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FISCH UND UMWELT

Anwendung von Fischzellkulturen
in der Meeresforschung

Ulrike Kammann, Markus Bunke, Institut fiir Fischereiokologie
Hans Steinhart, Universitit Hamburg,
Institut fir Biochemie und Lebensmittelchemie

In der marinen und limnischen Toxikologie find@navitro-Testsysteme immer mehr Beachtung. Wasser- oder
Sedimentproben bzw. deren Extrakte kénnen mit Hilfe von biologischen Testsystemen (z.B. Fischeier, Zellkultu-
ren oder Bakterien) untersucht werden. Haufig gewéhlte Untersuchungen sind Cytotoxizitat (Zelltod) und Geno-
toxizitat (DNA-Schaden)n-vitro-Testsysteme kdnnen fur das Toxizitats-Screening komplexer Mischungen, die
aus Umweltproben extrahierbar sind und fiir Wirkungsstudien mit isolierten Einzelsubstanzen verwendet werden.
Mit einfachen und leicht handhabbatervitro-Systemen kdnnen die notwendigen Untersuchungen schnell und
mit hohem Probendurchsatz durchgefiihrt werden. Wegen der meist kleinen TestvoluminavgmeSysteme

auch fur toxizitatsgeleitete Fraktionierungen geeignet, bei denen oft durch die wiederholte Unterteilung jeder
Probe nur noch geringe Probenmengen zur Verfigung steheitro-Testsysteme mit Zellkulturen bieten eine
Reihe von Vorteilen. Dazu gehdren die Kontrollierbarkeit der Umgebung der Zelle, Eliminierung von systemi-
schen Einflissen, verminderte Variabilitat zwischen den Experimenten und viele praktische Aspekte (Baksi and
Frazier 1990). Vom ethischen Standpunkt aus ist es wiinschenswert, moglichst viele Tierversuche durch alternati-
ve Methoden zu ersetzen.

Tabelle 1 zeigt eine Auswahl an Fischzellkulturen, die
bereits Eingang in die aquatische Toxikologie gefunden
Bei Zellkulturen unterscheidet man primére und permhaben. Zellen mariner Fischarten werden meist als pri-

Fischzellkulturen

nente Kulturen. Primare Zellkulturen werden aus frisahare Kulturen eingesetzt (Deveagixal. 1997; Gagné
isolierten Zellen, z.B. aus einer Fischleber, direkt angend Blaise 1995).

zUchtet. Diese Zellen besitzen oft noch die volle metal

0_

lische Kapazitat des Ausgangsorgans und eignen §
daher besonders gut fiir Metabolismusstudien. Die me
bolische Kapazitét primérer Zellkulturen ist nicht daue
haft vorhanden und die Teilungsféahigkeit der Zellen i
begrenzt. Diese Eigenschaften fihren dazu, daf3 prim
Zellkulturen immer wieder frisch angezuchtet werdg
missen. Die metabolische Kapazitat kann von Tier
Tier deutlich variieren (Nacat al 1996). Permanente
Zellkulturen haben dagegen stabile Eigenschaften y
sind gut charakterisiert. Diese Zellen kdnnen aus versch
denen Organen oder aus tumordsem Gewebe stamn
Permanente Kulturen haben vergleichsweise wenig o
keine metabolische Aktivitéat. Um fur diese Zellen de
Schadstoffmetabolismus in der Leber nachzustellen, w
den die Testsysteme oft um artfremde isolierte Enzym;
steme erganzt. Diese ,aktivieren” Stoffe wie z. B. poly
aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) zu toxisch wirl
samen SubstanzeBhne eine solche enzymatische Um
setzung haben PAK und &hnliche Stoffe keine gro
toxische Wirkung auf die Zellkultur.

Application of cultured fish cells in marine re-
search.

A large number of chemical pollutants can be found

in the marine environment. So it is necessary to ob-
tain informations about the toxic effects of this con-

taminant mixtures in general and especially on single
cell level. We used an organic extract of a marine sed-
iment from the North Sea to investigate its cyto-
genotoxicity with ann vitro system, the comet ass
or single cell gel electrophoresis (SCGE). The comet
assay can be applied for estimating genotoxic effects
of chemicals on single cell level. First results confifrm

the sensitivity of this assay and its applicability in as-

sessing genotoxic load in environmental samples. A
permant cell line, the EPE&phithelioma papulosu
cyprini) was used for the experiments. It was possible
to demonstrate the suitability of thisvitro test sys-
tem for assessing genotoxic and cytotoxic effects of
marine sediment extracts on EPC cells.
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Tabelle 1: Auswahl von permanenten Fischzellkulturen.
Selection of permanent fish cell lines.

Zellinie Fischart (Organ) Quelle

BF-2 Bluegill sunfish, Lepomis macrochirus (Muskel)  Babich und Borenfreund 1987

FHM Fathead minnow, Pimephales promelas (Haut) Dierickx und Bredael-Rozen 1996

RTG-2 Regenbogenforelle (Gonade) Castano et al.1994

GSF Goldfisch (Schuppe) Saito et al. 1993

EPC Karpfen (Haut) Parkinson und Agius 1986; Lyons-Alcantara et al.1996

Fischzellkulturen wurden urspriinglich entwickelt, uni209. Reise der Walther Herwig Ill, August 1999, zen-
Fischviren zu untersuchen. Diese Anwendung hat auchle Nordsee) und bis zur Extraktion bei —20 °C tiefge-
heute noch grol3e Bedeutung. Die meisten bekannfesren.
Fischzellkulturen wachsen adhérend, d.h. die Zellen
heften sich zum Wachsen an den Boden des Kulturg¢tethoden
falRes. Nur wenige Linien werden in Suspension kulti- )
viert. Die verwendeten Nahrmedien fur Fischzellen enedimentextraktion
sprechen weitgehend denen, die fiir Sdugetierzellen efi-g Sediment wurden mit Natriumsulfat verrieben und
wickelt wurden. Auch das Passagieren (Ablésen umdit Dichlormethan 6 h lang in einer Schittelmaschine
Umsetzen fur die Vermehrung) erfolgt weitgehend wiextrahiert, danach eingedampft und in Dimethylsulfoxid
flr Saugetierzellen tblich. Der grofite Unterschied zwiPMSO) liberfihrt. Die Endkonzentration des Sediment-
schen Fisch- und Séugetierzellen besteht in der Wachlstraktes betrug 40 g Trockenmasse(TM)/ml DMSO.
tumstemperatur. Die meisten Fischzellkulturen haben éwer Extrakt wurde mit DMSO verdinnt und dem Test-
niedrigeres Temperaturoptimum und wachsen dalsstem (Zellsuspension) in einer Konzentration von 1%
auch langsamer als Saugerzellen. Die in unserem Labogesetzt. Zum Einsatz kamen Konzentrationen von 0,04
verwendeten Fischzellen wachsen von 15 bis 33 °C rois 1,34 g TM/ml Zellsuspension.
einem Optimum zwischen 20 und 32 °C. .
Cytotoxizitatstest
Das Ziel unserer Untersuchungen war es, die Anwerider Test auf Cytotoxizitat wurde mit einer Fluorescein-
barkeit einer Fischzelllinie ala-vitro-System fiir zwei diacetat-Ethidiumbromid-Mischung durchgefihrt
toxikologische Endpunkte (Genotoxizitat und CytofHartmann und Speit 1997). Die Zellsuspension wur-
toxizitat) zu zeigen. Zur Induktion der toxischen Wirde 1 min mit der Mischung inkubiert. Lebende Zellen
kung wurde ein Sedimentextrakt aus der Nordsee asstzen in dieser Zeit das farblose Fluoresceindiacetat zu
gewahlt, da mit einem ahnlichen Extrakt bereits ein ggrin fluoreszierendem Fluorescein um und erscheinen
notoxischer Effekt auf Karpfen-Leukozyten hervorgasnter einem Fluoreszenzmikroskop grtin. Tote Zellen er-

rufen werden konnte (Kammann 1998). halten durch Ethidiumbromid eine orange-rote Farbung.
Pro Ansatz wurden mindestens 100 Zellen ausgewertet.
Material Dieser Test liefert somit eine Aussage Uber die Lebens-

e g .. fahigkeit der Zellen.
EPC-Zellen (Epithelioma papulosum cyprini)

Die EPC-Zellen stammen von Karpfen, auf deren Haf{erotoxizitatstest

eine durch Herpesvirus induzierte hyperplastische LBer Comet-Assay kann zur Untersuchung von DNA-
sion (Warze) entstanden ist. Die Zellen haben eine efhaden einzelner Zellen naohvitro-Exposition ein-
theloide (hautzellenéhnliche) Form und werden als adigesetzt werden (Braunbeck und Neumiller 1996). Mit
rente Kultur in 25-cm2-ZellkulturgefaRen in Standardmelem Comet Assay wird die Wanderung von DNA im
dium (Minimal Essential Medium nach Eagle mit 10 %lektrischen Feld aus dem Zellkern nach alkalischer
Serum) bei 25° C und 5 % G@ehalten. Nach dem Behandlung bestimmt. Der Anteil der aus dem Kern
Ablésen der Zellen vom Gefal3boden und einem Umandernden DNA bzw. die dabei zurtickgelegte Strek-
setzen von 1:6 in frisches Medium bilden die Zellen na&le ist abhangig von der DNA-Fragmentierung. Der Co-
zwei bis drei Tagen wieder einen geschlossenen Zellmet-Assay wurde nach dem von Singthal. (1988)
sen (Monolayer) aus. beschriebenen Protokoll mit kleinen Anderungen
durchgefihrt: In Phopsphatpuffer suspendierte EPC-
Zellen werden 20 h lang mit dem Sedimentextrakt in
Die fur die vorliegende Untersuchung verwendete SBMSO bzw. DMSO allein (maximale Konzentration
dimentprobe wurde mit einem Kastengreifer genomméso) inkubiert. DMSO hat in der verwendeten Kon-

Sediment
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zentration keinen Einflul3 auf die DNA der EPC-Zel
len. AnschlieRend werden die Zellen gewaschen,
suspendiert und in eine Agaroseschicht auf einem g
jekttrager eingebettet. Die Zellwdnde werden mit hq
her Salzkonzentration und Detergentien lysiert. Die b
pH 13 aufgewundene DNA wird dann einer Elektrd
phorese unterzogen. Danach wird die DNA angefa
und erscheint unter dem Fluoreszenzmikroskop
Abhangigkeit von der Schadigung in der Form eind
Kometen (Abbildung 1). Fiur jede Untersuchung wu
den mindestens 100 Zellen ausgewertet.

Ergebnisse Abbildung 1: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von
EPC-Zellen nach Anwendung des Comet-Assay. Schéadi-
Es wurden EPC-Zellen mit unterschiedlichen Konzergungsklassen 1 (ungeschadigt) bis 4 (maximal geschadigt).
trationen des Sedimentextraktes behandelt. Die DNA dekorescence microscopy images of EPC cells processed with
EPC-Zellen zeigt nach der Behandlung eine konzentr4€ comet assay. Damage classes 1 (undamaged) to 4 (maxi-
. . . . . mally damaged).
tionsabhangige Fragmentierung (Abbildung 2). Die Aus-
wertung erfolgte direkt am Fluoreszenzmikroskop durch
die visuelle Klassifizierung der Zellen, die sich an der
Verteilung der DNA !m_Kometen orientiert (A_ndersﬂt] 100 { [ mnicht geschadigt —
al. 1994). Bei geschadigten Zellen befindet sich der b B wenig geschadigt
wiegende Anteil der DNA im Kometenschweif. Die Ein-_ 80 1/ qgtark geschadigt
teilung der Kometen reicht von ,ungeschadigt” bis ,star> 60 || Omaximal geschadigt
geschadigt* (Abbildung 1). Die genotoxische Wirkuni &

wird als ,Score* ausgedriickt, der sich aus der Verteilui & 40 |

der Zellen auf die vier Schadensklassen (Abbildung

errechnet. In Abbildung 3 sind typische Ergebnisse eir 20 1 _|
0

solchen Auswertung nach Behandlung der Zellen mit w 0
schiedenen Konzentrationen des Sedimentextraktes (
gestellt. Der Sedimentextrakt aus der Nordsee zeigt

der Konzentration von 0,4 g TM/ml einen cytotoxischen
Effekt, da die Lebensfahigkeit unter 75 % féfiender-  Abbildung 2: DNA-Schaden von EPC-Zellen nach der Be-
sonet al.1998). Bei 0,04 g TM/ml ist keine cytotoxi— handlung mit Sedimentextrakt. Balken von links nach

sche Wirkung (Lebensfahigkeit tiber 75 %) mehr fesi?rf]';séesscchhi.(ﬂ?g‘g'gsmasse” 1 (ungeschadig) bis 4 (ma-

stellbar, aer noch eine deutliche DNA-Fgmentierung DNA damage of EPC cells treated with sediment extract. Bars

(Score = 17(_5) im Vergleich zur KO””QMSCOf_e =90) from left to right represent DNA damage classes 1 (undam-
erkennbar. Eine DNA-Fragmentierung in Verbindung méged) to 4 (maximally damaged).

einer unverminderten Lebensfahigkeit (> 90 %) der Zel-
len entspricht einem genotoxischen Effekt des Sedime
extraktes auf die Zellen. 300 4 + 100

0,004 0,04 0,4 1,34

Sediment [g Trockengewicht/ml]

. o 250 + 1 80
Diskussion
200 +

Die dargestellten Ergebnisse unterstreichen die M *
lichkeit, Fischzellinien fir verschiedene toxikologisc
relevante Endpunkte einzusetzen. Biomarker werd & ® | 8 Genotox.
bisher iberwiegend im Freiland angewendet, um sch 50 —O— Lebensf.
stoffinduzierte Effekte z.B. an Fischen zu erkennen. Vi¢ 0 0
Biomarker sind theoretisch auf Zellinien tbertragb. 0 0,004 0,04 0.4 134
(Hightower und Renfro 1988). Besonders genetisch v Sediment [g Trockengewicht/mi]
anderte Zellen kénnen hierbei von grol3em Nutzen sein. o
Dariiber hinaus kénnen Zellkulturen verwendet werdef2>1dund 3: DNA-Schaden (Genotoxizitat, ,Score?) und

B . Lebensfahigkeit von EPC-Zellen nach der Behandlung mit
um nach neuen potentiellen Biomarkern zuh&C gegimentextrakt.
Fischzellen kénnen helfen, die Anzahl der Tierversucha gamage (genotoxicity, “score”) and amount of living cells

zu reduzieren. of EPC cells treated with sediment extract.

150 +

enotoxizitat [Score

Lebensfahigkeit [%
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Die Verwendung von Fischzellkulturen in der marine ; Cor
g In rainbow trout hepatocytes. Toxicol. in vitro 11: 71-79, 1997.

Forschung ist ein relativ neues Geblgéih Grund dafur ~ ™ _ _
|St Wahrschelnllch’ dass das Schutzgut_ das okosystemeﬂckx, PJ, .Breda'.el-ROZ(?n, E.: Correlation between the in
sehr weit von den Vorgéangen in vereinfachiteitro- vitro cytotoxicity of inorganic metal compounds to cultured

Systemen entfernt ist. Es ist sicher nicht moglich, gfaihead minnow fish cells and the toxicity to daphnia magna.
. . - = ull. Environ. Contam. Toxicol. 46: 649—-653, 1996.
Entwicklung eines Okosystems aufgrund Veranderun-

gen auf zellularer Ebene vorherzusageotddem ha- Gagné, F.; Blaise, C.: Evaluation of the genotoxicity of envi-
ben zellulire Systeme bereits jetzt einen festen Pl§g@mental contaminants in sediments to rainbow trout
in der aquatischen Toxikologie eingenommen (Segrn_ﬁpatocytes. Environ. Toxicol. Water Qual. 10: 217-229, 1995.
1998). Ein moglichst einfaches und kontrolliergys- Hartmann, A; Speit, G.: The contribution of cytotoxicity to
tem, wie es eiim-vitro-Test darstellt, kann bei komple-DNA-effects in the single cell gel test (comet assay), Toxicol.
xen toxikologischen Fragestellungen helfen, grundlegé'r‘F—tt' 90: 183-188, 1997.

de Fragen zu klaren, und daher von entscheidendenderson, L.; Wolfreys, A.; Fedyk J.; Bourner C.; Winde-
Vorteil sein. Chronische Schadstoffexposition und nie@ank, S.: The ability of the comet assay to discriminate between
rige Konzentrationen sind typisch fiir die marine Unfenotoxins and cytotoxins. Mutagenesis 13: 89-94, 1998.
welt. Die Wissenschaft ist aufgerufen, Methoden zdightower, L.E.; Renfro, J.L.: Recent applications of fish cell
entwickeln, die die entsprechend geringen Effekte ewlture to biomedical research. J. Exp. Zool. 248: 290-302,
fassen bzw. Ursache-Wirkungs-Beziehungen klaren kig38.

nen. Dabei werdeim-vitro-Methoden auch in Zukunft Kammann, U.: Toxische Wirkung von Schadstoffen auf Fisch-

unentbehrlich sein. zellen. Bestimmung von DNA-Strangbriichen mit dem Comet
Assay. Inf. Fischwirtsch. 45: 109-112, 1998.
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