Okologie

Mit zellbiologischen
Methoden Umweltschad-
stoffen auf der Spur

Ulrike Kammann (Hamburg)

it toxikologischen Methoden kénnen Schadstoffe mit erbgut-
M schadigender Wirkung aus der Umwelt untersucht werden. Im

Rahmen eines neuen Forschungsprojektes, an dem sich die
Bundesforschungsanstalt fiir Fischerei (BFAFi) beteiligt, wird ein in-
vitro-Modell mit Fischzellen eingesetzt, das es erméglicht, den schadli-
chen Substanzen in marinen Sedimenten auf die Spur zu kommen. Beij
dem verwendeten Test (Comet Assay) werden DNA-Fragmente unter
dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht. So kann die toxische
Wirkung aller in der Probe vorhandenen Stoffe gemeinsam erfasst wer-
den, auch wenn diese Stoffe nicht im einzelnen bekannt sind.

Sedimente

Weil sich Schadstoffe an Schwebteil-
chen binden, und diese im Meer irgend-
wann als Sediment zu Boden sinken, sind
Sedimente das “Schadstoffdepot” der
Meere. Viele Tiere leben im oder auf dem
Meeresgrund und stehen daher in direk-
tem Kontakt mit dem Sediment. Das toxi-
sche Potential der sedimentgebundenen
Schadstoffe ist fir bodenlebende Fische
und das gesamte marine Okosystem von
Bedeutung und wird daher von der Bun-
desforschungsanstalt fir Fischerei unter-
sucht.

Biologische Effekte

Die Mischung der Schadstoffe in der
Nordsee und anderen Meeren ist untber-
schaubar und vielfaltig. Gezielte chemi-
sche Analytik einzelner Substanzen kann
immer nur einen kleinen Ausschnitt dieser
Mischung erfassen. Entscheidend fur die
»Gesundheit” des Fisches ist aber das Zu-
sammenwirken aller Einzelstoffe (und vie-
ler anderer Faktoren) auf den Organis-
mus. Die Wechselwirkungen zwischen
Schadstoffen und lebender Natur sind
auBerst kompliziert und nur unvollstandig
bekannt. Es gilt MessgréBen zu suchen,
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Kastengreifer bei der Sedimentprobe-
nahme auf See

die eine , Antwort” des biologischen Sy-
stems auf ein komplexes Schadstoffge-
misch geben, um mogliche Gefahren
frihzeitig zu erkennen. Biochemische
MessgroBen sind flr diesen Zweck be-
sonders geeignet, weil die Zeit zwischen
Ursache (Schadstoff) und Wirkung (biolo-
gischer Effekt) kurz ist, und man somit
eine schnelle und oftmals auch empfindli-
che Antwort erhalt. Biologische Effekte
konnen in vivo (am lebenden Tier) und in
vitro (im knstlichen System) untersucht
werden.

Methode gesucht

Gesucht wurde ein Verfahren, mit dem
die toxische Wirkung von Schadstoffen
aus marinen Sedimenten erkannt werden
kann. Besonderes Augenmerk liegt dabei
auf erbgutschadigenden Substanzen, die
bei Fischen wie bei Menschen zu Krank-
heiten fuhren konnen, wie beispielsweise
zur Bildung eines Tumors. Bevor es zur
permanenten Schadigung in der Erbsub-
stanz (DNA) kommt, entstehen oft rever-
sible Schaden in der DNA, zum Beispiel
Strangbriche.

Ein Verfahren, mit dem sich solche Ef-
fekte sichtbar machen lassen, ist unter
dem Namen ,Comet Assay” bekannt ge-
worden. Dieser Test wurde am Institut fir
Fischereiokologie der BFAFi an die hier zu
untersuchenden Fragestellungen ange-
passt.

In vitro Test
mit Fischzellen

Fir den Comet Assay werden die Ex-
trakte aus Nordseesedimenten in vitro mit
Fischzellen gemischt. Nach der Inkubati-
onszeit von zwei Stunden werden die Zel-
len in ein Agarosegel auf einem Objekt-
trager fixiert. Es folgen eine Auflésung
der Zellwande, um die Zellkerne mit der
sie enthaltenden DNA freizulegen, und
das Aufwinden der normalerweise eng
gekndulten DNA-Doppelhelix unter alkali-
schen Bedingungen. AnschlieBend wer-
den die Zellen in ein elektrisches Feld ge-
bracht, in dem die negativ geladene DNA
aus dem Kern heraus wandern kann.

Ist die DNA intakt, verbleibt sie inner-
halb des Kerns, da die langen Strange
nicht durch die relativ kleinen Poren der
Kernwand passen. Liegt sie in Bruch-
stiicken vor, so wandern diese aus dem
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Abb. 1: Zellkern nach Behandlung im Comet-Assay (fluoreszenz-mikroskopisches
Bild). Links: ungeschadigte Zellen; rechts: geschadigte Zellen

Zellkern heraus. Dabei ist die im elektri-
schen Feld zurlickgelegte Strecke abhan-
gig vom Grad der Fragmentierung. Ge-
schadigte Zellen sehen unter dem Flu-
oreszenzmikroskop aus wie kleine Kome-
ten (Abb.1), daher auch die englische Be-
zeichnung ‘Comet Assay’. Anhand der
GroBe des Kometenschweifes 1asst sich
eine Auswertung direkt am Mikroskop
vornehmen.

Es kénnen praktisch alle Zellarten, die
einen Kern enthalten, fir den Comet As-
say eingesetzt werden. In unserem Labor
wird dafir eine permanente Fischzelllinie
verwendet. Dadurch kann auf Material
von lebenden Tieren verzichtet werden.
Die so genannten EPC-Zellen (Epithelio-
ma papulosum cyprini, aus Karpfenhaut)
haben, wie viele andere permanente Kul-
turen, keine nennenswerte Stoffwechsel-
aktivitat, im Gegensatz zum Beispiel zu
frisch isolierten Leberzellen. Wir haben
daher die Zellen mit aus Fischen isolierten
Enzymsystemen erganzt, um den Schad-
stoffmetabolismus zu simulieren. Das Ziel
ist, eine Reihe von Sedimentproben zeit-
sparend zu untersuchen und erbgutscha-
digendes Potential in den Sedimenten zu
erkennen - und das ohne die Verwen-
dung von Versuchstieren.

Als Modell
geeignet?

Eine Zelle im Labor ist natrlich etwas
anderes als der Fisch im Meer. Und es ist
auch nicht méglich, direkte Vorhersagen
Uber die Situation im Meer aufgrund der
im Labor beobachteten Veranderungen
auf zellularer Ebene zu machen. Trotzdem
haben Zellkulturen einen festen Platz in
der Toxikologie, weil sie schnell und ein-
fach eingesetzt werden kénnen. Ein mog-
lichst kontrollierbares und reproduzierbar
arbeitendes System, wie es ein in vitro
Test darstellt, kann bei komplexen toxiko-
logischen Problemen helfen, grundlegen-
de Fragen zu klaren, und daher von ent-
scheidendem Vorteil sein.

Unser Testsystem, mit dem Extrakte
aus marinen Sedimentproben untersucht
werden, erfasst den ‘schlimmsten Fall’, in
dem alle sedimentgebundenen Schad-
stoffe gemeinsam auf die schutzlose Zelle
einwirken kénnen. Da das nicht der Situa-
tion in der Natur entspricht, missen wei-
tere Schritte, zum Beispiel Bioverfligbar-
keitsstudien flr die verddchtigen Sub-
stanzen folgen, um das Modell der Natur
weiter anzunahern.

Okologie

Neues
Forschungsprojekt

Dieses sind erste Schritte innerhalb ei-
nes neuen, vom Bundesministerium fur
Bildung und Forschung (BMBF) geforder-
ten Verbundvorhabens, an dem neben
der Bundesforschungsanstalt fur Fischerei
die Universitat Hamburg sowie das Bun-
desamt flr Seeschiffahrt und Hydrogra-
phie beteiligt sind.

Im Projekt sollen chemisch-identifizie-
rende Analytik und Biotests an marinen
Sedimentextrakten so kombiniert wer-
den, dass die Ergebnisse der Biotests die
chemische Analytik leiten. Die Suche nach
einem moglichen Zusammenhang zwi-
schen sedimentgebundenen Schadstof-
fen und biologischen Effekten steht dabei
im Vordergrund.

Die Aufgabe der Bundesforschungsan-
stalt fur Fischerei besteht in der Entwick-
lung und Anwendung einer Reihe von
Biotestsystemen zur Erfassung der ver-
schiedenen spezifischen Wirkungen der
Schadstoffe.

Mit dem Comet Assay steht bereits ein
Testsystem zur Verfligung, mit dem eine
erbgutschadigende Wirkung aufgedeckt
werden kann.

Weitere Systeme sollen die Cytotoxi-
zitét (zellschadigende Wirkung), Neuroto-
xizitat (nervenschadigende Wirkung) und
Embryotoxizitat erfassen. n
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