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Fische als Spiirnasen: was ist mit Stoffen, die keine
letalen Konzentrationen im Gewdsser erreichen ?

..beispielsweise konnen Pestizide bei sehr niedrigen, nicht-letalen
Konzentrationen den Geruchssinn von Fischen beeintrdchtigen

Diazinon
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Tierney et al., Aquat. Toxicol., 2010 Scholz et al., Can J Fish Aquat Sci, 2000



Fische als Spiirnasen fiir Spurenstoffe: worin
besteht die Herausforderung?

Vorhandene Ansatze und Werkzeuge zu Erfassung und Bewertung
toxischer Effekte bei Fischen sind stark ausgerichtet auf
kurzfristige Wirkungen, hohe Konzentrationen, und apikale Effekte

Spurenstoffe

sind durch spezifische Wirkweisen (mode of action, MoA)
bereits in niedrigen Konzentrationen biologisch aktiv

kdonnen lber subtile Verdnderungen in physiologischen
Parametern von Organismen hervorrufen (z.B. im Verhalten, in
Entwicklungsmustern, in der Immunkapazitdt) zu
Beeintrdchtigungen der Fitness fiihren

und dies insbesondere auch bei chronischer Exposition.




Viele Spurenstoffe zeigen unaufdllige akute Toxizitdt,
aber hohe chronische Toxizitdt
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Nendza, Jeram, Segner, unpublished



Fische als Spiirnasen fiir Spurenstoffe: worin
besteht die Herausforderung?

Spurenstoffe unterfliegen wie Tarnkappenbomber das Radar einer
auf kurzfristige, hochdosige, und apikale Effekte ausgelegten
okotoxikologischen Erfassung und Bewertung.

= Um in der ckotoxikologischen Testung wie im Biomonitoring
Fische als Spiirnasen fiir Spurenstoffe einsetzen zu kénnen,
braucht es Nachweisparameter, die auf die spezifischen Wirk-
weisen (MoA) der Spurenstoffe ansprechen



.Biomarker" als spezifische und sensitive Indikatoren
fiir Spurenstoffe

Organismus

o Biomarker (6ko)toxiko-
Chemikalie Spezifitat logischer Effekt
‘ Sensitivitat
Interne

Externe

Konzentration Konzentration

Biomarker sind molekulare, zellulare und physiologische Antworten in dem
Kontinuum von Exposition zur toxikologischen und 6kologischen Wirkung



Spezifitdt: MoA-basierte Biomarker fiir das
+Aufspiiren” von Spurenstoffen durch Fische

Beispiel: Aktivierung des Ostrogenrezeptor-Weges durch
hormonaktive Spurenstoffe (z.B. EE2)

Estrogens ,
——>» Membrane-associated

Second messenger pathways

CYTOPLASM

Hsp90
ER >
Hsp90
Hsp90 Hsp90 ER-vermittelte molekulare
Antwort:

multlple transcription e TInduktion des Target-

darpalvays Gens «Vitellogenin»

ER-vermittelte zelluldare
W transcription Antwort:
of target genes « Intersex-Gonaden

Carvan et al. 2005
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Vitellogenin-Biomarker in Fischen: Biomonitoring der
dstrogenen Belastung in Schweizer Gewdssern

Burki et al. 2007
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Intersex-Biomarker in Fischen: Biomonitoring der
dstrogenen Belastung in US-Gewdssern
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Biomarker sind wichtige diagnostische Werkzeuge zur
Aufkldarung okologischer Effekte von Spurenstoffen
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Wie finden wir potenzielle Biomarker fiir
Spurenstoffe in Fischen ?

Die evolutiondre Konservierung von Gene und Stoffwechselwegen erlaubt uns
die Nutzung von a-priori Wissen aus Hummantoxikologie und -pharmakologie

Homolog Candidates
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Caveat: die Wirkweisen (MoA) von Spurenstoffen
konnen sehr divers sein - Beispiel Pharmaka

Stoff Wirkklasse Molekulare Ziele (po-
tenzielle Biomarker)

Fluoxetin SSRI Anti-Depressivum Serotonin-Transporter (SERT)
5-Hydroxytryptamin-Rezeptor

Atenolol, Propanolol  [-Blocker B-Adrenorezeptoren

Diclofenac Nicht-steroidealer Cyclooxygenasen COX

Entzindungshemmer

Carbamazepim Anti-Epileptikum Spannungs-abhangige Na-
Kanale

Clofibrat Lipidsenker PPAR

Trenbolon Anaboles Steroid Androgenrezeptor

Clarithromycin Makrolid-Antibiotikum CYP3A

= Zunehmende Zahl an Messparametern/Biomarkern
- ist das realistisch ?



... und selbst mit einer breiten Palette von Markern
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Kénnen ,Ergebnis-offene™ Methoden das Dilemma
losen? -omics-Ansdtze

Stressoren



http://images.google.de/imgres?imgurl=http://www.wormbook.org/chapters/www_germlinegenomics/germlinegenomicsfig1.jpg&imgrefurl=http://www.wormbook.org/chapters/www_germlinegenomics/germlinegenomics.html&h=1266&w=1275&sz=658&hl=de&start=8&tbnid=y7bUKljoXCQaUM:&tbnh=149&tbnw=150&prev=/images%3Fq%3DDNA%2Bmicroarray%26gbv%3D2%26svnum%3D10%26hl%3Dde

Halten -omics- Ansdtze das Versprechen der
,Breitband" -Detektion?

Spezies, Studie | Induzierte Inhibierte Referenz
Gene/Wege Gene/Wege

Flunder, Detoxifizierung, Elongationsfak- Williams et al.,

belastete Stress-Antwort, toren, Immun-Gene  Aquat Toxicol,

Astuare 2003

Karpfen, Ab- Detoxifizierung, Kohlenhydratmeta-  Moens et al.,

wasser- Stress-Antwort, bolismus, Steroid- Chemosphere,

belasteter Fluss Proteolyse metabolismus, 2007
Apolipoproteien

Dickkopfelritze, Vitellogenin, Ostro- Wachstumsfak- Filby et al.,

Abwasser- genrezeptor,CYP1A, toren, Thyroid- Environ Sci

belasteter Fluss Immun-Gene rezeptor, Immun- Technol, 2007
gene

= Nur bedingt Stoff-spezifische Antworten, vielmehr Anwortmuster,
die eine allgemeine Stress-Situation anzeigen



Die Stdrke der -omics Ansdtze scheint in der
Separierung ,belastet-unbelastet”™ zu liegen

2§53 8 G = fish of good health status
Kid ney F = fish of fair health status
P = fish of poor health status
@y B = fish of bad health status
(Rb)
(Rb}
(BS)
=208 (IHNV) => nicht primér MoA-
o6 mp, v spezifische Ziel-Gene,
(MD) sondern allgemeine
-— Stress-Indikatoren
(BS)
(MD)
(MD)
(MD)
(MD,Rb)
(MD)
| ®
30 1l 3.0 18
6 (MD,BS)

Connon et al. Environ Sci Technol, 2012



Sensitivitat von Spurenstoff-induzierbaren Markern:
wie sensitiv soll's denn sein?

Exposition von Forellen an eine Kombination aus Umweltdstrogenen und
Pathogenen (ILE, IHE) induzierte eine Vielzahl von Genen.....

A 25 Ribosomal proteins (13 genes) B os

BetaE2 = 0.540 Mitochondnal proteins (10 genes) . gz: EE(DE 5 ggl
. BetaPKD = -0209 Cyclin A2 0 ;
o I Polyposis locus protein E . '
'lg? Histane 3A-ATP syrthase G 05 Hemoglobin alpha chain
g 15 Histone deacetydase 9 = 3 Hernoglobin beta chain
~ Superoxide dsmutase [Mn] v | Glyceraldehyde-3-phosphate
£ Peroxire doxin 4 $ 15 | dehydrogenase
2 Eosinophil chemotaktic cytokine 5- 3 | BAG-family molecular
L Leukacyte antigen CD37 £ 5 | chaperone regulator-4
205 Delta-6 fatty zcid desaturase o | Ribosoma protein L35
- Fatty acid binding protein-1 = 55 | Unc-13 homolog ©
0. High density lipoprotein-binding Alpha-1-microglobulinVbikun
T LE HE | ILE me [[EdiSmiae 3
Cathepsin D-1
-0.5 - Tissue factor pathway inhbitor 35l T L HE ! ILE HE
Study groups Study groups
Cias Beta E2 0199 P12
elacs = - .
& BetaE2 = -0.741
2 BetaPKD = 0.630 Complement compenert C3 ! o BetaPKD = 0.125| ¢33 anaphylatoxin
Complement compenert C5 038 | cehemotakic receptor
= 15 Complement cormpenert C3 o CC chempkine SCYA110-1
= Complement factar Bf-1 5 067 " Hemopoxin
= Complerment factor H - | i i
3 ompeer e 04 Ig kappa chain V- region WEA
% 05 Propendin , e Interferon-related regulator 2-1
i Acute phase protein E Lisie 4 acbmicrobid
o Toll-like receptor 20a 4 { i p R A JTRCI O
2 o | s 0 q— peptide
w Ceruloplamm W2 | Membrane-type mosaic sering
g, 05 Metallothionein-| L > protease
= G145-specific cycin D2 S04
1 06 ‘
T LE HE I ILE IHE T LE HE 1 ILE IHE
1.5 038
Study groups Study groups

Burki et al., Aquat Toxicol, 2013



Sensitivitdt von Spurenstoff-induzierbaren Markern:
wie sensitiv soll's denn sein?

.. ohne dass sich dies in Effekten auf der Organismusebene (hier: Mortalitat)
hiederschldgt (die «so what»-Frage)
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Burki et al., Aquat Toxicol, 2013



Spirnasen-Funktion von Fischen: nicht der Einzel-
parameter ist entscheidend, sondern die Integration

(Bio) In vivo:
Analytik Vitellogenin

Fisch als spezifische Spiirnase: Toxicity
Messung des MoA-spezifischen o
Biomarkers Vitellogenin im : ki
Fisch (Beispiel)
Warum Vitellogenin?
e i > Y ‘A‘l " »

. . . m. o |
Chemisch-analytische Daten N L PA e
weisen auf 6strogene o AL T e

: - L -+ >
Belastung hin R *'\(:m'“
Bioanalytische Daten (in vitro \ “\'\-4‘,".\. FA AT 3
. . S ) i %, _‘.\“, :‘.:' o
Bioassays) weisen auf ostro- ‘,\\\.\;\ g\//.l At

gene Belastung hin

Eggen and Segner, ABC, 2004; Hamers et al.., IEAM 2013



Die Beziehung zwischen Bioassay-Antwort und
Fischantwort muss ncht linear sein

10 Beispiel: Ostrogen-Aquivalente (EEQ)
aus in vitro Yeast Estrogen Assay
81 (YES) versus vVitellogenin (VTE) im
=\ Fisch
> ¢
=
1.00
g 4 _ r2=10.01
— 2 080 |
) \M ;
>
»n 0.60 [ ¢
lee— = /
14.9.04 24.9.04 204

Zeitliche Schwankung der dstrogenen g 020 1

Belastung bringt variable Ergebnisse im | |

Bioassay, dagegen ist dieVitellogenin- 0.00 A : . .
Antwort im Fisch zeitintegriert EEQ water sample(ng/L) summer




Verbesserte zeitliche Integration durch
Passivsammler

00000000
00000000
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ARA

D1

POCIS / L&‘ Resident fish

YES als Bioassay \

fur Ostrogenes
Potenzial

ELISA/real-time RT-PCR auf VTG
als Indikator fur 0strogenes Potenzial



Spirnasen-Funktion von Fischen: nicht der Einzel-
parameter ist entscheidenD, sondern die Integration

(Bio) In vivo: Organismus:
Analyhk Vitellogenin /~ Reproduktio

Fisch als Spirnase: Kopplung
des Biomarkers mit MoA-
bezogenen organismischen
Parametern beantwortet die
«so what»-Frage

Die Messung von Reproduktions-
parametern ist im Freiland nur
bedingt maglich

— Extrapolation von Labor-
.Modell"-Spezies auf Nicht-
Modell-Spezies im Feldd




Die spezifischen MoA von Spurenstoffen bedingen
deutliche Spezies-Unterschiede in der Sensitivitat

Interspezies-
Sensitivitdts-Verhdltnis

Narkotika (Verhaar MoA-Klasse 1)

1,2,4-Trichlorbenzol 1.17
Trichlor-Aethylen 1.75
Tert. Butyl- 1.43
Methylaether
Spezifische MoA (Verhaar MoA-Klasse 4)

Cypermethrin 29.3
EEZ2 6.8
Ketoconazol 9.8
Fluoxetin 5.8

ECETOC No 102 (2007



Spezies-Extrapolation hdngt ab von den physio-
logischen und dkologischen Eigenschaften (,traits™)

Physiologische .. Traits": Molekulare

Ahnlichkeit eines MoA—spezifischen
Ziel-Gens zwischen Arten korreliert
mit dhnlicher Sensitivitat gegeniber

mit dieser MoA

Okologische , Traits": Arten zeigen

auf Grund ihrer 6kologischen

Eigenschaften (Exposition, life
history, etc.) unterschiedliche
Sensitivitdten gegeniiber MoA

1000
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Branchiopoda
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Conserved l{umiams: 4
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O Insscta
Aedes aegypti
Comserved Domians: 4
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LalLone et al., Aquat Toxicol, 2013
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Spezies-Unterschiede in den ,traits” beeinflussen die
Reaktion gegeniiber Spurenstoffen
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Behrens and Segner, J Aquat Ecosyst Stress, 2001



Spirnasen-Funktion von Fischen: nicht der Einzel-
parameter ist entscheiden, sondern die Integration

(Bio) In vivo: Organismus: \_ Population,
Analytik Vitellogenin / Reproduktion,” Demographie
@Tween life@
s .life history" Q Q Q

» Demographie .Life history"-basierte
Populationsmodelle

“| Population

— Spezies-"traits"

“| Organi smus —> Mortalitat
= Reproduktion

» Physiologische Ziele
—> Molekulare Ziele

“| Sub-Organismus




Spirnasen-Funktion von Fischen: die Bedeutung der
Wirkweisen MoA

(Bio) o : :
> Analytik >Physuolog|e> Or‘gamsmu> Populahon>

DETEKTION BEWERTUNG

Extrapolation von der
diagnostischen Detektion zur
Bewertung auf Grund von
MoA-basiertem Wissen zu
Propagationsprozessen

Auswahl geeigneter Moni-
toring-Parameter auf Grund
von a priori-Wissen zu MoA




