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Geht uns im FET ein Licht auf?
Leuchtende Fischembryos spuren vasotoxische
Schadstoffwirkung auf
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Einleitung

Der Fischembryotest FET wird in der Okotoxikologie seit Jahren als vielversprechende
Tierversuchs-Alternativmethode diskutiert. Bisher wurde der Einsatzschwerpunkt des FETs
ausschlieBlich bei der Ermittlung akuter Toxizitdtsdaten von Chemikalien angesehen, doch wird
ihm mittlerweile ein grofRes Potential bei der Bewertung toxikologischer Wirkungen von
Chemikalien zugesprochen, die weit Uber die akute Toxizitat hinausgehen (Scholz et al., 2008).
Bislang fehlen jedoch geeignete zusétzliche morphologische und submorphologische Endpunkte
fur eine standardisierte Untersuchung von spezifischen und chronischen Schadstoffeffekten. Um
einen hoheren Durchsatz bei der Testung mit dem FET zu ermdglichen, muss neben der
Verfeinerung der Testendpunkte eine automatisierte, vom Auswerter unabhangige
Testauswertung entwickelt werden. Genexpressionsmarker konnten eine bessere und
schnellere Auswertung sowie eine Verfeinerung der toxikologischen Endpunkte im FET

ermdglichen.
In diesem Projekt wird die transgene Zebrafischlinie Tg(flil:EGFP)¥* auf inre Anwendbarkeit im
i H A H i H ini M H Abb. 1: Zebrafischembryo der !ransgenen Linie Tg(FIll GFP)¥1 48 hpf. (A) Unbehandelter Embryo im Chorion
FET fur die Testung von vaskular wirksamen Substanzen gepruft. Die Linie exprimiert in den 28 nof: Rechtsck n ). (B) Oben: EGEP-Expression In den Bungefifien des
BlutgefalRen enhanced green fluorescent protein (EGFP) unter der Kontrolle des flil Promotors Embryorumpfs; DLAV= dorsal Iateral veine, 1SV= mtersegmena\ vessel. Unten: ISV-Langenmessung in ImageJ. Die
. . " . . N are P . blaue Linie kennzeichnet die Somitenlange, die rosa Linie die ISV-Lange. Laterale Ansicht, anterior links, dorsal Oben.
(Weinstein et al., 2002). Flil gehort in die Familie der ETS-Transkriptionsfakoren und ist MaBstab= 100 pm.
essentiell fur die Entwicklung des GefaRsystems und des Blutkreislaufs und kdnnte so ein
wertvoller Marker fur die Detektion vaskulérer Schadeffekte sein. - o aut
H Tabelle 1: Al isch i Die wurden aul
Material und Methoden Grund ihres Wirkmechanismus und der daraus i i Wirkung gewahit. SU4312
) ) diente in der Testreihe als Positivkontrolle (Tran et al. 2007).
¢ 48 h FET in Anlehnung an DIN 38415-6 und OECD Draft TG (2006) mit
Zebrafischembryos (Danio rerio) der transgenen Linie Tg(flil:EGFP)¥* Substanz Substanzklasse Mode of Action
¢ Hellfeldmikroskopische Auswertung: Aufnahme der letalen und subletalen Effekte Su4s2 Small molecule Tyrosi Inhibitor, antiangiogenetische Wirkung (Peterson et
. al., 2000)
(Braunbeck et al., 2005) und EC,-Bestimmung
. . . . Triclosan Desinfektions- und Enolyl-ACP-Reduktase Inhibitor, Verdacht auf anticarcinogene
¢ Fluoreszenzmikroskopische = Auswertung: L&ngenmessung der intersegmentalen Konservierungsmittel Wirkung
BlutgefaRe (ISV) von 48 hpf (hours post fertilisation)-Embryos der Linie Tg(flil:EGFP)Y! ot phytoh P inase Inhibitor, Wirkung (Kalin et al.,
. . . enistein lohormon
(Abb. 1) anhand von Vollfokusbildern. Prozessierung von Z-Stapelaufnahmen mittels 2009
ImageJ Plugin. Anhand der Vollfokusbilder erfolgte zudem die Effektbewertung und ECqgy- Fenazaquin Insektizid Inhibitor des mitochondrialen Elekironen Transports
Bestimmung.
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Abb. 2: ane (ISV) Tg(Fli1:GFP)'! Zebrafischembryos 48 hpf. (A) Fluoreszenzbilder von mit SU4312, Triclosan, Genistein und Fenazaquin behandelter Abb. 3: Dosis-Wirkungskurven der Hellfeld- und Fluoreszenz-
48 hpf Zebrafischmbryos. Embryos wurden oni mit 4% fixiert und (Leica DMI/AF6000) analysiert. (B) Relative ISV-Lange (%) bei unterschiedlichen Auswertung |m Vergleich. Letale und subletale Effekte nach 48 h
trationen (mg/L). Signifi L zur sind mit Sternen indiziert (**: p< 0,01; One way ANOVA und Dunnetts” multiple i test). ion, die zum einen mittels Hellfeld- (schwarze Linie) und zum
100 pm. anderen mittels Fluoreszenzmikroskopie (blaue Linie) detektiert wurden.
Ergebnisse Schlussfolgerung
+ SU4312, Triclosan, Genistein und Fenazaquin inhibieren die Angiogenese in  pie Tg(FliL:GFP) Zebrafischlinie enweist sich als sehr vielversprechend
Zebrafischembryos

beim Einsatz im FET und lasst eine deutliche Erhéhung der Sensitivitat des
* Alle behandelten Embryos zeigen signifikante ISV-Langen-Unterschiede im Vergleich zur  Tests gegeniiber vasotoxischer Substanzen vermuten.

Kontrolle
« In der Hellfeld-Auswertung nicht sichtbare Effekte auf Herz und Blutkreislauf konnten in der Ausblick

Fluoreszenz-Auswertung eindeutig nachgewiesen werden

« Die Fluoreszenz-Auswertung scheint sensitiver als die der Hellfeld-Auswertung (ECy, kleiner) + Fluoreszenz-Auswertung nach 24 hpf zur Untersuchung von bereits
nach 24 h erkennbarer schadstoffspezifischer Effekte
»Auch bei Substanz ohne bisherig bekannte vasotoxische Wirkung konnte Effekte * Verwendung spezifischer Antikorper fur Immunfarbungen zur
auf das Blutkreislaufsystem nachgewiesen werden (Triclosan, Fenazaquin) Verifizierung der gewonnenen Ergebnisse
-Mlttels Fluoreszenz-Auswertung sind Effekte friiher detektierbar « Automatisierte Bildanalyse mit ImageJ
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