Mit biologischem Testsystem gegen
die Wasserverschmutzung

Hefezellenassay zur Erfassung von Ostrogenen und éstrogen wirksamen Substanzen

Das Unternehmen quo data, Dresden hat in
Zusammenarbeit mit dem Leibniz-Institut fir
Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung
(IPK), Gatersleben im Rahmen eines gemein-
samen FuE Vorhabens ein statistisch gesichertes
Verfahren entwickelt, das die Messung von
hormonell wirksamen Substanzen in Wasser
oder einer wasserdhnlichen Matrix (z.B. Trink-
wasser, Getranke, Abwasser, Urin) ermdglicht.
Das Augenmerk liegt dabei nicht auf der Kon-
trolle einzelner dstrogen wirksamer Stoffe, son-
dern auf der summarischen Wirkung aller Subs-
tanzen mit dstrogenen Aktivitéten.

Das Messprinzip

A-Yes Assay heiBt das neue biologische invitro
Testsystem mit transgenen Arxula adeninivorans
Hefezellen als mikrobielle Komponente. Die
Hefezellen enthalten eine Rezeptor-Expressions-
kassette mit konstitutivem TEF1-Promotor und
dem Gen fiir den menschlichen Ostrogenrezep-
tor o (hERo).

In einer zweiten Expressionskassette, der Re-
porter-Expressionskassette, wurde ein Promotor
(GAA-Promotor) mit einer Erkennungssequenz
(Estrogen-Rezeptor-Elemente = ERE-Region) fiir
den Ostrogenrezeptor ausgeriistet und mit dem
Gen fiir das Enzym Phytase (Reportergen) fusio-
niert. Bindet eine Ostrogen wirksame Substanz
an den Rezeptor hERa, wird dieser transaktiviert,
so dass er an die auf der Reporter-Expressions-
kassette lokalisierte DNA-Erkennungssequenz
(ERE-Region) binden kann. Dies hat die Expressi-
on dieser Kassette zur Folge, welche die rekombi-
nante Phytase synthetisiert und sezerniert (aus-
scheidet). Da die Phytaseaktivitat direkt mit der
Aktivitat der oOstrogen wirksamen Substanz
korreliert, kann die dstrogene Aktivitat iiber den
biochemischen Nachweis der Phytase ermittelt
werden (Abb. 1). Fiir den biochemischen Phy-
tasenachweis wird p-Nitrophenylphosphat als
Substrat eingesetzt, das durch die Phytase in
Phospat und p-Nitrophenolat (Abb. 2) gespalten
wird. Hierbei kommt es zu einer Farbreaktion,
deren Starke mit Hilfe eines Photometers (Reader)
exakt definiert werden kann. Die Konzentration
von p-Nitrophenolat ist somit ein MaB fiir die
oOstrogene Aktivitat zugegebener Substanzen, die
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Abb. 1: Schema zur Detektion
von dstrogen wirksamen Sub-
stanzen mit dem A-Yes Assay

biologisches Signal, das in ein messbares
Signal umgewandelt werden kann

Zahlreiche in der jiingsten Vergangenheit durchgefiihrte Studien

zur Umwelt-, Nahrungs- und Futtermittelanalytik haben bestatigt,

dass viele der dabei detektierten Substanzen eine dstrogene Aktivitat

aufweisen. Sie gelangen beispielsweise iiber den Urin von Milchvieh-

oder Klaranlagen in unsere Oberflaichengewasser und weiter in

die Nahrungskette. Da die in den Gewassern gefundenen Schadstoff-

konzentrationen maglicherweise fiir die immer wieder neu zu

beobachtenden Entwicklungsstorungen bei aquatischen Organismen

verantwortlich sind und zugleich schadliche Effekte bei den Vor-

gangen der Fortpflanzung und Entwicklung bei Tieren und Menschen

verursachen konnen [1-3], besteht ein Bedarf an biologischen Test-

systemen, die kostengiinstig und unkompliziert zuverlassige Aussagen

iiber das 6strogene Potenzial von Nahrungs-, Futtermittel- und Um-

weltproben liefern.

sich bis zu einer Nachweisgrenze von weniger
als 5 ng/l 17 B-Ostradiol (E2) in reinem Wasser
und ab 10 ng/l in stark kontaminiertem Abwasser
detektieren lasst. Das A-Yes Assay gehort so zu
den sensitivsten bekannten Ostrogenmessme-
thoden [4]. Es liefert innerhalb von 26 Stunden
ein zuverlassiges Ergebnis, wobei die reine
Arbeitszeit rund 1,5 Stunden betragt (Abb. 3).
Der Test-Kit wird ab September 2008 Uber die
quo data GmbH kommerziell erhéltlich sein.
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Die Anwendungsbereiche

Da das Messerfahren als Mikrotiterplattentest
ausgelegt ist, eignet es sich besonders fiir die
Laboranalytik, mit dessen Hilfe hier zeit- und
kostengiinstig gemessen werden kann. Das A-Yes
Assay versetzt Produzenten als auch behérdliche
Kontrollorgane in die Lage, den Abbau &strogen
wirksamer Substanzen zu iberwachen und zu-
gleich deren Einleitung in die Nahrungskette
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Abb. 3: Arbeitsschritte zum Nachweis 6strogener Aktivitdten in Umweltproben mit Hilfe

des A-Yes Test Kits

bzw. Umwelt zu protokollieren sowie deren tat-
sachliche Verteilung und Wirkung zu priifen. Der
Einsatz des Testsystems ist daher in folgenden
Branchen méglich:
Nahrungs- und Futtermittelindustrie bzw.
-analytik
Wasserversorgungs- und Abwasserbranche
(Umwelt-Prozessanalytik) — Uberwachung von
Wasseraufbereitungs- und Klaranlagen etc.
Produktions- und Prozessanalytik in der
chemischen Produktion (Chemie, Pharmazie)
und in der Lebensmittelproduktion
Analytik in den Life Siences und in der bio-
chemischen Forschung — Uberwachung von
Bioreaktoren, Produkteingangskontrolle,
Pflanzenschutzmittelzulassung, Pharmaent-
wicklung und -zulassung

Fazit

Das auf Basis einer transgenen Hefe arbeitende
auBerordentlich robuste A-Yes Assay ermdglicht
die Detektion Gstrogen wirksamer Substanzen
und liefert selbst bei stark veranderter Matrix
stabile Messergebnisse ohne aufwandige Pro-
benvorbereitung. Es verbessert das Monitoring
von Schadstoffkonzentrationen in Nahrungs-,
Futtermittel und Umweltproben und verringert
gleichzeitig die Untersuchungskosten durch sei-
ne preiswerte Herstellung.
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