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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Endokrine Disruptoren: Eine Bedrohung fur Tier und Mensch?

In der heutigen hochindustriaisierten Zeit sind Menschen, Tiere und Pflanzen einer Vielzahl verschie-
denartiger Chemikalien ausgesetzt. Mehr a's 100.000 chemische Verbindungen sind im Européischen
Verzeichnis existierender chemischer Substanzen aufgefiihrt (Kommission der Européischen Gemein-
schaft 1996), und jahrlich werden weltweit etwa 1000 neue Chemikalien zugel assen (Braunbeck 1995,
Timbrell 1989), wobel die OECD diesen Wert inzwischen sogar auf 1500 —2000 pro Jahr schétzt
(LOpez-Barea & Pueyo 1998). Dach nicht nur die Anzahl der produzierten Substanzen steigt standig,
sondern auch ihre Produktionsmengen. Allein in der Bundesrepublik werden insgesamt etwa 30.000
unterschiedliche Chemikalien produziert, davon ungefdhr 16 % in Mengen von Uber 10 t pro Jahr
(Streit 1994, Steinhduser 1996). Belief sich die weltweite Produktion an organischen Chemikalien
1950 noch auf 7,5 Mio. t, war sie bis 1990 bereits auf etwa 300 Mio. t pro Jahr angestiegen (Braun-
beck 1995).

Wahrend der letzten 50 Jahre verdichteten sich die Hinweise, dass einige Substanzen eine hormon-
ahnliche Wirkung auf Organismen besitzen (Colborn & Clement 1992, Colborn et al. 1993, Sonnen-
schein & Soto 1998), was zu einer zunehmenden Besorgnis Uber die potentielle Geféhrdung durch
diese Substanzen fihrte (Arcand-Hoy & Benson 1998, Colborn 1995, Jensen et al. 1995, Nimrod &
Benson 1996, Raloff 1994). Zahireiche Reproduktions- und Entwicklungsstérungen von freilebenden
Tieren konnten zwischenzeitlich auf die Wirkung sogenannter ,,endokriner Disruptoren® zuriickge-
fuhrt werden (Review bel Vos et a. 2000). Als endokrine Disruptoren werden exogene Substanzen
bezeichnet, welche im intakten Organismus bzw. seinen Nachkommen nachteilige gesundheitliche
Wirkung besitzen und sekundér Verédnderungen der endokrinen Funktionen bewirken (Européische
Gemeinschaft 1997, Barollier et a. 1999). Im Gegensatz dazu werden als Xenodstrogene Substanzen
bezeichnet, welche eine dstrogene Wirkung auf Organismen austiben (Hock et al. 2000, Schwaiger &
Negele 1998). Damit verursachen sie nicht nur negative Effekte auf der Ebene des Individuums, son-
dern auch auf Populationsebene (Hock et a. 2000, Kavlock et al. 1996).

Grole Mengen dieser Substanzen erreichen Uber Ablaufe von Kléranlagen und Industriebetrieben,
welche in der Vergangenheit in England und den Vereinigten Staaten als Hauptquelle fir dstrogene
Effekte auf Fische identifiziert wurden (Purdom et a., 1994, Folmar et a. 1996), aber auch infolge
von Auswaschung Uber den Niederschlag die aquatischen Umwelt. Aus diesem Grund sind aguatische
Organismen und Tiere, welche sich von wasserlebenden Organismen erndhren, von einer endokrinen
Belastung besonders betroffen.

Negative Effekte einer endokrinen Belastung konnten bei einigen Invertebraten (z. B. Fioroni et al.
1991, Matthiessen & Gibbs 1998, Schmude et al. 1999, Zou & Fingerman 1999) sowie in alen Wir-
beltierklassen nachgewiesen werden:

e Ein Rickgang der Alligatorpopulationen im Lake Apopka in Florida aufgrund von Stérungen im
Reproduktionssystem der méannlichen Alligatoren trat nach Belastung dieses Gewassers mit endo-
krinen Disruptoren auf, unter denen sich Pestizide wie o,p-DDT, oder Diclofol befanden (Guillette
et al. 1994, 19953, 1996).
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*  SeevOgel zeigten Beeintréchtigungen der Wildpopulationen als Folge einer endokrinen Belastung.
So war an der Ostsee der Reproduktionserfolg des Seeadlers negativ mit dem Gehalt an Organo-
chlorverbindungen in den Eiern korreliert (Helander et al. 1982, Falandysz et a. 1994). Ebenfalls
durch Organochlorverbindungen hervorgerufen wurden Reproduktionsstérungen und veréndertes
Brutverhalten bei Mowen in Stidkalifornien und an den nordamerikanischen Groféen Seen (Birn-
baum 1995, Fry 1995, Guillette et al. 1995b, Jones & Hayek 1995, Newbold 1995).

* Be Weilkopfseeadlern im Gebiet der Grof3en Seen, aber auch bel anderen VVogelarten in Europa
konnte aufgrund hoher Konzentrationen von DDE ein Riickgang des Bruterfol ges beobachtet wer-
den, nachdem die Dicke der Eischalen sich stark reduziert hatte (,,eggshell thinning”; Bignert et al.
1995, Koeman et a. 1972, Odsyd & Sondell 1982, Peakall et al. 1973, Ratcliffe 1967).

¢ Maénnliche Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss), welche in K&figen unterhalb von Klar-
anlagen im Fluss Lea gehalten wurden, zeigten einen Anstieg des Vitellogeningehalts (s. 1.5) im
Plasma, welche im wesentlichen auf Alkylphenole (s.u.) zurtickgefihrt werden konnten (Harries et
al. 1996, 1997, Purdom et al. 1994, Sumpter 1995).

« In weiteren Untersuchungen in England (Allen et al. 1999, Jobling et al. 1996, 1998, Matthiessen
et al. 1998, Routledge et a. 1998, Sumpter & Jobling 1995), Schweden (Larsson et a. 1999, For-
lin et a. 1999) und den Vereinigten Staaten (Folmar et a. 1996) konnte in vielen Flissen ein An-
stieg des Vitellogenin-Plasmalevels bei méannlichen Fischen aufgrund der Belastung der Gewasser
mit einer Vielzahl unterschiedlicher endokriner Disruptoren beobachtet werden.

* Reproduktionsstorungen sowie Veranderungen im Geschlechterverhdltnis bei freilebenden Fi-
schen konnten ebenfalls mit einer endokrinen Belastung korreliert werden (Anderson et a. 1988,
Leatherland 1992, Morrison et a. 1985, Munkittrick et al. 1991, Owens 1991).

¢ In FluBmiindungen, entlang der Kisten und in Flissen in England traten bei Flundern (Allen et al.
1999, Matthiessen et a. 1998) und vereinzelt bei Rotaugen (Purdom et al. 1994, Jobling et d.
1998, Routledge et al. 1996) Zwittergonaden auf.

Aul¥erdem konnten neuere Untersuchungen zeigen, dass menschliche Nahrung (Fritsche & Steinhard
1999, Holtney-Weber 2000, Kdnemann & Pieters 1996) und zu geringerem Teil auch das Trinkwasser
(Rivera et al. 1987, Clark et al. 1992) teillweise erhebliche Konzentrationen an dstrogen wirksamen
Substanzen aufweist, welche in Zusammenhang mit einer verringerten Spermienzahl und -motilitét bei
Ménnern (Carlsen et al. 1995, Guzedlian 1982, Sharpe & Skakkebaek 1993, Singer 1949, Toppari et al.
1996) und einem erhohten Brustkrebsrisiko bei Frauen (Raloff 1993, Safe 1997, Wolff et a. 1993)
gebracht werden. Allerdings ist der Zusammenhang zwischen xenodstrogener Belastung und erhéhtem
Brustkrebsrisiko noch umstritten (Davidson & Y ager 1997, Nancy & Davidson 1998).

1.2 Substanzen mit endokriner Wirksamkeit

Obwohl bisher eine systematische Suche nach dstrogen wirksamen Substanzen noch nicht stattgefun-
den hat, sind in der jungeren Vergangenheit viele Umweltchemikalien mit unterschiedlichen In vivo-
und In vitro-Testsystemen als Stoffe mit 6strogener Wirkung identifiziert worden (Jobling et al. 1995,
Odum et al. 1997, Soto et al. 1995). Inzwischen gehen Schétzungen von etwa 70.000 Substanzen mit
potentieller endokriner Wirksamkeit aus (Gillesby & Zacharewski 1998).
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Endokrine Disruptoren sind natiirlich vorkommende Ostrogene sowie strukturverwandte Pharmaka (z.
B. Ethinylestradiol), Substanzen wie Pegtizide, Industriechemikalien und Schwermetalle, aber auch
Phyto- bzw. Mykobstrogene

Ostrogene gehoren zur Stoffklasse der Steroidverbindungen, deren gemeinsames Strukturmerkmal ein
tetrazyklischer Kohlenwasserstoff darstellt (Abb. 1). Das natiirliche 173-Estradiol ist das weibliche
Geschlechtshormon der Vertebraten (Hanson & Rafter 1983). Eswird Uber mehrere Zwischenstufen
aus Cholesterin synthetisiert (Penzlin 1991). Dehydroeipandr osteron (DHEA) stellt die Zwischenstu-
fe zwischen 17-Hydroxypregnelon und Testosteron dar. Uber einen weiteren Schritt wird dann mit
Hilfe der Aromatase, einer Cytochrom P450-M onooxygenase aus der CyplA-Familie, aus Testosteron
17R-Estradiol gebildet. Bei Vertebraten werden die Ostrogene hauptsichlich in den Ovarien produziert
(Nagahama 1983), zu einem geringeren Teil jedoch auch in den Hoden und im Gehirn. Ihre Produkti-
on wird u.a. durch neuroendokrine Hormone gesteuert, die a's Gonadotropine bezei chnet werden
(Kawaguchi et al. 1989, Swanson et d. 1991). Ethinylestradiol, das synthetische Gegenstiick zu 1713
Estradiol findet hauptsichlich in oralen K ontrazeptiva Verwendung und gilt als das potenteste Ostro-
gen (Nimrod & Benson 1997).

Umweltdstr ogene gehoren einer Vielzahl von Substanzgruppen an und weisen bisweilen eine hohe
Strukturheterogenitét auf. Viele besitzen einen (oder mehrere) Phenolring(e), welcher analog zu einem
der Ringe des Steroidgertists in der Lage ist, an Ostrogenrezeptoren zu binden (Duax & Griffin 1985).
Zu den 6strogen wirksamen Substanzen gehoren beispielsweise Organochlorverbindungen wie DDT
und einige DDT-Isomere, HPTE (Cummings et al. 1987, Ousterhout et a. 1981), Chlordecon
(Eroschenko & Palmitier 1980), Lindan (Wester 1991), Polychlorierte Biphenyle (PCBs) wie Aro-
chlor1254 (Gellert 1978), Phthalathe (Jobling et al. 1995), aber auch die Gruppe der Alkylphenole
(Soto et al. 1994).

Alkylphenole stellen die Vorstufen der Alkylphenolethoxylate und entstehen wiederum wahrend des
anaeroben Abbaus in der Kldranlage (Giger et al. 1984, Jonkers et a. 1999, Lin et al. 1999) als deren
Degradationsprodukte. Alkylphenolethoxylate werden seit etwa 50 Jahren hergestellt. Die Produkti-
onsmenge belauft sich weltweit mittlerweile auf 500.000 t/a, bestehend aus 82 % Nonylphenol-
Ethoxylaten, 15 % Octyl- sowie Dodecyl- und Dinonylphenol-Ethoxylaten (Hawlerak et a. 1999). Es
handelt sich hierbei um nichtionische Tenside, welche als Detergentien, Emulgatoren und Befeuch-
tungszusétze in zahlreichen Anwendungen in Haushalten, Industrie und Landwirtschaft V erwendung
finden (Nimrod & Benson 1996). Sie sind mit 47.000 t/a auch die am haufigsten verwendeten
Waschmittelzusétze (Lind & Schade 1997). Allerdings fuhrte das Vorhandensein einer Vielzahl an
Aklylphenolethoxylaten in Waschmitteln (Marcomi et a. 1988) und ihren Abbauprodukten in den
Ablaufen von Klaranlagen in Deutschland und der Schweiz (Stephanou & Giger 1982, Giger et al.
1984), ihre akute Toxizitdt sowie ihre schlechte Abbaubarkeit in den Kldranlagen in vielen Landern
Europas dazu, dass diese Substanzen in Waschmitteln nicht mehr verwendet werden (Nair-Menon et
a. 1996). Alkylphenole neigen auf3erdem aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften einerseits zur Ad-
sorption an das Sediment und zur Bioakkumulation (Lewis & Lech 1996). So liegt der Biokonzentra-
tionsfaktor fur Nonylphenol bei Fischen zwischen 1,3 und 1300 (Ahel et al. 1993c, Ekelund et al.
1990). Alkylphenole sind zwar im Test 1000-100.000 fach schwacher in ihrer Ostrogenwirkung als
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17@-Estradiol eingestuft worden (Sumpter 1995), jedoch sind sie in verhdtnisméaldig hohen
Konzentrationen in der Umwelt zu finden (S. 4. Kap.).
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Abb. 1. Regulationskaskaden der Produktion und Wirkung von 17R3-Estradiol im Fisch und die Wir-
kung endokriner Disruptoren. Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) werden im Hypothalamus
produziert und stimulieren die Synthese von Gonadotropinen (GTH) in der Hypophyse. Die Gona-
dotropine werden in die Blutbahn abgegeben und gelangen in die Gonaden, wo sie in den Ovarien in
den die Oocyten umgebenden Follikelzellen die Synthese von 173-Estradiol und in den Leydigzellen
des Hodens die Synthese von Testosteron bewirken. 173-Estradiol und Testosteron kdnnen je nach
Konzentration férdernd oder hemmend auf Hypothalamus, Hypophyse oder Gonaden einwirken. 1713
Estradiol wirkt auf}erdem als Induktor der Vitellogenese: Vitellogenin wird in der Leber synthetisiert
und in den Blutkreisauf abgegeben. Anschlief3end wird es von den heranreifenden Oocyten im Ovar
aufgenommen und zu Dotterproteinen umgebaut, von denen Lipovitellin und Phosphitin die bekannte-
sten sind.
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1.3 M echanismen endokriner Wirksamkeit

Das endokrine System reguliert hormonabhangige physiologische Funktionen, welche Uberlebensnot-
wendig fur das Individuum und die Population sind (Hontela 1998). Natiirliche Ostrogene sind an
Entwicklung und Funktionsregulation des weiblichen Genitaltrakts und neuroendokriner Gewebe be-
teiligt. Auferdem bewirken sie die Ausprdgung der sekundéren weiblichen Geschlechtsmerkmale
(Hertz 1985, Peute et al. 1978). Die Hauptfunktion der Ostrogene in Fischen ist die rezeptorvermittelte
Induktion der Vitellogeninproduktion in der Leber sowie der Bildung von Zona Radiata Proteinen
(Hyllner et a. 1991), die Regulation zahlreicher Stoffwechselfunktionen wie z.B. Lipid- und Protein-
deposition und Ca?*- Haushalt. Auf zellulérer Ebene greifen sie in die Steuerung der Zellproliferation
ein. Diese Effekte werden in der Regel tber die Bindung des Ostrogens an Ostrogenrezeptoren (ER)
vermittelt. Bisher konnten zwei unterschiedliche Subtypen (o und B) identifiziert werden. Der Ostro-
genrezeptor o ist in den klassischen Zielorganen der Ostrogenwirkung, also in Leber und Gonade zu
finden. Der Ostrogenrezeptor (3 ist auRerdem u. a. in einigen Bereichen des Gehirns anzutreffen
(Kuiper et a. 1996, 1997). Die Regulation der 17R3-Estradiol-Synthese und die Interaktion von 1703
Estradiol mit der Vitellogenese in der Leber sind in Abb. 1 dargestellt.

Endokrin wirksame Substanzen kdnnen je nach Struktur ihre Wirkung auf unterschiedliche Art ent-
falten:

1. Die direkte Bindung an den (6strogenen oder androgenen) Hormonrezeptor (McLachlan & Ar-
nold 1996, Kime 1999). Diese Xenodstrogene imitieren in der Regel die Wirkung der nattirlichen
Hormone (Alkylphenole: Mueller & Kim 1987, Shelby et al. 1996, Tabiraet a. 1999, White et al.
1994; DDT-Isomere: Garland et al. 1987, einige PCB’s: Bitman & Cecil 1970, Safe 1995).

2. Wirkung a's Rezeptorantagonist, was zur Blockierung der normalen Hormonbindung und -Funk-
tion fuhrt (p,p'-DDE: Kelce et a. 1995).

3. Bindung an Plasmaproteine und damit kompetitive Hemmung der Bindung natiirlicher Ostrogene

4. Direkter Eingriff in den Hormonstoffwechsel beispiel sweise Uber eine Hemmung der Aromatase-
aktivitét (TCDD: Safe et al. 1991).

Je nach Wirkungsart und -ort kénnen endokrine Disruptoren entweder dstrogene, antidstrogene, an-
drogene oder antiandrogene Effekte verursachen (Sumpter 1995).

1.4 Organisationsebenen

Da die Anpassung an die Umwelt ein hierarchischer Prozess ist und auf unterschiedlichen Ebenen
biologischer Organisation stattfindet (Braunbeck 1994, Lloyd 1992, Stebbing 1985, Vogt 1987), findet
jede Organisationsstufe ihre mechanistische Erklérung auf der néchst niederen Organisationsebene
(Batholomew 1964). Demzufolge werden makroskopisch sichtbare Veranderungen immer von Veran-
derungen auf molekularer, zellulérer oder Organebene begleitet (Segner & Braunbeck 1990). Anderer-
seits missen jedoch auf jeder Ebene der biologischen Organisation zahlreiche Kompensations- und
Reparaturmechanismen berwunden werden, bevor ein Effekt auf der nachst héheren Organi sationse-
bene zu beobachten ist (Gillesby & Zacharewski 1998, Zacharewski 1998). Aus diesem Grund ist,
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obwohl in vielen Féllen negative Auswirkungen einer dstrogenen Belastung auf das Individuum nach-
gewiesen werden konnten, die Bedeutung dieser Beobachtungen auf Populations- und Okosystemebe-
ne noch weitgehend unklar (Harries et a. 1998, Kramer et al. 1998).

Tab. 1: Organisationsstufen biologischer Systeme und Methodik zu deren Messung

Organisationsstufe  Mef3endpunkte Untersuchungsmethodik
Artenzusammensetzung ] .
Okosystem/ o Kartierungen und mathemati-
: Artendiversitat sche Modelle
Gemeinschaft
gitglli'jgnale Indizes (z.B. Produktivitét, Ener- Struktur und Eunktion
Population Altersstruktur Zahlungen
‘GroRen-AltersBeziehung Life Cycle-Experimente
Geschlechterverhdtniss Multigenerati onsexperimente
Abundanz
Diversitét Zahlungen
Zuwachs
Individuum Fitness, Verhalten
GroRe/lEntwicklung
Uberleben _ N _
Vgl. phanotypisches und genetisches Geschlecht g&fg‘?‘;ﬁ;ﬁ%gﬁn’ Life
Fruchtbarkeit
Reproduktionserfolg
'Hormonstatus, Konzentrationen von Hormonen ~ Messung z.B. der
Biomarker Vitellogenin-Induktion
Organ E'Zl.g?lgg:‘] ﬁ:(;]een ;/eranderungen von Zielorganen Lichtmikroskopie
Zdlle pltrastrukturglleVerénderungen inZielorganen  El ektronenmi_kroskopi e, Im-
Ostrogener Wirkung (z.B. Leber) munocytologie

z. B.: Rezeptor-Protein-

Molekulare Ebene  Aktivierung von Enzymsystemen Bindungs Assays

In der Vergangenheit wurden zahlrei che Testsysteme auf unterschiedlichen Organisationsstufen ent-
wickelt, um die Auswirkungen einer Exposition gegentiber Umweltschadstoffen zu untersuchen.

1.5 Testsysteme

Die Bewertung einer Substanz kann anhand ihres Gstrogenen Potentials in einer Vielzahl von Testver-
fahren erfolgen. Dabei sind grundsétzlich In vivo- und In vitro-Tests zu unterschieden. Der Vorteil der
In vitro-Tests liegt einerseits in ihrer schnellen Durchfihrbarkeit und darin, dass auf Tierversuche
verzichtet werden kann. Andererseits kann man in vitro das System in vielen Fallen soweit modifizie-
ren, dass es nur noch einen einzigen Effekt als Reaktion auf Belastung zeigt (Bsp. Rezeptor-
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Bindungstests; Danzo 1997, Nimrod & Benson 1997). Gegenwartig existieren eine ganze Reihe In
vitro-Testverfahren zur Ermittlung einer endokrinen Wirksamkeit: verschiedene Tests zur kompetiti-
ven Ligandenbindung (Ruth et al. 1942, Gorski & Raker 1974), Zellproliferation (MCF-7-Assay; Soto
& Sonnenschein 1985), endogene Proteinexpression oder Enzymaktivitdt (Heppell et a. 1995), re-
kombinante Rezeptor/Reportergen Assays (Balaguer et a. 1996, Gillesby et a. 1997, Zacharewski et
a. 1995, Zacharewski et a. 1994), sowie auf rekombinanten Hefezellen und Zelllinien basierende
Assays (E-Screen: Arnold et a. 1996).

Allerdings besitzen In vitro-Testverfahren in der Regel nicht die Kompensations- und Regulations-
maoglichkeiten eines vollstdndigen Organismus (Beresford et al. 2000). Aus diesem Grund beschrankt
sich die Aussagekraft eines In vitro-Testverfahrens oft nur auf das dstrogene Potentia einer Substanz.
Im Gegensatz dazu kann mit Hilfe von In vivo-Expositionen die Reaktion des intakten Organismus auf
Belastung getestet werden. Die am haufigsten verwendeten In vivo-Assays zur Uberprifung einer en-
dokrinen Potenz ist die Induktion des Uteruswachstums (Dorfman & Dorfman 1954, Hisaw 1959,
Rubin et a. 1951) und der Vaginaepithelverhornung (Jones & Edgren 1973, Martin & Claringbold
1960) bei Ratten. Der folgende Abschnitt soll eine kurze Ubersicht liber weitere Testverfahren mit
einem besonderen Schwerpunkt auf die in dieser Untersuchung verwendeten Tests geben.

Rezeptor-Bindungs-Assays
Ziel dieser Assaysist wie auch bei den In vitro-Assays die Bindung an den Ostrogenrezeptor (Petit et
a. 1999, Tremblay et a. 1995), jedoch existieren auch Assays fir die Bindung an den Androgenre-
zeptor (EI-Alfi et al. 1998).

Messung des Plasma-Vitellogeningehalts mit Hilfe von ELISA bzw. RIA

Vitellogenin ist ein in der Leber von weiblichen oviparen Vertebraten produziertes Lipoglykophos-
phoprotein, welches die Vorstufe von Dotterproteinen darstellt. Es handelt sich um ein Molekdl mit
einem Gewicht, dasje nach Art zwischen 250.000 - 600.000 Da variiert (Norberg & Haux 1985).

Mannliche Fische produzieren unter normalen Umstanden kein Vitellogenin (Mommsen & Walsh
1988, Sumpter 1995), reagieren jedoch auf die Exposition gegenlber 6strogen wirksamen Substanzen
mit einem Anstieg des Plasma-Vitellogeningehalts (Copeland et al. 1986, Ilder & Campbell 1980). Da
die Vitellogeninproduktion sehr schnell nach der Belastung mit Hilfe von ELISA oder RIA nachge-
wiesen werden kann, ist der Vitellogeningehalt in ménnlichen Fischen in den vergangenen Jahren zu
einem der wichtigsten Biomarker einer dstrogenen Belastung bei vielen unterschiedlichen Fischarten
geworden (Regenbogenforelle: Bon et al. 1997, Jobling et al. 1998, Bachforelle: Sherry et a. 1999,
Dickkopfelritze: Parks et al. 1999, Ictalurus punctatus. Monteverdi & Di Gulio 1999) Vorteile des
Messung des Vitellogeningehalts mit Hilfe des ELISASs liegen in der hohen Verl&fdichkeit und Sensi-
tivitét, Schnelligkeit und dem Fehlen von radioaktiven Substanzen (Bon et a. 1997).

MRNA-Messungen der Genexpression von Vitellogenin auf transkriptioneller Ebene

Die Messung des Vitellogenin-mRNA-Gehalts mit Hilfe einer RT-PCR oder einem Dot Blot-
Verfahren stellt eine weitere sensitive Moglichkeit dar, eine endokrine Belastung bei Fischen abzu-
schétzen (Islinger et al. 1999). Vaillant et a. (1988) zeigten, dass die Messung der Vitellogenin-

7
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MRNA in Primérzellkulturen um den Faktor 10 sensitiver war as die Vitellogeninmessung mit dem
ELISA.

Ultrasturkturelle vergleichende Unter suchung der Leber

Die Leber ist bei Vertebraten a's das zentrale Organ fir zahlreiche Stoffwechselfunktionen der Haupt-
ort der Bioakkumulation, Biotransformation und Exkretion von Umweltschadstoffen (Braunbeck
1994, Braunbeck 1992, Braunbeck & Volkl 1993, Arias et a. 1988, Gingerich 1982, Meyers &
Hendricks 1985). Gerade lipophile endokrin wirksame Substanzen wie Alkylphenole werden in der
Leber glucuroniert und Uber die Galle ausgeschieden (Arukwe et al. 2000, Coldham et al. 1998, Lewis
& Lech 1996, Mehldahl et a. 1996, Thibaut et al. 1998). Aus diesem Grund kann man davon ausge-
hen, dass Hepatocyten den priméren Wirkungsort einer Intoxikation darstellen. Die Ultrastruktur der
Leber von Vertebraten hat sich in zahlreichen In vivo- und In vitro-Experimenten as geeignetes und
sensibles Instrument zum Biomonitoring von Schadstoffen und Schadstoffgemischen erwiesen (Ar-
nold & Braunbeck 1994, Baski & Frazier 1990, Braunbeck 1994, Braunbeck et a. 1990a, b, Braun-
beck et a. 1992a, Gagné & Blaise 1995, Oulmi et a. 1995, Oulmi et a. 1996, Peute et a. 1985,
Schnurstein et al. 1998, Strmac & Braunbeck 1999, Strmac & Braunbeck 2000, Zahn et al. 1995).

Besondere Bedeutung gewinnt die ultrastrukturelle Untersuchung der Leber as Biomarker einer endo-
krinen Belastung auch dadurch, dass sie der Ort der Vitellogenese ist (Chen et a. 1986) und eine In-
duktion der Vitellogenese sich auch in der Ultrastruktur der Hepatocyten widerspiegelt (Peute et al.
1978, 1985). Wahrend der Trandlation der Vitellogenin-mRNA wird die wachsende Peptidkette in das
rauhe endoplasmatische Reticulum (rER) aufgenommen und teilweise phosphoriliert. Zu einer weite-
ren Phosphorilierung kommt es im COOH-terminalen Bereich der Peptidkette in den Transportvesi-
keln zum Golgi-Apparat, wo auch die Glykosilierung beginnt, die im Golgi-Apparat dann abgeschl os-
sen wird. Das Vitellogenin wird in sekretorische Vesikel verpackt und in den Blutkreislauf abgegeben
(Zusammenfassung bei Wallace 1985). Das Vitellogenin wird vom Ovar aufgenommen und zu Dot-
terproteinen umgebaut, von denen die Lipovitelline und Phosphitine die bekanntesten sind (Sire et .
1994). Die Vitellogenese bewirkt bei laichreifen Fischen einen ausgepragten Sexualdimorphismus der
Hepatocyten. Aufgrund der Tatsache, dass bei weiblichen Fischen in den Hepatocyten wichtige
Schritte zur Synthese von Dottermaterial fir die Eier ablaufen, ist der Proteinsyntheseapparat, also
rER (Synthese) und Golgi-Apparat (Modifikation und Export) in der Leber geschlechtsreifer Weib-
chen sehr viel starker ausgeprégt als bei den Méannchen, bei denen die Speicherung von Reservestoffen
wie Lipid und Glykogen in den Leberzellen im Vordergrund steht (Braunbeck et al. 1989, 1993).

Messung der Plasma-Seroidkonzentrationen mit Hilfe von ELISA oder RIA

Wie die Plasma-Vitellogeninlevel s reagieren auch die Steroidkonzentrationen im Plasma auf eine en-
dokrine Belastung (McMaster et al. 1991, 1995, Munkittrick et al. 1991). So konnte gezeigt werden,
dass bei einigen Fischarten die Androgenwerte im Blutplasma nach Gabe von 17R3-Estradiol erniedrigt
waren (Jobling et al. 1996, Trudeau et al. 1993).
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Geschlechtsdifferenzierung und sekundéare Geschlechtsmerkmale

Die Geschlechtsdifferenzierung stellt einen wichtigen Angriffspunkt endokriner Disruptoren dar. In
zahlreichen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es unter Exposition gegentiber Substanzen
mit endokriner Wirkung bei Fischen zur Ausbildung von Zwittergonaden (Engami 1955, Gray & Met-
calfe 1997, Gray et al. 1999a) oder zur Verschiebung des Geschlechterverhad tnisses (Scholz & Gutzeit
2000) bis hin zur vélligen Geschlechtsumkehr kommen kann (lwamatsu 1999, Krisfalushi & Cloud
1999, Y amamoto 1953, 1965).

Gonadosomatischer Index

Veranderungen im Gonadosomatischen Index (GSI) stellen einen weiteren wichtigen Endpunkt einer
endokrinen Belastung dar. Eine Reihe von Untersuchungen konnte einen Zusammenhang zwischen
einer endokrinen Belastung und dem Rickgang des GSI bzw. dem Riickgang des testikuléren Wachs-
tums feststellen (Christiansen et al. 1998, Condeca & Canario 1999, Jobling et a. 1996).

Reproduktionserfolg

Der Reproduktionserfolg ist wohl der wichtigste Endpunkt einer endokrinen Belastung auf der Ebene
der Population. Er findet seinen Ausdruck in Parametern wie Befruchtungsrate, Sexualverhaten,
Schliipfrate oder Gelegegrofe und Uberleben der Nachkommen (Arcand-Hoy & Benson 1998).

Life Cycle-Tests als Beispiel einer chronischen Belastung Uber mehrere Generationen

Es konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl von In vivo-Testparametern und -methoden in Frage
kommen, um eine endokrine Belastung zu untersuchen. Darlber hinaus wird jedoch auch deutlich,
dass die Aussagekraft der einzelnen Parameter sehr von der Art der Exposition abhangig ist. Aufgrund
der moglichen Gefahren fir Mensch und Umwelt stehen jene Endpunkte im Vordergrund des Interes-
ses, welche auf Popul ationsebene angesiedelt sind. Deswegen legte beispiel sweise die Amerikanische
Umweltbehdrde (EPA) Life Cycle-Tests sowie Early Life-stage-Tests zur Abschdtzung einer toxi-
schen Wirkung von Umweltchemikalien in ihren Richtlinien fest (U. S. Environmental Protection
Agency 19964, b). Life Cycle-Tests bieten die Moglichkeit, die Auswirkung einer chronischen Expo-
sition gegenliber einer Substanz auf das Einzelindividuum und die Population Uber eine oder mehrere
Generationen anhand einer Vielzahl von Parametern zu untersuchen. Der klassische Life Cycle-Test
beinhaltet eine Exposition ab der Befruchtung bis zur Geschlechtsreife, gefolgt von einem Early Life-
stage-Experiment der 2. Generation unter Belastung. Die geforderten Endpunkte beinhalten Repro-
duktionsfaktoren wie Wachstum, Schlupferfolg, Uberleben, Befruchtungserfolg, GelegegroRe sowie
histologische Endpunkte. Aufgrund der Vielfalt der méglichen Parameter kann ein recht genaues Bild
der Wirkung des verwendeten Schadstoff gezeichnet werden. Die Nachteile des Life Cycle-
Experiments liegen vor alem in der Dauer und den dadurch verursachten Kosten. Dennoch bietet der
Life Cycle die Moglichkeit, bei Wahl geeigneter Versuchsfische wie z. B. dem Medaka (Oryzias lati-
pes) oder dem Zebrabarbling (Danio rerio) innerhab eines Jahres auch Multigenerations-
Untersuchungen durchzufiihren, wie sie von einigen Autoren gefordert werden (Arcand-Hoy & Ben-
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son 1998, Gillesby & Zacharewski 1998, Patyna et a. 1999), da bisher Daten zur chronische Expositi-
on gegenuber endokrin wirksamen Substanzen tber mehrere Generationen noch vollig fehlen.

1.6 Zidleder Arbeit

Ubergeordnetes Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der durch endokrin wirksamen
Substanzen verursachten endokrinen Effekte auf verschiedene Fischarten in unterschiedlichen Expo-
sitonsszenarien. Bei den verwendeten Testsubstanzen handelte es sich um die Alkylphenole Nonyl-
phenol und Octylphenol und um die Steroide Dehydroepiandrosteron, 17R3-Estradiol und 170a-
Ethinylestradiol.

In der vorliegenden Untersuchung sollten im einzelnen folgende Fragen beantwortet werden:

« Korrelieren die Biomarker Vitellogeninsynthese und Cytopathologie der Leber als Syntheseort des
Vitellogeninsin ihrer Antwort auf eine gstrogene Belastung?

e Gibt es Unterschiede in der Sensitivitét der Biomarker Vitellogenininduktion und Leberultra-
struktur?

*  Wie reagieren mannliche und weibliche Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) in unter-
schiedlichen L ebensstadien auf eine Belastung mit Nonylphenol ?

« Kann die Reaktion auf nonylphenolhaltige Kléranlangenablaufe in Bezug auf Induktion der Vi-
tellogeninsynthese und cytopathologische Veranderungen in der Leber juveniler Karpfen (Cy-
prinus carpio) in Einklang gebracht werden mit der Belastung durch die Monosubstanz Nonyl-
phenol ?

«  Wie reagieren mannliche Regenbogenforellen individuell auf eine Belastung mit Ethinylestradiol
bzw. ethinylestradiol haltigen Klaranlagenablaufen?

«  Welche reproduktions- und populationsrelevanten Verdnderungen zeigen Medakas (Oryzas lati-
pes) nach einer zwei Generationen umfassenden Exposition gegentiber Nonylphenol ?

*  Welche Auswirkungen hat eine Exposition gegentber Octylphenol im Life Cycle-Experiment auf
den Medaka?

« Welche Auswirkungen hat eine Exposition gegentiber Dehydroepiandrosteron (DHEA) im Life
Cycle-Experiment auf den Medaka (Oryzias latipes)?

« Inwieweit ist eine Exposition gegeniber Nonylphenol bzw. Octylphenol in ihren Effekten auf den
Medaka (Oryzias | atipes) vergleichbar?

*  Wiereagieren unterschiedliche Fischarten cytopathologisch auf eine Belastung mit Nonylphenol ?

« Weélche cytopathologischen Veranderungen ruft eine Belastung mit Xeno6strogene bei unter-
schiedlichen Fischarten hervor?

* Kann anhand der durchgefiihrten Experimente eine Aussage Uber eine populationsrelevante Ge-
fahrdung durch Nonylphenol, Octylphenol, 17a-Ethinylestradiol, 173-Estradiol und DHEA abge-
leitet werden?

10
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2. Material und Methoden

Die untersuchten Endpunkte der einzelnen Experimente sind in Tab. 2 zusammengefasst. Die prakti-
sche Durchfihrung der unter 2.1-.2.4 beschriebenen Expositions-Versuche erfolgte durch das Bayeri-
sche Landesamt fir Wasserforschung in der Versuchsanlage Wielenbach unter der Leitung von Herrn

Dr. R. D. Negele.

Tab. 2: Untersuchte Endpunkte der einzelnen Experimente

Parameter

S © ] g
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= 52 28 5o By =g S5 =«
= 56 £68 L8 T2 06 0§ o
O 5= 8= 2= 58 ©v® o= 9ok
§ <% 25 T5 2% 55 0F o
s Z Bz 32 vz 00 o
= < 3 N = = =
i~ - - -
Vg-mRNA 39 43 580
Messung des Plasma VVg-Gehalts  WB WB ELISA ELISA ELISA - - -
Ultrastrukturelle Veranderungen
Leber 4 6  29/2Q 2012Q - AJIAQ 4FI4Q 4AT/4AQ
Histol ogische Untersuchung
Gonaden - - - - = FiF F1 F1
L eber 4 6 25120 2512Q - 4314Q AJIAQ A4G4Q
Entwicklungsparameter
Befruchtungsrate - - - - = Fi-Fs, FuFR Fu R
Early Life Stage-Test - - - - = F-Fs FuF FL R
Mortalitét, Schlipferfolg - - - - - Fi-Fs FLF FL R
Wachstumsparameter - - - - 5 Fb.F2 R F.
Geschlechterverhéltnis - - - - - Fb,F. R Fi
Reproduktionsversuche - - - - - - F F2

Vg = Vitellogenin, WB = Vitellogeninmessung mit Western Blot; F;: erste Generation unter Bela-
stung, F,: zweite Generation unter Belastung, Fs: dritte Generation unter Belastung. Die Zahlenanga
ben beziehen sich auf die Anzahl der in den einzelnen Versuchsteilen pro Versuchsgruppe untersuch-

ten Fische.

2.1 Testor ganismen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Reaktion auf endokrine Belastung auf Regenbogenforellen (On-
corhynchus mykiss), Karpfen (Cyprinus carpio) und Medaka (Oryzias latipes) untersucht. Diese 3
Fischarten sollen in diesem Abschnitt kurz vorgestellt werden.

11
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211 Die Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)

ADbb. 2: Regenbogenforelle (Oncor hynchus
mykiss)

2.1.2 Der Karpfen (Cyprinus carpio)

Abb. 3: Karpfen (Cyprinus carpio)

2.1.3 Der Medaka (Oryzas latipes)

Abb. 4: Mannlicher und weiblicher Medaka
(Oryzias latipes)

12

Die ursprunglich in Nordamerika beheimatete
Regenbogenforelle (Abb. 2) wird haufig fir La-
boruntersuchungen herangezogen. Sie erreicht
mit 2-3 Jahren die Geschlechtsreife und ihre
Laichzeit dauert etwa von Dezember bis Mai
(Ladiges & Vogt 1979). Die Ultrastruktur der
Leber der Regenbogenforelle ist die bisher am
besten untersuchte (Braunbeck 1998), was sie fir
vergleichende cytopathologische Forschung sehr
geeignet macht.

Der Karpfen (Abb. 3), urspringlich as Speise-
fisch in der Teichwirtschaft eingefiihrt, ist in den
heimischen Flissen und Seen in Grundnéhe weit
verbreitet und daher ein geeigneter Fisch fir die
Untersuchung umweltrelevanter Belastung. Dar-
Uber hinaus ist seine Empfindlichkeit gegeniber
niedrigem Sauerstoffniveau und Schadstoffbela-
stung geringer as bei der Regenbogenforelle.
Seine Laichzeit ist von Mai bis Juli.

Der Medaka (Oryzas latipes) (Abb. 4) ist neben
dem Zebrabérbling einer der am héufigsten ver-
wendeten Fische fur Laboruntersuchungen. Er
wird as zur Familie der Ardianichthyidae geho-
rend der Unterordnung der Beloiformes zugeord-
net. Die geringe Generationsdauer von 8-13 Wo-
chen (Arcand-Hoy & Benson 1998), seine gerin-
ge Grole und seine Anspruchslosigkeit machen
ihn besonders geeignet flr Langzeituntersuchun-
gen. Dartiber hinaus ist die Geschlechtsdifferen-
zierung des Medakas verhdltnismaldig gut unter-
sucht (Y amamoto 1959, 1965, 1953).
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Urspriinglich in Stidostasien und Japan verbreitet, ist die natiirliche Brutzeit des Medakas von April —
September, e kann jedoch unter gleichméfdigen Laborbedingungen (26 °C, Licht:Dunkel-Periode
12:12 Stunden) das ganze Jahr Uber nahezu taglich zum Ablaichen gebracht werden (Kirchen & West
1976). Die Weibchen besitzen neben einer auffélligen Urogenitalpapille deutlich ausgebildete After-
und Rickenflossen, welche bei der in der vorliegenden Studie verwendeten Goldvariation des Wild-
typs auffallend orange geférbt ist. After- und Rickenflosse der Mannchen sind vergrof3ert und unge-
farbt. AuRerdem weist die Riickenflossen eine deutliche Einkerbung zwischen dem vorletzten und
letzten Flossenstrahl auf (Y amamoto 1975). Die Eientwicklung dauert etwa 15 Tage.

2.2 Exposition juveniler Karpfen (Cyprinus carpio) gegentiber Nonylphenol- und Ab-
wasser der Klaranlage M iinchen Nord (Grol3lappen)

Als Versuchstiere wurden 4 Monate alte Karpfen mit einem durchschnittlichen Korpergewicht von
15,2 + 3,8 g verwendet. Die Tiere wurden kontinuierlich Uber einen Zeitraum von 70 Tagen K onzen-
trationen von 1, 5, 10 und 15 pg/L Nonylphenol exponiert. Die Exposition erfolgte in 100 L-Aquarien
im Durchfluss, wobei pro Konzentration je 22 Individuen im Doppelansatz belastet wurden. Aul3er-
dem wurde eine Versuchsgruppe mit 0,02 %o Ethanol as Lésungsmittelkontrolle belastet. Parallel
dazu wurden unbehandelte Fische unter ansonsten identischen Bedingungen als Wasserkontrolle ge-
héltert. Einer Positivkontrolle wurde Uber den gesamten Versuchszeitraum insgesamt dreimal 17a-
Ethinylestradiol (500 pg/kg Korpergewicht) intramuskulér (i. m.) injiziert. 17a-Ethinylestradiol
(EE2) wurde in Ethanol vorgel6st und in 0,85 %iger physiologischer NaCl-L dsung verabreicht.

Die Futterung erfolgte einmal pro Tag mit einem Forellenbrutfutter (BioMar A/S, Brande, Dénemark).
Die verabreichte Futtermenge entsprach ca. 1 % des Korpergewichts. Die Halterung erfolgte mit einer
15 Stunden-Lichtperiode und einer Dammerungsphase von je 30 min morgens und abends. Zwei wei-
tere Versuchsgruppen (je 22 juvenile Karpfen mit einem Korpergewicht von 14,87 + 3,98 g) wurden
far 35 Tage kommunalem Abwasser ausgesetzt. Die Tiere wurden im Versuchsfeld Grofdappen im
Anschluss an zwei halbtechnische Versuchskléranlagen (Schade et al. 1997) in 90 L-Testaquarien
unter Tageslichtbedingungen gehalten. Die Aquarien wurden mit bereits mechanisch und biologisch
geklartem Miinchner Abwasser gespeist (Durchfluss: 6 m*/Tag, reale Nonylphenol-Belastung: 1
po/L). Die Wassertemperatur lag bei durchschnittlich 15 + 1,5 °C, der Sauerstoffgehalt des Wassers
bei 5 mg/L. Wahrend eine Gruppe ausschliefdlich dem nachgeklérten Abwasser exponiert war, wurde
in der 2. Gruppe dem Abwasser die nonylphenol haltige Industriechemikalie Arkopal N-150" (Hoechst
AG,; reale Nonylphenolbelastung: 10 pg/L) beigemischt.

2.3 Exposition adulter Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) gegentiber Nonyl-
phenol

Vierjahrige Regenbogenforellen (24 Fische pro Gruppe) mit einem Kdrpergewicht von 1667 + 201,6 g
wurden wéahrend der Gonadenreife (Juli — November) 1-4 x Uber einen Zeitraum von jeweils 10 Tagen
pro Monat mit 4-Nonylphenol in Konzentrationen von 1 und 10 pg/L (Realkonzentrationen) belastet.
Als Positivkontrollen dienten Regenbogenforellen, denen Uber den gleichen Zeitraum 1-4 x pro Monat
500 pg/kg Korpergewicht 17a-Ethinylestradiol (i. m.) gespritzt wurde. In reinem Quellwasser gehal-
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tene Regenbogenforellen dienten als Negativkontrolle. Da die Expositionen gegenuiber Nonylphenol
und 17a-Ethinylestradiol zeitlich um 1 Jahr (1 Laichzyklus) versetzt waren, wurde fir die EE2-
Exposition eine gesonderte Kontrolle (Ethinylestradiolkontrolle) mitgefiihrt. Fir die Messung des
Vitellogeningehalts im Plasma wurden aus jeder Gruppe je 16 mannliche und 8 weibliche Tiere unter-
sucht. Zur cytopathologischen Untersuchung wurden die Lebern von je 2 Méannchen und 2 Weibchen
verwendet.

Die Tierealer Versuchsgruppen wurden bis zum Expositionszeitraum und in den Intervallen zwischen
den Expositionen in 30 m3 grof3en Betonteichen gehalten. Bis zum Versuchsbeginn und in der exposi-
tionsfreien Zeit erfolgte die Fitterung der Tiere einmal téglich mit handel siiblichen pelletiertem Laich-
fischfutter (Kronen-Fisch Laich 500 E, 8 mm; Kottmann GmbH, Wesel). Die Futtermenge betrug
1,5 % des K 6rpergewichts.

24 Exposition juveniler Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) gegentber
Nonylphenol

In einem Langzeitversuch wurden juvenile Regenbogenforellen ab dem befruchteten Ei Uber einen
Zeitraum von 12 Monaten kontinuierlich mit 1 und 10 pg/L Nonylphenol (Realkonzentration) belastet.
Als Positivkontrolle dienten Regenbogenforellen, welchen Uiber den Versuchszeitraum insgesamt 6 x
500 pg/kg Korpergewicht 17a-Ethinylestradiol gespritzt wurde. Als Kontrollen wurde neben einer
Wasserkontrolle auch eine Lésungsmittelkontrolle mit 0,002 %o Dimethylsulfoxid (DMSO) mitge-
fuhrt. Fur die Messung des Vitellogeningehalts wurde das Plasma von jeweils 13-16 mannlichen und
14-24 weiblichen Regenbogenforellen untersucht. Zur cytopathologischen Untersuchung wurden die
Lebern von je 2 Mannchen und 2 Weibchen verwendet.

2.5 Exposition adulter Forellen (Oncorhynchus mykiss) gegeniber der Ringkanali-
sation Starnberger See

Die Belastung mit Klaranlagenabwasser der Ringkanalisation ,, Starnberger See” erfolgte im Bypass.
Das Abwasser 1:12 wurde mit Wirmwasser verdiinnt. Wirmwasser wurde deshalb gewahlt, weil die
Wirm den Ablauf des Starnberger Sees darstellt. Die Experimente wurden mit je 10 dreijahrigen
mannlichen Forellen pro Ansatz durchgefihrt. Die Expositionszeit betrug 4 Wochen. Die Forellen
wurden mit einem Transponderchip (i. m.) markiert, wodurch sie mit Hilfe eines L esegerétes individu-
el identifiziert werden konnten. Den Forellen wurde jeweils vor und nach der Exposition 1 ml Blut
abgenommen. Als Positivkontrolle dienten Forellen, denen 2 x 1 mg/kg Korpergewicht 170-
Ethinylestradiol (erstmals zu Beginn der Exposition und nach 14 Tagen) injiziert wurde.

26 LifeCycle-Experimente mit dem Medaka (Oryzias latipes)

Der verwendete Zuchtstamm (Wildtyp) wurde uns freundlicherweise von Herrn Priv. Doz. Dr. J.
Wittbrodt, Max Planck Institut fir Biophysik, Gottingen, zur Verfiigung gestellt.
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2.6.1 Verwendete Testsubstanzen in den Life Cycle-Experimenten

Insgesamt wurden 3 Life Cycle Experimente durchgefiihrt. Die getesteten Substanzen sind Tab. 4, die
untersuchten Endpunkte der verschiedenen Generationen sind Tab. 2 zu entnehmen.

Nonylphenol, Octylphenol und Dehydroepiandrosteron (DHEA)

Nonylphenol, Octylphenol und DHEA wurden in einer ersten Stammlésung in DMSO (Baker, De-
venter) gelést (1 mg/ml DMSO). In den Vorratsflaschen erfolgte die Verdiinnung mit Wasser, so dal3
eine Mischung von 2 L/h Aquarienwasser aus dem Zulauf mit 50 ml/h Schadstoff die entsprechende
Endkonzentration ergab (Tab. 3).

Tab. 3: Ubersicht iiber die in den Life Cycle Experimenten verwendeten Substanzen und Konzentra-
tionen

Substanz Negativkontrolle Schadstoffkonzentration Positivkontrolle
Nonylphenol ~ Wasser, 0,02 % DM SO 2, 20, 50 pg/L 100 ng/L 17(3-Estradiol
Octylphenol ~ Wasser, 0,01 %o DMSO 2, 20, 50 pg/L 100 ng/L 17R-Estradiol
DHEA Wasser, 0,01 % DMSO 100 ng/L, 2, 20, 100 pg/L -

Die Nonylphenolkonzentration in den Aquarien wurde Uber den Versuchszeitraum (9 Monate) insge-
samt dreimal durch eine Analyse der Firma Mayer Umweltanalytik GmbH aus Firstenfeldbruck Uber-
priift.

17(3-Estradiol
Verwendet wurde wasserl6dliches 17R3-Estradiol (Sigma, Deisenhofen) in einer Stammldsung von

200 mg/L (2 10 mg/L reinem 17(3-Estradiol).

2.6.2 Versuchsaufbau und Tier halterung bei Belastung mit Nonylphenol

Die unbelasteten Elterntiere (im Folgenden a's Fy-Generation bezeichnet) wurden fir etwa 14 Tage in
Gruppen von je 2 Weibchen und einem Mannchen in Becken mit einem Volumen von 9 L gehalten.
Zur Stimulation des Laich- und Balzverhaltens wurde in jedes Ablaichbecken ein Trieb Hornkraut
(Ceratophyllum demersum) gelegt.

Die Haltung aler Tiere erfolgte bei eéinem Tag-Nacht-Rhythmus von 12:12 h. Die Wassertemperatur
betrug 25 °C + 0,5 °C. Welitere Wasserparameter, welche regelméliig kontrolliert wurden, sind Tab. 4
zu entnehmen.

Das verwendete, aufbereitete Aquarienwasser stammte aus einer automatischen Mischeinrichtung, die
nach Messung der Leitféhigkeit das Verhdltnis von Leitungswasser und vollentsalztem Wasser Uber
Zulaufventile regelte. Zusétzlich wurde das Wasser im Vorratstank geheizt (25 °C ) und bel tiftet.
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Medakaweibchen laichen in der Regel 1-4 Stunden nach Einsetzen der Beleuchtung. Die eiertragenden
Weibchen wurden gefangen und die Eier vorsichtig mit Hilfe eines Spatels vom Hinterleib abgestreift.
Nachdem die Eier, die normalerweise in Klumpen zusammenhangen, mit Hilfe von Spatel und Impf6-
se vorsichtig vereinzelt wurden, wurden siein Petrischalen (@ 18 cm) mit 200 ml steriler Ringerldsung
(10 % NaCl, 0,3 % KClI, 0,4 % CaCl,*2H,0, 1,63 % MgSO,* 7H,0 in Aqua bidest) plus der entspre-
chenden Menge Schadstoff Uberfiihrt. In den Petrischalen wurde die Schadstofflésung taglich gewech-
selt. Die Inkubation der Eier bis zum Schlipfen erfolgte in einem Brutschrank bei 25 + 0,5 °C (Tag-
Nacht-Rhythmus: 12 Stunden).

Tab. 4: Wasserparameter von Aquarien und V orratsbehalter

Wasserparameter Aquarien Vorratsbehélter
Temperatur 25°C 25°C
Sauerstoffgehalt 7,5 mg/L 8,0 mg/L
Gesamthérte 20° dH 20° dH
Carbonathérte 12° dH 12° dH
Ammonium n.n n.n.

Nitrit 0,01 mg/L n.n.

Nitrat 48 mg/L 20 mg/L
pH-Wert 7,6 7,8

Gesamt- und Carbonathérte, Ammonium-, Nitrit- und Nitratgehalt wurden mit Schnelltests der Firma
Merck (Darmstadt) bestimmt.

Nach dem Schitpfen wurden die Larven in 2 L-Becken (Aquarienwasser plus Schadstoff) gesetzt, um
genug Platz fur ein zufriedenstellendes Wachstum bei gleichzeitig optimaler Futterversorgung zu ge-
wahrleisten. Etwa 8 Tage nachdem die letzten Larven des jeweiligen Versuchsansatz geschlUpft wa-
ren, wurden sie in 55 L-Aquarien (zwischen 40-70 Individuen /Aquarium) gesetzt. In dieser Anlage
(Abb. 5) erfolgte die Exposition im Durchfluss. Dazu wurde Uber eine Regeleinheit (Rotameter GAGL
54, Y okogawa, Wehr) aufbereitetes Aquarienwasser in die Becken geleitet (2 L/h). Gleichzeitig wurde
die entsprechende Schadstoffmenge (50 mi/h) aus Vorratsflaschen mit Hilfe einer Perfusionspumpe M
312 (Gilson, Villier-le-Bel, Frankreich) in die Aquarien gepumpt. In die Abdeckungen der Becken
waren zugespitzte Glaszylinder eingehéngt, welche an der Spitze aufgebohrt waren, und in denen sich
aufbereitetes Aquarienwasser und Schadstoff mischen konnten. Die Aquarien standen auf Heizmatten
(Pet-Mat, Fa. Rebie, Bielefeld), die Uber einen Temperaturfihler und ein Thermostat (Biotherm 2000,
Fa. Rebie, Bielefeld) die Temperatur konstant bei 25 °C hielten. Die Aquarien wurden mit Hilfe eines
Ausstromers bel Uftet.

Die Rotameter wurden alle drei Tage, die Pumpen wéchentlich geeicht. Die Reinigung der Becken
von Algen erfolgte mindestens einmal in der Woche.

Die Tiere verblieben bis zur Geschlechtsreife in der Versuchsanlage. Hieraus erfolgte auch die Eient-
nahme fir Nachzucht (F,-Generation) und Early Life Stage-Tests.
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Die F,-Generation wurde zuné&chst bis 8 Tage nach dem Schlpfen unter identischen Bedingungen wie
die F;-Generation gehalten. Danach wurden sie aus Platzgriinden statisch in 30 L-Aquarien gehalten.
Bel diesen Becken wurde alle 2 Wochen 2/3 der Schadstoffmenge ausgewechselt. Auch die F.-
Generation wurde bis zur Geschlechtsreife aufgezogen.

Wasser-
.| \ reservoir
Schadstoff-
vorrat
Pumpe
@ Rotameter
Schadstoff-
Stromquelle ) zufuhr Wasserzufuhr
Stromquelle Misch-
v zylinder
Temperatur;
fhler
N Thermostat l
N Uberlauf

Heizmatte

Abb. 5: Schematischer Aufbau der Versuchsanlage fur die Life Cylce-Tests mit dem Medaka (Oryzias
latipes).

Die Larven wurden mit Staubfutter AZ-100J (Tetra, Melle) und 2-3 Tage nach dem Schllipfen zusétz-
lich mit Naupliugarven des Salinenkrebses (Artemia salina) gefittert. Nach dem Umsetzen der Fische
in die grofRen Aquarien erhielten sie zweimal taglich zwischen 5-10 ml/Becken Salinenkrebslarven
bzw. Tetramin™ Flockenfutter (Tetra, Melle).

Als Nahrungserganzung wurden die Medakas wahrend des Life Cycle-Experiments mit Nonylphenol
etwa zweimal woéchentlich mit einer Ration blanchiertem und pUriertem Spinat gefUttert.
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Fir die Anzucht der Salinenkrebse wurden etwa 5 ERI6ffel der Cysten auf 5 L kiinstliches Meerwasser
gegeben. Diese wurden 1-2 Tage unter starker Beliiftung bei etwa 25 °C gehalten. Uber einen Schei-
detrichter wurden die geschliipften Larven von den leeren Eihtillen getrennt, abgesiebt und verfttert.

Early Life Stage-Test

Die Untersuchung der Auswirkung einer Schadstoffbelastung auf die Embryonalentwicklung erfolgte
jewells parallel mit exponierten Eiern von belasteten und unbel asteten (Wasserkontrollen) Elterntieren
der Fi- bzw. F,-Generation, da nur so Einfllsse durch einen unterschiedlichen Erndhrungszustand der
Tiere ausgeschlossen werden konnte. Um die Auslese der unbefruchteten Eier zu erleichtern, wurden
die Eiklumpen abgestreift und eine Nacht einzeln in 24-Well-Platten (Greiner, Sohlingen) in 2 ml
Schadstoff/Well Gberfihrt. Die Eier wurden am néchsten Tag vereinzelt, unbefruchtete Eier verworfen
und in Petrischalen Uberfihrt. Aus den so gewonnenen Werten wurde auch die Befruchtungs- sowie
die Reproduktionsrate (Anzahl Eier/Weibchen) ermittelt.

Tab. 5: Parameter der Embryonalentwicklung bei O. latipes. Die grau unterlegten Parameter konnten
beobachtet werden.

Tag Stunde Entwicklungsparameter

1 0 Eier abgestreift

23 frihe Neurula

26 spate Neurula

33 Somitenbildung
3. 36 Augenbecher und Herzanlagen

40 Linsen- und Oocystenbildung

46 Herzschlag (40-60/min)

52 Einsetzen der Blutzirkulation

54 Spontanbewegung

56 Pigmentierung der Retina, Herzschlag 100-120/min
4. 62 Pektoralflossenanlage

74 Ausbildung von Hamoglobin (rosa Blut), Herzschlag 120/min

5. 102 Chromatophoren entlang des Schwanzes
6. 121 Ausbildung der Schwanzflosse
7. 128 L eberentwicklung
144 Ausbildung der Schwimmblase
8. 168 Gelbférbung
9. 200 Milz und Mundspalte sichtbar
10.
11. 264 Larve schlUpft

Die Embryonal entwicklung wurde anhand dem in Tab. 5 beschriebenen Entwicklungsverlauf (Matsui
1949) beobachtet und dokumentiert.
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Befruchtungsrate

Die Ermittlung von Befruchtungsrate und Reproduktionserfolg in der F;- wie auch in der Fp-
Generation erfolgte wahrend des Early Life Stage-Experiments. Die Vorgehensweise wurde dort be-
schrieben.

LC 50-Test

Zu diesem Zweck wurden je 32 etwa 5 Tage alte Larven in 25, 50, 100, 200, 300, 400 und 500 pg/L
Nonylphenol gesetzt. Die Becken wurden zweimal taglich Gberpriift und tote Larven entfernt. Die
Exposition erstreckte sich insgesamt tber 84 Stunden.

Préaparation der Fische

Zur Geschlechtsbestimmung und Untersuchung der inneren Organe wurden die Fische unmittelbar vor
der Fixierung aus den Aquarien entnommen und in einer gesdttigten Losung von Ethyl-4-
aminobenzoat (Benzocain) betéubt. Gewicht und Korperlange wurden bestimmt. Alle Fixierldsungen
wurden auf 4°C temperiert. Fische, denen nur die Leber fir eine mRNA-Analyse enthommen wurde
wurden nicht perfundiert. Nach Entnahme der Leber wurden die Fische in toto in 4 % Formalin fixiert
und zur Untersuchung der Gonaden zum Projektparter nach Wielenbach geschickt. Bei alen Fischen
wurde makroskopisch das Geschlecht bestimmt.

Zusétzlich wurden je 4 Mannchen und Weibchen fir die Elektronenmikroskopie vorbereitet (siehe
2.6)

2.7.3 Versuchsaufbau und Tierhalterung bel Belastung mit Octylphenol bzw. DHEA
im Life Cycle-Test

Versuchsaufbau und V orgehensweise werden hier nur insofern beschrieben, wie sie von den Material
und Methoden des Life Cycle-Experiments mit Nonylphenol abweichen. So wurden sowohl Rotameter
wie auch die Pumpen in diesen Life Cycle-Tests alle 3 Tage geeicht.

Early Life Stage-Test

In Abweichung zum Life Cycle-Experiment mit Nonylphenol wurden bei den Life Cycle-
Experimenten mit Octylphenol und DHEA die Brutpaare in Gruppen von je 2 Mannchen und 3 Weib-
chen gehalten. Die Eientnahme fir den Early Life Stage-Test erfolgte an drei aufeinander folgenden
Tagen, an denen die Gelege in 24-Well-Platten gesammelt und nach einem Tag ausgel esen, vereinzelt
und in Petrischalen dberfihrt wurden. Die Eier wurden bis zum Schltpfen beobachtet und Sterblich-
keit, Missbildungen sowie Dauer bis zum Schllpfen ermittelt.
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Befruchtungsrate

Zur Ermittlung der Befruchtungsrate wurden die Weibchen jeder Versuchsgruppe mindestens eine
Woche téglich abgestreift; die Eier in 24-Well Platten Uberfiihrt, iber Nacht im Brutschrank gehalten
und am néchsten Tag ausgezahlt. Die Halterung der Tiere erfolgte auch hier in Brutpaaren zu je 3
Weibchen und 2 Mé&nnchen.

Kreuzungsexperimente

Fir eine Beurteilung der geschlechtsspezifischen Einschrankungen der Reproduktivitét nach Bela-
stung mit Octylphenol bzw. DHEA wurden Kreuzungsexperimente durchgefiihrt. Dazu wurden Brut-
paare aus belasteten Mannchen und unbelasteten Weibchen sowie unbelasteten Mannchen und bela-
steten Weibchen zusammengestellt. Auch in diesem Experiment wurden an drel aufeinanderfolgenden
Tagen die Weibchen abgestreift, Gelegegrofie und Befruchtungsrate ermittelt und Early Life Stage-
Tests durchgefihrt.

Histologische Untersuchungen

Zur Untersuchung der Gonaden wurden die Medakas aus den Life Cycle-Experimenten mit Octylphe-
nol und DHEA betéubt und anschlief3end in Bouin (71 % geséttigte Pikrinsaurel 6sung, 24 % Formol,
5 % Eisessig) in toto fixiert.

Nach einer Fixierzeit von mind. 24 h wurden die Praparate fur jeweils eine Stunde so lange in 70 %
igem Alkohol plus wenigen Tropfen NaOH gewaschen, bis sich der Alkohol nicht mehr gelb férbte.
Anschlief3end wurden die Préparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe (80 %, 90 %, 96 % EtOH fur
je& 3 x 20 min und 100 % Isopropanol fir 2 x 30 min) entwassert. Danach wurden siein Methylbenzoat
Uberfihrt (1. Inkubation bis zum Absinken der Objekte, 2. Inkubation tiber Nacht, 3. Inkubation fir
mind. 3 h), in Paraffin Gberfihrt (1. Inkubation tber Nacht, 2. Inkubation fir mind. 3 h) und anschlie-
[Rend in Paraffin eingebettet.

Aus den so gewonnenen Paraffinbldckchen wurden Langsschnitte der Gonaden von 5-8 pum Dicke
angefertigt. Diese wurden nach Goldner (Romeis, 1989) gefarbt und mit einem Olympus-CK2 Photo-
mikroskop (Olympus, Hamburg) ausgewertet.

2.7 Elektronenmikroskopie

Unmittelbar vor der Fixierung wurden die Tiere aus dem Aquarium entnommen und in einer gesattig-
ten Losung aus Ethyl-4-aminobenzoat (Benzocain) betdubt. Alle Fixierlsungen wurden auf 4 °C tem-
periert. Nach Eréffnung der Korperhohle vor dem Diaphragma wurden die Tiere in situ Gber den Ven-
trikel mit Perfusionsfixans | (1,5 % Glutardialdehyd und 1,5 % Formaldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer;
pH 7,6) perfundiert. Zur weiteren Bearbeitung wurden Leberproben mit einer Kantenléange von < 0,5
cm entnommen und in Perfusionsfixans 1l (2,5 % Glutardialdehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer (pH 7,6)
mit 4 % PV P und 0,05 % CaCl,) Uberfihrt. In dieser Lésung verblieben sie Uber Nacht. Nach dreima-
ligem kurzen Spulen in 0,1 M Cacodylatpuffer wurden alle Proben 1 h in reduziertem Osmium (1:1
Gemisch aus 2% OsO, und 3 % K,(Fe(CN)e), Karnovski, 1971) bei 4 °C inkubiert. Anschlief?end

20



2. Materia und Methoden

wurden die Proben je dreimal in 0,1 M Cacodylat- und 0,05 M Maleatpuffer (pH 5,2) gespiilt und tiber
Nacht bei 4 °Cin 1% Uranylacetat in 0,05 % Maleatpuffer en bloc kontrastiert.

Nach der Entwasserung tber eine aufsteigende Alkoholreihe (75 %, 85 %, 95 %, 100 % EtOH fir je 3
x 10 min) wurden die Gewebestlicke in Spurr (Spurr 1969) eingebettet. 200 nm dicke Ultradiinn-
schnitte wurden mit einem Diamantmesser auf einem Reichert OM-U 2 Ultramikrotom hergestellt,
30 min mit Bleicitrat kontrastiert und in einem EM 10C Elektronenmikroskop (Zeiss, Jena) ausge-
wertet.

Zur Analyse von Veranderungen in der Organisation des Leberparenchyms und der Hepatocyten wur-
den Semidinnschnitte mit einer Dicke von 0,3 bis 0,5 um angefertigt und nach der Methode von
Singh (1964) versilbert, wodurch Glykogenareale auf den Schnitten dunkelbraun bis schwarz darge-
stellt wurden. In den meisten Féllen erfolgte eine Gegenférbung nach Richardson (1960). Die lichtmi-
kroskopischen Schnitte wurden an einem Olympus-CK2 Photomikroskop (Olympus, Hamburg) aus-
gewertet.

DAB-Inkubation: Zum Nachweis der Leberperoxisomen wurden die Leberstiickchen nach der Glut-
arddehydfixierung in akalischem 3,3 -Diaminobenzidinmedium (DAB) nach Le Hir et a. (1979)
inkubiert (Nachweis der Katalase = Wasserstoff peroxid-Oxidoreduktase). Die Proben wurden hierzu
90 min in 10 mM Theorell-Stenhagen-Puffer bei pH 10 mit 5 mM Diaminobenzidin und 0,5 % H,0,
bei 37 °C im Schittelwasserbad inkubiert. Danach wurden die Proben in Osmium (s.0.) nachfixiert,
entwéssert und eingebettet.

Vibratomierung: Zur Verringerung der Diffusionsstrecke wurden die etwas groéf3eren Leberproben von
Karpfen und Forelle vor der Uberfiinrung in Perfusionsfixans Il mit 60 °C warmen Agar auf einem
Korkwirfel fixiert. Mit dem Vibratom (TPI, St. Louis, USA) wurden Segmente von 40-80 um Dicke
hergestellt und in 4 °C kaltem 0,15 M Cacodylatpuffer (pH 7,6) aufgefangen.
Elektronenmikroskopische Auswertung: Es wurden mindestens zwei Mannchen und zwel Weibchen
einer Konzentration untersucht. Die Auswertung erfolgte semiquantitativ anhand der Mittelwerte aus
mindestens 15 untersuchten Zellen eines Schnitts.

2.8. Vitellogeninmessung im Plasma mit Hilfe eines kompetitiven ELISA (Enzymelin-
ked immunosor bent Assay)

2.8.1 Aufreinigung des Vitellogenins aus der Regenbogenfor elle (Oncorhynchus mykiss)

Die Vitellogeninaufreinigung erfolgte durch Herrn Markus Islinger mit Hilfe einer FPLC-Anlage aus
mit 173-Estradiol induzierten Regenbogenforellen (Islinger 1996).

2.8.2 Antikorper gegen Regenbogenforellen-Vitellogenin

Der Antikorper gegen Regenbogenforellen-Vitellogenin wurde ebenfals von Herrn Markus Islinger
hergestellt. Details zur Antikorperherstellung sind der Diplomarbeit von Markus Islinger (1996) zu
entnehmen.
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2.8.3 Plasmagewinnung

Nach Betdubung mit Benzocain wurde den Fischen tber die Schwanzvene Blut entnommen. Als Ge-
rinnungshemmer wurde dem Blut 10 % einer Citrat-Dextrose-Ldsung (8 g Zitronensaure-Monohydrat
(CsHgO7 x H0), 22 g Natriumcitrat Dihydrat CgHgO10Nag X H,O und 24,5 g Dextrose auf 1L Aqua
bidest) sowie 404 ul/ml Aprotinin beigemischt. Das Blut wurde in einer Herdus-K thlzentrifuge 15
bei 2500 rpm und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und sofort in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Die Aufbewahrung bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei -70 °C.

2.8.4 Reagenzien und L 6sungen:

Phosphate-buffered saline (PBS): 8,0 g NaCl; 0,2 g KCI; 0,2 g KH,POy; 1,68 g NaH,PO, x H,O auf
1L Aquabidest.

PBS-Tween Waschpuffer (pH 7,2): PBS + 0,1 % Tween 20 (Sigma, Deisenhofen)

Blockpuffer (pH 7,2): 2 % Bovine Serum Albumine (BSA, Sigma, Deisenhofen) in PBS
Beschichtungspuffer: 5,3 g Na,COs; auf 1 L Aqua bidest, pH-Wert mit NaHCO; auf 9,6 einstellen.
Farbel6sung: 0,05 g 2,2"-Azino-diethylbenzthiazolinsulfonat (6), Ammoniumsalz (ABTS); 2,72 g Na
Acetat-3-Hydrat; 1,42 g Na,HPO, x 2H,0 auf 200 ml Aqua bidest, pH-Wert mit Essigsdure auf 4,2
einstellen; Lagerung portionsweise bel —20 °C. Unmittelbar vor Férbebeginn 10 pl 30 %iges
H,0,/10 ml Farbel 6sung zusetzen.

2.8.5 Arbeitsprotokoll kompetitiver ELISA

Plattenbeschichtung: In die inneren 60 Wells der 96-Well-Platte werden je 100 ul Vitellogeninl Gsung
(100 ng/ml in Beschichtungspuffer) pipettiert.

Vorinkubation des Sandards. Der Vitellogeninstandard wurde von 1000 ng/ml bis 0,45 ng/ml in einer
1:3 Verdinnungsreihe angesetzt. Die Plasmaproben von Mannchen wurden 1:3, das der Weibchen
1:300 vorverdinnt und dann in einer Verdiinnungsreihe von 1:3 bis 1:81 verdinnt. Die Verdinnungen
wurden mit Antiserum-L6sung vom Kaninchen durchgefiihrt (Endverdinnung 1:25000 in PBS) und
Uber Nacht bei 4° C inkubiert.

Waschen der ELISA-Platten: Die Wells wurden 3 x mit 200 pl PBS-Tween gewaschen. Nach jedem
Waschschritt wurden die Platten auf saugféhigem Papier grindlich ausgeklopft, um die Waschfllissig-
keit griindlich zu entfernen. Der 3. Waschschritt wurde a's ,, Soaking step” genutzt, d. h., die Waschl -
sung wurde 5 min in den Wells belassen.
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Blockieren der unspezfischen Adsorption in den ELISA-Platten: Freie Bindungsstellen wurden mit
2 % BSA-L6sung abgeséttigt. Die Wells wurden mit 200 ul Blocking-L6ésung beflllt und in einer
feuchten Kammer fir 90 min bei 37 °C inkubiert.

Aktivierung der Proben und des Sandards. Die Proben- und Standardverdiinnungen wurden nach der
Uber-Nacht-Inkubation fiir weitere 30 min bei 37 °C inkubiert.

Waschen der ELISA-Platten: s.o.

Inkubation mit spezifischem Antikorper: 200 ul jeder Vorinkubationslésung wurde in 3 Replikain die
ELISA-Platten gegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 90 min bei 37 °C in einer feuchten Kammer.

Waschen der ELISA-Platten: s.o.

Inkubation des sekundaren Antikorpers: 100 ul/Well der sekunddren Antikdrperlésung (Ziege anti
Kaninchen-1gG (H+L) Peroxidase-konjugiert (Bio-Rad Laboratories, M iinchen) 1:3000 in PBS) wurde
in die ELISA-Platten pipettiert und in einer feuchten Kammer bei 37 °C fir 45 min inkubiert.

Waschen der ELISA-Platten: s.o.

Substratreaktion: Die Platten wurden mit 200 ul Féarbelésung pro Well fir 30 min im Dunkel bei
Zimmertemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Die Absorptionsmessung erfolgte bei 415 nm mit
dem Microtiterplattenreader (SLT, Crailsheim). Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des E.A.S.Y .base-
Programm (SLT, Crailsheim) und Microsoft Excel.

29 Western Blot

Die Entnahme des Karpfenplasmas erfolgte nach der unter 2.7.1 beschriebenen Methode.

Fir den Western Blot wurde ein polyklonaler Antikorper gegen Karpfenvitellogenin verwendet, der
uns freundlicherweise von Prof. Dr. J. B. Sumpter vom Department of Biology and Biochemistry der
Brunel University in Uxbridge, Middlessex (U.K.) zur Verfiigung gestellt wurde.

Der Proteingehalt des Karpfenplasmas wurde nach Bradford (1976) bestimmt. Fir den Blot wurde ein
Plasmaéquivalent zu 15 g Protein mit dem gleichen Volumen Probenpuffer (200 mM Tris, pH 6,8;
40 % Glycerin; 0.3% DTT; 4% SDS; 0.025 % Bromphenolblau) verdinnt und 10 min bei 100 °C
denaturiert. Fir das SDS-Page-Gel wurde ein 3,8 % iges Sammelgel (2,5 ml Sammelgel puffer (0,5 M
TRIS, 0,4 % SDS, pH 6,8), 6,2 ml Aquabidest, 1,3 ml Acrylamid/Bisacrylldsung (30 %), 0,1 ml 10 %
TEMED, 0,2 ml 10 % APS-L6sung) und ein 10 % iges Trenngel (7,5 ml Trenngelpuffer (1,5 M TRIS,
0,4 % SDS, pH 8,8), 12,5 ml Aqua bidest, 10 ml Acrylamid/Bisacryllésung (30 %), 0,3 ml 10 % TE-
MED, 0,3 ml 10 % APS-Losung) verwendet. Die Gelelektrophorese wurde mit 15 mA pro Gel durch-
gefuhrt. Danach wurden die Gele, Whatman-Papier und aktivierte (Aktivierung der Membran durch
Inkubation in Methanol fiir 30 s) Nitrocellulosemembran (Immobilon®, Serva, Heidelberg) in Blotpuf-
fer (20 mM Tris; 150 mM Glycin; 20 % Methanol) Uberfiihrt. Das Blotten erfolgte mit einem Semi-
Dry Transfer-cell Trans Blot SD (Fa. Biorad, Miinchen) firr 75 min mit 0.8 mA/cm?
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Die Membranen wurden danach 3 x 10 min in PBS-Puffer (PBS, 0,05 % Tween 20) gewaschen und
anschlieffend mit 5 % fettfreiem Milchpulver in PBS- Puffer 2 h geblockt. Die darauffolgende Inkuba-
tion mit dem 1. Antikorper (Antikérper gegen Karpfenvitellogenin) wurde in einer Verdiinnung von
1:2500 fr 1 h durchgefihrt, danach folgten 3 zehnminiitige Waschschritte in PBS-Puffer. Die Inku-
bationszeit des 2. Horseradish-Peroxidase-gekoppelten Antikorpers (Verdinnung 1:15000 in 1%
Milchpulver) betrug ebenfalls 1 h. Die Floureszenzreaktion des 2. Antikérpers wurde mit Hilfe des
ECL-Kits (Amersham-Buchler, Little Chalfont, England) durchgefiinrt. Dazu wurden die Membranen
1 min lang mit einem 1:1 Gemisch der beiden Komponenten des Kits behandelt und anschlief3end in
Folie gepackt. Die Detektion der Fluoreszenzreaktion geschah mit Hilfe von Roéntgenfilm-Platten

(Kodak BioMax Light 1, Sigma, Deisenhofen) welche je nach Intensitét der Reaktion fir 30-60 s auf
die Membranen gelegt und anschlief3end entwickelt wurden.

Die verschiedenen Proteinbanden auf den Membranen wurden mit einer Coomassie-Blue-Férbung
(0,5 g Coomassie-Blue, 400 ml Methanol, 500 ml H,O, 100 ml Essigsaure) dargestellt und mit Entfar-
beldsung (100 ml Essigsdure, 400 ml Methanol, 500 ml H,O) differenziert. Der entwickelte Rontgen-
film wurde eingescannt und die Reaktionsintensitét der Banden wurden mit Hilfe des E.AA.S.Y Pro-
gramms von Herolab (Wiesloch) ausgewertet.

Besonderer Wert wurde dabei auf die Ermittlung des Induktionsfaktors (optische Dichte Banden bela-
stet/optische Dichte Kontrollbanden), also auf die relative Zunahme der Reaktionsstarke im Vergleich
zur Kontrolle, gelegt. Die Ergebnisse wurden al's Induktionsfaktor angegeben, da viele der Plasmapro-
ben keine charakteristische Vitell ogeninbande, sondern nur Vitellogeninabbaubanden zeigten. Deshalb
war eine genaue, quantitative Auswertung des Western Blots nicht moglich; es konnte nur die Ge-
samtfl&che der Reaktion ermittelt werden.

2.10 Messung der Vitellogenin-mRNA-Induktion mit RT-PCR

2.10.1 RNA-Isolation

Die Messung der Vitellogenin-mRNA-Induktion erfolgte aus den Lebern von je 3 mannlichen Meda-
kas pro Versuchsgruppe und wurde aufgrund der geringen RNA-Mengen mit dem RNeasy Total
RNA-System (Quiagen, Hilden) durchgefiihrt; es handelte sich hierbei um ein adsorbtionschromato-
graphisches, auf Silica-Gel Membranen basierendes Trennverfahren, das durch kurze Isolationszeit die
Aufarbeitung einer grof3en Probenzahl ermdglicht. Einzelnen Organe wurden mit einem Rotor-Stator-
Homogenisator (Polytron, Kinematica, Littauw/Luzern, Schweiz) im Guanidinoisothyocyanat-haltigen
Lysepuffer des Herstellers homogenisiert, ohne die bel -80 °C gelagerten Gewebeproben aufzutauen.
Die weitere Préparation erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Reinheit und RNA-Gehalt aller RNA-Proben wurden photometrisch bei 280/260 nm bestimmt. Die
Aufbewahrung erfolgte bei —20°C in RNAse freiem Wasser bis zur weiteren Verwendung.
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2.10.2 Semiquantitative RT-PCR of M-Vg0.5

Fir die semiquantitative RT-PCR der Vitellogenin-mRNA wurden spezifische Primer zu einer 500 bp
Region des Medaka-Vitellogenins (M-Vg0.5+: 5-GAC CTG GAA GCA TTC TGG AG-3, M-
Vg0.5-: 5°-TCT GAT TGG CAG AGA TGC AG-3’, Gen Bank, AccN®: AF 268284) erzeugt. Zusatz-
lich wurden Primer, der spezifisch fir eine 0.3 kb Region des Elongationsfactors 1a (M-ELF0.3+: 5'-
AGC GAC AAG ATG AGC TGG TT-3", M-ELF0.3-: 5'-GGG CAC AGC TTC TGG TAA AG-3)
des Medakas als interner Standard gewahlt (GenBank AccN°®: AB013606). Fur die reverse Transrcrip-
tion (50 mM KCl, 10 mM Tris, 5 mM MgCl,, 2,5 U/pl MuLV, 1 mM dNTPs, 1 U/ul RNAse Inhibitor,
2,5 UM Oligo-d(T)6, 50 ng/ul total RNA) wurde ein Primer Anneding Schritt von 10 min bei Raum-
temperatur, ein Transkriptionsschritt von 25 min bel 42 °C und ein Enzym-Denaturierungsschritt von
5 min bel 95 °C durchgefiihrt. Die PCR-Amplifikation wurde in eéinem 30 Zyklen umfassenden Pro-
gramm mit 95 °C/30 sec fir die Denaturierung, 57 °C/30 sec fir die Anlagerung der Primer und 72
°C/1 min zur DNA-Amplifikation mit 1.5 mM MgCl, und 2.5 U/100 uL Tag-Polymerase. Die PCR-
Proben wurden auf einem 1.5 % Agarosegel getrennt. Die mit Ethidiumbromid geférbten Gele wurden
densiometrisch mit der E.A.S.Y. Win 32 Software (Herolab, Wiesloch) analysiert.
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3. Auswirkungen einer Belastung von Regenbogenforellen (Oncorhyn-
chus mykiss) mit Nonylphenol wahrend der Juvenilzeit und Laichreife

Zusammenfassung: Ziel dieser Untersuchung war es, eine Korrelation zwischen dem Angtieg des
Plasma-Vitellogeningehalts und Veranderungen in der Ultrastruktur mit Nonylphenol bzw. 17a-
Ethinylestradiol (EE2) belasteter juveniler und laichbereiter Regenbogenforellen herzustellen. Sowohl
bei juvenilen als auch bel adulten Mannchen konnte bereits ab einer Konzentration von 1 pg/L Nonyl-
phenol ein signifikanter Anstieg des Plasma-Vitellogeningehalts beobachtet werden. Dabel waren die
Induktionsfaktoren beider Versuchsgruppen nach Belastung mit Nonylphenol vergleichbar. Im Gegen-
satz dazu reagierten die adulten Mannchen auf eine Belastung mit 17a-Ethinylestradiol mit einem
etwa 40fach starkerem Anstieg des Vitellogeningehalts als die juvenilen Tiere. Die Induktion der Vi-
tellogeninsynthese fand ihre Entsprechung in der Ultrastruktur der Hepatocyten. Dabel waren die
wichtigsten Veranderungen nach Belastung mit Nonylphenol in beiden Gruppen: (1) Zunahme der
Menge des rauhen endoplasmatischen Retikulums (rER) sowie eine regelmafdigere Organisation der
rER-Zisternen in Stapeln, (2) Proliferation der Dictyosomen und Aktivitatszunahme des Golgi Appa-
rates, (3) Erhéhung der Mitochondrienheterogenitét. Zusitzlich konnte bei den adulten Regenbogen-
forellen eine Zunahme der Glykogenmenge, eine Vermehrung der lysosomalen Elemente und eine
dosisabhangige Dilatation der rER-Zisternen beobachtet werden. Die juvenilen Versuchstiere zeigten
neben einer Abnahme der Mitochondrienmenge auch eine progressive Fragmentierung der rER-
Zisternen. Eine Belastung mit EE2 resultierte in beiden Versuchsgruppen auf3er in einer Mengenzu-
nahme auch in einer verstarkten Fragmentierung und Dilatation desrER.

Diese Sudie belegt einerseits, dass eine durch endokrine Belastung hervorgerufene Induktion der
Vitellogeninsynthese ultrastrukturell mit einer Proliferation des Proteinbildungsapparates einhergeht,
und andererseits, dass Regenbogenforellen sowohl geschlechtsspezifisch als auch abhéngig von Alter
und Reproduktionsstadium Unterschiede in ihrer Reaktion auf Nonylphenol und 17a-Ethinylestradiol
zeigen.

3.1 Einleitung

Alkylphenolethoxylate (APE) finden eine breite Verwendung in Haushalt und Industrie. Die am hau-
figsten verwendete Gruppe dieser Verbindungen ist die der Nonylphenolethoxylate. Sie représentieren
etwa 90 % der Gesamtproduktion an APEs (Naylor et al. 1992, Ahel et al. 1996). Die Nonylphe-
nolproduktion liegt derzeit bei 270.000 t/a (Hawlerak et al. 1999). Von dieser Menge werden 70-80 %
zu Nonylphenolethoxylaten umgesetzt. Diese Nonylphenolethoxylate finden as Detergenzien,
Weichmacher und Emulgatoren in zahlreichen Industrieanwendungen und in Haushaltsreinigern Ver-
wendung (Arukwe et al. 2000). Das nicht umgesetzte Nonylphenol wird in weniger gewéasserrel evan-
ten Anwendungen der Mineraldl- und Harzindustrie verbraucht (Lindt & Schade 1997). Aufgrund der
hohen Produktions- und V erbrauchszahlen sind Nonylphenol und Nonylphenolethoxylate ubiquitér in
der aguatischen Umwelt zu finden. Die Hauptquelle der nonylphenolhaltigen Verbindungen in der
Umwelt ist ihre Verwendung als nichtionische Tenside (Etnier 1986), von denen 1994 jahrlich mehr
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als 360.000 t in Westeuropa, USA und Japan verwendet wurden (Ahel et al. 1994). Nonylphenol ist
von der Européischen Gemeinschaft as umweltgeféhrdende Substanz eingestuft worden (Ahel & Gi-
ger 1993, Ekelund et al. 1990). Obwohl dies in vielen europédischen Landern zu einem Verzicht auf
Nonylphenolethoxylate in Haushaltsreinigern gefihrt hat, sind diese Substanzen weltweit oft in endo-
krin wirksamen Dosen in Gewassern anzutreffen. Normalerweise Ubersteigt die Nonylphenolkonzen-
tration in Flussen und Seen selten 10 pg/L (Ahd et a. 1987, Bennie et a. 1997, Blackburn & Wal-
dock 1995), jedoch konnten in Gewassern mit einer hohen Fracht an Ablaufen von Industrie und Klar-
anlagen zeitweise Konzentrationen von bis zu 1000 pug/L gemessen werden (Warhurst 1995). Auf-
grund der lipophilen Eigenschaften von Nonylphenol sind auch grof3e Mengen im Sediment von Flus-
sen und Seen zu finden; in einigen Flissen der Vereinigten Staaten konnten in der Vergangenheit
Werte von bis zu 3 mg/kg Sediment gemessen werden (Naylor et al. 1992).

Die endokrine Wirkung von Nonylphenol ist seit langem bekannt. Soto et a. (1991) entdeckten bei
MCF7-Zellen eine dstrogene Wirkung der verwendeten nonylphenolhaltigen Zentrifugenréhrchen. In
den vergangenen Jahren folgten zahlreiche Untersuchungen tber biol ogische Abbaubarkeit (Ahdl et al.
1994, Manzano et a. 1998), Bioakkumulation (Ahel et a. 1993 a, Heinis et a. 1999, Lewis & Lech
1996, Tsuda et a. 2000) und Metabolismus (Arukwe et al. 2000, Coldham et al. 1998, Charuk et al.
1998, Lee et al. 1998, Mehldahl et al. 1996, Thibaut et al. 1998) von Nonylphenol sowie Uber die ad-
versen Effekte von Nonylphenol auf Reproduktionserfolg und Uberleben von Xiphorus maculatus
(Kinneberg et a. 2000) und das Auftreten von Zwittergonaden beim Medaka (Gray & Metcalfe 1997).
Ein Anstieg des Plasma-Vitellogeningehalts bei mannlichen Regenbogenforellen konnte ab einer Be-
lastung mit 10 pg/L Nonylphenol beobachtet werden (Jobling et al. 1996)

Ziel dieser Studie war eine Untersuchung zwischen dem nonylphenol- bzw. EE2-induzierten Anstieg
des Plasma-Vitellogeningehalts und den ultrastrukturellen Verénderungen in der Leber von Regenbo-
genforellen in unterschiedlichen Lebensstadien.

3.2 Messung des Plasma-Vitellogenin-Gehalts adulter Regenbogenforellen wahrend
der Laichreife nach Exposition gegentiber Nonylphenol

Schon ab Konzentrationen = 1 pug/L Nonylphenol war bei den méannlichen Regenbogenforellen ein
signifikanter Unterschied zur Wasserkontrolle zu beobachten (Abb. 6). Wéhrend die mit 10 pg/L
Nonylphenaol behandelten Ménnchen einen rund 10 % hoheren Vitellogeningehalt als die Kontrolltiere
aufwiesen, lag der Vitellogeningehalt bei den mit 1 pg/L Nonylphenol behandelten Mannchen sogar
noch etwas hoher.

Der direkte Vergleich der untersuchten Tiere des Ethinylestradiolversuchs zeigte einen deutlichen
Unterschied zwischen den Geschlechtern wahrend der Laichreife (Abb. 7). Auffdlig war die starke
Varianz in der Vg-Induktion innerhalb der Kontrolltiere. Der Vitellogeningehalt im Plasmalag bel den
Weibchen um das etwa 130.000fache héher als bei den Mannchen. Dagegen entspricht die Vitello-
genininduktion bel den mit EE2 behandelten Mé&nnchen etwa der der nicht induzierten Weibchen.
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Abb. 6: Vitellogeningehalt im Plasma ménnlicher Regenbogenforellen nach Exposition gegentber
Nonylphenol bzw. Ethinylestradiol. Signifikanzberechnung gegentiber Kontrolle geméal3 U-Test nach
Mann-Whitney: * p < 0,05; ** p<0,01; *** p < 0,0001
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Abb. 7: Vitellogeningehalt im Plasma méannlicher und weiblicher Regenbogenforellen nach Belastung
mit Ethynylestradiol. Signifikanz gema3 U-Test nach Mann-Whitney: * p < 0,05; ** p < 0,01;
*** n<0,0001
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Dabei zeigte sich bei den Ma&nnchen eine starke Schwankung der Einzelwerte (= hohe Standardabwei -
chung).

Auch bei den Weibchen fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen den mit Ethinylestradiol
behandelten und den Kontrolltieren (Abb. 8). Hier lagen die Werte der induzierten Weibchen etwa 6
mal hoher als bei den Kontrolltieren.
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c O

LS weiblicher Regenbogenforellen nach

% % Belastung mit Ethinylestradiol. Signi-

> fikanz der Unterschiede zur Kontrolle
1 ‘ gemald U-Test nach Mann-Whitney: *

Kontrolle Ethinylestradiol p<0,05 ** p<0,0L *** p<0,0001

3.3 Ultrastrukturelle Veranderungen in der Leber adulter Regenbogenforellen (On-
chorhynchus mykiss) nach inter mittierender Belastung mit Nonylphenol

Aufgrund der starken Unterschiede zwischen den Wasserkontrollen aus dem Nonylphenol- und
Ethinylestradiol versuch wurden diese getrennt behandelt.

Da bel laichbereiten Regenbogenforellen ein stark ausgepragter Sexualdimorphismus in der Leber
vorliegt, wurden Mannchen und Weibchen im folgenden weitgehend separat betrachtet. Die ultra-
strukturellen Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsansétzen sind in Tab. 6 und 7 zusammen-
gefasst und quantifiziert.

Wasserkontrollen

Der Sexualdimorphismus manifestierte sich bel den Mannchen in deutlich vorhandenen Glykogen-
speichern (Abb. 9), wahrend bei den weiblichen Kontrolltieren die zentralen organellenhaltigen
Cytoplasmaarea e deutlich mehr Raum einnahmen (Abb. 10). Die Glykogenfelder waren hier auf ganz
wenige scharf umrissene Bereiche beschrénkt, die nicht in jeder Zelle zu finden waren. Eine klare
Trennung zwischen peripherem Speicherraum (Glykogen, durch Versilberung dunkel geférbt) und
innerem organellenhaltigem Cytoplasma (helle Bereiche im versilberten Semidiinnschnitt) war beiden
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Tab. 6: Semiquantitative Anayse cytologischer Veranderungen in der Leber Nonylphenol-exponierter
weiblicher Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) wahrend der Laichreife.

Ethinyl-

Wasser- Nonylphenol _ Ethinyl-
estradiol- )
kontrolle TuglL 10ug/L kontrolle estradiol
Intrazellul &re Gliederung ++ e+ +F I
Parenchymheterogenitat ++ ++ o+ + -
Kern Regelméldige Form + + + ++
Zentrale Lage + + ++ + +
Heterochromatin ++ 4+ ++ —+
Nucleolus + + +/++ +
Mitochondrien Menge ++ [+ ++ ++
Grole ++ ++ ++
Heterogenitat + [+ by
Intramitoch. Granula - - -
Peroxisomen Menge + + n
Grole + + +
Heterogenitét 4+ +
reER Menge +++ +++ +++
Stapel +4/+++ ++/+++ +++
Paral. Zisternen - ++[+++ +H[+++ +++
Fragmentierung ++ +4+[+++ ++ +/++
Dilatation ++ ++ ++/+++ + -
sER Menge + + + + +
Lageim Glykogen + + + - e
verteilt ++ ++ +
Golgi Menge ++
Zisternen +
Fenestrierung ++
Aktivitat ++
Lysosomen  Menge +++
Primére Lysosomen +

Sekundére Lysosom. ++
Tertidre Lysosomen ++

Myelin ++
Autophagosomen +
Vakuolen ++
Lipid Menge +
Lage im Glykogen +
Glykogen Menge +/-
Part. Entspeicherung ++
Interzellularen geschlossen +++ +++/++++ +++
erweitert + + +
Fremdzellen Makrophagen + +- +
- Merkmal fehlt - nicht auswertbar; zu grofRer Unterschied
+ selten zwischen den einzelnen Individuen
++  Merkmal deutlich ausgepragt [ ] leichter Unterschied zu den Kontrollen
+++ I Merkmahl hdufig bzw. sehr deutlich ausgepragt - deutlicher Unterschied zu den Kontrollen

++++ Merkmal Uberdurchschnittlich vorhanden bzw. ausgepragt
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Tab. 7. Semiquantitative Analyse cytologischer Verénderungen in der Leber Nonylphenol-exponierter
mannlicher Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) wahrend der Laichreife.

Wasser- Nonylphenol Eth;gY'l‘ Ethinyl-
kontrolle ~ 1, o 10ua/L estradiol- g agiiol
Hy/ pg/ kontrolle
Intrazellul&re Gliederung +H+++ +tt

Parenchymheterogenitét +++ +
Kern Regelméfdige Form +++
Zentrale Lage - -
Heterochromatin ++/+++ ++/+++
Nucleolus ++ ++
Mitochondrien Menge ++/+++ ++/+++
Grofe ++
Heterogenitét +
Intramitoch. Granula +
Peroxisomen Menge +
Grofle +
Heterogenitét +
rER Menge +++
Stapel +HH++
Pardl. Zisternen ++
Fragmentierung ++
Dilatation + -
sER Menge + +
Stapel - - - -
Lage im Glykogen + + + +
verteilt + + +
Golgi Menge + +++ +
Zisternen +HH++ A +
Fenestrierung ++ +HH++ +
Aktivitat +/++ + +
Lysosomen Menge ++ ++/+++ ++
Primére Lysosomen + +/++ +
Sekundére Lysosom. ++ ++ ++
Tertidre Lysosomen + + ++
Myelin + +/++ ++
Autophagosomen +/-
Vakuolen +
Lipid Menge +
Lage im Glykogen +
Glykogen Menge +/++
Part. Entspeicherung -
Interzellularen geschlossen ++ +/++
erweitert + +
Fremdzellen Makrophagen ++/+++ A ++/+++ ++
- Merkmal fehlt [ nicht auswertbar; zu groRer Unterschied
+ selten zwischen den einzelnen Individuen
++  Merkmal deutlich ausgepragt [ ] leichter Unterschied zu den Kontrollen
+++ ' Merkmahl haufig bzw. sehr deutlich ausgepragt - deutlicher Unterschied zu den Kontrollen

++++ Merkma Uberdurchschnittlich vorhanden bzw. ausgepragt
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Geschlechtern gemeinsam und wurde im folgenden als intrazellulére Gliederung bezeichnet (Braun-
beck 1989). Bei den Weibchen war sie durch die grof3en unregelméligen Zellkerne und die geringen
Glykogenspeicher weniger stark ausgepragt.

Die e ektronenmikroskopische Auswertung zeigte das L eberparenchym der mannlichen Kontrollfische
a's kompakte und relativ homogene Struktur mit wenig Interzellularrdumen, aber einem verhaltnismé:
Big hohen Anteil an Makrophagen. Der heterochromatinreiche Zellkern lag peripher (Abb. 15). Die
den Zellkern umgebenden Cytoplasmaareale waren gekennzeichnet durch ein fir Méannchen recht
ausgepragtes rauhes endoplasmatisches Retikulum (rER), in dem regelméikig vorkommende, sehr ho-
mogenen Mitochondrien, sowie vereinzelte Myelinwirbel, Vakuolen und lysosomale Elemente zwi-
schen die Zisternen eingestreut lagen. Das rER war in Lagen von bis zu 5 Zisternen tibereinander ge-
schichtet. Die Zisternen selbst wiesen eine leichte Fragmentierung auf und waren geringfligig dilatiert.
Der Golgi-Apparat lag in der Regel zwischen Gallencanaliculus und Zellkern, war jedoch insgesamt
sehr schwach entwickelt und wies eine geringe Aktivitdt (Anzahl der abgeschnirten Vesikel) auf. Im
elektronenmikroskopischen Bild erschien der Golgi-Apparat als undeutliche, vesikulierte Struktur,
was aufgrund der seltenen direkten Anschnitte der Golgi-Zisternen auf seine geringe Gréf3e schliefzen
lie?. Die Hepatocyten der weiblichen Kontrollfische waren von einem gut entwickelten Protein-
Lipoproteinsyntheseapparat geprégt. Stapel aus bis zu 13 parallelen Zisternen bildeten eine nahezu
geschlossene Manschette um den heterochromatinreichen Zellkern. In der Zellperipherie lagen weitere
Stapel aus 5-10 paralelen rER-Zisternen, die teilweise mit der inneren Manschette verbunden waren
(Abb. 18).Zwischen die rER-Zisternen waren gleichméfig runde bis ovale Mitochondrien eingestreut.
Golgi-Felder kamen regelméal3ig vor, jedoch erschienen sie meist wie bei den Mannchen al's undeutli-
che, vesikulierte Struktur, wobei die etwas hohere Anzahl der Vesikel auf eineim Vergleich zu den
Mannchen leicht erhdhte Aktivitét schlief3en liel3. Die Glykogenspeicher waren deutlich geringer als
bei den Ménnchen ausgepréagt und zeigten teilweise eine recht starke partielle Entspeicherung. Lyso-
somal e Elemente kamen regelmaldig vor, dagegen fanden sich Peroxisomen und Lipid sehr selten.

1 pg/L Nonylphenol

Schon im Lichtmikroskop fielen bei beiden Geschlechtern die gegeniiber den Kontrolltieren deutlich
vergroferten Glykogenspeicher auf (Abb. 11 und 12). Dadurch wurde die intrazelluldre Gliederung
insgesamt ausgepragter. Die Parenchymheterogenitdt nahm bei den Mannchen aufgrund der geringe-
ren Anzahl von Fremdzellen etwas ab.

Die auffdligsten Verénderungen fanden sich im Bereich des Protein-Lipoprote nsyntheseapparats und
waren bei beiden Geschlechtern gleichermal3en vorhanden (Abb. 16, 19 und 21). Bei den Mannchen
beschrankte sich diese Verédnderung auf die leicht erhdhte Menge der Dictyosomen. Dagegen nahm
die Fenestierung des Golgi-Apparates etwas ab. Die Menge des rER blieb unverandert, jedoch vergro-
Rerte sich die Anzahl der paralelen Zisternen, und die Fragmentierung des rER war verringert
(Abb. 16).
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10 pg/L Nonylphenal

Die Glykogenfelder waren bei den mit 10 ug/L Nonylphenol behandelten Tieren noch stérker ausge-
pragt als bei der geringeren Konzentration (Abb. 13 und 14). Dadurch war auch die intrazelluldre
Gliederung auffalig ausgepragt. Allerdings nahm bei den Mannchen auch die Parenchymheterogenitét
weiterhin zu, verursacht vor alem durch das verstérkte Auftreten von Makrophagen und erweiterten
Interzellularraumen (Abb. 17). Wie auch schon bei den gegentiber 1 pg/L Nonylphenol exponierten
Tieren fand sich hier bel allen Versuchstieren die starkste Veranderung zur Kontrolle im Bereich des
Protein-Lipoprotei nsyntheseapparats (Abb. 16 und 19). Die Menge des rER lag gegenlber den Kon-
trollen hoher. Aulerdem zeigte sich eine verstérkte Tendenz zur Stapelbildung. Andererseits war auch
eine deutliche Dilatation der rER-Zisternen festzustellen.

Die Menge der Dictyosomen erhohte sich im Vergleich zur niedrigeren Konzentration nochmals und
wies damit eine deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehung auf. Das Gleiche galt fur die Anzahl der Zister-
nen und deren Aktivitét (Abb. 20). Esist zu berticksichtigen, dass die Zisternenmenge bei den Méann-
chen noch stérker als bel den Weibchen zunahm. Die Mitochondrien traten bei den Mannchen in ge-
ringerer Anzahl auf und zeichneten sich durch grofRere Heterogenitét aus. Die Menge der Peroxisomen
war leicht erhéht, ebenso die Menge der lysosomalen Elemente und die V akuolenbildung.

Gegeniberliegende Seite

Abb. 9: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, Wasserkontrolle, 8. Die Parenchymhete-
rogenitét ist gering. Der Grad der intrazellulérer Gliederung ist aufgrund der klaren Abgrenzung zwi-
schen dunklen peripheren Speicherarealen und hellen Cytoplasmaarealen hoch. Pfeile zeigen auf die
Zellkerne. 100 x

Abb. 10: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, Wasserkontrolle, 2. Die Glykogenfelder
sind klein und bei weitem nicht in jeder Zelle zu finden. Si = Sinusoid, 100 x

Abb. 11: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 1 pg/L Nonylphenol, &. Be 1 pg/L
Nonylphenaol findet eine deutliche VergroRerung der Golgi-Felder statt. Das Leberparenchym weist
nur eine geringe Heterogenitét auf. 290 x

Abb. 12: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 1 pg/L Nonylphenol, 2. Wiein Abb. 11
ist eine deutliche Vergrof3erung der Glykogenfelder zu beobachten. Pfeile zeigen auf die Zellkerne. S
= Sinusoid, 290 x

Abb. 13: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 10 pg/L Nonylphenol, &. Die Glykogen-

speicher sind bei 10 pg/L Nonylphenol sehr deutlich ausgepragt. Der Nucleolus in den Zellkernen ist
gut erkennbar. Si = Sinusoid, 290 x

Abb. 14 Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 10 ug/L Nonylphenol, 2. Wie bereits bei
Exposition gegentiber 1 pg/L Nonylphenol sind die Glykogenspeicher sehr deutlich ausgepréagt. Pfeile
zeigen auf die Zellkerne. 750 x
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Ethinylestradiol-Wasserkontrollen

Bereits lichtmikroskopisch zeigten beide Geschlechter eine deutliche intrazellulére Gliederung (Abb.
23 und 24). Das um den Kern gelegene organellenreiche Cytoplasma war deutlich von den es umge-
benden Speicherarealen abgegrenzt. Die Glykogenmenge zeigte einen deutlichen Sexualdimorphis-
mus, da sie bei den méannlichen Kontrollfischen wesentlich grofRer war as bei den Weibchen. Bel den
Méannchen nahmen die Glykogenfelder bis zu 80 % des Zellquerschitts ein, bel den Weibchen ledig-
lich 40-50 %. Bei letzteren war dagegen der den Zellkern und die grofite Menge des rER enthaltende
Cystoplasmabereich stérker entwickelt.

Die Weibchen wiesen ein kompaktes homogenes Leberparenchym auf, in dem Fremdzellen selten
auftraten. Die Hepatocyten besal3en eine grole Menge rER, das in Stapeln von 10-17 parallelen Zi-
sternen den Zellkern umgab (Abb. 28). Die Stapel erstreckten sich oft bis an die Zellgrenzen. Eine
Trennung in kernnahes und peripheres rER gelang nur selten. Das rER zeigte nur wenig Fragmentie-
rung und so gut wie keine Dilatation. Die Uberwiegend in das rER eingestreuten Mitochondrien wie-
sen neben runden bis ovalen auch sehr haufig nieren- und birnenartige Formen auf.

Der Golgi-Apparat war zwar etwas starker entwickelt als bei den mannlichen Kontrolltieren (s.u.).
Meist waren nur bis zu 3 sehr kurze Zisternen mit geringer Aktivitat zu finden (Abb. 28). Lipidspei-
cher waren nicht vorhanden, lysosomale Elemente eher selten.

Gegenuberliegende ite

Abb. 15: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, Wasserkontrolle, . DasrER ist nur mé&
Big ausgepragt und weist relativ haufig leichte Dilatation und Fragmentierung auf. Der Kern ist
gleichméliig geformt und besitzt einen recht grof3en Nucleolus (Nu). Ein deutlich ausgepragter Golgi-
Apparat wie auf dieser Abbildung ist bei den ménnlichen Kontrollhepatocyten die Ausnahme. 5.000 x

Abb. 16: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 1 pg/L Nonylphenol, &. Die rER-Menge
ist leicht erhdht, und die Stapelbildung ist deutlich sichtbar. 2.500 x

Abb. 17: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 10 pg/L 4-Nonylphenal, &. Die Menge
desrER ist gegeniiber den Kontrollen deutlich erhdht. Das Glykogen ist teilweise entspeichert, die
Interzellularen sind hier deutlich erweitert. Lys = Lysosom, 2.000 x
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Vorherige Seite

Abb. 18: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, Wasserkontrolle, 2. Die rER-Zisternen
bilden mehr oder weniger deutliche Stapel, die rER-Menge ist bel den Weibchen schon in der Kon-
trolle relativ grof3. Das Glykogen ist partiell entspeichert. 8.000 x

Abb. 19: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 1 pg/L 4-Nonylphenol, ¢. Der Golgi-
Apparat weist eine hohe Aktivitét auf. Er besteht aus langgestreckten Zisternen und schniirt eine Viel-
zahl dunkler Vesikel ab. Lys = Lysosom. 5.000 x

Abb. 20: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 10 pg/L 4-Nonylphenol, 2. Die Aktivitét
der Golgi-Apparate ist bei 10 pg/L 4-Nonylphenol noch héher as bei 1 pg/L 4-Nonylphenol (vgl.
Abb. 21) . Der Golgi-Apparat ist zwar insgesamt etwas kleiner, jedoch ist die Anzahl der abgeschniir-
ten Vesikel deutlich héher. 2.000 x

Die Méannchen besal3en ein sehr inhomogenes Leberparenchym. (Abb. 27). Neben den haufigen
dunklen Hepatocyten, die dicht mit Glykogen angefillt waren, fanden sich im Parenchym neben ei-
nem hohen Anteil an Fremdzellen auch eine geringe Menge eines hellen Zelltyps, bei dem die Glyko-
genreserven teilweise abgebaut waren (lockere Packung des Glykogens). AulRerdem zeigten diese
Zellen viele auffédllige rER-Stapel, die sich stark von denen der dunklen Zellen unterschieden. Dieser
Zelltyp machte etwa 10 % aller untersuchten Zellen aus. Bei der Mehrzahl der Zellen (,dunkle Zel-
len*) lag ein nur gering ausgepragtes rER vor. Es bildete einen Ring aus 2-3 parallelen Zisternen um
den Zellkern. Weiteres rER war in der Zellperipherie als sehr kurze Stapel aus bis zu 17 parallelen
Zisternen zu finden, jedoch waren hier kurze Stapel aus 6-5 parallelen Zisternen die Regel.

Die rER-Zisternen waren nicht dilatiert und nur geringfiigig fragmentiert. Die Mitochondrien befanden
sich normal erweise im Randbereich des rER und zeigten mit vielen langgestreckten Formen eine hohe
Heterogenitét. Der Golgi-Apparat blieb in den meisten Zellen sehr klein und war nur wenig aktiv.
Lysosomal e Elemente waren dagegen haufig.

Nachste Saite

Abb. 21: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 1 pg/L 4-Nonylphenol, 2. Die grof3e
Menge rER weist neben einer leichten Dilatation eine ausgeprégte Stapel bildung auf. 8.000 x

Abb. 22: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 10 ug/L 4-Nonylphenol, ¢. Besonders
aufféllig ist der grof3e Bereich, den der Golgi-Apparat einnimmt. 2.000 x
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Vorherige Seite

Abb. 23: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 17a-Ethinylestradiol-Kontrolle, 8. Das
L eberparenchym weist eine sehr kompakte Form auf. Die Zellen sind dicht mit Glykogen bepackt, so
dass aulder dem Zellkern der cytoplasmatische Zellanteil kaum zu erkennen ist. 150 x

Abb. 24: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 17a-Ethinylestradiol-Kontrolle, 2. Die
Kontrollweibchen zeigen eine deutliche intrazelluldre Kompartimentierung, die Glykogenfelder sind
kréftig ausgebildet. Die Parenchymheterogenitét ist gering. Die Pfeile kennzeichnen die Zellkerne,
deren Nucleoli schonim Lichtmikroskop gut sichtbar sind. 290 x

Abb. 25: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 17a-Ethinylestradiol, &. Unter 170-
Ethinylestradiol-Exposition kommt es zu einer drastischen Verringerung der Glykogenspeicher.
Gleichzeitig nimmt die Parenchymheterogenitét aufgrund der vielen erweiterten Interzellularen stark
zu. 290 x

Abb. 26: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 17a-Ethinylestradiol, 2. Im Lichtmikro-
skop zeigen die Zellen ein sehr homogenes Parenchym. Die Glykogenfelder sind etwas kleiner a's bei
den Kontrollen. 290 x

Ethinylestradiol

Die mit Ethinylestradiol behandelten Mannchen zeigten eine signifikante Abnahme der intrazelluléren
Gliederung. Diese Abnahme wurde vor alem durch einen drastischen Riickgang der Glykogenmenge
und durch den ungleichméZigen Umriss der Glykogenfelder verursacht. Nahmen diese bei den Kon-
trollménnchen noch bis zu 80 % des Zellguerschnitts ein, so waren es bei den gegenilber EE2-
exponierten Tieren maximal 10 %.

Gegenuberliegende ite

Abb. 27: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 17a-Ethinylestradiol-Kontrolle, &. Das
Parenchym weist eine recht kompakte Struktur auf. Die Zellen sind dicht mit Glykogen angeftillt und
besitzen verhadtnismaRig wenig rER. Deutlich sichtbar ist jedoch ein , verénderter heller Zelltyp* (*),
der im gesamten Parenchym etwa 10 % ausmacht. In diesen Zellen ist das Glykogen weniger dicht
gepackt, und die rER-Stapel sind méachtiger. 2.000 x

Abb. 28: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 17a-Ethinylestradiol, ¢. Unter 17a-
Ethinylestradiol-Exposition kommt es zu einer drastischen Verringerung der Glykogenspeicher.
Gleichzeitig nimmt die Parenchymheterogenitét aufgrund der vielen erweiterten Interzellularen stark
zu. Deutlich zu erkennen sind auch fragmentierte und dilatierte Bereiche im rER. Die Kerne weisen
einen wesentlich geringeren Heterochromatingehalt auf. 2.000 x
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Ein weiterer Faktor, der zum zunehmenden Verlust der intrazelluldren Gliederung fiihrte, war die star-
ke Dilatation und Fragmentierung des rER. Die Mannchen zeigten aufgrund der zahireichen Fremd-
zellen und erweiterten Interzellularen eine sehr hohe Parenchymheterogenitét (Abb. 25 und 29).

Vereinzelt traten auch Autophagosomen auf. Das Cytoplasma nahm einen grof3en Teil des Zellquer-
schnitts ein und enthielt eine erhebliche Menge an rER. Im Gegensatz zu den Kontrolltieren war die
Stapelbildung hier etwas undeutlicher. Zwar wurden die Stapel nach wie vor aus 5-11 paradlelen Zi-
sternen gebildet, doch blieben die Stapel kurz und aufgrund des deutlich erh6hten Fragmentierungs-
grades und der starken Dilatation sehr uneinheitlich. Die Menge der Golgi-Apparate nahm stark zu,
ebenso ihre Aktivitdt. Die weiblichen mit Ethinylestradiol belasteten Individuen zeigten weniger dra-
stische Veranderungen. So war die intrazelluldre Gliederung mit der der Kontrollhepatocyten bis auf
eineleichte Verringerung der Glykogenspeicher identisch (Abb. 24).

Die Parenchymheterogenitdt erfuhr aufgrund einer geringflgigen Zunahme der Fremdzellen sowie
einer Auflockerung des kompakten Zellverbandes eine leichte Verringerung. Der Kern, der sehr wenig
Heterochromatin besal3, war von einem Ring aus etwa 10 pardlelen, sehr stark fragmentierten und
dilatierten Zisternen des rER umgeben; dabei war die rER-Menge gegeniiber der Kontrolle nicht er-
hoht. Die Menge der sehr homogenen Mitochondrien schien verringert, dagegen fanden sich recht
haufig primére Lysosomen. Die Menge der Dictyosomen war deutlich erhéht. Die Golgi-Apparate
bestanden zumeist aus 4-5 sehr langgezogenenen Zisternen (Abb. 30), die nur geringflgig fenestriert
waren. Durch diese OberflachenvergroRerung des Golgi-Apparates stieg auch dessen Aktivitét.

Gegeniberliegende Seite

Abb. 29: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 17a-Ethinylestradiol-Kontrolle, 2. Auf-
fallig ist der sehr kleine Golgi-Apparat mit nur geringer Aktivitét in einem Teil der Hepatocyten. Das
rER ist in diesem Bereich aufféllig fragmentiert und dilatiert. 6.300 x

Abb. 30: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) adult, 17a-Ethinylestradiol-Kontrolle, 2. Be-
sonders deutlich fallt der Kontrast zwischen dem riesigen Golgi-Feld auf dieser Aufnahme und dem
kleinen Golgi-Apparat bei den Kontrollen ins Auge (Abb. 29). Jedoch ist hier auch eine sehr starke
Fragmentierung der rER-Zisternen zu beobachten. Die Tendenz zur Vesikulierung und Abkugelung
einzelner Zisternen lasst auf eine Stdrung des Proteinstoffwechsel s schlief3en. 5.000 x
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34 Induktion der Vitellogeninsynthese in  juvenilen  Regenbogenforellen
(Oncorhynchus mykiss) nach permanenter Belastung mit Nonylphenol
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Abb. 31: Vitellogeningehalt im Blutplasma einjahriger Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss)
nach kontinuierlicher Belastung mit 4-Nonylphenol bzw. 17a-Ethinylestradiol. Signifikanz gegentiber
der Kontrolle nach Mann-Whitney U-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,0001.

Tab. 8: Verteilung des Vitellogeningehalts der Individuen auf einen definierten Konzentrationsbereich
(Angaben in %). Die am stérksten in einer Versuchsgruppe reprasentierten Konzentrationsbereiche
sind dunkelgrau unterlegt.

Vitellogeningehalt 50- 100- 500- 10 510 10% 5*10* 5
0-30 3 3 4 4 5 >10
(ng/ml) 100 500 10*° 5*10° 10* 510" 10
5 45 18 27
Wasser
Q 8 50 21 21
5 31 38 31
DMSO
? 80 20
5 40 60

1 pg/L Nonylphenol
? 19 50 31

9 64 27
10 pg/L Nonylphenol

55 36 9

17a-Ethinylestradiol
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Auch der Vitelogeningehalt im Plasma der juvenilen Forellenméannchen unterlag einer deutlichen
Dosis-Wirkungs-Beziehung. Schon bei einer Belastung mit 1 pg/L Nonylphenol zeigte sich eine signi-
fikante Abweichung von der Kontrolle (Abb. 31). Bel einer Belastung mit 10 pg/L Nonylphenol sowie
bei der Positivkontrolle (17a-Ethinylestradiol) bestand ein hoch signifikanter Unterschied zu den
Kontrolltieren. Bei den Weibchen waren die Schwankungen zwischen den einzelnen Individuen je-
doch so hoch, dass nur bei der Positivkontrolle ein signifikanter Unterschied festgestellt werden
konnte. Dabei lagen die durchschnittlichen Plasmawerte fur Vitellogenin bei den Weibchen mit Aus-
nahme der mit 1 pg/L Nonylphenol und 17a-Ethinylestradiol belasteten stets deutlich héher as bel
den Mannchen. Die individuellen Schwankungen im Plasma-Vitelogeningehalt sind in Tab. 5 zu-
sammengefasst.

Die Streuung des Vitellogeningehalts im Plasma war in den meisten Versuchsgruppen gering (Uber
50 % der Individuen in einem Konzentrationsbereich). Eine Ausnahme bildeten die Mannchen der
Wasser- und DM SO-Kontrolle (Tab. 8).

3.5 Ultrastrukturelle Veranderungen in der Leber einjahriger Regenbogenforellen nach
permanenter Belastung mit Nonylphenol

Aufgrund des normal erweise ausgepragten Sexua dimorphismus in der Leber von Fischen wurde auch
bei Juvenilen zwischen Mannchen und Weibchen unterschieden. In den Tabellen 9 und 10 sind die
Befunde zu den ultrastrukturellen Veranderungen in der Leber mannlicher und weiblicher Regenbo-
genforellen (Oncorhynchus mykiss) aufgelistet und semiquantitativ bewertet.

Nachste Saite

Abb. 32: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, Wasserkontrolle, ¢: Rauhes endoplas-
matisches Retikulum (rER) und Golgi-Apparate sind deutlich ausgepréagt. Die Zelle weist eine gering-
flgige Fragmentierung der rER-Zisternen auf. 5.000 x

Abb. 33: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, Wasserkontrolle, 2: Der Golgi-Apparat

besteht nur aus wenigen Zisternen und weist eine geringe Aktivitét auf. 17.500 x

Abb. 34: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, Wasserkontrolle, g: Die Zellen weisen
eine klare intrazellulare Kompartimentierung in organellenhaltiges Cytoplasma und (meist periphere)
Speicherareale auf. Myelinwirbe im Glykogen sind haufig anzutreffen. 8.600 x

Abb. 35: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, Wasserkontrolle, &: Der Golgi-Apparat
besteht aus langgestreckten Zisternen, die nur wenige kleine Vesikel abschniren. 14.600 x
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Tab. 9: Semiquantitative Analyse cytologischer Veranderungen in der Leber Nonylphenol-exponierter
juveniler weiblicher Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss)

Kontrolle

DMSO

Nonylphenol
1ug/L 10 pg/L

Ethinyl-
estradiol

Intrazellulére Gliederung +++

+++ +++

Parenchymheterogenitét ++

Kern Regelméldige Form +++
Zentrale Lage ++
Heterochromatin +
Nucleolus +

Mitochondrien Menge ++
Grofe +
Heterogenitét ++
Intramitoch. Granula +

++ ++

++ ++

+
+

++ ++

++[+++
+++

++[+++

+++
++
+/++ +/-
+/++ +/-
+/++
+ +/++

+ + + +

Peroxisomen Menge ++
Grofe +

Heterogenitét

reR Menge
Stapel
Para. Zisternen
Fragmentierung
Dilatation

sER Menge
Stapel
Lage im Glykogen

Golgi Menge
Zisternen
Fenestrierung

Aktivitét

Lysosomen  Menge

Primére Lysosomen
Sekundére und tertidre L.
Myelin

Autophagos

Vakuolen

Lipid Menge

Lage im Glykogen

Glykogen Menge

Part. Entspeicherung

Interzellularen geschlossen
erweitert

Fremdzellen Makrophagen

- Merkmal fehlt

+ selten

++ "Merkmal deutlich ausgepragt

+++ ' Merkmahl haufig bzw. sehr deutlich ausgepragt

++++ Merkmal Uberdurchschnittlich vorhanden bzw. ausgepragt
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Tab. 10: Semiquantitative Analyse cytologischer Verdnderungen in der Leber Nonylphenol-
exponierter juveniler ménnlicher Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss)

Nonylphenol Ethinyl-
Kontrolle  DMSO Tng/L 10ugll estradiol

Intrazellulére Gliederung +++ +++ +++
Parenchymheterogenitéat ++ +/++ +/++
Kern Regelméfdige Form +++ +++

Zentrale Lage +

Heterochromatin +

Nucleolus +
Mitochondrien Menge ++

Grofe +

Heterogenitét +

Intramitoch. Granula +
Peroxisomen Menge ++

Grofe +

Heterogenitét +
rEr Menge ++

Stapel ++

Paral. Zisternen +++

Fragmentierung +

Dilatation -
sER Menge +

Stapel -

Lage im Glykogen -
Golgi Menge +

Zisternen +

Fenestrierung +

Aktivitat +++
Lysosomen  Menge +

Primére Lysosomen +

Sekundére und tertidre L. -

Myelin ++

Autophagosomen +

Vakuolen +
Lipid Menge +

Lage im Glykogen +
Glykogen Menge +

Part. Entspeicherung -
Interzellularen geschlossen +++

erweitert +
Fremdzellen Makrophagen ++
- Merkmal fehlt [ nicht auswertbar; zu groRer Unterschied
+ selten zwischen den einzelnen Individuen

++ "Merkmal deutlich ausgepragt
+++  Merkmahl haufig bzw. sehr deutlich ausgepréagt

++++ Merkmal Uberdurchschnittlich vorhanden bzw. ausgepragt
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Vorherige Seite

Abb. 36: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, DM SO-Kontrolle, ¢: Auffélig sind
die deutlich vergrofRerten Nucleoli sowie die hdhere Heterochromatinmenge im Kern. Die Weibchen
zeigen aulRerdem eine leicht erhGhte Fragmentierung des rERs. 7.000 x.

Abb. 37: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)juvenil, DM SO-Kontrolle, ¢: Der Golgi- Appa-
rat ahnelt in Struktur und Aktivitét denen der Wasserkontrollen und ist von VLDL-Vesikeln (very low
density lipoprptein) umgeben. 17.500 x

Abb. 38: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)juvenil, DM SO-Kontrolle, &: Es kann gegen-
Uber den méannlichen Wasserkontrollen eine leichte Zunahme des Heterochromatins und der Anzahl
der Lysosomen beobachtet werden. Auch die Glykogenmenge ist erhoht. 3.700 x

Abb. 39: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)juvenil, DM SO-Kontrolle, &: Der Golgi-
Apparat der Mannchen besteht aus deutlich verkirzten Zisternen 13.600 x

Wasser kontrollen

In der Wasserkontrolle waren zunédchst keine signifikanten Unterschiede zwischen Weibchen und
Ménnchen festzustellen. Die elektronenmikroskopische Auswertung ergab ein homogenes Leberpa-
renchym mit hexagonalen Hepatocyten, die dicht beieinander lagen (Interzellularen geschl ossen).

Die klassische intrazelluldre Kompartimentierung der Hepatocyten von Fischen, die sich normalerwei-
se in der deutlichen Trennung zwischen organellenhaltigem Cytoplasma und peripherem Glykogen-

speicher auf3ert, war nur bei den mannlichen Individuen ausgepragt (Abb. 34).

Gegeniberliegende Seite

Abb. 40: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, 1 pg/L Nonylphenol, ¢: Esliegt eine
verstérkte Infiltration des Leberparenchyms mit Makrophagen vor. Bei 1 ug/L Nonylphenol ist zum
ersten Mad das Glykogen in Feldern organisiert. Auch die rER-Menge ist erhéht. 4.000 x

Abb. 41: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, 1 pg/L Nonylphenol, ¢: Die Golgi-
Zisternen der Weibchen sind wesentlich stérker fenestriert und zeigen gegentber den Kontrollen eine
leichte Verringerung der Golgi-Aktivitdt. 17.500 x.

Abb. 42: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, 1 ug/L Nonylphenol, ¢: Die Zellkerne
zeigen eine Zunahme der Heterochromatinmenge und deutlich vergroRerte Nucleoli. Die rER-Menge
ist gegenuiber den Kontrollen leicht erhtht und zeigt stérkere Fragmentierung. 5.500 x

Abb. 43: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, 1 pg/L Nonylphenol, &: Der Golgi-
Apparat erscheint as dicht aneinander liegende langgestreckte Zisternen, die nur einen geringen
Fragmentierungsgrad aufwei sen und eine hohe Aktivitét besitzen. 13.700 x
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Bei den Weibchen war insgesamt nur wenig Glykogen vorhanden, das verstreut im Cytoplasmalag
(Abb. 32). Der Zellkern besal? bei beiden Geschlechtern eine gleichméalige Form und lag meist in der
Peripherie der Zelle.

In den Kernen war nur wenig Heterochromatin nachzuweisen, welches sich Uberwiegend in der Kern-
peripherie befand. Die Hepatocyten waren durch einen stark ausgepragten (Lipo-) Proteinsyntheseap-
parat geprégt (Abb. 32 und 34).

Das rER lag in Stapeln von 6 bis 10 paralelen Zisternen um den Zellkern. Es zeigte bei beiden Ge-
schlechtern eine leichte Fragmentierung und Fenestrierung, die bei den Weibchen etwas stérker aus-
gepréagt war. Die zumeist rundlichen bis ovalen Mitochondrien waren zusammen mit den Peroxisomen
Uberwiegend in Kernndhe lokalisiert. Lysosomen waren bei den Weibchen kaum, bei den Mé&nnchen
in madiger Zahl zu beobachten. Myelinwirbel traten verhadltnismallig haufig auf. Der Golgi-Apparat
war bel beiden Geschlechtern nur relativ schwach ausgepragt. Die Golgi-Zisternen waren bei den
Mannchen langgestreckter und weniger fenestriert (Abb. 35) as bei den Weibchen (Abb. 33). Auch
die Aktivitét der Golgi-Felder, die sich in der Menge der abgeschniirten Golgi-Vesikel manifestierte,
war eher gering. Makrophagen kamen nur bei den Mannchen verhédltnismaldig haufig vor.

DM SO-Kontrolle (Lésungsmittelkontrolle)

Zwischen DMSO- und Wasserkontrolle existierten bei beiden Geschlechtern kaum Unterschiede
(Abb. 36 und 38). Auffalig waren bel beiden Geschlechtern die deutlich vergrof3erten Nucleoli sowie
die bei den Weibchen erhohte Heterochromatinmenge im Kern. Die Weibchen zeigten aul3erdem eine
leicht erh6hte Fragmentierung des rER. Die Glykogenspeicher der Mannchen waren stérker ausge-
pragt als bei den mannlichen Fischen in der Wasserkontrolle.

Gegenuberliegende ite

Abb. 44: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, 10 ug/L Nonylphenol, 2: Bei einer
Konzentration von 10 pg/L Nonylphenal ist eine massive Zunahme der rER-Menge bel steigendem
Fragmentierungsgrad des rER, zu beobachten. Auch die Mitochondrien weisen eine deutlich erhéhte
Heterogenitét auf. Die Anzahl der Lysosomen ist erhoht. 8.000 x

Abb. 45: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, 10 ug/L Nonylphenol, ¢: Die Dictyo-
somen zeichnen sich durch eine hthere Anzahl von Zisternen und Aktivitét aus. 17.500 x

Abb. 46: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, 10 pg/L Nonylphenol, &: Das Paren-
chym weist eine starke Heterogenitét auf. Neben der Menge des rER erhéht sich auch dessen Tendenz
zur Stapelbildung. Es kann auch eine erhdhte Anzahl von Lysosomen sowie eine erhéhte Glykogen-
menge beobachtet werden. 5.000 x

Abb. 47: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, 10 ug/L Nonylphenol, g: Die Golgi-
Zisternen sind leicht fragmentiert. Sie zeigen gegenuiber den Kontrollen eine deutlich erhohte Aktivi-
tét. 17.500 x
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Wahrend bei den Weibchen keinerlel Unterschiede in der Auspragung des Gol gi-A pparates gegentber
der Wasserkontrolle festzustellen waren (Abb. 37), bestand der Golgi-Apparat der Méannchen aus
deutlich verkurzten Zisternen (Abb. 39).

1ug/L Nonylphenol

Die mannlichen Regenbogenforellen zeigten nach Belastung mit 1 pug/L Nonylphenol eine Zunahme
der Heterochromatinmenge und deutlich vergrofzerte Nucleoli (Abb. 41). Die Heterogenitét der Mito-
chondrien war bei beiden Geschlechtern auffallig erhéht, und auch im Proteinsyntheseapparat waren
leichte V erénderungen nachzuweisen. So war z.B. die Menge des rER leicht erhht, wobei die Organi-
sation insgesamt etwas heterogener war. Die Zisternen desrER zeigten eine verstérkte Fragmentie-
rung. Die Dictyosomen waren leicht proliferiert. Bei den méannlichen Fischen traten sie als dicht an-
einander liegende, langgestreckte Zisternen auf, die nur einen geringen Fragmentierungsgrad aufwie-
sen. Auch die Aktivitét der Dictyosomen war erhoht. Im Gegensatz dazu waren die Golgi-Zisternen
der Weibchen (Abb. 40) wesentlich stérker fenestriert und zeigten gegentiber den Wasserkontrollen
eineleichte Verringerung ihrer Aktivitét. Die Menge der sekundéren und tertiéren Lysosomen war bei
den Weibchen etwas reduziert, dagegen nahm die Glykogenmenge etwas zu, wahrend sie sich bei den

Mannchen eher verringerte.

Gegenuberliegende ite

Abb. 48: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, 17a-Ethinylestradiol, ¢: Das rER
zeigt eine starke Dilatation und Fragmentierung. Die Anzahl der Lysosomen ist stark erhoht. 4.000 x

Abb. 49: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, 17a-Ethinylestradiol, ?: Bei diesem
Weibchen sind die Zellkerne besonders auffallig: Sie besitzen kein Heterochromatin, keine Nucleoli
sowie einen sehr unregelmalligen Kernumriss. Die rER-Menge ist gegeniiber den Kontrollen deutlich
erhoht. 3.900 x

Abb. 50: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, 17a-Ethinylestradiol, &: DasrER zeigt
neben einer Mengenzunahme auch eine starke Dilatation und Fragmentierung der Zisternen. 8.600 x

Abb. 51: Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) juvenil, 17a-Ethinylestradiol, &: Die Golgi-
Zisternen zeigen eine sehr hohe Aktivitdt und eine leichte Fragmentierung.17.500 x
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10 ug/L 4-Nonylphenal

In der hochsten Nonylphenol-Konzentration war bel beiden Geschlechtern eine Zunahme der Paren-
chymheterogenitét zu beobachten. Sie wurde vor alem durch eine verstérkte Infiltration des Leberpa
renchyms mit Makrophagen verursacht. Es kam auch zu einer Zunahme der Heterochromatinmenge
und zu einer erhdhten Heterogenitdt der Mitochondrien (Abb. 44 und 46). Bei beiden Geschlechtern
war eine Proliferation des rER zu beobachten, die jedoch bei den Weibchen etwas stérker ausgepragt
war as bel den Ménnchen. Neben der Menge des rER erhdhte sich auch die Tendenz des rER zur
Ausbildung von Stapeln. Die rER-Stapel bestanden bei den Weibchen aus bis zu 23 parallelen, an den
Enden haufig fragmentierten Zisternen.

Bei den Méannchen war diese Zunahme nicht so stark, aber in manchen Bereichen des Leberparen-
chyms dennoch aufféllig. Die Menge der Dictyosomen war bei den Weibchen gegeniiber den Wasser-
kontrollen erhéht. Die Dictyosomen der weiblichen Tiere zeichneten sich au3erdem durch eine héhere
Anzahl von Zisternen und eine hthere Aktivitét aus (Abb. 45), die auch bei den Mé&nnchen zu beob-
achten war (Abb. 47). Bei den Méannchen konnte zudem eine erhéhte Anzahl von Lysosomen sowie
eine erhdhte Glykogenmenge beobachtet werden (Abb. 46)

17a-Ethinylestradiol (,, Positivkontrolle*)

Nach Belastung mit 17a-Ethinylestradiol kam es zu einem deutlichen Anstieg der Parenchymhetero-
genitét, welche vor alem durch eine massive Immigration von Makrophagen und durch die teilweise
deutlich erweiterten Interzellularen verursacht wurde. Der Umriss der Kerne in den Hepatocyten eines
der beiden Weibchen war aufféllig unregelméaf3ig; in den Kernen waren weder Heterochromatin noch
Nucleoli zu finden (Abb. 49). Dagegen verfugten die Hepatocyten der mannlichen Regenbogenforel-
len Uber deutlich ausgepragte Nucleoli und eine gegentiber den Kontrollen leicht erhthte Menge an
Heterochromatin (Abb. 50).

Auch bel der Positivkontrolle waren die deutlichsten V eranderungen im Bereich des Proteinsynthese-
apparats zu finden. Neben einer Proliferation des rER wiesen die Hepatocyten beider Geschlechter
eine erhohte Tendenz zur Stapelbildung, eine verstarkte Fragmentierung und vor allem eine betréchtli-
che Dilatation der rER-Zisternen auf (Abb. 48, 50). Die Zahl der Dictyosomen war ebenfalls bei bei-
den Geschlechtern vermehrt. Dariiber hinaus zeigten die Golgi-Zisternen eine sehr hohe Aktivitét, die
bei den Weibchen stérker as bei den Méannchen ausgepragt war (Abb. 49, 51). Bei den mannlichen
Tieren konnte auch eine Zunahme der Autophagosomen beobachtet werden.

3.6 Diskussion

Die experimentellen Ergebnisse zeigen, dass adulte und juvenile Regenbogenforellen auf eine Bela-
stung mit 4-Nonylphenol und 17a-Ethinylestradiol sowohl mit einem Anstieg des Vitellogeningehalts
im Blutplasma al's auch mit ultrastrukturellen Verénderungen in der Leber reagieren.

In vielen In vivo-Studien konnte bei Fischen ein nonylphenolinduzierter Anstieg des Plasma-
Vitellogeningehalts nachgewiesen werden (Leucociscus idus: Allner et a. 1999, Salmo salar: Arukwe
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et a. 1997, Yadeti et al. 1999, Zonacres Viviparus. Christiansen et al. 1998, Xiphorus maculatus:
Kinneberg et a. 2000, Regenbogenforelle: Jobling et a. 1996, Jobling & Sumpter 1993, Purdom et al.
1994). Die vorliegende Untersuchung bietet jedoch die Méglichkeit, zwei unterschiedliche Lebenssta-
dien einer Fischart in ihren Reaktionen auf eine Belastung mit Nonylphenol zu vergleichen. Allerdings
lassen die unterschiedlichen Expositionsszenarien keinen direkten Vergleich zu. Man kann davon aus-
gehen, dal eine intermittierende Belastung der adulten Regenbogenforellen wahrend der Laichreife
aufgrund der vorhandenen Regenerationszeiten insgesamt weniger deutliche Effekte zeigt als eine
kontinuierliche Belastung ab der Befruchtung Uber 12 Monate im Durchfluss, wie sie bei den juveni-
len Forellen erfolgte. Dennoch sind die durch eine Belastung mit Nonylphenol induzierten Effekte in
vielerlei Hinsicht sehr &hnlich.

In beiden Versuchen konnte bei den Mannchen ab Konzentrationen = 1 ug/L Nonylphenol ein signifi-
kanter Anstieg des Plasma-V itellogeningehalts beobachtet werden. Damit liegt die Nachweisgrenze in
der vorliegenden Arbeit um eine Zehnerpotenz niedriger als bei der Untersuchung von Jobling et al.
(1996), welche erst ab einer Konzentration von 10 pug/L Nonylphenol einen Anstieg des Plasma-
Vitellogeningehalts nachweisen konnten. Aufgrund der unterschiedlichen Vitellogeninkonzentrationen
im Plasma der Kontrolltiere beider Versuchsansdtze (adult und juvenil) erscheint auch eine Gegen-
Uberstellung der Absolutwerte nicht sinnvoll, sondern vielmehr der Vergleich der Induktionsfaktoren
(Vitellogeningehalt belastet/Kontrolle). Die adulten mannlichen Forellen reagierten trotz der intermit-
tierenden Belastung um den Faktor 3-10 stérker als die juvenilen Forellenmannchen.

Der Induktionsfaktor der adulten ménnlichen Regenbogenforellen betrug durchschnittlich 10, wahrend
er bel den juvenilen Mannchen zwischen 1 und 4 lag. Bei der Nonylphenol-Exposition der juvenilen
Regenbogenforellen konnte jedoch vor allem gezeigt werden, dass einzelne Individuen bisweilen sehr
unterschiedlich auf die Belastung reagieren. Obwohl bei den juvenilen weiblichen Fischen keine signi-
fikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Nonylphenolkonzentrationen bestanden, war ein do-
sisabhangiger Anstieg des Vitellogeningehalts im Plasma tendenziell zu erkennen. Allerdings bleiben
—in Anaogie zum Experiment mit den adulten, laichbereiten Regenbogenforellen — die Induktions-
faktoren von Nonylphenol fir Vitelogenin weit hinter den Induktionsfaktoren von 17a-
Ethinylestradiol zuriick.

Die Ergebnisse des kompetitiven ELISA waren sehr gut mit den Befunden aus den ultrastrukturellen
Untersuchungen in Einklang zu bringen. Auffaligstes Merkmal unter Belastung mit Nonylphenol
stellte die Proliferation und Stimulation der (lipo-)protein-synthetisierenden Elemente, also des rER
(Synthese) und des Golgi-Apparats (Modifikation, Export) dar. Diese Zunahme wird generell als
Symptom fir einen Anstieg der Biosyntheserate in der Leber angesehen (Buckley 1984, Segner &
Braunbeck 1988), steht hier jedoch in unmittelbarem Zusammenhang mit dem Anstieg des Vitello-
geninlevels im Plasma, da genau diese Organellensysteme das Vitellogenin in der Leber synthetisie-
ren. Peute et al. (1985) konnten bel Zebrabérblingen (Danio rerio) nach 14tégiger Exposition gegentiber
1 pg/L 1713-Estradiol ebenfalls eine Proliferation des rER und Golgi-Apparates beobachten. Dabei war
in der vorliegenden Studie die Auspragung dieser Merkmale zwischen juvenilen und adulten Forellen
durchaus unterschiedlich: Wahrend bei den juvenilen Regenbogenforellen vor allem eine verstérkte
Fragmentierung der rER-Zisternen als Reaktion auf eine Belastung mit Nonylphenol zu beobachten
war, zeigten die adulten Regenbogenforellen im wesentlichen eine gesteigerte Dilatation der rER-
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Zisternen. Eine leichte Fragmentierung und Dilatation des rER wird einerseits as eine frihe, unspezi-
fische Anpassung des sehr sensibel auf suboptimale Bedingungen reagierenden rER angesehen
(Braunbeck et al, 1990a, b, Braunbeck & Valkl 1993, Réz 1986), kann andererseits aber auch als
Maf3nahme zur Vergrofierung der aktiven Membranoberfléche zur Proteinbiosynthese verstanden wer-
den (Braunbeck 1998). Im Zusammenhang mit einer bel den adulten Mannchen beobachteten Prolife-
ration des sER werden diese Veranderungen jedoch auch als Symptom einer Aktivierung von Bio-
transformationsprozessen angesehen (Braunbeck & Volkl 1993; sER als Marker fur Detoxifikations-
prozesse: Braunbeck et a. 1989, 1990, Hacking et a 1978, Hawkes 1980, Hinton et a. 1978,
Klauning et a. 1979, Rojik et al. 1983). Auch die Zunahme der Lysosomen (intrazellulare ,Verdau-
ung”, Abbau defekter Zellbestandteile) stellt einen adaptiven Mechanismus zur Kompensation eines
erhdhten Umsatzes zellulérer Komponenten unter schadstoffinduziertem Stress dar und belegt eine
generelle Stimulation des Zellstoffwechsels unter Schadstoffeinfluss (Braunbeck et a. 1989b, Rez
1986, Salas 1980, Segner & Braunbeck 1990). Die Zunahme der Mitochondrienheterogenitét kann als
unspezifischer physiologischer Anpassungsprozess der Zelle an einen infolge eines erhdhten Zell-
stoffwechsels gestiegenen Sauerstoffbedarf gewertet werden (Braunbeck & VOlkl 1993, Segner &
Braunbeck 1988, Ghadialli 1988). Neben diesen Verénderungen der Hepatocyten konnte eine Infiltra-
tion des Leberparenchyms mit Makrophagen und eine Zunahme der Parenchymheterogenitét beob-
achtet werden. Diese Verdnderungen werden als unspezifische Reaktion auf eine Schadstoffbel astung
angesehen (Braunbeck & Volkl 1993, Burkhard-Holm et al. 1990, Gerundo et al. 1991, Klaunig et al.
1979).

Insgesamt kdnnen die genannten Verénderungen in den Hepatocyten zwar als pathologische Reaktion
auf die Belastung mit Nonylphenol interpretiert werden, eine Bewertung im Sinne degenerativer Ver-
anderungen ist jedoch nicht moglich. Vielmehr sind alle beobachteten Veranderungen as adaptive
Reaktionen im Zuge einer Kompensationsreaktion auf eine Exposition gegeniiber Nonylphenol zu
verstehen (Braunbeck 1998, Braunbeck & Vdlkl 1993, Cough 1975, Sinderman 1980).

Wesentlich schwerwiegender waren die ultrastrukturellen Verénderungen bei den gegeniiber 17a-
Ethinylestradiol exponierten Tieren. Hier reagierten die Forellen beider Gruppen mit einer bisweilen
sehr starken Dilatation der rER-Zisternen. Diese verstérkte Dilatation der rER-Zisternen wird von
Braunbeck (1998) a's degenerativer Effekt gewertet, der auf eine Beeintréchtigung der Proteinbiosyn-
these hinweist, bei der aufgrund gestorter Synthesevorgange Zwischenprodukte in den Zisternen ak-
kumulieren oder aber Endprodukte aufgrund einer unzureichenden Funktion der Dictyosomen nicht
(schnell genug) aus den Zisternen abtransportiert werden kénnen (Braunbeck et al. 1990). Das Fehlen
von Heterochromatin bei den juvenilen Regenbogenforellenweibchen deutet auf eine sehr hohe Zell-
stoffwechselaktivitdt hin (Ghadialli 1988). Die unregelmaiige Kernform, welche bei beiden Ver-
suchsgruppen auftritt, dirfte ebenfalls eine Anpassung an die erh6hte Notwendigkeit des Austauschs
zwischen Karyo- und Cytoplasma infolge einer Stimulation der Proteinbiosynthese darstellen, da auf
diese Weise die Fléche, Uber die der Austausch erfolgen kann, vergrof3ert wird (Braunbeck & VoOlkl
1993, Zahn & Braunbeck 1995).

Die starke Reaktion auf die Belastung mit 17a-Ethinylestradiol kann weniger auf dessen endokrines
Potential, als auf dessen toxisches Wirkung zurlickgefiihrt werden. Dabei ist die Reaktion der juveni-
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len Regenbogenforellen auf Ethinylestradiol wesentlich stirker als die der adulten Regenbogenforel-
len.

Die Beabachtung, dass bei den juvenilen Regenbogenforellen die cytopathol ogischen Verdnderungen
bei manchen Individuen weniger stark ausgeprégt waren als bei anderen, konnte die stark schwanken-
den Vitellogeningehalte im Blutplasma gerade bei der Positivkontrolle erklaren. Solche Schwankun-
gen um das 10-100fache des Vitellogeningehalts zwischen den Individuen gleichen Geschlechts und
Alters konnte bei juvenilen Fischen bereits in anderen Untersuchungen nachgewiesen werden (Carlson
& Williams 1999, Tyler 1991). Offensichtlich gibt es bel Fischen auch in der Reaktion auf endokrin
wirksame Schadstoffe sogenannte ,, Non-Responders®. Solch eine hohe Variabilitét macht es jedoch
besonders bei kleinen Stichproben schwer, Unterschiede nachzuweisen (Donohoe et al. 1996). Die
hohe Variabilitét des Vitellogeninlevels bei juvenilen Fischen kann auf genetische Unterschiede, indi-
viduell unterschiedliche Differenzierungs- und Reifegrade, einen unterschiedlichen Stand der Ge-
schlechtsreife (Patino & Schreck 1986, Bohemen et al. 1982) oder auf unterschiedliche Konzentratio-
nen an Steroidhormonen zuriickgefihrt werden (Carlson & Williams 1999). Gerade die Embryonal-
phase, in der die sexuelle Differenzierung beginnt und die Juvenilphase, in der die endogenen Hor-
monspiegel noch verhdtnismallig niedrig sind, stellen kritische Lebensabschnitte fir den Einfluss
Ostrogen wirksamer Substanzen (Schéfer et al. 1997, von Westernhagen 1988, Bern 1982) dar.

61



3. Forellen Nonylphenol

62



4. Klaranlagen

4. Untersuchung verschiedener Klaranlagenablaufe auf endokrine Wir-
kung

Zusammenfassung: Ziel dieser Studie war die Untersuchung einer Korrelation zwischen einer Bela-
stung mit Nonylphenol bzw. 17a-Ethinylestradiol in der komplexen Matrix eines Kléranlagenausflus-
ses und einer Belastung mit Nonylphenol bzw. 17a-Ethinylestradiol als Monosubstanzen. Dazu wurde
in einem ersten Versuch der Plasma-Vitellogeningehalt von mannlichen Regenbogenforellen vor und
nach Exposition gegentiber dem Ablauf der Kléranlage Sarnberger See bestimmt. In einem zweiten
Versuch wurden juvenile Karpfen mit Wasser aus dem Ablauf der Kléranlage Miinchen Nord (Grof3-
lappen) und einem mit Arkopal N-150" aufgestockten Abwasser belastet und einer Laborgruppe, die
gegeniiber Nonylphenol als Monosubstanz exponiert wurde, gegentibergestellt. Als Positivkontrolle
dienten in beiden Versuchsteilen mit 17a-Ethinylestradiol injizierte Regenbogenforellen.

Alle gegenlber dem Audauf der Klaranlage Sarnberger See exponierten Regenbogenforellen rea-
gierten mit einem Anstieg des Vitellogeningehalt um den Faktor 3. Ein Vergleich mit der Positivkon-
trolle zeigte, dass die Versuchstiere auf eine Belastung mit Klarwasser beziglich des Plasma-
Vitdlogeningehalts deutlich schwéacher reagierten als auf wiederholte Injektionen mit 17a-
Ethinylestradiol.

Ein signifikanter Anstieg der Plasma-Vitellogeninkonzentration konnte auch bei den juvenilen Karpfen
im Laborversuch ab 10 pg/L Nonylphenol beobachtet werden, wahrend in den Versuchsgruppen aus
der Klaranlage keine signifikanten Unterschiede zur Wasserkontrolle zu beobachten waren. Die ultra-
strukturelle Analyse der Leber zeigte dagegen bereits ab Konzentrationen = 1 pug/L Nonylphenol do-
sisabhangige Veranderungen. Die deutlichsten Effekte waren eine dosisabhéngige Zunahme der Men-
ge der rER- Zisternen sowie der Dictyosomen, verbunden mit einer verstérkten Stapelbildung desrER,
sowie eine erhthte Fragmentierung des rER, begleitet von einer deutlichen Dilatation der rER-
Zisternen bel einer Belastung mit 15 pg/L Nonylphenol. Die mit 17a-Ethinylestradiol belasteten
Karpfen zeigten die gleichen Effekte, jedoch sehr viel deutlicher. Diese Veranderungen stehen allge-
mein im Zusammenhang mit einer verstarkten (Lipo-)Proteinbiosynthese und kénnen als Hinweis auf
eine Induktion der Vitellogeninsynthese interpretiert werden. Analog zur Messung des Plasma-
Vitellogeningehalts konnten auch bei der elekironenmikroskopischen Untersuchung der in der Klar-
anlage Grofdappen exponierten Karpfen keine deutliche Korrelation zu den im Labor exponierten
Versuchstieren gezogen werden.

Die Befunde dieser Untersuchung deuten darauf hin, dass in der komplexen Matrix eines Kléranla-
genausflusses auch Substanzen vorkommen konnen, die die endokrine Wirksamkeit von Nonylphenol
maskieren bzw. eine zu Nonylphenol antagonistische Wirkung entfalten.

4.1 Einleitung

Eine Vielzahl anthropogener Substanzen gelangt tber die Ausfliisse von Kléranlagen in die Umwelt.
Dabei kann die Zusammensetzung der Kléranlagenabwasser je nach Einzugsgebiet stark variieren.
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Eine der wichtigsten endokrin wirksamen Substanzgruppen stellen in diesem Zusammenhang die Al-
kylphenol-ethoxylate dar. Nonylphenol als ein Vertreter der Alkylphenole konnte in britischen Klar-
anlagen in der Vergangenheit mit Konzentrationen von bis zu mehreren 100 pg/L gemessen werden
(Jobling et al. 1998, Warhurst et al. 1995, Naylor 1995, Ahel et al. 1994). Dabel ist die Hohe der Al-
kylphenolkonzentration im wesentlichen von der Art der Abwasser abhangig. Die hochsten Konzen-
trationen konnten hier fir England in Abwé&ssern von Papier- und Textilfabriken beobachtet werden
(Sumpter 1995, Warhurst et al. 1995). Aber auch in kommunalen Klaranlagen der Bundesrepublik
Deutschland wurden K onzentrationen zwischen 1-15 pg/L alein fir Nonylphenol gemessen (Schrenk-
Bergt & Steinberg 1998). Bei Messungen in bayerischen Oberflachengewassern (Zellner & Kalbfus
1997) konnten innerhalb von Kléranlageneinleitungen bis zu 400 pg/L Nonylphenol nachgewiesen
werden, auf unbel asteten Gewasserstrecken zwischen 10-20 pg/L Nonylphenol.

Aulerdem gelangen auch natlrliche (z.B. 173-Estradiol, Estron und Estriol) und synthetische Steroide
(z. B. 17a-Ethinylestradiol) as Stoffwechsel produkte von Kontrazeptiva und aus der Nutztierhaltung
in nicht unerheblichen Mengen in die Klaranlagen (Aherne & Briggs 1989, Knight 1980, Scholz &
Gutzeit 2000). In der Vergangenheit konnten aufgrund der Verwendung von 17a-Ethinylestradiol
(EE2) in Verhitungsmitteln Konzentrationen von 1-7 ng/L EE2 in Kléranlagenabldufen gefunden
werden (Desbrow et al. 1998, Larsson et a. 1999), obwohl das von Frauen ausgeschiedene EE2 in der
Regel glucuroniert und somit nicht dstrogen wirksam ist (Matthiessen & Sumpter 1996).

Der Umstand, dass es sich bel Kléranlagenablaufen um Schadstoffgemische in einer komplexen Ma-
trix handelt, macht die Abschétzung eines endokrinen Gefahrdungspotentials nur anhand der gemesse-
nen Schadstoffe sehr schwierig, da eine Mischung unterschiedlicher schwacher Xenotstrogene eine
stérkere endokrine Wirkung haben kann als jede Substanz isoliert (Arnold et al. 1997, Kortenkamp &
Altenburger 1999, Soto et al. 1984, Sumpter & Jobling 1995, Vonier et al 1996). Andererseits kann
die 6strogene Wirkung durch Substanzen mit antiéstrogener oder androgener Wirkung abgeschwacht
oder sogar aufgehoben werden (Sumpter 1995, Matthiessen & Sumpter 1996).

Ziel dieser Untersuchung war eine Korrelation zwischen einer Belastung mit Nonylphenol bzw. 17a-
Ethinylestradiol in der komplexen Matrix eines Kléranlagenausflusses und einer Belastung mit Nonyl-
phenol und 17a-Ethinylestradiol als Monosubstanz. Dazu wurden in einem ersten Versuch adulte
mannliche Regenbogenforellen gegentiber dem deutlich mit Steroiden und Nonylphenol belasteten
Audlauf der Kléaranlage Sarnberger See exponiert. Als Kontrolle wurde mannlichen Regenbogenfo-
rellen 17a-Ethinylestradiol intramuskulr injiziert. Der Plasma-Vitellogeningehalt der Tiere wurde vor
und nach Belastung bestimmt. Die Besonderheit dieses V ersuchs bestand darin, dass die Versuchstiere
mit einem Transponderchip markiert und so individuell erkennbar waren.

In einem zweiten Versuch wurden juvenile Karpfen gegentber dem Ablauf der Kléranlage Miinchen
Nord (Grofdappen) (Nonylphenolkonzentration: ca. 1 pg/L Nonylphenol) sowie dem gleichen Klér-
anlagenablauf exponiert, der mit dem nonyl phenolhaltigen technisch eingesetzten Produkt Arkopa N-
150" aufgestockt wurde (Nonylphenolkonzentration: 10 pug/L Nonylphenol). Beide Versuchsgruppen
wurden juvenilen Karpfen, gegentibergestellt, die im Labor mit 1, 10 und 15 pg/L Nonylphenol bela-
stet wurden.
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4.2  Messung des Vitellogeningehalts im Blutplasma adulter mannlicher Regenbogen-
forellen (Oncorhynchus mykiss) nach Belastung mit dem Ablauf der Klaranlage
Starnberger See

Aus den Daten des Landesamts fir Wasserwirtschaft geht in Bezug auf die Belastung des Ablaufs der
Kléranlage Sarnberger See hervor, dass neben Nonylphenol auch natiirliche (173-Estradiol, Estron
und Estriol) und synthetische Steroide (17a-Ethinylestradiol) im Wasser enthalten sind (Tab. 11).
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Abb. 52: Vitellogeningehalt im Blutplasma méannlicher Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss)
nach Exposition gegentuiber dem Ablauf der Klaranlage Sarnberger See. Die Ordinate zeigt die Trans-
pondercodes der Individuen. Werte als Mittelwert + Intraassayvarianz

Tab. 11: Anaysewerte der Klaranlage Sarnberger See fir Nonylphenol sowie natirliche (1713
Estradiol, Estron und Estriol) und synthetische Steroide (17a-Ethinylestradiol) in ng/L.

Datum Nonylphenol L7a- s Estron Estriol
Ethinylestradiol ~ Estradiol
30.3.1998 63 13 1,6 12 13
29.4.1998 28 1 05 0,6 6
4.5.1998 34 14 0,9 0,7 4
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Sowohl auf die Exposition gegeniber dem Audauf der Kléranlage Starnberger See ds auch auf
mehrmalige Injektionen von 17a-Ethinylestradiol reagierten alle Individuen mit einer Vitellogeninin-
duktion (Abb 52 und 53).
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Abb. 53: Vitellogeningehalt im Blutplasma méannlicher Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss)
vor und nach wiederholter Injektion von 1 mg/kg Kdrpergewicht 17a-Ethinylestradiol. Die Ordinate
zeigt die Transpondercodes der Individuen. Werte als Mittelwert + Intraassayvarianz.

Einen deutlich geringeren Effekt bewirkte die Belastung mit dem Ablauf der Ringkanalisation Starn-
berger See (Abb. 52): Auch hier reagierten alle Regenbogenforellen auf die Schadstoffe im Wasser,
der durchschnittliche Vitellogeningehalt betrug jedoch nur 160 + 112 ng/ml (im Gegensatz zu 50 £16
ng/ml vor der Exposition). Der Faktor fir die Vitellogenin-Induktion betrug daher im Schnitt nur 3;
alerdings waren auch in diesem Experiment die Schwankungen zwischen den Induktionsfaktoren der
einzelnen Individuen — sie lagen zwischen 1,2 und 17 — wesentlich geringer as nach Injektion mit
17a-Ethinylestradiol.

Die wiederholt mit 17a-Ethinylestradiol gespritzten Fische wiesen einen durchschnittlichen Vitello-
geningehalt von 190.000 ng/ml Plasma auf und zeigten damit im Vergleich zu den Proben vor der
Exposition einen Anstieg des Vitellogeningehalts um etwa den Faktor 2000. Dabel schwankten die
individuellen Induktionsfaktoren (= Quotient aus Vitellogeningehalt vor und nach Injektion) zwischen
60 und 6000 (Abb. 53).
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Abb. 54: Vitellogeningehalt im Plasma mannlicher Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) vor
und nach der Exposition gegeniiber dem Ablauf der Kldranlage Sarnberger See bzw. Injektion von
17a-Ethinylestradiol. Werte als Mittelwerte + Standardabweichung. Signifikanz der Unterschiede zu
den jeweiligen Kontrollen nach Mann-Whitney U-Test: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Eine Darstellung des durchschnittlichen Vitellogeningehalts aller Versuchsansétze (Abb. 54) zeigt
keinen signifikanten Unterschied zwischen den drei Kontrollgruppen (Wasserkontrolle, Starnberger
See vor Exposition, 17a-Ethinylestradiol vor Exposition). Bei den Regenbogenforellen, die dem Ab-
lauf der Kl&ranlage Starnberger See exponiert worden waren, war ein hoch signifikanter (p < 0,001)
Anstieg des Vitellogeningehalts im Blutplasma zu verzeichnen. Ebenfalls signifikant aber sehr viel
grofer war dagegen der Anstieg bel den mit 17a-Ethinylestradiol gespritzten Fische.

4.3 Effekte von Nonylphenol und nonylphenolhaltigen Abwéssern auf juvenile Karpfen
(Cyprinus carpio)

4.3.1 Plasma-Vitelogeningehalt juveniler Karpfen nach Exposition gegeniber Nonylphenal
bzw. nonylphenolhaltigen Abwéssern

Die Ergebnisse zeigten fir diesen Versuchsteil eine klare Dosis-Wirkungs-Abhéangigkeit. Die stérkste
Vitellogenininduktion war mit einem Induktionsfaktor von 12 bel den viermal mit 500 pg EE2/kg
K orpergewicht behandelten Karpfen zu beobachten (Tab. 12). Wahrend bei den mit 1 ug/L Nonylphe-
nol belasteten Karpfen noch kein Unterschied zur Wasserkontrolle erkennbar war, konnte bei 10 pg/L

Nonylphenol bereits ein leichter Anstieg der Vitellogenin-Induktion beobachtet werden (Abb. 55). Bel
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einer Belastung mit 15 pg/L Nonylphenol stieg der Induktionsfaktor auf den vierfachen Wert der
Wasserkontrolle an.

Tab. 12: Ubersicht (iber Induktionsfaktoren und Individuenzahl fur Vitellogenin beim Nonylphenol-
Laborversuch bzw. nach Belastung mit dem Kléranlagenablauf Minchen Nord (Grofdappen). Werte
als Mittelwerte + Standardabweichung der untersuchten Karpfen.

Induktionsfaktor fur Vitellogenin im Blut-

Konzentration _ ,
plasmajuveniler Karpfen

Wasserkontrolle 1 9
1ug/L Nonylphenol 0,79+ 0,78 5
10 pg/L Nonylphenol 1,50 + 0,67 7
15 pg/L Nonylphenol 4,27 + 2,06 14
17a-Ethinylestradiol 11,79+ 2,10 8
Wasserkontrolle 1 3
Groldappen (ca. 1 pg/L Nonylphenol) 0,70+ 0,64 3
Arkopal N-150" (ca. 10 pg/L Nonylphenol ) 1,92 + 3,14 6
16 *k*k
14 _
12
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S 8 I
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3 6 - —
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Abb. 55: Induktionsfaktoren des Vitellogeningehalts im Plasma juveniler Karpfen (Cyprinus carpio)
nach 70 tégiger Belastung mit Nonylphenol bzw. mehrfacher intraperitonealer Injektion von 17a-
Ethinylestradiol im Labor. Werte a's Mittelwerte + Standardabwei chung. Signifikanz der Unterschiede
zur Kontrolle nach Mann-Whitney U-Test: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Bei den drei Versuchsansétzen in der Kldranlage Grofllappen war kein signifikanter Unterschied zwi-

schen den V ersuchsgruppen zu beobachten (Abb. 56). Allerdings war die Stichprobenzahl mit 3-6
Tieren in Anbetracht der hohen Abwei chungen zwischen den einzelnen Individuen zu gering, um eine
sichere Aussage treffen zu kénnen. Im mit Arkopal N-150" aufgestockten Versuchsansatz konnte bei
einem Individuum ein Induktionsfaktor von 8 gemessen werden, wahrend die anderen untersuchten
Tiere kaum auf die Belastung reagierten.

I nduktionsfaktor

Wasserkontrolle Klaranlage Arkopal

Abb. 56: Induktionsfaktoren des Vitellogeningehalts im Plasma juveniler Karpfen (Cyprinus carpio)
nach 30 tagiger Exposition gegeniber dem Ablauf der Kl&ranlage Grofdappen. Werte as Mittelwerte
+ Standardabweichung. Signifikanz der Unterschiede zur Kontrolle nach Mann-Whitney (U-Test): *p
<0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

4.3.2 Ultrastrukturelle Veranderungen in der Leber juveniler Karpfen (Cyprinus carpio)
nach Belastung mit Nonylphenol bzw. nonylphenolhaltigem Abwasser

Die ultrastrukturellen Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsansédtzen sind in Tabelle 13 zu-
sammengefasst und quantifiziert. Aufgrund des geringen Alters der Tiere war eine Geschlechtsunter-
scheidung weder morphologisch noch anhand der Ultrastruktur der Hepatocyten maglich. Aus diesem

Grund wurde hier nicht nach Geschlecht differenziert.
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Tab. 13: Semiquantitative Analyse cytologischer Verdanderungen in der Leber gegentiber Nonylphenol und dem Ablauf der Klaranlage Grof3appen
exponierter juveniler Karpfen

Wasser- I 1 pglL 10 pglL 15 pglL Et1h7i‘r’]‘y|_ Klaranlage K/l?rki”rigﬁe
kontrolle Nonylphenol  Nonylphenol  Nonylphenol estradiol Auslauf Versuch
Intrazellul&re Gliederung A e Ty — ++ ot - -
Parenchymheterogenitét ++/+++ ++/+++ +++ ++[+++ +++ ++/+++ [ +++
Verringerte Zelig it : : : : e S
Kern
Regelméidige Form ++ ++/+++ ++
Zentrale Lage ++ ++ ++ ++ ++ ++ Tt
Heterochromatinmenge ++/+++ ++/+++ ++/+++ ++ ++/+++ ++/+++ ++/+++ ++/+++
Nucleolus
Menge ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

Grote e e DN e ee | s O

Mitochondrien

Menge ++ ++ ++ +/++ ++[+++ ++ ++ ++
Groie ++/+++ ++/+++ ++/+++ ++/+++ ++/+++ ++/+++ +++ +++
Heterogenitét ++ ++ ++ ++/+++ ++ ++ ++ ++
Intramitochondr. Granula ++ ++ ++ ++ +H++ I R S
Peroxisomen

Menge +/++ ++ +/++ +/++ ++ ++ ++ ++
GroRe + + + + + + + +
reER

Menge ++ ++ ++[+++ ++[+++ ++[+++ ++ ++[+++
Stapel bildung ++ +/++ ++ ++/+++ ++/+++ ++ ++/+++
parallele Zisternen ++ s ++ [+ +H/+++ ++ -
Fragmentierung +H++

Dilatation -

sER

Menge + + + + + +++ + +
Stapel - - - - -+ - - -
Lageim Glykogen + + + + + +/++ + +
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Tab. 13 (Fortsetzung): Semiquantitative Analyse cytologischer Veréanderungen in der Leber gegentiber Nonylphenol und dem Ablauf der Kléranlage
Groflappen exponierter juveniler Karpfen

Wasser- — 1pg/lL 10 pglL 15 pglL Et1h7igy|- Klaranlage KA?L%”;?e
kontrolle Nonylphenol  Nonylphenol  Nonylphenol estradiol Auslauf Versuch

Golgi

Menge -+ I T s
Zisternen ++ ++ ++[+++ ++[+++ ++[+++ ++ +/++ +/++
Fenestrierung +/++ ++ +/++ + + + +/++ ++
Aktivit s - a v I+ o
Lysosomen

Menge + + 0 s
NmgesndeLys — ; : ; : :
Tertiére Lysosomen - - - - - s -+
Myelin + + + + +/++ + +
Autophagosomen + + +++ + + + +
Vakuolen +/++ + +/++ +/++ +/++ + +
Myelin in Gallencanal. +/- - - - +/- - -
Lipid

Menge +/++ +/++ ++ +/++ ++ +

Lipidfelder - - - - - -

Myelin um Lipid (Leaflet) + + +

Glykogen

Menge [+ ++ +++ +++ s ++ [+
partielle Entspeicherung + - + + + + +H++ +
Interzellularen

geschlossen +

erweitert +++

Makrophagen +/++

- Merkmal fehlt I nicht auswertbar; zu groRer Unterschied zwischen den einzelnen Individuen
+ selten _ ) [ ]leichter Unterschied zu den Kontrollen

++  Merkmal deutlich ausgepragt [ ] deutlicher Unterschied zu den Kontrollen

+++ Merkmahl haufig bzw. sehr deutlich ausgepragt
++++  Merkmal Uberdurchschnittlich vorhanden oder ausgepragt
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Vorherige Seite

Abb. 57: Karpfen (Cyprinus carpio), Wasserkontrolle: Das homogene Leberparenchym weist zahl-
reiche erweiterte Interzellularen auf. Die intrazelluldre Gliederung in zentrales (helles) Cytoplasma
und periphere (dunkle) Speicherareale ist sehr deutlich ausgeprégt. 290 x

Abb. 58: Karpfen (Cyprinus carpio), 15 ug/L Nonylphenol: Zahlreiche erweiterte Interzellularen und
die ins Parenchym eingewanderten Fremdzellen geben dem Lebergewebe eine unregelméaliige Form.
Die Glykogenspeicher wirken deutlich uneinheitlicher a's die der Wasserkontrollen. x 750

Abb. 59: Karpfen (Cyprinus carpio), Ethinylestradiol: Das Leberparenchym weist eine uneinheitli-
che Struktur auf. Der Glykogengehalt der Zellen ist stark unterschiedlich. Die Interzellularen sind
leicht erweitert. 750 x

Abb. 60: Karpfen (Cyprinus carpio), Klaranlagenablauf Grofdappen: Die intrazelluldre Gliederung
ist deutlich ausgepragt. Die Interzellularen sind leicht erweitert. Auffallig sind die Lipidfelder (Pfeile),
die gegentiber der Wasserkontrolle wesentlich gréf3er erscheinen. 750 x

Abb. 61: Karpfen (Cyprinus carpio), Kléranlage GroRlappen mit Arkopal N-150"-Zusatz: Die
intrazellulére Gliederung ist mit der von Abb. 60 vergleichbar, jedoch ist die Glykogenmenge etwas
hoher. 750 x

Wasserkontrollen

Bereits im Lichtmikroskop wiesen die Hepatocyten der Kontrolltiere eine klare Gliederung in den
Kern enthatendes zentrales Cytoplasma (helle Bereiche) und ausgedehnte periphere (dunklen) Spei-
cherareale auf (Abb. 57). Die weitere Auswertung zeigte ein verhaltnisméaliig inhomogenes Leberpa
renchym. Interzellularrdume kamen héufig vor, ebenso vereinzelte ins Parenchym eingewanderte Ma-
krophagen. Der Zellkern nahm eine peripher leicht verlagerte Position ein und war bisweilen von un-
regelméaliger Form. Im Zellkern war relativ wenig, jedoch aufféllig kondensiertes Heterochromatin
um den deutlich ausgepragten Nucleolus und in der Kernperipherie zu finden (Abb. 62).

Nachste Saite

Abb. 62: Karpfen (Cyprinus carpio), Wasserkontrolle: Auffélig sind die grof3en Glykogenspeicher
und der zentral liegende Kern mit dem grof3en Nucleolus. Der Golgi-Apparat ist bei dieser Zelle fur
eine Kontrollhepatocyte ungewohnlich stark ausgebildet. 7.200 x

Abb. 63: Karpfen (Cyprinus carpio), Wasserkontrolle: Der Golgi-Apparat zeichnet sich durch 3-4
dicht aneinander liegende, leicht fragmentierte Zisternen aus, die nur wenig Vesikel abschniiren. Die
Né&he zum Gallencanaliculusist klar erkennbar. 17.000 x

Abb. 64: Karpfen (Cyprinus carpio), Ethanolkontrolle: Die Glykogenspeicher sind nicht als grofse
Felder organisiert, sondern liegen in kleinen Bereichen Uber den ganzen Zellquerschnitt verteilt.
9.000 x

Abb. 65: Karpfen (Cyprinus carpio), Ethanolkontrolle: Die Zisternen des Golgi-Apparats sind nur
mal3ig ausgebildet und fragmentiert. Die Aktivitét erscheint sehr gering. 26.000 x
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Die Glykogenspeicher waren in der Regel sehr grof? und wiesen eine hohe Dichte auf . Der Glykogen-
speicher setzte sich aus 3-4 kleinen Feldern zusammen, die voneinander durch Cytoplasmabriicken
getrennt waren. Diese Cytoplasmabereiche beherbergten die von einzelnen Zisternen des rauhen
endoplasmatischen Retikulums (rER) umschlossenen Mitochondrien sowie vereinzelte Myelinwirbel
und lysosomale Elemente. Um den Zellkern lag eine ausgeprégte Schicht organellenhaltigen
Cytoplasmas, das den Hauptanteil des rER enthielt. Das in verhdltnismaldig geringen Mengen vorhan-
dene rER lag in 3-4 pardlelen Zisternen Ubereinander geschichtet. Eine deutliche Stapelbildung war
selten. Die Zisternen des rER waren oft unregelméaliig geformt und wiesen eine leichte Fragmentierung
auf.

Die grofien Mitochondrien waren haufig mit dem rER eng assoziiert. Sie besal3en tUiberwiegend eine
ovale bis langliche Form und enthielten intramitochondrale Granula. Peroxisomen traten in geringer
Anzahl um den Zellkern auf und zeigten nur geringe Katalaseaktivitdt. Zisternen des glatten
endoplasmatischen Retikulums (sER) waren regel maliig vorhanden und meistens in der Nahe des Gol-
gi-Apparates zu finden. Der Golgi-Apparat war in der Regel zwischen Zellkern und Gallencanaliculus
lokalisiert und bestand zumeist aus mehreren Dictyosomen, die sich aus Stapeln von bis zu 5 paralle-
len Zisternen zusammensetzten (Abb. 63). Insgesamt wiesen sie aber nur eine geringe Vesikelbildung
und damit geringe Aktivitét auf. Lysosomale Elemente waren selten. Lipidspeicher kamen meistensin
Form eines einzigen grof3en Lipidtropfens im Zellquerschnitt vor. Dieser war gelegentlich seitlich von
einer Ansammlung myelinartiger Matrix (, Leaflet") begrenzt.

Alkoholkontrolle

Die Hepatocyten der mit Ethanol behandelten juvenilen Karpfen wiesen nur wenige Unterschiede zur
Wasserkontrolle auf.

Aufféllig war, dass nur bel zwei von sechs untersuchten Individuen eine klare Trennung zwischen
peripheren Speicherarealen und zentralem Cytoplasma zu finden war. Die Glykogenspeicher der Ubri-
gen Tiere waren klein und Uber den gesamten Zellquerschnitt in das Cytoplasma eingestreut (Abb. 64).
Dieser Umstand fuhrte zu einer deutlichen Verringerung der intrazelluléren Gliederung.

Der Kernumriss war insgesamt gleichmaiiger as bei den Kontrolltieren, unterschied sich sonst jedoch
weder in Heterochromatinmenge noch in Anzahl und Grof3e der Nucleoli. Die Menge der Peroxisomen
war leicht erhdht. Auch die Zisternen des rER unterlagen der Anordnung der Glykogenspeicher und
waren mehr oder weniger ungeordnet in der Zelle verteilt (Abb. 64). Die Zisternen des rER lagen bei
den Alkoholkontrollen nur selten parallel, waren deutlich fragmentiert und leicht dilatiert. Auch der
Golgi-Apparat war as Folge der Komparimentierungsstorung weniger stark ausgeprégt als bel den
Kontrollen (Abb. 65). Die Zisternen waren kirzer, deutlich fragmentiert und zeigten eine geringere
Aktivitét (geringere Anzahl abgeschnirter Vesikel). Die Menge der lysosomalen Elemente war leicht
erhoht.

1 pg/L Nonylphenol

Auch bel Belastung mit 1 pg/L Nonylphenol waren nur wenige Verénderungen gegentber den Kon-
trolltieren zu beobachten, die jedoch im Hinblick auf die Veranderungen bei den héheren Nonylphe-
nolkonzentrationen ein eindeutiges Symptom darstellen.
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Die Zellen lagen dicht aneinander, jedoch waren eine ganze Reihe erweiterter Interzellularen zu beob-
achten, die haufig mit Makrophagen infiltriert waren. Deshalb war das Leberparenchym insgesamt
heterogener als bei den Kontrollen. Die intrazellulare Gliederung war dagegen mit den Kontrollen
vergleichbar, alerdings waren die Glykogenspeicher kleiner und lagen etwas verstreuter. Auffallig
waren die deutlich kleineren Nucleoli der Zellkerne (Abb. 66). Die auffaligsten Verdnderungen ge-
geniiber den Wasserkontrollen waren am Proteinbildungsapparat zu beobachten. Das rER verflgte
Uber eine vergrofierte Oberfléche, die durch eine erhdhte rER-Menge, aber auch durch einen hdheren
Fragmentierungsgrad erreicht wurde. Der Golgi-Apparat zeichnete sich durch 3-4 langgestreckte und
wenig fragmentierte Zisternen aus (Abb. 67). Die Dictyosomenmenge, wie auch deren Aktivitét, war
gegeniiber den Kontrolltieren erhdht.

Bei dieser Konzentration konnte ein verstérktes Auftreten lysosomaler Elemente festgestellt werden.
Lysosomen kamen in allen Entwicklungsstufen (primdr, sekundér, tertidr) vor. Auch Autophagosomen
waren regelmaldig vorhanden. Im Gegensatz zu der verringerten Glykogenmenge nahm die Lipidmen-
ge zu. Im Unterschied zu den Kontrollen waren die Lipidtropfen jedoch von keinem Leaflet umgeben.
In den Gallencandiculi war kein Myelin zu finden.

10 pug/L Nonylphenol

Das Leberparenchym erschien kompakt. Interzellularraume waren kaum festzustellen (Abb. 68). Ma-
krophagen kamen regelmaidig vor, jedoch befanden sich diese meistens in den Sinusoiden. Die Hepa-
tocyten wiesen eine polygonale Form auf und schienen leicht aufgeblaht. Die intrazellulére Gliederung
war stark ausgepragt. Die auffallend grof3en und zusammenhangenden Glykogenfelder besal3en eine
hohe Dichte und lief3en fir das den Kern enthaltende zentrale sowie das periphere Cytoplasma nur
wenig Raum (Abb. 689). Der Kern enthielt etwas weniger Heterochromatin als die Kontrollhepa-
tocyten und auch die Nucleoli waren kleiner, allerdings nicht so klein wie in der niedrigsten Konzen-
tration.

Gegenuberliegende ite

Abb. 66: Karpfen (Cyprinus carpio), 1 ug/L Nonylphenol: Das Leberparenchym ist insgesamt hete-
rogener als bei den Kontrollen. Das rER verfigt Uber eine vergroferte Oberfléche, die durch eine er-
hohte rER-Menge, aber auch durch einen hdheren Fragmentierungsgrad erreicht wird. 6.700 x

Abb. 67: Karpfen (Cyprinus carpio), 1 pg/L Nonylphenol: Der Golgi-Apparat zeichnet sich durch 3-
4 langgestreckte und wenig fragmentierte Zisternen aus. 18.500 x

Abb. 68: Karpfen (Cyprinus carpio), 10 pg/L Nonylphenol: Das Leberparenchym ist von kompakter
Gestalt. Die sehr grofRen zusammenhangenden Glykogenfelder weisen eine hohe Dichte auf und las-
sen fur das den Kern enthaltende zentrale und das periphere Cytoplasma nur wenig Raum. 3.500 x
Abb. 69: Karpfen (Cyprinus carpio), 10 ug/L Nonylphenol: Der Golgi-Apparat besteht aus 4-5 lang-
gestreckten Zisternen, die sehr dicht aufeinander liegen. Die Mitochondrien zeichnen sich durch eine
erhohte Heterogenitéat aus. Neben sehr langgestreckten sind auch ,tallierte® Formen zu beobachten
(Pfeilkopfe). 17.800 x
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Die Mitochondrienmenge war leicht verringert und von héherer Heterogenitét. Neben ovalen bis nie-
renformigen Mitochondrienanschnitten fanden sich auch haufig sehr langgestreckte und ,talierte”
Formen (Abb. 69). Die Menge des rER war vergleichbar mit Hepatocyten bel einer Belastung mit
1 pg/L Nonylphenol, jedoch mit wesentlich htherer Neigung zur Stapelbildung und fragmentierten
Zisternen. Die Dictyosomenmenge war deutlich hoher als die der Kontrolle und auch gegeniiber der
niedrigsten Konzentration erhéht. Der Golgi-Apparat bestand aus 4-5 Zisternen, die sehr dicht anein-
ander lagen (Abb. 69) und kaum fragmentiert waren. Die Aktivitét des Golgi-Apparates wies keine
Unterschiede zur Belastung mit 1 pug/L Nonylphenol auf. Im Gegensatz zu dieser waren hier beziiglich
der Lysosomen kaum Unterschiede zur Kontrolle festzustellen.

15 pg/L Nonylphenol

Von alen untersuchten Versuchstieren wiesen die Lebern der Tiere bel 15 pg/L Nonylphenol die
stérksten individuellen Unterschiede auf.

Schon die lichtmikroskopische Untersuchung zeigte ein Leberparenchym von hoher Heterogenitét
(Abb. 58). Die Interzellularen waren erweitert und mit einer betréchtlichen Zahl von Fremdzellen in-
filtriert. Im Gegensatz zum uneinheitlichen Parenchym konnte bel den einzelnen Zellen in der Regel
eine klare intrazelluldre Gliederung beobachtet werden. Die Glykogenspeicher waren in grof3en Fel-
dern organisiert, die Abgrenzung zum organellenhatigen Cytoplasma erschien deutlich ausgepragt
(Abb. 70). Die Zellkerne wiesen einen aufféllig unregelmélligen Umriss auf; unterschieden sich aber
weder in Heterochromatinmenge noch in der Auspragung der Nucleoli von denen der Kontrolltiere. In
dieser Konzentration fand erstmals eine leichte Vermehrung der Mitochondrien statt, wobei gleichzei-
tig die Anzahl der intramitochondra en Granula zurtickging.

Gegenuberliegende ite

Abb. 70: Karpfen (Cyprinus carpio), 15 pg/L Nonylphenol: Im Gegensatz zum uneinheitlichen Pa-
renchym weisen die einzelnen Zellen in der Regel eine klare intrazellulére Gliederung auf. Die Glyko-
genspeicher sind in grof3en Feldern organisiert, die Abgrenzung zum organellenhaltigen Cytoplasma
ist deutlich. Die rER-Zisternen liegen in Stapeln von bis zu 11 paralelen Zisternen Uberwiegend in
Kernndhe. AulRerdem ist bei den meisten Individuen eine ausgepragte Dilatation der rER-Zisternen zu
beobachten. 6.800 x

Abb. 71: Karpfen (Cyprinus carpio), Ethinylestradiol: Die Glykogenspeicher haben sehr unter-
schiedliche Grofien und zeigen einen aulRerst unregelmaligen Umriss. Auffalig sind auch die leicht
erweiterten Interzellularen. 3.000 x

Abb. 72: Karpfen (Cyprinus carpio), Ethinylestradiol: Das Glykogen tritt vor dem sehr stark ausge-
pragten Cytoplasma deutlich zurtick. Die Zisternen des rER liegen in Stapeln von bis zu 25 parallelen
Zisternen nebeneinander und reichen oft von der Kernmembran bis an die Zellmembran. Das Paren-
chym ist haufig mit Makrophagen infiltriert. 6.500 x

Abb. 73: Karpfen (Cyprinus carpio), Ethinylestradiol: Der Golgi-Apparat erstreckt sich Gber ein
grofdes Areal und besteht aus vielen langgestreckten Zisternen, die aufféllig viele elektronendichte
Vesikel abschniren. 11.000 x

78



4. Klaranlagen

79



4. Klaranlagen

Auch die Menge der Peroxisomen war leicht erhoht. In der hdchsten Konzentration zeigte sich das
typische Bild einer Nonylphenolbelastung im Proteinbildungsapparat am deutlichsten: rER-Menge,
Anordnung und Anzahl der parallelen Zisternen waren gegentiber den mit 10 pg/L Nonylphenol bela-
steten Hepatocyten erhdht, auf3erdem zeigte sich hier bei den meisten Individuen eine ausgepragte
Dilatation der rER-Zisternen.

Menge und Form der Dictyosomen war mit jenen der mit 10 pg/L Nonylphenol belasteten Fische ver-
gleichbar. Allerdings war die Aktivitét etwas erhéht. Die Lipidmenge war gegentber den Kontrollen
erhoht. Leaflets um die Lipidtropfen kamen regelméfiig vor; eine Felderbildung innerhalb der Li-
pidtropfen (Konfluenz) konnte aber auch hier nicht beobachtet werden. Die Anzahl der Makrophagen
im Parenchym war bei den 6 untersuchten Individuen sehr unterschiedlich, so dass hier- ebenso be-
zlglich der lysosomalen Elemente- keine Aussage gemacht werden konnte.

17a-Ethinylestradiol (,, Positivkontrolle®")

Schon bei geringer VergrofRerung war der sehr unterschiedliche Glykogengehalt der Zelle sowie die
eigenartige Form der Glykogenfelder zu erkennen (Abb. 59). Sie waren von sehr heterogener Grofze
und besalRen einen unregel méakkigen Umriss. Das Glykogen trat gegeniiber dem sehr stark ausgeprégten
Cytoplasma deutlich zurtick (Abb. 70). Die Hepatocyten schienen oft deformiert, jedoch blieb die
intrazellulare Gliederung erhalten. Dabei nahm das Cytoplasma zwischen 60-90 % des gesamten Zell-
querschnitts ein und verdrangte die Glykogenspeicher Uberwiegend in die Peripherie (Abb. 71). Die
Kerne besallen eine unregelméllige Form und die Nucleoli waren in der Regel etwas kleiner als bel
den Kontrollen. Die Mitochondrien blieben unveréndert, jedoch war ein Rickgang der intramito-
chondralen Granula zu beobachten (Abb. 72). Im Gegensatz dazu nahm die Anzahl der Peroxisomen
Zu.

Die gtérkste Verénderung war jedoch die enorme Zunahme der rER-Menge. Die Zisternen lagen in
Stapeln von bis zu 25 parallelen Zisternen nebeneinander und reichten oft von der Kernmembran bis
an die Zellgrenzen (Abb. 71). Dabei fiel eine Neigung zur Wirbelbildung auf. Der Fragmentierungs-
grad war gering; Dilatationen traten kaum auf. Auch die Dictyosomen erfuhren eine deutliche Zunah-
me (Abb. 72). Die Zisternen schniirten dabei aufféllig viele dunkle Vesikel ab. Makrophagen kamen
regelmaiig vor.

Gegenuberliegende ite

Abb. 74. Karpfen (Cyprinus carpio), Klaranlagenablauf Grofdappen: Die Lipidmenge ist erhtht.
Die Lipidspeicher sind immer von einem Leaflet umgeben und zeigen im Gegensatz zu allen anderen
V ersuchsgruppen eine Tendenz zur Akkumulation. 4.000 x

Abb. 75: Karpfen (Cyprinus carpio), Klaranlagenablauf Grofdappen: Der Golgi-Apparat besteht aus
2-3 Zisternen und zeigt nur eine geringe Aktivitét. 13.700 x

Abb. 76: Karpfen (Cyprinus carpio), Klaranlage GroRlappen mit Arkopal N-150"-Zusatz: Eine
geringflgige Erhohung der rER-Menge, eine verstérkte Stapelbildung und deutlich mehr parallele
Zisternen sind zu beobachten. Daflr ist das rER auch etwas stérker fragmentiert und dilatiert. 4.400 x
Abb. 77: Karpfen (Cyprinus carpio), K|&ranlage GroRlappen mit Arkopal N-150"-Zusatz: Der
Golgi-Apparat weist 3-4 leicht fragmentierte Zisternen auf, die mehrere elektronendichte Vesikel ab-
schniren. 15.000 x
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Klaranlagenablauf Grof3lappen und Arkopalversuch

Die Hepatocyten beider Gruppen aus der Kldranlage waren im Vergleich mit den Gbrigen Karpfen
aufféllig kleiner (Abb. 73 und 75). Intrazelluldre Gliederung und Parenchymheterogenitét konnten
jedoch mit der Wasserkontrolle verglichen werden. Bei beiden Klé&ranlagengruppen war der Kernum-
riss wesentlich gleichmaiger und die Nucleoli waren kleiner als bei den Wasserkontrollen. Die auf-
fallend grofen Mitochondrien wiesen nur eine geringe Heterogenitét auf. Peroxisomenmenge und
Lipidgehalt waren erhdht. Um die Lipidspeicher fand sich stets ein Leaflet. Die Lipidspeicher zeigten
im Gegensatz zu allen anderen V ersuchsgruppen eine Organisation in Feldern.

Gemeinsam war den Grofdappener Versuchsgruppen eine verringerte Auspragung der Golgi-
Zisternen sowie eine leicht erhdhte Aktivitét des Golgi-Apparates (Abb. 74 und 76). Zusétzlich wiesen
die Tiere des Arkopalversuchs eine |eichte Zunahme der Dictyosomenmenge, sowie eine etwas starke-
re Fenestrierung der Golgi-Zisternen auf. Ferner war bel diesem Versuchsansatz eine leichte Erhthung
der rER-Menge, eine verstarkte Stapelbildung und deutlich mehr paralele Zisternen zu beobachten,
was mit dem Erscheinungsbild der mit 15 pg/L Nonylphenol belasteten Hepatocyten vergleichbar ist.
Allerdings erschien das rER auch etwas stérker fragmentiert und dilatiert.

Die Grofllappener Karpfen zeigten aufRerdem eine leichte Vermehrung der lysosomalen Elemente.
Auffallend war fir beide Versuchsgruppen auch das haufige Auftreten von Fremdzellen.

4.4 Diskussion

Die vorangegangene Untersuchung belegt, dass durch die Exposition gegenliber den Ablaufen von
Kléranlagen in unterschiedlichem Malie ein Anstieg des Plasma-Vitellogeningehalts hervorgerufen
werden kann. Aulierdem konnte gezeigt werden, dass eine Belastung mit Nonylphenol bzw. Ethiny-
lestradiol as Monosubstanz wesentlich stérkere Effekte verursacht als die komplexe Matrix eines
Kléranlagenablaufs. In Bezug auf den Versuchsansatz in der Kléranlage Starnberger See ist jedoch
einzuschrénken, dass intraperitoneale oder intramuskulére Injektionen wohl kaum der Aufnahme
durch den Organismus in der aguatischen Umwelt entsprechen und daher die verursachten Effekte nur
bedingt vergleichbar sind. Dartiber hinaus sind die bei den Injektionen verwendeten Konzentrationen
in keiner Weise umweltrelevant.

Juvenile Karpfen reagieren nach Belastung mit Nonylphenol mit einem dosisabhangigen Anstieg des
Plasma-Vitellogeningehalts sowie mit Verdnderungen in der Ultrastruktur der Leber. Wahrend bei den
Vitellogeninmessungen mit dem Western Blot erst ab einer Konzentration von 10 pg/L Nonylphenol
ein signifikanter Effekt zu beobachten war, kdnnen in der ultrastrukturellen Analyse bereits bei einer
Belastung mit 1 pg/L Nonylphenol deutliche dosi sabhangige Effekte beobachtet werden.

Bei den mit Nonylphenol belasteten Tieren konnten bei vielen Merkmalen eine Dosis-Wirkungs-
Beziehung nachgewiesen werden. Auffélig ist, dass bei alen Versuchsgruppen verstarkt Makropha-
gen in das Leberparenchym eingewandert sind. Diese Zunahme der Makrophagenaktivitét kann als
algemeine Reaktion auf Belastung (Zellstress) angesehen werden (Braunbeck 1990a, Braunbeck &
Volkl 1993).

Die bel der Losungmittelkontrolle gegentiber der Wasserkontrolle zu beobachtende verminderte intra-
zelluldre Gliederung sowie die Abnahme der Glykogenspeicher wird von vielen Autoren als eine frilhe
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unspezifische Reaktion auf die Belastung mit einer toxischen Substanz gewertet (Review s. Braunbeck
1998). Einerseits spiegelt die Abnahme zellulérer Reservestoffe einen erhdhten Energiebedarf der
Zellen wider (Braunbeck 1992), andererseits weist die Zunahme der Peroxisomen- und Lysosomen-
menge auf eine Zunahme des Zellstoffwechsels hin (Hawkes 1980; Hinton et al. 1978). Der Riickgang
der intramitochondralen Granula, die as Calcium und bedingt auch als Proteinspeicher angesehen
werden, deutet ebenfalls auf eine Steigerung des Zellstoffwechsels hin. Die verringerte Ordnung des
rERs korrespondiert mit der Abnahme der intrazelluléren Gliederung. Die verstérkte Fragmentierung
der rER- Zisternen fuhrt zur Vergréf3erung der aktiven Oberflédche, was zum einen ein Hinweis auf
einen erhdhten Zellstress darstellt, zum anderen aber auch as Zeichen erhdhter Proteinbiosynthese
gewertet werden kann (Braunbeck 1998).

Die am stérksten von der Nonylphenolkonzentration abhéngigen Verénderungen zeigten sich im Pro-
teinbildungsapparat. Am deutlichsten ist hier die Zunahme der rER-Menge und deren erhohter Ord-
nungsgrad, welche bei den gegenliber 17a-Ethinylestradiol exponierten Tieren am deutlichsten war.
Diese Zunahme kann als Indikator fir eine verstérkte Proteinbiosynthese gewertet werden und steht
sicher im Zusammenhang mit dem Anstieg des Plasma-Vitellogeningehalts in den héheren Konzen-
trationen (s. dazu 3. Kapitel). Bei den mit Nonylphenol belasteten Tieren kann zusétzlich eine progres-
sive Fragmentierung der rER-Zisternen beobachtet werden. Die zunehmende Fragmentierung wird
ebenso wie die leichte Dilatation der rER-Zisternen als unspezifische Anpassung des sehr sensibel auf
suboptimale Bedingungen reagierenden rER angesehen (Réz 1986).

Der Golgi-Apparat unterliegt ebenfalls dosisabhéngigen Verénderungen mit einer Steigerung von der
niedrigsten Nonylphenolkonzentration bis zur Belastung mit Ethinylestradiol. Die Menge der Dictyo-
somen nimmt ebenso wie die Anzahl ihrer Zisternen bei abnehmender Fenestrierung der Zisternen
stetig zu, andererseits erhoht sich die Aktivitét der Golgi-Apparate. Auch diese Verénderungen sind
ein Indikator fir eine verstérkte (Lipo-) Proteinsynthese und —sekretion, die wahrscheinlich mit der
Induktion der Vitellogeninsynthese in der Leber zusammenhangt (Peute et a. 1978, 1985).

Obwohl es vide Ubereinsimmungen in der Reaktion der Zellen auf Nonylphenol und 17a-
Ethinylestradiol gibt, nimmt das Estradiol dennoch eine Sonderstellung ein, da es nicht immer der
nonylphenolinduzierten Dosis-Wirkungs-Beziehung folgt (keine Vermehrung der Golgi-Zisternen,
fehlende Fragmentierung und Dilatation desrER).

Die Art und Auspradgung des glatten endoplasmatischen Retikulums (SER) ist aul3er bei der Positiv-
kontrolle bei allen Versuchsansdtzen unveréndert. Die Erhdhung der sER-Menge deutet auf die In-
duktion von Biotansformationsprozessen hin und ist ein Hinweis auf das toxische Potentiad von
Ethinylestradiol, da eine Proliferation des sER auch als cytologischer Marker fir die Induktion von
Detoxifikationsprozessen gilt (Braunbeck et a. 1989, Hacking et al. 1978, Hinton et a. 1978).

Wahrend bei den Versuchsansétzen aus dem Labor die Ergebnisse sehr deutlich sind, lassen sich die
Befunde der beiden Grofdlappener Versuchsansdtze schwieriger interpretieren.

Die wesentlich ausgeprégteren Lipidspeicher in den Hepatocyten der Tiere aus dem Klé&ranlagenablauf
Groflappen deuten auf einen etwas anderen Erndhrungszustand der Tiere hin. Die erhohte Peroxiso-
menmenge ist mit dem erhhten Lipidstoffwechsel korreliert (Braunbeck 1992, 1998).
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Bei den Tieren aus dem Ablauf der Kléranlage Grofdappen ist nur eine sehr leicht erhthte Proteinbio-
synthese anzunehmen, da die Menge der rER- Zisternen und Dictyosomen nur geringfiigig hdher as
bei den Wasserkontrollen war. Eine 6strogene Wirkung des Klaranlagenausflusses kann daher kaum
nachgewiesen werden, da auch die Messung des Plasma-Vitellogenin-Levels keine signifikant erhoh-
ten Werte zeigte. Allerdings sind auch antagonistische Effekte anderer im Klara agenablauf vorhande-
ner Stoffe in Betracht zu ziehen, die eine leichte Ostrogenwirkung maglicherwei se tiberdecken.

Anders verhdlt es sich mit den Tieren aus dem Kl&ranlagenabwasser, dem die Industriechemikalie
Arkopal N-150" zugesetzt wurde. Hier ist ein deutlicher Anstieg der rER-Menge, der paralelen Zi-
sternen, sowie der Dictyosomen- Menge und der Golgi-Aktivitdt zu verzeichnen, Merkmale, die dle
zusammen charakteristisch fir eine Gstrogene Belastung sind (Peute et a. 1985). Auch wenn die
Plasma-Vitellogeninwerte bei diesem Versuchsansatz nicht signifikant Gber denen der Kontrolltiere
lagen, waren sie hoher als bei den Tieren aus dem Kl&ranlagenablauf.

Insgesamt handelte es sich bel allen ultrastrukturellen Verénderungen in der Leber der juvenilen Karp-
fen um adaptive Prozesse, welche mit einer Induktion der Vitell ogeninsynthese zusammenhangen.

In beiden Versuchsansédtzen aus der Klédranlage Grofdappen war Nonylphenol laut chemischer Analy-
se nachweisbar (ca. 1 pg/L Nonylphenol im Kl&ranlagenablauf, ca. 10 pg/L Nonylphenol im Arkopal-
versuch). Wenn wir von einer wenigstens anndhernden Vergleichbarkeit der Laborgruppen mit den
Tieren aus der Kléranlage ausgehen, so muss von antagonistischen Stoffen im Kl&ranlagenablauf aus-
gegangen werden, da in den Laborversuchen schon ab 1 pg/L Nonylphenol eine deutliche Reaktion
der Hepatocyten zu beobachten war. Mathiessen und Sumpter (1996) wiesen darauf hin, daf? die dstro-
geninduzierten Effekte bei exponierten Organismen durch antidstrogen oder androgen wirkende Sub-
stanzen abgeschwaécht oder sogar blockiert werden konnen. Die Differenzierung dieser konkurrieren-
den Systeme it vor allem im Hinblick auf die komplexen Ausfliisse von Kléranlagen schwierig (s.

Kap. 9).
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5.  Untersuchungen zur Wirkung von Nonylphenol auf den M edaka (Ory-
ziaslatipes) im Life Cycle-Experiment

Zusammenfassung: Im Mittelpunkt dieser Sudie stand die Untersuchung der Auswirkungen einer
chronischen Belastung mit Nonylphenol auf Uberleben, Reproduktionserfolg, Wachstum und Ge-
schlechterverhéltnis des Medakas. Dazu wurden zwel aufeinanderfolgende Generationen des Medakas
mit 2, 20 und 50 pg/L Nonylphenol belastet. Als Positivkontrolle diente eine mit 100 ng/L 1713
Estradiol belastete Versuchsgruppe. In der F;-Generation konnte nur bel einer Belastung mit 50 pg/L
Nonylphenol und 17R3-Estradiol, in der F,-Generation dagegen ab Konzentrationen = 20 pg/L eine
erhohte Larvalmortalitat beobachten werden. Ahnlich verhielt es sich bei der Mortalitat nach dem
Schitpfen: In beiden Generationen war die Sterblichkeit bei Belastung mit 50 pg/L Nonylphenol und
17-Estradiol erhoht. Allerdings war sie in der F-Genration im Vergleich zur F-Generation etwa
2wel bzw. dreimal so hoch. Die Befruchtungsrate zeigte in beiden Generationen sowohl einen ausge-
préagten dosisabhangigen Riickgang wie auch eine starke Abnahme des Befruchtungserfolgs von einer
Generation zur nachsten. Das Geschlechterverhaltnis verschob sich in der F1-Generation von 57 bzw.
63 % Weibchen in den Kontrollen nach 71 % Weibchen bei einer Belastung = 20 pg/L Nonylphenol
sowie 97 % bel Belastung mit 173-Estradiol. Auf3erdem traten in den gegeniiber > 20 ug/L Nonylphe-
nol exponierten Medakas bei 2 bzw. 12 % der Individuen Zwittergonaden auf. Die Gerschlechterver-
schiebung war in der F,-Generation nicht so stark ausgepragt und auch Zwittergonaden traten nicht
auf. Die Messung der Vitellogenin-mRNA in der Leber ergab bei einer Belastung mit = 20 pg/L
Nonylphenol sowie 17(3-Estradiol eine signifikante Zunahme. Auch die Leberultrastruktur zeigte nach
Exposition gegeniiber > 2 pg/L Nonylphenol deutliche dosisabhéngige Veranderungen, die im We-
sentlichen in der Zunahme der rER-Menge verbunden mit einer erhdhten Fragmentierung der ER-
Zisternen und eine Zunahme der Dictyosomenaktivitéa bestanden.

Die vorliegenden Ergebnisse belegen, dass eine Belastung von Medakas mit Nonylphenol signifikante
physiologische und populationsrelevante Veranderungen verursacht. Aul3erdem konnte nachgewiesen
werden, dass Nonylphenol auf die Reproduktion und Mortalitét der Medakas einen generationstiber-
greifenden Effekt austibt.

5.1 Einleitung

In den letzten Jahren konnten zahlreiche negative Effekte von Nonylphenol auf reprodukti onserel vante
Endpunkte wie verringerte Hodengrof3e (Jobling et a. 1996, Kinneberg et a. 2000) und verringerter
Schitpferfolg (Shihoda & Wakabayashi 2000) nachgewiesen werden. Bis zum heutigen Zeitpunkt
exigieren nur wenige Untersuchungen Uber die Auswirkungen einer chronischen Belastung mit
Nonylphenol und mogliche Multigenerationseffekte.

Zu diesem Zweck wurden im folgenden Life Cycle-Experiment Medakas ab 3-4 Stunden nach der

Eibefruchtung bis zur Geschlechtsreife und dartiber hinaus auch noch die darauffolgende Generation
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mit 2, 20 und 50 pg/L Nonylphenol belastet. Wahrend die Exposition der F;-Generation im Durchfluss
erfolgte, wurde die F,-Generation statisch mit einem 14t&gigen Wasserwechsel gehalten. Ziel der Stu-
die war die Untersuchung der Auswirkungen einer Belastung mit Nonylphenol auf Reproduktionser-
folg, Uberleben, Geschlechterverhdtnis, Vitellogenin-mRNA-Gehalt und ultrastrukturelle Verénde-
rungen in der Leber der F;-Generation. Dartiber hinaus sollte tiber eine Belastung der F,-Generation
auch die Veranderungen in weiteren Generationen untersucht werden, um so Aufschlul tber mdgliche
Effekte Uber generationsiibergreifende Effekte beim Medaka und somit Uber die 6kologische Relevanz

einer chronischen Belastung mit Nonylphenol zu erhalten.

5.2  Wirkung von Nonylphenol auf Entwicklung, Reproduktion, Geschlecherverhaltnis
und L eberultrastruktur des Medakas (Oryzas | atipes)

5.2.1 Akute Toxizitat (L CsoT est)

Als LCso-Wert konnte fir etwa 5 Tage alte Medaka arven nach einer Expositionszeit von 36 Stunden
eine Konzentration von ca. 300 pg/L Nonylphenol ermittelt werden.

5.2.2 Chemische Analysedaten

Tab. 14: Realkonzentrationen von Nonylphenol im Life Cycle-Experiment mit dem Medaka (Oryzas
latipes) wahrend der Exposition der F-Generation im Durchfluss

Nominalkonzentration 1. Analyse 2. Analyse 3. Analyse

2 ug/L Nonylphenol 2,7 ug/L 2,8 ug/L 2,1 ug/L
20 pg/L Nonylphenol 22 ug/L 21 g/l 20 pg/L
50 pg/L Nonylphenol 53 ug/L 48 pg/L 51 pug/L

Die Ergebnisse der Uber den Expositionszeitraum der F-Generation durchgefiihrten Analysen zeigen,
dass das verwendete System die Realkonzentrationen sehr genau auf die Nominalwerte eingtellt. So
konnte flr Konzentrationen = 20 pg/L Nonylphenol eine durchschnittliche Schwankung von + 1-5 %,
fir 2 pg/L Nonylphenal eine Schwankung von +26 % festgestel It werden.
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5.2.3 Wachstum der F;- und F,-Generation des M edakas (Oryzas latipes) nach lebens-
langer, kontinuierlicher Belastung mit Nonylphenol bzw. 17R3-Estradiol

Der Léngenvergleich zeigte in der F-Generation weder zwischen den Geschlechtern noch zwischen
den einzelnen Versuchsgruppen signifikante Unterschiede. Eine Ausnahme stellte die Beobachtung
dar, dass die Weibchen aus der DM SO-Kontrolle aufféllig klein und schwer waren.

Die Weibchen waren generell etwas schwerer als die Méannchen, wobei der Gewichtsunterschied zwi-
schen den beiden Geschlechtern nur bei der Wasser- und Losungsmittelkontrolle signifikant war. Im
Ubrigen waren die Weibchen unter Belastung etwas leichter als die unbelasteten. Dagegen waren bei
den Mannchen kaum Unterschiede zwischen den einzelnen V ersuchsgruppen ausgepragt.

Die Tiere der F,-Generation waren aufgrund ihres geringeren Alters (Versuchsauflosung in der 13.
Woche, in der F;-Generation in der 18. Woche) durchschnittlich etwa 1 cm kleiner as die Fische der
Fi-Generation. Auch in der F,-Generation konnten weder signifikante Unterschiede zwischen den
Geschlechtern noch zwischen den einzelnen V ersuchsgruppen festgestelIt werden.

Ebensowenig konnten auffélige Gewichtsunterschiede zwischen den Versuchsgruppen beobachtet
werden. Im Vergleich mit der F;-Generation fallen jedoch die deutlich gréfieren Standardabwei chun-
gen in den Versuchsgruppen der F,-Generation auf, was auf einen weniger homogenen Ernghrungszu-
stand hinweist.

5.2.4 Entwicklung und Reproduktionserfolg der F;- und F,-Generation des Medakas
(Oryzias latipes) nach lebenslanger, kontinuierlicher Belastung mit Nonylphenol
bzw. 173-Estradiol

Alle Tiere der F;-Generation erreichten nach etwa 12 Wochen die Geschlechtsreife. Eine weitere mit
100 pg/L Nonylphenol belastete V ersuchsgruppe Uberlebte den Zeitpunkt des SchlUpfens nicht.

Die Befruchtungsrate betrug bei allen Versuchsgruppen der F-Generation knapp Uber 90 % (Tab. 15).
Auferdem konnte kein Unterschied in der Gesamt-Larvalmortalitét (= Mortalitét von der Befruchtung
bis 1 Woche nach dem Schliipfen) bis zu einer Konzentration von 20 pug/L Nonylphenol beobachtet
werden. Erst bei 50 pg/L Nonylphenol stieg die friihe Larvalmortalitét (= Mortalitét von der Eibe-
fruchtung bis zum Schltipfen) von ca. 25 % auf 27,3 % an. Die Larvalmortalitét der Positivkontrolle
173-Estradiol stieg auf einen vergleichbaren Wert von 29,2 % (Abb. 78).

In Bezug auf die Lésungsmittelkontrolle lag auch die Mortalitét der in die Aquarien (Durchfluss) ein-
gesetzten Larven erst ab einer Konzentration von 50 pg/L Nonylphenol bzw. 100 ng/L 17(-Estradiol
mit Werten von 18,7 % bzw. 19,6 % deutlich hoher (Tab. 15; Abb. 80). Insgesamt war die Mortalitét
damit im Lebensabschnitt nach dem Schltipfen wesentlich niedriger as vor dem Schltpfen. Die relativ
hohe Ausfallrate in den Wasserkontrollen ist in Anbetracht der Befunde aus den anderen Life Cycle-

Experimenten (s. Kapitel 6 und 7) sicher s Ausreif3er zu betrachten.
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Tab. 15: Verdnderungen in der Zusammensetzung der F-Generation des Medaka (Oryzas latipes) nach kontinuierlicher Iebendanger Belastung mit
Nonylphenol bzw. 173-Estradiol

Wasser DMSO Octylphenol 100 ng/ L 1713
F,-Generation 2 pg/L 20 pg/L 50 ug/L Estradiol
n % N % n % n % n % n %
Eingesetzte Eizahl 45 76 84 80 69 80
Unbefruchtete Eier * 5 6,87 6 7,89 7 8,33 5 6,25 3 4,35 8 10
Petrischalen Befruchtete Eier * 40 93,13 70 92,11 77 91,67 75 93,75 66 95,65 72 90
Mortalitét vor dem Schlupfen ** 8 20 17 24,29 9 11,69 10 13,33 7 10,61 12 16,67
Frilhe Larvalmortalitat ** 2 5 0 0 10 12,99 6 8 11 16,67 9 12,5
Gesamt-Larvalverluste ** 10 25 17 24,29 19 24,68 16 21,33 18 27,27 21 | 29,17
Eingesetzte Larven 30 66,67 53 69,74 58 69,05 59 73,75 48 69,57 51 63,75
Adquarien Mortalitat ab Schlupf *** 4 13,33 0 0,00 1 1,72 2 3,39 9 18,75 10 19,61
GroRe Endpopulation 26 6500 53 7571 57 | 74,03 57 7600 39 5909 41 5694
Gesamtmortalitét **** 14 35,00 17 24,29 20 2597 18 2400 27 4091 31 4306
F,-Generation n % n % n % n % n % n %
Eingesetzte Eizahl 94 128 151 85 92 106
Unbefruchtete Eier * 15 1596 18 1406 24 1589 25 2941 28 3043 35 33,02
Petrischelen Befruchtete Eier * 79 84,04 110 8594 127 8411 60 7059 64 69,57 71 66,98
Mortalitat vor dem Schilipfen ** 2 2,53 6 5,45 4 3,15 8 1333 10 1563 14 19,72
Frihe Larvalmortalitét ** 3 3,80 5 4,55 6 472 10 16,67 10 15,63 18 25,35
Gesamt-Larvalverluste ** 5 6,33 11 10,00 10 7,87 18 30,00 20 31,25 32 45,07
Eingesetzte Larven 74 | 93,67 99 90 117 9213 42 70 4 6875 39 5493
Aquarien Mortalitét ab Schlupf *** 13 17,57 17 17,17 12 10,26 7 16,67 17 3864 22 5641
GréRe Endpopulation 61 | 77,22 82 7455 105 = 82,68 35 | 5833 27 | 42,19 22 | 30,99
Gesamtmortalitét **** 18 22,78 28 2545 22 17,32 25 4167 37 5781 49 69,01

* in Bezug auf die eingesetzte Eizahl; ** in Bezug auf die befruchteten Eier; *** in Bezug auf die in die Aquarien eingesetzten Larven; **** Zahl der eingesetzten Larven
- Zahl der adulten Tiere (Endpopulation)
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Abb. 78: Mortalitét der F-Generation von Medakas (Oryzias latipes) unter Belastung mit 4-
Nonylphenaol bzw. 173-Estradiol bis 1 Woche nach dem Schllpfen.

Die Mortalitat der F;-Generation des Medakas belief sich sowohl in den Kontrollen, als auch in den
gegeniiber Nonylphenol exponierten Versuchsgruppen tber den gesamten Versuchszeitraum bis zu
einer Konzentration < 20 pg/L auf ca. 25 %. Erst bei Belastung mit 50 pug/L Nonylphenol und bei der
Positivkontrolle stieg die Gesamtmortalitét auf 47,6 bzw. 44, 6 % an (Tab. 15).

50 O verendete Larven
451 OJ verpilzte Eier

Schlupf [%)]

Ausfélle F2-Generation bis

Wasser DMSO 2 ug/L 20 pg/L 50 pg/L 1713-
(0,01%0) Estradiol
(100 ng/L)

Nonylphenol

Abb. 79: Mortadlitét der F,-Generation von Medakas (Oryzias latipes) unter Belastung mit
Nonylphenol bzw. 17(3-Estradiol bis 1 Woche nach dem Schlupfen.
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In der F,-Generation belief sich die Gesamtmortalitdt bis zum Schlupf bei den Kontrollen und in der
Gruppe von 2 ug/L Nonylphenol auf maximal 10 %, stieg jedoch bei den gegentiber 20 und 50 pg/L
Nonylphenaol exponierten Medakas auf 30 % an. In der Positivkontrolle betrug die frihlarvale Morta-
litdt sogar 42,1 % (Abb. 79). Es konnte kein Zusammenhang zwischen Verpilzungsrate und chemi-
scher Belastung festgestellt werden. Die Zunahme der Verluste beruhte ausschliefdich auf einen An-
stieg infektionsunabhéngiger Mortalitét (Tab. 15). Die dosisabhangige Zunahme der Mortaitét setzte
sich in der F,-Generation des Medakas auch nach dem Schitpfen fort: Wahrend in den Kontrollen
sowie in den mit 2 pg/L und 20 pg/L Nonylphenol belasteten Versuchsgruppen nach dem Schilpfen
zwischen 10 und 18 % der in die Aquarien eingesetzten Individuen starben, stieg der Wert bel 50 pg/L
Nonylphenol auf 38,6 % an. Die postlarvale Mortalitét betrug in der Positivkontrolle sogar 50 % (Tab.
15; Abb. 80). Im Gegensatz zur F;-Generation, bei der die Mortalitét nach dem Schlupf stets geringer
war as vor dem Schlupf, lag die Mortalitét der F,-Generation nach dem Schlupf mit Ausnahme der
20 pg/L Nonylphenol-Gruppe immer héher as vor dem Schlipfen (Abb. 79).
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Abb. 80: Mortalitét in der F;- und F,-Generation im Zeitraum vom 7. Tag nach dem SchlUpfen bis zur
Geschlechtsreife.
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5.2.5 Befruchtungserfolg der Fi- und F,-Generation und Entwicklung der Fo-
Generation des Medakas (Oryzas latipes) nach lebenslanger, kontinuierlicher Be-
lastung der F;-Generation mit Nonylphenol bzw. 17R3-Estradiol

Im Unterschied zur F;-Generation (Eier von unbelasteten Elterntieren; Befruchtungsrate in allen
Gruppen > 90 %.) zeigte die Befruchtungsrate in der F,-Generation (Eier aus F-Generation) eine Ab-
nahme von 78 - 85 % in den Kontrollen und den 2 pg/L Nonylphenol exponierten F-Medakas auf
70 % bei einer Belastung mit 20 und 50 pg/L Nonylphenol (Tab. 15, Abb. 85). Die Positivkontrolle
zeigte in der F,-Generation nur noch eine Befruchtungsrate von 71,7 %.

Auch hinsichtlich des Zeitraums bis zum Schliipfen ergaben sich in der F,-Generation signifikante
Unterschiede zwischen Kontrollen und exponierten Gruppen (Tab. 16): Wahrend bei Wasser- und
DM SO-Kontrollen sowie den 2 pg/L Nonylphenol exponierten Medakas die ersten Larven am 14. Tag
schllpften, schlUpften bei den mit 20 und 50 pg/L belasteten Medakas die ersten Larven schon am 13.
Tag. Eine noch stérkere Verkirzung des Zeitraums bis zum Schliipfens konnte bei 100 ng/L 1713
Estradiol beobachtet werden, wo bereitsam 9. Tag 25 % der Larven geschlUpft waren (Tab. 16). Wah-
rend der Hauptteil der Larven aus Wasser- und DM SO-Kontrolle (70 bzw. 75 %) in der ersten Hélfte
des gesamten Zeitraums schllpften, schiUipfte der Hauptteil der mit Nonylphenol belasteten Tiere in
der zweiten Halfte der gesamten Schl Gipfperiode.

Tab. 16: Anteil der geschllpften Larven des Medakas (Oryzias latipes) in Prozent der pro Tag einge-
setzten Eizahl. Die HauptschlUpftage in den einzelnen Konzentrationen sind grau unterlegt.

Nonylphenol 17@-Estradiol
Tag Wasser DMSO
2 pg/L 20 pg/L 50 pg/L 100 ng/L
9 - - - - - 25,5
10 - - - - - 9,8
11 - - - - - 11,8
12 - - - - - 13,7
13 - - - 34 4,2 19,6
14 13,3 17,0 1,7 6,8 - 2,0
15 30,0 151 - 85 14,6 17,6
16 26,7 13 6 33 4,2 -
17 - 30,2 31 15,3 29,2 -
18 13,3 17,0 241 254 20,8 -
19 - 19 34,5 51 27,1 -
20 16,7 3,8 1,7 1,7 - -
21 - 1,9 - - - -
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5.2.6 Gelegegrol3e in der Fi-und F,-Generation des Medakas (Oryzas latipes) nach le-
benslanger, kontinuierlicher Belastung mit Nonylphenol bzw. 17R3-Estradiol

Zwischen den einzelnen Versuchsgruppen konnte weder in der F;- noch in der F,-Generation ein auf-
falliger Unterschied in der durchschnittlichen Gelegegrofie festgestellt werden. Ein eindeutiger, jedoch
nicht konzentrationsabhangiger Trend kann hinsichtlich der maximalen Gelegegrél3e nachgewiesen
werden (Abb. 81 und 82): Die maximale Gelegegrdfie zeigte in der Fi-Generation eine klare Dosis-
Wirkungs-Beziehung. Wahrend die maximale Gelegegréfle bel Wasser- und DM SO-Kontrolle noch
etwa 20 Eiern betrug, wurden von den mit 2 pg/L und 20 pg/L Nonylphenol belasteten Weibchen nur
noch Gelege bis maximal 16 bzw. 17 Eiern, von den mit 50 pug/L Nonylphenol und mit 100 ng/L 1713
Estradiol belasteten Weibchen der F;-Generation sogar nur Gelege bis maxima 13 Eier erreicht
(Abb. 81). Im Gegensatz dazu lagen die maximalen Gelegegréfien der F-Generation mit 17 bzw. 15
Eiern pro Gelege unter Belastung im Gegensatz zu den Kontrollen zwar niedriger, blieben jedoch un-
abhangig von der Schadstoffkonzentration auf einem ghnlichen Niveau (Abb 82).
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Abb 81: Durchschnittliche und maximale Gelegegréfie in der Fi-Generation von Medakas (Oryzias
latipes) nach Iebenslanger, kontinuierlicher Belastung mit Nonylphenol bzw. 173-Estradiol.
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Abb. 82: Durchschnittliche und maximale Gelegegrofie in der F,-Generation von Medakas (Oryzias
latipes) nach Iebenslanger, kontinuierlicher Belastung mit Nonylphenol bzw. 17(3-Estradiol.

5.2.7 Geschlechterverhéltnis der F1- und Fo-Generation des Medakas (Oryzias latipes)
nach lebenslanger kontinuierlicher Belastung mit Nonylphenol bzw. 173-Estradiol

Die histologische Untersuchung der Gonaden der F,-Generation ergab in Folge einer Belastung mit
Nonylphenaol bzw. 17R3-Estradiol eine Erhthung des Anteils von Weibchen an der Gesamtpopul ation:
Wiéhrend in den Kontrollen nur 43 bzw. 37 % der Individuen Mannchen waren, sank der Wert bei
einer Belastung mit 2 ug/L Nonylphenol auf 29 % und bei Belastung mit 20 und 50 pug/L Nonylphenol
auf 15 bzw. 17 % (Abb. 83). In der Positivkontrolle konnte eine nahezu vollige Verweiblichung beob-
achtet werden: Hier konnten nur noch 3 % der Individuen als Mannchen identifiziert werden. Aul3er-
dem konnte in den gegentiber Konzentrationen = 20 pg/L Nonylphenol exponierten Versuchsgruppen
3 bzw. 12 % Zwitter beobachtet werden. Im Gegensatz dazu traten Zwittergonaden bei der Positiv-

kontrolle nicht auf (Abb. 83). Die mit Hilfe des x2-Test durchgefiihrte Signifikanzberechnung ergab
fur ale schadstoffexponierten Gruppen einen signifikanten Unterschied zur Wasserkontrolle (p <
0,001).
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Abb. 83: Geschlechterverhdltnis F;-Generation Medaka nach lebenslanger kontinuierlicher Bela-
stung mit Nonylphenol.
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Abb. 84: Geschlechterverhdltnis F,-Generation Medaka nach lebenslanger kontinuierlicher Bela-
stung mit Nonylphenol.
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Ein anderes Bild ergab sich in der F,-Generation. Auch hier zeigte sich eine Verschiebung zu einem
hoheren Anteil an Weibchen, jedoch war dieser Effekt bel weitem nicht so stark ausgeprégt wie in der
F1-Generation und konnte auch erst ab Konzentrationen = 20 pg/L Nonylphenol nachgewiesen werden
(Abb. 84). Zwittergonaden traten nicht auf. Die mit Hilfe des x>Test durchgeflhrte Signifikanzberech-
nung ergab fur die F,-Generation keine signifikanten Unterschiede zur Wasserkontrolle.

5.2.8 Reproduktionserfolg der Fo-Generation: Effekte von Nonylphenol auf die Ent-
wicklungin der Fs-Generation

Im Gegensatz zur Befruchtungsrate in der F;- Generation (Eier unbelasteter Elterntiere) konnte in der
F,-Generation ab Konzentrationen = 20 pg/L Nonylphenol ein Riickgang des Befruchtungserfolgs um
durchschnittlich 18 % beobachtet werden. Deutlich stérker war die Befruchtungsrate in der Fs-
Generation betroffen, in der sie von ca. 80 % in den Kontrollen tiber 56 % (2 pg/L Nonylphenol) und
43 % (20 pg/L Nonylphenol) auf 32 % bei jenen Medakas sank, die gegentiber 50 pug/L Nonylphenol
exponiert worden waren (Abb. 85). Die Befruchtungsrate der Positivkontrolle (100 ng/L 1703
Estradiol) sank in der F3-Generaton auf ca. 40 %. Vergleicht man die Befruchtungsraten Uber die drei
untersuchten Generationen, so ergibt sich ein ausgepragter generationsiibergreifender Langzeiteffekt
bei Belastung mit Nonylphenaol (Abb. 85).
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Abb. 85: Befruchtungsraten in F;-, F,- und Fs-Generation von Medakas (Oryzias latipes) nach le-
benslanger, kontinuierlicher Belastung der Fi- und F,-Generation mit Nonylphenol bzw. 1703
Estradiol.
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5.2.9 Induktion der Vitelogenin-mRNA des Medakas (Oryzias latipes) nach lebenslanger
kontinuierlicher Belastung mit Nonylphenol bzw. 17(3-Estradiol

Die Belastung mannlicher Medakas mit Nonylphenol bzw. 173-Estradiol resultierte in einer dosisab-
hangigen Induktion der Vitellogenin-mRNA (Abb. 86). Bereits ab einer Belastung mit 20 pg/L
Nonylphenaol konnte ein signifikanter Anstieg der Vitellogenin-mRNA in der Leber mannlicher Me-
dakas festgestellt werden. Sowohl bei der gegeniiber 50 ug/L Nonylphenol as auch der gegentiber 100
ng/L 17@-Estradiol exponierten Versuchsgruppe konnte ein deutlicher Unterschied zur Kontrolle fest-
gestellt werden (p < 0,001).

3,5

*kk

*kk

15 T —

m

0,5

Quotient Elongationsfaktor/Vg-mRNA
*

Wasser- DMSO 2ug/L 20 ug/L 50 pg/L  Estradiol
kontrolle  (0,01%o) Nonylphenol (100 ng/L)

Abb. 86: Induktion der mRNA infolge Exposition gegeniiber Nonylphenol bzw. 17@3-Estradiol bei
mannlichen Medakas. Angaben als Quotient der Bandenintensitét aus Elongationsfaktor al und Vi-
tellogenin-mRNA (500 Bp). Signifikanz der Unterschiede zur Wasserkontrolle nach Student’s T-Test.
* p<0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001

5.2.10 Ultrastrukturelle Veranderungen in der Leber des Medakas (Oryzias latipes)
nach lebenslanger kontinuierlicher Exposition gegentiber Nonylphenol bzw. 1713-
Estradiol

Die Befunde der ultrastrukturellen Veranderungen in der Leber der mannlichen bzw. weiblichen Me-
dakas (Oryzias latipes) sind in den Tabellen 17 und 18 aufgelistet und semiquantitativ bewertet.
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Tab. 17: Semiquantitative Analyse der ultrastrukturellen Veréanderungen in der Leber weiblicher Me-
dakas (Oryzias latipes, F;) nach Exposition gegentiber Nonylphenol

17
Wasser DMSO Nonylphenol Estradiol
0,01 %0 2 ug/L 20 ug/L 50 ug/L. 100 ng/L
Intrazellul&re Gliederung +++ +++ R+ e R
Parenchymheterogenitat S s R SR - S - S

Kern regelmaidige Form ++ ++ ++ ++ _—
zentrale Lage + e+
Heterochromatin + +
Nucleolus ++ TR+ __

Mitochondrien Menge ++ +  +++ +++ [

Grie e e e [

Heterogenitét ++ ++ --——

intramitoch. Granula - 4+ L+ o+
Peroxisomen Menge +/++ ++ i ++ - T+

Grole * o+ o+ e

+

rER Menge e A S
Stape e S T
Paral. Zisternen ++ o+ e e e
Fragmentierung + - - H++ o+
Dilatation - - -+

sER Menge

Golgi Menge ++

Zisternen ++

Fenestrierung +

Aktivitat ++
Lysosomen  Menge

primér +

sekundéar +

Myelin -

Vakuolen + +HA++ 4+

»My€lin“ in Gallencan. - - --——
Lipid Menge ++ L] 4+ R

Lipidfelder - ---——
im Glykogen +++ T e T s e
++ ++

Glykogen Menge ++
part. Entspeicherung - -
Interzellularen geschlossen ++ ++ ++ ++ ++
erweitert
Fremdzellen Makrophagen - [ T T R
- Merkmal fehlt [ richt auswertbar; zu groRer Unterschied
+ selten zwischen den einzelnen Individuen
++ Merkmal deutlich ausgepragt [ leichter Unterschied zu den Kontrollen
+++  Merkmahl haufig bzw. sehr deutlich ausgepréagt - deutlicher Unterschied zu den Kontrollen

++++ Merkma Uberdurchschnittlich vorhanden bzw. ausgepragt
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Tab. 18: Semiquantitative Analyse der ultrastrukturellen Verdnderungen in der Leber méannlicher
Medakas (Oryzas latipes, F;) hach Exposition gegeniiber Nonylphenol

1713
Wasser DMSO Nonylphenol Estradiol
0,01%0 2ug/L 20 pug/L 50 ug/L 100 ng/L
Intrazellulére Gliederung +++ ++[+++ +++ +++ +++
Parenchymheterogenitét + + +++ R = = Sy
Kern regelmaiige Form ++ ++ ++ ++ |+ A+
zentrale Lage e
Heterochromatin L L e h s
GroRe Nucleolus ++ +++ ++ ++ o+ ++
Mitochondrien Menge ++ ++ e+ [+
Grofe ++
erweiterte Cristae -
Heterogenitét +
intramitoch. Granula +
Peroxisomen Menge ++
Grofe ++ +H+++ ++
rER Menge + + _--_
Stapdl + H+ e e
Paral. Zisternen L A T S
Fragmentierung + + +++ +++ -_
Dilatation + + T -
sER Menge + +
Lageim Glykogen + +
Golgi Menge + +
Zisternen + +
Fenestrierung
Aktivitat
Lysosomen  Menge
sekundér und tertiér
Myelin
Vakuolen
»Myelin“ in Gallencan.
Lipid Menge
Lipidfelder __ -_
im Glykogen R
Glykogen — Menge = T e e e
part. Entspeicherung - - - R
Interzellularen geschlossen ++ ++ _--
Fremdzellen Makrophagen + + + o+ +
- Merkmal fehlt - nicht auswertbar; zu grof3er Unterschied
+ selten zwischen den einzelnen Individuen

++ Merkmal deutlich ausgepragt
+++  Merkmahl haufig bzw. sehr deutlich ausgepréagt
++++ Merkmal Uberdurchschnittlich vorhanden bzw. ausgepragt

|:| leichter Unterschied zu den Kontrollen
- deutlicher Unterschied zu den Kontrollen
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Wasserkontrollen

Schon bei geringer VergrofRerung zeigt sich in den Lebern der Kontrolltiere eine klare intrazellulére
Gliederung in zentral um den Kern gelegene Cytoplasma- und peripher angeordnete Speicherareale.
Dabel ist bereits bei geringer VergrofRerung eine klare Unterscheidung zwischen den Hepatocyten
mannlicher und weiblicher Fische méglich. Bei den Weibchen nimmt das den Kern umschlief3ende
Cytoplasma etwa 60 % der Zelle ein, wahrend die Glykogenspeicher nur einen kleinen Teil des Zell-
querschnitts ausmachen. Auf3erdem erschien das Leberparenchym der Weibchen aufgrund grof3er In-
terzellularraume recht inhomogen. Der Zellkern war bei den Weibchen haufig in die Peripherie verla-
gert. Er war von recht gleichméaiger Form und besald nur wenig Heterochromatin, jedoch stets einen
grofRen Nucleolus. Die Hepatocyten der weiblichen Kontrolltiere waren von einem deutlich entwik-
kelten Protein- und Lipoproteinsyntheseapparat gepragt (Abb. 87). Das rauhe endoplasmatische Reti-
kulum (rER) erstreckte sich in grof3en Stapeln von bis zu 16 parallelen Zisternen bisweilen vom Kern
bisin die Zellperipherie. Zwischen die Zisternen des rER eingestreut fanden sich zahlireiche gleichmé-
[Bige langgestreckte Mitochondrien sowie Peroxisomen. Haufig umgab eine einzelne Zisterne des rER
ringférmig die Mitochondrien (Assoziation mit dem ER). Lysosomen kamen regelméaiig vor. Die ver-
haltnisméliig zahlreichen Dictyosomen bestanden aus drei bis vier wenig fragmentierten Zisternen,
wiesen jedoch geringe Aktivitét auf (Anzahl und Gréle der abgeschniirten Zisternen; Abb. 88). Kleine
Glykogenfelder traten in Mehrzahl auf und besal3en oft Lipide nschllisse.

Bei den mannlichen Tieren wurden die Hepatocyten von grofRen Glykogenfeldern dominiert, welche
einen erheblichen Teil der Zellperipherie ausfiillten. Dabei waren Lipideinschliisse im Glykogen h&u-
fig. Die e ektronenmikroskopische Auswertung zeigte ein homogenes L eberparenchym mit sehr wenig
Fremdzellen. Die Hepatocyten waren von hexagonaler Gestalt und lagen dicht beieinander. Der Kern
war regelméaiig gestaltet; er lag meist im Zentrum der Zelle (Abb. 90) und wies wenig Heterochroma-
tin auf. Dagegen kamen Nucleoli hdufig vor und waren verhaltnisméaliig grof3.

Das den Kern umgebende Cytoplasmawar bei den mannlichen Medakas auf einen schmalen Saum um
den Kern reduziert. Es enthielt wenig rER, das in unregelmélZigen Stapeln von maximal 7 parallelen
Zisternen um den Kern lag. Zwischen die Zisternen des rER im kernnahen Cytoplasma waren zahlirei-
che kleine gleichférmige Mitochondrien eingestreut, wel che stets eine deutliche Assoziation zum rER
aufwiesen. Grof3e Peroxisomen kamen haufig vor, dagegen waren lysosomale Elemente nur selten zu

finden. Dictyosomen traten selten auf; sie waren oft klein und von geringer Aktivitat.

L 6sungsmittelkontrolle (0,02 % DM SO)

Die Hepatocyten der DM SO-exponierten Weibchen zeigten nur wenige Unterschiede gegentiber den
Wasserkontrollen. Bei geringer Vergrofierung bestand das L eberparenchym aus dicht aneinander lie-
genden hexagonaen Zellen. Die Interzellularen waren geschlossen. Der Kern nahm meist eine zentrale
Lage ein und verflgte Uber deutlich mehr Heterochromatin as die Zellen der Wasserkontrolle
(Abb. 91). Die Anzahl der Peroxisomen war wie die rER-Menge leicht erhoht, dagegen wies der Gol-
gi-Apparat eine geringere Aktivitét als bei den Wasserkontrollen auf.
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Die Hepatocyten mannlicher Medakas in der DM SO-Gruppe besal3en vermehrt Peroxisomen und pri-
maére Lysosomen, wahrend die Lipidmenge zurtickging (Abb. 89). Auch bei den Mannchen war eine
Zunahme des Heterochromatins im Zellkern zu beobachten. Aufféllig war auch eine hohere Ordnung
der Zisternen desin seiner Menge unveranderten rER. Die Menge der Dictyosomen blieb unveréndert,
alerdings erhohte sich der Fragmentierungsgrad der Golgi-Zisternen.

2 pg/L Nonylphenol

Die mit 2 pg/L Nonylphenol belasteten Weibchen zeigten im Vergleich zur DM SO-Kontrolle nur
wenige Veranderungen. Die auffélligste war die Zunahme der rER Menge, sowie eine regelmaldigere
Organisation. Das rER lag in Stapeln von bis zu 20 parallelen Zisternen zumeist in der Peripherie der
Zelle. Der normalerweise den Kern umgebende Ring aus rER war mit maximal 3-4 parallelen Zister-
nen dagegen nur schwach ausgeprégt (Abb. 92). Aufféllig war in dieser Versuchsgruppe die Assozia-
tion des Lipids in Feldern sowie das Auftreten von myelinartigen Strukturen in den Gallencanaliculi.
Die Mitochondrienmenge verringerte sich, dafir wiesen die Mitochondrien eine hthere Heterogenitét
auf.

Gegeniberliegende Seite

Abb. 87: Medaka (Oryzas latipes) Wasserkontrolle, &; Bei den Kontrolltieren besteht eine klare
Gliederung der Zelle in periphere Speicherareale und cytoplasmatische Bereiche mit einer grof3en
Menge paralleler rER-Zisternen. Golgi-Apparate treten ebenso wie Lysosomen (Lys) regelmaliig auf.
11.000 x

Abb. 88: Medaka (Oryzias latipes) Wasserkontrolle, ¢; Die Golgi-Apparate der weiblichen Kon-
trolltiere zeigen eine regelméllige Aneinanderreihung von bis zu vier wenig fragmentierten Zisternen.
Die Aktivitét (Menge der abgeschnlrten Golgi-Vesikel) ist nur gering. 30.000 x

Abb. 89: Medaka (Oryzas latipes) DM SO-Kontrolle, &; Die mannlichen Hepatocyten sind von
hexagonaler Gestalt und besitzen eine klare intrazelluldre Kompartimentierung. Wahrend die Lipid-
menge sich verringert, ist die Menge der priméren Lysosomen leicht erhoht. Das rER ist wesentlich
gleichméliiger as bel den Wasserkontrollen in Stapeln und parallelen Zisternen organisiert. 4.000 x

Abb. 90: Medaka (Oryzas latipes) Wasserkontrolle, &; Das Cytoplasma enthdlt wenig rER, dasin
unregelmalkigen Stapeln von maximal 7 parallelen Zisternen um den Kern liegt. In das rER des kern-
nahen Cytoplasmas sind zahlreiche Mitochondrien eingestreut, welche eine deutliche Assoziation zum
rER aufweisen. Grof3e Peroxisomen finden sich haufig, lysosomale Elemente und Dictyosomen sind
selten. 8.000 x
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Bei den Mannchen wies der zumeist in die Peripherie verlagerte Zellkern deutlich mehr Heterochro-
matin auf. Im perinukledren Cytoplasma war als auffalligste Verdnderung eine Zunahme des rER ver-
bunden mit einer verstarkten Fragmentierung und Dilatation zu beobachten (Abb. 93). Die Zahl der
rER-Stapel stieg von maximal 7 parallelen Zisternen in den Kontrollen auf bis zu 13 an. Zwischen die
Zisternen des rER eingestreut fanden sich sehr heterogene Mitochondrien sowie eine erhthte Menge
grof3er Peroxisomen (Abb. 94).

20 pg/L Nonylphenol

Bei den mit 20 ug/L Nonylphenol belasteten Hepatocyten weiblicher Medakas waren nur geringfligige
Veranderungen zu den mit 2 pg/L belasteten Tieren zu beobachten. Die Parenchymheterogenitét war
durch das vermehrte Auftreten von Makrophagen im Leberparenchym erhoht. Die Lipidmenge verrin-
gerte sich (Abb. 95). Das rER wies eine verstarkte Fragmentierung sowie vereinzelt dilatierte Zister-
nen auf. Die rER-Zisternen lagen in Stapeln von bis zu 17 parallelen Zisternen Uberwiegend in der
Zél|peripherie (Abb. 96). Die Dictyosomenmenge war leicht erhoht.

Gegenuberliegende ite

Abb. 91: Medaka (Oryzias latipes) DM SO-Kontrolle, ¢; Der Kern verfigt tber deutlich mehr He-
terochromatin as die Zellkerne der Wasserkontrolle. Die Anzahl der Peroxisomen ist ebenso wie die
Menge des rER leicht erhtht. Dagegen weist der Golgi-Apparat eine geringere Aktivitét als bei den
Wasserkontrollen auf. 9.500 x

Abb. 92: Medaka (Oryzas latipes) 2 pg/L Nonylphenol, 2; Die Hepatocyten weiblicher Medakas
zeigen eine etwas regelméalligere Anordnung des rER. Der normalerweise den Kern umgebende Ring
aus rER ist dagegen mit maximal 3 - 4 paralelen Zisternen nur schwach ausgepragt. Aufféligist hier
die Organisation des Lipidsin Feldern. Die Menge der recht heterogenen Mitochondrien ist verringert.
8.300 x

Abb. 93: Medaka (Oryzas latipes) 2 ug/L Nonylphenol, &; Der zumeist in die Peripherie verlagerte
Zellkern weist deutlich mehr Heterochromatin auf. Im perinukledren Cytoplasma 1&/3 sich als auffa-
ligste Verénderung eine Zunahme fragmentierter und dilatierter Zisternen des rER beobachten.
11.000 x

Abb. 94: Medaka (Oryzas latipes) 2 pg/L Nonylphenol, &; Zwischen die Zisternen des rER einge-
streut finden sich sehr heterogene Mitochondrien sowie eine erhéhte Menge grof3er Peroxisomen Die
Cristae der Mitochondrien sind sehr kurz und wirken dilatiert. 18.000 x
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Bei der Untersuchung der Hepatocyten der mannlichen Medakas, die gegentiber 20 pg/L Nonylphenol
exponiert wurden, fiel zundchst eine leichte Zunahme von Mitochondrien und Peroxisomen auf

(Abb. 97). Auch die bel einer Belastung mit 2 pg/L Nonylphenol auftretenden erweiterten Cristae in
den Mitochondrien sowie deren hohe Heterogenti&t war bei dieser Schadstoffkonzentration wiederzu-
finden. DasrER erschien im Vergleich zur Wasserkontrolle vermehrt und wies eine stérkere Frag-
mentierung auf (Abb. 98). Die Glykogenmenge war vergleichbar mit der in den mit 2 pg/L Nonylphe-
nol belasteten Hepatocyten mannlicher Medakas.

50 pug/L Nonylphenol

Die erhdhte Parenchymheterogenitdt bel den Hepatocyten weiblicher Medakas, die mit 50 pg/L
Nonylphenol belastet wurden, war vor allem auf das verstérkte Auftreten von Fremdzellen im Leber-
parenchym zurtckzufthren. Im Gegensatz zu den Hepatocyten der Medakas in den Ubrigen Versuchs-
gruppen waren in dieser Gruppe nur wenige, relativ homogene Mitochondrien zu beobachten. Intra-
mitochondriale Granula fehlten. Die stérksten Veranderungen fanden sich jedoch im Bereich des Li-
poproteinsyntheseapparats: Das umfangreiche rER war in Stapeln von bis zu 27 parallelen Zisternen
Uber den gesamten Zellquerschnitt verteilt (Abb. 99). Eine Unterscheidung von kernnahem und peri-
pherem rER war kaum madglich. Die Speicherareal e beschrankten sich auf wenige kleine Bereiche. Die
Menge der Dictyosomen war nur leicht erhoht, jedoch wiesen die Golgi-Apparate haufig wenige, auf-
fallend dunkle Zisternen auf, die oftmals von einer Vielzahl charakteristisch geféarbter Vesikel
(,,dunkler Halbmond* mit hellem Rest) umgeben waren (Abb. 100).

Gegenuberliegende ite

Abb. 95: Medaka (Oryzas latipes) 20 pg/L Nonylphenol, ¢; Die Lipidmenge erscheint verringert.
Das Heterochromatin ist deutlich vermehrt. Das rER weist eine verstérkte Fragmentierung sowie ver-
einzelt dilatierte Zisternen auf. Die Dictyosomenmenge ist leicht erhéht. 11.000

Abb. 96: Medaka (Oryzias latipes) 20 pg/L Nonylphenol, ¢; Die Menge des rER ist deutlich erhoht.
Die rER-Zisternen liegen in Stapeln von bis zu 17 paralelen Zisternen Uberwiegend in der Zellperi-
pherie. Die Interzellularen sind etwas erweitert. 10.300 x

Abb. 97: Medaka (Oryzas latipes) 20 pug/L Nonylphenol, &; Nach Belastung mit 20 pg/L Nonyl-
phenol zeigt sich eine leichte Zunahme der Menge an Glykogen, Mitochondrien und Peroxisomen.
Deutlich konnen dilatierte Bereiche des rER erkannt werden. 5.000 x

Abb. 98: Medaka (Oryzas latipes) 20 ug/L Nonylphenol, &; Die bereits bei geringeren Konzentra-
tionen von Nonylphenol auftretenden erweiterten Cristae in den Mitochondrien sowie deren hohe He-
terogenitét ist auch nach Belastung mit 20 pg/L Nonylphenol wiederzufinden. Das rER ist sehr inho-
mogen und in vielen Hepatocyten stark fragmentiert. 10.000 x
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Die Parenchymheterogenitét der Hepatocyten mannlicher Medakas war nach Belastung mit 50 pg/L
Nonylphenol aufgrund stark erweiterter Interzellularen sowie eines erhdhten Auftreten von Makro-
phagen hoch (Abb. 101). Schon bei geringer Vergrofierung fielen die grofRen Glykogenfelder auf, wel-
che fast die gesamte Zellperipherie eéinnahmen. Das Cytoplasma reduzierte sich im wesentlichen auf
einen schmalen Ring um den Zellkern und enthielt nur eine geringe Menge von auffallig fragmentier-
ten, leicht dilatierten und wenig regelmaliig angeordneten rER-Zisternen (Abb. 102). Die zahlreichen
Mitochondrien zeigten sowohl hinsichtlich ihrer Form als auch der Dilatation der Cristae eine sehr
grof3e morphol ogische Heterogenitét.

Positivkontrolle (100 ng/L 17(3-Estradiol)

Bel der Positivkontrolle fanden sich bel beiden Geschlechtern sowohl Verdnderungen, die als Steige-
rung der durch Nonylphenol induzierten Effekte gewertet werden konnten (z. B. weiter erhdhte rER-
Menge, Zunahme der Aktivitét des Golgi-Apparates, Abnahme der Lipidmenge bei den Mé&nnchen),

as auch Effekte, welche fir die Positivkontrolle spezifisch waren.

Gegenuberliegende ite

Abb. 99: Medaka (Oryzas latipes) 50 pg/L Nonylphenol, ¢; Die Menge der Dictyosomen ist nur
leicht erhoht, jedoch weisen die Golgi-Apparate haufig wenige, auffallend dunkle Zisternen auf, die
oft von einer Vielzahl charakteristisch geférbter Vesikel (,dunkler Halbmond, mit hellem Rest) um-
geben sind. 23.000 x

Abb. 100: Medaka (Oryzas latipes) 50 pug/L Nonylphenol, 2; DasrER ist mit Stapeln von bis zu 27
paralelen Zisternen Uber den gesamten Zellquerschnitt verteilt. Kernnahes und peripheres rER 1873
sich kaum unterscheiden. Die Speicherareale bleiben auf wenige kleine Bereiche beschrankt. 11.000 x

Abb. 101: Medaka (Oryzas latipes) 50 pg/L Nonylphenol, &; Die Parenchymheterogenitét der He-
patocyten mannlicher Fische erscheint nach Belastung mit 50 pg/L Nonylphenol aufgrund stark er-
weiterter Interzellularen sowie der Immigration von Makrophagen recht hoch. Aufféllig sind schon bei
geringer Vergrofierung die groflRen Glykogenfelder, welche fast die gesamte Zellperipherie einnehmen.
Das Cytoplasma beschrankt sich im wesentlichen auf einen schmalen Ring um den Zellkern. 4.000 x

Abb. 102: Medaka (Oryzas latipes) 50 pug/L Nonylphenol, &; Nach Belastung mit 50 pg/L Nonyl-
phenol besteht das rER aus einer nur geringen Anzahl auffélig fragmentierter und leicht dilatierter
Zisternen, welche recht unregelmal3ig angeordnet sind. Die zahlreichen Mitochondrien zeigen eine
ausgepragte Heterogenitét. 11.000 x
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Bei den Hepatocyten weiblicher Medakas, die gegeniiber 100 ng/L 17(3-Estradiol exponiert wurden,
lief? sich wie auch bei den mit 50 pug/L Nonylphenol belasteten Tieren eine sehr regelméfdige Organi-
sation desrER in Stapel von bis zu 23 Zisternen Uber den gesamten Zellquerschnitt beobachten. Damit
war die rER-Menge nach Belastung mit 173-Estradiol insgesamt geringer als in der hochsten Nonyl-
phenol-Konzentration. Auf3erdem wiesen die rER-Zisternen héufig eine leichte Dilatation und einen
stérker erhdhten Fragmentierungsgrad auf als nach Belastung mit 50 pug/L Nonylphenol. Ebenfalls
aufféllig war der Riickgang der Lipidspeicher, welcher mit einer drastischen Vermehrung der Myelin-
wirbel in den Hepatocyten und der myelinartigen Strukturen in den Gallencanaliculi einher ging
(Abb. 103). Die Dictyosomen zeigten bis auf eine stérkere Fragmentierung einzelner Zisternen eine
mit den weiblichen Hepatocyten der htchsten Nonylphenol-K onzentration vergleichbare Morphologie
und Aktivitét. Bel den Hepatocyten mannlicher Medakas fand sich infolge einer bel einzelnen Indivi-
duen sehr stark erhdhten Bildung von Interzellularen ebenfals eine Erhéhung der Parenchymhetero-
genitét.

Gegenuberliegende ite

Abb. 103: Medaka (Oryzas latipes) 100 ng/L 17R-Estradiol, ¢; Nach Belastung mit 100 ng/L 173
Estradiol verteilt sich bel weiblichen Medakas das rER in Stapeln von bis zu 23 paralelen Zisternen
Uber den gesamten Zellquerschnitt. AufRerdem weisen die rER-Zisternen haufig eine leichte Dilatation
und einen erhohten Fragmentierungsgrad auf. Ebenso falt eine Abnahme der Lipidspeicher auf, die
mit einer dragtischen Zunahme der Myelinwirbel im Gewebe und der myelinartigen Strukturen im
Bereich der Gallencanaliculi einhergeht. 9.500 x

Abb. 104: Medaka (Oryzas latipes) 100 ng/L 17@3-Estradiol, &; Auch in der Positivkontrolle treten
bei den mannlichen Medakas stark deformierte Mitochondrien mit erweiterten und fragmentierten
Cristae auf, die zudem haufig mit Lipidtropfen assoziiert sind. 18.000 x

Abb. 105: Medaka (Oryzias latipes) 100 ng/L 17R3-Estradiol, &; DasrER liegt in Stapeln von bis zu
12 paralden Zisternen meist in der Peripherie der Zellen. Haufig ist eine ausgepragte Fragmentierung
der rER-Zisternen zu beobachten. Dictyosomen lassen sich selten eindeutig ansprechen und zeigen
meist nur geringe Aktivitét. Ferner ist eine hohe Anzahl lysosomaler Elemente (Lys) zu verzeichnen,
wobei es sich meist um sekundére und tertidre Lysosomen, aber auch um grof3e Vakuolen handelt.
8.300 x

Abb. 106: Medaka (Oryzas latipes) 100 ng/L 17R3-Estradiol, &; Bel den Hepatocyten mannlicher
Medakas, die mit 100 ng/L Nonylphenol belastet worden waren, tritt aufgrund einer verstarkten Bil-
dung von Interzellularen eine Zunahme der Parenchymheterogenitét auf. Lipid ist als Speicherstoff bei
den méannlichen Hepatocyten kaum zu beobachten, dagegen sind die Zellen geprégt von ein bis zwei
grofZeren, peripher gelegenen Glykogenfeldern. 5.000 x
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Die wenigen, sehr heterogenen Mitochondrien zeigten ebenfalls erweiterte Cristae (Abb. 105). Intra-
mitochondriale Granula fehiten véllig. DasrER lag in Stapeln von bis zu 12 paralelen Zisternen meist
in der Peripherie der Zellen. Die um den Zellkern liegenden rER-Zisternen waren bei weitem nicht so
méchtig ausgebildet wie in den Lebern der gegeniiber 50 pg/L Nonylphenol exponierten mannlichen
Fische (Abb. 106). Haufig konnte auch eine Fragmentierung der rER-Zisternen beobachtet werden.
Dictyosomen waren selten eindeutig anzusprechen; sie zeigten meist nur geringe Aktivitét. Ein weite-
rer Unterschied zu den Wasserkontrollen stellte die bisweilen sehr hohe Anzahl sekundérer und terti&
rer Lysosomen sowie grof3er Vakuolen dar (Abb. 106). Nach Belastung mit 17R3-Estradiol war Lipid
als Speicherstoff in den Hepatocyten mannlicher Medakas kaum zu beobachten, dagegen wiesen die
Zellen der Weibchen ein bis zwei gréf3ere peripher gelegene Glykogenspeicher auf.

5.3 Diskussion

Im Zuge einer kontinuierlichen Belastung von zwei aufeinanderfolgenden Generationen des Medakas
(Oryzas latipes) mit verschiedenen Konzentrationen von Nonylphenol bzw. 100 ng/L 173-Estradiol
(Positivkontrolle) konnte eine betrachtliche Anzahl konzentrationsabhéngiger populationsrelevanter
endokriner Effekte beobachtet werden. Ab einer Konzentration von 50 bzw. 20 pg/L Nonylphenol
nahm die Mortalité sowohl der F;-Generation als auch der F-Generation zu, der Schlupf der F;-
Generation verzogerte sich, die Befruchtungsrate in der F-Generation war leicht reduziert, und die
maximale Gelegegrof3e verringerte sich in der F;-Generation ebenso wie in der F-Generation ab einer
Konzentration von 2 pg/L Nonylphenol. Bezlglich des Wachstums der Medakas konnte dagegen kein
Effekt von Nonylphenol nachgewiesen werden.

Auffallend war das Phanomen, dass die Befruchtungsrate in Fs-Generation gegenlber der Fo-
Generation weiter erniedrigt war. Das bedeutet, dal? der Befruchtungserfolg unter dem Einflufld von
Nonylphenaol von Generation zu Generation schlechter wird - es scheint ein generationsibergreifender
Effekt vorzuliegen. Auch bel anderen Parametern wie etwa der Mortalitét vor und nach dem Schitpfen
konnte eine &hnliche Tendenz nachgewiesen werden. Offensichtlich ist der physiologische Zustand der
jeweiligen Elterntiere von grof3er Bedeutung flir den Erfolg der nachfolgenden Generation.

Uber die Mechanismen endokriner Stérungen sowie Modulationen der Geschlechtsreife ist bisher we-
nig bekannt (Metcafe et al. 2000). Die Ursachen flr den starken Rickgang der Befruchtungsrate bel
hoheren Konzentrationen (= 20 pg/L) konnen ganz unterschiedlicher Natur sein. So kann eine Bela-
stung mit pseudodstrogenen Substanzen zu einem allgemeinen Riickgang von Fitness und Aktivitat
(Gray et a. 1997, Hirshfeld et a. 1980), einer Beeinflussung der hormonellen Homoeostasis (Christi-
ansen et al. 2000, Kinneberg et a. 2000, Nimrod & Benson 1996), einem verdnderten Sexualverhalten
(Gray et al. 1999a), einer gestérten Entwicklung der Geschlechtsorgane (Gray et al. 1997, Gronen et
al. 1999, Jobling et a. 1996) und damit zu einer verminderten Fruchtbarkeit oder auch direkt zu einer
reduzierten Befruchtung fihren (Giméno et al. 1997).

Es wird generell angenommen, dass die Veranderungen in der Gonadenentwickung durch Xenodstro-
gene bereits in ovo oder in utero beginnen, aso wahrend des Zeitraums der Differenzierung dieser
Gewebe in den mannlichen oder weiblichen Phanotyp (Guliette et a. 1994). Der generationstibergrei-
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fenden Rickgang der Befruchtungsrate konnte das Ergebnis einer Exposition in kritischer Entwick-
lungsstadien sein, welche zur Modifikation der Organisation des Reproduktions- und endokrinen Sy-
stems fhrt, was in vermindertem Reproduktionserfolg zum Zeitpunkt der Geschlechtsreife resultieren
kann (Guliette et al. 1996). Dabei scheint die Akkumulation der Xenodstrogene durch einen materna-
len Transfer von besonderer Bedeutung zu sein, liefert sie doch eine mogliche Erkl&rung fir den steti-
gen Rickgang des Befruchtungserfolges von einer Generation zur néchsten. Eine wichtige Verande-
rung stellt in diesem Zusammenhang die Zunahme der Sensitivitét auf Belastung mit Nonylphenol von
einer Generation zur néchsten dar, welche sich vor alem in einem Rickgang der Befruchtungsrate in
der Fs-Generation schon bei einer Belastung mit 2 pg/L Nonylphenol (im Gegensatz zu 20 pg/L
Nonylphenal in der F,-Generation) manifestierte.

In der Regel war eine klare positive Dosis-Wirkungs-Beziehung fir die Effekte durch Nonylphenol zu
erkennen. Die Reaktion auf 50 ug/L Nonylphenol lag fir die meisten Parameter in einem ahnlichen
Bereich wie in der Positivkontrolle (100 ng/L 173-Estradiol). Die hohe Sterblichkeit bei der mit
50 pug/L Nonylphenol belasteten Gruppe und der Positivkontrolle wahrend der Anzucht sind wohl eher
unspezifischen Faktoren als einer verstérkten schadstoffinduzierten Sauerstoffzehrung zuzuschreiben.
Es handelt sich sicher nicht um endokrine Effekte, da Nonylphenol eine um den Faktor 1000 schwé-
chere 6strogene Wirkung hat als 173-Estradiol (Jobling et a. 1996) und in beiden Konzentrationen nur
geringfugige Effekte auftraten. In diesem Zusammenhang sollte daran erinnert werden, dass bei einer
Exposition einer weiteren Versuchsgruppe von Medakas gegentiber 100 ng/L Nonylphenol nicht eine
einzige Larve Uberlebte. Gegen eine stark toxische Wirkung spricht, dass in der Embryonal entwick-
lung der Medakas nur leichte Entwicklungsverzégerungen beobachtet werden konnten, welche nicht
direkt auf eine toxische Wirkung hinweisen. Dabei konnte bereits in anderen Untersuchungen gezeigt
werden, dass eine Belastung mit Nonylphenol sich negativ auf das Uberleben der Larven und den
Schltpferfolg auswirkt (Gray & Metcalfe 1997, Nimrod & Benson 1998, Shioda & Wakabayashi
2000). Demgegenuber sind toxische Effekte von Nonylphenol auf frihe Lebensstadien von Te
leosteern noch weitgehend unerforscht.

Das verfriihte Schitipfen 17(3-Estradiol-exponierter Larven konnte bereits in einer anderen Untersu-
chung beobachtet werden (Iwamatsu 1999). Eine mdgliche Erkldrung fur das ungewdhnlich frihe
Schitpfen der mit 1713-Estradiol belasteten Medakalarven kdnnte die verstérkte Spontanbewegung der
Embryonen in der Eihille sein, die alerdings nur in einzelnen Fallen tatsichlich unter dem Mikroskop
beobachtet wurde. Fir diese These spricht, dass der Dottersack der Larven zum Zeitpunkt des Schltip-
fens noch verhdtnismafdig gro war, d. h., ein Aufbrauchen der Dotterreserven kann nicht fur das fri-
he Schlupfen verantwortlich gemacht werden. Andererseits kann auch ein verstarkter Sauerstoffver-
brauch infolge einer unspezifischen Stresswirkung zu einem verfriihten Schitipfen gefihrt haben.

Wahrend die F;-Generation |ebendang konstanten Schadstoffkonzentrationen ausgesetzt war, fand bei
den Tieren der F,-Generation nur bis etwa zum 14. Tag nach dem Schllpfen ein téglicher Wechsel der
Schadstofflosungen statt. Bel der anschlief3enden statischen Belastung kann man bei einem 14tégigen
Wasserwechsel in der F-Generation nach dem Umsetzen in die Aquarien bestenfalls von einer ,,Puls-
belastung” ausgehen, da in verschiedenen Untersuchungen anhand einer Anayse der statischen Be-
dingungen ein deutlicher Rickgang der Realkonzentration Nonylphenol innerhalb recht kurzer Zeit-
raume nachgewiesen werden konnte (Gray & Metcalfe 1997, Kinneberg et a. 2000). Dabei kommen
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fir einen Verlust des Schadstoffs im Aquarium eine Aufnahme durch die Fische, eine Adsorption an
die Glaswande, Biodegradationsvorgénge (Ekelund et al. 1993) und Photodegradation (Ahel et al
1994) in Frage. So konnte gezeigt werden, dass durch Sonnenlicht taglich bis zu 30 % des Nonylphe-
nols an der Oberflache von Seen abgebaut wird (Ahel et al. 1994). AuRerdem wird durch die Gegen-
wart organischer Substanzen, wie esin einem Aquarium bel zweiwochigem Wasserwechsel zu erwar-
ten ist, die Abbaugeschwindigkeit nochmals erhéht.

Die Bio- und Photodegradation von Nonylphenol kann eine mégliche Erkléarung fir das unterschiedli-
che Geschlechterverhdltnis in der F;- und F-Generation liefern. Wahrend in der F-Generation ene
signifikante Verschiebung des Geschlechterverhdltnisses und das Auftreten von Zwittergonaden zu
beobachten war, zeigte die F,-Generation nur noch eine geringe Verschiebung sowie das Fehlen von
Zwittergonaden. Okada et al. (1964) wiesen darauf hin, dass sich Zwittergonaden nach dem Ende ei-
ner endokrinen Belastung im Zuge der Normalisierung des endogenen Testosteronlevels wieder zu-
rtickbilden kénnen. Das Fehlen von Zwittergonaden in der F,-Generation ist daher mdglicherweise auf
die zu kurze Belastung mit Nonylphenol bzw. 17(3-Estradiol zuriickzufiihren. Auch der gegentiber der
F1-Generation verringerte Weibchenanteil kénnte auf die vergleichsweise kurze Belastung bis zum 14.
Tag nach dem Schliipfen zurtickzufiihren sein, die bei vielen Individuen nicht ausreichte, um eine
vollsténdige Geschlechtsumkehr zu bewirken.

Anhand der ultrastrukturellen Untersuchungen der Leber der F-Generation konnte gezeigt werden,
dass bereits ab einer Konzentration von 2 pug/L Nonylphenol charakteristische Verdnderungen der
Hepatocyten beobachtet werden kénnen. Diese ul3ern sich vor alem in einem dosisabhangigen An-
stieg der Menge des rER sowie der Aktivitét der Dictyosomen. Diese beiden Parameter weisen auf
eine verstérkte (Lipo-) Proteinbiosynthese hin, die offensichtlich charakteristisch ist fur eine (pseu-
do-)0strogene Belastung. Das wichtigste Syntheseprodukt der Hepatocyten dirfte Vitellogenin sein.
Dieser Befund deckt sich auch mit den Ergebnissen der Untersuchungen an Regenbogenforellen und
Karpfen, in denen gezeigt werden konnte, dass auch schon Konzentrationen von 1 pug/L Nonylphenol
sowohl einen Effekt auf den Vitellogeningehalt im Blutplasma der Fische as auch eine Wirkung auf
die Ultrastruktur der Leber austiben kann. In der vorliegenden Untersuchungen konnte die endokrine
Wirkung auch als signifikanter Anstieg des Vitellogenin-mRNA-Gehalts in der Leber méannlicher Me-
dakas ab einer Konzentration = 20 pg/L Nonylphenol nachgewiesen werden.

Die Verénderungen der hier untersuchten Endpunkte Reproduktionserfolg, Geschlechterverhatnis und
Mortalitdt sind zweifellos als polulationsbiologisch und ¢kologisch relevante Parameter anzusehen
(Braunbeck et a. 1990, Schwaiger & Negele 1998). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sind da-
bei von besonderer Bedeutung, da hier erstmalig 2 Generationen einer Fischart unter Belastung gehal-
ten wurden, und somit gezeigt werden konnte, dass bel Parametern wie Mortalité und Reprodukti-
onserfolg generationsiibergreifende Effekte auftreten kdnnen.
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6. Untersuchungen zur Wirkung von Octylphenol auf die Entwicklung und
Reproduktion des M edakas (Oryzias latipes) im Life Cycle-Experiment

Zusammenfassung: Medakas wurden ab 2 h nach der Befruchtung bis zur Geschlechtsreife mit 2, 20
und 50 pg/L Octylphenol belastet. ZusdtzZich wurden Medakas gegenliber einer Ldsungsmittelkon-
trolle (0,01 %dDMS0O) und einer Positivkontrolle mit 100 ng/L 17(%-Estradiol exponiert. Die Exposition
resultierte in einer um 30 % erhohten Larvalmortalitat sowie einer um 20-30 % erhdhten Mortalitét
vom Zeitpunkt des SchlUipfens bis zur Geschlechtsreife.

Bei einer Belastung mit 50 pg/L Octylphenol sowie in der 100 ng/L 17%-Estradiol konnte ein signifi-
kant verringertes Wachstum beobachtet werden. Das Geschlechterverhaltnis verschob sich von 42:58
Weibchen/Mannchen in der Wasser- und Lésungsmittelkontrolle nach 57:40 bel einer Belastung mit
50 pg/L Octylphenol und 61:34 in der Positivkontrolle. Auf3erdem zeigten 3 bzw. 4 % der Fische in
der mit 50 pg/L Octylphenol belasteten Versuchsgruppe und der Positivkontrolle Mischgonaden. Ge-
schlechtsspezfische Veranderungen durch Octylphenol wurden in einem Kreuzungsexperiment unter-
sucht, in dem jeweils belastete Medakas eines Geschlechts mit unbelasteten Individuen des anderen
Geschlechts verpaart wurden. Es konnte gezeigt werden, dass die Befruchtungsrate bei den belasteten
Mannchen leicht verringert, bei den belasteten Weibchen dagegen um durchschnittlich 11 % hoher
war alsin der Kontrollgruppe. Andererseits zeigten die Nachkommen von belasteten Weibchen und
unbelasteten Mannchen eine erhthte Larvalmortalitéat. Anhand der Untersuchung der Leberultra-
struktur konnten deutliche Veranderungen als adaptive Anpassung an eine Belastung mit Octylphenol
beobachtet werden. Dabei handelte es sich im wesentlichen um eine dosisabhéngige Proliferation von
rauhem endoplasmatischem Reticulum (rER) und Golgi-Apparat, verbunden mit einer besonders bei
den Mannchen ausgeprégten Fragmentierung und Dilatation der rER-Zisternen sowie einer Aktivi-
tatszunahme der Dictyosomen. Wahrend bel den Weibchen eine Mengenzunahme der Dictyosomen
schon ab einer Konzentration > 20 pg/L Octylphenol zu beobachten war, konnte sie bei den Mannchen
nur bel einer Exposition gegentiber 50 pg/L Octyl phenol nachgewiesen werden.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass eine Belastung mit Octylphenol
beim Medaka im Life Cycle-Experiment eine Reihe deutlicher Ver&nderungen hervorruft, welche mit
der starken dstrogenen Potenz dieser Substanz korreliert werden kdnnen.

6.1 Einleitung

Octylphenal ist neben Nonylphenol ein weiterer Vertreter aus der Gruppe der Alkylphenole. Obwohl
der Verbrauch von 72.000 t/a weltweit deutlich niedriger a's bei Nonylphenol liegt, sind Octylphenol
und Nonylphenol zusammen jene Vertreter der Alkylphenole, die am haufigsten in der aquatischen
Umwelt anzutreffen sind. (Jobling et al. 1996). Obwohl die Konzentration von Octylphenal in Fliissen
und Seen selten 1 pg/L Ubersteigt (Blackburn & Waldock 1995), konnten in Sedimentproben der
Nordamerikanischen Seen auch schon bis zu 23,7 pg/L Octylphenol gemessen werden (Bennett et al.
1998, Bennie et d. 1997). Dabei konnte in einigen Untersuchungen gezeigt werden, dass Octylphenol
eine hohere endokrine Potenz besitzt als Nonylphenol (White et a. 1994, Nair-Menon et a. 1996).
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In den vergangenen Jahren wurden mehrere Untersuchungen zur endokrinen Wirkung von Octylphe-
nol durchgefihrt. Die Resultate dieser Untersuchungen zeigen, dass Octylphenol zahlreiche reproduk-
tionsrelevante Effekte verursachen kann, wie Stérungen des Ostrus (Blake & Ashiru 1997) und Sti-
mulation des Prolactin-Gens bel Ratten (Abraham & Frawly 1997). Darliber hinaus bewirkt Octylphe-
nol einen Anstieg des Vitellongenin-Plasma-Levels bei Medaka (Oryzias latipes; Gronen et al. 1999)
und Bachforelle (Salmo trutta f. fario; Sherry et a. 1999). Die genannten Studien lassen keine Aussa-
ge Uber eine chronische Wirkung von Octylphenol zu. Um solche Effekte zu erfassen, miissen Lang-
zeitversuche, wie die von Gray et al. (19993, b) vorgestellten Untersuchungen an Medakas durchge-
fuhrt werden. Gray et a. (1999 a, b) konnten nach 12 wochiger Octylphenolexposition V erdnderungen
des Reproduktionserfolgs sowie Verhaltensanderungen nachweisen. Weiterhin konnten sie die Ausbil-
dung von Zwittergonaden nach histologischer Aufarbeitung der Versuchgtiere darstellen.

Das Interesse der vorliegenden Untersuchung konzentrierte sich sowohl auf Uberlebens- und Repro-
duktionserfolg gegeniiber Octylphenol exponierter Medakas als auch auf das Geschlechterverhdltnis
und eine mogliche Manifestation der endokrinen Wirkung von Octylphenol in der Ultrastruktur der
Leber. Cytologische Verénderungen in der Leber sollten as zelluldrer Biomarker einer endokrinen
Belastung dienen. Aufierdem wurden bei diesem Life Cycle-Experiment Kreuzungsversuche durchge-
fahrt, um so Aufschluss Uber die geschlechtsspezifischen Einschrénkungen des Reproduktionserfolges
ZU gewinnen.

6.2 Wirkung von Octylphenol auf Entwicklung, Reproduktion, Geschlechterver haltnis
und L eberultrastruktur des M edakas (Oryzas | atipes)

6.2.1 Schlupferfolg und Sterblichkeit in der F;-Generation des Medakas (Oryzas latipes) nach
lebendanger, kontinuierlicher Belastung mit Octylphenol bzw. Estradiol

Die mit Octylphenol belasteten Versuchsgruppen zeigten in der F-Generation eine erhohte Sterblich-
keit vor dem Schlipfen. Wéhrend in der Wasser- und Loésungsmittelkontrolle bis zu 10 % der Eier
zugrunde gingen, waren es bel den octylphenolexponierten Gruppen 30 %. Dabei war die Mortalitét
vor dem Schlipfen bel einer Konzentration von 20 pg/L Octylphenol am hdchsten (Abb. 107,
Tab. 19). Die mit 100 ng/L 17R-Estradiol belastete Versuchsgruppe zeigte dagegen einen deutlich
geringeren Anstieg der Mortalitét. Die Mortalitdt nach dem Schitipfen korrelierte positiv mit der Oc-
tylphenolkonzentration. In der héchsten Konzentration von 50 pg/L konnte eine Zunahme von bis zu
300 % registriert werden. Im Gegensatz dazu starben in der Positivkontrolle keine Fische.

Als Grund fir die erhthte Mortalitét konnten im wesentlichen eine Verzégerung bzw. ein Stillstand
der Entwicklung (Abb. 116) sowie Probleme mit der Blutzirkulation wie Blutgerinnsel, partieller Still-
stand des Blutkreidaufs und gelegentlich auftretende Blutstauungen (Abb. 117) beobachtet werden.
Aulerdem traten vereinzelt Monophthalmien (Abb. 118), also die Aushildung nur eines Auges auf. In
hohem Mal3e traten dagegen Wirbelsaulenverkriimmungen (Abb. 119 und 120) auf sowie die Unf&
higkeit, sich nach dem Schitpfen aufzurichten. Die fehlende Aufrichtung ist vermutlich auf eine nicht
entfaltete Schwimmblase zurtickzufiihren ist. Allerdings traten diese Fehlbildungen nicht dosis-
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abhéagig, sondern in alen mit Octylphenol bzw. 17[3-Estradiol belasteten Gruppen mehr oder weniger
haufig auf.
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Abb. 107: Mortditét bis zum 7. Tag nach dem SchlUpfen und vom 7. Tag nach dem SchlUpfen bis
zum Erreichen der Geschlechtsreife der Fi-Generation von Medakas (Oryzias latipes) nach Iebenslan-
ger, kontinuierlicher Belastung mit Octylphenol bzw. 17R3-Estradiol in %.

Nachste Saite

Abb. 108: Medaka (Oryzas latipes), 50 ug/L Octylphenol, 143 h: Bei einem Individuum ist ein
deutlicher Wachstumsstillstand zu beobachten (Pfeil), wéhrend alle anderen Larven etwa das gleiche
Entwicklungsstadium aufweisen. 36 x

Abb. 109: Medaka (Oryzas latipes), 2 pg/L Octylphenol, 143 h: Blutstauung in Dottersackgefal3en.
Diese Larve zeigt eine deutliche Verzégerung der Entwicklung. Sie Uberlebte die folgenden 24 h nicht.
90 x

Abb. 110: Medaka (Oryzas latipes), 20 pg/L Octylphenal, 95 h: Wirbelsaulenverkrimmung bei
einer ansonsten normal entwickelten Larve. 100 x

Abb. 111: Medaka (Oryzas latipes), 173-Estradiol, 239 h: Die Larve zeigt bei einem normalen Ent-
wicklungsstand eine deutlich ausgepragte Wirbel saulenverkriimmung. 100 x

Abb. 112: Medaka (Oryzas latipes), 20 pg/L Octylphenal, 191 h: Monophthamie (Ausbildung nur
eines Auges). Die Larve ist auch in ihrer sonstigen Entwicklung deutlich zuriickgeblieben (vgl. Abb.
116). 90 x
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Tab. 19: Verdnderungen in der Zusammensetzung der F;-Generation des Medaka (Oryzias latipes) nach kontinuierlicher lebenslanger Belastung mit Octyl-
phenol bzw. 17R3-Estradiol

Wasser DMSO Octylphenol 100 ng/L'17f3-

2 pg/L 20 pg/L 50 pg/L Estradiol

n % n % n % n % n % n %
Eingesetzte Eizahl 74 100 99 100 115 100 101 100 116 100 103 = 100
Unbefruchtete Eier * 14 1882 19 189 31 2671 30 298 36 31 32 31,72
Petrischalen Befruchtete Eier * 60 81,18 80 81,10 84 7329 71 7020 80 69,00 71 6882
Mortalitét vor dem Schitpfen ** 2 333 3 375 21 25 10 - - 14085 13 1831

Fruhe Larvalmortalitat ** 4 6,67 1 1,25 3 3,57 13 18,31 22 27,5 - -
Gesamt-Larvalverluste ** 6 10 4 5 24 2857 23 3239 22 275 13 1831
Eingesetzte Larven 54 90 76 95 60 71,43 48 67,61 58 72,5 58 81,69

Aquarien Mortalitét ab Schlupf *** - - 2 2,5 3 3,57 2 282 10 125 - -
GroRe Endpopulation 54 90 74 925 57 6786 46 64,79 48 60 58 81,69
Gesamtmortalitat **** 6 10 6 75 27 3214 25 3521 R 40 13 1831

* in Bezug auf die eingesetzte Eizahl; ** in Bezug auf die befruchteten Eier; *** in Bezug auf die in die Aquarien eingesetzten Larven; **** Zahl der ein-
gesetzten Larven - Zahl der adulten Tiere (Endpopulation)
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6.2.2 Wachstum der F;-Generation des Medakas (Oryzas latipes) nach lebendanger, kontinu-
ierlicher Belastung mit Octylphenol bzw. 173-Estradiol

Die Tiere aller Versuchsgruppen erreichten die Geschlechtsreife nach 12-13 Wochen. Die Eier einer

weiteren, mit 100 pg/L Octylphenol belasteten Versuchsgruppe gingen etwa 72 h nach Beginn der
Belastung zugrunde.
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Abb. 113: Langenunterschiede in der F;-Generation von Medakas (Oryzias latipes) nach |ebenslanger,
kontinuierlicher Belastung mit Octylphenol bzw. 173-Estradiol zum Zeitpunkt der Geschlechtsreife.

Daten as Mittelwerte + Standardabweichung aler Individuen der Versuchsgruppen. Abweichungen
zu den Kontrollen nach Mann-Whitney U-Test: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

Die Méannchen der Wasser- und Losungsmittelkontrolle sowie die mit 2 pg/L Octylphenol belasteten
Ménnchen waren signifikant kleiner als die Weibchen (Abb. 113). Ab Konzentrationen = 20 pg/L
Octylphenol konnten keine Unterschiede mehr zwischen den Geschlechtern beobachtet werden. Au-
Berdem waren Lénge und Gewicht aller mit 50 pug/L Octylphenol belasteten Medakas sowie der mit
100 ng/L 17(-Estradiol belasteten Weibchen gegeniiber den Kontrolltieren signifikant verringert (Abb.

113, Abb. 114). Im Gegensatz zur Lange war das Gewicht der Weibchen aller Versuchsgruppen etwa
10 % hoher als bei den entsprechenden Méannchen.
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Abb. 114: Gewichtsunterschiede in der F;-Generation von Medakas (Oryzias latipes) nach Iebenslan-
ger, kontinuierlicher Belastung mit Octylphenol bzw. 173-Estradiol zum Zeitpunkt der Geschlechtsrei-
fe. Daten as Mittelwerte + Standardabweichung aller Individuen der Versuchsgruppen. Abweichun-
gen zu den Kontrollen nach Mann-Whitney U-Test: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

6.2.3 Geschlechterverhdltnis der Fi-Generation des Medakas (Oryzas latipes) nach |ebendan-
ger, kontinuierlicher Belastung mit Octylphenol bzw. 173-Estradiol

n=2 n=1 n=1 n=3

OJ Zwittergonaden
M Weibchen
O Mannchen

Wasser DMSO 2 pg/L 20 pg/L 50 pg/L 17 -
(0,01 %o) Octylphenol Estradiol

(100 ng/L)

Abb. 115: Geschlechterverhditnis in der F;-Generation von Medakas (Oryzas latipes) nach lebens-
langer, kontinuierlicher Belastung mit Octylphenol bzw. 17R3-Estradiol.
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Die mit Octylphenol belasteten Versuchsgruppen zeigten einen 36 + 3,6 % hoheren Anteil an Weib-
chen as in den Kontrollgruppen. Dabel war die Verschiebung des Geschlechterverhaltnisses jedoch
unabhéangig von der Octylphenolkonzentration. Zusétzlich zeigten 3,0 + 0,4 % der gegentiber Octyl-
phenol exponierten Individuen Zwittergonaden (Abb. 115). In der Positivkontrolle konnte bei 4,3 %
aler Fische die Ausbildung von Eifollikeln im Hoden beobachtet werden. Der hier ermittelte Anteil an
Weibchen lag mit 58 % etwas Uber den fir die Belastung mit Octylphenol ermittelten Werten.

6.2.4 Histologische Veranderungen in den Gonaden der Fi-Generation des Medakas (Oryzias
latipes) nach lebendanger, kontinuierlicher Belastung mit Octylphenol bzw. 17R3-Estradiol

Neben dem Auftreten von Zwittergonaden konnten bel den belasteten Individuen in Bezug auf die
Gonadenhistologie keine signifikanten Unterschiede festgestel It werden. Dies galt insbesondere fir die
Hoden der Versuchstiere (Abb. 118). Die Zwittergonaden waren charakterisiert durch ein testikulares
Gewebe, in dem eine individuell unterschiedlich grof3e Anzahl von Priméarfollikeln zu finden waren.
Die Priméarfollikel waren von den Spermatogonien durch die sie umgebenden Follikelzellen leicht zu
unterscheiden (Abb. 119). Eine Orientierung der Follikel innerhalb der Zwittergonade war nicht fest-
zustellen.

Gegenuberliegende ite

Abb. 116: Medaka (Oryzas latipes), DM SO-K ontrolle, Ovar: Die Follikelreife zeigt eine charakteri-
stische Abstufung. Wéhrend in der Peripherie Primérfollikel (P I) zu finden sind, kénnen im Zentrum
bereits reife Oocyten (Oc) beabachtet werden. P 11 = Sekundéarfollikel. 40 x

Abb. 117: Medaka (Oryzas latipes), 173-Estradiol, Ovar: Deutlich erkennbar ist die ungewdhnlich
grof3e Zahl von Primérfollikeln (P 1), wahrend nur wenige Sekundéarfollikel (P 1) und keine Ooctyen
vorhanden sind. 35 x

Abb. 118: Medaka (Oryzas latipes), Wasserkontrolle, Hoden: Der Hoden des Medakas zeigt eine
mehr oder weniger deutliche Gliederung in peripher gelegene Spermatogonien (Sg) und nach innen
folgenden Spermatozyten 1. und 2. Ordnung (Sz | und Sz I1). Zentral ist der spermiengefilite Tubulus
seminiferus (Ts) zu sehen. 73 x

Abb. 119: Medaka (Oryzas latipes), 173-Estradiol, Zwittergonade: Die Zwittergonaden sind cha-
rakterisiert durch ein testikulares Gewebe, in dem verteilt Priméarfollikeln (Pfeile) liegen. Die Priméar-
follikel sind von den Spermatogonien durch die sie umgebenden Follikelzellen leicht zu unterschei-
den. Sg = Spermatogonien, Sz | = Spermatozyten 1. Ordnung, Sz || = Spermatozyten 2. Ordnung. 74 X
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Die Ovarien der gegeniiber Octylphenol exponierten Weibchen zeigten keine Unterschiede gegentiber
den Kontrollen. Bei den mit 1713-Estradiol belasteten Weibchen konnten jedoch vergleichsweise hdu-
fig Gonaden angetroffen werden, welche im Vergleich zu den Kontrollweibchen (Abb. 116) eine auf-
fallig geringe Anzahl an Sekundéarfollikeln und reife Oocyten (Abb. 117) aufwiesen. Auch ausschlief3-
lich atretische Follikel enthaltende Ovarien konnten vereinzelt beobachtet werden.

6.2.5 Reproduktionserfolg der Fi-Generation des Medakas (Oryzas latipes) nach Iebendanger,
kontinuierlicher Belastung mit Octylphenol bzw. 173-Estradiol

Die lebenslang mit Octylphenol belasteten Individuen der F;-Generation zeigten im Reproduktions-
versuch einen dosi sabhéngigen Riickgang der Befruchtungsrate. Wahrend in der Wasser- und L6-
sungsmittelkontrolle 81 % der Eier befruchtet wurden, fiel der Wert konzentrationsabhangig von 73 %
bei 2 pg/L Octylphenol auf 69 % nach Belastung mit 50 pg/L Octylphenol und 100 ng/L 1713
Estradiol. Dies entspricht eéinem Rickgang um 10-15 % (Abb. 120).

90

85

70 +—

befruchtete Eier (%)
~
[6))

65 -

60
Wasser DMSO 2 pg/L 20 pg/L 50 pg/L 17 B-
(0,01 %0) Octylphenol Estradiol
(100 ng/L)

Abb. 120: Befruchtungsrate (%) in der F;-Genration des Medakas (Oryzas | atipes) nach lebendanger,
kontinuierlicher Belastung mit Octylphenol bzw. 17(3-Estradiol. Daten als Mittelwert + Standardab-
weichung von 8 Tagen aus jeweils 12 Weibchen pro Tag.

Im Gegensatz zum Riickgang im Befruchtungserfolg konnte in der durchschnittlichen Eizahl pro

Weibchen und Tag sowie in der maximalen Gelegegrofie ein leichter, wenn auch nicht signifikanter
Anstieg verzeichnet werden. Dieser Trend konnte jedoch nicht bei den Medakas der Positivkontrolle
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beobachtet werden, deren durchschnittliche Eizahl etwa 3 % unter der der Kontrollen lag. Auch die
maximal e Gelegegréf3e war hier mit 28 Eiern am niedrigsten (Abb. 121).

45
40 (1 Durchschnittl. Gelegegrofie
a5 ] B Maximale GelegegroRe
30 ] 7 —
25 - —
20 T —
15 T T M1 | | T |
o T i 5
5 - - -
0
Wasser DMSO 2 ug/L 20 ug/L 50 pg/L 17 B3-
(0,01 %o) Octylphenol Estradiol
(100 ng/L)

Abb.121: Durchschnittliche und maximale Gelegegrél3e in der F-Generation des Medakas (Oryzias
latipes) nach Iebenslanger, kontinuierlicher Belastung mit Octylphenol bzw. 173-Estradiol. Daten als

Maximalwerte bzw. Mittelwerte + Standardabweichung von 8 Tagen aus jewells 12 Weibchen pro

Tag.

6.2.6 Schlupferfolg und Sterblichkeit der F,-Generation des Medakas (Oryzas latipes) nach
lebendlanger, kontinuierlicher Belastung mit Octylphenol bzw. 17R3-Estradiol

In der F,-Generation konnte beziiglich der Mortditét keine klare Tendenz ermittelt werden, da die
Sterblichkeit der mit 2 und 50 pg/l Octylphenol belasteten Medakas sowie die der Positivkontrolle vor
dem Schlipfen geringer war asin der Wasser- und L ésungsmittelkontrolle (Abb. 122).

Andererseits konnten nach dem SchlUpfen nur in den mit Octylphenol- und 173-Estradiol-bel asteten
V ersuchsgruppen tote und mif3gebildete Larven beobachtet werden. Daher war die Gesamtmortalitét
der mit Octylphenol und 173-Estradiol belasteten Versuchsgruppen grof3er als in der Wasser- und L6-
sungsmittelkontrolle. Aufféllig war die hohe Mortalitét vor dem Schltpfen bei den mit 20 pg/L Octyl-
phenol belasteten M edakas, obwohl keine Verpilzung auftrat.
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Die beobachteten Fehlentwicklungen waren mit denen der F-Generation vergleichbar. Andererseits
setzte die Blutzirkulation bei Konzentrationen = 20 pg/L Octylphenol ca. 10 Stunden friher ein a's bei
den anderen Versuchsgruppen.

50
45

[0 Mortalitéat bis 7 Tage nach dem Schlipfen
[J Mortalitét vor dem Schlipfen

40 13.3
35

30
25
20 53

: 32.0 I
15 11.3 10.0

10 —
15.4 16.9 14.3

Gesamtmortalitat F2-Generation (%)

9.4 86—

Wasser DMSO 2 pg/L 20 pg/L 50 pg/L 17 B-
(0,01 %o) Octylphenol Estradiol
(100 ng/L)

Abb. 122: Mortditét bis zum 7. Tag nach dem Schlipfen der F,-Generation von Medakas (Oryzias
latipes) nach Iebenslanger, kontinuierlicher Belastung mit Octylphenol bzw. 173-Estradiol.

6.2.7 Kreuzungsexperimente in der F;-Generation des M edakas (Oryzas latipes)

Die Befruchtungsrate der gegentiber Octylphenol exponierten Weibchen lag zwischen 7,5 — 15 % ho-

her als bei der DM SO-Kontrolle (Abb. 123). Dabei erzielte die mit 2 ug/L Octylphenol belastete Ver-
suchsgruppe mit 93 % den hochsten Wert. Die mit Octylphenol belasteten Ménnchen zeigten einen
Trend zu einer gegentber der DM SO-Kontrolle verringerten Befruchtungsrate. Dieser Trend war bei
50 pg/L Octylphenol am stérksten ausgepragt. Trotz der hohen Standardabweichung unterschieden
sich beide Versuchsgruppen der Positivkontrolle (¢ 2 bzw. ¢ ¢ belastet) signifikant voneinander (p <
0,001) und auch von der Lasungsmittelkontrolle (p = 0,02).
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Abb. 123: Befruchtungsraten im Kreuzungsexperiment in der F;-Generation des Medakas (Oryzias
latipes) nach lebenslanger, kontinuierlicher Belastung mit Octylphenol bzw. 17R3-Estradiol. Daten als
Mittelwerte + Standardabweichung von 2 x 10 belasteten bzw. unbelasteten Weibchen und 2 x 5
Mannchen. Abweichungen zu den Kontrollen nach Mann-Whitney U-Test: *p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001.
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B Belastete Weibchen T
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Mortalitat Kreuzungsexperiment (%)

DMSO  2pg/l  20pg/l 50 pglL 17 &-

(0,01 %0) Estradiol
Octylphenol (100 ng/L)

Abb. 124: Mortalitét der Nachkommen im Kreuzungsversuch mit dem Medaka (Oryzias latipes). Da-
ten als Mittelwerte £+ Standardabweichung von 2 Replika der Versuchsgruppen. Signifikanzberech-
nung der Unterschiede zur Kontrolle nach Mann-Whitney U-Test: *p < 0,05, **p < 0,01;
***n < 0,001.
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Die Larvamortalitdt der exponierten Weibchen von der Befruchtung bis etwa 1 Woche nach dem
Schlipfen zeigte einen dosisabhdngigen und ab = 20 pg/L Octylphenol auch einen signifikanten An-

stieg (Abb. 124). Dies ist von besonderer Bedeutung, da bei den Nachkommen nicht exponierter
Weibchen und belasteter Mannchen nur bel 50 pg/L ein signifikanter Anstieg der Mortalitét auftrat.
Bei den Nachkommen der Positivkontrolle war weder ein Unterschied zwischen den beiden Versuchs-
gruppen, noch im Vergleich zur L dsungsmittelkontrolle zu beobachten.

6.2.8 Nachweis der Vitellogenin-mRNA-Induktion in der Leber des Medakas nach lebendan-
ger kontinuierlicher Belastung mit Octylphenol

Dadie Lebern fur die mRNA-Messungen bei der Probenahme gepoolt worden waren und die makro-
skopische Geschlechtsbestimmung sich als sehr ungenau erwies, konnte bei der Messung der Vitello-
genin-mRNA in der Leber der Versuchsfische keine Unterschiede festgestellt werden, da sich offen-
sichtlich in den Probebehdtern fir die Lebern ménnlicher Tiere auch Lebern von Weibchen befanden.

6.2.9 Ultrastrukturelle Veranderungen in der Leber des Medakas nach lebendanger kontinu-
ierlicher Belastung mit Octylphenol

Die Befunde der ultrastrukturellen Veranderungen in der Leber der méannlichen bzw. weiblichen Me-
dakas (Oryzias latipes) sind in den Tabellen 21 und 22 aufgelistet und semiquantitativ bewertet.

Wasser kontrollen

Das Leberparenchym der Medakaweibchen erschien sehr homogen. Die Hepatocyten lagen mehr oder
weniger dicht beieinander. Erweiterte Interzellularen sowie Makrophagen waren selten. Die Hepa-
tocyten zeigten eine ausgepragte Gliederung in ausgedehnte Cytoplasma- und verhatnismaiig kleine
Speicherareale (Abb. 125). Die Glykogenspeicher waren kompakt und meistens mit Lipidtropfen
durchsetzt. Die Lipidmenge selbst war relativ hoch. Die leicht peripher verlagerten Zellkerne hatten
einen gleichmafligen Umriss und verflgte tUber nur wenig Heterochromatin, welches im Wesentlichen
in der Kernperipherie und um den Nucleolus zu beobachten war. Der Nucleolus der Hepatocyten war
verhadltnismaRig klein: Er nahm etwa /5 des gesamten Kernquerschnitts ein.

Mitochondrien und Peroxisomen waren in etwa gleicher Menge vorhanden und zeigten nur geringe
Heterogenitét. Intramitochondrale Granula kamen regelmafiig vor.
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Tab. 20: Semiquantitative Analyse der ultrastrukturellen Veranderungen in der Leber weiblicher Me-

dakas (Oryzias |atipes, F;) nach Exposition gegeniiber Octylphenol

Wasser DM SO

1703
Octylphenol Estradiol

001% 2pg/L 20 pg/L 50 pg/L 100 ng/L

Intrazelluldre Gliederung ++ ++ + [+ +
Parenchymheterogenitét v v [ wr ew [ we | ae
Kern regelméiige Form ++ ++ ++ ++ ++
zentrale Lage + + + o+
Heterochromatin + + o+ o+ - +
Nucleolus + R
Mitochondrien Menge ++ A+ ++ ++
Grofe ++ ++ ++ ++ ++ ++
Heterogenitit e [
intramitoch. Granula + + S
Peroxisomen Menge ++ ++ ++ ++ ++ ++
Grofe ++ ++ ++ ++ ++ ++
rER Menge I
Stape T T
Paral. Zisternen ++ I e S = o S S
Fragmentierung + +
Dilatation -
SER Menge +
Golgi Menge ++
Zisternen ++
Fenestrierung +
Aktivitét ++
Lysosomen  Menge ++
primar +
sekundér +
Myelin +
Vakuolen +
»Myelin“ in Gallencan. +
Lipid Menge ++
Lipidfelder +++ +++ +++
im Glykogen R
Leaflet um Lipid =
Glykogen Menge +H+++  ++ ++
part. Entspeicherung - - - - -
Interzellularen geschlossen +++ +++ +++ +++ +++
Fremdzellen Makrophagen - B
- Merkmal fehlt - nicht auswertbar; zu groflRer Unterschied
+ selten zwischen den einzelnen Individuen

++  Merkmal deutlich ausgepragt

+++

Merkmahl haufig bzw. sehr deutlich ausgepragt

[ ] leichter Unterschied zu den Kontrollen
- deutlicher Unterschied zu den Kontrollen

++++ Merkmal Uberdurchschnittlich vorhanden oder ausgeprégt
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Tab. 21: Semiquantitative Analyse der ultrastrukturellen Verénderungen in der Leber méannlicher
Medakas (Oryzas latipes, F;) hach Exposition gegentiber 4-Octyllphenol

17
Wasser DMSO Octylphenol Estradiol
001% 2pg/L 20pg/l 50pg/L 100 ng/L
Intrazellul&re Gliederung + +
Parenchymheterogenitét +++ [ R N I
regelmaiige Form ++ ++ ++ ++ ++ [
zenirle Lage =T
Heterochromatin + + + ++ + ++
GroRe Nucleolus + F ]+ ++ s
Mitochondrien Menge ++ ++/+++ ++  [HEE 4+ ++
Grole ++ ++ ++ ++ ++ ++
erweiterte Cristae - - - o+ o+ -
Heterogenta el ——
intramitoch. Granula ++ I
Peroxisomen Menge +++ _— +++ [FE
Groe +++ __--_
R Vienge P e L e
Siape T S S
paral. Zistermen oo+ I
Fragmentierung ++ ++ ++ [+t ++
Dilatation R R
R Vienge EE S =0 =30 72 M=
Golgi Menge + + +
Zistermen e e —
Fenestrierung ++ ++ ++ ++ [E s
Akttt - e e e
Lysosomen  Menge ++ o+ ++ H++
sekundar und tertiar ++ _— =+ o+
Myelin - __-_
Vakuolen + + +
»Myelin“ in Gallencan. - o+
Lipid Menge et __--_
Lipidfelder . _ _
im Glykogen ++ _ ++ ++ -_
Lesflet um Lipid A . S
Giykogen  Menge e e e ae
part. Entspeicherung ++ I
Interzellularen geschlossen S N - o S S
Fremdzellen Makrophagen + + - + + +
- Merkmal fehlt [ nicht auswertbar; zu groRer Unterschied
+ selten zwischen den einzelnen Individuen

++ Merkmal deutlich ausgepragt

+++

Merkmahl haufig bzw. sehr deutlich ausgepragt

|:| leichter Unterschied zu den Kontrollen
- deutlicher Unterschied zu den Kontrollen

++++ Merkmal Uberdurchschnittlich vorhanden oder ausgepragt
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Das rauhe endoplasmatische Reticulum lag in lockerer Anordnung in Stapel aus bis zu 15 paralelen
Zisternen Uber den Zellquerschnitt verteilt. Der Fragmentierungsgrad war verh@tnisméliig gering. Die
Dictyosomen bestanden aus bis zu vier meist langgestreckten Zisternen, die haufig etwas fenestriert
waren (Abb. 126). Die Aktivitét des Golgi-Apparates war deutlich erkennbar. Allerdings waren die
abgeschniirten Vesikel verhaltnismaliig klein und von geringer Dichte (helle Féarbung).

Lysosomen und Myelinwirbel waren selten, dafir kamen myelinartige Strukturen in den Gallencanali-
culi regelméfdig vor. Das Parenchym der mannlichen Kontrolltiere war durch das Vorhandensein er-
weiterter Interzellularen sowie das Auftreten von Makrophagen verhaltnisméaldig inhomogen. Auch die
intrazellulére Gliederung zeigte aufgrund einer partiellen Entspeicherung der Glykogenareale ein un-
regelméailiges Bild (Abb. 127). Die Glykogenspeicher bildeten nicht einheitliche Speicherareale, son-
dern lagen teilweise unregelméaiig im Cytoplasma als kleine Glykogenansammlungen vor. Die Glyko-
gen- wie auch die Lipidmenge war insgesamt relativ hoch. Die Lipidtropfen waren meist innerhalb der
Glykogenspeicher zu Feldern kumuliert und von einer sehr dicken Schicht einer myelinartigen Matrix
(, Leaflet*) umgeben. Wie auch bei den Weibchen war der Zellkern von gleichméfiger Form und be-
sal’ nur wenig Heterochromatin. Das den Zellkern umgebende Cytoplasma verfligte Uber eine ver-
gleichsweise geringe Menge gleichférmiger Mitochondrien. Im Gegensatz dazu waren teilweise sehr
grof3e Peroxisomen in grofer Anzahl zu finden (Abb. 128). Die Peroxisomen wiesen wie auch die
Mitochondrien eine enge Assoziation mit dem rER auf. Oft waren sie von einer einzelnen rER-
Zisterne umgeben. Es lagen meist 3-4 sehr kurze rER-Zisternen paralel nebeneinander. Eine Stapel-
bildung war selten. Im Gegensatz dazu war die Fragmentierung der rER-Zisternen relativ hoch. Dic-
tyosomen bestanden meist nur aus wenigen sehr kurzen Zisternen von geringer Aktivitét (Abb. 128).
Im Gegensatz dazu traten Lysosomen haufig auf.

L ésungsmittelkontrolle (0,01 %, DM SO)

Bei den Weibchen der Ldsungsmittelkontrolle konnten nur geringfigige Veranderungen zur Wasser-
kontrolle beobachtet werden. Im Vergleich zu den Weibchen der Wasserkontrolle war die Mitochon-
drienmenge sowie deren Heterogenitét leicht erhéht. Die rER-Menge blieb unveréndert, der Fragmen-
tierungsgrad der rER- Zisternen war sichtbar verringert. Allerdings traten bei Belastung mit DM SO
gelegentlich dilatierte rER-Bereiche auf. (Abb. 129) Auch die Dictyosomen bestanden aus nur zwel
Zisternen und wiesen eine geringe Aktivitét auf (Abb. 130).

Das Leberparenchym der Ménnchen war durch das Fehlen erweiterter Interzellularen wesentlich ho-
mogener. Die Grof3e des Nucleolus war gegentber den Wasserkontrollen verringert. Die Mitochondri-
enmenge zeigte eine leichte Zunahme, dagegen nahm die Peroxisomen- sowie die Lysosomenmenge
deutlich ab. Auch bei den Lipidspeichern konnte ein deutlicher Riickgang beobachtet werden. Dariiber
hinaus fehlte das Leaflet um die Lipidtropfen. Im Gegensatz zum Ruickgang in der Menge der Li-
pidspeicher konnte eine markante Zunahme der Glykogenspeicher beobachtet werden (Abb. 131).
Damit war das Glykogen auch gleichmaBiger im Zellquerschitt verteilt, d.h. nicht mehr so stark in
Feldern organisiert. Die Dictyosomen waren mit denen der Hepatocyten aus der Wasserkontrolle ver-
gleichbar (Abb. 132).
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2 ug/L Octylphenol

Das Leberparenchym der mit 2 pg/L Octylphenol belasteten Weibchen wies aufgrund vereinzelt auf-
tretender Fremdzellen sowie dem haufigen Verlust der hexagonalen Form der Hepatocyten eine leicht
erhohte Heterogenitét auf. Die Glykogenmenge nahm im Vergleich zu den Wasserkontrollen ab. Wie
auch schon bei der DM SO-Kontrolle waren die Lipidtropfen mit einem Leaflet umgeben. Der Zellkern
zeigte eine leichte Zunahme der Heterochromatinmenge. Die Mitochondrienmenge war gegeniiber den
Wasserkontrollen leicht verringert wdhrend die Heterogenitét der Mitochondrien zunahm und keine
intramitochondralen Granula mehr auftraten. Die deutlichste Veranderung stellte jedoch die Prolifera-
tion des Proteinsyntheseapparates dar. Die rER-Menge war deutlich erhéht. Die rER-Zisternen bilde-
ten in Kernndhe einen Ring von bis zu 3 parallelen Zisternen wahrend sie in der Peripherie in Stapel
von bis zu 21 parallelen Zisternen tbereinander lagen (Abb. 133). Nach Belastung mit 2 pg/L Octyl-
phenol konnte auch erstmals eine Zunahme dilatierter rER-Bereiche beobachtet werden. Die Menge
der Dictyosomen nahm generell etwas ab, der Fragmentierungsgrad war erhoht, jedoch erhielten die
Golgi-Zisternen und Vesikel bei dieser Konzentration erstmals eine wesentlich dunklere Farbung.

Gegeniberliegende Seite

Abb. 125: Medaka (Oryzas latipes), Wasserkontrolle, ¢; Die Hepatocyten zeigen eine deutliche
intrazellulére Gliederung in ausgedehnte Cytoplasma- und kleine Speicherareale. Das rER liegt in
lockerer Anordnung in Stapeln von bis zu maximal 15 parallelen Zisternen Ubereinander und ist merk-
lich fragmentiert. 7.400 x

Abb. 126: Medaka (Oryzas latipes), Wasserkontrolle, 2; Der Golgi-Apparat besteht aus bis zu vier
langgestreckten Zisternen. Die Aktivitét ist vergleichsweise gering. Die abgeschnirten Vesikel besit-
zen eine unregelmafdige Form und helle Farbung. 30.000 x

Abb. 127: Medaka (Oryzas latipes), Wasserkontrolle, &; Die méannlichen Hepatocyten weisen auf-
grund teilweise entspeicherter Glykogenareae (in diesem Zellanschnitt sehr klein!) eine etwas inho-
mogenere intrazelluldre Gliederung auf. Auffalig ist die hohe Anzahl verhadtnismafdig grof3er Peroxi-
somen (Pfeilkdpfe). Die rER-Menge ist gering. Aul3erdem weisen die rER-Zisternen einen relativ ho-
hen Fragmentierungsgrad auf. 9.000x

Abb. 128: Medaka (Oryzas latipes), Wasserkontrolle, &; Die Dictyosomen sind sehr klein und zei-
gen eine sehr geringe Aktivitét. 29.000 x
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Das Leberparenchym der méannlichen Medakas war sehr homogen. Die intrazellulére Gliederung der
Hepatocyten war gegeniber den Wasserkontrollen wesentlich deutlicher ausgeprégt, da eine klare
Trennung zwischen peripheren Speicher- und zentralen Cytoplasmaarealen vorlag (Abb. 134). Die
Lipidmenge war verringert und korrelierte damit mit dem Rickgang der Peroxisomenmenge im Ver-
gleich zur Wasserkontrolle. Die Mitochondrienmenge blieb unveréndert, jedoch konnten neben ovalen
bis birnenférmigen Anschnitten auch langgestreckte und verzweigte Mitochondrien beobachtet wer-
den. Wie bereits bei den Weibchen konnte auch bei den Mannchen eine Zunahme der rER-Menge
verzeichnet werden. Das rER lag als Ring aus maximal vier bisweilen dilatierte parallelen Zisternen
um den Kern (Abb. 134). Die Dictyosomen zeigten eine leichte Aktivitatszunahme.

20 pg/L Octylphenal

Die mit 20 pug/L Octylphenol belasteten Medakaweibchen zeigten gegeniiber der niedrigsten Konzen-
tration nur wenige Veradnderungen. Insgesamt war die intrazelluldre Gliederung aufgrund klar abge-
grenzter Speicherareale erhoht. Die Lipidmenge nahm zu (Abb. 135). Leaflets um die Lipidtropfen
fehlten. Die rER-Menge blieb im Vergleich zu einer Belastung mit 2 pug/L Octylphenol unveréndert,
jedoch lagen die rER-Zisternen wesentlich enger beieinander. Die Zisternen waren langgestreckt und
nur wenig fragmentiert und dilatiert. Der Golgi-Apparat bestand aus aufféalig dunkel geférbten leicht
fenestrierten Zisternen. Die Aktivitdt war im Vergleich mit der niedrigsten Octylphenolkonzentration
etwas erhoht.

Gegeniberliegende Seite

Abb. 129: Medaka (Oryzas latipes), DM SO-Kontrolle, 2; Die Hepatocyten zeigen eine leichte Zu-
nahme der Mitochondrienmenge und -heterogenitdt. Das rER weist bisweilen deutlich dilatierte Berei-
che auf. 7.600 x

Abb. 130: Medaka (Oryzas latipes), DM SO-Kontrolle, ¢; Die Dictyosomen bestehen aus maximal
drei parallden Zisternen. Die Aktivitét ist sehr gering. 30.000 X

Abb. 131: Medaka (Oryzas latipes), DM SO-Kontrolle, &; Die Lipidmenge ist gegentiber den Was-
serkontrollen leicht verringert wahrend die Glykogenspeicher sich deutlich vergrof3ern. Die Peroxiso-
menmenge wie auch die Anzahl der Lysosomen erfahrt eine Reduktion. 7.800 x

Abb. 132: Medaka (Oryzas latipes), DM SO-Kontrolle, &; Ausprdgung und Aktivitat des Golgi-
Apparatsist mit denen der Wasserkontrolle vergleichbar. 29.000 x
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Die mit 20 pg/L Octylphenol belasteten mannlichen Hepatocyten besal3en aufféllig wenig Lipid. Dafr
waren die Glykogenspeicher verhdtnismaldig grof3, wenn auch teilweise entspeichert. Die Mitochon-
drienmenge war gegentiber den Wasserkontrollen erhoht: die leicht heterogenen Mitochondrien lagen
haufig in Gruppen zusammen. Die rER-Menge zeigte ebenfalls eine Zunahme. Haufig lagen 5-6 pa-
rallele rER-Zisternen in Kernndhe beieinander (Abb. 136).

50 pg/L Octylphenal

Bei den Weibchen waren as einzige aufféllige Veranderungen gegentiber der Belastung mit 20 pug/L
Octylphenol eine leichte Zunahme der rER-Menge. Das rER bildete Stapel aus bis zu 23 parallelen
Zisternen, welche sich fast Uber den gesamten Zellquerschnitt erstreckten (Abb. 137). Dabei zeigten
die rER-Zisternen eine leichte Zunahme der Fragmentierung. Die Menge der Dictyosomen war deut-
lich erhoht, ebenso deren Aktivitét.

Gegenuberliegende ite

Abb. 133: Medaka (Oryzas latipes), 2 pg/L Octylphenol, ¢; Das rER ist mit Stapeln von bis zu 21
Zisternen Uber den gesamten Zellquerschnitt verteilt. Die Dictyosomen besitzen eine auffélig dunkle
Farbung. 7.600 x

Abb. 134: Medaka (Oryzas latipes), 2 pg/L Octylphenal, &; Die mannlichen Hepatocyten verfligen
Uber auffallend grof3e Glykogenspeicher. Die Lipidmenge ist dagegen etwas verringert. Das rER er-
fahrt eine leichte Zunahme; Es liegt in bis zu vier parallelen Zisternen hauptsichlich in Kernnéghe.
8.100 x

Abb. 135: Medaka (Oryzas latipes), 20 pg/L Octylphenol, 2; Besonders markant ist die signifikante
Zunahme der Lipidmenge. Im Gegensatz zur DM SO-Kontrolle und den mit 2 pg/L Octylphenol bela-
steten Weibchen fehlt hier das Leaflet um die Lipidtropfen. Die Erscheinungsform des rER ist ver-
gleichbar mit den gegentiber 2 pg/L Octylphenol exponierten Weibchen. Demgegentiber stellt sich der
Golgi-Apparat der Zelle als dunkle, deutlich fragmentierte Zisternen dar, welche eine leicht erhdhte
Aktivitdt aufweisen. 7.600 x

Abb. 136: Medaka (Oryzas latipes), 20 pg/L Octylphenol, &; Die Hepatocyten besitzen auffélig
wenig Lipid. Die Glykogenspeicher sind zwar grof3, jedoch teillweise entspeichert. Das rER erféhrt
eine Mengenzunahme und liegt in bis zu 5-6 parallelen Zisternen Uberwiegend in Kernnéhe. Das He-
terochromatin im Kern ist etwas stérker kondensiert. 7.400 x
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Die Hepatocyten mannlicher Medakas wiesen aufgrund scharf abgegrenzter Speicherareale eine klare
intrazellulére Gliederung auf (Abb. 138). Die Lipidmenge war gegeniiber den Wasserkontrollen deut-
lich verringert. Die zahlreichen Mitochondrien zeigten nur eine geringe Heterogenitét, besal3en aber
vereinzelte erweiterte Cristae. Die markantesten Verédnderungen fanden jedoch auch bei den mit
50 pug/L Octylphenol belasteten Ménnchen im Proteinsyntheseapparat statt. Die rER-Menge war ge-
geniiber den mit 20 pg/L Octylphenol belasteten Tieren erhdht. Der Zellkern war von einem Ring von
bis zu 4 pardlelen hdufig fragmentierten Zisternen umgeben, wahrend sich in der Peripherie bis zu 6
paralele Zisternen zu Stapeln formierten. Auch die Dictyosomen erfuhren eine Zunahme in Menge
und Aktivitét. Die sonst nur bei den Weibchen zu beobachtenden dunklen Vesikel traten hier erstmalig
auch bei den Mannchen auf (Abb. 138).

Positivkontrolle (100 ng/L 17@-Estradiol)

Die mit 100 ng/L 17R3-Estradiol belasteten Medakaweibchen zeigten durch das Auftreten von erwei-
terten Interzellularen ein inhomogeneres L eberparenchym. Dagegen war die intrazelluldre Gliederung
sehr deutlich ausgeprégt. Die Glykogenmenge war vergleichsweise gering und zeigte haufig partielle
Entspeicherungen. Auch die Lipidmenge war aufféllig gering. Der Zellkern hatte haufig eine langge-
streckte ovale Form und beherbergte einen grof3en Nucleolus (Abb. 139).

Gegeniberliegende Seite

Abb. 137: Medaka (Oryzas latipes), 50 pg/L Octylphenol, 2; Die rER-Menge nimmt leicht zu. Das
rER bildet Stapd aus bis zu 23 paralelen Zisternen, welche sich fast Uber den gesamten Zellquer-
schnitt erstrecken. Die Menge der Dictyosomen ist ebenso wie deren Aktivitét deutlich erhéht. 7.100 x

Abb. 138: Medaka (Oryzas latipes), 50 pg/L Octylphenol, &; Die mannlichen Hepatocyten zeigen
eine klare intrazellulére Gliederung. Die rER-Menge ist erhoht. Auch die Menge und Aktivitdt der
Dictyosomen nimmt aufféllig zu. Die sonst nur bei den Weibchen zu beobachtenden dunklen Vesikel
traten hier erstmalig auch bei den Mannchen auf. 7.600 x

Abb. 139: Medaka (Oryzas latipes), 100 ng/L 17R-Estradiol, ?; Die Glykogenspeicher sind ver-
gleichsweise klein und haufig leicht entspeichert. Auch die Lipidmenge ist verringert. Der Zellkern
beherbergt einen aufféllig grofRen Nucleolus. Die rER-Menge ist wie auch die Menge und Aktivitét der
Dictyosomen erhéht. 7.600 x

Abb. 140: Medaka (Oryzas latipes), 100 ng/L 17B-Estradiol. &; Das rER der méannlichen Hepa-
tocyten zeigt durch die Belastung mit 173-Estradiol gegeniber den Wasserkontrollen nur eine leichte
Mengenzunahme. Bei den Dictyosomen kann keine Mengenzunahme, wohl aber eine Aktivitatszu-
nahme beobachtet werden. 7.100 x
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Die rER-Menge erhdhte sich in der Positivkontrolle weiter. Das rER war in Kernndhe in Stapeln von
bis zu sechs, in der Peripherie sogar in Stapeln von bis zu 19 parallelen Zisternen anzutreffen. Eine
weitere Auffélligkeit stellte bel dieser Konzentration das Auftreten grof3er Gruppen etwa mitochondri-
engrofder dunkler Vesikel dar. Eine genaue ldentifikation erwies sich als schwierig, jedoch handelt es
sich hierbei aufgrund der Néhe zu den Dictyosomen und dem Fehlen einer Assoziation mit dem rER
wahrscheinlich nicht um Peroxisomen, sondern um Vesikel, die vom Golgi-Apparat abgeschniirt wur-
den (Abb. 139).

Der Zellkern der Medakamannchen zeigte einen meist kreisrunden und gleichmaidigen Querschnitt.
Die Heterochromatinmenge war im Vergleich mit den Kontrollen etwas erhéht. Die Mitochondrien
wiesen eine verhdtnismalig hohe Heterogenitdt auf. Intramitochondrale Granula kamen nicht vor.
Das rER der méannlichen Hepatocyten erfuhr durch die Belastung mit 17R3-Estradiol gegeniiber den
Wasserkontrollen nur eine leichte Mengenzunahme. Auch bei den Dictyosomen konnte keine Men-
genzunahme, wohl aber eine Aktivitdtszunahme beobachtet werden. Allerdings erwies sich auch hier
die Unterscheidung zwischen Peroxisomen und Golgivesikeln als schwierig (Abb. 140).

6.3 Diskussion

Die Belastung des Medaka (Oryzas latipes) mit Octylphenol resultierte in Verdnderungen der Be-
fruchtungsrate und des Reproduktionserfolges sowie des Geschlechterverhdtnisses. Eine erhthte
Mortalitatsrate der Nachkommen octyl phenolexponierter Medakas ist gut dokumentiert und zeigt eine
negative Korrelation zwischen der Octylphenolkonzentration und dem Schltpferfolg der Larven (Gray
et a. 1999b). Anhand der Ergebnisse der Kreuzungsexperimente konnte ein signifikanter Anstieg der
Mortalitdt bei den Nachkommen octylphenolbelasteter Weibchen und K ontrollménnchen gezeigt wer-
den. Andererseits konnte bei den Nachkommen belasteter M&nnchen und Kontrollweibchen erst ab der
Exposition gegentiber 50 pg/L Octylphenol ein signifikanter Anstieg der Mortalitét beobachtet wer-
den. Diese Ergebnisse zeigen, dass das Uberleben der Nachkommen exponierter Eltern starker durch
die Exposition der Weibchen als der Mannchen gegeniiber Octylphenol beeintrachtigt wird. Diese
Beabachtung kénnte mit der Anreicherung von Octylphenol in der Eizelle wahrend der Oogenese er-
klart werden, welche bel belasteten Weibchen zusétzlich zur direkten Exposition der Eier stattfindet.
In Untersuchungen mit o,p'-DDT konnte gezeigt werden, dass die Eier exponierter Weibchen &hnliche
Mengen o,p'-DDT enthielten wie die Weibchen selbst (Metcafe et al. 2000). Die Bioakkumulation
von Alkylphenolen wurde in zahlreichen Studien untersucht (Tsuda et a. 2000, Thibaut et al. 1998,
Mehldal et al. 1996, Lewis & Lech 1996). Aufgrund der Lipophilitdt von o,p'-DDT und Alkylpheno-
len gibt es Grund zur Annahme, dass die Eier von mit Alkylphenolen belasteter Weibchen dhnliche
Konzentrationen wie die Weibchen selbst aufweisen. Eine Belastung wahrend der Oogenese kénnte
daher zu einer Verringerung der Eiqualitét und/oder zu einer Schadigung der reifenden Eizelle fihren.

Andererseits erscheint die Annahme einer additiven Wirkung von maternalem Transfer und direkter
Exposition der Eier auch deshalb einsichtig, da die teratogene und estrogene Wirkung von Octylphe-
nol in verschiedenen Studien (Gronen et al. 1999, Raychoudhury et al. 1999, McLeese et al. 1981,
Gray et a. 1999b) wie auch durch in der vorliegenden Untersuchung der Embryonalentwicklung der
F1-Generation belegt werden konnte. Das Fehlen eines signifikanten Unterschieds in der Mortalitét der
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mit 17R3-Estradiol belasteten Paarungsgruppen im Kreuzungsexperiment sowie einer nur leicht erhoh-
ten Mortalitatsrate in der Positivkontrolle der F,-Generation im Gegensatz zur deutlich erhdhten Mor-
talitétsrate in der Fy-Generation l&sst sich moglicherwel se durch adaptive Prozesse erklaren.

Ein weiterer wesentlicher Effekt der Octylphenolbelastung war die Verzégerung des Wachstums, wie
sie auch nach Exposition gegenuber anderen Xenotstrogenen haufig beobachtet werden konnte
(Ashfield et a. 1998, Donaldson et al. 1979, Ostrowski & Garling 1986, Herman & Kinclaid 1988),
steht jedoch auch im Widerspruch zu anderen Arbeiten. Ashfield et al. (1998) zeigten bel jungen Re-
genbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) ein geringeres Wachstum nach Exposition gegentber Al-
kylphenolen und nahmen an, dass durch die Beeinflussung der dstrogenen Aktivitdten (z. B. Vitello-
genese) durch diese Substanzen die fur das Wachstum bendtigten Energiereserven abgezogen werden.
Dariiber hinaus interagieren Ostrogene mit anderen Hormonen wie z. B. den Schilddriisenhormonen
T; und T4, welche eine wichtige Rolle beim Wachstum von Vertebraten spielen. Holloway &
Leatherland (1997) wiesen einen verringerten T; und T, Plasmaspiegel bel juvenilen Regenbogenfo-
rellen nach, denen intraperitoneal 17R3-Estradiol verabreicht wurde. Das Fehlen eines merklichen Lan-
genunterschieds zwischen Mannchen und Weibchen ab Konzentrationen = 20 pug/L Octylphenol in der
vorliegenden Untersuchung kann darauf hindeuten, dass Medakaweibchen stérker von der Exposition
betroffen sind und/oder aber mehr Energie in die Vitellogenese umleiten. Als ein Hinweis auf die
Richtigkeit dieser Annahme kann die Zunahme der durchschnittlichen und maximalen Eizahl pro
Weibchen im Life Cycle gewertet werden. Das verringerte Wachstum unter Belastung mit Octylphe-
nol stellt eine weiteren reproduktions- und populationsrelevante Verdnderung dar, da einerseits das
Uberleben in der Umwelt stark von der KérpergréRRe abhéngt und andererseits der ovosomatische In-
dex einen kritischen Faktor fur eine erfolgreiche Reproduktion darstellt (Vos et al. 2000). Aulzerdem
ist Wachstum der endguiltige Ausdruck der Fischgesundheit und Fitness, da es ale biotischen und
abiotischen Variablen zusammenfasst, welche auf einen Organismus wirken. Es spiegelt damit auch
die Wirkung von chronischem Stress wider (Adams & McLean 1985).

Allerdings stehen diese Ergebnisse im Gegensatz zu den Untersuchungen von Malison et a. (1988),
welche eine Langenzunahme nach Belastung mit 173-Estradiol beim Gelbbarsch (Perca flavescens)
nachweisen konnten und der Arbeit von Gray et a. (1999b), die Medakas ab unterschiedlichen Zeit-
punkten nach dem Schitpfen bis zur Geschlechtsreife mit Octylphenal belasteten und keine Korrel ati-
on zwischen Octylphenolkonzentration und verandertem Wachstum feststellen konnten. Der Umstand,
dass in der vorliegenden Untersuchung trotz des ahnlichen Versuchsdesigns wie bei Gray et al.
(1999b) konzentrationsabhangige Wachstumsunterschiede zu beobachten waren, kdnnte aus der be-
reits sehr friih nach der Befruchtung in die Entwicklung eingreifenden kontinuierlichen Belastung mit
Octylphenol resultieren.

Eine weitere Beeintrachtigung durch Octylphenal stellt die Verschiebung des Geschlechterverhdtnis-
ses sowie die Induktion von Mischgonaden dar. Der Medaka ist ein differenzierter Gonochorist (Ya-
mamoto 1969), d. h. unter normalen Bedingungen treten weder spontane Geschlechtsumkehrung noch
Mischgonaden auf (Yamamoto 1965, 1962). Dennoch ist seit langem bekannt, dass durch die Gabe
von Ostrogenen genetische Mannchen in Weibchen umgewandelt werden kénnen (Y amamoto 1953,
1959). Papulias et a. (2000) wiesen nach, dass schon eine einzige Injektion mit 0,5-2,5 ng/Ei 17(3
Estradiol wahrend der Embryonalentwicklung eine Geschlechtsumkehr bei genetischen Mé&nnchen
bewirken kann.
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Gray et a. (199948) konnten anhand ihrer Untersuchungen keine aufféligen Verschiebungen bei der
Ausdifferenzierung des Geschlechts unter Octylphenolbelastung beobachten. Die Ergebnisse der vor-
liegenden Studie widersprechen jedoch Gray et al. (1999a), da sie zeigen, dass eine Octylphenolbela-
stung vor dem Zeitpunkt des Schitipfens die Geschlechtsdeterminierung wesentlich beeinflussen kann.
Dies ist um so erstaunlicher, wenn man bedenkt, dass beim Medaka die kritische Phase fir die Ge-
schlechtsdifferenzierung des mannlichen Geschlechts um den 13. Tag liegt (Yamamoto 1975). Des-
halb legen die vorliegenden Ergebnisse die Vermutung nahe, dass eine Exposition gegeniiber Octyl-
phenol vor dem Zeitpunkt des Schllpfens moglicherweise Uber eine Verschiebung des endokrinen
Gleichgewichts, eine wichtige Rolle bei der Geschlechtsumkehr mannlicher Medakas spielt. Anderer-
seitsist die Anzahl der Ménnchen mit Zwittergonaden in der vorliegenden Studie geringer als in ande-
ren Untersuchungen (Gray et a. 1999a). Generell findet das Auftreten einer Geschlechterverschiebung
bisher nur in wenigen Untersuchungen Beachtung. Dieses Phanomen konnte jedoch populationsbiolo-
gisch zu wesentlich schwerwiegenderen Beeintréchtigungen der Reproduktivitét fihren a's das verein-
zelte Auftreten von Zwittergonaden.

Die Ergebnisse des Kreuzungsexperiments zeichnen ein differenziertes Bild der beobachteten Verrin-
gerung der Befruchtungsrate nach Belastung mit Octylphenol und 173-Estradiol. Die Exposition ge-
geniiber Octylphenol bewirkte in der Paarungsgruppe belastete Mannchen x Kontrollweibchen einen
deutlichen Rickgang des Befruchtungserfolges, wéhrend er bei den belasteten Weibchen und Kon-
trollmannchen im Vergleich zu den DM SO-Kontrollen leicht erhdht war. Nikula et al. (1999) konnten
in einem In vitro-Experiment nachweisen, dass Octylphenol die Steroidbildung in den Leydig' schen
Zellen méannlicher Ratten stort. Sie vermuteten daher, dass dies auch in vivo erfolgen und so die nor-
male Funktion der Hoden beeintréchtigen konnte. Eine Fehlfunktion der Leydig’ schen Zellen kénnte
auch die eng mit ihnen korrelierten Sertolizellen beeinflussen, welche flr die Versorgung der wach-
senden Spermatogonien verantwortlich sind. Dies kann der Grund fur eine Verringerung der Spermi-
enquaitdt und -menge sein, wie sie in vitro (Ranchoudhury et al. 1999) und in vivo (Blake & Boockfor
1997, Boockfor & Blake 1997) nachgewiesen wurde und eine Erkldrung fir den verringerten Be-
fruchtungserfolg der belasteten mannlichen Medakas im Kreuzungsexperiment der vorliegenden Stu-
die liefern. Zusétzlich zeigte die Untersuchung von Gray et a. (1999b), dass der Riickgang im Befru-
chungserfolg ménnlicher Medakas durch eine Veranderung im Paarungsverhaten (allgemeine Passi-
vitét, Verringerung der Anndherungen an die Weibchen und geringere Anzahl der Besamungsversu-
che) hervorgerufen wird.

Der leichte Anstieg der Befruchtungsrate bei der Verpaarung von unbelasteten Weibchen mit belaste-
ten Mannchen ist dagegen schwieriger zu erkléren. Moglicherweise verursacht der octylphenolindu-
Zierte Anstieg der Gelegegrofle der Weibchen eine sexuelle Stimulation der Mannchen. Eine andere
Mdoglichkeit ware eine verstérkte sexuelle Aktivitat der Weibchen. Uber Veranderungen im Verhalten
weiblicher Fische durch die Exposition gegentiber Xenotstrogenen ist bisher wenig bekannt, deshalb
konnen hier ohne ausfthrliche V erhaltensstudien keine Aussagen gemacht werden.

Die beobachteten ultrastrukturellen Veréanderungen bilden einen weiteren Hinweis auf das endokrine
Potential von Octylphenol. Wie bereits bel in den Experimenten mit Nonylphenol gezeigt werden
konnte, stellt die Proliferation der rER-Menge und der Dictyosomen sowie die Aktivitétszunahme der
Golgi-Zisternen einen Hinweis auf eine verstarkte (Lipo-)Proteinsynthese dar. Eine weitere Beobach-
tung war die dunklere Farbung der Golgi-Zisternen und —Vesikel, die bei den Weibchen ab Konzen-
trationen = 2 pug/L Octylphenol und bei den Mannchen bei einer Belastung mit 50 pg/L Octylphenol
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auftrat. Diese Veranderung gibt einen Hinweis darauf, dass entweder durch die Belastung mit Octyl-
phenol andere oder aber grofRere Mengen an Lipoproteine produziert werden und steht moglicherweise
im unmittelbaren Zusammenhang mit der Induktion der Vitellogeninsynthese (Peute et a. 1979). Das
klare Zusammenwirken von rER-Proliferation und Abnahme der Glykogenspeicher konnte bereits bel
Froéschen (Philipps et a. 1987) im Zusammenhang mit der Vitellogenese und beim Zebrabarbling
(Danio rerio) nach Exposition gegentiber 1 pg/L 173-Estradiol (Peute et al. 1985) beobachtet werden.
Zusétzlich konnte bei den Zebrabarblingen die Proliferation der Dictyosomen beobachtet werden. Die
Ubrigen Veradnderungen der Leberultrastruktur waren dagegen eher unspezifischer Natur (Abnahme
der Lipidspeicher, Zunahme der Mitochondrienheterogenitét, Zunahme der Parenchymheterogenitét
bei den Weibchen) und weisen auf unspezifischen Stress sowie eine generelle Aktivierung des Zell-
stoffwechsels hin (Braunbeck et a. 1990, 1992, 1998).

Eine chronische Belastung mit Octylphenol verursachte eine ganze Reihe an populationsrelevanten
Einschrankungen. Es ist festzustellen, dass die hier verwendeten Konzentrationen die in der agquati-
schen Umwelt gefundenen um das 2-50fache Uberschreiten, so dass von Octylphenol as Monosub-
stanz kaum eine echte dstrogene Geféhrdung ausgehen sollte. Dennoch konnten im Versuch bereits bei
umweltrelvanten Konzentrationen adverse Effekte in vitro beobachtet werden (Raychoudhury et al.
1999), so dass dennoch ein gewisses Gefahrdungspotential bestehen bleibt, insbesondere wenn man
Kombinationswirkungen mit anderen Xenodstrogenen in der Umwelt in Betracht zieht.
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7. Untersuchungen zur Wirkung von Dehydroepiandrosteron (DHEA)
auf den Medaka (Oryzias latipes) im Life Cycle

Zusammenfassung: Medakas wurden bis zur Geschlechsreife mit 100ng/L, 2, 20 und
100 pg/L Dehydroepiandrosteron (DHEA) belastet. Zusatzlich wurden Medakas gegentiber einer
Wasser- und Lésungsmittekontrolle (0,01 %dDMSO) exponiert.

Bezuglich der Serblichkeit konnten nur bei 100 ng/L DHEA erhohte Werte beobachtet werden. Nach
Belastung mit 100 pg/L DHEA konnte ein signifikant verringertes Wachstum beobachtet werden, wah-
rend die Weibchen signifikant schwerer waren. Das Geschlechterverhaltnis verschob sich von 44:56
(Ménnchen:Weibchen) in der Wasser- und Losungsmittelkontrolle nach bis zu 92 % Mannchen bei
einer Konzentration von 20 pg/L DHEA. AuRRerdem zeigten etwa 1 % der mit 100 ng/L bzw. 2 ug/L
DHEA belasteten Fische Mischgonaden. Nach Belastung mit 100 pg/L DHEA konnte ein Geschlech-
terverhaltnis von 58: 26 (Mannchen: Weibchen) und 16 % Mischgonaden beobachtet wer den.

Bereits ab einer Konzentration von 100 ng/L. DHEA erhdhte sich die durchschnittliche Gelegegroiie

signifikant. AufRerdem war bei Konzentrationen = 2 ug/L DHEA ein signifikanter Riickgang der Be-
fruchtungsr ate festzustellen.

Geschlechtsspezifische Veranderungen durch DHEA wurden in einem Kreuzungsexperiment unter-
sucht, in dem jewelils belastete Medakas eines Geschlechts mit unbelasteten Individuen des anderen
Geschlechts verpaart wurden. Es konnte gezeigt werden, dass die Befruchtungsrate bei den mit 2 und
20 pg/L DHEA belasteten M&nnchen signifikant verringert war, bel Weibchen jedoch nur bel einer
Exposition gegentiber 20 ug/L DHEA. Auf3erdem erhohte sich die durchschnittliche Gelegegrofie bel
den belasteten Weibchen starker als bei Belastung der Mannchen. Die Analyse der Leberultrastruktur
zeigte bei beiden Geschlechtern neben vielen unspezifischen Veranderungen eine konzentrationsab-
hangige Zunahme der Fragmentierung und Dilatation des rER und des Golgi-Apparates. Aul3erdem
konnte eine dosi sabhéngige Kondensation des Nucleol us beobachtet werden. Die Hepatocyten mit 100
Ho/L belasteten Mannchen zeigten zusétzlich eine starke Peroxisomenproliferation.

Somit konnte gezeigt werden, dass die Exposition von Medakas gegentiber DHEA aul3er zur Ver-
mannlichung auch zu schwerwiegenden reproduktionsbiologischen Beeintrachtigungen fuhrt und in
Konzentrationen >20 pg/L sogar toxisch wirkt.

7.1 Einleitung

Dehydroepiandrosteron (DHEA) wurde in diesem Life Cycle-Experiment als Testsubstanz gewéhlt, da
es sich hierbei um eine wichtige Zwischenstufe in der Biosynthese von Androgenen und Ostrogenen
(Leiter et al. 1987) handelt. DHEA ist seit langer Zeit ein Forschungsobjekt in der Humanmedizin, da
es positive Wirkung auf viele altersbedingte Krankheiten wie Diabetes, Arteriosklerose, Alzheimer,
Demenz und Arthrose besitzt (Kalimi & Regelson 1990, Orner et al. 1996, Regelson et al. 1990,
Watson et al. 1996). Auferdem scheint DHEA eine Schutzfunktion gegen spontane, virale und chemi-
kalieninduzierte Krebsentstehung auszutiben (Gordon et a. 1987, Schwartz et al. 1981, 1982, 1986,
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Shibata et al.1995, Wakabayashi 1995). Andererseits ist DHEA bei Ratten ein Peroxisomenprolifera-
tor und kann Leberkarzinome hervorrufen (Frenkel et al. 1990, Rao et al. 1992, Wu et al. 1989, Ya
mada et al. 1992). Auch bei Regenbogenforellen konnte nach Exposition gegentber DHEA eine In-
duktion von Leberkarzinomen beobachtet werden, ohne dass es zu einer Peroxisomenproliferation
kam (Orner et a. 1995, 1998). Aufgrund dieser negativen Effekte auf Nager und Fische ist die exzes-
sive Nutzung von DHEA als Ernghrungszusatzstoff zur Verbesserung des allgemeinen Wohlbefindens
sehr umstritten, obwohl DHEA beim Menschen keine Proliferation der Peroxisomen ausl 6st.

Bislang liegen keine Daten Uber das Vorhandensein von DHEA in der aquatischen Umwelt und somit
uber die Umweltrelevanz dieser Substanz vor. Allerdings ist bekannt, dal3 DHEA mit dem Urin ausge-
schieden wird (Dehennin et al. 1998). Aufgrund der Tatsache, dass DHEA in zunehmendem Mal3e und
in hohen Dosen as,, Verjingungsmittel“ konsumiert wird, besteht die Beflrchtung, dass es auf diesem
Wege auch in die aquatische Umwelt gelangen konnte. Ziel dieser Untersuchung war es im wesentli-
chen, negative Effekte einer chronischen Belastung mit DHEA (ber das Wasser auf Reproduktionser-
folg, Entwicklung, Geschlechterverhdtnis, Vitellogenin-mRNA und Leberultrastruktur aufzuzeigen.
Ein weiterer Aspekt war es, mogliche Korrelationen zu den Life Cycle-Experimenten mit Nonylphe-
nol, Octylphenol und 173-Estradiol zu finden.

7.2 Wirkung von Dehydroepiandrosteron (DHEA) auf Entwicklung, Reproduktion,
Geschlechterverhaltnisund L eberultrastruktur des Medakas (Oryzias latipes)

7.2.1 Schlupferfolg und Sterblichkeit in der Fi-Generation des Medakas (Oryzias latipes) nach
lebendlanger, kontinuierlicher Belastung mit DHEA

Beziiglich der Mortalitdtsrate konnten keine Effekte von DHEA nachgewiesen werden (Tab. 22). Die
Gesamtmortalitdt der DHEA-belasteten Tiere war ab Konzentrationen = 2 ug/L DHEA sogar geringer
asin der DMSO-Kontrolle. Letztere war nahezu doppelt so hoch wie bei den Wasserkontrollen. Eine
ungewd6hnlich hohe Mortalitét war bel einer Exposition gegentiber 100 ng/L DHEA zu beobachten.
Hier war die Gesamtmortalitdt mehr as dreimal so hoch wie bei der Wasserkontrolle. Wahrend des
Zeitraums, in dem die Tiere im Durchfluss gehalten wurden, konnten in keiner der Versuchsgruppen
tote Fische beobachtet werden.

Das Wachstum der Medakas wurde durch die Wirkung von DHEA in dosisabhangiger Weise beein-
flusst. Lange und Gewicht beider Geschlechter unterschieden sich nur nach Belastung mit 20 pg/L
DHEA signifikant voneinander (p = 0,018 bzw. 0,009), ansonsten waren die Weibchen nur tendenziell
schwerer als die Ménnchen (Abb. 141 und 142 ). Im Vergleich zur Wasserkontrolle konnte bei den
Méannchen bereits in der L ésungsmittelkontrolle eine signifikante V erringerung des Wachstums beob-
achtet werden. Nach Belastung mit 2 und 20 pg/L DHEA waren die Ménnchen wiederum etwas gro-
Ber asin den beiden Kontrollgruppen, bei 100 pg/L DHEA wiesen sie eine deutlich geringere Lange
auf. Bei den Weibchen konnte dagegen nur bei einer Exposition gegentber 100 pug/L DHEA eine si-
gnifikante V erringerung des L angenwachstums beobachtet werden.
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Tab. 22: Veranderungen in der Zusammensetzung der F-Generation des Medaka (Oryzias latipes) nach kontinuierlicher lebensanger Belastung mit De-
hydroepiandrosteron (DHEA)

DHEA
Wasser DMSO
100 ng/L 2 ug/L 20 pg/L 100 pg/L
n % n % n % n % n % n %
Befruchtete Eier 101 = 100 129 100 269 100 113 100 76 100 97 100
Gen;l;,tion Mortalitét vor dem Schitipfen** 20 198 42 326 166 617 19 8,8 12 158 9 9,3
Petrischalen  Frtihe Larvalmortalitat ** 2 20 18 140 22 82 10 5 66 11 = 11,3
Gesamt-Larvalverluste ** 22 218 60 465 188 699 29 257 17 24 20 206
Eingesetzte Larven 79 782 69 535 8 301 84 743 59 716 77 7194
Aquarien  Mortalitét ab Schlupf *** - 0 - 0 - 0 ) 0 ) 0 ) 0
Grof3e Endpopulation 79 782 69 535 81 301 8 743 59 716 77 7194
Eingesetzte Eizahl 906 100 690 100 1048 100 475 =~ 100 289 = 100 - -
Unbefruchtete Eier* 81 897 37 541 64 630 99 2079 83 2822 - -
Genzrzéﬁ on Defruchtete Eier * 825 91,03 653 9459 984 9387 376 7921 206 71,18 - -
Petrischalen Mortalitét vor dem Schlipfen** 28~ 339 34 521 72 732 43 1144 7 3,40 ; _
Frihe Larvalmortalitét ** 82 994 29 444 52 528 13 346 5 243 - -
Gesamt-Larvalverluste ** 110 = 13,33 63 9,65 124 = 12,60 56 14,89 12 5,83 - -
Anzahl Larven 715 8667 590 9035 860 8740 320 8511 194 9417 - -

* in Bezug auf die eingesetzte Eizahl; ** in Bezug auf die befruchteten Eier; *** in Bezug auf die in die Aquarien eingesetzten Larven; **** Zahl der ein-

gesetzten Larven - Zahl der adulten Tiere (Endpopul ation), F,-Generation: Angaben als Summe aus 3 Replikas.



7. Life Cycle-Experiment DHEA

7.2.1 Wachstum der F;-Generation des Medakas (Oryzas latipes) nach lebendanger, kontinu-
ierlicher Belastung mit DHEA
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Abb. 141: Langenunterschiede in der F;-Generation von Medakas (Oryzias latipes) nach |ebenslanger,
kontinuierlicher Belastung mit DHEA zum Zeitpunkt der Geschlechtsreife. Daten als Mittelwerte +

Standardabweichung aller Individuen der Versuchsgruppen. Signifikanzen nach Mann-Whitney U-
Test: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Abb. 142: Gewichtsunterschiede in der F;-Generation von Medakas (Oryzias latipes) nach Iebenslan-
ger, kontinuierlicher Belastung mit DHEA zum Zeitpunkt der Geschlechtsreife. Daten als Mittelwerte

+ Standardabweichung aller Individuen der Versuchsgruppen. Signifikanzen zu den Kontrollen nach
Mann-Whitney U-Test: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Das Wachstum der Medakas wurde durch die Wirkung von DHEA in dosisabhangiger Weise beein-
flusst. Lange und Gewicht beider Geschlechter unterschieden sich nur nach Belastung mit 20 pg/L
DHEA signifikant (p = 0,018 bzw. 0,009), ansonsten waren die Weibchen nur tendenziell schwerer als
die Ménnchen (Abb. 141 und 142). Im Vergleich zur Wasserkontrolle konnte bei den Ménnchen be-
reitsin der Losungsmittelkontrolle eine signifikante Verringerung des Wachstums beobachtet werden.
Nach Belastung mit 2 pg/L und 20 pug/L DHEA waren die Mannchen grof3er as jene in den Kontroll-
gruppen, bei 100 ug/L DHEA wiesen sie eine deutlich geringere Lange auf. Bei den Weibchen konnte
dagegen nur nach Exposition gegentber 100 pg/L DHEA eine signifikante Verringerung des Langen-
wachstums beobachtet werden.

Einheitlicher war der konzentrationsabhangige Verlauf der Belastung beziiglich des Gewichts. Hier
konnte bel beiden Geschlechtern bis zu Konzentrationen < 20 pg/L DHEA ein Gewichtsanstieg beob-
achtet werden, wahrend sich bei 100 pg/L DHEA das Gewicht der Mannchen drastisch verringerte.

7.2.3 Geschlechterverhdltnis der F;-Generation des Medakas (Oryzas latipes) nach lebenslan-
ger, kontinuierlicher Belastung mit DHEA

O Zwittergonaden
M Weibchen
O Mannchen

Wasser DMSO 100ng/L 2pug/L 20 pug/L 100 pg/L
(0,01 %o)

DHEA

Abb. 143: Geschlechterverhdltnis in der F;-Generation von Medakas (Oryzas latipes) nach |ebens-
langer, kontinuierlicher Belastung mit DHEA. Die Werte auf den Balken beziehen sich auf die Anzahl
der Individuen.

Eine Belastung mit DHEA fuhrte zu einer auffaligen Vermannlichung der Testfische. Dies zeigte sich
zum einem darin, dass die mit DHEA-bel asteten Weibchen in dosisabhéngiger Weise ihre sekundaren
Geschlechtsmerkmale verloren. Dies geschah vor alem durch die Verlangerung der Bauchflosse so-
wie eine Entfarbung der Flossen. Andererseits konnte eine dosisabhdngige Zunahme des Mannchen-
anteils an der Population beobachtet werden (Abb. 143).
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B i

Abb. 144: Medaka (Oryzas latipes), Wasserkontrolle, ¢: Deutlich sichtbar sind die an den Uroge-
nital papille gehefteten Eier. 5 x

Abb. 145: Medaka (Oryzas latipes), 100 pg/L DHEA, ¢: Auffalig ist das stark vergrofRerte Ovar,
welchesim Vergleich zu den Wasserkontrollen ungeféhr die 3-4 fache Grof3e erreicht. 5 x
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Wahrend in der Wasser- und Ldsungsmittelkontrolle das Geschlechterverhaltnis mit durchschnittlich
44 % Mannchen und 56 % Weibchen noch nahezu ausgeglichen war, konnte bei einer Belastung mit
20 pg/L DHEA nur noch ein Anteil von 9 % der Gesamtpopulation as Weibchen identifiziert werden.
Im Gegensatz dazu konnten bei einer Exposition gegentiber 100 pg/L DHEA wieder rund 25 % Weib-
chen beobachtet werden. Bel dieser Konzentration traten allerdings bei 15 % der Versuchsfische
Zwittergonaden auf.

7.2.4 Histologische Veranderungen in den Gonaden der Fi-Generation des Medakas (Oryzias
latipes) nach lebendanger, kontinuierlicher Belastung mit DHEA

Eine Belastung mit 100 pg/L DHEA verursachte bei den weiblichen Medakas einen Laichstau. Wéh-
rend die Kontrollweibchen eine normale K érperform aufwiesen (Abb. 144), war der Leib der Weib-
chen aus dem Versuchsansatz mit 100 pg/L DHEA stark aufgewd6lbt. Eine néhere Untersuchung die-
ses Phanomens ergab eine starke Hypertrophie der Ovarien (Abb. 145), da die Weibchen offensicht-
lich nicht mehr in der Lage waren, ihre Eier abzulaichen.

Die lichtmikroskopische Untersuchung der Ovarien ergab unter Belastung mit DHEA im Vergleich zu
den Kontrollweibchen (Abb. 146) eine dosisabhangige, wenn auch in ihrer Auspragung recht variable
Reduktion der Primérfollikel in den Ovarien (Abb. 147).

Einige der mit Konzentrationen = 20 pg/L DHEA belasteten Mannchen zeigten im Vergleich mit den

Kontrolltieren (Abb. 148) eine leichte Hypertrophie der Hoden (Abb. 149). Der zentral gelegene
Ductus seminiferus war haufig erweitert und mit Spermien gefillt.

Die Zwittergonaden zeigten eine individuell sehr unterschiedliche Ausprégung. Zwischen 1-40 Pri-
maérfollikel konnten im Hoden der Versuchstiere gezahlt werden (Abb. 150). Bei eéinem mit 2 pg/L
DHEA belastetes Mannchen konnten sogar einige Sekundarfollikel beobachtet werden.

7.25 Reproduktionserfolg der F;-Generation des M edakas (Oryzas latipes) nach Iebendanger,
kontinuierlicher Belastung mit DHEA

Bei den gegentiber DHEA exponierten Weibchen konnte ein signifikanter Anstieg der durchschnittli-
chen Gelegegrofie beobachtet werden. Dagegen nahm die maximal e Gelegegrofie nur bei den mit 100
ng und 20 pg/L. DHEA belasteten Medakas deutlich zu (Abb. 151). Weibliche Medakas, die gegen-
Uber 100 pug/L DHEA exponiert worden waren, waren nicht mehr in der Lage, Eier zu legen.

Die Befruchtungsrate der V ersuchsgruppen korrelierte negativ mit der DHEA-K onzentration (Abb.
152). Wahrend nach Belastung mit 100 ng/L DHEA kein Unterschied zu den Kontrollen zu beobach-
ten war, sank der Wert bei einer Belastung mit 2 pg/L DHEA signifikant um 15 %, bei 20 pg/L DHEA
um 26 %.
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Abb. 151: Durchschnittliche und maximale Gelegegrélle der Fi-Generation von Medakas nach le-
benslanger kontinuierlicher Belastung mit DHEA. Daten as Mittelwerte + Standardabweichung bzw.
as Maximalwerte aus 3 Replika. Signifikanzen nach Mann-Whitney U-Test: *p < 0,05; **p < 0,01,
***p < 0,001.
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Abb. 152: Befruchtungserfolg der F;-Generation nach lebendanger kontinuierlicher Belastung mit
DHEA. Daten as Mittelwerte + Standardabweichung bzw. als Maximalwerte aus 3 Replika. Signifi-
kanzen nach Mann-Whitney U-Test: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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7.2.6 Schlupferfolg und Sterblichkeit in der F-Generation des Medakas (Oryzas latipes) nach
lebendanger, kontinuierlicher Belastung DHEA

Auch die F,-Generation zeigte bei der Sterblichkeit keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Versuchsgruppen (Tab. 22). Die Larvalverluste waren bel einer Exposition gegenuber
2 ug/L DHEA am hdchsten, dagegen zeigten die mit 20 pg/LL DHEA belasteten Larven die geringste
Gesamtmortalitét.

7.2.7 Kreuzungsexperimentein der F;-Generation des M edakas (Oryzias latipes)

Daim Early Life Stage-Experiment kein DHEA -abhangiger Anstieg der Mortalitét beobachtet werden
konnte, beschrankten sich die Untersuchungen der Kreuzungsexperimente auf Gelegegrofie und Be-
fruchtungsrate bei einer Belastung mit 2 und 20 pg/L DHEA.

[ belastete Weibchen x unbelastete Mannchen

belastete Mannchen nbelastete Weibchen -
= X ! Abb. 153: Durchschnittliche Gelege-

% 35 — ” grofRe des Medakas (Oryzias latipes)
2 30 nach lebendlanger kontinuierlicher
g 25 T o Belastung mit DHEA, Kreuzungsex-
© 20 T T T periment. Daten as Mittelwerte +
s 15 Standardabweichung aus 10 bzw. 2
E 10 5 Brutpaaren (3 Weibchen/2 Mannchen.
J 2 11 Signifikanzen nach Mann-Whitney U-
(&) T l

A

Test: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
DMSO 2 ug/L 20 pg/L
(0,01 %o) DHEA 0,001.

(1 belastete Weibchen x unbelastete Mannchen

O belastete Mannchen x unbelastete Weibchen Abb. 154 Befruchtungserfolg im

140 - Kreuzungsexperiment nach lebens-
g 120 _— e langer kontinuierlicher Belastung des
5 100 == T T Medakas (Oryzias |atipes) mit DHEA.
Y80 — — Daten als Mittelwerte + Standardab-
g 60 — Bl weichung aus 10 bzw. 2 Brutpaaren (3
2 40 L -1 Weibchen/2 Mannchen. Signifikanzen
@ 20 4 : nach Mann-Whitney U-Test: *p <

0 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

DMSO 2 pug/L 20 pg/L
(0,01 %) DHEA
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Sowohl die belasteten Weibchen a's auch die belasteten Mannchen zeigten im Kreuzungsexperiment
einen Anstieg der durchschnittlichen Gelegegrofie. Dieser Anstieg war bei den Paarungsgruppen aus
bel asteten Weichen mit unbel asteten Mannchen etwa 25 % hoher asin bei den belasteten Mannchen.
Aul¥erdem zeigten beide Paarungsgruppen eine erniedrigte Befruchtungsrate. Dabei war bel einer Paa-
rung belasteter Weibchen mit unbelasteten Mannchen nur nach Belastung mit 20 pg/L DHEA die Be-
fruchtungsrate signifikant erniedrigt, wéhrend bei den belasteten Mannchen bei beiden Konzentratio-

nen ein signifikanter Riickgang der Befruchtungsrate zu beobachten war (Abb. 153).

7.2.8 Nachweis der Vitellogenin-mRNA-Induktion in der Leber mannlicher Medakas nach
lebenslanger kontinuierlicher Belastung mit DHEA

Bei den mit DHEA belasteten Medakamannchen konnten anhand der Messung der Vitellogenin-
MRNA in der Leber keinerlei Unterschiede zu den Kontrollgruppen beobachtet werden.

Gegeniberliegende Seite

Abb. 146: Medaka (Oryzas latipes), Wasserkontrolle, 2: Die Oocyten waren von Primér (F 1)- und
Sekundéarfollikeln (F 11) umgeben, welche in der Peripherie angeordnet waren. 650 x

Abb. 147: Medaka (Oryzas latipes), 20 pg/lL DHEA, ¢: Bereits bei einer Belastung mit 20 pg/L
DHEA war vereinzelt ein signifikanter Riickgang der Primér- und Sekundérfollikel (F 1) zu beobach-
ten. Im Zentrum des Ovars konnten atretische Oocyten (O) beobachtet werden. 700 x

Abb. 148: Medaka (Oryzas latipes), Wasserkontrolle &: Die Hoden der Kontrollméannchen waren
von langgestreckter Gestalt und enthielten im Zentrum spermienerfiilite Bereiche. 500 x

Abb. 149: Medaka (Oryzas latipes), 100 ug/L DHEA, &: Im Langsschnitt zeigte sich der Tubulus
seminiferus als riesiger spermienerflliter Hohlraum. Sp = Spermien, SC | = Primére Spermatocyten,
SC 1l = Sekundére Spermatocyten, SG = Spermatogonien. 500 x

Abb. 150: Medaka (Oryzas latipes), 100 ug/L DHEA, g&: Tedtisova in starker Auspragung. Die
Ooacyten unterscheiden sich deutlich von den Spermatogonien durch die sie umgebende Schicht von
Follikelzellen. 750 x
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7.3.9 Ultrastrukturelle Untersuchung der Leber des Medakas (Oryzas latipes) nach lebendan-
ger, kontinuierlicher Belastung mit DHEA

Die Befunde der ultrastrukturellen Veréanderungen in der Leber der ménnlichen bzw. weiblichen Me-
dakas (Oryzias latipes) sind in den Tabellen 23 und 24 aufgelistet und semiquantitativ bewertet.

Wasserkontrollen

Sowohl ménnliche as auch weibliche Kontrolltiere zeigten eine klare intrazellulére Gliederung in das
den Kern, rauhes endoplasmatisches Retikulum (rER) und Organellen enthaltende zentral gelegene
Cytosplasma und peripher gelegene Speicherareale. Dabel waren bei den Weibchen die Glykogenspei-
cher merklich kleiner als bei den Ménnchen, wéhrend beide Geschlechter etwa tiber die gleiche Menge
Lipid verflgten. Die Lipidtropfen waren in kleinen Feldern in den Glykogenspeichern lokalisiert und
nicht in jedem Zellanschnitt zu finden.

Die Hepatocyten der Kontrollweibchen wiesen einen leicht unregelméaitigen Kernumriss auf. Die ver-
haltnisméaliig geringe Heterochromatinmenge war im wesentlichen um den prominenten Nucleolus und
in der Kernperipherie lokalisiert.

Das leicht fragmentierte rER erstreckte sich in Form von Stapeln aus bis zu 22 parallelen Zisternen oft

vom Zellkern bisin die Peripherie. Dilatierte Bereiche waren selten. Im rER verteilt lagen zahlreiche
Mitochondrien und weniger haufig auch Peroxisomen, welche jedoch keine auffallige Assoziation mit
den rER-Zisternen aufwiesen. Auch Lysosomen waren hdufig anzutreffen. Die Gallencanaliculi waren
regelmaikig mit einer myelinartigen Matrix angefullt, jedoch waren Myelinwirbel im Cytoplasma sel-
ten (Abb. 155). Dictyosomen waren selten und wiesen nur geringe Aktivitét auf.

Bei den mannlichen Kontrolltieren besal3en die Zellkerne einen etwas unregel maligeren Umriss und
einen weniger stark ausgepragten Nucleolus. Das nur geringflgig fragmentierte rER war nur in gerin-

gen Mengen vorhanden und zeigte kaum Stapel bildung (Abb. 156).

Gegeniberliegende Seite

Abb. 155: Medaka (Oryzas latipes), Wasserkontrolle, ¢; Die Hepatocyten zeigen eine deutliche
Trennung zwischen Cytoplasma und Glykogenspeichern. Das rER ist hier in Stapeln aus bis zu 15
teilweise leicht fragmentierten Zisternen organisiert. Der Golgi-Apparat zeigt eine verhdtnismaliig
geringe Aktivitdt. Ungewdhnlich sind bel dieser Zelle die eng mit der Kernmembran assoziierten Per-
oxisomen. 18.500 x

Abb. 156: Medaka (Oryzas latipes), Wasserkontrolle, &; Wahrend die Hepatocyten der Mannchen
eine grofRe Anzahl von relativ homogenen Mitochondrien und Peroxisomen aufweidt, ist die rER-
Menge gering. Auch die Dictyosomen zeigen nur geringe Aktivitét. 9.200 x

154



7. Life Cycle-Experiment DHEA

155



7. Life Cycle-Experiment DHEA

Tab. 23: Semiquantitative Anayse der ultrastrukturellen Verénderungen in der Leber weiblicher Me-

dakas (Oryzias latipes) nach Exposition gegentiber Dehydroepiandrosteron (DHEA)

Wasser DMSO DHEA
0,01 %0 100ng/L 2pug/l 20 ug/L 100 pg/L
Intrazellul&re Gliederung et T o e e
Parenchymheterogenitat +++ ++ ++ +H++ ++ e
Kern Regelméidige Form ++ ++ +/++ ++ ++[+++ [+
Heterochromatin ++ ++ ++[+++ ++ ++[+++
Nucleolus ++ +/++ ++ ++ ++/+++
Kondensierter Nucleolus - - -+ o+
Mitochondrien Menge ++ ++ ++ +++ +/++ +/++
Grofie +/++ +/++ +/++ +/++ +/++ +/++
Heterogenitét ++ ++ ++[+++ ++ ++ ++/+++
Assoziation mit rER + + H++ |+ o+ |+
Intramitoch. Granula [l * - - - -
Peroxisomen  Menge +  [HE |+ + [ o+
Grole ++ ++ ++ ++ ++ ++
reER Menge +++ 4+ A A A
Stapel A+ ++ +++ +++ |+
Para. Zisternen +++ +++ +++ +++ +++ +++
Fragmentierung + +++ |+ R
Dilatation + + +++ + H++
sER Menge * + +
Golgi Menge + +
Zisternen + +
Fenestrierung + T
Aktivitét + +
Lysosomen Menge absol ut ++
Primére Lysosomen +
Sekundér Lysosomen +
Myelin +
Autophagosomen -
»Myelin“ i. Gallencanal. ++
Lipid Menge ++
Lipidfelder +
Lokalisation im Glykogen ++
Glykogen Menge ++
Part. Entspeicherung +
Interzellularen geschlossen +++
Fremdzellen  Makrophagen +
- Merkmal fehlt [ richt auswertbar; zu groRer Unterschied
+ . selten zwischen den einzelnen Individuen
++  Merkmal deutlich ausgepragt [ ] leichter Unterschied zu den Kontrollen
+++  Merkmahl haufig bzw. sehr deutlich ausgepragt [ deutlicher Unterschied zu den Kontrollen

++++ Merkma Uberdurchschnittlich vorhanden bzw. ausgepragt
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Tab. 24: Semiquantitative Analyse der ultrastrukturellen Veranderungen in der Leber méannlicher
Medakas (Oryzas latipes) nach Exposition gegentiber Dehydroepiandrosteron (DHEA).

Wasser DMSO DHEA
001% 100ngL 2pglL 20pg/L 100 pg/L
Intrazellulére Gliederung +++ +++ +++ +++ +++
Parenchymheterogenitét + + +++ + + +
Kern Regelméidige Form +++ [+ +++ +++ ++[+++
Heterochromatin ++ ++ ++/+++ ++ ++/+++ ++
Kondensierter Nucleolus - - + - R
Nucleolus ++ [+ ++ ++ + [F
Mitochondrien Menge o+ A +++ [+
Grole ++ ++ ++ ++ ++ ++
Heterogenitét ke [ e e
Intramitoch. Granula - + - - e -
Assoziation mitdemrER  ++ ++ ++ ++ ++ ++
Erweiterte Cristae - S T
Peroxisomen Menge ++ ++ A+ A A A
Grote + + DT+ s
rER Menge + + +/++ +/++ + +
Stapel + +++ H++ |+ + +
Paral. Zisternen ++ A+ ++ ++ ++ ++
Fragmentierung + HA+ + o+
Dilatation - - - -
sER Menge + + + + + +
Golgi Menge + +++ +
Zisternen + +++ +
Fenestrierung + HEFr +
Aktivitat + +/++ +
Lysosomen Menge absol ut ++ ++
Primére Lysosomen + HEFr
Sekundére Lysosomen + + + + -
Myelin ~ s e
Vakuolen + + + + + +
,Myelin* in Gallencan. + + + + +
Lipid Menge + o+ o+ A +[++
Lipidfelder + +
Lage im Glykogen + + + + + +
Glykogen Menge +H+ A +++ +++ ++/+++
Part. Entspeicherung - - - A
Interzellularen geschlossen +HE +++ +++ [+
Fremdzellen  Makrophagen -+ HEE L+
- Merkmal fehlt I nicht auswertbar; zu groRer Unterschied
+ selten zwischen den einzelnen Individuen
++ Merkmal deutlich ausgepragt || leichter Unterschied zu den Kontrollen
+++  Merkmahl haufig bzw. sehr deutlich ausgepragt - deutlicher Unterschied zu den Kontrollen

++++ Merkmal Uberdurchschnittlich vorhanden bzw. ausgepragt
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Mitochondrien und Peroxisomen waren verhdltnismélig zahlreichen vorhanden. Die Mitochondrien
waren oftmals von einer einzelnen rER-Zisterne umgeben und wiesen damit eine deutliche Assoziati-
on mit dem rER auf. Lysosomen sowie Myelinwirbel kamen regelmél3ig vor. Wie bereits bel den
Weibchen war die Menge der Dictyosomen gering. Sie bestanden aus maximal 2 Zisternen und zeig-
ten kaum Aktivitét.

L ésungsmittelkontrolle (0,01 % DM SO)

Bei den mit 0,01%. DM SO belasteten Medakas konnten nur geringfligige Verénderungen gegeniiber
der Wasserkontrolle festgestellt werden. Bel beiden Geschlechtern konnte eine Abnahme der Lipid-
menge beobachtet werden. Dagegen war eine Abnahme der Glykogenmenge sowie eine leichte Ent-
speicherung der Glykogenareale nur bei den Ménnchen festzustellen. Die Dictyosomen zeigten sowohl
bei den Mannchen a's auch bei den Weibchen eine leichte Proliferation und Aktivitétszunahme.

Bei den Weibchen erschien durch das vereinzelte Auftreten von Autophagosomen das Parenchym
etwas heterogener. Wahrend die rER-Menge insgesamt etwas abnahm, erhohte sich der Fragmentie-
rungsgrad einzelner rER-Zisternen leicht. Die Interzellularen waren in manchen Bereichen des Leber-
parenchyms etwas erweitert.

Bei den Mannchen fiel eine verstérkte Organisation des rER in Form von parallelen Zisternen und
Stapeln auf, ohne dass eine auffdlige Mengenzunahme des rER stattgefunden hétte. Die Mitochondri-
enmenge war etwas geringer as bei den Wasserkontrollen, jedoch wiesen die Mitochondrien eine
etwas heterogene Form auf. Aullerdem konnten vereinzelt intramitochondrale Granula beobachten
werden.

Gegeniberliegende Seite

Abb. 157: Medaka (Oryzas latipes), DM SO-Kontrolle, ¢; Die rER-Menge nimmt insgesamt etwas
ab, statt dessen erhdht sich der Fragmentierungsgrad einzelner rER-Zisternen leicht. 12.000 x

Abb. 158: Medaka (Oryzas latipes), DM SO-Kontrolle, ¢; Die Dictyosomen zeigen eine leichte
Zunahme der Zisternenmenge sowie eine Aktivitétssteigergung. 21.000 x

Abb. 159: Medaka (Oryzas latipes), DM SO-Kontrolle, &; DasrER tritt stérker in Stapeln auf, ohne
dass eine auffallige Mengenzunahme des rER stattfindet. Die Mitochondrienmenge ist gegentiber den
Wasserkontrollen etwas verringert. 9.000 x

Abb. 160: Medaka (Oryzas latipes), DM SO-Kontrolle, &; Die Dictyosomen bestehen aus bis zu
vier, leicht fragmentierten Zisternen. Die Aktivitét ist gegentiber den Wasserkontrollen leicht erhoht.
28.500 x
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100 ng/L DHEA
Die Ultrastruktur der Hepatocyten der mit 100 ng/L. DHEA bel asteten Weibchen war insgesamt etwas

heterogener. Neben ovalen und runden Mitochondrienanschnitten konnten auch langgestreckte und
verzweigte Formen gefunden werden. Das rER war insgesamt ebenfalls sehr uneinheitlich. Die rER-
Zisternen lagen zwar weiterhin in parallelen Stapeln, jedoch wiesen sie eine deutliche Fragmentierung
und Dilatation auf (Abb. 161). Die Dictyosomen bestanden aus maximal drei deutlich fragmentierten
parallelen Zisternen und wiesen haufig eine stark ausgepragte Aktivitét auf. Lysosomale Elemente
waren haufig. Gelegentlich waren Autophagosomen (Abb. 162) zu beobachten.

Auch bei den Mannchen war die Parenchymheterogenitét durch das verstérkte Auftreten von Makro-
phagen und leicht erweiterten Interzellularen etwas erhoht ( Abb. 163). Der Nucleolus vieler Zellen
war sehr dunkel und wirkte kondensiert. Die Mitochondrien waren sehr heterogen und wiesen kurze
ungeordnete Cristae auf, welche leicht dilatiert erschienen (Abb. 164). Die Dictyosomen waren durch
eine verstarkte Fragmentierung der Zisternen sowie durch einen leichten Anstieg der Aktivitét ge-
kennzeichnet. Die Lipidspeicher gingen deutlich zurtick. Sie waren nur noch in Form kleiner, in Fel-

dern organisierter Tropfchen vorhanden.

2 ug/L DHEA
Die Hepatocyten der M edakaweibchen machten bei dieser Konzentration einen sehr geordneten Ein-

druck. DasrER lag in wohlgeordneten Stapeln vor allemin der Zellperipherie. Dabei wiesen die rER-
Zisternen kaum fragmentierte oder dilatierte Bereiche auf. Die dichten Glykogenspeicher waren deut-

lich vom Cytoplasma abgegrenzt (Abb. 165), Lipidspeicher waren kaum vorhanden.

Gegenuberliegende ite

Abb. 161: Medaka (Oryzas latipes), 100 ng/lL DHEA, ¢; Die rER-Zisternen weisen eine deutliche
Fragmentierung und Dilatation auf. Die Dictyosomen bestehen aus maximal drei deutlich fragmen-
tierten parallelen Zisternen und zeigen eine ausgeprégte Aktivitét. 5.500 x

Abb. 162: Medaka (Oryzas latipes), 100 ng/L DHEA, ?; Autophagosom mit ausgeprégten Lysoso-
men. Eine klare intrazelluldre Gliederung ist nicht vorhanden. 21.000 x

Abb. 163: Medaka (Oryzas latipes), 100 ng/L DHEA, ¢&; Die Parenchymheterogenitét ist durch das
verstérkte Auftreten von Makrophagen und leicht erweiterten Interzellularen leicht erhoht. 5.400 x
Abb. 164: Medaka (Oryzas latipes), 100 ng/L DHEA, g'; Der Nucleolus wirkt kondensiert. Die hete-
rogenen Mitochondrien weisen kurze ungeordnete Cristae auf, welche leicht dilatiert erscheinen. Die
Dictyosomen sind etwas fragmentiert und die Aktivitédt ist leicht erhoht. Die Lipidspeicher sind nur
noch in Form kleiner in Feldern organisierter Trépfchen vorhanden. 8.500 x
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Die Mitochondrienmenge war gegentber den Wasserkontrollen etwas verringert, eine Assoziation mit
dem rER war augenfallig. Die Dictyosomenmenge war etwas erhoht, die Golgifelder bestanden aus bis
zu funf leicht fragmentierten Zisternen und zeigten e ne deutliche Aktivitdtszunahme.

Die Hepatocyten der mannlichen Medakas zeigten aufgrund der sehr unregel méfiigen Glykogenspei-

cher eine leichte Abnahme der intrazelluléren Gliederung. Wie bereits bei den Weibchen war auch
hier ein deutliche Abnahme der Lipidmenge zu beobachten (Abb. 166). Auch die mit 2 ug/L DHEA
bel asteten M annchen zeigten sowohl eine Zunahme der Mitochondrienheterogenitét als auch das A uf-
treten erweiterter Cristae. Das rER war in Stapeln von bis zu 7 parallelen Zisternen anzutreffen. Die

Dictyosomenmenge war erhoht.

20 pg/L DHEA
Bei einer Belastung mit 20 pg/L DHEA konnte erstmals eine leichte K ondensation des Nucleolus bei

den Weibchen beobachtet werden (Abb. 167). Der Zellkern verfligte Uber einen mehr oder weniger
regelméRigen Umriss. Dariiber hinaus zeigten die Hepatocyten haufig glykogenhaltige stark konden-

sierte Bereiche (Glykogenosomen).

Gegenuberliegende ite

Abb. 165: Medaka (Oryzas latipes), 2 ug/L DHEA, ?; Die Hepatocyten zeigen eine klare intrazel-
luldre Gliederung. Die rER-Zisternen weisen kaum fragmentierte oder dilatierte Bereiche auf. Li-
pidspeicher sind selten. Die Mitochondrienmenge ist gegeniiber den Wasserkontrollen etwas verrin-
gert, eine Assoziation mit dem rER ist augenfélig vorhanden. Die Dictyosomenmenge ist ebenso wie
die Aktivitét etwas erhoht. 7.100 x

Abb. 166: Medaka (Oryzas latipes), 2 ug/L DHEA, &; Die Mitochondrienheterogenitdt nimmt zu.
Aulerdem ist das Auftreten erweiterter Cristae zu beobachten. Das rER liegt in Stapeln von bis zu 7
paralelen Zisternen Uberwiegend im perinucledren Raum. Die Menge der Dictyosomen ist erhoht.
7.000 x

Abb. 167: Medaka (Oryzas latipes), 20 pg/L DHEA, ?; Der Zellkern verflgt Uber regelméfiigen
Umriss und einen leicht kondensierten Nucleolus. Dartiber hinaus sind haufig glykogenhaltige stark
kondensierte Bereiche zu beobachten (Pfeile). Die rER-Menge ist mit der Losungsmittelkontrolle ver-
gleichbar, die Zisternen weisen jedoch eine starke Fragmentierung sowie einige dilatierte Bereiche
auf. Lipid- und Glykogenmenge ist verringert. Die Glykogenspeicher sind teilweise entspeichert.
9.000 x

Abb. 168: Medaka (Oryzas latipes), 20 pg/L DHEA, &; Die Heterochromatinmenge nimmt leicht
Zu, aulRerdem ist eine beginnende Kondensation des Nuceolus zu beobachten. Die Mitochondrienmen-
ge ist gegentber den Wasserkontrollen klar verringert, die Heterogenitét der Mitochondrien nimmt
dagegen zu. Intramitochondrale Granula sowie erweiterte Cristae kommen regelmaidig vor . Die Zi-
sternen des rER sowie des Golgi-Apparates weisen eine verstirkte Fragmentierung auf. Aullerdem
sind die rER-Zisternen teilweise dilatiert. 9.200 x
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Die rER-Menge war, wie auch schon bei einer Belastung mit 100 ng/L DHEA, mit der Ldsungsmittel-
kontrolle vergleichbar; die Zisternen waren jedoch wesentlich stérker fragmentiert und wiesen aul3er-
dem einige dilatierte Bereiche auf. Der Golgi-Apparat war mit der Wasserkontrolle vergleichbar, je-
doch zeigten die Zisternen haufiger ein deutliche Fragmentierung. Lipid- und Glykogenmenge waren
verringert. AulRerdem wiesen die Glykogenspeicher haufig eine partielle Entspeicherung auf.

Bei den mannlichen Hepatocyten zeigte der Zellkern eine leichte Zunahme der Heterochromatinmenge

sowie eine beginnende K ondensation des Nuceolus (Abb. 168). Die Mitochondrienmenge war gegen-
Uber den Wasserkontrollen klar verringert, die Heterogenitédt der Mitochondrien nahm dagegen zu.
Intramitochondrale Granula sowie erweiterte Cristae kamen regelméiig vor. Die Zisternen desrER
sowie des Golgi-Apparates wiesen eine verstarkte Fragmentierung auf. Dazu waren die rER-Zisternen

teilweise dilatiert.

100 pg/L DHEA
Wahrend die durch eine Belastung mit DHEA hervorgerufenen Modifikationen bisher as weitgehend

adaptiv zu bezeichnen waren, konnten bei einer Exposition gegeniiber 100 pg/L DHEA zwar nur we-
nige, jedoch as pathologisch zu wertende V erdnderungen beobachtet werden.

Die Kerne weiblicher Hepatocyten besalien einen regelméfligen Umriss und auffalig wenig Hetero-
chromatin. Der Nucleoluswar deutlich kondensiert (Abb. 169). Die Mitochondrienmenge war klar
verringert, dagegen nahm die Heterogenitét zu. Die rER-Zisternen zeigten eine oftmals schwerwie-
gende Dilatation und starke Fragmentierung. Auch die Zisternen des Golgi-A pparates waren haufig
fenestriert und leicht dilatiert.

Auch die Zellkerne der mannlichen V ersuchstiere wiesen einen stark kondensierten Nucleolus auf. Die
auffélligste Veranderung stellte jedoch die starke Proliferation der Peroxisomen dar (Abb. 170). Dabei
Ubertraf die Peroxisomenmenge die der Mitochondrien um etwa s,

Gegenuberliegende ite

Abb. 169: Medaka (Oryzas latipes), 100 pug/L DHEA, ¢; Die Kerne weiblicher Hepatocyten verfi-
gen Uber auffallig wenig Heterochromatin und einen deutlich kondensierten Nucleolus. Die Mitochon-
drienmenge ist verringert, dagegen nimmt die Heterogenitét zu. Die rER-Zisternen zeigen eine oftmals
schwerwiegende Dilatation und starke Fragmentierung. Auch die Zisternen des Golgi-Apparates wa
ren haufig fenestriert und leicht dilatiert. 15.000 x

Abb. 170: Medaka (Oryzas latipes), 100 ug/L DHEA, &; Auch die Zellkerne der méannlichen Ver-
suchstiere weisen einen stark kondensierten Nucleolus auf. Die auffélligste Verénderung stellte jedoch
die starke Proliferation der Peroxisomen dar. Die Peroxisomenmenge Ubersteigt dabei die der Mito-
chondrien um etwa /5. 21.000 x
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7.3 Diskussion

Im Zuge der chronischen Belastung des Medakas mit Dehydroepiandrosteron (DHEA) konnte eine
Vielzahl unterschiedlicher Veranderungen beobachtet werden. Das Fehlen eines signifikanten Unter-
schieds in der Gesamtmortalitét der F- und F,-Generation zeigt das geringe toxische Potential von
DHEA auf friihe Entwicklungsstadien des Medakas. Die ungewdhnlich hohe Mortalitét bei einer Bela-
stung mit 100 ng/L ist dabei wohl eher auf eine DHEA-unabhangige Kontamination der Eier mit Mi-
kroorganismen zuriickzuf ihren.

Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass eine DHEA-Belastung negativ mit dem Wachstum, ins-
besondere mit dem Gewicht korreliert ist (Gordon et a. 1987, Mclntosh et al. 1993). Deswegen wird
die Substanz auch als Mittel gegen Fettleibigkeit (Adipositas) verwendet (Bernadier et al. 1993, Clea
ry 1990). Auch bei Regenbogenforellen konnte ein verringertes Korpergewicht nach oraler Admini-
stration von DHEA beobachtet werden (Orner et a. 1995, 1998). Im vorliegenden Experiment war
eine signifikante Verringerung des Wachstums allerdings erst bei einer Belastung mit 100 pg/L DHEA
festzustellen. Das tatséchliche Gewicht der Weibchen ab Konzentrationen = 2 pg/L DHEA sind durch
die beobachtete Hypertrophie der Ovarien maskiert und wére wahrscheinlich ohne die Verénderungen
in den Ovarien wesentlich niedriger als das gemessene. Im Gegensatz dazu scheint DHEA auf das
Wachstum und die Gewichtszunahme des Medakas bis zu einer Konzentration von 20 pg/L eher eine
fordernde Wirkung zu besitzen.

Die Exposition gegeniber DHEA verursachte eine deutliche Vermannlichung der Testfische. Dies
erscheint nicht weiter verwunderlich, daes sich bel DHEA um eine Vorstufe von Testosteron handelt
und diese Substanz auch in der Literatur als schwaches Androgen gewertet wird (Dehennin et a.
1998). Paradox wird dieses Ergebnis jedoch durch den Umstand, dass bei Regenbogenforellen nach
DHEA-Gabe der Vitellogeningehalt im Plasma anstieg (Orner et al. 1996, Shilling et a. 1999), was
auf eine Verweiblichung hindeuten wirde. Eine solche Vitellogenininduktion konnte beim Medaka
jedoch nicht nachgewiesen werden, da bei den mannlichen Versuchsfischen kein Anstieg des Vitello-
genin-mRNA-Gehalts in der Leber beobachtet werden konnte. Die Annahme einer androgenen Wir-
kung von DHEA auf den Medaka findet ein weiteres Argument in der starken Hypertrophie des Ho-
dens, sowie der erhthten Spermienproduktion. Da die Spermienpoduktion und - reifung durch Testo-
steron und FSH (=Follikelstimulierendes Hormon)-aktiviert wird (Geneser 1990), wirde ein erhchter
Testosteronspiegel in einer erhthten Spermienproduktion resultieren. Den Hinweisen auf eine andro-
gene Wirkung von DHEA steht die Zunahme der durchschnittlichen und maximalen Gelegegrof3e bei
den Weibchen sowie die Abnahme des Befruchtungserfol gs gegeniiber.

Im Rahmen der Kreuzungsexperimente konnte gezeigt werden, dass sowohl die Paarungsgruppe mit
belastete Mannchen wie auch jene mit belasteten Weibchen einen signifikanten Anstieg der Gelege-
grofe gegenuiber der DM SO-Kontrolle zeigten. Allerdings war die Gelegegrof3e der Kreuzungsgrup-
pen aus belasteten Mannchen und unbelasteten Weibchen deutlich kleiner als bei der Gruppe aus bela-
steten Weibchen und unbelasteten Ménnchen. Eine Erklarung fir den Anstieg der Gelegegrofie bei den
belasteten M&nnchen kann eigentlich nur in einer gesteigerten sexuellen Aktivité der Mannchen lie-
gen, welche einen entscheidenden Einflufd auf die Laichstimulation der Weibchen hat (Scholz & Gut-
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zeit 2000). Im Gegensatz dazu scheint die DHEA-Belastung bei weiblichen Medakas tatsichlich eine
proliferatorische Wirkung auszutiben. In Untersuchungen bei Saugern konnten zwar keine Hypertro-
phie der Ovarien beobachtet werden, jedoch traten regelméfdig atretische Follikel (Familiari et al.
1985, Lee et a. 1991) sowie Stérungen des Menstruationszyklus auf, welche in manchen Féllen zu
einer verminderten Fruchtbarkeit oder zur Unfruchtbarkeit fihrte (Gotz et al. 1983, Kowalzki &
Chatterton 1992). Diese Beobachtung stimmt mit den vorliegenden Ergebnissen tberein, da bei den
belasteten Weibchen sich bel einer Exposition gegeniiber 20 pg/L DHEA eine signifikante Abnahme
der Befruchtungsrate zeigte, was wahrscheinlich einem Rlckgang der Eiqualitét zurlickzufihren ist.
Darlber hinaus konnten Kowalzki & Chatterton (1992) beim Menschen einen erhdhten FSH Serum-
gehalt unter Belastung mit DHEA beobachten, wadhrend der Serumgehalt an LH (Luteinisierendes
Hormon) zuriickging. FSH stimuliert und reguliert die Reifung der Eifollikel, was, diesen Effekt beim
Medaka unter Belastung mit DHEA vorausgesetzt, ein Grund fir den bis zu einer Belastung mit 20
po/L DHEA auftretenden Anstieg der Gelegegrofie erkldren konnte.

Bei den belasteten Mannchen war ab einer Konzentration von 2 pg/L DHEA ein signifikanter Rick-
gang des Befruchtungserfolges zu verzeichnen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Méannchen trotz
einer gesteigerten Spermienproduktion weniger erfolgreich bei der Eibefruchtung waren als die Kon-
trollgruppen. Dies kann moglicherweise als Ausdruck eines gesteigerten aggressiven Sexualverhaltens
sein, welches insbesondere bei den mit 100 pg/L DHEA belasteten Mannchen beobachtet werden
konnte.

Anhand der ultrastrukturellen Untersuchung der gegentiber DHEA exponierten Medakas konnten kei-
nerlei Korrelationen zu den Untersuchungen von Orner et al. (1996) an Regenbogenforellen hergestel It
werden. Eine Zunahme des rER, bel Orner et a. (1996) als Zeichen einer Induktion der Vitellogenese
gesehen, konnte in der vorliegenden Untersuchung nur bei den mit 20 pg/L DHEA belasteten Meda-
kaweibchen beobachtet werden. Auffallig war dagegen bei beiden Geschlechtern die dosisabhangige
Fragmentierung und Dilatation der rER-Zisternen, welche bel den Weibchen gleichzeitig mit einer
Abnahme der Dictyosomenaktivitét und einer verstérkten Fenestrierung der Golgi-Zisternen auftrat.
Diese Veranderungen kdnnen zusammen als Hinweis auf eine Stérung des Vesikeltransfers zwischen
rER und Golgi-Apparat gewertet werden, bei dem die vom rER gebildeten Proteine durch die Dictyo-
somen nicht mehr aufgenommen und weiterverarbeitet werden kénnen (Ghadiali 1982). Die ver-
stérkte Heterogenitét der Mitochondrien weist auf einen erhéhten Energiebedarf der Zellen hin, wel-
che durch die VergroRerung der aktiven Membranflache kompensiert wird (Braunbeck 1991). Bei den
Weibchen war zusétzlich ein leichter Riickgang der Mitochondrienmenge zu beobachten. Da die Fusi-
on von rER-Vesikeln und Golgi-Zisternen ein ATP verbrauchender Prozessist, wére es auch moglich,
dass diese Energie aufgrund der Verdnderungen an den Mitochondrien nicht mehr bereitgestellt wer-
den kann (Braunbeck et d. 1992). Die starke Kondensation der Nucleoli weist auf eine schwerwiegen-
de Inaktivierung der rRNA hin und steht somit in unmittelbarem Zusammenhang mit einer Reduktion
der Proteinbiosynthese (Nagel 1980, Ghadialli 1982). Die Verénderungen in der Leber weiblicher
Medakas nach Exposition gegeniiber DHEA konnten eine Erkldrung fir eine Verringerung der Be-
fruchtungsrate aufgrund einer verringerten Eiqualitét geben. Die Inaktivierung der Proteinsynthese in
der Leber l&sst u. a auf eine verringerte Vitellogeninproduktion und damit auf eine schlechtere Ver-
sorgung der Eier mit Dotterstoffen schlief3en (Braunbeck 1992).
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Wahrend bei den Weibchen die Menge der Peroxisomen gegentiber den Kontrollen unverandert blieb,
konnte bei den Mannchen eine dosisabhangige Zunahme der Peroxisomenmenge beobachtet werden.
Wie bereits erwdhnt, wird eine DHEA-Belastung in vielen Saugetierstudien mit einer Peroxisomen-
proliferation in Zusammenhang gebracht (Bellei et al. 1992, Gonzalez 1997, Rao et al. 1992, Waxman
1996). Dagegen konnte bei Regenbogenforellen nach oraler Administration von DHEA keine Zunah-
me der Peroxisomenmenge beobachtet werden (Orner et a. 1995, 1998). Hier zeigt sich deutlich, dass
unterschiedliche Fischarten offensichtlich sehr unterschiedlich auf eine Belastung mit DHEA reagie-
ren. Der Grund dafur, dass eine Peroxisomenproliferation nur bei den Mannchen beobachtet werden
konnte, konnte in der durch das Enzym 3[3-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (33-HSD) vermittelten
Gleichgewichtsreaktion zwischen DHEA und Testosteron begriindet liegen. Da bei den Weibchen
Uber die Aromataseaktivitét stets Testosteron weiterverarbeitet wird, liegt das Gleichgewicht ganz auf
der Seite des Testosterons. Anders bei den Méannchen, bei denen Testosteron in der Regel nicht weiter
metabolisiert wird, woraus moglicherweise ein erhthter DHEA-Spiegel resultiert.

Die Untersuchung der Wirkungen von DHEA auf den Medaka in Rahmen eines Life Cycle-
Experiments haben eine Vielzahl reproduktionsrel evanter sowie cytologischer Beeintéchtigungen ge-
zeigt. Es gibt viele Hinweise, dass gerade diese Steroidvorstufe in unterschiedlichen Organismen ganz
verschiedene Effekte bewirkt. Insgesamt scheinen die in der vorliegenden Studie verursachten Effekte
aus einem durch DHEA verursachten starken Ungleichgewicht der einzelnen Hormone zueinander zu
resultieren, welches sich in vielerlei reproduktionsrelevanten Veranderungen manifestiert und somit
die potentielle Geféhrdung der aquatischen Umwelt durch eine Belastung mit DHEA demonstriert.
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8. Abschlussdiskussion

8.1 Vergleich der ultrastrukturellen Veranderungen in der Leber nach
Belastung mit Nonylphenol bel unter schiedlichen Fischarten

Tab. 25: Veranderungen in der Ultrastruktur der Leber nach Belastung mit Nonylphenol bei drei un-
terschiedlichen Fischarten. Angaben als geringste Konzentration (ug/L), bei der das Merkmal zum
ersten Mal auftrat.

Forellen Medaka Karpfen
Juvenil Adult Adult juvenil

Intrazellulare Gliederung~ [NNECINNNNNETEN  EN

Parenchymheterogenitét 10 > 10 10 50 >2 15

Heterochromatin >2 20

Menge Mitochondrien
Heterogenitéat Mitochondrien >1 10 >1 =2 15
Erweliterte Cristae =2

Menge Peroxisomen >1 10

Menge rER =1
Stapel rER 10
Para. Zisternen

Fragmentierung >1
Dilatation

Menge sER

Anzahl der Dictyosomen >1
Zisternen 10
Fenestrierung 10

Aktivitét Golgi-Apparat >1 10

Menge Lysosomen =1
Autophagosomen 10
Vakuolen

Menge Lipid
Lage im Glykogen

Menge Glykogen
Part. Entspeicherung 21

M akrophagen 10

* keine Differenzierung nach Geschlecht mdglich

Zunahme, verstarkte Auspragung des Merkmals

Abnahme, weniger starke Auspragung des Merkmals

Artspezifische Reaktionen auf Schadstoffbelastung fanden auf cytologischer Ebene bisher nur in we-
nigen Untersuchungen Beachtung (Arnold et al. 1995, Arnold & Braunbeck 1993, Braunbeck 1994,
Braunbeck et al. 1990c, 1992a,). Dabel legt die Heterogenitét der Fischarten untereinander die Ver-
mutung nahe, dass verschiedene Fischarten unterschiedlich auf eine Belastung mit Xenodstrogenen
reagieren (Monteverdi & Di Giulio 1999). Braunbeck et a. (1992) zeigten, dass ein wesentliches
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Merkmal der Reaktion von Hepatocyten auf die Einwirkung toxischer Chemikalien neben der Ge-
schlechtsspezifitét (Braunbeck et a. 1989) die Artspezifitét ist, die sich sowohl qualitativ in cytopa
thologischen Merkmalen als auch quantitativ in der Empfindlichkeit der Reaktion &uf3ert. Darlber
hinaus ist die Reaktion auf Schadstoffe auch von Faktoren wie Alter, Stand im Laichzyklus, Tempe-
ratur, und Erndhrungszustand abhangig (Braunbeck 1992, Cough 1975, Hellawell 1986, Mantovani et
al. 1999, Sprague 1985, Storch et a. 1984a, b).

Aufgrund dieser Annahmen erscheint ein Artvergleich der Reaktion auf Nonylphenol und 170-
Ethinylestradiol sinnvoll fir eine Abschatzung des Gefahrdungspotentials dieser Substanzen.

Eine Belastung mit unterschiedlichen Konzentrationen von Nonylphenol resultierte in zahlreichen
ultrastrukturellen Verdnderungen der Leber der untersuchten Fischarten (Tab. 25). Es falt auf, dass
beide Geschlechter einer Versuchsgruppe, wenn nach Geschlecht differenziert werden konnte, in ihrer
Reaktion einheitlicher waren a's die Versuchsgruppen untereinander. Ein Vergleich der juvenilen und
adulten Forellen machte deutlich, dass die adulten Forellen mit wesentlich mehr veranderten Merk-
malen auf eine Exposition gegentiber Nonylphenol reagierten als die Juvenilen. Auch im Vergleich
zwischen Mannchen und Weibchen zeigten die adulten Forellen die grofiten Unterschiede, da bei den
Weibchen wesentlich mehr unspezifische Verénderungen zu beobachten waren als bei den Ménnchen.

Die einheitlichste Verdnderung war bei allen Versuchsgruppen eine Proliferation des Proteinsynthese-
apparats. Eine Mengenzunahme des rER sowie eine starkere Organisation in paralelen Zisternen war
in allen Gruppen ebenso zu beobachten wie eine Zunahme der Dictyosomenaktivitét. Diese Verande-
rungen werden in zahlreichen Untersuchungen als Zeichen einer Induktion der Vitellogenese gewertet
(Bun Ng et al. 1984, Herman & Kinclaid 1988, Peute et al. 1978, 1985, Pipan et al. 1990). Diese Ver-
anderungen zusammen mit der bei fast allen Versuchsgruppen auftretenden Zunahme der Mitochon-
drienheterogenitét als Mal3nahme zur VergrofRerung der Membranfléache zur Energiegewinnung kon-
nen als adaptive Prozesse einer erhdhten Proteinsynthese gewertet werden. Im Gegensatz dazu war die
bei den adulten Forellen und den juvenilen Karpfen beobachtete Dilatation der rER-Zisternen a's de-
generatives Merkmal zu betrachten.

Eine weitere artspezifische Auffaligkeit war die Beobachtung, dass bei méannlichen und weiblichen
Medakas auf3er einer Aktivitdtszunahme keine Veranderungen an den Dictyosomen stattfanden. Auch
sonst erwies sich der Medaka in vidlerlei Hinsicht als die Fischart, welche von einer Exposition ge-
geniiber Nonylphenol bezlglich der ultrastrukturellen Verdnderungen am wenigsten betroffen war.
Eine Abstufung der artspezifischen Empfindlichkeit auf die Exposition gegeniiber Nonylphenol an-
hand der Ergebnisse zeigte, dass adulte laichbereite Forellen am stérksten von einer Exposition gegen-
Uber Nonylphenol betroffen waren, gefolgt von den juvenilen Forellen und den juvenilen Karpfen,
wahrend der Medaka am unempfindlichsten reagierte. Ein Grund fir die relative Unempfindlichkeit
des Medakas kdnnte seine hthere metabolische Kapazitét aufgrund seiner Haltung im Warmwasser
sein.
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8.2 Cytopathologischen Veranderungen nach Belastung mit Ostrogenen bei unter-
schiedlichen Fischarten

Im Gegensatz zu einer Belastung mit Nonylphenol traten die durch Ethinylestradiol (EE2) induzierten
Veranderungen am stérksten bei den adulten Forellenméannchen auf. Insgesamt sind die durch EE2
verursachten Effekte im Vergleich zwischen den einzelnen Versuchsgruppen wesentlich uneinheitli-
cher. Als Veranderungen im Proteinsyntheseapparat konnte in allen Gruppen eine Zunahme der dila-
tierten rER-Zisternen sowie eine Zunahme der Dictyosomenmenge und der Aktivitdt des Golgi-
Apparates beobachtet werden. Anhand der Ubrigen Verénderungen ergab sich kein einheitliches Bild
einer endokrinen Belastung. In der Literatur werden neben einer Proliferation des rER und Golgi-
Apparates ein Rickgang der Glykogenspeicher sowie eine verstéarkte Lipidansammlung in den Hepa-
tocyten a's Folge einer endokrinen Belastung bzw. einer einsetzenden Vitellogenese in der Leber ge-
nannt (Bun Ng et a. 1984, Herman & Kinclaid 1988, Nicolls 1968, Peute et al. 1978, 1985, Weiss
1972). Diese Veraénderungen konnten in keiner der V ersuchsgruppen beobachtet werden.

8.3 Vergleich der Ultrastruktur der Leber des M edakas (Oryziaslatipes) nach Exposition
gegentber Nonylphenol bzw. Octylphenol

Ein Vergleich zwischen einer Belastung mit Octylphenol und Nonylphenol zeigte wie auch schon bei
den Versuchen mit Forellen und Karpfen ein einheitlicheres Bild innerhalb einer Expositionsgruppe
als zwischen den beiden Schadstoffen. Beiden Versuchsgruppen gemein war eine Zunahme der rER-
Menge sowie eine Aktivitdtssteigerung des Golgi-Apparats. Diese Verénderung konnte auch bel
weiblichen Zebrabarblingen wahrend des Laichzyklus beobachtet werden (Peute et al. 1978) und stellt
nach Munn (1974) einen Hinweis auf eine verénderte metabolische Aktivitat aufgrund der Induktion
der Vitellogenese dar. Ein ausschliefdlich bei Octylphenol zu beobachtender Effekt war die leichte
Zunahme der sER-Menge. Eine Proliferation des glatten endoplasmatischen Reticulums signalisiert
eine Induktion von Biotransformations- bzw. Detoxifikationsprozessen (Braunbeck et al. 1989, 1990a,
Hacking et al. 1978, Hinton et al. 1978, Klauning et al. 1979) und 183 auf eine leicht toxische Wir-
kung von Octylphenol schlief3en.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse kann Octylphenol im Vergleich zu Nonylphenol ds das Alkyl-
phenol mit der héheren endokrinen Potenz (stérkere Effekte im Proteinsyntheseapparat) sowie als die
Substanz mit dem héheren toxischen Potential angesehen werden. Dieses Ergebnis findet seine Ent-
sprechung in zahlreichen Untersuchungen, in denen Octylphenol unter den Alkylphenolen als der po-
tenteste Vertreter der Alkylphenole angesehen wird (Gray et a. 1997, Gronen et a. 1999, Jobling et
a. 1996, White et al. 1994). Als Grund fir die hthere dstrogene Potenz von Octylphenol sehen Ray-
choudhury et a. (1999) den Umstand, das Octylphenol nur aus einem Gemisch von 2 Isomeren be-
steht, wahrend es beim Nonylphenol 22 Isomere mit unterschiedlichem 6strogenem Potential sind
(Wheeler et a. 1997).
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Tab. 26: Semiquantitative Analyse der ultrastrukturellen Verdnderungen in der Leber mannlicher und
weiblicher Medakas (Oryzias latipes, F;) nach Exposition gegentiber Octylphenol bzw. Nonylphenal.
Werte a's niedrigste Effektkonzentration.

Weibchen Mannchen
Octylphenol Nonylphenol Octylphenol Nonylphenol
Intrazellulére Gliederung 22 50
Parenchymheterogenitéat 22 =22 50
Zellkern Regelméfdige Kernform 50 50
Zentrale Lage Kern >20 =220
Heterochromatin >2
Grof3e Nucleolus 50
Mitochondrien Erwelterte Cristae >20 >2
Heterogenitét >2 >2
Intramitoch. Granula >2
Peroxisomen Grof3e 50 50
rEr Menge =2 =2
Stapel >2 >2
Paral. Zisternen >2 >2
Fragmentierung 50 =20 50 =2
Dilatation >2
sER Menge 50 >2 50
Golgi Menge >20 50
Zisternen 50
Fenestrierung 50
Aktivitat 50 =22 50
Myelin =20
»My€lin“ in Gallencan. 50 >2 50
Lipid Menge =20
Lage im Glykogen =20 50 >2
Glykogen Menge 22
Part. Entspeicherung 50
Interzellularen Geschlossen >2
Fremdzellen Makrophagen >2

[ ] Zunahme, verstarkte Auspragung des Merkmals
[ ] Abnahme, weniger starke Auspragung des Merkmals

8.4 Vergleich der Veranderungen beim Medaka (Oryzias latipes) nach Exposition ge-
genuiber Nonylphenol, Octylphenol, Dehydroepiandrosteron (DHEA) bzw. 17(3-
Estradiol im Life Cycle-Experiment

Ein Vergleich der reproduktionsrel evanten Parameter zwischen den einzelnen Life Cycle-
Experimenten stellt eine gute Mdglichkeit zur Abschdtzung popul ationsrelevanter Einschrénkungen
durch die gewahlten Substanzen dar.

Anhand eines direkten Vergleichs der gegentiber Octylphenol und Nonylphenol exponierten Medakas
war eine deutliche Zunahme der Larvamortalitat in der F;- und F,-Generation zu beobachten, welche
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bei Belastung mit Octylphenol jedoch wesentlich friher auftrat (Tab. 27). Ebenso verhielt es sich mit
der Befruchtungsrate. Andere Parameter, wie die Verschiebung des Geschlechterverhatnisses und das
Auftreten von Zwittergonaden, waren bei beiden Substanzen durchaus vergleichbar. Insgesamt konnte
anhand der vorliegenden Daten gezeigt werden, das der Medaka auf Octylphenol etwa um den Faktor
10 empfindlicher reagierte a's auf Nonylphenol. Die Veranderungen der Positivkontrolle mit 100 ng/L
17@-Estradiol entsprachen den durch die Belastung mit Alkylphenolen hervorgerufenen, zeigten je-
doch in den meisten Féllen eine stérkere Auspragung.

Tab. 27: Vergleich der Veranderungen nach Exposition gegentiber Nonylphenol, Octylphenol, DHEA
und 1713-Estradiol beim Medaka im Life Cycle-Experiment.

1783-
Nonylphenol Octylphenol  DHEA Estradiol

Test-Konzentrationen (ug/L) 0,2, 20,50 0, 2, 20,50 0,012, 0,1

T T 20, 100 '
Gener ationen unter Belastung F, Fz, teil- F, teilweise F, teilwei- F, Fz, teil-

weise F; F ek weise F3
Embryonal- und Larvalphase (F,)
Erhohte Sterblichkeit 50 2 2 +
Teratogenitat (Skoliosen, Odeme, etc.) 50 2 - +
Laichblockade - - 20 -
Adulte, aktiv reproduzierende Fische (F,)
Verandertes Verhaten - - - -
Veranderungen in Anzahl und Qualitét der Eier 2 (Nma) ¢ 21 011 l
Verringerte Befruchtungsrate 20 2 2 +
Verschiebungen im Geschlechterverhdtnis 2 2 2 +
Mifbildungen (z.B. Skoliosen) - - - -
Erhohte Sterblichkeit bis zur Geschlechtsreife 50 50 - +
Embryonal- und Larvalphase (F,)
Erhohte Sterblichkeit 20 2 2 +
Teratogenitat (Skoliosen, Odeme, etc.) 20 2 2 +
Adulte, aktiv reproduzierende Fische (F»)
Veréndertes Verhalten - k. A. k. A. -
Veranderungen in Anzahl und Qualitét der Eier 2 (Nax) k. A. k. A. +
Verringerte Befruchtungsrate 2 k. A. k. A. +
Verschiebungen im Geschlechterverhdtnis 20 k. A. k. A. +
MiRbildungen (z.B. Skoliosen) - k. A. k. A. -
Erhohte Sterblichkeit bis zur Geschlechtsreife 50 k. A. k. A. +
Histologische Veranderungen (Fy)
Verénderungen in der Hodenstruktur - 2 2 -
Pathol ogische Veranderungen in Ovarien (Athresie) - 20 2 +
Zwittergonaden 2 2 2 +
Veréndertes Verhdltnis der Eireifungsstadien - 20 2 -
Verénderungen in der Leberultrastruktur 2 2 0.1 +

Nmax = Maximale GelegegroRe: 1 = Zunahme; | = Abnahme, k. A.: keine Angaben

Im Gegensatz dazu konnte beim Medakaim Life Cycle-Experiment mit DHEA im wesentlichen eine

androgene bzw. antiéstrogene Wirkung nachgewiesen werden. Die schwerwiegendsten Veranderun-
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gen waren hierbel das Auftreten einer Laichblockade bei den mit 100 ug/L DHEA belasteten Weib-
chen, eine deutliche Vermannlichung der Fischein alen Versuchsgruppen sowie schwere cytopatho-
logische Stérungen in der Leberultrastruktur bei einer Belastung mit 100 pug/L DHEA.

8.5 Bewertung des Gefahrdungspotentials der unter suchten Substanzen

Die Suche nach einem Instrumentarium zur Bewertung der Relevanz endokriner Belastung fur Tier
und Mensch ist Gegenstand zahireicher Untersuchungen (Ankley et al. 1998, Arcand-Hoy & Benson
1998, Beresford et a. 2000, Gray et al. 1998, Gillesby & Zacharewski 1998, Kavlock 1999, Korten-
kamp & Altenburger 1999, Mantovani et al. 1999, Menditto & Turrio-Baldassarri 1999, Safe et al.
1998, Schmidt 1999, Wiseman et a. 1999).

Messungen des Plasma-Vitellogeninlevels in der vorliegenden Untersuchung zeigten eine deutliche
Zunahme als Reaktion auf eine Belastung mit Nonylphenol und Ethinylestradiol bei unterschiedlichen
Fischarten. Allerdings ist die Aussagekraft solcher Untersuchungen auf Popul ationsebene begrenzt. Es
ist nicht bekannt, inwieweit die Induktion der Vitellogeninproduktion bei ménnlichen Fischen (und
auch bei Weibchen) langfristig die Fitness und das Uberleben des Individuums beeintrachtigen. Als
gesichert gilt jedoch, dass Vitellogenin sich im Plasma anreichert (Chen et a. 1986) und Schwierig-
keiten bel der Exkretion bereitet. Regenbogenforellen (Herman & Kinclaid 1988) sowie die juvenilen
Karpfen aus der vorliegenden Untersuchung (Schwaiger et al. 2000) zeigten nach Belastung mit 1713
Estradiol bzw. Ethinylestradiol schwerwiegende Veranderungen in der Niere, welche eine Akkumula-
tion elektronendichter Stoffe, tubulére Nekrosen und Nierenblutungen beinhalteten. Zusétzlich war die
Mortalitdt der Regenbogenforellen ungewohnlich hoch. AufRerdem wird angenommen, dass die fir die
Vitellogenese benttigte Energie dem normalen Stoffwechsel verloren geht und auf3erdem auch das
Wachstum und die Entwicklung negativ beeinflussen kann (Ashfield et a. 1998). Auf3erdem konnte
die Vitellogenese mit einer Reduktion des Hodenwachstums in Verbindung gebracht werden, was als
reproduktionsrelevanter Faktor gewertet werden kann (Fisher et a. 1999, Gimeno et al. 1996, Gray &
Metcalfe 1997, Kinneberg et al. 2000, Wester & Canton 1986).

Korrdliert man den durch o6strogen wirksame Substanzen induzierten Anstieg des Plasma-
Vitellogeningehalts mit den Ergebnissen der ultrastrukturellen Untersuchungen, so sind die verur-
sachten Veranderungen zwar Uberwiegend adaptiv, jedoch kénnen auch einige wenige degenerative
Effekte beobachtet werden (z. B. Dilatation der rER-Zisternen), welche langfristig zu Einschrénkun-
gen in der Proteinbiosynthese und méglicherweise somit auch zu Beeintréchtigungen der allgemeinen
Fitness fuhren.

Somit sind Toxizitatstests wie ultrastrukturelle Verdnderungen der Leber und Messung des Vitello-
geningehalts, die auf der Ebene sublethaler Exposition eingesetzt werden, zwar sinnvolle Marker einer
endokrinen Belastung und werden routinemal3ig fur die traditionelle Risikoabschdtzung verwendet.
Sie sind jedoch fur die Detektion von Beeintrachtigungen des Reproduktionserfolgs durch Mechanis-
men und Substanzen, die das endokrine System modulieren, as unzureichend anzusehen.

Sowohl die OECD wie auch die Amerikanische Umweltbehtrde EPA fordern daher in vivo-
Testsysteme fur zahlreiche Schutzprogramme, welche LC 50-Tests, Early Life-Stage-Tests, sowie
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verkirzte und vollstandige Life Cycle-Experimente beeinhalten (U. S. Environmental Protection
Agency 1989, 1994 a, b, OECD 1992). Von besonderer Bedeutung sind hierbel vollstdndigen Life
Cycle-Tests, da sie sowohl die Embryonal- und Larvalphase beinhalten, in der der Ostrogenspiegel
sehr gering ist und die sexuelle Differenzierung stattfindet (Guliette et a. 1994, Schifer et al.
1997,von Westernhagen 1988), wie auch die Adultstadien, in denen sich Verdnderungen in Schitissel-
prozessen wie der Geschlechsdifferenzierung manifestieren (Barollier et a. 1999). Dartiber hinaus
bieten Life Cycle-Experimente die Mdéglichkeit, Uber eine Untersuchung der Larvalentwicklung der
F,-Generation Aufschluld Uber generationsiibergreifende Effekte zu gewinnen.

Ein weiterer Vorteil der Life Cycle-Experimente liegt in der Vielzahl der mdglichen Endpunkte. Die
priméren Endpunkte des Life Cycle-Experiments sind: Uberleben, Verhalten, Wachstum, Entwicklung
und Reproduktionserfolg (Ankley et al. 1998). Aus tkologischer Perspektive sind diese Parameter
Endpunkte von besonderer Wichtigkeit (Braunbeck 1994), und eine Verringerung kann zu einem
Ruckgang der Population unter den kritischen Level und damit zur Extinktion der Population fihren
(Gronen et al. 1999).

Die Life Cycle-Experimente in der vorliegenden Studie haben fir alle Substanzen reproduktionsrele-
vante Einschrénkungen gezeigt:

e gesteigerte Larvalmortalitét in der F;- und F,-Generation des Medakas nach Exposition gegeniiber
Nonylphenal, Octylphenol und 173-Estradiol.

e verringerter Befruchtungserfolg und Abnahme der GelegegrofRe nach Exposition gegentiber
Nonylphenal, Octylphenol und 173-Estradiol.

«  Verschiebung des Geschlechterverhdltnisses zugunsten der Weibchen nach Exposition gegentiber
Nonylphenal, Octylphenol und 173-Estradiol.

e Erhohte Empfindlichkeit der F-Generation und ihrer Nachkommen im Life Cycle-Experiment
gegeniiber einer Exposition mit Nonylphenol in Bezug auf Befruchtungserfolg und Uberleben.

¢ Verménnlichung des Medakas nach Belastung mit DHEA

e Auftreten von Zwittergonaden nach Exposition gegentiber Nonylphenol, Octylphenol, 1713
Estradiol und DHEA.

e Verdnderungen in der Gonadenstruktur nach Belastung mit Octylphenol, 17R3-Estradiol und
DHEA.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnte fir ale in den Life Cycle- Experimenten verwendeten
Substanzen populationsrelevante Verdnderungen des Reproduktionserfolgs nachgewiesen werden.
Anhand der verwendeten Konzentrationen konnte zumindest nach chronischer Belastung mit Nonyl-
phenol eine umweltrelevante Geféhrdung auf Popul ationsebene abgel eitet werden. Im Gegensatz dazu
liegen die verwendeten Octylphenolkonzentrationen um das 10-100fache Gber den Werten, die in der
Umwelt anzutreffen sind. Andererseits konnen schwerwiegende Verdnderungen, wie sie durch hohe
Schadstoffkonzentrationen Uber kurze Zeitraume hervorgerufen werden, auch durch geringere Kon-
zentrationen, die dafiir Uber léngere Zeitrdume wirken, induziert werden (Kinneberg et al. 2000). Der
Umstand, dass Organismen in der aguatischen Umwelt Ublicherweise lebendang und Uber viele Gene-
rationen Umweltschadstoffen ausgesetzt sind, fand bisher noch in keiner Untersuchung Beachtung.
Um so wichtiger sind die Ergebnisse aus dem vorliegenden Life Cycle-Experiment mit Nonylphenol,
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bei dem Uber zweieinhalb Generationen deutlich fortschreitende Einschrankungen des Reprodukti-
onserfolges (generationsiibergreifende Abnahme der Befruchtungsrate, erhdhte Mortalitét) zu beob-
achten war. Diese Ergebnisse sind von besonderer Bedeutung, da sich im Vergleich mit den Ergebnis-
sen aus den Life Cycle-Experimenten Uber nur einen vollen Generationszyklus eine erhohte Sensitivi-
tét gegenlber Nonylphenol erst zum Zeitpunkt der Geschlechtsreife der F,-Generation und deren
Nachkommen manifestierten (Tab.27). Daraus |&3 sich schlief3en, dass aguatische Organismen durch
eine Exposition gegentiber endokrin wirksamen Substanzen Uber mehrere Generationen moglicher-
weise stérker geschédigt werden als anhand Ergebnisse aus einem Early Life-Stage-Test, einem ver-
kirzten Life Cycle-Test oder aber einem normalen Life Cycle-Experiment Uber 1 %2 Generationen zu
vermuten ist.

Anderersaitsist zu bedenken, dass die Schadstoffkonzentration in Gewdassern stark schwanken kénnen
und somit in der Umwelt nicht von einer konstanten Belastung ausgegangen werden kann (Ahel et al.
1987, 1994). Ein weiteres Problem bel der Abschétzung mdglicher Risiken durch eine bestimmte Sub-
stanz sind mégliche Kombinationswirkungen. In der aquatischen Umwelt sind Organismen in der
Regel einer Vielzahl von Substanzen ausgesetzt, welche in ihrer Wirkung synergistisch oder antagoni-
stisch interagieren konnen (Arnold et a. 1996, 1997, Kortenkamp & Altenburger 1999, Krishman &
Safe 1993, Safe 1991, Safe & Krishman 1995, Soto et al. 1984, Sumpter & Jobling 1993, 1995). An-
hand der vorliegenden Studie Uber die Wirkung von nonylphenolhaltigem Klarwasser auf juvenile
Karpfen konnte gezeigt werden, dass sowohl die Vitellogenininduktion wie auch die ultrastrukturellen
Veranderungen in der Leber nach Exposition gegenliber dem Klarwasser schwécher ausgepragt waren
as nach Belastung mit Nonylphenol as Monosubstanz. Diese Ergebnisse bestétigen die Annahme,
dass im Klarwasser Substanzen vorhanden sein miissen, welche einer xenodstrogenen Belastung ent-
gegen wirken (Kortenkamp & Altenburger 1999, Sumper 1995).

Das wichtigste Ziel der Abschétzung 6kologischer Risiken ist es, Lebensgemeinschaften vor schadli-
chen Einflissen durch anthropogene Kontamination zu schiitzen (Landis et a. 1995). Die vorliegen-
den Ergebnisse machen deutlich, dass ein erhthter Forschungsbedarf (ber die Kinetik der Dosis-
Wirkungs-Beziehung einer bestimmten Substanz sowie Uber mogliche Kombinationswirkungen be-
steht. Dartiber hinaus existiert kaum Wissen aus Multigenerationsexperimenten mit endokrinen Dis-
ruptoren. FUr eine gezielte Abschdtzung von Risiken einer endokrinen Belastung sind deshalb eine
Vielzahl von Tests erforderlich, welche einerseits In vitro-Verfahren zur Ermittlung einer potentiellen
endokrinen Wirksamkeit und In vivo-Testverfahren zur Abschétzung einer endokrinen Gefahrdung auf
Populationsebene beinhaten. Aufgrund der Komplexitét der durch endokrin wirksame Substanzen
hervorgerufenen Verdnderungen im Organismus sind Life Cycle-Experimente Uber mehrere Genera-
tionen von besonderer Wichtigkeit.
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9. Zusammenfassung

Wéhrend der letzten 50 Jahre verdichteten sich die Hinweise, dass einigen Substanzen eine hormonghnliche
Wirkung auf Organismen besitzen, was zu einer zunehmenden Besorgnis Uber die potentielle Gefahrdung durch
diese Substanzen fiihrte. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, anhand der expositionsbedingten Verdnderungen
des Plasma-Vitellogeningehalts und der Leberultrastruktur das endokrine Potential von Alkylphenolen sowie
kiinstlichen und nattrlichen Steroiden und die Reaktion verschiedener Fischarten auf eine Belastung zu ermit-
teln. AuRBerdem wurde in mehreren Life Cycle-Experimenten mit dem Medaka reproduktions- und populations-
relevante Veranderungen analysiert, um auf diese Weise eine Abschétzung des Gefdhrdungspotentials durch
Alkylphenole, kiinstliche und natiirliche Steroide durchzufthren.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl juvenile wie auch adulte Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss)
nach Belastung mit Nonylphenol bzw. 17a-Ethinylestradiol mit einem Anstieg des Plasma-Vitellogeningehalts,
der bei den adulten Forellen nach Belastung mit 17a-Ethinylestradiol etwa 40fach héher war als bei den juveni-
len Tieren, reagierten.

Eine Exposition juveniler Karpfen gegeniiber nonylphenolhaltigem Klérwasser (Konzentrationen 1, 10 pg/L)
sowie mit 1 und 10 pg/L Nonylphenol ergab fir die Klérabwasser einen deutlich schwécheren Anstieg des Plas-
ma- Vitellogeningehalts als nach Belastung mit Nonylphenol als Monosubstanz. Auch nach Belastung mit dem
Ablauf der Kléranlage Starnberger See konnte bei adulten mannlichen Regenbogenforellen ein Anstieg des
Plasma-Vitellogeningehalts beobachtet werden.

Untersuchungen der Leberultrastruktur ergaben bei allen untersuchten Fischarten eine Proliferation des rauhen
endoplasmatischen Reticulums (fER) sowie eine Aktivitdtszunahme des Golgi-Apparates. Dabel konnten die
deutlichsten Veranderungen bei den adulten weiblichen Forellen beobachtet werden. Die ultrastrukturellen
nonylphenolinduzierten Verdnderungen in der Leber sind bei allen untersuchten Fischarten als adaptiv zu bezei-
chen, wahrend eine Exposition gegenilber 17a-Ethinylestradiol in einer Dilatation des rER resultierte, was auf
eine Stérung der Proteinsynthese hinweist. Die adulten Regenbogenforellen reagierten am stérksten mit ultra-
strukturellen Veranderungen der Leber, gefolgt von den juvenilen Regenbogenforellen und Karpfen. Der Meda-
ka zeigte als Reaktion auf eine Belastung mit Nonylphenol bzw. 173-Estradiol die geringsten Verénderungen.

Im Life Cycle-Experiment mit dem Medaka Uber 2 volle Generationszyklen konnten nach Belastung mit Nonyl-
phenol eine generationsiibergreifende Verringerung der Befruchtungsrate und des Uberlebens der Nachkommen
beobachtet werden. Aul3erdem zeigten die Medakas eine Vergroflerung des Weibchenanteils der Versuchsgrup-
pen sowie das Auftreten von Zwittergonaden.

Auf eine Belastung mit Octylphenol Uber einen Generationszyklus reagierten die Medakas mit verringertem
Wachstum und einem Rickgang der Befruchtungsrate sowie einer erhdhten Mortalitdt. Auch bei diesem Life
Cycle-Test konnte eine Verweiblichung sowie das Auftreten von Zwittergonaden beobachtet werden. Der Ver-
gleich mit Nonylphenol ergab, dass Octylphenol Uber ein htheres endokrines Potential verfligt als Nonylphenoal,
da die reproduktionsrelevanten Verdnderungen nach Belastung zwar ahnlich waren, aber bei Octylphenol bei
einer 10fach niedrigeren Konzentration als bei Nonylphenol erstmalig auftraten.

Auch bei den ultrastrukturellen Verénderungen nach Exposition des Medakas gegeniiber Nonylphenol und Oc-
tylphenol konnte das stérkere endokrine und toxische Potential von Octylphenol nachgewiesen werden.

Eine Belastung des Medakas mit Dehydroepiandrosteron (DHEA) im Life Cycle-Experiment resultierte in einer
verringerten Befruchtungsrate, einer deutlichen Verménnlichung der Weibchen sowie einer Verschiebung des
Geschlechterverhaltnisses und das Auftreten von Zwittergonaden. Die Leberultrastruktur zeigte bei einer Bela-
stung mit 100 pg/L DHEA eine Verringerung der Proteinbiosynthese, welche sich in einer starken Kondensation
des Nucleolus sowie einer verstarkten Fragmentierung und Dilatation des rER und des Golgi-Apparates manife-
stierte.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse wird deutlich, dass Fische je nach Art, Alter, Geschlecht und Stand im
Laichzyklus leicht unterschiedliche Reaktionen auf eine Belastung mit Nonylphenol und Ethinylestradiol zeigen.
AuRerdem zeigten die geringere Ausprégung der schadstoffinduzierten Verdnderungen nach Exposition gegen-
Uber den Abléaufen von Kléranlagen im Vergleich mit Monosubstanzen, dass es sich bei dem Abwasser der Klar-
anlagen um ein Gemisch von endokrin wirksamen Substanzen handelt, welche in ihrer Wirkung synergistisch
oder antagonistisch interagieren kénnen.

Von besonderer Bedeutung sind jedoch die popul ationsrel evanten Einschrankungen im Reproduktionserfolg, wie
sie nach Exposition gegentiber Nonylphenol, Octylphenol, DHEA und 17(-Estradiol beim Medaka im Life Cy-
cle-Experient nachgewiesen werden konnten. Die verwendeten Konzentrationen liegen zumindest fir Nonylphe-
nol im umweltrelevanten Bereich, weswegen die generationsiibergreifenden Effekte im Nonylphenol-Life Cycle-
Experiment besonders wichtig sind, da sie zeigen, dass eine chronische Exposition mit endokrin wirksamen
Substanzen iber mehrere Generationen schwerwiegendere Wirkungen auf Wildpopulationen haben kdnnte, als
mit den herkémmlichen Testmethoden nachgewiesen werden kann.
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