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Themenkreis: Oxidativer Stress
Teilprojekt , Aktivitat der Cytochrom P450 Monooxygenase-Systeme in
Dauerzelllinien verschiedener Fischarten*

Hintergrund

Der oxidative Metabolismus von Fremdstoffen ist haufig der erste Schritt in der Entgiftung von
Umweltchemikalien. Diese oxidativen Stoffwechselwege werden gewoéhnlich von Enzymen aus
der Familie der Cytochrom P450 Monooxygenasen katalysiert, welche den wichtigen Schritt der
Biotransformation der meisten lipophilen Fremdstoffe, einschliesslich einer grossen Menge an
Schadstoffen in der aquatischen Umwelt, einleiten. Diese Enzyme stellen eine recht grosse
Familie von Ham-Proteinen dar, welche Medikamente, Karzinogene oder Pestizide
verstoffwechseln. Das Verstandnis der Aktivitat der CYP P450 Monooxygenasen in aquatischen
Lebewesen ist essentiell zur Aufklarung der Wirkungsweise derartiger aquatischer Schadstoffe.
Wahrend einerseits diese Enzyme viele organische Schadstoffe metabolisieren kénnen, werden
sie gleichzeitig auch durch diese reguliert. Eine Regulation wird haufig deutlich als eine
Induktion festgestellt oder als ein Anstieg der Monooxygenase-Aktivitat nach Einwirkung eines
spezifischen Fremdstoffes. Die Induktion von CYP P450 Enzymen wird in daher haufig als ein
Biomarker fir die Exposition mit Umweltchemikalien angesehen.

Die Aryl-Hydrocarbon-Hydroxylase (AHH) und die Ethoxyresorufin-o-deethylase (EROD)
Aktivitaten werden bekanntermassen durch bestimmte Isoformen der CYP P450 Enzyme
katalysiert und ihre Aktivitdten werden in verschiedenen Fischarten durch aromatische
Kohlenwasserstoffe und polychlorierte Biphenyle! induziert. Derartige Induktoren der AHH and
EROD Aktivitaten in Fischen wurden in Verbindung gebracht mit bestimmten CYP P450
Formen, die aus verschiedenen Arten isoliert wurden. Die jeweilige Biotransformation von
bestimmten Modellsubstraten kann daher die Prédsenz von bestimmten Enzymformen in
Fischzellen verifizieren.

Ziel

Das Ziel der Studie ist die Beurteilung der Aktivitat der CYP P450 Monoxygenasen Uber die
Aktivitatsbestimmung der EROD in verschiedenen Zelllinien aus Fischen. Um verschiedene
Isoformen der CYP P450 zu unterscheiden sollen ebenfalls nahverwandte Substrate des
Ethoxyresorufin (ER), wie das Pentoxyresorufin (PR) und das Ethoxycoumarin (EC) verwendet
werden, um die Aktivitdten der Pentoxyresorufin-o-Dealkylase (PROD) bzw. der
Ethoxycoumarin-o-Deethylase (ECOD) zu ermitteln. Dies dient der weiteren Aufklarung von
Wirkmechanismen von schadlichen Fremdsubstanzen und erweitert das Verstandnis von bereits
beobachtetet  Sensitivitdtsunterschieden der verschiedenen Zellen gegeniber den
unterschiedlichsten Xenobiotica.

Einzusetzende Methode

In Sdugern wurde bereits die Induktion durch die 3-Methylcholanthren (3-MC), Phaenobarbital
(PB), Pregnenolone-16a-carbonitril (PCN) und Isosafrol gezeigt®’. 3-MC scheint dabei auch fir
aquatische Lebewesen geeignet®*, da es zur Neusynthese der CYP P450 in Fischen fihrt". PB
fuhrt jedoch nur in einigen Arten zu einer Stoffwechselantwort®’, so dass vermutet werden kann,
dass im Gegensatz zu Saugern PB-metabolisierende Enzyme fehlen. Dennoch sollen in den
geplanten Untersuchungen alle genannten Substanzen eingesetzt werden und auf ihre Fahigkeit
zur Induktion der CYP P450 hin evaluiert werden. Zur Zielerreichung ist geplant den Zellen nach
Inkubation dieser mit den moglichen Induktoren die verschiedenen Substrate fur CYP P450
Monooxygenasen (ER, PR, EC) anzubieten und uber unterschiedliche fluorimetrische
Messmethoden®® die Induktion der Umsetzung dieser Testsubstrate zu tiberwachen.



Bisher nur in Saugern wurde gezeigt, dass auch Mycotoxine, wie das Aflatoxin B1, die CYP
P450 aktivieren kénnen®. Ob dies in Fischen méglich ist, wurde bisher nicht untersucht und soll
daher in einem zweiten Versuchsteil evaluiert werden. Ebenfalls unbekannt ist auch noch, ob
typische Fusarium-Mycotoxine wie Deoxynivalenol (DON) oder Zearalenol (ZON) auf die CYP
P450 Aktivitaten in Fischzellen wirken kénnen. Durch derartige Untersuchungen wird somit ein
entscheidenender Beitrag fur die Abschatzung der potentiellen Wirkung dieser Mycotoxine auf
Fischzellen geleistet.

Stand der Vorarbeiten und Projektablauf

Mit der Masterarbeit kann ab September 2010 begonnen werden. Die Dauerzellkulturen der
Leber, Kieme und Gonade der Regenbogenforelle und aus Kopfnierenzellen von Lachsen,
sowie eine Hirnzelllinie aus Karpfen sind bereits vorhanden.

Voraussetzungen

Naturwissenschaftliches Grundverstandnis ist erforderlich und Laborpraxis wére erwinscht.
Erfahrung mit ©kotoxikologischen Testsystemen und Zellkulturen ist vorteilhaft, aber nicht
zwingend notwendig.
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