Ergebnisse und Diskussion

3.2 Der Einfluss von Nonylphenol auf den Zebrabarbling Danio rerio)

ZusammenfassunglUm die Wirkung von Nonylphenol auf eine Population zu unter-
suchen, wurden Zebrabarblinge ab Ei uber ihr gesamtes Leben mit der Chemikalie
belastet. Der Test begann mit befruchteten Eier und endete mit adulten reproduzieren-
den Fischen. Um sowohl das endokrine als auch ein moglicherweise toxisches Potenti-
al von Nonylphenol erfassen zu kdnnen, wurden wahrend des Versuches eine Reihe
von Parametern erhoben, die in Abbildung 3.2.1 dargestellt sind. Bereits nach einwo-
chiger Belastung konnten geringfligige teratogene Effekte bei bis zu 9 Versuchstieren
dokumentiert werden. Beeintrdchtigungen der Reproduktionsfahigkeit zeigten sich
nach Erreichen der Geschlechtsreife unter kontinuierlicher Nonylphenol-Belastung im
Durchflusssystem. Neben Veranderungen des Verhaltens fiel in dosisabhangiger Weise
vor allem ein Ruckgang der Eizahlen und Befruchtungsraten auf. Weiterhin waren
nach Aufzucht der unbelasteten Nachkommen Nonylphenol-belasteter Eltern zahlrei-
che Entwicklungsanomalien, wie verspateter Schlupf, Odeme, Augenschaden und Wir-
belsdulenverkrimmungen, dokumentierbar. Die anschlieBende histologische Aufar-
beitung der Reproduktionsorgane zeigte eine Schadigung der Ovarien und Hoden. Die
Hoden der gegeniiber 100 pg/L Nonylphenol exponierten Zebrabarblinge fielen einer-
seits durch die prall mit Spermien angefillten Tubuli, wie sie bereits ab der Belastung
mit 2 ug/L Nonylphenol dokumentiert werden konnten, und andererseits durch das
vollstandige Fehlen von Spermien verbunden mit einer Zunahme von Spermatogonien
auf. Auch in den Ovarien der mit 100 pg/L Nonylphenol behandelten Fische konnte
das Fehlen von Oocyten der letzten Reifestufe neben dem Auftreten stark degenerier-
ter, atretischer Follikel dokumentiert werden. In den Lebern der Versuchstiere zeigten
sich nach ultrastruktureller Untersuchung Veranderungen vor allem des in die Pro-
teinsynthese involvierten Golgi-Apparates und des rauhen endoplasmatischen Retiku-
lums. Aber auch bei der Verteilung der Reservestoffe innerhalb der Hepatocyten fielen
Unterschiede zu den Kontrolltieren auf. Die anatomische Aufarbeitung der Versuchs-
tiere verdeutlichte die Veranderungen skeletaler Elemente.

Neben den histologischen, ultrastrukturellen und anatomischen Befunden konnte unter
dem Einfluss von Nonylphenol eine zunehmende Geschlechterverschiebung zugunsten
der Weibchen in dosisabhangiger Weise beschrieben werden. Das Gesamtbild der Er-
gebnisse zeigte die durch Nonylphenol ausgeloste Beeinflussung auf verschiedenen
Populations-relevanten Ebenen durch die Bewertung funktioneller und morphologi-
scher Parameter.
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3.2.1 Nonylphenol — eine Substanz mit hormonahnlicher Wirkung?

Nonylphenol ist ein Abbauprodukt der Nonylphenol-Polyethoxylate, die in zahlreichen Lan-
dern als Zusatz von Industriereinigern, Detergenzien, Dispersionsmitteln, Emulgatoren und
Kunststoffweichmachern eingesetzt werden und friher auch in konventionellen Waschmitteln
vorhanden waren. Allein in den USA wurden 1992 225000t Nonylphenol-Polyethoxylate
hergestellt (Naylor et al., 1992). Das biologisch weit wichtigere Abbauprodukt Nonylphenol
entsteht durch mikrobielle Zersetzung der Ursprungssubstanz, die tber Klaranlagen ins Was-
ser gelangt (Giger et al., 1984; Ahel et al., 1994; Blackburn und Waldock, 1995). Nonylphe-
nol ist lipophil und hat die Tendenz sich im Okosystem, vor allem auch in aquatischen Orga-
nismen anzureichern (Ekelund et al., 1990; Ahel et al., 1993); in besonders hohen Konzentra-
tionen, mit zum Teil 0,45 — 2,53 g/kg Trockenmasse, ist es vor allem im Klarschlamm und im
Sediment der Flusse zu finden (Naylor et al., 199Bjing et al., 1996).

Nonylphenol steht (neben anderen Alkylphenolen) im Verdacht, ahnlich wie das weibliche
Hormon 1PB-Estradiol Gber eine Estrogenrezeptor-vermittelte Reaktion zu wirken. In zahlrei-
chenln vivo- undIn vitro- Studien an Saugetieren, Vogeln und Fischen konnte die estrogene
Wirkung von Nonylphenol durch Untersuchung von Biomarkern wie der Induktion der Vi-
tellogeninsynthese in mannlichen Tieren gezeigt werden (Jobling und Sumpter, 1993; Jobling
et al., 1996; Christiansen et al., 1998a, b).

Nahezu unbekannt sind bislang jedoch die Langzeiteffekte vieler Xenoestrogene, wie die Sto-
rungen der Fortpflanzungsfahigkeit und daraus folgend die Schadigungen gesamter Popula-
tionen. Eine Verminderung des Reprodukionserfolges kann sich unter anderem aus dem ver-
spatetem Einsetzen oder dem vollstandigen Ausbleiben der Geschlechtsreife ergeben. Bei
geschlechtsreifen Tieren ist eine Beeintrachtigung der Paarbildung sowie die Anderung oder
das vollstandige Ausbleiben des Balzverhaltens denkbar. Kommen die Tiere zur Reproduk-
tion, kdnnen Verminderung von Anzahl und Qualitat der produzierten Eier, sowie Stérungen
in der Entwicklung von Embryo und Larve fir die Population von nachhaltiger Bedeutung
sein (Donaldson und Scherer, 1983).

Zur umfassenden Untersuchung der oben genannten Parameter bieten sich Life-Cycle-
Versuche an, in denen alle Lebensstadien unter kontinuierlicher Belastung durch das Xe-
noestrogen beobachtet werden kénnen. Besonders geeignet fir diese Versuche sind Organis-
men, die sehr kurze Generationszeiten haben und deren Haltung und Fortpflanzung unter ein-
fachen Bedingungen moglich ist. Ein solcher Modellorganismus fiir das aquatische Okosy-
stem ist der Zebrabarblindgpénio rerio), der wahrend des gesamten Jahres Eier produziert
und eine Generationszeit von ca. 12 Wochen hat.
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3.2.2 Life-Cycle-Test mit Nonylphenol

Der nachfolgend beschriebene Life-Cycle-Versuch wurde nach dem in Abb. 3.2.1 dargestell-
ten Schema durchgefiihrt. Die Aufzucht und Halterung der Tiere erfolgte gemaf3 der in Kapi-
tel 2 beschriebenen Weise. Die wahrend der einzelnen Lebensphasen erhobenen Versuchspa-
rameter sind in Abb. 3.2.1 aufgezeigt, und die daraus resultierenden Ergebnisse werden im
Folgenden beschrieben.

Versuchsphasen Versuchsablauf Endpunkte

v

befruchtete Eier - Larv
(Petrischalen)

'

Larven - juvenile Fisch
(2 L-Aquarien)

’

( juvenile - adulte,

1. Lebensphage

2. Lebensphage

3. Lebensphage reproduzierende Fisch

(DurchfluB)

Abbildung 3.2.1Schema eines Life-Cycle-Versuchs. Dargestellt sind die verschiedenen Ver-
suchsphasen mit den wéahrend dieser Zeit erhobenen Parametern. Der Versuch endet mit dem Ab-
laichen und der Befruchtung der Eier fur die ndchste Generation und der Aufarbeitung der Ver-
suchstiere fur die Endpunkte Anatomie, Histologie und Cytopathologie. Auf die rot gekennzeich-
neten Parameter wird in den folgenden Abschnitten besonders eingegangen.
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3.2.2.1 Bestimmung des L& fur Nonylphenol an adulten Zebrabéarblingen und Was-
seranalysen wahrend des Life-Cycle-Versuchs

Die Testkonzentrationen fur den Life-Cycle-Versuch wurden nach der Bestimmung ges LC
nach 96stundiger Exposition auf 2, 20 und 200 pg/L, spater 100 pg/L Nonylphenol festgelegt.
Der LGsp nach 96 h lag fur adulte Zebrabarblinge bei 400 pg/L Nonylphenol (Abb. 3.2.2).
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Abbildung 3.2.2 Mortalitat adulter Zebrabarbling®énio rerig) nach Inkubation mit 100 bis

500 pg/L 4-Nonylphenol, zur Bestimmung dessg.@ach 96 h. Eingesetzt wurden 12 Tiere
pro Konzentration.

Wahrend des Versuches wurde der Nonylphenol-Gehalt in den Aquariéaréh ein Was-

seranalyselabor untersucht. Die Realkonzentrationen entsprachen dabei weitgehend den Soll-
werten (s. Tab. 3.2.1)

Tabelle 3.2.1Realkonzentration im Wasser der Durchflussanlage. Bestimmt wurden die Istwerte im
Abstand von ca. 6 Wochen wahrend des Versuchszeitraumes. Die erste Spalte enthalt die Werte, die
nach dem Vermischen von Stammlésung und Frischwasser uber einen Mischzylinder innerhalb der
Aquarien erreicht werden sollten. Die ubrigen Spalten geben Auskunft Gber die in den Aquarien tat-
séachlich erreichten Schadstoffkonzentrationen.

Nominalkonzentration [pg/L] 6 Wochen [pg/L] 12 Wochen [pg/L] 18 Wochen [ug/L]

2 2,2+0,1 2,8+£0,6 0,76x 0,9
20 20,0+ 0,1 19,0+ 0,7 6,8+ 9,3
100 83,0+ 12 76,0+ 17 11,8+ 2,4
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3.2.2.2 Embryonal-, Larval- und Juvenilphase (bis 15 d) unter statischer Belastung mit
Nonylphenol, 1B3-Estradiol und DMSO.

Wie in Kapitel 2 beschrieben, wurden die Eier bereits vor der Trennung in unbefruchtet und
befruchtet mit den Testkonzentrationen 2 pg/L, 20 pg/L und 200 pg/L Nonylphenol sowie
0,02 % DMSO, Wasser und 1 pMAEstradiol behandelt. Das Aussortieren unbefruchteter
Eier fand ca. 6 Stunden nach Eiablage statt. Dadurch variiert die in Tabelle 3.2.2 aufgefihrte
Anzahl eingesetzter befruchteter Eier.

Nach 10tagiger Exposition der Larven gegentber 200 pg/L war eine Letalitat von Uber 50 %
zu verzeichnen. Die verbleibenden Tiere wurden getotet; in einem neuen Ansatz wurden wei-
tere 150 Eier mit 100 pg/L Nonylphenol belastet.

In Tabelle 3.2.2 sind Embryonal-, Larval und Juvenilentwicklung der exponierten Zebrabar-
blinge dargestellt.

Tabelle 3.2.2Embryonal-, Larval- und Juvenilentwicklung der Zebrabarblinge unter Exposition ge-
genuber Nonylphenol

H.O DMSO Nonylphenol E2
0,02% 2pug/lL 20 pg/L 100 pg/L 200 pg/L 1 uM 100 ng/L

Eizahl (n) 120 137 155 145 150 149 143 200
Tag des ersten 3d 3d 3d 3d 3d 3d 3d 4d
Schlupfes (d)

Missgebildete Larven - - 3 7 9 - -
(n)

Mortalitat (n) in den

ersten beiden Le- 20 31 29 32 22 >70 23 10
benswochen

Anzahl (n) ge-

4 Tage nach Eiablage

Umgesetzte Jung-
fische (Durchfluss; 100 106 116 113 112 - 120 123

n)

Bei der Beobachtung der friihen Lebensstadien der mit Nonylphenol @Agstradiol bela-

steten Zebrabarblinge fielen bei 3 - 9 % der mit 20, 100 und 200 pg/L Nonylphenol belasteten
Tieren Entwicklungsanomalien wie Odeme und Wirbelsaulenanomalien auf. Weitere Anoma-
lien, wie die Stoérung der Somitenbildung, das Fehlen des Herzschlages oder des Blutkreislau-
fes, Augenanomalien oder sonstige Missbildungen waren nicht erkennbar.
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3.2.2.3 Juvenil- und Adultphase (ab 16 d) unter kontinuierlicher Belastung mit Nonyl-
phenol im Durchflusssystem

2 Monate nach Versuchsbeginn mussten die Tiere der 1 uM Estradiol-Kontrolle getotet wer-
den, da sie nicht mehr zur Kotabgabe in der Lage waren. Im einem in Tabelle 3.2.2 aufge-
fuhrtem neuen Ansatz wurde dieftEstradiol-Konzentration auf 100 ng/L reduziert.

Ca. 3 Monate nach Umsetzen der Tiere in die Durchflussanlage war in allen Versuchsansat-
zen aufgrund der zu hohen Populationsdichte eine Stagnation des Wachstums bei allen Fi-
schen und ein Ausbleiben der geschlechtlichen Differenzierung bei einigen Tieren zu beob-
achten. Die folgende Reduktion der Individuenzahl auf 62 pro Testansatz erfolgte nach dem
Zufallsprinzip, die Anzahl der entnommenen Fische ist in Tabelle 3.2.3 aufgefuhrt. Die Fische
der neuen Estradiol-Kontrolle blieben unbertcksichtigt, da sie aufgrund des spateren Ansatzes
im Vergleich zu den Tieren der anderen Konzentrationen noch zu klein waren.

Tabelle 3.2.3Anzahl der 3 Monate nach Versuchsbeginn enthommen Fische

0,02 % DMSO 2 ug/L 20 pg/L 100 pg/L

Anzahl der entnommenen Tiere 41 45 49 21

Bei den entnommenen Tieren (zur Anzahl siehe Tab. 3.2.3) wurde das Geschlecht makrosko-
pisch (soweit méglich) und mikroskopisch bestimmt; die hieraus resultierende Verteilung ist
in Abbildung 3.2.3 dargestellt.

14

Geschlechterverhaltnis [%]

0,02 % DMSO 2 NP 20 NP 100 NP
Konzentration [pg/L] E\l\/ﬂvz?gg#gg

undifferenziert

Abbildung 3.2.3:Geschlechterverteilung (in %) nach 3 Monaten Exposition gegenuber unter-
schiedlichen Nonylphenolkonzentrationen im Durchflusssystem.
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Wahrend das Geschlechterverhaltnis bei den Tieren der Wasserkontrolle fast ausgeglichen
war, zeigte sich bereits bei den mit 2 ug/L Nonylphenol belasteten Tieren eine im Vergleich
zu den Mannchen (9), um mehr als das doppelte erhéhte Anzahl weiblicher Tiere (26). Bei
den Tieren die Uber ihr gesamtes Leben 20 pg/L Nonylphenol ausgesetzt waren, war dieser
Effekt noch verstarkt (Abb. 3.2.3). Neben 18 Weibchen war nur noch 1 Mannchen makrosko-
pisch bestimmbar. Nach Exposition gegentiber 100 pg/L Nonylphenol stellte sich der Uber-
hang weiblicher Tiere mit 28 : 10 Mannchen nicht so deutlich dar wie zuvor fur 20 pg/L
Nonylphenol beschrieben, zeigte aber den gleichen Trend. Bei beiden Testansatzen fiel neben
dem stark erhéhten Anteil weiblicher Fische eine im Vergleich zu den Ubrigen Testansatzen
sehr hohe Anzahl undifferenzierter Tiere auf.

Verhaltens- und morphologische Auffalligkeiten

Wahrend des gesamten Versuchsverlaufes wirkten die gegeniber 100 ug/L Nonylphenol ex-
ponierten Zebrabarblinge auf auflere Einflisse sehr nervés. Und selbst wenn keine aufiere
Stérung erkennbar war, schwammen sie oft hektischer im Aquarium auf und ab als die Fische
der Ubrigen Testansatze. Beim Herausfangen aus den unterschiedlichen Aquarien wurde die-
ser Unterschied besonders deutlich, da es fast unméglich war, die mit 100 pg/L Nonylphenol
belasteten Fische einzufangen.

Nach dem Zusammensetzen der gegeniber 100 pg/L Nonylphenol exponierten Mannchen mit
gleich belasteten oder unbelasteten Weibchen in den Ablaichbecken, zeigten sich ebenfalls
Verhaltensanderungen im Vergleich zu den Kontrolltieren. Wahrend die unbelasteten Mann-

chen der Kontrollpaare sofort nach dem Umsetzen in die mit Laichsubstrat ausgestatteten
Becken mit der Balz begannen, blieben die belasteten M&annchen passiv.

Auch in der auf3eren Morphologie unterschieden sich die mit 100 pg/L Nonylphenol belaste-
ten von den ubrigen Fischen. Die Mannchen waren aufgrund der vermindert ausgebildeten
sekundaren Geschlechtsmerkmale nur sehr schwer von den Weibchen zu unterscheiden. Sie
wirkten dicker und waren nicht so deutlich gefarbt wie die Kontrolltiere. Auch die Weibchen
erschienen im Vergleich zu den Tieren der anderen Testansétze korpulenter. Alle gegenuber
100 pg/L Nonylphenol exponierten Tiere beider Geschlechter zeigten Verkrimmungen der
Wirbelsaule im hinteren Kérperabschnitt.

Die morphologischen Auffalligkeiten wéahrend des Versuches lie3en sich durch histologische
und anatomische Untersuchung der Tiere nach Beendigung des Versuches untermauern (siehe
Abschnitt 3.2.2.10 und 12).
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3.2.2.4 Mortalitat der F;-Generation wahrend der Durchflussphase

Bei der Bestimmung der Mortalitdt im Durchflusssystem ergab sich die Schwierigkeit, dass
tote Tiere nicht immer aufgefunden werden konnten, da die oft nachts sterbenden Zebrabar-
blinge teilweise von ihren Artgenossen aufgefressen werden. In Tabelle 3.2.4 ist die Mortali-
tat der -Generation ab der 3. bis zur 28. Lebenswoche dargestellt.

Tabelle 3.2.4Anzahl der wahrend der Durchflussphase gestorbenen Zebrabérblinge.

H,O 002% 2pg/l 20pg/L 100 pg/ll E2

DMSO NP NP NP
Mortalitat in der 3. bis 12. Lebens- . 3 9 2 29 -
woche
Mortalitat in der 13. bis 28. Le- 1 1 7 5 10 3
benswoche

3.2.2.5 Reproduktionstests zur Ermittlung der Reproduktionsfahigkeit der Nonylphenol-
belasteten Zebrabarblinge

Fur die Reproduktionsversuche wurden je 2 Versuchstiere (1 Weibchen und 2 Mannchen

= 1 Brutgruppe) aus jedem Versuchsansatz in die Zuchtanlage gesetzt. Da in der Zuchtanlage
nur Platz fur jeweils 10 Brutgruppen war, musste auf eine der Negativkontrollen verzichtet
werden, so dass immer Fische aus allen Nonylphenol-Ansatzen und [gi€istiadiol-
Kontrolle vertreten waren. Die Tiere wurden parallel getestet, um ein mdglichst hohes Mal3 an
Vergleichbarkeit der Daten zu erhalten. Die Reproduktionstests fanden insgesamt an finf Ta-
gen statt, so dass fur jeden Ansatz des Life-Cycle-Versuchs insgesamt 10 Brutgruppen gete-
stet werden konnten. Da in den Ansatzen 20 und 100 pg/L Nonylphenol nicht gentigend
Mannchen zur Verfligung standen, wurden diese in mehreren Ansatzen mit unterschiedlichen
Weibchen eingesetzt.

Bereits beim Vergleich der Anzahl der erfolgreichen Brutversuche der Brutgruppen ergaben
sich deutliche Unterschiede zwischen den Nonylphenol-exponierten Tieren und den Kontroll-
gruppen (Abb. 3.2.4). So konnte nach Belastung mit 20 pg/L Nonylphenol nur bei 5 der 10
getesteten Brutpaare Eier nachgewiesen werden, bei den DMSO-Kontrolltieren waren 9 von
10 Paaren erfolgreich bei der Eiablage. Tiere, die Uber ihr gesamtes Leben mit 100 pg/L
Nonylphenol behandelt wurden, konnten keine Eier mehr ablegen. Auch bei den Zebrabar-
blingen der 1B-Estradiol-Kontrolle fiel die Abnahme der Anzahl erfolgreich ablaichender
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Brutpaare auf. Von 10 Brutgruppen war hier nur eine bei der Eiablage erfolgreich, mit im
Vergleich zu den Kontrollen deutlich verringerter Eizahl und Befruchtungsrate (4 %; Abb.
3.2.5).

Fur die Untersuchung der Eizahlen und Befruchtungsraten;d@eiferation dienten die mit

0,02 % DMSO behandelten Zebrabarblinge als Kontrollgruppe. Die untersuchten 10 Kontroll-
Brutgruppen konnten im Mittel 215 Eier pro Brutversuch ablegen (Abb. 3.2.5) und ca. 60 %
der abgelegten Eier befruchten (Abb. 3.2.6 A). Nach Nonylphenol-Expostipng/L) blieb

die Eizahl im Vergleich zu den Kontrollgruppen zwar weitgehend konstant, beim Vergleich
der Befruchtungsraten fielen allerdings signifikanten Verringerungen gegenutber den Kon-
trolltieren auf (Abb. 3.2.5; Abb. 3.2.6 A). Bereits ab der Belastung mit 2 pg/L Nonylphenol
konnten nur noch 35 % der abgelegten Eier befruchtet werden. Brutpaare, die Uber ihr ge-
samtes Leben mit 20 pg/L Nonylphenol behandelt worden waren, konnten nur noch weniger
als 10 % der produzierten Eier befruchten (Abb. 3.2.5). Das vollstandige Ausbleiben des
Bruterfolges konnte, wie bereits erwéhnt, bei den mit 100 pg/L Nonylphenol behandelten
Fischen beobachtet werden. Diese Fische legten nie Eier und die Mannchen konnten selbst
mit Kontrollweibchen keine Eier befruchten (s. folgender Abschnitt). Eine starke Beeintrach-
tigung des Reproduktionserfolges konnte auch bei den riiEsitadiol belasteten Fischen
gezeigt werden. Neben der signifikanten Verminderung der Befruchtungsrate auf 4 % war
auch eine deutliche Abnahme der Eizahl zu beobachten. Wahrend die Kontrolltiere im Durch-
schnitt 215 Eier ablegten, waren es bei den nfitEStradiol behandelten Brutpaaren nur ca.

100+
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g =
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10+ . 0
O T T T T 1
0,02 % 2 NP 20 NP 100 NP 0,1E2
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Konzentration [pg/L]

Abbildung 3.2.4 Anzahl der erfolgreichen Brutversuche der Zebrabarblingsbrutpaare, die
Uber ihr gesamtes Leben mit 0,02 % DMSO, 2, 20 und 100 pg/L Nonylphenol, sowie mit
100 ng/L 1B-Estradiol behandelt worden waren (n=10).
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103 Eier (Abb. 3.2.5).
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Abbildung 3.2.5 Gesamteizahl und Befruchtungsrate bei ZebrabarblinDamid

rerio) nach lebenslanger, kontinuierlicher Belastung mit 4-Nonylphenol, DMSO und
17B-Estradiol (E2). n = Anzahl erfolgreich laichender Brutpaare. Signifikante Ver-
anderungen gegeniber den DMSO-Kontrollen nach dem Student’s t-Test: *p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001.

Zur geschlechtsabhangigen Untersuchung des Einflusses von Nonylphenol wurden Kombina-
tionstests durchgefiihrt, bei denen Nonylphenol-belastete Tiere eines Geschlechtes mit unbe-
lasteten Tieren des anderen Geschlechtes verpaart wurden (Abb. 3.2.6). Aus den Ergebnissen
dieser Tests wurde deutlich, dass Nonylphenol die Reproduktionsfahigkeit der mannlichen
Zebrabarblinge starker beeintrachtigt als die der weiblichen. Besonders deutlich zeigte sich
dieser Effekt nach Belastung mit 20 pug/L Nonylphenol: Wahrend die gegeniuber 20 pg/L
Nonylphenol exponierten Zebrabarblingsweibchen nach Kombination mit Kontrollmannchen
(Abb. 3.2.6 C) mit ca. 60 % annahernd gleiche Befruchtungsrate erzielten wie die Kontrolltie-
re (Mannchen und Weibchen unbelastet; Abb. 3.2.6 A), waren die mit 20 ug/L Nonylphenol
belasteten Mannchen weder in der Lage mit gleich belasteten Weibchen (Abb. 3.2.6 A) noch
mit Kontrollweibchen (Abb. 3.2.6 B), eine Befruchtungsrate von mehr als 10 % zu erzielen.
Die Befruchtungsraten der mit 20 pg/L Nonylphenol behandelten Mannchen blieben somit
signifikant unter denen der Kontrolltiere.

Die Kombinationstests mit mit 100 pg/L Nonylphenol belasteten Tieren zeigten eine deutli-
che Schadigung beider Geschlechter. Exponierte Mannchen waren weder mit gleich belaste-
ten Weibchen noch mit Kontrollweibchen zur Eiproduktion fahig (Abb. 3.2.6 A und B). Nach
Verpaarung belasteter Weibchen mit Kontrollmannchen kam es zwar zur Eiablage, doch blieb
auch hier die Befruchtungsrate mit 22 % signifikant unter den Kontrollen (Abb. 3.2.6 C).
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Abbildung 3.2.6 Be-
fruchtungsrate bei Ze-
brabarblingen  DPanio
rerio) nach lebenslanger,

kontinuierlicher Bela-
stung mit 4-
Nonylphenol, DMSO

und 1PB-Estradiol (E2).

A. Nach dem Verpaaren
Nonylphenol-exponierter
Mannchen und Weib-
chen, und den Kontrol-
len.

B. Nach dem Verpaaren
Nonylphenol-exponierter

Mannchen mit Kontroll-
weibchen.

C. Nach dem Verpaaren
Nonylphenol-exponierter
Weibchen mit Kontroll-
mannchen (DMSO-
Kontrollen).

Signifikanz der Verande-
rungen gegenitber den
Kontrollen nach Stu-
dent's t-Test:*p <0,05;
*p < 0,01; **p < 0,001.
Die Anzahl (n) der Ver-
suche variiert, da nicht
alle Brutpaare erfolg-
reich bei der Eiablage
waren.
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3.2.2.6 Anomalien in Schlupf und Entwicklung der Generation

Um Schlupf und Entwicklungsanomalien der&Generation zu untersuchen, wurden jeweils

60 Eier unterschiedlicher Eltern aus jedem Ansatz g&dneration Uber einen Zeitraum von

8 Tagen beobachtet. Uber den gesamten Versuchszeitraum wurden Entwicklung, Herzfre-
quenz, Mortalitdt und Teratogenitat dokumentiert und die Schlupfraten am 3., 4. und 5. Tag
nach Eiablage verglichen (Abb. 3.2.7). Bereits 36 h nach der Eiablage war bei den Embryo-
nen der mit 2 pg/L Nonylphenol behandelten Tiere eine signifikante Erh6hung der Herzfre-

quenz im Vergleich zu den Kontrolltieren zu beobachten (Abb. 3.2.8).

920 r //‘
80 /
20 s
60 /
yayd e

50 /
40
—e— Kontrolle

30 /
—a— 0,02 % DMSO -

20 Z
10 // /X/ —a—2NP
y—

Anzahl geschlipfter Larven [%]

——20 NP

3 4 5

Schlupftag (d; nach Eiablage)

Abbildung 3.2.7:Anzahl der nach 3, 4und 5 Tagen geschlipften Larven der F
Generation nach Belastung der Elterntiere mit 2 und 20 pg/L Nonylphenol und 0,02 %
DMSO. Eier und Larven wurden nach der Eiablage in reinem Wasser in Petrischalen bei
26°C gehalten.

Auch spéater unterschieden sich diese Tiere deutlich von den Embryonen und Larven der ubri-
gen Versuchsanséatze; sie waren beispielsweise 3 Tage nach Eiablage geringer pigmentiert.
4 Tage nach Eiablage, waren bereits tiber 70 % der Larven geschlipft, deren Eltern in DMSO
bzw. 2 pg/L Nonylphenol gehalten worden waren. Zum gleichen Zeitpunkt waren 17 % der
Nachkommen der mit 20 pg/L Nonylphenol belasteten Eltern geschlipft. 5 Tage nach Eiabla-
ge war dieser Effekt noch deutlicher: die Nachkommen der DMSO-, Wasser- und 2 pg/L
Nonylphenol-behandelten Tiere waren zu 90 bis 100 % geschlipft, die der 20 pg/L Nonyl-
phenol belasteten Eltern nur zu 50 %. Die im Ei verbliebenen Embryonen (Bildtafel 5; Bild c)
unterschieden sich in ihrer Entwicklung nicht von den freischwimmenden Larven (Bildtafel 5,
Bild b). Sie zeigten nun ahnlich weit fortgeschrittene Pigmentierung und auch der Dottersack
war weitgehend abgebaut.
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In Abbildung 3.2.7 fehlen Daten zu Larven, deren Eltern mit 100 pg/L Nonylphenol und
100 ng/L 1PB-Estradiol behandelt wurden. Wie bereits erwahnt, laichten die mit 100 pg/L
Nonylphenol belasteten Tiere nicht ab. Die wenigen befruchteten Eier (Bildtafel 5; Bild a),
die nach Verpaaren [B7Estradiol exponierter Zebrabarblinge gewonnen werden konnten,
waren immer bereits einen Tag nach Eiabgabe koaguliert, so dass auch hier keine Untersu-
chung von Embryonal- und Larvalphase dgedeneration moglich war.

Bei fast allen Nachkommen der

150 mit 20 ug/L  Nonylphenol
£ belasteten Fische des Life-
% 100 . Cycle-Versuchs konnten nach
= 0 116 128 dem Schlupf leichte Krimm-
S 112 ungen im Bereich der Schwanz-
Tt 0 . . wirbelsaule festgestellt werden.

0 2 20 Leichte Verkrimmungen in
Nonylphenol [ug/L] diesem Bereich waren auch bei

den mit 100 pg/L Nonylphenol
belasteten adulten Tieren zu

Abbildung 3.2.8:Herzfrequenz ca. 36 h alter Embryonenerkennen fmd lieRen sich durch
der B-Generation aus dem Nonylphenol-Versuch, derelas Anfarben der Skelett-
Eltern unbelastet oder mit 2 und 20 pg/L Nonylphenol beknochen mit Alizarin-Rot

lastet waren (n=6). Signifikanz gegentber der Kontroll .
nach Student's t-Test: *p < 0,05. e(A.bschnltt 3.2.2.12) zusammen
mit anderen Knochendeforma-

tionen nach  Versuchsende
deutlich zeigen. Zur genaueren Untersuchung der Wirbelsdulendeformationen bei Larven
wurde ein separater Early-Life-Stage-Test durchgefiuhrt, in dem je 20 Tiere den Nonylphenol-
Konzentrationen 2, 20, 100 und 200 pg/L ausgesetzt wurden (siehe Kap. 3.2.3).

20 % der Nachkommen der mit 20 pg/L Nonylphenol belasteten Elterntiere hatten sehr starke
Wirbelsaulenverkrimmungen (Bildtafel 5; Bild g, h und i). Die bogenformig verkrimmten
Larven waren nicht mehr zu gerichteten Lokomotionen fahig und starben noch wéhrend der
ersten Lebenswoche. Bei weiteren ca. 30 % der Nachkommen der mit 20 pg/L Nonylphenol
belasteten Elterntiere fielen Bauch- und Perikardbdeme auf, die meist mit einer Schadigung
des Herzens einher gingen (Bildtafel 5; Bild d, e, g und h). Alle untersuchten Tiere hatten zu
Beginn der Odembildung eine stark verminderte Herzfrequenz. In einzelnen Fallen konnten
auch Herzrhythmusstorungen beobachtet werden. Diese Tiere starben ebenfalls noch wahrend
der ersten Lebenswoche.
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Nach Exposition der Zebrabéarblinge gegeniber 20 pg/L Nonylphenol traten bei einzelnen
Nachkommen Augenschaden auf. Dieser Effekt schien die Fischlarven jedoch nicht merklich
zu beeintrachtigen, da sie sonst meist nicht missgebildet waren (Bildtafel 5, Bild f).

Bildtafel 5: ZebrabarblingslarverD@nio rerio) der R-Generation in unterschiedlichen Entwicklungs-
stadien.a: Befruchtetes Ei, ca. 4 h nach Eiablage (VergroRerung).25 Gesunde Larve im Alter

von ca. 96 h. Die Larven sind zu diesem Zeitpunkt schon deutlich pigmentiert und schwimmen aktiv
(VergrolRerung: 2&). Von ¢ —i sind Larven dargestellt, deren Eltern im Life-Cycle-Versuch mit
20 pg/L Nonylphenol behandelt wurdem:Larve im Alter von 120 h; zu diesem Zeitpunkt sind die
Larven unter normalen Umstdnden bereits geschliipft. Die hier dargestellte Larve war bis zum Ver-
suchsende nach 7 Tagen nicht in der Lage zu schlipfen (VergroReruxg:d26erikardial- und
Bauchddem, 96 h nach Eiablade; (VergroRerung: 28). e: Odem, einher gehend mit stark veran-
derter Kdrperform[{; nach 96 h; VergroRerung: 2§ f: Zebrabarblingslarve mit normal entwickelter
Korperform im Alter von ca. 96 h. Fehlen der Augenanlage und missgebildete Kopfform. Dieses Tier
Uiberlebte bis zum Ende des Versuches (7 d; VergrolRerurnq: @6Stark veréanderte Koérperform und
Verringerung der Korperlange, einher gehend mit starker Odembil@ingefgroRerung: 26). h:

Stark gekrimmte Fischlarven nach 96 h mit Bauchod@m \(ergréRerung: 1&). h: Stark ge-
krimmte Fischlarven nach 96 R { VergroRerung: 1&).
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Bildtafel 5
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3.2.2.7 Geschlechterverhaltnis der +Generation im Alter von 7 Monaten

7 Monate nach Versuchsbeginn waren alle Tiere geschlechtsreif. Der bei der ersten Proben-
nahme deutlich gewordene Trend der Geschlechterverschiebung zugunsten des weiblichen
Geschlechtes liel3 sich bestatigen (Abb. 3.2.9).

Geschlechterverteilung [%0]

0 0,02 % 2 NP 20 NP 100 NP 0,1 E2
DMSO @ Mannchen
O Weibchen

Konzentration [ug/L]

Abbildung 3.2.9 Geschlechterverteilung (in %), nach 7 monatiger Belastung der Zebrabarblinge,
mit 2, 20 und 100 pg/L Nonylphenol (NP) sowie 100 ng/B-Eétradiol (E2) als Positivkon-
trolle und 0,02 % DMSO als Ldsungsmittelkontrolle. Ein Teil der Tiere blieb unbelastet.

Bei den beiden Kontrollgruppen,@& und DMSO blieb auch bei dieser Probennahme das
Verhéltnis zwischen M&nnchen und Weibchen mit 46 : 54 (Wasser) und 65 : 35 (DMSO) na-
hezu ausgeglichen bzw. zugunsten des mannlichen Geschlechts verschoben. Anders als bei
der ersten Probennahme war das Geschlechterverhaltnis auch bei den Tieren aus dem 2 pg/L
Nonylphenol-Ansatz ausgeglichen: Das Verhaltnis entsprach mit 47 : 53 dem der Wasser-
kontrolle. Ebenso wie bei der ersten Probennahme zeigte sich nach Belastung mit 20 pg/L
und 100 pg/L Nonylphenol eine starke Erh6hung der Anzahl weiblicher Individuen. So waren
unter den mit 100 pg/L Nonylphenol belasteten, verbleibenden 52 Tieren nur noch

6 Mannchen (Verhaltnis: 9 :1). Bei den Fischen, die uber ihren gesamten Lebenszyklus
20 pg/L Nonylphenol ausgesetzt waren, war das Verhaltnis sogar noch deutlicher zugunsten
des weiblichen Geschlechtes verschoben. Hier kamen auf 53 Weibchen nur noch 4 Mannchen
(Verhaltnis: 93 : 7). Entgegen der Erwartung war das Geschlechterverhaltnis der Fische aus
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der 1B-Estradiol-Kontrolle nicht so stark verschoben wie nach Behandlung mit 20 und
100 pg/L Nonylphenol: Hier waren zwar mit 63 % mehr Weibchen vorhanden, doch blieb der
Mannchenanteil weit Gber dem der beiden Nonylphenol-Ansétze (Abb. 3.2.9).

3.2.2.8 Gewichts- und Langenverteilung der;FGeneration nach 7monatiger kontinu-
lerlicher Belastung mit Nonylphenol

Bei der Untersuchung der Gewichts- und Langenverteilung ergaben sich auch beim Vergleich
der Wasser- und Lésungsmittelkontrolle signifikante Unterschiede (Tab. 3.2.5). Der Einfluss
von DMSO flhrte bei mannlichen und weiblichen Zebrabarblingen zu einer Erhdhung des
Gewichts bei gleichbleibender Lange (siehe auch Abb. 3.22H)noch waren weitere Ge-
wichtsveranderungen an den schadstoffexponierten Zebrabarblingen beider Geschlechter im
Vergleich zu den DMSO-Kontrollen zu beobachten. So nahm das Gewicht der Mannchen
nach Belastung mit 100 pg/L Nonylphenol im Vergleich zu den DMSO-Kontrollen signifi-
kant zu, signifikante LAngenveranderungen blieben aber aus (Tab. 3.2.5). Bei der Betrachtung
des Konditionsfaktors (Abb. 3.2.10) liel3 sich diese Signifikanz allerdings nicht bestatigen.
Signifikante Veranderungen des Konditionsfaktors zeigten sich an den mit 2 pg/L Nonylphe-
nol und 100 ng/L 13-Estradiol behandelten M&nnchen im Vergleich zu den Wasserkontrol-
len.

Bei den Weibchen war kein eindeutiger Trend bei den Gewichtsveranderungen zu beobach-
ten. Hier konnten die in Abbildung 3.2.10 dargestellten Effekte auf das im Schadstoffansatz
enthaltene DMSO zuriickgehen, da das Gewicht der Losungsmittel- und 100 pg/L Nonylphe-
nol-behandelten Tiere kaum voneinander abwich. Eine eindeutige Veranderung liel3 sich hier
nur in der signifikanten Reduktion des Gewichtg§-E&tradiol-belasteter Weibchen feststel-

len.
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Tabelle 3.2.5Mittelwerte und Standardabweichung von Gewicht und Lange der Zebrabérbling der F
Generation (Alter 5 Monate) nach Exposition wahrend des gesamten Lebenszyklus mit Nonylphenol,
DMSO und 1B-Estradiol.

Gewicht [g] Lange [cm]
Weibchen Mannchen Weibchen Mannchen
Kontrolle 0,46+ 0,13 0,32+ 0,08 3,84t 0,42 3,5% 0,37
0,02 % DMSO 0,62£0,15"  0,43+0,05 "  3,85+0,30 3,71+ 0,17
2 ug/L Nonylphenol 0,53+ 0,11 0,38t 0,05 3,85+ 0,32 3,70t 0,15
20 pg/L Nonylphenol 0,45+ 0,11" 0,36+ 0,05 3,66+ 0,29 3,50+ 0,10
100 pg/L Nonylphenol 0,64+ 0,15 0,60t 0,12” 3,93+ 0,31 4,24+ 0,18
0,1 pg/L 1P-Estradiol 0,33 0,07 0,29+ 0,06~ 3,40+ 0,27 3,36£ 0,19

Signifikanz der Unterschiede zu den DMSO-Kontrollen nach Student's t-Test: *p <0,05; **p <0,01;
***n < 0,001
! Signifikanz beim Vergleich der Lésungsmittel-Kontrollen mit den Wasserkontrollen.

% Die 17B-Estradiol-Kontrollen wurden mit den Wasserkontrollen abgeglichen, da Estradiol nicht in DMSO
vorgelést worden war.

1,4
*%k% *_t*
1,2 _|_
@ *%k% *%k*%
g 1 *%k%
2) T T *%k*% *kx
g 08 = -
=,
= &
£ 06 Q B I —
e © il g
17} - <
5 0,4 - 3 3 I -
2 L L
5
v 0,2 -1 —
0 I T T T T T
0 0,02 % 2 NP 20 NP 100 NP 0,1E2
DMSO
mMannchen

Konzentration [ug/L] OWeibchen

Abbildung 3.2.10Konditionsfaktoren der FGeneration der Zebrabarblinge, nach 7-monatiger
Exposition gegenlber unterschiedlichen Nonylphenolkonzentrationen, DMSO f+iesttddiol

im Durchflusssystem. Die Signifikanz der Veranderungen gegenuiber den Kontrollen wurde mit
dem Student’s t-Test ermittelt: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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3.2.2.9 EXKURS. Anatomie und Histologie von Ovar und Hoden des Zebrabarblings
(Danio rerio)

Im nachfolgenden Abschnitt sind zum besseren Verstandnis des Aufbaus von Hoden und
Ovar sowie der unterschiedlichen Oocyten-Reifestadien und Oocyten-Atresiestadien Be-
schreibungen aus der Literatur mit eigenen Abbildungen unterlegt.

Hoden

Die Testes des Zebrabarblings sind paarige, langgestreckte Strukturen, die beidseitig dorsal in
der abdominalen Kérperhohle verlaufen und Uber Mesenterien an der Kérperwand aufgehéngt
sind. Auf jedem Hoden verlaufen ca. 5 Ductus efferentes, die die reifen Spermien aus den
Tubuli seminiferi aufnehmen und sie zur Genitalpapille fihren. Die Tubuli seminiferi bilden
ein Netzwerk, in dessen Wanden sich die synchron entwickelnden Spermatogonien und
Spermatocyten innerhalb von Spermatocysten befinden (Ewing, 1972; Laale, 1977). Die
Spermatogenese lauft innerhalb der Spermatocysten, deren Wénde von Sertoli-Zellen gebildet
werden, synchron ab (Grier et al., 1980; Pudney, 1995; Patifio, 1997). Die fertig entwickelten
Spermien gelangen nach der Auflosung der Cystenwand in das Tubuluslumen (Grier et al.,
1980; Grier, 1981).

Ovarien

Die Ovarien sind wie die Hoden paarige, langgestreckte Strukturen, die beidseitig dorsal in
der Korperhohle verlaufen und immer getrennt voneinander angelegt sind. Bei den Zebrabar-
blingen, die Uber das gesamte Jahr laichbereit sind, befinden sich innerhalb der Ovarien im-
mer Oocyten unterschiedlicher Reifestadien, die anhand charakteristischer Merkmale vonein-
ander unterschieden werden kdnnen (die folgende Beschreibung nach Selman et al., 1993, und
Takashima, 1986, gilt fir Farbungen mit dem Goldner-Gemisch):

* Reifestufe | — Primare Wachstumsphase:

[0 Stadium A: Préafollikulare Phase des primaren Wachstums: Die Oocyten liegen innerhalb
eines Oocytennestes und alle Oocyten sind in der gleichen Phase der meiotischen Propha-
se. Die Chromosomen sind deutlich sichtbar.

[0 Stadium B: Follikelphase des primaren Wachstums: Die Oocyten sind aus dem Nest aus-
gewandert und besitzen jetzt einen Follikel (Abb. 3.2.11). Die Kerne der Oocyten sind
grof3 und enthalten viele randstandige Nucleoli. Das Cytoplasma farbt sehr dunkel. Die
Theca ist extrem diinn und erscheint meist nur als griner Saum. Zwischen den Follikeln
liegen Lymphraume und Blutgefal3e. Das Cytoplasma ist weitgehend vakuolenfrei (Bildta-
fel 6, Bild c-I).
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» Reifestufe II: Coritical-Alveolus
Stadium: Die Kern-Plasma-Relation ist
zugunsten des nur noch schwach
farbenden Cytoplasmas verschoben.
Im letzteren bilden sich zahlreiche
corticale Alveoli, membranbegrenzte
Vesikel unterschiedlicher GroélRe, die
y Proteine und Kohlenhydrate enthalten
A (Bildtafel 6, Bild d). Diese Cortical-

Bluigefaln

Kaimblaschen

o spezielle . . . .
Zona radiata _ % Thacazallan vesikel spielen bei der spateren

asaimambran Befruchtung des Eies, bei der soge-
nannten Corticalreaktion, eine Rolle

(Wehner und Gehring, 1990). Ver-

einer frihen, vitellogenen Fischoocyte mit den

umgebenden Follikelschichten. Granulosa- und©t angefarbte Granula auf. .D|e Z(ﬁllen
Thekaschicht sind durch eine Basalmembran vorkind Kerne der Granulosa sind groRer,

einander getrennt. Die Theka setzt sich aus Fibrqjje Theca verdickt. Fibroblastenkerne

blasten, BlutgefaRen und speziellen grof3en The- N .
kazellen zusammen (verandert nach Nagaham%a'll,_nd Faserbur]del sind QUt e.rkennbar. In
1983). diesem Stadium hat die Vitellogenese

noch nicht begonnen.

» Reifestufe lll: Vitellogenese: Das Cytoplasma erscheint jetzt lichtgriin-positiv mit sehr
vielen Dottervakuolen, die zum Kern hin groRer werden. Die Corticalvesikel sind ver-
mehrt peripher angeordnet (Bildtafel 6, Bild e). Der Kern erscheint oft geschrumpft (Arte-
fakt) und die Anzahl der Nucleoli ist deutlich verringert. Am Ende dieser Phase bewegt
sich der Kern von seiner zentralen Lage im Ooplasma weg.

» Reifestufe IV: Oocytenreifung. Der Oocytenkern wandert zur Peripherie der Oocyte und
ist nur noch sehr schwer zu erkennen. An histologischen Schnitten ist es schwer, Follikel,
die sich in der Vitellogenese befinden, von reifenden Stadien zu unterscheiden, da es kei-
ne strukturellen Marker gibt, die den Ubergang kennzeichnen. Da die Oocytenreifung ein
sehr schneller Prozess ist und bei Zebrabarblingen, die in den frihen Morgenstunden lai-
chen, wahrend der Nacht stattfindet (Selman et al., 1993), werden in den im Folgenden
dargestellten Schnitten, auBer bei den gegenub@Es#adiol exponierten Weibchen,
keine Oocyten der Reifestufe IV zu finden sein.

Neben den beschriebenen Oocytenreifestufen finden sich in den Ovarien oft eine Reihe weite-
rer Strukturen wie postovulatorische und atretische Follikel. Atretische Follikel entstehen aus

sekundaren oder reifen anovulatorischen Follikeln (Selman et al., 1993). In neueren Publika-
tionen wird fur den Menschen auch die Atresie von Priméarfollikeln beschrieben.
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Einige Autoren (Chan et al., 1967; Van Ree, 1975) untergliedern atretische Follikel der Fische
in verschiedene Stadien, die durch in Tabelle 3.2.6 aufgefihrte Merkmale gekennzeichnet
sind. Abbildung 3.2.12 zeigt schematische das Aussehen der verschiedenen Atresiestadien.

Tabelle 3.2.6 Atresiestadien und die fur jedes Stadium charakteristischen Merkmale nach Chan et al.
(1967) und Van Ree (1975).

Atresiestadien Merkmale Bildtafelnr.

Corpus atreticum Typ 1  (aYorhandensein normaler Thekazellen. 12

(b) Leicht hypertrophe Granulosazellen, leichte Degenerglig 12a, b
onserscheinungen der Oocyte, wie Vakuolisierung, Akkumu-
lation gelber Pigmente, etc.

(c) Granulosazellen deutlich hypertroph und von veranderter
Form.

(d) Gefaltete und kollabierte Follikelwand (bestehend aus
Theka- und Granulosaschichten) und nahezu vollstandiges
Verschwinden der Oocytenreste.

(e) Deutliche Veranderungen der Granulosazellen, wie redu-
ziertes Cytoplasma, Erscheinung von Lipidtropfen, etc.

Corpus atreticum Typ 2 (f) Deutliche Hyperplasie der Thekazellen, die 3 x ver- 12
dickt sind. Granulosazellen von normaler Erscheinuggd 12¢. d
Oocyten im letzten Stadium der Oolyse. Thekazallen z. T. mit n
pyknotischen Kernen.

(g9) Thekazellen besetzen das Follikellumen und dringen in
die degenerierende Oocyte ein.

(h) Verkleinerter Follikel durch Reduktion der Vaskularisie-
rung.

e, f

Corpus atreticum Typ 3 In Fischen, in denen diese Atresieform vorkommt, erscheineli
die Gonaden kollabiert und eine gelbliche Flissigkeit Ubeé“d 11b
schwemmt die Gonadenhdohle.

Die Follikel dieses Typs erscheinen leer, obwohl Oocytenreste
vorhanden sind. Das Follikelepithel ist zu einer oder zwei

Lagen flacher Zellen reduziert. Um die Peripherie vieler atre-
tischer Follikel sind Aggregate weniger Zellen erkennbar, die

ahnlich denen des Typ 1 d sind. Dieser Typ findet sich haupt-
sachlich in Mischgonaden.

Corpus atreticum Typ 4 Kollaps der Follikelwand. Nach der Farbung erscheint nur dak?
gestreifte Chorion entweder kollabiert, gefaltet oder zerrissgﬂa 12i,
andere Oocytenelemente fehlen. Anhand des Chorions erkennt™ "’
man, dass dieses Atresiestadium aus reifen Oocyten entsteht.

Corpus atreticum Typ 5 Hierbei handelt es sich um kleine, runde oder ovale Zehad ge-
gregate, die von einer dinnen Follikelzellkapsel umhllt wer-zeigt
den.
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Theka

Granulosa
Chorion

—— Ovulation

sekundéarer Follikel

primare Vitellogenese reifer N
Oocyte @ Follikel
_Ovulation?
Corpus atreticum Typ 1 Corpus atreticum Typ 2 \

X
7 % Corpus atreticum Typ 4

%a
v
Corpus atreticum Typ 3
Corpus atretlcum Typ 5 /

brauner Korper

v

Abbildung 3.2.12:Schema, das hypothetisch die Entstehung der unterschiedli-
chen Typen atretischer Eier zeigt (Chan et al., 1967).

Nach der Ovulation bleiben die geschrumpften Follikelwande, bezeichnet als postovulatori-
sche Follikel, in den Ovarien zurtick. Sie bestehen sowohl aus Thekazellen als auch aus einer
Lage dicht gepackter Granulosazellen, die zum Teil in das Lumen hineinragen. Kurz nach der
Ovulation kénnen die Granulosazellen Lipid- oder Dottertropfen enthalten. Kleine Dotterku-
gelchen und Lipidtropfchen sind auch im Lumen der postovulatorischen Follikel zu.finden
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3.2.2.10 Histologische Befunde der Gonaden der Zebrabarblinge defGeneration

Fur die Untersuchung der morphologischen Veranderungen wurden jeweils 10 der zu Ver-
suchsende entnommenen Zebrabé&rblinge von der Kiemenregion bis zum Kdorperende quer
geschnitten. Auf den Querschnitten waren neben Ovar- bzw. Hodengewebe zumeist An-
schnitte von Muskulatur, Wirbelsaule, Niere, Schwimmblase, Pankreas, Darm, Haut, Skelet-
telementen und Leber erkennbar. Fir den Vergleich der Tiere aus den unterschiedlichen
Schadstoffansatzen mit den Kontrollen wurden Schnitte aus dem Brustflossenbereich heran-
gezogen, weil hier die Gonaden bereits voll ausgebildet zu erkennen waren und der Korperab-
schnitt durch die mit angeschnitten Flossen gut festgelegt werden konnte.

Weibchen der DMSO- und Wasserkontrolle

Die Ovariengrof3e der Kontrolltiere war im Gegensatz zur Hodengré3e sehr variabel, bei den
meisten Tieren jedoch wieder &hnlich der Lebergrof3e im Bereich der Brustflossen. In den
Ovarien aller Kontrolltiere konnten unterschiedliche Entwicklungsstadien der Oocyten gefun-
den werden (Bildtafel 6). In jedem Ovar waren zahlreiche Eier der Reifestufe Il (Bild 6a, b
und e), das heildt fast ausgereifte Eier, vorhanden. Oocyten der Reifestufe | und Il, zeigten
sich meist in Gruppen angesiedelt, hauptséachlich in der lateralen Peripherie des Ovars (Bild
6a, b, c und d). Bei einem Teil der Tiere waren postovulatorische Follikel (Bild 6f) zu beob-
achten. Atretische Eier kamen bei keinem Kontrollweibchen vor.

Manncherder DMSO- und Wasserkontrolle dei-Generation

Die Hoden der mannlichen Kontrolltiere hatten in der untersuchten Schnittebene (Brustflos-
senbereich) annahernd die GroRe der ebenfalls angeschnittenen Lebern. Sie lagen langge-
streckt von ventral nach dorsal entlang der Schwimmblase und schmiegten sich ventral direkt
an die Leber an. Innerhalb der Hoden waren die einzelnen Tubuli seminiferi, deutlich vonein-
ander abgegrenzt zu erkennen. Die Tubuli waren im Querschnitt langlich und erschienen lok-
ker organisiert. Immer waren unterschiedliche Reifestadien der die Spermatogenese durchlau-
fenden Samenzellen zu erkennen. Die einzelnen Zellpopulationen lagen deutlich voneinander
getrennt in den Tubuluswéanden (Bildtafel 7).
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Bildtafel 6: Ovar weiblicher Kontrollzebrabarblinge

Bildtafel 6: Beschreibung siehe Seite 61.
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Folgende Entwicklungsstadien konnten dokumentiert werden:

» Primare Spermatogonien (Bild 7b, ¢ - 1) waren nur sehr selten und in geringer Zahl zu
finden.

» Die in der Spermatogenese aus den primaren Spermatogonien (Bild 7a, b, ¢ — 2) hervor-
gehenden sekundaren Spermatogonien waren in kleinen Gruppen von 3 — 10 Zellen in je-
dem Schnitt erkennbar.

* Inihrer unmittelbarer Nachbarschaft waren die aus den Spermatogonien durch meiotische
Teilung entstehenden priméren Spermatocyten meist in grof3er Anzahl lokalisiert (Bild 7a,
b, c — 3). Diese Zelltypen waren deutlich anhand der in ihnen paarig angeordneten Chro-
mosomen zu erkennen. Aus primaren Spermatocyten entstehen nach der ersten und zwei-
ten Reifeteilung sekundare Spermatocyten (Bild 7a, b, ¢ — 4) und Spermatiden (Bild 7a, b,
c-5).

Das Lumen der Tubuli enthielt immer grol3e Mengen an Spermien (Bild 7a, b, ¢ — 6), war aber
trotzdem nie vollstandig geflllt. Die Spermienansammlungen wirkten locker, so dass zwi-
schen Tubuluslumen und Tubuluswand immer ein Zwischenraum erkennbar war. An wenigen
Schnitten waren Sertoli-Zellen zu sehen (Bild 7¢c — 7).

Weibchen nach Belastung mit 2 pg/L Nonylphenol

Im Vergleich zu den Kontrolltieren waren bei den Weibchen, die Uber den gesamten Lebens-
zyklus mit 2 pg/L Nonylphenol belastet wurden, geringe morphologische Veranderungen zu
beobachten. Wahrend die Ovariengrof3e und die Haufigkeit der unterschiedlichen Oocytenrei-
festufen identisch zu den Kontrollen waren, konnten nach Belastung mit der geringsten
Nonylphenol-Dosis vereinzelt atretische Follikel beobachtet werden (Bildtafel 8; Bild a; Tab.
3.2.7).

Siehe gegeniiberliegende Seite:

Bildtafel 6: Histologie des Ovars und einzelner Eizellen unbelasteter bzw. mit 0,02 % DMSO behan-
delter Zebrabarblingsweibchen der&enerationa: undb: Anschnitt von Leber und Ovar im Bereich

der Brustflossen. Zu erkennen: Oocyten der Reifestufen I, Il, und Ill, sowie in Bild b postovulatori-
sche Follikel {0; VergréRerungera: 64 x; b: 100x). c: Oocyten der Reifestufen | und Il. Reifestufe

I: deutlich erkennbarer Nucleus mit zahlreichen braun farbenden Nucleoli. Cytoplasma sehr dunkel
farbend. Die Theca ist nur als diinner griiner Saum zu erkennen. Reifestufe II: Zunahme der Vakuo-
lenbildung im Cytoplasma.(), im Nucleus sind immer noch deutlich die jetzt randstéandigen Nucleoli
erkennbar (VergroRBerung: 240. d: Spateres Stadium der Reifestufe Il: stark erhdhte Vesikelbildung
(O) im jetzt schwacher farbenden Cytoplasma und Nucleus mit randstandigen Nclatrgrolle-

rung: 280x). e: Oocyten der Reifestufe Ill. In diesem Stadium hat, erkennbar am Auftreten der Dot-
tervakuolen, die Vitellogenese bereits begonnen. Peripher sind Cortikalvesikel angeordnet. Der
Nucleus ist artifiziell geschrumpft, die Nucleoli sind nicht mehr erkennbar. Die Eihille ist deutlich
verdickt (»; VergroRerung: 128). f: Postovulatorische Follikel (VergréRerung: 204
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Bildtafel 8: Beschreibung siehe Seite 65.

Bildtafel 9: Beschreibung siehe Seite 65.
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Mannchen nach Belastung mit 2 pg/L Nonylphenol

Bei mannlichen Zebrabarblingen, die Uber ihr gesamtes Leben mit 2 pg/L Nonylphenol bela-
stet wurden, waren histologische Verdnderungen dokumentierbar. Wahrend Hoden- und Tu-
bulusstruktur im Vergleich zu den Kontrolltieren unverandert blieben, fielen die prall mit
Spermien angefullten Tubuluslumina auf (Bildtafel 9, Bild a). Die Verdichtung der Spermien
war bei allen untersuchten Tieren zu beobachten.

Siehe gegeniberliegende Seite:

Bildtafel 7: Histologie des Hodens und der die Spermatogenese durchlaufenden Zellstadien unbela-
steter bzw. mit 0,02 % DMSO exponierter Zebrabarblingsméannchen des Life-Cycle-Versuchs. Die
unterschiedlichen Reifestadien sind wie folgt gekennzeichnet: 1 =primédre Spermatogonie;
2 = sekundéare Spermatogonie; 3 = primare Spermatocyte (z. T. wahrend der ersten meiotischen Tei-
lung); 4 = sekundare Spermatocyte (z. T. wahrend der zweiten meiotischen Teilung); 5 = Spermatide;
6 = Spermium; 7 = Sertoli-Zelle: Anschnitt von Leber und Hoden im Bereich der Brustflossen. Er-
kennbar sind die locker organisierten, ovalen Tubuli seminiferi. Die Tubuluslumina sind mit Spermien
angeflllt. Bis auf priméare Spermatogonien sind alle die Spermatogenese durchlaufenden Reifestadien
erkennbar. Die Hepatocyten wirken leer, nur der dunkel angefarbte Kern ist zu erkennen (Vergrol3e-
rung: 360x). b: Neben den Hodenzelltypen, die bereits unter a erkennbar waren, sind hier auch prima-
re Spermatogonien zu finden (Vergrof3erung: ¥B8¢: Bis auf Spermatiden sind alle Spermatogene-
sestadien zu finden. Auch Sertoli-Zellen (7), die eine unterstitzende Funktion wahrend der Spermien-
reifung einnehmen, sind zu sehen (VergréRerung:xy30

Bildtafel siehe folgende Seiten:

Bildtafel 8: Querschnitt zweier Zebrabarblingsweibchen im Bereich der Brustflossétach Bela-

stung mit 2 ug/L Nonylphenol. Das Ovar erscheint im Vergleich zu den anderen angeschnitten Orga-
nen nicht vergroRert und seine Organisation entspricht der der Kontrolltiere. Im Ovar sind aller Reife-
stadien der Oocyten erkennbhr.Nach Belastung mit 100 pg/L Nonylphenol. Zu erkennen ist eine
deutliche VergroRerung des Ovars, das zum Teil mit einer grinen Gallerte angefillt ist. Sowohl inner-
halb als auch auRerhalb der Gallerte sind unterschiedliche atretische Follikel erkennbeng(ole-

rung:a: undb: 42x).

65



Ergebnisse und Diskussion

Bildtafel 8: Ovar 2 und 100 NP
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Bildtafel 9: Hoden 2 NP

Bildtafel 9 a: Querschnitt durch den Hoden eines wahrend des gesamten Lebens mit 2 pg/L Nonyl-
phenol belasteten méannlichen Zebrabéarblings. Au3ere Hodenstruktur und innere Hodenaufteilung, mit
langgestreckten Hodentubuli, entsprechen weitgehend den Kontrolltieren. Aufféallig sind die prall mit

Spermien angefllten Hodentubuli (VergroRerung: 148).
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Weibchen nach Belastung mit 20 pg/L Nonylphenol

Wahrend die Gesamterscheinung der Gonaden der mit 20 ug/L Nonylphenol belasteten Ze-
brabarblingsweibchen nicht merklich von den Kontrolltieren abwich, zeigten sich in der Zu-
sammensetzung der vorhandenen Oocytenreifestadien deutliche Unterschiede. Im Vergleich
zu den Kontrolltieren war die Anzahl der Oocyten der Reifestufen | und Il im Verhaltnis zu
der der Reifestufe Ill deutlich erhoht (Bildtafel 10, Bild b). Bei 20 % der Tiere kamen Ovari-
en vor, die ausschliel3lich Eier der frihen Reifestufen enthielten (Bildtafel 10, Bild a; Tab.
3.2.7). Atretische Follikel waren selten zu beobachten.

Mannchen nach Belastung mit 20 pg/L Nonylphenol

Bei den mannlichen Zebrabarblingen, die Gber ihr gesamtes Leben mit 20 pg/L Nonylphenol
belastet wurden, zeigten sich die gleichen Effekte wie zuvor bei den mit 2 pg/L Nonylphenol
belasteten Tieren. Veranderungen der Hodenstruktur waren auch hier nicht zu erkennen, aber
die Tubuli seminiferi waren immer prall mit Spermien angefulit.

Weibchen nach Belastung mit 100 pg/L Nonylphenol

Die Weibchen erschienen nach Belastung mit 100 pg/L Nonylphenol schon vor der Eréffnung
der Leibeshdhle sehr dick, und bei fast allen Tieren waren die Eier bereits nach der Betaubung
durch die Bauchdecke hindurch sichtbar und traten beim Eréffnen der Leibeshéhle hervor.
Viele dieser Eier waren eckig. An den histologischen Schnitten war eine deutliche Vergrof3e-
rung der Ovarien mit einer erhohten Eizahl bei allen exponierten Weibchen im Vergleich zu
den Kontroll- und zu den mit 2 pg/L Nonylphenol behandelten Weibchen zu erkennen (Bild-
tafel 8, Bild b). Auch war der Anteil der oft sehr grol3en Oocyten der Ill. Reifestufe bei 80 %
der Tiere deutlich erhoht (Bildtafel 11, Bild a; Tab. 3.2.7). Die eckigen Eier fielen auch hier
wieder auf. Bei allen untersuchten Tieren war eine grol3e Menge atretischer Follikel zu erken-
nen.

Bildtafel 10: Querschnitt durch das Ovar zweier Zebrabarblingsweibchen nach Belastung mit 20 pg/L
Nonylphenol.a: Das Ovar enthélt ausschliel3lich Oocyten der Reifestufe Das Ovar enthélt alle
Oocyten-Reifestufen. Auffallig ist die erhdhte Anzahl an Eizellen der Reifestufen | und Il. In der
rechten oberen Ecke ist ein atretischer Follikel (AF) zu sehen (VergrofR3erungén: 36
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Bildtafel 10: Ovar Zebrabarblinge 20 NP
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20 % der mit 100 pug/L Nonylphenol belasteten Zebrabarblingsweibchen trugen grol3e degene-
rierte Oocyten in den Ovarien (Bildtafel 11, Bild b), die im Gegensatz zu den ubrigen reifen
Eizellen in ihrem Inneren einheitlich grin angefarbt waren und keine Strukturen von Keim-
blaschen oder Dotter- und Fetttropfchen erkennen lieRen (Bildtafel 12, Bild j). Eine Anhau-
fung dieser Oocyten war im dorsalen Bereich der Ovarien zu beobachten (Bildtafel 8 und 11,
Bild b). Bei 10 % der Tiere fielen in diesem Bereich auch zusammengefaltete Chorionaggre-
gate auf (Bildtafel 11, Bild b), die als charakteristische Merkmale flir Corpora atretica des
Typ 4 gelten (vergl. Tab. 3.2.7). Umgeben waren diese Strukturen von einer griin farbendem
Gallerte. Bei einem Teil der Tiere waren die dorsalen Spitzen der Ovarien komplett mit dieser
Substanz geflillt, vereinzelt waren dann noch schemenhaft Eihillen erkennbar (Bildtafel 11,
Bild b).

Aber auch atretische Follikel unterschiedlicher Typen waren in den Ovarien der gegenuber
100 pg/L Nonylphenol exponierten Zebrabarblingsweibchen zu finden (Bildtafel 12, Bild a —
k). Diese degenerierenden Follikel sind in Bildtafel 12 dargestellt. Da ihre Charakterisierung
in Tabelle 3.2.7 beschrieben ist, sind an dieser Stelle auch die Verweise zu den in der Bildta-
fel zusammengestellten Bildern und deren Bedeutung zu finden.

Mannchen nach Belastung mit 100 pg/L Nonylphenol

Die Gesamterscheinung der Hoden wich im Querschnitt sehr stark von den Kontrollm&nnchen
ab. Wahrend bei den Kontrolltieren die Hoden eher langgestreckt und aufgelockert erschie-
nen, wirkten sie hier abgerundet und stark komprimiert. Auch die innere Struktur der Hoden
unterschied sich deutlich von den Kontrollhoden. Wahrend die Anzahl der nunmehr fast run-
den Tubuli innerhalb der Hoden deutlich erhdht schien, blieb der Durchmesser jedes einzel-
nen Tubulus weit unter dem der Kontrollhoden zurtck (Bildtafel 13).

Aufgrund der Spermienmenge und des Tubulusaufbaus lie3en sich zwei Gruppen unterschei-
den:

» Bei 20 % der Mannchen waren im Lumen der Tubuli fast keine Spermien zu erkennen.
Dafur waren bei diesen Tieren die Tubuluswande mit den darin enthaltenen, die Spermio-
genese durchlaufenden Zelltypen sehr stark ausgepragt (Bild 13a, b).

* Bei der zweiten Gruppe der Mannchen (80 %) war das Lumen der Tubuli seminiferi prall
mit Spermien angefullt, so dass kein Freiraum zu den Wé&nden zu erkennen war. Die Ge-
samtzahl der Spermien schien im gesamten Hoden deutlich erhoht (Bild 13c, d).
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Bildtafeln siehe folgende Seiten:

Bildtafel 11: Querschnitt durch das Ovar zweier mit 100 pug/L Nonylphenol behandelter Zebrabér-
blingsweibchena: Das nur einseitig entwickelte Ovar ist hauptsachlich aus Oocyten der Reifestufe i
zusammengesetzt. Viele dieser Oocyten zeigen bereits Anzeichen beginnender Atresie. Oocyten der
Reifesufen | und Il sind relativ selten zu selenDargestellt ist das Ovar im Bereich der Bauchflos-

sen. Auffallig ist die hohe Anzahl atretischer Follikel)( Das gesamte Ovar scheint mit einer grin
farbenden Gallerte angefillt zu sein. Oocyten der Reifestufe 11l sind nicht zu beobachten. Haufig sind
Eizellen der Reifestufe Il. Inmitten der Ovars sind Bereiche zusammengefalteter Eihillen zu erkennen,
die rot farben((; Vergrofierungen a und b: 42

Bildtafel 12: Unterschiedliche Stadien préaovulatorischer Atresie im Ovar weiblicher Zebrabarblinge
nach Belastung mit 100 pg/L Nonylphenal.und b: Corpusatreticum Typ 1. Die Thekazellschicht

ist normal ausgebildet]). Die Granulosazellen sind hypertroph und umrahmen die Oo®kytelrg

der degenerierenden Oocyte befinden sich noch DotterfestégrgroRerungeia: 200x%; b: 150x).

c: undd: Corpusatreticum Typ 2 (spates Stadium). Zu erkennen ist die Hyperplasie der Thekazellen,
die in das Follikellumen eindringen und es besetzten. Das Cytoplasma der Thekazellen enthalt Dotter-
tropfchen (J). In der degenerierten Oocyte befinden sich Dotterfést€rgroRerungenc: 400x; d:

200x). e:undf: Corpusatreticum Typ 2. Thekazellem( besetzen das Follikellumen und dringen in

die degenerierende Oocyté)(ein.[] Markiert ist die Granulosazellschicht eines angrenzenden Folli-
kels. In die Thekaschicht treten Blutkapillare ein (rechts unten ineBéikennbar; VergroRerungen:

e: 215x; f: 180x%). g: und h: Degenerationserscheinungen der Oocyte. Eventueller Beginn des Atre-
siestadiums Typ 4. Das Follikelepithel ist verander).(Die Dottertropfen sind im Zentrum der
Oocyte lokalisiert [I;VergroRerungeny: 77 x; h: 130x). i: Corpusatreticum Typ 4. Von der Oocyte

sind nur noch Chorionrestélj zu erkennen die gefaltet, kollabiert und in Sticken zwischen Falten
von Follikelepithel liegen(( ). Die follikularen Epithelzellen{) liegen einem zentralen Bindegewe-

be (») auf (VergroRerung: 83K). j: Corpusatreticum Typ 4. Von den Oocyten sind nur noch gefal-
tete und kollabierte Chorionaggregate zu erkenmen Daneben sind noch die Umrisse einer degene-
rierten Oocyte sichtbarl; Vergroerung: 208). k: Beginnendes Stadium des Corpus atreticum
Typ 1; Hypertrophe Granulosazellen, die ein Sekre} i die Oocyte sezernierenl). In den Gra-
nulosazellen sind die pyknotischen Zellkerne zu sekenV/ergréRerung: 968).

Bildtafel 13: Histologie des Hodens und der die Spermiogenese durchlaufenden Reifestadien mehre-
rer Zebrabarblingsmannchen nach Belastung mit 100 pug/L Nonylphenol Uber den gesamten Lebens-
zyklus. Die unterschiedlichen Hodenzelltypen sind wie folgt gekennzeichnet: 0 = Stammzelle;

1 = primare Spermatogonie; 2 = sekundare Spermatogonie; 3 = primare Spermatocyte (z. T. wahrend
der ersten meiotischen Teilung); 4 = sekundare Spermatocyte (z. T. wahrend der zweiten meiotischen
Teilung); 5 = Spermatide; 6 = Spermium; und b: unreif erscheinender Hoden. Die Tubulusdurch-
messer sind im Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich verkleinert. Aufféallig ist das weitgehende
Fehlen von reifen Spermien innerhalb der Tubuluslumina (VergroRerangewlb: 700x). c: undd:

Die Tubuli seminiferi wirken im Vergleich zu den Kontrollen komprimiert und sind prall mit Spermi-

en angefullt U ; VergroRerungen: undd: 110x).
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Bildtafel 14: Beschreibung siehe Seite 75.

Bildtafel 15: Beschreibung siehe Seite 75.
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Bildtafel 12: Atresie
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Bildtafel 13: Hoden 100 NP
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Weibchen nach Belastung mit@tEstradiol

Weibchen, die Uber ihr gesamtes Leben dem Horm@rEETradiol ausgesetzt waren, zeigten
leichte Veranderungen in der Morphologie des Ovars im Vergleich zu den Kontrollen (Bildta-
fel 14). Auffallig war vor allem die Oocytenzusammensetzung des Ovars. Die Anzahl der
Oocyten der Reifestufe Il war deutlich erhdht (Bild 14a, b). Einige dieser Oocyten liel3en
allerdings bereits Anzeichen beginnender Atresie erkennen (Bild 14b). In der Gesamtgrol3e
und Form schienen die Ovarien im Vergleich zu denen der Kontrolltiere nicht verandert. Auf-
fallig war das Vorkommen degenerierter Oocyten der Reifestufe IV, erkennbar an dem bereits
deutlich ausgebildeten, gelb farbenden Chorion (Bild 14c). Dieser Effekt konnte ausschliel3-
lich nach Belastung mit B#Estradiol beobachtet werden.

Mannchen nach Belastung mit&Estradiol

An den Hoden der mit BfEstradiol behandelten Zebrabarblingsmannchen waren &hnliche
Verénderungen zu beobachten wie bei den gegentber NonylpheP@Iug/L) exponierten
Fischen. Die Hoden wirkten in ihrer Gesamtmorphologie im Vergleich zu den Hoden der
Kontrolltiere nicht verandert, zeigten aber in der Zusammensetzung der die Spermatogenese
durchlaufenden Zellpopulationen deutliche Unterschiede (Bildtafel 15). Die Tubuli seminiferi
waren prall mit Spermien angefillt (Bild 15a, b). Haufiger waren sekundare Spermatogonien
und zum Teil auch primare Spermatogonien zu finden (Bild 15c).

Bildtafeln siehe folgende Seiten:

Bildtafel 14: Querschnitt durch das Ovar von Zebrabarblingsweibchen, die Gber den gesamten Le-
benszyklus mit 1F-Estradiol behandelt wurdea: Das Ovar enthalt verhaltnismafiig viele Oocyten

der Reifestufe Il und lll. Unreife Eizellen (Reifestufe I) sind nur in geringen Mengen vor allem im
peripheren Bereich des Ovars zu erkennen (VergroRerung. B2 Auch an diesem Anschnitt wird

die Dominanz der Oocyten der Reifestufe Il deutlich. Einige Oocyten zeigen degenerative Anzeichen
(O). Erkennbar ist auch eine Eizelle der Reifestufe IV mit deutlich ausgepragtem gelb farbendem Cho-
rion (»; VergréRerung: 6&). c: Atretische Oocyte der Reifestufe IV mit gelb farbendem Choren (
VergroRerung: 138).

Bildtafel 15: Querschnitt durch den Hoden eines Uber den gesamten Lebenszyklug-Bagtradiol
behandelten mannlichen Zebrabérblings. Der Hoden ist dicht mit Spermien angefillt. Zu erkennen
sind die unterschiedlichen Spermatogenesestadien, die wie folgt gekennzeichnet sind: 0 = Stammzelle;
1 = primare Spermatogonie; 2 = sekundare Spermatogonie; 3 = primare Spermatocyte (z. T. wahrend
der ersten meiotischen Teilung); 4 = sekundare Spermatocyte (z. T. wahrend der zweiten meiotischen
Teilung); 5 = Spermatide; 6 = Spermium; 7 = Sertoli-Zellddohe Dichte an Spermien innerhalb des
Lumens der Tubuli seminiferi (Vergrof3erung: 390b: Zu erkennen sind, deutlich voneinander ab-
getrennt, die die Spermatogenese durchlaufenden Zellpopulationen (VergroRerurpy: B5Die

Anzahl priméarer und sekundarer Spermatogonien ist im Verhéltnis zu den anderen Spermatogenese-
stadien erhoht (VergrofRerung: 16%0
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Bildtafel 14: Ovar Estradiol
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Bildtafel 15: Hoden Estradiol
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Tabelle 3.2.7Histologische Untersuchung der Ovarien von Zebrabéarblingsweibchen nach kontinuier-
licher Belastung mit Nonylphenol und3-Estradiol im Life-Cycle-Test

H.O DMSO Nonylphenol E2
2 ug/L 20 ug/L 100 pg/L 100 ng/L
Relative Grof3e des Ovars ++ +++ ++
Organisation der Oocyten
Gleiche Reifestufen in Gruppen + + + ++ - +
Anzahl der Oocyten
Reifestufe | + + + +++ 4+ +
Reifestufe I + + + +++ +++ +++
Reifestufe llI ++ ++ ++ ++ - +
Atretische Follikel
Corpus atreticum Typ 1 - - - - - -
Corpus atreticum Typ 2 + + ++ - +++ -
Corpus atreticum Typ 3 - - - - +++ -
Corpus atreticum Typ4 - - - - +++ -
Corpus atreticum Typ 5 - - - - - -
Schleimablagerungen - - - - 4 -
Eihullenablagerungen - - - - ++ -
Fehlen des Ovars - - - + + -
Ovotestes - - - - - -
++++ Merkmal sehr stark ausgepragt
+++ stark ausgepragt oder haufig
++ aufgepragt oder regelmaRig vorkommend
+ wenig ausgepragt oder selten

- nicht vorhanden

3.2.2.11 Ultrastrukturelle Veranderungen der Leber nach Exposition gegenuber Nonyl-
phenol und 1'B-Estradiol

Fir die ultrastrukturelle Bewertung der durch Nonylphenol urfgtBstradiol hervorgerufe-

nen Veranderungen im Vergleich zu den Kontrollen wurden jeweils 10 Tiere aus jedem An-
satz des Life-Cycle-Versuchs untersucht. Das Geschlecht der untersuchten Tiere wurde ma-
kroskopisch bestimmit.

Bei den Tieren aus den Kontrollansatzen 0,02 % DMSO und Wasser war der flr Zebrabar-
blinge typische Sexualdimorphismus der ca. 15— 19 um grofR3en polyedrischen Hepatocyten
des Zebrabarblings deutlich zu erkennen. Die Geschlechter unterschieden sich vor allem in
der Anordnung und Menge des rauhen endoplasmatischen Retikulums (rER) und der Vertei-
lung der Speicherstoffe.
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Leber weiblicher unbelasteter Zebrabarblinge

Die Hepatocyten der weiblichen unbelasteten oder mit 0,02 % DMSO behandelten Zebrabar-
blinge waren im Vergleich zu den Leberzellen der méannlichen Tiere reich an Organellen
(Bildtafel 16, Bild a). Das rER bildete immer Stapel langgestreckter, nicht unterbrochener
Lamellen (zum Teil tGber 20 in paralleler Anordnung) die den zentral gelegenen Kern um-
hillten. Der ca. 5 um grol3e Zellkern enthielt meist nur sehr wenig Heterochromatin. Pro He-
patocytenquerschnitt konnten ca. 3 — 5 Golgi-Felder beobachtet werden, die aus flachen Zi-
sternen aufgebaut waren. An den Golgi-Zisternen waren meist kleine Golgi-Vesikel zu erken-
nen, die mit maRig elektronendichtem Material angefillt waren. Die unmittelbar in der Nahe
des rER lokalisierten, ca. 4,5 um langen und 0,8 um brliechondrien, waren von spha-
rischer bis langlicher Gestalt. Peroxisomen (ca. 0,2 — 1,8 um grof3) kamen meist in geringer
Anzahl vor. Sie waren rund bis oval und erschienen nur schwach elektronendicht. Glykogen
fand sich nur in geringen Mengen locker gespeichert in kleinen Arealen, dafir zeigten die
meisten Zellen ein bis mehrere Lipidtropfen (Bildtafel 16, Bild a; Tab. 3.2.8).

Leber mannlicher unbelasteter Zebrabarblinge

Im Vergleich zu den Weibchen waren die Hepatocyten der mannlichen Zebrabarblinge bei
anndhernd gleicher Grol3e relativ arm an Organellen (Bildtafel 16, Bild b). Zu erkennen waren
meist nur wenige Reihen kurzer rER-Zisternen. Mit den rER-Zisternen waren runde bis lang-
gestreckte Mitochondrien von bis zu 3,5 um Lange und 0,5 um Breite assoziiert. Zum Teil
kamen spharische Peroxisomen (0,1 — 1 um grof3) in der Néhe des zentral gelegenen Kerns
vor. Der Kern enthielt oft viel Heterochromatin und selten einen auffalligen Nucleolus. Golgi-
Felder waren nur selten erkennbar und wirkten im Vergleich zu denen der Weibchen sehr
klein. In der Peripherie der Zellen befanden sich meist ausgedehnte Glykogenfelder, die mit
Ausnahme weniger Lysosomen, frei von Organellen waren. Lidideinschliisse waren selten.

Bei beiden Geschlechtern waren glattes endoplasmatisches Retikulum, Lysosomen, mikrove-
sikulare Korper und autophagische Vakuolen nur selten zu finden. Hieran &nderte sich auch
nach Belastung der Fische nichts (siehe auch Tab. 3.2.8).

Leber weiblicher Zebrabarblinge nach Belastung mit Nonylphen®0(ug/L)

Nach Belastung weiblicher Zebrabarblinge ;20 pg/L Nonylphenol fielen vor allem Ver-
anderungen des endoplasmatischen Retikulums und der Golgi-Apparate auf (Bildtafel 17,
Bild a, b, c). Mit steigender Nonylphenol-Konzentration war neben dem Verlust der Stapel-
bildung eine zunehmende Fenestrierung des rER zu erkennen. Weiterhin war eine Erh6hung
der Anzahl an Golgi-Feldern sowie ein Anstieg der Golgi-Vesikelbildung sichtbar (Bild 17a).
Auffallig war die erhohte Glykogenmenge in den Hepatocyten nach Belastung der Tiere mit
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20 und 100 pg/L Nonylphenol (Bildtafel 17 und 18, Bild a). Beim Vergleich des Zellkerns
sowie der Nucleoli ergaben sich keine wesentlichen Veranderungen zu den Kontroll-
Hepatocyten. Eine Zunahme der Peroxisomen war nicht zu erkennen. In der Speicherstoffzu-
sammensetzung war vor allem eine Erhéhung der Glykogenmenge im Vergleich zu den Kon-
trollen dokumentierbar (Bildtafel 17, 18; Bild a).

An den Hepatocyten der Zebrabarblingsweibchen, die Gber ihr gesamtes Leben mit 100 pg/L
Nonylphenol belastet wurden, war zusatzlich eine starke Dilatation der Golgi-Zisternen, ver-
bunden mit einer vermehrten Vesikelbildung zu erkennen (Bildtafel 18, Bild a, b, ¢). Mem-
branwirbel konnten haufiger beobachtet werden (Bildtafel 18, Bild d).

Bei 50 % der mit 100 pg/L Nonylphenol belasteten Zebrabarblingsweibchen konnte zusatz-
lich eine starke Dilatation verbunden mit einer starken Fragmentierung der rER-Zisternen
dokumentiert werden (Bildtafel 18, Bild e, f; siehe auch Tab. 3.2.8).

Leber mannlicher Zebrabarblinge nach Belastung mit Nonylphea0l ug/L

Bei den mannlichen Zebrabarblingen fielen weitreichende ultrastrukturelle Veranderungen
der Hepatocyten ebenfalls erst ab der Belastung mit 20 pg/L Nonylphenol auf. Besonders
deutliche Unterschiede zu den Kontrolltieren zeigten sich bei der Zusammensetzung und dem
Aufbau des Proteinsyntheseapparates. Neben dem Anstieg der Menge des rauhen endoplas-
matischen Retikulums, war vor allem eine zunehmende Fenestrierung und Fragmentierung
dieses Organells erkennbar. An den Golgi-Feldern war eine verstarkte Vesikelbildung zu be-
obachten (Bildtafel 17, Bild b). Ab einer Belastung mit 100 pg/L konnte zusatzlich zu der
starken Fragmentierung auch eine starke Dilatation der rER-Zisternen dokumentiert werden
(Bildtafel 19).

Auch die Zusammensetzung der Speicherstoffe unterschied sich von den Kontrollzellen.
Wahrend eine dosisabhangige Abnahme des Glykogens zu erkennen war, konnten vermehrt
Lipidtropfen in den Leberzellen der belasteten Fische nachgewiesen werden (Bildtafel 17,
Bild b; Tab. 3.2.8). Haufig waren Membranwirbel zu beobachten, die bei den Kontrollzellen
immer fehlten.

Siehe gegeniiberliegende Seite:

Bildtafel 16: Hepatocyten unbelasteter Zebrabarblirgeeines weiblichen Tieres. Im Zellkern ist der
Nucleolus deutlich zu erkennen. Heterochromatin ist um den Nucleolus und peripher an der inneren
Kernmembran lokalisiert. Die Zellen sind reich an rauhem endoplasmatischen Retikulum, das in kon-
zentrischen Kreisen um den Zellkern angeordnet ist. Zwischen den Zisternen des rER sind eine Viel-
zahl von Mitochondrien zu finden (VergroBerung: 7480b: eines mannlichen Tieres. Die Zellen

sind dicht mit Glykogen angeflllt. Um den Kern ist nur wenig rauhes endoplasmatisches Retikulum,
umgeben von Mitochondrien, zu erkennen. Der Zellkern ist reich an Heterochromatin, der Nucleolus
ist deutlich ausgepragt (Vergrol3erung: 7800
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Bildtafel 17: Hepatocyten von, gegeniiber 20 pg/L Nonylphenol exponierten Zebrabarblangen.
Leberzellen eines weiblichen Fisches. Innerhalb der Zellen sind grol3e Mengen an Glykogen zu finden.
Der Zellkern ist unauffallig, der Nucleolus ist nicht erkennbar. Heterochromatin ist nur wenig zu se-
hen. Konzentrisch um den Kern ist rauhes endoplasmatisches Retikulum (rER) angeordnet. In Asso-
ziation mit dem rER sind zahlreiche Mitochondrien erkennbar. Haufig sind Golgi-Felder ebenfalls in
Kernnahe zu sehen, die durch ihre starke Vesikelbildung auffallen. In wenigen Zellen sind kleine Li-
pidansammlungen in Form von Lipidtropfen zu finden (VergroRerung: 8100 Leberzellen eines
Zebrabarblingsmannchens. Innerhalb des Kerns ist der grol3e Nucleolus deutlich zu erkennen. Um den
Nucleolus ist wenig Heterochromatin angeordnet. Das rauhe endoplasmatische Retikulum ist stark
fragmentiert und zum Teil dilatiert. Golgi-Felder sind in hoher Anzahl zu erkennen. Auffallig ist die
grof3e Menge an Glykogen, das peripher in den Zellen in Glykogenfeldern angelegt ist (Vergréf3erung:
9200x).

Bildtafel Seite 84:

Bildtafel 18: Hepatocyten von, mit 100 pug/L Nonylphenol belasteten Zebrabarblingsweitachen.
Leberzellen eines weiblichen Fisches. In den Zellen sind gro3e Mengen an Glykogen zu finden. Der
Nucleolus ist deutlich erkennbar. Konzentrisch um den Kern ist das zum Teil fenestrierte rauhe
endoplasmatische Retikulum (rER) angeordnet. Haufig sind ausgedehnte Golgi-Felder ebenfalls in
Kernnahe zu erkennen, deren Zisternen dilatiert sind. An den Golgi-Zisternen ist eine starke Vesikel-
bildung zu sehen. Zwischen die rER-Zisternen sind zahlreiche Mitochondrien eingestreut. (Vergrolie-
rung: 9545x). b: Golgi-Felder: die Golgi-Zisternen sind deutlich dilatiert (Vergrof3erung: 890¢:
Golgi-Feld: an den dilatierten Zisternen ist eine rege Bildung elektronendichter Vesikel zu erkennen
(VergrofBerung: 15908). d: Membranwirbel innerhalb eines Glykogenfeldes (VergréRerung:
22500x). e: Stark dilatiertes rER assoziiert mit Mitochondrien eines mannlichen Zebrabarblings (Ver-
groRerung: 5008). f: Das rauhe endoplasmatische Retikulum ist stark fragmentiert und dilatiert. In
Assoziation mit den rER Zisternen sind zahlreiche Mitochondrien erkennbar. Im Kern ist der Nucleo-
lus deutlich zu sehen. Neben zahlreichen Glykogenfeldern sind wenige kleine Lipidtropfen erkennbar
(VergrolRerung: 8698).
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Bildtafel 17: Beschreibung siehe Seite 82.

Bildtafel 18: Beschreibung siehe Seite 82.

Bildtafel 17: Hepatocyten 20 NP
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Bildtafel 18: Hepatocyten 100 NP, Weibchen
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Bildtafel 19: Hepatocyten 100 NP, Mannchen

Bildtafel 19 a: Hepatocyten eines mit 100 pug/L Nonylphenol behandelten Zebrabéarblingsméannchens.
In den Zellen sind ausgedehnte Glykogenfelder erkennbar. Der Zellkern ist unauffallig, der Nucleolus
ist deutlich erkennbar. Konzentrisch um den Kern ist rauhes endoplasmatisches Retikulum (rER) an-
geordnet. In Assoziation mit dem rER, das nicht in geordneten Stapeln angeordnet ist, sondern stark
fragmentiert und fenestriert ist, sind zahlreiche Mitochondrien erkennbar. Die rER-Zisternen sind
deutlich dilatiert. In Kernnahe sind zwei Golgi-Felder zu sehen, an denen elektronendichte Vesikel zu

finden sind (VergréRerung: 9069.
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Leber weiblicher Zebrabarblinge nach Behandlung mit 100 ng-Bstradiol

An den Hepatocyten der gegeniiber 100 ng/B-Egtradiol exponierten Zebrabarblingsweib-
chen fielen &hnlich wie nach Nonylphenol-Behandlung vor allem Veranderungen des rauhen
endoplasmatischen Retikulums und der Golgi-Felder auf (Bildtafel 20, Bild a, b). Auffallig
war vor allem der Verlust der Stapelbildung des rER, verbunden mit der Fenestrierung der
rER-Zisternen. Das rER war nicht wie bei den Kontrollzellen ausschliefilich in Kernnahe lo-
kalisiert, sondern erstreckte sich Gber die gesamte Zelle bis in die Peripherie. Eine vollstandi-
ge Fragmentierung der Zisternen wie bei den Nonylphenol-behandelten Mannchen war nicht
zu erkennen. Golgi-Felder konnten haufiger dokumentiert werden. An den Golgi-Feldern
zeigte sich eine starke Vesikelbildung (Bild 20a, b).

In der Zusammensetzung der Speicherstoffe unterschieden sich die Hepatocytef3-der 17
Estradiol-behandelten Tiere von den Kontrollen durch die starke Einlagerung von Lipid (Tab.
3.2.8).

Leber mannlicher Zebrabérblinge nach Behandlung mit 100 ngAEktradiol

Die Leberzellen der 100 ng/L p+Estradiol-behandelten Zebrabarblingsménnchen zeigten
ahnliche Veranderungen wie die Zellen der gegentber 100 pug/L Nonylphenol exponierten
Fischmannchen. Das rauhe endoplasmatische Retikulum war nicht wie bei den Kontrolltieren
in geringen Mengen in Stapeln angeordnet, sondern in Form fragmentierter und dilatierter
Zisternen uber die Zelle verteilt (Bildtafel 20, Bild c, d).

In der Zusammensetzung der Speicherstoffe zeigte sich nur eine leichte Abnahme des Glyko-
gengehaltes im Vergleich zu den Kontrolltieren (Tab. 3.2.8).

Bildtafel 20: Hepatocyten von Y¥Estradiol-belasteten Zebrabarblinganundb: Leberzellen weib-

licher Fischea: Der Zellkern ist unauffallig, der Nucleolus ist deutlich erkennbar. Das zum Teil fe-
nestrierte rauhe endoplasmatische Retikulum (rER) erstreckt sich Uber die gesamte Zelle. In Assozia-
tion mit dem rER sind zahlreiche Mitochondrien erkennbar. Die sehr haufig sichtbaren Golgi-Felder
zeigen eine starke Vesikelbildung. Im Bereich kleiner Glykogenfelder sind Ansammlungen von Li-
pidtropfen zu finden (VergrofRerung: 6000x%; b: 10700x%). c: undd: Leberzellen ménnlicher Fische.

Die im Umrif3 leicht veranderten Kerne enthalten unauffallige Nucleoli. Das stark fragmentierte rER
erstreckt sich Uber die gesamte Zelle. Die rER-Zisternen sind stark dilatiert (siehe Einschub; Vergro-
Berung: 2000®). Die Golgi-Zisternen sind ebenfalls dilatiert. An den Golgi-Zisternen sind zahlreiche
Golgi-Vesikel zu erkennen. Die Zellen enthalten im Vergleich zu den Zellen der weiblichen Tiere
mehr Glykogen, jedoch im Vergleich zu den Kontrolltieren kleinere Glykogenfelder (Vergré3erungen:
c: 6300x; d: 11600x).
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Bildtafel 20: Hepatocyten Estradiol
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Tabelle 3.2.8:Ultrastrukturelle Untersuchung der Leber von Zebrabérblingen nach kontinuierlicher
Belastung mit Nonylpheno&(20 pg/L) und 100 ng/L B¢Estradiol (E2) im Life-Cycle-Test.

Weibchen Mannchen
Kontrolle NP E2 Kontrolle NP E2
Kern
UnregelmélRige Kernumrisse - + - - + +
Heterochromatin + + + + + +
Verandertes Hetero- - - + - + -
chromatinmuster
Mitochondrien
Menge ++ +++ +++ ++ +++ ++
Heterogenitét + +++ ++ + 4+ ++++
Assoziation mit ER ++ +++ ++ ++ +++ ++
Peroxisomen
Peroxisomencluster - + - - - -
rer
Menge +++ ++++ +++ + +++ ++
Verlust der Stapelbildung - +++ +++ - 4+ ++
Fenestrierung der rER- - +++ + - ++ ++
Zisternen
Vesikulierung und/oder - - - - +++ 4+
Fragmentierung
Bildung konzentrischer - ++ ++ - ++ +
Membranwirbel
Dilatation der Zisternen - + + - ++ ++
Golgi-Felder
Menge ++ +++ ++ + + +
Dilatation der Zisternen - +++ + - - -
Erhohte Vesikelbildung + +++ +++ - + ++
Reservestoffe
Lipidmenge ++ ++ ++++ + ++ +
Glykogenmenge ++ ++ + ++++ ++ +++
Glykogenosomen - + - - - -
++++ Merkmal sehr stark ausgepragt
+++ stark ausgepragt oder haufig
++ aufgepragt oder regelmafiig vorkommend
+ wenig ausgepragt oder selten

- nicht vorhanden

3.2.2.12 Veranderungen des Skeletts und des Schéadels nach Exposition gegentber Nonyl-
phenol

Unbelastete Zebrabarblinge

Die wahrend des gesamten Lebens im Wasser bzw. 0,02 % DMSO gehaltenen Tiere, hatten
eine gerade Wirbelsaule innerhalb der die Wirbelkdrper deutlich voneinander abgesetzt zu
erkennen waren. Die Neural- und Hamalbdgen waren deutlich als langgestreckte nach caudal
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gerichtete Fortsatze sichtbar. Die Aufgabelung der Wirbelsaule im Bereich der Schwanzflosse
war deutlich getrennt.

Zebrabarblinge nach Belasturzg2 pg/L Nonylphenol

Tiere, die Uber ihr gesamtes Leben der héchsten Nonylphenol-Konzentration ausgesetzt wa-
ren, zeigten starke Deformationen der Wirbelsaule als Ganzes, aber auch der Wirbelkorper im
Einzelnen. Die Wirbelsaule war nicht langgestreckt wie bei den Kontrolltieren sondern stark
verbogen. Oft war im Bereich der Schwanzwirbelsdule ein leichter Knick zu erkennen, der
bereits an den lebenden Tieren wéhrend des Versuches beobachtet werden konnte (s. Kap.
3.2.2.3). Die Wirbelsaule zeigte keine so deutliche Gliederung wie die Wirbelsdule der Kon-
trolltiere. Die Wirbelkoérper waren deutlich kleiner, dinner und deformiert. Dornfortsatze wa-
ren nur noch sehr schwach oder gar nicht mehr zu erkennen. Die Neural- und Hamalbdgen
waren stark verbogen und nicht so klar angeordnet wie bei den Kontrolltieren. Bei den bela-
steten Tieren fehlte die Aufgabelung der Wirbelsdule vor der Schwanzflosse. Die bei den
Kontrollen deutlich getrennt angelegten Knochen waren hier verwachsen.

Bildtafel siehe nachste Seite:

Bildtafel 21: Skelette unbelasteter und mit unterschiedlichen Nonylphenol-Konzentrationen behan-
delter Zebrabarblingea: Skelett eines Kontrolltieres. Die Wirbelsdule ist gerade und die einzelnen
Wirbelkérper sind deutlich gegeneinander abgesétat Die Rippen sind gerade nach caudal gerich-

tet. Die Aufgliederung der Wirbelséaule im Bereich der Schwanzflosse ist deutlich zu erk&rnbn (
Skelett eines Uber das gesamte Leben mit 2 pg/L Nonylphenol behandelten Zebrabéarblings. Die Wir-
belkdrper sind deutlich dinner als die der Kontrolltiere und erscheinen in ihrem Aufbau nicht mehr so
deutlich gegliedert((). Die Rippen sind nicht mehr klar nach caudal gerichtet und zum Teil verbogen.
Die Aufgliederung der Wirbelsaule im Schwanzbereich ist erkenrbparc und d: zeigen die Ske-

lette zweier Zebrabarblinge, die Uber ihr gesamtes Leben mit 100 pg/L Nonylphenol behandelt wur-
den. Die Wirbelsaule weist mehrere Biegungen auf. Die dinnen Wirbelkérper sind nicht mehr gegen-
einander abgegrenzt sondern erscheinen verwachserH@gmal- und Neuralbdgen sind gekrimmt

und nicht mehr deutlich nach caudal gerichtet. Die Aufgliederung der Wirbelsaule im Bereich des
Schwanzes ist nicht mehr zu erkenner).(1. Aufbau der Wirbelkdrper eines Kontrolltieres. Die Wir-

bel sind deutlich gegeneinander abgegrenzt, Hamal- und Neuralbégen sind nach caudal Berichtet.
Wirbelkérper eines mit 2 pg/L Nonylphenol behandelten Tieres. Die Wirbelkorper sind deutlich diin-
ner.3. Abschnitt der Wirbelsaule eines gegentiber 100 pg/L Nonylphenol exponierten Zebrabéarblings.
Die Wirbelkorper erscheinen miteinander verschmolzen und dinner als die der Kontrolltiere. Hamal-
und Neuralbdgen sind verkilrzt und nicht so stark caudal orientiert. VergréRerungen (a, b, ¢ und d):
3 x.
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Bildtafel 21: Beschreibung siehe Seite 89.

Bildtafel 22

90



Ergebnisse und Diskussion

3.2.3 Untersuchung der Wirkung von Nonylphenol im Early-Life-Stage-Test

Die folgende Early-Life-Stage-Untersuchung ist eine Erganzung zum bereits beschriebenen
Life-Cycle-Versuch. Daher wurden mit 2, 20 und 100 pg/L Nonylphenol die gleichen Test-
konzentrationen gewahlt und zusatzlich 200 pg/L Nonylphenol getestet. Als Kontrollen dien-
ten eine 0,02 %ige DMSO-L6sung und Wasser. Nach dem Aussortieren der unbefruchteten
Eier (Bildtafel 22, Bild a), wurden 20 befruchtete Eier (Bild 22b, c) gegeniber DMSO und
Nonylphenol exponiert. Dies erméglichte eine genaue Beobachtung jedes einzelnen Tieres
und seiner Entwicklung. Innerhalb der ersten drei Lebenstage waren keine Schadigungen oder
Veranderungen der Entwicklungsgeschwindigkeit zu beobachten (Bild 22c, d, i, €). Ab dem 3.
Tag auftretende Schadigungen wurden in Tabelle 3.2.9 zusammengestellt und sind zum Teil
in Bildtafel 22 dargestellt.

Tabelle 3.2.9Ereignisse wahrend der Early-Life-Stage-Untersuchung unter dem Einfluss von Nonyl-
phenol, Wasser und DMSO. Dargestellt sind neben der Schlupfrate am 3. Tag nach Eiablage auftre-
tende teratogene Schadigungen.

H,O DMSO Nonylphenol
0,02% 2pg/L 20 pg/L 100 pg/L 200 pg/L

Larvenanteil am 3. Tag nach Eiablage57 22 52 9 9 21
(%)

Verkrimmung der Schwanzwirbel- - - - - - 47
saule (%)

Krimmung der gesamten Wirbelsaule - - - - - 47
(%)

Starke Krimmung der Wirbelsaule (%) - - - - - 6
Odembildung am Perikard (%) - - - - - 47
Vollige Verkrippelung (%) - - - - 4

Letalitat (am 6. und 7. Tag nach Ei- - 5 - - - 33
ablage; %)

Herzfrequenz verlangsamt (%) - - - - - 20
Aufrechtes Schwimmen nach: 4d 4d 4d 4d 6d 6d

Die bei 47 % der Tiere nach Exposition gegeniber 200 ug/L Nonylphenol auftretenden Ver-
krimmungen der gesamten Wirbelsaule waren bereits nach dem Schlupf der Larven zu er-
kennen, sind jedoch nicht mit den oftmals vorhandenen reversiblen Krimmungen, bedingt
durch die Lage im Ei, zu verwechseln. Wahrend diese ungeschadigten Tiere sich innerhalb
eines Tage vollstandig streckten, blieben die krankhaften Wirbelsaulenverkrimmungen wéh-
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rend des gesamten Versuchszeitraumes erhalten. Tiere mit starker Krimmung waren zu kei-
ner gerichteten Lokomotion fahig und starben am 5. und 6. Tag nach Eiablage.

Odeme, hier nur Perikardédeme, bildeten sich erst ab dem 4. Tag nach der Eiablage und damit
1 - 2 Tage nach dem Schlupfen der Tiere (Bild 22h, k und ). Zu Beginn waren die Perikardo-
deme ausschlie3lich auf die Herzregion beschrénkt, dehnten sich jedoch nach einem Tag
weiter caudal aus. Zusammen mit den Odemen traten hier auch immer Wirbelsaulenver-
krimmungen auf. Tiere mit Perikardddemen starben zu 70 % bereits zwei Tage nach Auftre-
ten des Odems (am 6. Tag nach Eiablage). Die verbleibenden 30 % der Larven starben einen
Tag spater.

Larven mit leichten Verkrimmungen der Wirbelsaule (Bild 22f), sowohl cranial als auch im
Bereich der Schwanzwirbelséaule, schienen durch diese Schadigung nicht beeintrachtigt. Sie
lebten bis Versuchsende und zeigten auch im Schwimmverhalten kaum Unterschiede zu den
normal entwickelten Tieren.

Bei einem Tier konnten Augenanomalien festgestellt werden. Diese Larve hat neben einem
normal entwickelten ein verkleinertes Auge (Bild 22i).

Bildtafel 22: Entwicklungsstadien unbelasteter und mit Nonylphenol belasteter Zebrabarblingslarven.
a: Unbefruchtete Eizelle, ca. 6 h nach Eiablage (VergréRerung). 54 Embryo, ca. 6 h nach Eiabla-

ge (VergréfRerung: 54). c: Gesunder Embryo, ca. 24 h nach Eiablage. Der Schwanz ist bereits abge-
l0st. Zu diesem Zeitpunkt sind bereits heftige Spontanbewegungen zu beobachten. Eine Pigmentierung
ist noch nicht zu sehen (VergréRerung:>34d: Gehirnanlage eines normal entwickelten, ca. 48 h
alten Embryos({ ). Die deutlich ausgebildeten Augen und Ohren des gesunden Tieres sind deutlich zu
erkennen (VergroRerung: 150. e: Wirbelsdule und Somiten eines 48 h alten Tieres (Vergrof3erung:
230x). f: Schwach abgeknickte Wirbelsaule im hinteren Kérperabschnitt einer ca. 3 Tage alten Ze-
brabarblingslarve nach Behandlung mit 200 pg/L Nonylphenol. Die Pigmentierung ist deutlich zu
erkennen (VergroRerung: &). g: Gesunde, ca. 3 Tage alte Zebrabérblingslarve. Von cranial begin-
nend sind die normal entwickelten und pigmentierten Augen, das Ohr mit dem Statolithen, Schwimm-
blase und dartber Wirbelsdule und Somiten zu erkennen (VergroReruxg:h91Ca. 3 Tage alte

Larve mit Perikardédeni) nach Belastung mit 200 pg/L Nonylphenol. Augen- und Ohrenanlagen
sind normal entwickelt und die ventral gelegene Mund6ffnung ist zu erkennen (VergroReruhng: 91

i Dorsalansicht einer ca. 4 Tage alten, aufschwimmenden Zebrabarblingslarve. Beide Augen sind
normal ausgebildet (VergroRerung: ¥3j: Dorsalansicht einer ebenfalls ca. 4 Tage alten Larve nach
Behandlung mit 200 pg/L Nonylphenol. Um den Kopf der Larve sind noch die Reste der Eihille zu
erkennen. Das linke Auge ist im Vergleich zum rechten Auge unterentwickelt (VergroReruigk 43

undl: Perikardddeme an ca. 5 Tage alten Zebrabéarblingslarven, nach Belastung mit 200 pg/L Nonyl-
phenol (J). Inl ist schemenhaft das durchblutete Herz zu erkennen (VergroRerunges: 162
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Bildtafel 22: Embryotox.
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3.2.4 Einfluss kurzzeitiger Belastung mit Nonylphenol auf das Geschlechter-
verhaltnis

In einem weiteren Versuch sollte der Einfluss kurzzeitiger Nonylphenol-Exposition friher
Lebensstadien des Zebrabarblings auf die spatere Geschlechterauspragung untersucht werden.
Zu diesem Zweck wurden jeweilsx360 Eier, bzw. Larven, tUber ein Zeitfenster von einer
Woche wahrend der Embryonal- und Larvalphase mit 100 pg/L Nonylphenol belastet. Nach
den Belastungsphasen wurden die Tiere in unbelastetem Wasser bis zu Geschlechtsreife ge-
halten.

Bei den zu Versuchsende durchgefiihrten Reproduktionsversuchen waren keine Unterschiede
in Eizahl und Befruchtungsrate zu den Kontrolltieren erkennbar. Auch das Geschlechterver-
haltnis blieb im Gegensatz zur Langzeitexposition gegeniuber 100 pg/L Nonylphenol im Life-
Cycle-Test ausgeglichen.

3.2.5 Diskussion der Wirkung von Nonylphenol auf den Zebrabéarbling

In der vorliegenden Studie konnte die Wirkung von Nonylphenol auf den Zebrabaibing (

nio rerio) in vielfaltiger Weise gezeigt werden. Tiere, die Uber ihr gesamtes Leben 2, 20 und
100 pg/L Nonylphenol ausgesetzt waren, zeigten neben starken Veranderungen der Morpho-
logie und des Verhaltens vor allem Stérungen der Reproduktionsfahigkeit, im Sinne verrin-
gerter Eizahlen und Befruchtungsraten. Besonders auffallig waren die Veranderungen der
Geschlechterzusammensetzung innerhalb der kinstlichen Populationen der genannten Ver-
suchsansatze. Nach histologischer und cytologischer Aufarbeitung der Versuchstiere wurden
weitere durch Nonylphenol hervorgerufene Anomalien erkennbar. Neben der Schadigung der
Ovarien einiger Tiere, beispielsweise vermehrt auftretender Atresie der Oocyten, fielen
strukturelle Veranderungen der Hoden auf. Die Ultrastruktur der Hepatocyten belasteter Tiere
war gepragt durch Veréanderungen vorwiegend der Golgi-Felder und rER-Zisternen, vermut-
lich aufgrund der verstarkten Proteinsyntheseleistung der Zellen. Eine indirekte Wirkung des
Nonylphenols zeigte sich an den Larven dgfGEéneration, die, selbst unbelastet, vermutlich
aufgrund der Beeintrachtigung der Elterntiere vermehrt unter Odemen und Wirbelsaulenan-
omalien litten. Missbildungen der Embryonen und Larven sowie histologische Veranderungen
der Gonaden waren zum Teil bereits ab der Belastung mit 2 pg/L Nonylphenol zu erkennen,
einer Konzentration, die im Freiland oft an Klaranlagenabflissen gemessen und Uberschritten
wird. Aber nicht nur in der Nahe von Klaranlagen, sondern auch im Wasser von Flissen und
an Estuaren ist Nonylphenol, wenn auch oft in geringen Konzentrationen, nachweisbar (Nay-
lor et al., 1992; Ahel et al., 1994a, b, c; Kvestak et al., 1994; Blackburn und Waldock, 1995;
Kojima and Watanabe, 1998; Isobe et al., 1999; Tsuda et al., 2000). So bewegten sich bei-
spielsweise die Nonylphenol-Werte nach der Untersuchung von 30 Flissen GrolRbritaniens
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zwischen 0,11 und 0,64 pg/L im freien Wasser, in Klaranlagenabflissen waren Spitzenwerte
von 180 pg/L Nonylphenol zu messen. Sogar im Trinkwasser GroR3britanniens konnten
Nonylphenol-Mengen von bis zu 1 pug/L nachgewiesen werden (Kubeck und Naylor, 1990;

Clark et al., 1992; Talmage, 1994; Lee und Peart, 1995; Blackburn und Waldock, 1995).

Das es sich bei den Alkylphenolen, zu denen Octylphenol und Nonylphenol gehoéren, um
Substanzen mit estrogener Wirkung handelt, ist bereits seit einer von Dodd und Lawson 1938
durchgefuhrten Studie bekannt und konnte in einer Reihe neuerer Untersuchungen bestatigt
werden (Soto et al., 1991; Jobling und Sumpter, 1993; Purdom et al., 1994; Desbrow et al.,
1996; Jobling et al., 1996; Lech et al., 1996; Nimrod und Benson, 1996; Ren et al., 1996a, b;
Abraham und Frawley, 1997; Madsen et al., 199istiansen et al., 1998a, b; Korsgaard

und Pedersen, 1998; Bechmann, 1999; Christensen et al., 1999; Miles-Richardson et al.,
1999a, b; Kinnberg et al., 2000). Grundlage einer Vielzahl dieser Studien war die Bewertung
von Biomarkern wie die durch Xenoestrogene oder Estrogene hervorgerufene Induktion des
Dottervorlauferproteins Vitellogenin oder die Produktion des Eihtllenprotéorsa(radiatg
eierlegender Vertebraten (Arukwe et al., 1997, 1998; Patyna et al., 1999). Vollstindige
vivo-Experimente sind bislang jedoch selten, obwohl sie oft schon nach kurzen Expositions-
zeiten vielschichtige Ergebnisse liefern kénnen.

Bereits nach 14- bzw. 21tagiger Exposition méannlicher Medakas gegentuber Octylphenol
(Gronen et al., 1999) bzw. Nonylphenol (Shioda und Wakabayashi, 2000) fielen beispielswei-
se neben histologischen Veranderungen nach Verpaarung belasteter Mannchen mit unbela-
steten Weibchen verminderte Eizahlen und Befruchtungsraten auf. Problematisch bei der
Durchfihrung kurzzeitiger Expositionen ist, dass Fische auf3eren Einflissen nicht in jeder
Phase ihres Lebens gleich empfindlich gegentberstehen. Vielmehr gibt es gerade wahrend der
frihen Entwicklung Zeitfenster wie die Gonadenentwicklungsphase (bei Karpfen zwischen
dem 50. und 110. Tag, Gimeno et al., 1997), wahrend der die Tiere besonders empfindlich auf
estrogene Stimuli reagieren (Yokota et al., 2000). Life-Cycle-Versuche bieten die Méglich-
keit, auch ohne die genaue Kenntnis sensibler Phasen eine zuverlassige Aussage Uber die
Wirkungsweise eines Schadstoffes zu treffen. Ein weiterer Vorteil lebenslanger Belastung ist,
dass eine weit grofRere Zahl unterschiedlicher Parameter miteinander abgeglichen werden
kann und durch histologische, cytologische, biochemische, konditionelle und reproduktions-
biologische Untersuchungen ein vielschichtiges Bild entsteht.

Beim Vergleich der histologischen Verdnderungen mit dem rticklaufigen Reproduktionserfolg
der hier untersuchten Zebrabarblinge wird die Aussagekraft des Life-Cycle-Experimentes am
deutlichsten. Zebrabarblingsméannchen, die Gber ihr gesamtes Leben unter dem Einfluss von
Nonylphenol £ 2 pg/L) gehalten wurden, zeigten &hnliche Veranderungen der Hodenstruktur
wie die von Christiansen et al. (1998a) woéchentlich mit 100 pg/g Nonylphenol gespritzten
mannlichen Aalmuttern. Wéahrend ein Teil der Zebrabarblinge vor allem nach Belastung mit
100 pg/L Nonylphenol Hoden hatten, die neben zahlreichen Spermatogonien keine Spermien
erkennen lieBen, zeigten sich die Tubuli seminiferi, anderer Zebrabarblingsmannchen prall
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mit Spermien angeflllt. Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen von Christi-
ansen et al. (1998a), die nach Nonylphenol-Behandlung ebenfalls Hoden mit prall angefullten
Lobuli seminiferi, aber auch degenerierte Hoden nachweisen konnten.

An dieser Stelle sei angemerkt, dass die Unterscheidung zwischen Tubuli und Lobuli der
Fischhoden, wie sie in zahlreichen Studien beschrieben ist, (Hoar, 1969; Dodd, 1972; Callard
et al., 1978; Hoar und Nagahama, 1978; Nagahama, 1983) keine Gliltigkeit mehr hat (Grier et
al., 1980, Grier, 1981). Nach Grier et al. (1980) sind somit die Hoden fast aller Fischarten in
Form des unbegrenzten, spermatogonialen Testis-Typ organisiert, dem der begrenzte sper-
matogoniale Testis-Typ der Atheriniformes gegenubersteht. In beiden Hodentypen lauft die
Spermatogenese in Cysten ab, die von den Sertoli-Zellen geformt werden (Grier et al., 1980;
Grier, 1981).

Christiansen et al. (1998a) treffen tber die mdglichen Konsequenzen der histologischen Ver-
anderungen der Hoden fur die Reproduktionsfahigkeit der belasteten Aalmuttern keine Aus-
sage. Die Vielschichtigkeit der Ergebnisse des hier vorgestellten Life-Cycle-Versuchs macht
jedoch eine Korrelation der zunehmenden histologischen Veranderungen der Hoden mit der
kontinuierlichen Abnahme der Reproduktionsfahigkeit der mannlichen Tiere moégah.
zeigten bereits die Zebrabarblingsmannchen, die tber ihr gesamtes Leben mit 2 pg/L Nonyl-
phenol belastet worden waren, neben leichten Veranderungen der Hoden im Vergleich zu den
Kontrolltieren, signifikante Verringerungen der Befruchtungsraten. Ein vollstandiges Erliegen
der Reproduktionsféahigkeit konnte nach kontinuierlicher Exposition der Fischménnchen ge-
genuber 100 pg/L Nonylphenol beschrieben werden. Die Hoden dieser Tiere wiesen starke
strukturelle Veranderungen auf.

Wie die Beeinflussung durch Nonylphenol stattgefunden hat, ist unklar, und Gber die genauen
Wirkungsmechanismen lasst sich keine feste Aussage treffen. Fur die Verringerung der Be-
fruchtungsraten konnte jedoch eine verminderte Anzahl abgegebener Spermien in Frage
kommen (Kime und Nash, 1999). Da aber kein Beweis fur eine Verminderung der abgegebe-
nen Spermienmenge vorliegt, missen weitere mogliche Ursachen, die zu einer Beeintrachti-
gung des Reproduktionserfolges gefiihrt haben kdnnen, in Betracht gezogen werden. Der Ein-
fluss von Nonylphenol kénnte bei den Mannchen auch zu einer verminderten Spermienquali-
tat gefuhrt haben (Kime und Nash, 1999), wie sie bereits fir viele Xenoestrogene in zahlrei-
chen Studien mit unterschiedlichen Tierarten gezeigt werden konnte (Sharpe and Skakkebaek
1993; Sharpe, 1993; Guillette et al., 1994; Sharpe et al., 1995; Jobling et al., 1996; Toppari et
al., 1996; Christiansen et al., 1998a).

Die Verminderung der Spermienqualitat ist in erster Linie in einer Stérung des Hormonmi-
lieus zu suchen. Denn stimmt das korrekte Hormonmilieu nicht, ist auch die Qualitat der pro-
duzierten Gameten nicht mehr gewabhrleistet (Kime und Nash, 1999). Die Beeinflussung des
Hormonkreislaufes kénnte auch der Grund fur die beobachteten Veranderungen des Balzver-
haltens der gegentiber 100 pg/L Nonylphenol exponierten Zebrabarblinge gewesen sein und
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daraus resultierend fur das Ausbleiben des Reproduktionserfolges selbst in Kombination mit
den Kontrollweibchen. Auch Gronen et al. (1999) vermuten ein verandertes Balzverhalten als
Ursache fir die erfolglose Reproduktion Octylphenol-exponieet@0(ug/L) Medakamann-

chen nach Verpaaren mit Kontrollweibchen. Als mdglicher Mechanismus fiir das modifizierte
oder vollstandig ausbleibende Balzverhalten ware, ahnlich wie fir Octylphenol an Ratten be-
schrieben (Blake und Boockfor, 1997), eine Verminderung des Testosterongehalts im Blut
denkbar. Diese kann eine Beeinflussung des Verhaltens tber das Gehirn nach sich ziehen.
Veréanderungen von Testosterongehalt und Gonadotropinausschittung bewirkten bei Schwei-
nen eine Verringerung der Grof3e der Hodentubuli (Trudeau et al., 1992), wie sie auch bei den
mit 100 pg/L Nonylphenol behandelten Zebrabarblingsménnchen nachgewiesen werden
konnte. Inwieweit Veranderungen des Testosteronspiegels das Reproduktionsverhalten von
Fischen beeinflussen kénnen, ist bislang allerdings noch nicht endgultig geklart (Gronen et
al., 1999). Ergebnisse aus frihen Untersuchungen, in denen Verhaltensanderungen nach exo-
gener Gabe von Steroiden wie Testosteron und Estradiol bei einer Reihe von Fischarten beob-
achtet werden konnten, bieten aber die Grundlage fir ein besseres Verstandnis der Xenoestro-
genwirkung. So konnte beispielsweise van den Hurk (1982) nach Gabe fdestt&@diol

eine Verringerung der reproduktiven Aktivitat bei Zebrabarblingen, hervorgerufen durch die
Hemmung der Steroidsynthese, beobachten. Nach Gabe von Testosteron war eine Unterdruk-
kung der Steroidsynthese, aber keine Veranderungen im Balzverhalten zu beobachten. Auch
wenn diese Beobachtungen zunachst tberraschend waren, fihrten doch weitere Untersuchun-
gen an kastrierten Zebrabarblingsmannchen zu einer plausiblen Theorie. So sind namlich
nicht, wie zunachst angenommen, die gonodalen Steroide, sondern vielmehr die von der Hy-
pophyse gebildeten Gonadotropine im wesentlichen fir die Modulation des Verhaltens ver-
antwortlich (van den Hurk, 1982). Dies bedeutet fir die vorliegende Studie, dass es durch den
Einfluss von Nonylphenol tUber den negativen Ruckkopplungsmechanismus auf die Hypotha-
lamus-Hypophysen-Achse der mannlichen Fische zunachst zu einer Reduktion der Gona-
dotropinsausschuttung und daraus resultierend zu einer verminderten Steroidsynthese in den
Hoden gekommen sein konnte (siehe Abb. 3.2.13). Da Alkylphenole Uber eine rezeptorver-
mittelte Reaktion als PZEstradiol-Agonisten bei der Stimulation der Vitellogenese der Leber
wirken (White et al., 1994), ist auch eine Reaktion auf andere, estrogenrezeptortragende Or-
gane der Hormonkaskade wie Hypothalamus und Hypophyse denkbar (Pakdel et al., 1989;
Salbert et al., 1993; Kime et al., 1999; Yadetie, 1999)

Fir eine hormonelle Beeinflussung durch Nonylphenol sprechen vor allem auch die an den
Zebrabarblingsweibchen beobachteten histologischen Befunde. An den Ovarien dieser Tiere
war nach Belastung mit 20 und 100 pug/L Nonylphenol und 100 ngB:Es#adiol neben

dem vermehrten Auftreten follikularer Atresie eine veranderte Oocytenzusammensetzung im
Vergleich zu den Kontrollweibchen zu beobachten. Atresie tritt zwar zum Teil auch bei un-
belasteten Tieren auf (Billard und Takashima, 1983; Takashima, 1986) und kann als toxische
Reaktion durch verschiedene Schadstoff hervorgerufen werden (Donaldson, 1990; Dierschke
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et al., 1994), doch kennt man diese Degenerationserscheinung bei Saugetieren vor allem nach
auffalligen Hormonveranderungen (Junqueira und Carneiro, 1991). Als Hauptausloser folli-
kularer Atresie gelten vor allem die Estrogene (Dierschke et al., 1994). Bei Fischen ist das
Auftreten von Atresie bei physiologisch gesunden Weibchen sehr ungewéhnlich (Wallace und
Selman, 1981; Papoulias et al., 1999) und kann vor allem wahrend der natirlichen Ge-
schlechtsumkehr bei hermaphroditen Arten (Chan et al., 1967; Kaipia und Hsueh, 1997) be-
schrieben werden. Auch kennt man diese Veranderung beispielsweise an Zebrabarblingen und
Medakas nach exogener Gabe vofi-Eétradiol oder estrogenahnlich wirkenden Substanzen

wie Octylphenol (Gray et al., 1999; Gray und Metcalfe, 1999; Olsson et al., 1999).

Wie genau die Wirkung der exogenen Xeno-(Estrogene) auf den Hormonmetabolismus aus-
sieht, ist nicht geklart. Doch scheinen Studien, in denen nach artifizieller Hemmung der Go-

nadotropinsynthese (van Ree, 1975; Pawar und Katdare, 1983) ebenfalls ein vermehrtes Auf-
treten von Atresie zu verzeichnen war, die Hypothese von einer durch Nonylphenol bedingten
Beeinflussung der Hypothalamus-Hypophysen-Achse (Abb. 3.2.13, 3.2.14) bei den Zebrabér-
blingen zu bestatigen. Fur Octylphenol jedenfalls, das bei Medakas zu einer erhéhten Atresie-
rate gefuihrt hatte (Gray und Metcalfe 1999), konnte eine hemmende Wirkung auf die Gona-

dotropinsynthese méannlicher Ratten bereits nachgewiesen werden (Blake und Bookfor, 1997).

Aber nicht allein das vermehrte Auftreten atretischer Follikel, sondern auch die bereits er-
wahnte Veranderung der Oocytenzusammensetzung dek Biitug/L Nonylphenol und

100 ng/L 1PB-Estradiol belasteten Zebrabarblinge deutet auf eine Blockade der Gonadotro-
pinsynthese hin (van Ree, 1975; Sukumar und Karpagaganapathy, 1992). Bei diesen Fischen
war eine Zunahme préavitellogener und eine Abnahme postvitellogener Oocyten in ahnlicher
Weise wie bei Dickkopfelritzen nach [-Estradiol-Belastung (Miles-Richardson et al.,
1999b), zu beobachten. Eine Blockade der GtH-II Sekretion durch exogen zugegelfienes 17
Estradiol ist bei Regenbogenforellen bereits beschrieben (Chyb et al., B@8uell konnte

auch das Auftreten eckiger Oocyten, wie sie in den Ovarien der gegentber 100 pg/L Nonyl-
phenol und 100 ng/L PBFEstradiol exponierten Zebrabarblingsweibchen bereits makrosko-
pisch nachweisbar waren und von Sukumar und Karpagaganapathy (1992) nach Carbofuran-
Belastung an Zwergfadenfischen beschrieben wurde, ein Hinweis auf die Hemmung der Go-
nadotropinsynthese sein (Sukumar und Karapagaganapthy, 1992).
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O Informationen der Sinnesorgane:
* Augen

* Pinealorgan

« olfaktorische Organe

~.

Hypophyse

Inhibin

Steroide '
\ Gonade

negative und positive
Ruckkopplung

parakrine Wirkung
Vitellogenin

Abbildung 3.2.13Regelkreis des Steroidmetabolismus bei Fischen: Die von der Hypophysg pro-
duzierten Gonadotropine wirken auf die Gonaden ein. Bei Salmoniden ist GtH-I hauptséachlich fur
die Kontrolle der frihen Stadien des Reproduktionszyklusses verantwortlich; dies sind bei den
weiblichen Fischen die Wachstumsphasen der Oocyte. GtH-1I bewirkt eine Ausschiittung des MIS
(= reifeinduzierendes Steroid) innerhalb der Gonaden, was bei Weibchen schlie3lich zu diner er-
folgreichen Ovulation fiihrt. Bei Mannchen wird dieses Steroid direkt vor der Samenabgabe gebil-
det (Thomas et al., 1995) und dient hiermit wahrscheinlich dem gleichen Zweck wie bei den Weib-
chen, ndmlich der erfolgreichen Abgabe der Gameten. GtH-I hat eine hohe Homologie zum FSH,
GtH-1l zum LH der Sauger (van der Kraak et al., 1992; MacLatchy und van der Kraak, 2000).
Wahrend der frihen Phasen in Wachstum und Entwicklung der Gonaden stimuliert Gti-I die
Synthese und Abgabe von Estradiol und Testosteron von den Follikelzellen bei Weibchen und die
Abgabe von 11-Ketotestosteron und Testosteron in Mannchen (Smith, 1978; Fostier et al.| 1983).
Diese Steroide wirken dann Uber spezifische Kernrezeptoren der Zielorgane (Smith und Thomas,
1990), beispielsweise in der Leber. Hier findet aufgrund der Stimulation durch Estradiol die Syn-
these von Vitellogenin statt. Vitellogenin wird bei weiblichen Fischen tber die Follikelzellen in die
Oocyten aufgenommen und dort in die Dotterproteine Vitellin und Phosvitin gespalten (Wahli et
al., 1981). Estradiol wirkt weiterhin tber einen negativen- und positiven Feedback-Mechapismus
in Gehirn und Hypophyse auf die Gonadotropinsynthese ein. Testosteron bewirkt tiber den|Umbau
zu Estradiol (durch die Aromatase) eine Erhdhung der Empféanglichkeit der Hypophyse fur GnRH.
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Abbildung: 3.2.14.Mdgliche Wirkungsweisen von Xenoestrogenen auf die Hypothalaf
Hypophyse-Gonaden-Achse (Mattison et al., 1983; Thomas, 1990; van der Kraak et al., 19

1. Erkennung der Chemikalien durch die peripheren Sinnesorgane.

2. Eingriff in die neuronale Aktivitat des Hypothalamus Uber die Veranderung der Neurg
mitterfunktion (Seegal et al., 1986; Khan und Thomas, 1996). Veranderungen der hy
lamischen Neurotransmitteraktivitdt konnen die GnRH-Ausschiittung beeinflussen, und
sekundar auch die GtH-Bildung der Hypophyse (Cicero et al., 1977).

3. Direkte Wirkung auf die Hypophyse durch die Beeinflussung der Signaltransduktiof
damit der Gonadotropin I- und Ill-Ausschittung (Cooper et al., 1987; Thomas, 1993).
die Wirkung der Chemikalien auf die GtH-Abgabe kommt es zu Anderungen der Stel
kretion und der gonodalen Funktion (Thomas, 1989).

4. Direkte Wirkung auf die Gonaden durch die Stérung des Second messenger-Syste
steroidogener Enzyme (Sangalang und O'Halloran, 1973; Singhal et al., 1985; Phe
Laskey, 1989; van der Kraak et al., 1992).

5. a. Induktion von P450 Enzymen in der Leber; hierdurch kann es zu erhéhtem Abbau d
roide und damit zu Veranderungen des Plasmasteroidgehaltes und der Steroidfunktig
men (Sivarajah et al., 1978; Yano und Matsayama, 1986). Die Folge kénnen Verandse
der Menge des Estrogenrezeptors und der Vitellogeninproduktion sein.

b. Direkte Wirkung der Chemikalien Uber eine estrogenrezeptorvermittelte Reaktion n
Folge vermehrter Vitellogeninbildung und —ausschittung (White et al., 1994; Blakg
Boockfor, 1997).

6. Wirkung Uber den Feedback-Mechanismus auf Hypothalmus und Hypophyse, entwed
rekt Uber Verdnderungen des zirkulierenden Steroidgehaltes oder direkt im Sinne a
scher oder antagonistischer Bindung an Steroidrezeptoren (Bulger und Kupfer, 1985;
und Nelson, 1986; Thomas und Smith, 1993). Einen positiven Feedback tben die S
Testosteron und.7B-Estradiol normalerweise bis zur beginnenden Gametogenese a
Synthese von GtH-I und GtH-II aus (Breton et al., 1997). Wahrend der Gametogenes
E2 Uber einen negativen Feeback auf die GtH-I Sekretion (Larsen und Swanson, 199
gault et al., 1998). Auf GtH-Il hat E2 einen indirekt positiven oder negativen Effekt tibé
Modulation einer E2-aktivierten dopamininhibitorischen Tonus (Saligault et al., 1998).
der Ovulation geht die GtH-lI-Ausschiittung stark nach oben, wahrend das GtH-II-N
gleich bleibt. E2 bewirkt eine Hemmung der GtH-Il Sekretion, aber nicht der GtH-I Se
on (Chyb et al., 1999).
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Durch Chemikalien induzierte Veradnderungen auf einem Niveau der Hypothalamus-

Hypophysen-Gonaden-Achse ziehen zwangslaufig auch die Aktivitatsveranderungen auf
Ebenen dieser Achse mit sich (Thomas und Khan, 1995).
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Wie es zu den Veranderungen innerhalb des Ovars kommen kann, wird klar, wenn man die
Aufgabe der Gonadotropine bei Teleosteern naher betrachtet. Entsprechend den Saugetieren
findet man auch bei Fischen zwei Hypophysenhormone, die fur die Aufrechterhaltung der
Hoden- und Ovarientétigkeit verantwortlich sind. GtH-1 regelt in &hnlicher Weise wie das
follikelstimulierende Hormon der Saugetiere bei weiblichen Fischen das Follikelwachstum
und bei Mannchen die Spermatocytendifferenzierung. Dem zweiten Gonadotropin (GtH-II),
kommt bei weiblichen Fischen, ahnlich dem Sauger-LH (luteinisierenden Hormon), die Re-
gelung der Ovulation und Sekretion eines reifeinduzierenden Steroids (MIS; bei Saugern =
Progesteron) zu; bei mannlichen Fischen wirkt es auf Synthese und Sekretion von Testosteron
(Patifio, 1997; Trudeau, 1997). Die bei den belasteten Zebrabarblingsweibchen beobachtete
erhohte Atresierate, vor allem nach Belastungen mit 100 pg/L Nonylphenol, kénnte, unter der
Annahme, dass sich Nonylphenol tatsachlich stérend auf die Gonadotropinsynthese ausge-
wirkt hat, durch eine verminderte bzw. fehlende Wirkung von GtH-II hervorgerufen worden
sein. Durch den fehlenden Einfluss von GtH-1l kbnnte es dann zu einer Blockade der Eiablage
und in deren Folge zu einer Degeneration reifer Oocyten gekommen sein (Mylonas et al.,
1997a, b; Kime, 1999). Denn wahrend die Entwicklung und Teilung der Oogonien (mitoti-
sche Teilung), die Produktion neuer Oocyten (Oogenese) und die ersten Wachstumsphasen
der Oocyte autonom sind, bedirfen Vitellogenese und die Vollendung der meiotischen Tei-
lung einer Steuerung durch die Hypophyse (van Ree, 1975).

Gonadotropine sind, wie erwahnt, nicht nur als Regulatoren der Keimzellreifung weiblicher
Tiere unabdingbar, auch bei Mannchen fungieren sie als wichtige Induktoren von Sperma-
tocytendifferenzierung und -abgabe. Die deutliche Zunahme von Spermatogonien in den Ho-
den der mit 100 pg/L Nonylphenol belasteten Zebrabarblinge, wie sie auch in anderen Studien
an Regenbogenforellen (Jobling et al., 1996), Dickkopfelritkeméphales promeladliles-
Richardson et al., 1999b) und Meerbrassyrafus aurataCondeca und Canario, 1999) nach
Nonylphenol- bzw. 13-Estradiol-Exposition gezeigt werden konnte, ist ein Hinweis fir die
Stérung der Gonadotropinsynthese (Matty, 1985; Jobling et al., 1996). Auch das Fehlen von
Spermien in den Hoden einiger gegenuber 100 pg/L Nonylphenol-exponierter Zebrabarblin-
ge, wie es auch nach Gabe vorp-Estradiol an Regenbogenforellen beobachtet werden
konnte (Billard et al., 1981), spricht fur eine Stérung des normalen Ablaufes der Keimzellrei-
fung, wahrscheinlich bedingt durch die Beeinflussung der Gondadotropinsynthese tber einen
madglichen Eingriff in den Feedbackmechanismus (Sumpter et al., 1996; Kime et al., 1999a).
Durch den mdglichen Einfluss von Nonylphenol auf die Hypophyse kdnnte es also zu einer
Hemmung der GtH-1l Sekretion und damit zu einem Ausbleiben der Entwicklung der letzten
Reifestadien der Spermatogenese gekommen sein.

Kommt es zu einer Blockade der Spermatogenese, werden die sich nicht mehr weiter entwik-
kelnden Keimzellen degenerieren (Miles-Richardson et al., 1999b). Da die Sertoli-Zellen eine
wichtige Rolle bei der Phagocytose der degenerierten Keimzellen spielen (Hunter und Do-
naldson, 1983; Lofts, 1987; Miles-Richardson et al., 1999b), kann es zu einer Proliferation
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dieses Zelltypes kommen, wie sie Miles-Richardson et al. (1999b) beschreiben. Eine leichte
Zunahme der Sertoli-Zellen schien auch bei den mit Nonylphenol exponierten Zebrabar-
blingsméannchen stattgefunden zu haben. Aus den lichtmikroskopischen Untersuchungen an
den Zebrabarblingshoden wird nicht klar, ob auch weiter entwickelte Keimzellen resorbiert
wurden. Elektronenmikroskopische Beobachtungen an Hoden von E2-behandelten Aalmut-
tern (£oarces viviparus zeigen aber das Vorhandensein Spermatozoen-phagocytierender
Sertoli-Zellen (Chistiansen et al., 1998). Entsprechend der Vermutung von Condeca und Ca-
nairo (1999) konnte das Fehlen von Spermien in den Hoden der belasteten Zebrabarblinge
durch die Phagocytose durch Sertoli-Zellen erklart werden.

Da die genaue Ursache der in zahlreichen Studien (Wester und Canton, 1986; Trudeau et al.,
1992; Lye et al., 1997; Gray et al., 1999; Miles-Richardson et al., 1999b; Kinnberg et al.,
2000) beobachteten Hodenstrukturveranderungen bislang jedoch noch nicht sicher geklart ist
(Christiansen et al., 1998a), miussen auch noch weitere mégliche Wirkungswege von Nonyl-
phenol in Betracht gezogen werden. So ist beispielsweise bei den mannlichen Tieren auch ein
direkter Wirkmechanismus estrogener Stoffe auf die Hodenzellen denkbar (Christiansen et al.,
1998a). Von besonderer Bedeutung sind hierbei wieder die Sertolizellen, deren Hauptaufgabe
die Regulation der Spermiogenese darstellt (Russel, 1980; Dubois und Callard, 1989; Pudney,
1995; Christiansen et al., 1998a). Eine Stérung der normalen Funktion dieser Zellen, die bei
Saugetieren (Nakhla et al., 1984) und vermutlich auch bei Fischen (Dubois und Callard, 1989)
Estrogenrezeptoren in ihrem Kern tragen (Pelletier et al., 2000), kann sich daher verandernd
auf die Hodenstruktur auswirken (Christiansen et al., 1988a¢. Beeinflussung der Sertoli-

zellen durch 1[-Estradiol und Nonylphenol beschreiben Christiansen et al. (1998a). Auch
Colombo und Grandi (1995) konnten an Aalen eine dur@Estradiol hervorgerufene Ser-
tolizellschadigung dokumentieren. Aber nicht allein die indirekte und direkte Wirkung estro-
gener Stoffe auf die Estrogenproduktion kann sich in einer Funktionsstérung der Sertolizellen
und damit auf die Hodenstruktur auswirken; auch eine direkte Hemmung der Androgensyn-
these, ausgel6st durch estrogene Stoffe, erscheint denkbar (Trudeau, et al., 1993; Abb. 3.2.13,
3.2.14). Auch wenn bei der Wirkung von Nonylphenol in der vorliegenden Studie ein toxi-
scher Mechanismus nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden kann, deuten doch die
beobachteten Befunde, vor allem auch im Vergleich mit den @rE&ifadiol-behandelten
Fischen gezeigten Effekten, eher auf eine hormonelle Beeintrachtigung der Tiere hin.

In der vorliegenden Studie wurde deutlich, dass Mannchen sensibler auf exogene Stdérungen
durch estrogene Substanzen reagieren als Weibchen. Denn wahrend Veranderungen der
Oocytenzusammensetzung erst ab einer Belastung mit 20 pg/L Nonylphenol zu beobachten
waren, zeigten sich histologische Unterschiede der Hodenstruktur im Vergleich zu den Kon-
trolltieren bereits ab 2 pg/L Nonylphenol. Diese Beobachtung deckt sich mit einer Studie von
Miles-Richardson et al. (1999a). Auch hier konnte nach 42tagiger Exposition von Dickkopfel-
ritzen gegentber Nonylphenolkonzentratiogeh 5 pg/L keine Zunahme priméarer, d. h. pra-
vitellogener Follikel beobachtet werden. Erst nach 2wdchiger Exposition gegentuber 0,1, 2
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und 10 nM 1B-Estradiol war bei der gleichen Fischart eine signifikante Zunahme priméarer
Follikel zu sehen (Miles-Richardson et al., 1999b). Im Unterschied zu den Nonylphenol ex-
ponierten weiblichen Tieren waren bei dem mannlichen Dickkopfelritzen jedoch bereits deut-
liche Effekte nach Exposition gegentber 1,1 und 3,4 pg/L Nonylphenol zu beobachten (Mi-
les-Richardson et al., 1999a). Eine hohere Sensibilitat der Mannchen gegeniiber Nonylphenol
erklaren Giesy et al. (2000) wie folgt: DaptEstradiol normalerweise viel haufiger und in
hoéheren Mengen im Plasma weiblicher Fisch zu finden ist und Nonylphenol eine deutlich
schwachere estrogene Wirkung hat als das Hormon selbst (White et al., 1994; Servos, 1999),
bedarf es wahrscheinlich héherer Dosen, um Veranderungen in der Zusammensetzung der
Follikelstadien zu bewirken (Giesy et al., 2000).

Inwieweit sich der verringerte Reproduktionserfolg im Sinne verminderter Befruchtungsraten
der belasteten mannlichen Zebrabarblinge auf die Population auswirken kann, ist nicht Klar.
Sicher scheint jedoch, dass die geringfiigige Reduktion der Eizahl, wie sie nhach Behandlung
der Fische mit 2 und 20 pg/L Nonylphenol und 100 ng/B-Egtradiol beobachtet werden
konnte, keine dramatischen Auswirkung auf den Fortbestand der Population haben kann
(Schéfers et al., 1989). Diese Hypothese wird von dem Ergebnis einer speziell fir den Zebra-
barbling entwickelten Computersimulation gestitzt (Oertel et al., 1991), wonach die Anzahl
der produzierten Eier nicht der relevanteste Parameter fur den Fortbestand der Zebrabar-
blingspopulation ist. Entsprechend der Simulation scheint nicht einmal die Verringerung der
Eizahl um ca. 50 % den Fortbestand der Zebrabarblingspopulation zu geféahrden. Da die
Computersimulationen auf Laborexperimenten mit Populationen limitierter Gré3e beruhen,
ist eine Anwendung dieser Daten auf das Freiland bislang aber noch fraglich.

Die Gesundheit der Nachkommen ist ein weiteres wichtiges Kriterium flr den Fortbestand
einer Population. In der vorgestellten Studie konnten an 30 % der untersuchten Larven, deren
Eltern gegenuiber 20 pg/L Nonylphenol exponiert worden waren, Odeme und an 20 % der
Tiere Wirbelsdulenanomalien festgestellt werden. Dieser Umstand erscheint zunachst er-
staunlich, da die Embryonen und Larven dieseGEneration selbst nicht belastet waren und

bei ihren belasteten Eltern in der Larvalphase nur selten Odeme und Wirbelsdulenanomalien
aufgetreten waren. Berucksichtigt man jedoch, dass der Embryo seine Entwicklungsinforma-
tion Uber den Dotter erhalt (Bern und Nishioka, 1993), erscheint die Zunahme der Entwick-
lungsanomalien nicht weiter Uberraschend. Im Unterschied zu den Tierep@enération,

die von ihren unbelasteten Eltern wahrscheinlich einen weitgehend schadstofffreien Dotter
erhalten hatten und gegen die exogene Wirkung des Nonylphenol durch das Chorion teilweise
geschutzt waren (Blaxter, 1969), konnte bei den Embryonen und Larven-@Genération

eine Anreicherung des lipophilen und daher zur Bioakkumulation neigenden Nonylphenols
(Ekelund et al., 1990; Ahel und Giger, 1993; Ahel et al., 1993) im Dotter zu einer Schadigung
gefuhrt haben. Eine solche Weitergabe lipophiler Substanzen durch die Mutter ist in zahlrei-
chen Studien an Fischen beschrieben (Freeman und Idler, 1975; Niimi, 1983; McMaster et al.,
1992). Die Akkumulation von Schadstoffen wie estrogen aktive chlorierte Kohlenwasserstof-
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fe im Dotter wird von vielen Autoren auch fur das erhdhte Auftreten von Entwicklungs-
anomalien an Wildtieren wie Vogeln, Reptilien und Fischen verantwortlich gemacht (Nimii,
1983; McMaster et al., 1992; Review bei Vos et al., 2000). So konnten beispielsweise ver-
mehrt deformierte Fischlarven in der mit chlorierten Kohlenwasserstoffen belasteten Ostsee
(von Westernhagen et al., 1988a) und missgebildete Embryonen aus pelagischen Eiern in
stark verschmutzten Bereichen der Nordsee beobachtet werden (Cameron et al., 1992). Bis-
lang ist jedoch noch nicht klar, ob alle im Freiland beobachteten Effekt auf endokrin wirksa-
me Stoffe zurlckzufiihren sind, oder ob auch andere Umweltfaktoren dafir verantwortlich zu
machen sind (Dethlefsen et al., 1996). Auch die in der vorliegenden Studie beschriebenen
Entwicklungsanomalien der Larven desy-Generation lassen sich nicht eindeutig auf eine
endokrine Aktivitat zurtckfihren. Dennoch erscheint eine Beeinflussung des Hormonmeta-
bolismus, wie man sie von anderen Xenoestrogenen an Reptilien bereits kennt (Guillette und
Crain, 1996), auch im Fall von Nonylphenol und dem spater vorgestellten Octylphenol nicht
unwahrscheinlich. Fur Octylphenol konnte auch in einer anderen Studie mit ahnlichen Kon-
zentrationen wie in der vorliegenden Untersuchung eine Schadigung der Nachkommen bela-
steter Eltern gezeigt werden (Gronen et al., 1999).

Als weiteren sehr deutlichen Effekt konnte bei den Nachkommen der2nitg/L Nonlyphe-
nol-belasteten Elterntiere aus dem Life-Cycle-Versuch eine Verzdgerung bis hin zu einem
volligen Ausbleiben des Schlupfes beobachtet werden. Uber ahnliche Verzégerungen des
Schliipfens berichten Fent und Meier (1994) und Seim et al. (1984) nach Exposition von El-
ritzen- Phoxinus phoxinysund Regenbogenforelleneiern gegenuber Triphenylzinnchlorid
bzw. Kupfer, sowie Dave und Xiu (1991) an Zebrabarblingen nach subletaler Gabe von Kup-
fer und Nickel. Grund fur die Schlupfverzégerungen sind nach Dave und Xiu (1991) entweder
eine direkte schadstoffbedingte Hemmung der Chorionase (von Westerhagen, 1988b) oder
osmotische Storungen, die wiederum die Chorionase oder die muskulare Befreiungsbewegung
des Embryos beeinflussen konnen. Die Chorionase ist ein Enzym, das fur die Auflosung der
Zona internades den Embryo umgebenden Chorions verantwortlich ist (Denucé, 1985). Als
weiterer moglicher Faktor, der unter Einfluss von Schadstoffen das Schlupfverhalten der Lar-
ven beeintrachtigen kann, kommt die Sauerstoffsituation des Embryos in Frage (Dave und
Xiu, 1991). So kann eine erhohte Sauerstoffzufuhr zu einer Verlangsamung des Schlipfver-
haltens der Larven fuhren, wahrend die Verminderung der Sauerstoffzufuhr das Schltpfen
fordert. Gorge und Nagel (1990) wiesen allerdings in einer Studie an Zebrabarblingslarven
eine Stimulation des Sauerstoffverbrauchs bei Embryonen und Larven nach Deltamethrinex-
position zusammen mit einer gleichzeitigen Hemmung des Schlupfens nach.

In der vorliegende Studie kann die Verzégerung bzw. das Ausbleiben des Schlupfes somit

einerseits auf eine schadstoffbedingte Hemmung des Schlupfenzymes oder auf einen veran-
derten Sauerstoffbedarf des Embryos zuriickgefihrt werden. Ob hinter der méglichen Hem-

mung der Chorionase ein toxischer oder ein hormoneller Mechanismus steht, ist allerdings

nicht zu sagen.
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An einigen der Nachkommen der gegeniber 2 und 20 pg/L exponierten Tiere fiel auch eine
anfanglich verlangsamte Entwicklung, vor allem im Sinne einer schwéacheren Pigmentierung
im Vergleich zu den Kontrolltieren auf. Diese Beobachtungen lassen sich teilweise mit den
Ergebnissen von Nash (1997) korreliergie, nach Belastung adulter Zebrabarblinge mi-17
Estradiol einen Entwicklungsstillstand bei den Embryonen der Folgegeneration zeigen konn-
ten.

Der wohl bedrohlichste Faktor fur den Fortbestand der Zebrabarblingspopulation ist die starke
Verminderung der Anzahl ménnlicher Tiere im Verhéltnis zu den Weibchen, die nach Bela-
stung der Generation mit 20 pg/L und 100 pug/L Nonylphenol beobachtet werden konnte.
In diesen Versuchsansatzen waren zu Versuchsende nur noch maximal 10 % mannliche Tiere
nachweisbar. Ahnliche Veranderungen der Geschlechterzusammensetzung sind bisher aus der
Literatur vor allem nach exogener Gabe von Hormonen bekannt (Yamamoto, 1969; Schreck,
1974; Yamazaki, 1983; Hunter and Donaldson, 1983), wie sie normalerweise in der Aqua-
kultur eingesetzt werden. Im Freiland konnte ein verandertes Geschlechterverhéaltnis von Lang
et al. (1995) an Kliescheli(nanda limanda aus der Nordsee beobachtet werden. So resul-
tierte beispielsweise die oraler Gabe vou-Ethinylestradiol(50 pg/g Kérpergewicht) vom

6. bis zum 25. Tag (= sensitive Phase der Geschlechterdifferenzierung) bei Thitapéaa (
mossambicpgin einer kompletten Feminisierung genetischer Mannchen (Nakamura and Taka-
hashi, 1973; Nakamura, 1975Jjamamoto (1958) war der erste, dem die Umkehr des Ge-
schlechts von Medaka®(yzias latipe} mit Steroidhormonen wie BfEstradiol gelang. Die
wichtigsten Faktoren fir die erfolgreiche Induktion der Geschlechtsumkehr sind (1) Einsatz-
zeitpunkt der Behandlung, (2) Dauer der Behandlung und (3) Dosis und Art des verwendeten
Steroids (Nakamurat al, 1998). Obwohl in der vorgestellten Studie die Fische Uber den ge-
samten Lebenszyklus mit Nonylphenol belastet wurden, konnte keine 100 %ige Geschlech-
terumkehr beobachtet werden. Dies mag in erster Linie an der 50- bis 10.000fach geringeren
Potenz von Nonylphenol im Vergleich zuftEstradiol (Naylor et al., 1992) gelegen haben.
Nonylphenol bindet mit einer ca.x10fach geringeren Affinitat als PBzEstradiol an den
Estrogenrezeptor (Villeneuve et al., 1997; Miles-Richardson, 1999a).

Neben den erwahnten Parametern, die direkt den Fortbestand einer Population durch Einbri-
che in der Reproduktionsfahigkeit oder eine veradnderte Geschlechterzusammensetzung ge-
fahrden kénnen, kbnnen auch weitere an den Zebrabarblingen nach Nonylphenol-Exposition
beobachtete Anomalien langfristig zu einer Gefahrdung der Population fuhren. Veranderun-
gen des Gewichtes, wie sie hach Exposition gegentiber Nonylpke2idg/L) und 100 ng/L
17B-Estradiol an den untersuchten Zebrabarblingen beobachtet werden konnten, kénnen zu-
mindest unter natiirlichen Bedingungen Folgen fiir das Uberleben der Fische haben (Elliott,
1990; Ashfield et al., 1998). Als Ausloser fir die beschriebenen Gewichtsunterschiede im
Vergleich zu den Kontrolltieren kommen neben anderen Faktoren auch endokrine Wirkme-
chanismen in Frage (Servos, 1999). Daten aus anderen Versuchen, in denenfrach 17
Estradiol-Behandlung an Regenbogenforellen (Johnstone et al., 1978), L&thlsen $alay
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Akerblom, et al., 2000) und SeebarschBicéntrachus labrax;Blazquez et al.in press,

sowie nach Nonylphenol- und Octylphenol-Belastung an Regenbogenfo@tenrbynchus
mykiss Ashfield et al., 1998), nach Bisphenol A-Gabe an MedaRagz{as latipes Yokota

et al., 2000) und nach Diethylstilbestrol-Exposition an Zwergwelsgalyrus punctatus
Bulkley, 1972) Gewichtsveranderungen nachweisbar waren, unterstreichen diese Hypothese.
Da Steroide wie 1F-Estradiol und Testosteron die Synthese und Sekretion von Wachstums-
hormonen beeinflussen kdnnen (Sumpter, 1992), kdonnte es durch das estrogenahnlich wir-
kende Nonylphenol (Jobling et al., 1996) auch zu einer Beeinflussung des Wachstums auf
diesem Weg gekommen sein. Als Folge waren dann auch die bei den Zebrabarblingen be-
schriebenen Gewichtsveranderungen denkbar.

Auch die bei den Zebrabarblingen ab einer Belastung mit 2 ug/L Nonylphenol zu beobach-
tenden Skelett-Veranderungen kénnten uber die indirekte Wirkung des Xenoestrogens auf die
Wachstumshormone zustande gekommen sein, die neben zwei weiteren Hormonen flr die
Aufrechterhaltung der Calciumhomdostase und damit die Skelettbildung bei Fischen verant-
wortlich sind (Balment und Henderson, 1987). Zwar werden Knochenanomalien hauptsach-
lich durch mangelhafte Erndhrung oder Stoffwechselstérungen (Mayer et al., 1978; Bengts-
son, 1979; Hinton, 1993) hervorgerufen, doch kennt man sie auch als Folge der endokrinen
Wirkung von Xenobiotika (Davis, 1995). Neben einigen PCBs sind auch die Plastikweichma-
cher als Substanzen beschrieben, die zu skeletalen, vor allem vertebralen, Anomalien fiihren
konnen (Davis, 1995). Bei Fischen, deren Embryonal- und Larvalentwicklung aul3erhalb des
Mutterleibes stattfindet, scheinen diese Stoffe besonders gut auf die wahrend der friihen Ent-
wicklung stattfindenden zellularen Prozesse wie den Knochenaufbau wirken zu konnen
(Davis, 1995). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestatigen diese Theorie. Nach einwo-
chiger Belastung mit 100 pg/L Nonylphenol konnten immerhin bei 5 % der Larven und im
Early-Life-Stage-Test bei 6 % der mit 200 pg/L Nonylphenol behandelten Tiere Wirbelsau-
lenanomalien festgestellt werden. Eine 100 %ige Manifestierung des Effekts war bei den ju-
venilen gegeniber 100 pg/L Nonylphenol exponierten Zebrabarblingen des Life-Cycle-
Versuchs zu beobachten und konnte an den adulten Tieren belegt werden. Nach lebenslanger
Belastung der Zebrabarblinge mit Nonylphenol waren nicht nur bei den Tieren;-der F
Generation Skelettanomalien festzustellen, auch die Embryonen und Larven der unbelasteten
F,-Generation zeigten nach einer Belastung der Elterntiere mit 20 pg/L Nonylphenol mit bis
zu 20 % starke Wirbelsaulenverkrimmungen. Dieser Effekt lasst sich wieder durch die
Ubermittlung der Entwicklungsinformation (ber den Dotter erklaren (Bern und Nishioka,
1993), als Weg fur die endokrin aktiven Stoffe, mit den frihen embryonalen Stadien der
Organismen zu interagieren (Davis, 1995).

Zwar lassen sich einige Effekte, die wahrend des Life-Cycle-Versuchs oder nach histologi-
scher und anatomischer Aufarbeitung der Versuchstiere beobachtet werden konnten, zum Teil
auch durch toxische Mechanismen erklaren, doch weist das Gesamtbild des Versuches eher in
Richtung einer endokrinen Beeinflussung der Tiere, vor allem deraber auch der ,F

106



Ergebnisse und Diskussion

Generation. Unterstiitzt wird diese Theorie durch die Befunde zur Ultrastruktur der Leber der
Versuchstiere, die eher auf eine hormonelle Beeinflussung der Tiere hindeuten. Die Leber gilt
als hochempfindliches Monitororgan sowohl in Hinblick auf die schadigende Wirkung von
Chemikalien (Hacking et al., 1978; Hinton et al., 1978; Klaunig et al., 1979; Gingerich, 1982;
Braunbeck et al., 1989; Braunbeck et al., 1990a, b; Braunbeck und Storch, 1990; Braunbeck
und Valkl, 1991; Braunbeck und Segner, 1992; Braunbeck et al., 1992a, b; Hinton, 1993) als
auch auf frihe Veranderungen des Reproduktionssystems (Braunbeck et al., 1989). Die Ultra-
struktur der Leber ist somit maRR3geblich durch das Geschlecht und die gonodale Aktivitat ge-
pragt, zumal sie auch als Syntheseort von Vitellogenin eng mit der Gametogenese verknupft
ist (Plack und Fraser, 1971; Yamamoto und Egami, 1974; Emmerson und Petersen, 1976;
Peute et al., 1978, 1985; van Bohemen et al., 1981; Ng et al., 1984; Fukayama, 1985).

Vor allem die Auspragung des rauhen endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-
Apparates spiegeln die Vitellogenese wieder (Braunbeck et al., 1989). Die nach Exposition
der Zebrabarblinge beobachtete Zunahme des rER, die VergroR3erung der Golgi-Felder ver-
bunden mit einer vermehrten Bildung von Golgi-Vesikeln, und die ab einer Belastung mit
20 pug/L Nonylphenol auftretende Fenestrierung des rER bei méannlichen Tieren zeigt eine
erhohte Proteinsyntheseleistung (Ng, et al., 1984; Braunbeck et al., 1989) und deutet damit
auf eine erhdhte Vitellogeninproduktion der Zellen hin (Braunbeck et al., 1989). Da die Pro-
duktion von Vitellogenin unter normalen Umstanden durcB-BS3tradiol induziert wird
(Gronen et al., 1999; Toomey et al., 1999), kann im Fall der vorliegenden Studie von einer
estrogenéhnlichen Wirkung von Nonylphenol in &hnlicher Weise wie fir das spéater disku-
tierte Octylphenol ausgegangen werden.
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