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Zusammenfassung 

Hintergrund. Eines der zentralen Anliegen der Umwelttoxi- 
kologie ist die Entwicklung und Verfeinerung yon Methoden 
und Ansatzen, die geeignet sind, die bestehende Artenvielfalt 
vor der Einwirkung toxischer Substanzen zu schfitzen. Eine im- 
manente Schwierigkeit, der wir dabei auf Schritt und Tritt be- 
gegnen, ist die Tatsache, dass sich definierte toxische Effekte, 
die auf sub-individueller, individueller und artspezifischer Ebe- 
ne beobachtbar sind, auf dem Niveau von Populationen oder 
Lebensgemeinschaften viel unspezifischer manifestieren. Daher 
sind wit bei der Interpretation solcher Veranderungen auf Hin- 
weise angewiesen, die uns zu den basalen Mechanismen toxiko- 
logischer Wechselwirkungen ftihren. Nur dann, wenn wir diese 
Mechanismen auch verstehen, werden wir in der Lage sein, Ar- 
ten; Populationen und Lebensgemeinschaften vor Schadstoff- 
Einwirkungen bestm6glich zu schfitzen. Ein gutes Beispiel ffir 
diesen Denkansatz sind jene toxikologischen Wechselwirkungen 
und Effekte auf verschiedenen Ebenen der biologischen Organi- 
sation, die mit der Expression von Metallothioneinen (MTs) ein- 
hergehen. MTs sind bekanntlich muhifunktionale Stressproteine, 
denen eine wichtige Aufgabe bei der Bindung, Entgfftung und 
Speicherung yon metallischen Spurenelementen im allgemeinen 
zugeschrieben wird, deren Aufgaben im einzelnen jedoch intra- 
und interspezifisch in einem breiten Funktions-Spektrum vari- 
ieren und weit fiber eine blofle Metall-Entgiftung hinausreichen 
k6nnen. Der Einsatz von MTs als Biomarker ffir Metallexpo- 
sitionen ist vor diesem Hintergrund daher zwar ein brauchbarer 
und vielversprechender, jedoch keinesfalls trivialer Ansatz. 

Bisherige Ergebnisse: Spezifitat der MT-Antwort auf Protein- 
ebene. Die Erfassung und Quantifizierung yon MTs als Antwort 
auf Metallstress ist in all jenen Fallen und bei Arten angebracht, 
in denen die Induktion yon MTs aufgrund von Metallbelastung 
gegeniiber anderen Induktionsursachen betrachtlich fiberwiegt. 
Als Induktor unter den Metallen kommt gelegentlich nur eine 
Metallspecies (z.B. Cd 2§ in Frage, sodass in einem solchen Fall 
die MT-Induktion als spezifischer Biomarker Rir die Belastung 
eines Habitats mit dem" entsprechenden Metall herangezogen 
werden kann. Dies ist beispielsweise bei MTs bestimmer Heli- 
cidenarten der Fall. Bei den meisten Tierarten, wie z.B. bei Dro- 
sophila melanogaster oder bei zahlreichen Fischarten, kommen 
mehrere Metallspecies (Cd 2§ Cu § Zn a+) als MT-Induktoren in 
Frage, und dementsprechend komplexer ist die Induktions-Ant- 
wort. Zu beachten ist ferner, dass sich unterschiedliche MT- 
Isoformen in ihrer Induzierbarkeit durch verschiedene Metall- 

Species stark voneinander unterscheiden k6nnen. Komplizierter 
wird die Lage, wenn MTs nicht nur durch Metalle, sondern in 
signifikantem Ausmaf~ auch (oder ausschliet~lich) dutch intrin- 
sische Faktoren (z.B. die Gonaden-Reifung) oder durch andere, 
extrinsische Stressfaktoren induziert werden. Als solche kom- 
men z.B. Schadstoffe in Frage, die oxidativen Stress ausl6sen. 
Da die Induktion in derartigen Fallen iiber komplizierte Induk- 
tionskaskaden ausgel6st wird, kann sich die entsprechende 
Induktionsantwort auch in ihrem zeitlichen Muster betracht- 
lich yon einer Metall-bedingten Induktion unterscheiden. 

Molekulare Regulation der MT-Induktion. V6Uig neue Aspekte 
ergeben sich dank molekularer Methoden und einer molekula- 
ren Betrachtungsweise der MT-Induktion. So zeigt sich, dass 
manche MT-Isoformen (z.B. bei der Weinbergschnecke) auf 
molekularer Ebene um mehr als das Hunderffache starker indu- 
ziert werden k6nnen als auf Proteinebene. Dabei kann z.B. die 
Transkriptionsrate anhand der Akkumulation yon MT-mRNA 
mittels Real-Time-Detection-PCR quantitativ erfasst werden. 
Eine detaillierte Analyse zeigt darfiber hinaus, dass manche MT- 
Gene eine Ffille yon Bindungsstellen ffir Transkriptionsfaktoren 
zahlreicher anderer (also nicht nur Metallothionein-spezifischer) 
Stressproteine, sowie fiir Transkriptions-Enhancer, -Inhibitoren 
und -Silencer beherbergen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die 
MT-Expression in vivo einer rein regulierbaren Abstimmung mit 
zahlreichen intrinsischen und extrinsischen Modulatoren, Induk- 
toren und Stressoren unterliegt ('fine tuning'und 'cross talk'). 

Neue Ansatze fiir die Entwicklung von Biomarkern. In den meis- 
ten bisherigen Anwendungen konnte der Anstieg (oder der Ab- 
fall) der MT-Konzentration einer Tierart nach Metall-Expositi- 
on oder bei Einwirkung anderer Stressoren als Biomarker ffir 
diese Exposition herangezogen und quantitativ erfasst werden. 
Dabei blieb es mitunter ffaglich, inwieweit die so beobachtete 
Biomarker-Antwort nicht dutch andere, physiologische oder 
extrinsische Faktoren (sogenannte 'confounding factors') mit 
beeinflusst bzw. moduliert wird. Die Verlagerung des Ansatzes 
auf die molekulare Ebene er6ffnet allerdings nunmehr neue und 
vielversprechende Perspektiven zur Erfassung und Entwicklung 
zusatzlicher und wahrscheinlich viel empfindlicherer Biomarker 
fi.ir die Stress-Exposition, als sie bisher auf Protein-Ebene zur 
Verffigung standen. 

Schlussfolgerungen. Eine der Konsequenzen dieser Betrachtun- 
gen ist sicherlich auch die Einsicht, dass biologische Grundlagen- 
forschung und angewandte Umwelttoxikologie sinnvoller Weise 
nicht voneinander zu trennen sind. Das Bemtihen um ein tieferes 
Verstandnis toxikologischer Wechselwirkungen auf individueller 
und subindividueller Ebene ist fiir den angewandten Artenschutz 
auf Dauer nicht nur befruchtend, sondern unentbehrlich. 

Schlagw6rter: Cadmium; cross-talk; extrinsische Stressoren; fine- 
tuning; Gen-Expression; intrinsische Stressoren; Kupfer; Metall- 
othionein-Gen; Metallothionein-Induktion; oxidativer Stress; Pro- 
motor-Region; Stress-Antwort; Transkriptionsfaktoren; Zink 
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Abstract 

Ecotoxicology Between Basic Research and Application: Using 
Metallothioneins (MTs) as Biomarkers for Environmental Pollution 

Background. Ecotoxicology is devoted, besides other scopes, to de- 
velop and improve methods and approaches which aim at saving 
existent species from adverse effects of toxic chemicals. An inherent 
experience in this concern is the fact that distinct toxicological effects 
which can be observed at the sub-individual, individual and species- 
specific levels are manifested in a rather unspecific way at the popula- 
tion and community levels. The interpretation of adverse effects of 
pollution at these higher levels of biological hierarchy has to rely on 
those basic mechanisms of toxicological interactions which can only 
be observed at the individual and sub-individual levels of biological 
organization. Hence, understanding mechanisms of toxicity is just a 
precondition of successfully saving species, populations and commu- 
nities from adverse toxicological effects. Nice examples for this kind 
of view are provided by the toxicological interactions and effects that 
are linked to the expression of metallothioneins (MTs). MTs are mul- 
tifunctional stress proteins which play an important role in binding, 
detoxifying and storing certain metallic trace elements, and which 
exhibit, apart from metal-related tasks, a wide range of additional 
functions. Using MTs as biomarkers for environmental pollution 
seems therefore to be a promising, yet not very trivial, task. 
Specificity of the MT response at the protein level. Assessment and 
quantification of MTs as a means of detection of metal stress may 
be promising in those cases and in species, where MT induction due 
to metal exposure strongly prevails over other kinds of induction. 
Rarely, one single metal species (such as Cd z§ can act as an MT 
inducer. If so, MT induction may serve as a specific biomarker for 
exposure of a single species or a habitat to the respective metal. This 
is true, for example, for MTs of certain helicid pulmonate snails. In 
most animals, however, such as in Drosophila melanogaster or in 
many fish species, several metals (Cd 2§ Zn 2+, Cu*) are able to in- 
duce MT expression, thus leading to correspondingly complex re- 
sponse patterns of MT induction. In addition, different MT isoforms 
within one animal species may differ with respect to their metal in- 
ducibility. Even more complicated are those response patterns where 
MT induction can occur, apart from metals, by intrinsic physiologi- 
cal processes (such as gonadal development), or by extrinsic envi- 
ronmental stress factors such as chemicals causing oxidative stress. 
In such instances, MT induction can be promoted through compli- 
cated signal cascades, leading to induction response patterns which 
may differ in their time course from a simple metal-based induction. 
Molecular regulation of MT induction. New insight into the mecha- 
nisms of MT induction comes from a molecular approach. In fact, at 
the molecular level, some MT isoforms (such as those of the Roman 
snail) seem to be induced up to hundred times more efficiently com- 
pared to MT induction at the protein level. In such cases we may 
measure MT transcription rates by quantifying MT mRNA concen- 
trations by means of real time detection PCR. A detailed structural 
analysis shows that some MT genes contain a variety of DNA bind- 
ing sites for transcription factors which are involved, apart from metal 
induction, in stress-related transcriptional regulation, by acting as 
enhancers, inhibitors and silencers of MT induction. This indicates 
that MT expression in vivo may be corttroUed by complex interac- 
tions of extrinsic and intrinsic transcriptional modulators, giving rise 
to fine-tuned patterns of induction ('fine tuning' and 'cross talk'). 
New approaches for the devdopment of novel biomarkers. Up to date, 
MT response patterns to stressors have mainly been detected by quan- 
tifying the increase or decrease of MT concentration as a biomarker 
for metal pollution or exposure to other stressors. One of the prob- 
lems inherent in such an approach may be that sometimes it remains 
questionable, whether or not the observed biomarker response might 
have been influenced or modulated, apart from specific stressors, by 
additional physiological or environmental (so-called 'confounding') 
factors and stimuli. In this concern, the increasing significance of a 
molecular perspective to MT induction will be promising, allowing to 
establish additional and perhaps, more sensitive MT-related 
biomarkers, compared to those used so far at the protein level. 

Conclusion. One of the important messages of such considerations 
will be the understanding that applied ecotoxicology needs, in order 
to be persistent, a strong link to fundamental research. This means 
that our attempts towards conservation and saving of species from 
pollution effects will only be successful, if we include in our efforts 
the focus at the basic mechanisms of toxic interactions which occur 
at the individual and sub-individual levels. 

Keywords: Cadmium; copper; cross talk; extrinsic stressors; fine- 
tuning; gene expression; intrinsic stressors; metallothionein gene; 
metallothionein induction; oxidative stress; promoter region; stress 
response; transcription factor; zinc 

1 Einleitung und Problemstellung 

MTs sind niedermolekulare  Proteine mit einer spezifischen 
Affinitiit zur gewissen MetaUionen (z.B. Zn 2+, Cd 2+, Cu+), 
die dank der reichlich vorhandenen Cysteinreste fest an das 
Protein gebunden werden,  wobei  die Metal lbindungs-Kon-  
stanten je nach gebundenem Metall  in der Gr6flenordnung 
von 1013 bis > 10 '7 liegen und in der Reihenfolge Zn 2§ < Cd 2§ 
< Cu § Ag § Hg 2§ ansteigen (K/igi und Kojima 1987, K/igi 
1993). Dabei  bilden sich zwischen den Schwefelatomen der 
Cysteinreste und den Metal l ionen stabile Komplexverbin-  
dungen in Form sogenannter  Metall-Thiolat-Cluster ,  die in 
den meisten Fiillen in zwei separaten Proteindom/inen loka- 
lisiert sind (Vasak 2005, Meloni  et al. 2006). MTs bilden 
eine Protein-Superfamil ie  (Binz und K~igi 1999) und wur- 
den bisher bei Vertretern fast aller Organismenreiche (mit 
Ausnahme der Eubacteria) nachgewiesen (Capdevila et al. 
2005). Die prim/ire Funkt ion der MTs h~ingt offenbar mit 
dem Stoffwechsel der an diese Proteine gebundenen metalli- 
schen Ubergangselemente zusammen (siehe oben), deren in- 
trazellul/ire Hom6os tase  und Entgiftung von den MTs regu- 
liert bzw. kontrol l ie r t  wird (Roesijadi 1994, Dallinger et al. 
2000,  Egli et al. 2006a).  Dar i iber  hinaus haben sich MTs im 
Lauf der Evolut ion zahlreiche zus/itzliche Funktionen ange- 
eignet, die zumeist  im Zusammenhang  mit der zellul~iren 
Stress-Bew~iltigung stehen (Beattie et al. 2005, Fu und Miao  
2006). So k6nnen MTs beispielsweise auch beim Schutz vor 
oxidat ivem Stress (Yoshida et al. 2005, Baird et al. 2006), 
der  Immun-Abwehr  (Sugiura et al. 2004, Yin et al. 2005), 
dem Ablauf der  Apoptose ,  der Genregulat ion (Kanekiyo et 
al. 2002), sowie bei der Chemo-Resistenz gegeniiber orga- 
nischen Schadstoffen eine wesentliche Rolle spielen (K~igi 
1993, Theocharis  et al. 2003). Daher  werden MTs allge- 
mein auch als multifunktionale Proteine bezeichnet (Dallinger 
1996, Dallinger et al. 2000, Theocharis  et al. 2003). Im Ein- 
zelfall vari iert  das Spektrum der MT-Funkt ionen in artspe- 
zifischer Weise, und mitunter  k6nnen verschiedene MT-Iso- 
formen innerhalb einer Art  unterschiedliche Funktionen aus- 
iiben (Dallinger et al. 1997, Egli et al. 2006b). Eine der wich- 
tigsten Eigenschaften vieler MTs ist die Induzierbarkei t  ih- 
rer Synthese durch Einwirkung von Metal len und / oder  
anderen Stressfaktoren. Durchwegs die stiirksten MT-Induk- 
toren sind zumeist  die Ubergansmetal l - Ionen Cd 2§ Cu § und 
Zn 2§ wobei  verschiedene MT-Isoformen auf die metallischen 
Induk to ren  unterschiedl ich s tark  ansprechen (Egli et aI. 
2006b). Die Metal l indukt ion beruht auf einer Signalkaskade, 
die bisher nicht zur G~inze aufgekl/irt werden konnte (Otsuka 
2004). Eine wesentliche Rolle spielt dabei der Transkriptions- 
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faktor MTF-1 (Metal Transcription Factor 1), der bei Metall- 
einwirkung an die sogenannten Metal Responsive Elements 
(MREs) in der Promotorregion des MT-Gens bindet und 
dadurch dessen Transkription initiiert (Saydam et al. 2002, 
Balamurugan et al. 2004). Abgesehen von Metallen k6nnen 
auch andere chemische Substanzen (Biet al. 2004, Bobillier- 
Chaumont et al. 2006), organische Schadstoffe (Mosleh et al. 
2004, Mosleh et al. 2005, Fletcher et al. 2005), Ostrogene 
(Werner et al. 2003), sowie Stress und physiologische Stimuli 
(Cai et al. 1999, Rubenstrunk et al. 2003, Baird et al. 2006, 
Fu und Miao 2006) zu einer Induktion der MT-Synthese fiih- 
ren (K~igi 1991), wobei sich die jeweiligen Signalkaskaden 
von jener der Metall-Induktion fallweise unterscheiden k6n- 
nen (Karin et al. 1984). 

Insbesondere die Induzierbarkeit der MT-Synthese durch 
Umwelt-relevante, toxische Metalle und Spurenelemente (Cad- 
mium, Kupfer, Quecksilber) gab wiederhoh Anlass zur Ent- 
wicklung von Assays fiir die Quantifizierung von MTs als Bio- 
marker fiir das Monitoring von Metallbelastungen in der Urn- 
welt (Roesijadi 1994, Dallinger et al. 2004a, Dallinger et al. 
2004b, Dallinger et al. 2004c, Amiard et al. 2006). Andererseits 
wurden auch Arbeiten publiziert, aus denen unmissverst~ind- 
lich hervorgeht, wie sehr die MT-Induktion bei manchen 
Arten durch zus~itzliche physiologische und Umweh-Fakto- 
ren oder durch eine Kombination von Stressoren beeinflusst 
und moduliert werden kann (Kammenga et al. 2000, Serafim 
und Bebianno 200I, Werner et al. 2003, Wlostowski et al. 
2004), sodass die Aussagekraft von Monitoringprogrammen 
auf Basis von MT-Biomarkern immer wieder diskutiert und in 
Frage gestelh wurde (Perceval et al. 2004, Gorbi et al. 2005, 
Ivankovic et al. 2005, Dragun et al. 2006). 

2 Spezifit~t der Metallothionein-Antwort auf Protein-Ebene: 
Ein frommer Wunsch ? 

Der iibliche Ansatz bei der Verwendung von MTs als Bio- 
marker beruht bzw. beruhte bisher auf der Quantifizierung 
eines Konzentrations-bezogenen MT-Parameters (wie z.B. 
der MT-Konzentration, der Intensit~it eines MT-Signals durch 
histochemische F~irbung oder immunologische FSllung, der 
H6he eines MT-Peaks mittels Chromatographie, etc.) nach 
Exposition an einen Stressor (zumeist ein Metall) oder unter 
dem Einfluss einer Belastungs-Situation (z.B. im Freiland). 
Vom methodischen Standpunkt aus k6nnen dabei verschie- 
dene Ans~itze unterchieden werden. Bei den direkten Ans~it- 
zen wird die MT-Konzentration direkt gemessen, wobei hier 
h~iufig immunologische (RIA, ELISA) (Chu et al. 2006, 
Butcher et al. 2003) oder spektrometrische Methoden (UV- 
Absorption nach Aufreinigung mittels Chromatographie) 
(Viarengo et al. 2000), sowie Western Blot und Protein- 
f~irbungen (nach Elektrophorese) zum Einsatz kommen (Sum- 
mer und Klein 1991 ). Bei den indirekten Methoden wird die 
MT-Konzentration aus dem molaren Metallanteil oder dem 
Gehah an funktionellen Gruppen (z.B. an SH-Gruppen) des 
MT-Proteins ermittelt (Zorita et al. 2005). Dabei miissen 
natiirlich die St6chiometrie der Metallbindung, sowie die 
Anzahl der funktioneUen Gruppen eines MT-Molekiils be- 
kannt sein. Zu den indirekten Methoden der MT-Quanti- 
fizierung geh6ren z.B. die sogenannten Metalls~ttigungs- 
Verfahren (Engl. 'Metal saturation methods'). Sie beruhen 
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Abb. 1: Zeitlicher Verlauf (Abszisse) der Konzentration von Cd-MT (Ordi- 
nate) in der MitteldarmdriJse der Weinbergschnecke (Helixpomatia) nach 
F0tterung mit unbelastetem (0,04 pmol Cd/g Tr.gew.), niedrig belastetem 
(0,31 pmol Cd/g Tr.gew.) und hoch belastetem (2,3 pmol Cd/g Tr.gew.) 
Salat (Lactuca sativa) 

im wesentlichen darauf, dass die zu quantifizierenden MT- 
Molekiile im Assay-Ansatz mit einer bestimmten Metallspe- 
cies (z.B. Cd 2§ Hg 2+, Cu § Ag § abges~ittigt werden (Shaw- 
Allen et al. 2003, Dallinger et al. 2004a). Alle Schwefel-Bin- 
dungsstellen am Proteinmolekiil werden dadurch mit dem 
entsprechenden Metall besetzt, wobei allenfalls noch vor- 
handene andere Metallspecies mit einer geringeren Bindungs- 
affinitiit (siehe oben) vom Assay-Metatl verdr~ingt werden. 
Nach Entfernung der nicht an MT gebundenen Metall- 
fraktionen kann anschlieflend die MT-Konzentration aus der 
Konzentration des Assay-Metalls berechnet werden. 

Wie immer auch die MT-Konzentration ermittett wird: Er- 
wiinscht ist dabei, dass es einen reproduzierbaren, quantita- 
tiven Zusammenhang zwischen dem MT-Signal und einer 
Beiastung gibt, und dass die gemessene Antwort m6glichst 
sensitiv und spezifisch auf den Belastungsfaktor reagiert 
(Abb. 1). 

In der Realit~it zeigt sich jedoch, dass die Reproduzierbarkeit 
der Signal-Intensit~it nicht immer gegeben ist oder zumindest 
grof~en Schwankungen unterliegt, wobei letztere im Freiland 
besonders ausgepr~igt sein k6nnen. Dariiber hinaus ist die 
MT-Antwort oft wenig spezifisch. Mehrere Griinde k6nnen 
dafiir verantwortlich gemacht werden. Zun~ichst gibt es dafiir 
methodische Ursachen, die - je nach Assay - zu systemati- 
schen Fehlern fiihren k6nnen. Dabei muss man sich verge- 
genw~irtigen, dass aufgrund der Praktizierbarkeit eines Bio- 
marker-Assays die MT-Bestimmung zumeist in einem m6g- 
lichst einfachen, zeitsparenden und 6konomisch vertretba- 
ren Verfahren erfolgen soil, sodass man sich eine langwieri- 
ge und kostenintensive MT-Aufreinigung ersparen kann. Am 
einfachsten sind Quantifizierungsverfahren, die direkt an 
einer gereinigten Zellsuspension oder einem Gewebe-Homo- 
genat ansetzen. Der Nachteil solcher Assays besteht darin, 
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dass es nicht immer gelingt, alle Faktoren auszuschalten, die 
mit dem spezifischen MT-Signal interferieren. So k6nnen z.B. 
bei Metalls/ittigungs-Verfahren zus/itzliche Komplexbildner 
(Proteine, Kohlehydrate, Glutathion), die sich nicht immer 
vollst~indig entfernen lassen, einen Teil des Assay-Metalls 
binden und dadurch das Signal verfiilschen (Dallinger et al. 
2004a). Autgerdem besitzen die meisten Organismenarten 
verschiedene MT-Isoformen, sodass das gemessene Signal 
bestenfalls einen Summenparameter fiJr m6glicherweise un- 
terschiedlich spezifisch reagierende MT-Fraktionen darstellt 
(Lacorn et al. 2001, Geret und Cosson 2002). Eine weitere 
Fehler-Ursache liegt in der Natur der Metallothionein-Ant- 
wort selber. Wie bereits erw~ihnt (siehe oben), kann die MT- 
Induktion je nach Art des betrachteten Organismus und je 
nach Rahmenbedingungen in der Umwelt durch zus/itzliche, 
oft auch unbekannte, Faktoren moduliert und verf/ilscht 
werden. Dies kann insbesondere dann ein Problem sein, wenn 
beispielsweise die MT-Antwort yon Populationen aus ver- 
schiedenen und unterschiedlich kontaminierten Standorten 
im Freiland miteinander verglichen werden soil (Ivankovic 
et al. 2005, Schiedek et al. 2006). Warum es angesichts der- 
artiger Schwierigkeiten dennoch in vielen F/illen sinnvoll ist, 
Metallothioneine als Biomarker zu verwenden (anstatt bei- 
spielsweise einfach nur Metalte zu analysieren), hat mehre- 
re Griinde. Zum ersten ist die Induktion von MT ein ad~i- 
quateres Signal fiir eine durch einen Schadstoff (ein Metall) 
ausgel6ste physiologischen Stress-Antwort, als dies eine Me- 
tallkonzentration in einem Gewebe je sein kann. Zweitens 
erlaubt die Quantifizierung von Cd-MT als Biomarker des- 
sen Vernetzung mit anderen Parametern der Stress-Antwort, 
wobei deren Aussagekraft oftmals erst in einer integrativen 
Zusammenschau fiber mehrere Ebenen hinweg an Bedeu- 
tung gewinnt (Dallinger et al. 2004 c). Nich zuletzt deswe- 
gen wird von vielen Autoren darauf hingewiesen, dass der 
Einsatz von MTs als Biomarker im Verband mit zus/itz!i- 
chen Biomarkern (sogenannten 'Biomarker-Batterien') zu- 
meist sinnvoller und oft notwendig ist, um Freilandbefunde 
besser interpretieren zu k6nnen (Kammenga et al. 2000, 
Weeks et al. 2004). 

3 Qualit~t vor Quantit~t: Von der Notwendigkeit der 
Grundlagenforschung for die angewandte 
Umwelttoxikologie 

Manche der oben geschilderten methodischen Nachteile las- 
sen sich nur schwer ausr~iumen, da sie die notwendige Folge 
der Vereinfachung von Rahmenbedingungen sind, die einen 
Biomarker-Assay erst praktikabel machen. Um so notwen- 
diger ist es angesichts dessen, m6gliche Fehlerquellen aus- 
zuschalten, die auf einen uniiberlegten Einsatz von MTs in 
Biomarker-Studien zuriickzufi~hren sind. Diese Gefahr be- 
steht dann, wenn wesentliche physiologische, biochemische 
und molekulare Rahmenbedingungen der MT-Expression in 
einer gew/ihlten Tierart nicht beachtet werden oder unzu- 
reichend bekannt sind. Denn trotz der oftmals verallgemei- 
nernden Zuschreibung von generetlen Eigenschaften (wie z.B. 
der Metall-Induktion) an diese Proteinfamilie zeigt sich, dass 
MTs im konkretert Fall Art-spezifische Adaptationen erfah- 
ren haben, sodass deren biologische Funktion und deren 
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Abb. 2: HPLC-Chromatogramm der beiden MT-Isoformen (Cd-MT und 
Cu-MT) in der Mitteldarmdrfise der Weinbergschnecke (Helix pomatia) 
mit Darstellung der Absorption bei 254 nm und des Elutionsgradienten 
(obere Graphik), sowie des Metallgehaltes (Cd und Cu) in den beiden 
eigenst~.ndigen und voneinander getrennten Peaks (modifiziert nach 
Dallinger et al. 2005) 

Antwort auf bestimmte Stressoren nur im Kontext mit der 
Anpassung der jeweils betrachteten Tierart an ihre Umwelt 
zu verstehen sind. 

So ist der Einsatz yon MTs als Biomarker ffir eine Metall- 
Exposition etwa zul/issig, wenn in der ausgew~ihlten Tierart 
die Induktion yon MT aufgrund von Metallbelastungen ge- 
geniiber anderen Induktionsursachen betr~ichtlich iJberwiegt, 
sodass die Gefahr einer Verf~ilschung des MT-Signals durch 
andere Faktoren vernachl~issigbar gering erscheint. Gelegent- 
lich wird in einer Art die MT-Expression sogar ausschliefl- 
lich durch eine einzige Metallspezies (z.B. Cd 2§ induziert. 
In einem derartigen Fall kann die MT-Induktion als spezifi- 
scher Biomarker fiir die Belastung des jeweiligen Habitats mit 
dem entsprechenden MetaU herangezogen werden. Bei der 
Weinbergschnecke (Helix pomatia) trifft dies zu, da diese als 
eine der wenigen bisher bekannten Tierarten zwei MT-Iso- 
formen mit klar zueinander abgegrenzten Strukturen, Metall- 
bindungs-Affinit~iten und MetaU-spezifischen Funktionen be- 
sitzt (Dallinger et al. 1997). Dabei spielt eine dieser Isoformen 
als typisches Cd-MT eine wesentliche Rolle bei der Cd-Entgif- 
tung, w/ihrend die zweite Isoform fiir den Kupferstoffwechsel 
zust~indig ist (Dallinger et al. 2005) (Abb. 2). 

Bei den meisten Tierarten, wie z.B. bei der Fruchtfliege Dro- 
sophila melanogaster, kommen mehrere Metallspecies (Cd 2§ 
Cu § Zn 2§ als MT-Induktoren in Frage (Egli et al. 2006b). 
Aut~erdem stetlen die meisten bisher bekannten MT-Iso- 
formen in Bezug auf ihre Metall-Pr~iferenz Mischformen dar, 
die jeweils mehrere Metallspecies gleichzeitig binden k6n- 
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Abb. 3: HPLC-Chromatogramm zweier MT-Isoformen (P1 und P2) in der 
Leber des Seesaiblings (Sa/ve/inus a/pinus) aus einem hochalpinen See 
mit Darstellung der Absorption bei 254 nm und des Elutionsgradienten (obere 
Graphik), sowie des MetaUgehaltes (Cd, Cu, Zn) in den beiden Isoformen, 
die im Unterschied zu den MTs der Weinbergschnecke (siehe Abb. 2) als 
Metall-Mischformen auftreten (modifiziert nach Dallinger et aL 1996) 

nen (Dallinger et al. 1996), indem unterschiedliche Metall- 
species auf die zwei Dom/inen des Proteins ungleichm~it~ig 
verteilt werden (Li et al. 1996, Duncan et al. 2006) (Abb. 3). 

In jfingerer Zeit wurden auch Arbeiten ver6ffentlicht, in de- 
nen sich die Biomarker-Funktion der MTs nicht auf eine blo- 
fie Protein-Quanfifizierung erstreckt. So konnte etwa bei der 
Weinbergschnecke gezeigt werden, dass der Grad der stO- 
chiometrischen S/ittigung (bzw. der 0ber-S~ittigung) von MT 
mit Cd 2§ mit akut toxischen Effekten (Apoptose, Mortalidit) 
korreliert werden kann, die auf eine 0berlastung des Entgif- 
tungssystems 'Cd-MT' hinweisen (Chabicovsky et al. 2004). 
Wenn dies zutrifft, dann w/ire damit der Beweis erbracht, 
dass MTs in gewissen Fallen auch als Biomarker fi~r den 
Effekt von toxischen Metallen eingesetzt werden k6nnten. 

Vielfach werden MTs jedoch nicht nut durch Metalle, son- 
dern in signifikantem Ausmafl auch (oder ausschliefllich) 
durch intrinsische physiologische Faktoren (z.B. die Gona- 
den-Reifung), extrinsische Umweltbedingungen (z.B. Jahres- 
zeit, Temperatur) und Stressfaktoren induziert. Als solche 
kommen neben zahlreichen physikalischen Stressoren und 
toxischen Substanzen z.B. auch Schadstoffe in Frage, die 
oxidativen Stress verursachen (siehe oben). Da die MT-Ex- 
pression in derartigen F/illen tiber komplizierte Induktions- 
kaskaden ausgel6st wird, kann sich die entsprechende 
Induktionsantwort auch in ihrem zeitlichen Muster betr~icht- 

lich von einer Metall-bedingten Induktion unterscheiden. 
Prinzipiell ist es denkbar, die MT-Induktion auch in solchen 
Fallen als Biomarker fiir nicht-metallische Stressausl6ser ein- 
zusetzen, wobei sich dann aber eher molekulare Ans/itze 
fiir die Erfassung der Stressantwort eignen (siehe unten). In 
jedem Fall aber muss der Einsatz von MTs als Biomarker 
stets vor einem ausreichend fundierten Hintergrundwissen 
tiber die physiologischen und biochemischen Zusammen- 
h~inge der artspezifischen MT-Expression erfolgen (Dallinger 
et al. 2004a). 

4 Molekulare Regulation der MT-Induktion: Neue Ans~tze 
far die Entwicklung hoch empfindlicher Biomarker 

Eine i~ber die Protein-Ebene hinausfi~hrende molekulare 
Betrachtungsweise gew/ihrt nicht nur tiefergehende Erkennt- 
nisse zur Regulation der MT-Induktion, sondern 6ffnet auch 
neue Wege fiir die Entwicklung yon Biomarkern. Denn im 
Unterschied zu Protein-biochemischen Methoden erlauben 
molekulare Ans/itze dank der komplementfiren Natur der 
aus Nukleotidketten zusammengesetzten Erbinformations- 
Tr/iger DNA und RNA viel spezifischere und pr/izisere Ein- 
blicke in die Vorg/inge rund um die Induktion und Expressi- 
on yon Proteinen. So zeigt sich beispielsweise, dass manche 
MT-Isoformen (z.B. bei der Weinbergschnecke Helix poma- 
tia) auf transkriptioneller Ebene urn mehr als das Hundert- 
fache st/irker induziert werden k6nnen als auf Proteinebene. 
Dabei kann z.B. die Transkriptionsrate anhand der Akku- 
mulation yon MT-mRNA mittels Real-Time-Detection-PCR 
quantitativ erfasst werden (Abb. 4). Die Griinde fiir derar- 
tig unterschiedliche Induktionsraten zwischen Transkript- 
ions- und Translationsebene sind nur zum Tell bekannt 
(Greenbaum et al. 2003). Vor allem Proteine, die in die Re- 
gulation der zellul/iren Stressbew/iltigung involviert sind (was 
fi~r das Cd-MT der Weinbergschnecke zutrifft), scheinen in 
der Regel auf transkriptioneller Ebene st~irker induziert zu 
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Abb. 4: Anstieg der Induktion von Cd-MT ('-fold induction') in der Mittel- 
darmdr0se der Weinbergschnecke (Helix pomatia) nach Cd-Belastung 
(verglichen mit unbelasteten Tieren) auf Protein-Ebene ('Protein') und auf 
transkriptioneller Ebene ('mRNA') 
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Abb. 5: Stuktur des Cd-MT-Gens der Weinbergschnecke (Helix pomatia), A: Exon-lntron-Struktur mit Darstellung der 5'-untranslated region (5'UTR) in 
der Promotor-Region, sowie den Exons 1-3 und den Introns 1-2. Die beiden Introns enthalten regulatorische Repeat-Kassetten von Bindungsstellen ff~r 
nukieare Transkriptionsfaktoren (Intron 1 : SP1 - GATA), sowie for Stress-modulierende Transkriptionsfaktoren im Zusammenhang mit der Stressbew~iltigung 
und Immunabwehr (Intron 1 : GRE; Intron 2: IRE). AuBerdem finden sich 0ber das ganze Gen verteilt, insbesondere aber in der Promotorregion, zahlrei- 
che Bindungsstellen for weitere Stress-regulatorische Transkriptionsfaktoren (z.B. MREs, Metal Responsive Elements; GREs, Glucocorticoid Responsive 
Elements; HSE, Heat Shock Responsive Elements; IREs, Interferon Responsive Elements). B: Struktur der proximale Promotorregion mit Darstellung der 
DNA-Bindungsstellen (MREs, Metal Responsive Elements) for die Bindung des Transkriptionstaktors MTF-I (Metal Transcription Factor I), dessen An- 
docken an die DNA die Transkription des Cd-MT-Gens nach Metall-lnduktion initiiert. C: Detail der Sequenz der proximalen Promotorregion mit zahlrei- 
chen Bindungsstellen for Stress-regulatorische Transkriptionstaktoren (in verschiedenen Graut6nen), die neben den MREs (siehe oben) auch GREs 
(Glucocorticoid Responsive Elements), XREs (Xenobiotic Responsive Elements) und ILRs (Interleukin Responsive Elements) beherbergen 

werden als auf translationeller Ebene (Hack und L6pez 
2004). Mit anderen Worten: fik solche Proteine ist der An- 
stieg der mRNA-Konzentration bei Stress-Induktion zumeist 
sehr viel st~irker ausgepr~igt als der Anstieg der beobachte- 
ten Protein-Konzentrationen. Der Vorteil dieser Beobach- 
tung fiir die angewandte Umwelttoxikologie liegt darin, dass 
damit viel empfindlichere und m6glicherweise auch spezifi- 
schere Biomarker fiir die Stressantwort eines Organismus 
entwickelt werden k6nnen, als dies bisher auf Protein-Ebe- 
ne der Fall war. 

Eine detaillierte Analyse der Genstruktur zeigt dari~ber hin- 
aus, dass manche MT-Gene eine F/ille von Bindungsstellen 
fiir Transkriptionsfaktoren zahlreicher anderer (also nicht 
nut Metallothionein-spezifischer) Stressproteine, sowie fiir 
Transkriptions-Enhancer, -Inhibitoren und -Modulatoren be- 
herbergen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die MT-Expres- 
sion in vivo einer rein regulierbaren Abstimmung mit zahl- 
reichen intrinsischen und extrinsischen Modulatoren, Induk- 
toren und Stressoren unterliegt ('fine tuning'und 'cross talk'). 
Das erkl~irt letztlich auch, warum viele MT-Gene nicht nur 
durch gewisse Metalle, sondern zusiitzlich auch durch zahl- 
reiche andere Noxen, Stressoren und Umwelteinfliisse indu- 
ziert werden k6nnen (siehe oben). So ist beispielsweise das 

Cd-MT-Gen der Weinbergschnecke (Helix pomatia) mit ei- 
her Liinge yon 10.017 bp nicht nut das bisher gr6flte be- 
kannte MT-Gen quer durch alle Organismenreiche; es ent- 
h~ilt dariiber hinaus in seinen beiden Introns lange Kasset- 
ten-artige Repeat-Strukturen von DNA-Bindungsstellen fiir 
nukleare und Stress-modulatorische Transkriptionsfaktoren 
(Abb. 5A). Die Promotorregion (Abb. 5B) enth~ilt erwartungs- 
gem~ifl mehrere Erkennungssequenzen (sogenannte MREs, 
Metal Responsive Elements) fiir die Bindung des Transkrip- 
tionsfaktors MTF-I (Metal Transcription Factor I), dessen 
Andocken an die entsprechende Promotorregion bei Metall- 
stress die Transkription des Cd-MT-Gens ausl6st. Dariiber- 
hinaus abet zeigt sich, dass die proximale Promotorregion des 
Cd-MT-Gens noch weitere Bindungsstellen fiir Stress-regu- 
latorische Transkriptionsfaktoren enth~ilt (Abb. 5C), deren 
Aktivitfit im Zusammenhang mit physiologischen, Immun- 
relevanten und Umwelt-bezogenen Stressausl6sern steht. 

Diese Komplexit~it von Stress-bezogenen Erkennungssequen- 
zen im Cd-MT-Gen der Weinbergschnecke (aber natiirlich 
auch anderer MT-Gene) ist einer der Schliisset fi~r ein tiefer- 
gehendes Verst~indnis der vielf~iltigen Induktions-Mechanis- 
men yon MToGenen bei Stressbelastung iiberhaupt und geht 
weir fiber eine blot~ Metall~ Stressantwort hinaus. 
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Gleichzeitig 6ffnet diese Vielfalt und Komplexit~it, die einer 
experimentellen l[lberpriifung natiirlich zug~inglich ist (etwa 
durch Einsatz yon unmutierten und mutierten Reportergen- 
Konstrukten), den Weg hin zur Entwicklung Stress-spezifi- 
scher und hoch empfindlicher molekularer Biomarker. Dies 
gilt nicht nur fiir die MT-Gene der Weinbergschnecke. 

5 Schlussfolgerungen 

Die angewandte  Umwelt toxikologie  steht oftmals unter 
Druck und Erfolgszwang von Seiten der Offentlichkeit und 
potentieller Auftraggeber. Es erweist sich jedoch immer 
wieder als tri~gerisch, zugunsten eines vermeintlich schnel- 
len Erfolges auf die Miihen (und Freuden !) eingehender und 
detaillierter Grundlagenforschung zu verZichten. Vielleicht 
kann das Beispiel der Weinbergschnecke und ihres schein- 
bar einfachen, in Wirklichkeit jedoch hoch-komplexen MT- 
Systems dazu beitragen, dass sich diese Einsicht festigt. Das 
Bemiihen um ein tieferes Verstfindnis toxikologischer Wech- 
selwirkungen ist fi.ir den angewandten Artenschutz auf Dauer 
nicht nur befruchtend, sondern unentbehrlich. 
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