterfischen an die Fischeier weitergege-
ben werden. Erst nach 12 Stunden beginnen die Fischembryonen
mit der endogenen Transkription, worauf die Konzentration der
eigenen B,-mRNA stetig ansteigt.

«Knock down» des Ostrogenrezeptors: Geringe Ausschliipf-
raten und kreisformiges Schwimmen. Welches sind die besten
Morpholinokonzentrationen zum Ausschalten des B,-Ostrogen-
rezeptors? Wir wiesen nach, dass sie zwischen 25 und 50 uM
liegen. In diesem Konzentrationsbereich waren die morphologi-
schen Veranderungen eindeutig erkennbar und gleichzeitig wur-
den die Zebrabarblingembryonen nicht zu stark belastet. Ab einer
Konzentration von 100 pM jedoch wirkt das Morpholino toxisch.

Zebrabéarblingembryonen, denen 25 oder 50 pM B,-Morpho-
lino injiziert worden war, zeigten ein ungewohnliches Schwimm-
verhalten: Sie schwammen unabldssig im Kreis. Ausserdem
schlipften bei einer Konzentration von 50 uM B,-Morpholino nur
30% der Embryonen nach 72 Stunden aus (Abb. 2).

«Knock down»-Zebrabarblingen fehlt der Ferntastsinn zur

Orientierung. Wir vermuteten, dass das gestérte Schwimmver-
halten auf Veranderungen im Seitenlinienorgan der Zebrabarblinge

Abb. 2: Schlipfrate von
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Abb. 3: Neuromasten des Seitenlinienorgans in Zebrabéarblingembryonen nach
Injektion des Kontroll-Morpholinos (A) unter dem Mikroskop. Sie fehlen in
«Knock down»-Zebrabérblingen (B) Morpholinokonzentration: 25 uM.

beruht. Dieses Organ ist der Ferntastsinn der Fische, mit dem
sie feinste Stromungsanderungen und Wasserdruckwellen wahr-
nehmen und sich somit orientieren kénnen. Die eigentlichen
sensorischen Komponenten des Seitenlinienorgans sind die
Neuromasten. In ihrem Zentrum befindet sich eine Ansammlung
von Haarzellen, wobei die Haare an der Basis mit Nervenzellen
verbunden sind, die die Signale aufnehmen. Um die Haarzellen
herum liegen Stitzzellen. Normalerweise besitzen Zebrabarblinge
Neuromasten am Kopf, rund um die Augen, und jeweils entlang
einer Linie auf beiden Korperflanken, die leicht mit einem fluores-
zierenden Farbstoff sichtbar gemacht werden kénnen (Abb. 3 A).
Nicht so die «Knock down»-Zebrabéarblinge. Diesen immer im
Kreis schwimmenden Fischen fehlen die Neuromasten entweder
komplett oder sie sind nicht funktionell und kénnen deshalb nicht
angefarbt werden (Abb. 3 B).

Ostrogenrezeptoren sind wichtig wahrend der Organent-
wicklung. Unsere Ergebnisse sprechen klar fir eine wichtige Rol-
le des Ostrogenrezeptors B, wahrend der Embryonalentwicklung
und dafiir, dass Ostrogene nicht nur die sexuelle Differenzierung
und Fortpflanzung steuern, sondern auch die allgemeine Organo-
genese. Neben der Schlipfrate beeinflusst das Zusammenspiel
von Ostrogen und Ostrogenrezeptor die Bildung oder das Funktio-
nieren von Neuromasten, die flr ein normales Schwimmverhalten
essenziell sind. Das ndchste Ziel ist nun, spezifische Gene zu iden-
tifizieren, die in den «Knock down»-Zebrabarblingen herauf- oder
herabreguliert werden.

[11 Jobling S. et al. (2006): Predicted exposures to steroid
estrogens in U.K. rivers correlate with widespread sexual
disruption in wild fish populations. Environmental Health
Perspectives 114 (1), 32-39.

[2] Klinge C.M., Jernigan S.C., Mattingly K.A., Risinger K.E.,
Zhang J. (2004): Estrogen response element-dependent
regulation of transcriptional activation of estrogen receptors
a and B by coactivators and corepressors. Journal of Molecu-
lar Endocrinology 33 (2), 387-410.

[3] Ekker S.C. (2000): Morphants: a new systematic vertebrate
functional genomics approach. Yeast 77 (4), 302-306.
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Ostrogenihnliche
Wirkung von Dioxinen

Dioxine sind weit verbreitete Umweltschadstoffe. Ahnlich wie die weiblichen

Ksenia Groh schloss
ihre Doktorarbeit zum
Thema Ende 2006 ab
und arbeitet nun als
Postdoktorandin in der
Abteilung Umwelt-
toxikologie.

Geschlechtshormone, die Ostrogene, sind sie in der Lage, in das Hormonsystem wild

lebender Arten einzugreifen. So beeintrachtigen sie z.B. die Fortpflanzungsfahigkeit

von Fischen. Um die Risiken von Dioxinen auf Gewasserorganismen besser ein-

schatzen zu konnen, untersuchten wir, ob sie die Expression eines normalerweise

durch Ostrogene regulierten Gens verandern.

In den letzten Jahren haufen sich die Berichte Gber Entwicklungs-
und Fortpflanzungsstérungen bei Fischen, wie z.B. Gonaden-
missbildungen und reduzierte Fruchtbarkeit. Die Anomalien wer-
den zumindest teilweise mit so genannten endokrin wirksamen
Substanzen in Verbindung gebracht. Diese natlrlichen oder syn-
thetischen Stoffe sind in der Umwelt weit verbreitet. Sie beein-
flussen das Hormonsystem, indem sie die Wirkung nattrlicher
Hormone nachahmen oder storen.

Bis heute sind etwa 1000 Substanzen als endokrin wirksam
identifiziert bzw. verdachtigt [1], darunter viele &strogen- und
dioxinahnliche Chemikalien. Der klassische Wirkmechanismus
all dieser Substanzen ist recht dhnlich (Abb. 1). Nach Bindung

des Liganden am Ostrogen- oder Dioxinrezeptor heftet sich der
aktivierte Komplex an kurze DNA-Abschnitte, so genannte 6stro-
gen- oder dioxinempfindliche Elemente, in der Promotorregion
spezifischer Zielgene. Aufgrund dieses Vorgangs kann die Gen-
transkription initiiert werden.

Ein wichtiges Zielgen in diesem Zusammenhang ist cyp79.
Es kodiert das Enzym Cytochrom-P450-Aromatase, das den letz-
ten Schritt der Ostrogen-Biosynthese katalysiert. Eine gestorte
Expression des Aromatase-Gens kann die Produktionsraten von
Ostrogenen verandern, das Gleichgewicht zwischen lokalen und
systemischen Ostrogenen gefahrden und somit die Ostrogen-
regulierten biologischen Prozesse negativ beeinflussen. Ziel un-

Abb. 1: Prinzip der Genaktivierung durch Bindung eines Rezeptor-Ligand-Komplexes an die DNA — stark vereinfachtes Schema.
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Abb. 2: Reaktion der cerebralen Aromatase nach Exposition von Zebrabarbling-
embryonen mit Liganden des Ostrogen- und Dioxinrezeptors.
A: Aromatase-mRNA-Mengen. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwert
aus drei unterschiedlichen Versuchen mit je 2 Parallelmessungen + Standard-
abweichung relativ zur Lésungsmittelkontrolle. a = signifikanter Unterschied
zur Kontrolle; b = signifikanter Unterschied zur E2-Exposition; ¢ = signifikanter
Unterschied zur Co-Exposition mit E2 und TCDD; p<0,05 in allen Fallen.

B: Nachweis des Aromatase-Proteins im Gehirn mit Aromatase-Antikorpern.
Die Pfeile markieren die immunoreaktiven Gliazellen.
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serer Studie war es deshalb, die molekularen Mechanismen
aufzuklaren, durch die die Transkription dieses Schlisselgens re-
guliert wird. Insbesondere wollten wir aufzeigen, welche Effekte
dioxindhnliche Substanzen — allein oder in Verbindung mit exoge-
nen Ostrogenen — auf dieses System haben. Dafiir untersuchten
wir die Expression des Aromatase-Gens im Modellorganismus
Zebrabarbling (Danio rerio).

Zwei Aromatase-Gene im Zebrabarbling. Wie viele Echte
Knochenfische (Teleostei) besitzen Zebrabarblinge zwei Aroma-
tase-Gene, die in unterschiedlichen Organen exprimiert werden:
cypl9al hauptséachlich in den Gonaden und cyp79a2 vorwiegend
im Gehirn. Damit kommt diesem Gen eine wichtige Funktion in
der Entwicklung und Fortpflanzung der Fische zu. So ist die cere-
brale Aromatase (cyp719a2) beteiligt an der Steuerung neuroendo-
kriner Prozesse, die durch Ostrogene vermittelt werden, wie z.B.
die Entwicklung des Gehirns oder die Gestaltung des mannlichen
Sexualverhaltens. Anhand von Sequenzvergleichen konnten drei
potenzielle Elemente im Promotor des cerebralen Aromatase-
Gens identifiziert werden, an denen aktivierte Dioxin- oder Ostro-
genrezeptor-Komplexe binden und die folglich in der Regulation
der Genexpression involviert sein konnten (Abb. 1). Dass einer
dieser DNA-Abschnitte tatsachlich als 6strogenempfindliches Ele-
ment fungiert, wurde klrzlich nachgewiesen [2]. Dagegen ist

noch unklar, ob die beiden anderen Abschnitte als potenziell
dioxinempfindliche Elemente wirken [3, 4].

Wir stellten uns deshalb zwei spezifische Forschungsfragen:

» Sind die beiden dioxinempfindlichen Elemente des cerebralen
Aromatase-Gens funktionell und folgt die Regulation dieses Gens
dem klassischen, in Abbildung 1 vorgestellten Muster?

» Konnen Dioxine die Genexpression der Aromatase verdandern,
indem sie die Wirkung des Ostrogens durch einen ungewollten
Signalaustausch zwischen den Rezeptoren storen?

In-vivo- und in-vitro-Tests kombinieren. Angesichts dieser Fra-
gestellungen haben wir uns methodologisch flir eine Kombination
aus In-vivo-Expositionsversuchen mit Zebrabarblingembryonen
und In-vitro-Tests mit Reportergenkonstrukten entschieden. Fur
die /n-vivo-Expositionsversuche wurden Zebrabarblingembryonen
vom 17. bis zum 20. Tag nach Befruchtung mit 6strogen- und/oder
dioxindhnlichen Substanzen in Kontakt gebracht. Am Ende der
Expositionszeit wurde die mRNA aus den Embryonen isoliert bzw.
wurden die Embryonen zur Proteinquantifizierung prapariert.

Da das cerebrale Aromatase-Gen hauptsachlich in so genann-

ten Gliazellen exprimiert wird — das sind spezielle Gehirnzellen,
die die Neuronen stitzen und ernahren — arbeiteten wir mit einer
menschlichen Glia-Zelllinie als In-vitro-Testsystem [2]. Im Rah-
men unserer Studie schleusten wir verschiedene Kombination aus
DNA-Konstrukten in die Zellen ein:
> Reporterkonstrukte: Als Reportergen diente das Luziferase-
Gen. Es stand entweder unter Kontrolle des Wildtyp-Aromatase-
Promotors oder eines mutierten Aromatase-Promotors der keins
der beiden potenziell dioxinempfindlichen Elemente trug. Bei ak-
tiviertem Promotor wird proportional zur Starke der Stimulierung
das Protein Luziferase in den Zellen produziert. Es kann anschlies-
send anhand seiner Lumineszenz nachgewiesen werden.
» Expressionskonstrukte: Will man Uberprifen, ob die Pro-
motoren der Reporterkonstrukte durch Ostrogene oder Dioxine
via ihrer jeweiligen Rezeptoren aktiviert werden, missen not-
wendigerweise alle Komponenten in den Zellen vorhanden sein.
Darum wurden Reporter- und Expressionskonstrukte gemeinsam
in die Zellen eingeschleust. Die Expressionsvektoren enthalten
die kodierenden Sequenzen der Zebrabarbling-Rezeptorproteine,
die konstitutiv exprimiert werden.

Nach 48-stindiger Exposition mit Ostrogen oder Dioxin wur-
den die so veranderten Gliazellen lysiert, um die Luziferasemenge
zu bestimmen.

Die dioxinempfindlichen Elemente im Promoter des cerebra-
len Aromatase-Gens sind nicht funktionell. Im ersten Versuch
behandelten wir Zebrabarblingembryonen mit dem prototypischen
Liganden des Dioxinrezeptors, 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-dioxin
(TCDD), einer der starksten Aktivatoren des Dioxinrezeptorsys-
tems. Da die Menge an Aromatase-mRNA (Abb. 2A) oder Protein
(Abb. 2B) gleich blieb, schlossen wir, dass TCDD keine Auswir-
kungen auf die Gehirn-Aromatase hatte.

Mit dem In-vitro-Testsystem untersuchten wir, wie der Wild-
typ- bzw. der mutierte Promotor ohne dioxinempfindliche Elemen-
te auf TCDD reagierten. Dazu wurden in die Gliazellen neben den
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Reporterkonstrukten auch Expressionsvektoren eingeschleust, so
dass die Proteine des Dioxinrezeptorkomplexes stets in den Zellen
vorhanden waren. Die Aktivitat beider Aromatase-Promotoren
blieb unverandert, wahrend der Kontrollpromotor mit einem funk-
tionellen dioxinempfindlichen Element unter denselben Bedingun-
gen aktiviert wurde (Abb. 3). Wir konnten zudem zeigen, dass
andere DNA-Fragmente, die ahnliche dioxinempfindliche Elemen-
te trugen wie die im Gehirn-Aromatase-Promotor identifizierten,
auch nicht in der Lage waren, den aktivierten Dioxinrezeptorkom-
plex zu binden (ohne Abbildung).

Aus diesen Beobachtungen folgern wir, dass die beiden dioxin-
empfindlichen Elemente im Promotor des cerebralen Aromatase-
Gens nicht funktionell sind, und dass Dioxine dieses Gen nicht
direkt Uber die klassische Dioxinrezeptorsignalkette steuern kon-
nen.

Signalaustausch zwischen den Rezeptoren: die anti-ostro-
gene Wirkung von TCDD. Als nachstes untersuchten wir, ob ein
moglicher Signalaustausch zwischen den Ostrogen- und Dioxin-
rezeptoren die Expression der cerebralen Aromatase im Zebra-
barbling beeinflusst. Infolge Exposition mit Dioxinen kam es
tatsachlich — und zwar je nach An- oder Abwesenheit von Ostro-
genen — zu anti-6strogenen oder zu 6strogenen Effekten.

Wie bereits in friheren Arbeiten dokumentiert [2], wurde die
Expression der Gehirn-Aromatase auch in unserem Experiment
durch das natiirliche Ostrogen 178-Ostradiol (E2) deutlich indu-
ziert. Dies flhrte zu erhohten Mengen an Aromatase-mRNA und
an Proteinen in den Zebrabarblingembryonen (Abb. 2A + B). E2
aktivierte ebenfalls den Promotor des cerebralen Aromatasegens
im In-vitro-System — und zwar dann, wenn der Ostrogenrezep-

Abb. 3: Reaktion des Promotors der cerebralen Aromatase — mit oder ohne
potenziell dioxinempfindliche Elemente — auf Behandlung mit TCDD. Als posi-
tive Kontrolle diente ein Vektor mit einem funktionellen dioxinempfindlichen
Promotor der Regenbogenforelle. In die Gliazellen wurde neben den Reporter-
konstrukten auch ein Expressionsvektor mit der kodierenden Sequenz fir die
Proteine des Zebrabérbling-Dioxinrezeptorkomplexes eingeschleust. Die Er-
gebnisse sind dargestellt als Mittelwert aus drei unterschiedlichen Versuchen
mit je 3 Parallelmessungen + Standardabweichung relativ zur Lésungsmittel-
kontrolle. a = signifikanter Unterschied zur Losungsmittelkontrolle; p<0,01 in
allen Fallen.
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tor und der Dioxinrezeptorkomplex in den Zellen vorhanden wa-
ren (Abb. 4A). Eine Co-Exposition von E2 mit TCDD wieder in
Anwesenheit beider Rezeptoren verminderte die E2-induzierte
Expression der cerebralen Zebrabarbling-Aromatase. Diese anti-
oOstrogene Wirkung wurde sowohl in vivo (Abb. 2) als auch in
vitro beobachtet (Abb. 4A). Darlber hinaus zeigten der verander-
te Aromatase-Promotor ohne die potenziell dioxinempfindlichen
Elemente und der Kontrollpromotor mit einem einzigen 0Ostro-
genempfindlichen Element dasselbe Expressionsmuster wie der
Wildtyp-Aromatase-Promoter (Abb. 4A). Die Hemmung der Ge-
nexpression erfolgt damit scheinbar unabhangig von den poten-
ziell dioxinempfindlichen Elementen, die im Promotor der cerebra-
len Aromatase identifizierten wurden.

Der anti-ostrogene Effekt von TCDD konnte teilweise (in
vivo, Abb. 2A + B) oder vollstandig (in vitro, Abb. 4A) durch Zu-
gabe eines Dioxinrezeptor-Antagonisten, a-Naphtoflavon (ANF),
aufgehoben werden. Ein Antagonist ist eine Substanz, die zwar
am Rezeptor bindet, ihn aber nicht aktiviert. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass der Dioxinrezeptor an der Hemmung der Aromatase-
Genexpression durch TCDD beteiligt ist.

Das im Gehirn durch die Aromatase produzierte E2 ist ein
wichtiger neurotropher Faktor und spielt eine wesentliche Rol-
le fir den Schutz der Neuronen. Es ist denkbar, dass TCDD die
normale E2-induzierte Aromatase-Expression hemmt, so dass
weniger Ostrogen im Gehirn synthetisiert und damit das neuro-
endokrine System insgesamt gestort wird.

Signalaustausch zwischen den Rezeptoren: die O6strogene
Wirkung des TCDD. Einen aktivierten Aromatase-Promotor be-
obachteten wir in TCDD-exponierten Gliazellen (Abb. 4B), wenn
sowoh! der Ostrogenrezeptor als auch die Proteine des Dioxin-
rezeptorkomplexes in den Zellen vorhanden waren. Dieser Effekt
konnte mit Zugabe des Ostrogenrezeptor-Antagonists ICl 182,780
(ICI) oder des Dioxinrezeptor-Antagonists ANF blockiert werden,
woraus wir ableiten, dass beide Rezeptoren an dem Prozess be-
teiligt sind (Abb. 4B).

Die Tatsache, dass nur das ¢strogenempfindliche Element des
Promotors an den Interaktionen mit dem Dioxin- oder Ostrogen-
rezeptor beteiligt ist, wurde durch Experimente mit dem mutier-
ten Aromatasepromotor, dem beide potenziell dioxinempfind-
lichen Elemente fehlen, und dem Kontrollpromotor mit einem
einzigen ostrogenempfindlichen Element bestatigt. Beide Konst-
rukte ergeben dasselbe Reaktionsmuster wie der Vektor mit dem
Wildtyppromotor des Zebrabarbling-Aromatase-Gens, wenn die
Gliazellen mit Liganden der Dioxin- und Ostrogenrezeptoren in
Kontakt kamen (Abb. 4B).

Neuere Studien an menschlichen Zellen zeigen, dass sich
aktivierte Dioxinrezeptoren direkt mit freien Ostrogenrezeptoren
zusammenlagern, dann an das 6strogenempfindliche Element bin-
den und somit zu einer Genaktivierung fihren kénnen [5]. Unsere
Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese Interaktion zwischen
den beiden Rezeptortypen sehr wahrscheinlich auch im Fisch
existiert.

Doch Achtung: die schwach 6strogene Wirkung des TCDD
konnte nur in vitro und in vollstandiger Abwesenheit von Liganden



des Ostrogenrezeptors beobachtet werden. Es ist deshalb denk-
bar, dass die 6strogene Wirkung von Dioxinen, d.h. die Aktivie-
rung der Aromatase-Expression durch TCDD, die wir in vivo nach-
weisen konnten (Abb. 2A), durch endogene Ostrogene verhindert
wird. Trotzdem kdnnte der Wirkungsweg des TCDD via Ostrogen-
rezeptoren in bestimmten Entwicklungsphasen oder Zelltypen
funktionieren, dann namlich wenn Ostrogene abwesend oder nur
in minimalen Mengen vorhanden sind.

Das empfindliche Gleichgewicht endogener Ostrogene wird
durch externe 6strogen- und dioxinahnliche Stoffe gestort.
Unsere Analyse der Genregulation der cerebralen Aromatase
beim Zebrabarbling zeigt, dass dstrogen- und dioxinahnliche
hormonaktive Substanzen bei der Expression dieses Gens in-
terferieren kdnnen [6]. Unsere Ergebnisse erlauben folgende
Schlussfolgerungen:

» Endokrin wirksame Substanzen, die in der Lage sind, an den
Ostrogenrezeptor zu binden und diesen zu aktivieren, kénnen die
Zebrabéarbling-Gehirn-Aromatase in ihrer Funktion storen, indem
sie ihre Expression ankurbeln.

» Die beiden dioxinempfindlichen Elemente, die in der Promo-
torregion des Aromatase-Gens identifiziert wurden, sind — ver-

Abb. 4: Reaktion des Promotors der cerebralen Aromatase — mit oder ohne
potenziell dioxinempfindliche Elemente — auf eine Behandlung mit Liganden
des Ostrogen- und des Dioxinrezeptors. Zum Einsatz kam zudem ein Vektor
mit einem einzelnen 6strogenempfindlichen Element in der Promotorregion.
In die Gliazellen wurde neben den Reporterkonstrukten auch ein Expressions-
vektor mit der kodierenden Sequenz des Ostrogenrezeptors und des Dioxin-
rezeptorkomplexes eingeschleust. a = signifikanter Unterschied zur Lésungs-
mittelkontrolle in (A) und (B); b = signifikanter Unterschied zur Behandlung
mit E2 (A) und TCDD (B); ¢ = signifikanter Unterschied zur Doppelbehandlung
mit E2 und TCDD; p<0,01 in allen Fallen.
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mutlich wegen geringer Ubereinstimmung mit der Sequenz eines
typischen dioxinempfindlichen Elements — nicht funktionell. Es
ist deshalb unwahrscheinlich, dass dioxindhnliche hormonaktive
Substanzen in der Lage sind, die Expression der cerebralen
Aromatase beim Zebrabérbling Uber den klassischen Signaltrans-
duktionsweg via Dioxinrezeptorkomplex und dioxinempfindliches
Element zu beeinflussen. Dieses Beispiel verdeutlicht, wie wich-
tig es ist, die Funktionalitdt der Gber Sequenzvergleiche identifi-
zierten Promotorelemente direkt zu Uberprifen.

» Dioxine kénnen die Expression von Genen mit funktionel-
len 6strogenempfindlichen Promotorelementen beeinflussen. lhre
Wirkung kann dabei je nach Ab- oder Anwesenheit von Liganden
des Ostrogenrezeptors eine dstrogene (Stimulierung des Ostro-
genrezeptors und Aktivierung der Genexpression Uber das 6stro-
genempfindliche Element) oder anti-Ostrogene Form (Abschwa-
chung der normalen E2-induzierten Genaktivitdt) annehmen.
Folglich zeigen Dioxine in unterschiedlichen Entwicklungsstadien
oder in Zielorganen mit unterschiedlichen Ostrogengehalten eine
andere Wirkung. Genauso kann diese Wirkung in der aquatischen
Umwelt sehr unterschiedlich sein, je nachdem ob in den Gewas-
sern neben den Dioxinen noch weitere endokrin wirksame Subs-
tanzen vorhanden sind oder nicht.

[1]1 IEH (2005): Chemicals purported to be endocrine disrupters:
A compilation of published lists. Web Report W20, Leicester,
UK, MRC Institute of Environment and Health. Available at
http://www.silsoe.cranfield.ac.uk/ieh/pdf/w20.pdf

[2] Menuet A., Pellegrini E., Brion F., Gueguen M. M., Anglade |.,
Pakdel F., Kah O. (2005): Expression and estrogen-depend-
ent regulation of the zebrafish brain aromatase gene. Journal
of Comparative Neurology 485, 304-320.

[3] KazetoY., ljiri S., Place A.R., Zohar Y., Trant, J.M. (2001): The
5'-flanking regions of CYP19A1 and CYP19A2 in zebrafish.
Biochemical and Biophysical Research Communications 288,
503-508.

[4] KazetoY., Place A.R., Trant J.M. (2004): Effects of endocrine
disrupting chemicals on the expression of CYP19 genes
in zebrafish (Danio rerio) juveniles. Aquatic Toxicology 69,
25-34.

[6] Ohtake F., Takeyama K.-i., Matsumoto T., Kitagawa H., Yama-
moto Y., Nohara K., Tohyama C., Krust A., Mimura J., Cham-
bon, P., Yanagisawa J., Fujii-Kuriyama Y., Kato S. (2003):
Modulation of estrogen receptor signalling by association
with the activated dioxin receptor. Nature 423, 545-550.

[6] Cheshenko K., Brion F., Le Page Y., Hinfray N., Pakdel F.,

Kah O., Segner H., Eggen R.I.L. (2007): Expression of zebra-
fish aromatase cyp79a and cyp19b genes in response to the
ligands of estrogen receptor and aryl hydrocarbon receptor.
Toxicological Sciences 96, 255-267.
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Veranderte Genaktivita

durch Roho

Jules Kemadjou,
Biologe und wissen-
schaftlicher Mitarbeiter
in der Abteilung
Umwelttoxikologie.

Immer wieder kommt es zu Olkatastrophen. Die akuten Schaden fur die aquatischen

Organismen sind meist dramatisch. Aber selbst Jahrzehnte spéter kénnen das Ol oder

seine wasserloslichen Komponenten noch nachgewiesen werden. Unser Ziel war es

deshalb, die Effekte von Rohol auf Fische unter subakuten Bedingungen zu unter-

suchen. Mittels Zebrabarblingen als Modellorganismen identifizierten wir mehrere

hundert Gene, deren Expression nach einer Olexposition verandert ist.

Es ist noch nicht lange her, dass die letzte Olpest die Schlagzeilen
dominierte. Ende 2007 flossen ca. 200000 Liter Ol aus einem
Schiff in der San Francisco Bay, nachdem es mit einer Brlicke
kollidiert war. Den Olteppich stufte man in der langen Reihe der
unfallbedingten Olverschmutzungen als mittelgross ein. Obwohl
dieser Unfall nicht annahernd das Ausmass der Exxon-Valdez-
Katastrophe von 1989 in Alaska erreichte — damals flossen 41 Mil-
lionen Liter in den Ozean — ist jeder akute Olunfall eine Bedrohung
fur die aquatische Pflanzen- und Tierwelt.

Der grosste Teil des im Meerwasser befindlichen Ols stammt
jedoch nicht von akuten Ereignissen, sondern wird aus natlr-
lichen oder diffusen anthropogenen Quellen eingetragen [1] und
stellt somit eine chronische Gefahrdung der aquatischen Um-
welt dar. Mit dem Ziel, die Auswirkungen von Rohol auf Fische
zu untersuchen, entschieden wir uns, Zebrabarblingembryonen

Abb. 1: Morphologische Verdnderungen nach Exposition mit Rohol oder dem waéssrigen Extrakt.
A: unbehandelte Kontrolle,
D: Odem und abgeknickter Schwanz,
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B: gekrimmter Schwanz, C: abgeknickter Schwanz,
E: vergrossertes Herz, F: unbehandelte Kontrolle, normales Herz

als Modellorganismen zu nutzen. Insbesondere interessierten
uns die — noch mehrheitlich unbekannten — Effekte auf die Fisch-
entwicklung. Da sich die meisten Studien am Zebrabarbling auf
morphologische Veranderungen fokussieren, man anhand dessen
aber kaum auf die verursachenden Schadstoffe zurlickschliessen
kann, haben wir einen toxikogenomischen Ansatz gewahlt. Die-
ser erlaubt es, jene Gene zu identifizieren, die durch Schadstoff-
exposition entweder aktiviert oder gehemmt werden.

Durch Ol verursachte morphologische Veranderungen wih-
rend der Embryonalentwicklung. Unsere Untersuchungen fihr-
ten wir mit norwegischem Rohdl durch, weil Norwegen ein wich-
tiger europaischer Olproduzent ist. Da sich einige Olkomponenten
unter realen Bedingungen im Wasser |6sen, haben wir zudem mit
einem wassrigen Extrakt des Ols gearbeitet [3].




Far unsere Experimente definierten wir zunachst geeignete
Schadstoffkonzentrationen. Sie sollten nicht letal wirken, aber bei
mindestens 40 % der exponierten Embryonen zu morphologisch
sichtbaren Veranderungen fihren. Daflr testeten wir das Rohdl in
Verdldnnungen zwischen 0,5 und 1000 ppm (= «parts per million»,
Teile pro Million) und den wassrigen Extrakt in Konzentrationen
zwischen 5 und 100 %.

Optimale Effekte lieferten der 30 %ige wassrige Extrakt so-
wie Rohodlkonzentrationen zwischen 100 und 1000 ppm, wobei
die morphologischen Veranderungen bei 100 ppm deutlich we-
niger ausgeprdagt waren. Die markantesten Symptome, die wir
beobachteten, waren ein langlich vergrossertes Herz, Odeme,
eine dorsale Krimmung der Koérperachse und die Verbiegung
des Schwanzes (Abb. 1). Dagegen entwickelten sich die Kontroll-
fische normal.

Starke veranderte Genexpression in Zebrabarblingembryo-
nen nach Olexposition. Aufbauend auf den Voruntersuchungen,
starteten wir nun die toxikogenomischen Experimente mit Zeb-
rabarblingen unterschiedlicher Entwicklungsstadien:

> 4 Stunden alte Embryonen, am Anfang der Gastrulation (d.h.
Bildung verschiedener Zelltypen);

> 24 Stunden alte Embryonen, ein Entwicklungsstadium, in dem
die meisten Organe angelegt werden;

> 96 Stunden alte Fische, kurz nach dem Schllpfen.

Die Zebrabarblinge wurden mit Rohdél und dessen wassrigem
Extrakt in Kontakt gebracht, wobei die Exposition in allen Fallen
24 Stunden dauerte, d.h. von der 4. bis zur 28. Stunde fir die
erste, von der 24. bis zur 48. Stunde flr die zweite und von der
96. bis zur 120. Stunde nach Befruchtung fir die dritte Gruppe.
Mit Hilfe so genannter Genchips (siehe Kasten) konnten wir
Hunderte von Genen identifizieren, die nach Exposition mit 100
oder 1000 ppm Rohdl eine signifikante Veranderung ihrer Expres-
sion im Vergleich zu den Kontrollfischen aufwiesen (Tabelle). Am
auffalligsten war, dass in etwa gleich viele Gene auf 100 wie
auf 1000 ppm Rohdl reagierten. Unser Test ist also in der Lage,

Die Zebrabérblinge werden unter dem Miroskop auf Anomalien untersucht.

kleinste Schadstoffkonzentrationen nachzuweisen, die noch keine
akuten morphologischen Schaden verursachen.

Im Vergleich zum Rohdl hat der wassrige Extrakt wesentlich
weniger Gene beeinflusst (Tabelle). Ein Grund dafiir kdnnte sein,
dass Komponenten, die zwar im Rohdl, nicht jedoch im waéssri-
gen Extrakt enthalten sind, synergetisch wirken und sich dadurch
der toxische Effekt durch Rohdl erhdht. Wahrend in nicht ge-
schllipften Fischen nur ca. 40 Gene eine verdnderte Expression
aufwiesen, stieg diese Anzahl auf 230 kurz nach dem Schllpfen
(Tabelle); dies ist wahrscheinlich auf die weiter fortgeschrittene
Organentwicklung der Fische zuriickzuflhren.

Effekte auf Gene, die wahrend der Embryonalentwicklung
oder bei der Schadstoffabwehr exprimiert werden. In der
Absicht, geeignete Biomarker zu finden, haben wir uns auf die

Anzahl der Gene, die durch Rohdl oder seinen wassrigen Extrakt beeintrachtigt werden.

Alter der Embryonen wahrend der Exposition
4-28 Stunden 24 -48 Stunden 96-120 Stunden
nach Befruchtung nach Befruchtung nach Befruchtung
100 ppm Rohdl Gesamtanzahl der betroffenen Gene 634 639 719
aktiviert 326 858 387
gehemmt 308 286 332
1000 ppm Rohdl Gesamtanzahl der betroffenen Gene 564 752 983
aktiviert 315 533 428
gehemmt 249 219 555)
30%iger wassriger Extrakt Gesamtanzahl der betroffenen Gene 46 40 230
aktiviert 9 © 86
gehemmt 37 31 144
Anzahl der Gene, beeintrachtigt sowohl durch Rohdl als auch durch den wassrigen Extrakt 7 16 3
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wenigen Gene konzentriert, die sowohl durch Rohdl als auch
durch seinen wassrigen Extrakt beeinflusst wurden: es handelt
sich um 7 Gene in der frilhen Embryonalentwicklung, 16 Gene in
den 24 bis 48 Stunden alten Embryonen und 3 Gene in den frisch
geschlipften Fischen. Dass sich die Expressionsprofile der Zebra-
barblinge in unterschiedlichen Entwicklungsstadien kaum &hneln,
ist ein weiterer Hinweis auf die hohe Spezifitat der toxikogenomi-
schen Effekte.

Unter den beeinflussten Genen identifizierten wir solche,
die in die Embryonalentwicklung oder in die Schadstoffabwehr
involviert sind. So kodiert beispielsweise eins der aktivierten
Gene flur ein Protein, das in der Blutzellenbildung eine grosse
Rolle spielt. Hohere Transkriptmengen konnten wir auch fur Cyp19
nachweisen. Dieses Gen tragt die Information flr ein Enzym der
Cytochrom-P450-Familie, die hauptsachlich in die Schadstoff-
abwehr involviert ist.

Zebrabarblingembryonen: Ein effizientes Modellsystem fiir
die Bewertung von Schadstoffen. Unsere Untersuchungen zei-
gen, dass Zebrabarblingembryonen ein spezifisches und hochst
empfindliches Tiermodell fir das Monitoring toxikogenomischer
Effekte von Chemikalien sind [4]. Obwohl Wirbeltierzelllinien und

Toxikogenomische Studien mit Genchips

Unter Genchips—auch DNA-, Biochips oder Micro-
arrays genannt — versteht man mikroskopische
DNA-Spots, die auf einer festen Matrix aufgebracht
sind und in der Regel einzelnen Genen entspre-
chen. Mit Hilfe von Genchips kann man die Expres-
sionsintensitat Tausender von Genen simultan be-
obachten. Die in unserer Studie verwendeten Chips
umfassen das Genom des Zebrabarblings.

Nach Schadstoffexposition wird die gesamte mes-
senger-RNA (MRNA = Gentranskripte) aus den
Zebrabarblingembryonen extrahiert. So erhéalt man
die Transkripte aller wahrend der Exposition aktiven
Gene. Parallel dazu wird die mRNA aus nicht expo-
nierten Embryonen isoliert. Beide mRNA-Fraktio-
nen werden Uber das Enzym Reverse Transkriptase
in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben und
die cDNA mit einem roten (exponierte Embryonen)
bzw. grinen (nicht exponierte Embryonen) Fluores-
zenzfarbstoff markiert. Nach Vermischung der bei-
den fluoreszierenden Sonden werden sie auf einen
Genchip gegeben. An welchen DNA-Spots die mar-
kierte cDNA hybridisiert, wird anschliessend mit
einem Genchip-Scanner bestimmt. Dabei wird die
Fluoreszenz durch Anregung mit einem Laserstrahl
bestimmter Wellenlange sichtbar gemacht und

die aktivierten bzw. gehemmten Gene werden
anhand der relativen Intensitatsverhaltnisse beider
Fluorophore identifiziert.
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andere /n-vitro-Testsysteme fir die toxikologische Bewertung von
Wirk- und Schadstoffen sehr nitzlich sind, konnen sie Tierversu-
che nicht vollstandig ersetzen. Zebrabarblingembryonen sind ein
kostenglinstiges und aus ethischer Sicht vertretbares Wirbeltier-
Modellsystem, das sicher weite Anwendungsmaglichkeiten fin-
den wird. Dies nicht nur in der toxikologischen Evaluierung der
unzahligen Stoffe, die im Rahmen des REACH-Programms der EU
getestet werden mussen, sondern auch, um die Toxizitat neuer
Wirkstoffe in einem frilhen Stadium der Arzneimittelentwicklung
abzuschatzen. Darlber hinaus eignen sich Zebrabarblingembryo-
nen besonders gut, um die Effekte von Schadstoffen wahrend
der Zelldifferenzierung und der Morphogenese zu analysieren,
was mit Zellkulturen oder anderen In-vitro-Systemen nicht mog-
lich ware.

Um ein komplettes Bild der Toxizitat von Rohdl zu gewinnen,
werden wir als nachstes die Proteomprofile im Verlauf der friihen
Stadien der Zebrabéarblingentwicklung untersuchen. Durch die
Proteomanalyse eines Organismus kdénnen subtile Veranderungen
der Proteinmengen infolge von Umwelt-Stressfaktoren aufge-
zeichnet werden (siehe auch Artikel von Marc Suter auf S. 27).
Sie gibt also Aufschluss Uber grundlegende Mechanismen der
Toxizitat, was maoglicherweise zur Entdeckung neuer, universell
einsetzbarer Expositionsbiomarker flhrt, die als molekulare Eva-
luierungswerkzeuge verwendet werden kdnnen.

[11 National Research Council (2002): Most oil enters sea
from nonaccidents — Environment. Science News. Science
Service, Inc.

[2] Voelker D., Vess C., Tillmann M., Nagel R., Otto G.W.,
Geisler R., Schirmer K., Scholz S. (2007): Differential gene
expression as a toxicant-sensitive endpoint in zebrafish
embryos and larvae. Aquatic Toxicology 87, 355-364.

[3] Smith L., Galloway T. (2006): Preparation of water accom-
modated fraction. School of Earth, Ocean and Environmental
Sciences, University of Plymouth.

[4] Braunbeck T., Boettcher M., Hollert H., Kosmehl T., Lammer
E., Leist E., Rudolf M., Seitz N. (2005): Towards an alterna-
tive for the acute fish LC(50) test in chemical assessment:
The fish embryo toxicity test goes multi-species — an update.
Altex 22 (2), 87-102.



Proteinmuster zeigen d

Schadstoffbelastung an

Marc Suter, Chemiker und
Gruppenleiter in der Ab-
teilung Umwelttoxikologie
Koautoren: Ksenia Groh,
Victor Nesatyy

Die Proteomanalyse ist nicht nur in der Medizin eine Erfolg versprechende Methode. Seit

knapp 10 Jahren wird sie auch in der Okotoxikologie angewendet. Sie deckt auf, welche

Proteine verstarkt ausgeschiittet bzw. unterdrickt werden, wenn Organismen Umwelt-

schadstoffen ausgesetzt sind. An der Eawag ist das Verfahren nun fur Zebrabarblinge

etabliert worden.

Fische kdnnen negativen chemischen oder physikalischen Veran-
derungen in ihrem Habitat oft nur schlecht ausweichen. Deswe-
gen gelten sie als Indikatoren fiir den Zustand der Gewasser. Sind
Fische durch chemische Belastung gestresst, aktiviert ihr Korper
die passende Abwehr: spezifische Gene werden exprimiert und
die entsprechenden Proteine synthetisiert. So werden beispiels-
weise Metallothioneine gebildet, wenn das Wasser mit Schwer-
metallen belastet ist, oder es wird die Synthese von Proteinen
aus der Cytochrom-P450-Familie angekurbelt, wenn organische
Schadstoffe das Wasser verschmutzen.

Will man die Reaktion der Fische auf geanderte Umwelt-
bedingungen erforschen, ist dies anhand einer so genannten
Proteomanalyse moglich. Dabei wird das Proteom — die Gesamt-
heit aller Proteine, die in einer Zelle, einem Gewebe oder einem
Organismus vorkommt — auf Proteine untersucht, die verstarkt
synthetisiert (induziert) oder unterdrickt (supprimiert) werden.
Eine interessante und zugleich komplexe Methode (siehe Kasten),
die zwar in den vergangenen Jahren stark weiterentwickelt wur-
de, aber durchaus noch einige Knackpunkte birgt [1]. Unser Ziel
war es, sie weiter zu verbessern und fir die 6kotoxikologische
Forschung an der Eawag zu etablieren. Wir fokussierten auf Zeb-
rabarblingen, denn ihr Genom ist komplett sequenziert und somit
sind theoretisch alle Proteine identifizierbar.

Mehr Proteine identifizieren. Eine grossere methodische
Schwierigkeit der Proteomanalyse lag darin, dass nur ein geringer
Anteil aller Proteine, deren Expression durch Schadstoffkontakt
veréndert ist, identifiziert werden konnte. Dies weil die Proteine,
die als Reaktion auf den chemischen Stress gebildet werden, oft
nur in geringen Mengen vorhanden sind und durch héher konzent-
rierte allgemein bendtigte Proteine, wie z.B. Strukturproteine,
Uberlagert werden.

Bei unseren Experimenten mit Zebrabarblingen zeigte sich,
dass ein Grossteil der insgesamt 900 Proteine, die identifiziert
werden konnten, zur Familie der Vitellogenine, der Eidotterprote-
ine, gehorte. Wahrscheinlich jedoch konnten wir andere wichtige
Proteine gar nicht nachweisen, weil sie im Rauschen untergingen.
Wir haben daraufhin untersucht, ob es moglich ist, den Anteil

identifizierbarer Proteine zu erhdhen, in dem wir die Dottersacke
der Zebrabarblinglarven vor der Extraktion der Proteine entfern-
ten. Denn schliesslich kommen Vitellogenine vor allem in diesem

Prinzip der Proteomanalyse

Die Proteomanalyse charakterisiert die Gesamtheit
aller in einer Zellart, einem Gewebe oder einem
Organismus unter definierten Bedingungen und zu
einem bestimmten Zeitpunkt vorliegenden Proteine.
In unseren Labors sind wir an den Proteinmustern
von unbehandelten oder mit Schadstoffen exponier-
ten Zebrabarblingen interessiert. Dazu werden die
Proteine nach der Inkubationsphase aus den
Fischen extrahiert, aufgetrennt und sequenziert.
Friher kam hier die zweidimensionale Gelelektro-
phorese zum Einsatz; man schnitt einzelne Spots
aus dem Gel heraus und sequenzierte die darin
enthaltenen Proteine. Doch lassen sich mit dieser
Methode nur zwischen 50 und 100 Proteine identifi-
zieren. Heute wenden wir darum die so genannte
multidimensionale Proteinidentifikationstechnologie
oder kurz mudPIT [2] mit gekoppelter Flissigchro-
matographie/Massenspektrometrie an. Dabei wer-
den die Proteine zunachst mit Trypsin in klrzere
Fragmente zerschnitten. Die entstehenden Peptide
trennt man durch Flissigchromatographie auf zwei
nacheinander geschalteten Sdulen auf und I6st sie
mit ansteigenden Salzkonzentrationen (NH4Ac) nach
und nach wieder von den Saulen ab (Abb. 1).
Schliesslich bestimmt man die Aminosauresequen-
zen der Peptide im Massenspektrometer, vergleicht
die Sequenzen mit der Zebrabarbling-Datenbank
und kann so die entsprechenden Proteine identifi-
zieren. Zwischen 8 und 10 mudPIT-Experimente
sind notwendig, um 95 % der bestimmbaren Pro-
teine zu identifizieren (Abb. 2A).
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von der Mutter gebildeten Organ vor. Tatsachlich war die Mass-
nahme sehr erfolgreich, denn die Liste der identifizierten Protei-
ne enthielt daraufhin praktisch keine Vitellogenine mehr und die
Anzahl der insgesamt nachgewiesenen Proteine erhohte sich von
900 auf 1200.

Eine noch grossere Anzahl von identifizierten Proteinen, nam-
lich insgesamt 2700, konnten wir durch biologische Fraktionierung
des Extrakts erreichen. Mit Hilfe eines kommerziellen Extrak-
tionskits werden Membran-, Zellkern- und Cytoplasmaproteine
voneinander getrennt, bevor sie separat weiter analysiert werden
(Abb. 2B).

Reproduzierbarkeit erhéhen und den Zeitaufwand senken.
Ein weiterer Problemkomplex der Proteomanalyse lag in der
schlechten Reproduzierbarkeit und dem grossen zeitlichen Auf-
wand, der betrieben werden musste, um maoglichst viele der
durch Schadstoffe induzierten oder supprimierten Proteine zu
identifizieren. Etwa 10 mudPIT-Experimente (siehe Kasten) waren
notig, um 95 % der bestimmbaren Proteine zu identifizieren [3].
Da ein solches Experiment 24 Stunden dauert, brauchte man also
mindestens 10 Tage reine Analysenzeit flr eine Probe. Aber nicht
nur der grosse Zeitaufwand war unbefriedigend. Oft lieferten die
10 Wiederholungsexperimente stark voneinander abweichende
Resultate (Abb. 2A). Wir suchten daher nach einen Weg, die
Methode in dieser Hinsicht zu verbessern.

Klassische mudPIT-Analysen bericksichtigen nur zwei- und
dreifach geladene Peptide, die nach Verdauung des Proteinext-
rakts mit Trypsin haufig sind. Einfach geladene Molekile wurden
bisher von der Sequenzbestimmung vollig ausgeschlossen, weil
es sich dabei hdaufig um Nicht-Peptide handelt. Nun hat sich aber
gezeigt, dass der Einbezug einfach geladener lonen bei unserer
Methode durchaus lohnenswert ist. Abb. 3 illustriert am Beispiel
eines Peptids aus der schweren Kette von Myosin (Motorprotein
der Muskelfasern), dass das einfach geladene Molekil nur un-
wesentlich schwacher als das zweifach geladene, das dreifach
geladene lon hingegen ohne Zoom bei 374,3 m/z (m/z = Verhalt-
nis von Masse zu Ladung eines Molekuls) nicht sichtbar ist. Um
aber die Sequenz eines Peptids moglichst eindeutig bestimmen

Zeit

Abb. 1: Die Peptide werden mit Hilfe der Flissigchromatographie auf zwei
nacheinander geschalteten Sdulen aufgetrennt und mit steigender Salz-
konzentration wieder abgeldst.

zu kénnen, muss sich das Signal deutlich vom Rauschen abheben.
Daher war die Anzahl identifizierter Proteine, wenn nur zwei- und
dreifach geladene lonen berlcksichtigt wurden, wesentlich ge-
ringer, als wenn auch die einfach geladenen Peptide einbezogen
wurden (Abb. 2C).

Insgesamt stellte sich der Einbezug der einfach geladenen
Peptide in unsere Analytik als vorteilhaft heraus. Es konnte nicht
nur die Reproduzierbarkeit deutlich verbessert werden. Heute
kommen wir auch mit 3—4 Wiederholungsexperimenten aus, um
95 % der bestimmbaren Proteine zu identifizieren (Abb. 2D). Da-
mit reduziert sich der zeitliche Aufwand flr eine Probe auf 3-4
Tage.

Erste Experimente mit der weiterentwickelten Methode. Der
Aufbau der Proteinanalytik ist aufwandig, jetzt aber an der Eawag
grosstenteils abgeschlossen. Diese Technik ist fir unsere okotoxi-

Abb. 2: Anzahl Proteine, die durch die Proteomanalyse identifiziert werden kénnen. Ein Kreis entspricht jeweils einem mudPIT-Experiment. Je stérker die Kreise
Uberlappen, desto grosser ist die Reproduzierbarkeit. A: Um das Proteom zu analysieren, sind durchschnittlich 8—10 mudPIT-Experimente notwendig. B: Durch
biologische Fraktionierung kénnen mehr Proteine identifiziert werden. C: Durch Einbezug der einfach geladenen Peptide steigt die Anzahl der identifizierten Pro-
teine. D: Neu sind mit unserem Verfahren nur noch 3—4 mudPIT-Experimente zur Analyse des Proteoms nétig.

A B

Zellkern: 1056 Proteine

Zytoplasma:
1220 Proteine
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Ladungszusténde +2 und
+3: 1207 Proteine
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Eawag-Wissenschaftler Victor Nesatyy am Massenspektrometer.

kologische Forschung dusserst interessant, da sie uns einerseits
Einblick in die zugrunde liegenden toxischen Mechanismen gibt
und es anderseits erlaubt, Proteine zu identifizieren, die zukinftig
als Biomarker fir bestimmte Schadstoffe bzw. Schadstoffgruppen
dienen konnen. Biomarker, mit denen heute schon gearbeitet wird,
sind z. B. die beiden eingangs erwahnten Entgiftungsenzyme oder
auch das Eidotterprotein Vitellogenin, das im Fall einer Belastung
mit Umwelthormonen verstarkt ausgeschdttet wird [4].

Erste Expositionsversuche haben nun gezeigt, dass Zebra-
bérblinge, die an 1 uM Cadmium exponiert wurden, ein gegenlber
unbehandelten Kontrolltieren stark verandertes Proteinmuster
aufweisen. So hat beispielsweise die Konzentration der schwe-
ren Kette von Myosin im Vergleich zur Kontrolle zugenommen.
Den gleichen Effekt konnten wir Uberdies auf Genebene beob-
achten: das Myosin-Gen wurde verstarkt in Zebrabarblinglarven
exprimiert, die mit schwermetallhaltigem Rohdl inkubiert worden

Abb. 3: Massenspektrum eines Peptids aus der schweren Kette von Myosin
(Motorprotein der Muskelfasern). Details siehe Text.

00

3 Peptid VKVGNEFVTK T +1=1120,6
= 80
g
260
2 +2 = 560,8
T 40
g +3 = 374,3 /
T 20
O}
o
0 —n -
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

m/z =Masse/Ladung

waren. In beiden Fallen wiesen die Fische zudem gekrimmte
Schwanze auf — eine klassische Reaktion auf Toxine.

Analog konnte mit der Proteomanalyse bestatigt werden,
dass die Exposition an Estradiol, dem weiblichen Geschlechts-
hormon, zu einer Zunahme von Vitellogenin fihrt. Derzeit nutzen
wir die Methode auch im Projekt «Genezis», das die sexuelle
Differenzierung der Zebrabarblinge erforscht und vom Schweizer
Nationalfonds finanziert wird. Nun da die Technik an der Eawag
etabliert ist, ist es sogar ohne grossere Schwierigkeit moglich,
sie auf andere Organismen wie z. B. Bakterien oder Grinalgen zu
Ubertragen.

[1]1 Nesatyy V.J., Suter M.J.F. (2007): Proteomics for the analy-
sis of environmental stress responses in organisms. Environ-
mental Science and Technology 47, 6891-6900.

[2] Washburn M.P., Wolters D., Yates J.R. (2001): Large-scale
analysis of the yeast proteome by multidimensional protein
identification technology. Nature Biotechnology 79, 242-247.

[3] Durr E., Yu J.Y., Krasinska K.M., Carver L.A., Yates J.R., Tes-
ta J.E., Oh P.,, Schnitzer J.E. (2004): Direct proteomic map-
ping of the lung microvascular endothelial cell surface in vivo
and in cell culture. Nature Biotechnology 22, 985-992.

[4] Vermeirssen E.L.M., Burki R., Joris C., Peter A., Segner H.,
Suter M.J.F., Burkhardt-Holm P. (2005): Characterization
of the estrogenicity of Swiss midland rivers using a recom-
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Forum

Eawag-Spin-off: Sinnvoller Umgang
mit Oberflachenabfliissen

Ein wenig Angst vor der eigenen Courage hatte er schon. Wurde er sich
im Haifischbecken der Unternehmerwelt behaupten konnen? Vor zwei
Jahren grindete Michele Steiner die Firma wst21 — Wasser, Strategie und

Technologie im 21. Jahrhundert.

Einfach aus dem schitzenden Rahmen
der Eawag-Forschung herauszugehen, war
fir den ETH-Umweltingenieur Michele
Steiner kein einfacher Schritt. Bestéarkt
durch seinen Betreuer an der Eawag, Prof.
Markus Boller, wagte er Ende 2005 mit
seiner Firma wst21 dennoch den Weg in
die Praxis. Zwar galt es, viel Neues und
Ungewohntes zu lernen: angefangen beim
Marketing und Corporate Design Uber die
Wahl! der Firmenform, den Handelsregis-
tereintrag und den Abschluss notwendiger
Versicherungen bis hin zu Auftragsakquisi-
tion und Vertragswesen. Doch mit einem
soliden Wissen aus Studium und For-
schung im Rucksack freute sich Michele
Steiner auf die neue Herausforderung.

wst21 - Wasser, Strategie und Techno-
logie im 21.Jahrhundert. Die Leitidee

SABA Attinghausen an der Gotthardautobahn:
Basierend auf den hier gewonnenen Monitoring-
daten erarbeitet wst21 die Dimensionierungs-
grundlagen fur zukinftige Anlagen.

von wst21 ist, die Entwicklung von Techno-
logien und Strategien in der Siedlungswas-
serwirtschaft miteinander zu verknipfen.
Dabei geht es neben Dach- und Fassaden-
wasser hauptsachlich um Strassenabwas-
ser. Zurzeit fihrt wst21 beispielsweise
das Monitoring der Be-
handlungsanlage fir Stras-
senabwasser (SABA) in
Attinghausen durch. Darin
wird das Abwasser eines
ca. 2 km langen Abschnitts
der Gotthardautobahn ge-
fasst und gereinigt. Einer-
seits wird Uberprift, ob die
SABA optimal eingestellt
und dimensioniert ist, damit bei kinftigen
typengleichen Anlagen Kosten gespart
werden kdénnen. Anderseits kontrolliert
wst21 das Betriebs- und das Entsorgungs-

Ein reicher Erfahrungsschatz

Die eigenen Fiahig-
keiten kennen und
von anderen lernen
sind die Grundlagen
fiir erfolgreiches

Zusammenarbeiten.
Michele Steiner

konzept und bietet Antworten auf Fragen
wie: Wann muissen die Sand- und Ad-
sorberschichten regeneriert bzw. entsorgt
werden? Wie hdufig missen die Leitungen
gereinigt und der Schlamm abgepumpt
werden? Auftraggeber von wst21 sind ne-
ben der 6ffentlichen Hand auf Gemeinde-,
Kantons- und Bundesebene auch Inge-
nieurbdros, Planer und Privatpersonen.

Erfolgreich auf eigenen Beinen. Vor der
Grindung von wst21 stand die Eawag
dem angehenden Unternehmer mit fach-
lichem und administrativem
Rat zur Seite. Darlber hinaus
konnte die junge Firma zwei
Jahre lang Burordaumlichkeiten
und Infrastruktur der Eawag
zu moderaten Preisen nutzen.
Vorteile, die Michele Steiner
sehr geschatzt hat, und auch
zukUnftig will er den Kontakt
zur Eawag und zur Forschung
beibehalten. Heute hat wst21 bereits
3 Mitarbeiter und ist seit Dezember 2007
im Technopark Zirich ansassig.
www.wst21.ch [oNeNe)

Martina Bauchrowitz

1997 kam Michele Steiner an die Eawag. In seiner ersten Arbeit,
; einer Literaturstudie, wurden potenzielle Adsorbentien zur Ent-
fernung von Schwermetallen wie Kupfer und Zink aus Dach- und
Fassadenwasser evaluiert. Thema der anschliessenden Disser-
tation war, die Effizienz und Praxistauglichkeit dieser Materialien
experimentell zu testen. Ein Filtersystem aus granuliertem
Eisenhydroxid gemischt mit Kalksand stellte sich als besonders

i 13 geeignet heraus und wurde seitdem bereits mehrfach erfolgreich
angewendet, z. B. beim Neubau des mit einer Kupferfassade verkleideten Bundes-
amts flr Metrologie und Akkreditierung in Wabern (BE). Zudem beschéftigte sich
Michele Steiner in einem Postdoc-Projekt mit der Behandlung von verschmutztem
Wasser, das von Autobahnen und stark befahrenen Strassen abfliesst. Es ging einer-
seits darum, technische Verfahren zu entwickeln, die trotz geringem Platzbedarf eine
hohe Reinigungsleistung erbringen, und anderseits Monitoringkonzepte zu erstellen,
um die Leistung der neuartigen Anlagen beurteilen zu konnen.
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Neues Zentrum fiir angewandte
Okotoxikologie

Die Risiken von Chemikalien sollen in der Schweiz besser erforscht werden

—zu diesem Ergebnis kommen Bundesrat und Parlament. Gemeinsam

mit der EPFL baut die Eawag nun ein Zentrum fiir angewandte Okotoxiko-

logie auf.

(mb) In seinem Bericht vom Mai 2007 Uber
die unabhangige Toxikologie-Forschung in
der Schweiz kommt der Bundesrat zum
Schluss, dass die aktuellen universitaren
Ressourcen und Strukturen nicht genu-
gen, um die Grundlagen zur Beurteilung
chemikalienbedingter Gesundheits-, Um-
welt- und Sicherheitsrisiken erarbeiten zu
konnen. Dies insbesondere nachdem das
von ETH Zirich und Uni Zlrich gemein-
sam betriebene Institut fir Toxikologie in
Schwerzenbach im Juni 2001 geschlossen
wurde. Mit dem Ja des Parlaments im Ok-
tober 2007 kann die Eawag nun gemein-
sam mit der EPF Lausanne ein Zentrum
fir angewandte Okotoxikologie aufbauen.

Nahe an Forschung, Lehre und Praxis.
Im Rahmen der Grundfinanzierung von
jahrlich 2 Millionen Franken bietet das
Zentrum fur Okotoxikologie drei Grund-
leistungen:

> Drehscheibenfunktion: Das Zentrum
verfolgt die nationale und internationale
Entwicklung in der angewandten Oko-
toxikologie und diskutiert aktuelle und
zuklnftige Probleme sowie Losungs-
moglichkeiten regelmassig mit Vertretern
aus Praxis und Wissenschaft.

» Forschung und Entwicklung: Z.B. sol-
len Kosten und Zeit sparende Testmetho-
den zum Nachweis 6kotoxischer Effekte,
chemische Analysemethoden und benut-
zerfreundliche Modelle zur Modellierung
von Schadstoffrisiken entwickelt werden.
> Informationsplattform: Das Zentrum
publiziert wichtige Erkenntnisse in Fach-
zeitschriften und stellt darlber hinaus
Informationen im Internet, in einem News-
letter, in Medienbeitragen und in Form
von Weiterbildungsveranstaltungen  fir

Fachleute und Studierende zur Verfligung.
Daneben ist es im Sinne des Service Pub-
lic Anlaufstelle fur Fachausklnfte.

Sitz in Diibendorf und Lausanne. Unter
Federfihrung von Prof. Rik Eggen, dem
stellvertretenden Direktor der Eawag,
konzipierte und begleitete eine nationale

Taskforce den Aufbau des Okotoxikologie-
zentrums. Die neue Institution ist an der
Eawag in DUbendorf (ca. 6 Mitarbeitende)
und an der EPF Lausanne (ca. 3 Mitarbei-
tende) angesiedelt. Wahrend sich die For-
schung in DUbendorf schwerpunktmassig
um Fragen zur aquatischen Okotoxikologie
dreht, fokussiert man in Lausanne auf
die terrestrische Okotoxikologie. Das Zent-
rum fiir Okotoxikologie betreibt auch Auf-
tragsforschung, wird aber die Privatwirt-
schaft nicht konkurrenzieren, sondern dort
Dienstleistungen anbieten, wo eine neut-
rale Expertise oder spezifische Kompeten-
zen sonst nicht verflgbar sind.

Martina Bauchrowitz

Drei Fragen an die neue Leiterin des Okotoxikologiezentrums

Das neue Zentrum fir angewandte Okotoxikologie wird von
der Biologin Almut Gerhardt geleitet. Sie tritt ihre Aufgabe
am 1. Juni 2008 an. Neben einer akademischen Laufbahn

' in aquatischer Okotoxikologie hat Almut Gerhardt ihr eigenes
Unternehmen LimCo International gegriindet und geflhrt.

Was reizt Sie an der neuen Stelle?

Wenn man etwas Neues aufbauen kann, hat dies eine Pionier-
dimension, die mir liegt. Zudem reizt mich die Aufgabe, ange-
wandte dkotoxikologische Forschung zu betreiben und dabei konkrete Produkte zu
entwickeln wie z.B. sensitive Tests zur Chemikalienbewertung und zur Anwendung
im Okotoxikologischen Gewéassermonitoring. Und «last but not least» kdnnen wir
hier das praxisorientierte Wissen an Studierende und Anwender weitergeben und
so die Weichen flr die Zukunft stellen.

Was kann das neue Zentrum im Gegensatz zu Hochschulen und Privatwirtschaft leisten?
Durch die Verwurzelung im ETH-Bereich ist das Zentrum stets am Puls der Forschung.
Es kann fundierte Ergebnisse direkt aufgreifen und darauf aufbauend praxistaug-

liche Produkte entwickeln. Ich denke da an Toxizitatstests, Software zur Risikobewer-
tung oder Bildungsmaterialien. Hochschulen dagegen sind eher in der Grundlagen-
forschung aktiv und Privatunternehmen entwickeln Produkte nur marktorientiert. Das
neue unabhangige Zentrum hat da einfach mehr Freiheiten.

Welche Forschungsprojekte wollen Sie so schnell wie méglich starten?

Einerseits sollen bestehende Projekte, bei denen es um die effektorientierte Bewer-
tung von Schadstoffen geht, fortgeflihrt und erweitert werden. Andererseits wollen
wir neue multidisziplinare Projekte starten. Ein konkretes Beispiel ist die Entwicklung
einer so genannten multimetrischen Sensorplattform als Friihwarnsystem zur routine-
massigen Gewasseriberwachung. Damit soll es mdglich werden, biologische, chemi-
sche und physikalische Parameter gleichzeitig zu messen und diese mit 6kologischen
Parametern zu verknUpfen.
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12. September 2008 Eawag-Infotag

Vom Gewdisser ins Glas — gutes Trinkwasser fiir heute und morgen

Menge und Gite des Trinkwassers sind
abhangig von den Wasserressourcen,
aus denen es gewonnen wird. Beim
diesjahrigen Infotag wird diese Wech-
selbeziehung von verschiedenen Seiten
her beleuchtet. Es geht um Fragen wie:
Welche Bedeutung haben Fliessgewas-
ser fur den Grundwasserschutz? Hat der
Klimawandel einen Einfluss auf die Was-
serressourcen? Und wie kann das Risiko
geogener Verunreinigungen auf globaler
Ebene abgeschatzt werden? Ausserdem
fasst die Tagung die wichtigsten Resul-
tate des Eawag-Querprojekts Wave21
(Wasserversorgung im 21. Jahrhundert)
zusammen. Neben neuen Methoden zur
Beurteilung der Trinkwasserhygiene und

Unterwegs auf dem Jangtse

Erstmals hat Chinas Regierung
einem Team ausléndischer Wissen- §
schaftler erlaubt, gemeinsam mit
chinesischen Kollegen die Wasser-
qualitat des Jangtse zu untersuchen.
Mit dabei waren auch Beat Miller
und Michael Berg von der Eawag.
Hunderte von Wasser- und Sedi-
mentproben wurden genommen
und die Resultate sind erstaunlich:
Obwohl die Schadstofffrachten teils
enorm sind, bleiben die Konzentra-
tionen in «Chinas Hauptschlagader» W P ! J
zumeist in einem Bereich, wie er weltweit auch von anderen grossen Flissen bekannt ist.
Im Rahmen der gleichen Expedition suchten die Wissenschaftler zudem nach den letzten
Exemplaren des Weissen Jangtse-Delfins. Doch leider ohne Erfolg. Wahrscheinlich ist
der auch als Baiji bekannte Flussdelfin bereits ausgestorben. www.eawag.ch/jangtse

o [ SN

Neuer Aufbaustudiengang

«Integrated Water Resource Management»

Den Anteil der Menschen ohne Zugang zu sicherem Trinkwasser bis zum Jahr 2015 auf
die Halfte reduzieren, ist ein wichtiges Millennium-Entwicklungsziel der UN. Um dieses
Ziel zu erreichen, braucht es weltweit Experten mit ganzheitlichen Losungsansatzen fir
Wasserprobleme und die Verringerung der Armut. Aus diesem Grund bietet die Berner
Fachhochschule Architektur, Holz und Bau seit 2007 gemeinsam mit verschiedenen an-
deren Hochschulen, Bundesinstitutionen, NGOs, sowie der Eawag einen Aufbaustudien-
gang im «Integrated Water Resource Management».

Weitere Informationen: www.ahb.bfh.ch/ahb/en/Weiterbildung/ndk

zur Entfernung organischer Spurenstoffe
werden auch moderne Konzepte der Trink-
wasseraufbereitung vorgestellt.

Weitere Information: infotag@eawag.ch

Agenda

Peak-Kurse

14.-16. Mai, Eawag Dibendorf

Household centred concepts and technolo-
gies for water and environmental sanita-
tion in developing countries

7. Oktober 2008, Eawag Dibendorf

Der Einsatz von umweltpsychologischen
Massnahmen fir Verhaltensanderungen im
Umweltbereich

29./30. Oktober 2008, Eawag Dibendorf
Wo ist Heizen und Kiihlen mit Abwasser
moglich, wo sinnvoll?

11./12. November, Eawag Dibendorf
Okotoxikologie-Kurs: Coetox Basis-Modul

Eawag-Seminar
Eawag Dibendorf,
jeweils freitags von 11-12 Uhr

9. Mai

Climatic change and its impacts on the
alpine environment

Martin Beniston, University of Geneva

16. Mai

Water Agenda 21: Actor platform for pro-
moting sustainable water management in
Switzerland

Bernhard Truffer und Ueli Bundi,

Eawag Dubendorf

23. Mai

The integrated Urban water cycle (IUWC):
The role of natural systems in managing
a semi-closed cycle

Gary Amy, UNESCO-IHE Institute for Water
Education, Delft

Tagungen

15. Mai, Bern

1. Fachtagung ChloroNet: Sanierung von
Altlasten mit chlorierten Losungsmitteln

1.—4. Juni, ETH Zlrich

5t WA Leading-Edge Conference on
«Water & wastewater technologies»

info unter: www.eawag.ch/veranstaltungen
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