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1. Einleitung

Viele Chemikalien, die in die aquatische Umwelt gelangen, sind nur in geringem Umfang
Oko-toxikologischen Tests unterzogen worden. Fur einige dieser Chemikalien, beispielsweise
Industriechemikalien, wurden lediglich einfache Toxizitatstests zur Bestimmung eines
"Sicherheits"-Limits durchgefihrt.

Hinweise fir die Beeinflussung von Wildtierpopulationen oder einzelnen Individuen durch
eine ganze Reihe verschiedener Chemikalien verdichteten sich im Laufe der letzten Jahre.
Effekte von Tributylzinn aus Antifouling-Schiffsanstrichen auf marine Schnecken-
populationen (Langston, 1996; Oehlmann et al, 1996), Effekte durch polychlorierte
Biphenyle (PCBs) auf Robben (Reijnders, 1986; Brouwer et al., 1989), Vermannlichung von
nordamerikanischen Fischen, ausgeldst durch Abflisse der papierherstellenden Industrie
(Howell, 1980; Munkittrick et al., 1991, 1992), Verweiblichung von Fischen in britischen
Flissen unterhalb von Klaranlagenausflissen (Jobling und Sumpter, 1993; Purdom et al.,
1994; Harries et al. 1997), Gonadenabnormalitaten bei Alligatoren im Lake Apopka (Guillette
et al., 1994,1995,1996) und Effekte auf nordamerikanische Végel (Fry und Toone, 1981; Fry
1995) sind nur einige der wichtigsten und am besten dokumentierten Beispiele fur diese
Beeinflussung.

Aus diesem Grund bildete das European Chemical Industry Council (CEFIC) eine
Unterorganisation, die Endocrine Modulators Steering Group (EMSG), welche sich speziell
mit dem Thema Endocrine Modulators oder Endocrine Disrupters beschaftigt. Im Rahmen
der von EMSG etablierten Zielsetzung wurde die Entwicklung von Screening Assays und
Prifmethoden fir die Wirkung hormonell aktiver Chemikalien in Fischen mit hoher Prioritat
belegt, da von der OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development)

entsprechende Prifmethoden standardisiert werden sollen.

1.1 Was sind Endocrine Disrupters (ED)?

Beim Europaischen Workshop zu "Impact of Endocrine Disrupters on Human Health and
Wildlife" in Weybridge im Dezember 1996 einigten sich Uber 70 Vertreter aus Wissenschaft
und Behdrden der EU, USA und Japan sowie von den Institutionen OECD, WHO (World
Health Organisation) und den Interessenverbanden CEFIC und WWF (World Widelife Fund
for Nature) auf folgende Definition:

"An endocrine disrupter is a substance or mixture that alters function(s) of the endocrine
system and consequently causes adverse health effects in an intact organism, or its progeny,
or (sub)populations."

Diese Definition setzt eine Exposition bei einer bestimmen Dosis voraus, wahrend eine
weitere Definition von Xenohormonen von den inhdrenten Eigenschaften einer Substanz

ausgeht (Reisner-Oberlehner, 1998):
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"A potential endocrine disrupter is an exogenous substance or mixture that possesses
properties, that might be expected to lead to endocrine disruption in an intact organism, or its
progeny, or (sub)populations."

Das bedeutet, dall eine Substanz entsprechend der zweiten Definition auch dann ein
Endocrine Disrupter sein kann, wenn Mensch und Tier damit nicht bzw. nicht in
ausreichenden Konzentrationen in Beriihrung kommen, was der ersten Definition nach der
Fall ware.

Derzeit sind etwa 600+ Stoffe bekannt, die im Verdacht stehen, hormonelle Aktivitat zu
besitzen. Dazu zahlen natirlich nicht nur estrogene Effekte, sondern auch androgene,
antiandrogene und antiestrogene Effekte. Die Mechanismen der pseudohormonellen
Wirkung sind vielfaltig, da sie nicht nur direkt durch Bindung an den Rezeptor wirken kénnen,
sondern z.B. auch durch Beeinflussung des physiologischen Metabolismus von Hormonen in

der Leber, Schilddriise, oder durch Wirkungen auf das Immun- oder Nervensystem.

1.2 Das endokrine System und die Vitellogeninsynthese beim Fisch

Das endokrine System von Fischen, wie auch das von Saugetieren, besteht aus einem sehr
komplexen Zusammenspiel zwischen externen Stimuli, Hypothalamus- und Hypophysen-

hormonen, Hormonen der Gonaden und der Deaktivierung dieser Hormone durch die Leber.

neg. Feedback | C Hypothalamus ) | neg. Feedback

GnRH

v
neg. Feedback I @@ I neg. Feedback

GtH I und Il (~ LH und FSH in Saugern)

@ Bildung von E2 in @ T
den Follikelzellen
— F2 11-KT
Q Ligandenbindung an
den Estrogenrezeptor Sperma

Produktion von VTG
@ Einlagerung des VTG
in den Dotter anschliefRend
Ovulation
Befruchtung )%

Abbildung 1.1. Humoraler Regelkreis des Reproduktionssystems bei Fischen. GnRH =
Gonadotropin Releasing Hormon, GtH = Gonadotropin, LH = Luteinisierendes Hormon, FSH
= Follikel-stimulierendes Hormon, E2 = Estradiol, T = Testosteron, 11KT = 11-
Ketotestosteron, VTG = Vitellogenin (modifiziert nach Kime,1998)
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Die Reifung der Gonaden wird bei verschiedenen Spezies durch unterschiedliche externe
Parameter, wie z.B. Temperatur, Photoperiode, Regen etc. in Gang gesetzt. Der
Hypothalamus wird stimuliert Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH) freizusetzen,
welches seinerseits die Freisetzung von Gonadotropin (GtH) durch die Adenohypophyse
bewirkt (s. Abb. 1.1). Einige Fische besitzen 2 Arten Gonadotropin (GtH-I und GtH-II), analog
dem luteinisierenden Hormon (LH) und dem Follikel stimulierenden Hormon (FSH) der
Sauger. GtH induziert die Gonadenentwicklung und die Produktion von Steroidhormonen
durch die Gonaden.

Bei den Steroidhormonen unterscheidet sich das endokrine System der Fische von dem der
Sauger. In Mannchen ist 11-Ketotestosteron (11KT) das fiir die Ausbildung von sekundaren
Geschlechtsmerkmalen und Verhalten verantwortliche Hormon (Arai, 1967; Kime, 1998).
Testosteron (T), das "mannliche" Hormon bei Saugern, wird hier von beiden Geschlechtern
gleichermalien synthetisiert und ausgeschieden, allerdings ist die Funktion beim Fisch noch
weitgehend unklar. Auch beim Estradiol (E2), dem ovariellen Estrogen, gibt es Unterschiede
im Vergleich zum Sauger. Es wird in den Follikelzellen einer reifenden Oocyte produziert.
Dieser Follikel besteht aus aufieren Thekazellen, welche durch Gonadotropin zur
Testosteron-Synthese angeregt werden und inneren Granulosazellen, in denen die
Aromatisierung des Testosterons zum Estradiol vonstatten geht (Kime, 1998).

Das hauptsachliche Zielgewebe des Estradiols ist die Leber (s. Abb. 1.2). Das
Steroidhormon wird an Steroidbinde-Globuline gebunden (Hautanen, 2000; Paolucci und Di
Fiore, 1994), im Blutstrom zur Leber transportiert, in die Hepatocyten aufgenommen und
bindet dort an den cytoplasmatischen Estrogen Rezeptor (ER; Flouriot et al., 1996; MacKay
et al., 1996). Dieser Rezeptor gehort zur Familie der Steroid/Thyroid-Hormon/Retinolsaure-
Rezeptoren, deren Mitglieder auf Grund der Rezeptor-Liganden-Bindung als induzierbare
Transkriptionsfaktoren wirken (Flouriot et al., 1997). Durch die Bindung des Hormons an den
Rezeptor l6sen sich die rezeptor-assoziierten Hitzeschockproteine Hsp 90, Hsp 70 und p55
ab (Landel et al., 1995), es kommt zu einer Dimerisierung (Weigel,1996). Das
Rezeptor/Hormon-Dimer bindet an spezifische DNA-Abschnitte, sogenannte estrogen
responsive elements (ERE; Katzenellenbogen et al., 1993). Diese DNA-Sequenzen werden
als Enhancer-Elemente bezeichnet, da sie die Transkription eines davor- oder
dahinterliegenden Gens férdern, dieses Gen kodiert beispielsweise die Vitellogenin mRNA.
Bei Fischen handelt es sich bei Vitellogenin (VTG) um ein groRes Lipoglykophosphoprotein
mit einem Molekulargewicht von ca. 150 - 180kDa fir das Monomer (Folmar et al., 1996),
wobei es natlrlicherweise im Kdorper als Homo-Dimer vorliegt. Bei den meisten eierlegenden
Wirbeltieren spielt die Dottersynthese (Vitellogenese) in weiblichen Tieren eine
entscheidende Rolle fir den Erfolg der Reproduktion, denn der Dotter bildet die

Ernahrungsgrundlage des sich im Ei entwickelnden Embryos. Vitellogenin stellt eine Vorstufe
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verschiedener Dotterkomponenten dar und dient als Transportform dieser Verbindungen, die
von der Leber als dem Ort ihrer Synthese Uber das Blut zu den Gonaden als dem Ort des

Einbaus in die Eizellen transportiert werden.

Ovar
Follikelzellen

Hepatozyt

Abbildung 1.2. Estradiol abhangige hepatische Vitellogeninsynthese (Detail). SBG =
Steroidbinde-Globulin, ERE = estrogen responisve element, ER = Estrogen Rezeptor-Dimer,
VTG = Vitellogenin, N = Zellkern (modifiziert nach Kime, 1998).

Die Vitellogeninsynthese ist somit ein estrogen-abhangiger Prozess. Daher bot es sich an,
eine induzierte Vitellogeninproduktion bei mannlichen oder juvenilen Fischen, die
normalerweise kein Vitellogenin in messbaren Mengen produzieren, als Indikator fir eine

Exposition mit estrogen wirksamen Substanzen heranzuziehen.

1.3 Die Steroid-Biosynthese

Samtliche Steroidhomone leiten sich vom Cholesterin ab, welches bei Wirbeltieren vor allem
in der Leber produziert wird. Es ist die Vorstufe fur funf Hauptklassen von Steroidhormonen:

Gestagene, Glukocorticoide, Mineralcorticoide, Androgene und Estrogene.
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Der erste Schritt des Stoffwechselweges besteht in der Entfernung einer Cg-Einheit aus der
Seitenkette des Cholesterins, wobei Pregnenolon entsteht (s. Abb. 1.3). Das
adrenocorticotrope  Hormon (ACTH, Corticotropin), ein Polypeptid aus dem
Hypophysenvorderlappen, stimuliert diese Umwandlung. Als second messenger dient hierbei
cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat). In zwei weiteren Schritten entsteht aus

Pregnenolon Progesteron.

\T'\«'\T/ xf"
| _> _)}
T - — J
MO = HE ; o
Cholesterol Pregnenclons Progesterons
17-hydroxy lase
Y
CHTH
~F 6=0
/""\-\.._ l an o
) 21 -hydroxy lsse JivK
sromatute mpHsD ’C . - .
Hg“""\-..\_,r '”""\-\."-"'
Estradial Testosterone Androstenedine 174 Hyqupmgﬁlmu 11-Deosyeenisal (5)
-
lllHydmm HRHD /‘ 20afiSD l —
SHH
oH o . OH Lo
Dj/'\ \ A, !__.-h-..\___.l\ oH e O
g A B ) L . >
u&x;’-""&.-" Uéﬂvﬂ"* ﬂﬂ.\____.- Dﬁj e
1-Ketotestosterne 11 -Hy dromytestosternne 17,200 Dby droxy-4-pregnen-3-one 17, e Dby drocy & pregnen-d-one 1720021 Tritydrosy L pregren-3one
(50t) {17.20aP) (2055 or 17,208,217

Abbildung 1.1. Biosyntheseweg der Steroide bei Fischen, aus Endocrine Disruption in Fish,
D.Kime, 1998, HSD = Hydroxysteroid-Dehydrogenase.

Die Synthese der Androgene beginnt mit der Hydroxylierung von Progesteron am C-17.
AnschlieRend wird seine aus C-20 und C-21 bestehende Seitenkette abgespalten und man
erhalt Androstendion, ein Androgen. Testosteron wird durch die Reduktion der 17-
Ketogruppe des Androstendions bereitgestellt. Durch eine weitere Hydroxylierung und
anschlieende Reduktion am C-11 entsteht 11-Ketotestosteron, das eigentliche Androgen
bei Fischen (Arai, 1967). Testosteron besitzt 19 Kohlenstoffatome und wird durch Entfernen
der C-19-Methylgruppe und Aromatisierung von Ring A in Estrogene umgewandelt. Das
Estrogen Estron leitet sich vom Androstendion ab, wahrend Estradiol aus Testosteron
gebildet wird (Stryer, 1988).

Die Aromatase (EC 1.14.14.1), welche die Aromatisation des Androstedions oder des
Testosterons katalysiert, ist ein im Endoplasmatischen Retikulum lokalisierter
Enzymkomplex, bestehend aus einem spezifischen Cytochrom P450-Ham und einer
Flavoprotein NADPH abhangige Cytochrom P450-Reduktase (Kelloff et al., 1998).
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1.4 Eingesetzte Tiere

Fir die hier beschriebenen Versuche wurden juvenile Fettkopfbrassen (Pimephales

promelas; Cope, 1868) eingesetzt.

Abbildung 1.1. mannliche geschlechtsreife Fettkopfbrasse, das Foto wurde
freundlicherweise von G. Panter zur Verfigung gestellt.

Die Fettkopfbrasse ist der "Standardfisch" der FDA (US Food and Drug Administration) und
der EPA (US Environmental Protection Agency) fur die Priufung der Wirkung von
Arzneimittelwirkstoffen und anderen Chemikalien auf Warmwasser-Fische. Aus diesem
Grund waren schon verschiedene Daten Uber die Entwicklung und das Wachstum der Fische
unter Einfluss verschiedener Substanzen bekannt. Die Fische sind relativ klein (bis max.
7.5cm) und wenig aggressiv, daher konnen sie in grolen Gruppen auf begrenztem Raum
gehalten werden. Die geringe Gréle bedingt allerdings auch das sehr kleine Probenvolumen
im Falle von bendtigten Plasmaproben oder einzelnen Organe wie z. B. der Leber. Der
wesentlichste Vorteil dieser Fischart, fir den Einsatz in den durchgefiihrten Versuchen
besteht in schnellem Wachstum, leichter Nachziichtbarkeit und der Entwicklung von sehr
ausgepragten sekundaren Geschlechtsmerkmalen. Die Geschlechter der adulten Tiere
kénnen aufgrund von Farbung, Kopfform und Fettansatz vor der Rickenflosse phanotypisch

bestimmt werden.
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1.5 Eingesetzte Substanzen

Bei der hier vorgestellten Arbeit handelt es sich um ein Gemeinschaftsprojekt an dem 3
verschiedene Labore beteiligt waren, AstraZeneca (Brixham, UK), Shell (Thornton, UK) und
Schering (Berlin, D). Es wurden 9 verschiedene, endokrin wirksame Substanzen getestet,
wobei jedes Labor fur 3 Substanzen zustéandig war. Im Rahmen dieser Dissertation wurden

Ethinylestradiol, Fadrozol und Methyltestosteron eingesetzt.

OH  Chiral

\N\
Methyltestosteron Ethinylestradiol Fadrozol

Abbildung 1.1. Strukturformeln der eingesetzten Substanzen.

= Ethinylestradiol (EE2, 19-Nor-17a-pregna-1,3,5[10]-trien-20-in-3,17-diol, CAS 57-63-6),
dieses synthetisches Estrogen ist - neben Mestranol (CAS 72-33-3) - die wichtigste

Estrogen Komponente in oralen Kontrazeptiva. Durch Einfihrung der Ethinylgruppe in
der 17a-Position zeigt die Verbindung, verglichen mit dem endogenen Hormon 17f3-
Estradiol, eine héhere Stabilitat und besitzt eine héhere Bioverfligbarkeit (Schweinfurth
et al., 1997). Es bindet an den Estrogen Rezeptor und I6st damit die estrogen
abhangige Expression bestimmter Gene aus.
So wurden beispielsweise in Trinkwasserproben 0.1-1.4ng/l, im Grundwasser 0.1-
0.2ng/l gemessen, in Oberflachenwasser ebenfalls 0.1-0.2ng/l und in Klaranlagen-
abflissen 0.2-0.6ng/l (Kalbfus et al., 1998).

= Methyltestosteron (MT, 17a-methyl-4-androsten-17p3-ol-3-one, CAS. 58-18-4), ein

synthetisches Androgen, das rountinemalig in der kommerziellen Fischzucht

eingesetzt wird, um groRe, phanotypisch mannliche Fische zu produzieren (Feist et al.,
1995). Es gibt auch Studien, bei denen Methyltestosteron zur Behandlung von
hypogonodal impotenten Mannern, die am Klinefelter-Syndrom leiden, eingesetzt
wurde (Loughlin, 1995; Zhu, 1990). Zudem wird Methyltestosteron in der hormone-
replacement Therapie bei Mannern und zur Bekampfung von Brustkrebs bei
postmenopausalen Frauen eingesetzt. In Deutschland ist es allerdings in keinem
Medikament als Wirkstoff zugelassen. Es sind keine Daten Uber Methyltestosteron

Konzentrationen in der Umwelt publiziert.
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Fur dieses Projekt wurde es als Androgen eingesetzt, da es durch die Methylgruppe in
der 17a-Position von endogenem Testosteron unterschieden werden kann.
= Fadrozol (F, 4-[5,6,7,8-Tetrahydromidazo{1,5-a}pyridin-5-yl]benzonitril, CAS 102676-
47-1), ein Imidazol und potenter Aromatase-Inhibitor, der von der Firma Novartis
(Basel, CH) hauptsachlich zur Therapie von Brust- und Prostatakrebs entwickelt wurde.
Der nicht-steroidale Inhibitor bindet an die Hamgruppe des Enzyms und verhindert so
die enzymatische Reaktion (Kelloff et al, 1998). Im Gegensatz zu steroidalen
Inhibitoren besitzen nicht-steroidale keine hormonell agonistische oder antagonistische
Aktivitat. Die Wirksamkeit von Fadrozol als potentem Aromatase-Inhibitor wurde bereits
am Mensch und an der Ratte nachgewiesen (Kelloff et al., 1998), es gibt aber nur sehr
wenig Publikationen bei denen die Wirksamkeit am Fisch getestet wurde.
Beispielsweise beschrieben Alfonso et al. 1996 eine reduzierte Estradiolproduktion von
Coho-Lachs Follikelzellen, nach Fadrozolbehandlung. Auch von dieser Substanz sind
keine umweltrelevanten Konzentrationen bekannt und publiziert.
Die verwendeten Substanzen haben unterschiedliche Angriffspunkte in der Steroid-
Biosynthese (s. Abb. 1.6). Ethinylestradiol bindet an den Estrogen Rezeptor und aktiviert
dadurch die Expression verschiedener estrogen abhangiger Gene, z.B. des Vitellogenins.
Methyltestosteron bindet an den Androgen Rezeptor. Fadrozol hemmt die Aromatase und

verhindert damit die Konvertierung von Testosteron in Estradiol.
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Abbildung 1.2. Angriffspunkte im Steroidstoffwechsel der getesteten Substanzen.

Es wurde ein drei-wdchiger Kurzzeittest mit juvenilen Fettkopfbrassen (Pimephales
promelas) entwickelt, welche im Durchflussverfahren verschiedenen Konzentrationen der
beschriebenen Substanzen ausgesetzt wurden.

Im Gegensatz zu vielen in der Literatur beschriebenen Testsystemen wurden hier juvenile,
noch nicht geschlechtsdifferenzierte Fische der zu testenden Substanz direkt im Wasser
ausgesetzt. In verschiedenen, bereits publizierten Tests wurden die Tiere mit einer
angereicherten Diat geflttert (Carlson et al. 1999) oder intraperitoneal injiziert (Christiansen
et al.,1998; Crim et al., 1980; Hernandez et al, 1992). Zudem wurde sehr haufig mit
anderen, grélReren Spezies gearbeitet, beispielsweise Karpfen (Cyprinus carpio) oder
Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss), wobei es sich meistens um adulte Tiere

handelte.
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1.6 Zielsetzung

In der europaischen Chemikaliengesetzgebung (ChemG, Neufassung 1994) ist festgelegt,
dass neue Substanzen, darunter auch Synthesezwischenprodukte, bestimmten
Okotoxikologischen Tests unterzogen werden mussen, um deren Gefahrdungspotential und
mogliche 6kotoxikologische Risiken beurteilen zu kénnen. Im Rahmen von Screening-Test -
z.B. akute Toxizitdt am Fisch (OECD Guideline 203), akuter Immobilisierungstest am
Wasserfloh (OECD Guideline 202), Wachstumshemmtest an Griunalgen (OECD Guideline
201) und einem Abbautest (OECD Guideline 209) - konnen lediglich Mortalitat (LCso),
Zellwachstumshemmung oder ein qualitativer Hinweis auf leichte Abbaubarkeit ermittelt
werden. Da Konzentrationen von Chemikalien in méglichst einfachen Testverfahren und zu
einem frihen Zeitpunkt der Entwicklung ermittelt werden sollten, die auch im subletalen
Bereich ohne negative Wirkung auf die Population bleiben, ist diese Screening-Testbatterie
als unvollstéandig anzusehen.

Bei endokrin wirksamen Substanzen kann es durch eine chronische Exposition viel mehr zu
einer Veranderung im Hormonstatus der Tiere kommen. Diese Veranderung kann sich dann
auf die Reproduktionsfahigkeit auswirken und damit einer Population weit mehr Schaden
zuflgen.

Um schon in einem frihen Stadium einer Priifstrategie mogliche negative Eigenschaften
hinsichtlich einer endokrinen Wirkung erkennen zu koénnen, ist ein in vivo Kurzzeittest, der
aufgrund von bestimmten Markern Hinweise auf diese Eigenschaften gibt, erforderlich. Eine
langerfristige Prifung auf Entwicklungs- und Reproduktionsstérungen sollte aus
tierschutzrechtlichen und o6konomischen Gesichtspunkten nur mit solchen Substanzen
durchgeflhrt werden, bei denen Hinweise auf dieses Potential vorhanden ist.

Als Marker fir endokrine Wirksamkeit bieten sich biochemische Parameter wie
beispielsweise Dotterproteine (Folmar et al., 1996), Zona radiata Proteine (Oppen-Bernsten
et al., 1999) oder endogene Steroidlevel (Tremblay und van der Kraak, 1999) an. In der
vorliegenden Arbeit wird Gber die Forschung an biochemischen und molekular-biologischen
Methoden berichtet und die verschiedenen Marker hinsichtlich ihrer Auspragung unter

Expositionsbedingungen untersucht.
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2. Material und Methoden

21 Zucht von Fettkopfbrassen

Da fir die systemischen Vertraglichkeitsprifungen, ebenso wie flr den Early-life stage Test
jeder Zeit frischer Laich, bzw. juvenile Fettkopfbrassen zur Verfiigung stehen muf3ten, wurde

eine eigene Zucht etabliert.

Die Zucht wurde nach der EPA (United States Environmental Protection Agency) Guideline
600/4-90/027F, Appendix A (1993) und Kramer et al. (1998) durchgeflihrt.

2.1.1 Auswahl der Fische

Es wurden Zuchtgruppen bestehend aus einem adulten Mannchen und flinf bis sechs
adulten Weibchen, bzw. zwei Mannchen und zehn bis zwolf Weibchen gebildet. Die
Mannchen sollten einige sekundare Geschlechtsmerkmale wie die Fetteinlagerung am Kopf
(Papillen) oder eine Schwarzfarbung zumindest der Kiemendeckel aufweisen, noch
vorteilhafter ist eine Streifung des gesamten Korpers. Bei Weibchen sollte lediglich beachtet
werden, dall der Bauch nicht aufgeblaht ist, da das auf eine eingetretene Laichstarre

hindeuten kann und die Weibchen dadurch nicht mehr ablaich bereit waren.

Zudem war zu beachten, dald der Allgemeinzustand der Fische gut ist, d.h. die Schuppen
gléanzend anliegen, die Augen nicht aus ihren Hohlen hervortreten, keine Abmagerung und

keine Wirbelsdulenverkrimmung vorlag.

2.1.2 Zuchtbedingungen

Kleine Zuchtgruppen bestehend aus 6 Tieren wurden in 25| Vollglasaquarien gehalten,
gréllere Zuchtgruppen mit 12 Tieren in 601 Aquarien. In jedem Aquarium wurden mindestens
3 halbierte Tontopfe als Laichhéhlen angeboten. Es muldte darauf geachtet werden, dal}
immer genug Laichplatze zur Verfigung standen, da geschlechtsreife Mannchen sehr
aggressiv um Laichhohlen kdmpfen. Um eine zu grof3e Ablenkung der Fische zu vermeiden
(beispielsweise durch vor den Becken vorbei laufende Personen) wurden die Becken an der

zum Durchgang gerichteten Seite mit durchscheinender Folie (blau oder griin) beklebt.

Ein schwacher Wasserdurchflul® verhinderte eine Abnahme des geldsten Sauerstoffs und
der Temperatur sowie schnelles Verschmutzen der Aquarien, dadurch wurde haufiges
Putzen und damit Strel3 fir die Fische vermieden. Aus diesem Grund wurden die
hydrographischen Parameter (Temperatur, pH, O,-Gehalt) nur jeden 2. Tag bestimmt und

die Laichhdhlen ebenfalls nur an diesen Tagen kontrolliert.
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Die Belichtungsdauer war auf 16h hell, 8h dunkel (ohne Dimmung) eingestellt. Der
Sauerstoffgehalt des Wassers betrugt zwischen 8 + 1mg/I, der pH 8 + 0.5, die Temperatur 25
+2°C.

Das verwendete Wasser wurde in einem 4001 Tank vortemperiert und tber ein Gefalle in die

Becken geleitet.

Samtliche Tiere werden zweimal taglich mit aufgetauten Mickenlarven (schwarz, rot und

weild) geflttert.

2.1.3 Aufzucht der Embryos

Die Laichhdhlen wurden dreimal pro Woche am spaten Vormittag kontrolliert, da bei
Pimephales promelas die Balz und das Ablaichen erst mit der Belichtung beginnt. Dazu
wurden die Tontopfe vorsichtig im Becken umgedreht und begutachtet. Waren Eier
vorhanden, wurden die Topfe aus dem Zuchtbecken entfernt. Die Aufzucht erfolgte in 30l
Becken, welche mit Moskitonetz in 4 weitere Kammern unterteilt waren. Zur Aufzucht von
juvenilen Fettkopfbrassen stellte man die Topfe mit der groBeren Offnung nach unten auf
den Boden einer Kammer und plazierte einen Sprudelstein so, dall die Eier standig einer

leichten Wasserbewegung ausgesetzt waren.

Bei einer Wassertemperatur von 25 + 2°C schllpften nach ca. 4 Tagen die Larven. Nach
weiteren 2 - 3 Tagen ist der Inhalt des Dottersacks verbraucht und die Larven begannen zu
fressen. Als Futter dienen 24h alte Salinenkrebschen (Artemien Naupliden) und
herkdbmmliches Staubfutter (Silberhorn et al., 1993).

Sobald die Larven eine GrofRe von etwa 0.7 — 1 cm erreicht hatten, wurden sie in gréRere

Aquarien umgesetzt und mit aufgetauten Mickenlarven oder Cyclops gefuttert.

2.2 Verlangerter Fischtest (Systemische Vertraglichkeitspriifung) an juvenilen

Fettkopfbrassen liber 21 Tage

Die Tests wurde gemal der SOP EMSG/AQ/001 modifiziert nach OECD Test Guideline 204
durchgeflhrt.

Im Rahmen des EMSG-Forschungsprojekts ,Reproduktion und Entwicklung von Fischen
unter Einflu® von endokrin wirksamen Substanzen® sollte eine Methode entwickelt werden,
mit der die endokrine Wirkung hormonell wirksamer Chemikalien in einer Kurzzeitprifung am
Fisch untersucht werden kann. Dazu wurden juvenile Fettkopfbrassen 3 Wochen lang in

einem DurchflulRsystem einer bestimmten Substanz ausgesetzt. Als Substanzen wurden, wie
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bereits in der Einleitung beschrieben, Ethinylestradiol (EE2), Methyltestosteron (MT) und

Fadrozol (F) verwendet.

Alle Substanzen wurden in subletalen Dosen eingesetzt. Hierflir wurden zuerst Range-

finding-Tests gleichen Testaufbaus (s. 2.2.1) Uber 14 Tage durchgeflhrt.

2.2.1 Testaufbau

Die definitiven Tests wurden ebenso wie die Range-finding-Tests in 20l Aquarien
durchgefuhrt, deren Fullvolumen durch eine Bohrung auf 10l begrenzt sind. Der Zulauf
erfolgte Uber ein 51 Mischgefal in dem sich unter standigem Rihren die
Substanzstammldsung mit frischem, vortemperiertem Leitungswasser mischte. Dieses
Mischgefald besalt einen Ablauf, der durch ein T-Stlick auf zwei Replikate verteilt wurde.
Insgesamt wurden pro Stunde 8l Lésung in beide Replikate geleitet, d.h. 4l pro Replikat pro
Stunde.

Schwebekorper-
durchfluBmesser

- —)

Leitungswasser

Zulauf —) s

‘ \ Hadelventil

Sedimentationsfhilter

Glasstab

Illllllllalllj

Mischgefab

Zulauf
[Stammlosung
+ ggf. Losungsvermmittler]

Iberlauf ﬁ

=
Uberlauf I'l_'l_agnet- Infusionspumpe
Zur ruhrer + Spritze
Ahfluﬂrinny _________ _ |

c;:] | |‘- Yortrieb
- - -t Metallgestell
Testbecken

Abbildung 2.1. Schematischer Testaufbau einer systemischen Vertraglichkeitsprifung am
Fisch (Abbildung aus Akute Toxizitatsprufung am Fisch im Durchflussverfahren, Wendt,
1999)
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2.2.2 Eingesetzte Tiere

Die verwendeten Fische sollten folgende Kriterien erflllen: Gewicht ca. 150 + 30mg, Lange
ca. 20 £ 4mm. Samtliche Tiere wurden vor dem Einsatz in den Versuch mindestens 2
Wochen akklimatisiert, wobei die hydrografischen Parameter sowie die Mortalitat taglich
dokumentiert wurden. Bei einer Mortalitét von tUber 10% wurden die Fische nicht verwendet.
Zur Aufzucht wurden die Jungfische mit Artemia Nauplien und aufgetauten Cyclops-

Copepoden gefiittert, wahrend der Akklimatisation wurde auf Trockenfutter umgestellit.

Fir die definitiven Tests wurden 136 Fische pro Konzentration, in Gruppen zu je 8 Tieren
randomisiert eingesetzt. Pro Totungszeitpunkt pro Replikat konnte so auf 17 Fische
zurtickgegriffen werden. Das Alter der eingesetzten Fische betrug zwischen 3 und 5

Monaten.

2.2.3 Test Konzentrationen

Es wurde bei jedem Versuch eine Leitungswasser- und eine positiv Kontrolle (10ng EE2/I)

mitgefuhrt, zudem wurde jede Substanz in drei verschiedenen Konzentrationen getestet.

Hierzu wurden Stammlésungen der Testsubstanz in entsalztem Wasser (VE-Wasser), bei
Methyltestosteron mit Lésungsvermittler (Dimethylformamid = DMF), angesetzt und Uber

Infusionspumpen mittels 60ml Spritzen in die Mischgefalte zudosiert.

1. Ethinylestradiol (TXST 19990138)
Gruppe 1 Leitungswasserkontrolle

Gruppe 2 nominal 0.005ug/|
Gruppe 3 nominal 0.010ug/l  enstprach der pos. Kontrolle
Gruppe 4 nominal 0.050ug/|

2. Fadrozol (TXST 19990109)

Gruppe 1 Leitungswasserkontrolle

Gruppe 2 nominal 25ug/l

Gruppe 3 nominal 50ug/l

Gruppe 4 nominal 100ug/l

Gruppe 5 nominal 0.010ug/l  pos. Kontrolle
3. Methyltestosteron

Gruppe 1 Leitungswasserkontrolle

Gruppe 2 Losungsvermittlerkontrolle (31mg Dimethylformamid/l Testlésung)
Gruppe 3 nominal 10ug/l

Gruppe 4 nominal 50ug/l

Gruppe 5 nominal 100ug/l

Gruppe 6 nominal 0.010ug/l  pos. Kontrolle
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Da Methyltestosterone nicht in den bendtigten Mengen wasserloslich ist, mufite als
Losungsvermittler Dimethylformamid (DMF) eingesetzt werden. Um eine mdgliche
Beeintrachtigung zu vermeiden wird die, durch die OECD Guideline 204 festgelegte

Grenze von < 100mg Lésungsvermittler/| deutlich unterschritten.

4. Kombinationsversuch (Methyltestosteron + Fadrozol)

Gruppe 1 Lésungsvermittlerkontrolle (31mg Dimethylformamid/l Testlésung)
Gruppe 2 nominal 10ug MT/I

Gruppe 3 nominal 50ug F/I

Gruppe 4 nominal 10ug MT + nominal 50ug F/I

2.2.4 Futterung

Die Fettkopfbrassen wurden wahrend der Versuche mit einer Trockenfutter Diat
(AstraZeneca, Brixham, UK) gefuttert. Das Futter war zuvor auf mdogliche Estrogenitat
geprift worden, indem ein Eluat in einem Test mit Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae),
die mit dem humane Estrogen Rezeptor transfizierten waren getestet wurde. Das Eluat
zeigte keine postitive Wirkung in diesem Test. Die Futterung erfolgte 2x taglich, mit einer

Menge von ca. 2% des durchschnittlichen Kérpergewichts.

2.2.5 Parameter

2.2.5.1 Hydrographische (abiotische) Messungen

Die hydgrographischen Parameter (pH, O,-Sattigung und Temperatur) wurden taglich, der
Verbrauch an Substanz-Stammldsung jeden 2. Tag und die Durchflussraten um unnétigen
Strel} fur die Fische zu vermeiden, bei jeden Totungszeitpunkt bestimmt. Tétungszeitpunkte

waren Tag 0, 4, 7, 14 und 21, die T6tung erfolgte in flissigem Stickstoff.

2.2.5.2 Biologische Messungen und Beobachtungen

Es erfolgte eine tagliche Dokumentation der Mortalitat und eine Begutachtung der Fische auf
mogliche krankhafte, makroskopische oder Verhaltensanderungen. Bei einer Mortalitat von >

10% in der Kontrollgruppe wurde der Versuch abgebrochen (OECD Guideline 204).

Es sollten verschiedene biochemische und molekularbiologische Parameter bestimmt
werden, unter anderem die Vitellogenin- und  Steroidkonzentrationen im
Ganzkorperhomogenat, die Geschlechtsverteilung und die mRNA Konzentrationen des
Estrogenrezeptors (ER) und des Vitellogenins (VTG). Auf die verwendeten Methoden wird in
den folgenden Abschnitten eingegangen. Hierzu wurden 34 Fische zu jedem

Toétungszeitpunkt (einschliellich am Tag 0 aus der Akklimatisation) den Becken entnommen



Material und Methoden Seite 21

und aufgearbeitet. Von den entommenen Fischen wurde vor der Aufarbeitung die Lange und
das Gewicht bestimmt, um eine Veranderung des Wachstums zu dokumentieren. Zusatzlich
wurden 40 weitere Fettkopfbrassen fir eine spatere Geschlechtsbestimmung separat

gehalten und bis zur Auspragung sekunkdarer Geschlechts-merkmale aufgezogen.

Juvenile Fische

136 Fische pro Konzentration

— ¢

.

32 Fische 32 Fische pro 2 Fische pro 40 Fische zur
an Tag 0 Konzentration Konzentration Geschlechts-
(Tag 4,7, 14 (Tag 4,7, 14 bestimmung
und 21) und 21) (unbehandelt)
Besiimmung der Korperlange und des Nassg(iwichts i
Ganzkorper- Ganzkorper- RNA-Isolation Phanotypisch
homogenat homogenat
(Lagerung: (Lagerung: (Lagerung: (keine histol.
-20°C) -20°C) -80°C) Untersuchung)
Vitellogenin- Vitellogenin- RT-PCR
ELISA ELISA

Abbildung 2.1. Schematische Darstellung der Probennahme bei einer systemischen
Vertraglichkeitsprifung.

2.3 Statistische Auswertung der Kurzzeittests

Es wurde eine statistische Auswertung mit ANOVA durchgefiihrt, falls die Homogenitat der
Varianz nicht gegeben war. Im anderen Fall wurde eine Varianzanalyse und ein Student T-
Test durchgeflihrt um die exponierten Gruppen mit der Kontrolle zu vergleichen. Wenn nur
eine Leitungswasserkontrolle im Test mitgeflihrt wurde diente sie als Kontrolle, bei einer

zusatzlichen Lésungsvermittlerkontrolle wurde diese als Kontrolle benutzt.
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2.4 Early-Life Stage Test

In einem zweiten Teilprojekt sollte die langerfristige Wirkung von Chemikalien auf die
Entwicklung von Fischen getestet werden. Hierflir wurde ein ELS Test (Early-Life Stage
Toxicitiy Test) in Anlehnung an die OECD Guideline 210 durchgefuhrt. Zu diesem Zweck
wurden zunachst Manipulationen mit unbehandelten Fischeiern und -larven durchgefihrt, um
die Handhabung zu optimieren und Referenzdaten Uber Schlupfrate und Mortalitat unter
Kontrollbedingungen zu erhalten. Im Anschluf sollte ein ELS Test mit Methyltestosteron als

Prifsubstanz durchgefiihrt.

241 Testaufbau

Einen Tag vor Testbeginn, wurden samtliche Eier aus allen Zuchtgruppen entfernt, um
gewahrleisten zu kdnnen, dass die verwendeten Eier nicht alter als 24h waren. An Tag 0 des
Tests wurden Eier aus mindestens 3 verschiedenen Zuchtgruppen von den Laichhéhlen
entfernt, gepoolt und unter einem Binokkular auf ihren embryologischen Entwicklungstand

untersucht. Unbefruchtete und verpilzte Eier wurden gezahlt, dokumentiert und aussortiert.
Es wurden unterschiedliche Ansatze getestet.

= |m ersten Ansatz wurden 120 Eier in vier 11 Becherglaser verteilt, mit 800ml temperiertem
Frischwasser aufgefiillt, die Glaser mit Gaze abgedeckt und in ein beheiztes Wasserbad
(25 + 2°C) gestellt.

= |m zweiten Ansatz wurde mit den Eiern gleich verfahren, nur dass diesmal die Inkubation
bis zum Schlupf nicht in einem Wasserbad, sondern bei Raumtemperatur (~23°C)
erfolgte. Sobald die ersten Larven geschlipft waren, wurden die Becherglaser in ein
beheiztes Wasserbad (25 + 2°C) uberfuhrt.

= |m dritten Ansatz wurden die Eier wieder im beheizten Wasserbad (25 + 2°C) inkubiert,
aber mit einer Pasteurpipette sehr vorsichtig belliftet um eine geringflgige

Wasserzirkulation zu gewahrleisten.

= |m vierten Ansatz kam eine speziell flir den ELS entwickelte Apparatur zum Einsatz (s.
Abb. 2.3). Dabei handelt es sich um einen Hebearm, der mit einem Motor verbunden war,
an dem 4 Plexiglaszylinder befestigt sind, welche mit diesem Arm in zwei Aquarien auf
und ab bewegt werden koénnen. Die Plexiglaszylinder waren nach untern mit einer
dichten Gaze abgeschossen und dem Wasser ein Ein- und Ausstromen zu ermdglichen,

ohne dass Eier dabei verloren gehen konnten.
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Abbildung 2.1. ELS-Apparatur zum bewegen der Eier in der Priiflésung.

Bei samtlichen Ansatzen wurden die Eier taglich Gberprift und ggf. verpilzte oder sterile Eier,
noch am selben Tag soweit es mdglich war entfernt und dokumentiert. Es wurde die Zeit bis
zum Schlupf und die Schlupfrate erfasst, ebenso wie die Mortalitat der geschlipften Larven
bis zum Tag 28 nach Schlupf (n.S.) zudem wurden die Larven makroskopisch begutachtet.
Hierzu wurden die Gruppen taglich Uberprift, tote Larven entfernt und
Verhaltensauffalligkeiten oder Malformationen dokumentiert. Die Schlupfrate sollte >66%
betragen, die Mortalitdt wahrend der Aufzuchtphase sollte <30% sein. Die hydrographischen

wurden taglich Gberprift und dokumentiert.

Ab Tag 4 n.S. wurde mit der Fltterung der Larven begonnen. Es wurde zwischen 2-3 Mal
taglich mit frisch geschlipften Artemien Naupliden geflttert. Die Halterungssysteme wurden

taglich von Futter- und Kotresten befreit, damit keine Verpilzung eintreten konnte.

Am Tag 28 n.S. wurden die Jungfische mit MS 222 (Ethyl-3-aminobenzoat-methansulfonat =
Fischnarkotikum) bis zum Ableben anasthetisiert und das Korpergewicht und die

Standardlange (Maulspitze bis Schwanzansatz) bestimmt.
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Auf diese Weise konnten folgende unterschiedliche Endpunkte erfasst werden:

e Zeit zum Beginn des Schlupfs bis Ende

e Cummulative Mortalitat

¢ % geschlupfte Larven pro Schlupftag

¢ Lange und Gewicht der Jungfische nach 28 Tage (n.S.)

e Zahl der Fische mit abnormen Veranderungen

2.4.2 ELS-Vorversuche mit Methyltestosteron

Fir diesen Test, mit Methyltestosteron als Prifsubstanz, wurde ebenfalls Dimethylformamid
als Losungsvermittler eingesetzt. Vor dem definitiven Test wurden ein Range-finding Tests
durchgeflhrt mit den Substanzkonzentrationen 0.1, 1 und 10ug/l und ein weiterer mit den
Konzentrationen 30, 90 und 180ug/l. Dazu wurden je 8 bzw. 10 Eier pro Konzentration in
Becherglasern bis 7 Tage n.S. exponiert. Bei diesen Dosisfindungs-Tests wurde die

Schlupfrate und die Mortalitat Gberpruft.

Die eingesetzten Eier und Larven fir den definitiven Test sollten bis zum Tag 28 n.S. in
einem Durchflussystem (4l/h) verschiedenen Methyltestosteron Konzentrationen ausgesetzt,
zusatzlich wurde eine Leitungswasser- und eine Losungsvermittlerkontrolle mitgefuhrt.
Hierzu wurden Stammlésungen der Testsubstanz in VE-Wasser mit Losungsvermittler

angesetzt und Uber Infusionspumpen mittels 60ml Spritzen in ein Mischgefal® zudosiert.

Test Konzentrationen:

Gruppe 1 Leitungswasserkontrolle

Gruppe 2 Lésungsvermittlerkontrolle (DMF + Wasser / 1:4 = 61mgDMF/1)
Gruppe 3 nominal 10ug MT/I

Gruppe 4 nominal 30ug MT/I

Gruppe 5 nominal 90ug MT/I

Gruppe 6 nominal 180.0ug MT/I

Es wurden jeweils 20 Eier pro Plexiglasrohre eingebracht, d.h. 40 Eier pro Gruppe. Die Eier
wurden von mindestens 3 Zuchtgruppen gewonnen und der Laich gepoolt, bevor er auf die

Kammern aufgeteilt wurde.
Bei dem definitiven Test sollten zustatzliche Endpunkte bestimmt werden:

¢ Vitellogeningehalt des Ganzkérperhomogenats der Jungfische 28 Tage n. S.

¢ Geschechtsentwicklung der Jungfische nach der Exposition
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2.5 Kompetitiver Vitellogenin ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay)

Der ELISA wurde gemaR der SOP EMSG/AQ/002 und SOP EMSG/AQ/003, modifiziert nach
Tyler et al. 1999 durchgefiihrt.

Vitellogenin wird in der Leber von weiblichen oviparen (eierlegenden) Vertebraten
synthetisiert, anschliefend in die wachsende Oocyte incorporiert und proteolytisch in

kleinere Dotterproteine gespalten (Parks et al. 1999).

Dieses Protein wurde im Ganzkdrperhomogenat von behandelten oder unbehandelten
Fettkopfbrassen mit Hilfe eines ELISAs nachgewiesen. Hierzu wurde gereinigtes Karpfen
Vitellogenin (Tyler und Sumpter, 1990) an eine high binding -Mikrotiterplatte adsorbiert.
Parallel dazu wurde in einer zweiten low binding -Mikrotiterplatte die zu messende Probe,
bzw. die Eichstandards (ebenfalls Karpfen Vitellogenin) mit einem primaren Antikdrper
inkubiert. An Tag 2 wurden die restlichen freien Bindungsplatze der beschichteten Platte mit
BSA abgesattigt und danach der Inhalt der Standard Platte in die beschichtete Platte
transferiert. In der folgenden Inkubationszeit banden die restlichen, nicht an Antigen
gebundenen, Vitellogenin- Antikorper an das Karpfen Vitellogenin an der Plattenwandung.
Diese Antikorper wurden anschlielend mit einem enzymkonjugierten anti-Kaninchen
Antikérper markiert und unter Substratumsatz (o-Phenylenediamin) nachgewiesen. Der
Farbumschlag des enzymatisch oxidierten Substrats war hierbei der Menge des
Vitellogenins umgekehrt proportional (s. Abb. 2.4).

= Microtiter Platte

- = Karpfen Vitellogenin
@D -ciocking Protein (BSA)
pa
O
@

= Karpfen Vitellogenin Antikérper

= anti-Kaninchen Antikédrper mit Peroxidase
konjugiert

= o-Phenylendiamine

= o-Phenylendiamine (ox.)

Abbildung 2.1. Schematische Darstellung des VTG-ELISAs.



Material und Methoden Seite 26

Die Auswertung erfolgt Uber eine Eichkurve, die anhand einer Verdiinnung eines gereinigten
Vitellogeninstandards (500 ng VTG / 60ul) erstellt wurde.

2.51 Homogenisation

Um das Vitellogenin im Ganzkérperhomogenat zu messen, wurden die in flissigen Stickstoff
getdteten Fische aufgetaut, gewogen, die Korperlange gemessen und dokumentiert,
anschlielend wurden die Fische kopflber in ein Eppendorf-Reaktionsgefald Gberfihrt, es
wurde Phosphatpuffer (Lsg. 2.4.4.6) zugegeben (1pl pro mg Fisch) und von Hand mit einem
Micropistill homogenisiert. Das Homogenat wurde mit 8000 g flr 7 Minuten abzentrifugiert,

nur der Uberstand wurde fiir den ELISA eingesetzt.

Dieser Uberstand wurde je nach erwartetem Wert entweder 1:100, 1:1000 oder 1:10000 mit
Blockingpuffer (Lsg. 2.4.4.2) verdinnt. Bsp: Ganzkérperhomogenat unbehandelter juveniler
Fische 1:100, Ganzkdrperhomogenat mit Ostrogen behandelter Fische 1:1000,
Serumproben behandelter Fische 1:10000.

2.5.2 Kontrollen

2.5.2.1 Max-Wert

Der Max-Wert gab die maximal mogliche Bindung freien Vitellogenin-Antikorpers an
das Karpfen-Vitellogenin an der Plattenwandung an. Bei diesen Wells wird der starkste

Farbumschlag gemessen.

2.5.2.2 NSB-Kontrolle

Bei dieser Kontrolle wurden die Wells der beschichteten Platte mit Coating Puffer ohne
Vitellogenin inkubiert. Dies bedeutet, der freie Vitellogenin-Antikdrper hatte keine
Médglichkeit spezifische Bindungen einzugehen. In diesen Wells durfte kein
augenscheinlicher Farbumschlag zu sehen sein. Die Extinktionswerte dieser Wells
wurden von allen anderen abgezogen, da es sich in diesem Falle um eine nicht

spezifische Bindung handelte (= Blank).
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2.5.3 Durchfithrung

2531 Tag1

2.5.3.1.1 Beschichten der Platten (Nunc = High binding plate)

= 100ul Coatingpuffer (Lsg. 2.4.6.4) mit 60ng VTG / Well in alle Wells auler NSB
= in NSB 100pl Coatingpuffer ohne VTG

= Platte abkleben, Gber Nacht bei ca. 4°C

2.5.3.1.2 Eichstandard und Probenplatte (Limbro = Low binding plate)

= in die unten aufgefihrten Wells, 60ul Blockingpuffer (BB = Lsg. 2.4.4.2)
(NSB, MAX, ST2 - ST15)

= 60ul Eichstandard (500ngVTG/60ul fertig verdinnt von
der Universitat Brunel zur Verfiigung gestellt) in ST1 und ST2

= Standardverdinnungsreihe: 1:1 Verdiinnungen von ST2 bis ST12

ST2 durch mehrfaches auf- und abpipettieren gut durchmischen, 60ul aus ST2 in
ST3,wieder gut durchmischen, 60ul aus ST3 in ST4 usw., so immer 1:1 verdinnt, die
letzten 60pl aus ST12 verwerfen

= Proben (= Uberstande der homogensierten Fische, s. 2.4.1) 1:100 in BB verdiinnen
= 60l verdiinnte Uberstande pro Well pipettieren (mind. Doppelwerte).
= 1. Antikérper (=AK) 1:500 in BB verdiinnen (Vorverdiinnung 1:100)
60ul 1. AK / Well (Antikérper wurd ebenfalls vorverdiinnt von der Universitat
Brunel zur Verfigugn gestellt)
= Platte abkleben, Gber Nacht ca. 4°C
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2.5.3.2 Pipettierschema
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ST1 | ST2 | ST3 | ST4 | ST5 | ST6 | ST7 | ST8 | ST9 | ST10 | ST11 | ST12
ST1 | ST2 | ST3 | ST4 | ST5 | ST6 | ST7 | ST8 | ST9 | ST10 | ST11 | ST12
MAX | S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 | S11
MAX | S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 | S11
S12 | S13 | S14 | S15 | S16 | S17 | S18 | S19 | S20 | S21 | S22 | S23
S12 | S13 | S14 | S15 | S16 | S17 | S18 | S19 | S20 | S21 | S22 | S23
S24 | S25 | S26 | S27 | S28 | S29 | S30 | S31 | S32 | S33 | S34 | NSB
S24 | S25 | S26 | S27 | S28 | S29 | S30 | S31 | S32 | S33 | S34 | NSB

ST.. = Karpfen VTG-Standard, verdiinnt von 500 — 0.244ng/

MAX = maximale Bindung

NSB = nicht spezifische Bindung

S.. = unbekannte Proben

2533 Tag2

2.5.3.3.1 Beschichtete Platte

2.5.3.3.2 Transfer

3x mit Waschpuffer (Lsg. 2.4.4.1) vorsichtig waschen (kleinen Spritzflasche),

danach gut ausklopfen
150ul BB/ Well

mit Klebefolie abkleben, 30 min, bei ca. 37°C im Brutschrank inkubieren

beschichtete Platte 3x waschen (Waschpuffer)
100ul der Standardplatte von Reihe A in die Reihe A der Coated-Plate Uber-

fuhren

abkleben, exakt 60 min, bei RT inkubieren
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25333 2. AK

» o rabbit IgG-Peroxidase-Konjugat 1:2000 in BB verdiinnen;
(Bsp. fir eine Platte12ml BB : 6ul 2. AK)

= Platte 3x waschen (Waschpuffer)

= 125ul 2. AK/ Well

= abkleben, > 2h, bei ca. 37 °C im Brutschrank inkubieren

2.5.3.3.4 Farbreaktion

= Substratpuffer ansetzen: 10 ml Substratpuffer (2-Komponentengemisch Lsg. 2.4.4.3)
+ eine 5mg OPD-Tablette, ca. 5 min stehen lassen
bis sie vollstandig aufgeldst ist.
direkt vor der Benutzung

5ul Wasserstoffperoxid zugeben

Platte 3x waschen (Waschpuffer)
1254l Substratpuffer / Well
abkleben, 50 min, bei RT im Dunkeln inkubieren

2.5.3.3.5 Abstoppen
= 30pl 3M Schwefelsaure (Lsg. 2.4.4.5) zugeben

= ca.10 min, RT, im Dunkeln abgedeckt stehen lassen

2.5.3.3.6 ELISA-Reader
=  450nm / 5sek schitteln

anschlieRend die gemessene Platte unter dem Abzug vollstandig ausdampfen lassen

2.5.4 Verwendete Puffer

2.5.41 Waschpuffer

Zusammensetzung: Herstellung bei Endvolumen 1000 ml:
0.01M NaH PO, 1.2g
0.90% NacCl 9.0g
0.05% Tween 20 500ul
ad 1000ml VE-Wasser
pH 7.4
Lagerung :RT

Haltbarkeit : 6 Monate
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2.5.4.2 Blockingpuffer

Zusammensetzung:
Waschpuffer (Lsg. 2.4.4.1)
Mit 1% BSA

Lagerung :RT
Haltbarkeit :1Tag

2.5.4.3 Substratpuffer

Substratpuffer-Grundlage (2-Komponenten-Gemisch)
Komponente A:

0.2M Na;HPO,

Komponente B:

0.1M Zitronensaure

Mischung:

Mischung auf pH 5.0 einstellen
Lagerung :RT
Haltbarkeit : 6 Monate

Substratpuffer Fertigstellung:

100ml
19

5.689/200ml VE-Wasser
3.849/200ml VE-Wasser
25.7ml Komponente A

+ 24.3ml Komponente B
+ 50ml VE-Wasser

Die Fertigstellung des Substratpuffers erfolgt direkt vor Gebrauch

2-Komponentengemisch (Pkt. 2.4.4.3)
OPD-Tablette

10ml
1 Stk.

Ca. 5 min. stehenlassen, bis die Tablette vollstandig geldst ist.

Wasserstoffperoxid

2.5.4.4 Coatingpuffer
0.05M Na,COs;

pH :9.6
Lagerung :RT
Haltbarkeit : 6 Monate

5ul

2.1g
ad 500ml VE-Wasser
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2.5.4.5 Stopplosung Schwefelsaure 3 M
Lagerung :RT
Haltbarkeit : 6 Monate

2.5.4.6 Phosphatpuffer (2-Komponenten-Gemisch)

1M K;HPO, 40ml
1M KH,PO, 10ml
ad 1000ml VE-Wasser
pH=7.4
Lagerung :RT
Haltbarkeit : 6 Monate

2.6 Kompetitiver Steroid-ELISA

Mit Hilfe dieses Enzyme linked Immunosorbent Assays (modifiziert nach Ciusset et al., 1994)
sollten endogene Steroidkonzentrationen in Fisch-Ganzkérperhomogenaten bestimmt

werden. Es handelte sich hierbei ebenfalls um einen kompetitiven ELISA.

Es wurde eine High-binding plate mit sekundarem Antikdrper beschichtet. Dieser bindet
einen primaren Antikorper, welcher das endogene Steroid der Probe oder des Standards,
ebenso wie einen zugefihrten Tracer (Steroid-CMO-Achetylcholinesterase-Konjugat)
erkennen kann. Nach einer Inkubationszeit in der die Antikérperbindung erfolgte, wurde
Uberschiussiger Tracer durch Waschen entfernt und eine Farbreaktion auf Grund einer
enzymatischen Reaktion durch Zugabe von Ellmans Reagenz (5,5-Dithio-bis-2-
nitrobenzoesaure = DTNB) hervorgerufen. Dabei wurde, durch die am Tracer gebundene
Achetylcholinesterase (=AChE) Achetylcholin gespalten, hierbei wurden SH-Gruppen frei,
wodurch es zu einer Gelbfarbung des Ellmans Reagenz kam. Die Konzentration des

Steroids in der Probe war somit umgekehrt proportional zur Starke des Farbumschlags.

Der hier beschriebene Prozess beinhaltet 3 Schritte: a) Tracer-Praparation
b) Checkerboard-Titration
c) Steroid-ELISA
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@Oo@* o

<gﬁ_ Ey.

YeoY ® .Y.

= Microtiter Platte

o = Blocking Protein (BSA)
Y = anti-Kaninchen Antikorper

= Steroid Antikérper (E2, T, 11KT)
] = Antigen (E2, T, 11KT)
e = Tracer = Acetylcholinesterase

konjugiertes Steroid (E2, T, 11KT)

o = Ellmans Reagenz
O = Ellmans Reagenz (gespalten)

Abbildung 2.1. Schematische Darstellung des Steroid-ELISAs.

2.6.1 Tracer-Praparation

Hier erfolgte die Bildung eines Steroid-Carboxy-methoxylamin-hemihydrochlorid (CMO) -

Konjugats mit einer anschlieRenden Kopplung der AChE an das CMO.

2.6.1.1 CMO-Kopplung

2.6.1.1.1 Kopplungsreaktion

Auf diese Weise konnten nur Steroide mit einer Ketogruppe an C3 gekoppelt werden,

beispielsweise Testosteron und 11-Ketotestosteron, Estradiol-CMO wurde kauflich erworben.

* In einem Glasgefal® wurden 1.0mg Steroid + 1.1mg CMO + 3.0mg Na-Acetat mit 100yl

Methanol gemischt (stark vortexen, 40 sek. Ultraschallbad)

Inkubation Gber Nacht bei ca. 4°C
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2.6.1.1.2 Prazipitation, Extraktion und Dinnschicht-Chromatographie

Prazipitation durch 250pul saures Wasser (mit Eisessig, pH 2),
vortexen, 10 min Inkubation

Extraktion mit 3ml Ethylacetat, 30 min in einem Uberkopfschijttler, anschlieRende
Zentrifugation: 10 min, 700g, organische Phase in ein Glasscintillationsgefald (Packard
Vial, 20ml) UberfGhren.

Diinnschicht-Chromatographie zur Uberpriifung der Kopplung: 10ul der organischen
Phase langsam auf die Startfront einer halbierten TLC-Platte spotten (es sollte dabei kein
sehr grofRer Fleck entstehen) daneben ca. 25ul Steroidstandard (1mg/ml abs. EtOH) als
Kontrolle auftragen.

Laufzeit: 50 min in TLC-B5 (Chloroform : Methanol; 95:5), Visualisierung unter UV-Licht.

Das gekoppelte Steroid wandert nur sehr wenig von der Lauffront weg, im Gegensatz
zum ungekoppelten.

Die restliche organische Phase wird unter Vakuum eingeengt.

Bei diesem Prozess entstanden ca. 0.5-1.0mg gekoppeltes Steroid-CMO.

2.6.1.2 Acethylcholinesterase-Praparation

2.6.1.2.1 Trypsinierung der AChE

Anlésen von 1mg AChE in 500ul Phosphatpuffer pH 7 (Lsg. 2.6.6.2)
Zugabe von 25ul Trypsin-Stammldsung (25ug/ml Phosphatpuffer pH 7)
Inkubation Uber Nacht bei ca. 4°C

2.6.1.2.2 Dialyse

Ca. 5-8cm Dialyseschlauch, 2h in VE-Wasser aquilibrieren

Vorsichtiges Einflllen der trypsinierten AChE in den Dialyseschlauch, Verschluf durch
Dialyseklammern.

Die Dialyse erfolgt durch Boratpuffer pH 8.5 (Lsg. 2.6.6.3) Uber ~ 24h, dabei sollte der
Puffer mindestens 4x ersetzt werden (Pufferverbrauch ca. 2I)

2.6.1.3 Konjugation

2.6.1.3.1 Aktivierung des Steroid-CMO

Anlésen des eingetrockneten Extrakts in 1ml absolutem EtOH (mittels Vortex und
Ultraschallbad), aliquotieren in 174yl Fraktionen, anschlie®end Eintrocknen der
Fraktionen unter dem Abzug (mussen absolut trocken sein, da sonst eine Hydrolyse des
Dicyclocarbodiimid eintritt).

Lésen des getrockenten Steroid-CMO in 32pl frischem N-Hydroxysuccinimid (1mg/mi
Dimethylformamid) und 38ul frischem Dicyclocarbodiimid (2mg/ml Dimethylformamid)

Inkubation Uber Nacht, RT im Dunkeln.
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2.6.1.3.2 Konjugation des aktivierten Steroid-Konjugats mit der AChE

200ul AChE (s. 2.6.1.2.2) mit 30pl aktivierten Steroid-CMO (s. 2.6.1.3.1) mischen
Inkubation: 2h, RT im Dunkeln

Nach der Inkubation vorsichtiges Mischen mit 200yl Chromatographie-Puffer (Lsg.
2.6.6.4) um eine Prazipitation auf der Sdule zu vermeiden.

2.6.1.3.3 PD-10 Saulenlauf

Deckelkappe der Saule entfernen, Lagerungflissigkeit verwerfen, Bodenkappe
abschneiden

Aquilibrierung mit 3x 4.5ml Chromatographie-Puffer pH 7.4

Vor dem Trockenlaufen der Saule vorsichtige Zugabe der 430ul Konjugationsansatzes (s.
2.6.1.3.2), sobald diese Ldsung in die Saule eingelaufen ist, Zugabe von 2.07ml
Chormatographie-Puffer (Endvolumen: 2.5ml)

Elution mit 4ml Chromatographie-Puffer, Auffangen von ca. 0.5ml-Fraktionen

Waschen der Saule mit 4.5ml Chromatographie-Puffer, anschlieRend Schlief’en der
Bodenkappe, aufflllen der Saule mit 2-3ml Chromatographie-Puffer, Schliefen der
Deckelkappe und aufrechte Lagerung bei 4°C, um eine mehrfache Verwendung der
Saulen zu gewabhrleisten.

Alle gesammelten Fraktionen werden auf AChE-Aktivitdt getestet, indem man 1yl
abnimmt und mit 175pul Ellman Reagenz (Lsg. 2.6.6.6) in einer Mikrotiterplatte mischt.
Nach 2h wird die Extinktion bei A 405 nm (5 sek schitteln) bestimmt, samtliche
Fraktionen mit einer OD Uber 1.5 werden gepoolt.

Kurzzeitige Lagerung bei 4°C, langer bei —20°C (ca. 3 Monate)

2.6.2 Schematische Darstellung des Ablaufs einer Tracerpraparation

Steroid-CMO AChE
Tag 1 CMO-Konjugation Trypsinierung
Tag 2 Prazipitation Dialyse
Extraktion
TLC
Eintrocknen
Aktivierung
Tag 3 AChE-Steroid-Kopplung

PD-10-Saule

Nachweis mit Ellman Reagenz



Material und Methoden Seite 35

2.6.3 Checkerboard-Titration

Dieser Schritt legte die spezifischen Assay-Bedingungen, Antikérper- und Tracer-

Verdinnungen, fest.

2.6.3.1 Beschichten der Platte (Costar ultralow-binding)

= 150ul/Well anti-Kaninchen Antikérper in Kaliumphosphat-Puffer pH 7.4 (Lsg. 2.6.6.9)
(1:3125),

Platte abkleben
= |nkubation Uber Nacht, ca. 4°C
= 100l Steroid-Blocking-Puffer pH 7.4 (SBB, Lsg. 2.6.6.8) zugeben
= |nkubation Uber Nacht, ca. 4°C, oder wenn die Platte sofort benétigt wird mind. 2h, RT

= Lagerung: 4°C, < 1 Monat, abgeklebte Platte

2.6.3.2 Checkerboard-Titration
= 3 maliges Waschen einer beschichteten Platte mit Waschpuffer pH 7.4 (Lsg. 2.6.6.7)

= Beschriften der Platte wie folgt (die Pfeile geben nur die Verdinnungsrichtung an):

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |zix X X X X X X X X X X X/NSB
B |Y \’

c |y \2

D |Y >—> >—> >—> SRS > > > >

E |Y \’

F |y \2

G |y y

H |Y \

= 100ul Steroid-Assay-Puffer (SAP, Lsg. 2.6.6.5) in alle Wells aulzer Z

= 100ul Steroid-Antikorper (AK) in alle Y-Wells, 200ul in Z (AK-Verdinnung,
doppeltkonzentriert, da noch ein weiterer Verdunnungschritt folgt).

= 1 :1 Verdinnungsreihe von Reihe 1 bis Reihe 11 (mit der Pipette mischen, 100ul aus
Reihe 1 in Reihe 2....... bis Reihe 11, die letzten 100ul verwerfen)

= Reihe 12 kein Antikorper = NSB (siehe VTG-ELISA, 2.5.2.2)
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100ul Tracer (wiederum nur die %2 der gewlnschten Anfangsverdinnung) in alle X-Wells
1: 1 Verdlnnungsreihe von Reihe A bis Reihe H (s.0.)

50ul SAP in jedes Well (Endvolumen 150ul; enspricht Endvolumen im ELISA)
Inkubation: 2h, RT

3x Waschen der Platte

175pl Ellman Reagenz (Lsg. 2.6.6.6) in jedes Well

Inkubation: Uber Nacht, RT im Dunkeln, abgeklebte Platte

ELISA-Reader A = 405nm (5 sek schutteln)

Graphische Darstellung Tracer- oder AK-Verdinnung auf der X-Achse, Extinktion auf der
Y-Achse.

Auswahlen der Verdinnungen, bei der gewahlten Inkubationszeit ca. eine Extinktion von
1.5 erreicht hat.

Diese Verdinnungen werden 4fach konzentriert in den folgenden ELISAs eingesetzt (es
werden nur 25ul Tracer bzw. AK verwendet; Bsp: beste AK-Verdinnung war 100l
1:6400, im ELISA 25pl 1:1600 einsetzten)

2.6.4 Probenvorbereitung

Fische in flissigen Stickstoff tdten, wiegen, vermessen und in Phosphatpuffer (s. 2.6.6.2)
mit Hilfe eines Micropistills homogenisieren (s. 2.5.1). Es wurden hier bereits fertige
Uberstdnde aus den definitiven Tests verwendet, bei denen die VTG-Bestimmung
abgeschlossen war.

Uberfihren der gesamten Probe (kompletter Uberstand eines Fisches) in ein 20ml
Reagenzglas

Extraktion in 3ml Diethylether, 30 min Uberkopfschittler, RT
Zentrifugation: 5 min, ~1000g, 4°C (Hettich)

Obere organische Phase in ein Glas Packard Vial dekandieren (ausfrieren in
MeOH/Trockeneis oder flissigem Stickstoff)

Unter einem Abzug auf einer Heizplatte einengen.
Lésen des Extrakts in SAP (5 sek vortex, 30 sek Ultraschallbad)

Geloster Extrakt mul® sofort verwendet werden.
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2.6.5 Assay

= Beschichtete Platte (s. 2.6.3.1) 3x mit Waschpuffer pH 7.4 waschen
= Pipettierschema:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A |ST1 |ST2 |ST3 (ST4 |STS |ST6 |ST7 |ST8 |ST9 |ST10 |MAX |NSB

B |ST1 |ST2 |ST3 |[ST4 |STS |ST6 |ST7 |ST8 |ST9 |ST10 |MAX |NSB

C |S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 |S11 [S12
D |S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 [S11 [S12
E |S13 |S14 |S15 |S16 |S17 |S18 ([S19 [S20 [S21 |S22 |S23 |S24

F |S13 |S14 |S15 |S16 |S17 |S18 [S19 [S20 |S21 S22 |S23 |S24

G |S25 |S26 |S27 |S28 |S29 |S30 |S31 S32 |S33 |S34 |S35 |[S36

H |S25 |S26 |S27 |S28 |S29 |S30 |[S31 S32 |S33 |S34 |S35 |[S36

ST.. = Steroid-Standard, verdinnt von 400 — 0.78pg/Well
MAX = maximale Bindung (nur Tracer und AK, kein Steroid)
NSB = nicht spezifische Bindung (kein Steroid-AK)

S.. = unbekannte Proben

= 100pI SAP in die Wells ST1 - ST10, MAX und NSB.
= 92ul SAP in ST1 + 8ul 100ng/ml Standard (Lsg. 2.6.6.10)

= 1 :1 Verdinnungsreihe von Reihe A/B 1 bis Reihe AB 10 (gut mit der Pipette mischen,
100l aus Reihe 1 in Reihe 2....... bis Reihe 10, die letzten 100yl verwerfen).

= 100ul in SAP geléste Probe (Doppelwerte) in S1 bis S36.

* In jedes Well 25ul Tracer (Verdlinnung in SAP siehe Checkerboard).

= |njedes Well, auller NSB, 25ul AK (Verdinnung in SAP siehe Checkerboard).
= In NSB 25pl SAP.

= |nkubation: 2h, RT, Platte abkleben

= Platte 3x waschen

= 175ul Ellman Reagenz in jedes Well

= |nkubation: Uber Nacht, RT, Platte abkleben (idealerweise sollte die OD der maximalen
Bindung bei ca. 1.5 liegen)

=  Reader: L =405nm nach 5 sek schiutteln
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2.6.6 Verwendete Puffer

2.6.6.1 Stammloésung C (PPBS)

Zusammensetzung: Herstellung bei Endvolumen 2500ml:
1M Kaliumphosphat 4579 K;HPO,4 x 3 H,O

679 KH,PO,
1.55M NaCl 225¢g

ad 2500ml VE-Wasser
pH: 7.4
Lagerung: RT
Haltbarkeit: 6 Monate

2.6.6.2 0.1M Phosphat-Puffer
2-Komponenten-Gemisch

Komponente X:

0.2M Na;HPO, 2.84g/100ml
Komponente Y:

0.2M NaH,PO, 2.4g9/100ml

Mischung: 57.7ml Komponente X

42.3ml Komponente Y
pH: 7.4
Lagerung: RT
Haltbarkeit: 6 Monate

2.6.6.3 0.1M Boratpuffer
Zusammensetzung: Herstellung bei Endvolumen 100mil:
0.1M Borsaure 618mg
ad 100ml VE-Wasser
pH: 8.5
Lagerung: RT
Haltbarkeit: 6 Monate
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2.6.6.4 Chromatographie-Puffer
Zusammensetzung:
0.01M Tris

0.01M MgCl;
1M NaCl
0.15mM Na-Azide

pH: 74
Lagerung: RT
Haltbarkeit: 6 Monate

2.6.6.5 Steroid-Assay-Puffer
Zusammensetzung:

0.1M PPBS

1mM EDTA

0.1% BSA

0.15mM Na-Azide

pH: 74
Lagerung: 4°C
Haltbarkeit: 6 Monate

2.6.6.6 Ellman Reagenz Stammlosung
Zusammensetzung:

0.02M PPBS

0.75mM Acetylthiocholin

0.5mM DTNB

Lagerung: -20°C in 0.4ml Aliquots
Haltbarkeit: 6 Monate

Herstellung bei Endvolumen 1000ml:
1.32g TRIZMA®HCI

0.194g TRIZMA®Base

2.03g

58.449g

150ul (1M Stammlsg)

ad 1000ml VE-Wasser

Herstellung bei Endvolumen 1000ml:
100ml Stammisg. C

370mg

19

150ul (1M Stammlsg)

ad 1000ml VE-Wasser

Herstellung bei Endvolumen 20ml:
20ml Stammisg. C

200mg

215mg

Vor dem Einsetzen mit 20m| VE-Wasser verdiinnen.
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2.6.6.7 Waschpuffer
Zusammensetzung:
0.02M PPBS

0.05% Tween-20

pH: 7.4
Lagerung: RT
Haltbarkeit: 6 Monate

2.6.6.8 Steroid-Blocking-Puffer
Zusammensetzung:

0.1M PPBS

1mM EDTA

25mM Na-Azide

3% BSA

pH: 7.4
Lagerung: 4°C
Haltbarkeit: 6 Monate

2.6.6.9 0.05M Kaliumphosphat-Puffer
2-Komponenten-Gemisch

Komponente A

1M K;HPO,

Komponente B

1M KH,POy

Mischung:

pH: 7.4
Lagerung: RT
Haltbarkeit: 6 Monate

Herstellung bei Endvolumen 5000ml:
100ml Stammisg. C

2.5ml

ad 5000ml VE-Wasser

Herstellung bei Endvolumen 200mi:
20ml Stammisg. C

370mg

1ml (1M Stammlsg)

6g

ad 200ml VE-Wasser

34.89/200ml VE-Wasser

27.99/200ml VE-Wasser

40ml Komponente A
10ml Komponente B
ad 1000ml VE-Wasser
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2.6.6.10 Steroid-Standard Herstellung

Herstellung einer 1mg/ml Stammldsung in abs. EtOH

Verdiunnung: 10ul Stock 1 (1mg/ml) — + 990ul 25% EtOH — 10ug/ml
10ul Stock 2 (10ug/ml) — + 990ul VE-Wasser — 100ng/ml

2.7 Kompetitiver RIA (Radioimmuno-Assay)

Mit Hilfe dieser Methode (modifiziert nach einem Protokoll der AG Analytische Biochemie Dr.
Bunte, Schering) sollten ebenfalls Steroide im Ganzkdrperhomogenat von Fettkopfbrassen

nachgewiesen werden.

Dazu wurden die Fische nach dem Wiegen mit einem Ultrathurrax homogenisiert,
abzentrifugiert und der Uberstand extrahiert. Nach dem Ausfrieren der organischen Phase
wurde diese eingengt und in RIA-Puffer (s. 2.7.2.1) angel6st. Der angeloste Extrakt wurde
anschliel’end ein weiteres Mal extrahiert und erneut eingeengt. Der Riickstand wurde zuletzt
direkt in Antikdrper-Losung geldst, mit radioaktiv markiertem Antigen (= Ag*, zu messendes

Steroid) gemischt und inkubiert.

Wahrend dieser Inkubation konkurrieren die Steroide der Probe oder des Standards mit dem
radioaktiven Steroid um die Bindungsplatze am Antikorper. Zuletzt wurden die noch freien
Steroide durch Zugabe einer Aktivkohlelésung abgefangen und nach einer Zentrifugation aus
der Lésung entfernt. Der Uberstand wurde mit Scintillator versetzt und im Scintillationcounter

gemessen.

Die Auswertung erfolgte Uber einen Vergleich der Messwerte mit einer Eichgerade aus

verschiedenen Steroid-Konzentrationen.

2.7.1 Durchfiihrung

= Die Fische in flissigen Stickstoff tdten und nach dem Auftauen wiegen

= Einzelne Tiere in ein Reagenzglas Uberfiihren, 2ml PBS (s. 2.7.2.2) zugeben und 60 sek
mit einem Ultrathurrax homogenisieren

= Nochmal 2ml PBS zugeben und erneut 60 sek homogenisieren

= Homogenat 30 min, 12000g, RT (RC5, SS-34-Rotor entspr. 10000rpm) abzentrifugieren
Bestimmen des Gesamtvolumens des Uberstands

= Extraktion des Uberstands mit Tertiar-butyl-methyl-Ether
1 Teil Uberstand : 4 Teilen Ether, 30 min, RT, end-over-end-Schiittler

= 5 min, 4°C, ~1000g (3000rpm) in einer begasten und explosionsgeschutzten Cryofuge
abzentrifugieren

= wassrige Phase mit Trockeneis/EtOH wegfrieren, Uberstand dekandieren und einengen
= Extrakt in 1ml RIA-Puffer (s. 2.7.2.1) anlésen
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2. Extraktion

fur den RIA erforderliche Menge an geldstem Extrakt (20, 50, oder 100ul) in 1x Réhrchen
abnehmen und mit 2.5ml Ether versetzen, Rohrchen verschlie3en und 15 sek vortexen

7 min, 4°C, ~1000g (3000 rpm) in der Cryofuge unter Stickstoff abzentrifugieren
wassrige Phase ausfrieren (Trockeneis/EtOH), Uberstand dekandieren und einengen
200ul Tracer = 5000cpm (Ag* in RIA-Puffer) zum Extrakt geben

200pl AK zugeben, 10 sek vortexen und uber Nacht bei 4°C inkubieren

Proben 5 - 10min in Eiswasser kihlen

gekihlte Aktivkohleldsung (Lsg. 2.7.2.3) zugeben und 10 min inkubieren

Aktivkohle abzentrifugieren 15 min, 4°C, ~1000g (3000 rpm) in Cryofuge

Uberstand in Minnivials dekandieren, 3.6ml Scintilator zusetzen, mischen und
verschliefRen

Counter, 4 min pro Proben

2.7.2 Verwendete Puffer

2.7.2.1 RIA-Puffer

Zusammensetzung: Herstellung bei Endvolumen 1000ml:
40.8mM NazHPO, x 2H,0 7.269

75.9mM KH,PO4 3.52g

1% Na-Azide 19

0.1% BSA 19

pH:

ad 1000ml VE-Wasser
7.0

Lagerung: 4°C
Haltbarkeit: 2-4 Wochen

2.7.2.2 PBS
RIA-Puffer ohne BSA

2.7.2.3 Aktivkohlelosung
500mg Dextran 110 in 11 RIA-Puffer I6sen ( ca. 15 riihren)
5.0g Aktivkohle zugeben 10 min rGhren

Lagerung: 4°C
Haltbarkeit: 1-2 Tage
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2.8 RNA-Priparation mit TRIzol®

Mit dieser Methode (nach Chomczynski und Sacchi,1987) kann aus Gewebe, Zellkultur und

Ganzkdrperhomogenaten RNA isoliert werden.

Dazu wurden die Fische, ohne Kopf und Schwanz, in einem Mdorser mit flissigen Stickstoff
und TRIzol®, einer einphasigen Lésung aus Phenol und Guanidinisocyanat, homogenisiert.
Diese Losung verhinderte wahrend des Homogenisierens eine Degradation der RNA, bei
gleichzeitigem Zellaufschlul. Die Zugabe von Chloroform und die anschlieRende
Zentrifugation bewirkte eine Trennung der Losung in eine wassrige und eine organische
Phase, wobei die RNA sich ausschlie3lich in der wassrigen Phase befand. Es folgte noch ein

Prazipitations- und ein Waschschritt mit Isopropanol bzw. Ethanol.

= Fisch dekapitieren und nach entfernen des Schwanz und Kopfes, in kleine Stiicke
scheiden.
= Sticke in einer kleinen Wageschale abwiegen und mit flissigem Stickstoff schockfrieren,

gefrorene Stlicke in einen kalten, autoklavierten Mérser geben und in gefrorenen
Zustand homogenisiert.

= Homogenat mit TRIzol® mischen (1ml/50-100mg Fisch) langsam auftauen lassen dabei
mit dem Pistill mischen bis alles aufgetaut ist.

Jeweils 1ml Homogenat in ein 2.2ml Reaktionsgefal® fullen (falls mehrere Fische auf
diese Weise bearbeitet werden, kurzzeitige Lagerung der Reaktionsgefale in flissigen
Stickstoff)

» die Proben 5 min, RT in Trizol® inkubieren

= 200ul Chloroform/ml Trizol® zugeben und sofort die GefaRe verschlieRen.
= 15 sek von Hand schitteln, anschlielRend 2-3 min bei RT inkubieren.

= <12.000g, 2-8°C, 15 min

= Farblose, wassrige Phase (enthalt RNA) vorsichtig abnehmen (200ul Pipette — weniger
Sog), ohne die Interphase (Protein) aufzuwirbeln.

= \Wassrige Phase in einem frischen Eppendorf GefaR, mit 0.5ml Isopropanol/ml TRIzol®
versetzten, 10 min, RT

» <12.000g, 2-8°C, 15 min

» Uberstand abnehmen und das RNA-Pellet 1x mit 75% EtOH waschen (vortexen)
(1 ml EtOH / ml Trizol®)

» <7.500g, 2-8°C, 5 min

= RNA-Pellet an der Luft in umgekehrten ReaktionsgefaRen, auf einem Kleenex®, trocknen
lassen (nicht zu lange, damit sich die RNA danach wieder resuspendieren laft),.

= Pellet in DEPC behandeltem Wasser I6sen (s. 2.8.1), anschlieend fir 10 min bei 55-
60°C

denaturieren.

u A260/280 messen.
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2.8.1 DEPC-Behandlung
DEPC = Diethylpyrocarbonat = RNase Inhibitor

Lésung mit 0.1% (v/v) DEPC versetzen (karzinogen), 2h unter Ruhren inkubieren,

anschlieRend autoklavieren.

2.9 Poly(A)" RNA-Anreicherung aus Gesamt-RNA

Bei dieser Methode (nach Medcalf et al.,1986; modifiziert durch A. Walter, Schering, Berlin)
handelt es sich um eine Affinitdtschromatographie an Oligo(dT)-Cellulose im Batchverfahren.
Jede mRNA bestitzt zu ihrem kodierenden Teil zusatzlich einen Poly(A*)-Schwanz, der fir
die Translation essentiel vorhanden sein muf3. Aufgrund dieses Endes konnte die mRNA von

vorhandener tRNA und rRNA getrennt werden.

Dazu wurde die mRNA an Oligo(dT)-Cellulose gebunden und so von der restlichen RNA

getrennt.

= 1.8ml Bindungspuffer (Lsg. 2.9.1.1) + 0.2ml Oligo(dT)-Cellulose (s. 2.9.1.4) in ein 2.2ml
Eppendorf Gefal3 vorlegen, Gber Nacht bei 4°C quellen lassen.

= Gequollene Cellulose auf RT erwarmen und mischen, um ausgefallenes SDS zu
resuspendieren.

= 100ug Gesamt-RNA zugeben

= 1h, Uberkopfschiittler, RT

= 2500rpm, RT, 5 min (Biofuge 15, Rotor 3754)

= Uberstand verwerfen

= Pellet in 2ml Bindungspuffer aufnehmen

= 2500rpm, RT, 5 min (s.0.)
2x mit 2ml Bindungspuffer wiederholen

= Pellet in 1ml Waschpuffer aufnehmen und in ein 1.5ml Reaktionsgefald Uberfuhren

= 2500rpm, RT, 5 min (s.0.)

= Pellet in 100pl Elutionspuffer aufnehmen
Elution: Thermomixer 5 min, 65°C, 1300rpm
sofort abzentrifugieren, 2500rpm, RT, 5 min

Elution 3x wiederholen, Ubersténde in einem frischen 1.5ml Eppendorf Reaktionsgefal
vereinigen

= 44yl Na-Acetat pH 5.3 + 1ml kaltes EtOH zugeben
1h, -20°C prazipitieren
20 min, RT, 15000rpm (Hermle Zentrifuge)
= Uberstand zligig, aber nicht mit zu viel Schwung abgiefen
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* RNA-Pellet mit 1ml 80% EtOH waschen

10 min, RT, 15000rpm; Uberstand verwerfen
= Pellet 5 min in einer Speed-Vac® trocknen
= RNA-Pellet in 5ul DEPC-Wasser aufnehmen

2.9.1 Verwendete Puffer

2.9.1.1 Bindungspuffer
Zusammensetzung:

0.5M NaCl

10mM TRIZMA®HCI

1mM EDTA

0.1% (v/v) SDS

pH: 7.4

RT

6 Monate

Lagerung:
Haltbarkeit:

2.9.1.2 Waschpuffer
Zusammensetzung:
0.1M NaCl

10mM TRIZMA®HCI
1mM EDTA

0.1% (v/v) SDS

pH: 74

RT

6 Monate

Lagerung:
Haltbarkeit:

2.9.1.3 Elutionspuffer
Zusammensetzung:
10mM TRIZMA®HCI
1mM EDTA

0.1% (v/v) SDS

pH: 7.4

RT

6 Monate

Lagerung:
Haltbarkeit:

Herstellung bei Endvolumen 200mi:
5.84¢g

315.2mg

74.4mg

200mg

Herstellung bei Endvolumen 200ml:
1.17g
315.2mg
74.4mg
200mg

Herstellung bei Endvolumen 200mi:
315.2mg

74.4mg

200mg
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2.9.1.4 Vorbereitung Oligo(dT)Cellulose
Typ 7 (Pharmacia) 40 mg/ml
Typ 77F (Pharmacia) 12 mg/ml

2.10 RNA-Analyse mittels Northern-Hybridisierung

Durchfuihrung nach Boehringer Mannheim (1996 und 1995)

2.10.1 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Eine denaturierende Agarose-Gelelektrophorese trennt RNA in Abhangigkeit ihrer Lange,

wobei der denaturierte Zustand wahrend der Elektrophorese durch die Zugabe von

Formaldehyd aufrechterhalten wird (Fourney et al., 1988). Die RNA wandert im Gel von der
Kathode [-] zur Anode [+].

Danach konnte die aufgetrennte RNA auf eine Nylonmembran geblottet werden. Eine

spezifische, Digoxigenin-markierte RNA-Sonde (DIG-Sonde) erkannte die komplementare

RNA auf der Membran. Die Detektion erfolgte Uber anti-Digoxigenin-Antikdrper und eine

Visualisierung durch ein Chemilumineszenssubstrat (CSPD).

Gelschlitten und Kammer mit RNase Easy® reinigen und mit DEPC-Wasser (s. 2.8.1)
nachspllen, dabei werden mdglicherweise vorhandene RNasen entfernt.

Agarosegel 0.8%

680mg Agarose + 62.05mlI DEPC-Wasser + 8.5ml 10x MOPS (Lsg. 2.10.5.1) aufkochen
Auf ca. 60-65°C abkihlen lassen (Wasserbad)

Zugabe von 14.5ml Formaldehyd (Vorsichtig unter Vermeidung von Luftblasen)

Gelschlitten mit breitem Klebestreifen (Tesaband) abkleben, Agarose eingielen und
gewulnschte Anzahl an Kdmmen einstecken.

Laufpuffer: 500ml 1x MOPS

Auspolymerisiertes Gel ohne Klebestreifen und Kamme in die Kammer einsetzten und
ca. 5 min ohne Proben einlaufen lassen (ca. 70-80V evt. vorhandene Schmutzpartikel
wandern dann vor den Proben)

Probenvorbereitung:
9ul RNA (10ug RNA/9ul) + 31l Auftragslosung (Lsg. 2.10.5.2)

5ul RNA molecular weight Marker I mit 4yl DEPC-Wasser verdinnen + 31l
Auftragslésung

in einer Tischzentrifuge kurz anzentrifugieren

15 min bei 65°C im Thermomixer denaturieren

5 min bei 0°C in Eisethanol-Wasser abkuhlen (verhindert erneute Zusammenlagerung)
4ul Stopplésung (Lsg. 2.10.5.3) zugeben

in einer Tischzentrifuge kurz anzentrifugieren
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Probe komplett (44pl) in die Gelslots pipettieren

Gellauf: ca. 90 min bei 120V/100mA (1-5V pro cm Elektrodenabstand) dies entspricht ca.
80% der Gellange.

2.10.2 Northern Transfer (Turbo Blotting)

Hierbei handelte es sich um eine Ubertragung von RNA aus dem Agarosegel auf eine Nylon
Membran (modifiziert nach Thomas, 1980). Der Puffer flod durch Kapillarkrafte und

Schwerkraft von oben nach unten durch das Blot Sandwich und zog so die RNA aus dem

Gel auf die Membran.

Gelvorbereitung:
In einer sterilen Glaspetrischale mit Deckel (& ca. 15cm) etwas DEPC-Wasser vorlegen

Geltaschen abschneiden und Gel von dem Gelschlitten vorsichtig (rutscht leicht) in die
Petrischale gleiten lassen.

Die Petrischale soweit wie mdglich mit DEPC-Wasser auffullen und auf einem Schuttler
3x7min waschen.

10 min in 20x SSC (Lsg. 2.10.5.4) aquilibrieren.

Blottkammer vorbereiten:

Alle Teile mit RNase Easy-Ldsung reinigen und mit DEPC-Wasser nachspulen.
Nylonmembran vorbereiten:

Die Membran nicht mit den Handen, sondern nur mit einer sterilen, stumpfen Pinzette
anfassen. Membran auf die gewiinschte Gréf3e zuschneiden.

In einer sterilen Glaspetrischale mit Deckel (& ca. 15cm) etwas DEPC-Wasser vorlegen,
Membran anfeuchten, Wasser dekantieren und anschlieRend mindestens 10 min in 20x
SSC aquilibrieren.

Turbo-Blotter GB-Set (Set aus verschiedenen Whatmanpapierfiltern) vorbereiten:

In einer sterilen Glaspetrischale mit Deckel (& ca. 18cm) etwas 20x SSC vorlegen und 4
dinne Filter (GB 002) darin anfeuchten (einzeln mit Pinzette), restliches Set auf steriler
Alufolie bis zur Verwendung lagern.

Turbo-Blot Sandwich zusammenbauen:

Von unten nach oben:  14x GB 004 trocken
4x GB 002 trocken
1x GB 002 nal}

Membran
Gel
Mit Parafilm die Rander abdecken
3x GB 002 na®
1x Transferfilter nal®
Deckelplatte
In den Rand der Deckelplatte 20x SSC einflllen
Blotting: 3h, RT
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RNA-Fixierung:

Blotmembran in Alufolie einpacken, Probenseite nach oben, Alufolie so verschliel3en,
daf sie die Membranoberseite moglichst nicht beruhrt. 2h, 80°C im Hybridisierungsofen,
bzw. 30 min, 120°C im Trockenschrank.

Lagerung des Blots trocken im Kihlschrank

Um die Blotting-Effizienz zu Uberprifen kann das Gel in Ethidiumbromid gefarbt und in
VE-Wasser entfarbt werden (s. 2.11.4); es sollten dann unter UV-Licht keine Banden
mehr zu sehen sein.

2.10.3 Northern Hybridisierung

Hier erfolgt eine in vitro bzw. eine in situ Zusammenlagerung komplementarer DNA- bzw.

RNA-Einzelstrange Uber die Ausbildung von Basenpaaren. Diese Technik diente dem

Vergleich von Nukleotidsequenzen.

Vorbereitung der Membran (Prahybridisierung):

Hybridisierungofen auf 42°C vorheizen und darin High-SDS-Lésung (Lsg. 2.10.5.8)
erwarmen um das ausgefallene SDS zu I6sen.

In einer sterilen Glaspetrischale mit Deckel (& ca. 15cm) 15ml 5x SSC vorlegen und
markierte Blotmembran (eine Ecke zur Markierung abgeschnitten) vorsichtig mit einer
stumpfen Pinzette in die Schale gleiten lassen. Die rRNA ist fiir einen kurzen Augenblick
als Schatten sichtbar.

Rehydrierte Membran in eine Hybridisierungrohre transferieren und ca. 15ml High-SDS
zugeben.

1h, 42°C unter Rollen inkubieren (leere Réhre als Gegengewicht), hierbei wird die blaue
Farbstoffront aus dem Blot geldst.

DIG-Sonde ansetzen:

Sonden-Stammlésung auftauen (VTG- und ER-Sonde Regenbogenforelle gestellt von
der AG Y. Valotaire, Universitat Rennes, F), 1.75ul (ER) oder 2.5pul (VTG) in ein frisches
steriles Eppendorf Reaktionsgefaly pipettieren, 20ul DEPC-Wasser zugeben, vortexen
und kurz anzentrifugieren. 10 min in kochendem Wasser denaturieren. Den gesamten
Ansatz in ein steriles Falcon Rdhrchen Uberfihren und 10ml High-SDS zugeben (Es
kénnen auch beide Sonden gemeinsam angesetzt werden; Lagerung bei —20°C;
mehrfache Verwendung).

DIG-Sonde vorbereiten:

Wasserbad auf 68°C vorheizen und ca. 15 min vor Ende der Prahybridisierung die fertig
verdiinnte DIG-Sonde auftauen und fur 10 min im Wasserbad denaturieren.

Hybridisierung:
Prahybridisierungslésung dekantieren (Sondermiill, giftig)
5ml DIG-Sonden-Ldsung einfillen und durch Schwenken gut verteilen

16h, 42°C, im Hybridisierungsofen inkubieren, wiederum mit einer leeren Réhre als
Gegengewicht.

Waschen der Membran:
50ml Waschpuffer | (Lsg. 2.10.5.10) vorbereiten, DIG-Sonde dekantieren, nicht verwerfen
Waschpuffer | einfullen, gut verteilen, 10min, RT, im Hybridisierungsofen
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Waschpuffer Il (Lsg. 2.10.5.11) vorbereiten und im Wasserbad auf 68°C erwarmen

Waschpuffer | dekantieren (Sondermiill) und 2x mit jeweils 50ml Waschpuffer II, 15 min,
68°C waschen.

Hier kann die Membran eventuell getrocknet und bei 4°C gelagert werden, allerdings darf
die Membran auf keinen Fall trocknen, falls sie nach der Detektion gestrippt werden soll.

2.10.4 Detektion

Vorbereitungen:
Gerat zu Photoentwicklung einschalten.

100ml Waschpuffer lll (Lsg. 2.10.5.12) und 50ml Blockierungslésung (Lsg. 2.10.5.13)
ansetzten.

Membran kurz in Waschpuffer Ill &quilibrieren

1h, RT in ca. 30ml Blockierungslésung blocken

Antikérper koppeln:

a-Digoxigenin-AK kurz anzentrifugieren

2ul AK-Stammlésung/20ml Blockierungslésung (= 75mU/ml) dazugeben

30 min, RT

Membran waschen:

Ab jetzt erfolgt jeder Schritt in Glaspetrischalen, nicht mehr in Hybridisierungsrohren.

Dazu die Membran vorsichtig aus der Hybridisierungsrohre entfernen und mit der
Blotseite nach oben in die Petrischale Uberflihren.

2x 15 min in Waschpuffer lll, RT

2 min in 50ml Detektionspuffer (Lsg. 2.10.5.14), RT

Detektion:

Hybridisierungsofen auf 37°C vorheizen.

Haushaltsfolie zuschneiden und ggf. auf einer Seite zuschweilen.

Membran auf die Folie legen und CSPD-L&sung auftropfen, mit der Folie abdecken, glatt
steichen und ggf. verschwei3en. Oberflache mit 70% Ethanol (zur Verringerung der
elektrostatischen Einwirkung auf den Film) abwischen.

In der Dunkelkammer:

Ein passend geschnittenes Rontgenfilmstiick in der Expositionsbox auf die
eingeschweil3te Membran legen und lichtdicht verschlieen.

Inkubation bei 37°C, ca. 30 min, ab 10 min erscheinen die ersten, schwachen Signale.
Film entwickeln

Strippen:

Die Membran darf hierfir nach der Fixierung nie getrocknet worden sein

100ml 0.1% SDS in DEPC-Wasser aufkochen. Die Membran in eine Petrischale
Uberfiihren und die kochende Loésung darliber verteilen.

10-30 min unter Schitteln ohne weiteres Erhitzen inkubieren
5 min in 2x SSC/0.1% SDS waschen, RT
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Prahybridisierung erneut starten (oder in einer verschweifdten Folie in 2x SSC bei 4°C
lagern)

Variante:
Man kann auch nur sehr kurz strippen, waschen und sofort mit dem Antikorper starten.
Generell wird dadurch der Hintergrund wesentlich schwacher als im Orginal.

= Methylenblau-Farbung:

Sobald die Membran nicht mehr bendtigt wird kann sie mit Methylenblau eingefarbt
werden (erkennbar sind allerdings nur die rRNA-Banden)

5 min, 5% Essigsaure, RT
10-15 min, 0.3M Na-Acetat pH 5.2, 0.03% Methylenblau, RT
in Wasser entfarben bis deutliche Banden sichtbar sind.

Membran lufttrocknen

2.10.5 Vewendete Puffer

2.10.5.1 10x MOPS (MOPS = 3-Morpholinopropansulfonsaure)

Zusammensetzung Herstellung bei Endvolumen1000ml:
0.2M MOPS 41.85¢g

0.05M Na-Acetat 6.89

0.01M EDTA 3.72¢g

ad 1000ml VE-Wasser
mit DEPC behandeln (s. 2.8.1) und autoklavieren
pH: 7.0 (NaOH bzw. Essigsaure)
Lagerung: RT, lichtgeschutzt
Haltbarkeit: 6 Monate

2.10.5.2 Auftragslésung

Zusammensetzung Herstellung pro Probe:
10x MOPS 4ul

deionisiertes Formamid 20ul

Formaldehyd (37%) 7yl

Immer frisch ansetzten und den nicht verwendeten Mastermix nach Gebrauch verwerfen.
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2.10.5.3 Stopplosung

Zusammensetzung Herstellung bei Endvolumen 50ml:
50% Glycerol 25¢g

0.4% Bromphenolblau 0.2g

0.01M EDTA 0.1ml (0.5M Stammlésung)

ad 50m| DEPC-Wasser

keine DEPC-Behandlung mdglich, daher nur zertifiziert RNase-freie Chemikalien verwenden,
mit DEPC-Wasser ansetzen und 2x autoklavieren

Lagerung: RT
Haltbarkeit: 6 Monate

2.10.5.4 20x SSC

Zusammensetzung Herstellung bei Endvolumen1000ml:
3M NaCl 175.32g
0.3M NasCitrat 88.23¢g

ad 1000m| VE-Wasser
mit DEPC behandeln (s. 2.8.1) und autoklavieren
pH: 7.0 (NaOH bzw. Zitronensaure)
Lagerung: RT
Haltbarkeit: 6 Monate

2.10.5.5 30x SSC-Stammlosung

Zusammensetzung Herstellung bei Endvolumen1000ml:
4.5M NaCl 262.98g
0.45M NasCitrat 132.35g

ad 1000m| VE-Wasser
mit DEPC behandeln (s. 2.8.1) und autoklavieren
pH: 7.0 (NaOH bzw. Zitronensaure)
Lagerung: RT
Haltbarkeit: 6 Monate
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2.10.5.6 1M NaPP-Stamml6ésung

Zusammensetzung Herstellung bei Endvolumen 500ml:
1M Na,HPO, 89g
konz. H3PO, 2ml

ad 500ml VE-Wasser
mit DEPC behandeln (s. 2.8.1) und autoklavieren
pH: 7.2 (NaOH bzw. Phosphorsaure)
Lagerung: RT
Haltbarkeit: 6 Monate

2.10.5.7 10% N-Lauroylsarcosin-Stammlésung
Zusammensetzung Herstellung bei Endvolumen 100mil:
10% (w/v) N-Lauroylsarcosin 10g
ad 100ml in DEPC-Wasser
sterilfiltrieren
Lagerung: 4°C
Haltbarkeit: 3 Monate

2.10.5.8 High-SDS-Lo6sung

Zusammensetzung Herstellung bei Endvolumen100ml:
5% SDS 59

50% Formamid 50ml

5x SSC 16.6ml 30x SSC-Stammldsung

2% Blocking Reagenz 20ml 10%-Stammlésung

50mM NaPP 5ml 1M Stammlésung

0.1% N-Lauroylsarcosin 1ml 10%-Stammldsung

ad 100ml mit DEPC-Wasser
(leicht erwarmen zum Anldsen)
pH: 7.0
Lagerung: RT
Haltbarkeit: 6 Monate
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2.10.5.9 Maleinséaure-Puffer
Zusammensetzung

0.1M Maleinsaure

0.15M NacCl

mit DEPC behandeln (s. 2.8.1) und autoklavieren

pH: 7.5 (NaOH-Platzchen, ~8g/l)
Lagerung: RT
Haltbarkeit: 6 Monate

2.10.5.10 Waschpuffer
Zusammensetzung

5x SSC

0.2% SDS

DEPC-Wasser

Kein pH einstellen

Immer frisch ansetzten

2.10.5.11 Waschpuffer Il
Zusammensetzung

2x SSC

0.2% SDS

DEPC-Wasser

Kein pH einstellen

Immer frisch ansetzten

2.10.5.12 Waschpuffer Il
Zusammensetzung
Maleinsaure-Puffer

0.3% Tween-20

Kein pH einstellen

Immer frisch ansetzten

Herstellung bei Endvolumen1000ml:
11.69

8.77g

ad 1000ml VE-Wasser

Herstellung bei Endvolumen 50mi:
12.5ml 20x SSC

1ml 10% SDS

36.5ml

Herstellung bei Endvolumen 100ml:
10ml 20x SSC

2ml 10% SDS

88ml

Herstellung bei Endvolumen 100ml:
100ml
300ul
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2.10.5.13 Blockierungslésung

Zusammensetzung Herstellung bei Endvolumen 50ml:
Maleinsaure-Puffer 45ml
Blockierungs Reagenz 5ml 10% Stammldsung (BioRad)

Kein pH einstellen

Immer frisch ansetzten

2.10.5.14 Detektionspuffer

Zusammensetzung Herstellung bei Endvolumen1000ml:
0.1M TRIZMA®HCI 12.11g
0.1M NaCl 5.84¢g

keine DEPC-Behanldung méglich, daher nur zertifiziert RNase-freie Chemikalien verwenden,
mit DEPC-Wasser ansetzen und 2x autoklavieren

pH: 9.5 (HCI)
Lagerung: RT
Haltbarkeit: 6 Monate

2.11 RT-PCR

Diese Methode (modifiziert nach Roche Molecular Biochemicals, 1999), bestehend aus einer
reversen Transkription mit anschlieBender Polymerase-Ketten-Reaktion, diente der semi-
quantitativen Bestimmung der Menge an Vitellogenin und Estrogenrezeptor mRNA. Als
interner Standard (Housekeeping-Gene = qualitative Kontrolle, durch ein konstetutiv

exprimiertes Gen) wurde das skeletale a-Actin verwendet.

2.11.1 Reverse Transkription

RNA denaturieren : 5-10 min bei 55-60°C

RNA-Menge photometrisch bestimmen:

Azsorzs0 (= Proteinverunreinigung) Soll: 1.9-2.0

Azeo =1 =>40ug/pl

Ao X VF = ug RNA/I

VF= Verdlnnungsfaktor = [(ul H2O/ul Probe) x 40] : 1000
Verdiinnen der RNA auf 0.5ug/ul in DEPC-Wasser
14l RNA + 9ul Mastermix mischen
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Mastermix : pro Probe
DEPC-Wasser 1.1ul
10x PCR-Puffer 1.0ul
MgCl; (25 mM) 1.4l
dNTPs 4.0yl
Rnase Inhibitor 0.5ul
MuLV (Transkriptase) 0.5ul
Random Hexamers 0.5ul
(Transkriptionsprimer)

+ RNA 1.0yl
) 10pl

Thermocycler: 10 min
1h
5 min
Deckelheizung 110°C
Die cDNA ist anschlie3en

25°C (Aufwarmen)

42°C (Transkription)

99°C (Denaturierung)

d 1:10 verdunnt

2.11.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

= Mastermix herstellen pro Probe
steriles Wasser 13.625 pl
10x PCR-Puffer 2.5l
20x Gel-Puffer (Lsg. 2.11.5.1) 1.25pl
dNTPs 2.0ul
Primer jeweils 1.25pl
MgCl, 2.0ul
Taqg-Polymerase 0.125yl
) 24 pl

= Die Menge an sterilem Wasser kann variiert werden, es muss aber immer ein
Endvolumen von 24ul Mastermix + 1ul cDNA erreicht werden.

= 1 yl cDNA ( nochmals 1:10 verdinnt in sterilem Wasser) in 0.2ul PCR-Tubes vorlegen.

= 24 ul Mastermix zugeben, mischen (von Hand, ,anticken®)

= Thermocyclerprogramm:

3) 30x

1) Deckelheizung 110 °C

2) 2 min 95 °C
[ 30 sek 95 °C
{ 30 sek 60 °C
| 30 sek 72°C

4) Deckelheizung aus

(Vordenaturierung)
(Denaturierung)
(Anlagerung der Primer)

(Elongation)
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5) Ramp 4°C uber 3°C/sek (Abkuhlen)
6) Hold 4°C
= Die Proben kénnen nun direkt auf das Agarosegel aufgetragen werden.
2.11.3 Verwendete Primersequenzen
Name Sequenz (5' — 3') Ta | Prod | Start Quelle
[°C] | [Nuk.]
Carp-a- gga ctt cga gaa cga gat gg F 256 |\ Karpfen (Cyprinus carpio)
actfw 60 | 400 | (CYISAA1)
Carp-a- aca tct gct gga agg tgg ac R 654 | |
actrev )
VTG- gtt gct ctc cag acc ttt gc F 2251 | Fettkopfbrasse (Pimephales
fatfw 60 | 600 | promelas) (AF130354)
VTG- cct cag ttt cag cag gaa gg R 3150 | |
fatrev )

ER-gold- | cca acc tgg cgg aca aag agc ttg ttc | F DBD |\ Goldfisch (Carassius
1for 50 | 323 | auratus) (AF061269)
ER-zeb- | gat gag tat gat ggc ttt gag aca cac |R DBD | | Zebrafisch (Danio rerio)

1rev ) (DRE275910)

ER-gold- | gcttgtctc aaagccatgatccttctc |F DBD | Goldfisch (Carassius
3for 64 | 218 | auratus) (AF061269)
ER-zeb- | ctc atg tgt ctg atg tgt gag agc agc |R DBD | | Zebrafisch (Danio rerio)

2rev ) (DRE275910)

F = forward Primer (Leserichtung: 5' — 3')
R = reverse Primer (Leserichtung: 3' — 5')

Start = Startpunkt in der bekannten Sequenz bzw

Prod = erwartete Produktlange

DBD = DNA-Bindedomane
Ta = Anlagerungstemperatur

C = Cytosin; G = Guanin; A =

der Primer
Adenin; T = Thymin

2.11.4 Agarose-Gelelekrophorese

. Doméane in der Consensussequenz

= 1.2% Agarose-Gel (zur Auftrennung der ER-Bande wurde ein 2.0%iges Agarose-Gel

verwendet)

1020mg (fur 2.0%: 1700mg) Agarose mit 85ml 0.5x TBE aufkochen, dabei vorsichtig
mischen um Luftblasenbildung zu vermeiden.

Gielden, Kamm bzw. Kadmme einstecken und abkiihlen lassen.

= Die Proben kénnen direkt aus dem Themocycler aufgetragen werden
= Marker: 4ul DNA-Ladder + 19.75pl steriles Wasser + 1.25ul 20x Gel-Puffer
= Laufpuffer: 0.5x TBE (Lsg. 2.11.5.2)

Gellauf: 140V; ~45min
= Ethidiumbromid-Farbung:

5 min Gel in Ethidiumbromidldsung farben
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anschlieRend ca. 15 — 20 min in VE-Wasser entfarben

=Vorsicht carcinogen, keine Latex, sondern Nitrilhandschuhe

= Loésungen mit Ethidiumbromid auch das Wasser zum Entfarben sind als Sondermull zu

behandeln

= UV-Transilluminator, fotografieren, Gel danach in speziellen Sondermiill entsorgen

2.11.5 Verwendeter Puffer

2.11.5.1 20x Gelauftragspuffer (nach Hodges et al., 1997)

Zusammensetzung
30% (w/v) Sucrose
6mM Tatrazine Gelb
3.5mM Cresole Rot

Lagerung: -20°C
Haltbarkeit: >1 Jahr

2.11.5.2 10x TBE
Zusammensetzung
890mM TRIZMA® Base
890mM Borsaure
20mM EDTA

pH: 8.0
Lagerung: RT
Haltbarkeit: 6 Monate

Herstellung bei Endvolumen 50ml:
15¢g

160.3mg

70.8mg

ad 50ml steriles Wasser

Herstellung bei Endvolumen 1000ml:
108g

55g

40ml 0.5M EDTA-Stammldsung

ad 1000ml VE-Wasser

autoklavieren

Samtliche hier nicht aufgefuhrte Puffer wurden mit den Kits geliefert.

2.12 PCR-Produkt Extraktion aus einem Agarosegel mit Q/Aquik Gel Extraction Kit®

Mit Hilfe dieses Kits kdénnen aufgetrennte PCR-Podukte aus einem Agarosegel eluiert

werden.

An eine in einer Saule befestigten Silica-Gel-Membran konnten bis maximal 10ug DNA in
high-salt-buffer gebunden und anschliefiend gewaschen werden, um zuletzt mit low-salt-
buffer eluiert zu werden. Bei diesem Reinigungsschritt wurden Nukleotide, Enzyme, Salze,

Agarose und Ethidiumbromid entfernt. Nach der Elution waren die gereinigten PCR-Produkte
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in einem kleinen Volumen Elutionspuffer geldst und konnten daraufhin weiter verwendet

werden, beispielsweise fur eine Sequenzierung oder eine Klonierung.

2.12.1 Durchfiihrung

= Die DNA wird nach dem Gellauf mit Ethidiumbromid gefarbt und auf der UV-Bank die
gewilinschte Bande ausgeschnitten

= Gelstuck wiegen

= 3 Volumenanteile Puffer QG zu einem Volumenteil Gel hinzufugen
10 min Inkubation bei 50°C

Die Flussigkeit soll gelb sein (pH 7.5), ist sie orange oder violett 10yl Na-Acetat (3M, pH
5.0) hinzufugen

= 1 Gelvolumen Isopropanol hinzufligen
= maximal 800ul der Lésung auf eine Spinsaule auftragen, 1 min, 11000g, RT
Durchflufd verwerfen, 1 min, 11000g, RT
=  Waschen: 500yl Puffer QG auftragen, 1 min, 11000g, RT
Durchflufd verwerfen
750yl Puffer PE auftragen, 1 min, 11000g, RT
Durchflu3 verwerfen, 1 min, 11000g, RT
=  DNA mit 50ul Elutionspuffer oder Wasser in ein frisches Eppi eluieren
In die Mitte des Saulchens auftragen, 1 min inkubieren, 1min, 11000g, RT
Die DNA kann zur Aufbewahrung getrocknet, oder in Puffer geldst bei -80°C eingefroren

werden.

Samtliche, bendtigten Puffer wurden mit dem Kit mitgeliefert, lediglich Puffer PE-Konzentrat

wurde in absolutem EtOH laut Herstellerangaben verdinnt.

2.13 CERBA (cytosolischer Estrogen-Rezeptor Bindungs-Assay)

Mit Hilfe dieser Methode (modifiziert nach Danzo, 1997) sollte eine mdgliche Bindung einer
Substanz an den cytosolischen Estrogen-Rezeptor nachgewiesen werden. Dazu wurde der
Rezeptor aus Karpfenleber isoliert, mit *H-Estradiol und der zu bestimmenden Substanz

inkubiert und anschlielfend mit Aktivkohle gestrippt.

2.13.1 Leber-Cytosolpraparation

Ausgewachsene Karpfen (Cyprnius carpio, 1.5-2kg) wurden lebend von der Fischerei-
genossenschaft Konstanz bezogen.
= Die Fische wurden mit einem Schlag auf den Kopf betaubt, durch einen Schnitt ins Herz

getotet, die Lebern entnommen wund in einem Becherglas mit eiskaltem
Praparationspuffer (Lsg. 2.13.4.1) gewogen und gewaschen.
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= Die ganze Leber wird mit einer Schere sehr klein geschnitten (1-2mm3) und erneut in
eiskaltem Puffer gewaschen.

= Homogenisieren der Stuckchen im 4fachen Volumen (1:4 w/v) Einfrierpuffer (Lsg.
2.13.4.2) mit einem motorbetriebenen Teflonpotter.

= Homogenat 10 min, 4°C bei 10.000g zentrifugieren.

= Uberstand abnehmen und in einer Ultrazentrifuge 90 min, 2°C bei 100.000g
zentrifugieren.

= Bestimmen des Proteingehalts des gewonnenen Cytosols mit Hilfe einer modifizierten
Bradford Methode (s. 2.14).

= Proteingehalt mit Einfrierpuffer auf 1mg/I einstellen.
= Das Cytosol kann bei -80°C gelagert werden.

2.13.2 Bindungs-Assay Durchfuhrung (Sattigung)

Alle Einzelexperimente wurden als Dreifachbestimmung durchgeflihrt. Zuerst wurde die Bpax
(maximale Anzahl der Bindungstellen) und die Kp (Dissoziationskonstante; Konzentration
von *H-E2, bei der die Halfte der Bindungstellen der Estrogenrezeptoren besetzt sind) der

cytosolischen Fraktion bestimmt.

= Bestimmung der absoluten Bindung des *H-E2:
150ul Einfrierpuffer + 100ul Cytosol + 20ul *H-E2 (1-20nM; in 5% EtOH; s. 2.12.2.1)
bei ca. 4°C, 20h in Polypropylen-Réhrchen inkubieren

= Bestimmung der nicht-spezifischen Bindung:

Ansatz wie oben, zusatzlich mit 10ul nicht radioaktives E2 (1-20uM; in EtOH abs. ; s.
2.13.2.2)

bei ca. 4°C, 20h in Polypropylen-Réhrchen inkubieren
= Abfangen des nicht gebundenen *H-E2:
Zugabe von 300l Aktivkohleldsung (Lsg. 2.13.4.3)
5 min Inkubation auf Eis
10 min, 4°C, 4000g (Megafuge)
= 300ul des Uberstandes in 5ml Scintillation-Réhrchen tberfiihren

3ml Scintillator zugeben, gut vortexen, im Scintillation-Counter messen.
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2.13.2.1 Pipettierschema *H-E2

Stammldsung: 700nM *H-E2

Endkonz. 1 25 5 10 15 20
[nM]
Stammlsg. 3 7.5 15 30 45 60
[ul]
5% EtOH 147 142.5 135 120 105 90
[ul]
Gesamtvol. 150 150 150 150 150 150
[ul]
2.13.2.2 Pipettierschema E2
Stammldsung: 1.68mM E2
Endkonz. 1 2.5 5 10 15 20
[UM]
Stammisg. 1 2.5 5 10 15 20
[ul]
EtOH abs. 59 57.5 55 50 45 40
[ul]
Gesamtvol. 60 60 60 60 60 60
[ul]
2.13.2.3 Pipettierschema CERBA
Absolute Bndg. Nicht-spez. Bndg. Blank
Einfriepuffer 150 150 150
[ul]
EtOH abs. 10 -- 10
[ul]
E2 (1-20uM) -- 10 -
[ul]
3H-E2 (1-20nM) 20 20 20pl 5% EtOH
[ul]
Cytosol 100 100 100
[ul]
Gesamtvol. 280 280 280
[ul]

Die spezifische Bindung von ®*H-E2 ergab sich aus der Subtraktion der nicht-spezifischen

Bindung von der absoluten Bindung. Die Kp und B.x des Cytosols wurden mit Hilfe von

Sattigungsversuchen und einer anschlieRenden Scatchard-Analyse (Scatchard, 1949) der

spezifischen Bindung berechnet. B,.x ergab sich aus der linearen Regressionsgeraden flr

y=0, die Kp aus dem negativen Kehrwert der Steigung. Die spezifische Bindung wurde als

100% Bindung in den Tests definiert; die Resultate der Kompetitionsversuche wurden dann,
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nach Subtraktion der nicht-spezifischen Bindung, als relative Abnahme des gebundene 3H-

E2 gegenuber diesen 100% ausgedriickt.

2.13.3 Bindungs-Assay Durchfiihrung (Kompetition)

Um Methyltestosteron zu testen wurden Kompetitionsversuche durchgeflihrt. Das Cytosol
wurde mit XnM 3*H-E2 (entsprechend dem zuvor bestimmten Kp-Wert) und steigenden
Konzentrationen der Substanzen in absolutem Ethanol inkubiert (Zugabe von Substanz, statt

kaltem E2, ansonsten siehe Pipettierschema 2.13.2.3)

Zur Feststellung der spezifischen Bindung wurde ein Ansatz mit XnM 3*H-E2 und ein zweiter
mit radioaktivem Estrogen und 1000fachem Uberschu® an unmarkierten Estrogen (XuM)
durchgefuhrt. Die so erhaltene spezifische Bindung wurde als 100% Bindung in diesem Test
definiert. Die Resultate der Kompetitionsversuche wurden dann, nach Subtraktion der nicht-
spezifischen Bindung, als relative Abnahme des gebundenen 3H-E2 gegentber diesen 100%

ausgedrickt.
2.13.4 Verwendete Puffer

2.13.4.1 Praparationspuffer

Zusammensetzung Herstellung bei Endvolumen 1000ml:
10mM TRIZMA® HCI 1.58¢

1.5mM EDTA 438.3mg

20mM Na-Molybdat 4.849g

10% Glycerol 100g

ad 1000ml VE-Wasser
pH: 7.4
Lagerung: 4°C
Haltbarkeit: 6 Monate

2.13.4.2 Einfrierpuffer

Zusammensetzung

1ml Monothioglycerol /|

1ml Phenylmethylsulfonylfluorid /I in Praparationspuffer

2.13.4.3 Aktivkohlelosung
Zusammensetzung Herstellung bei Endvolumen 500mi:
3.75% Aktivkohle 18.75g
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0.375% Dextran 1.88g
ad 500ml VE-Wasser
pH: 7.4
Lagerung: 4°C
Haltbarkeit: 6 Monate

2.14 Proteinwertbestimmung

Die Proteinwertbestimmung (modifiziert nach Bradford, 1976) basiert auf einem
Farbumschlag von Coomassie Brilliant-Blue G-250 durch die Bindung des Farbstoffs an
vorhandenes  Protein. Diese Bindung verursacht eine  Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 465nm zu 595nm, gemessen wird der Anstieg der Absorption bei
595nm.

Die Proteinkonzentration wurde im Vergleich zur Absorption verschiedener BSA-Ldsungen

bekannter Konzentration bestimmit.

2.14.1 Herstellung der BSA-Verdiinnungsreihe

Stammlésung: 10mg/mi

BSA-Lsg. Puffer Gesamtvol.
[ug/ml] [ul] [ul] (ul]
Blank 0 0 1000 1000
1 100 10 990 1000
2 200 20 980 1000
3 300 30 970 1000
4 400 40 960 1000
5 500 50 950 1000
6 600 60 940 1000
7 700 70 930 1000
8 800 80 920 1000
9 900 90 910 1000
10 1000 100 900 1000
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2.14.2 Probenverdiinnung

Verdlnnung Cytosol Puffer Gesamtvol.
[ul] [ul] [ul]
1:20 50 950 1000
1:50 20 980 1000
1:100 10 990 1000

= Alle Bestimmungen wurden im Triplikat vorgenommen.

= Als Puffer wurde Einfrierpuffer verwendet, da das Cytosol in Einfrierpuffer vorlag.

= 20ul Proben + 1ml Bio-Rad Reagenz, in einem Eppendorf Reaktionsgefald gut mischen

(vortex)
= |nkubation: 15min, RT

= Photometrische Bestimmung: A = 595nm in 1.5ml Plastikklvetten

2.14.3 Verwendete Puffer

2.14.3.1 Einfrierpuffer
Siehe 2.13.4.2

2.14.3.2 BioRad Working Reagenz

BioRad Stammldsung 1:5 verdinnen in VE-Wasser

Lagerung: 4°C

Haltbarkeit: max. 2 Wochen
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2.15 Verwendete Chemikalien

1. 10x PCR-Puffer (Promega)

2. 11-Ketotestosterone (Sigma)

3. 11-Ketotestosterone Antikdrper (Dr. D. Kime, Universitat Sheffield)
4. 3H-Estradiol (Schering AG, Pharmakokinetik)

5. 3-Mopholinopropansulfonsaure (ICN)

6. 75 % Ethanol in DEPC- Wasser

7. Acethylcholinesterase (Sigma)

8. Acetylthiocholin (Sigma)

9. Agarose multi purpose (Boehringer Mannheim)

10. Aktivkohle (Norit A®. 4-7um, Sigma)

11. Anti-Digoxigenin-lgG alkalische Phosphatase-Konjugat (Boehringer Mannheim)
12. Anti-Kaninchen-IgG- Peroxidase Konjugat (Sigma)

13. Bio-Rad Protein Assay Kit I® (BioRad)

14. Blocking Reagenz® (Boehringer Mannheim)

15. Borsaure (Sigma)

16. Bromphenolblau Na-Salz, (Roth, flr Elektrophorese)
17. BSA (Rinderserumalbumin) (Sigma)

18. Chloroform p.a. (Roth)

19. CMO = Carboxymethoxylaminhemihydrochlorid (Sigma)
20. Cresole Rot (Na-Salz) (Sigma)

21. CSPD = Dissodium 3-(4-methoxyspiro {1.2-dioxetane-3.2‘-(5'-chloro)tricycycly
[3.3.1.1*"]decan} —4-yl) phenyl phosphat (Boehringer Mannheim)

22. DEPC = Diethylpyrocarbonat (Sigma)
23. DEPC behandeltes VE-Wasser

24. Dextran 110® (Pharmacia)

25. Dextran T70° (Parmacia)

26. Dialyseschlauch (Sigma)

27. Dimethylformamide (Sigma)
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

DNA-Molecular Weight Marker XIV® (Roche)

DTNB = Dithionitrobenzoat (Sigma)

EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure (Sigma)

Eisessig (Merck)

Essigsaure p.a. (Fluka)

Estradiol (Sigma)

Estradiol Antikérper (Cayman Chemicals oder AG Bunte, Schering)
Estradiol-6-CMO (Sigma)
Estradiol-6-CMO-Achetylcholinesterase (Cayman Chemicals)
Ethanol absolut (Fluka)

Ethidiumbromid (Sigma)

Ethinylestradiol (Schering AG, Berlin)

Ethylacetat (Merck)

Fadrozol (Novartis Pharma, Basel, CH)

Fomaldehyd, 37% (Fluka, fur Molekularbiologie)

Fromamid (Ameinsensdureamid) (Fluka, fur Molekularbiologie)
Gene Amp dNTP-Mix® (Perkin-Elmer)

Gereinigtes Standard- und Coating- Vitellogenin wird, schon fertig verdinnt in
Blockingpuffer von der Universitat Brunel (London), ebenso wie der Karpfen-Vitellogenin

Antikorper gestellt.
Glycerol ultra pure (ICN)
HCI-Titrisol (Merck)
H,SO,-Titrisol (Merck)
Isopropanol p.a. (Merck)
KoHPO, (Merck)
KH,PO,4 (Merck)
KOH-Titrisol (Merck)
Konz. HCI, 37%, (Merck)

Maleinsaure (Merck)
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55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Methanol (Merck)

Methylenblau (Roth)

Methyltestosteron (Sigma)

MgCl; (25 mM, Promega)

MgCl, (Merck)

Monithioglycerol (Sigma)

MuLV Reverse Transkriptase® (Perkin-Elmer)

NapCOg3 (Riedel de Haén)

Na,HPO, (Merck)

Na-Acetat (Merck)

Na-Azide (Sigma)

NaCl (Merck)

NaH,PO, (Merck)

Na-Lauroylsarcosin (Fluka, fir Molekularbiologie)
Na-Molybdat (Sigma)

NaOH-Titrisol (1M, Merck)

Natrium-Acetat x 3 H,O (Merck)

Natriumhydroxid Platzchen (Riedel de Haen)
N-hydroxysuccinimide (Sigma)
NN'dicyclohexylcarbodiimide (Sigma)
Oligo(dT)-Cellulose (Pharmacia Biotech)

OPD (ortho-Phenyldiamin) —Tabletten (5mg, Sigma)
PD-10-S&ulen® (Pharmacia Biotech)
Phosphorsaure (Riedel de Haen)

PMSF = Phenylmethylsulfonylfluorid (Sigma)
Primer (Gibco oder MWG)

QIAquick Gel extraction Kit® (Qiagen)

Random Hexamers (Perkin-Elmer)
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83. RNA Molecular weight Marker 11°, Dig labeled (1.6-7.4kb) (Boehringer Mannheim)

84. RNase Erase® (ICN)

85. RNAse Inhibitor (Perkin-Elmer)

86. Scintillator (Beckmann)

87. SDS = Sodiumdodecylsulfat (Fluka, fir Molekularbiologie)
88. Sucrose D(+) p.a. (Sigma)

89. Tag-Polymerase (Promega)

90. Tatrazine Gelb (Sigma)

91. Testosterone (Sigma)

92. Testosterone-3-CMO (Sigma)

93. Testosterone-3-CMO-Acethylcholinesterase (Cayman Chemicals oder Dr. D. Kime,
Universitat Sheffield)

94. TLC-Platten (Merck)

95. Tri-Natriumcitrat-2-hydrat (Riedel de Haen)
96. TRIZMA® HCI (Sigma)

97. TRIZMA®Base (Sigma)

98. TRIZMA®-HCI ultra pure (ICN)

99. TRIzol®-Reagenz (Life Technologies)

100. Trypsin (Sigma)

101. Tween-20 (Sigma)

102. Wasserstoffperoxid (Fluka)

103. Zitronensaure (Sigma)

2.16 Verwendete Gerate

1. 12-Kanal-Pipetten (Eppendorf)

2. Agarose-Gelkammer mit Zubehor (BioRad, Minigel + NeolLab, Midigel)
3. Analysenwaage

4. Aquarien diverser Grofken (201, 60I, 2501, Aufzuchtbecken in Kammern unterteilt)
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5. Ausristung zur Photoentwicklung

6. Autoklav

7. Autoklavierte Pipettenspitzen (Eppendorf)

8. Autoklavierte ReaktionsgefalRe (Eppendorf, 2.2ml und 1.5ml )

9. Autoklavierter Mérser + Pistill

10. Biofuge 15 (Heraeus)

11. Biofuge fresco (Heraeus)

12. Dewar-Gefafly

13. Folieneinschweiller

14. Hermle Zentrifuge

15. Hybridisierungsofen

16. IBM-kompatibler Computer

17. Kodak X-Ray Exposure Holder (Sigma)

18. Magnetruhrer

19. Megafuge 1 (Heraeus)

20. Microplate Reader (BioRad, Modell 3550)

21. Mikropistill (Eppendorf)

22. Mikrotiterplatten, Costar® high binding, Polystyrene flat bottom, (Costar)
23. Mikrotiterplatten, Costar® non-stick plates, Polystyrene flat bottom, (Costar)
24. Mikrotiterplatten, Low binding Platte (Linbro)

25. Mikrotiterplatten, Nunc Maxisorb = High binding Platte (Life technologie)
26. Mikrotiterplattenschittler fur 4 Platten (Dunn)

27. MikroWellengerat

28. Netz zum Fische fangen

29. Netzgerat fur Gelelektrophorese

30. PCR-Tubes (Eppendorf)

31. pH-Meter

32. Photometer
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33. Polariodkamera oder Geldokumentationssystem
34. Polyprobpylenréhrchen

35. Praparationsbesteck

36. Quarzkuvetten

37. RC5-Zentrifuge mit SS34 Rotor (Sorvall)

38. Reagenzien Reservoirs (Dunn)

39. Reaktionsgefalie (Eppendorf)

40. Rotana TRC-Zentrifuge (Hettich)

41. Scintillation-Counter (Beckmann)

42. Semi-micro 1.5 ml Einweg-Polystyrene Kivetten (BioRad)
43. Speed-Vac

44. Spezial-Klebeband (Dynatech)

45, Steriles Skalpell

46. Stoppuhr (Neolab)

47. Teflonpotter mit Motor (Schiitt Labortechnik)
48. Tesaklebeband

49. Thermocycler mit Deckelheizung (MJ Omega)
50. Thermomixer (Eppendorf)

51. Tischzentrifuge (Eppendorf)

52. verstellbare Pipetten (Eppendorf)

53. Trockenschrank

54. Turbo-Blot Apparatur (Schleicher & Schuell)
55. Uberkopfschiittler

56. Ultrazentrifuge (Beckmann, Optima Max-E)
57. UV-Photometer

58. UV-Transilluminator

59. Vortex-Schittler
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Etablierung des Vitellogenin ELISAs (enzyme linked immunosorbant assay)

Nach einer Einfliihrung in die Methodik des kompetitiven, indirekten ELISA an der Brunel
University (London, UK) wurde der ELISA in 3 unterschiedlichen Laboren (AstraZeneca,
Brixham, UK; Shell Thornton, UK und Schering AG, Berlin, D) etabliert.

Um Fehlerquellen bzw. Variationsmaoglichkeiten auszuschlieRen, wurde der Vitellogenin-
Antikérper, ebenso wie das gereinigte Karpfen-Vitellogenin zum Beschichten der Platte von

der Universitat Brunel fur das gesamte Versuchsvorhaben gestellt.

Es folgte ein erster Ringtest direkt nach Erlernen des ELISAs, im Oktober 1998.

Tabelle 3.1. Ergebnisse des ersten Ringtests: Vitellogenin Konzentrationen in
Fettkopfbrassen Ganzkérperhomogenat und Plasma, SA = Standardabweichung, %CV =
Variationskoeffizient (Panter, 1999.).

Fisch Nr. Brunel Zeneca Shell Schering | Mittelwert SA %CV
[ng /ml] [ng /ml] [ng /ml] [ng /ml]
Inter-Laborvergleich mit Ganzkdrperhomogenat
Z248-1 70 58 100 46 68.5 23.2 33.8
Z7248-2 155 200 270 83 177.0 78.5 44 .4
Z248-3 20 <35 <30 <10 20.0
2248-4 190 510 500 230 357.5 171.1 47.9
Z2248-5 95 150 400 120 191.3 141.0 73.7
Z2248-6 170 450 650 180 362.5 231.4 63.8
2248-7 260 270 725 330 396.3 221.3 55.9
Z248-8 185 510 475 155 331.3 187.1 56.5
Z2248-9 300 58 900 660 479.5 373.8 78.0
Z2248-10 46 100 nd 130 92.0 42.6 46.3
Inter-Laborvergleich mit Plasma Proben
Z2248-P-11 70 125 105 130 107.5 27.2 25.3
Z2248-P-12 72 70 95 126 90.8 26.1 28.8
Z2248-P-13 180 240 360 440 305.0 117.0 38.4
Z248-P-14 180 350 380 275 296.3 89.2 30.1
Z7248-P-15 100 115 400 215 207.5 138.1 66.6
Z2248-P-16 170000 [ 200000 | 350000 [ 400000 | 280000.0 [ 112249.7 40.1
Z248-P-17 | 280000 | 200000 | 500000 | 275000 | 313750.0 | 129445.9 41.3
Z248-P-18 | 220000 [ 210000 | 575000 [ 300000 | 326250.0 [ 170654.4 52.3
Z248-P-19 | 280000 | 210000 | 625000 145000 | 315000.0 | 213892.5 67.9
Z248-P-20 | 220000 | 225000 nd 180000 | 208333.3 | 24664.4 11.8
Mittelwert 47.5
SA 17.7
%CV 37.3

nd = keine Daten verflugbar
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Knapp ein Jahr spater, im August 1999, wurde ein weiterer Ringtest durchgefiihrt. Es sollte

ermittelt werden ob routinierteres Arbeiten mit dem ELISA eine Veranderung im Inter-

Laborvergleich ergab (Panter et al., 1999).

Tabelle 3.2. Ergebnisse des zweiten Ringtests: Vitellogenin Konzentrationen in
Fettkopfbrassen Ganzkdrperhomogenat und Plasma (Panter, 1999).

Fisch Nr. Brunel Zeneca Shell Schering | Mittelwert SA %CV
[ng /ml] [ng /ml] [ng /ml] [ng /ml]
Inter-Laborvergleich mit Ganzkdérperhomogenat juveniler Fettkopfbrassen
1 70 58 100 46 69 23 33.9
2 155 200 270 83 177 79 44.4
3 20 <35 <30 9 24 12 48.9
4 190 510 500 230 358 171 47.9
5 95 150 400 120 191 141 73.7
6 170 450 650 180 363 231 63.8
7 260 270 725 328 396 222 56.0
8 185 510 475 155 331 187 56.4
9 300 58 900 660 480 374 78.0
10 46 100 nd 131 92 43 46.6
Inter-Laborvergleich mit Plasma Proben adulter Fettkopfbrassen
1M 70 125 105 132 108 28 25.7
2M 72 70 95 127 91 27 29.1
3M 180 240 360 440 305 117 38.4
4 M 180 350 380 275 396 89 30.1
5M 100 115 400 216 208 138 66.5
6 W 170000 | 200000 | 3500000 | 399700 | 280000 112000 40.0
7W 280000 [ 200000 | 500000 | 275400 | 314000 129000 41.1
8W 220000 [ 210000 | 575000 | 302000 | 327000 171000 52.3
9W 280000 [ 210000 | 625000 145000 | 315000 | 214000 67.9
10 W 220000 | 225000 nd 182300 | 209000 23000 11.0
Mittelwert 55.0
SA 13.6
%CV 24.7

nd = keine Daten verfiigbar

M = Mannchen
W = Weibchen

Vergleicht man die bei Schering erhobenen Daten mit dem Mittelwert, so wurden bei den
meisten Proben, etwas weniger VTG nachgewiesen. Im Durchschnitt wurden bei beiden
Ringtests 90.5% des VTG im Vergleich zum Mittelwert gemessen (Ringtest 1: 92.4%,
Ringtest 2: 88.6%). Die Variationskoeffizienten der Messungen der einzelnen Proben waren
sehr hoch, sie lagen zwischen 11% und maximal 78%. Auch der zweite, ein Jahr nach
Etablierung der Methode, durchgefiihrte Ringtest zeigte diese sehr starken Abweichungen.
Diese Abweichungen sollten durch die Verwendung einer Charge Antikérper und gereinigten

Vitellogenins, fur alle 3 Labore vermindert werden.
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Im Intralaborvergleich zeigten sich weniger starke Schwankungen der Messergebnisse. Die
halbmaximale Bindung der Standardreihe lag bei 8.2ng/l mit einer Standardabweichung von
0.9 und einem Variationskoeffizienten von 11.5%. Um weitere Schwankungen zu vermeiden
wurden samtliche Proben immer zuerst bei einer Verdinnung von 1:100 in Blockingpuffer
gemessen und nur bei sehr hohen Werten, ein weiteres Mal bei einer Verdinnung von

1:1000 nachgemessen.

Durch das Verwenden der gleichen Verdinnungen zur Messung aller Proben konnte eine

Reproduzierbarkeit der Messwerte gewahrleistet werden.

Um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse sicherstellen zu kénnen, missen die Versuchs-
bedingungen sehr streng reglementiert sein, da schon eine Abweichung der
Probenverdiinnung in einer Zehnerpotenz eine Abweichung der mit der Verdiinnung

verrechneten Messergebnisse von ebenfalls einer Zehnerpotenz hervorruft.

Aus diesem Grund, sollten die Ergebnisse dieses ELISAs als eine Tendenz der
Vitellogeninwerte angesehen werden, da eine Messung in einem anderen Labor unter
anderen Versuchsbedingungen andere Werte zur Folge gehabt hatte. Unter immer gleichen
Versuchsbedingungen sind die VTG-Werte allerdings ein guter Indikator, um eine Estrogen

Exposition zu detektieren.

3.2 Etablierung des Steroid ELISAs

Um den Zusammenhang zwischen Vitellogenin- und Hormonstatus zu untersuchen, sollten
zusatzlich die endogenen Steroide in den exponierten Fischen gemessen werden. Es
wurden dazu 3 Steroide ausgewahlt, die eine wichtige Rolle in der Geschlechtsbestimmung
der Fische spielen; Testosteron (T) als weitverbreitetes Androgen, 11-Ketotestosteron
(11KT) als speziell mannliches Androgen im Fisch (Arai, 1967; Fostier et al., 1983) und

Estradiol (E2) als typischen Estrogen, welches die Expression des Vitellogenins aktiviert.

Die von Cuisset et al., 1994 beschriebene Methode wurde flir Plasmaproben etabliert und

mufte daher modifiziert werden.

Das Protokoll zur Durchfiihrung dieses ELISAs wurde von David Kime und Jon Nash

(Universitat Sheffield) zu Verfigung gestellt.

Um den ELISA zu validieren, wurde mit der Wiederfindung des Estradiols begonnen, da
dieses Estrogen ein sehr starkes Adsorptionspotential besitzt. Es bindet erfahrungsgeman
sehr leicht an unterschiedliche Oberflachen, wie z.B. PlastikgefalBe (Eppendorf
Reaktionsgefalle, Zentrifugen-rohrchen wusw.). Da weder Testosteron noch 11-
Ketotestosteron dieses starke Potential aufweisen, wurde mit der vermeintlich schwierigsten

Substanz begonnen.
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In allen durchgefiihrten Vertraglichkeitsprifungen wurden juvenile Fettkopfbrassen (~100mg
Korpergewicht, im Alter von 3-5 Monaten) eingesetzt. Bei diesen Fischen war es nicht
moglich eine ausreichende Menge Plasma zu gewinnen um 4 unterschiedliche Parameter
mit 4 ELISAs zu bestimmen. Daher wurden die Tiere homogenisiert (s. 2.4.1) und das

Ganzkoérperhomogenat fur die Messungen eingesetzt.

Far sdmtliche Wiederfindungsexperimente wurde gepooltes Homogenat von ca. 50 juvenilen

Fettkopfbrassen verwendet.

3.2.1 Extraktionsmittel

Zu Beginn des Validierungsprozesses sollte das urspriingliche Protokoll der Universitat

Sheffield getestet werden.

Dazu wurde gepooltes Homogenat aliquotiert, jedes 2. Aliquot (60ul) mit 300pg E2 (3pl
Standard) dotiert und jede Probe mit 5ml Dichlormethan extrahiert. Nach der Zentrifugation
wurde die organische Phase eingeengt und in absolutem Ethanol erneut geldst. Der geldste

Extrakt wurde ein weiteres Mal eingeengt und erst dann in 300ul Steroid-Assay-Puffer gelost.

Nur 23.9% des zugefiihrten Estradiols konnten nach dieser Aufarbeitung wiedergefunden
werden. Zudem war der Variationskoeffizient (%CV) mit 174.1% sehr hoch. Daher wurde in
einem 2. Wiederfindungsversuch das Extraktionsmittel ausgetauscht und statt des

Dichlormethans Diethylether verwendet.

Die Wiederfindungsrate betrug hier nur 15.9%, allerdings war der Variationskoeffizient mit
77.9% deutlich niedriger.

Bei einer Extraktion mit Diethylether lag die organische Phase nach der Zentrifugation Gber
der wassrigen und konnte nach Ausfrieren dekantiert werden. Bei einer Extraktion mit
Dichlormethan musste die untere Phase aus den Zentrifugenréhrchen, ohne Kontamination
mit der wassrigen Phase entnommen werden, was den hoéheren Variationskoeffizienten
zufolge haben kénnte. Zudem verkirzte sich die Zeit des Einengens bei Diethylether auf ca.
10 Minuten, im Gegensatz zu Dichlormethan, ca. 1.5 Stunden. Aufgrund der einfacheren
Handhabung und des geringeren %CV wurde in der Folge Diethylether als Extraktionsmittel

verwendet.

3.2.2 High-speed Zentrifugation

Das eingesetzte Homogenat war nach der ersten Zentrifugation (Abtrennung von nicht
homogenisierten Teilen, wie z.B. Schuppen und Graten) sehr trib, was als Erklarung fir die
schlechte Wiederfindungsrate herangezogen werden kann. Madoglicherweise storten

organische Partikel bei der Antikdrperbindung, oder es enstanden Fettmicellen, die durch die
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Extraktion angereichert wurden und in die lipophile Substanzen wie die Steroidhormone

partionierten, was die starke Variation der Wiederfindungsraten ebenfalls erklaren konnte.

Darum wurde das folgende Experiment mit vorangehender Ultrazentrifugation des

Homogenats durchgefiihrt, um gréRere organische Partikel abzutrennen.

Gepooltes Homogenat wurde fir 1h mit 50377g (Heraeus, Biofuge stratos) bei 4°C

abzentrifugiert. Danach wurde der fast klare Uberstand abgenommen.

Eine Halfte des Uberstandes wurde mit Estradiol dotiert, die andere Halfte undotiert
aliquotiert, mit Diethylether extrahiert, gelést und in den ELISA eingesetzt. Zusatzlich sollte
im Rahmen dieses Versuches ein mdglicher Wiederfindungsverlust durch das
Wiederanlésen in absolutem Ethanol untersucht werden. Daher wurden 7 der 14
eingetrockneten Extrakte direkt in Steroid-Assay-Puffer gelost, ohne vorheriges Losen in

Ethanol. Die Dotierung betrug 100pg pro 100pul Probe.

Die Wiederfindung mit Anlésen in absolutem Ethanol betrug nur 11.1% mit einem %CV von
47.0%. Im Gegensatz dazu lag die Wiederfindung ohne Anlésen in Ethanol bei 75.3% mit
einem %CV von 57.2%. Eine hochtourige Zentrifugation konnte die sehr starken Variationen
in den Wiederfindungsraten nicht beeinflussen. Allerdings war die Wiederfindung ohne
vorheriges Anldsen in Ethanol wesentlich héher. Um den Verlust von Uber 50% zu

vermeiden, wurde in den folgenden Versuchen auf das zweimalige Anldsen verzichtet.

Trotzt der starken Variationen wurde der Versuch mit einer hochtourigen Zentrifugation
wiederholt, wobei die Proben vor der hochtourigen Zentrifugation dotiert wurden, was auch

den tatsachlichen Versuchsbedingungen entspricht.

Die Wiederfindungsrate war mit nur 13.6% und einem Variationskoeffizienten von 226.9%
sehr gering, was darauf hindeutet, dass das Estradiol an groRere Partikel adsorbiert und
nach der Ultrazentrifugation im Pellet verbleibt. Oder es 16st sich wiederum in suspendierten

Fettmicellen und verbleibt entweder im Pellet oder bindet an die Zentrifugenréhrchenwand.

Zusammenfassend 8RBt sich aus den Ergebnissen der beiden vorangegangenen
Experimente folgendes schlieRen: Ohne Wiederanlésen in Ethanol, ergab sich eine
wesentlich héhere Wiederfindungsrate. Offensichtlich war das meiste Estradiol nach der
Ultrazentrifugation im Pellet gebunden und damit aus dem Uberstand entfernt. Daher wurde
in jedem weiteren Versuch auf eine Ultrazentrifugation ebenso wie auf das Wiederanlésen in

Ethanol verzichtet.

Falls Estradiol an Mikropartikel, oder in fein verteilten Fettropfchen gebunden in der
Suspension verblieb, konnte es wahrscheinlich keine Bindung mit dem Antikérper des
ELISAs eingehen.
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3.2.3 Aliquotieren

Um die Ursache der starken Variationen der Wiederfindung zu untersuchen, wurde im
nachsten Schritt Homogenat radioaktiv dotiert und anschlief3end aliquotiert. Dazu wurde 3H-
Estradiol verwendet, welches mit Hilfe eines Scintillation Counter und daher unabhangig von
einer Antigen/Antikérper-Wechselwirkung, nachgewiesen werden konnte. Die Mdglichkeit,
dass Pipettierfehler beim Aliquotieren die Schwankungen verursachten, sollte damit

ausgeschlossen werden.

Der Variationskoeffizient war mit nur 1.1% zwischen den neun gemessenen Proben sehr
gering, d.h. das Problem lag nicht in der Inhomogenitadt der Suspension und damit

einhergehenden Aliquotierungsproblemen.

3.2.4 Wiederholung der Aufarbeitung mit samtlichen bisherigen Veranderungen

Wie das Ergebnis des letzten Versuchs zeigte, lag das Problem nicht am Aliquotieren, daher
wurde der Extraktionsprozess auf mdgliche Verluste untersucht. Hierzu wurde 850pl
gepooltes Homogenat mit E2 dotiert, nach einer 10 mindtigen Inkubation aliquotiert und
extrahiert. Durch das Dotieren der gesamten Probe vor der Fraktionierung sollten
Pipettierfehler durch das Dotieren mit nur sehr geringen Volumina (1-3ul Standard/Probe),
verringert werden. Mit weiteren 850ul Probe wurde ohne Dotierung wie oben verfahren. Auf
das Wiederanlésen in Ethanol wurde verzichtet, die eingetrockneten Extrakte wurden direkt

in Steroid-Assay-Puffer geldst. Die Dotierung betrug 375pg E2/Probe.

Eine Wiederfindungsrate von 76.2% war fur den ELISA durchaus akzeptabel, allerdings war
der Variationskoeffizient mit 44.5% zu hoch, um verlaRliche Ergebnisse produzieren zu
kénnen. Mit den durchgefiihrten Variationen war es mdglich, eine reproduzierbare
Wiederfindungsrate von ~ 75% zu erreichen. Doch die sehr starken Variationen verhinderten

den Einsatz des ELISAs zu diesem Zeitpunkt.

3.2.5 Proteinase K Behandlung der Ganzkérperhomogenate

Um eine Verminderung der Variationen zu erlangen, wurde in einem weiteren Schritt das
Homogenat vor der Extraktion mit Proteinase K behandelt. Hierbei sollte der Einfluss von im
Homogenat vorhandener Proteine auf die Antikérperbindung untersucht werden. Dazu
wurden 20ul gepooltes Homogenat pro Probe mit 10mM EDTA, 1% SDS und 50ug
Proteinase K behandelt. Durch einen einstliindigen Verdau bei 55°C sollten samtliche im
Homogenat vorhandenen Proteine degeneriert werden. Vor dem Verdau wurden samtliche
Proben mit 100pg E2 dotiert. Da durch diesen Versuch nur die Variationen in der

Wiederfindung untersucht werden sollten, wurde auf eine undotierte Kontrolle verzichtet.
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Da es sich um gepooltes Homogenat handelte, konnte man davon ausgehen, dass in jeder
Probe nach der Behandlung die gleiche Menge an E2 gefunden werden sollte. Die
Wiederfindungsrate lag im Mittel bei 234.9%, allerdings war der niedrigste Wert bei 36.0%,
der hochste 648.3%, daraus ergab sich ein CV von 85.9%. Da das Problem nicht durch das
Entfernen von Proteinen geldst werden konnte, lag die Vermutung nahe, dass das im

Homogenat vorhande Fett und die Bildung einer Emulsion den ELISA storte.

3.2.6 Radioaktive Messung der Wiederfindungsrate

Da die Messung von radioaktiv dotierten Proben Antikérper-unabhangig erfolgt, wurde
gepooltes Homogenat mit 3H-Estradiol dotiert und ein weiteres Mal die Wiederfindung

gemessen.

Jede Probe wurde mit 10000cpm 3*H-E2 dotiert, extrahiert und direkt in einem

Scintillationcounter gemessen.

Gemessene Fraktionen: 1) dotiertes Homogenat
2) organische Phase nach der Extraktion

3) wasserlosliche Phase nach der Extraktion

Fraktion 1 wurde direkt gemessen, die Fraktionen 2 und 3 wurden nach der Extraktion
eingetrocknet und in Steroid-Assay-Puffer geldst. Die Counts des Homogenats wurden als
100% angenommen, die Counts der organischen Phase entsprechen X% und damit der
Wiederfindung in %.

Tabelle 3.1. Radioaktive Wiederfindung von Estradiol im Ganzkdérperhomogenat.

Probe Homogenat |wés. Phase |org. Phase w+o0 WF
[cpm] [cpm] [cpm] [cpm] [cpm]
1 13415.6 362.6 8646.8 9009.4 67.16
2 13568.4 384.6 9780.4 10165.0 74.92
3 13913.8 3371 8753.2 9090.3 65.33
4 13811.0 172.4 7777.7 7950.1 57.56
5 13822.4 221.4 6794.9 7016.3 50.76
6 13689.9 385.8 8704.4 9090.2 66.40
7 13717.2 327.6 8290.2 8617.8 62.82
8 13642.5 308.4 9720.7 10029.1 73.51
9 13876.8 323.40 77281 8051.5 58.02
10 13709.8 304.7 9732.8 10037.5 73.21
11 13636.9 336.3 6788.7 7125.0 52.25
12 12374.2 248.2 8162.5 8410.7 67.97
Mittelwert 13598.2 309.4 8406.7 8716.1 64.2
SA 409.4 65.1 1035.0 1065.5 8.1
%CV 3.0 21.0 12.3 12.2 12.6




Ergebnisse und Diskussion Seite 77

Die Wiederfindungsrate war mit 64.2% akzeptabel, der Variationskoeffizient mit 12.6%
ebenfalls. Die obige Tabelle =zeigt deutlich, dass die starke Variabilitat der
Wiederfindungsraten nicht durch die Probenaufarbeitung bedingt wurde, sondern vermutlich
durch Fettmicellen. Da fir eine radioaktive Wiederfindungsbestimmung keine
Antigen/Antikoérper-Wechselwirkung benétigt wird, konnte auch das in Micellen geléste E2

nachgewiesen werden.

3.2.7 Wiederfindung von Testosteron im Ganzkérperhomogenat

Durch die vorangegangenen Versuche wurde klar, dass Estradiol kaum mit einem ELISA im
Ganzkdrperhomogenat nachgewiesen werden kann. Daher wurde in einem weiteren
Experiment Testosteron verwendet, um die Mdéglichkeit auszuschlielen, dass das Problem
Steroid spezifisch war. Gepooltes Homogenat wurde mit 100pg Testosteron pro Probe
dotiert, mit Diethylether extrahiert und die getrocknete organische Phase in Steroid-Assay-

Puffer gelost.

Die Wiederfindung lag nur bei 13.0% und war damit wesentlich niedriger als die von Estradiol
bei einer vergleichbaren Aufarbeitung (s. 3.2.4, ohne Anldsen in EtOH), allerdings war der
Variationskoeffizient hier sehr hoch (210.3%). Damit zeigte die Wiederfindung von
Testosteron im Ganzkdérperhomogenat die gleiche Problematik wie der Estradiol ELISA, die
starken Variationen waren daher vermutlich nicht Steroid, sondern auch hier Matrix-

abhangig.

3.2.8 Wiederfindung von Estradiol und Testosteron in Plasmaproben

Wie in der Literatur beschrieben (Cuisset et al.,, 1994 und Nash et al., 2000) wurde der
verwendete ELISA urspringlich zur Messung von Steroiden in Plasmaproben etabliert.
Daher wurde als letzter Versuch im Rahmen dieser Etablierung die Wiederfindung von

Estradiol und Testosteron in Plasmaproben getestet.

Hierfir wurden 11 adulte Fettkopfbrassen (2M, 9W) in MS 222 (Ethyl-3-aminobenzoat-
methansulfonat, Fischnarkotikum, 100mg/l) betaubt und durch Herzpunktion ausgeblutet.
Das Vollblut wurde fiir 30min mit 3000g bei 4°C abzentrifugiert und nur das Plasma gepoolt

weiterverwendet.

Die Aufarbeitung erfolgte wie zuvor beschrieben, Extraktion in Diethylether und Anlésen des

getrockneten Extrakts in Steroid-Assay-Puffer.
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Tabelle 3.1. Wiederfindung von Estradiol in Plasmaproben, Dotierung: 20pg E2/Probe.

Probe dotiert undotiert WEF WEFE
[pg/well] | [pg/well] [pg] [%]

1 24.39 0.69 23.70 118.50

2 22.97 0.71 22.26 111.30

3 22.04 0.81 21.23 106.15

4 23.40 0.79 22.61 113.05

5 24.28 0.89 23.39 116.95

6 26.26 1.14 25.12 125.60

Mittelwert 23.89 0.84 23.05 115.26
SA 1.45 0.16 1.34 6.69
%CV 6.07 19.62 5.80 5.80

Tabelle 3.2. Wiederfindung von Testosteron in Plasmaproben, Dotierung: 10pg/Probe.

Probe dotiert undotiert WF WF
[pg/well] | [pg/well] [pg] [%]
1 9.03 0.32 8.71 87.10
2 9.16 0.31 8.85 88.50
3 9.16 0.31 8.85 88.50
4 9.00 0.27 8.73 87.30
5 9.01 0.29 8.72 87.20
6 8.73 0.26 8.47 84.70
Mittelwert 9.02 0.29 8.72 87.22
SA 0.16 0.02 0.14 1.39
%CV 1.75 8.26 1.59 1.59

Die beiden letzten Tabellen zeigen, dass die starken Schwankungen der Wiederfindungsrate
der Homogenat-Versuche Matrix abhangig waren und nicht vom Assay selbst hervorgerufen
wurden. Prinzipell kann man mit dem etablierten ELISA endogene Steroide im Plasma
nachweisen, allerdings ist es bis jetzt, trotz aller Veranderungen der Probenaufbereitung,

nicht méglich dies im Ganzkdrperhomogenat durchzufiihren.

Vermutlich storten bestimmte, im Homogenat vorhandene lipophilen Micellen, in denen die
Steroide gelost wurden, die Antikdrper/Antigen-Wechselwirkung. Zudem wurde die
Anwendung des ELISAs erschwert durch die sehr geringen Steroidkonzentrationen, welche
in den juvenilen Fischen nachgewiesen werden konnten. Es ware einfacher mit adulten
Fischen zu arbeiten, da diese einen hoheren Steroidspiegel besitzten und hier die

Plasmagewinnung in den benétigten Mengen mdglich ware.

3.3 Etablierung des Steroid RIAs (Radioimmuno Assay)

Der Radioimmuno Assay stellt eine weitere Methode zur Messung von Steroidspiegeln in
biologischen Materialien dar. Diese Methode unterscheidet sich in der Probenaufarbeitung

kaum vom ELISA, allerdings ist die Auswertung, durch die Verwendung von radioaktivem
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Tracer kostspieliger, zeitaufwendiger und nur in entsprechend ausgeristeten Laboren
durchflhrbar.

Die verwendeten Fische wurden ebenfalls in flissigem Stickstoff getdtet und nach dem
Auftauen gewogen und mit Hilfe eines Ultrathurax homogenisiert. Im Gegensatz zum ELISA
bestand hier die Mdglichkeit auf zweierlei Arten zu dotieren, mit radioaktivem (heil3) oder mit

nicht radioaktivem Steroid (kalt).

3.3.1 Testosteron Wiederfindung durch kaltes Dotieren an Einzelfischen

Hierzu wurden 7 Fische einzeln homogenisiert, und wie unter 2.6 beschrieben aufgearbeitet.
Um den RIA zu validieren, wurden unterschiedliche Mengen an geléstem Extrakt (50 und
100ul) erneut extrahiert, abzentrifugiert und eingeengt. Dieser 2. Extrakt wurde direkt mit
Antikérperldsung resuspendiert und anschlielend mit dem radioaktiven Tracer versetzt. Die

Dotierung betrug 1000pg pro Probe.

Die Wiederfindung war mit 68.1% akzeptabel, der Variationskoeffizient war zwar mit 18.4%

relativ hoch, allerdings deutlich niedriger als bei dem zuvor beschriebenen ELISA.

3.3.2 Testosteron Wiederfindung durch heiBes Dotieren an Einzelfischen

Bei diesem Versuch wurde Ganzkérperhomogenat mit Tracer versetzt, extrahiert, in RIA-
Puffer nach dem Einengen wieder angeldst und danach direkt im Counter gemessen. Zuvor
musste allerdings bestimmt werden, ob es durch die Verdinnung des Tracers in
Fischhomogenat zu einem Quench kommt, d.h. der Scintillation Counter durch die Tribung

der Probe nicht mehr die exakte Menge an Radioaktivitat bestimmen kann.

Hierflir wurde ein unbehandelter Fisch homogenisiert, extrahiert und in Puffer angeldst, er

diente anschlieRend als Leerfischextrakt um den Tracer-Quench zu messen.
Tracer-Kontrollen: 1 = 100ul Testosteron-Tracer + 700ul RIA-Puffer
2 = 100ul Testosteron-Tracer + 300ul RIA-Puffer
3 = 100yl Testosteron-Tracer + 700ul Leerfischextrakt
4 = 100ul Testosteron-Tracer + 300l Leerfischextrakt

Die beschriebenen Tracer-Kontrollen wurden als Replikate pipettiert und jede einzelne Probe

4 Minuten im Counter gemessen.
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Tabelle 3.1. Quench Kontrolle des radioaktiven Testosteron-Tracers mit Leerfischextrakt.

Kontrolle 1 Kontrolle 2 Kontrolle 3 Kontrolle 4
[cpm] [cpm] [cpm] [cpm]
2651.9 3021.7 2872.6 2989.1
2804.2 3031.7 2687.8 3014.5
Mittelw. 2728.1 3026.7 2780.2 3001.8

Wie aus der obigen Tabelle hervorgeht, war der Quench nicht davon abhangig, ob mit einer
BSA-Ldsung, oder einem Fischextrakt verdiinnt wurde. Zudem konnte man nun auch davon
ausgehen, dass das Pipettieren einer Eichgerade in einer BSA-Losung vergleichbare

Ergebnisse lieferte.

Es wurden anschlieRend 4 Fettkopfbrassen einzeln homogenisiert und anschlielend die

Homogenate in 2 Aliquots geteilt.

Alle 8 Proben wurden mit 100ul Testosteron Tracer (2849.1cpm) dotiert und anschliel3end
extrahiert. Zudem wurden 2x 200ul der wieder angelésten Probe ein weiteres Mal extrahiert
um den zusatzlichen Verlust an Radioaktivitat, durch die 2. Extraktion, zu ermitteln. Die cpm-

Werte der Proben wurden im Counter 10 min gemessen.

Es gingen bei der 1. Extraktion 20%, bei einer weiteren 10% des externen Standards
verloren. Nach der 2. Extraktion konnten noch 67.9% wiedergefunden werden. Der
Variationskoeffizient lag bei 5.6%. Im Endeffekt bestatigte sich damit das Ergebnis des
kalten Dotierens, mit dem RIA konnen ca. 70% des Gesamttestosterons nachgewiesen
werden. Die geringeren Variationskoeffizienten erklaren sich vermutlich durch die Art des
Dotierens. Beim kalten Dotieren war das zugegebene Testosteron in absolutem Ethanol
gelost, was vermutlich die Antigen/Antikérper-Wechselwirkung storte, beim heiRen Dotieren

ist das radioaktive Testosteron in RIA-Puffer gelost.

Testosteron konnte mit Hilfe dieses RIAs mit einem ~ 30%igen Verlust und nur geringen

Variationen nachgewiesen werden.

3.3.3 Estradiol Wiederfindung durch kaltes Dotieren an Einzelfischen
Es wurden 7 Fische einzeln homogenisiert mit 1000pg Estradiol dotiert und wie beschrieben
aufgearbeitet. Da noch keine Vorwerte fir Estradiol im Ganzkorperhomogenat vorlagen

wurden 3 verschiedene Inkubationvolumina getestet (50, 100 und 200pul).

Die Wiederfindung bei Estradiol betrugt nur zwischen 50 und 60% (50ul: 57.8%, 100ul:
59.4%, 200pl: 54.4%), mit vergleichbaren Variationskoeffizienten wie bei der Testosteron
Wiederfindung (& 23.0%). Es wurde daher gleich verfahren, wie bei der Testosteron

Wiederfindung und ebenfalls ein Versuch mit heillem Dotieren durchgefuhrt.
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3.3.4 Estradiol Wiederfindung durch heiBes Dotieren an Einzelfischen
4 Fische wurden einzeln homogenisiert und die Homogenate geteilt. Die Proben wurden mit
jeweils 100ul Estradiol Tracer (2376.9cpm) dotiert und anschlie®end extrahiert. Zudem

wurden 2x 200ul der wieder angeldsten Probe ein zweites Mal extrahiert.

Nach der 1. Extraktion konnten 54.1% mit einem %CV von 24.3% wiedergefunden werden.
Nach der 2. Extraktion nur noch 34.6%, mit einem %CV von 21.9%.

Auch hier war ein sehr groRer Verlust durch die zweite Extraktion mit einem erneuten
Anldsen zu erkennen. Die Wiederfindungsraten des Estradiol RIAs wurden durch ein heil3es
Dotieren, d.h. kein zusatzliches Losungsmittel, im Ansatz nicht reduziert. Es traten wieder die
gleichen Probleme wie beim Estradiol ELISA auf, daher wurde auf weitere Validierungsarbeit

verzichtet.

3.4 Etablierung des mRNA Nachweises mittels Northernblot

Da zum Zeitpunkt des Versuchs weder die Sequenz des Vitellogenins noch des Estrogen
Rezeptors der Fettkopfbrasse bekannt war, sollte die entsprechende mRNA mit Hilfe eines
Northernblots und Sonden gegen Regenbogenforelle VTG und ER durchgefiihrt werden. Die

Sonden wurden von der AG Y. Valotaire (Universitat Rennes, F) gestellt.

Um Gesamt RNA zu erhalten, welche VTG und ER mRNA mit Sicherheit in ausreichenden
Mengen enthalt, wurden 15 weibliche adulte Fettkopfbrassen Uber 5 Tage statisch einer im
Wasser geldsten Konzentration von 10ug EE2/I ausgesetzt (TXST 19980193). Es wurden
taglich 3 Fische aus dem Becken entnommen, durch Dekapitation getotet und die Gesamt
RNA isoliert. Am Ende des Versuchs wurden 3 weitere mannliche, unbehandelte Fische

dekapitiert und ebenfalls die RNA isoliert. Sie dienten im Anschluss als Negativkontrolle.

Die fir den Northernblot verwendeten heterologen Sonden waren nicht in der Lage bei
unterschiedlichen Bedingungen eine feste Bindung mit der aufgetrennten RNA der
Fettkopfbrassen einzugehen. Da die Regenbogenforelle (Onchorynchus mykiss) zur Familie
der Salmoniden gehdrt und die Fettkopfbrasse zu den Cypriniden, besteht nur in gewissen

Teilbereichen eine Homologie zwischen den Nukleotidsequenzen.

3.5 Etablierung einer RT-PCR zum Nachweis der VTG und ER mRNA
Da mit einem Northernblot der Nachweis der VTG und ER mRNA nicht mdglich war, durch
den Vitellogenin ELISA aber nur die Menge an Protein bestimmt und daher keine Aussage

Uber die Expression des Vitellogenins getroffen werden kann, wurde eine RT-PCR etabliert.

Anhand der, zum Zeitpunkt der Etabierung, bereits verodffentlichten Sequenz der Vitellogenin

cDNA der Fettkopfbrasse (aus PubMed [www.ncbi.nim.nih.gov], Korte et al., unpubl., 1999,
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Accession: AF 130354), wurden Primer abgeleitet. Diese Primer amplifizieren bei einer
Anlagerungstemperatur (=Ta = Annealingtemperature) von 60°C ein Transkript von 400
Basen Lange. Zusatzlich wurde ein Alignment (= Vergleich von Sequenzen unterschiedlicher
Tiere) fur die Sequenz des Estrogen Rezeptors durchgeflihrt, da hier die Sequenz der
Fettkopfbrasse noch nicht bekannt war. Hierbei wurden zuerst die ER-
Aminosauresequenzen samtlicher in der Genbank auffindbaren Fische verglichen, um
hochkonservierte Domanen zu finden. Bei der Steroid- ebenso wie bei der DNA-
Bindedomane handelt es sich um solche hochkonservierten Sequenzbereiche (Pakdel et al.,
1990). Zum Ableiten der gesuchten Primer wurde die Nukleotidsequenz der DNA-
Bindedomane des Goldfisches (Carassius auratus, Tchoudakova et al., unpubl., 1999,
Accession: AF061269) mit der des Zebrabarblings (Danio rerio, Legler et al., unpubl., 2000,
Accession: DRE275910) verglichen. Es konnten 2 Primerpaare gefunden werden, die ein
Produkt von 323 Nukleotiden oder 218 Nukleotiden Lange, bei einer Anlagerungs-temperatur

von 50 bzw. 64°C amplifizieren.

Zusatzlich wurde anhand der Sequenz des skeletalen Karpfen a-Actins (Cyprinus carpio,
Watabe et al., 1995, Accession: CYISAA1) Primer fir ein konstitutiv exprimiertes Gen, als

sogenanntes Housekeeping-Gen, abgeleitet.

Um die PCR zu etablieren, wurde wiederum die Gesamt-RNA der Ethinylestradiol
exponierten Fische zur Etablierung des Northernblots (TXST 19980193) eingesetzt. Die
amplifizierten DNA-Fragmente wurden durch eine Agarosegelelektrophorese aufgetrennt,

anschlielfend aus dem Gel ausgeschnitten, gereinigt und sequenziert.

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Hilfe des Alignmentprogramms Fasta3

(www.ebi.ac.uk/fastad/) in eine Genbank eingespeist und verglichen.

Tabelle 3.1. Ergebnisse der Sequenzierung von PCR-Produkten.

Bezeichnung | Primerkombi. Bester Treffer Identitat [%]

VTG VTG-fatfw Fettkopfbrassen Vitellogenin 99.1
VTG-fatrev (AF130345)

ER 1 ER-gold-1for Zebrabarbling Estrogen Rezeptor 86.4
ER-zeb-1rev (DRE275910)

ER 3+2 ER-gold-3for Goldfisch Estrogen Rezeptor 82.5
ER-zeb-2rev (AF177465)

Actin Carp-a-actfw Goldfisch skeletales a-Actin 86.8
Carp-a-actrev (CASAA2)

Die zum Teil sehr geringen Identitaten bedingten sich durch die nicht optimale
Sequenzierung. Bei den Proben ER 1 und Er 3+2, ebenso wie beim Actin lief ein sehr starker

Hintergrund mit, d.h. die Peaks der einzelnen Nukleotide waren sehr niedrig und z.T.
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Uberlagerten sie sich. Aus diesem Grund konnten einige Nukleotide nicht genau zugeordnet

werden und mufdten als N angegeben werden.

KRPYTEVTHHTLLTSHADKEL\'HHIA'n'.-\KK\'PGF\'ELSLHDQ\’QLLESSHLE\'LHIGLIHRSIHCF‘GKLIFAQDLILDRSEGDC\'EGHAEIFDHLLATAS

10

100

KRPLTEASVHHLLTNLADKELVHHISHAKKIPGFVELSLVDDVHLLEEEHLEVLHIGLHHRSVDHPGKLIFEPDLSLSREEGSEVDGFVEIFDHLIAATT
SRPYTEVTIMTLLTSHADKELVHHMITWAKKLPGFLOLSLHOOVLLLESSWLEVLHIGLI'WRSIOCPGKL IFAQDL ILORNEGTCVEGHAEIFOMLLATAS
KKPFTEDSHMHSLTNLADKELYLHISWAKKIPGFYELOLSOOYHLLECCWLEVLMLGLHWREYDHPGKL IFSPOLKLNRDEGSCYEGILEIFOHMYLAATS
KKPYTESTYMHSLTOLADKELYLHISWAKKIPGFVELSLAHOVOLLECCWLEVLMLGLHWRSIDHPGKL IFSLOLKLNRODEGNCYEGIHEIFDHLLAGSS
ARPYTEVTHMTLLTSHADKELVHHI AWAKKYPGFOELSLHOOVOLLESSWLEVLMIGL IWRSIHCPGKL IFAQDL ILDORSEGDCYEGHAEIFOHMLLATYS
ARPYTEVTHMTLLTSHADKELVHHI AWAKKYPGFOELSLHOOVOLLESSWLEVLMIGL IWRSIHCPGKL IFAQDL ILDRSEGDCYEGHAEIFOHMLLATYS
NRPYTEVTHMTLLTSHADKELVHHI AWAKKLPGFLALSLHDOVOLLESSWLEVLMIGL IWRSIHCPGKL IFAQDL ILDORSEGDCYEGHAEIFOHMLLATAS
NRPYTEVTYMTLLTSHADKELVHHI AWAKKLPGFLOALSLHDOVOLLESSWLEVLMIGL IWRSIHCPGKL IFAQDL ILDORSEGDCYEGHAEIFOMLLATAS
SRPYTEITHMSLLTNHADKELYHHI AWAKKYPGFODLSLHOOVOLLESSWLEVLMIGLIWRSIHSPGKL IF AQDL ILDORSEGECYEGHAEIFOHMLLATY A

+ Majority

Majority

Tilapia nilotica [Cichlidas)
Oreochromie niloticus [Cichlidaal
Arnguilla joponica [Anguillidas)
Ictalurue punctatus [Ictaluridas)
Oncorhynchue mykiee [Salmonidas)
Salmo salar [Salmonidael
Chrysophrye major [Sparidas)
Sparue aurata [Sparidas)

Danio rerio [Cyprinidas)

315 KKPFTEANYMMSLTNLADKELYHMISWAKKIPGFYEIGLFDOVHLLECCWLEYLMLGLMWRSYNHPGKLYF SPOLSLSROEGSCYUGFAEIFOMLLAATS Carassius auratus [Cyprinidas]
I mmmmmmmmmmmme - LADKELYHMI AW AKKYPGFODLSLHDAYOLLESSWLEVLMIGLIWRSIHSPGKL IFAQOL ILORNEGECYEGHAEIFOMLLATAA Pimephales promelas  [Cyprinidas)
l . I l T teertty
RFRELKLKPEEF\’CLKAIILLNSGAFSFCSGT\’EPLHSRSAVLSHLDSITDALIHHISKSGLSAQQQSRRQAQLLLLLSHIRHHSNKGHEH ----- Hajority
IIO 120 130 140 150 150 I?O 180 190
395 RYRELKLOREEYVCLKAMILLNSNHCLSSSOCEEDLASRSKLLRLLOAMTOALYLAIGKTGLTFRAQYTRLAHLLHLLEHIRHYSNKGH Tilapia nilotica [Cichlidas]
350 RFRVLKLKPEEFVCLKATILLNSGAFSFCTGTHEPLHDSAAVOHHLOTITOALIFHISHLGCS AQQASRROAQLLLLLSHIRHHSNKGHEHLY SH Orsochromie niloticus [Cichlidasl
414 RFRELKLOREEYVCLKATILLNPNLCTTSSENREELESRNKLLHHLOSY TOALYY TIAKKGLTFQOQSARL AHLLHLLAHIRHLSNKGHEHLSN Anguilla joponica [Anguillidas)
413 RFRELKLOKEEYVCLKALILLNSSHYHTSSACEKOLESRTKLLRLLOAYTOALYWAISRTGLETAQASARL AHLLMLLEHIRHLSNKGHEHLSSH Ictalurus punctatus [Ictaluridas)
447 RFRHLKLKPEEFVCLKATILLNSGAFSFCENSVESLHNSSAVESHLONITOAL IHHISHSGASVQQAPRROAQLLLLLSHIRHHSNKGH Oncorhynchus mykise [Salmonidae)
360 RFRMLKLKPEEFVCLKATILLNSGAFSFCENSVESLHNSSAVESHLONITOAL IHHISHEGASYQQOPRRAVALLLLLSHIRHHSNKGHEH Salme salar [Salmonidas)
356 RFRMLKLKPEEFVCLKATILLNSGAFSFCTGTHERPLHDGAAVONHLOTITOALIHHINQSGCS AQOASRROAQLLLLLSHIRHHSNKGHE Chrysophrye major [Sparidas]
394 RFRMLKLKPEEFYCLKATILLMNEGAFSFCTGTHEPLHDEAAYANHMLOTITOAL IHHINOSGLS AQONERRUADLLLLLSHIRHMSNKGHEH Sparus aurata [Sparidas]
188 RFRSLKLKLEEFYCLKATIILINSGAFSFCSCPYEPLMONFHYQCHLONITOALIYCISKSGASLALASRROAQLLLLLSHIRHHENKGH Danio rario [Cyprinidas)
415 RFRELKLOREEYACLKAMILLMENHCLSSAEGGEELOSREKLLCLLOSYTOALYWAT SKTGLEFQORSTRLAHLLHLLEHIRHVENKGHOHLHEHK Caraesius auratus [Cyprinidas)
G5 RLRALKLEXEEFYCLKAIILLMENTCSSLEHTPEGYKERGKYLSKLOSYTOALIXSIXKTGASAQLASARLAHLLHLLSHIRHH Fimephales promelas [Cyprinidae]

Abbildung 3.1. Alignment der Fettkopfbrassen ER Sequenz mit bereits bekannten ER
Sequenzen von Fischen

Fir das Alignment in Abb 3.1 wurden die gefundenen DNA-Sequenzen in die Aminosaure-
Sequenz Ubersetzt und mit bekannten ER Sequenzen von anderen Fischen verglichen.
Dabei konnte eine sehr groRe Homologie zwischen den einzelnen Sequenzen festgestellt

werden.

3.6 Verlangerte Fischtests mit 3 endokrin wirksamen Substanzen

Juvenile, noch nicht geschlechts-differenzierte Fische wurden uUber 14 oder 21 Tage drei
endogen aktiven Substanzen ausgesetzt. Es wurden juvenile Tiere verwendet, um mogliche
Auswirkungen der endogen aktiven Substanzen auf die Geschlechtsdifferenzierung zu
untersuchen. Hierbei handelte es sich um Ethinylestradiol, ein Estrogen, welches z.B. in
Kontrazeptiva eingesetzt wird, um Methyltestosteron, ein synthetisches Androgen und
Fadrozol, ein Aromatase-Inhibitor der Firma Novartis (Basel, CH). Fir jede Substanz wurde
vor dem definitiven Test ein auf 14 Tage verklrzter Dosisfindungs-Test durchgefiihrt. In der
Literatur wurden bislang einige Fischtests beschrieben, bei denen die zu testende Substanz
direkt im Aquarienwasser geldst war (Holcombe et al., 1984; Kramer et al., 1998). Allerdings
gab es keine Daten zu Methyltestosteron und Fadrozol. Zudem wurde oft mit gréReren

Spezies gearbeitet, beispielsweise Karpfen (Cyprinus carpio) oder Regenbogenforelle
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(Oncorhynchus mykiss), hier wurde die betreffende Substanz meist intraperitoneal injiziert
(Christiansen et al., 1998; Crim et al., 1980; Hernandez et al. 1992).

Um eine Datengrundlage zu schaffen, war es wichtig, subletale Dosen der verwendeten
Substanzen zu finden, die trotz der geringen Konzentration eine Wirkung auf den endogenen
Hormonhaushalt der juvenilen Fische ausibten. Aus diesem Grund wurden die Vorversuche

auf zwei Wochen Dauer beschrankt und nur eine geringe Anzahl an Fischen eingesetzt.

3.6.1 Ethinylestradiol Range-finding Test (TXST 19980250)

3.6.1.1 Eingesetzte Testkonzentrationen

Es wurden zwei Teilversuche hintereinander durchgefiihrt. Zuerst wurden die Tiere in einer
Leitungswasserkontrolle und 3 Testsubstanzkonzentrationen von nominal 5.0, 10.0, 20.0 und

40.0ng/l exponiert, im Anschlufd dazu in einem Zusatzversuch in 400.0ng/I.

Da Ethinylestradiol in ausreichenden Mengen wasserldslich ist (~18mg/l; Schweinfurth et al.,

1997) wurde dieser Versuch ohne Lésungsvermittler durchgefiihrt.

Aufgrund von technischen Schwierigkeiten konnte keine Bestimmung des EE2-Gehalts der

Proben aus dem Range-finding Test durchgefihrt werden.

3.6.1.2 Begutachtung der Fische uber den Versuchszeitraum

Uber den gesamten Versuchszeitraum kam es im Hauptversuch, lediglich zu einzelnen
Todesfallen. Insgesamt verstarben 4 Fische aus Gruppe 2,3 und 4. Im Gegensatz dazu
multe der Zusatzversuch an Tag 10 abgebrochen werden. Innerhalb von 5 Tagen (Tag 6-
10) starben 6 Fische und die noch verbleibenden zeigten auffallige Abnormalitaten
(Schwimmen nur direkt am Beckenboden, sehr verangstigt, verminderte Nahrungsaufnahme
und sehr grol’e Hamatome im Bereich der Rickenflosse). Aus diesem Grund wurden die

restlichen Fische des Zusatzversuchs an Tag 10 in flissigem Stickstoff moribund getdtet.

Tabelle 3.1. Mittelwert der Kérpergewichte von Fettkopfbrassen exponiert in EE2 Uber 14
Tage (Range-finding Test), n = 16.

Gruppe Tag 4 Tag 10 Tag 14
[mg] [mg] [mg]

1 201.1 - 314.2
2 154.1 - 261.5
3 109.6 - 226.8
4 168.5 - 313.3
5 179.2 - 306.6
6 281.7 319.5 -
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3.6.1.3 Vitellogeninkonzentrationen im Ganzkérperhomogenat

Alle getdteten Fische wurden homogenisiert und fur die Vitellogeninbestimmung eingesetzt.
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Abbildung 3.1. Vitellogeningehalt in juvenilen Fettkopfbrassen (Ganzkérperhomogenat)
exponiert in EE2 Uber 14 Tage (Range-finding Test), n = 16.

Es konnte eine Dosis- und Zeitabhangigkeit durch die Ethinylestradiolbehandlung gezeigt
werden. Bei 10ng EE2/l war schon an Tag 4 eine deutliche Steigerung der
Vitellogeninkonzentration messbar, wohingegen bei 5ng/l die Steigerung erst bei Tag 14
nachweisbar war. In Gruppe 4 (20ng/l) war der Anstieg noch starker, im Gegensatz dazu
wurde in Gruppe 5 (40ng/l) keine weitere Zunahme an Vitellogenin im Homogenat an Tag 14
beobachtet. Dieses Phanomen kann weder durch ein geringeres oder hoheres
Kdrpergewicht, noch durch eine sonstige Abweichung der Fische der Gruppe 5 erklart

werden.

3.6.2 Ethinylestradiol definitiver Test (TXST 19990138)

3.6.2.1 Eingesetzte Testkonzentrationen

Auch bei diesem Versuch wurde kein Ldsungsvermittler eingesetzt. Als nominale
Testkonzentrationen wurde 5.0, 10.0 und 50.0ng/I getestet, wobei 10.0ng/l die Konzentration

darstellte, welche in den anderen definitiven Tests als Positivkontrolle diente.
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Tabelle 3.1. Nominale und gemessene Testkonzentrationen des Ethinylestradiol definitiven
Tests.

Gruppe Substanz nomial gemessen % der Nominal-
[ma/l] [ma/l] konzentration
1 Leitungswasserkontrolle 0.0 0.0 -
2 Ethinylestradiol 5.0 1.23+£0.7 24.6
3 Ethinylestradiol 10.0 3.79+£1.0 37.9
4 Ethinylestradiol 50.0 21.56 £6.5 43.1

3.6.2.2 Begutachtung der Fische liber den Versuchszeitraum

Es kam zu einer leichten dosisabhangigen Zunahme der Mortalitat, die allerdings nicht
zeitabhangig war. Da aber bei diesem Versuch die Grenze von 10% Mortalitat bei weitem
unterschritten wurde und die Fische keine Befunde aufwiesen, wurde der Versuch nicht
abgebrochen. Die restlichen Fische wiesen keine Verhaltens- oder makroskopischen

Veranderungen auf.

Tabelle 3.1. Ethinylestradiol definitiver Test: Todesfalle, n = 136 (gesamt).

Gruppe | Woche 1 | Woche 2 | Woche 3 | Gesamt | Gesamt
[Anzahl] [%]
1 - 1 - 1 0.7
2 - 2 - 2 1.4
3 1 3 1 4 2.8
4 3 1 - 4 2.8

Tabelle 3.2. Mittleres Kérpergewicht und Lange der Ethinylestradiol exponierten Fische
(definitiver Test), n = 32.

Gruppe Tag 0 Tag 4 Tag 7 Tag 14 Tag 21
[mg/mm] [mg/mm] [mg/mm] [mg/mm] [mg/mm]
1 unbehandelte 54.8/14.9 102.3/16.0 141.1/17.4 213.8/20.4
2 Fische 59.3/15.5 102.1/16.6 162.3/18.3 217.8/20.5
3 107.9/16.4 70.6/15.5 113.6/175 199.7/20.3 188.1/20.6
4 80.7/15.0 81.5/16.3 149.1/17.8 157.7/21.0

Uber den gesamten Versuchzeitraum haben die eingesetzten Fische kontinuierlich an

Kdrpergewicht und -lange zugenommen.
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3.6.2.3 Vitellogeninkonzentrationen im Ganzkérperhomogenat
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Abbildung 3.1. Vitellogeningehalt in juvenilen Fettkopfbrassen (Ganzkérperhomogenat)
exponiert in EE2 Uber 21 Tage (definitiver Test), n = 32.

Das synthetische Steroid 17a-Ethinylestradiol ist - neben seinem 3-Methylether Mestranol -
die wichtigste Estrogen-Komponente in oralen Kontrazeptiva (Schweinfurth et al., 1997). Aus
dem obengenannten Grund wurde ein starke Vitellogenin Anstieg durch die Exposition
erwartet, welcher in Abbildung 3.3 auch sehr deutlich zu erkennen ist. Es kam dosis- und
zeitabhangig zu einem Anstieg der Vitellogeninkonzentration im Ganzkdrperhomogenat.
Selbst bei der niedrigsten Konzentration, mit nominal 5ng/l konnte an Tag 4 und Tag 14 ein
signifikanter Vitellogeninanstieg gemessen werden, bei den hoheren Konzentrationen waren
alle Messwerte signifikant hoher als die Kontrolle (p < 0.05). Die Ergebnisse des Range-
finding Tests konnten durch diesen definitiven Test bestatigt werden, auch hier kam es zu
einem sehr starken, zeitabhangigen Vitellogeninanstieg, aufgrund der Exposition mit EE2.
Allerdings war der VTG Anstieg beim Range-finding Test wesentlich héher als bei der
definitiven Prifung (s. Abb. 3.2). Das konnte durch das hohere Korpergewicht der Fische zu

Beginn der Exposition erklart werden (s. Tab. 3.8).

Da es sich bei Vitellogenin um ein Speicherprotein handelt, das zur Versorgung des
Embryos dient, hat es eine sehr lange Halbwertszeit, je nach Fisch-Spezies von 132-303

Stunden (Craik et al., 1977). Aus diesem Grund ist die Anreicherung des Vitellogenins
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vermutlich nicht nur auf eine Neusynthese, sondern z. T. auch auf eine Akkumulation

zuruckzufiuhren.

3.6.2.4 RT-PCR

Mit Hilfe des Vitellogenin ELISAs wurde die Vitellogenin-Protein-Konzentration im Ganz-
kérperhomogenat gemessen. Es konnte damit keine Aussage Uber das Expressionsmuster
getroffen werden. Deshalb sollte nachgewiesen werden, ob Vitellogenin und Estrogen
Rezeptor mRNA von den juvenilen Fischen nach der Exposition mit endokrin wirksamen
Substanzen neu-exprimiert wurde. Actin diente hier als Housekeeping Gen, da es in
juvenilen Fischen standig exprimiert wird und daher einen Marker fur die Qualitat der RNA
bzw. der cDNA darstellte.

Tag 4 Tag 7 Tag 14 Tag 21
KO EE2 KO EE2 KO EE2 KO EE2
5 10 50 5 10 50 5 10 50 5 10 50
ng/L | ng/L | ng/L ng/L | ng/L | ng/L ng/L | ng/L | ng/L ng/L | ng/L | ng/L
ABABABABABABABAB/MABABABABIABABABRAEB

Abbildung 3.1. RT-PCR der EE2 exponierten Fischen zum Nachweis von VTG, Actin und
ER mRNA (definitiver Test), n = 2.

Nur in 3 Proben konnte keine starke Bande des Actins nachgewiesen werden, d.h. die RNA
Isolation hatte zu keiner Denaturierung gefuhrt. Trotzdem konnte keine VTG mRNA
nachgewiesen werden, auch nach Wiederholung der PCR. Es ware mdglich, dass es durch
die Exposition mit EE2 nicht zu einer Neusynthese von VTG mRNA kommt, sondern dass
die vorhandene mRNA stabilisiert wird und sich damit ihre Halbwertszeit und demzufolge die
Translationsrate erhéht. Allerdings spricht die estrogen-abhangige Transkription des
Vitellogenins gegen diese Hypothese, da EE2 an den Estrogen Rezeptor bindet und daher
die Expression VTG mRNA fordert. Tenniswood et al., konnten 1983 zeigen, dass in
Xenopus laevis Hepatocytenzellen die VTG mRNA Akkumulation schon 16h nach der
Exposition mit EE2 einen Hohepunkt erreicht. Aus diesem Grund ware es mdglich, dass die
Totungszeitpunkte zum Nachweis der mRNA schlecht gewahlt waren, da der Anstieg schon
vorriber war und daher keine VTG mRNA nachgewiesen werden konnte.

Bei Fischen ist die Expression des ER Estrogen abhangig. Flouriot et al., konnten 1997
zeigen, dass die Transskription des hepatischen ER der Regenbogenforelle nur unter
Einfluss eines Estrogen-Estrogen Rezeptor Komplexes vonstatten geht. Dies bedeutet, dass

eine Exposition mit einem potenten Estrogen in einer verstarkten Transkription der ER
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MRNA resultieren sollte. Im Gegenteil dazu ist in Abb. 3.4 vielmehr eine leichte,

zeitabhangige Abnahme der ER mRNA in den exponierten Fischen zu erkennen.

3.6.3 Methyltestosteron Range-finding Test (TXST19980071)

3.6.3.1 Eingesetzte Testkonzentrationen

Da Methyltestosteron (MT) nur in sehr geringen Mengen wasserloslich ist (~10mgl/l;
Lésungsversuch), mufte ein Losungsvermittler (Triethylenglykol : Aceton, 1:2) eingesetzt
werden um eine Stammldsung anzusetzen. Bei den Testkonzentrationen handelte es sich
um eine Leitungswasserkontrolle, eine L&sungsvermittlerkontrolle, und 3 Gruppen mit
Substanzlésung (nominal 1pl/l, 10ug/l und 100ug/l). An den Tétungszeitpunkten (Tag 7 und
Tag 14) wurden aus jedem Becken 20ml Lésung entnommen und in der Oko-Analytik der
Gehalt an Testsubstanz bestimmt. Hierzu wurde ein Teil der Probe direkt in eine LC-MS

Apparatur (Hochdruck Flissigkeitschromatographie mit massenselektiver Detektion) injiziert.

Tabelle 3.1. Nominale und gemessene Testkonzentrationen des Methyltestosteron Range-
finding Tests.

Gruppe Substanz nomial gemessen % der Nominal-
[ma/l] [ma/l] konzentration
1 Leitungswasserkontrolle 0.0 0.0 -
2 Lésungsvermittlerkontrolle 0.0 0.0 -
3 Methyltestosteron 1.0 0.5+0.0 50
4 Methyltestosteron 10.0 5.7 +0.1 o7
5 Methyltestosteron 100.0 68.3+0.7 68

3.6.3.2 Begutachtung der Fische uber den Versuchszeitraum

Wahrend der gesamten Exposition kam es lediglich in Guppe 4 (10ug MT/I) nach 4 Tagen zu
einem Todesfall. Es konnte davon ausgegangen werden, dass die Substanz in subletalen
Dosen vorlag. Auch kam es zu keinerlei Verhaltensabweichungen der MT exponierten
Fische im Vergleich zu den Kontrollfischen. Das Schwimm- und Fressverhalten blieb

unverandert, ebenso traten keine makroskopischen Abnormalitaten auf.

Ab Tag 4 des Rang-finding Tests kam es zu einer schwachen Tribung der Ldsung im
Mischgefald von Gruppe 2 bis Gruppe 5. Damit einher ging auch ein sehr starker Abfall der
Sauerstoff-konzentration von durchschnittlich 7.5mg/l auf 4.6mg/l. Dies lie3 auf ein

verstarktes Bakterienwachstum durch den Lésungsvermittler schlieBen, woraufhin in jedem
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Becken eine externe Luftzufuhr installiert wurde. Im weiteren Laufe des Versuchs pendelte
sich die Sauerstoffsattigung in Becken 2 bis 5 bei durchschnittlich 7.2mg/I ein, allerdings lag

sie in der Leitungswasserkontrolle konstant Gber 8mgl/l.

Tabelle 3.1. Mittleres Korpergewicht von Fettkopfbrassen exponierten in Methyltestosteron
Uber 14 Tage (Range-finding Test).

Gruppe Tag 7 Tag 14
[mg] [mg]
1 349 422
2 292 431
3 441 461
4 539 688
5 422 432

3.6.3.3 Vitellogeninkonzentrationen im Ganzkérperhomogenat

Fir die Vitellogeninbestimmung wurden nur die Fische des zweiten Toétungszeitpunktes
herangezogen (10 Fische pro Gruppe, Tag 14), da samtliche Fische vom ersten
Toétungszeitpunkt (10 Fische pro Gruppe,Tag 7) fur den Steroid ELISA, bzw. RIA extrahiert
wurden. Durch die Extraktion war es nicht mehr méglich eine Vitellogeninbestimmung
durchzufuhren.
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Abbildung 3.1. Vitellogeningehalt in juvenilen Fettkopfbrassen (Ganzkérperhomogenat)
exponiert in MT Uber 14 Tage (Range-finding Test), n = 10

Durch die Behandlung mit Methyltestosteron kam es zu einem starken Vitellogeninanstieg,
der allerdings nicht dosisabhangig war. Vitellogenin, das eigentlich in gréReren Mengen nur
von weiblichen geschlechtsreifen Fischen produziert wird, konnte mit Hilfe eines ELISAs
auch in nicht- geschlechtsreifen Fettkopfbrassen nachgewiesen werden. Das kénnte mit
einer nicht-spezifischen Bindung des Methyltestosterons am Estrogen Rezeptor erklart
werden, oder mit einer mdglichen Aromatisierung des Methyltestosterons durch die

Aromatase im Fisch. Dies wird im weiteren noch geklart werden.

3.6.3.4 Losungsvermittlerversuch

Da Methyltestosteron schlecht wasserldslich ist lag die Vermutung nahe, dass ein Teil der
Substanz an dem Bakterienrasen absorbiert, was auch zu der Wiederfindungsrate von nur &
58% (s. Tab. 3.12) beigetragen hatte. Aus diesem Grund wurde ein Versuch ohne Tiere und

Substanz, sondern nur mit unterschiedlichen Lésungsmitteln durchgefuhrt.

Die zur Zeit verfugbare Guideline (OECD Guideline 204) zur Durchfuhrung von aquatischen
Tests mit schlecht wasserloslichen Testsubstanzen beschreibt keine Mehrkomponenten-
Lésungsver-mittlersysteme. Aus diesem Grund wurden nur einzelne Ldsungsmittel im

DurchfluRverfahren, jedoch ohne eine Zuleitung in Aquarien getestet.
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Verwendete Ldsungsmittel: Gruppe 1 Leitungswasser (Kontrolle)

Gruppe 2 Ethanol

Gruppe 3 Methanol

Gruppe 4 Aceton

Gruppe 5 Dimethylformamid
Gruppe 6 Triethylenglykol

Nach einer Dichtebestimmung der Lésungsmittel wurden fiir diesen Versuch 200mg/I, Gber

einen Versuchzeitraum von 14 Tagen eingesetzt.

An Tag 5 kam es zu einer leichten Tribung in Gruppe 2 und 3 (Ethanol und Methanol). An
Tag 7 waren in diesen Becken fadige Bakterienkolonien und eine sehr starke Tribung zu
erkennen, gleichfalls konnte eine leichte Tribung in Gruppe 4 (Aceton) beobachtet werden.
Ab diesem Moment nahm auch die Sauerstoffsattigung in den betroffenen Becken drastisch
ab (von ~8.0mg/l auf ~4.5mg/l). Der Versuch wurde fiur die Gruppen 2 - 4 an Tag 9
abgebrochen. Die Gruppen 1, 5 und 6 wurden noch 5 Tage weitergeflihrt. Bis Tag 14 trat

keine Tribung auf, ebensowenig wie eine Abnahme des Sauerstoffgehalts in der Losung.

In den weiteren Versuchen wurde Dimethylformamid (DMF) als Losungsvermittler eingesetzt,
da die Viskositat im Vergleich zu Triethylenglykol geringer ist und das Arbeiten mit einer

Stammldsung damit erleichtert wurde.

3.6.4 Methyltestosteron definitiver Test (TXST 19990053)

3.6.4.1 Eingesetzte Testkonzentrationen

Als Grundlage der Substanzstammldsung diente ein Gemisch aus DMF und Wasser (1:4).
Die Testsubstanz wurde als Stammldésung im L&sungsmittelgemisch in der jeweiligen
Konzentration kontinuiertlich (2.1ml/h) in das Mischgefald zudosiert und mit beluftetem
Leitungswasser (8I/h) verdunnt. In die zwei Testbecken pro Konzentration wurde dieses
Gemisch jeweils zur Halfte aufgeteilt. In den Testaquarien ergab sich eine Endkonzentration
an Losungsmittel von 31mg/l, was einem Drittel der maximal erlaubten

Lésungsmittelkonzentration (OECD Guideline 204) entsprach.

Insgesamt wurde eine Leitungswasser-, eine Losungsvermittler- und eine Positivkontrolle
(10.0ng EE2/1) mitgeflhrt. Zudem wurden die nominalen MT-Konzentrationen 10.0, 50.0 und
100.0ng/I getestet.
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Tabelle 3.1. Nominale und gemessene Testkonzentrationen des Methyltestosteron
definitiven Tests.

Gruppe Substanz nomial gemessen % der Nominal-
[ug/ [na/l] konzentration

1 Leitungswasserkontrolle 0.0 0.0 -

2 Lésungsvermittlerkontrolle 0.0 0.0 -

3 Methyltestosteron 10.0 6.9+0.8 69.0

4 Methyltestosteron 50.0 29.5+ 3.1 59.0

5 Methyltestosteron 100.0 52.4+£10.5 52.4

6 Pos. Kontrolle EE2 10.0ng/I nicht verfugbar

3.6.4.2 Begutachtung der Fische Uber den Versuchszeitraum

Es kam zu einigen Todesfallen, allerdings wiesen die restlichen Fische auch bei diesem
Versuch Uber den gesamten Versuchzeitraum keine Verhaltens- oder makroskopischen

Veranderungen auf.

Tabelle 3.1. Methyltestosteron definitiver Test: Todesfalle, n = 136 (gesamt).

Gruppe | Woche 1 | Woche 2 | Woche 3 | Gesamt | Gesamt

[Anzahl] [%]
1 1 1 4 2.9
2 1 - 1 0.7
3 - 1 3 4 2.9
4 3 1 3 7 5.1
5 2 4 1 7 5.1
6 2 - - 2 1.5

Aufgrund des Anstiegs der Mortalitat in Gruppe 4 und 5 (50 und 100ugMT/l) konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass es sich um substanzbedingten Todesfalle handelte. Die in der
OECD Guideline 204 festgelegte Grenze von maximal 10% Mortalitdt wurde aber in allen
Gruppen unterschritten. Da es zu keinen sonstigen, makroskopisch sichtbaren

Veranderungen der Fische kam, wurde der Versuch nicht abgebrochen.
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Tabelle 3.2. Mittelwert des Korpergewichts und der Lange der Methyltestosteron exponierten
Fische (definitiver Test).

Gruppe Tag 0 Tag 4 Tag 7 Tag 14 Tag 21
[mg/mm] [mg/mm] [mg/mm] [mg/mm] [mg/mm]
1 unbehandelte 25.8/11.3 27.9/11.2 65.3/14.7 65.1/14.1
2 Fische 41.2/11.5 35.5/12.3 160.3 / 18.1 84.7/14.2
3 80.4/15.8 57.2/13.7 79.9/14.6 138.1/17.5 210.5/20.5
4 40.8/12.0 65.2/13.3 97.3/14.8 30.5/12.5
5 40.9/11.9 91.9/14.8 129.8/16.9 133.0/16.5
6 47.3/12.5 69.1/14.3 96.0/15.9 56.3/13.2

In Gruppe 2, 4 und 6 wurden an Tag 21 kleinere Fische gefangen als an den

vorangegangenen Tagen. Die Vermutung liegt nahe, dass einzelne sehr kleine Fische, die

bis zu diesem Tag nicht aufgefallen waren erst jetzt gefangen wurden. Ansonsten ist in jeder

Gruppe eine leichte Gewichts- und Langenzunahme von Tag 4 bis Tag 21 zu erkennen.
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3.6.4.3 Vitellogeninkonzentrationen im Ganzkérperhomogenat

An den Tétungszeitpunkten wurden aus jeder Gruppe 34 Fische entnommen, in flissigem
Stickstoff getdtet und 32 davon nach dem Wiegen homogenisiert. Diese Fische wurden flr

die Vitellogeninbestimmung mittels ELISA eingesetzt.

50000 +

OTag 4
OTag 7
OTag 14
40000 + ETag 21

45000 +

35000 4

30000 +

25000 +

20000 +

Vitellogenin [ng/ml Homogenat]

15000 -

10000 -

s

Kontrolle L&sungsverm. 10 pg/l 50 pg/l 100 pg/l pos.K (10ng EE2/1)

Abbildung 3.1. Vitellogeningehalt in juvenilen Fettkopfbrassen (Ganzkoérperhomogenat)

exponiert in Methyltestosteron iber 21 Tage (definitiver Test), n = 32.

Wie in Abbildung 3.6 sehr deutlich zu sehen ist, kam es zeit- und dosisabhangig zu einem
sehr starken, signifikanten Vitellogeninanstieg (p < 0.05) in allen Substanz exponierten
Gruppen. Damit konnten die Ergebnisse des Range-finding Tests bestatigt werden (Abb.
3.5). Der Anstieg war in den Methyltestosteron behandelten Fischen sogar noch héher als in
der Positivkontrolle, allerdings waren auch die Konzentrationen an Testsubstanz 1000fach
erhéht. Die Zunahme an Vitellogenin im Ganzkérperhomogenat wurde schon an Tag 4 der

Exposition deutlich und war in allen Gruppen an Tag 7 sehr klar zu erkennen.

Diese paradoxe Induktion der hepatischen Vitellogeninproduktion wurde bereits 1979 durch
Hori et al. beschrieben. Methyltestosteron fuhrt, genau wie Estrogene, zu einer starken

hepatischen Hypertrophie (= VergréRerung von Gewebe oder Organen, durch Zunahme des
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Zellvolumens, bei gleichbleibender Zellzahl) bei Goldfischen. Es folgte eine starke

Neusynthese verschiedener Sekretionsproteine, unter anderem auch des Vitellogenins.

Dimethylformamid scheidet als Wirksubstanz aus, obwohl Ren et al., 1996 eine estrogene
Wirkung des DMF postulierte. Dies konnte hier nicht bestatigt werden. Der Einsatz von DMF
als Loésungsvermittler zeigte zumindest auf die Vitellogeninkonzentrationen im

Ganzkoérperhomogenat keinen Einflu® (vergleiche Gruppe 1 und 2).

3.6.4.4 RT-PCR

Aus jeder Gruppe wurden zu jedem Toétungszeitpunkt 2 Tiere entnommen und die Gesamt
RNA isoliert.

day 4 day 7 day 14 day 21

KO | SC MT EE2 KO | SC MT EE2 KO | sC MT EE2 KO | sC MT EE2
0[50 |10 10 10 [ 50 [0 | 120 10 ] 50 | 100 10 10 ] 50 [ 100 | 10
g/l | pg/t | wg/t| ng/L wg/L | pe/L | pg/L| ng/L v/t | pg/L | pg/L | ng/L /L | wg/L | wg/L| ng/L

ABABIABABABAB/yABABABABIABIAB ABABABABABABMABABABABABAB
B DR EENIRDL [ T I

Actin
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Abbildung 3.1. RT-PCR der Methyltestosteron exponierten Fische zum Nachweis von
Vitellogenin, Actin und Estrogen Rezeptor mRNA, n = 2.

Auf dem Agarosegel in Abbildung 3.7 ist sehr deutlich zu erkennen, dass es durch die
Exposition mit Methyltestosteron zu einer Expression der Vitellogenin mRNA kam. In den
Kontrollfischen (Gruppe 1 und 2) war keine Bande fir VTG zu erkennen, im Gegensatz zu
den MT und EE2 exponierten Fischen. An Tag 14, ebenso wie bei einigen Fischen an Tag
21 war weder eine VTG, eine ER, noch eine Actin Bande zu erkennen, was daraufhin deutet,
dass die RNA bei diesen Fischen durch die Aufarbeitung degeneriert wurde. Es scheint, als
wirde die mRNA Expression des Estrogen Rezeptors dagegen nicht durch die Exposition
der Fische veradndert. Pakdel et al. zeigten 1991, dass bei Estradiol exponierten
Regenbogenforellen (rt) die VTG mRNA Akkumulation noch anhéalt, wahrend die rtER
mMmRNA schon wieder den Basallevel erreicht hat. Dies ware durch eine verlangerte
Halbwertszeit der tVTG mRNA zu erklaren. Der Anstieg der rtVTG mRNA war ca. 1000 mal
starker als der tER mRNA Anstieg. Der tER-Promotor weist ein imperfektes ERE (estrogen
responsive element) auf (Pakdel et al., 1991), was als Erklarung flr die abgeschwéchte

Induktion dienten konnte.



Ergebnisse und Diskussion Seite 97

Da zur Gewinnung der Gesamt RNA ganze Fettkopfbrassen eingesetzt wurde und nicht nur
die Leber, ware es mdglich, dass aufgrund des Verdinnungseffekts, der nur sehr geringe
Anstieg der ER mRNA nicht mit Hilfe einer RT-PCR detektierbar war. Zudem ist es sehr
schwierig quantitative Aussagen Uber eine geringe Konzentrationsanderung, nach einer
Auftrennung in einem Agarosegel zu treffen. Moglicherweise war der Zeitpunkt des Anstiegs
vor der ersten Probennahme an Tag 4 und konnte aus diesem Grund nicht mehr detektiert

werden.

3.6.4.5 CERBA

Es war im Laufe dieser Arbeit nicht mdglich Cytosol mit bindungsfahigem ER aus
verschiedenen Karpfenlebern zu praparieren. Vermutlich konnte kein Zellaufschluss durch
das Pottern erreicht werden. Aus diesem Grund war es auch nicht moéglich Bindungsstudien

mit Methyltestosteron am hepatischen Estrogen Rezeptor von Cypriniden durchzufihren.

3.6.5 Fadrozol Range-finding Test (TXST 19990075)

3.6.5.1 Eingesetzte Testkonzentrationen

Fadrozol ist sehr gut wasserldslich, daher wurde bei diesem Versuch kein Lésungsvermittler

eingesetzt.

Da zum Zeitpunkt dieses Versuches noch keine Analytikmethode fir Fadrozol im Wasser

verfugbar war, wurde auf eine Analytik des Range-finding Tests verzichtet.

Es waren keinerlei Daten aus der Literatur bekannt, die sich mit der Exposition von Fischen
in, direkt im Wasser gelésten, Fadrozol beschaftigten. Daher diente dieser Test einer groben
Abschatzung der vertraglichen Konzentrationen. Es wurden 10.0 und 100.0pg/l getestet. Um
Fische einzusparen wurde auf eine Leitungswasserkontrolle verzichtet. Allerdings wurden
am Tag des Versuchsbeginns 32 unbehandelte Fettkopfbrassen aus der Akklimatisation in

flussigen Stickstoff getotet. Sie dienten als Kontrolle bei der Vitellogeninbestimmung.

3.6.5.2 Begutachtung der Fische iiber des Versuchszeitraum

Uber den gesamten Versuchszeitraum kam es zu keinem Todesfall. Die eingesetzten Tiere

zeigten auch keine Verhaltens- oder makroskopischen Veranderungen.

Tabelle 3.1. Koérpergewicht der Fadrozol exponierten Fische (Range-finding Test), n = 16.

Gruppe Tag 7 Tag 14
[mg] [mg]

1 264 .1 276.5

2 175.7 242 4
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3.6.5.3 Vitellogeninkonzentrationen im Ganzkérperhomogenat

An jedem Toétungszeitpunkt (Tag 7 und Tag 14) wurden 16 Fische aus beiden Gruppen in
flissigem Stickstoff getdotet. Samtliche Fische wurden homogenisiert und zur

Vitellogeninbestimmung herangezogen. Als Kontrollfische galten hier die an Tag 0 getdteten

Fettkopfbrassen.
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Abbildung 3.1. Vitellogeningehalt in juvenilen Fettkopfbrassen (Ganzkérperhomogenat)
exponiert in Fadrozol Uber 14 Tage (Range-finding Test), n= 16.

Trotz der Exposition mit einem Aromatase-Inhibitor kam es zu einer nicht erklarbaren
Steigerung der Vitellogeninkonzentrationen im Ganzkdérperhomogenat der exponierten
Fische. Allerdings wurde das Vitellogenin nicht wie bei den vorangegangenen Versuchen
akkumuliert, sondern der Gehalt nahm von Tag 7 zu Tag 14 ab. Diese Zunahme, mit der

anschlieRenden Abnahme konnte nicht erklart werden.
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3.6.6 Fadrozol definitiver Test (TXST 19990109)

3.6.6.1 Eingesetzte Testkonzentrationen

Es wurden 3 verschiedene Fadrozol Konzentrationen getestet (nominal 25.0, 50.0 und 100.0
pg/l), zudem wurde eine Leitungswasser- und eine Positivkontrolle (10.0ng EE2/l) mitgefuhrt.

Die Bestimmung der Fadrozol Konzentration im Wasser erfolgte durch HPLC-Analytik.

Tabelle 3.1. Nominale und gemessene Testkonzentrationen der Fadrozol exponierten
Fische (definitven Test).

Gruppe Substanz nomial gemessen % der Nominal-
[ma/l] [ma/l] konzentration
1 Leitungswasserkontrolle 0.0 0.0 -
3 Fadrozol 25.0 37.7£3.1 150.7
4 Fadrozol 50.0 87.4+24 174.8
5 Fadrozol 100.0 1146 +1.4 114.6
6 Pos. Kontrolle EE2 10.0ng/I 5.2+1.9ngll 5.2

Es konnte keine Erklarung fur die sehr hohen gemessenen Substanzkonzentrationen
gefunden werden. Die Berechnung der Substanzmenge und deren Einwaage waren
nachvollziehbar und korrekt.

3.6.6.2 Begutachtung der Fische liber den Versuchszeitraum

Es kam wahrend des Versuchs zu 5 Todesfallen, die toten Fische wurden sofort den Becken
entnommen. Da in jeder Gruppe ein Fisch gestorben war, konnte keine Substanz- oder
Zeitabhangigkeit festgestellt werden. Die restlichen Fische wiesen Uber den gesamten

Versuchzeitraum keine Verhaltens- oder makroskopischen Veranderungen auf.

Tabelle 3.1. Mittleres Kérpergewicht und Lange der Fadrozol exponierten Fische (definitiver
Test), n = 32.

Gruppe Tag 0 Tag 4 Tag 7 Tag 14 Tag 21
[mg/mm] [mg/mm] [mg/mm] [mg/mm] [mg/mm]
1 unbehandelte 51.5/14.2 140.3/12.9 170.5/19.0 200.9/20.0
2 Fische 53.4/13.8 137.8/17.2 139.1/17.6 193.5/19.7
3 73.2/15.1 51.6/13.3 68.5/13.5 140.8/18.4 225.1/20.4
4 53.7/14.9 97.0/16.6 140.2/18.9 185.3/20.5
5 59.3/15.3 93.7/15.6 112.2/17.5 153.2/19.2
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Die Fische haben Uber den gesamten Versuchzeitraum, in allen Gruppen kontinuierlich an

Korpergewicht und -lange zugenommen.

3.6.6.3 Vitellogeninkonzentrationen im Ganzkérperhomogenat

Es wurden von jeder Gruppe und zu jedem Tétungszeitpunkt 32 Fische homogenisiert und

zur Vitellogeninbestimmung mittels ELISA eingesetzt.

25000.0

BOTag 4
OTag 7
OTag 14
20000.0 - ETag 21

15000.0 -

10000.0 -

Vitellogenin [ng/ml Homogenat]

5000.0 +

0.0 -

Kontrolle 25ugl/l 50pug/l 100ug/1 pos.K (10ng EE2/1)

Abbildung 3.1. Vitellogeningehalt in juvenilen Fettkopfbrassen (Ganzkoérperhomogenat)
exponiert in Fadrozol Gber 21 Tage (definitiver Test), n = 32.

Durch die Exposition mit Fadrozol kam es zu einem leichten Abfall der Vitellogenin-
konzentrationen im Vergleich zur Leitungswasserkontrolle. In Gruppe 3 war dieser Abfall an
Tag 7 und 14 signifikant, ebenso in Gruppe 4 an Tag 14 (p < 0.05). Allerdings kam es bei
diesem Versuch in den einzelnen Gruppen zu einer Vitellogenin-Akkumulation von Tag 4 zu
Tag 21. Diese Akkumulation 1aRt sich durch eine verringerte Neusynthese des Vitellogenins
erklaren. Durch Fadrozol wird die Aromatase gehemmt, d.h. es wird kein Estradiol aus
Testosteron neu synthetisiert. Das, bereits vor der Exposition, vorhandene Estradiol konnte
daher zu diesem zeitabhangingen Vitellogeninanstieg flhren.

Die Ethinylestradiol behandelten Fische reagierten mit einem signifikanten (p < 0.05)

zeitabhangigen Anstieg auf die Exposition.
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3.6.6.4 RT-PCR

day 7 day 14 day 21
KO F EE2 KO F EE2 KO F EE2
10 50 100 10 10 50 100 10 10 50 100 10
pg/L | pg/L | pg/L | ng/L pg/L | pg/L | pg/L | ng/L ng/L | pg/L | pg/L | ng/L
A B/ABAB|AB|ABMABOABABAIBABABATBIABAGBIAB

T T
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Abbildung 3.1. RT-PCR der Fadrozol exponierten Fische zum Nachweis von Vitellogenin,
Actin und Estrogen Rezeptor mRNA.

In Abbildung 3.10 ist zu erkennen, dass es in den Fadrozol exponierten Fischen zu keiner
Vitellogenin mRNA Expression kam. In der Positivkontrolle war allerdings ebenfalls keine
Bande zu erkennen, was aber hier durch eine Denaturierung der RNA bei der Isolation
erklart werden kann, da bei diesen Fischen auch nur eine sehr schwache, oder gar keine
Actinbande zu erkennen war. Die Estrogen Rezeptor Expression schien auch hier nicht
durch die Exposition beeinflusst zu werden, allerdings nahm die Bande mit der Gite der
RNA bzw der cDNA ab.

3.6.7 Vergleich der definitiven Tests

Da es sich bei den flr die definitiven Tests eingesetzten Tieren um unterschiedliche
Populationen handelte, mussten einige interne Kontrollen eingefihrt werden. Zum Teil
wurden die Fische von Osage Catfisheries (Missouri, USA) geliefert, die anderen stammten
aus der hauseigenen Zucht. Das Alter der Fische variierte von drei bis flinf Monaten und alle

Fische stammten aus anderen Zuchtanséatzen.

Es wurden die Geschlechtsverhaltnisse der akklimatisierten Fische bestimmt, nicht
exponierte Fische vor Versuchsbeginn (Tag 0) aus der Akklimatisation entnommen und die
VTG-Werte bestimmt und bei jedem definitiven Test eine Positivkontrolle mit nominal 10ng
EE2/I mitgefihrt.
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3.6.7.1 Geschlechtsverhaltnis

Vor jedem Fischversuch wurden die eingesetzten Fische fir 2 Wochen akklimatisiert, d.h. es
wurden taglich die hydrographischen Parameter gemessen, die Fische begutachtet,
eventuelle Todesfdlle dokumentiert und die toten Fische entfernt. Aus dieser
Akklimatisationsgruppe wurden nach dem Randomisieren der flr den Versuch eingesetzten
Fische, 40 weitere Fettkopfbrassen in ein separates Becken gesetzt und bis zur

Geschlechtsreife (ca. 7 Monate) aufgezogen.

Die adulten Tiere wurden in MS 222 (150mg/l) getétet und auf Grund der sekundaren
Geschlechtsmerkmale das Geschlechterverhaltnis bestimmt. Hierbei wurde vorallem auf die
Farbung der Rickenflosse geachtet. Ein dunkler Fleck auf der Riickenflosse ist das erste
erkennbare Zeichen, dass es sich bei einer Fettkopfbrasse um ein Mannchen handelt. Etwas
spater bilden sich bei den Mannchen Tuberkel auf der Mauloberseite und die Fetteinlagerung
am Hinterkopf. Hat ein Mannchen die Geschlechtsreife erreicht und kann durch agressives
Revierverhalten eine eigene Laichhohle verteidigen, kommt es zu einer weiteren
Pigmentierung des Korpers. Zuerst farben sich die Kiemendeckel, anschlieiend wird der
ganze Kopf schwarz. Zusatzlich ensteht ein dunkles Band von der Ricken- bis zur
Bauchflosse, der Schwanzansatz und die Schwanzflosse werden ebenfalls dunkel. Die
Weibchen zeigen diese Pigmentierung nicht, der Gesamteindruck eines Weibchens ist

schlanker als beim Mannchen und der Kopf insgesamt weniger rundlich.

Auf Grund dieser deutlichen, geschlechtsspezifischen Unterscheidungsmerkmale war es

einfach, die Fische makroskopisch zu beurteilen.

Tabelle 3.1. Geschlechtsverhaltnis der exponierten Fische vor der Exposition in Prozent.

Versuch Substanz Weibchen Mannchen Verhaltnis
TXST 19990053 Methyltestosteron 47.3 52.6 1:1.11
TXST 19990138 Ethinylestradiol 47.5 52.5 1:1.11
TXST 19990109 Fadrozol 48.5 51.5 1:1.06

Mittelwert 47.8 52.2 1:1.09

Die obere Tabelle veranschautlich sehr deutlich, dass das Geschlechtsverhaltnis ohne

Exposition konstant bei ca. 1 : 1 lag.
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3.6.7.2 Vitellogeninkonzentrationen der Tag 0 Fische

Far einen weiterer Vergleich zwischen den einzelnen definitiven Tests, kann die Vitellogenin-
bestimmung der an Tag 0 getbéteten Fische herangezogen werden. Auch diese Fische

wurden den Akklimatisationsbecken entnommen, getdtet und homogenisiert in den ELISA

eingesetzt.
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Abbildung 3.1. Vergleich der Vitellogeninkonzentrationen der Tag 0 Fische, Versuch 1
Fadrozol definitiver Test, Versuch 2 = Ethinylestradiol definitiver Test, Versuch 3
Methyltestosteron definitiver Test.

Die hohere Vitellogeninkonzentration der unbehandelten Fische fur den Ethinylestradiol-
Versuch, kann durch ein hoheres Korpergewicht und damit mit einem spateren
Entwicklungsstand erklart werden. Diese Fische waren mit 107.9mg deutlich schwerer als
die unbehandelten Fettkopfbrassen fur den Methyltestosteron (80.4mg) oder Fadrozol
(73.2mg) Versuch. Es waren bei diesen Fischen noch keine der oben beschriebenen,
sekundaren Geschlechtsmerkmale zu erkennen, daher wurden die Fische flir den Versuch
eingesetzt. Es war nicht moglich die Ergebnisse des Vitellogenen ELISAs auf das
Korpergewicht der Fische zu normieren, was den direkten Vergleich der einzelnen Prifungen
erschwerte.
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3.6.7.3 Vergleich der Positivkontrollen

Als zusatzlicher Vergleich konnten die Vitellogeninkonzentrationen der Positivkontrollen
heran- gezogen werden. Bei jedem definitiven Test wurde eine Gruppe der Fische nominal
10.0ng EE2/l ausgesetzt und wie schon beschrieben, 21 Tage exponiert. Diese Kontrolle
diente als interner Standard. Es sollte gezeigt werden, dass die Fische auf eine
Estrogengabe mit einem Vitellogeninanstieg reagieren, der nach den Versuchen verglichen

werden konnte.
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Abbildung 3.1. Vergleich der Vitellogeninkonzentrationen der Positivkontrollen, Versuch 1
Fadrozol definitiver Test, Versuch 2 = Ethinylestradiol definitiver Test, Versuch 3
Methyltestosteron definitiver Test.

Auch bei diesem Vergleich wird deutlich, dass die Fische des Ethinylestradiol Versuchs
einen anderen Vitellogeninstatus als die Fische des Methyltestosteron oder Fadrozol
Versuchs aufwiesen. Im Gegensatz zu den Tag 0 Fischen war hier die
Vitellogeninkonzentration geringer. Es kdnnte moglich sein, dass diese Fische bereits mit der
Differenzierung begonnen hatten, obwohl keine Pigmentierung der Ruckenflosse oder
andere sekundare Geschlechtsmerkmale makroskopisch erkennbar waren
(durchschnittliches Korpergewicht der eingesetzten Fische: EE2: 143.0mg, s. Tab. 3.11, F:
104.6mg, s. Tab. 3.19, MT: 67.2mg, s. Tab. 3.16). Falls die Tiere tatsachlich schon vor der
Exposition mit der Differenzierung begonnen hatten, ware es mdglich, dass sie auf die

Estrogengabe weniger stark, als die undifferenzierten Fische reagierten.
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3.6.8 Kombinationsversuch (TXST 20000131)

Bei dem Range-finding Test und der definitiven Prafung des Methyltestosterons kam es zu
einem Vitellogeninanstieg und damit zu einer partiellen Verweiblichung der Jungdfische,
welche allerdings makroskopisch nicht sichtbar war. Fir dieses unerwartete Ergebnis gab es
zwei unterschiedlichen Hypothesen, welche durch einen zusatzlichen Versuch belegt werden
sollten. Zum einen ware es mdglich, dass das Methyltestosteron in so grof’en Mengen von
den Tieren aufgenommen wurde, dass es trotz der geringen Affinitiat, aber auf Grund der
hohen Kapazitat an den Estrogen Rezeptor bindet. Zum anderen kann das Methyltestosteron
durch die endogene Aromatase zu einem Estrogen aromatisiert werden, welches dann die

Verweiblichung hervorruft.

Da der CERBA im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgreich etabliert und damit die mogliche
Bindung von Methyltestosteron an den ER nicht nachgewiesen werden konnte, sollte auf

eine andere Weise eine der Hypothesen verifiziert werden.

Es wurde bei einer verkilrzten Vertraglichkeitsprifung eine Kombination aus
Methyltestosteron und Fadrozol eingesetzt. Wobei das Fadrozol hier eine maogliche

Aromatisierung des Methyltestosterons durch die Aromatase verhindern sollte.

Der Versuch wurde auf 14 Tage verkurzt, da der Vitellogeninanstieg bei den
Methyltestosteron exponierten Fischen schon ab Tag 7 deutlich zu erkennen war. Um Fische
einzusparen wurden statt 32 Fische nur 10 pro Tétungszeitpunkt und Gruppe fir den VTG-
ELISA eingesetzt, plus 5 Zusatzfische, die im Anschluss an die Exposition in frisches
Leitungswasser umgesetzt und bis zur Ausbildung sekundarer Geschlechtsmerkmale
gehaltert wurden. Auf eine Leitungswasserkontrolle wurde verzichtet, da eine
Lésungsvermittlerkontrolle mitlief und in den vorangegangenen Versuchen kein Unterschied
in den Vitellogeninwerten der beiden Kontrollen nachgewiesen werden konnte. Die Zahl der

Fische zur mRNA Bestimmung wurde nicht geandert.

Es wurden Konzentrationen der Testsubstanzen gewahlt, welche schon in den definitiven
Prifungen getestet wurden. Allerdings wurde in diesem Fall auch Fadrozol in einem
Gemisch aus DMF und Wasser (1:4) als Stammlésung geldst, um in allen Gruppen gleiche
Bedingungen zu gewahrleisten. Insgesamt bestand der Versuch aus 4 Gruppen, einer
Lésungsvermittlerkontrolle (31mg DMF/I), 10ug MT/I, 50ug F/l und einer vierten Gruppe mit
10ug MT + 50ug F/I.



Ergebnisse und Diskussion Seite 106

3.6.8.1 Begutachtung der Fische uiber den Versuchzeitraum

Die exponierten Fische wiesen Uber den gesamten Versuchzeitraum von 14 Tagen keine
krankhaften makroskopischen Veranderungen auf. Es kam auch zu keinem einzigen
Todesfall. Am Tag 13 der Exposition kam es zu einer sehr plétzlich eintretenden
Verhaltensanderung. Die noch nicht getdteten Fische in Gruppe 4 (Kombination mit beiden
Substanzen) zeigten ein sehr agressives Verhalten, es kam zu Revierkdmpfen. Zudem war
bei allen Fischen eine leichte Schwarzfarbung der Ruckenflosse zu erkennen. Innerhalb
eines Tages verstarkte sich die Agressivitat noch, die Rickenflosse war bei allen Fischen
aus dieser Gruppe komplett schwarz und die Kiemendeckel begannen sich ebenfalls schon
schwarz zu farben. In Gruppe 2 (10ug MT/I) wurde ebenfalls bei einigen Fischen eine leichte
Pigmentierung der Rickenflosse beobachtet, allerdings zeigten nur 2 gréRere Fische ein

agressives Verhalten.

An Tag 14 wurden 12 Fische aus jeder Gruppe getétet und auf weitere sekundare
Geschlechtsmerkmale untersucht. Alle Fische aus Gruppe 4 zeigten die ersten Ansatze einer
Tuberkelbildung auf der Nasenspitze (siehe Abb. 3.12). Diese Tuberkelbildung und ebenso
die Schwarzfarbung der Kiemendeckel wird bei nicht exponierten Fischen erst ab ca. 7
Monaten, bei Eintritt in die Geschlechtsreife, sichtbar. Die eingesetzten Fische waren zu

Beginn der Exposition <3 Monate alt.

Durch diese Verhaltens- und makroskopischen Veranderungen wurde deutlich, dass
Methyltestosteron im Fisch aromatisiert werden kann. Wird diese Aromatisierung durch
Zugabe eines Aromatasehemmers, wie z.B. Fadrozol verhindert kommt es zu einer sehr

schnellen Vermannlichung der Fische.



Ergebnisse und Diskussion

Seite 107

Abbildung 3.1.Kombinationsversuch mit Methyltestosteron und Fadrozol,

an der Nasenspitze von exponierten Jungfischen

Tabelle 3.1. Mittleres Koérpergewicht und Lange der exponierten Fische

(Kombinationsversuch), n = 10.

Tuberkelbildung

Gruppe Tag 0 Tag 4 Tag 7 Tag 14
[mg/mm] [mg/mm] [mg/mm] [mg/mm]
1 unbehandelte 451/12 175.5/19 162.6 /19
2 Fische 176.9/17 154.1/18 127.2/16
3 84.8/14 57.9/14 80.9/15 139.1/17
4 35.7/12 77.8/114 201.8/21
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3.6.8.2 Vitellogeninkonzentrationen im Ganzkérperhomogenat

Die aus den Becken entnommenen Fische wurden homogenisiert und der Vitellogeninlevel
im Ganzkoérperhomogenat bestimmt, um einen Vergleich mit den durchgefiihrten definitiven

Tests zu erhalten.

35000 ~

HBTag 4 *
dTag 7

30000 1 ETag 14 *

25000 -

20000 -

15000 -

Vitellogenin [ng/ml Homogenat]

10000 -

5000 +

Lésungsverm. 10ug MT/I 50ug F/I 10ug MT + 50ug F/I

Abbildung 3.1. Kombinationsversuch mit Methyltestosteron und Fadrozol, Vitellogenin-
konzentrationen im Ganzkdrperhomogenat, n = 10.

Die Vitellogeninkonzentrationen des Ganzkérperhomogenats sind, wie in Abbildung 3.14 zu
sehen ist, durch die Exposition mit Methyltestosteron signifikant angestiegen. In der Gruppe
3, bei einer Exposition mit Fadrozol alleine konnte kein Anstieg beobachtet werden und in
Gruppe 4, bei der Exposition mit beiden Substanzen im Gemisch stieg der Vitellogeninlevel

ebenfalls nicht an.

Dieses Ergebnis zeigt ebenso deutlich wie die Verhaltensanderungen, dass Fadrozol bei den
Fischen als Aromataseinhibitor wirksam war. Zudem kann auf Grund dieser Ergebnisse die
teilweise Verweiblichung der Methyltestosteron exponierten Fische erklart werden. Das 17a-
Methyltestosteron wird vermutlich durch die Aromatase zu 17a-Methylestradiol
verstoffwechselt (D. Kime, pers. kom.). Durch die Methylierung am C17 ware das Estrogen
metabolisch stabiler als das endogene Estradiol. Die langere Verweildauer kénnte so auch

den sehr starken Vitellogeninanstieg erklaren.
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3.6.8.3 RT-PCR

Die RT-PCR diente einer weiteren Uberpriifung der Ergebnisse und als zusatzliche

Vergleichsmoglichkeit mit den durchgefuhrten definitiven Tests.

10 50 | 10450 10 50 | 10450 10 50 | 10450
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M
FE SRR eenes T | vie
- - - - Actin
LS = - - e =
Abbildung 3.1. Kombinationsversuch mit Methyltestosteron und Fadrozol, RT-PCR zum
Nachweis von Vitellogenin, Actin und Estrogen Rezeptor mRNA, n = 2.

Durch die RT-PCR konnte sehr deutlich gezeigt werden, dass es nur bei den
Methyltestosteron exponierten Fischen zu einer Vitellogenin mRNA Expression kam. Weder
bei der Ldsungsvermittlerkontrolle, den Fadrozol exponierten Fischen, noch bei der

Kombination der beiden Substanzen konnte Vitellogenin mMRNA nachgewiesen werden.

Auch dieses Ergebnis stitzt die Hypothese der Aromatisierung des Methyltestosterons zu

einem Estrogen.

3.7 Early-Life Stage Test

3.7.1 Vorversuche ohne Substanz

Im ersten Vorversuch wurde Laich in Becherglaser verteilt und in einem temperierten
Wasserbad inkubiert. Dieser Vorversuch musste abgebrochen werden, da sehr viele der Eier
verpilzten. Im zweiten Vorversuch wurde bis zum Schlupf auf das Wasserbad verzichtet und
erst die geschlipften Larven in den Becherglasern Uberfiihrt. Durch die Reduktion der
Temperatur bis zum Schlupf konnte das Verpilzen vermindert werden. Es wurden 30 Eier in

4 Gruppen eingesetzt.
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Tabelle 3.1. Auswertung des zweiten ELS-Vorversuchs (30 = 100%)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
befruchtete Eier 100% 100% 100% 100%
verpilzte Eier 2 0 3 1
geschlipfte 29 24 23 21
Fische
Schlupfrate 96.7% 80.0% 76.7% 70.0%
gestorbene Fische 9 6 8 4
an Tag 32 16 13 12 14
getdtete Fische
Prozent 53.3% 43.3% 40.0% 46.7%
Uberlebende F.
Lange 0.91 0.91 0.88 0.9
(28 Tagen. S.)
Gewicht 9.43 9.86 8.96 9.71

(28 Tage n. S.)

Bei diesem Versuch wurde eine akzeptable Schlupfrate in allen 4 Gruppen erreicht, trotzdem

Uberlebt nur sehr wenige Fisch bis zum Tag 28. Daher wurde ein weiterer Ansatz getestet,

bei dem die Eier in Becherglasern in einem temperierten Wasserbad stehen inkubiert

wurden, allerdings wurde bei diesem Vorversuch eine Beliftung installiert. Auf diese Weise

konnte eine geringfiigige Wasserzirkulation gewahrleistet werden.

Tabelle 3.2. Auswertung des dritten ELS-Vorversuchs (30= 100%)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
befruchtete Eier 100% 100% 100% 100%
verpilzte Eier 3 1 2 1
geschlipfte 24 29 26 29
Fische
Schlupfrate 80% 96.7% 86.7% 96.7%
gestorbene Fische 6 2 4 3
an Tag 32 18 27 22 26
getotete Fische
Prozent 60.0% 90.0% 73.3% 86.7%
Uberlebende F.
Lange 1.09 1.1 1.08 1.03
(28 Tage n. S.)
Gewicht 18.67 18.70 20.27 14.69

(28 Tagen. S.)

Fir diesen Vorversuch wurden die Fische bereits ab den Tag des Schlupfs geflttert und

nicht erst ab Tag 4 wenn der Dottersack verbraucht ist. Zudem wurde drei Mal am Tag

geflttert und nicht nur morgens und abends wie beim zweiten Vorversuch. Zwei Mal taglich

wurden frisch geschlipften Artemien und einmal am Tag Staubfutter verfittert. Daher wiesen

die Fische ein deutlich hoheres Gewicht als beim zweiten Vorversuch auf.
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Im letzten Vorversuch kam die bereits im Material und Methoden Teil beschriebene ELS
Apparatur zum Einsatz. Mit Hilfe dieses Gerats konnte eine kontinuierliche Wasserbewegung

erzielt werden, was den Larven den Schlupf erleichtern sollte.

Tabelle 3.3. Auswertung des vierten ELS-Vorversuchs (40= 100%)

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
befruchtete Eier 100% 100% 100% 100%
verpilzte Eier 1 0 0 1
geschlipfte 39 40 40 39
Fische
Schlupfrate 97.5% 100.0% 100.0% 97.5%
gestorbene Fische 6 11 13 9
an Tag 32 12 10 9 11
getotete Fische
Prozent 40.0% 33.3% 30.0% 36.7%
Uberlebende F.
Lange 0.93 1.10 0.94 0.89
(28 Tage n. S.)
Gewicht 10.46 18.50 11.60 9.08
(28 Tagen. S.)

Es war sehr auffallig, dass bei diesem Test nur eine geringe Anzahl an Fischen Uberlebten
und bei diesen Fischen waren die GroRenunterschiede sehr grof3 (%CV Uber alle Tiere:
43.34%). Diese grolde Verlustrate und der auffallige GréRenunterschied wurden auf
verstarkten Kanibalismus zuriick gefiihrt. Die Jungfische wurden ber den gesamten
Versuchszeitraum in den Plexiglaszylindern gehalten, d.h. sie hatten nur sehr beschrankten
Platz zur Verfigung. Aus diesem Grund sollten die Fische fir den definitiven Test mit
Methyltestosteron am Tag 10 n. S. aus den Plexiglaszylindern entnommen und in ein 10l

Aquarium Uberfihrt werden.

3.7.2 Methyltestosteron ELS

Es sollte ein definitiver Test mit Methyltestosteron in 4 verschiedenen Konzentrationen
durchgefihrt (10, 30, 90 und 180ug/l) werden. Im Laufe der Exposition kam es zu einem sehr
starken Bakterienwachstum in den Testaquarien, noch vor Beginn des Schlupfs. Aufgrund
dessen fiel der Sauerstoffgehalt in der Testldsung stark ab und alle Larven in den
Methyltestosteron exponierten Gruppen verstarben noch in den Eiern. Auch in den beiden
Kontrollen (Leitungswasser- und Losungsvermitter-Kontrolle) tiberlebten nur 6 bzw. 10 von

40 eingesetzten Fischen.

Aus diesem Grund wurden im Weiteren zwei Range-finding Versuche durchgefihrt. Fir die
erste Dosisfindungs-Studie wurden 4 Gruppen mit jeweils 8 Eiern in Becherglasern in einem

temperierten Wasserbad exponiert und bis Tag 7 n. S. gehaltert. Es wurde dabei eine
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Lésungsvermittlerkontrolle mitgefuhrt und die Substanzkonzentrationen 0.1, 1 und 10ug/l
getestet. Im Laufe dieses Versuchs mussten 2 Eier entfernt werden, da sie verpilzten. Die
restlichen Fische schlupften an Tag 4. Alle Larven Uberlebten bis Tag 7 n. S. und wurden

dann ohne weitere Aufarbeitung in MS222 getdtet.

In einem weiteren Dosisfindungs-Test wurden héhere Substanzkonzentrationen getestet (30,
90 und 180ug/l). Bei diesem Vorversuch kam es zu einer Schlupfverzdégerung in den
Gruppen mit den hdchsten Methyltestosteron Konzentrationen. Diese Larven schlipften erst
an Tag 6 der Exposition. Allerdings musste dieser Vorversuch vorzeitig, an Tag 8
abgebrochen werden, da es zu einem starken Bakterienwachstum in den Testgefalten kam
und sehr viele Fische, auch in der Kontrolle gestorben sind. Auch diese Jungfische wurden

ohne weitere Aufarbeitung in MS222 getotet.

Im Anschluss an die beiden Vorversuche sollte erneut ein definitiver Test in der ELS-
Apparatur durchgefiihrt werden. Allerdings sollte dieser semistatisch, d.h. ohne
Lésungsvermittler stattfinden. Dazu sollte jeden Tag 1/3 der Testlosung aus dem Becken
entnommen und durch frische Testlésung ersetzt werden. Durch diese Anderung wurde das

Bakterienwachstum verhindert.

Auch dieser Versuch wurde vorzeitig abgebrochen, da die geschlipften Larven auffallige
Veranderungen aufwiesen. Sie waren sehr trdge und blass und zeigten kaum normales
Schwimm- und Fressverhalten. Allerdings konnte auch bei diesem Versuch der verzbgerte
Schlupfbeginn in den beiden hdchsten Konzentrationen beobachtet werden. An Tag 12
waren alle Larven in den Gruppen 3 und 5 (30 und 180ug/l) tot und in Gruppe 4 (90ug/l)
leben nur noch 4 von 40 Fischen. Daher wurde der Versuch sofort abgebrochen und die
restlichen Larven getdtet und verworfen. Im Laufe dieser Arbeit konnte der ELS mit

Methyltestosteron nicht nochmals wiederholt werden.
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4. Zusammenfassende Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Methoden evaluiert mit deren Hilfe die Wirkung von
hormonell aktiven Substanzen an Fischen mit Hilfe von unterschiedlichen Endpunkten
untersucht werden sollten. Dazu zahlten ein ELISA zur Messung endogener Steroide,
welcher fir Plasmaproben und ein Vitellogenin ELISA zur Bestimmung des Vitellogeninlevels
im Ganzkoérperhomogenat und Plasma. Zudem wurde ein RIA zur Bestimmung des
Testosteronspiegels im Ganzkérperhomogenat etabliert. Auf molekular-biologischer Ebene
wurde eine Methode zum Nachweis von Vitellogenin und Estrogen Rezeptor mRNA
entwickelt.

Diese Methoden kamen bei der Aufarbeitung von Proben, die in systemischen
Vertraglichkeitsprifungen an juvenilen Fischen gewonnen wurden, zum Einsatz.

Bei diesen Versuchen wurden Substanzen mit einem bekannten, endokrinen Potential
verwendet: 1.) Ethinylestradiol ein Estrogen Rezeptor-Agonist, 2.) Methyltestosteron ein
Androgen Rezeptor-Agonist und 3.) Fadrozol ein Aromatase-Inhibitor. Zum Einsatz kamen
dabei juvenile Fettkopfbrassen (Pimephales promelas), welche noch nicht
geschlechtsdifferenziert waren bzw. keine sekundaren Geschlechtsmerkmale auswiesen. Es
sollte Uberpruft werden, ob sich juvenile Fettkopfbrassen als Testfische fur diese speziellen
Prifungen eigneten und die zu messenden Endpunkte die Exposition mit einer hormonell

aktiven Substanz wiederspiegelten.

4.1 Ethinylestradiol

Bei der ersten getesteten Substanz handelte es sich um Ethinylestradiol, einem potenten
synthetischen Estrogen, mit einer starkeren Affinitidt zum Estrogen Rezeptor als Estradiol
(Nimrod und Benson, 1997)

EE2 kann durch humane Ausscheidungen Uber das Abwasser in die Umwelt gelangen und
wurde dort bereits vereinzelt von verschiedenen Arbeitsgruppen nachgewiesen.

Es wird ein Schatzwert fir die Konzentration von EE2 in FlieRgewassern (Predicted
Environmental Concentration, PEC) von 0.5ng/l angenommen. Dabei wird eine gleichmaRige
Verteilung vorausgesetzt, die mittlere Konzentration in allen deutschen Abwassern innerhalb
eines Jahres berechnet und mit einem Faktor flr die Elimination bei der Klarung korrigiert
(Schweinfurth et al., 1997).
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Die Berechnung erfolgte durch die Formel:
PEC = [A*(100-R)]/[ 365*P*V*D*100]

A (kg): Geschatzter Verbrauch von EE2 in Deutschland (ca. 50kg)
R (%): Eliminationsrate (ca. 50%)
: Einwohnerzahl von Deutschland (ca. 80Mio.)
V (m3): Abwassermenge pro Kopf und Tag (ca. 0.15m3)
D: Verdiinnung des Abwassers durch FlieRgewasser (ca. 10)
PECkee, = [50kg*(100-50)]/[365*80*10%*0.15m**10*100]
PECee, = 5*10'%kg/m? = 0.5ng/!

(Nach Note for Guidance 11l 5504/94 Draft 7, 10.01.1995)

Verglichen mit publizierten MelRwerten, konnte der geschatzte Wert verifiziert werden.
Kalbfus und Mitarbeiter konnten in Oberflachengewassern zwischen 0.1 und 2.5ng/l
nachweisen (Kalbfus, 1998). Larson et al. (1998) fanden in schwedischen
Klaranlagenabflissen sogar bis zu 4.5ng/l. Die niedrigste, im Rahmen dieses Projekts
getestete Konzentration lag mit 1.2ng/l (s. 3.6.2.1) unter diesen nachgewiesenen Wert.

Es wurden juvenile Fische, Uber 21 Tage in 3 verschiedenen Substanzkonzentrationen
exponiert. An 4 Toétungszeitpunkten wurden Fische entnommen, im Ganzkérperhomogenat
der Vitellogeningehalt bestimmt und die Menge an VTG mRNA Uberprift.

Bei der Analytik der Testldsungsproben konnte gezeigt werden, dass nur zwischen 24.6 und
43.1% der Nominalkonzentration des eingesetzten Ethinylestradiols in der Testlésung
vorhanden war. Da es sich um ein planares Steroid mit wenig hydrophilen Substituenten
handelt, war es nur sehr schlecht wasserldslich. Die eingesetzten Konzentrationen reichten
aber aus um Effekte bei den juvenilen Fettkopfbrassen zu erzielen.

Es konnte kein negativer Effekt auf das Langenwachstum oder das Korpergewicht der
exponierten Fische beobachtet werden. Auch kam es nur zu wenigen Todesfallen.

Schon bei den geringen eingesetzten Konzentrationen konnte ein signifikanter
Vitellogeninanstieg der Proben von Tag 4 und Tag 14 nachgewiesen werden. In den hdher
dosierten Gruppen, mit 3.8 und 21.6ng/l (s. 3.6.2.1) waren im Mittel die VTG-Gehalte bei
allen 4 Toétungszeitpunkten signifikant hoher als in der Kontrolle (s. 3.6.2.3). Sheahan et al.
konnten 1994 zeigen, dass es bei einer aquatischen Exposition mit 1ng EE2/l bei
Regenbogenforellen ebenfalls zu einem starken Vitellogeninanstieg kam.

In einem vorangegangenen Dosisfindungsversuch, in dem die Fische Uber 14 Tage der
Testsubstanz in nominalen Konzentrationen von 1.0 bis 100.0 ng/l ausgesetzt waren, wurde
ein vergleichbarer Dosis-Wirkbeziehung gefunden (s. 3.6.1.3). Allerdings waren im
Dosisfindungstest die gemessenen Vitellogeninkonzentrationen im Ganzkdrperhomogenat
hoéher als im definitiven Test. Was jedoch mit gro3er Wahrscheinlichkeit auf das hdhere
Kérpergewicht zurtickzuflhren ist. Méglicherweise war, bei den im Vorversuch eingesetzten

Fischen die Geschlechtsdifferenzierung schon weiter fortgeschritten, als bei den in
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Hauptversuch eingesetzten Fischen, obwohl noch keine sekundaren Geschlechtsmerkmale
sichtbar waren. Carlson konnte mit seiner Gruppe zeigen, dass Schwankungen im
Vitellogeninlevel im Plasma oder in der Leber bei nicht-geschlechtsreifen
Regenbogenforellen stark von der GroRe und dem Alter (3-18 Monate) und damit dem
Reifezustand sowie zusétzlich von genetischen Unterschieden abhangen (Carlson et al.,
1999).

Im Gegensatz zum Anstieg des VTG Proteins konnte bei diesem Versuch keine Zunahme
der Vitellogenin mRNA nachgewiesen werden (s. 3.6.2.4). Denkbar ist, dass die Zeitpunkte
der Probennahmen zu spat gewahlt waren und die Vitellogenin mRNA schon destabilisiert
und abgebaut war. Tenniswood et al. konnte 1983 an Xenopus laevis Hepatozyten-Kulturen
nachweisen, dass bereits nach 16h Exposition mit EE2 ein Peak in der VTG mRNA erreicht
ist und danach die mMRNA Menge wieder abnimmt. Anhand von mit Estradiol behandelten
Hepatozyten-Kulturen von mannlichen Regenbogenforellen konnte Flouriot et al. 1997
zeigen, dass ein bestimmter Level an ER mRNA (1-1.5 pg/ug Gesamt-RNA) vorhanden sein
muss, um die Induktion der VTG mRNA zu initiieren. In einer Arbeit von Ren et al. 1995
wurde beschrieben, dass eine VTG Vorlaufer mRNA in ungespliiter Form immer vorliegt,
d.h. bei mannlichen oder weiblichen, ebenso wie auch bei unreifen Regenbogenforellen. Es
wurde daher postuliert, dass durch Estradiol nicht die Transkription, sondern das
posttranskriptionale Splicen der VTG mRNA reguliert wird. Aus diesem Grund wére es
mdglich, dass die VTG mRNA durch die verwendeten Primer nicht in allen Fallen
nachweisbar war. Allerdings spricht das Ergebnis der systemischen Vertraglichkeitsprufung
mit Methyltestosteron gegen diese Hypothese, da hier in den Fischen der Positivkontrolle
(10ng EE2/I) VTG mRNA nachweisbar war. Zudem ist es nicht zu erklaren, wie es zu einer
starken, zeitabhangigen Neuproduktion von VTG kommen kann, ohne stabile mRNA.

In der Veroffentlichung von Flouriot et al. 1997 wurde ebenfalls die Regulation ER mRNA
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass es durch Estradiolbehandlung zu einem Anstieg
der ER mRNA kam. Dieser Anstieg konnte durch die Behandlung mit EE2 nicht reproduziert
werden. Es wurde beobachtet, dass der ER mRNA Level zeitabhangig leicht abnahm.
Allerdings war es kaum moglich die anfangliche mRNA Menge mit Hilfe eines auf einem
Agarosegel aufgetrennten RT-PCR Ansatz zu quantifizieren. Zudem variierte die Qualitat der
isolierten RNA bei den Einzelfischen, was in den unterschiedlichen Actinbanden deutlich
wurde.

Somit ist eine abschlieBende Klarung dieser Frage auf der Basis der vorliegenden

Versuchsergebnisse nicht mdglich.



Zusammenfassende Diskussion Seite 116

4.2 Methyltestosteron

Bei der zweiten ausgewahlten Substanz handelte es sich um Methyltestosteron, ein
synthetisches Androgen, welches durch die Methylgruppe am C17 analytisch von endogen
produzierten Testosteron unterschieden werden konnte. Methyltestosteron wird in der
Fischzucht eingesetzt um eine Vermannlichung und damit den Aufbau von mehr
Muskelfleisch zu erreichen (Hunter et al., 1982, 1983; Feist et al., 1995), in der
Humanmedizin kommt es zur Behandlung des Klinefeltersyndroms zum Einsatz (Zuh, 1990).
Da der Einsatz in der Humanmedizin nur auf einen sehr engen Personenkreis und der
Einsatz in der Fischzucht meist auf kiistennahe Meerwasserbereiche mit starker Stémung
beschrankt ist, ist es unwarscheinlich die Substanz in Oberflachengewassern oder
Klaranlagenabflissen nachzuweisen.

Methyltestosteron ist durch die Ketogruppe am C3 noch schlechter wasserloslich als
Ethinylestradiol. Daher musste ein Losungsvermittler eingesetzt werden. Fir den Range-
finding Test wurde Triethylenglykol : Aceton (1:2) verwendet, flir den definitiven Test
Dimethylformamid : Wasser (1:4), da bei diesem Losungsvermittler das Bakterienwachstum
deutlich vermindert wurde. Trotz der Verwendung eines L&sungsvermittlers waren nur
zwischen 52% und 69% der eingesetzten Nominalkonzentration analytisch nachweisbar.
Auch bei diesem Versuch reichten die eingesetzten Testkonzentrationen (6.9, 29.5 und
52.4ug/l) aus, um Effekte bei den juvenilen Tieren zu erzielen.

Die Korperlangen- und Gewichtsbestimmung lieferte keine eindeutigen Befunde (s. 3.6.4.2),
da in einigen Gruppen an Tag 21 durchschnittlich kleinere Fische als an Tag 4 gefangen
wurden. Es konnte hierflr aber keine Dosisabhangigkeit festgestellt werden. Auch die Tiere
aus der Positivkontrolle (10 ng EE2/l) waren nach der 21 tdgigen Exposition im Mittel kleiner
als an Tag 4. Im definitiven Test mit EE2 trat dieses Phanomen in keiner Gruppe auf.

Es kam zu einigen Todesfallen im Verlauf der Exposition. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass einige davon substanzbedingt waren, denn es zeigte sich eine leichte
Dosisabhangigkeit. Allerdings zeigten die restlichen Fische keine auffalligen Befunde.

Durch die Exposition mit MT kam es im Ganzkdrperhomogenat der juvenilen
Fettkopfbrassen zu einem sehr starken Vitellogeninanstieg (s. 3.6.3.3, Range-findig und
3.6.4.3 definitiver Test). Die Ergebnisse des Range-finding Tests konnten hier durch den
definitiven Test bestatigt werden. Dieser Effekt wurde so nicht erwartet, da MT
normalerweise zur Vermannlichung von verschiedenen Fischspezies eingesetzt wird
(Varadaraj et al., 1994; Blazquez et al., 1995). In der Literatur wurden allerdings auch schon
verweiblichende Effekte des MT auf einige Fischspezies beschrieben. Beispielsweise konnte
gezeigt werden, dass in kultivierten Regenbogenforellen Hepatozyten durch eine MT
Exposition die Vitellogeninsynthese angeregt wird (Mori et al., 1998). Ebenso wurde die

Vitellogeninsynthese bei Goldfischen (Carassius auratus) induziert, nachdem sie mit einer
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MT haltigen Diat gefuttert wurden (Hori et al, 1979). Um diesen Anstieg zu erklaren,
kommen zwei mogliche Wirkmechanismen in Frage. Zum einen koénnte MT an den ER
binden und damit die Expression von estrogen abhangigen Genen induzieren, zum anderen
konnte das MT von der Aromatase zu einem Estrogen umgewandelt worden sein.

Bei dem ER handelt es sich um einen high affinity low capacity-Rezeptor (Gustafsson, 1998).
Dies bedeutet, dass der Rezeptor mit einer sehr hohen Affinitdt kleine Mengen an Ligand
erkennt und bindet, im umgekehrten Fall kann aber auch ein Ligand der nicht "genau passt"
mit einer geringen Affinitat gebunden werden, wenn er in einer gro3en Menge vorliegt. Da
die Expostition mit MT im ug-Bereich lag, war zu erwarten, dass relativ viel MT von den
Fischen aufgenommen wurde und damit gegebenenfalls eine Bindung an den ER mdglich
wurde. Der ER des Katzenwelses (Ictalurus punctatus) bindet mit unterschiedlichen
Affinitaten verschiedene Liganden (EE2 > E2 > T). Estradiol besitzt hier eine ICsq von
0.43nM, im Gegensatz dazu Testosteron 19.35nM, die Verdrangung des markierten
Estradiols erfolgt aber bei beiden Substanzen gleich schnell (Nimrod und Benson, 1997). Es
war nicht méglich, die Hypothese der Bindung des MT an den ER fir die Fettkopfbrasse oder
den Karpfen zu verifizieren, da der Estrogen Rezeptor Bindungsassay (CERBA) fiir diese
Fischarten nicht etabliert werden konnte.

Im anderen Fall ware es aber auch moglich, das Phanomen der Verweiblichung der Fische
nach einer Androgenexposition durch eine Aromatisierung zu erklaren. Hackmann (1974)
postulierte, dass das exogene Androgen als Substrat fur die Aromatase dient. Diese
Hypothese erscheint logisch, da in Teleostei der naturliche Biosyntheseweg der Estrogene in
den Ovarien die Aromatisierung des Testosterons zum Estradiol einschliet (Nagahama,
1987). Bei den Versuchen von Pifferer et al. konnte nachgewiesen werden, dass das
aromatisierbare MT im Gegensatz zum nicht-aromatisierbaren Methyldihydrotestosteron (5a-
Reduktion) zu einer Verweiblichung von behandelten Silber- und Konigs-Lachsen
(Oncorhynchus kisutch und Oncorhynchus tshawytscha) fuhrt (Pifferer und Donaldson, 1990;
Pifferer et al. 1993).

Mit Hilfe der RT-PCR konnte nachgewiesen werden, dass es zu einer Synthese der VTG
mMmRNA durch die Androgenexposition kommt (s. 3.6.4.4). An Tag 4 war schon ab der
niedrigesten MT-Konzentration (nominal 10 ug/l) eine starke Bande flir das VTG Transskript
nachweisbar. Im Gegensatz dazu konnte weder in der Leitungswasser- noch in der
Lésungsvermittlerkontrolle VTG mRNA detektiert werden. Bei den an Tag 14 getdteten
Fischen konnte lediglich bei einem Fisch der Positivkontrolle (nominal 10 ng EE2/l) VTG
mRNA nachgewiesen werden, da bei den MT exponierten Fischen keine Actinbanden zu
erkennen waren, ging man davon aus, dass die RNA bei der Isolation denaturiert wurde. An
Tag 21 trat dasselbe Problem auf, wobei hier sehr schwache Banden in allen Proben, auch

bei den Kontrollfischen, zu erkennen waren. Mori et al. (1998) beschrieb das Phdnomen des
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VTG-Anstiegs durch eine Androgenexposition bei Hepatozyten-Kulturen aus nicht-
geschlechtsreifen Regenbogenforellen. Hier gelang es ebenfalls durch eine MT Exposition
(2x10°M) eine VTG mRNA Induktion nachzuweisen.

Diese Induktion der VTG mRNA kdénnte ebenfalls auf die oben postulierte Aromatisierung
des MT zu einem Estrogen zurlckgefuhrt werden.

Bei dem definitiven Test mit MT konnte eine Induktion der VTG mRNA auch in der
Positivkontrolle nachgewiesen werden, dies widersprach den Ergebnissen des EE2-
Versuchs (s. 3.6.2.4). In beiden Prifungen waren die Bedingungen identisch, d.h. die
eingesetzten Fische hatten das gleiche Alter, anndhernd gleiches Gewicht und es wurde
selbst die selbe Charge EE2 eingesetzt. Aus diesem Grund war es nicht erklarbar, warum
diese Induktion bei den Fettkopfbrassen der Kurzzeitprifung mit EE2 nicht beobachtet
wurde.

Bei der Expression des Estrogen Rezeptors konnte kein Zusammenhang mit der Exposition
hergestellt werden. Flouriot et al. konnten in Hepatozytenkulturen von mannlichen
Regenbogen-forellen nachweisen, dass eine Exposition mit Estradiol nicht nur eine VTG
mRNA Synthese induziert, sondern ebenso die ER mRNA Synthese (Flouriot et al., 1997).
Diese Korrelation zwischen VTG mRNA- und ER mRNA-Gehalt der Proben konnte ebenso

wenig wie eine Zeit- oder Dosisabhangigkeit nachgewiesen werden.

4.3 Fadrozol

Die dritte Substanz, welche in einer systemischen Vertraglichkeitsprifung untersucht wurde,
war der Aromatase-Inhibitor Fadrozol. Es handelte sich dabei um einen potenten Aromatase-
Hemmer der Firma Novartis (CH), der bei der Behandlung von Brust- und Prostatakrebs
eingesetzt wird. Da dieser Wirkstoff nur in geringen Mengen zum Einsatz kommt, konnte er
bislang in der Umwelt noch nicht nachgewiesen werden.

Die Substanz war sehr gut wasserldslich. Bei der Analytik der Testldsungen wurden bis zu
75% hohere Fadrozol Konzentrationen nachgewiesen, als eingesetzt wurden (s. 3.6.6.1).
Diese hohen Werte konnten weder durch einen Berechnungsfehler der Stammlésung, noch
durch einen Einwaagefehler erklart werden.

Uber den gesamten Versuchzeitraum von 21 Tagen nahmen die eingesetzten juvenilen
Fische kontinuierlich an Gewicht und Koérperlange zu (s. 3.6.6.2). Es konnte kein negativer
Effekt der Substanz auf diesen Parameter gezeigt werden. Im Verlauf der Prifung kam es
nur zu 5 Todesfallen, die weder zeit- noch dosisabhangig waren, aus diesem Grund wurde
davon ausgegangen, dass das eingesetzte Fadrozol in subletalen Dosen vorlag.

In allen Fadrozol exponierten Fischen kam es zu einer leichten Abnahme des
Vitellogeningehalts im Ganzkoérperhomogenat im Vergleich zu den Kontrollfischen (s.

3.6.6.3). Diese Abnahme war allerdings nur an Tag 7 in Gruppe 3 und an Tag 14 in Gruppe 3
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und 4 (50 und 100ug/l) signifikant (p < 0.05). Zeitabhangig kam es zu einem leichten VTG
Anstieg in jeder Gruppe, der auch in der Kontrolle zu beobachten war. Dieser Anstieg konnte
nur durch das bereits vorhandene Estradiol in den juvenilen Fischen erklart werden, da durch
die Exposition mit einem Aromatase Hemmer die Neusynthese des Estradiols unterbunden
werden sollte. Alfonso et al. konnte diese Hemmung durch Fadrozol bereits bei Coho-
Lachsen (Oncorhynchus kisutch) nachweisen (Alfonso et al., 1999). Bei VTG handelt es sich
um ein Speicherprotein mit einer sehr langen Halbwertszeit von bis zu 9 Tagen (Craik,
1977). Daher kénnte die zeitabhangige Akkumulation auf eine geringe Neusynthese durch
das noch vorhandene Estradiol und sehr langsamen Abbau, aufgrund der langen
Halbwertszeit zuriickzufihren sein. Bei dem zuvor durchgefiihrten Range-finding Test (s.
3.6.5.3) konnte diese Akkumulation nicht beobachtet werden. Ebenso kam es zu einem VTG
Anstieg in den Substanz exponierten Fischen im Vergleich zur Kontrolle. Allerdings wurde
bei diesem Versuch keine Leitungswasserkontrolle mitgefiihrt, sondern die an Tag O
getoteten Fische wurden als Kontrolltiere gewertet. Zudem waren die beim Range-finding
Test eingesetzten Tiere wesentlich groRer und schwerer als die Jungfische des definitiven
Test. Die moglicherweise schon fortgeschrittene Differenzierung konnte hier als Erklarung far
den VTG Anstieg dienen.

Mit Hilfe der RT-PCR konnte gezeigt werden, dass es in den Fadrozol exponierten Fischen
zu keiner Neuexpression der VTG mRNA kam. Auch bei diesen Proben konnte in der
Positivkontrolle (nominal 10ng EE2/1) keine VTG mRNA Expression nachgewiesen werden.
Allerdings war bei dieser Prifung bei den Fischen der Positivkontrolle ebenfalls nur sehr
wenig bzw. gar kein Actin nachweisbar. Dies deutete auf eine Denaturierung der RNA bei
der Isolierung hin. Auch der ER war in allen Proben nur sehr wenig vorhanden. Die
Exposition mit Fadrozol schien keine Auswirkung auf die ER mRNA Synthese zu haben.
Allerdings war die Qualitat der RNA in allen Proben nicht besonders hoch, daher war es sehr
schwierig Aussagen Uber eine Veranderung der Expressionsmuster in den einzelnen Proben

zu treffen.

4.4 Kombinationsversuch

Mit Hilfe dieses Versuchs sollte geklart werden, ob der starke VTG Anstieg in den MT
exponierten Fischen durch eine Aromatisierung des MT eingeleitet wurde. Es wurde eine
verkirzte systemische Vertraglichkeitsprifung mit gleichzeitiger Dosierung von
Methyltestosteron und Fadrozol durchgefuhrt, wobei erwartet wurde, dass das Fadrozol die
Aromatisierung des Methyltestosterons verhindert. Beide Substanzen wurden in bereits
getesteten Konzentrationen eingesetzt, MT mit nominal 10ug/l, F mit nominal 50ug/l. Beide
Konzentrationen hatten bereits in den definitiven Tests einen Effekt nach spatestens 14

Tagen gezeigt. Zusatzlich wurde eine Gruppe in 10ug MT + 50ug F/I exponiert (s. 3.6.8).
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Im Verlauf des Versuchs kam es zu keinen Todesféllen oder krankhaften Veranderungen.
Allerdings wiesen die Fische gegen Ende der Exposition an Tag 13, eine sehr plotzlich
auftretende Verhaltensanderung auf. Die Jungfische der Kombinationsgruppe zeigten ein
agressives Verhalten und Revierkdmpfe. Zudem konnten sekundare, mannliche
Geschlechtsmerkmale, wie 2z.B. die Schwarzfarbung der Rickenflosse und der
Kiemendeckel und Tuberkelbildung bei allen verbliebenen Jungfischen dieser Gruppe
beobachtet werden. Lediglich in Gruppe 2 (10pg MT/I) konnten 2 weitere Mannchen
phanotypisch  bestimmt werden. Samtliche andere Fische wiesen keinerlei
Verhaltensveranderungen auf. Diese phanotypische und Verhaltensanderung trat bei den
behandelten Fischen schon im Alter von ~ 3 Monaten auf, bei unbehandelten Fischen kann
eine phanotypische Geschlechtsbestimmung aufgrund der Pigmentierung der Rickenflosse
frGhestens im Alter von 5-6 Monaten durchgefiihrt werden. Eine Farbung der Kiemendeckel
und die Tuberkelbildung treten bei Fettkopfbrassen erst im Alter von ca. 7 Monaten auf. Um
zu untersuchen, ober die Veranderung des Geschlechterverhaltnisses reversibel war wurden
aus jeder Gruppe 4 Fische weitere 6 Monate in frischem Wasser gehalten. Die Fische aus
der Kombinationsgruppe wiesen 6 Monate nach der Exposition immernoch ein verandertes
Geschlechterverhaltnis auf. Die Vermannlichung konnte nicht rickgangig gemacht werden.
Im Gegensatz dazu entwickelten sich die Jungfische der Methyltestosterongruppe normal
und begannen 4 Monaten nach der Exposition mit der Eiablage. Die Larven der F1-
Generation entwickeln sich ebenfalls vollig normal weiter. Die Fadrozol exponierten Fische
wiesen ein Geschlechterverhaltnis von einem Weibchen zu 3 Mannchen auf, bei dieser
Gruppe kam es zu keinerlei Balzverhalten und keine Eiablage.

Die Vitellogeninmessung bestatigte die makroskopischen Befunde. In den MT exponierten
Jungfischen kam es wiederum zu einem sehr starken VTG Anstieg, die Fadrozol exponierten
Fische zeigten nur einen schwachen VTG Anstieg und in den mit beiden Substanzen
exponierten Fischen war die Zunahme noch schwacher (s. 3.6.8.2, vgl. 3.6.4.3 und 3.6.6.3).
Ebenso konnte mit Hilfe der RT-PCR die VTG mRNA nur in den MT exponierten Fischen
nachgewiesen werden.

Durch diesen Versuch konnte gezeigt werden, dass die phanotypische und
Verhaltensanderung parallel zu den gemessenen biochemischen und molekular-biologischen
Parametern verlief und vergleichsweise empfindlich war.

Zusammenfassend bestatigt dieser Versuch die Hypothese, dass es sich bei MT um ein
aromatisierbares Androgen handelt, dass von der endogenen Aromatase in den
Fettkopfbrassen zu einem Estrogen umgewandelt wird, welches wiederum den VTG Anstieg
hervorruft. In den Arbeiten von Piferrer et al. (1990, 1993) wurde dieses Phanomen bereits

beschrieben.
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Durch die Blockade der Aromatase durch Fadrozol wirkte das eingesetzte Methyltestosteron
als Androgen und rief die Verhaltensdnderung und eine irreversible Verschiebung des

Geschlechterverhaltnisses hervor.

4.5 Interne Kontrollen

Damit die drei systemischen Vertraglichkeitsprifungen untereinander verglichen werden
konnten wurden einige interne Kontrollen mitgefthrt.

Bei jedem Test wurden aus der Akklimatisation 40 juvenile Fettkopfbrassen in ein separates
Becken gesetzt und bis zur Differenzierung gehaltert. Bei diesen Fischen wurde anhand der
sekundaren Geschlechtsmerkmale das Geschlecht makroskopisch bestimmt (s. 3.6.7.1).
Insgesamt wurden 120 Fische beurteilt und das Verhaltnis lag konstant bei 1:1, unabhangig
von der Herkunft der Fische. Anhand dieses Ergebnisses konnte davon ausgegangen
werden, dass sich auch bei den exponierten Fische theoretisch dieses Verhaltnis hatte
einstellen missen. Das Ergebnis des Kombinationsversuchs (s. 3.6.8.1) zeigt sehr deutlich,
dass die Exposition mit hormonell wirksame Substanzen einen Einfluss auf die
Geschlechtsdifferenzierung der Fische hat.

Als eine weitere Kontrolle dienten die am Tag O eines jeden Versuchs getdteten Fische.
Hierzu wurden 32 juvenile Fettkopfbrassen aus dem Akklimatisationsbecken entnommen, in
flissigem Stickstoff getotet, nach dem Wiegen homogenisiert und der Vitellogeningehalt des
Ganzkoérper-homogenats bestimmt. Durch diese Messung sollte ein Vitellogenin-Basislevel
der juvenilen Fische, ohne Exposition, bestimmt werden. Es zeigte sich, dass die fur den
Ethinylestradiol-Versuch eingesetzten Fische bereits zu Beginn einen hdheren
Vitellogeninlevel aufwiesen als die Tag 0-Fische der anderen Versuche (s. 3.6.7.2). Da diese
Fische im Mittel ein deutlich héheres Kérpergewicht hatten als die unbehandelten Fische in
den beiden anderen Versuchen (EE2: 107.9mg, MT: 80.4mg, F: 73.2mg), wurde ein héherer
Entwicklungsstand angenommen und fur den erhdhten Vitellogeninlevel verantwortlich
gemacht. Fitzpatrick et al. konnte nachweisen, dass von Tag 95 bis Tag 117 nach
Fertilisation der Estradiolgehalt im Plasma unbehandelter juveniler Regenbogenforellen von
5pg/ml auf ~60pg/ml bei Weibchen und von 0 auf ~20pg/ml bei Mannchen ansteigt. Vor
dieser Zeitspanne war auch bei den Weibchen kein Estradiol im Plasma nachweisbar
(Fitzpatrick et al., 1993). Desweiteren waren bei diesen Regenbogenforellen keine
sekundaren Geschlechtsmerkmale sichtbar, die Geschlechtsbestimmung erfolgte daher
histologisch. Die Vermutung liegt nahe, dass auch bei juvenilen Fettkopfbrassen innerhalb
weniger Tage eine sehr starke Hormonproduktion kurz vor der Differenzierung einsetzt.
Daher ist es durchaus mdoglich, dass die fiir den Ethinylestradiolversuch eingesetzten
Jungfische bereits mit der Differenzierung begonnen hatten und so der etwas erhohte

Vitellogeningehalt erklart werden kann.
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Als zusatzliche Kontrolle wurde bei jedem Versuch eine Behandlung mit nominal 10ng EE2/I
mitgefuhrt. Die entsprechenden Fische wurden ebenfalls Gber 21 Tage exponiert und an
jedem Probennahmezeitpunkt die Vitellogeninkonzentrationen bestimmt. Diese Kontrolle
diente als weiterer Inter- bzw. Intralaborvergleich, da sie auch in den beiden anderen
beteiligten Laboren (AstraZeneca und Shell) mitgefuhrt wurde. Auch hier wiesen die
Jungdfische des Ethinylestradiolversuchs zu jedem Toétungszeitpunkt einen anderen
Vitellogeninstatus als die Fische der beiden anderen Versuche auf (s. 3.6.7.3). Die
exponierten Fische wiesen ebenfalls einen sehr grofien Koérpergewichtsunterschied auf
(EE2: 143.0mg, MT: 67.2mg, F: 104.6mg). Als Erklarung fir diese verminderte
Vitellogeninsynthese kénnte bei diesen Fischen ebenfalls eine beginnende Differenzierung
dienen. Durch das Einsetzen der Geschlechtsdifferenzierung und die damit einhergehende
hormonelle Umstellung (Fitzpatrick et al., 1993) wurde mdglicherweise der Effekt des
Ethinylestradiols Uberlagert und kam daher weniger deutlich zum Tragen. Dieses Phanomen
widerspricht der obigen Erklarung in diesem Fall nicht, da bei den Fischen der
Positivkontrolle der Effekt des Ethinylestradiols reduziert wurde, der Basislevel der an Tag 0
getoteten Fische konnte aufgrund einer beginnenden Differenzierung ohne Exposition

trotzallem erhéht gewesen sein.

4.6 Bewertung des Testsystems

Die Vorteile der Wahl der Fettkopfbrasse als Testspezies lagen in der Haltung und der
einfachen Nachzichtbarkeit. Zudem kann dieser Schwarmfisch in groRerer Anzahl in
gemeinsamen Becken gehalten werden und zeigte kaum aggressives Revierverhalten. Ein
weiterer Vorteil dieser Fischart lag darin, dass die Fettkopfbrasse die "Standard"-Fischart der
US FDA und der US EPA darstellt und aus diesem Grund viele Daten aus langfristigen Tests
bezlglich Schlupf und Wachstum unter Einfluss verschiedener Substanzen bekannt waren.
Darlber hinaus kann die Geschlechtsbestimmungen makroskopisch, anhand verschiedener
sekundarer Geschlechtsmerkmale durchgefiihrt werden, sobald die Tiere ein gewisses Alter
erreicht haben.

Der Vitellogenin ELISA wurde in den unterschiedlichen Laboren erfolgreich implementiert,
allerdings zeigten sich bei zwei Ringtests groRe Abweichung zwischen den Laboren. Da in
allen drei Laboren identische Proben in den Ringtests gemessen wurden, konnten diese
Variationen nicht durch Matrixprobleme den Proben erklart werden. Generell ist mit dem
ELISA das Problem verbunden, dass abhangig von der Verdiinnung der Homogenate grofie
Abweichung im Messergebnis auftreten. Aus diesem Grund wurden samtliche hier
erhobenen Ergebnisse mit einer einheitlichen Verdlinnung von 1:100 gemessen. Unter der

Voraussetzung, dass der ELISA unter standardisierten Bedingungen durchgefihrt wird,
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waren die Ergebnisse reproduzierbar und boten einen guten Anhaltspunkt fir eine Exposition
vorallem mit einer estrogen wirksamen Substanz.

Insgesamt wurden in den drei verschiedenen Laboren neun endokrin aktive Substanzen
getestet. Zusatzlich wurden zu den hier beschriebenen Substanzen noch Diethylstilbestrol,
als weiteres potentes Estrogen; Flutamid, als Anti-Androgen; Genistein, als Phytoestrogen;
Methoxychlor und 4-tert-pentylphenol beides schwache Estrogene und ZM 189.154, als Anti-
Estrogen getestet. Alle Substanzen, bis auf Fadrozol und ZM 189.154 riefen einen
signifikanten Vitellogeninanstieg hervor (Panter et al., 2000).

Durch die durchgefiihrten Prifungen konnte gezeigt werden, dass bereits eine 14 tagige in
vivo Exposition mit endokrin aktiven Substanzen signifikante Anderungen der
Vitellogeninlevel hervorruft. Durch eine Verkiirzung der Prifung ware es méglich die Zahl der
eingesetzten Fische deutlich zu verringern. Allerdings sollte auf keine der Kontrollen, wie z.
B. Tag 0O-Fische oder die Positivkontrolle mit EE2 verzichtet werden, da sie einen guten
Intralaborvergleich darstellen und einen Hinweis auf die Reaktion der Fische gegeniber
einer hormonell aktiven Substanz bieten. Wie bereits aufgeflihrt traten auch bei den
Kontrollen Schwankungen im Vitellogeninstatus der Tiere auf, doch konnte mit Hilfe der
Kontrollen zum einen ein Basislevel an Vitellogenin ermittelt werden und zweitens ein
Vitellogeninanstieg reproduziert werden.

Neben der Untersuchung der estrogenen, bzw. anti-estrogenen Wirkung, die durch
Vitellogenin als Indikator in gutem Mal abgebildet werden konnte, waren noch mehr Daten
nétig um andere hormonelle Wirkmechanismen wie z.B. androgene oder anti-androgene
Wirkungen aufzuklaren.

Mit Hilfe der Steroidlevel kénnten genauer Aussagen Uber den tatsachlichen Hormonstatus
der Fische getroffen und damit die Wirkung der eingesetzten Substanzen beschrieben
werden. Durch den Einsatz von sehr kleinen Jungfischen in den Prifungen war es allerdings
nicht moglich ausreichende Mengen an Plasma zu erhalten. Aus diesem Grund sollte ein
Steroid ELISA mit Ganzkérperhomogenat etabliert werden. Dies gelang nicht, da das
Ganzkdrperhomogenat als Matrix zu stark mit dem Antikérper interferierte und damit eine
reproduzierbare Messung verhinderte. Aller Wahrscheinlichkeit nach wurde dies durch die
Fettmicellenbildung und die Adsorption der Steroide bedingt.

Routinemalig wird in Langzeittoxizitatsstudien das Wachstum der Fische als Parameter flr
einen toxischen Effekt genutzt. Die gemessenen Werte ergaben keinen Hinweis auf
allgemein-toxische Wirkungen. Allerdings ist das Wachstum der Fische noch von weiteren
Faktoren abhangig, beispielsweise der Wassertemperatur und der Fitterung. Zudem war es
fast unmdoglich die Jungfische an den Toétungszeitpunkten, bei der Entnahme aus den
Becken zu randomisieren, da die kleinsten Fische wesentlich einfacher zu fangen waren und

manchmal sogar direkt in das Netz schwammen. Daher wurden die Fische an fast jedem
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folgenden Totungszeitpunkt immer deutlich groRer, was aber mdglicherweise nicht nur vom
Wachstum der Fische abhing, sondern auch vom nicht-zufalligen Herausfangen.

Zusatzlich zum Vitellogenin-Proteinlevel wurde auch noch die VTG und ER mRNA mit Hilfe
einer RT-PCR nachgewiesen. Dieser Endpunkt hat gegentiber dem ELISA den Vorteil, dass
eine geringere Fischanzahl benétigt wird, um eine mRNA-Induktion nachzuweisen.
Allerdings war es nicht mdglich die Proben exakt zu quantifizieren. Zusammengenommen
bilden beide Endpunkte, die Vitellogeninmessung sowohl auf biochemischer als auch auf
molekular-biologischer Ebene einen sensitiven Nachweis eines estrogenen Effekts.
Zusammenfassend kann diese Prifstrategie vorallem fir estrogen aktive Substanzen positiv
beurteilt werden. Im Gegensatz zu akuten Toxizitatsprifungen (OECD Guideline 203) wird
hier nicht nur der Endpunkt Mortalitdt untersucht, sondern auch biochemische und
molekular-biologische Parameter. In der Umwelt werden akut toxische Mengen von
Xenobiotika nur selten nach sehr schwerwiegenden Chemiekalienunfallen oder
Tankerungliicken freigesetzt, z. B. 1976 die Dioxinwolke in Seveso, 1989 bei der Havarie der
Exxon Valdez oder das extreme Fischsterben im Sommer 2000 nach der
Quecksilbereinleitung in die Theils. Der Eintrag von natlrlichen oder synthetischen
Xenohormonen liegt in Bereichen einer subletalen, daflr aber meist chronischen Exposition.
Diese Exposition kann im Falle endokrin wirksamer Chemikalien zu einer Veranderung der
Geschlechtsdifferenzierung bei den exponierten Fischen flhren und sich durch eine
Verminderung der Reproduktionsfahigkeit auf die gesamte Population auswirken (Kime,
1998). Zudem entspricht hier die Expositionsart, mit der Substanzzugabe direkt in das
Umgebungswasser, der natirlichen Exposition. Die Fische nehmen bei dieser Art von
Versuch die zu testende Substanz weder durch eine spezielle Diat auf, noch werden die
Substanzen direkt in die Bauchhohle injiziert. Dieses Prifdesign macht es moglich, das
Wasser aus einem Klaranlagenablauf oder belastetes Flusswasser im Labor zu testen.

Im Gegensatz zu verschiedenen in vitro Test Methoden wie beispielsweise dem E-SCREEN
assay, bei welchem eine humane Brustkrebszellinie (MCF-7) eingesetzt wird, die nur unter
Zugabe von einem Ligand fir den ER proliferieren kann (Soto et al., 1995), wird bei der hier
beschriebenen in vivo Methode nicht nur ein mdglicher Wirkmechanismus untersucht. Die
meisten Screening Tests werden an Zellinien durchgefihrt, wobei es sich meist um
Leberzellen handelt (Flouriot et al., 1995) oder es werden mit Reportergenen transfizierte
Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae) eingesetzt (Petit et al., 1997). Diese Zellkulturen
sind nur noch bedingt zu einer Metabolisierung der gepriften Substanz fahig. Durch den
Einsatz eines in vitro Testsystems ware es gegebenenfalls nicht moglich gewesen die
estrogene Wirkung des Methyltestosterons, nach der Aromatisierung in den Gonaden der

Fische nachzuweisen.
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Aus diesem Grund bietet der hier etablierte in vivo Kurzzeittest eine schnelle und sensitive
Detektionsmoglichkeit fur estrogene oder anti-estrogene Effekte, auch fur Substanzen bei
denen der genaue Wirkmechanismus noch nicht bekannt ist, da eine mogliche
Metabolisierung nicht ausgeschlossen wird und nicht nur eine Wirkmdglichkeit, z.B. Bindung
an den ER, getestet wird. Allerdings werden Stoffe mit androgener oder anti-androgener

Wirkung nicht erfasst.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein in vivo Kurzzeittest entwickelt werden, welcher hormonell
wirksame Substanzen und ihr Auswirkungen auf Fische mit Hilfe von verschiedenen
Endpunkten detektieren kann.

Hierzu wurden juvenile Fettkopfbrassen (Pimephales promelas) tUber 21 Tage drei bereits
bekannten endokrin aktiven Substanzen in unterschiedlichen Konzentrationen ausgesetzt.
Bei diesen Substanzen handelte es sich um Ethinylestradiol, ein vor allem in Kontrazeptiva
eingesetztes, synthetisches Estrogen; um Methyltestosteron, ein synthetisches Androgen,
welches aufgrund der 17a-Methylgruppe vom endogenen Testosteron unterschieden werden
konnte; und um Fadrozol, einen Aromatase-Inhibitor der Firma Novartis (Basel, CH), der vor
allem in der Therapie von Brust- und Prostatakrebs zum Einsatz kommt. Die Substanzen
wurden in jeweils drei verschiedenen Konzentrationen direkt in Wasser geldst und die
Jungfische in dieser Testldsung exponiert. Durch diesen Testansatz konnte eine naturliche
Exposition nachgeahmt werden.

Bei den unterschiedlichen Endpunkten, welche die endokrine Aktivitat detektieren sollten
handelte es sich um Vitellogenin-Level im Ganzkérperhomogenat, ein Dotterprotein, das
estrogen-abhangig nur von Weibchen produziert wird und die Vitellogenin und Estrogen
Rezeptor mRNA Expression. Zusatzlich wurden die exponierten Fische auf makroskopische
Veranderungen untersucht. Eine Messung der endogenen Steroid-Level in
Ganzkorperhomogenat und Bindungsstudien mit dem cytosolischen Estrogen Rezeptor
waren in Rahmen dieser Arbeit nicht moglich.

Bei der Exposition mit Ethinylestradiol zeigte sich, dass die Vitellogenin-Konzentrationen im
Homogenat signifikant anstiegen, allerdings konnte keine de novo Synthese der mRNA
nachgewiesen werden. Eine Fadrozol Exposition hatte nach 21 Tagen keine deutliche
Auswirkung auf die Vitellogenin Synthese in den Jungfischen. Bei den Versuchen mit
Methyltestosteron konnte eine Uberraschende Vitellogenin de novo Synthese gezeigt
werden. Dieser Befund liel3 sich auf eine Aromatisierung des Methyltestosterons in ein
Estrogen, durch die endogene Aromatase in den Jungfischen zurickfiihren, was durch einen
Kombinationsversuch mit Fadrozol und Methyltestosteron bewiesen werden konnte. Bei dem
Kombinationsversuch konnte durch eine gemeinsame Exposition von Fadrozol und
Methyltestosteron ein vermannlichender Effekt des Androgens auf die Jungfische gezeigt
werden.

Zusammenfassend kann das hier etablierte Testsystem positiv beurteilt werden. Es war
modglich estrogene Effekte anhand der Vitellogenin-Level aufzuzeigen und androgene Effekte
konnten durch eine phanotypische Vermannlichung der Jungfische nachgewiesen werden.

Insgesamt ist es durch diesen in vivo Kurzzeittest moglich Estrogene sicher zu detektieren.
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Fur Androgene und Aromatase-Inhibitoren sollte das System abgewandelt und zusatzliche
Endpunkte integriert werden. Der grofe Vorteil dieser Testart zeigte sich vor allem bei den
Methyltestosteron-Versuchen, da nur in einem in vivo Test Auswirkungen einer Substanz,

auch nach der Metabolisierung, auf den gesamten Organismus gezeigt werden kénnen.

5.1 Summary

The aim of this study, was to establish a short-term test to detect endocrine active
substances and their effects in juvenile fish.

Juvenile fathead minnows (Pimephales promelas) were exposed in a flow-through system for
21 days in 3 water-borne concentrations of 3 different endocrine modulating substances. The
substances were ethinylestradiol (EE2), a synthetic estrogen in oral contraceptives,
methyltestosterone (MT) a synthetic androgen, and fadrozole (F) an aromatase-inhibitor.

The measured endpoints were the vitellogenin (VTG) level in the whole-body homogenate
and the VTG and estrogen receptor mRNA expression. Additionally macroscopic effects of
the substances in the fish were investigated.

During the EE2 exposure the VTG levels increased significantly, but there was no de novo
synthesis of VTG mRNA. The Fadrozole exposure had no effect on the VTG concentrations
in the exposed juveniles. Surprisingly the MT exposure led to a significant time and dose
related increase of VTG protein and mRNA. This effect points to an aromatisation of the MT
to an estrogen. A simultaneous exposure with MT and F had an androgenic effect in the
juvenile fish because the aromatisation of MT was blocked. No macroscopic effects were
observed in the experiments with the single substances. However, when the fish were
exposed to MT and F simultaneously, a strong masculinization effect was observed.

The established short-term test makes it possible to detect estogens and their effects in
juvenile fish. For the detection of androgens or aromatase-inhibitors it is necessary to

establish additional endpoints.
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