. : )
Goe\© m
TECOdevelopment cmb

Institut fir Gewasseroekologie und angewandte Biologie

Nichtdestruktive Untersuchungstechniken zur Erfassung
des Reproduktions- und Gesundheitsstatus von Fischen

Bernhard Allner
Vera Baedorf
Mark Hennies
Bastian Holzel
Cristiano Lerche
Reinhard Moeller

Petra Stahlschmidt-Allner

www.gobio-gmbh.de



TECOdevelopment cmbt

Gobio =

Institut fir Gewasseroekologie und angewandte Biologie

$ Vitellogeninbestimmung OECD 229 230 234

Annahme: man misst

hepatisches Protein, das wﬁ’i’i'j"ﬂ"q‘"""‘:"-‘:i, A
systemisch verteilt T Pow
vorliegt o

ELISA Bestimmung mittels Antikérpern
gegen die Blutvariante

Matrixes:  Blut
Homogenate: Leber, Kopf, Schwanz
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Vitellogenin was detectable
in blood of juveniles and
maturing female roach
already during the early
vitellogenic phases of oocyte
differentiation.

Fig. 5: Cross section of oocytes during early (a, cortical-alveoli
phase) and late phase (b, maturation phase) of oogenesis
resp. VGs: Vitellogenin serum titer.

www.gobio-gmbh.de



. : i
Goe\C4L m
— TECOdevelopment cmbH

In perch vitellogenin was not detectable in
blood of juveniles and females during the
early vitellogenic phases of oocyte
differentiation, although histological
features of yolk formation were clearly
visible. Only in blood of females showing
the latest stages of oocyte ripening

Fig. 4. Cross section of oocytes during early (a, cortical-alveoli
phase) and late phase (b, maturation phase) of oogenesis resp.
VGs: Vitellogenin serum titer.
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Anforderungen an ein Verfahren der VTG Bestimmung
im Freiland

* ein breites Spektrum an Okotypen, auch
Barschartige, sollen iiberwacht werden

* nicht destruktive/invasive Bestimmung

» kein Eingriff in die Population durch
Entnahme von Tieren

Messung zu verschiedenen Zeitpunkten
im Jahr

Erfassung von Aromatase-Hemmstoffen

www.gobio-gmbh.de
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VTG in der Haut

Bei Weibchen deutlich hoher als in Mannchen

steigt nach Ostradiolexposition Dosis bezogen

Effekte nach 4 Tagen Exposition messbar

In situ Produktion oder systemische Verteilung?

www.gobio-gmbh.de



MOA Rezeptor

Genaktivierung
Transcription mRNA
| | Translation
Vitellogenin Protein Sequenz
Biosynthese

Protein Quantifizierung
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Starke Expression in Haut von Weibchen

» Rezeptoraktivierung durch
Endogenes Ostradiol

» Hemmstoffe der
Ostradiolbiosynthese (Aromatase)
kénnen lber VTG in der Haut erfasst
werden

www.gobio-gmbh.de
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VTGl Medaka

> Die als VTG charakterisierten Proteine
konnen in variierenden Anteilen von
unterschiedlichen Genen abgeleitet werden.

> Diese Variation kann zu Unterschieden in der
Immunoreaktivitdt fiihren.

VTGl Medaka

» Monoklonale Antikérper, die nur an einem
Epitop binden, erfassen uU nur eine von
mehreren Varianten des Proteins

| > ELISA Technologien basierend auf gut
charakterisierten und gereinigten
polyklonalen Antikérper sind zu bevorzugen

www.gobio-gmbh.de
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(&) (B)

Immunofluorescence staining of VTG in oocytes of L. macrochirus (a) and in
ovulated eggs of C. carpio (b).
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Sampling and sample conservation
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oekotoxzentrum
centre ecotox

1. Elgg (Zurich) 2015
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0.05- Kidney 0.8- -
g *
e 0.6-
]
§ 0.03+ g
x 5, 041
2 0.021 £
K 0.24
© 0.01-
[
_ i
0.00 r T 0.0 T T
& &
& N NS &
=) =) =)
& & & &
< <

VTG- Protein Mucus

*

Conclusions:

» Good correlation between gene expression and protein measurement
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Habitat-related selection of monltorlng species
Salmonid Zone

Upstream sewage treatment plant Downstream sewage treatment plant
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Habitat-related selection of monitoring species
Salmonid Zone, pelagial

Erft (08.09.2015) - signifikanter Unterschied (p<0.01)
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VTG im Schleim (ng/mL)
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Vor Klaranlage Nach Klaranlage
Elritzen
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Habitat-related selection of monitoring species
Salmonid Zone, benthos
Gudgeon (Gobio gobio) - Aar river
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Habitat-related selection of monitoring species
Salmonid Zone, benthos

Stone loach (Barbatula barbatula) - Aar River
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Grayling zone

VTG content in indicator species (Lahn river - April 2015)
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Riverine lower reaches

Seasonale Variation

Common roach (Rutilus rutilus) mucus VTG content
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Riverine lower reaches, predator
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European perch (Perca fluviatilis) - Murg river

VTG (ng/mL)
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Lentic waters

Common Rudd (Scardinius erythrophthalmus) - Laboratory
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Caged and bypass experiments
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Caged and bypass experiments
standardisierbar Ringversuch geeignet

Carps (Cyprinus carpio) - E2 exposure
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Weitere Parameter aus Abstrichproben

Stresshormon: Cortiosol

Leberschadigung: Hyaluronsaure

Androgen kontrollierte Proteine

www.gobio-gmbh.de
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Marine environment
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Marine environment
European flounder (Platichthys flesus)

European Flounder (Marine Species Assay)
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Marine environment
Common dab (Limanda limanda)

Common Dab (Marine Species Assay)
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Marine environment
European plaice (Pleuronectes platessa)

European Plaice (Marine Species Assay)
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Marine environment
Atlantic Herring (Clupea harengus)

Atlantic Herring (Marine Species Assay)
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Marine environment
Atlantic cod (Gadus morhua)

Atlantic Cod (Marine Species Assay)

140,0

1200

100,0
80,0
(o]
£
60,0
40,0
20,0
Mucus Liver Plasma
(ng/ml) (ne/e) (ng/ml)

mMale mFemale

www.gobio-gmbh.de



. : )
Goe\© N
TECOdevelopment cmb

Institut fir Gewasseroekologie und angewandte Biologie
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