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Einleitung

1 Einleitung

Durch die rasche technische und industrielle Entwicklung und den damit verbundenen Anstieg der
gesellschaftlichen Konsumbeddrfnisse sind in den letzten Jahrzehnten rund vier Millionen neuer che-
mischer Verbindungen und Stoffgemische in die Umwelt entlassen worden, mit denen die verschiede-
nen Lebensformen auf unserer Erde bis vor etwa 100 Jahren noch nicht in Beriihrung gekommen wa-
ren (Ditton und Erdinger, 1994). Nach OECD-Schatzungen steigert sich diese Zahl jahrlich um 1500
neue Chemikalien, die in unterschiedlichem Ausmal} freigesetzt werden (LOpez-Barea und Pueyo,
1998). Ein Schritt, diese Entwicklung zumindest zu berwachen war die Implementierung des Chemi-
kaliengesetzes der Bundesrepublik Deutschland im Jahre 1982. Diesem Gesetz zufolge mussen alle
nach diesem Zeitpunkt auf den Markt gebrachten Substanzen je nach prognostizierter Produktions-
menge einem darauf abgestimmten Prifungsverfahren unterzogen und unter anderem auf ihre mutage-
ne Aktivitit untersucht werden. Weiterhin missen nun auch Untersuchungen zur Beurteilung des
Okotoxischen Potentials durchgefiihrt werden, wobei Organismen unterschiedlicher Organisationsstufe
wie Bakterien, Algen, Wasserflohe und Fische herangezogen werden missen (Rudolph und Boje,
1987). Da aber alle vor diesem Zeitpunkt eingefiihrten Substanzen sowie deren Zwischenprodukte aus
den Herstellungsprozessen nicht auf ihre erbgutschadigende Wirkung hin untersucht werden massen,
konnte bisher nur ein Bruchteil der eingetragenen Stoffe bezlglich méglicher Umweltgefahrdungspo-
tentiale Uberprift werden. Weiterhin kann die Klassifizierung eines Stoffes in verschiedene Gefahr-
dungsstufen das Verhalten dieser Substanz in der Umwelt, bedingt durch synergistische / antagonisti-
sche chemischen Interaktionen sowie durch Modifikationen in biologisch-stoffwechselaktiven Syste-
men haufig nur unvollstdndig wiedergeben.

Auch im Wasserhaushaltsgesetz ist die Prifung auf Erbgutschadigung mittlerweile verankert, denn der
Paragraph 8 7a fordert die Erfassung des genotoxischen Potentials von Abwassereinleitungen, eine
unbedingt notwendige Malinahme, da grofiere FlieRgewésser, aus abwassertechnischer Sicht auch als
Vorfluter bezeichnet, sowohl der Abwasserentsorgung wie auch gleichzeitig der Trinkwassergewin-
nung dienen. Der Rhein entsorgt als einer der wichtigsten mitteleuropéischen Flisse nicht nur die
kommunalen und industriellen Hinterlassenschaften mehrerer Ballungsraume, sondern ist auch Trink-
wasserreservoir, Uber z.B. Uferfiltrate, fir etwa 20 Millionen Menschen.

Aufgrund der enormen Stoffvielfalt und moglicher Modifikationen durch die Umwelt sowie des appa-
rativen und finanziellen Aufwands ist die chemischen Analytik zur Identifizierung einzelner genotoxi-
scher Noxen kein geeignetes Mittel zum Screening von Umweltproben im aquatischen Bereich. Hier
sind biologische Testsysteme die schnellere und praktikablere Alternative (Claxton et al., 1998). In
den letzten Jahren hat der enorme Fortschritt in den unterschiedlichsten biologischen Wissenschafts-
zweigen auch fiir die Okotoxikolgie neue Werkzeuge zur Beurteilung von Umweltproben geliefert.
Somit kann immer haufiger zumindest im Screening auf die Belastung von Lebewesen in sogenannten
akuten Toxizitatstests verzichtet werden. An deren Stellen treten immer hdufiger prokaryontische
und/oder eukaryontische Systeme, die auf den unterschiedlichsten biologischen Ebenen fur die ent-
sprechenden Fragestellungen modifiziert wurden. Allerdings zeigen diese als sogenannte Screening-
oder Indikatortests bezeichneten Systeme nur die mit dem gewéhlten biologischen Endpunkt charakte-
risierte Reaktion auf eine Umweltprobe an. Ist die Probe beispielsweise in einem Genotoxizitatstest
positiv, sind jedoch in der Regel noch keine Rickschliisse auf die verantwortlichen Inhaltsstoffe
und/oder das tatsachliche Geféhrdungspotential der Probe mdglich. Weiterhin ist die Kombination
verschiedener, einander erganzender Indikatortests notwendig, da einzelne biologische Systeme nicht
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in der Lage sind, das genotoxische Potential, beispielsweise eines belasteten Gewéssers, vollstandig zu
erfassen (Helma et al., 1994).

Zur effektiven Prifung und Charakterisierung von Umweltproben beziiglich Genotoxizitét ist somit
eine hierarchisch gegliederte Testbatterie mit einfach durchzufiihrenden, unterschiedliche Endpunkte
représentierenden Indikatortests in der 1. Stufe notwendig. Bei einem positivem Befund wird eine
Teststrategie aus biologischen Tests zur Charakterisierung des Schadensereignisses und gegebenen-
falls chemischer Analyse der Probe zur Identifizierung von Agens und eventuell Verursacher indu-
ziert. Die Zusammensetzung einer solchen Testbatterie vereinfacht sich deutlich, falls auf Indikator-
testsysteme zurlickgegriffen werden kann, die nicht nur fir die Routine-Prifung etabliert und sensiti-
viert, sondern deren Endpunkte vor allem hinsichtlich ihrer biologischer Bedeutung ausreichend cha-
rakterisiert wurden. Da besonders die Verwirklichung des letzten Punktes hohe Arbeitsanforderungen
und Kosten bedingt (Durchflihrung verschiedener akuter und chronischer Tests) sowie die Gefahr
birgt, den selbst etablierten Test aufgrund mangelnder biologischer Relevanz nicht empfehlen zu kon-
nen, befindet sich die biologische Charakterisierung dieser Endpunkte gerade unter 6kotoxikologi-
schen Gesichtspunkten haufig noch in den Anféngen.

Einen AnstoR zur Entwicklung und zum Einsatz von Genotoxizitatstests im Biomonitoring der aquati-
schen Umwelt lieferten Studien, die pathologische Verdnderungen und Tumorinzidenzen in Fischen
aus stark kontaminierten Gewadssern feststellen konnten (Malins et al., 1985; Myers et al., 1987; als
Review siehe Moore und Myers (1994)). Weiterhin konnten epidemiologische Untersuchungen einen
Zusammenhang zwischen Gewésserkontaminationen mit genotoxischen Substanzen und cancerogenen
Effekten bei Menschen und Tieren aufzeigen (Black und Baumann, 1991; Griffith und Riggan, 1989;
Helma et al., 1994; Varanasi et al., 1989). Anderson und Wild (1994) wiesen darauf hin, da3 genotoxi-
sche Belastungen durch die negative BeeinfluBung der Reproduktion ber Absterben von Gameten,
erhdhter Mortalitat von Entwicklungsstadien oder durch Induktion von Mutationen einen starken Ein-
flu auf die Populationsdynamik nehmen kénnen und somit die Genotoxizitét ein wichtiges Untersu-
chungsgebiet innerhalb der Okotoxikologie darstellt.

Fische reagieren, wie in den Untersuchungen zu Tumorinzidenzen in stark kontaminierten Gewéssern
gezeigt, sehr sensitiv auf Belastung mit cancerogenen Stoffen. Weiterhin sind sie die einzige Gruppe
primér wasserlebender Vertebraten und damit hdufig Endglieder der Nahrungskette; als solche sind sie
wichtige Testorganismen zur Beurteilung von Gewésserbelastungen (Nagel und Isberner, 1998). Auch
wenn es das primdre Ziel 6kotoxikologischer Untersuchungen ist, die Auswirkungen von Umweltche-
mikalien, wie z.B. Pflanzenschutzmittel, auf Organismen, Populationen und Lebensgemeinschaften bis
hin zu Okosystemen, soweit aufgrund einer Exposition direkt oder indirekt Schaden entstehen zu erfas-
sen (Klein und Debus, 1994), so kann eine gewisse Fokussierung auf das Schutzgut menschliche Ge-
sundheit im Zusammenhang mit der Nutzung dieser untersuchten Gewasser selten verneint werden.
Auch unter diesem Gesichtspunkt wird die Verwendung des Wirbeltieres Fisch als aquatisches Unter-
suchungsobjekt mit der geringsten evolutiven Distanz zum Menschen haufig betrachtet.

1.1 DNA-Schaden und -Reparatur

Die DNA als Trager der Erbinformationen ist, bedingt durch ihre GroRe und ihren chemischen Auf-
bau, ein nur bedingt stabiles Molekul, welches spontanen und chemisch induzierten Veranderungen
unterworfen ist (Vonarx et al., 1998). Hierbei ist die Klassifizierung in spontane und umweltinduzierte
DNA Schéden eher beliebig, da es keine mechanistischen Unterschiede zwischen beiden Formen gibt
und ,spontan‘ die Mdglichkeit nicht ausschlief3t, dal’ das putative Agens bisher nur noch nicht identifi-
ziert wurde (Friedberg et al., 1995). Eine der Hauptquellen fur ,spontane‘ Veranderungen der DNA ist
das ,mispairing‘ von Basen wéhrend der DNA-Synthese bei der Replikation oder der Reparatur von

2
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Schéden selbst, da einerseits die reine Energiedifferenz bei der Paarung komplementérer Basen im
Vergleich zu nicht-komplementaren Basen nur &ulerst gering ist und andererseits die Basen in ver-
schiedenen tautomeren Formen mit unterschiedlichen Bindungseigenschaften vorliegen kdnnen
(Friedberg et al., 1995). Zur Stabilitat der Erbinformation tragen also hauptsachlich weitere Faktoren
wie Reparatur- und ,proof reading*-fdhige Enzymsysteme bei.

Eine weitere wichtige Quelle fir DNA-Schéaden ist der oxidative Stress, also der Angriff reaktiver
Sauerstoffformen (z.B. Wasserstoffperoxid, Hydroxylradikal, Singulettsauerstoff, Superoxidradikala-
nion) auf zellulare Makromolekiile. Diese entstehen auch im ,normalen* Zellstoffwechsel und haben
zur Implementierung von Abwehrsystemen, wie Superoxiddismutase, Katalse, und Radikalfangern
wie Gluthation und Vitamin C gefuihrt. Nach Dizdaroglu (1992) reagieren die verschiedenen Sauer-
stoffspezies allerdings nicht direkt mit der DNA, sondern produzieren in einer Fenton-Reaktion mit
komplexierten Eisenionen Hydroxylradikale. Diese kdnnen Strangbriiche, AP-Stellen (apurini-
sche/apyrimidinische Stellen) sowie Basenmodifikationen wie das 8-Hydroxyguanin induzieren, wel-
ches zu ,mispairing* wahrend der Replikation fuhrt.

Eine breite Palette von Umweltfaktoren kann mit der DNA in Wechselwirkung treten. In diesem Zu-
sammenhang waren die verschiedenen Formen von Strahlung wie ionisierende und UV Strahlen zu
nennen, die Basenmodifikationen, Photoprodukte, wie unterschiedliche Basendimere, Strangbriiche
und AP-Stellen direkt oder indirekt iber radikalische Reaktionen induzieren kénnen (Alapetite et al.,
1996; Arlett et al., 1993; Kruszewski et al., 1998; Sak et al., 1996; Tornaletti und Pfeifer, 1996; Wo-
jewodzka et al., 1998).

Eine wichtige Stoffgruppe sind alkylierende Substanzen; hierunter falit man elektrophile Substanzen
zusammen, die eine hohe Affinitat zu nukleophilen Zentren in organischen Makromolekiilen haben
(Friedberg et al., 1995). Als Beispiele konnen hier die auch in dieser Studie verwendeten Gentoxine
Dimethylnitrosamin und N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin genannt werden; letzteres methyliert
praktisch alle erreichbaren Sauerstoff- und Stickstoffatome der DNA (Slamenova et al., 1997). Inner-
halb der alkylierenden Substanzen werden noch mono- und bifunktionelle Alkylantien unterschieden,
erstere mit nur einer funktionellen Gruppe, letztere mit zwei Gruppen. Diese Substanzen leiten dann
zu einem weiteren DNA-Schaden Uber, der Vernetzung von DNA-Strangen (Cross links), durch die
die Replikation in diesen Bereichen unterbunden werden kann.

Weitere haufige Schadereignisse sind die Bildung von Addukten an der DNA, oft verursacht durch
eigentlich wenig reaktive Umweltchemikalien wie viele polycyklische aromatische Kohlenwasserstof-
fe (PAHS), die erst durch die Verstoffwechselung in der Zelle in reaktive Metabolite Uberflhrt werden
und dann an die DNA binden (siehe Abb. 1). DNA-Addukte sind wichtige Ausltser der chemischen
Carcinogenese und ein Anzeiger fiir die genotoxische Belastung von Organsimen (Maccubin, 1994).
Auch wenn schon erwéhnt, muf3 hier nochmal auf einen weiteren DNA-Schaden eingegangen werden,
namlich DNA-Strangbriiche. Man unterscheidet Einzelstrang- (SSBs) und Doppelstrangbriiche
(DSBs). Einzelstrangbriiche sind das weitaus haufigere Schadereignis (Belastung mit y -Strahlen, 1.0
Gy: 600- 1000 SSBs, 16 — 40 DSBs. (Friedberg et al., 1995)) und konnen Effekte energiereicher
Strahlung sein oder auf radikalische Angriffe auf die DNA zurtickgehen. Details der Entstehung von
Strangbriichen sind weiterhin nicht restlos gekléart. Da bei SSBs in der Regel auch die entstehenden
Enden chemisch veréndert werden, ist die Reparatur nur tber einen Ligationsschritt meist nicht mdg-
lich, sondern erfordert die Aktivierung komplexerer Reparaturmechanismen. Auch die Entstehung von
DSBs ist nicht verstanden, sowohl ein Radikaltransfer vom urspringlich angegriffenen Strang auf den
komplemtéren wird diskutiert (Friedberg et al., 1995) wie auch die Entstehung von DSBs aus ,mul-
tiple damaged sites*. Hierfur wird dann mehr als ein Schadereignis in gro3er raumlicher Nahe benétigt
(Pfeiffer et al., 1996). DSBs werden als Lasionen mit weitreichenden biologischen Konsequenzen
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betrachtet, da sie als die Ursache von Chromosomenaberrationen, Deletionen und Mikronuklei ange-
sehen werden (Vock et al., 1999).

Umweltcarcinogen

&P

Abb. 1:
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Bei den aufgefiihrten DNA-Schéaden handelt es sich um primare Ereignisse: alkylierte und methylierte
Basen konnen direkt Uber mispairing bei der Replikation zu Mutationen fiuhren und DNA-
Strangbriiche kénnen in Rekombinationsereignissen, Translokationen, Deletionen und im Verlust gré-
Rerer Chromosomenbruchstiicke minden. Weiterhin zeigen auch die induzierten DNA-
Reparaturmechanismen selbst eine gewissen Fehlerhdufigkeit. Die daraus resultierenden Ereignisse
wie Mutationen und Rekombinationen sind in der Regel, bedingt durch die komplexen Genome und
langen Generationszeiten, in héheren Eukaryonten kein geeigneter Endpunkt fir schnelle Screening-
tests. In den letzen Jahren kann aber immer haufiger auf gentechnisch verdnderte Organismen (Bol et
al., 1998) und modifizierte Zellkulturen als Detektionssystem zurlickgegriffen werden (Bignami et al.,
1987; Pluth et al., 1996; Speit et al., 1996), fiur Routineanwendungen haben sich diese Techniken aber
noch nicht durchgesetzt. Flr den direkten Nachweis von Mutationen in Kurzzeittests mufl deshalb
weiterhin auf Bakterientests wie den Ames Test zuriickgegriffen werden. Hier wird zwar mit Mutatio-
nen der aussagekraftigere Endpunkt nachgewiesen, aber eine direkte Ubertragung der Ergebnisse auf
beispielsweise Wirbeltiere ist nicht méglich. Sind letztere das Untersuchungsobjekt, so kann weiterhin
nur der Nachweis primarer DNA-Veranderungen erbracht werden.

In den vergangenen Jahrzehnten wurden grofRe Fortschritte im Verstandnis von DNA-Reparatur und
der Entschlusselung der zugrundeliegenden biochemischen Mechanismen erzielt. Hierbei konzen-
trierte sich die Forschung aber hauptsachlich auf Prokaryonten sowie als eukaryontische Organismen
auf Hefen und Sduger. Auch zu Nematoden mit dem Modellorganismus Caenorhabditis elegans sowie
tber die in der Genetik nicht wegzudenkende Drosophila ist einiges bekannt. Ansonsten aber klaffen
grolle evolutive Liicken und schon bei Fischen ist auf diesem Gebiet nur wenig bekannt. Indirekte
Indizien wie die hohen Tumorinzidenzen in belasteten Gewéssern sowie das nur geringe Anschlagen
von Reparaturtests sprechen fur, im Vergleich zum Sauger, schwachere Reparaturleistungen (Ishikawa
et al., 1984; Moore und Myers, 1994; Walton et al., 1984 a,b). Auch tber DNA-Reparatur bei Pflan-
zen ist vergleichsweise wenig bekannt, Hinweise auf die Photoreaktivierung zur Korrektur von UV-
Schéden sowie die Nukleotidexcisionsreparatur konnten aufgezeigt werden. Die Existenz weiterer
Reparaturwege kann bisher allerdings nur theoretisch aufgrund der gleichen chemisch bedingten Feh-
lerhaufigkeit angenommen werden (Vonarx et al., 1998). Doch auch mit Pflanzen und Pflanzenzellen
wurden in den letzten Jahren verschiedene Genotoxizitétstests etabliert (Grant, 1994; Ichikawa, 1992;
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Keane et al., 1998; Koppen und Angelis, 1998; Koppen und Verschaeve, 1996; Ma et al., 1994, 1996;
Navarrete et al., 1997).

Unter dem Begriff DNA-Reparatur werden verschiedene biochemische Mechanismen zusammenge-
falt. Nach Friedberg (1994) kann eine grobe Einteilung in 3 unterschiedliche Kategorien vorgenom-
men werden: (1) Rickgéngigmachung des DNA-Schadens: hierzu gehdren die enzymatische Photore-
aktivierung iber DNA-Photolyasen, die Reparatur von O°-Guanin, O*-Alkylthymin und Alkylphos-
photriestern Uber DNA-Alkyltransferasen sowie die reine Ligation von DNA-Strangbrichen; (2) Exci-
sion eines DNA-Schadens mit der Basenexcisionsreparatur Uber DNA-Glykosylasen (kann zu AP-
Stellen fuihren), der mismatch-Excisionsreparatur sowie der Nucleotidexcisionsreparatur tiber Endonu-
kleasen (Entfernen eines kompletten Oligonucleotids); und (3) Tolerierung von DNA-Schaden.

Da der Schwerpunkt der vorliegenden Studie auf einem Genotoxizitatstest mit dem Endpunkt DNA-
Strangbruch liegt, ist die folgende Unterscheidung wichtig: Nachgewiesenen DNA — Strangbriichen
kénnen viele unterschiedliche primdre DNA — Schaden zugrunde liegen; diese werden aufgrund der
Testbedingungen in Strangbriiche Ubersetzt. Wird als Ergebnis eines solchen Tests von erhdhter
Strangbruchrate gesprochen, so ist damit nur eine Interaktion Agens — DNA nachgewiesen und noch
nichts tber die tatsachliche L&sion ausgesagt, es muR sich hierbei primér nicht um Strangbriiche han-
deln!

1.2 Verschiedene Testsysteme zum Nachweis von DNA - Schaden

Als Testsysteme im aquatischen Bereich kommen sehr unterschiedliche Methoden (siehe Tab. 1) zur
Anwendung, z.B. der Mikronukleus Test mit Fischen (Al Sabti und Metcalfe, 1995; Belpaeme et al.,
1997; De Flora et al., 1993; Hayashi et al., 1998; Minissi et al., 1996), Muscheln (Bolognesi et al.,
1999; Burgeot et al., 1996), Amphibien (Djomo et al., 1995; Gauthier, 1996) sowie Zellkulturen aus
Walen (Gauthier et al., 1999). Auch in der Einzelstofftestung im industriellen Bereich wird dieser Test
angewendet (Albertini und Kirsch-Volders, 1997; Albertini et al., 1997). Daneben wird der Schwe-
sterchromatidaustausch Test sowie der Chromosomenaberrationstest, die beide proliferierende
Zellsysteme als Grundlage bedingen, mit verschiedensten Organismen im aquatische Bereich ange-
wendet (Alink et al., 1980; Hooftman und Vink, 1981; Hose und Brown, 1998). Ein weiteres h&ufig
angewendetes Verfahren ist der Nachweis von DNA-Addukten, die in der chemisch induzierten
Carcinogenese eine wichtige Rolle spielen (Canova et al., 1998; De Flora et al., 1991; Harvey et al.,
1999; Maccubin, 1994; Randerath, 1999; Sikka et al., 1991 Varanasi et al., 1989). Auch der UDS Test
kann in diesem Zusammenhang genannt werden (Ishikawa et al., 1984; Walton et al., 1984 a,b,c).
Unter den gut standardisierten Bakterien-Tests sind der Ames Test (Helma, 1998; Knasmidller, 1998;
Lambolez et al., 1994; Vahl et al., 1997; Vargas et al., 1995) sowie der umu Test (Oda et al., 1995;
Reifferscheid et al., 1991; Vahl et al., 1997) zu nennen.

Ein weiterer Endpunkt in Genotoxizitatsprifungen ist der DNA-Strangbruch. Dieser reparable DNA-
Schaden kann auf unterschiedliche Ursachen zuriickgefiihrt werden: den direkten Angriff reaktiver
Substanzen und energiereicher Strahlung auf das Phosphatester—Grundgerlst der DNA, oder aber
durch die Versuchsbedingungen ,kinstlich® induziert werden, um chemisch induzierte Veranderungen
der DNA in Strangbriiche zu bersetzen. Weiterhin kénnen die in den Assays gemessenen Strangbri-
che auch eine Folge der zelluldren Reparatur sein. Als Tests waren hier zu nennen die Alkalische Fil-
terelution (Bihari et al., 1992; Bolognesi et al., 1999; Holme et al., 1999) und der DNA-
Aufwindungstest (Ahnstrom, 1988). Zu diesen Genotoxizitatstests gehort auch die Einzelzellgelelek-
trophorese oder der Comet Assay In diesem Test werden ebenfalls DNA-Strangbriiche quantifiziert,
im Unterschied zu den beiden vorgenannten Strangbruchtests aber fir einzelne Zellen. Da dieser Test
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in der vorliegenden Studie eine zentrale Rolle einnimmt, wird er im folgenden Unterkapitel gesondert
besprochen.

Die schnelle Entwicklung in der Molekularbiologie und Gentechnologie hat weitere, neue Methoden
zum Nachweis von Genotoxizitdt in Umweltproben geschaffen, zu nennen wéren Untersuchungen zur
Detektion genetischer Veranderungen in Fischpopulationen mittels PCR (polymerase chain reaction)
(Theodorakis et al., 1998, 1999) und DNA-Sequenzanalysen (Wirgin und Waldman, 1998). Auch
erste Versuche mit transgenen Fischen wurden schon durchgefiihrt. Die Kombination von Promotor-
Elementen der Metallothionein- sowie heat shock-induzierten Gene des Zebrabarblings mit dem einge-
fihrten GFP Reporter-Gen flhrte zu transgenen Fischen, die ein direktes In vivo-Monitoring von
Schwermetall- sowie anderer Verschmutzungsbelastungen zulassen (Maclean, 1998).

Tabelle 1: Im Umweltmonitoring routinemafBig eingesetzte Genotoxizitatstests und ihr zugrunde-

liegendes Testprinzip

Genotoxizitatstest

Testprinzip

Mikronukleus Test

Schwesterchromatidenaustausch-Test

Chromosomenaberrations-Test

Nachweis von DNA Addukten

UDS Test (unscheduled DNA sysnthesis)

Ames Test

Umu Test

Alkalische Filterelution

DNA-Aufwindungstest

Comet Assay

Bei der Zellteilung gehen unter Schadstoffeinflu@ Chromoso-
men-Bruchstiicke oder ganze Chromosomen verloren und wer-
den nicht in die Tochterkerne inkorporiert.

Verschiedene Zell-Préparationstechniquen, differentielle Mar-
kierung der Schwesterchromatiden, mikroskopische Auswer-
tung.

Verschiedene  Zell-Préparationstechniquen,  Chromosomen-

Anfarbung, mikroskopische Auswertung.

DNA -Verdau, Nachweis von verdnderten Basen oder grofien
Addukten mittels HPLC, GC-MS, immunochemischen Metho-
den; *2P-Postlabelling in Expositionsexperimenten.

Die Reparatursynthese, ausgeldst durch DNA-Schéaden, wird
durch den Einbau von *H-Thymidin quantifizierbar.

Erfassung von Salmonella typhimurium-Revertanten eines His
Strains auf histidin-freiem Agar nach gentoxischer Belastung.

Photometrische Bestimmung von mit dem Reparaturgen umu C
gekoppelten Reportergen-Produkten.

Die DNA eines Zellpools wird isoliert und tber einem Filter
eluiert; mit erhdhter Strangbruchrate steigt die Geschwindigkeit,
mit der die DNA den Filter passiert)

Die DNA eines Zellpools wird isoliert; geschadigte DNA kann
schneller in die Einzelstrange aufgeschmolzen werden als unge-
schédigte; ein unterschiedliches Verhéltnis einzelstrangiger zu
doppelstrangiger DNA zwischen Kontrollen und Belastungs-
gruppen kann fluorometrisch bestimmt werden.

Vereinzelte Zellen werden in ein Gel eingegossen und verdaut.
Die Wanderung von DNA-Fragmenten wahrend der Elektro-
phorese kann detektiert und quantifiziert werden.
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1.2.1 Der Comet Assay (Einzelzell-Gelelektrophorese)

Die vorliegende Studie befalte sich im Rahmen des BMBF-Projekts ,,Erprobung, Vergleich, Weiter-
entwicklung und Beurteilung von Gentoxizitatstests fir Oberflachengewésser“ mit der Sensitivitat,
Praktikabilitat und Plausibilitdt des Comet-Assays (Einzelzellgelelektrophorese, Single Cell Gel Elec-
trophoresis, SCGE) als Indikatortest fur die Induktion genotoxischer Veranderungen in Fischen (in
vivo) und Fischzellen (in vitro). Dazu wurde der Comet-Assay fiir den Einsatz mit Zellen aus Fisch-
geweben optimiert und die Auswertung automatisiert.

Die Methode des Comet-Assays wurde erstmals von Rydberg und Johanson (1978) sowie von Ostling
und Johanson (1984) beschrieben, die die Diffusion von DNA in auf Objekttragern gegossenen Gelen
beobachteten, und von Singh et al. (1988) in der Sdugertoxikologie etabliert. Der Comet-Assay ist ein
einfacher, schnell durchfiihrbarer Test, der es erlaubt, DNA-Schaden auf dem Niveau der Einzelzelle
zu detektieren (Fairbairn et al., 1995). Die Durchfiihrung ist mit fast jedem eukaryontischen Zelltyp
mdglich und vom Zellzyklus unabhéngig. DNA-Schaden kénnen somit sowohl in proliferierenden als
auch in nicht-proliferierenden Zellen nachgewiesen werden. Nachweisbare Effekte mit der hier ange-
wendeten alkalischen Version des Assays sind Einzel- und Doppelstrangbriiche, AP-Stellen (apurini-
sche/apyrimidinische Stellen), Cross Links und die Intensitat der zellularen Reparatur, ein indirektes
MaR fur die Bildung von Addukten (McKelvey-Martin et al., 1993).

Der Comet-Assay findet ein weites Anwendungsfeld in sehr unterschiedlichen Bereichen aus Biologie
und Medizin. Exemplarisch zu nennen waéren hier Untersuchungen zum EinfluR unterschiedlicher
Strahlungsarten auf Zellen und Organismen (Abt et al., 1997; Nocentini, 1995; Plappert et al., 1997;
Wojcik et al., 1996), der Einsatz in der Tumorforschung und -diagnostik (Muller et al., 1994; Olive,
1995; Olive und Banath, 1996), in der Einzelsubstanzprifung (Andreoli et al., 1997; Ashby et al.,
1995; Devaux et al., 1997; Deventer, 1996; Erbes et al., 1997; Speit und Hartmann, 1995; Weller et
al., 1997) sowie neuerdings auch im Umweltmonitoring (Belpaeme et al., 1997, 1998; Binkova et al.,
1996; Clements et al., 1997; Devaux 1998; Hartmann et al., 1998; Moretti et al., 1996; Pandrangi et
al., 1995; Ralph und Petras, 1997, 1998 a,b; Steinert et al., 1998; Tice et al., 1997; Weller et al.,
1998). Auch mit Pflanzen wurde der Test in den vergangenen Jahren etabliert, so z. B. mit Zellen aus
Tabakblattern (Gichner und Plewa, 1998; Gichner et al., 1999). Im Gegensatz zu In vivo-Versuchen
mit Tieren, in denen isolierte und vereinzelte Zellen in das Gel eingegossen werden kénnen, mufite das
Versuchsprotokoll fiir Pflanzen verandert werden, um direkt aus dem exponierten Gewebe isolierte
Kerne verarbeiten zu kénnen.

1.3 Ziele der Arbeit

In den Untersuchungen zum Comet Assay mit Fischen und Fischzellen im Rahmen der vorliegenden
Studie steht die Etablierung des Systems mit Primérzellen aus dem Zebrabarbing (Danio rerio) sowie
der Vergleich der genotoxischen Wirkung in vivo und in vitro im Vordergrund. Erste Grundlagenun-
tersuchungen hierfur wurden mit der Dauerzelllinie RTG-2 aus der Gonade der Regenbogenforelle
(Oncorhynchus mykiss) vorgenommen und dabei das von Neumdiller (1995) etablierte Versuchsproto-
koll fir Routinetestungen modifiziert. Langfristig werden Genotoxizitats-Untersuchungen, wenn im-
mer mdglich, mit schmerzfreien In vitro-Systemen durchzufiihren sein, jedoch spielt die Verifikation
der In vitro-Befunde im intakten Organismus (hier: Fisch) auf dem derzeitigen Stadium der Entwick-
lung noch eine wesentliche Rolle.

Als Untersuchungssysteme fiir die In vitro-Experimente dienten Primarkulturen von Hepatocyten und
Kiemenzellen aus dem Zebrabdrbling; die In vivo-Untersuchungen wurden ebenfalls mit dem Zebra-
bérbling durchgefiihrt. In Phase | der Untersuchungen wurden die Fische bzw. Fischzellen mit defi-
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nierten Modellsubstanzen, in Phase Il mit nativen und aufkonzentrierten Proben von Oberflachenge-
waéssern belastet. Die Untersuchungen mit bekannten gentoxischen Substanzen in der Phase | dienten
der Validierung und Optimierung des Testsystems Comet-Assay im In vivo- und In vitro-Ansatz mit
dem Zebrabarbling.

Weiterhin wurden in Kooperation mit M. Diekmann aus der Arbeitsgruppe Nagel der TU Dresden
Zebrabarblinge auf DNA Schéden in Hepatocyten und Kiemezellen untersucht, die in Life Cycle-
Experimenten mit Gentoxinen in umweltrelevanten Konzentrationen belastet wurden.

Als Grundlagenuntersuchungen wurden mit der permanenten Zellinie RTG-2 folgende Experimente
durchgefuhrt:

1. Validierung des Testprotokolls mit Hilfe ausgewahlter Monosubstanzen,
2. EinfluB unterschiedlicher Denaturierungszeiten auf die Sensitivitat des Assays,
3. EinfluB unterschiedlicher Elektrophoresezeiten auf die Sensitivitat des Assays.

Mit isolierten Hepatocyten und Kiemenzellen aus dem Zebrabarbling wurden folgende Experimente
durchgefuhrt:

1. Untersuchungen zum EinfluR des Geschlechts der Spendertiere auf die Sensitivitat des Assays,

2. Optimierung und Validierung des In vitro-Testprotokolls fiir den Comet-Assay mit Hilfe ausge-
wahlter Monosubstanzen,

3. Optimierung und Validierung eines In vivo-Testprotokolls fur den Comet-Assay mit Hilfe ausge-
wahlter Monosubstanzen.

Als Cytotoxizitatstest wurde der Fluoresceindiacetat (FDA) Assay mit den untersuchten Substanzen
sowie den Wasserproben routinemaRig durchgefihrt. Um im Comet Assay nachgewiesene DNA-
Schéden nur auf eine genotoxische Wirkung der untersuchten Noxe zuriickfihren zu kdnnen, wurden
mit dem FDA Assay nicht-cytotoxische Testkonzentrationen bestimmt. Da auch Uber cytotoxische
Prozesse eine Fragmentierung der DNA in den betroffenen Zellen ausgeldst werden kann, wére in
einem solchen Konzentrationsbereich eine Trennung cytotoxischer und genotoxischer Effekte im Co-
met Assay nicht moglich.

In Versuchsphase 2 wurden die weitgehend optimierten Testsysteme mit nativen Wasserproben von 4
Probenahmestellen am Rhein (Wahnbach-Talsperre, Karlsruhe, Kéln und Dusseldorf) sowie 3 Probe-
nahmestellen an der Elbe (Dessau/Mulde, Schmilka und Schnackenburg) auf ihre Eignung als Scree-
ningtest bezliglich Sensitivitat und Reproduzierbarkeit untersucht. Grundlage fir die Prufung des
Oberflachenwassers waren die optimierten Einstellungen aus den Untersuchungen an den Monosub-
stanzen wie die dort ermittelte optimale Expositionszeit, um so ein mdglichst breites Spektrum an
Substanzen mit dem Comet-Assay und Fischzellen nachweisen zu kénnen. Neu entwickelt werden
mufite allerdings ein In vitro-Expositionsschema, welches es erlaubt, unter mdglichst einfachen ar-
beitstechnischen Bedingungen die eingesetzten Zellen einem mdglichst hohen Anteil der zu untersu-
chenden Wasserprobe zu exponieren. Da die Phase 1-Ergebnisse belegen, daR die beiden Zellsysteme
Hepatocyten und Kiemenzellen in ihrer Reaktion auf die Mutagene recht einheitlich reagieren, wurden
in der Phase 2 hauptsachlich die metabolisch kompetenteren und an vielen Entgiftungsreaktionen des
Korpers beteiligten Hepatocyten getestet und die Kiemenzellen nur exemplarisch untersucht.

Zusétzlich zu den Untersuchungen der Wasserproben von der Rhein- und Elbeschiene im Rahmen des
Routine-MeRproramms wurden im Rahmen des Projekts weitere Umweltproben untersucht. Im Au-
gust und Oktober 1997 wurden 2 Grundwasserproben aus dem Sanierungsgebiet der Gaswerke Duis-
seldorf, welches vor allem mit polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAKSs) belastet ist,
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auf ein mogliches genotoxisches Potential untersucht. Von Februar 1998 bis Mai 1998 wurden 2 wei-
tere Proben von der Wassergiitestation Schmilka sowie 2 Proben von der Wupper, einem weiterhin als
stark verschmutzt einzustufenden FIuR3, getestet. Ebenso wurden Wasserproben aus dem Neckar gete-
stet, um diese mit den Ergebnissen von Untersuchungen zur genotoxischen Belastung von Rotaugen
(Rutilus rutilus) und Griindlingen (Gobio gobio) von diesen Probenahmestellen zu vergleichen. Die In
situ-Untersuchung wurde auch durch die Ergebnisse einer &lteren Studie stimuliert, in der cytopatho-
logische Veranderungen in Rotaugen von diesen Standorten beobachtet werden konnten (Schnurstein,
1996).

Nach Abschluf3 der Untersuchungen zur Eignung des Comet Assays als Routine-Screeningtest sollte in
einer 3. Phase der Versuch unternommen werden, mit vergleichenden Untersuchungen zu anderen
biologischen Endpunkten erste Antworten auf Fragen nach der biologischen Relevanz des Endpunkts
DNA-Strangbruch im Comet Assay mit Fischen und Fischzellen zu ermitteln (siehe Abb. 2 und Tab.
1).

Hierzu wurde ein weiterer Genotoxizitétstest, der Mikronukleus Test durchgefiihrt. Dieser Test ist als
Routinetest in der Genotoxikologie fest etabliert und wird sowohl von Behorden wie Industrie mit
Knochenmarkszellen aus der Maus sowohl in vitro wie auch in vivo routineméfRig eingesetzt (Fahrig,
1994). Im Gegensatz zum ,Durchgangsphanomen‘ DNA-Strangbruch handelt es sich bei diesem End-
punkt um einen nicht reversiblen Schaden, der entweder auf eine chromosomenbrechende Wirkung
des Schadagens zurtickzufuihren ist (clastogene Wirkung) oder aber auf Stérungen der Funktion des
Spindelapparats (aneugene Wirkung) beruht. Sowohl flr betroffene somatische Zellen als auch fiir
sich aus geschadigten Keimzellen entwickelnde Organismen kann dieser Schadensfall drastische Kon-
sequenzen haben. Der Mikronukleus oder Mikrokern Test wurde mit RTG-2 Zellen und den im Comet
Assay verwendeten Monosubstanzen sowie mit Erythrocyten aus Blutproben der Freilandfische aus
dem Neckar durchgefihrt.

In zahlreichen Untersuchungen haben sich cytologische und ultrastrukturelle VVeranderungen als sen-
sitive Parameter zum Nachweis von Schadstoffbelastungen und umweltinduziertem Stress bewéhrt
(Braunbeck, 1989, 1992, 1998; Braunbeck und Storch, 1992; Braunbeck und Voélkl, 1993; Burkhardt-
Holm et al., 1990, 1999; Réz, 1986; Segner, 1998). Uber die Kooperation mit der TU Dresden konnten
auch Zebrabéarblinge aus dem Life Cycle mit 4-Nitroguinolin-N-oxid, eines der im Comet Assay gete-
steten Gentoxine, elektronenmikroskopisch auf Veranderungen in Leber und Kieme durch chronische
genotoxische Belastung untersucht werden. Weiterhin wurden mit RTG-2 Zellen Expositionsversuche
mit 4-Nitroguinolin-N-oxid in den im Comet Assay getesteten Konzentrationen mit unterschiedlichen
Expositionszeiten unternommen und die Zellen ebenfalls auf ultrastrukturelle VVerdnderungen unter-
sucht. Hiermit sollte geklart werden, ab welcher Schadensintensitat im Comet Assay ultrastrukturelle
Verénderungen auftreten, ob eine Stressantwort der Zellen auf die genotoxische Belastung erkennbar
wird (beispielsweise eine Proliferation der Peroxisomen als Antwort auf oxidativen Stress) und ob
sich die Verladngerung der Expositionszeit auf die Schadensintensitat auswirkt.

Alle im Comet Assay getesteten genotoxischen Noxen wurden auch auf ihr teratogenes (keimschadi-
gendes) Potential in Embryotoxizitats- und Early-Life Stage Tests mit dem Zebrabéarbling untersucht.
Da es sich bei der Embryo-Larval-Phase um einen sehr sensitive Abschnitt im Leben eines Organis-
mus handelt (McKim, 1985; Nagel und Isberner, 1998) sollte sich dieses Testsystem besonders zur
Evaluierung gentoxischer Effekte eignen, denn rasche Differenzierungsprozesse und die hohe Zelltei-
lungsrate (der Zebrabarbling entwickelt sich unter den gewahlten Bedingungen innerhalb von 96 h zur
freischwimmenden Larve) missten eigentlich sehr empfindlich auf Interaktionen genotoxischer Noxen
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mit der DNA reagieren. Gleichzeitig zeigt der Endpunkt Embryo-Larval-Toxizitat auch eine 6kolo-
gisch wichtige Dimension auf.

Biologische Charakterisierung

I > Etablierung des Comet Assays mit Fischzellen < | F» °
zum Nachweis von Genotoxizitat in der Umwelt _des nachweisbaren
priméaren DNA-Schadens

Genotoxisches Target Primérschaden Detektion Charakterisierung
Ereignis

Basenmodifikationen In vitro-In vivoVergleich*

Alkali-labileStellen
ChemischeNoxe g . \
ot DNA-Strangbriiche \

(z.B. Adduktbildner,
Photoprodukte /

oxidativer Stress,
DNA-Addukte /

Alkylantien)
—_—
Excisionsreparatur *

CytogenetischeSchaden
(Mikronukleus)
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Ultrastruktur
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Abb. 2: Schematische Ubersicht zur Aufgabenstellung in dieser Untersuchung: (1) Etablierung des Testsystems
Comet Assay mit Fischzellen und Fischen zum Nachweis genotoxischer Effekte in der Umwelt, (2) Charakteri-
sierung der nachgewiesenen Effekte im Comet Assay mit vergleichenden Untersuchungen. * Im Zuge der Exci-
sionsreparatur werden Schnitte gesetzt, um schadhafte Oligonukleotide zu entfernen oder um neue Basen einzu-
setzen; die Reparatur ist natirlich eine Folge primarer DNA Schéden; da ihre Intensitat aber im Comet Assay
darstellbar ist, wurde sie auch unter Priméarschaden gruppiert.* Vergleich der In vitro-Comet Assay Ergebnisse
mit In vivo-Belastungen unter Laborbedingungen sowie In situ-Belastungen im Freiland. ** Ergebnisse von M.
Diekmann, AG Nagel, Hydrobiologie, TU Dresden.

Mit diesen zusétzlichen biologischen Testsystemen sollte Gberprift werden, inwieweit der Comet As-
say die in diesen Tests beobachteten Effekte sinnvoll abbildet. Lassen sich beispielsweise mit keiner
der getesteten Monosubstanzen in einem anderen Testsystem / Untersuchungsobjekt in den im Comet
Assay untersuchten Konzentrationen irgendwelche biologischen Antworten erzielen, so muf die Rele-
vanz der Comet-Daten bezweifelt werden (falsch-positive Ergebnisse). Finden sich andererseits schon
deutliche Effekte an der Nachweisgrenze im Comet Assay oder sogar darunter (als Beispiel sei eine
stark erhéhte Embryonensterblichkeit genannt) dann wére der Test nicht sensitiv genug; dieses lieRe
allerdings Spielraum fir Modifikationen im System.

Fur die Empfehlung als Indikatortest im Rahmen einer Testbatterie sowie als notwendige Interpretati-
onsgrundlage fur die mit dem Test erarbeiteten Daten sind solche vergleichenden Untersuchungen von
eminenter Wichtigkeit. Die im folgenden beschriebenen und diskutierten Untersuchungen haben die-
ses Thema keineswegs vollstdndig abgedeckt, eine bessere Einordnung des Testsystems auf dieser
Basis ist aber durchaus mdoglich.
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Tabelle 1: Im Rahmen dieser Studie zu Genotoxizitat bei Fischen und Fischzellen durchgefihrte Un-

tersuchungen
Testsystem Substanzen Zellen/Organismus
Comet Assay invitro  Monosubstanzen: RTG-2 Zellen
2-AAF, BP, DMNA, NF, MNNG, 4- Hepatocyten, Kiemenzellen aus
NQO, UV C! Zebrabarbling, Rotauge und
Grindling
Wasserproben (Rhein, Elbe, Neckar, RTG-2 Zellen
Wupper, Gaswerke Diisseldorf) Hepatocyten, Kiemenzellen aus
dem Zebrabérbling
invivo  Monosubstanzen Hepatocyten, Kiemenzellen aus
dem Zebrabérbling
Life Cycle Proben? Hepatocyten, Kiemenzellen aus
BP, 4-NQO dem Zebrabérbling
Wasserproben Hepatocyten, Kiemenzellen aus
dem Zebrabérbling
in situ Freilanduntersuchungen: Hepatocyten, Kiemen- und Darm-
Neckar, Forellenbach, Kraichbach zellen aus Rotauge, Griindling,
Bachforelle und Stichling
FDA® Assay invitro  Cytotoxizitatstest in Monosubstanz- Primérzellen aus Fischen,
und Wasserproben-Untersuchungen RTG-2 Zellen
in vitro;
invivo  Vitalitatstest nach Zellisolation in Priméarzellen aus Fischen,
vivo
Mikronukleus Test invitro  Monosubstanzen: RTG-2 Zellen
BP, MNNG, 4-NQO
in situ Freilanduntersuchungen: Erythrocyten aus Blutproben der
Neckar, Forellenbach Tiere fir den Comet Assay: Rot-
augen, Griindlinge, Bachforellen
Elektronenmikroskopie invitro  4-NQO RTG-2 Zellen, Primarzellkulturen
von Zebrabérbling und Rotauge
invivo  4-NQO im Life Cycle Leber und Kieme von Zebrabar-

blingen

Embryo- und Early Life
Stage- Toxizitat

Monosubstanzen:

Embryo-Larvalentwicklung  des

2-AAF, BP, DMNA, NF, MNNG, 4- Zebrabadrblings

NQO, UV C

! Untersuchte Monosubstanzen: 2-AAF: 2-Acetylaminofluoren; BP: Benzo[a]pyren; DMNA: Dimethylnitrosa-
min; NF: Nitrofurantoin; MNNG: N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin; 4-NQO: 4-Nitroquinolin-N-oxid; UV

C: UV C-Licht.
2

® FDA Assay: Fluoresceindiacetat Assay
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Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Monosubstanzen

Bei den im Rahmen der Etablierung und Validierung des Comet Assays mit Fischen und Fischzellen
untersuchten genotoxische Noxen handelt es sich um bekannte Mutagene bzw. potentielle Carcinoge-
ne. Hierbei wird zwischen direkt und indirekt wirkende Carcinogenen unterschieden, die direkt wir-
kenden, wie z.B. Wasserstoffperoxid und UV Licht kénnen ohne metabolische Aktivierung mit der
DNA in Wechselwirkung treten, die indirekten, wie z.B. Benzo[a]pyren werden dazu erst vom Zell-
stoffwechsel in aktivierte Formen Uberfihrt. Im folgenden wird der Terminus indirekt wirkend aus-
schliellich flr die Gentoxine verwendet, die Uber das Cytochrom P450 System aktiviert werden, alle
anderen, wie auch die Uber zellulare Nitroreduktasen metabolisierten Substanzen Nitrofurantoin und
4-Nitroquinolin-N-oxid werden als direkt wirkend bezeichnet. Diese Einteilung wird durch das unter-
schiedliche Verhalten der beiden Stoffgruppen in den folgenden Untersuchungen mit dem Comet As-
say illustriert Von den getesteten Substanzen wurden Stammldsungen in Dimethylsulfoxid (DMSO)
hergestellt, dieser Lésungsvermittler wird aufgrund seines vergleichsweise geringen toxischen Poten-
tials haufig in biologischen Experimenten eingesetzt (Ashby et al., 1995; Mitchelmore et al., 1998;
Weller et al., 1998). In Vorversuchen wurden DMSO-Konzentrationen ermittelt, in denen keine im
Test meRbaren Beeinflussungen der Zellen durch den Lésungsvermittler beziiglich Geno- und Cytoto-
xizitat feststellbar waren. In jedem Einzelexperiment wurden dem Kontrollansatz eine der DMSO-
Stamml6sung der hdchsten Konzentration adaequate Menge reinem DMSO zugegeben. Hierbei lag die
maximal eingesetzte DMSO-Konzentration im In vitro- wie auch im In vivo-Ansatz bei 1 %. Zur Er-
mittlung der LOEC- (Lowest observed effect concentration) und NOEC- (No observed effect concen-
tration) Werte zur Genotoxizitdt im Comet Assay wurden jeweils mindestens 3 unabhéngige Versuche
pro Substanz durchgefiihrt.

2.1.1  2-Acetylaminofluoren

2-Acetylaminofluoren (2-AAF, Abb. 3) gehort zu den aro- H
matischen Aminen (Arylaminen), die mit Ausnahme einiger @ @ N/
komplexer Verbindungen, die wéhrend der Pyrolyse entste- AN

hen (z.B. an der Oberflaiche von zu stark gebratenem . COCH:
Fleisch) nicht nattrlich vorkommen, sondern ausschlieBlich
synthetisch hergestellt werden (Farbstoffe, Pharmaka, Anti-
oxidantien, (Marquardt, 1994). Carcinogen wirksame aro-
matische Amine sind in der Regel nicht lokal wirksam, sondern erzeugen Tumore in ganz bestimmten,
fiir die Substanz charakteristischen Geweben (Organotropie, (Neumann, 1992). 2-Acetylaminofluoren
wurde als Insektizid entwickelt, jedoch aufgrund festgestellter Toxizitdt und Tumorgenitat nicht auf
den Markt gebracht (Verna et al., 1996). 2-AAF ist eine der am haufigsten untersuchten Modellsub-
stanzen in der Krebsforschung (Kriek, 1992). Die Substanz ist ein Procarcinogen, das erst nach meta-
bolischer Umwandlung auf die DNA wirkt. Es sind mehrere Metabolite bekannt, die in unterschiedli-
chen Stoffwechselwegen entstehen und verschiedene Eigenschaften beziglich ihrer Interaktion mit der
DNA und Detoxifizierung haben (Lenk und Rosenbauer-Thilmann, 1993). Der erste Schritt der Meta-
bolisierung von 2-AAF zum Carcinogen ist die N-Hydroxylierung durch Cytochrom P450 zu N-
Hydroxy-AAF, wobei CYP1A2 die hochste Umwandlungsrate innerhalb der Enzymfamilie des Cyto-

Abb. 3:
2-Acetylaminofluoren
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chrom P450 besitzt (Rodrigues et al., 1994). N-Hydroxy-AAF ist der wichtigste Metabolit, da aus ihm
durch Einwirkung von Deacetylase Aminofluoren entstehen kann, das nur in geringem Umfang Ad-
dukte an der DNA bildet (Steward et al., 1995), aber auch verschiedene starkere Carcinogene, die
durch andere cytosolische Enzyme gebildet werden:

1. Die N-Acetyltransferase wandelt N-Hydroxy-AAF in N-Acetoxy-Aminofluoren um, das instabil
ist und nach Abspaltung des Essigsaurerests kovalent an die DNA bindet (King, 1974). Dieses
Enzym zeigt beim Menschen einen Polymorphismus (geringe und hohe Metabolisierungskapa-
zitat), wahrend Hamster schnell, Hunde und Ratten aber nur langsam acetylieren; fur die toxi-
sche Wirkung sind diese kinetischen Unterschied von Bedeutung (Marquardt, 1994)

2. Die Sulfotransferase bildet mit N-Hydroxy-AAF einen N-Sulfatester, der ebenfalls instabil ist
und kovalent an die DNA bindet (Monteith, 1992).

3. Die Glucuronyltransferase Ubertrdgt einen Glucuronsdurerest, das entstehende AAF-N-O-
Glucuronid spaltet leicht die N-O-Bindung oder Essigsaure ab und bindet ebenfalls kovalent an
die DNA.

4. Parallel zur N-Hydroxylierung erfolgen in der Leber von Hamster und Maus auch Hydroxylie-
rungen der Kohlenstoffatome 3, 5, 7 und 9. Die Umwandlung von 9-Hydroxy-AAF fuhrt zu ei-
nem weiteren wichtigen Metaboliten, AAF-9-on, der zwar durch N-Hydroxilierung ebenfalls
zum Procarcinogen umgewandelt werden kann, aber moglicherweise leichter detoxifiziert wird
als AAF selbst (Ray und Wejebe, 1964).

Die Bindung der reaktiven Intermediate an die DNA erfolgt bevorzugt an Guanin, die Angriffspunkte
sind C8 und N2, als Addukte entstehen dG-C8-AAF und dD-N2-AAF (Monteith, 1992).

Die beschriebenen Metabolisierungsmoglichkeiten wurden hauptsachlich an Saugetieren untersucht
(Steward et al., 1995), aber auch flr verschiedene Fischarten wie Regenbogenforelle (Oncorhynchus
mykiss), Medaka (Oryzas latipes) und Guppy (Poecilia reticulata) bestétigt (James et al., 1994). Al-
lerdings existieren zwischen den genannten Arten aufgrund der verschiedenen Isoformen der an der
Metabolisierung von 2-AAF beteiligten Enzyme grofie Unterschiede in der Umsetzungsrate der ver-
schiedenen Metabolite (Sikka, 1995). Die Befunde an den untersuchten Fischarten weisen darauf hin,
daf3 Fische den ersten Umwandlungsschritt von AAF zu N-Hydroxy-AAF im Vergleich zu S&ugern
nur sehr langsam vollziehen, da ihr Cytochrom P450-System nur eine geringere Spezifitat fir AAF
besitzt. Als Folge davon ist das Gleichgewicht der vorhandenen Metabolite in Richtung leichter zu
detoxifiziernder Metabolite verschoben (Steward et al., 1995).

Untersucht wurden in den In vitro-Priifungen Konzentrationen zwischen 1,12 mg/L und 223,3 mg/L,
in den In vivo-Priifungen zwischen 1,1 mg/L und 11,0 mg/L.

2.1.2 Benzo[a]pyren

Benzo[a]pyren (BP, Abb.4) ist ein aus funf Ringen bestehender
Vertreter der polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffe
(PAHs oder PAKS) und stellt eines der am langsten bekannten
Carcinogene dar (1775 berichtete Pott tiber die ungewdhnlich hohe
Inzidenz von Hodenkrebs bei Schornsteinfegern). Benzo[a]pyren
wird in der Natur mdglicherweise durch verschiedene Bakterien
oder Algen synthetisiert, entsteht bei Verbrennungen und kommt in
Rohdl vor (Hofer und Lackner, 1995). In reiner Luft wurden durch-
schnittlich 0,01 ng/m® gemessen, in Stadtluft 6,5 ng/m* und in Au-
toabgasen bis 20 ng/m®. Rohél enthalt bis zu 2,8 mg/L Benzo[a]pyren, Benzin bis zu 0,14 mg/L, Stra-
Renteer bis zu 10 g/kg und Zigarettenrauch bis zu 25 ng pro Zigarette (Rippen, 1995). Die in die Um-

Abb.4:
Benzo[a]pyren
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welt eintretende Menge an Benzo[a]pyren betragt 5000 t/a (Heizung und Elektrizitatserzeugung
2600 t, Abfallverbrennung 1350 t, Kokserzeugung 1000 t). Es ist in wélrigen Medien sehr schlecht
I6slich und reichert sich in Gewassern vor allem im Sediment an (Rhein: 10 — 165 ng/L, (Streit, 1994).
Benzo[a]pyren ist wie AAF ein Procarcinogen und wird ebenfalls durch Cytochrom P-450 aktiviert.
Die an Zellkulturen von Nagern gut untersuchte Aktivierung von BP erfolgt ber CYP1Al zu BP-7,8-
Epoxid, das durch Epoxid-Hydrolasen in BP-7,8-Diol umgewandelt wird. Eine zweite Katalyse durch
CYP fihrt zum BP-7,8-Diol-9,10-Epoxid, das in vier Stereoisomeren vorliegt. Nur ein Stereoisomer,
(+)anti-BP-7,8-Diol-9,10-Epoxid, bildet durch kovalente Bindung Addukte an der DNA (Walum et
al., 1990).

Diese Form der Aktivierung wurde fiir den Braunen Katzenwels (Ictalurus nebulosus) in In vitro- und
In vivo-Untersuchungen bestétigt (Sikka et al., 1990; Sikka, 1991). Zusatzlich wurde ein weiterer De-
toxifizierungsweg Uber Glucuronidasen nachgewiesen, ber den primére Hepatocyten das wasserlosli-
che BP-7,8-Diol-Glucuronid bilden (Steward et al., 1990). In vitro-Untersuchungen an priméren He-
patocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) (Gagné und Blaise, 1995) und des Spiegel-
karpfens (Cyprinus carpio) (Zaleski, et al., 1991) wiesen die Adduktbildung von BP-Metaboliten
nach; verschiedene Zellinien von Fischen (BB, BF-2, RTG-2) lieferten ahnliche Ergebnisse (Smolarek
etal., 1987).

Die Adduktbildung fuhrt allerdings nicht direkt zu Strangbriichen in der DNA,; derartige stabile Ad-
dukte, wie sie z.B: in verschiedenen Nordseefischen nachgewiesen wurden (Varanasi et al., 1989;
Varanasi et al., 1981), kénnen durch die Versuchsbedingungen in der alkalischen Form des Comet
Assays in alkalilabile Stellen Uberfihrt werden, welche dann in ihrer Gesamtheit als DNA-
Fragmentierung im Assay nachweisbar sind. Die Metabolisierung von BP durch Cytochrom P450 zu
einem labilen DNA-Addukt (iber eine Ein-Schritt-Ein-Elektron-Oxidation, wie sie von Cavalieri et al.
(1990) (Cavalieri et al., 1990) vorgeschlagen wurde, wird als Begrindung fur positive Ergebnisse im
Comet-Assay nach 4 h Belastung von Hepatocyten aus der Regenbogenforelle genannt (Devaux et al.,
1997).

Untersucht wurden in den In vitro-Priifungen Konzentrationen von 0,025 mg/L bis 252,3 mg/L, in den
In vivo-Prifungen zwischen 2,5 mg/L und 10,0 mg/L.

2.1.3 Dimethylnitrosamin

Dimethylnitrosamin (DMNA, oder N-Nitroso-dimethylamin, Abb.5)

) . . . _ CHs
gehort zu den N-Nitroso-Verbindungen, die eine wichtige Klasse 7
chemischer Carcinogene darstellen. Sie entstehen aus der Reaktion O=N-N N
von Aminvorstufen mit Nitrit oder Stickoxiden und entstehen sowohl CHs
biogen als auch synthetisch. Dimethylnitrosamin wurde bereits vor 30
Jahren als hochgradig hepatotoxisch und carcinogen identifiziert ~Abb.5: )

(Williams und Weisburger, 1986; Eisenbrand und Kohl, 1994). In Dimethylnitrosamin

Inhalationsexperimenten traten bereits bei einer Gesamtdosis von nur 2 mg/kg Dimethylnitrosamin in
mehr als einem Drittel der behandelten Ratten mucoepidermale Tumore in der Nasenhohle auf (Eisen-
brand und Koéhl, 1994). Tagesdosen von 2 mg/kg Koérpergewicht fuhren bei chronischer oraler Gabe
zur Ausbildung hyperplastischer Knoten in der Leber ménnlicher Ratten. Dimethylnitrosamin ist Be-
standteil des Zigarettenrauches mit einer Dosis von 0,1 - 180 ng im Hauptstrom einer Zigarette und
stellt damit flr den Menschen eine wichtige Ursache fur Tumore dar (Hoffmann und Wynder, 1994).
Eine weitere wichtige Quelle fir Dimethylnitrosamin sind Nitrite (u.a. als Lebensmittelzusatz), die
durch die Nahrung aufgenommen und im Organismus in Nitrosamine umgewandelt werden. Die Bil-
dung von Nitrosaminen wird mit der Genese des menschlichen Magenkrebses in Zusammenhang ge-
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bracht; diese Nitrosierungsreaktion ist mittels Vitamin C hemmbar und so ist der signifikante Ruck-
gang des Magenkrebses in den letzten Jahrzehnten mit dem zunehmenden Pro-Kopf-Verzehr von fri-
schem Obst und Gemuse korrelierbar (Marquardt, 1994).

Dimethylnitrosamin ist wie 2-AAF und BP ein Procancerogen, dessen erster Aktivierungsschritt iber
das Cytochrom P450-System lauft: DMNA wird durch Hydroxilierung des a-Kohlenstoffs in N-
Nitrosoalkyl-a-Hydroxyalkylamin umgewandelt und bildet unter Eliminierung von Formaldehyd ein
Diazoniumion, das durch die Abspaltung eines Carbeniumions unspezifische methylierende Wirkung
auf Molekile seiner Umgebung (DNA, RNA, Proteine) hat (Kroeger-Koepke, 1981).

Je nach Stelle der Methylierung treten verschiedene Folgereaktionen in der DNA auf: Die O°-
Methylierung am Guanin flhrt zur Trennung der Wasserstoffbriicken der C-G-Basenpaarung und
spielt eine wichtige Rolle in der Tumorgenese (Coccia et al., 1988; Fadlallah et al., 1994). N-
Methylierungen hingegen fuihren zu 3- und 7-Methylpurinen, deren N-glykosidische Bindung destabi-
lisiert ist und die Abspaltung der Base zur Folge haben. Eine solche Stelle wird als AP-Stelle bezeich-
net (apurinische / apyrimidinische Stelle), bei der der DNA-Backbone intakt ist, jedoch durch die oxi-
dative Spaltung der glykosidischen Bindung eine Base fehlt; diese Instabilitat kann zu Einzelstrang-
briichen fiihren (Den Engelse et al., 1983). Solche AP-Stellen werden in der alkalischen Version des
Comet-Assays aufgrund der Versuchsbedingungen in Einzelstrangbriiche tbersetzt.

Untersucht wurden in den In vitro-Priifungen Konzentrationen von 0,074 mg/L bis 74,08 mg/L, in den
In vivo-Prifungen 0,74 mg/L bis 22,3 mg/L.

2.1.4 Nitrofurantoin

Nitrofurantoin (NF, Abb.6) ist ein Furanderivat, das durch

Einflhrung einer Nitrogruppe in Position 5 am Furanring, der O\\ NH
bereits in Position 2 einen Substituenten besitzt, bakterizide / \ /
Wirkung erhalt (Kuschinski und Lillmann, 1987). Es ist ein o CH=N-N o)

verbreitetes Antibiotikum zur Behandlung von Infektionen o

des Urogenitaltrakts. Obwohl keine Cancerogenitét in Lang-

zeitexperimenten nachgewiesen wurde, war die DNA- Abb. 6:

schadigende Wirkung in In vitro-Experimenten Gegenstand Nitrofurantoin

vieler Untersuchungen, ohne jedoch die am Stoffwechselweg beteiligten Enzyme in ihrer Wirkung
guantifizieren zu kénnen (Babich et al., 1993; Hasspieler et al., 1997; Jurado et al., 1994; Martinez et
al., 1995; Ni et al., 1987; Parodi et al., 1983; Russo et al., 1982). Fiir die metabolische Aktivierung
von Nitrofurantoin wurde die Reduktion der Nitrogruppe zu einem Nitro-Radikalanion nachgewiesen,
bei der nach Abspaltung eines Sauerstoffradikals zunéchst eine Nitrosogruppe entsteht, die nach weite-
ren Reduktionen schlieRlich in ein Amin umgewandelt wird. Als wichtigste an der Reaktion beteilig-
ten Enzyme wurden in Sdugetieren wiederum Cytochrome der P450-Familie und cytosolische Nitro-
reduktasen wie z.B. Xanthinoxidasen nachgewiesen (Wang et al., 1974; Youngman et al., 1982). Bei-
de Reaktionswege konnten auch in Fischen wie dem Gefleckten Katzenwels (Ictalurus punctatus) und
der Amerikanischen Scholle (Parophrys vetulus) nachgewiesen werden (Nishimoto et al., 1991;
Washburn und Di Giulio, 1988). Hierbei entstehen reaktive Sauerstoffspezies, die allerdings auch im
unbeeinflussten Zellstoffwechsel produziert werden und durch ein effektives Abwehrsystem, beste-
hend aus Superoxiddismutase, Katalase, Glutathionperoxidase, Ascorbinsédure und a-Tocopherol ab-
gefangen werden konnen (Younes, 1994). Zusatzliche Belastung, wie durch die Verstoffwechselung
von Nitrofurantoin, bei der neben den erwéhnten reaktiven Sauerstoffspezies auch noch das Nitroani-
on-Radikal entsteht, kénnen dieses System aber tberfordern, die Uberschiissigen Radikale kénnen nun
mit allen Makromolekilen der Zelle in Wechselwirkung treten.(Washburn und Di Giulio, 1988).
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Die Schadigung der DNA resultiert in diesen Fallen hauptsachlich aus der Oxidation von Basen, die
durch N-Glycosylasen erkannt und aus der DNA entfernt werden; hierbei entstehen AP-Stellen (Apu-
rinische / apyrimidinische Stellen) (Myles und Sancar, 1990). Weiterhin kdnnen die entstandenen Sau-
erstoffspezies und Radikale mit der Zucker-Phosphat-Kette in Wechselwirkung treten und so direkt
Strangbriiche verursachen (Younes, 1994). Diese unter dem Phdnomen des oxidativen Stresses zu-
sammengefassten Reaktionen sind im Comet-Assay gut detektierbar.

Untersucht wurden in den In vitro-Priifungen Konzentrationen von 0,23 mg/L bis 238,3 mg/L, in den
In vivo-Prifungen von 2,3 mg/L bis 40 mg/L.

2.1.5 4-Nitroquinolin-N-oxid

4-Nitroquinolin-N-oxid  (4-NQO, Abb. 7) gehort wie 2-Acetyl-

aminofluoren zu den aromatischen Aminen. Quinoline induzieren hepato-

zelluldre Karzinome und Hamangioendotheliome in Ratten und Ma&usen Q
N

NO2

sowie Tumore in der Haut. 4-Nitroquinolin-N-oxid ist ein Nitroazaren und

gilt als carcinogen fiir verschiedene Organe (Marquardt, 1994). Da die

Chinoline aus Strukturen bestehen, auf denen viele Medikamente basieren, i

ist die Erforschung ihrer Carcinogenitdt von groBem Interesse fiir die 0]
pharmazeutische Industrie (Williams und Weisburger, 1986).

4-Nitroquinolin-N-Oxid wird in Saugern durch Nitroreduktasen in 4-Hydr-  Abb. 7:
oxyl-Ammoniquinolin-N-Oxid umgewandelt, welches Addukte an der  4-Nitroguinolin-N-oxid
DNA bilden kann. In In vitro-Untersuchungen wurde die Adduktbildung

und daraus resultierende AP-Stellen in Abhangigkeit von der Tertidarstruktur der DNA nachgewiesen
(Galiégue-Zouitina et al., 1985; Menichini et al., 1989)). Die wichtigsten Angriffspunkte sind hierbei
das C8 und N2 des Guanosins und das N2 des Adenosins (Yang et al., 1991). Kasamatsu und Kollegen
wiesen 1996 in einem modifizierten Comet-Assay nach, dall 4-NQO ohne biologische Aktivierung
keine DNA-Schaden verursacht. Ein zweiter Stoffwechselweg von 4-NQO resultiert in oxidativem
Strel3; die beteiligten Metabolite sind jedoch bisher kaum untersucht (YYano et al., 1995). Nunoshiba
und Demple (1993) konnten jedoch zeigen, dal? NQO ein sehr starker Induktor von oxidativem Stress
ist.

Untersucht wurden in den In vitro-Prifungen Konzentrationen von 0,00019 mg/L bis 1,91 mg/L, in
den In vivo-Prifungen von 0,0019 mg/L bis 0.0095 mg/L.

2.1.6  N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin

N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG, Abb. 8) gehért in H
die Gruppe der Nitrosamide und ist ein direktes Cancerogen. Der- N
artige Substanzen sind chemisch reaktiv (elektrophil) und intera- H,C - N
gieren spontan mit zellularen Makromolekiilen wie DNA, RNA | [
oder Proteinen (Marquardt, 1994). Bei oraler Gabe ist es eine Mo- N
dellsubstanz zur experimentellen Induktion von Krebs im Gastro- e)

intestinaltrakt, speziell im Magen (Williams und Weisburger,

1986). Abb. 8:

Alkylierende Substanzen wie MNNG reagieren mit zelluldrer N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitroso-
DNA unter Bildung von DNA-Addukten, ihre mutagene Wirkung guanidin
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entfalten sie hierbei iiberwiegend iiber die Bildung von O°-Methylguanin; dieses fihrt bei der DNA-
Replikation zu ,Missmatches* mit Thymidin, so dal? es zu einer GC-AT Transition kommt (Bignami et
al., 1987). Somit kommt es durch die Interaktion von MNNG mit der DNA nicht direkt zu Strangbru-
chereignissen. Die in der alkalischen Version des Comet Assays detektierbaren Strangbriiche resultie-
ren hauptsachlich aus unvollstandiger Basen- und zum Teil auch Nukleotid-Excisionsreparatur (Sla-
menova et al., 1997). Neben der Bildung von O°-Methylguanin kann MNNG sémtliche Sauerstoffato-

me, sowie die meisten Stickstoffatome der DNA methylieren.

Methylierte Bereiche der DNA werden

Uber das UVRabc Nukleotid-Excisionsreparatur-System nur sehr schwer erkannt und nur unvollstan-

dig repariert (Slamenova et al., 1997).

2.1.7 UV-Licht

Die Ultraviolettstrahlung (UV-Licht), im Spektrum zwischen
sichtbarem Licht und den ionisierenden ROntgenstrahlen
gelegen, wird in 3 Wellenldngenbereiche unterteilt: UV C:
200 - 280 nm, UV B: 280 — 320 nm, UV A: 320 — 400 nm.
UV C wird von der Erdatmosphare absorbiert und ist in man-
chen Entkeimungslampen im Einsatz. UV B ist auch Be-
standteil von kinstlichen Lichtquellen (Solarien) und hat den
Hauptanteil an der biologischer Wirkung von UV Licht (Ha-
gen, 1994). UV A ist weniger wirksam, tragt aber auf der
Erde zu ca. 90 % der UV-Intensitat bei.

Die DNA-schéadigende Wirkung des UV-Lichts geht auf die
Absorption des Lichts in den Nukleinsduren zwischen 240
nm und 280 nm zurtick. Hierbei entstehen die unterschied-
lichsten Photoprodukte, zu nennen waren sowohl Basenver-
netzungen wie das fir die Induktion von Mutationen wich-
tige 6-4-Pyrimidin-Thymindimer (siehe Abb. 9) als auch
DNA-Protein-Vernetzungen (siehe Abb. 10). Derartige Scha-
den konnen entweder Uber Excisionsreparatur oder aber tber
Photoreaktivierung repariert werden (Hagen, 1994). UV
Strahlung wird aufgrund der bekannten Wirkmechanismen
sowie der induzierten Reparaturformen in Mutations- und
Genotoxizitatsuntersuchungen haufig eingesetzt. Hierbei
waéren so unterschiedliche Forschungsschwerpunkte wie die
Aufklarung von Reparaturdefekten bei vererbbaren Krank-
heiten (Alapetite et al., 1997; Alapetite et al., 1996; Green et
al., 1992), die Validierung neuer Testverfahren in der Gento-
xikologie (Bauer et al., 1998; Freeman et al., 1986; Gedik et
al., 1992; Tornaletti und Pfeifer, 1996) sowie Untersuchun-
gen in der Umwelttoxikologie zum Einfluf? verénderter Um-
weltbedingungen auf verschiedene Organismen (Ankley,
1998; Applegate und Ley, 1988) zu nennen.
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Abb. 9: UV-induzierte Photoprodukte:
oben: Thymin-Dimer; unten: Pyrimidin-

Thymin-Addukt. Aus Marquardt, 1995, ver-
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unten:  5-S-Cystein-6-Hydro-Thymin, als
Beispiel fir eine DNA-Proteinvernetzung.
Aus Marquardt, 1995, verandert.
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2.2 Wasserproben

Zur Uberpriifung des Comet Assays mit Fischen und Fischzellen auf seine Eignung als Routinetest im
Rahmen der Gewasseriiberwachung wurden Proben von stark anthropogen beeinfluSten Oberflachen-
gewassern auf ein ihr gentoxisches Potential untersucht. Im monatlichen Wechsel wurden von Februar
1997 bis Januar 1998 jeweils 4 Proben von der Rheinschiene (Wahnbach-Talsperre, Karlsruhe, Kéln
und Disseldorf) sowie 3 Proben von der Elbe (Dessau/Mulde, Schmilka und Schnackenburg) mit dem
Comet Assay getestet. Weiterhin wurden als Beispiel fur stark kontaminierte Umweltproben im Au-
gust und Oktober 1997 Wasserproben aus dem Sanierungsgebiet der Gaswerke Dusseldorf getestet,
und ab Februar 1998 wurden weitere Probenahmen an der Wupper, der Elbe bei Schmilka sowie dem
Neckar bei Heidelberg vorgenommen.

Die Wasserproben wurden am Probenahmetag in 2L Glasflaschen abgefuillt und den beteiligten Ar-
beitsgruppen in isolierten, mit Trockeneis gekiihlten Containern innerhalb von 24 h zugestellt. Das
Probenvolumen pro Standort belief sich fiir die Comet Assay-Untersuchungen am Zoologischen In-
stitut auf 2 Liter. Bei Ankunft im Labor wurden folgende Parameter protokolliert: Eingang der Proben,
Probentemperatur, Lufttemperatur, Trockeneismenge. Im Anschluf wurden die Wasserproben portio-
niert. Hierflr wurde die Wasserprobe aufgeschiittelt und in 25 mL- (In vitro-Ansatz) bzw. 250 mL-
Portionen (In vivo-Ansatz) aufgeteilt. Der erste In vitro-Testansatz wurde am gleichen Tag durchge-
flihrt, die Proben fur Testwiederholungen in der gleichen Woche wurden bei 4° C gelagert. Rickstell-
proben sowie die Proben fur eventuelle In vivo-Prifungen, die erst nach entsprechender In vitro-
Indikation durchgefuihrt wurden, wurden bei —20°C gelagert. Ebenso wurde mit den im Oktober und
Dezember 1998 sowie April 1999 untersuchten Wasserproben vom Neckar verfahren.

S Probenahmestellen:
O Karlsruhe
O Trinkwasserreservoir Wahnbachtalsperre
premen 0 Koln
@ . O Dusseldorf O Schnackenburg
: O Schmilka O Wupper

Magdeburg O Dessau/Mulde [0 Neckar
Termine:
05.02.97 Elbe 07.01.98 Rhein
03.03.97 Rhein Zusatz:
02.04.97 Elbe 17.02, 24.03.98 Wupper
12.05.97 Rhein 29.04, 13.05.98 Schmilka
25.06.97 Elbe 23.10, 14. 12.98 Neckar
21.07.97 Rhein 16.4.99 Neckar

20.08.97 Elbe (+ Sonderprobe Gaswerk)
29.09.97 Rhein

15.10.97 Elbe (+ Sonderprobe Gaswerk)
12.11.97 Rhein

10.12.97 Elbe

Abb. 11: Probenahmestandorte fur die untersuchten Wasserproben von Rhein, Elbe, Wupper und Neckar im
Rahmen des BMBF-Projekts ,Erprobung, Vergleich, Weiterentwicklung und Beurteilung von Gentoxizitétstests
fur Oberflachenwasser*.
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2.2.1  Untersuchungsgewasser

2.2.1.1 Rhein

Der Rhein ist mit einer Lange von 1320 km und einem Einzugsgebiet von 185000 km’ einer der
Hauptstrome Europas von grof3er volkswirtschaftlicher und dkologischer Bedeutung und unterliegt
zahlreichen konkurrierenden Nutzungen. Zum einen stellt der Rhein ein wichtiges Reservoir zur Ge-
winnung von Trinkwasser flr etwa 20 Millionen Menschen dar, ist Lebensraum zahlreicher tierischer
und pflanzlicher Organismen und speist Natur- und Freizeitgebiete. Zum anderen ist der Rhein eine
der am stérksten befahrenen Wasserstrallen und dient als Vorfluter fir kommunale und industrielle
Abwasser. Besondere Gefahrdungspotentiale entstehen durch StoRbelastungen als Folge von Storfél-
len z.B. in Betrieben der chemischen GroRindustrie und durch Schiffsunfélle. Der FIuR ist von Rotter-
dam bis Basel schiffbar und eine der wichtigsten internationalen SchiffahrtsstraRen der Erde.

An der Rheinschiene liegen sechs kommunale und industrielle Ballungsrdume mit Ba-
sel/Milhausen/Freiburg (Chemische Industrie, Nahrungsmittelindustrie, Textil- und Metallindustrie),
Strallburg (Zellstoff-, Nahrungsmittel-, Textil- und Metallindustrie), Rhein-Neckar (Karlsruhe, Hei-
delberg, Mannheim, Ludwigshafen mit herausragender chemischer Industrie), Rhein-Main (Chemi-
sche Industrie, Gummiindustrie, Elektro- und Metallindustrie. Dienstleistungszentren), Rheinschiene
Ko6ln — Ruhrgebiet (Petrochemie, Raffinerien, Metall- und Fahrzeugfabriken. Dienstleistungs- und
Handelszentren Kéln, Dusseldorf, Duisburg) sowie Rotterdam-Europoort (Werften, Raffinerien, Che-
miewerke, Metall- und Fahrzeugbetriebe, europdisches Dienstleistungszentrum) (IKSR, 1999). Bereits
vor funfzig Jahren klagten die Niederlander dartiber, da3 insbesondere der Phenol- und Salzgehalt im
Rhein die Wasserversorgung weiter Gebiete erschwert. Deswegen haben die Niederlande bereits frih-
zeitig die Anrainerstaaten an einen Tisch gerufen, um die Gewésserschutzprobleme am Rhein gemein-
sam zu behandeln und nach Lésungen zu suchen. Am 11. Juli 1950 wurde in Basel die ,,Internationale
Kommission zum Schutze des Rheins gegen Verunreinigung" (IKSR) gegriindet. Die ,,Rheinminister"
haben auf ihrer 9. Konferenz 1988 in Bonn beschlossen, dal die kommunalen Kléaranlagen bis zum
Jahr 2000 die Abwasser effektiver reinigen mussen. Die IKSR hat 1992 die Anforderungen weiter
verschérft. Erste Erfolge zeichnen sich bereits ab. Verglichen mit 1985 entlielen die Klaranlagen der
Kommunen 1992 nur noch halb so viel Phosphor und deutlich weniger Stickstoff in das FluRsystem
des Rheins. Das fur 1995 anvisierte Ziel (50 Prozent Reduktion) ist also fur Phosphor bereits drei Jah-
re fruher erreicht worden (IKSR 1999).

Aufgrund seiner Bedeutung und Belastungsgeschichte wurden zahlreiche Studien zur Okolgie und zur
Belastung verschiedener Organismen durchgefiihrt (Alink et al., 1980; Den Besten, 1995; Friedrich,
1990; Hendriks et al., 1998; Jatzek, 1990; Poels et al., 1980; VVan Den Brink et al., 1990; Van Urk und
De Vaate, 1990); besonders der Chemieunfall in Basel vom 1.11.1986 mit den folgenden, deutlich
sichtbaren Folgen flir den Fischbestand stimulierte zahlreiche Untersuchungen (Arnold und Braun-
beck, 1994; Braunbeck et al., 1990; Burkhardt-Holm et al., 1990; Muller und Meng, 1990; Spazier et
al., 1992).

Neben den 3 Probestandorten Karlsruhe, Kéln und Dusseldorf wurde noch die Wahnbachtalsperre, ein
Trinkwasserreservoir im Bergischen Land zwischen Neunkirchen-Seelscheid und Siegburg, beprobt.

2.2.1.2 Elbe

Das Einzugsgebiet der Elbe, die im Riesengebirge auf 1390 m (iber NN entspringt und nach 1143 km
in die Deutsche Bucht entwassert, umfalt 148500 km?. Die deutsche Elbe mit 728 km L&nge wird
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nach hydrologischen und morphologischen Gesichtspunkten in die Ober-, die Mittel- und die Tideelbe
unterteilt (Schall et al., 1995).

Die Elbe wurde im Rahmen des Projekts als Untersuchungsgewasser ausgewahlt, da auf die am Strom
etablierten Gewasserliberwachungsstationen Schmilka, Dessau und Schnackenburg der ARGE Elbe
als Probenahmestellen mit ausreichender Infrastruktur zurtickgegriffen werden konnte. Weiterhin galt
die Elbe noch bis weit in die 80iger Jahre als einer der am stérksten verschmutzten Flisse Deutsch-
lands (Peters et al., 1987). Durch den wirtschaftlichen Niedergang Osteuropas und Mafnahmen zum
Gewasserschutz in den Neuen Bundeslandern hat sich die Wasserqualitit verbessert, trotzdem ist der
FluR weiterhin als stark belastet anzusehen (Schéll et al., 1995). Die hohe Belastung der Elbe mit
chlororganischen Verbindungen aus der Gruppe der Haloether, die als Nebenprodukte bei der industri-
ellen Herstellung von Glycerin- und Epoxidharz-Vorprodukten entstehen, und von einem tschechi-
schen Industriekombinat in die Elbe entsorgt werden, sorgte im vergangenen Jahr fur Presseschlag-
zeilen [Weser-Kurier, Nr. 34, 09. 02. 99, S. 1; Hamburger Morgenpost, 02.11.99, S. 1].

2.2.1.3 Neckar

Der Neckar wurde als Untersuchungsgewésser ausgewahlt, weil es zu diesem FluR und seiner durch
vielfaltige Belastungen geprégten Geschichte gute Referenzdaten zur Wasserqualitdt gibt, auch die
Kontamination der Sedimente durch verschiedenste Schadstoffe gut untersucht ist (Braunbeck et al.,
1995; Forstner and Muller, 1974, Muller, 1986; Midiller, 1991; Muller, 1992; Miller et al., 1993) und
Untersuchungen zu den Auswirkungen auf einige dort lebende Tiergruppen vorliegen (Falter und
Schéler, 1994; Geier, 1994; Haiber und Scholer, 1994; Schnurstein, 1996).

Der Neckar entspringt im Schwenninger Moor (706 m 0 NN) in den Ausldaufern des Schwarzwaldes,
nicht weit von der Donauquellregion entfernt. Mit einer L&nge von 370 km und einem Einzugsgebiet
von 14.000 km? ist er Baden-Wiirttembergs groBter Flug und flieBt im Raum Stuttgart-Heilbronn
durch das industrielle Zentrum des Bundeslandes. Dieses hat u.a. zur Folge, da dem Neckar grofle
Mengen an Abwaéssern kommunaler und industrieller Klaranlagen zugefuhrt werden. Trotz des flr
einen FluR dieser GrolRenordnung recht grofien Einzugsgebietes herrscht im AbflulRregime ein gravie-
render Wassermangel, der vor allem mit den recht geringen Niederschlagsmengen im Regenschatten
des Schwarzwaldes zusammenhéngt (MULLER et al. 1993). Die langfristige mittlere Wasserfiihrung
des Neckars liegt bei 155 m%sec., bei ungiinstigen Verhaltnissen kann dieser Wert jedoch auf 30
m?*/sec. absinken (Malle, 1991).

Um den FluR trotz dieser stark schwankenden Wasserfiihrung als Grof3schiffahrtsstrasse nutzen zu
kdnnen, wurde er auf einer Lange von 200 km zwischen Plochingen und Mannheim mit insgesamt 27
Schleusen reguliert (MULLER et al. 1993). Dadurch wird die FlieBgeschwindigkeit des Neckars in die-
sem Abschnitt drastisch herabgesetzt, sie liegt im Unterlauf je nach Wasserstand oft erheblich unter 1
m/sec. Besonders bei Niedrigwasser kann der Wasseraustausch zwischen den einzelnen Staubecken
sehr gering werden und es entsteht eine Kette von Stillgewassern (Alf, 1991).

Eine weitere Folge der geringeren Fliegeschwindigkeit ist die erhdhte Sedimentation von Schweb-
stoffen im Bereich der Staustufen. Schwermetalle und organische Schadstoffe (PCB, PAK u.a.) besit-
zen zum Teil eine sehr grol3e Sorptionsfahigkeit, so daB sich ein groler Anteil dieser in den Flu ver-
brachten Schadstoffe an Schwebstoffpartikel anlagert, mit diesen weitertransportiert wird und dann im
Bereich von Hafenanlagen und FluRRstauhaltungen sedimentiert. Hier kann es dann zu einer Akkumu-
lation von Schadstoffen ber langere Zeitrdume kommen (Westrich, 1991). Untersuchungen der Se-
dimente einer Flachwasserzone am Neckar bei Eberbach und der Staustufe bei Laufen hinsichtlich
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ihrer Wirkung auf Zellkulturen aus Fischen zeigten eine erhohte toxische Wirkung der organischen
Phase der Sedimente (Braunbeck et al., 1995).

Nachdem durch verstarkte kommunale Anstrengungen zur Aufbereitung der Abwaésser in den siebzi-
ger Jahren die Primdrbelastung durch abbaubare organische Substanzen deutlich zurlickgegangen war,
hat am Neckar die Sekundérbelastung, d.h. der gewdsserinterne Aufbau pflanzlichen organischen Ma-
terials, erheblich zugenommen. Gefordert durch geringe FlieRgeschwindigkeit und hohe Wassertempe-
ratur kommt es zu einer raschen Eutrophierung des Gewassers und zu Massenentwicklung von
Phytoplankton (Pinter, 1991).

Zur hohen Wassertemperatur tragen neben den baulichen MaBnahmen zur Schiffbarmachung auch die
Kraftwerke am Neckar mit ihren hohem Bedarf an Kiihlwasser bei; die Erwdrmung, als Differenz der
Jahresmittelwerte, betrdgt 3,8°C auf der kanalisierten Strecke mit zunehmender Tendenz (MALLE
1991). Der Sauerstoffgehalt des Neckarwassers ist zwar durch die Verbesserung der Abwassersituati-
on deutlich gestiegen, aber im kanalisierten FluRabschnitt kann es besonders bei Niedrigwasser durch
hohe Temperaturen, geringe Flielgeschwindigkeit und verstirkte Sekundéarbelastung zu kritischer
Sauerstoffzehrung kommen (MALLE 1991).

Auch die Anzahl der nachgewiesenen Tiergruppen uber den Zeitraum der letzten 15 Jahre spiegelt die
verbesserte 0kologische Situation des Flusses wider. Seit 1981 liegt nahezu eine Verdreifachung der
nachgewiesenen Makroinvertebratentaxa vor (ALF 1991). Hierbei muf} allerdings daraufhingewiesen
werden, dal ein Ersatz der nach wie vor haufigen Ubiquisten durch spezialisierte und dkologisch an-
spruchsvolle Arten bisher nicht stattgefunden hat (Marten, 1992). Auch die Fischfauna hat von diesem
positiven Trend profitiert, im Neckar finden sich heute 35 Fischarten, wobei das Vorkommen von 5
Arten vollstandig auf BesatzmaRRnahmen zuriickgeht (Ulrich, 1991).

2.3 Testsysteme

2.3.1 RTG-2 Zellen

Diese fibroblastenahnlichen Zellen wurden urspriinglich aus der Gonade der Regenbogenforelle (On-
corhynchus mykiss) gewonnen (Wolf und Quimby, 1962). RTG-2-Zellen sind kommerziell von der
American Type Culture Collection (ATCC; Rockville, Maryland, USA) sowie von der Firma ICN /
Flow in Meckenheim zu beziehen.

Die Kulturbedingungen fur die Fibrocyten orientieren sich an den Vorschriften, wie sie im DIN-
Vorschlag fiir den Cytotoxizitatstest mit RTG-2-Zellen formuliert sind: Die Zellen werden in Minimal
Essential Medium (MEM), Eagle-Modifikation, mit 20 mM Hepes und Earle’s Salzen, 2 mM L-
Glutamin, supplementiert mit 350 mg/L Natriumhydrogencarbonat, 10 % fétalem Kélberserum (FKS)
und 10 mL/L Penicillin/Streptomycin-Ldsung in 80 cmz2-Zellkulturflaschen (Nunclon™, Nunc, Mainz)
bei einer Inkubationstemperatur von 20 °C ohne spezielle Begasung gehalten. Nach einer Inkubations-
dauer von etwa 4 Tagen sind die Zellen zu einem geschlossenen Monolayer ausgewachsen und kdnnen
fiir Gentoxizitatsuntersuchungen verwendet werden.

Das alte Medium wird dazu zunéchst aus den Flaschen abdekantiert, und die Zellen werden mit 15 mL
PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline, Fa. Sigma, Deisenhofen) gespilt. Nach Abdekantieren
dieser Losung werden 2 mL 0,05 % Trypsin / 0,02 % EDTA-L6sung zu den Zellen pipettiert. Nach
etwa 2-3 min l6sen sich die festhaftenden Zellen vom Untergrund; die vereinzelten Zellen werden in
10 mL Medium aufgenommen - dabei wird das Trypsin durch die Protease-Inhibitoren des FKS sofort
gehemmt - durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette resuspendiert und im AnschluB zu gleichen
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Teilen auf 5 Petrischélchen (O 3.5 cm, Nunc) aufgeteilt, in denen die Schadstoffexposition der Zellen
stattfindet.

2.3.2 Der Zebrabarbling (Danio rerio)

Als Modellfisch fiir die In vivo- und In
vitro-Untersuchungen wird der Zebrabar-
bling (Danio rerio, Abb. 12) eingesetzt, der
neben der Regenbogenforelle zu den am
besten untersuchten Fischarten gehort
(Collodi, 1992). Der Zebrabarbling kann
problemlos im Labor geziichtet werden, so
daB jederzeit genligend genetisch ver-
wandte Tiere zur Verfigung gestellt wer-
den konnen (ein Laichansatz liefert bis zu
300 Eier und reicht selbst fur zahlreiche
groBere Versuchsserien aus). Aus diesen
Griinden wurde er auch hdaufig in Cancero-
genese-Studien mit Fischen eingesetzzt

(Streisinger, 1984). Die GroRe adulter Ze- Abb. 12: Zebrabarblinge (Danio rerio); die zwei unteren Tiere
brabérblinge reicht eben fiir einen vollstan- sind Ménnchen; leicht von diesen zu unterscheiden anhand der
Kdorperform und Féarbung das geschlechtsreife Weibchen oben
rechts.

digen Comet-Assay mit Leber- und Kie-
menzellen aus. Fir die In vivo-Prifungen
mit dem Comet Assay sind pro Test ca. 750 mL Testgut notwendig. Somit sind 2 L einer Wasserprobe
fur die Durchfiihrung von 2 Tests ohne Verdiinnung ausreichend. Die Abwassermenge aus der Mono-
substanzprifung verhalt sich entsprechend. Pro Konzentration werden drei Zebrabarblinge (1 Weib-
chen, 2 Mannchen) eingesetzt. Fir die In vitro-Prifungen werden pro Versuchsansatz mit
5 Konzentrationen 5 Tiere (3 Weibchen, 2 Mannchen) zur Herstellung von Primérzellkulturen aus
Leber- und Kiemenzellen benétigt.

2.3.2.1 Halterung der Zebrabéarblinge

Die Zebrabarblinge werden in 150 L-Aquarien gehalten, die mit maximal 100 Tieren besetzt sind. Der
Raum ist gegen den jahreszeitlichen Tageslichtrhythmus abgedunkelt, eine Zeitschaltuhr regelt den
kunstlichen Lichtzyklus auf 12 Stunden Tag / 12 Stunden Nacht. Handelslibliche Regelheizstébe und
Innenfilter mit Bellftungseinrichtung sorgen fiir gleichbleibende Bedingungen. Im Rhythmus von
zwei Wochen werden die Aquarien grindlich gereinigt, wobei 30 % des Wassers ausgetauscht werden.
Das zugegebene Wasser stammt aus einer Mischeinrichtung, die nach Messung der Leitfahigkeit das
Verhdltnis von Leitungswasser und vollentsalztem Wasser in einem Vorratstank tber Zulaufventile
regelt (Tab. 3). Zusétzlich wird das Wasser im Vorratsbehdlter geheizt (25 £+ 1 °C) und beluftet. Aus
diesem Vorrat stammt auch das Wasser fiir die In vivo-Exposition.

2.3.2.2  Futterung der Zebrabarblinge

Jungfische und Adulte werden zweimal taglich mit Zierfischfutter der Fa. Tetra (Melle) geflttert
(Staubfutter AZ-100 fiur Jungfische, Tetramin™ Flockenfutter fur Zierfische). Zusétzlich erhalten
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Laichgruppen und Jungfische taglich frisch geschlipfte Artemien (Artemia spec.). Die Artemieneier
werden in verdinnter Meersalzldsung angesetzt und so stark beliiftet, daR sie herumgewirbelt werden.
Nach 2-3 Tagen werden die geschlipften Artemien in einem Scheidetrichter von den Eiern getrennt
und nach Abfiltrieren aus der Meersalzldsung in Leitungswasser aufgenommen.

Tabelle 3: Wasserwerte der Aquarienanlage

Wasserparameter Agquarien Vorratsbehalter
Temperatur 25°C+0,5°C 25°C+0,5°C
Sauerstoffgehalt 7,5mg/L £ 0,5 mg/L 8,0 mg/L £ 0,5 mg/L
Gesamthdrte 20 °dH 20 °dH
Carbonathérte 12 °dH 12 °dH
Ammonium nicht nachweisbar Nicht nachweisbar
Nitrit < 0,01 mg/L Nicht nachweisbar
Nitrat <48 mg/L <20 mg/L

Die Wasserwerte wurden mit Schnelltestsets der Firma Merck (Darmstadt) bestimmt.

2.3.2.3  Zucht der Zebrabarblinge

Die Zucht der Versuchstiere erfolgt aus Wildfang-Nachzuchten von Danio rerio. Dazu wird eine
Laichgruppe (2 weibliche und 4 ménnliche Tiere) in ein separates Becken gesetzt und drei Tage lang
zusétzlich mit Artemien gefittert (vgl. 2.3.2.2), um die Eibildung und -reifung zu stimulieren. Am
Abend des dritten Tages wird eine Glasschale, die mit einem Kunststoffgitter (Gitterabstand 2 mm)
abgedeckt ist, auf den Boden des Aquariums gestellt. Die Tiere laichen sofort bei Beginn der ndchsten
Lichtphase ab, und die Eier sinken durch das Gitter in die Glasschale, so dal3 sie nicht gefressen wer-
den koénnen. Nach spatestens vier Stunden der Lichtphase wird die Schale entnommen, die Eier wer-
den in Petrischalen tberfuhrt und bei 25 °C bis zum Schlupf inkubiert. Auf diese Weise kdnnen pro
Laichgruppe 200-400 Eier gewonnen werden, die bei einer durchschnittlichen Befruchtungsrate von
75 % zu bis zu 300 Jungfischen fiihren.

Die Jungfische werden in 2 L-Aquarien Uberfuhrt und darin bis zu einer Kérperldnge von ca. 0,5 cm
gehalten. In belufteten 30 L-Aquarien ohne Strdmungspumpe wachsen sie zu einer Kérpergrofe von
ca 1,5 cm heran. In den beschriebenen 150 L-Aquarien wachsen sie zu Adulten heran und werden aus
diesen fiir die In vitro- und In vivo-Untersuchungen mit dem Comet Assay entnommen.

2.3.3 Freilandtiere

2.3.3.1 Fangmethode

Zum Fangen der Fische fir die Genotoxizitatsuntersuchungen mit dem Comet Assay und dem Mikro-
nukleus Test wird ein handelsubliches Senknetz, welches Uber ein Metallgestange mit einer 2,5 m
langen Schnur an einer 3 m langen Teleskopstange befestigt ist, eingesetzt. Das Senknetz ist quadra-
tisch mit einer Kantenlédnge von 1 Meter und einer Maschenweite von 0,7 cm. Die Ecken des Quadrats
sind mit biegsamen, 1 Meter langen Metallstdben verbunden, die alle in eine kreuzférmige Aufnahme
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gesteckt werden und so das Netz spannen. Die Aufnahme ist Gber die Schnur mit der Teleskopstange
verbunden. Das Senknetz wird nun ausgeworfen, sinkt auf den Grund und wird dort eine Zeitlang be-
lassen. Die sich beim Hochziehen tiber dem Netz befindenden Fische fliichten nach unten und damit
auf das Netz, das bedingt durch die biegsamen Metallstabe und den Wasserwiderstand einen Fangkorb
bildet. Diese Fangmethode ist auf strémungsarme Uferbereiche mit ebenem Untergrund und einer
Wassertiefe bis maximal 2 m beschrénkt. Somit lassen sich neben Kleinfischarten des Uferbereichs
hauptsachlich Jungfische fangen.

2.3.3.2  Rutilus rutilus L.: Rotauge oder Plotze, Familie Cyprinidae

Rutilus rutilus zeigt je nach Habitat einen mehr oder weniger hochriickigen, seitlich abgeflachten Kor-
per. Die Augen sind rétlich gefarbt, die Bauchkante zwischen Bauchflossen und Afterflosse ist gerun-
det, der Ansatz des Vorderendes der Rickenflosse liegt Gber (oder nur wenig hinter) dem Ansatz der
Bauchflossen. Anhand dieser Merkmale lassen sich Rotaugen sehr leicht von Scardinius erythropt-
halmus L., der Rotfeder unterscheiden, deren Riickenflosse deutlich hinter den Bauchflossen liegt;
weiterhin hat letztere, angepasst an die mehr oberflachenorientierte Lebensweise, ein oberstdndiges
Maul, wahrend das Rotauge eine schmale, endstdndige Mundspalte besitzt. Rutilus rutilus ist ferner
durch groRe Cycloidschuppen gekennzeichnet, 39-48 (meist 42-45) entlang der Seitenlinie. Die Brust-
flossen haben 16, Riicken- und Afterflosse 12-14 Weichstrahlen. Die Schlundz&hne sind einreihig, die
Zahnformel lautet: 5 (6) - 5 ((Terofal, 1984).

Der Ricken ist dunkelgriin bis blaugrin, die Flanken sind silberfarbig mit gelblichem Schimmer, der
Bauch kann zur Laichzeit rétlich glanzen. Die Brust- und Bauchflossen, sowie die Afterflosse sind
rétlich (nicht zu verwechseln mit dem dunklen Rot der Flossen der Rotfeder).

Das Rotauge ist ein Schwarmfisch der pflanzenreichen Uferregion und verbringt den Winter an beson-
ders geschutzten, tieferen Stellen; mit einer Vorzugstemperatur von 8 - 25°C (Reichenbach-Klinke,
1976) gehort es zu den eurythermen Fischen. Die Laichzeit ist auf April und Mai beschrankt. Im Nek-
kar konnten in den letzten Jahren auch schon Anfang Mérz ménnliche Rotaugen mit Laichausschlag
beobachtet werden, was sich eventuell auf die sehr milden Winter und das recht warme FluBwasser
zuriickfihren 146kt (eigene Beobachtungen); (Goldspink, 1979) berichtet von einer Wassertemperatur
von 14°C, deren Erreichen im Friihjahr bei Rotaugen die Laichbereitschaft induziert. Die Klebrigen,
etwa 1 mm groRen Eier ( 50.000-100.000, bei Wanderformen bis 200.000) haften ebenso wie die
frisch geschlipften Larven an Wasserpflanzen, Wurzelwerk und Steinen. Die Brutdauer betrdgt 4-10
Tage. Nachdem der Dottervorrat aufgebraucht ist, erndhren sich die Fischlarven zuerst hauptsachlich
von Phytoplankton. Ist die morphologische Entwicklung abgeschlossen und die Flossen vollstandig
ausgebildet, so entwickeln sich die Jungfische zu omnivoren Opportunisten (Reyes-Marchant et al.,
1992). Dabei hat sich das Rotauge, wie auch andere omnivore Cypriniden, auf die eingewanderte
Dreikantmuschel (Dreissena polymorpha) spezialisiert, die einen nicht unerheblichen Teil der aufge-
nommenen Nahrung ausmachen kann (Martyniak et al., 1991). Da Muscheln Uber ihre filtrierende
Lebensweise haufig hohe Schadstoffkonzentrationen aufweisen, ist diese Nahrungsquelle ein wichti-
ges Vehikel zur Weiterleitung und Aufkonzentrierung von Schadstoffrachten im Nahrungsnetz des
aquatischen Okosystems. (Abbildung siehe Bildtafel 3, 3.7)

2.3.3.3  Gobio gobio, L.: Grindling, Familie Cyprinidae

Der Grindling gehort ebenso wie der Zebrabarbling zur Familie der Cyprinidae und hier zur Unterfa-
milie der Gobioninae. Der Korper des 8 - 20 cm groRen Tieres ist langestreckt und fast drehrund. Der
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Riicken ist braun, mit grinlichem oder blaulichem Glanz, die Flanken sind aufgehellt. Dunkle Punkte
auf dem Ricken und der Schwanzflosse sowie blaulich schimmernde dunklere Flecken an den Seiten
sind weitere Erkennungsmerkmale dieses bodenbewohnenden Fisches. Der Griindling ist an den Ufer-
regionen von Seen, in Flissen mit sandig-kiesigem Untergrund und auch im Brackwasser als
schwarmbildender Grundfisch anzutreffen. Er bevorzugt mittelhartes bis hartes bzw. neutral bis
schwach alkalisches Wasser. Die Laichzeit dauert von Mai bis Juni, wobei die mannlichen Tiere einen
Laichausschlag ausbilden. Die Laichabgabe erfolgt ins Flachwasser an Steine und Pflanzen. Das Ver-
breitungsgebiet des Grundlings erstreckt sich ber ganz Europa bis zum Ural, ausgenommen sind
Nord-Skandinavien, Schottland, Stidspanien und Siiditalien. Seine Nahrung besteht aus wirbellosen
Bodentieren, zuweilen auch aus Fischlaich. (Abbildung siehe Bildtafel 3, 3.8)

2.3.3.4  Salmo trutta f. fario, L.: Bachforelle, Familie Salmonidae

Die Bachforelle gehdrt zur Familie der Salmonidae und erreicht eine Grofze von bis zu 50 cm, haufig
sind jedoch GréRenordnungen von 20-25 cm realistisch. Ihre Kennzeichen sind ein olivfarbener bis
braunlicher Riicken, eine rot gerandete oder rot gepunktete Fettflosse, silbrige bis messingfarbene
Flanken sowie ein weil} bis gelblich erscheinender Bauch. Riicken, Kopf und Flanken sind aulRerdem
mit schwarzen und hell gesdumten roten Punkten bedeckt. Ihr Lebensraum im Tiefland und Gebirge
(bis 2500 m) beinhaltet reich strukturierte Flieigewdsser und Seen mit kiihlem, klarem und sauerstoff-
reichem Wasser. Die rduberisch lebende Bachforelle zeigt ein stationdr ausgepragtes Revierverhalten.
Ihr Verbreitungsgebiet erstreckt sich Gber Europa und Kleinasien. Eingeburgert wurde sie in Nordame-
rika, Afrika, Indien, Australien und Neuseeland. Zu ihrer Nahrung gehdren neben Kleinfischen auch
Insektenlarven und andere Bodentiere. Die Fortpflanzungszeit des Winterlaichers beginnt im Oktober
und dauert bis in den Januar hinein. (Abbildung, siehe Bildtafel 3, 3.9)

2.3.3.5  Gasterosteus aculeatus, L.: Dreistachliger Stichling, Familie Gasterosteidae

Die Stichlinge sind in Europa mit 2 Arten, Gasterosteus aculeatus und dem Zwergstichling, Pungitius
pungitius, vertreten. Entsprechend seinem Namen trégt G. aculeatus zwischen 2 — 5, jedoch meist 3
bewegliche Stacheln vor der Rickenflosse. Der Korper ist gestreckt, seitlich abgeflacht mit spitzer
Schnauze und endsténdiger Mundspalte (Terofal, 1984). Kopf und Kdorper sind schuppenlos, nur ent-
lang der Seitenlinie findet sich eine Reihe von Knochenplatten, deren Form und Auspragung Unter-
scheidungsmerkmal der 2 Unterarten f. trachurus und f. leiurus ist (Terofal, 1984). Die Bauchseite
zwischen Kehle und Bauchflossen ist stark verkdchert und kann somit als Widerlager zu den bewegli-
chen Rickenstacheln dienen (Festsetzen in Unterstdnden). Die Mannchen zeigen zur Laichzeit zwi-
schen Marz und Juli eine rote Kehle und Brust und bauen ein Nest aus Pflanzenteilen, welche mit ei-
nem Klebrigen Nierensekret zusammengefugt werden. Nach der Eiablage erfolgt die Brutpflege durch
das Mannchen. Der dreistachlige Stichling erreicht eine Korperldnge von 5 - 8 cm, maximal werden 11
cm erreicht. Er ist in Kisten- und Binnengewéssern weit verbreitet und stellt beziiglich Wasserqualitat
keine hohen Anspriiche. Neben stationaren Binnenformen, die auch in sehr kleinen Gewassern vor-
kommen konnen, gibt es auch marine Wanderformen, die im Kistenbereich leben und zum Laichen
ins StRwasser wandern.
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2.4 Zellisolation

2.4.1 Invitro-Experimente mit Danio rerio

Die Isolation der Leber- und Kiemenzellen aus dem Zebrabarbling
erfolgt nach der fir den Zebrabéarbling optimierten Modifikation
der Immersionsmethode von Part (1993), Deventer (1996) und
Rahmann (1996) und ist in Abbildung 13 dargestellt. Die Isolati-
onsschritte erfolgen bei Raumtemperatur, direktes Sonnenlicht
und Neonlicht (Raumbeleuchtung) auf den Arbeitsplatz sind zu
vermeiden. Ein Zebrabarbling wird in geséttigter Benzocainldsung
betdubt, kurz mit Wasser abgespilt und mit der Ventralseite nach
oben auf einem Schaumstoffblock fixiert. Das Tier wird ventral
mit einer feinen Schere erdffnet und das Herz durch einen bis
zwischen die Brustflossen laufenden Schnitt freiprapariert. Die
Brustflossen und seitliche Gewebeteile werden entfernt, so dal}
das Herz frei zugénglich ist und das Blut wahrend der folgenden
Perfusion schnell ablaufen kann. Nun wird das Herz mit einer
stumpfen Pinzette vorsichtig fixiert, der Sinus venosus durchtrennt
und eine Glasmikroinjektionsnadel (Spitzenéffnung ca. 200 pum)
in den Ventrikel gestochen. Durch einen Fulschalter wird eine
Schlauchpumpe (Ismatec MS-4-Reglo-Schlauchpumpe) in Gang
gesetzt (FluBrate ca. 1,5 mL/min) und der Fisch mit PBS-Ldsung
perfundiert, bis kein Blut mehr aus dem BlutgefalRsystem austritt.
Nach der Perfusion werden die Leberlappen und die Kiemenbégen
herausprapariert und in 1 mL PBS mit Antibiotika (20 uL Am-
photericinlésung [12,5mg/mL, Sigma, Deisenhofen], 5 mg/L
Gentamycinsulfat [Sigma], 2 mL Penicillin-Streptomycin-Ldsung
[Penicillin-Streptomycin-Solution  stabilized, Penicillin: 5000
units, Streptomycin: 5 mg/L, Sigma] in 100 mL PBS) in Zellkul-
turschalen von 3,5 cm Durchmesser (Fa. Greiner) gesammelt. Nun
werden die Organstiickchen fur 15 min in PBS mit Tryp-
SIfEDTA-L6sung (Sigma Trypsin-EDTA-Solution: 0,5 g/L
porcine trypsin, 0,2 g/L EDTA x 4 Na; 1 : 200 in PBS) inkubiert.
Die Ldsung wird dann durch eine 70 um Gaze filtriert, und ver-
bleibende Organstiicke werden mechanisch vereinzelt. Dann wird
die Trypsinwirkung durch die Zugabe von 1mL PBS-FKS-
Losung (10 % FKS in PBS) gestoppt und die Suspension durch

Perfusion mit PBS (1.5 mL/min) und
Organentname von 5 Fischen

v

Inkubation in PBS mit Antibiotika und
Amphotericin B fur 15 min

v

Inkubation in Trypsin/EDTA-Ldsung
fur 15 min

v

Filtration durch 70 pm Gaze in eine
stopping solution (10 % FKS in PBS)

v

Zentrifugation bei 110 g fur Hepatocyten
und 200 g fir Kiemenzellen fiir 10 min

v

Erythrocytenlyse fir 5 min
(144 mM Ammoniumchlorid,
17 mM Tris, pH 7,2)

v

Lysestopp durch Aufnahme
in Medium M199

v

Reinigen tber Zentrifugation (110/200 g)
und wiederholte Resuspendierung

v

Vitalitatsuntersuchungen mit dem
FDA-Test

v

Aufnahme in Mediumansatz fir
Genotoxizitdtsuntersuchungen

Abb. 13: Isolation von Primérzellen
aus dem Zebrabarbling (Danio rerio)

eine Gaze (Maschenweite 70 um, Verseidac) filtriert. Zur mechanischen Vereinzelung noch verblie-
bener Gewebsstiicke werden diese mit einem rundgeschmolzenen Glasstab durch die Gaze gedriickt.
In zwei 1,5 mL ReaktionsgeféalRen (Safe Lock™, Fa. Eppendorf, Hamburg) pro Konzentration erfolgt
die Zentrifugation (Biofuge 17 RS, Fa. Heraeus, Hanau) bei 20 °C und 200 g fir 10 min. Anschlie-
Rend wird der Uberstand abgezogen und das Pellet in 150 puL Erythrocyten-Lyse-Puffer (144 mM
NH;Cl + 17 mM Tris in Aqua demin.) resuspendiert. Nach Elimination noch verbliebener
Erythrocyten im Erythrocytenlysepuffer und Uberfiihrung der Zellen in Medium M199 (Hank*s Modi-
fikation: 20 mM Hepes, supplementiert mit 350 mg/L NaHCO;, 10 % FKS, 10 mL/L Penicil-
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lin/Streptomycin-LOsung) wird, nach 2 Waschschritten, die Vitalitat der Zellen mit dem Fluorescein-
diacetat- (FDA-) Assay (vgl. 2.7.1) bestimmt. Anschlielend werden die Zellen in mit dem zu testen-
den Schadstoff versetzten Medium aufgenommen und in den Wells einer sterilen 24 Well-Platte aus-
gesat. Nach Beendigung der Exposition werden die Zellen durch mehrmaliges Aufziehen mit einer
Pipette resuspendiert, zentrifugiert und in den Comet-Assay uberfuhrt. Diese Methode der Isolation
von Primarzellen wurde auch bei der Gewinnung von Primérzellkulturen aus den Freilandfischen an-
gewendet.

2.4.2  Invivo-Experimente mit Danio rerio

Die Isolation der Leber- und Kiemenzellen wird wie bei den In vitro-Tests durchgefiihrt. Allerdings
werden die Organstiicke in PBS (ohne Antibiotika) aufgenommen, da die Zellen nach der Isolation
sofort in den Comet-Assay uberfuhrt werden und ein signifikantes Bakterienwachstum innerhalb von
30 min nicht zu erwarten ist. Die Methode erlaubt als Standardversuch die parallele Testung dreier
Konzentrationen plus Kontrolle, ist aber durch ihren modulartigen Aufbau erweiterbar. Die Schritte
bis zur Organentnahme und Uberfiihrung in PBS (siehe oben, Abschnitt 2.4.1) werden nacheinander
mit den Fischen von zwei Konzentrationen durchgefiihrt, wobei die Organe der drei Fische einer Kon-
zentration zu einem Pool vereint werden. Erst dann beginnt die Vereinzelung der Zellen (Abb. 14), die
ebenfalls schon im vorherigen Abschnitt beschrieben wurde. Im Unterschied zum Abschnitt 2.4.1
werden die Zellen nicht in Medium aufgenommen und ausgesét sondern zu 30 pL Zellsuspensionen
portioniert und direkt im Comet-Assay weiterverarbeitet (vgl. 2.6.1), der Rest steht fir den FDA-
Assay zur Verfigung (vgl. 2.7.1). Das in der folgenden Abbildung dargestellte Arbeitsschema weist
eine Zeitachse auf. Diese liegt darin begriindet, dal3 fir einen vollstandigen In vivo-Versuch mit Kon-
trolle und 3 Konzentrationen 12 Fische verarbeitet werden missen, hierbei ist die Einhaltung eines
Zeitlimits fur die einzelnen Versuchsschritte von herausragender Bedeutung fiir die Qualitat der er-
haltenen Primdrzellen.
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. Arbeitsschritte der Praparation
Zeitplan

(min)

Perfusion und OrganentnahmeJ

J von je drei Fischen
— (Konzentration I u. I11)
Perfusion und Organentnahme
von je drei Fischen
————— _T — (Konzentration 11 u. Kontrolle)

Alle Organe in PBS

\ 4

Enzymatischer Verdau
77777 > in Trypsin/EDTA fur 15 min

@ 77777 > Filtration durch 70 um Gaze

¢

)
)
)
***** | e
)
)
)
)

\ 4

77777 > Erythrocytenlyse

v

Zentrifugation 180 g / 7 min
— — — — P

\ 4

Bestimmung der Zelldichte und
- -vitalitat

\ 4

Portionieren der Zellsuspension
— — — — P in 30 pL Aliquots

Uberfiihren in den Comet AssayJ

Abb. 14: Schematisches Protokoll der Zellisolation aus dem Zebrabérbling (Danio rerio) und des Einbringens
der Zellen in den Comet Assay nhach In vivo-Exposition gegeniiber drei Konzentrationen plus Kontrolle.

2.5 Exposition

25.1 Belastung von RTG-2 Zellen mit ausgewahlten Monosubstanzen

Die RTG-2 Zellen werden im Medium MEM Eagle (MEM, Eagle's Modifikation mit 20 mM Hepes
und 2 mM L-Glutamin, Sigma; komplettiert mit 50 mL FKS, 25 mg Neomycinsulfat und 5 mL Peni-
cillin-Streptomycin-Ldsung auf 500 mL Medium) in sterilen Petrischalen (O 3.5 cm, Nunc) ausgesat
und 24 h bei 20 °C inkubiert, um eine Anheftung der Zellen in den Schalen zu ermdglichen. Die Expo-
sition erfolgt durch einen Austausch des Mediums gegen ein mit dem entsprechenden Schadstoff ver-
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setztes Medium am folgenden Tag. Beim Dekantieren des alten Mediums werden auch geschadigte
Zellen, die sich nicht angeheftet haben, aus dem Versuch entfernt.

Nach Beendigung der Exposition wird das Medium abdekantiert, die Zellen werden kurz mit PBS
ohne Ca®* und Mg”* gespiilt, und 200 pl Trypsin/ EDTA-Ldsung werden in die Petrischalen pipettiert.
Das Ablésen der Zellen kann nun entweder Uber die einsetztende Tribung des Petrischalenbodens
oder unter dem Inversmikroskop verfolgt werden. Nach erfolgter Ablésung wird die Trypsinwirkung
durch Zugabe von 800 uL Medium gestoppt und die Zellsuspension 10 min bei 150 g zentrifugiert.
Die resultierenden Zellpellets werden in 100 uL Medium aufgenommen, und die entstandene Zellsus-
pension wird im Comet-Assay weiter verarbeitet.

2.5.2  Invitro-Exposition von Primérzellen aus Fischen

2.5.2.1  Supplementierung mit S9-Préparaten

Verschiedene Biotransformationsschritte sind fur die Aktivierung von kdrperfremden Chemikalien zu
reaktiven Metaboliten mit mutagenem und cancerogenem Potential verantwortlich (Rodriguez-Ariza et
al., 1995); in diesem Zusammenhang waren als Biotransformationsenzyme der Phase | vor allem die
Mitglieder die Cytochrom P450-Familie zu nennen (Gokssoyr and Forlin, 1992; Stegemann und
Kloepper-Sams, 1987). Daraus hat sich die Supplementierung von Gentoxizitatstest mit S9-Praparaten
(supernatant 9000 g) aus der Leber von mit unterschiedlichen Induktoren vorbelasteten Spendertieren
entwickelt, um so den jeweiligen Assay mit der metabolischen Kompetenz induzierter Hepatocyten
aus dem Sdugetier zu erganzen. Dies hat sich als Standardmethode in der Gentoxikologie etabliert
(Dhillon und Dhillon, 1995; Haggerty und Holsapple, 1990; Kerklaan et al., 1983; Maron und Ames,
1983; Rodriguez-Ariza et al., 1995; Slamenova, et al., 1997; Speit et al., 1996; Stocker et al., 1998;
Tafazoli, et al., 1998). In den unter Abschnitt 3.1.6 beschriebenen Expositionsversuchen wurden die
Ansédtze mit den indirekt wirkenden, d.h. Uber Cytochrom P450 metabolisierten Gentoxinen 2-
Acetylaminofluoren, Benzo[a]pyren und Dimethylnitrosamin mit einem S9-Mix aus der Leber von mit
Aroclor induzierten Ratten supplementiert (S9-Préparat, Fa. CCR, RoRdorf; S9-Préparat mit S9-Puffer
auf eine Proteinkonzentration von 2 mg/mL verdinnen; S9-Puffer: 5 mM Gluc.-6-phosphat, 4 mM
NADP, 20 mM CaCl,, 10 mM MgCL,, 30 mM KCI, 50 uM Na-Phosphatpuffer, pH 7,4). Hierfir wur-
den bei 2 mL Endvolumen Medium pro Well 200 uL fertiger S9-Mix und eine entsprechende Menge
an hoher konzentriertem Medium eingesetzt. Das Rezept der S9-Aktivierung orientiert sich an den
Vorgaben von Maron und Ames (1983); wegen der unterschiedlichen Verdunnung, die sich aus dem
Proteingehalt des S9-Praparats ergibt, werden geringe Abweichungen in Kauf genommen.

2.5.2.2  Exposition gegentiber Monosubstanzen

Fur die In vitro-Untersuchungen werden die Leber- und Kiemenzellen des Zebrabarblings nach Ab-
schnitt 2.4.1 isoliert und in sterilen 24-Wellplatten Uber einen Zeitraum von 20 h den Schadstoffen
exponiert. Die indirekt wirkenden Gentoxine 2-Acetylaminofluoren, Benzo[a]pyren sowie Dimethyl-
nitrosamin werden hierbei mit dem unter Absatz 2.5.2.1 beschriebenen S9-Praparaten supplementiert.
Zur Steigerung der exogenen Metabolisierung werden die genannten Substanzen in Medium mit dem
S9-Préparat fiir 1 h bei 37 °C vorinkubiert. Erste Testdurchgénge mit den Monosubstanzen werden mit
2 h Expositionsdauer durchgefiihrt. Da die eingesetzten Referenzsubstanzen zum Teil schlecht was-
serloslich sind, werden von allen Substanzen Stammldsungen in DMSO angesetzt und bei -20°C gela-
gert. Die maximal eingesetzte DMSO-Konzentration im Test liegt hierbei bei 1 %. Um eine gleichma-
Rige Verteilung der entsprechenden Schadstoffstammldsung im Well zu gewdahrleisten, werden die
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Zellen nach Isolation und Waschschritten in dem mit der Schadstofflésung versetzten Medium aufge-
nommen und in die Wells ausgesét. Nach Abschlu3 der Schadstoffbelastung werden die Zellen durch
mehrmaliges, vorsichtiges Aufziehen mit einer Pipette aufgeschwemmt, die Zellsuspension in Eppen-
dorf-Tubes Uberfuhrt, bei 200 g zentrifugiert, in 100 L M 199 resuspendiert und nach Abschnitt 2.6.1
im Comet-Assay auf DNA-Strangbriiche untersucht.

Die gewonnenen Erkenntnisse zur Reaktion von Primarzellkulturen aus Fischen auf die Belastung mit
genotoxischen Substanzen im Comet-Assay basiert auf Untersuchungen mit dem Zebrabarbling (siehe
Abschnitte 3.1 — 3.5). Um eventuell nachweisbare gentoxische Effekte in Fischen aus dem Freiland in
ihrem Ausmall besser abschétzen zu kdnnen und in Relation zu an Danio rerio erhobenen Daten set-
zen zu kdnnen, werden Primérzellkulturen aus dem Rotauge (Rutilus rutilus) und dem Griindling (Go-
bio gobio) (Gewinnung der Primérzellen, siehe Abschnitte 2.4.1 und 2.4.2) mit den bekannten Mono-
substanzen Benzo[a]pyren und 4-Nitroquinolin-N-oxid fir 20 h in sterilen 24-Wellplatten belastet.
Hierbei wird nach dem mit den Primdrzellen aus dem Zebrabdrbling etablierten Protokoll verfahren,
einzige Anderung ist eine Verringerung der Zentrifugationskraft von 200 g auf 150 g.

2.5.2.3  Exposition gegenliber Wasserproben

Fur die In vitro-Untersuchungen werden die Leber- und Kiemenzellen des Zebrabarblings nach Ab-
schnitt 2.4.1 isoliert und in sterilen 24-Wellplatten tber einen Zeitraum von 20 h den Wasserproben
exponiert. Fiinffach konzentriertes Medium (ohne Zusatze) wird mit der entsprechenden Wasserprobe
verdinnt und dann mit den verwendeten Zusatzen (Antibiotika, FKS) versehen. Somit kann die Was-
serprobe in einer 1 : 1,43-Verdinnung getestet werden. Um eine gleichméRige Verteilung der entspre-
chenden Wasserprobe im Well zu gewahrleisten, werden die Zellen nach Isolation und Waschschritten
in dem mit der Wasserprobe versetzten Medium aufgenommen und in die Wells ausgesat. Um mdogli-
che Reaktionen von Wasserinhaltsstoffen der Probe mit dem Medium, mit Mediumzusatzen wie dem
FKS (fotales Rinderserum) oder den GefaBwéanden der MischgefaRe zu verhindern oder wenigstens im
AusmaR zu begrenzen, wird das Wasserprobe-Medium-Gemisch erst wahrend der letzten Zentrifugati-
onsschritte der Zellisolation angesetzt. Nach Abschlul? der Belastung werden die Zellen durch mehr-
maliges, vorsichtiges Aufziehen mit einer Pipette aufgeschwemmt, die Zellsuspension wird in Eppen-
dorf-Tubes uberflhrt, bei 200 g zentrifugiert, in 100 pL M 199 resuspendiert und nach Abschnitt 2.6.1
im Comet-Assay auf DNA-Strangbriiche untersucht.

2.5.3 Invivo-Exposition des Zebrabarblings

2.5.3.1 Durchfiihrung

Bei den In vivo-Untersuchungen werden jeweils drei Zebrabarblinge (zwei méannliche und ein weibli-
ches Tier) in Becherglasern (600 mL, niedrige Form, Fa. Schott, Mainz) in 250 mL Testgut unter kon-
tinuierlicher Bellftung mit Glas - Pasteurpipetten (ca. 100 Blasen pro Minute) tber einen Zeitraum
von insgesamt 3 Tagen exponiert (Abb. 15). Die Form der Geféal3e beginstigt einen sehr schonenden
Wasserwechsel, der taglich durchgefihrt wird und bei dem 90 % des Testguts ohne tiberméRige Bela-
stung der Tiere ausgetauscht werden kann. Zur Verdinnung der Substanzen bzw. der Wasserproben
wird Wasser aus dem Vorratsbehélter entnommen, der Kontrolle wird derselbe Anteil Ldsungsver-
mittler zugesetzt wie der hdchsten Konzentration der Testsubstanz.

Die Versuchstiere werden vier Stunden vor Beginn des Experiments zum letzten Mal gefiittert. Da-
durch wird verhindert, daf® Substanzen, die an die Futterflocken adsorbieren kdnnen, von den Tieren in
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unterschiedlicher Menge aufgenommen werden oder durch die Adsorption nicht mehr im Wasser ver-
fligbar sind.

Nach AbschluR der Exposition werden die Leber- und Kiemenzellen nach den Angaben in Abschnitt
2.4.2 isoliert und nach Abschnitt 2.6.1 im Comet-Assay auf DNA-Strangbriiche untersucht.

2.5.3.2  Vorinduktion der Versuchstiere mit 3-Naphthoflavon

5 Tage vor Beginn der Belastung mit Benzo[a]pyren werden 6 Zebrabérblinge mit 27 mM
R-Naphthoflavon (Fa Sigma, Deisenhofen), geldst in Fischleberdl (Cod liver oil, ICN Biochemicals,
Cleveland, USA), gespritzt, um die Biotransformation schon vor Beginn des Experiments zu induzie-
ren. Hierzu werden die Tiere dem Aquarium entnommen, gewogen, auf einer feuchten Unterlage im
Netz fixiert und mit Hilfe einer ausgezogene Glaskapillare 1 pL des mit 3-Naphthoflavon versetzten
Fischleberols unter die Bauchdecke gespritzt. Somit betragt die Konzentration von -Naphthoflavon
im Tier bei einem Durchschnittsgewicht von 500 mg 15 mg/kg Korpergewicht. Die Tiere werden dann
in ein Quaranténe-Becken Uberflihrt. Nachdem Uber den folgenden Zeitraum keine Veranderungen im
Verhalten oder makroskopisch sichtbare Beeintrdchtigungen beobachtet werden kénnen, werden sie
fur 3 Tage mit 0.252 mg/L Benzo[a]pyren belastet oder unter gleichen &ulleren Bedingungen ohne
Schadstoffexposition als Kontrollen gehalten und die isolierten Hepatocyten (Abschnitt 2.4.2) nach
Beendigung der Exposition in den Comet-Assay Uberflhrt (Abschnitt 2.6.1).
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Abb. 15: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur In vivo-Exposition von Zebrabarblingen. Darge-
stellt ist eins von bis zu vier Testgefalen, die nebeneinander im Aquarium aufgebaut werden kénnen.

2.5.4 Untersuchungen zur gentoxischen Belastung von Fischen aus dem Freiland

An zwei Probenahmestandorten (Heidelberg Wieblingen, Klaranlage Neckarhausen) werden die Fi-
sche mit Hilfe eines handelsiiblichen Senknetzes gefangen und in einem belfteten Transportgefal ins
Labor verbracht. Hier werden, wie unter Abschnitt 2.4.2 beschrieben, Primarzellkulturen aus Leber,
Kieme und Darm hergestellt, die dann im Comet-Assay auf DNA Schéaden untersucht werden. Als
Kontrolltiere dienen Grindlinge und Rotaugen aus der Laborhaltung, die am Versuchstag vergleichba-
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rem Fang- und Transportstress ausgesetzt werden. Weiterhin werden von den im Comet-Assay unter-
suchten Tieren Blutaustriche angefertigt (siehe Abschnitt 2.8) und die Erythrocyten auf die Bildung
von Mikrokernen untersucht.

Als weiteres FlieRgewasser wird der Forellenbach stddstlich von Heidelberg untersucht. Der Bach ist
durch einen weitgehend naturbelassenen Verlauf gekennzeichnet, jedoch befindet sich als Quelle an-
thropogener BeeinfluBungen im Oberlauf der ZufluR einer Klaranlage, tber welche die Abwésser der
Klinik am Kohlhof aufbereitet in den Bach gelangen. Die Bachforellen (Salmo trutta f. fario) werden
mit einem handelsiblichen Fischnetz gefangen und in einem Transportgefal? ins Labor verbracht; alle
weiteren Schritte werden wie in Abschnitt 2.4.2 beschrieben durchgefihrt. Zusétzlich werden auch
Blutausstriche angefertigt und auf die Bildung von Mikrokernen untersucht. Als Kontrolltiere dienen
Bachforellen, die von einem kommerziellen Zuchtbetrieb (Fa. Belser, Haigerloch-Gruol) erworben
wurden und Uber mehrere Wochen an die Haltung im Labor adaptiert waren. Ebenso wird die genoto-
xische Belastung von Stichlingen aus einem weiteren kleinen, anthropogen stark beeinfluRten FlieRR-
gewasser untersucht. Als Kontrolltiere dienen hierbei Tiere aus dem gleichen Gewasser, die fir min-
destens 4 Wochen im Labor gehéltert werden

2.6 Comet-Assay

2.6.1 Testprotokoll

Die einzelnen Schritte des Comet-Assays sind in Abb. 16 dargestellt. Die Haftung der Gele auf den
Objekttragern ist von entscheidender Bedeutung fiir den Comet-Assay; daher werden die angerauhten
Objekttrager mit einem Glasschneider beschriftet und in Ethanol (99 %) entfettet. Alle weiteren Ar-
beitsschritte erfolgen mit puderfreien Latexhandschuhen, da Puderreste die Auswertung beeintréchti-
gen kénnen.

Die Objekttrager werden aus dem Alkohol entnommen und auf Zellstoff getrocknet. Inzwischen wird
1% NMA (Normal temperature Melting Agarose, Seakem Gold™, FMC Bioproducts, Rockland,
USA) in PBS (9,55 g/L Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline, Sigma, Deisenhofen) auf einer Heizplatte
bei 300 °C aufgekocht und auf einer weiteren bei 150 °C schwach siedend gehalten. Auf jeden Ob-
jekttrager werden 700 pL NMA aufgebracht, durch ein Deckglas (Sondergréfie 24 x 70 mm, Langen-
brink, Emmendingen) gleichmaRig verteilt und fur ca. 10 min in einem Trockenschrank bei 37 °C
angetrocknet. Dann wird diese Gelschicht mit Hilfe eines weiteren Objekttragers wieder abgestreift
und die Objekttrager im Warmeschrank ganz getrocknet. Dieser Schritt verbessert die Haftung der
folgenden drei Gelschichten, die auf dem Objekttrager verbleiben. Die erste bleibende Gelschicht be-
steht aus 0,5 % NMA, der wie oben beschrieben aufgekocht und siedend gehalten wird. 200 uL NMA
werden auf den Objekttrager gegeben und mit einem Deckglas blasenfrei verteilt. Direkt anschlieRend
wird der Objekttrager fur 3 min auf eine eisgekiihlte Metallplatte eben aufgelegt, um das Gel zu har-
ten. Die Objekttrager werden nun in einer Farbebox auf PBS-getranktem Tuch im Kihlschrank bei
4 °C aufbewahrt, bis die zweite Gelschicht, welche die Zellen enthalt, aufgetragen werden kann.
AnschlieBend wird der 0,7 % LMA (Low temperature Melting Agarose, Seakem Gold™, FMC Bio-
products) in PBS (9,55 g/L Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline, Sigma) aufgekocht und in einem
geschlossenen Wasserbad, das vor Verdunstung und damit Konzentrationsédnderung des Agars schutzt,
bei 37 °C flussig gehalten. Die nach den Angaben in den Abschnitten 2.6.2 und 2.6.3 erhaltenen Zell-
suspensionen werden nun in Eppendorf-Tubes zu je 30 uL portioniert und die Objekttrager mit der
vorbereiteten ersten Gelschicht im Trockenschrank bei 37 °C erwdrmt, um ein gleichméRiges Vertei-
len der zweiten Gelschicht zu erméglichen. Das Deckglas eines Objekttrdgers wird nun abgezogen,
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und 90 pL LMA werden mit den in ReaktionsgefédlRen portionierten 30 pL Zellsuspension durch
mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette gemischt, um davon wiederum 90 pL auf dem Objekttréger
mit einem Deckglas blasenfrei zu verteilen. Dann wird das Gel fir 3 min auf Eis gehértet und wieder
fiir 5 min in den Warmeschrank (37°C) gelegt.

Die dritte Gelschicht besteht ebenfalls aus 0,7 % LMA. Wiederum werden nach dem Abziehen des
Deckglases 90 pL LMA aufgetragen, blasenfrei mit einem neuen Deckglas verteilt, wie oben auf Eis
gehartet und im Trockenschrank wieder auf 37°C angewarmt. Die Zellen sind nun in einer Gelschicht
eingeschlossen, die sandwichartig von zwei anderen bedeckt wird. Die erste Gelschicht stellt dabei die
Verbindung zum Objekttrager her und schafft durch ihre Dicke Abstand von diesem, was die Schérfe-
nebene bei der Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop vom rauhen, unruhigen Untergrund ab-
hebt. Die dritte Gelschicht sorgt flir mechanischen Schutz der zweiten in den weiteren Bearbeitungs-
schritten und verhindert, daf® die DNA eventuell nicht ganz eingeschlossener Zellen wahrend der Lyse
aus dem Gel diffundiert.

Die Deckgléser werden nun abgezogen und die Objekttrager in 4 °C kalter Lyseldsung fur mindestens
1,5 Stunden (oder Uber Nacht) im Kihlschrank inkubiert. Die Lyse der Zellen erfolgt mit starken De-
tergentien (2,5 M NACI, 100 mM EDTA, pH 10, vor Versuchsbeginn mit 1 % Triton X-100 und 10 %
DMSO komplettiert) unter stark alkalischen Bedingungen zur Zerstérung der Membranen sowie zur
Extraktion der Kernproteine. Kélte und Dunkelheit schiitzen die DNA vor Autolyse und UV-Schéden.
Nach der Lyse ist die DNA vollig ungeschitzt, weshalb alle weiteren Versuchsschritte in der Dunkel-
kammer durchgefiihrt werden.

Im AnschluR an die Lyse folgen Denaturierung und Elektrophorese der DNA. Dazu werden die Ob-
jekttrager in der Elektrophoresekammer, die waagrecht auf Eis ausgerichtet ist, nebeneinander ange-
ordnet, mit auf 4 °C gekiihltem Elektrophoresepuffer (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH < 13) (ber-
schichtet und fir 20 min inkubiert. Dann erfolgt die Elektrophorese bei 25 V und 300 mA fir 20 Mi-
nuten (Power Supply Model 200/2.0, Bio-Rad, Munchen). Hierbei wird durch Schadstoffeinflu? frag-
mentierte DNA zu Kometen (Schweifen) auseinandergezogen, die mit steigendem Fragmentierungs-
grad der Molekule langer und dichter werden (Singh et al., 1988; Tice et al., 1990).

Nach der Elektrophorese werden die Objekttrager fir 2 min in Tris-Puffer (0,4 M, pH 7,5) getaucht;
im neutralen Umfeld spiralisiert sich die DNA wieder und kann so mit Ethidiumbromid (Interkalation)
angefarbt werden. Die Gele kdnnen ab diesem Zeitpunkt bis zu zwei Wochen auf PBS-getrdnktem
Tuch im Kihlschrank gelagert werden.

2.6.2 Variationen im Testprotokoll des Comet-Assays

Zur Optimierung des Nachweises von DNA-Strangbriichen mit dem Comet Assay und Fischzellen
wurden in Vorversuchen mit der Modellsubstanz 4-Nitroquinolin-N-oxid unterschiedliche Denaturie-
rungs- (10, 20, 30, 60 min) und Elektrophoresezeiten (10, 20, 30, 45, 60 min) getestet, um den Einflul3
dieser Parameter auf die DNA-Fragmentierung zu Uberprifen. Hierfir wurde die permanente Zellinie
RTG-2 verwendet, um die unterschiedlichen Testansatze mit stets gleichem Zellmaterial durchfiihren
zu konnen.
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4 Zellkultur bzw. )
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Abb. 16: Schematischer Ablauf des Comet-Assays fiir den In vivo- und In vitro-Ansatz mit Fischen und Fisch-
zellen.

2.6.3  Auswertung des Comet-Assays

Zur Auswertung wird die DNA mit Ethidiumbromidlésung (2 uM in Aqua demin.) angefarbt, indem
pro Gel 75 pL der Férbeldésung aufgetragen und mit einem Deckglas blasenfrei verteilt werden. Die
Objekttrager werden bis zur Auswertung am Fluoreszenzmikroskop (Leitz Aristoplan) in einer Me-
tallbox auf PBS-getranktem Tuch lichtgeschitzt aufbewahrt; die Auswertung erfolgt dann auf jeden
Fall im Laufe des folgenden Tages. Bei 340-facher VergréfRerung und einer Anregungswellenldnge
von 518 nm werden die Kometen mit einem Bildanalysesystem der Firma Optilas (Munchen), beste-
hend aus einer Graustufen-CCD-Kamera (Pulnix TM-765E Kinetic), einem angeschlossenen PC mit
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zwei Monitoren und der Auswertungssoftware Comet 3.0™ (Kinetic Images, Liverpool, UK), vermes-
sen (Abb. 17). Es werden unter anderem folgende Parameter erhoben:

1. Lénge des Kometenschweifes (Tail Length),
2. Verteilung der Fluoreszenzintensitat auf Kopf und Schweif,
3. das Tail Moment als Produkt von Tail Length und Fluoreszenzintensitat im Schweif und

Kopf.
Nucleoidmitte MeRfenster Hintergrundfluoreszenz
(Kometenkopf) /\ Fluoreszenzintensitat Nucleoid
/ \ Fluoreszenzintensitat Schweif
.| Schweiflange (inpm) / W\’\\

Y »

=8

Nucleoidgrenzen
Schweifende

MeRfenster Komet

Abb.17: Darstellung der Vermessung von Kometen mittels des digitalen Auswertesystems von Kinetic Images
Ltd. Das MeRfenster ist zweigeteilt, im unteren Bereich wird der ,,Komet* vermessen, im oberen Teil die Hinter-
grundfluoreszenz, die zur Bestimmung der Kometengrenzen herangezogen wird. Links: Messung der reinen
Schweiflange, beginnend vom Nucleoid-Mittelpunkt; rechts: Vermessung der Fluoreszenzintensitat in den Be-
reichen Nucleoid und Schweif.

Pro Konzentration werden 100 Zellen auf 2 Gelen vermessen (50 zufallig ausgewahlte Kometen je
Gel). Die Darstellung der nachfolgenden Befunde erfolgt entweder als Tail Length (Grundlagenunter-
suchungen), als Tail Moment (standardmaRig) oder vergleichend als Tail DNA (Prozentsatz DNA im
Schweif).

Tail Length = Strecke Nucleoidmitte bis Schweifende in pm

Schweiflange [ Schweif DNA
100

Tail Moment =

2.6.4 Statistische Auswertung

Alle erhobenen MeRparameter werden von der Software Comet 3.0™ automatisch gespeichert. Ein
von Kinetic Images beigeftigtes Excel™-Makro fiir Excel™ 5.0 (Microsoft Corporation, USA) greift
auf diese Rohdaten zu und berechnet das Tail Moment. Dies ist eine hdufig verwendete Methode
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(Ashby et al., 1995; Olive und Banath, 1993), da sie die beiden wichtigsten Variablen, ndmlich Lange
des Schweifes und Anteil der DNA im Schweif zu einem Vergleichswert umrechnet. Zusétzlich er-
stellt das Programm ein 3D-Diagramm der Auswertung.

Die Tail Moment-Daten werden aus der Excel-Datei herauskopiert und mit Sigma Stat™ 2.03 (SPSS-
Jandel Scientific, Erkrath) statistisch ausgewertet. Dabei vergleicht der Test ONE WAY ANOVA ON
RANKS (nach Kruskal-Wallis) Gruppen nicht numerisch verteilter Zahlen unter Zuhilfenahme der
Medianwerte. Sind statistisch signifikante Unterschiede feststellbar (p < 0,05), werden die Gruppen
nach der Dunnett-Methode mit der Kontrolle verglichen und nach dem Grad ihrer Abweichung geord-
net. Diese Methode beschreibt nicht, ob die Tail Moments grofRer oder kleiner waren als die der Kon-
trolle, so dal’ zusétzlich die 25 %- und 75 %-Percentilen zur Beurteilung der Ergebnisse herangezogen
werden.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt als Box- and Whisker-Plot in Sigma Plot 4.0 (SPSS, Erkrath).
Die in Abb. 18 grau eingefarbte Box zwischen der 25 % Percentile (1. Quartil) und der 75 % Percen-
tile (3. Quartil) enthélt 50 % der erhobenen Daten; der Median ist als Linie innerhalb der Box darge-
stellt. Die je 25% unterhalb bzw. oberhalb der Box liegenden Werte sind durch Whisker gekennzeich-
net und werden durch Minimum bzw. Maximum begrenzt. Die AusreiRer der erhobenen Daten sind als
Kreise dargestellt.

160
(@] .
140 - N Ausreil3er
20 0
= g Maximum
S 100
)
o £
% § 801 3. Quartil
2%
O+ 60 -
) g Medi
N 40 edian
e 1. Quartil
0 Ausreil3er é Minimum

Untersuchte Gruppe,
z.B. Kontrollzellen, belastete Gruppen

Abb. 18: Box- and Whisker-Plot nach Sigma Plot 4.0 (SPSS, Erkrath)

2.7 Cytotoxizitatsuntersuchungen

2.7.1 Der Fluoresceindiacetat (FDA)-Assay

Die simultane Zweifach-Farbung von Zellen in Suspension mit Fluorescein-Diacetat (FDA) und Ethi-
diumbromid ist eine schnelle Methode zur Bestimmung der Vitalitat von Zellen (Jones und Senft,
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1985; Strauss, 1991)) und wird bei den Untersuchungen zur Genotxizitdt von Einzelsubstanzen und
Umweltproben auf Dauer- und Primérzellen als Cytotoxizitétstest eingesetzt. Induziert eine auf Ge-
notoxizitét zu priifende Probe Cytotoxizitat, so dal die Vitalitat der belasteten Zellen im Vergleich zur
Kontrolle um mehr als 20 % abnimmt, kann diese Probe nur verdinnt auf Genotoxizitat getestet wer-
den. Bei einer Reduktion der Vitalitat des Zellpools > 20 % lassen cytotoxische Effekte keine eindeu-
tige Bestimmung von Genotoxizitat im Comet Assay zu.

FDA ist ein unpolarer Ester, der die Zellmembran passiert und von cytosolischen Esterasen in Fluo-
rescein und zwei Sauren gespalten wird. Da Fluorescein, ein polares Molekiil, aktive Zellmembranen
nur langsam passieren kann, akkumuliert es in vitalen Zellen und 188t diese bei einer Wellenléange von
435 nm leuchtend griin erscheinen (Abbildung, siehe Bildtafel 1, 1.9). Die gleichzeitige Farbung mit
Ethidiumbromid macht im selben Ansatz Zellen mit geschadigter Membran sichtbar, da Ethidiumbro-
mid nur geschadigte Zellmembranen durchdringen kann und in diesen Zellen in die DNA interkaliert,
so daR nicht-vitale Zellen an einem rot leuchtenden Kern zu erkennen sind (Abbildung, siehe Bildtafel
1,1.10).

Fur den Ansatz der Farbelosung werden 960 pL PBS mit 6 puL Fluoresceindiacetat-Stammlésung (5
mg/mL, Fa. Sigma) und 40 pL Ethidiumbromid-Stammlésung (200 pug/mL) versetzt; 25 L der Far-
belésung werden mit 25 pL der Zellsuspension aus den einzelnen Konzentrationen aus dem Comet-
Assay gemischt, fur 30 sec inkubiert und auf einen Objekttrager aufgetragen. Die Auswertung erfolgt
am Fluoreszenzmikroskop mit 340-facher VergréRerung bei einer Anregungswellenlange von 435 nm.
Ausgewertet werden mindestens 250 Zellen, woraus die relative Uberlebensrate (Kontrolle = 100 %)
berechnet wird.

2.8 Der Mikronukleus-Test

Als vergleichender Genotoxizitétstest wurde der Mikronukleus Test mit RTG-2 Zellen durchgefihrt.
Hierfiir werden RTG-2 Zellen in einer Dichte von 1 x 10° Zellen /mL in Petrischalchen (O 3,5 cm,
Nunc) auf alkoholsterilisierten 22 mm x 22 mm Deckgléschen ausgesat. Die Zellen werden direkt
nach der Einsaat mit den unter Abschnitt 2.1 beschriebenen Monosubstanzen fir 20 h belastet. Nach
Ende der Exposition wird das Schadstoffmedium gegen frisches Medium ausgetauscht und die Zellen
fir weitere 72 h inkubiert. Nun werden die Zellen fir 10 min in einer 1:1 Mischung PBS
/(Methanol/Essigséure 4:1) und dann zweimal fur 10 min in einem Methanol/Essigsédure-Gemisch
(4:1) entsprechend dem Protokoll von Gauthier et al. (1999) fixiert. Nach Lufttrocknung werden die
Zellen flr 1 min in GIEMSA-L6sung (Gurr, BDH Laboratory Supplies, Poole, UK) gefarbt und dann in
destilliertem Wasser gesptilt. Nach Eindeckeln in DePeX (Serva, Heidelberg) werden die Praparate bei
einer VergroRerung von 1220 x unter Ol ausgewertet. Pro Probe werden 2000 Zellen untersucht und
die Anzahl von Zellen mit Mikrokernen bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgt dann mit Sigma
Stat 2.03 (SPSS-Jandel, Erkrath).

Weiterhin werden auch Blutproben der Fische aus dem Freiland getestet, die im Comet-Assay als
Spendertiere fur Primdrzellen aus Leber, Kieme und Darm eingesetzt werden. Aufgrund ihrer grof3en
Anzahl auch in kleinen Blutvolumina sowie ihrer guten Anféarbbarkeit werden fur die folgenden Un-
tersuchungen reife Erythrocyten verwendet, die bei Fischen noch einen Kern enthalten. Dafur wird den
Fischen vor der Perfusion (vgl. Abschnitt 2.4.1) nach Freilegen des Herzens und Schnitt in das Atrium
das austretende Blut mit Hilfe einer heparinisierten Glaskapillare (Hawksley & Sons Limited,
Lancing, UK) entnommen und auf einem in 99 % Ethanol entfetteten und luftgetrockneten Objekttra-
ger aufgetragen und verteilt. Dieser Schritt sollte schnell durchgefiihrt werden, da Fischblut sehr
schnell koaguliert. Die Blutausstriche werden nun fiir 5 min an der Luft getrocknet und fiir weitere 5
min in Methanol fixiert. Die Farbung erfolgt nach der Lufttrocknung mit GIEMSA fiir 30 sec. Nach
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grindlichem Spiilen der Objekttrager mit Aqua bidest werden die gefarbten Blutaustriche getrocknet
und mit DePeX eingedeckelt.

Da mit der GIEMsA-Féarbung der Kern wesentlich starker als das umgebende Cytoplasma angefarbt
wird, sind Mikronuklei im Cytoplasma neben dem reguldaren Kern einfach auszumachen. Die Proben
werden mit einem Zeiss Aristoplan bei einer VergrofRerung von 1220 x ausgewertet. Pro Tier werden
2000 Erythrocyten untersucht, und der relative Anteil an Zellen mit Mikronuklei wird bestimmt.

Als Kriterien fir einen Mikronukleus gelten bei den Untersuchungen mit Dauerzellen und
Erythrocyten vollige Trennung vom Hauptkern, gleiche Anfarbung und Ubereinstimmende Struktur
wie der Hauptkern sowie gleiche Scharfeebene. Ist einer der genannten Punkt nicht gegeben, so wird
dieses Ereignis als nicht zweifelsfrei zu bestimmender Mikronukleus nicht mitgez&hlt. Mehrere Mi-
krokerne pro Zelle werden als ein Ereignis gewertet.

2.9 Elektronenmikroskopie

Die Zebrabarblinge fur die Untersuchung zu cytopathologischen und ultrastrukturellen VVeranderungen
in den Organen Leber und Kieme unter dem Einflul} gentoxischer Belastung stammten aus einem Life
Cycle-Experiment, welches von M. Diekmann, AG Nagel an der Hydrobiologie der TU Dresden
durchgefuhrt wurde. Die Tiere wurden vom befruchteten Ei ab mit unterschiedlichen Konzentrationen
(0.3, 0.9, 2.7, 8.1 und 24,3 pg/L) von 4-Nitroquinolin-N-oxid belastet. Von der hdchsten Belastungs-
konzentration konnten keine Tiere untersucht werden, da in den beiden Belastungsgruppen nur 12 %
bzw. 22 % der Tiere Uberlebt hatten. Fir die tbrigen Konzentrationen konnten jeweils nur ein Weib-
chen und ein Mannchen untersucht werden; obwohl damit das Erstellen wvon Dosis-
Wirkungsbeziehungen nicht méglich war, ist dieses ein vielversprechender Ansatz zur Validierung des
genotxischen Indikatortests Comet Assay.

2.9.1 Perfusion

Die Zebrabérblinge werden, wie in Abschnitt 2.4.1 beschrieben, perfundiert; im Unterschied zur Me-
thode bei der Gewinnung von Primarzellkulturen wird hierbei als Perfusionsmittel das Perfusions-
fixans | (1,5 % Glutardialdehyd und 1,5 % Paraformaldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer mit 2,5 % PVP,
pH 7,6) verwendet. Die Dauer der Perfusion richtet sich nach der Grof3e des Tieres und kann Uber die
fortschreitende Fixierungsstarre des Tieres kontrolliert werden. Es werden nun Leber und Kiemenbo-
gen herausprépariert und in Warfel mit ca. 2-3 mm Kantenldnge bzw. in Stiicken zu je mehreren Pri-
marlamellen in Perfusionsfixans | bei 4°C inkubiert.

2.9.2 Einbettung von Organen

Die Proben (Leber und Kieme) werden fur 2 x 10 Minuten in 0,1 M Cacodylatpuffer, pH 7,6 bei 4°C
gespiilt und tber Nacht in 4°C kaltem Fixans Il (2,5 % Glutardialdehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer mit
4 % Polyvinylpyrrolidon (PVP, Serva, Heidelberg) und 0,05 % CaCl,, pH 7,6) inkubiert. Darauffol-
gend werden die Proben nach dreimaligen Spilen in 0,1 M Cacodylatpuffer 90 Minuten in reduzier-
tem Osmium (1:1 Gemisch aus 2 % 0sO, und K4(Fe[CN]e) = Osmiumferrocyanit, Karnovsky 1971
(Karnovsky, 1971)) zur besseren Darstellung von Membranen und Glykogennachfixiert. Im Anschluf3
daran folgt je ein dreimaliges Spulen mit 0,1 M Cacodylat- und 0,05 M Maleatpuffer (pH 5,2, 4°C)
und Uber Nacht eine En Bloc Kontrastierung bei 4°C in 1 % Uranylacetat in 0,05 M Maleatpuffer.
Nach Entwasserung Uber eine aufsteigende Alkoholreihe mit 75, 85, 95 (auf 4°C gekuhlt) und 100 %
Ethanol (ungekiihlt) werden die Proben fiir 24 Stunden in ein 1:1 Gemisch aus Ethanol und Spurr
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(Spurr, 1969) gegeben. Im AnschluR daran werden die Proben fiir 6 h in ein 1:3 Gemisch aus Ethanol
und Spurr Uberfuhrt, bevor sie wieder tber Nacht in reinem Spurr inkubiert werden. Durch das
schrittweise Ersetzen des Ethanols durch Spurr wird die Durchdringung des Gewebes mit dem Kunst-
harz verbessert. Nun kénnen die Proben am folgenden Tag in Beemkapseln eingebettet werden. Die
Polymerisation des Kunstharzes erfolgt bei 70 °C fir 48 h im Warmeschrank. VVon den auf diese Wei-
se eingebetteten Proben werden anschlieRend mit Hilfe eines Reichert OM-U 2 Ultramikrotoms Semi-
dunnschnitte flr die Orientierung mit dem Lichtmikroskop sowie Ultradlinnschnitte von 40 nm Dicke
fiir das Elektronenmikroskop angefertigt. Die Ultradiinnschnitte werden zur Verstarkung des Kontrasts
fiir 2 min mit Bleicitrat kontrastiert (Reynolds, 1963).

2.9.3 Einbettung von Zellen

Die zu untersuchenden Zellen der Dauerzelllinie RTG-2 sowie die Hepatocyten von Zebrabérbling
und Rotauge (Kultur-/ Isolationsbedingungen siehe Abschnitt 2.4) werden in den Wells einer 24-Well-
Platte in einer Dichte von 1 x 10° Zellen / mL auf Thermanoxplattchen (Nunc™, Wiesbaden) ausgesat
und entsprechend Abschnitt 2.5.1 belastet. Nach Abschluf? der Belastung wird das Medium gegen 1
mL 4°C kaltem Fixans Il (2,5 % Glutardialdehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer mit 4 % PVP und 0,05 %
CaCl,, pH 7,6) ausgetauscht und die Zellen damit fiir mindestens 1 h fixiert. Die weiteren Schritte
werden bis zur Inkubation in reinem Spurr wie im obigen Abschnitt beschrieben durchgefihrt. Zur
Einbettung werden die Thermanoxpléttchen aus den Wells enthommen, in bis zu 4 Teile geteilt und
diese dann mit dem Zellrasen nach unten auf die mit Spurr gefiillten Beemkapsel gelegt. Nach Aus-
polymerisation der Proben befinden sich die Zellen im Spurr. Durch Eintauchen in fliissigen Stickstoff
wird die Verbindung Thermanoxpléttchen - Spurrbléckchen aufgebrochen. Von den Proben werden
mit Hilfe eines Diamantmessers auf dem Reichert OM-U-2 Mikrotom Ultradlinnschnitte angefertigt.

2.9.4 Histochemie

Zum Nachweis der Leberperoxisomen inkubiert man die Proben nach der Glutaraldehydfixierung in
alkalischem 3,3’-Diaminobenzidinmedium (DAB) nach LE HIR et al. (1979) (Le Hir et al., 1979).
Hierzu werden die Proben in 10 mM Theorell-Stenhagen-Puffer bei pH 10 mit 5 mM DAB und 0,5 %
H,O, fiir 90 Minuten bei 37°C im Schittelbad inkubiert. Danach wird mit der weiteren Probenaufbe-
reitung wie oben beschrieben verfahren.

2.9.5 Semidinnschnitte fur die Lichtmikroskopie

Die etwa 200 nm dicken Semidinnschnitte werden auf Objekttrager Gbertragen und Uber Nacht auf
einer Heizplatte bei 70°C belassen. Als Orientierungshilfen fr die Elektronenmikroskopie werden sie
nach Richardson (1971) gefarbt. Weiterhin wird zur Feststellung des Glykogengehaltes die Versilbe-
rung nach Singh (1964) durchgefiihrt. Diese Methode farbt das Glykogen braun, die restlichen Zellbe-
standteile gelblich. Bei kurzem Gegenféarben mit Richardson-Blau (1:10 verdlnnt) nach weiteren 24 h
auf der Heizplatte erscheinen basophile Substanzen grunlich-blaulich.

2951 Vorgehen

1. Zur Herstellung einer 10 % Silberdiaminlosung werden 1,3 g AgNOs in 13 mL Aqua bidest.
gelost; etwa 1,5 mL werden als Stammldsung in ein sauberes Becherglas gegeben.
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2. Die restliche Silberdiaminlésung wird mit konzentriertem Ammoniak tropfenweise versetzt;
dabei fallt Silber als braunschwarzer Niederschlag aus. Die Zugabe von Ammoniak wird nun
solange fortgesetzt bis die Ldsung wieder Klar ist.

3. Mit der Stammlésung wird gegentitriert, bis die Lésung opaleszierend erscheint.

4. 10 mL der Losung werden filtriert und auf ein VVolumen von 100 mL mit Aqua bidest aufge-
fullt.

5. Die Objekttrager mit den Semidunnschnitten werden in ein 100 mL Farbebecken gestellt und
die Ldsung vorsichtig dazu gegossen.

6. Die Semidunnschnitte werden nun bei 60°C mindestens 60 min im Dunklen inkubiert, hierbei
farben sich die Schnitte braun.

7. Nach der Inkubation wird die Féarbeldsung abgegossen und zweimal mit Aqua bidest. vorsich-
tig gespilt (die Schnitte schwimmen sehr leicht auf).

8. Die Objekttrager werden nun auf der Warmebank getrocknet.

9. Muit stark verdiinnter Richardson-L6sung kann kurz gegengefarbt werden.

10. Weiterhin ist eine Glykogendifferenzierung und ein Spilen der Schnitte mit 5 % Na,S,0;
maglich.

2.9.5.2 Richardson-Blau

1 % Azurblau in Aqua bidest; 1 % Methylenblau in 1 % Borax (Natrium-Tetraborat). Beide Kompo-
nenten 1:1 mischen.

2.9.6 Kontrastierung fur die Elektronenmikroskopie

Zur Hervorhebung von Membranen wurden die Ultradiinnschnitte fiir ca. 1 Minute mit Bleicitrat kon-
trastiert. Die Auswertung erfolgte dann mit einem Zeiss EM 10.

2.10 Untersuchungen zur teratogenen Wirkung gentoxischer Substanzen

2.10.1 Embryotoxizitats- und Early-Life-Stage Tests mit dem Zebrabarbling nach Nagel

Zum Nachweis teratogener Effekte werden die im Comet Assay untersuchten Gentoxine 2-
Acetylaminofluoren, Benzo[a]pyren, Dimethylnitrosamin, Nitrofurantoin, N-Methyl-N"-Nitroso-N-
Nitroguanidin, 4-Nitroquinolin-N-oxid sowie UV C im Embryotoxizitats- sowie Early-Life-Stage-Test
nach Nagel untersucht. Als Priforganismen dienen hierbei Embryonen von Danio rerio. Mit diesen
Tests lassen sich letale sowie subletale Effekte auf unterschiedlichen Entwicklungsstufen bis 48 h
(Embryotoxizitat-Test) und 96 h (Early-Life-Stage-Test) erfassen.

Hierfur werden einen Tag vor Testbeginn Zuchtgruppen bestehend aus 2 weiblichen und 4 ménnlichen
Zebrabarblingen, die vorher mehrmals téglich mit Artemien ad libitum gefittert wurden, in die Ab-
laichanlage (siehe Abb. ) Uberfuhrt (fiir Wasserwerte siehe Abschnitt 2.3.2). Zu Beginn der Lichtphase
am néchsten Morgen werden nach Beendigung von Balz und Eiablage die Laichschalen mit den Eiern
entnommen und die Befruchtungsrate bestimmt. Ein Test wird nur bei einer Befruchtungsrate > 50 %
angesetzt.

Fur die Untersuchungen werden die im Comet Assay verwendeten DMSO-Stammlésungen der gento-
xischen Substanzen eingesetzt, hierbei wird eine maximale DMSO-Konzentration von 0,1 % nicht
uberschritten. Die Verdlnnungsreihen werden mit rekonstituiertem Wasser gemal? 1SO-Standard
7346/3 angesetzt. Die benétigten Salze zum Ansatz dieses Verdlinnungswassers werden als Stammlo-
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sungen angesetzt (CaCl,.2H,0: 11,76 g/L; MgSQO,.7H,0: 4,93 g/L; NaHCOs: 2,59 g/L; KCL: 0,23
g/L). 25 mL jeder Stammlésung werden in 1L aqua bidest. tberfuhrt. Das Wasser wird vor Erstellung
der Verdiinnungsreihen mit den Testsubstanzen bis zur Sauerstoffsattigung und bis zum Einstellen
eines stabilen pH-Werts von 7,8 + 0,2 beliftet und auf 26 £ 1°C temperiert.

Bei befruchteten Eiern des Zebrabarblings kann bei 26°C schon nach etwa 15 min die erste Zellteilung
beobachtet werden; die nun beginnende Entwicklung folgt dem discoidalen Furchungstyp, hierbei
wird die Keimscheibe synchron in 4, 8, 16 und 32 Blastomeren geteilt. Ab dem 4-Zellstadium sind die
befruchteten Eier eindeutig von den unbefruchteten zu unterscheiden. Letztere koagulierten nach etwa
8 — 10 h. Nur die befruchteten Eier werden in den Versuch Gberfiihrt. Um die sich entwickelnden Eier
mdglichst friihzeitig zu exponieren, werden pro Konzentration ca. 40 Eier sofort nach der Entnahme,
aus den Laichkasten in flachen Glas-Petrischalen den Testsubstanzen ausgesetzt. Aus diesen Petri-
schalen werden dann mit Hilfe eines Binokulars 20 Eier in die Wells einer 24-Wellplatte Gberfiihrt. Je
Konzentrationsstufe werden somit 20 befruchtete Eier einzeln in je 2 mL Testlosung exponiert. In die
verbleibenden 4 Wells der Platte wird jeweils 1 Ei in 2 mL reines Verdiinnungswasser uUberfihrt. Bei
einem Ansatz mit 5 Konzentrationen werden somit auch 20 Kontrolleier, verteilt auf die 5 Platten im
Test untersucht. Die 24-Well-Platten werden nun mit Folie verschlossen und bei 26 £ 1°C in einem
Brutschrank mit einem 12h / 12h Hell-Dunkelrhythmus inkubiert. Nach 24h und 48 h erfolgt die Un-
tersuchung der Embryonen im Rahmen des Embryotoxizitatstest sowie nach 72 h und 96 h im Rahmen
des Early-Life-Stage Test. Hierbei werden die in Tabelle 4 zusammengefaliten Parameter untersucht.

Beliiftung Zulauf Frischwasser Ablauf
. g . =)
:>
¢ Wasserspiegel ¢ Abdeckung ¢ T
T O .
=

Laichschale Gitternetz

Abb.19: Ablaichanlage bestehend aus Aquarium, 6 Laichschalen (abgebildet sind 2 Einheiten), in die passend 6
Plastikaquarien mit Gitternetzbdden und undurchsichtigen Seitenscheiben eingesetzt werden, Beluftung und
Aulenfilter. Pro Plastikaquarium wurde eine Zuchtgruppe bestehend aus 2 Weibchen und 4 Ménnchen einge-
setzt. Zur Laichstimualtion wurden Plastikpflanzen eingesetzt. Anlage konstruiert und gebaut von E. Leist.
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Tabelle 4: Zum jeweiligen Testzeitpunkt untersuchte Parameter wahrend der Entwicklung der Em-
bryonen des Zebrabarblings unter dem Einflu3 unterschiedlicher Schadstoffe

24 h 48 h 72 h 96 h
Normal entwickelter Keim + + + +
Koagulierter Keim + + + +
Keine Somiten + + + +
Keine Schwanzabldsung + + + +
Keine Spontanbewegung + + + +
Keine Augenanlagen + + + +
Odembildung + + + +
Kein Blutkreislauf + + +
Pigmentierung + + +
Schlupf + +
Seitenlage + +
Entwicklungsstand + +
MiRbildungen + +
Verkrimmungen +
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3 Ergebnisse

3.1 Voruntersuchungen zum Comet Assay mit Fischzellen

Die Methode der Einzelzell-Gelelektrophorese oder Comet Assay wurde in der hier angewandten
Form von Singh et al. 1988 mit menschlichen Lymphocyten etabliert und verstarkt in der medizini-
schen Forschung mit menschlichen Zellen oder zumindest Sdugerzellen angewendet (Abt et al., 1997,
Miiller et al., 1994; Nocentini, 1995; Olive et al., 1993 a, 1994, 1997). Um den Assay zum Nachweis
genotoxischer Belastungen in der aquatischen Umwelt mit Fischen und Fischzellen zu nutzen und die
dort erarbeiteten Ergebnisse im Vergleich mit schon vorhandenen Studien (Belpaeme et al., 1997,
1998; Deventer, 1996; Mitchelmore und Chipman, 1998 a,b; Monod et al., 1998; Pandrangi et al.,
1995; Villarini, 1998) besser interpretieren zu kdnnen wurden, verschiedene Grundlagenuntersuchun-
gen zur Optimierung und Validierung des Systems mit Fischzellen durchgefuhrt:

Verénderungen verschiedener Versuchsparameter zur Optimierung des Assays mit Fischzellen
Optimierung der Isolation und Kultur von Primérzellen aus dem Zebrabérbling
Untersuchungen zum Einflul? des Geschlechts der Spendertiere auf die Reaktion der Primarzellen
gegenuber genotoxischen Belastungen

¢ Untersuchungen zum Einflu3 unterschiedlicher Expositionszeiten auf das Ergebnis im Comet As-
say mit Fischzellen
Exposition der Fischzellen mit direkt und indirekt wirkenden genotoxischen Substanzen
Vergleich verschiedener Primdrzellen in ihrer Reaktionsbreite auf genotoxische Belastungen
Vergleich der Befunde aus den In vitro-Untersuchungen mit Primdrzellen aus Fischen nach In
vivo-Belastung
Vergleich der Primdrzellen verschiedener Arten in ihrer Reaktion auf genotoxische Substanzen
Untersuchungen zur genotoxischen Belastung von Umweltproben und Freilandtieren
Vergleich der Comet Assay-Daten mit Ergebnissen aus Untersuchungen mit anderen Endpunkten

3.1.1 Expositionsschemata fir Zellinien und Priméarkulturen

Basierend auf der Arbeit von Neumduller (1995) wurden mit RTG-2 Zellen sowie isolierten Primarzel-
len ein einfaches Expositionsschema entwickelt.

Die RTG-2 Zellen wurden am Vortag in Petrischalchen (Nunc™, O 3,5 cm) in einer Dichte von 1 x
10° Zellen /mL in 2mL ausgesat. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit der zu testenden Substanz
bzw. Umweltprobe belastet. Hierfur wurde das alte Medium aus den Petrischélchen abdekantiert, die
angehefteten Zellen kurz mit PBS gespiilt (nicht angeheftete Zellen werden dadurch entfernt) und dann
mit 2 mL neuem Medium versetzt. Dieses Medium wurde direkt vor Gebrauch fur die entsprechende
Zellgruppe mit der jeweiligen Schadstoffkonzentration versetzt (DMSO-Stammldsungen lésen sich
nicht ausreichend in der flachen Petrischale, sondern bilden einen diinnen Film (iber dem Boden).
Primarzellkulturen wurden in den Wells einer 24-Wellplatte in einer Dichte von maximal 1 x 10° Zel-
len /mL in 2 mL eingesét. Da die Adhasion der Primarzellen an den Well-Boden deutlich schwécher
ist als die der RTG-2 Zellen, konnte die Schadstoffexposition nicht Uber einen kompletten Medium-
wechsel erfolgen: entweder erfolgte der vorsichtige Austausch von nur 1 mL Medium gegen ein in der
doppelten Konzentrierung angesetztes Schadstoff-Medium oder bei direkter Inkubation nach Isolie-
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rung erfolgte die Aufnahme der Zellen nach dem letzen Zentrifugationsschritt in entsprechend vorbe-
reitetem Schadstoff-Medium.

— Diese Form der Schadstoffexposition fur die beiden Zellgruppen wurde bei Belastung mit Schad-
stoffen oder Umweltkonzentraten in Stammlésungen (Losungsvermittler z.B. DMSO) angewendet.
Entsprechend dem Rezept (siehe Abschnitt 2.5.2) wurde dem vorbereiteten Schadstoffmedium auch
noch S9-Mix und zum osmotischen Ausgleich eine entsprechende Menge mehrfach konzentriertem
Medium zu gesetzt.

— Bei Exposition gegenuiber Wasserproben erfolgte der Ansatz fur die beiden Zellgruppen wie fir die
Stammlésungen. Im Unterschied wurde nun funffach konzentriertes Medium mit der Wasserprobe und
S9 Mix auf die normale Mediumkonzentration verdinnt und erst dann noch mit den entsprechenden
Mediumzusétzen (FKS, Antibiotika) versetzt (Wasserprobenanteil etwa 70%). Bei Direktinkubation
mit primaren Zebrabarblingszellen erfolgte der Ansatz dieser Schadstoffmedien mit Beginn der letzten
Zentrifugationsschritte.

Wie aus Abbildung 20 ersichtlich reagierten RTG-2 Zellen nach Belastung mit verschiedenen Kon-
zentrationen von Wasserstoffperoxid, durchgefiihrt nach dem oben beschriebenen Expositionsschema,
mit einem dosisabhangigen Anstieg der DNA-Fragmentierung. Cytotoxizitat war in den verwendeten
Konzentrationen nicht nachweisbar. Aus der Verteilung der Tail Moment-Werte in den héheren Kon-
zentrationen (2 - 10 mg/L) wird ersichtlich, daR auch ein sehr homogener Zellpool mit deutlich unter-
schiedlichen Antworten auf dem Niveau der einzelnen Zelle reagiert. Die Fahigkeit, den durch die
Wasserstoffperoxid-Belastung induzierten oxidativen Stress abzufangen und die zellulare DNA vor
radikalischen Angriffen zu schiitzen scheint in dem Fibrocyten-Pool unterschiedlich ausgepréagt zu
sein, moglicherweise abhangig vom Zellzyklus der betroffenen Zellen.
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Abb. 20: DNA-Fragmentierung in RTG-2 Zellen nach 2 h Exposition mit verschiedenen Konzentrationen von
Wasserstoffperoxid (H,0,). Ausgewertet wurden 50 Zellen von je 2 Gelen pro Konzentration.

3.1.2 Die Einzelzell-Gelelektrophorese (Comet Assay)

Die auf DNA-Schaden zu untersuchenden Zellen wurden wie in Abschnitt 2.6.1 beschrieben in ein Gel
eingegossen. Nach der Lyse der Zellen wurde die nun frei im Gel vorliegende und entspiralisierte
DNA im alkalischen Elektrophoresepuffer in ihre Einzelstrange aufgeschmolzen. Hierbei nahm sie
den von der Zelle im Gel hinterlassenen Hohlraum gleichmaliig ein. Durch Anlegen einer Spannung
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von 300 mA bei 25 V wurde die DNA in Richtung der Anode gezogen. Durch Strangbriiche relaxiert
konnten DNA-Fragmente oder freiliegende Enden in das Gel einwandern. Hierdurch entstand nach
Anfarbung mit einem DNA-Farbstoff das Bild eines Kometen.

Abb. 1.1 auf Bildtafel 1 zeigt fiir den gewéhlten Versuchsansatz typische Kontrollzellen ohne DNA-
Migration, durch Veranderungen der Denaturierungs- und Elektrophoresezeiten kann dieses Bild ver-
andert werden. Zum Nachweis beispielsweise DNA-vernetzender Substanzen werden die angespro-
chenen Zeiten verlangert, was zu versuchsinduzierten Strangbriichen fiihrt. Die Kontrollzellen zeigen
dann ebenfalls eine deutliche Schweifbildung und ein Riickgang der Schweifbildung in den belasteten
Gruppen kann auf eine verringerte Migration vernetzter DNA-Fragmente zurtickgefiihrt werden.

Die Abb. 1.2-1.8 zeigen eine mit steigender genotoxischer Belastung ansteigende DNA-
Fragmentierung, als Endpunkte kdnnen dann die Schweiflange, das Tail Moment (Schweiflange x
Fluoreszenzintensitédt im Schweif) sowie weitere Parameter wie die prozentuale DNA-Verteilung zwi-
schen ,Kopf* und ,Schweif* vermessen werden.

Hierbei werden die in den Abb. 1.6 und 1.7 gezeigten Kometenformen nach Belastung mit 1.9 mg/L 4-
Nitroguinolin-N-oxid von verschiedenen Autoren als Indiz fiir eine Induktion der Apoptose (Fairbairn
et al., 1995; Gopalakrishna und Khar, 1995; Olive et al., 1993b) angesehen.

Um eine DNA-Fragmentierung tber cytotoxische Effekte der untersuchten Substanzen ausschlielRen
zu koénnen, wurde der Fluoresceindiacetat-Assay nach Strauss (1991) durchgefuhrt (Abb. 1.9 u. 1.10).
Das im Ansatz vorhandene Fluoresceindiacetat ist membrangéngig und wird in den Zellen durch zel-
luldre Esterasen gespalten; lebende Zellen leuchten griin. Das ebenfalls in der Testlésung vorhandene
Ethidiumbromid ist nicht membrangangig, geféarbte Kerne und nicht griin-fluoreaszierndes Cytoplas-
ma deuten auf tote Zellen hin.
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Bildtafel 1: Comet Assay mit primaren Fischzellen. 1.1: Kontrollzellen, denaturierte DNA fiillt das ehemaliges
Zellareal im Gel aus; keine DNA-Migration (Original 340 x). 1.2: Geringe DNA-Fragmentierung nach Bela-
stung mit 1.9 pg/L 4-NQO (Original 340 x). 1.3: MaRige DNA-Fragmentierung (Original 340 x). 1.4: Starke
DNA-Migration nach Belastung mit 190 pg/L 4-NQO (Original 540 x). 1.5: Sehr starke DNA-Fragmentierung,
Kometen-Kopf nimmt deutlich ab; 1.9 mg/L 4-NQO (Original 340 x). 1.6 und 1.7: Kometenform, von verschie-
denen Autoren mit Apoptose in Verbindung gebracht; bei 1.9 mg/L 4-NQO (Original 540 x). 1.8: DNA-Wolke,
nicht mehr vermessbar mit digitalem Auswertesystem (Original 540 x). Farbung 20 pug/mL Ethdiumbromid. 1.9:
Cytotoxizitats-Untersuchungen mit dem Fluoresceindiacetat-Assay, griin = lebende Zellen; 1.10: Cytoplasma
ungefarbt, Kern Ethidiumbromid-geférbt = tote Zellen (Pfeile), Originale 540 x.
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3.1.3 Voruntersuchungen zur Optimierung des Testprotokolls mit Fischzellen

Zur Uberprifung des Standardprotokolls fiir den Comet-Assay, welches urspriinglich fiir Saugerzellen
erarbeitet wurde, wurden mit der permanenten Fischzellinie RTG-2 aus der Gonade der Regenbogen-
forelle unterschiedliche Denaturierungs- und Elektrophoresezeiten getestet. Fir diese Untersuchungen
wurde die permanente Zellinie verwendet, um in den Ansétzen ausreichend Zellmaterial in vergleich-
barem physiologischen Zustand zur Verfugung zu haben. Bei der Verwendung von Primérzellen aus
dem Zebrabérbling waren sowohl interindividuelle Unterschiede als auch Isolationsartefakte nicht
auszuschliefen gewesen. Als genotoxisches Agens wurde 4-Nitroquinolin-N-oxid, ein bekanntes, di-
rekt wirkendes Carcinogen in einem Konzentrationsbereich zwischen 1.9 pg/L — 0.95 mg/L gewahlt.
Diese Untersuchung wurde in Zusammenarbeit mit Frau A. Tischmeyer durchgefiihrt.

Hierbei konnten im unteren Konzentrationsbereich (1.9 pg/L, 19 pg/L) bei einer gleichbleibenden
Elektrophoresezeit von 20 min mit den Denaturierungszeiten 10, 20, 30 und 60 min keine signifikan-
ten Unterschiede im Grad der DNA-Fragmentierung nach 4-Nitroquinolin-N-oxid-Belastung festge-
stellt werden (Tab. 5, Abb. 21). In der héchsten Konzentration (0.95 mg/L) kam es bei langerer De-
naturierungszeit zu einer deutlichen Erhéhung der Tail Moment-Werte, aber auch zu einer grofieren
Streuung (Abb. 21). Da in den unteren Konzentrationen (nur geringe Schadenshaufigkeit) keine Un-
terschiede im Grad der DNA-Fragmentierung auftraten, ist nach 10 und 20 min Denaturierung die
DNA soweit aufgeschmolzen, dal} sich die gesetzten DNA-Schaden ohne behindernde sterische Ef-
fekte oder verbliebene Doppelstrange in sich frei bewegende DNA-Fragmente tbersetzen lielen. Der
deutliche Anstieg der DNA-Fragmentierung bei langen Denaturierungszeiten und hohen Schadstoff-
konzentrationen liegt wahrscheinlich in einer Sekundérschadigung bereits stark vorgeschadigter DNA-
Strange begriindet.

Tab. 5: Auswirkungen unterschiedlicher Denaturierungs- und Elektrophoresezeiten auf das Tail Moment von
RTG-2 Zellen, die mit unterschiedlichen Konzentrationen von 4-Nitroquinolin-N-oxid belastet wurden

Kontrolle 0.0019 mg/L 0,019 mg/L 0.19 mg/L 0.95 mg/L

Denaturierungszeiten (Elektrophoresezeit 20 min)

10 min 0.30 0.81 2.42 4.01 16.59
20 min 0.34 0.93 1.59 3.26 14.50
30 min 0.25 0.80 1.28 2.86 25.44
60 min 0.22 0.80 1.51 7.19 41.89
Elektrophoresezeiten (Denaturierungszeit 20 min)

10 min 0.34 0.63 2.01 4.16 18.00
20 min 0.16 2.10 8.78 15.04 33.16
30 min 0.26 2.69 15.06 19.32 55.52
45 min 7.90 16.07 25.83 40.21 80.63
60 min 6.88 10.46 40.71 57.55 145.87

Tail Moment-Werte als Median aus 3 Experimenten (n = 300)

Die Verlangerung der Elektrophoresezeit (10, 20, 30, 45, 60 min) fihrte, besonders in den hdheren
Konzentrationen, zu einer deutlich starkeren Schweifbildung in allen Testansétzen. Da die Streuung
der Werte ebenfalls stark zunahm, konnte jedoch keine statistisch falBbare Sensitivitatssteigerung des
Assays aufgezeigt werden (Tab. 5),. Wie aus Abb. 22 zu entnehmen konnte, mit der Elektrophorese-
zeit von 20 min der deutlichste Unterschied im Grad der DNA-Fragmentierung zwischen Kontrolle
und der geringsten Belastungskonzentration von 1.9 pg/L aufgezeigt werden. Die steigenden Elektro-
phoresezeit fiihrten also zur einer deutlichen Erhéhung der Tail Moment-Werte (Tab. 5), also zu einem
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Anstieg der DNA-Fragmentierung. Da aber auch die Kontrollwerte stark anstiegen (um Faktor 20 — 30
tber den Kontrollwerten der kurzen Elektrophoresezeiten [10, 20, 30 min]) verringerten sich die rela-
tiven Tail Moment-Werte (die Faktoren, um den die Belastungsgruppenwerte den Kontrollwert tber-
steigen) im Vergleich zu den10 min-, 20 min- und 30 min-Ansétzen (Abb. 22), ein méglicher Hinweis
auf einen stark angestiegenen Anteil Assay-induzierter DNA-Strangbriiche. Aufgrund dieser Ergebnis-
se wurde an dem fir S&ugerzellen etablierten Testprotokoll festgehalten (20 min Denaturierung und 20
min Elektrophorese).
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Abb. 21: EinfluB verschiedener Denaturierungszeiten auf den Endpunkt Tail Moment im Comet Assay
mit RTG-2 Zellen, belastet mit 4-Nitroquinolin-N-oxid. Dargestellt ist der Faktor, um den der Median des
Tail Moments der belasteten Konzentrationen den Median der Kontrollen tbersteigt. Daten aus drei un-
abhéngigen Experimenten zusammengefasst.

450

400

010 min
350 A E20 min
030 min
300 +— [O45 min
W60 min
250 [

200

150

Relatives Tail Moment
(Vielfaches des Kontrollwerts

100

0 ,_.—'lj:_‘— . '—l —— . i
2 19 190 950

4-Nitroquinolin-N -oxid (ug/L)

Abb. 22: EinfluB unterschiedlicher Elektrophoresezeiten auf den Endpunkt Tail Moment im Comet Assay
mit RTG-2 Zellen, belastet mit 4-Nitroquinolin-N-oxid. Dargestellt ist der Faktor, um den der Median des
Tail Moments der belasteten Konzentrationen den Median der Kontrollen tbersteigt. Daten aus drei un-
abhé&ngigen Experimenten zusammengefasst.
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3.1.4 Optimierung der Isolations- und Kulturbedingungen von primaren Hepatocyten und Kie-
menzellen aus dem Zebrabarbling

Basierend auf den Isolationsmethoden von Deventer (1996), Part (1993) und Rahman (1996) wurden
die bestehenden Protokolle fir den Einsatz der Primarkulturen in Genotxizitatsuntersuchungen opti-
miert.

Fiar ein Comet Assay-Experiment mit isolierten Hepatocyten und Kiemenzellen aus dem Zebrabar-
bling, bestehend aus 20 Gelen (entspricht Kontrolle, Positivkontrolle sowie 4 Konzentrationen), wur-
den 5 Fische (2 Weibchen, 3 Ménnchen) bendétigt. Hierbei waren die schwierig und nur in geringerer
Zahl zu gewinnenden Kiemenzellen der begrenzende Faktor. Aus diesen Tieren wurde jeweils ein
Zellpool von Hepatocyten und Kiemenzellen gewonnen. Vorgreifend auf den Abschnitt 3.1.5 konnte
diese Mischung der beiden Geschlechter problemlos durchgefiihrt werden, da deutliche geschlechtsbe-
dingte Unterschiede der Priméarzellen auf Belastung mit genotoxischen Substanzen in Kultur nicht
nachzuweisen waren. Sowohl die Perfusion der Tiere als auch die Erythrocyten-Lyse-Inkubation
dienten der Entfernung der Erythrocyten aus der Zellkultur. Fisch-Erythrocyten verfiigen auch im rei-
fen Zustand noch Uber einen Kern, sind also prinzipiell fir Untersuchungen mit dem Comet Assay
geeignet, aber aufgrund ihrer hochkondensierten DNA im Kern ist mit einem deutlich unterschiedli-
chen Ergebnis im Comet Assay zu rechnen.

Die Vereinzelung der Zielzellen wurde Gber enzymatischen Verdau (Trypsin/EDTA-Inkubation) mit
anschlieRender mechanischer Vereinzelung durch ein 70 um Gazenetz erreicht. Hierbei konnten auch
sehr viele Zelltrimmer beobachtet werden. Zur Reinigung der Kultur waren deshalb mehrere Rein-
gungsschritte (Zentrifugation mit anschliefender Resuspendierung) notwendig. Mit jedem Wasch-
schritt verminderte sich allerdings auch die Zellausbeute, so dal} mit 2 derartigen Schritten ein prakti-
kabler Kompromif® gefunden wurde. Weiterhin zeigte sich eine Trennung der Zentrifugation fir He-
patocyten und Kiemenzellen aufgrund ihrer unterschiedlichen GréRe als einen flr die Isolationsquali-
tat wichtigen Schritt. Die erhaltenen Zellen wurden dann in Medium M199 aufgenommen und in den
Wells einer 24-Well-Platte (Nunclon™, Nunc, Wiesbaden) in 2mL pro Well ausgest.

In einem weiteren Experiment wurde der EinfluR einer Regenerationszeit auf das Ergebnis im Comet
Assay Uberprift. Hierfir wurden primére Hepatocyten einer Isolation auf 2 Ansétze aufgeteilt: Bela-
stung direkt nach Isolation und Belastung nach 24 h Regeneration. Wie aus Abbildung 23 zu entneh-
men konnte zwischen den beiden Ansétzen im Grad der DNA-Fragmentierung als Reaktion auf die
genotoxische Belastung kein Unterschied festgestellt werden.

120 Abb. 23: Belastung von primaren

+ 100 T4 hRegeneration T N Hepatocyten aus dem Zebrabérbling

S~ W Direktinkubation . T mit 4-Nitroquinolin-N-oxid direkt
= § % 80 nach der Isolation (dunkler Balken )
GE) T o oder nach 24h Regeneration (heller
S Z;% 60 Balken). *) Signifikant verschieden
E é [ von der Kontrolle nach ANOVA ON

- RANKS (Sigma Stat 2.03).

[83

20

0 |

Kontrolle 2 19 190 1900

4-Nitroquinolin-N -oxide (ug/L)
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3.1.5 Untersuchungen zum EinfluR des Geschlechts auf die Ergebnisse im Comet-Assay

Genotoxizitatsuntersuchungen mit Primérzellen aus Kleinfischen wie dem Zebrabarbling bieten die
Mdglichkeit des In vitro-In vivo-Vergleichs, da diese Tiere auch in recht kleinen Wasservolumina
gehalten werden konnen. Aufgrund ihrer geringen GrofR3e sind aber fiir die Gewinnung von Primérzel-
len eines Versuchsansatzes mehrere Tiere notwendig. Wahrend es bei den Kiemen beziglich der Aus-
beute keine geschlechtsspezifischen Unterschiede gibt, ist die Leber eines adulten Weibchens auf-
grund geschlechtsspezifischer Aufgaben wie der Synthese des Dottervorlduferproteins Vitellogenin
ein Vielfaches groRer als die eines Mannchens. Somit ware, auch unter dem Aspekt der Verfligbarkeit
adulter Tiere, der Versuchsansatz mit einer Mischung aus beiden Geschlechtern wiinschenswert.

Ob fir ein zu erstellendes Standardprotokoll fiir Untersuchungen mit dem Comet Assay und priméren
Fischzellen die Mischung beider Geschlechter sinnvoll ist, wurde in Untersuchungen zur Reaktion
getrennt isolierter weiblicher und ménnlicher Primarzellen auf Belastung mit einem direkt wirkenden
(4-Nitroguinolin-N-oxid) und einem indirekt wirkenden Gentoxin (Benzo[a]pyren) naher beleuchtet.
Diese Untersuchung wurde in Zusammenarbeit mit Frau A. Tischmeyer durchgefiihrt.

Die Wirkung von 4-Nitroquinolin-N-Oxid auf isolierte Hepatocyten und Kiemenzellen von weiblichen
und mannlichen Zebrabarblingen zeigte eine vergleichsweise einheitliche Effektausprdgung. Die Tail
Moment-Werte folgten in allen unabhangigen Versuchen einer deutlichen Dosis-Wirkungs-Beziehung,
deren Verlauf, wie aus Abb. 24 und 25 zu ersehen, keine deutlichen Unterschiede aufweist. In der mit
190 pg/L zweithdchsten Konzentration war die Reaktion in den weiblichen Hepatocyten etwas schwa-
cher, dafur war der Grad der DNA-Fragmenteriung in der héchsten Konzentration mit 1900 pg/L ho-
her als beiden den Hepatocyten von ménnlichen Spendertieren. Ein &hnlicher Verlauf kann auch fir
die Kiemenzellen aufgezeigt weren (Abb. 25).

Einen etwas deutlicheren Unterschied wiesen die Hepatocyten der beiden Geschlechter nach Belastung
mit dem indirekt wirkenden Mutagen Benzo[a]pyren auf. Obwohl in den beiden niedrigen Konzentra-
tionen sehr ahnliche Tail Moment-Werte gemessen wurden, zeigten die beiden héchsten Konzentra-
tionen das schon fur 4-Nitroguinolin-N-oxid beschriebene Bild, allerdings mit deutlicher ausgepragten
Unterschieden (Abb. 26). Da die Reaktion in den beiden niedrigsten Konzentrationen vergleichbar
ausfiel und die Unterschiede im hohen Konzentrationsbereich zwar deutlich waren, aber keine einheit-
liche Richtung vorgaben, kann hier nicht von einem anderen Verhalten gegentiber dem Schadstoff
ausgegangen werden. Auflerdem mul} auch auf die sehr hohe Standardabweichung in der héchsten
Belatungskonzentration der weiblichen Primérzellen hingewiesen werden

Im Gegensatz dazu zeigten die Kiemenzellen beider Geschlechter eine sehr &hnliche Antwort auf die
Benzo[a]pyren-Belastung (Abb. 27).
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Abb. 24: Belastung von isolierten Hepatocyten aus weiblichen und mannlichen Spendertieren
mit 4-Nitroquinolin-N-oxid fur 20 h. Ausgewertet wurden 100 Zellen von 2 Gelen pro Konzen-
tration.
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Abb. 25: Belastung von isolierten Kiemenzellen aus weiblichen und ménnlichen Spendertieren
mit 4-Nitroquinolin-N-oxid fur 20 h. Ausgewertet wurden 100 Zellen von 2 Gelen pro Konzen-
tration.
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Abb. 26: Belastung von isolierten Hepatocyten aus weiblichen und mannlichen Spendertieren
mit Benz[a]pyren fur 20 h. Ausgewertet wurden 100 Zellen von 2 Gelen pro Konzentration.
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Abb. 27: Belastung von isolierten Kiemenzellen aus weiblichen und ménnlichen Spendertieren
mit Benz[a]pyren fur 20 h. Ausgewertet wurden 100 Zellen von 2 Gelen pro Konzentration.
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3.1.6  Untersuchungen zur genotoxischen Wirkung ausgewahlter Monosubstanzen auf isolierte
Hepatocyten und Kiemenzellen aus dem Zebrabérbling

3.1.6.1 Untersuchungen mit 2 h-Exposition

Untersuchungen mit Fischen in der Genotoxikologie mit dem Endpunkt DNA-Strangbruch waren zu
Beginn dieser Arbeit rar (Deventer, 1996; Pandrangi et al., 1995), und auch bis zum heutigen Tag
besteht noch keine ausreichend grof3e Datenbasis (Belpaeme et al., 1998; Devaux, 1998, Mitchelmore
und Chipman, 1998b; Monod et al., 1998; Villarini, 1998). Deswegen wurden bekannte, gut unter-
suchte cancerogene Stoffe ausgewahlt, um das System Comet Assay mit Fischzellen zu optimieren
und die Ergebnisse in Relation zu Ergebnissen mit besser untersuchten Zielorganismen/-zellen setzten
zu konnen.

Erste Versuchsreihen mit den Referenzsubstanzen 2-Acetylaminofluoren, Benzo[a]pyren, Dimethylni-
trosamin, Nitrofurantoin, 4-Nitroquinolin-N-oxid und Wasserstoffperoxid wurden mit einer auf Sau-
gerzellen adaptierten Expositionsdauer von 2 h durchgefuhrt. Fir die isolierten Primarzellen aus dem
Zebrabarbling wurde in Vorversuchen geklart, ab welchen Konzentrationen im Comet Assay erfal3bare
Effekte mit dem Losungsvermittler DMSO auftreten (siehe Abb. 28). Cytotoxische Effekte konnten in
den untersuchten Konzentrationen (Tab. 6) fur keine Testsubstanz mit dem FDA Assay nachgewiesen
werden. Die Uber Cytochrom P450 metabolisierten Gentoxine 2-Acetylaminofluoren, Benzo[a]pyren
sowie Dimethylnitrosamin zeigten bis zur héchsten getesteten Konzentration selbst mit exogener Ak-
tivierung Uber S9-Praparate von mit Aroclor-induzierten Ratten keine genotoxischen Effekte in beiden
Zellsystemen (Daten nicht graphisch dargestellt); Nitrofurantoin, 4-Nitroquinolin-N-oxid (Abb. 29)
sowie Wasserstoffperoxid fiihrten (Abb. 30) dagegen sowohl in Hepatocyten wie auch in Kiemenzel-
len zu einer deutlichen dosisabhéngigen DNA-Fragmentierung.

Tab. 6: Konzentrationsbereiche der Referenzsubstanzen mit 2 h-Exposition im Comet Assay (mg/L)

2-Acetyl Benz[a]- Dimethyl- Nitro- 4-Nitroguino-  Wasserstoff-
aminofluoren pyren nitrosamin furantoin lin-N-oxid peroxid
Getesteter 0,24 - 0,25 - 0,074 - 2.38 - 0.0019 - 1-
Konzentrations-
bereich 240 252 74 238 1.9 10
Abb. 28: DNA-Fragment-
ierung bei isolierten Hepa-
tocyten aus dem Zebrabarbling
%0 als Reaktion auf eine 2-stiindige
45 Belastung mit Dimethylsulfoxid
409 (DMSO). Ausgewertet wurden
& % 3 Gele pro Konzentration, auf
o g 30 jedem Gel wurden 50 Zellen
! 25 vermessen.
NS 207 10.0
< 15 5.0
1079 2.0
|
ol 0.5
§ § 2 < Kontrolle
9 s 5 % DMSO

52.98
66.23

Tail Moment
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Abb. 29: DNA-Fragmentierung bei isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabdrbling als Reaktion auf eine 2-
stiindige Belastung mit 4-Nitroquinolin-N-oxid. Ausgewertet wurden 2 Gele pro Konzentration, auf jedem Gel

wurden 50 Zellen vermessen.
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Abb. 30: DNA-Fragmentierung bei isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabarbling als Reaktion auf eine 2-
stiindige Belastung mit Wasserstoffperoxid. Ausgewertet wurden 2 Gele pro Konzentration, auf jedem Gel wur-
den 50 Zellen vermessen.

3.1.6.2  Untersuchungen mit 20 h-Exposition

Da sich die indirekt wirkenden Carcinogene 2-Acetylaminofluoren, Benzo[a]pyren und Dimethylnitro-
samin bis zur Loslichkeitsgrenze (fiir 2-AAF und BP) im Comet Assay mit Fischzellen im 2 h Ansatz
nicht nachweisen lieRen, wurde die Expositionszeit auf 20 h verlangert und alle Referenzsubstanzen
mit dem verdnderten Testprotokoll in 3 Wiederholungen auf Geno- und Cytotoxizitat getestet (Abb. 31
und 32 zeigen die Unterschiede der beiden Expositionszeiten am Beispiel von Benzo[a]pyren). Die
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Testansatze mit den indirekt wirkenden Carcinogenen 2-Acetylaminofluoren, Benzo[a]pyren sowie
Dimethylnitrosamin wurden mit exogener Aktivierung durch einen S9-Mix (CCR, RoRdorf) aus Aro-
chlor-stimulierten Ratten, die Ansédtze mit Nitrofurantoin und 4-Nitroquinolin-N-oxid ohne exogene
Aktivierung durchgefuhrt. Die Befunde sind in Tab. 9 zusammengefalit.

Zusétzlich wurden als direkt wirkendes, alkylierendes Gentoxin N-Methyl-N-Nitro-Nitrosoguanidin
sowie die Wirkung von UV C-Strahlen auf primére Hepatocyten des Zebrabarblings untersucht Die
Daten werden als Tail Moment angegeben; ein signifikanter Unterschied liegt vor, wenn nach dem
ANOVA oON RANKS nach Kruskal-Wallis in Kombination mit dem Dunnett‘s Test ein p-Wert < 0,05
erreicht wird.

In den getesteten Konzentrationsbereichen konnte im Fluoresceindiacetat-Assay flr keine der geteste-
ten Monosubstanzen Cytotoxizitat nachgewiesen werden (Tab. 7 und 8).

Tab. 7: Cytotoxizitatsbestimmung mit dem Fluoresceindiacetat-Assay: Belastung von isolierten He-
patocyten aus dem Zebrabéarbling

2-Acetyl- Benz- Dimethyl- Nitro-  4-Nitroquino-  N-Methyl-N- uvce
aminofluoren  [a]pyren  nitrosamin  furantoin  lin-N-oxid  Nitro-N-Nitroso 254 nm
guanidin
Kontrolle 100 100 100 100 100 100 100
Konz. 1 96.4 £5.2 942+43 988+63 921+17 944+32 95.1+5.1 95.6+4.9

Konz. 2 96.0+2.3 93.6+18 97.1+£25 914+45 96.6+28 95.9+17 94.6+6.0
Konz. 3 102.2+6.4 927 £42 949+57 905+29 92057 90.5+4.7 94.8+6.7
Konz. 4 1009+28 90.3%+51 98.0+31 935+6.1 87.8+48 91.2+4.2 945+ 3.7

Ausgewertet wurden 250 Zellen pro Konzentration, die Anzahl lebender Zellen in der Kontrolle wurde gleich
100 Prozent gesetzt. Angabe lebender Zellen in den einzelnen Konzentrationen in Prozent relativ zur Kontrolle.
Daten als Mittelwerte aus 3 Experimenten.

Tab. 8: Cytotoxizitatsbestimmung mit dem Fluoresceindiacetat-Assay: Belastung von isolierten Kie-
menzellen aus dem Zebrabarbling

2-Acetyl- Benzo- Dimethyl- Nitrofurantoin ~ 4-Nitroquinolin-
aminofluoren [a]pyren nitrosamin N-oxid
Kontrolle 100 100 100 100 100
Konz. 1 94.7+43 945+44 95.4+5.6 93.7+6.8 95.1+49
Konz. 2 97.2+4.6 94.4+48 949+99 922+45 947+x14
Konz. 3 99.8+4.8 97.1+4.0 89.3+3.2 916+6.9 908+ 7.4
Konz. 4 98.7+5.9 90.2+4.6 93.3+4.3 915+6.0 86.7+2.9

Ausgewertet wurden 250 Zellen pro Konzentration, die Anzahl lebender Zellen in der Kontrolle wurde gleich
100 Prozent gesetzt. Angabe lebender Zellen in den einzelnen Konzentrationen in Prozent relativ zur Kontrolle.
Daten als Mittelwerte aus 3 Experimenten.
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Tab. 9: LOEC-Werte fiir Genotoxizitat der Referenzsubstanzen im In vitro-Ansatz mit dem Comet-
Assay nach 20 h-Exposition

2-Acetyl-  Benzo-  Dimethyl- Nitro-  4-Nitro N-Methyl-N"- uvce
amino- [a]pyren nitros-  furan- quinolin-  Nitro-N-Nitroso- 254 nm

fluoren amin toin N-oxid guanidin
Hdchste Konz.
im Test [mg/L] 223,3 252,2 74,08 238,2 1,9 1 16 min
Genotoxizitat
Hepatocyten k.E. k.E. k.E. 2,38 0,0019 0,1 1 min
Hepatocyten + S9 2,23 0,252 0,074 n.g. n.g. n.g n.g
Kiemenzellen n.g. n.g. n.g. 2,38 0,0019 n.g n.g
Kiemenzellen + S9 k.E. 0,252 k.E. n.g. n.g. n.g n.g

Daten als niedrigste Konzentration in mg/L, ab der nach ANOVA ON RANKS (Kruskal-Wallis in Kombination
mit dem Dunett’s Test) ein signifikanter Unterschied des Tail Moments (p < 0,05) gegeniiber der unbelasteten
Kontrolle erreicht wird.

k.E.  kein Effekt (kein statistisch signifikanter Unterschied zur Kontrolle)

n.g. nicht getestet, da eine Aktivierung dieser Substanzen tiber P450 nicht zu erwarten ist.

Aus der Gruppe der indirekt wirkenden Gentoxine wies 2-Acetylaminofluoren nur in Hepatocyten eine
dosisabhangige Wirkung (Abb. 33) auf; die Kiemenzellen zeigten bis zur hdchsten getesteten Kon-
zentration keinen signifikanten Unterschied in den Tail Moment-Werten zur Kontrolle (Abb. 34). Im
Gegensatz dazu konnten genotoxische Effekte durch Exposition mit Benzo[a]pyren in beiden Zellsy-
stemen aufgezeigt werden, wobei die Kiemenzellen eine stérkere Reaktion als die Hepatocyten zeigten
(Abb. 35, 36); dieses trat erst bei hoheren Konzentrationen auf, so daR die unterschiedliche Reaktion
der beiden Zelltypen keinen EinfluB auf den LOEC-Wert hatte, der fur beide Systeme bei 0.252 mg/L
lag. Auch Dimethylnitrosamin zeigte genotoxische Effekte nur bei Hepatocyten (Abb. 37), die aller-
dings nur schwach ausgepragt waren und keine deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehung zeigten, wéh-
rend in Kiemenzellen keine Reaktion detektiert werden konnte (Abb. 38).

Nach Belastung mit H,O, furr 20 h konnte keine DNA-Fragmentierung mehr beobachtet werden, da es
sich bei der Untersuchungssubstanz aber um eine sehr instabile Verbindung handelt, die fur langere
Expositionszeiten nicht geeignet ist, wurden keine weiteren Versuche durchgefiihrt.

Die direkt wirkenden Carcinogene N-Methyl-N"-Nitro-Nitrosoguanidin, Nitrofurantoin und 4-
Nitroguinolin-N-oxid zeigten einen deutlichen, dosisabhangigen genotoxischen Effekt. Ein Vergleich
der Daten zum Ausmall der DNA-Fragmentierung bei Hepatocyten und Kiemenzellen zeigte, daB die
Belastung sowohl mit 4-Nitroquinolin-N-oxid (Abb. 41, 42), als auch mit Nitrofurantoin (Abb. 39, 40)
bei niedrigen Konzentrationen eine geringfligig starkere Reaktion in den Kiemenzellen ausldste, die
sich jedoch nicht auf die LOEC auswirkte (Tab. 9). N-Methyl-N"-Nitro-Nitrosoguanidin wurde nur mit
Hepatocyten getestet und zeigte hier eine deutliche dosis-abhdngige DNA-Fragmentierung (Abb. 43),
dieses jedoch erst bei deutlich hoheren Konzentrationen als 4-Nitroguinolin-N-oxid.

Auch mit verschiedenen Zeiten einer UV C-Belastung primérer Hepatocyten aus dem Zebrabarbling
konnte eine Dosis-Wirkungsbeziehung beziiglich des Endpunkts DNA-Fragmentierung beobachtet
werden (Abb. 44).
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Abb. 31: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabdrbling mit Benzo[a]pyren fiir 2 h; graphische
Darstellung umfalt Daten aus einem Testansatz. Ausgewertet wurden 100 Zellen von 2 Gelen pro Konzentrati-
on.
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Abb. 32: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabarbling mit Benzo[a]pyren fiur 20 h; graphische
Darstellung umfal3t Daten aus einem Testansatz. Ausgewertet wurden 100 Zellen von 2 Gelen pro Konzentrati-
on. *) Konzentration signifikant unterschiedlich von der Kontrolle nach One Way ANOVA ON RANKS in Kombi-
nation mit der Dunnett-Methode (p < 0,05).
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Abb. 33: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabdrbling mit 2-Acetylaminofluoren fir 20 h; gra-
phische Darstellung umfafit Daten aus 3 Testansdtzen. *) Konzentration signifikant unterschiedlich von der
Kontrolle nach One Way ANOVA 0ON RANKS in Kombination mit der Dunnett-Methode (p < 0,05).
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Abb. 34: Belastung von isolierten Kiemenzellen aus dem Zebrabérbling mit 2-Acetylaminofluoren fiir 20 h;
graphische Darstellung umfaBt Daten aus 3 Testansétzen
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Abb. 35: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabdrbling mit Benzo[a]pyren fur 20 h; graphische
Darstellung umfalt Daten aus 3 Testansatzen. *) Konzentration signifikant unterschiedlich von der Kontrolle
nach One Way ANOVA ON RANKS in Kombination mit der Dunnett-Methode (p < 0,05).
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Abb. 36: Belastung von isolierten Kiemenzellen aus dem Zebrabdrbling mit Benzo[a]pyren fiir 20 h; graphische
Darstellung umfalRt Daten aus 3 Testansatzen. *) Konzentration signifikant unterschiedlich von der Kontrolle
nach One Way ANOVA ON RANKS in Kombination mit der Dunnett-Methode (p < 0,05).
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Abb. 37: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabérbling mit Dimethylnitrosamin fiir 20 h; graphi-
sche Darstellung umfal3t Daten aus 3 Testansatzen. *) Konzentration signifikant unterschiedlich von der Kon-
trolle nach One Way ANOVA ON RANKS in Kombination mit der Dunnett-Methode (p < 0,05).
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Abb. 38: Belastung von isolierten Kiemenzellen aus dem Zebrabdrbling mit Dimethylnitrosamin fiir 20 h; gra-
phische Darstellung umfalt Daten aus 3 Testansétzen
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Abb. 39: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabérbling mit Nitrofurantoin fir 20 h; graphische
Darstellung umfaRt Daten aus 3 Testansatzen. *) Konzentration signifikant unterschiedlich von der Kontrolle
nach One Way ANOVA ON RANKS in Kombination mit der Dunnett-Methode (p < 0,05).
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Abb. 40: Belastung von isolierten Kiemenzellen aus dem Zebrabdrbling mit Nitrofurantoin fir 20 h; graphische
Darstellung umfallt Daten aus 3 Testansatzen. *) Konzentration signifikant unterschiedlich von der Kontrolle
nach One Way ANOVA ON RANKS in Kombination mit der Dunnett-Methode (p < 0,05).
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Abb. 41: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabdrbling mit 4-Nitroquinolin-N-oxid fir 20 h;
graphische Darstellung umfat Daten aus 3 Testansdtzen. *) Konzentration signifikant unterschiedlich von der
Kontrolle nach One Way ANOVA 0ON RANKS in Kombination mit der Dunnett-Methode (p < 0,05).
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Abb. 42: Belastung von isolierten Kiemenzellen aus dem Zebrabéarbling mit 4-Nitroquinolin-N-oxid fur 20 h;
graphische Darstellung umfalt Daten aus 3 Testansatzen. *) Konzentration signifikant unterschiedlich von der
Kontrolle nach One Way ANOVA 0ON RANKS in Kombination mit der Dunnett-Methode (p < 0,05).
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Abb. 44: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabérbling mit UV C (Wellenlange 254 nm); graphi-
sche Darstellung umfal3t Daten aus 2 Testansatzen. *) Konzentration signifikant unterschiedlich von der Kon-
trolle nach One Way ANOVA ON RANKS in Kombination mit der Dunnett-Methode (p < 0,05).
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3.1.7 Invivo-Untersuchungen am Zebrabérbling (Danio rerio)

3.1.7.1 Optimierung des Testprotokolls

Die folgenden Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn A. Froschauer durchgefihrt.
Nach der Filtration und mechanischen Vereinzelung der Zellen (vgl. 3.1.4) enthielten die Zellsuspen-
sionen viele Zelltrimmer, die durch Zentrifugation moglichst quantitativ von den Zellen getrennt wer-
den sollten. Der FDA Assay (vgl. 2.7.1) machte an diesem Punkt der Isolation viele Zellen mit zer-
storter, aufgerissener Membran und frei in der Suspension flottierende Zellkerne sichtbar, so dal’ der
Zentrifugation groRe Bedeutung beizumessen ist. Experimente mit unterschiedlichen Zentrifugations-
zeiten und g-Zahlen lieferten fiir Leber- und Kiemenzellen unterschiedliche Ergebnisse bezuglich ihrer
optimalen Behandlung:

Die Leberzellen bildeten wahrend der Zentrifugation kompaktere Pellets als die Kiemenzellen und
waren somit leichter zu verarbeiten. Die Zentrifugationsparameter wurden von 200 g tber 10 min
schrittweise auf 110 g tber 5 min vermindert, was die Zellausbeute proportional verringerte, aber die
Trennung der Zellen von den Zelltrimmern verbesserte. Die Zellausbeute nach zwei Zentrifugations-
schritten mit 110 g Uber 5 min sank zwar um 90 %, lieferte aber noch ausreichend viele Zellen zur
Durchfuhrung des Comet Assays (50.000/mL).

Die Kiemenzellen bildeten wéhrend der Zentrifugation weniger kompakte Pellets als die Leberzellen
und zeigten eine stark verminderte Zellausbeute. Minimal war eine Beschleunigung von 180 g fur
8 Minuten notwendig, um die Zellen nicht quantitativ zu verlieren.

Nach diesen Ergebnissen wurden im Standardprotokoll fur beide Zellarten Zentrifugationsparameter
von 200 g Gber 10 min im ersten Zentrifugationsschritt (quantitative Erfassung der Zellen) und
180 g tiber 7 min im zweiten Zentrifugationsschritt (verbesserte Aufreinigung) etabliert. So konnte bei
gleichzeitiger Zentrifugation eine ausreichend gute Aufreinigung der Leberzellen und bestmdgliche
Aufreinigung der Kiemenzellen erreicht werden. Im Gegensatz zum In vitro-Ansatz ist die getrennte
Zentrifugation der Primarzellen, obwohl auch hier wiinschenswert, aus versuchstechnischen Griinden
nicht moglich.

3.1.7.2 Vorinduktion der Versuchsfische mit 3-Naphthoflavon

Sechs Zebrabérblinge wurden 5 Tage vor Beginn des Expositionsversuch mit 15 mg/kg Kérpergewicht
R-Naphthoflavon vorinduziert. Keiner der Fische zeigte nach der Injektion mit dem in Fischleberdl
geldsten Induktor makroskopisch sichtbare Beeintrachtigungen oder Verhaltensédnderungen. Die Aus-
wertung der Comet Assay-Ergebnisse zeigte aber deutliche Schwankungen in der Reaktion der Tiere.
Wihrend die Kontrollen mit Ausnahme von Fisch B, der leicht erhthte Werte zeigte, ein recht einheit-
liches Bild zeigten und sich von nicht-vorinduzierten Kontrolltieren nicht unterschieden, unterschie-
den sich die mit Benzo[a]pyren belasteten Tiere im Bezug auf die DNA-Fragmentierung in den iso-
lierten Hepatocyten doch erheblich (Abb. 45). Eine leichte Verstarkung des Effekts gegeniiber nicht
vorinduzierten mit Benzo[a]pyren belasteten Tieren konnte festgestellt werden, fur Routineuntersu-
chungen ist diese Technik allerdings nicht zu empfehlen, aulRerdem sollte gerade bei In vivo-
Versuchen auch ethischen Gesichtspunkten, wie dem, den Leidensdruck der Versuchstiere soweit nur
mdoglich zu minimieren, Rechnung getragen werden.
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Abb. 45: DNA-Fragmentierung in isolierten Hepatocyten im Comet-Assay nach In vivo-Belastung von mit B-
Naphthoflavon vorinduzierten Zebrabdrblingen mit 0,252 mg/L Benzo[a]pyren fur 3 Tage (A-C: Kontrolltiere;

D-F: mit Benz[a]pyren belastet)

3.1.7.3 Induktion von DNA-Schaden in Hepatocyten und Kiemenzellen durch In vivo-Belastung adulter
Zebrabéarblinge mit Monosubstanzen

Der LCs-Wert von 2-Acetylaminofluoren schwankte in vier Experimenten zwischen 4,4 und 11,0
mg/L und zeigte damit eine betrachtliche akute Toxizitat an. Nachdem im ersten Experiment bei Kon-
zentrationen von 1,1 bis 11,0 mg/L keine akut toxischen Wirkungen beobachtet worden waren, fuihrte
die Exposition gegeniiber 44 mg/L innerhalb weniger Stunden zum Tod der Tiere. Die zweite Be-
stimmung der akuten Toxizitdt ergab eine konzentrationsabhdngige Toxizitdt von 2-Acetyl-
aminofluoren auf die Zebrabéarblinge schon bei 4,4 mg/L nach zwei Tagen (Tab. 10). Im abschlieRen-
den Versuch konnte keine toxische Wirkung im Bereich von 1,1 bis 4,4 mg/L nachgewiesen werden.
Genotoxische Effekte waren in den Konzentrationen, die sich unterhalb des akuten Toxizitatsbereich

bewegten, nicht feststellbar.

Tab. 10: Akute Toxizitat von 2-Acetylaminofluoren; angegeben ist der Zeitpunkt, zu dem mindestens
ein Zebrabarbling abnormales Verhalten zeigte (Apathie, Luftschnappen oder Riickenlage)

Konzentration [mg/L] Toxische Wirkung Zeitpunkt nach Expositionsbeginn
27,5 ja 1h
16,5 ja 2h
8,3 ja 24 h
4,4 ja 48 h
2,2 nein 72h

Daten aus 3 Experimenten, pro Konzentration wurden jeweils 3 Fische eingesetzt.
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Benzo[a]pyren zeigte in drei unabhangigen Experimenten keine genotoxische Wirkung auf Leber- und
Kiemenzellen von Danio rerio. Die hochste Konzentration im Test betrug 10.0 mg/L (Tab.11).
Dimethylnitrosamin induzierte in zwei unabhdngigen Experimenten ab 7,4 bzw. 14,8 mg/L deutliche
DNA-Schaden in Leberzellen von Danio rerio (Abb. 46), zeigte aber keine Wirkung auf die Kiemen-
zellen. Die konzentrationsabhangige Schadigung der DNA der Leberzellen konnte reproduziert wer-
den, wahrend die Kiemenzellen bis 22,3 mg/L keine DNA-Schéden aufwiesen.
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Abb. 46: Comet-Assay mit isolierten Hepatocyten von Danio rerio nach dreitagiger In vivo-Exposition gegen-
Uber Dimethylnitrosamin; Daten aus zwei Experimenten. *) Konzentration signifikant unterschiedlich von der
Kontrolle nach One Way ANOVA oN RANKS (p < 0,05) in Kombination mit der Dunnett-Methode des paarweisen
Vergleichs.

Nitrofurantoin zeigte in zwei unabhangigen Experimenten keine genotoxische Wirkung auf Leber-
und Kiemenzellen von Danio rerio. Die hdchste Konzentration im Test betrug 40.0 mg/L.
4-Nitroquinolin-N-Oxid zeigte genotoxische Wirkung auf Leber- und Kiemenzellen ab 9,5 pg/L (Abb.
47, 48). Die Kiemenzellen wiesen im ersten Versuch bei 1,9 pg/L starkere DNA-Schaden auf als bei
9,5 ug/L, dieses Ergebnis konnte jedoch nicht reproduziert werden; im zweiten Experiment waren die
Kiemenzellen bei Konzentrationen zwischen 0,9 und 3,8 pg/L nicht geschédigt. Der Vergleich der
Mediane von Leber- und Kiemenzellen bei einer Belastung von 9,5 pg/L im ersten Experiment zeigte,
dafl das AusmaR der Schéadigung in beiden Organen sehr &hnlich war; in beiden Fallen waren die Me-
dian-Werte gegenuber der jeweiligen Kontrolle ndherungsweise verdoppelt.
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Abb. 47: Comet Assay mit isolierten Kiemenzellen von Danio rerio nach dreitagiger In vivo-Exposition mit 4-
Nitroquinolin-N-Oxid; *) Konzentration signifikant unterschiedlich von der Kontrolle nach One Way ANOVA ON
RANKS in Kombination mit der Dunnett-Methode des paarweisen Vergleichs.
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Abb. 48: Comet Assay mit isolierten Hepatocyten von Danio rerio nach dreitdgiger In vivo-Exposition mit 4-
Nitroquinolin-N-Oxid; *) Konzentration signifikant unterschiedlich von der Kontrolle nach One Way ANOVA ON
RANKS in Kombination mit der Dunnett-Methode des paarweisen Vergleichs.
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Tab. 11: LOEC-Werte fiir die Genotoxizitat der Monosubstanzen im Comet-Assay und akute Toxizi-
tat im In vivo-Ansatz mit Zebrabérblingen

2-Acetyl- Benzo- Dimethyl- Nitro- 4-Nitroquino-

aminofluoren [a]pyren nitrosamin furantoin lin-N-oxid
Hdchste Konzentration
im Test [mg/L] 11.0 10.0 22.3 40.0 0.0095
Genotoxizitat
Hepatocyten k.E. k.E. 7.4 k.E. 0.0095
Kiemenzellen k.E. k.E. k.E. k.E. 0.0095
Akute Toxizitét >4.4 <—— Keine Toxizitdt =—=> 0.19

Daten als niedrigste Konzentration in mg/L, ab der nach ANOVA ON RANKS (Kruskal-Wallis in Kombination
mit der Dunnett’s Methode) ein signifikanter Unterschied des Tail Moments (p < 0,05) gegeniber der unbela-
steten Kontrolle erreicht wird. k. E. = kein Effekt.

3.1.8 Untersuchungen von Zebrabarblingen nach Belastung mit genotoxischen Substanzen in
Life-Cycle-Experimenten

Diese Untersuchungen wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Nagel der TU Dresden durchge-
fiihrt. Die 2 Life-Cycle-Experimente wurden von Herrn Dipl.-Biol. Markus Diekmann durchgefiihrt.
Als genotoxische Substanzen wurden Benzo[a]pyren und 4-Nitroquinolin-N-oxid verwendet. Das Ben-
zo[a]pyren-Experiment wurde bis auf die Auswertung komplett in Dresden durchgefiihrt, fir die bei-
den Durchgéange mit 4-Nitroquinolin-N-oxid wurden Fische Uber Nacht per Express nach Heidelberg
verschickt.

3.1.8.1 Benzo[a]pyren

In den untersuchten Hepatocyten aus den belasteten Zebrabarblingen konnte sowohl flr die Weibchen
als auch flr die Mannchen kein signifikanter Unterschied in den Tail Moment-Werten zwischen Kon-
trollen und Benzo[a]pyren-Gruppen nachgewiesen werden (Tab. 12). Im Unterschied zu den Hepa-
tocyten zeigten sich bei der Untersuchung der Kiemenzellen signifikante Unterschiede zu den Kon-
trollen. Hierbei waren die Effekte bei den Weibchen deutlicher ausgeprégt.

3.1.8.2 4-Nitroquinolin-N-oxid

In beiden Experimenten konnte in den héheren Konzentrationen fir die untersuchten Hepatocyten ein
signifikanter Unterschied im Grad der DNA-Fragmentierung nachgewiesen werden, im Experiment 1
ab 2,7 pg/L und in der Wiederholung schon ab 0,9 pg/L (Tab. 13, Abb. 49). Das Ausmaf der DNA-
Fragmentierung in allen untersuchten Konzentrationen ist aber als gering einzustufen.

Im Vergleich der beiden Versuche differierte das Ausmall der DNA-Fragmentierung bei den unter-
suchten Kiemenzellen am deutlichsten. Wahrend im Experiment 1 schon die Konzentration mit 0,3
pg/L 4-Nitroguinolin-N-oxid nicht nur signifikant verschieden von der Kontrolle war, sondern schon
einen deutlichen DNA-Schaden aufzeigte, so waren im Experiment 2 nur die beiden hichsten Kon-
zentrationen signifikant verschieden von der Kontrolle. Sie wiesen einen deutlichen, jedoch im Ver-
gleich zum Experiment 1 geringer ausgepragten DNA-Schaden auf (Tab. 13, Abb. 50).
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Im Vergleich der beiden Zellsysteme reagierten die Kiemenzellen auf die Belastung mit 4-
Nitroguinolin-N-oxid mit einer deutlicheren DNA-Fragmentierung, obwohl die Hepatocyten im Expe-
riment 2 schon eine Konzentration niedriger signifikante Unterschiede zur Kontrolle zeigen. Die deut-
lichen Unterschiede in der Reaktion der Kiemenzellen (die Werte fiir die Hepatocyten liegen sehr eng
beieinander) zwischen den beiden Experimenten legen die Vermutung nahe, daR die Tiere durch die
Versendung einer schwer einzuschétzenden weiteren Variablen, dem Transportstress, ausgesetzt wur-
den. Dieses manifestierte sich in dem direkt exponierten Organ Kieme deutlich, aber bei zwei Versen-
dungen in unterschiedlichem AusmaB.

Tab. 12: Tail Moment (Produkt aus Schweiflange x Fluoreszenzintensitdt im Schweif) als MeR-
parameter flr Schweifbildung (DNA-Fragmentierung) bei Hepatocyten und Kiemenzellen aus mit 4-
Nitroguinolin-N-oxid belasteten Zebrabérblingen

Hepatocyten Kiemenzellen
Weibchen Ménnchen Weibchen Ménnchen
Kontrolle 0.7252 0.659 0.27 (%) 0.311
DMSO-Kontrolle 0.429 0.584 0.412* 0.435
3 ng/L! 1.08 0.779 0.732%(xx) 0.291
18 ng/L 0.69 0.632 0.948*(x*) 0.547*0%)
193 ng/L 1.026 0.929 1.086%*(x*) 0.553*(x)

1
2

Ist-Konzentrationen im Life-Cycle-Experiment

Median der Tail Moment-Werte von 100 vermessenen Zellen pro Konzentration

*  Median signifikant verschieden (p < 0.05) von der Kontrolle (ANOVA ON RANKS, Sigma Stat 2.03)
%) Median signifikant verschieden von der DMSO-Kontrolle

Tab. 13: Tail Moment (Produkt aus Schweiflange x Fluoreszenzintensitat im Schweif) als MeR-
parameter fir Schweifbildung (DNA-Fragmentierung) bei Hepatocyten und Kiemenzellen aus mit 4-
Nitroguinolin-N-oxid belasteten Zebrabérblingen

Tail Moment Hepatocyten Kiemenzellen
Experiment 1 Experiment 2 Experiment 1 Experiment 2

Kontrolle 0,522 0,25 0,98 0,41

0,3 pg/L 0,52 0,36 2,67* 0,46

0,9 po/L 0,51 0,55* 3,98* 0,62

2,7 pg/L 0,87* 0,74* 2,57* 0,96*

8,1 pg/L 0,94* 0,92* 7,23* 1,58*

! Median der Tail Moment-Werte von 100 vermessenen Zellen pro Kontrolle bzw. Konzentration
* Median der Tail Moment-Werte signifikant verschieden (p < 0,05) von der Kontrolle nach ANOVA
on ranks (Kruskal-Wallis in Kombination mit der Dunnett’s Methode (Sigma Stat 2.03))
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Abb. 49: Experiment 1: Tail Moment isolierter Hepatocyten von Zebrabérblingen aus dem Life-Cycle-
Experiment mit 4-Nitroquinolin-N-oxid. * Signifikant verschieden von der Kontrolle mit p < 0,05 nach
ANOVA on ranks (Sigma Stat 2.03)
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Abb. 50: Experiment 1: Tail Moment isolierter Kiemenzellen von Zebrabérblingen aus dem Life-Cycle-
Experiment mit 4-Nitroquinolin-N-oxid. * Signifikant verschieden von der Kontrolle mit p < 0,05 nach
ANOVA on ranks (Sigma Stat 2.03)
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3.1.9 Voruntersuchungen zur genotoxischen Belastung von Wasserproben mit dem Comet Assay
und priméaren Fischzellen

3.1.9.1 Untersuchung einer nach EPA-Standard aufdotierten Wasserprobe unbekannter Zusammenset-
zung und Konzentration im Rahmen einer Ringanalyse

Die bisherigen Untersuchungen wurden mit bekannten genotoxischen Substanzen in definierten Kon-
zentrationen durchgefiihrt. Zur Vorbereitung auf die Untersuchungen zu Genotoxizitat in Freilandpro-
ben unbekannter Zusammensetzung wurden kodierte Wasserproben untersucht. Diese Wasserproben
waren nach EPA-Standard aufdotiert mit der Leitsubstanz 4-Nitroquinolin-N-oxid in unterschiedlichen
Konzentrationen. Diese Untersuchungen wurden noch mit einer Expositionszeit von 2 h durchgefiihrt.

Tab. 14: Tail Moment-Werte (Median) von mit dotierten Wasserproben belasteten Primérzellen aus
dem Zebrabarbling

Kontrolle H1 H2 H3 H4
Hepatocyten 0.603 3.783* 1.156* 1.125* 0.819*
Kiemenzellen 0.507 4.017* 0.499 0.425 0.602

* Signifikant verschieden von der Kontrolle nach ANOVA on ranks in Kombination mit der Dunnett’s Methode
mit p < 0,05 (Sigma Stat 2.03, Jandel Scientific).

Sowohl in Hepatocyten als auch in Kiemenzellen aus dem Zebrabarbling zeigte die Wasserprobe H1
die mit Abstand starkste genotoxische Wirkung im Comet Assay (Tab. 14 und Abb. 51). Nach den
vorliegenden Daten wurde folgende Reihung beziiglich des genotoxischen Potentials der Proben vor-
genommen: H1 > H2 > H3 > H4. Somit wurde von H1 eine Verdiinnungsreihe hergestellt, um die
genotoxische Wirkung verschiedener Verdinnungsstufen testen zu kénnen (Tab. 15). Die tatsachliche
Reihenfolge bezuglich der 4-Nitroquinolin-N-oxid-Konzentrationen lautete H1 > H3 > H2 > H4. Wie
Tabelle 15 zu entnehmen ist lagen die Tail Moment-Werte von H2 und H3 sehr dicht beieinander, die
hochste Konzentration und die nicht mit 4-NQO aufdotierte Probe wurden zweifelsfrei erkannt.

Tab. 15: Tail Moment-Werte in Primérzellen aus dem Zebrabérbling nach Belastung mit einer Ver-
diinnungsreihe aus der Probe H 1, die sich im vorangegangenen Screening (Tab. 14) als die am stérk-
sten genotoxischen Wasserprobe herausgestellt hatte

Kontrolle 1:2 1:4 1:10 1:20
Hepatocyten 0.472 1.314* 0.959* 0.656 0.59
Kiemenzellen 0.416 0.52 0.473 0.649 0.526

Tail Moment-Werte als Median; * Signifikant verschieden von der Kontrolle nach ANOVA-on-Ranks in Kom-
bination mit der Dunnett’s Methode mit p < 0,05 (Sigma Stat 2.03, Jandel Scientific).
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Anzahl Zellen
(n=50)

Abb. 51: Comet-Assay mit isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabérbling, belastet mit aufdotierten
Wasserproben fur 2 h. Ausgewertet wurden 100 Zellen auf 2 verschiedenen Gelen.

3.1.9.2 Induktion von DNA-Schéden in Hepatocyten und Kiemenzellen durch In vivo-Belastung adulter
Zebrabérblinge mit aufdotierten Wasserproben

Die Wasserproben H1-H4 zeigten keine akute Toxizitat im Verlauf der dreitdgigen Exposition, d.h. die
Fische zeigten keine erkennbaren Auswirkungen zusétzlichen Stresses und waren nach Versuchsablauf
in einem guten Allgemeinzustand. Somit konnten alle Wasserproben in vivo unverdiinnt getestet wer-
den.

Auch in diesem Ansatz wurde die im Assay am stérksten ansprechende Wasserprobe ermittelt und in
folgenden Tests ermittelt, bis zu welcher Verdinnungsstufe noch ein genotoxisches Potential nachge-
wiesen werden konnte (Tab. 16, 17). Im In vivo-Experiment zeigten die Kiemenzellen eine stérkere
Reaktion auf die genotoxische Belastung als die Hepatocyten, die aber in der Verdinnungsreihe mit
der Probe H1 nicht reproduziert werden konnte.

Tab. 16: Tail Moment-Werte von isolierten Primarzellen aus dem Zebrabéarbling nach dreitégiger In
vivo-Belastung mit den aufdotierten Wasserproben H1 — H4

Kontrolle H1 H2 H3 H4
Hepatocyten 0.908 1.47* 0.637 1.194* 1.437*
Kiemenzellen 1.021 2.591* 1.223 1.806* 1.37

Tail Moment-Werte als Median; signifikant verschieden von der Kontrolle nach ANOVA ON RANKS in Kombina-
tion mit der Dunnett’s Methode (Sigma Stat 2.03, Jandel Scientific)
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Tab. 17: Tail Moment-Werte von isolierten Primérzellen aus dem Zebrabdrbling nach dreitégiger In
vivo-Belastung mit Verdiinnungen der aufdotierten Wasserproben H1

Kontrolle 1:2 1:4 1:10
Hepatocyten 0.527 1.473* 1.259* 0.707*
Kiemenzellen 0.352 0.589 0.486 0.573

* Tail Moment-Werte als Median; signifikant verschieden von der Kontrolle nach ANOVA ON RANKS in Kombi-
nation mit der Dunnett’s Methode (Sigma Stat 2.03, Jandel Scientific)

Mit diesen Experimenten konnte die Eighung des Test fiir die Untersuchung von Wasserproben aufge-
zeigt werden. Die zu diesem Zeitpunkt parallel laufenden Untersuchungen mit den Referenzsubstan-
zen fihrten dann aber zu einer Verlangerung der Expositionszeit auf 20 h.

3.2 In vitro-Untersuchungen an Primérzellkulturen aus dem Zebrabarbling nach Be-
lastung mit Wasserproben aus Rhein, Elbe und Neckar

Beginnend mit dem Februar 1997, wurden jeden Monat im Wechsel entweder 4 Wasserproben von
den Entnahmestellen am Rhein (Wahnbach-Talsperre, Karlsruhe, KéIn und Dusseldorf) oder von den
3 Beprobungsstellen an der Elbe (Dessau/Mulde, Schmilka und Schnackenburg) auf ein mogliches
genotoxisches Potential im Comet Assay mit Primarzellkulturen aus dem Zebrabérbling untersucht. Im
Anschluf3 wurden auch noch Wasserproben vom Neckar (Heidelberg, Wieblingen, Edingen, Neckar-
hausen, llvesheim) untersucht.

Die Wasserproben wurden in bis zu 3 Durchgéngen hinsichtlich Geno- und Cytotoxizitét getestet. Die
Befunde zu den Hepatocyten-Untersuchungen sind in Tabelle 18 zusammengestellt, die Befunde aus
den exemplarischen Untersuchungen mit den Kiemenzellen sind Tabelle 19 zu entnehmen. Eine Was-
serprobe gilt in beiden Testsystemen als (genotoxisch) positiv, wenn sie in 2 unabhangigen Experi-
menten positiv getestet wurde; ist das Ergebnis der 2 Durchgéinge je einmal positiv und negativ, so
mul} ein 3. Versuch durchgefiihrt werden. Der den statistischen Berechnungen zugrunde liegende
MeRparameter ist das Tail Moment (Produkt aus Schweiflange x Fluoreszenzintensitat).

Trotz der Optimierung des Testsytems Comet Assay mit Primarzellkulturen und den bekannt genoto-
xischen Substanzen wurden mit den Wasserproben verschiedene Testvarianten nochmals (berprift.
Weder Variationen in der Expositionsdauer (2 h vs. 20 h) noch unterschiedliche Verdiinnungssche-
mata (Medium zu Wasserprobe) bis hin zum Direktansatz des Mediums mit der zu untersuchenden
Wasserprobe fiihrten zu unterschiedlichen Ergebnissen in den so untersuchten Proben. Deshalb wurde
am Standardprotokoll mit 20 h Expositionszeit, S9-Supplementierung sowie Verdiinnung eines flnf-
fach-konzentrierten Mediums mit der entsprechenden Wasserprobe (entspricht ca. 70 % Anteil Was-
serprobe) festgehalten. Als Positivkontrolle wurde eine mit 5 mg/L H,O, fir 2 h belastete Zellgruppe
mitgefiihrt. Diese Zellen entstammen der gleichen Isolation vom Vortag und wurden am néchsten
Morgen 2 h vor Ende der Wasserproben-Exposition mit H,O, belastet.

Von allen getesteten Wasserproben der Rhein- und Elbeschiene sowie der Wasserproben vom Neckar
waren nur die Wasserprobe Mérz Karlsruhe, die Oktoberproben von der Elbeschiene (Abb. 52, 53)
und die Dezemberprobe 1998 Neckarhausen (Abb. 56) im Comet-Assay positiv. Wéahrend die Karls-
ruhe-Probe und die Neckarprobe jedoch nur einen leichten, wenn auch statistisch signifikanten Effekt
zeigte, erreichten die Oktober-Proben von der Elbe Tail Moment-Werte im Bereich der Positivkon-
trolle (Abb. 53); hier kann somit von einer starken genotoxischen Wirkung der Umweltprobe gespro-
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chen werden. Proben, die nur in einem der 3 Durchgange positiv waren, konnten tber den Testzeit-
raum einige Male protokolliert werden (z.B. die Dezemberproben von der Elbe), die notwendigen
Wiederholungen erwiesen sich allerdings als negativ. Keine der getesteten Wasserproben des Jahres-
gangs von Rhein und Elbe sowie der getesteten Neckarproben zeigte eine im FDA Assay nachweisba-
re cytotoxische Wirkung auf die Hepatocyten und Kiemenzellen. Auch der Vergleich von Hepatocyten
und Kiemenzellen, die zu Beginn des Wasserproben-Untersuchungen mehrmals mitgetestet wurden,
zeigte keinerlei unterschiedliche Reaktionen der beiden Zellsysteme auf die untersuchten Wasserpro-
ben (Abb. 54, 55). Aufgrund der schwierigeren Gewinnung ausreichender Zellzahlen sowie der gerin-
geren metabolischen Kompetenz im Vergleich zu den Hepatocyten wurden die Kiemenzellen im wei-
teren Verlauf des Jahresgangs nicht mehr untersucht.

Tab. 18: In vitro-Untersuchungen zum genotoxischen Schédigungspotential der Wasserproben von
Rhein und Elbe auf isolierte Hepatocyten aus dem Zebrabérbling

Wahnbach- LFU- Koln Disseldorf Dessau/ Schmilka Schnacken-
Talsperre Karlsruhe Mulde burg

Feb 97 - -
Mrz 97 - + - -

Apr 97 - -
Mai 97 - - - -

Jun 97 - - -
Jul 97 - - - -

Aug 97 - - -
Sep 97 - - - -

Okt 97 + + +
Nov 97 - - - -

Dez 97 - -
Jan 97 - - - -

+, - Wasserprobe in bis zu drei Durchgéngen getestet; in mindestens 2 Durchgdngen positiv oder negativ

Tab. 19: In vitro-Untersuchungen zum genotoxischen Schadigungspotential ausgewéhlter Wasserpro-
ben auf isolierte Kiemenzellen aus dem Zebrabéarbling

Wahnbach- LFU- Kéln Diisseldorf Dessau/ Schmilka  Schnacken-
Talsperre Karlsruhe Mulde burg
Apr 97 - -
Mai 97 - - - -
Jun 97 - -
Jul 97 - - - -

+, - Wasserprobe in bis zu drei Durchgéngen getestet; in mindestens 2 Durchgdngen positiv oder negativ
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Tab. 20: In vitro-Untersuchungen zum gentoxischen Schadigungspotential der Wasserproben vom
Neckar auf isolierte Hepatocyten aus dem Zebrabérbling

Heidelberg Wieblingen Edingen Neckarhausen llvesheim
Okt 98 - - -
Dez 98 - + -
Apr 99 - - - -

+, - Wasserprobe in 2 Durchgéngen positiv oder negativ getestet.
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Abb. 52: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabdrbling mit Wasserproben der Probenahme Ok-
tober 1997 von der Elbe: Durchgang 1. Ausgewertet wurden 100 Zellen von 2 verschiedenen Gelen. * Signifi-
kant verschieden von der Kontrolle nach ANOVA ON RANKS (Kruskal-Wallis in Kombination mit der Dunnett’s
Methode; Sigma Stat 2.03)
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Abb. 53: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabdrbling mit Wasserproben der Probenahme Ok-
tober 1997 von der Elbe: Durchgang 2. Ausgewertet wurden 100 Zellen von 2 verschiedenen Gelen. * Signifi-
kant verschieden von der Kontrolle nach ANOvA ON RANks (Kruskal-Wallis in Kombination mit der Dunnett’s
Methode; Sigma Stat 2.03)
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Abb. 54: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabarbling mit Wasserproben der Probenahme Mai
1997 vom Rhein. Ausgewertet wurden 100 Zellen von 2 verschiedenen Gelen. * Signifikant verschieden von der
Kontrolle nach ANOVA ON RANKS (Kruskal-Wallis in Kombination mit der Dunnett’s Methode; Sigma Stat 2.03)
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Abb. 55: Belastung von isolierten Kiemenzellen aus dem Zebrabérbling mit Wasserproben der Probenahme Mai
1997 vom Rhein. Ausgewertet wurden 100 Zellen von 2 verschiedenen Gelen. * Signifikant verschieden von der
Kontrolle nach ANOVA ON RANKS (Kruskal-Wallis in Kombination mit der Dunnett’s Methode; Sigma Stat 2.03)
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Abb. 56: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabarbling mit Wasserproben der Probenahme De-
zember 1998 vom Neckar. Ausgewertet wurden 100 Zellen von 2 verschiedenen Gelen. * Signifikant verschie-
den von der Kontrolle nach ANOVA ON RANKS (Kruskal-Wallis in Kombination mit der Dunnett’s Methode; Sigma
Stat 2.03)
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3.3 In vitro-Untersuchungen zur Uberpriifung des genotoxischen Potentials von Um-
weltproben starker kontaminierter Standorte

Zusétzlich zu den August- und Oktober-Proben 1997 von der Elbeschiene wurden Wasserproben aus
dem Sanierungsgebiet der Gaswerke Disseldorf auf Genotoxizitat untersucht; hier ist das Grundwas-
ser stark mit Polychlorierten Aromatischen Kohlenwasserstoffen (PAKSs) verunreinigt. Auffallend bei
der Ankunft im Labor war der stark phenolische Geruch der Proben. Die Proben beider Monate konn-
ten aufgrund deutlicher cytotoxischer Effekte nur verdiinnt getestet werden. Ab einer 1:3-Verdiinnung
konnten keine cytotoxischen, aber deutliche genotoxische Effekte dokumentiert werden (Abb. 57, 58).
Wihrend die Augustprobe noch in einer 1:10-Verdunnung positiv getestet wurde (Abb. 57), zeigte die
Oktoberprobe nur in den Verdlnnungen 1:3 und 1:5 deutliche genotoxische Effekte, mit einer 1:10-
Verdiinnung konnte mit dem Comet Assay und Fischhepatocyten kein genotoxischer Effekt mehr
nachgewiesen werden (Abb. 58).

Tab. 21: In vitro-Untersuchungen zum genotoxischen Schadigungspotential der auf isolierte Hepa-
tocyten aus dem Zebrabarbling

Gaswerke Dusseldorf Wupper Schmilka
August 97 +
Oktober 97 +
Februar 98 +
Marz 98 -
April 98 -
Mai 98 -

+, - Wasserprobe in bis zu drei Durchgangen getestet; in mindestens 2 Durchgéngen positiv oder negativ

Zwischen Februar und Mai 1998 wurden 4 weitere Zusatzproben aus Oberflachengewdssern auf Ge-
notoxizitat untersucht; der von den im Verbundprojekt untersuchten Standorten am stérksten kontami-
nierten Standort Schmilka zweimal, sowie zweimal Wasserproben von der Wupper, die als stark ver-
schmutzt gilt und in friiheren Genotoxizitatsprifungen bereits positiv getestet worden war. Im Rahmen
dieser Prufungen zeigte sich nur die Wupperprobe vom Marz 1998 als deutlich positiv (Abb. 59), die
mit getestete Elbeprobe Schmilka war in diesem Durchgang zwar auch positiv (Abb. 59, siehe auch
Tab. 21), bei den 2 folgenden Wiederholungen jedoch negativ.
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Abb. 57: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabarbling mit einer Verdiinnungreihe der Wasser-

probe aus dem Sanierungsgebiet Gaswerk Dusseldorf vom August 1997. *) Signifikant verschieden von der
Kontrolle nach ANOVA ON RANKS (Kruskal-Wallis in Kombination mit der Dunnett’s Methode; Sigma Stat 2.03)
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Abb. 58: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabdrbling mit einer VVerdinnungreihe der Wasser-
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Kontrolle nach ANOVA ON RANKS (Kruskal-Wallis in Kombination mit der Dunnett’s Methode; Sigma Stat 2.03)
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Abb. 59: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabarbling mit den Zusatzproben 1998: Schmilka
Februar 1998, Wupper April 1998. * Signifikant verschieden von der Kontrolle nach ANOVA ON RANKS (Kruskal-
Wallis in Kombination mit der Dunnett’s Methode; Sigma Stat 2.03)

3.4 Vergleichende Untersuchungen mit Zebrabarblingen zur In vivo-Belastung mit
Wasserproben

Die In vivo-Untersuchungen wurden exemplarisch nur an einigen Wasserproben durchgefiihrt. Hierbei
konnten die positiven Befunde aus der In vitro-Priifung der Oktober-Proben von der Elbe fur den In
vivo-Ansatz nicht bestatigt werden (Tab. 22). Ubereinstimmend zeigten jedoch die Fische, die der
Gaswerksprobe Oktober 1997 exponiert wurden, ebenfalls einen deutlichen genotoxischen Effekt in
den Hepatocyten (Abb. 60). Obwohl direkter exponiert, konnte in den Kiemenzellen keine DNA-
Fragmentierung, die statistisch signifikant verschieden von den Kontrolltieren war, nachgewiesen
werden (Abb. 61). Im In vitro-Ansatz negativ, zeigte eine Rheinprobe (September 1997, Karlsruhe) in
vivo einen deutlichen genotoxischen Effekt. Das genotoxische Potential der Probe zeigte sich aller-
dings wiederum nur in den Hepatocyten, die Kiemenzellen zeigten keine erhohten Tail Moment-
Werte.

Tab. 22: Untersuchung zur In vivo-Exposition von Zebrabarblingen mit ausgesuchten Wasserproben
aus dem RoutinemeRprogramm und den Zusatzproben

Karlsruhe Koln Dessau/ Mulde  Schmilka Schnacken- Gaswerke Dis-
burg seldorf
Sep 97 +/- -/-
Okt 97 -/- -/- -/- +/-

+ /- Positive bzw. negative Reaktion von Leber- / Kiemenzellen auf In vivo-Exposition adulter Zebrabarblinge
mit ausgesuchten Wasserproben flr 3 Tage
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Abb. 60: In vivo-Untersuchungen zum genotoxischen Potential ausgewéhlter Wasserproben auf Hepatocyten
nach dreitdgiger Belastung adulter Zebrabérblinge: Sanierungsgebiet Gaswerke Dusseldorf, August 1997; LFU
Karlsruhe September 1997; Kéln, September 1997. * Signifikant verschieden von der Kontrolle nach ANOVA ON
RANKS (Kruskal-Wallis in Kombination mit der Dunnett’s Methode; Sigma Stat 2.03).
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Abb. 61: In vivo-Untersuchungen zum genotoxischen Potential ausgewéhlter Wasserproben auf Kiemenzellen
nach dreitdgiger Belastung adulter Zebrabarblinge: Sanierungsgebiet Gaswerke Disseldorf, August 1997; LFU
Karlsruhe September 1997; Kéln, September 1997. * Signifikant verschieden von der Kontrolle nach ANOvA ON
RANKS (Kruskal-Wallis in Kombination mit der Dunnett’s Methode; Sigma Stat 2.03).
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3.5 Anmerkungen zur Statistik

Die statistische Auswertung von Daten aus dem Comet Assay mit ANOVA on ranks (Kruskall-Wallis;
Mann Whitney) in Kombination mit der Dunnett’s Methode ist ein hdufig angewandtes Verfahren, um
signifikante Unterschiede zwischen nicht normalverteilten Datensétzen (siehe hierzu auch Bauer et al.
(1998)) zu ermitteln (Anderson et al., 1998; Baltaci et al., 1998; Lehmann et al., 1998; Moller et al.,
1998; Moretti et al., 1998; Sasaki et al., 1998; Singh und Stevens, 1998; Steinert et al., 1998; Tice et
al., 1997; Udumudi et al., 1998; Villani et al., 1998)).

Hierbei wurde, bestatigt auch durch Literaturstudien, der Endpunkt Tail Moment gewahlt, der zur Zeit
in Veroffentlichungen lber Genotoxizitatsstudien mit dem Comet Assay als Standardparameter ange-
geben wird. Wie aus Tabelle 23 zu entnehmen, gruppieren sich die Mediane der Kontrollen (Median
aus 50 vermessenen Zellen: Werte der GroRe nach sortiert, der 26. Wert dieser Reihung entspricht
dem Median der Gruppe) um 0.5, deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Primdrzellen,
den Primdrzellen und der Dauerzellinie RTG-2 sowie Artunterschiede sind nicht zu erkennen. Dieses
vereinfacht die Ergebnisinterpretation aus vergleichenden Untersuchungen. Wie der Tabelle weiterhin
zu entnehmen ist, streuen die Werte allerdings deutlich. Dieses zeigen vor allem die hohen Werte fur
die Standardabweichung.

Tab.23: Statistische KenngrdéRen der Kontrollen aus den Comet Assay-Experimenten

n MW  STABW STF MIN MAX ME 25% 75%

Zebrabérbling

Hepatocyten - In vitro 224  0.61 0.52 0.03 0.00 4.96 0.49 0.28 0.84
Kiemenzellen - In vitro 100 0.47 0.51 0.05 000 334 0.33 0.19 0.56
Hepatocyten - In vivo- 40 0.63 0.30 0.05 0.18 1.39 0.57 0.44 0.79
Kiemenzellen - In vivo 42 0.64 0.44 0.07 009 240 0.56 0.38 0.79
RTG-2 Zellen 50 0.56 0.55 0.08 0.10 3.62 0.44 0.24 0.72
Rotauge / Griindling

Hepatocyten - Freiland 54 0.57 0.39 005 006 1.73 0.44 0.32 0.76
Kiemenzellen - Freiland 38 0.51 0.30 005 010 157 0.43 0.31 0.60
Darmzellen - Freiland 26 0.46 0.34 007 012 165 0.37 0.27 0.48

n = Anzahl der Kontrollen, MW = Mittelwert, STABW = Standardabweichung, STF = Standardfehler, MIN =
Minimum, MAX = Maximum, ME = Median, 25 % = 25 % -Percentile, 75 % = 75 %-Percentile.

Allerdings 1aBt sich, wie auch aus der Abbildung 62 zu entnehmen ist, ein Kontrollbereich fiir Fisch-
zellen definieren, da sich die Mediane aller Kontrollwerte aus den Experimenten mit Fischen und
Fischzellen im Rahmen dieser Studie (entspricht 574 Einzelwerten), bis auf wenige Ausnahmen, zwi-
schen 0 und 1 bewegen. Auch wenn bei der statistischen Auswertung der Tageskontrollwert das wich-
tige Bezugskriterium ist, 1a6t sich fur die Ergebnisinterpretation ein Kontrollbereich als Bezugspunkt
im Hinblick auf die Bewertung der Schadensintensitat von positiven Proben festlegen.
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Abb. 62: Medianwerte der Kontrollen aus den Comet Assay-Experimenten mit der Dauerzellinie RTG-2
und mit isolierten Fischzellen verschiedener Fischarten (Danio rerio, Rutilus rutilus, Gobio gobio) im In
vitro- und In vivo-Ansatz.

Bei der Auswertung nach ANOVA ON RANKS (Kruskal Wallis in Kombination mit der Dunnett’'s Metho-
de) wird als Bezugspunkt fiir die statistische Uberpriifung eines genotoxischen Ereignisses lediglich
die Tageskontrolle herangezogen. Unberiicksichtigt bleibt das statistische Verhalten der ,historischen*
Kontrollen.

Im Rahmen des BMBF-Projekts wurde durch Prof. Schneider (TH Hannover) und Dr. Moldenhauer
(ZEBET, Berlin) ein weiteres Verfahren etabliert. Hierbei werden die Daten durch Logarithmierung in
einen normalverteilten Datensatz transformiert, auf dessen Grundlage Mittelwerte, Standardabwei-
chungen, Varianzen sowie geometrische Mittel berechnet werden konnen. Hieraus kann fur jede Probe
ein Signifikanzfaktor errechnet werden, der stark durch die statistischen Kenngrélien der historischen
Kontrollen beeinfluf3t ist. Je héher die Streuung aller bisher verwerteten Kontrollen, desto gréRRer der
Signifikanzfaktor. Erst wenn der Unterschied zwischen Kontrolle und untersuchter Probe diesen Wert
tUberschreitet, wird von einem statistisch signifikanten genotoxischem Ereignis ausgegangen. Der Ver-
gleich der beiden statistischen Verfahren zeigte allerdings, daR die Ergebnisse im wesentlichen (ber-
einstimmen; nur bei sehr kleinen Unterschieden zwischen den Datensétzen einer Probe und der korre-
spondierenden Kontrolle kann es zu einer unterschiedlichen Beurteilung kommen. Bei Vergleich der
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Bewertung von Referenzsubstanz- und Wasserproben-Untersuchungen wurden ingesamt 3 Experi-
mente unterschiedlich bewertet (Daten nicht prasentiert). Hierbei gab es jedoch keinen Trend in eine
bestimmte Richtung.

3.5.1 Unterschiedliche Bewertung der genotoxischen Untersuchungen durch verschiedene End-
punkte: Tail Moment versus Tail Length

In den letzten Jahren hat sich als Endpunkt der Auswertung das Tail Moment (Schweifldnge x Fluo-
reszenzintensitat im Schweif) durchgesetzt, eine Entwicklung, die nur durch die Verbreitung Compu-
ter-gestutzter digitaler Auswertesysteme moglich wurde. Zu Beginn der Entwicklung des Comet As-
says Ende der 80iger Jahre wurde die Schweiflange (Tail Length) gemessen, ein Endpunkt, der sich
auch mit Hilfe des Okularmikrometers ohne weitere technische Ausstattung am Fluoreszenzmikroskop
bestimmen lait.

Wahrend der Endpunkt Tail Length nur die Ausdehnung des Schweifes erfafdt, geht in den Wert Tail
Moment (ber die Fluoreszenzintensitat im Schweif auch die Haufigkeit der Interaktion genotoxisches
Agens-DNA mit ein. Allerdings besteht die Mdglichkeit, daR dieser Endpunkt als Produkt aus 2 MeR-
werten eine héhere Variabilitat aufweist als die reine Schweifldnge. Fir die beiden grofiten Datensatze
(Monosubstanzen in vitro und Wasserproben in vitro) wurde der Vergleich der beiden Endpunkte
durchgefuhrt. Wie Tabelle 24 zu entnehmen, zeigten die MeRwerte der Tail Length eine deutlich ge-
ringere Variabilitat als die entsprechenden Tail Moment-Daten. Wéhrend die Standardabweichung fr
die zufallig ausgewahlten Tail Length-Daten nur 21 % des Mittelwerts betragt, so sind es immerhin
deutliche 150 % bei dem aus dem gleichen Datenpool errechneten Tail Moment-Wert. Auch zeigen
die Tail Length-Daten eine sehr gute Ubereinstimmung von Mittelwert und Median, ein Zeichen fiir
geringe Streuung, wéhrend die beiden statistischen Kenngrolien beim Tail Moment weit auseinander
liegen.
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Abb. 62: Belastung von isolierten Hepatocyten aus dem Zebrabarbling mit 4-Nitroquinolin-N-oxid fiir 20 h;
graphische Darstellung der Tail Length-Werte umfalit Daten aus 3 Testansdtzen. *) Konzentration signifikant
unterschiedlich von der Kontrolle nach One Way ANOVA ON RANKS in Kombination mit der Dunnett-Methode (p
<0,05).
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Tab. 24: Statistische Eckdaten von 5 zuféllig ausgewéhlten Kontrollansétzen isolierter Hepatocyten
aus dem Zebrabarbling fiir die Endpunkte Tail Moment und Tail Length

Mittelwert Standard- Minimum Maximum Median 25 %- 75 %-

abweichung Percentile  Percentile
Tail Moment 0.644 0.997 0.00 9.071 0.282 0.063 0.891
Tail Length 18.465 3.883 12.00 47.00 18.00 16.00 19.00

Daten basieren auf 500 MeRwerten

Das zeigte sich dann auch in der deutlicheren Auspragung einer Dosis-Wirkungs-Beziehung in den
niedrigen Konzentrationen bei Belastung mit 4-Nitroquinolin-N-oxid (Abb. 62 und vgl. Abb. 41, Ab-
schnitt 3.1.6). Trotzdem wiesen die Daten fiir die Tail Length keine verdnderten Nachweisgrenzen in
den Untersuchungen mit den Monosubstanzen auf.

Im Gegensatz dazu ergab sich bei den Wasserproben ein anderes Bild (Tab. 25). Durch die Auswer-
tung des Endpunktes Tail Length zeigten sich deutlich mehr Wasserproben nach statistischer Aus-
wertung mit ANOVA ON RANKS (Kruskall Wallis in Kombination mit der Dunnett‘s Methode) als posi-
tiv. Aufgrund der geringeren Variabilitat der Kontrollen wurden auch sehr geringe Unterschiede als
signifikant verschieden gewertet.

Tab. 25: Vergleichende Auswertung der Wasserproben-Untersuchungen im In vitro-Ansatz mit iso-
lierten Hepatocyten aus dem Zebrabarbling mit den Endpunkten Tail Moment und Tail Length

I. TAIL MOMENT 2.97 3.97 4.97 597 6.97 7.97 8.97 9.97 10.9711.9712.97 1.98 2.98 3.98 4.98 5.98

Wahnbach - - - - - -

LFU Karlsruhe + - - - - -

Koln - - - - - -

Disseldorf - - - - - -

Dessau - - - + .

Schmilka - - - - + - - -
Schnackenburg - - - 4 -

Gaswerke +* xR

Wupper + -

Il. TAIL LENGTH 2.97 3.97 4.97 597 6.97 7.97 8.97 9.97 10.9711.9712.97 1.98 2.98 3.98 4.98 5.98
Wahnbach - - - - - -

LFU Karlsruhe - - - - - -

Koln + + - - +/- +/-

Disseldorf + - - - +/- -

Dessau + - +/- + +/-

Schmilka + - - +/- + + P
Schnackenburg - - - +/- -

Gaswerke 4 pRxk

Wupper + -

+, - Wasserprobe in 2 Durchgéngen positiv oder negativ getestet, Sigma Stat 2.03

+/-  Wasserprobe nach Auswertung Tail Length einmal positiv, einmal negativ

*  Sanierungsprobe Dusseldorf, Aug 97: Gentoxischer Effekt bis Verdiinnung 1 : 10.
**  Sanierungsprobe Gaswerke, Okt 97: Gentoxischer Effekt bis Verdiinnung 1 : 5.
*** Sanierungsprobe Gaswerke, Okt 97: Gentoxischer Effekt nur in Verdiinnung 1 : 3.
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3.6 Untersuchungen zur genotoxischen Belastung von Fischen im Freiland mit dem
Comet Assay

Wiéhrend 3 Probenahmen 1996 und 9 Probenahmen 1998 wurden mit dem Senknetz am Neckar 191
Fische von 13 Arten bzw. 722 Fische von 17 Arten gefangen. Hierbei handelte es sich mit Ausnahme
der Kleinfischarten Griindling (Gobio gobio) und Ukelei (Alburnus alburnus) in aller Regel um Jung-
fische hauptséchlich der Generationen 0+ und 1+, die sich vom Frihsommer bis in den spaten Herbst
in gemischten Schwarmen bevorzugt im Flachwasserbereich der Uferzone aufhalten; hier ist die Stro-
mung in der Regel nicht so stark, es findet sich verstarkt Anflugnahrung, und die Flachwasserzone
bietet Schutz vor groReren Raubfischen (eigene Beobachtungen).

Besonders erwahnenswert, dafl sich mit Pseudorasbora parva, dem Blaubandbarbling, ein weiterer
Neubirger im Neckar festgesetzt hat. Das Probenahmegebiet beschrénkte sich hierbei auf den ,Alten
Neckar*, da die Senknetzmethode fiir den Hauptstrom mit Steinschittungsufern und deutlicher Stro-
mung nur wenig geeignet ist. Bis auf 2 Probenahmen im ,Alten Neckar® bei Wieblingen und einer
Probenahme in einer Neckarschlute bei Eberbach wurden die Fische im Fluf3 unterhalb der Kléaranlage
Neckarhausen in der sogenannten ,llvesheimer Neckarschleife, einem weitrdumigen Landschafts-
schutz- und Naturschutzgebiet, gefangen. Das vorgefundene Artenspektrum (Abb. 63 u. 64) ist ein
gutes Indiz fur die Lebensraumdiversitat der ,Alten Neckar*‘-Abschnitte, in denen sich schnell flieRen-
de Bereiche mit stromungsliebenden Fischen wie Barbe (Barbus barbus), Nase (Chondrostoma nasus)
Rapfen (Aspius aspius) mit ruhigeren Bereichen und Stillwasserzonen abwechseln, in denen als typi-
sche Arten Brassen (Abramis brama), Gister (Blicca bjérnka), Rotauge (Rutilus rutilus), Ukelei (Al-
burnus alburnus), FluBbarsch (Perca fluviatilis) und selbst der Hecht (Esox lucius) angetroffen wur-
den. Die Uferregionen sind nicht durch den starken Wellenschlag des Schiffsverkehrs beeinflufit und
vergleichsweise naturnah belassen. Da es sich wie oben erwahnt in der Mehrzahl der Arten um Jung-
fische handelt, scheint der Lebensraum den unterschiedlichen Arten auch die bendtigten Laichplatze
zu bieten.

Die in Abbildung 63 sowie 64 aufgezeigte Artenzusammensetzung kann nattrlich nicht als reprasentiv
fiir die Fischfauna des Neckars angesehen werden. Wichtige Arten mit hohen Populationsdichten, wie
der Aal (Anguilla anguilla, 1 Zufallsexemplar), der sich weiter ausbreitende Wels (Silurus glanis),
aber auch der Karpfen (Cyprinus carpio) konnten mit der Senknetzmethode nicht gefangen werden.
Da das Fangen mit dem Senknetz auf die flachen, ruhigen Uferbereiche beschrankt ist, kann tber die
tatséchliche Artenzusammensetzung in diesem vergleichsweise vielféltig strukturierten FluRabschnitt
keine endgtiltige Aussage getroffen werden.

Bei den Probenahmen wurden nur Individuen der beiden Zielfischarten Rotauge (Rutilus rutilus) und
Griundling (Gobio gobio) enthommen, die anderen Arten wurden nach Bestimmung und Erfassung
zuriickgesetzt.
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Abb. 63: Artenzusammensetzung der mit dem Senknetz am Neckar gefangenen Fische (1996)
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Abramis brama
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Lepomis gibbosus

Gymnocephalus n=722

cernua

Perca fluviatilis

Abb. 64: Artenzusammensetzung der mit dem Senknetz am Neckar gefangenen Fische (1998)

Von den 1996 insgesamt 10 untersuchten Rotaugen aus dem ,Alten Neckar® unterhalb der Klaranlage
Neckarhausen zeigten 5 Individuen deutliche DNA-Fragmentierung in den Hepatocyten; in Abb. 65
sind die Ergebnisse der ersten Probenahme dargestellt. Daraufhin wurden 1998 weitere 23 Rotaugen
sowie 21 Grundlinge auf DNA-Schaden in primaren Leber-, Kiemen- und Darmzellen untersucht. Um
diese Ergebnisse mit denen der Untersuchungen mit dem Zebrabarbling besser korrelieren zu kénnen,
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bzw. zur Aufdeckung von Unterschieden zwischen verschiedenen Fischarten wurden mit den bekann-
ten Referenzsubstanzen 4-Nitroquinolin-N-oxid und Benzo[a]pyren In vitro-Untersuchungen mit Pri-
markulturen von Leber, Kieme und Darm aus Rotaugen und Grindlingen vorgenommen. Die Spen-
dertiere stammten hierbei aus der Laborhaltung; aus diesem Pool wurden auch die spateren Kontroll-
tiere entnommen.

(n = 50)

Anzahl Zell

Abb. 65: Nachweis von DNA-Schéden in isolierten Hepatocyten aus Rotaugen aus dem Neckar vom 21.8.1996;
0 + = Jungfisch aus diesem Jahr, 1+ = Jungfisch vom letzten Jahr (&lter als 1 Jahr).

3.6.1 Invitro-Untersuchungen mit Primarzellkulturen aus dem Rotauge, Rutilus rutilus und dem
Griundling, Gobio gobio

Diese Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit Frau A. Tischmeyer durchgefihrt.

Auf die Exposition gegeniiber Benzo[a]pyren reagierten die Hepatocyten der Griindlinge mit den
starksten DNA-Schadigungen. Sowohl Kiemen- als auch Darmzellen der Tiere zeigten einen &hnli-
chen, jedoch schwacheren Schédigungsgrad (Tab. 26 sowie Abb. 66). Trotz der geringeren Scha-
densintensitat in der héheren Konzentration zeigten die Darmzellen mit 252 pg/L die niedrigste
Nachweisgrenze gegeniiber Benzo[a]pyren.

Bei den Rotaugen reagierten die Hepatocyten sensibler auf die Belastung mit Benzo[a]pyren als Kie-
men- und Darmzellen, wobei die Kiemenzellen bei einer Konzentration von 25.200 pg/L die gleichen
Tail Moment-Werte erreichten wie die Hepatocyten. Die geringste DNA-Fragmentierung zeigten bei
beiden Fischarten die Darmzellen.
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Abb. 66: Comet-Assay mit isolierten Hepatocyten aus Griindlingen (Gobio gobio) nach Belastung mit Ben-
zo[a]pyren fir 20 h. * Tail Moment signifikant verschieden von der Kontrolle nach ANOVA ON RANKS in Kom-
bination mit der Dunnett’s Methode (Sigma Stat 2.03); ** signifikant verschieden, aber kleineres Tail Moment
als die Kontrolle

Tab. 26: Statistische Auswertung des Tail Moment (Medianwerte) isolierter Hepatocyten, Kiemen-
zellen und Darmzellen aus Griindling und Rotauge nach In vitro-Exposition gegeniliber Benzo[a]pyren
fiir 20 h unter S9-Supplementierung.

Kontrolle 25.2 yg/L 252 pg/L 25200 pg/L
Grindlinge Hepatocyten 1,082 0.753** 1,400 8.806*
Kiemenzellen 0.289 0.258 0.335 1.208*
Darmzellen 0.152 0.152 0.335* 1.208*
Rotaugen Hepatocyten 0.876 0.910 1.321* 3.846*
Kiemenzellen 0.919 0.591** 0.927 3.920*
Darmzellen 0.261 0.068** 0.411 1.541*

*) Konzentration signifikant verschieden von der Kontrolle nach One Way Anova on Ranks (p < 0.05) in Kombi-
nation mit der Dunnett’s Methode (Sigma Stat 2.0); **) signifikant verschieden, aber kleinere Tail Moment-
Werte als die Kontrolle.

Nach Inkubation mit 4-Nitroquinolin-N-Oxid zeigten die Hepatocyten der Griindlingen ebenfalls gro-
Rere Effekte als die Zellen aus den anderen Organen. Wieder néherte sich der Schadigungsgrad der
Kiemenzellen bei héherer Belastung denen der Hepatocyten an (Tab. 27). Bei den Rotaugen zeigten
die Kiemenzellen in den héheren Konzentrationen starkte DNA-Schéadigungen. In der hichsten Bela-
stungskonzentration war der Tail Moment-Wert der Kiemen als MelRgroRe fir die belastungs-
induzierte DNA-Fragmentierung mehr als doppelt so grof? als der entsprechende Wert der Hepa-
tocyten. Die Darmzellen zeigten wiederum die am schwachsten ausgepragte Dosis-Wirkungs-
Beziehung.
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Tab. 27: Statistische Auswertung des Tail Moment isolierter Hepatocyten, Kiemenzellen und Darm-
zellen aus Grundling und Rotauge nach In vitro-Exposition gegentiber 4-Nitroquinolin-N-Oxid fir
20 h.

Kontrolle 0.19 pg/L 1.9 ug/L 190 pg/L
Grindlinge Hepatocyten 0.863 1,137 1.532* 9.561*
Kiemenzellen 0.328 0.312 0.493 8.854*
Darmzellen 0.450 0.507 0.565* 1.362*
Rotaugen Hepatocyten 1,040 0.650** 0.679** 4.544*
Kiemenzellen 1,029 0.475** 1.119* 11.235*
Darmzellen 0.217 0.062** 0.492* 1.776*

*) Konzentration signifikant verschieden von der Kontrolle nach One Way Anova on Ranks (p < 0.05) in Kombi-
nation mit der Dunnett’s Methode (Sigma Stat 2.0); **) signifikant verschieden, aber kleinere Tail Moment-
Werte als die Kontrolle.

3.6.2 Insitu-Experimente

3.6.2.1 Nachweis von DNA-Schaden in Fischen aus dem Neckar

Die Versuchstiere fur die Freilandexperimente wurden Uber einen Zeitraum von vier Monaten (Juli *98
bis Oktober *98) aus dem Neckar bei Heidelberg Wieblingen sowie Neckarhausen (,,Alter Neckar*
unterhalb der Klaranlage Neckarhausen) enthommen; als Modellgewasser fur ein kleines FlieRgewés-
ser unter anthropogenem Einflu wurde der Forellenbach suddstlich von Heidelberg gewéhit.

Um den mdglichen Nachweis stressinduzierter DNA-Fragmentierung im Comet-Assay durch Trans-
portstress der Freilandtiere auszuschlieBen, wurden die Kontrolltiere vor der Probenahme den Aquari-
en entnommen und in einem identischen Transportgefal zur Probenahme und zuriick mitgenommen.
Bei den 23 untersuchten Rotaugen handelte es sich bis auf den Versuch vom 04. 08. 98, bei dem auch
2 dreijahrige Tiere mituntersucht wurden (Tab. 29), um Jahrlinge; hierbei wurden Primarzellen der
untersuchten Organe von jeweils 3 Individuen gepoolt. Bei den 21 untersuchten Griindlingen handelte
es sich um einen Querschnitt durch die Altersverteilung der Population; auch hier wurden die Primar-
zellen von jeweils 3 deutlich unterschiedlichen Individuen gepoolt.

Bei den Grundlingen lieR sich ein deutlicher Anstieg der statistisch signifikanten Tail Moment-Werte
fiir die gefangenen Freilandtiere beobachten. Die Ergebnisse waren auch in den folgenden Versuchen
reproduzierbar, wobei vor allem Kiemen- und Darmzellen eine akute Schadigung der DNA aufwiesen
(Tab. 28). Die Hepatocyten zeigten geringere Abweichungen zu den Kontrollwerten (Abb. 67). Von
den 7 Probenahmen erwiesen sich die isolierten Hepatocyten als viermal positiv und die Kiemenzellen
sechsmal. Die Darmzellen, nur bei 4 Probenahmen mit untersucht, waren dreimal positiv. Somit zeigte
sich in dieser Untersuchung keine der Proben von Primarzellen aus jeweils 3 Griindlingen ohne Be-
fund; einer der untersuchten Primérzelltypen zeigte jedesmal ein positiven Befund.

Diese Ergebnisse bestétigten sich in &hnlicher Weise auch fiir die Rotaugen. Auch hier trat ein repro-
duzierbarer signifikanter Unterschied zwischen den Zellen der Kontrolltiere und der Freilandfange auf
(Tab. 29). Kiemenzellen und Darmzellen zeigten auch bei dieser Fischart einen groReren Schéadi-
gungsgrad der DNA als die Hepatocyten (Abb. 68). Innerhalb des Versuchsansatzes, in welchem Pri-
maérzellen von Rotaugen verschiedenen Alters getestet wurden, entfielen auf die &lteren Tiere deutlich
grolRere Tail Moment-Werte was auf eine altersabhéngige Zunahme genotoxischer Effekte schliel3en
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14kt (Tab. 29). Insgesamt zeigten 4 von 8 Hepatocytenproben ein genotoxisches Signal, 7 von 8 Kie-
menproben sowie alle 5 getesteten Darmzellenproben. Nur in einem Testansatz (14.10.98) war in kei-
ner der untersuchten Priméarzellkulturen ein genotoxisches Signal nachzuweisen.

Ein auffallendes Merkmal der Schadensauspragung bei den Neckarfischen war die grof3e Streuung der
Tail Moment-Werte. Auch in den In vitro-Versuchen wurden die Zellen von 3 Individuen gepoolt,
trotzdem zeigten die exponierten Zellen ein deutlich einheitlicheres Schadensmuster mit einer kleine-
ren Standardabweichung als die Zellen der Neckarfische in den In vivo-Versuchen.
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Abb.67: Vergleich der genotoxischen Belastung verschiedener Organe in Grindlingen aus dem Neckar
und der Laborhaltung. Dargestellt ist das Ergebnis des 04.08.1998. * Signifikant verschieden von der
Kontrolle nach ANOVA ON RANKS (Kruskal-Wallis in Kombination mit der Dunnett’s Methode; Sigma Stat
2.03).

Tab. 28: In vivo-Versuche mit isolierten Primérzellen aus dem Grundling: Medianwerte der
statistischen Auswertung.

Fangdatum Versuchstiere Zelltypen
Hepatocyten Kiemenzellen Darmzellen
14.07.98 Kontrolle 0.703 0.505 -
Wildfang 0.746 2.072* -
23.07.98 Kontrolle 0.398 0.367 0.418
Wildfang 0.417 1.967 3.049*
04.08.98 Kontrolle 0.282 0.411 0.315
Wildfang 1.062* 9.636* 7.014*
18.08.98 Kontrolle 0.960 0.769 1.106
Wildfang 1.310 1.427* 1.624
08.10.98 Kontrolle 0.326 0.407 1.025
Wildfang 0.777* 8.290* 2.894*
14.10.98 Kontrolle 0,39 0,254 -
Wildfang 1,082* 0,655* -
20.10.98 Kontrolle 0,419 0,498 -
Wildfang 1,851* 0,892* -

*) Zellpool signifikant verschieden von der Kontrolle nach One Way Anova ON RANKS
(p < 0.05) in Kombination mit der Dunnett’s Methode (Sigma Stat 2.03).
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Abb.68: Vergleich der genotoxischen Belastung verschiedener Organe in Rotaugen aus dem Neckar und
der Laborhaltung. Dargestellt ist das Ergebnis der Jahrlinge des 04.08.1998. * Signifikant verschieden
von der Kontrolle nach ANOVA ON RANKS (Kruskal-Wallis in Kombination mit der Dunnett’s Methode;
Sigma Stat 2.03).

Tab. 29: In vivo-Versuche mit isolierten Primdrzellen aus dem Rotauge: Medianwerte der stati-
stischen Auswertung.

Fangdatum Versuchstiere Zelltypen
Hepatocyten Kiemenzellen Darmzellen
14.07.98 Kontrolle 0.312 0.530 -
Wildfang 0.613* 2.042* -
23.07.98 Kontrolle 0.441 0.440 0.375
Wildfang 0.379 0.860* 1.165*
04.08.98 Kontrolle 0.265 0.635 0.341
Jahrlinge 0.898* 2.389* 1.713*
Dreijahrige 2.032* 2.586* 2.206*
08.10.98 Kontrolle 0.298 0.302 0.456
Wildfang 2.127* 2.051* 3.455*
11.10.98 Kontrolle 0,351 0,353 0,454
Wildfang 0,401 0,883* 0,897*
14.10.98 Kontrolle 0,204 0,084 -
Wildfang 0,337 0,108 -
20.10.98 Kontrolle 0,428 0,396 -
Wildfang 0,437 0,583* -

*) Zellpool signifikant verschieden von der Kontrolle nach One Way ANOVA ON RANKS
(p < 0.05) in Kombination mit der Dunnett’s Methode (Sigma Stat 2.03).
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3.6.2.2 Nachweis von DNA-Schaden in Fischen aus kleinen FlieRgewassern

In einem weiteren unabhdngigen Experiment wurden drei Bachforellen aus dem Forellenbach nérdlich
von Waldhilsbach (stidlicher Odenwald) unterhalb der Einleitungsstelle einer Klaranlage fur ein Klini-
kum gefangen.

Fur die Bachforellen zeigte sich ein ahnliches Bild wie fiir die anderen Freilandféange. In allen drei
Zelltypen traten statistische signifikante Unterschiede zu den Tail Moment-Werten der Kontrollen auf
(Abb. 69 und Tab. 30), die bei den Kiemenzellen die grofite Auspragung erreichte.
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Abb. 69: Vergleich tber die genotoxische Belastung verschiedener Organe in Bachforellen aus dem Fo-
rellenbach und der Laborhaltung. Dargestellt ist das Ergebnis des 20.8.1998. * Signifikant verschieden
von der Kontrolle nach ANOVA on ranks (Kruskal-Wallis in Kombination mit der Dunnett’s Methode;
Sigma Stat 2.03).

Tab. 30: In vivo-Versuche mit isolierten Primarzellen aus der Bachforelle: Medianwerte der statisti-
schen Auswertung.

Fangdatum Versuchstiere Zelltypen
Hepatocyten Kiemenzellen Darmzellen
20.08.98 Kontrolle 0.180 0.242 0.294
Wildfang 0.490* 2.175* 1.880*

*) Zellpool signifikant verschieden von der Kontrolle nach One Way ANOVA ON RANKS (p < 0.05) in Kombination
mit der Dunnett’s Methode (Sigma Stat 2.03)

In einem weiteren Experiment wurden Stichlinge aus dem Kraichbach im Rahmen einer 6kologischen
Bestandsaufnahme untersucht. Zu Zeiten unginstiger Wasserfiihrung kann das Wasseraufkommen im
Kraichbach zu 80 % aus geklarten Abwassern bestehen, des weiteren entwéssert der Bach die land-
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wirtschaftlich intensiv genutzte Gemarkung Hockenheim. Die faunistische Bestandaufnahme zeigte
demzufolge auch hauptséchlich das Vorkommen unempfindliche Ubiquisten auf (Maleri, personl.
Mitteilung). Im Comet Assay auf genotoxische Belastung untersucht wurden Hepatocyten und Kie-
menzellen aus 6 Stichlingen, wobei die Organe von jeweils 3 Tieren gepoolt wurden. Als Kontroll-
gruppe dienten Stichlinge aus dem gleichen Gewasser, die vorher 5 Wochen im Labor gehaltert wor-
den waren. Wéhrend die Kiemenzellen keine der untersuchten Gruppen erhéhte Tail Moment-Werte
aufwiesen und sich nicht von der Laborgruppe unterschieden, zeigten die Hepatocyten von beiden
Kraichbachgruppen deutliche Schweifbildung, die resultierenden Tail Moment-Werte unterschieden
sich nicht nur signifikant von den Kontrollwerten sondern représentieren fir In vivo — Untersuchungen
mit Fischen hohe Werte (Abb. 70 und Tab. 31).
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Abb. 70: Vergleich (iber die genotoxische Belastung von Stichlingen aus dem Kraichbach und der Labor-
haltung. *) Signifikant verschieden von der Kontrolle nach ANOVA on ranks (Kruskal-Wallis in Kombina-
tion mit der Dunnett’s Methode; Sigma Stat 2.03).

Tab. 31: In vivo-Versuche mit isolierten Priméarzellen aus dem Stichling: Medianwerte der statisti-
schen Auswertung.

Datum Zelltypen Versuchstiere
Kontrolle Kraichbach 1 Kraichbach 2
27.09.99 Hepatocyten 0,658 7,588* 5,322*
Kiemenzellen 0,567 0,734 0,724

*) Zellpool signifikant verschieden von der Kontrolle nach One Way Anova on Ranks (p < 0.05) in Kombination
mit der Dunnett’s Methode (Sigma Stat 2.03)
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3.7 Der Mikronukleus Test

3.7.1 Vergleichende Untersuchugen zur Auswirkung der Belastung von RTG-2 Zellen mit
gentoxischen Substanzen im Mikronukleus Test

Als vergleichenden Genotoxizitatstest zum Comet Assay wurde der Mikronukleus Test mit RTG-2
Zellen durchgefihrt. Als Modellsubstanzen wurden hierbei 4-Nitroguinolin-N-oxid , N-Methlyl-N"-
Nitro-N-Nitrosoguanidin sowie Benzo[a]pyren in unterschiedlichen Konzentrationen getestet. Die
Zellen wurden fiir 20 h mit den gentoxischen Substanzen belastet und dann, nach Mediumwechsel, fiir
weitere 72 h ohne genotoxische Substanz inkubiert. Diese lange Nachinkubation ist notwendig, damit
sich statistisch gesehen jede Zelle einmal unter SchadstoffeinfluR geteilt hat. Nach Fixieren und An-
farben wurden die Praparate bei 1220 x VergréfRerung am Mikroskop ausgewertet (Bildtafel 2, Abb.
2.1). Kriterien fur einen giltigen Mikrokern waren: komplette Trennung vom Hauptkern, gleiche An-
farbbarkeit, sowie gleiche Schérfenebene (Bildtafel 2, Abb. 2.2). Wurden in einer Zelle 2 oder 3 Mi-
krokerne identifiziert, so wurde das Ereignis nur als ein positiver Befund gewertet. Nicht mit in die
Auswertung einbezogen wurden Zellen mit in viele Teilkerne zerfallenem Kern (Bildtafel 2, Abb. 2.3).
Fur 4-Nitroguinolin-N-Oxid (4-NQO)konnte eine Dosis-Wirkungs-Beziehung mit signifikanten Unter-
schieden zur Kontrolle ab 19 pg/L erstellt werden (Abb. 71). Dieses Ergebnis liegt um eine Zehner-
potenz liber der Nachweisgrenze im Comet Assay. Die hochste getestete Konzentration mit 1,9 mg/L
(nicht graphisch dargestellt) konnte nicht ausgewertet werden, da die Zellen hier quantitativ (> 90 %)
morphologische Veranderungen wie Kernverdnderungen, Chromatinverdichtungen, Cytoplasmkon-
densation (starkere Anféarbbarkeit), Abrunden der Zellen sowie Blebbing aufzeigten (siehe Bildtafel 4).
Dieses 1aRt auf die Induktion apoptotischer Prozesse schlief3en.

Fur N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG) konnte zwar ebenfalls eine Dosis-Wirkungs-
Beziehung aufgezeigt werden, jedoch erwiesen sich diese Unterschiede als nicht signifikant (Abb. 72).
Auch dieses Gentoxin induzierte in der hochsten getesteten Konzentration von 40 mg/L apoptotische
Veranderungen bei tber 90 % der belasteten Zellen (nicht graphisch dargestellt).

Die Wirkung von Benzo[a]pyren konnte nur in einem Versuch getestet werden. Auch hier zeigt sich
die Andeutung einer Dosis-Wirkungsbeziehung (Abb. 73) mit einer Verdopplung der Mikrokernrate
ab 25 pg/L und damit eine Zehnerpotenz unterhalb der Nachweisgrenze im Comet Assay. Hier kdnnen
nur Versuchswiederholungen Aufschluf® auf die Nachweisgrenze genotoxischer Signale im Mikronu-
kleus-Test mit RTG-2 Zellen bringen. Im Unterschied zu den vorher untersuchten Substanzen 4-NQO
und MNNG konnte im gesamten getesteten Konzentrationsbereich keine toxische Wirkung festgestellt
werden.

Neben der Induktion von Mikrokernen konnte insbesondere in den Konzentrationen von 19 pg/L und
190 pg/L flir 4-Nitroquinolin-N-oxid sowie 400 pg/L und 4 mg/L fur N-Methyl-N"-Nitro-N-
Nitrosoguanidin eine Haufung aberranter Teilungsstadien beobachtet werden (Bildtafel 2, Abb. 2.6 —
2.8). Gleichzeitig nahm die Teilungsaktivitét in den belasteten Gruppen im Vergleich zur Kontrolle ab,
ausgebildete Metaphase- und Anaphaseplatten (Abb. 2.4) sowie Zellen in unterschiedlichen Stadien
der Kern- und Zellteilung (Abb. 2.5 u. 2.8) wurden nur vergleichsweise selten beobachtet, eine Dosis-
Wirkungs-Beziehung lief3 sich jedoch nicht erkennen.
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Bildtafel 2 Mikrokern-Bildung in belasteten RTG-2 Zellen (GIEMSA-Férbung): 2.1: Kontrollzellen (Original
860 x).. 2.2: RTG-2 Zellen mit Mikrokernen (Pfeile) nach Belastung mit 190 pg/L 4-Nitroquinolin-N-oxid (4-
NQO) fiir 20 h sowie anschliefender Postinkubation fiir 72 h (Original 540 x). 2.3: RTG-2 Zelle zeigt Kernzer-
fall, nicht berlicksichtigt in Mikrokernuntersuchungen (Original 860 x). 2.4: Zelle mit kondensierten Chromo-
somen, Kernhlle bereits aufgeldst (Original 1220 x). 2.5: Metaphaseplatte: Aufteilung der Chromosomen (Ori-
ginal 540 x). 2.6 — 2.8: Aberrante Teilungsstadien, gehauft in den 4-NQO-Belastungskonzentrationen (Original
860 X, 540 x, 540 x): 2.6: Chromosomen nicht vollstandig aufgeteilt. 2.7: Deutlich aberrantes Mitosestadium;
Pfeil = Mikrokern; 2.8: Zellteilung weitgehend vollzogen, eine ,,Chromosomenbriicke” (*) bleibt bestehen;
Pfeile: komplette Kern- und Zellteilung.
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Abb. 71: Mikronukleus-Haufigkeit in RTG-2 Zellen, die mit 4-Nitrogquinolin-N-oxid fiir 20 h belastet und fiir 72
h nachinkubiert wurden. Daten aus 3 Experimenten, pro Konzentration wurden 1000 Zellen ausgewertet. *)
Signifikant verschieden von der Kontrolle mit p < 0,05 nach ONE WAY ANOVA in Kombination mit der Dunnett’s
Methode (Sigma Stat 2.03).
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Abb. 72: Mikronukleus-Haufigkeit in RTG-2 Zellen, die mit N-Methyl-N-Nitroso-N-Nitroguanidin fiir 20 h
belastet und fur 72 h nachinkubiert wurden. Daten aus 2 Experimenten, pro Konzentration wurden 1000 Zellen
ausgewertet. *) Signifikant verschieden von der Kontrolle mit p < 0,05 nach ONE WAY ANOVA in Kombination
mit der Dunnett’s Methode, Sigma Stat 2.03.
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Mikrokern-Rate in %

Konzentrationen von Benz[a]pyren

Abb. 73: Mikronukleus-Haufigkeit in RTG-2 Zellen, die mit Benzo[a]pyren fiir 20 h belastet und fir 72 h
nachinkubiert wurden. Daten aus 1 Experiment, pro Konzentration wurden 1000 Zellen ausgewertet.

3.7.2 Untersuchungen zur genotoxischen Belastung von Fischen im Neckar mit dem Mikro-
nukleus-Test

Der Mikronukleus Test wurde auch zur Erfassung der genotoxischen Belastung der untersuchten Nek-
karfische wurde der Mikronukleus-Test durchgeflhrt. Von den Fischen, die im Comet-Assay unter-
sucht wurden, wurden Blutausstriche angefertigt und auf Mikrokerne untersucht (Bildtafel 3, Abb. 3.1
— 3.6). Hierfur wurden nur die reifen Erythrocyten verwendet, Lymphocyten (Abb. 3.1 u. 3.6) sowie
weitere Blutzellen wurden nicht in die Untersuchung einbezogen. Pro Fisch wurden mindestens 2000
(Neckarfisch-Untersuchungen) bzw. 5000 Erythrocyten (Bachforellen, Bildtafel 3, 3.9) ausgezahlt.
Ingesamt wurden im Rahmen dieser Studie Blutausstriche von 17 Grindlingen (Bildtafel 3, Abb. 3.8)
und 11 Rotaugen (Abb. 3.7) untersucht. Aus dem Forellenbach wurden 3 Tiere enthommen und mit
einer Bachforelle aus dem Labor verglichen (Abb. 3.9).

Die Anzahl der zweifelsfrei identifizierten Mikrokerne war bei allen untersuchten Fischen recht gering
und erreichte den Maximalwert von 0,35 % der untersuchten Erythrocyten in einem Griindling (Gobio
gobio) aus dem Neckar unterhalb von Heidelberg. Im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle zeigten die
Grindlinge sowie in noch etwas starkerem MaRe die Rotaugen aus dem Neckar eine deutliche Erho-
hung des Vorkommens von Mikrokernen pro eintausend Erythrocyten. Fur beide Fischarten ist die
Mikrokern-Rate, wenn auch niedrig, so doch statistisch signifikant héher als in den jeweiligen Labor-
tieren, die als Kontrolle dienten. Wie die Standardabweichungen in Abbildung 74 belegen, war die
interindividuelle Variabilitdt hoch, die Abbildung 75 illustriert dies sehr deutlich, eine untersuchte
Bachforelle zeigte eine geringere Mikrokern-Frequenz als der Kontrollfisch, wahrend die zweite Bach-
forelle einen vergleichsweise hohen Wert erreichte. Fur weitere Aussagen bezliglich der Bachforellen
ist die Anzahl der untersuchten Tiere zu gering. Fir alle 3 Arten konnte aber eine Ubereinstimmung
mit den Daten aus dem Comet Assay aufgezeigt werden, mit dem eine leichte, aber signifikante Erho-
hung der DNA-Fragmentierung wiederholt in verschiedenen Organen der Freilandtiere nachgewiesen
wurde (siehe Abschnitt 3.6.2).
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Abb. 74: Untersuchungen zur gentoxischen Belastung von Fischen (Gobio gobio und Rutilus rutilus) aus dem
Neckar; pro Fisch wurden 2000 Erythrocyten ausgewertet. * Signifikant verschieden von der jeweiligen
Laborkontrolle nach Mann-Whithney-RANK SUM-TEST flir Gobio gobio mit p< 0,026 und dem T-TEST fir
Rutilus rutilus mit p < 0,032.
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Abb. 75: Untersuchungen zur gentoxischen Belastung von Fischen aus dem Freiland am Beispiel der
Bachforelle, Salmo trutta f. fario aus dem Forellenbach bei Heidelberg: Darstellung interindividueller Variation
in der Merkmalsauspragung Mikronukleus. Es wurden 3 Fische aus dem Forellenbach untersucht, pro Fisch
wurden 5000 Erythrocyten ausgewertet.
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Bildtafel 3: Untersuchungen zur genotoxischen Belastung von Freilandfischen. Ermittelt wurde die Mikrokern-
Rate pro tausend untersuchter Zellen in reifen Erythrocyten aus Blutausstrichen. 3.1: Blutzellen Rotauge, Kern
mit stark kondensiertem Chromatin, umgeben von organellenarmem Cytoplasma; *) Lymphocyte (Original 860
x). 3.2: Erythrocyten aus einem Neckar-Rotauge, Pfeil markiert einen Mikrokern (Original 860 x). 3.3: Kernde-
formation (Pfeil), Blutausstrich eines Grindlings aus dem Neckar (Original 860 x). 3.4: Mikrokernhaltige
Erythrocyten (Pfeile) aus einem Grindling aus dem Neckar (Original 860 x). 3.5: Mikrokern (Pfeil) Bachforel-
len — Erythrocyt, (Original 860 x). 3.6: *) Lymphocyt, Blutausstrich Griindling (Original 860 x). 3.7: Rutilus
rutilus, L.: Rotauge, Pl6tze, Cyprinidae. 3.8: Gobio gobio, L.: Grindling, Cyprinidae. 3.9: Salmo trutta f. fario,
L.: Bachforelle, Salmonidae.
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3.8  Morphologische und ultrastrukturelle Veranderungen von RTG-2 Zellen unter
dem Einflu genotoxischer Belastung

3.8.1 Lichtmikroskopische Untersuchungen

In dieser Studie wurden RTG-2-Zellen mit den gleichen Konzentrationen von 4-Nitroquinolin-N-oxid
mit 0.0019 mg/L bis 19 mg/L belastet wie in den Genotoxizitatsuntersuchungen mit dem Comet Assay
und dem Mikronukleus Test. Zum Vergleich mit der elektronenmikroskopischen Untersuchung wur-
den auch mit Fluoresceindiacetat / Ethdiumbromid sowie GIEMSA-gefarbte Proben herangezogen.
Die Kontrollzellen bildeten einen dichten Zellrasen, die einzelnen Zellen waren spindelférmig bis
flachig gestreckt mit einigen Ausléaufern. Dieses konnte mit den GIEMSA-Proben gezeigt werden
(Bildtafel 4, 4.1). Haufig konnten Zellen in den verschiedenen Teilungsstadien beobachtet werden. Mit
der Fluoresceindiacetat-Farbung konnte — nach Ablésen der Zellen mittels Trypsin — eine Vitalitat der
Zellen von > 95% nachgewiesen werden (Bildtafel 5, Abb. 5.1 u. 5.2).

Nach 72 h Exposition gegentiber 1.9 mg/L 4-Nitroguinolin-N-oxid wiesen die GIEMSA-geférbten
Zellen drastische Verdnderungen auf, die auf die Induktion apoptotischer Prozesse hindeuten. Der
Zellrasen hatte sich aufgeldst, selten fanden sich kleine Aggregate stark geschadigter Zellen. Die Zel-
len hatten sich zusammengezogen, z.T. abgekugelt und waren starker angefarbt (Bildtafel 4, Abb. 4.2).
Die Zellkerne wiesen Bereiche mit kondensiertem Heterochromatin und eine sehr unregelméRige
Form auf. Wie die Abbildungen 4.2 — 4.4 der Bildtafel 4 zeigen, ist die Kernform von der Chromatin-
kondensation beeinflult. Die in weiteren Stadien beobachtete Kernfragmentierung (Abb. 4.5, 4.6) wird
Uber Einschniirungen des Kerns durch Chromatinkondensation verursacht. Als Endstadium zeigten
sich entweder stark geférbte, abgekugelte Zellen mit mehreren bis vielen Kernfragmenten (Abb. 4.5 a-
¢, mehr als 90 % der untersuchten Zellen) oder die belasteten Zellen bildeten zahlreiche Auswdélbun-
gen, héufig als ,blebbing‘ beschrieben (Bildtafel 4, Abb. 4.6 a-c, weniger als 10 % der untersuchten
Zellen).

Das ,Blebbing‘ der RTG-2 Zellen unter massiver genotoxischer Belastung konnte auch mit der Fluo-
resceindiacetat / Ethidiumbromid-Féarbung gezeigt werden (Bildtafel 5, Abb.5.3 — 5.5, 5.7). Ein groRer
Teil dieser Zellen zeigte stark kondensierte Kerne, die mit Ethidiumbromid angefarbt waren - ein
Hinweis auf den Verlust der Membranintegritat dieser Zellen -, andere zeigten reine Fluorescein-
induzierte Fluoreszenz (Abb. 5.3). Abbildung 5.5 zeigt einen Kern, der unter Chromatinkondensation
seine Form veranderte. Als weiteres Apoptose-Merkmal zeigt sich in Abbildung 5.6 marginalisiertes
Heterochromatin. Im Gegensatz dazu weist eine abgestorbene Zelle im Kontrollansatz im Ethidium-
bromid-geféarbten Kern keine Verénderungen auf. Sowohl in der GIEMSA- als auch in der FDA-
Farbung ergab die Belastung mit 19 mg/L 4-Nitroquinolin-N-oxid ein deutlich anderes Bild. Die Zel-
len waren abgestorben und zeigten keine Kern- und Formveranderungen (Abb. 4.8 u. 5.8). Der noch
ausgebildete Zellrasen lieR sich durch leichtes Spllen mit einer Pipette abldsen, der trotzdem durchge-
fiihrte Trypsinverdau im FDA-Ansatz fiihrte zu keinem Abkugeln der Zellen.

Deutliche Veranderungen der Zellmorphologie ergab auch die Belastung mit 40 mg/L N-Methyl-N"-
Nitro-N-Nitrosoguanidin. Die Zellen kondensierten sich stark und waren so stark angefarbt, daf3 bis
auf das Vorhandensein grofRer Vakuolen keine strukturellen Details erkennbar waren (Bildtafel 4, Ab.
4.7a,b).
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Bildtafel 4: Morphologische Veranderungen von RTG-2 Zellen nach Belastung mit 4-Nitroquinolin-N-oxid (4-
NQO) fir 3 Tage (4.1 — 4.6: 1.9 mg/L 4-NQO); GIEMSA-Férbung: 4.1: Kontrollzellen. 4.2: Beginnende Kern-
veranderungen, Chromatinkondensation; Zellen schrumpfen, Cytoplasma féarbt sich starker an (Pfeil). 4.3:
Chromatinkondensation, Kern kurz vor der Fragmentierung. (Pfeil) 4.4: Verschiedene Kernmodifikationen
(Pfeil) ; ) ,Blebbing‘. 4.5 a-c: Endstadium von > 90 % der Zellen nach Belastung: *) Kern fragmentiert, Frag-
mente mit stark kondensiertem Chromatin (Pfeile, 4.5 b), Zellen abgerundet, geschrumpft mit stark farbendem
Cytoplasma. 4.6 a-c: ) ,Blebbing‘, bei < 10 % der Zellen als beobachtetes Endstadium. 4.7 a, b: Zellverénde-
rung nach Belastung mit 40 mg/L MNNG. 4.8: Belastung mit 19 mg/L 4-NQO, Zelltod ohne sichtbare morpho-
logische Veranderungen, Zellen l6sen sich vom Untergrund (Pfeile). 4.1, 4.2, 4.4 — 4.6, 4.8: Original 540 x, 4.3
u. 4.7: Original 860 x.
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3.8.2  Ultrastrukturelle Untersuchungen

Kontrollen

Die Untersuchung der Ultrastruktur zeigte flr die Kontrollzellen, die einen dichten Zellrasen gebildet
hatten, folgendes Bild: Der Zellkern hatte zumeist eine unregelmaige Form ohne prominenten Nu-
kleolus und enthielt wenig Heterochromatin. Rauhes Endoplasmatisches Retikulum (RER) war in
wenigen Zisternen, zum Teil parallel ausgerichtet, vorhanden. Glattes Endoplasmatisches Retikulum
(SER) war in allen Zellen deutlich zu erkennen, ebenso der Golgi-Apparat, dessen einzelne Dictyoso-
men aus mehreren langgestreckten, aktiven Zisternen bestanden.

Die Mitochondrien waren in Form und Ausprédgung der Cristae variabel. Lysosomale Elemente und
Myelinkdrper konnten regelmaRig beobachtet werden (Bildtafel 6, Abb. 6.1). In einigen Zellen waren
grolRe, parallel ausgerichtete Filamentbiindel erkennbar (Abb. 6.2). Auch die Kondensation der DNA
zu deutlich erkennbaren Chromosomen mit gleichzeitiger Auflésung der Kernmembran im Zuge der
Zellteilung lieR sich beobachten (Abb. 6.3).

Belastung tiber 2h

Nach 2 h Belastung mit 4-NQO-Konzentrationen von 1,9 pg/L bis 1,9 mg/L zeigten sich in der Uber-
sicht keine Unterschiede, die Zellen bildeten weiterhin in allen Konzentrationen einen dichten Zellra-
sen aus, und es konnten nur geringe ultrastrukturellen Unterschiede zur Kontrolle festgestellt werden
(keine Abb.). Myelinwirbel und lysosomale Elemente traten vermehrt auf, eine deutliche Dosis-
Wirkungs-Beziehung war aber nicht zu erkennen.

Belastung tiber 72 h

Die Kontrollzellen zeigten das fur oben beschriebene Bild spindelférmiger Zellen, die einen dichten
Zellrasen ausgebildet haben (Bildtafel 6,6.1 — 6.3). Von diesen kaum zu unterscheiden waren die bei-
den niedrigsten Konzentrationen mit 1.9 und 19 pg/L 4-Nitroquinolin-N-oxid. Lediglich eine leichte
Zunahme der lysosomalen Elemente war zu beobachten (Tab. 32).

In der néchsthdheren Konzentration von 190 ug/L zeigte sich der Zellrasen lber weite Strecken als
intakt, ultrastrukturelle Unterschiede zur Kontrolle waren nicht ersichtlich. In den Zellrasen integriert
konnten allerdings Zellen beobachtet werden, deren Kerne marginalisiertes Heterochromatin und eine
stark unregelmaRige Form aufwiesen. Aullerdem zeigte sich ein prominenter Nukleolus (Bildtafel 7,
7.1). In diesen Zellen konnten auch groRe RER-Wirbel festgestellt werden (Abb. 7.1). Bild 7.2 zeigt
einen Kern, der sich vergleichbar den Ergebnissen aus der GIEMSA-Férbung (Bildtafel 4) unter dem
Einflul der Chromatinkondensation einzuschniiren beginnt. In Zellen mit deutlich verénderter Kern-
morphologie konnte zudem eine Zunahme lysosomaler Elemente und des Glatten Endoplasmatischen
Retikulums festgestellt werden (Abb. 7.3).

Die 72 h Exposition gegenuiber 1.9 mg/L 4-Nitroquinolin-N-oxid zeigte ultrastrukturell drastische Ver-
anderungen. Der in den Kontrollen ausgebildete Zellrasen hatte sich fast komplett aufgeldst, in den
wenigen verbliebenen Zellaggregaten zeigten die Zellen die fiir 190 pg/L 4-NQO-Belastung beschrie-
benen Kernverdnderungen (Abb. 7.4). Einige Zellen bildeten z.T. groBe Auslaufer, die Organellen
enthielten und deren schmale Basis eine bevorstehende Abschnlirung vermuten l&R3t (Bildtafel 8, Abb.
8.1 — 8.3). Weitaus haufiger waren kleine abgekugelte Zellen, mit Kernfragmenten, noch intakten Mi-
tochondrien und RER-Zisternen, aber auch vielen lysosomalen Elementen zu beobachten. Zusétzlich
war eine deutliche Peroxisomen-Proliferation erkennbar (Bildtafel 9, Abb. 9.1 u. 9.2 u. Tab. 32).

Abb. 9.3 zeigt verschiedene Membranstapel sowie kondensiertes Chromatin, umgeben von einer
Kernmembran. Hierbei handelt es sich um Kernfragmente, wobei, bei der Kernfragmentierung noch
weitere Organellen inkorporiert wurden. Abb. 10.1 zeigt die in unterschiedlichen Stadien verlaufende
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Reaktion auf die genotoxische Belastung: eine Zelle mit beginnenden Kern- und Organellenverande-
rungen, wahrend die obere schon ohne erkennbare zelluldre Organisation ist. In dieser Konzentration
lieRen sich weiterhin viele kleine Zellfragmente mit Kernfragmenten und grofien Membranwirbeln, die
héufig mehrschichtige Scheiden bildeten, nachweisen (Bildtafel 11, Abb. 11.1 und 11.2). Als Endsta-
dium zeigten sich dann Zellen / Zellreste, in denen Kernfragmente noch erkennbar waren, die weitere
zellulére Organisation aber vollig aufgelost war (Abb. 11.3 u. 11.4). Die Kernfragmente zeigen cha-
rakteristisch Aufblahungen der Kernmembran (Abb. 11.5).

Tab. 32: Ultrastrukturelle Untersuchung von RTG-2 Zellen nach Belastung mit verschiedenen Kon-
zentrationen von 4-Nitroquinolin-N-oxid fiir 72 h

Kontrolle 1.9 pg/L 19 pug/L 190 pg/L 1900 pg/L 19000ug/L

Zelle Spindelférmig ++++ ++++ ++++ +++ - +
Zellrasen ++++ ++++ ++++ +++ - -
Zellfragmente - - - + +++ -
Kern Form var. var. var. Sehr var. Fragm. var
Heterochromatin + + + ++ 4 Tt
Mitochondrien  Menge ++ ++ ++ ++ + -
Heterogenitéat ++ ++ ++ ++ ++ -
Assoz. mit ER. + + - -
Peroxisomen:  Menge + ++ i -
Heterogenitéat + + + + -
RER Menge ++ ++ + ++ ++ -
Stapelbildung + + + - -
Parallele Zisternen + - -
Fragmentierung + ++ -
Wirbelbildung + + ++ +++ -
SER Menge ++ ++ ++ +++ ++ -
verteilt ++ ++ ++ ++ ++ -
Golgi Menge ++ ++ ++ ++ + -
Zisternen ++ ++ ++ ++ + -
Lysosomen Menge ++ ++ ++ +++ +++ -
Myelin ++ ++ ++ +++ +++ -
Vakuolen ++ ++ ++ ++ +++ -
Lipid Menge + + + + + -
Glykogen Menge + + + + + R
++++ Merkmal sehr stark ausgepragt oder sehr haufig var. variabel
+++ stark ausgepragt oder haufig fragm fragmentiert
++ ausgeprégt oder regelméaRig vorkommend
+ wenig ausgepragt oder selten

- nicht vorhanden

Die Abrundung und Fragmentierung der Zellen, die Kondensation des Chromatins, die Fragmentie-
rung des Kerns sowie die Auflésung der ultrastrukturellen Integritat der Organellen sind deutliche
Anzeichen fiir einen programmierten Zelltod. In einer Konzentration von 19 mg/L lieRen sich nur noch
sehr wenige Zellreste nachweisen, das gro3flachige Absterben und damit verbundene leichte Abldsen
der Zellen, wie bei der Untersuchung mit der FDA/Ethidiumbromid-Féarbung beobachtet, kann hierfiir
als Ursache angenommen werden, da fur die elektronenmikroskopische Untersuchung zahlreiche
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Waschschritte nétig sind. Die wenigen verbliebenen Zellen zeigten Kerne mit kondensiertem, nicht-
randstdndigem Chromatin (Bildtafel 12, Abb. 12.2 u. 12.4), im Gegensatz zu Kernen aus der Bela-
stung mit 1.9 mg/L 4-NQO (Abb. 12.5).

Die (ibrige zellulare Organisation war vollig aufgeldst. Hier zeigen sich deutliche Ubereinstimmungen
mit nekrotischen Zellen (Abb. 12.1, 12.3), wie sie im Zellrasen der Belastungskonzentrationen der
niedrigeren Belastungskonzentrationen selten zu beobachten waren.

Tab. 33: Ultrastrukturelle Untersuchung von RTG-2 Zellen nach Belastung mit verschiedenen Kon-
zentrationen von 4-Nitroquinolin-N-oxid fir 120 h

Kontrolle 1.9 pg/L 19 pug/L 190 pg/L 1900 pg/L 19000ug/L

Zelle Spindelférmig ++++ ++++ ++++ - - +
Zellrasen ++++ ++++ ++++ - - -
Zellfragmente - - - +++ +++ -
Kern Form var. var. var. fragm. fragm. var
Heterochromatin + + + +++ +++ +++
Mitochondrien  Menge ++ ++ ++ + + -
Heterogenitat ++ ++ ++ ++ ++ -
Assoz. mit ER. + - - -
Peroxisomen: Menge + +++ 4+ -
Heterogenitéat + + + + -
RER Menge ++ ++ + ++ ++ -
Stapelbildung + + + - - -
Parallele Zisternen + - - -
Fragmentierung + ++ ++ -
Wirbelbildung + + +++ +++ -
SER Menge ++ ++ ++ ++ ++ -
verteilt ++ ++ ++ ++ ++ -
Golgi Menge ++ ++ ++ + + -
Zisternen ++ ++ ++ + + -
Lysosomen Menge ++ ++ ++ +++ +++ -
Myelin ++ ++ ++ +++ +++ -
Vakuolen ++ ++ ++ +++ +4++ -
Lipid Menge + + + + + -
Glykogen Menge + + + + + R
++++ Merkmal sehr stark ausgepragt oder sehr haufig var variabel
+++ stark ausgepragt oder haufig fragm fragmentiert
++ ausgeprégt oder regelméaRig vorkommend
+ wenig ausgepragt oder selten

- nicht vorhanden

Belastung tber 120 h

Nach 120 h Belastung mit verschiedenen Konzentrationen von 4-Nitroquinoln-N-oxid zeigte sich ein
vergleichbares Bild. Eine scharfe Grenze zwischen geringen Unterschieden zur Kontrolle und einer
Effektkonzentrationen mit vollig anderem Erscheinungsbild als die Kontrollzellen konnte wieder fest-
gestellt werden. Allerdings war jetzt auch die Konzentration mit 190 pg/L 4-Nitroquinolin-N-oxid
stark betroffen (Tab. 33).
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Es konnten in dieser Konzentration zwar noch kleinere Aggregate spindelférmiger Zellen beobachtet
werden, aber die Uberwiegende Mehrzahl der Zellen hatten die oben beschriebenen drastischen Veran-
derungen der Zellform durch Abkugeln, Schrumpfung und ,Blebbing*, der zelluldren Organisation mit
groRen RER-Wirbeln, verstarktem Vorkommen lysosomaler Elemente und Peroxisomen, und des
Zellkerns mit Chromatinkondensationen und Kernfragmentierung durchgemacht, die unter 72 h Bela-
stung fir die Konzentration 1.9 mg/L beschrieben wurden.

Bildtafeln, siehe folgende Seiten:

Bildtafel 6: RTG-2-Zellen, Kontrollen 6.1:; die Zellen bilden einen dichten Zellrasen; Kerne mit unregelmaRiger
Form und wenig Heterochromatin, RER: Rauhes Endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrienform variabel,
lysosomale Elemente haufig, Original: 4000 x. 6.2: GroRRe Filamentbiindel, Original 5000 x. 6.3: Beginnende
Zellteilung, DNA kondensiert in deutlich erkennbare Chromosomen, die Kernmembran hat sich bis auf Reste
aufgeldst, Original 6300 x.

Bildtafel 9: RTG-2 Zellen nach Belastung mit 1.9 mg/L 4-Nitroquinolin-N-oxid fur 72 h. 9.1: Abgekugelte Zelle
mit Kernfragmenten, im Vergleich zu den Kontrollen mit sehr vielen Peroxisomen, lysosomalen Elementen,
Mitochondrien in verschiedenen Stadien, RER fragmentiert und in Wirbeln, Original 6300 x. 9.2: Vergleichbare
Zelle mit vielen Kernfragmenten, Peroxisomen und Lysosomen. Fragmentiertes ER, Original 5000 x. 9.3: Aus-
schnitt aus 9.2, verschiedene Membranstapel und Bereiche mit kondensiertem Chromatin, von einer Kernmem-
bran umgeben (Pfeile zeigen Bereiche der Kernmembran, die deutliche Ahnlichkeit mit Kernporen aufweisen),
Original 5000 x.

Bildtafel 12: In unterschiedlichen Belastungskonzentrationen beobachtete Nekrosen von RTG-2 Zellen. 12.1:
Nekrotische Zelle im Zellrasen, belastet mit 190 pg/L 4-Nitrogquinolin-N-oxid fur 72 h, Chromatinkondensation,
vollige Aufldsung der zelluldren Organisation, Original 6300 x. 12.2: Nekrotische Zelle nach Belastung mit 19
mg/L 4-NQO fur 72 h, Original 2500 x. 12.3: Kern mit stark kondensiertem, nicht-randstandigem Chromatin,
Original 5000 x. 12.4: Zellkernveranderungen nach Belastung mit 19 mg/L 4-NQO fir 72 h, Original 5000 x.
12.5: Randstandiges Heterochromatin, Pfeile zeigen Auftreibungen der Kernmembran, Original 6300 x.
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Bildtafel 6: RTG-2 Zellen, Kontrollen. Beschreibung siehe Seite 109.
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Bildtafel 7: Kernveranderungen in RTG-2 Zellen nach dreitdgiger Belastung mit 190 pg/L und 1.9 mg/L 4-
Nitroquinolin-N-oxid (4-NQO). 7.1: Die Kernform wird sehr unregelméafRig, marginalisiertes Heterochromatin
nimmt im Vergleich zur Kontrolle deutlich zu, auch der prominente, scharf abgegrenzte Nukleolus konnte in den
Kontrollzellen nicht beobachtet werden; starke RER-Wirbelbildung, 1.9 mg/L 4-NQO (Original 5000 x). 7.2:
Beginnende Kernfragmentierung; Ausschnitt zeigt Kernporen (Original 4000 x). 7.3: Verschiedene Kernformen
mit viel Heterochromatin; grofRe lysosomale Elemente nehmen deutlich zu (Original 5000 x). 7.4: Kernfrag-
mente, Zellen mit groRen SER-Feldern (Original 5000 x).

111



Ergebnisse

> ! '

3 RER-Wirbel Fragmentiertes ER

RN b R
% | :
Zellkern

: !_ i .'._‘
ot N,

Zellfragmente

e

83

Bildtafel 8: Morphologische Veranderungen von RTG-2 Zellen durch Belastung mit 1.9 mg/L 4-Nitroquinolin-
N-oxid fir 3 Tage. 8.1 — 8.3: Zellen bilden Auslaufer (,Blebbs*), in denen sich Zellorganellen und z.T. Kern-
fragmente befinden. GroRe RER-Wirbel, lysosomale Elemente sowie Peroxisomen treten vermehrt auf (Original:
8.1: 3150 x; 8.2: 3150 x; 8.3: 4000 x).
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Bildtafel 9: RTG-2 Zellen nach Belastung mit 1.9 mg/L 4-NQO flr 72 h. Beschreibung siehe Seite 109.
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Bildtafel 10: RTG-2 Zellen in unterschiedlichen Stadien des programmierten Zelltods (Apoptose) nach Bela-
stung mit 1.9 mg/L 4-Nitroquinolin-N-oxid fiir 3 Tage. 10: Unten: Zelle mit marginalisiertem Heterochromatin
und prominentem, scharf umrissenem Nukleolus; RER fragmentiert, einige intakte Mitochondrien sowie grof3e
lysosomale Elemente. Zelle bildet einige Ausléufer (Blebbs), im linken unteren Bildrand mit groem RER -
Stapel; Oben: Zelle mit stark aufgeldster ultrastruktureller Organisation, Lediglich einige Mitochondrien sowie
der Kern mit groRem Anteil kondensiertem Chromatins; *) Nukleolus noch erkennbar. Original 2500 x.
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Bildtafel 11: Morphologische Veranderungen von RTG-2 Zellen nach Belastung mit 1.9 mg/L 4-Nitroquinolin-
N-oxid fiir 3 Tage. 11.1: Apoptotischer Korper mit groBen RER-Wirbeln (Original 5000 x). 11.2: Abgeschniirtes
Zellfragment, mit groRen RER-Wirbeln und Kernfragmenten (Original 5000 x). 11.3: RTG-2 Zelle, mehrere
Zellfragmente, zelluldre Organisation weitgehend aufgeldst, einige Kernfragmente und Peroxisomen erkennbar;
sonst nur Vakuolen (Original 4000 x). 11.4: RTG-2 Zelle, zellulére Organisation weitgehend aufgeldst, mehrere
Kernfragmente mit stark kondensiertem Chromatin (Original 6300 x). 11.5: Zellfragment, Kernfragment mit
stark kondensiertem Chromatin und aufgebléhter Kernmembran (Original 16000 X).
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Bildtafel 12: Nekrotische Verdnderungen bei RTG-2 Zellen. Beschreibungen, siehe Seite 109.
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3.9  Morphologie und Ultrastruktur der eingesetzten Primarzellen

Die im Comet Assay untersuchten primdren Hepatocyten aus dem Zebrabdarbling wurden in einer
Dichte von maximal 1 x 10° Zellen / mL ausgesét und bildeten nach 24 h in Kultur in den Wells einer
24 Well-Platte kleinere Aggregate (Bildtafel 13, Abb. 13.1). Im Gegensatz dazu lief? sich bei den iso-
lierten Kiemenzellen, einer viel heterogeneren Zellpopulation, eine Aggregation der Zellen nicht be-
obachten (Abb. 13.2).

Die Hepatocyten des Zebrabarblings zeigten im elektronenmikroskopischen Bild einen zentralen Kern,
Stapel von RER-Zisternen und als Speicherstoff Lipid sowie geringe Mengen Glykogen (Abb. 13.3).
Ein &hnliches Bild zeigten die isolierten Hepatocyten aus dem Rotauge (Abb. 13.4). Aufféllig waren
die kleinen dunklen Partikel, die verstreut im Cytoplasma der Zelle, aber auch an der Zelloberflache
beobachtet werden konnten. Diese Anordnung legt die Vermutung nahe, dall es sich hierbei einen
Virusbefall handeln kdnnte, bei einem frei lebenden Fisch aus dem Neckar durchaus denkbar.

Nach 3 Tagen in Kultur konnten auch im Elektronenmikroskop Zellaggregate aus Hepatocyten des
Zebrabarblings beobachtet werden. Untypisch ist der fiir Hepatocyten sehr unregelmaRig geformten
Zellkern in der Mitte von Abb. 13.5, hierbei konnte es aber auch um eine Fibrocyte handeln. Bei der
Zellgewinnung werden flr Hepatocyten recht hohe Zentrifugationskrafte mit 130-180 g angewendet,
hierbei werden neben Hepatocyten auch Fibrocyten gewonnen. In Abb. 13.6 ist ein weiteres Aggregat
dokumentiert, hier scheint eine Hepatocyte eine weitere Zelle phagocytiert zu haben.

Bildtafeln:

Bildtafel 13: 13.1: Primére Hepatocyten aus dem Zebrabdrbling, 24 h in Kultur, Original 100 x. 13.2: Primére
Kiemenzellen aus dem Zebrabérbling, 24 h in Kultur, Original 60 x. 13.3: Priméare Hepatocyten aus dem Zebra-
barbling 24 h nach Isolation, Original 5000 x. 13.4: Primédre Hepatocyte aus dem Rotauge, 24 h nach Isolation;
*) Dunkle Punkte sowohl im Zellinneren wie auch angedockt an Zellwand, mdéglicherweise handelt es sich hier-
bei um Viruspartikel, bei einem wildlebenden Fisch aus dem Neckar durchaus denkbar, Original 5000 x. 13.5:
Zellaggregat aus Leberzellisolation aus dem Zebrabérbling; unregelméBige Kernform deutet auf Fibrocyte in der
Mitte des Aggregats hin, Originl 6300 x. 13.6: Zellaggregat, phagocytierte Zelle/Autophagosom innerhalb einer
Zelle, Original 6300 Xx.
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3.10 Ultrastrukturelle Veranderungen in Leber und Kieme von Zebrabarblingen
unter dem EinfluR genotoxischer Belastung

Am Institut fur Hydrobiologie der Universitat Dresden wurde, wie schon in Abschnitt 3.1.8 erwéahnt,
ein Life-Cycle-Experiment mit Zebrabarblingen unter Belastung mit 4-Nitroguinolin-N-oxid
durchgefuhrt. Die mit dem Comet Assay erhobenen Untersuchungen sind in Abschnitt 3.1.8
dargestellt. Fir eine elektronenmikroskopische Untersuchung von Leber und Kieme konnten leider pro
Konzentration nur ein Mannchen und ein Weibchen zur Verfiigung gestellt werden. Damit entfallt
aufgrund interindividueller Unterschiede die Mdglichkeit eindeutige Dosis-Wirkungs-Beziehungen fir
diesen Versuch aufzustellen. Trotzdem wurden die Zielorgane mikroskopisch untersucht, da die in
diesem Life-Cycle-Experiment gewéhlten Konzentrationen im Bereich der Nachweisgrenze des Comet
Assays mit primaren Fischzellen lagen und eine Konzentration hoher (24 pg/L) schon starke
Populationseinbriiche im Life Cycle hingenommen werden muf3ten (deswegen konnten keine Tiere
dieser Konzentration untersucht werden). Somit bot sich die Gelegenheit, den Endpunkt des
Indikatortests Comet Assay mit eventuell nachzuweisenden biologischen Folgen einer genotoxischen
Belastung zu korrelieren.

Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen der Leber

Weibchen: Die Leber des Kontrollweibchens zeigte ein homogenes Parenchym aus stark
lipidspeichernden Hepatocyten; im Unterschied zu den mannlichen Hepatocyten wurden nur geringe
Glykogenspeicher beobachtet (Bildtafel 14, Abb. 14.1). Es konnten nur sehr wenige Fremdzellen, in
der Regel Makrophagen in angeschnittenen Geféalien und Kapillaren, nachgewiesen werden.

Auch auf der ultrastrukturellen Ebene zeigten sich die untersuchten Zellen als sehr homogen, die
zentral gelegenen Zellkerne wiesen deutliche Nukleoli und wenig Heterochromatin auf. Das Rauhe
Endoplasmatische Retikulum (RER) bildete grofRe Stapel aus bis zu 12 langgestreckten Zisternen;
Myelinkdrper und lysosomale Elemente waren selten. Glykogen fand sich locker gespeichert in
kleinen Arealen, dafir zeigten die meisten Zellen 1 bis mehrere grofle Lipidtropfen (Abb. 15.1). Die
Mitochondrien zeigten eine enge Assoziation zu einzelnen ER-Zisternen und Peroxisomen. Der
Golgiapparat setzte sich aus Dictyosomen mit 3-5 kurzen Zisternen zusammen (Bildtafel 15, Abb.
15.2 u. 15.3).

Das Leberparenchym der belasteten weiblichen Tiere (Abb. 14.4) zeigte lichtmikroskopisch wenig
Anderungen zur Kontrolle. Allerdings konnten hier, licht- wie elektronenmikroskopisch, neben
Fremdzellen (Makrophagen, Bildtafel 16, Abb. 16.1, 16.2, 16.5, Granulocyten, Abb. 16.4) und
Fremdzellennestern (Abb. 17.1) auch Areale mit Fasereinlagerungen festgestellt werden (siehe auch
14.6). Ultrastrukturell zeigte sich eine deutliche Proliferation des Proteinbiosynthese-Apparats: das
RER bildete méchtige Stapelfelder aus bis zu 21 Zisternen (Abb. 16.3). Aullerdem konnten in den
Belastungsgruppen beginnende Wirbelbildung, Fenestrierungen und Dilatationen nachgewiesen
werden (Bild 17.2). Die Anzahl der Dictyosomen nahm zu und die einzelnen Dictyosomen zeigten
deutlich langere Zisternen (Bild 16.3). Die Lipidspeicherung zeigte keine Unterschiede im Vergleich
zur Kontrolle, die Glykogenmenge variierte, war aber ahnlich gering wie in der Kontrolle. In der
hdchsten Konzentration zeigte die Leber sehr groRe Interzellularen (dies ist aufgrund der
Perfusionfixierung aber nicht mit letzer Sicherheit als pathologisches Symptom des untersuchten
Organs anzusprechen).

Mannchen: Die Kontrolleber des Mannchens zeigte im Lichtmikroskop ein homogenes Parenchym
aus stark glykogenspeichernden Hepatocyten (Bildtafel 14, Abb. 14.2). Auch ultrastrukturell waren

die Hepatocyten recht gleichférmig aufgebaut: ein zentral gelegener Kern mit deutlichem Nukleolus
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und wenig Heterochromatin war von grofieren Glykogenfeldern umgeben, in denen sich eingestreut
wenige Organellen befanden. Die langlich-ovalen Mitochondrien zeigten eine enge Assoziation mit
jeweils einer Zisterne Rauhem Endoplasmatischen Retikulums (RER) sowie Peroxisomen, der Golgi-
Apparat war nur wenig ausgepragt (Bildtafel 18, Abb. 18.1). Selten zeigten sich stark dilatierte ER-
Zisternen. Myelinstrukturen und lysosomale Elemente konnten nur selten beobachtet werden. Im
Glykogenfeld eingestreut befanden sich wenige Zisternen des Glatten Endoplasmatischen Retikulums.
Lipid als Speicherstoff war selten, auch Fremdzellen konnten nur wenig beobachtet werden (Tab. 34,
Abb. 18.1).

In den mit 4-NQO belasteten Gruppen zeigten die mannlichen Tiere ein heterogeneres Parenchym, der
Glykogengehalt variierte. Aufgrund der geringen Probenzahl konnte jedoch keine Dosis-Wirkungs-
Beziehung erstellt werden (Bildtafel 14, Abb. 14.3 u. 14.5). Abb. 14.5 zeigt eine Parenchymstérung,
die auch elektronenmikroskopisch als Lasionen mit Fasereinlagerungen nachgewiesen werden konnten
(Bildtafel 18, Abb. 18.3 u. Bildtafel 19, Abb. 19.5). Als Fremdzellen waren Makrophagen haufig
(Abb. 19.5). Auf der Ebene der Ultrastruktur zeigten alle belasteten Mé&nnchen Zellkerne mit deutlich
erhdhtem Anteil an marginalisiertem Heterochromatin (Abb. 18.2, 19.3). Die Anzahl und
Heterogenitdt der Mitochondrien war ebenfalls erhoht, ringférmige Mitochondrien konnten
regelmalig beobachtet werden (Abb. 19.4), ihre Assoziation mit RER und Peroxisomen war
vergleichbar mit der Kontrolle. Das Vorkommen stark dilatierter ER-Zisternen nahm in allen
Konzentrationen deutlich zu (Abb. 19.4), ebenso zeigte sich der Golgi-Apparat mit Dictyosomen aus
mehreren kurzen Zisternen deutlich prominenter (Abb. 19.1). Der Glykogengehalt variierte im
Vergleich zur Kontrolle leicht, ein deutlicher Unterschied war somit nicht festzustellen. Das Bild
einzelner Parenchymbereiche wurde allerdings deutlich unruhiger, da immer wieder Areale stark
entspeicherter Zellen beobachtet wurden (Abb. 19.2). Lipid als Speicherstoff nahm hingegen in allen
untersuchten Tieren zu. Auch lysosomale Elemente und Myelinfiguren nahmen deutlich zu (Tab. 34).

Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen der Kieme

Die Grundstruktur der Teleostierkieme besteht aus 4 Kiemenbdgen, die regelmaRige, kammahnliche
Kiemenfilamente tragen, wobei sich die Enden der Filamente oder Primarlamellen benachbarter Kie-
menbdgen in Ruhestellung beriihren. Auf den Kiemenfilamenten sitzen dichtgepackt die Kiemenplatt-
chen. An letzeren, auch als Sekundérlamellen bezeichnet, findet der Gasaustausch mit dem umgeben-
den Wasser Uber ein Gegenstromprinzip statt. Die Sekundarlamellen sind &uferst dinnwandige Sécke,
deren Lumen in regelmaRigen Abstanden durch Pflasterzellen abgestiitzt wird (Bone und Marshall,
1985).

Bei der Untersuchung der Kieme konnten kein geschlechtsspezifischen Unterschiede erkannt werden.
Somit erfolgt die Beschreibung flr beide Geschlechter zusammen. Wie aus Bildtafeln 14, Abb. 14.7
und Bildtafel 20, Abb. 20. 1 zu entnehmen, zeigten die Sekundarlamellen der Zebrabarblingskieme ein
dunnzelliges Epithel, welches die durch Pflasterzellen getrennten Kapillaren bedeckt. An der Basis der
Sekundarlamellen war das Epithel der Primérlamelle mehrschichtig und wies Chlorid- und
Schleimzellen an der Oberflache auf (Abb. 20.2).

Die Kiemen der belasteten Tiere zeigten ein breites Spektrum in ihrem ultrastrukturellen
Erscheinungsbild: Bereiche vergleichbar den Kontrollen (Bildtafel 21, Abb. 21.1) lagen neben Arealen
mit zahlreichen nekrotischen Zellen (Abb. 21.4), und Epithelverdickungen (Abb. 21.2 u. 14.8). Haufig
zeigten sich auch unter das Deckepithel der Sekundéarlamelle eingewanderte Makrophagen (Abb.
21.3). Das Abheben des Epithels konnte zwar auch vermehrt beobachtet werden, wiederum kann
jedoch die Mdglichkeit, daB es sich um ein perfusionsbedingtes Fixierungsartefakt handelt, nicht
restlos ausgeschlossen werden.
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Tab. 34: Ultrastrukturelle Untersuchung der Leber von Zebrabarblingen nach Belastung mit ver-
schiedenen Konzentrationen von 4-Nitroquinolin-N-oxid (0.3, 0.9, 2.7 und 8.1 pg/L) in einem Life-

Cycle-Test

Kontrolle E  Belastung E ~ Kontrolle T Belastung I

Intrazelluldre +++ +++ - ++ ++
Kompartimentierung
Kern Form Rundlich rundlich rundlich rundlich
Lage +/- zentral +/- zentral +/- zentral +/- zentral
Heterochromatin + + + +++
Mitochondrien Menge ++++ +++ ++ ++
Heterogenitét + ++ + ++
Assoziation m. ER. ++ ++ ++ ++
Peroxisomen: Menge ++ ++ + ++
GroRe + + + +
Heterogenitat + + + +
RER Menge +++ ++++ ++ ++
Stapelbildung +++ ++++ + +
Parallele Zisternen ++ ++ - -
Fragmentierung + ++ - -
Dilatation + ++ + +++
SER Menge + ++ + ++
Stapelbildung
Lage in Glykogen + + + +
Golgi Menge + T " e
Zisternen ++ +++ + ++
Fenestrierung - - - -
Lysosomen Menge + ++ + ++
Myelin + ++ + ++
Autophagosomen - + - +
Vakuolen - - - -
Lipid Menge + T+ T =
im Glykogenfeld + ++ + ++
Glykogen Menge ++ ++ 4+ ++
Fremdzellen Makrophagen + +++ + T+
Granulocyten - + - +
Parenchymstdrungen - ++ - ++

++++
+++
++

Merkmalsauspragung, da nur Einzeltiere zur Verfligung standen, werden nur Unterschie-
de aufgezeigt, die von der Gesamtheit der Belastungstiere gezeigt werden

Merkmal sehr stark ausgepragt oder sehr haufig
stark ausgepragt oder haufig

ausgepragt oder regelmalig vorkommend
wenig ausgepragt oder selten

nicht vorhanden
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Bildtafel 14: Semidinnschnitte von Leber- und Kiemenproben von Zebrabérblingen (Danio rerio) aus einem
Life-Cycle-Experiment mit 4-Nitroguinolin-N-oxid (durchgeftihrt von M. Diekmann, AG Nagel, TU Dresden).
14.1: Kontrolleber @, Hauptspeicherstoff Lipid (graue Areale). 14.2: Kontrolleber &, Hauptspeicherstoff Gly-
kogen (braune Areale). 14.3: Leberiibersicht Belastungsgruppe 0.9 pg/L 4-NQO, . 14.4: Leberlbersicht 0.9
pg/L 4-NQO, &. 14.5: Leberlbersicht 8.1 pg/L 4-NQO, Q. 14.6: Leberibersicht 8.1 pg/L 4-NQO, Parenchym-
storung, 3. 14.7: Kieme Kontrolle 4. 14.8: Kieme 8.1 pg/L 4-NQO, &. Original-VergréRerung 14.1 — 14.8: 540
x. Das Organ Kieme wurde nicht nach Geschlecht getrennt dargestellt, da keine geschlechtsspezifischen Unter-
schiede in der Reaktion auf 4-NQO festgestellt werden konnten.

122



Ergebnisse

Bildtafeln siehe folgende Seiten:

Bildtafel 15: 15.1: Ubersicht Leberparenchym Kontrollweibchen: sehr homogen, zentraler Kern mit Nukleolus,
groBe RER-Stapel, Lipidspeicher, wenig Glykogen; Original 4000 x. 15.2: Ubersicht Kontrollzelle: zellulire
Ausstattung vergleichbar 15.1, Golgi aus 3-5 kurzen Zisternen; Original 5000 x. 15.3: Ausschnitt Kontrollzelle:
RER, Peroxisom und Golgi sowie Mitochondrien gut zu erkennen; Original 10000 x.

Bildtafel 17: 17.1: Ubersicht Makrophagen-Nest im Leberparenchym des mit 2.7 ug/L 4-NQO belasteten
Weibchens; Original 4000 x. 17.2: Ubersicht Leberparenchym des Weibchens mit 8.1 pg/L 4-NQO, Zellen mit
RER angefillt, dieses hdufig fragmentiert und dilatiert (RER*); Original 5000 x.

Bildtafel 18: 18.1: Ubersicht Hepatocyte aus dem Leberparencham des mannlichen Kontrollfisches, groRe
Mitochiondrien, assoziiert mit jeweils einer Zisterne RER; groRe Glykogenfelder; seltener konnten stark
dilatierte RER-Zisternen beobachtet werden; Original 6300 x. 18.2: Ubersicht Hepatocyte aus belastetem
Mannchen (0.9 pg/L 4-NQO), beginnende Proliferation des Heterochromatins; variablere Mitochondrien-
Formen; Original 5000 x. 18.3: Parenchymstorung, belastetes Mannchen (0.9 pg/L 4-NQO), zwisachen den
Hepatocyten grole Fasereinlagerungen; Original 3150 x.
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Bildtafel 15: Ubersicht Leberparenchym, Hepatocyten, Kontrollweibchen. Beschreibungen, siehe Seite 123.
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Bildtafel 16: 16.1: Ubersicht Leberparenchym des mit 0.9 pg/L 4-NQO belasteten Weibchen: Parenchym wirkt
heterogener, an verschiedenen Stellen sind Makrophagen-Anschnitte zu erkennen; Original 3150 x. 16.2:
Ubersicht Leberparenchym aus weiblichem Zebrabérbling, belastet mit 0.9 pg/L 4-Nitroquinolin-N-oxid im Life-
Cycle. 16.3: Ausschnitt Zelle, sehr grole RER-Stapel und grofe Golgi-Apparate, 0.9 pg/L 4-NQO; Original
6300x. 16.4: Granulocyt in groBerem GefaR; Original 5000 x. 16.5: Ubersicht Parenchym, Makrophagen
zwischen den Hepatocyten, 2.7 pg/L 4-NQO, Original 5000 x.

125



Ergebnisse

| 5
B
s

Phagocytierte
Zelle

~ Hepatocyten

Bildtafel 17:Leberparenchym, belastetes Weibchen. Beschreibungen siehe Seite 123
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Bildtafel 18: Kontrollménnchen, belastetes Mannchen. Beschreibungen siehe Seite 123
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Bildtafel 19: 19.1: Ausschnitt Hepatocyte, belastetes Mannchen (0.9 pg/L 4-NQO); Original 8000 x. 19.2:
Ausschnitt Hepatocyten, belastetes Mannchen (2.7 pg/L 4-NQO), im Leberparenchym eingestreut haufig
entspeicherte Areale lassen das; Original 5000 x. 19.3: Ubersicht Hepatocyten, belastetes Mannchen (2.7 pg/L 4-
NQO), Kerne mit groBem Heterochromatin-Anteil; Original 3150 x. 19.4: Ausschnitt Hepatocyte, belastetes
Ménnchen (8.1 ug/L 4-NQO), variable Mitochondrien-Formen, zwischen Glykogen-Partikeln Glattes
Endoplasmatisches Retikulum, groRe, dilatierte RER-Zisternen, Original 10000 x. 19.5: Ubersicht
Parenchymstorung, belastetes Mannchen (8.1 pg/L 4-NQO), grofRe Fasereinlagerungen, dazwischen
Makrophagen; Original 3150 x.
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Schleimzelle

Epithlel 20.1

Bildtafel 20: 20.1: Sekundéarlamelle Zebrabarbling &, regelmaRiger Aufbau aus Kapillaren, diese umschlieRende
Epithelzellen sowie Pflasterzellen, als interne Stiitzelemente; Original 2500 x. 20.2: Oberflache der Primarla-
melle: Schleimzelle mit benachbarter Chloridzelle; Original 5000 x.

Bildtafel, 21 siehe folgende Seite:

Bildtafel 21: 21.2: Basis Sekundarlamelle, vergleichbar Kontrolle, & aus Belastungskonzentration 2.7 ug/L 4-
Nitroquinolin-N-oxid; Original 3150 x. 21.2: Spitze Sekundarlamelle aus gleichem Individuum, Epithelauftrei-
bungen, nekrotische Zellen; Einwandern von Makrophagen unter die Epithelzellen; Original 3150 x. 21.3: Ma-
krophage mit phagocytierten Schleim- und Chloridzellen; Original 5000 x. 21.4: Basis Sekundarlamelle, nekroti-
sche Chloridzelle, & aus Belastungskonzentration 8.1 pg/L 4-NQO; Original 5000 x.
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Bildtafel 21: Kieme, belastete M&nnchen. Beschreibungen siehe Seite 129.
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3.11 Untersuchungen zur teratogenen Wirkung der Referenzsubstanzen auf die
Embryonalentwicklung des Zebrabarblings

Die im Comet Assay getesteten Referenzsubstanzen 2-Acetylaminofluoren (0,022 — 223 mg/L), Ben-
zo[a]pyren (0,025 — 25,2 mg/L), Dimethylnitrosamin (0,0074 — 740 mg/L), Nitrofurantoin (0,024 —
720 mg/L), N-Methyl-N-Nitro-N-Nitrosoguanidin (0,005 — 50 mg/L), 4-Nitroquinolin-N-oxid (0,0019
— 19 mg/L) sowie UV C-Licht (15 sec — 16 min) wurden in dieser Untersuchung auf ihre teratogene
Wirkung im Embryotoxizitéts- sowie Early Life Stage-Test mit dem Zebrabéarbling getestet. Hinter-
grund dieser Studie, in der die gleichen Konzentrationen wie im Comet Assay untersucht wurden, war
der Versuch, die in den Abschnitten 3.1-3.6 aufgezeigten Effekte im Comet Assay mit anderen biolo-
gischen Endpunkten korrelieren zu kénnen. Hierfir wurde jede Substanz dreimal getestet.

Der Tabelle 4 in Abschnitt 2.10 sind die nach 24, 48, 72 und 96 h untersuchten Parameter zu entneh-
men. In die folgende Auswertung wurden aber nur die Daten nach 48 h (Ende des klassischen Em-
bryotoxizitatstest) sowie nach 96 h (Ende des Early-Life-Stage Tests) einbezogen. Hierbei wurden die
der Tabelle 35 zu entnehmenden Endpunkte nach der jeweiligen Untersuchungszeit als letal gewertet.
Dieser Bewertung wurden mdgliche morphologisch-anatomische und 6kologische Konsequenzen aus
den beobachteten Verénderungen der betroffenen Individuen zugrunde gelegt (letal = (1) abgestorben,
(2) deutliche Reduktion der Fitness des betroffenen Individuums): selbst nach 96 h muR ein undiffe-
renzierter Zellhaufen (keine Somiten angelegt) noch nicht abgestorben sein, aber eine Weiterentwick-
lung kann ausgeschlossen werden, somit ein letaler Endpunkt. Auch nach 96 h noch nicht geschliipfte
Individuen wurden (unter den gewahlten Versuchsbedingungen schliipfen die Tiere zwischen 48 und
72 h), obwohl lebend, als letal gewertet, da ein so spat schliipfender, in seiner Entwicklung deutlich
retardierter Fisch Selektionsnachteile hat, und die Tiere nach tatsachlich erfolgtem Schlupf zu 100 %
Verkrimmungen in der Langsachse aufwiesen (siehe Bildtafel 24). Auch die beobachteten Oedeme
(siehe Bildtafel 24) wurden in diese Bewertung aufgenommen: VVon der Bildung von Perikardialoede-
men dieser Auspragungsstarke zeigte sich auch das Blutgefalisystem immer mitbetroffen, Milbildun-
gen des Herzens und ein nicht geschlossenes GefaRsystem wurden parallel beobachtet.

Tab. 35: Endpunkte der Untersuchung im Embryotoxizitéts (48 h)- und Early-Life-Stage (96 h)-Test

Endpunkt 48 h 96 h

Koagulierter Keim
Keine Somiten

Keine Schwanzabldsung
Kein Herzschlag

Keine Augenanlagen
Kein Blutkreislauf
Keine Spontanbewegung
Oedeme

Nicht geschliipft
Retardierte Entwicklung

MiRbildungen
Verkrimmungen

X X X X X X X

X X X X X X X X X X X
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Kontrollen: Direkt nach Ablaichen und Befruchtung beginnt die Entwicklung der Eier. Mit Beginn des
Vierzellstadiums lassen sich befruchtete und unbefruchtete Eier erstmals unzweifelhaft unterscheiden.
Nach etwa 4 h hat sich beim befruchteten Ei durch die Zellteilungsaktivitdt eine milchig-triibe Keim-
scheibe gebildet (Bildtafel 22, Abb. 22.1 u. 22.2), bei unbefruchteten Eiern bleibt diese durchsichtig
(Abb. 22.2: *). Nach 24 h hat der Embryo seine Gestalt ausgebildet, Kopf und Augenanlagen sind
deutlich erkennbar, ebenso Wirbelsdule, Herzschlag und BlutgefaRsystem; lediglich die Pigmentierung
fehlt (Abb. 22.3). Zu dieser Zeit fuhrt er heftige Spontanbewegungen aus. Nach 48 h nehmen Spon-
tanbewegungen bedingt durch Platzmangel deutlich ab, der Embryo ist jetzt stark pigmentiert (Abb.
22.4). Bei den gegebenen Versuchsbedingungen schliipfen die Tiere zwischen 48 h und 72 h. Kurz
nach dem Schlupf hélt sich die Fischlarve hauptsachlich am Geféal3grund in Seitenlage auf (Abb. 22.5),
nach 96 h schwimmt sie aktiv (Abb. 22.6).

2-Acetylaminofluoren (2-AAF) zeigte sehr deutliche Effekte mit einer LC 50 von 0,32 mg/L nach 48 h
sowie von 0,22 mg/L fur den Early-Life-Stage-Test nach 96 h (Abb. 76). In den ersten 48 h konnte
eine deutliche Ja/Nein-Antwort beobachtet werden, entweder die Eier koagulierten oder die Entwick-
lung verlief ohne sichtbare Symptomatik. Es konnten nur sehr wenige Entwicklungsanomalien, haupt-
sachlich verkrlppelte Schwanzbereiche (Bildtafel 23, Abb. 23.5), in den hdheren Konzentrationen
festgestellt werden. Im folgenden Early-Life-Stage-Test konnte eine dosisabhéngige Verringerung der
Schlupfrate festgestellt werden. Zwischen 48 h und 72 h schllpften die unbelasteten Fische der Kon-
trolle, wahrend bei 0,24 mg/L nach 72 h noch 40 % nicht geschlipft waren. Hinsichtlich der weiteren
Uberpriften Parameter zeigten die exponierten Tiere vor allem eine deutlich verlangsamte Entwick-
lung, und die geschlupften Zebrabarblinge verblieben mit steigender Konzentration in Seitenlage.
Nach 96 h waren bei einer 2-AAF-Konzentration von 0,28 mg/L noch 30 % der Tiere nicht geschlupft.
Einige schliipften zwischen 96 h und 120 h, diese Tiere waren jedoch alle fast halbkreisformig ge-
krimmt (Bildtafel 24, Abb. 24.1, 24.2).

Im Gegensatz zu 2-Acetylaminofluoren zeigte die Belastung der befruchteten Eier mit Benzo[a]pyren-
Konzentrationen bis zur Loslichkeitsgrenze (bei etwa 25 mg/L) kaum Effekte (Abb. 77). In der hdch-
sten Konzentration (25,2 mg/L) waren nach 48 h etwa 10 % der Eier koaguliert, weitere Effekte zeig-
ten sich auch in den folgenden 48 h nicht.

Auch Dimethylnitrosamin zeigte weder im Embryotoxizitats- noch im Early-Life-Stage Test deutliche
Effekte auf die Entwicklung des Zebrabarblings vom befruchteten Ei bis zur freischwimmenden
Fischlarve nach 96 h. Erst die beiden hdchsten getesteten Konzentrationen mit 148 mg/L und 740
mg/L wiesen Ausfalle zwischen 5 — 25 % auf (Abb. 78).

Nitrofurantoin als Modellsubstanz fur Versuche tber oxidativen Stress zeigte wenig Auswirkung auf
die Embryonalentwicklung in den getesteten Konzentrationen von 0,024 — 720 mg/L. Bis 48 h zeigten
sich konzentrationsabhangige Effekte ab 80 mg/L in der Embryotoxizitatsprifung mit einem Maxi-
mum von 30 % Ausfall. Hierbei zeigte sich &hnlich wie bei 2-Acetylaminofluoren eine Ja/Nein — Ant-
wort, denn bei den Ausfallen handelte es sich ausnahmslos um koagulierte Eier / Embryonen. Im Ear-
ly-Life-Stage Test wurde dann bei 720 mg/L Nitrofurantoin eine Ausfallrate von 60 % erreicht (Abb.
79), hierbei ist diese hochste Nitrofurantoin-Konzentration wieder an der Loslichkeitsgrenze.

Die drei folgenden Gentoxine (N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin, 4-Nitroquinolin-N-oxid sowie
UV Cpss nmp) zeigten ein sehr ahnliches Wirkungsbild mit einer sehr steilen Dosis-Wirkungs-
Beziehung im jeweiligen Effektbereich. Hierbei wurden mit steigender Dosis massive Stérungen der
Embryonalentwicklung induziert: friihzeitig koagulierte Eier, Ausfall einer gerichteten Entwicklung
(Endstadium Zellhaufen), Verkrippelungen, MiRbildungen sowie groRe Oedeme. Nach 96 h ge-
schlipfte Tiere zeigten zum Teil deutliche Verdnderungen in der Koérperform (Bildtafel 24).

Fir N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG) lag die LC 50 nach 48 h und 96 h zwischen 0,8 —
0,9 mg/L (Abb. 80). Im Embryotoxizitatstest zeigten sich zahlreiche Embryonen mit starken Ent-
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wicklungsstorungen, die Bildung der Wirbelsdule erfolgt, eine Differenzierung in Kopf- und Schwanz-
region unterblieb (Bildtafel 23, Abb. 23.1 u. 23.2). Weiterhin traten starke Wirbels&ulenverkrimmun-
gen bei den belasteten Embryonen vermehrt auf (Abb. 23.8). Neben den oben genannten Symptomen
zeigte sich, im Vergleich mit den anderen Substanzen, die Induktion grofRer Oedeme im Herzbereich
als charakteristisch fir die Belastung mit MNNG (Bildtafel 24, Abb. 24.7 u. 24.8). Weiterhin konnte
gehauft eine gestorte Epidermisentwicklung bei den geschliipften Tieren beobachtet werden. Die Epi-
dermis gab ein rauhes, unregelméRiges Bild (Abb. 24.6).

4-Nitroquinolin-N-oxid erwies sich unter den getesteten Chemikalien als das starkste Teratogen mit
einer LC 50 von 0,63 mg/L nach 48 h und 0,27 mg/L bei 96 h und einer sehr steilen Effektkurve, die
LC 100 fur 48 h lag schon bei 0,7 mg/L, die fir 96 h bei 0,47 mg/L (Abb. 81). Auch in den niedrigen
Testkonzentrationen mit geringeren Ausfallraten zeigten sich schon schwere MiRbildungen und Ent-
wicklungsstorungen, als Endstadium der Entwicklung ein nicht differenzierter Zellhaufen (Bildtafel
22, Abb. 22.7), keine Cephalisation (Abb. 22.8) sowie starke Wirbelsdulendeformationen (Abb. 23. 3
u. 23.4). Nach 48 h konnten weiterhin gering entwickelte Embryonen mit deutlich gestorter Epidermi-
sentwicklung beobachtet werden (Abb. 23.7). Im Early-Life-Stage schllipften zahlreiche Larven mit
stark veranderter Gestalt, groRen Oedemen sowie gestorter Epidermisentwicklung (Bildtafel 24, Abb.
24.3 - 24.5).

Vergleichbar in den Effekten mit MNNG und 4-NQO zeigte sich die UV C-Belastung, die mit einer
Starke von 0,27 mV/cm? in verschiedenen Expositionszeiten getestet wurde. Hier lagen die LC 50-
Werte fiir beide Tests sehr nahe zusammen bei 105 sec (Abb.82). Sehr &hnlich zu manchen 4-NQO-
Effekten konnten nach 48 h gering entwickelte Embryonen mit gestorter Epidermisbildung und grof3en
Oedemen beobachtet werden (Bildtafel 23, Abb. 23.6).
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Abb. 76: Mortalitét von Larven des Zebrabarblings (Danio rerio) nach Belastung mit 2-Acetylaminofluoren. Pro
Konzentration wurden 20 Embryonen nach 48 h sowie 96 h Exposition untersucht. Daten aus 3 unabhé&ngigen
Versuchen.
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Abb. 77: Mortalitdt von Larven des Zebrabdrblings (Danio rerio) nach Belastung mit Benzo[a]pyren. Pro
Konzentration wurden 20 Embryonen nach 48 h sowie 96 h Exposition untersucht. Daten aus 3 unabhé&ngigen
Versuchen.
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Abb. 78: Mortalitat von Larven des Zebrabérblings (Danio rerio) nach Belastung mit Dimethylnitrosamin. Pro
Konzentration wurden 20 Embryonen nach 48 h sowie 96 h Exposition untersucht. Daten aus 3 unabhé&ngigen
Versuchen.
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Abb. 79: Mortalitdt von Larven des Zebrabarblings (Danio rerio) nach Belastung mit N-Methyl-N’Nitro-N-
nitrosoguanidin. Pro Konzentration wurden 20 Embryonen nach 48 h sowie 96 h Exposition untersucht. Daten

aus 3 unabhédngigen Versuchen.
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Abb. 80: Mortalitdt von Larven des Zebrabdrblings (Danio rerio) nach Belastung mit Nitrofurantoin. Pro
Konzentration wurden 20 Embryonen nach 48 h sowie 96 h Exposition untersucht. Daten aus 3 unabhé&ngigen
Versuchen.
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Abb. 81: Mortalitat von Larven des Zebrabarblings (Danio rerio) nach Belastung mit 4-Nitroquinolin-N-oxid.
Pro Konzentration wurden 20 Embryonen nach 48 h sowie 96 h Exposition untersucht. Daten aus 3
unabhédngigen Versuchen.
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Abb. 82: Mortalitdt von Larven des Zebrabarblings (Danio rerio) nach Belastung mit UV C-Licht. Pro
Konzentration wurden 20 Embryonen nach 48 h sowie 96 h Exposition untersucht. Daten aus 3 unabhé&ngigen
Versuchen.
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Bildtafel 22: Embryotoxizitits- und Early-Life-Stage-Untersuchungen mit dem Zebrabérbling (Danio rerio),
Kontrollen. 22.1 und 22.2: Eier etwa 4 h nach Eiablage; * unbefruchtetes Ei; 22.3: ca. 24 h alter Embryo, noch
nicht pigmentiert, mit kréftigen Spontanbewegungen; 22.4: ca. 48 h alter Embryo, deutlich pigmentiert. 22.5:
Fischlarve etwa 72 h alt, haufig noch auf dem Gefalgrund in Seitenlage. 22.6: Fischlarve nach etwa 96 h, aktive
Schwimmbewegungen. Original: 22.1 u. 22.2: 23 x, 22.3 u. 22.4; 43 X, 22.5 u. 22.6: 16 X.

22.7: Undifferenzierter Zellhaufen, nach 24 h Exposition gegeniber 310 pg/L 4-NQO. 22.8: 24 h alt, keine
Ausdifferenzierung von Kopf- und Schwanzbereich (310 pg/L 4-NQO). Original: 22.7: 43 x u. 22.8: 23 X.

136



Ergebnisse

Bildtafel 23: Embryotoxizitats-Untersuchungen mit Danio rerio: 23.1 und 23.2: Gering entwickelte Embryonen
nach 24 h Inkubation in 1 mg/L N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin. Die Cephalisation ist weitgehend
unterblieben; 23.3 und 23.4: Starke Verkrimmungen der Wirbelséule nach 24 h Belastung mit 4-Nitroquinolin-
N-oxid, auch die in 23.4 abgebildete Larve zeigt eine nur rudimentire Kopfentwicklung; 23.5: Embryo mit
Deformation der Schwanzwirbelsdule nach 24 h Belastung mit 280 ug/L 2-Acetylaminofluoren. 23.6: 48 h alter
Embryo nach einmaliger Bestrahlung mit UV C fiir 8 min, starke Oedembildung. 23.7: 48 h alter Embryo,
ahnlich 23.6, nach Belastung mit 310 pg/L 4-Nitroquinolin-N-oxid; gestdrte Entwicklung der Epidermis. 23.8:
48 h, Belastung mit 1 mg/L MNNG; Tier mit starker Wirbelsdulenverkrimmung, ohne ausdifferenzierten
Schwanzbereich und mit deutlichem Perikardialoedem. Original 23.1 — 23.8: 43 x.
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Bildtafel 24: Early-Life-Stage-Untersuchungen mit dem Zebrabarbling (Danio rerio): 24.1: Stark gekrimmte
Fischlarve nach 96 h Belastung mit 280 pg/L 2-Acetylaminofluoren. 24.2: Belastung siehe 24.1, Fischlarve
bleibt auch auBerhalb des Eies in eingerollten Kdrperhaltung. 24.3 — 24.5: Fischlarven nach 96 h Belastung mit
310 pg/L 4-Nitroquinolin-N-oxid; deutliche Verénderungen der Korperform sowie starke Oedembildung. 24.6:
Belastung mit 1 mg/L N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin; stark aufgetriebene Leibeshohle, gestorte
Epidermisentwicklung; 24.7 und 24.8: Verdnderungen der Korperform sowie starke Ausbildung von
Perikardialoedemen nach 1 mg/L MNNG-Belastung. Originale Bildtafel 24: 24.1-24.7: 16 X, 24.8: 43 x.
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4 Diskussion

4.1  Voruntersuchungen zur Optimierung des Comet Assays mit RTG-2 Zellen

In ersten Versuchsreihen wurden Expositionsschemata entwickelt, die einen besonders schonenden
Umgang mit den zu exponierenden Zellen erlauben, da der Endpunkt DNA-Strangbruch auch Gber
unterschiedlichste StreRfaktoren wahrend des Handlings induziert werden kann. Da dieser Endpunkt
aber auch ein schnell reparierbares Ereignis darstellt, wurde darauf geachtet, die Zeit zwischen Ende
der Exposition und dem Eingief3en in die Gele sehr kurz zu halten.

Der Comet Assay beruht auf der Wanderung von DNA-Fragmenten im elektrischen Feld. Ob es sich
hierbei aber in jedem Fall um Einzelfragmente oder nur um entspiralisierte Einzelstrange handelt, die
im elektrischen Feld aus dem im Gel eingegossenen Zellareal herauswandern, ist weiterhin strittig
(Klaude et al., 1996; McKelvey-Martin et al., 1993; Singh, 1996; Singh und Stephens, 1997). Trotz
dieser methodischen Unklarheit ist die bestmdgliche Exponierung der entwundenen DNA-Strange im
elektrischen Feld wahrend der Elektrophorese fur die Sensitivitat des Assays (Detektion nur weniger
Schadensereignisse) von entscheidender Bedeutung. Deshalb mufiten Denaturierungs- und Elektro-
phoresezeiten dem zu untersuchenden Objekt angepalit oder zumindest bestehende Testprotokolle
beziglich mdglicher Sensitivitatssteigerungen untersucht werden. Um diese Versuche mit einer sehr
homogenen Zellpopulation durchfiihren zu kénnen, wurde hierfir die Dauerzelllinie RTG-2 aus der
Gonade der Regenbogenforelle verwendet. Es zeigte sich jedoch, daR das fur S&ugerzellen etablierte
Testprotokoll (Tice et al., 1996) fiir Fischzellen Gbernommen werden kann.

Weiterhin wurden mit den RTG-2 Zellen Expositionsschemata sowohl fir wasserldsliche und in
Stamml6sungen (Losungsvermittler Dimethylsulfoxid, DMSO) angesetzte Einzelsubstanzen und Um-
weltproben als auch fir Wasserproben getestet. Diese Versuche bildeten die Grundlage fur die Unter-
suchungen mit den Primérzellen, bei denen das Expositionsschema verandert werden muf3te, um der
geringen Adhésion der Primarzellen an den Gefalgrund Rechnung zu tragen. Wéhrend die Exposition
von RTG-2 Zellen einer konfluenten Monolayerkultur mit einer genotoxischen Noxe einfach Uber
einen Mediumwechsel im entsprechenden Kulturgefal erfolgen konnte, konnten die abgeltsten Pri-
marzellen erst nach einem Zentrifugationsschritt in das entsprechende Expositionsmedium aufge-
nommen und ausgesat werden.

4.2 In vitro-Untersuchungen mit isolierten Primérzellen aus dem Zebrabarbling

4.2.1 Invitro-Untersuchungen zur Genotoxizitat ausgewéhlter Monosubstanzen

Auch in Fischen erfolgt die Biotransformation von Fremdstoffen (iber unterschiedliche Enzymsyste-
me, unter denen das Cytochrom P450-System eine herausragende Rolle spielt, da es von verschiede-
nen Xenobiotika induziert werden kann (Monod et al., 1998). Allerdings ist bei Fischen bisher nur das
P450 CYP1A nachgewiesen, wahrend S&uger Uber verschiedene Isoformen verfiigen (Stegemann,
1989). Weiterhin zeigen vergleichende Untersuchungen zur metabolischen Kompetenz von S9-
Fraktionen aus Fischen und Nagetieren eine deutlich schwéchere Wirkung der Fisch-S9-Praparate (De
Flora et al., 1982; Yamashita et al., 1987) die auch einen geringeren Gehalt an P450 aufweisen (Ade et
al., 1984). Zudem wurden selbst zwischen nahe verwandten Arten wie zwei amerikanischen Katzen-
welsen (Ameiurus nebulosus und Ictalurus punctatus) deutliche Unterschiede in der Metabolisierung
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von Xenobiotica festgestellt (Ploch et al., 1998). Durch Induktion mit 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-
Dioxin (TCCD) konnte in verschiedenen Organen von Danio rerio die Expression von Cytochrom
P450 1A nachgewiesen werden (Buchmann et al., 1993).

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Monosubstanzen 2-Acetylaminofluoren, Benzo[a]pyren
sowie Dimethylnitrosamin bediirfen der Aktivierung tber das Cytochrom P450-System, um mit der
DNA Uber Adduktbildung in Wechselwirkung zu treten (Rodrigues et al., 1994; Sykora et al., 1985;
Walum et al, 1990), wéhrend Nitrofurantoin, N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin sowie
4-Nitroquinolin-N-oxid zwar z. T. auch ber cytosolische Enzyme wie verschiedene Nitroreduktasen
verstoffwechselt werden (Menichini et al., 1989; Youngman et al., 1982), ihre DNA-schadigende
Wirkung aber hauptsdchlich tber die Induktion von oxidativem Stress entfalten. Hierbei handelt es
sich auch um den Hauptwirkmechanismus von Wasserstoffperoxid, einem klassischen Induktor von
oxidativem Stress. Ebenfalls getestet wurde die Wirkung verschiedener Expositionszeiten gegentber
UV C-Strahlen. Hierbei kommt es durch Absorption des Lichts in den Nukleinsduren (Maximum der
DNA-Absorption bei 254 nm; Wellenlange UV C = 200-280 nm) zur Bildung von Photoprodukten
wie Thymindimeren und dem in der Mutagenese wichtigen 6-4-Pyrimidin-Thymin-Photoprodukt (Ha-
gen, 1994). AuBerdem kénnen DNA-Strangbriiche gesetzt werden.

Die fur einen Genotoxizitatstest auf primare DNA-Schéden lange Expositionszeit von 20 h wurde im
Standardprotokoll mit Fischzellen etabliert, nachdem erste Priifungen tber 2 h keine oder nur sehr
schwache Effekte fir 2-Acetylaminofluoren, Benzo[a]pyren und Dimethylnitrosamin erbracht hatten.
In dieser Testreihe wurden die Experimente fiir die 3 Substanzen sowohl mit als auch ohne exogene
Aktivierung Uber S9-Préparate durchgefiihrt. Da die genannten Substanzen hauptséchlich tber Ad-
duktbildung mit der DNA interagieren (Tab. 36), ist die im Comet Assay detektierbare DNA-
Fragmentierung ein Ergebnis zelluldrer Reparaturleistungen (Speit und Hartmann, 1995). Da Fische
nur Uber eine vergleichsweise geringe Kapazitit zur Excisionsreparatur verfligen (Maccubin, 1994)
und in entsprechenden Untersuchungen eine lange Adduktpersistenz nachgewiesen wurde (Sikka et
al., 1990, 1991), wurde die Expositionszeit auf 20 h ausgedehnt, um derartige adduktbildende Sub-
stanzen auch mit Fischzellen im Comet Assay hachweisen zu kénnen.

Benzo[a]pyren zeigte nun in beiden Zellsystemen, isolierten Hepatocyten und Kiemenzellen aus dem
Zebrabarbling, eine deutliche Dosis-Wirkungsbeziehung unter Supplementierung mit S9 Préparaten
aus Aroclor-induzierten Ratten, mit einer LOEC von 0.25 mg/L in Hepatocyten und Kiemenzellen.
Bei dieser Substanz handelt es sich um ein typisches Procarcinogen, welches tber Cytochrom P450
1A1 und Epoxidhydrolasen zu reaktiven Epoxiden metabolisiert wird. Nur eine isomere Form dieser
Metabolite, das trans-7,8-diol-9,10-Epoxid, bindet als grofles Addukt an die DNA (Walum et al.,
1990). Diese Aktivierungsreaktion sowie die daraus resultierende Adduktbildung konnte sowohl in
vivo fiir verschiedene Fischarten als auch in vitro mit verschiedenen Dauerzellinien aus Fischen besté-
tigt werden (Gagné und Blaise, 1995; Sikka et al., 1990, 1991; Smolarek et al., 1987).

Das Vorhandensein grolRer, sperriger Addukte an der DNA induziert Reparaturmechanismen, in die-
sem Fall die Nukleotidexcisionsreparatur (Friedberg et al., 1995). Die daraus resultierenden Incisionen
zur Entfernung schadhafter DNA-Fragmente kénnen im Comet Assay nachgewiesen werden. Aller-
dings ist besonders die Nukleotidexcisionsreparatur-Leistung in Fischzellen vergleichsweise gering
(Ishikawa et al., 1984; Maccubin, 1994; Walton et al., 1984 a,b,c); dieses fiihrt dann auch zu der deut-
lich langeren Addukt-Persistenz im Vergleich zu Sdaugerzellen (Varanasi et al., 1981, 1989). In &hnli-
cher Weise induzierte auch 2-Acetylaminofluoren zumindest mit Hepatocyten einen deutlichen, do-
sisabhéngigen Effekt. Im Gegensatz dazu konnte in Kiemenzellen keine DNA-Fragmentierung nach-
gewiesen werden. 2-Acetylaminofluoren war urspriinglich als Insektizid produziert worden, kam aber
aufgrund seiner Toxizitat und Tumorgenitét nicht in den Handel (Verna et al., 1996). 2-AAF wird ber
Cytochrom P450 N-hydroxyliert, wobei die Isoform CYP1A2 in Sduger-Zellsystemen die hochste
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Affinitat zeigte (Verna et al., 1996). Die weitere Aktivierung kann (ber cytosolische Sulfotransferasen
laufen und fuhrt schlieBlich zu den carcinogenen Metaboliten N-Hydroxyacetylaminoflouren und 2-
Aminofluoren, welche bevorzugt am C 8 und N 2 des Guanins binden (Monteith, 1992; Steward et al.,
1995). Hierbei zeigt sich der erste Schritt der Metabolisierung der Ursprungssubstanz in Fischzellen
als sehr ineffektiv (James et al., 1994), und zwischen verschiedliche Fischarten wurden substanzielle
Unterschiede in den Metabolisierungsraten von 2-AAF beschrieben (Sikka et al., 1995). Dieses ist vor
allem darauf zurtickzufuhren, daB bei Fischen das Gleichgewicht zwischen konkurrierenden Aktivie-
rungs- (Metabolit kann mit der DNA und anderen Makromolekilen interagieren) und Detoxfizierungs-
reaktionen viel starker, als beim Sduger, zu detoxifizierbaren Metaboliten verschoben ist (Steward et
al., 1995).

Tab. 36: Ubersicht tiber die metabolische Aktivierung der ausgewahlten Monosubstanzen

Chemie Aktivierung * Mechanismus Reparatur
2-Acetylamino- Homo- N-Hydroxylierung durch Cyto- Addukte durch instabile In- Nukleotid-
fluoren zyklisches chrom P450 1A2, weitere Metabo- termediate der Metaboliten excision

Amin lisierung Uber Sulfotransferasen,
Acetylase oder Glucuronidase
Benzo[a]pyren PAH Epoxidation durch Cytochrom Aktivierung, Adduktbildung Nukleotid-
P450 1A1 (Epoxid) durch den Metaboliten trans- excision
7,8-diol-9,10-Epoxid
Dimethyl- Nitro- a-Hydroxylierung durch Cyto- Alkylierung der DNA-Basen DNA-
nitrosamin samin chrom P450 2E1 und 2A3 (Hy- Methyltrans-
droxylderivate) ferase
Basen-
excision
Wasserstoff- Peroxid Bildung von OH-Radikalen durch Reaktive Sauerstoffspecies, Basen-
peroxid Reaktion mit zwei-wertigen, kom- Hydroxyradikale, oxidativer excision
plexierten Eisen-ionen Stress
Nitro- Furan- Nitroreduktion durch verschiedene Nitroradikale, reaktive Sauer- Basen-
furantoin derivat Nitroreduktasen stoffradikale, Hydroxylradi- excision
kale (unspezifisch)
N-Methyl-N"-  Nitro- Bildung elektrophiler, methylie- Alkylierung, O- und N-alky- DNA-
Nitro-N- samin render Intermediate Uber Reaktion lierte DNA-Basen Methyltrans-
Nitroso- mit Glutathione-S-transferase ferase
guanidin Basen-
excision
4-Nitroquino-  Hetero Reduktion durch Nitroreduktase zu Addukte durch 4-Hydroxyl- Nukleotid-
lin-N-oxid zyklisches Hydroxylaminoderivaten aminoquinolin-N-Oxid ~ mit excision
Amin starker Destabilisierung der pgasen-
Helix, oxidativer Stre durch aycision
reaktive Sauerstoffspezies
uvcCe Strahlung - Photoprodukte, Basendimere, Photoreakti-
(254 nm) DNA-Proteinvernetzungen,  vierung
Strangbriche Nukleotid-
excision

! liberwiegend Saugerdaten

Somit konnte die unterschiedliche Reaktion auf die 2-AAF-Belastung der beiden Zellsysteme Hepa-
tocyten und Kiemenzellen, die Uber unterschiedliche Enzymausstattung verfiigen, das organotrophe
Verhalten widerspiegeln, welches fur viele aromatische Amine charakteristisch ist. Es konnte bei-
spielsweise gezeigt werden, dal? durch das Fehlen des Cofaktors 3-Phosphoadenosin-5-Phosphosulfat
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(PAPS) der beteiligten Sulfotransferase in entsprechenden Zellen keine 2-AAF- induzierten DNA-
Schéden nachweisbar waren (Glatt et al., 1995, 1998).

Der Nachweis der genotoxischen Wirkung von Dimethylnitrosamin gelang auch nach 20 h nur mit
Hepatocyten aus dem Zebrabarbling, allerdings war die Reaktion nur recht schwach und zeigte keine
Dosis-Wirkungs-Beziehung. Dimethylnitrosamin wird Uber ein weiteres Cytochrom P450, das
CYP2E1 metabolisiert und induziert dosis-abhéngige DNA-Schéden in humanen Zellinien, die die
entsprechende Isoform des Cytochroms exprimieren, wahrend in bezlglich dieser Isoform nicht kom-
petenten Zellen nur ein schwaches Signal beobachtet wurde (Barcelo et al., 1998). Die natlrliche En-
zymausstattung der untersuchten Primérzellen aus Fischen, wie auch die des verwendeten S9-
Préaparats aus Aroclor-induzierten Ratten, scheint nur eine geringe Affinitat gegeniiber DMNA zu be-
sitzen. Dieses deckt sich auch mit den Ergebnissen von Hong und Yang (1985), die in In vitro- und In
vivo-Versuchen mit Ratten zeigen konnten, dal die Aktivierung von DMNA (ber eine DMNA-
Demethylase gesteigert wird. Allerdings ist diese P450-abhdngige Monooxygenase nicht tber die
klassischen P450-Inducer wie Phenobarbital oder Aroclor 1254 induzierbar. Trotzdem korreliert die
nur in den Hepatocyten nachgewiesene, schwache DNA-Fragmentierung mit der Eigenschaft von
DMNA im In vivo-Ansatz bevorzugt Lebertumore zu induzieren (Khudoley, 1984).

Die auf anderem Weg wirkenden Substanzen 4-Nitroquinolin-N-oxid und Nitrofurantoin, die haupt-
séchlich oxidativen Stress induzieren (Tab. 36), zeigten nach 2 h Belastung einen starken, dosisabhan-
gigen Effekt. Auch nach 20 h Exposition konnten sie noch, wenn auch in leicht schwéacherer Auspra-
gung, im gleichen Konzentrationsbereich nachgewiesen werden (Abb. 29 u. 41). Hier wirken Repara-
turprozesse der Schadensauspragung entgegen. 4-Nitroquinolin-N-oxid war hierbei mit einer LOEC
(Lowest Observed Effect Concentration) von 1.9 pg/L das deutlich stérkste Gentoxin. Die Nachweis-
grenze flr den genotoxischen Effekt von 4-Nitroquinolin-N-oxid sowohl bei priméren Kiemenzellen
als auch priméren Hepatocyten aus dem Zebrabérbling liegt damit deutlich unter der von Experimen-
ten mit dem Comet Assay mit einer Tumorzellinie aus der Maus (Kasamatsu et al., 1996) und
menschlichen Zellinien (Speit und Hartmann, 1995), deckt sich aber mit den eigenen Ergebnissen und
denen von Helbig et al. (1996) mit RTG-2 Zellen sowie von Weller et al. (1998) und Erbes et al.
(1997) mit aquatischen Einzellern. 4-NQO wird Uber zellulare Nitroreduktasen verstoffwechselt, sein
hohes gentoxisches Potential 1413t sich auf die verschiedenen dabei entstehenden Metabolite zurtickfiih-
ren, die oxidativen Stress induzieren, Addukte mit der DNA bilden und die Helixstruktur destabilisie-
ren kénnen (Harvey und Parry, 1998; Nunoshiba und Demple, 1993; Olive und Johnston, 1997).
Nitrofurantoin ist eine Modellsubstanz fur Untersuchungen Uber oxidativen Stress und Redox-Cycling
und fiihrte zu dhnlichen Ergebnissen wie 4-Nitroquinolin-N-oxid, allerdings erst bei Konzentrationen
im hohen mg/L-Bereich. Auch Nitrofurantoin wird uber Nitroreduktasen metabolisiert, der Haup-
wirkmechanismus der nachgewiesenen Genotoxizitét ist hierbei oxidativer Stress (Babich et al., 1993;
Basak und Chatterjee, 1994; Nishimoto et al., 1991; Washburn und Di Giulio, 1988). Die LOEC lag
hier fur Hepatocyten und Kiemenzellen bei 2.4 mg/L.

N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin ist ein monofunktionales alkylierendes Gentoxin, das sehr h&u-
fig in Untersuchungen Gber DNA-Schaden eingesetzt wird (Hartmann und Speit, 1995; Olive und
Banath, 1996; Pool-Zobel et al., 1995; Yendle et al., 1997). Es induziert DNA-Modifikationen in bela-
steten Zellen hauptsachlich Ober die Methylierung nahezu aller Sauerstoff- und Stickstoff-Atome
(Slamenova et al., 1997). Die im Comet Assay beobachtete DNA-Fragmetierung ist somit ein Ergeb-
nis von DNA-Glykosylase-Aktivitaten, die tUber die Excision betroffener Basen alkalilabile Stellen
einfiihren (Friedberg et al., 1995). Diese werden dann entweder Uber die experimentellen Bedingungen
im Comet Assay in Einzelstrangbriiche Ubersetzt oder aber es werden die auch im Verlaufe der Ba-
senexcision durchgefuhrten Schnitte detektiert. Nur mit Hepatocyten getestet, zeigte MNNG eine klare
Dosis-Wirkungs-Beziehung mit recht einheitlicher Schadensauspragung bei den einzelnen Zellen.
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Yang und Duerksen-Hughes (1998) konnten nach MNNG-Belastung eine Induktion von p53 in bela-
steten Zellen nachweisen, einem Genprodukt, welches bei der Arretierung des Zellzyklus zur Behe-
bung von DNA-Schéaden sowie der Induktion der Apoptose eine zentrale Rolle spielt (Harris, 1993,
1996; Hollstein et al., 1998; Kastan, 1996; Lane, 1992). Diese Funktion bestétigte Krause et al. (1997)
auch fur Fische in Untersuchungen tber p53-Mutationen als Ausldser fir MNNG-induzierte Tumore
beim Medaka (Oryzias latipes).

Wasserstoffperoxid (H,O,) zeigte nur nach 2 h Belastung in Priméarzellen aus dem Zebrabérbling eine
deutliche, dosisabhéngige DNA-Fragmentierung mit einem sehr variablen Effektmuster in den einzel-
nen Zellen. Die im Comet Assay beobachtete Genotoxizitét ist hierbei auf die Induktion verschiedener
radikalischer Reaktionen zuriickzufiihren. H,O, ist membrangéngig und generiert innerhalb der Zelle
unterschiedliche reaktive Sauerstoffspezies. Die von diesen angestossenen radikalischen Folgereaktio-
nen oder ihr direkter Angriff auf die DNA fiihrt zu Einzel- und Doppelstrangbriichen sowie alkali-
labilen Stellen (AP-Stellen), wenn der oxidative Stress die zellularen Abwehrmechanismen abgeséttigt
hat (Kruszewsky et al., 1994; Visvardis et al., 1997). Nach 20 h Exposition konnte kein genotoxisches
Signal im Comet Assay nachgewiesen werden, was auf zellulare Reparatur in Kombination mit der
schnellen Abnahme der Belastung durch die Instabilitat des H,O,-Molekils zuriickzufihren sein
durfte.

Auch die Belastung primdrer Hepatocyten aus dem Zebrabérbling mit unterschiedlichen Expositions-
zeiten gegenlber UV C-Licht fihrte zu einer klaren Dosis-Wirkungs-Beziehung mit starker DNA-
Fragmentierung in den langeren Expositionszeiten 4 min und 8 min. Nach Hagen (1994) sind die
Haupteffekte von UV C-Licht auf die Dimerisierungen der DNA Basen, die sogenannten Photopro-
dukte, und DNA-Proteinvernetzungen. Strangbriiche sind bei niedrigeren Dosen nicht zu erwarten. So
fihrten auch Alapetite et al. (1996), Gedik et al. (1992) und Green et al. (1992) die mit dem Comet
Assay dokumentierte DNA-Fragmentierung nach UV C-Belastung in Saugerzellen auf Excisionsrepa-
ratur der betroffenen Zellen zurlick. Im Gegensatz zu S&ugern, wo der Nachweis bisher nicht gelang,
sind aus Fischen DNA-Photolyasen bekannt, die tber den Prozess der Photoreaktivierung UV-
Schéden revertieren (Friedberg et al., 1995). Da flr die hier diskutierten Versuche die Entkeimungs-
lampe einer Sterilwerkbank verwendet wurde und die Zellen im Wirkbereich dieser Lampe einer ho-
hen Dosis exponiert wurden, kann in diesen Experimenten die Mdoglichkeit strahlungsinduzierter
Strangbriiche nicht ausgeschlossen werden.

Da sich mit Ausnahme von Wasserstoffperoxid mit dieser Expositionszeit sowohl die direkten als
auch die indirekt wirkenden Referenzsubstanzen nachweisen lieRen, wurde die 20 h-Inkubation in das
Standardprotokoll fiir den Comet Assay mit priméren Fischzellen ibernommen und auch fiir die Gen-
toxizitatspriifungen der Wasserproben verwendet.

Die im Comet Assay mit primaren Fischzellen aufgezeigten LOEC-Werte fur die Monosubstanzen 2-
Acetylaminofluoren, Benzo[a]pyren, Dimethylnitrosamin, Nitrofurantoin sowie 4-Nitroquinolin-N-
oxid liegen im Vergleich mit den anderen Testsystemen fiir Genotoxizitatstests, die im Rahmen des
BMBF-Projekts ,Erprobung, Vergleich, Weiterentwicklung und Beurteilung von Gentoxizitatstests fur
Oberflachengewdsser® durchgefuhrt wurden, im Mittelfeld (siehe Tab. 37). Im allgemeinen zeigten
sich die prokaryontischen Genotoxizitatstests hier als sensitiver, allerdings sind die verwendeten Test-
stdmme gentechnisch deutlich veréndert, den Salmonella-Stdmmen im Ames Test wurde zum Beispiel
die Fahigkeit zur Reparatur genommen. Demgegeniiber stellen Primérzellen oder der Gesamtorganis-
mus ein weitgehend intaktes biologisches System mit einer gewissen Reaktionsbreite dar, so daf3, be-
vor Schadereignisse im Test erkennbar werden, erst zellulare Abwehrmechanismen Gberwunden wer-
den missen. Dieses erschwert natiirlich die reine Detektion des Schadereignisses, 1Rt jedoch schon
erste Rickschlisse auf die Bedeutung des gemessenen Ereignisses zu. Dieser Aspekt wird bei der
Steigerung von Nachweisgrenzen in biologischen Systemen hédufig vernachlaRigt. Denn der Nachweis
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von Genotoxizitdt in einer auch ohne menschliche EinfliRe genotoxischen Umwelt mul3, wenn als
Kontrolle ein unter optimalen Bedingungen gehélterter Organismus aus dem Labor getestet wird, ge-
wisse qualitative biologische Hirden tberwinden, um die Gefahr falsch-positiver Bewertungen zuver-
ringern. Auch hier schliet sich dann die Forderung nach vergleichenden Untersuchungen an, um an-
dererseits die ausreichende Sensitivitét des Indikatortests Uberpriifen zu konnen (siehe Kapitel 4.6).

Genotoxizitats-Testsysteme im BMBF-Projekt:

Ames Test:

Mit dem Ames-Test milst man die Reversion von Histidin-auxotrophen Mutanten des Bakterienstammes Salmo-
nella typhimurium his". Im Testansatz wird der Stamm auf Histidin-Mangelnédhrbdden aufgetragen und die
Rickmutationen (= Revertanten) zu Salmonella typhimurium his® iiber ihr Wachstum auf dem histidinfreien
Néhrboden erfalit. Als MaR fir die Mutagenitét einer Noxe gilt die Anzahl der Revertanten. Die am haufigsten
verwendeten Teststamme sind TA98 (zur Erkennung von Substanzen, die Frameshift-Mutationen erzeugen) und
TA100 (zur Erkennung von Substanzen, die Basenpaar-Substitutionen erzeugen). Die Ergebnisse der Arbeits-
gruppe Erdinger (Hygiene-Institut, Universitat Heidelberg) sind in Tab. 37 dargestellt.

umu Test:

Dieser Bakterientest beruht auf der durch Genotoxine induzierten Expression des umuC Gens, eines der SOS
Reperaturgene in Salmonella typhimurium. In einer Variante des umu-Testes sind die SOS-Reperaturgene der
verwendeten Teststimme mit dem Gen fur die zelluldre B-Galactosidase gekoppelt. Die [-Galactosidase-
Aktivitat dient dann als MaR fir den Schadigungsgrad der DNA. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Reifferscheid
(AMMUG, Universitadt Mainz (luminometrisch)) und Zipperle (LFU Karlsruhe (DIN)) sind in Tab. 37 zusam-
mengestellt.

Alkalische Filterelution:

Diese Methode detektiert Einzelstrangbriiche und die Reperaturleistungen der Zelle in vitro und in vivo. Als
MaRstab fiir eine gentoxische Wirkung dient die Geschwindigkeit, mit der eine Alkali-behandelte, und dadurch
einzelstrangige DNA durch Membranporen penetriert. Die Elutionsrate ist dabei abhangig von der DNA-
Einzelstrangldnge. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Waldmann (AMMUG, Universitdt Mainz) sind in Tab. 37
dargestellt.

DNA-Aufwindungstest:

Hierbei werden die Zellen in alkalischem Milieu lysiert und danach die Kerne einer mutagenen Einwirkung (z.B.
UV-Licht, ionisierte Strahlung usw.) unterzogen. In Abhéngigkeit von der Stirke der Noxe werden die Kerne
immer diffuser, das Chromatin beginnt aufzuschmelzen. Nach Anfarben mit Acridinorange kann man doppel-
strangige DNA (griine Fluoreszenz) und einzelstrdngie DNA (rote Fluoreszenz) unterscheiden. Als Mal3 fur die
Toxizitat dient der relative Anteil des Fluoreszenzlichtes. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Hansen (Institut fir
Okologie, TU Berlin) sind in Tab. 37 dargestellt.

Unscheduled DNA Synthesis (UDS):

Diese Methode beruht auf der Reparatur geschadigter DNA mittels zelleigener Reperatursysteme. Dabei wird die
Einbaurate von radioaktiv markierten Nucleotiden mittels einer Autoradiographie bestimmt. Die Exposition der
radioaktiv markierten Préparate dauert mehrere Wochen. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe Grummt (UBA, Bad
Elster) sind in Tab. 37 dargestelit.

Comet Assay:

In Tabelle 37 sind die Ergebnisse der Arbeitsgruppen Segner (UFZ Leipzig), Miltenburger (CCR RoRdorf), Obst
(Institut fur Wasserforschung Mainz) und dieser Arbeit (Zoologie I, Universitat Heidelberg) zusammengefalt.
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Tab. 37: Untere Nachweisgrenzen (LOEC-Werte) von fiinf Monosubstanzen fiir verschiedene Geno-
toxizitatstests im BMBF-Projekt ” Erprobung, Vergleich, Weiterentwicklung und Beurteilung von
Gentoxizitatstests fur Oberflachengewasser”

Monosubstanzen

Testsysteme 2-Acetyl- Benzo[a]- Dimethyl- Nitro- 4-Nitroquino-

aminofluoren pyren nitrosamin furantoin lin-N-Oxid
Alkalische Filterelution:
Corbicula fluminea 220 n.g. 70 2.400 5
Chlamydomonas reinhardtii n.n. n.g. n.n. n.n. 38
DNA-Unwinding-Assay:
Fischzellinie RTG-2 n.n. 5.000 n.n. 125.000 39
Fischzellinie PLHC-1 n.n. n.n. n.n. 250.000 156
Oncorhynchus mykiss (Larve) n.n. 25 n.n. 312 letal: 78 (24h)
Danio rerio (Larve) n.n. n.n. - n.n. 625 (1h)
Dreissena polymorpha 20.000 n.n. 10.000 n.n. 800 (24h)
UDS-Test:
Oncorhynchus mykiss 5.6 3.7 1.000 n.n 20
AMES-Test:
Salmonella typhimurium 600 60 - 5 1
umu - Test
DIN
Salmonella typhimurium 55.800 157.7 9.300.000 9.3 7.4
luminometrisch
Salmonella typhimurium 10 250 4.000.000 7 2
Comet Assay
Fischzellinie - RTG-2 n.n. 151.4 55.000 31.250 2.4
Fischzellinie - RTL-W1 n.g. 1211 n.n. n.g. 40
Sdugerzellinie - V79 1.110.000 75.7 370.000 238.200 76.1
Chlamydomonas reinhardtii 1.000 25.000 10.000 5 5
Acanthamdba castellanii n.n. n.n. 50 n.n. 10
Danio rerio - in vivo *
Primérhepatocyten n.n. n.n. 7400 n.n 9.5
Kiemenzellen n.n. n.n. n.n. n.n 9.5
Danio rerio - *
Primérhepatocyten ohne S9 n.g. n.g. n.g. 2.380 1.9
Primérhepatocyten mit S9 2.240 252 74 n.g. n.g.
Danio rerio - *
Kiemenzellen ohne S9 n.g. n.g. n.g. 2.380 1.9
Kiemenzellen mit S9 2.240 252 74 n.g. n.g.

Alle Angaben in pg/L.

n.n. Genotoxizitat nicht nachweisbar

n.g. nicht getestet

*) Teilprojekt 8, Zoologie I, Universitat Heidelberg (grau hinterlegt)
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4.2.2  Untersuchungen zum Nachweis genotoxischer Substanzen in den Wasserproben von Rhein,
Neckar und Elbe im In vitro-Ansatz

Vor der Wasserproben-Phase wurden, als interne Labor-Kontrolle, 4 mit der Leitsubstanz 4-
Nitroguinolin-N-oxid aufdotierte Wasserproben getestet. Die Zudotierung wurde entsprechend der
Sensitivitdt des Testsystems vorgenommen und erst nach Auswertung der Testergebnisse decodiert.

Im In vitro-Ansatz konnten sowohl die hdchst dotierte Probe als auch die Kontrolle eindeutig identifi-
ziert werden, jedoch unterschieden sich die Tail Moment-Werte der beiden mittleren Proben kaum und
wurden so bezliglich ihres genotoxischen Potentials falsch eingeschétzt. Auffallend ist das deutlich
geringere genotoxische Potential der Wasserproben in Bezug auf ihren Gehalt an 4-Nitroquinolin-N-
oxid im Vergleich zu den Werten aus der Monosubstanztestung (unter Beriicksichtigung der Verdiin-
nung mit 50 % Medium und 50 % Wasserprobe). Da die Substanz einer nativen Wasserprobe aus der
Weilien Elster zudotiert worden war, besteht die Mdglichkeit einer geringeren Bioverfugbarkeit durch
Adsorption an Partikel im Wasser oder Reaktionen mit anderen Wasserinhaltsstoffen. Auch ist 4-
Nitroquinolin-N-oxid keine sehr stabile Substanz, so daR bis zur Bearbeitung der Proben aufgrund der
mikrobiologischen Kontamination der Proben mdglicherweise bereits ein Teil der Substanz abgebaut
war.

Zwischen Februar 1997 und Januar 1998 wurden im monatlichen Wechsel 4 Wasserproben vom Rhein
und 3 Wasserproben von der Elbe im Comet Assay mit Priméarzellkulturen aus der Leber des Zebra-
bérblings sowie exemplarisch mit Kiemenprimérzellen in bis zu 3 Durchgangen getestet. Nur nach
entsprechender In vitro-Indikation erfolgte zusétzlich eine In vivo-Prifung mit dem Zebrabarbling.

Die berwiegende Anzahl der untersuchten Wasserproben zeigte im Comet Assay mit Primérzellen
und 20 h Exposition unter S9-Supplementierung keine Genotoxizitét; lediglich die Oktoberproben von
der Elbe sowie eine Rheinprobe aus Karlsruhe vom Mérz 1997 waren eindeutig positiv. Die Einzeler-
gebnisse belegen, dal das Testprotokoll Comet Assay mit Primérzellen aus dem Zebrabéarbling in
Kombination mit dem verwendeten Expositionsschema zu reproduzierbaren Ergebnisse flhrt: Positv-
/Negativ-Ergebnisse waren selten, in der Regel konnte das zuerst vorliegende Resultat in den Wieder-
holungen belegt werden.

Die Bewertung der vorliegenden Ergebnisse bezliglich der Genotoxizitét in der Wasserprobe erweist
sich jedoch als schwierig, da es vergleichbare Untersuchungen in der Literatur zum jetzigen Zeitpunkt
nicht gibt. Bisher sind erst in ersten Ansatzen Untersuchungen zum Screening von Umweltproben mit
Genotoxizitats-Kurzzeittests durchgefiihrt worden (Reifferscheid et al., 1991); bei vielen Untersu-
chungen handelt es sich jedoch um industrielle und kommunale Einleitungen bzw. um Schwebstof-
fextrakte (Claxton et al., 1998; Kosz Vnenchak und Rokosz, 1997; Vahl et al., 1997; White und Ras-
mussen, 1998; White et al., 1998) und nicht um native Wasserproben. Weitere Arbeitsgruppen befin-
den sich in der Validierungsphase der angewendeten Assays (Gauthier, 1996; Le Curieux et al., 1994).
Zur besseren Bewertung der Ergebnisse aus dem Comet Assay wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit vergleichende Tests (akut und chronisch) mit verschiedenen biologischen Endpunkten mit Mo-
nosubstanzen im Niedrigdosisbereich sowie Wasserproben durchgefhrt.

Im Gegensatz zu den nativen Wasserproben aus Rhein und Elbe zeigten die Wasserproben aus dem
Sanierungsgebiet der Gaswerke Dusseldorf einen deutlichen genotoxischen Effekt, der sich im Falle
der August-Probe noch bis zu einer 1:10-Verdinnung nachweisen liel3. Die unverdiinnten Proben wie-
sen zudem eine deutlich cytotoxische Wirkung auf. Durch die reproduzierbaren Effekte in einer Ver-
dunnungsreihe konnte gezeigt werden, dal? man mit isolierten Hepatocyten aus Fischen auch in gerin-
geren Konzentrationen Genotoxizitat nachweisen kann. Der Nachweis von DNA-Schaden nach Inku-
bation mit derartig stark kontaminierten Proben ist jedoch nicht als représentativ fiir Genotoxizitatsbe-
stimmungen in nativen Wasserproben in unserer Umwelt anzusehen.
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In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, inwieweit mit einem Kurzzeit-Genotoxizitétstest noch
Effekte in Oberflachengewéssern wie Rhein, Elbe und Neckar bei sich weiter verbessernder Wasser-
qualitat Gberhaupt mdglich sind. Hier liegt wohl das Potential von Bioassays wie dem Comet Assay
mit Fischzellen und Fischen wohl eher in der Detektion und Charakterisierung von Schadereignissen.
Bei den isolierten Primarzellen im In vitro-Ansatz sowie den Fischen im In vivo-Ansatz handelt es
sich ja um Testsysteme mit einer gewissen Reaktionsbreite auf die Einwirkung gentoxischer Noxen.
Aufgrund ungeschédigter Reparaturmechanismen muf3 die Schadwirkung des Ereignisses erst ein er-
hohtes Niveau erreichen, um Uberhaupt mit dem Assay detektiert werden zu kdnnen. Hierin liegt des-
halb auch die Bedeutung derartiger Verfahren, da die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den intakten
Organismus mit deutlich weniger Annahmen verbunden ist. Wie die eigenen Freilanduntersuchungen
zeigen ist die Abbildung synergistischer und akkumulativer Effekte, wie sie in der Umwelt auftreten
kénnen in Labor-In vitro-Experiementen allerdings nicht méglich.

4.3 Invivo-Untersuchungen

4.2.1 Invivo-Untersuchungen mit den Monosubstanzen

Der Zebrabérbling (Danio rerio) ist ein geeigneter Modellfisch fiir toxikologische Prifungen an Fi-
schen, da der Platzbedarf zur Zucht und zur Durchfuihrung der Experimente sehr gering ist. Es werden
auch flr In vivo-Experimente nur geringe Mengen Testgut (750 mL) pro Versuch benétigt, was das
Volumen von Wasserproben und die Abwassermenge von Substanzprifungen gering halt. Aufgrund
seiner leichten Haltung und Nachzucht avancierte der Zebrabérbling zu einer der am besten unter-
suchten Fischarten in der biologischen Forschung (Collodi, 1992). Es existieren zahlreiche Zucht-
stdmme, die genetisch gut untersucht bzw. veréndert sind, so daft man fiir toxikologischen Studien auf
viele Vergleichsdaten und Tiere mit bekannten Stoffwechseleigenschaften zuriickgreifen kann (Collo-
di, 1992; Streisinger, 1984).

Die Ergebnisse aus der dreitdgigen Belastung mit 2-Acetylaminofluoren ergaben fur diese Substanz
keine DNA-schadigende Wirkung auf Leber- und Kiemenzellen von Danio rerio. Die im Comet As-
say nach In vivo-Exposition nachgewiesenen Effekte traten in Kiemenzellen nur einmal bei einer Kon-
zentration von 11,0 mg/L auf und waren aufgrund der schwankenden Toxizitatsgrenze nicht reprodu-
zierbar. Auch die in Hepatocyten aufgetretenen DNA-Schaden waren nur sehr gering, nicht konzen-
trationsabhéngig und traten nahe der Toxizitatsgrenze auf, weshalb Sekundareffekte durch die ange-
griffene Konstitution der Tiere nicht auszuschlieRen sind. Unterstiitzt wird diese Theorie durch die
Ergebnisse der In vitro-Untersuchungen an Hepatocyten und Kiemenzellen von Danio rerio, die zei-
gen, daf erst durch eine exogene Aktivierung mit S9-Préparaten in Kombination mit einer deutlichen
Verlangerung der Expositionszeit von 2 h auf 20 h die genotoxische Wirkung von 2-Acetyl-
aminofluoren zumindest in Hepatocyten induziert werden konnte.

Leber- und Kiemenzellen von Danio rerio wiesen nach 3 d In vivo-Exposition mit 2,5-10,0 mg/L Ben-
zo[a]pyren keine mit dem Comet Assay nachweisbaren DNA-Schéden auf. Obwohl (Buchmann et al.,
1993) die starke Induktion von P-450 Isozymen durch 2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-p-Dioxin in Danio
rerio beschrieben, korrelierte dies nicht mit der von Hsu und Deng (1996) (Hsu und Deng, 1996)
nachgewiesenen geringen Adduktbildung in der Leber. Eine mégliche SchlulRfolgerung hieraus ware,
daB Danio rerio offensichtlich tber ein Cytochrom P-450-System verfligt, welches gegentber Ben-
zo[a]pyren zu unspezifisch ist, um nachweisbare DNA-Schaden in Zeitrdumen von Tagen zu verursa-
chen. Um die ausbleibende Reaktion im In vivo-Ansatz mit Benzo[a]pyren naher zu untersuchen,
wurden 6 Zebrabarblinge 5 Tage vor Beginn der Belastung mit 0,252 mg / L Benzo[a]pyren mit 15
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mg/kg R-Naphthoflavon vorinduziert, um die Biotransformationsenzyme der Fische schon vor Beginn
des Experiments zu stimulieren. Hiermit sollte n&dher beleuchtet werden, ob die ausbleibende Reaktion
im Comet Assay mit der geringen DNA-Reparaturkapazitat von Fischen (Maccubbin 1994) oder aber
einer moglichen geringen Biotransformationskapazitat bzw. -induktion assoziiert ist. Im Gegensatz zu
den In vivo-Experimenten ohne Vorinduktion, in denen mit dem Comet Assay keine genotoxischen
Effekte detektiert werden konnten, zeigten in diesem Experiment zumindest 2 Fische signifikant er-
hohte Tail Moment-Werte im Vergleich zu allen drei Kontrollfischen.

Dies Ergebnis deutet in Ubereinstimmung mit den In vitro-Befunden, in denen mit exogener Metaboli-
sierung durch Sauger-S9-Praparate gearbeitet wurde, darauf hin, dal3 das Cytochrom P450-System des
Zebrabarblings wohl nur eine geringe, aber doch induzierbare Metabolisierungskompetenz gegeniiber
Benzo[a]pyren besitzt. Die im Gegensatz zu Saugerzellen gering ausgepragte Fahigkeit zur Excisions-
reparatur (Maccubbin, 1994), die als Hauptreparaturweg zur Eliminierung grofRer Addukte an der
DNA anzusehen ist (Waters et al., 1992), und damit der zugrundeliegende Mechanismus ist, der die
Detektion von DNA-Fragmentierung im Comet Assay ermdglicht, durfte aber auch in diesem Experi-
ment flr den geringen Effekt verantwortlich sein. Hierbei kdnnte auch die Wahl des Induktors ein
deutlicheres Ergebnis verhindert haben, denn (Collodi et al., 1994) konnten in Zebrabarblingszellen
TCDD -induzierbares, der 1Al-Isoform der Regenbogenforelle homologes P450 nachweisen; im Ge-
gensatz zu diesem lieR es sich aber nicht Uber einen weiteren typischen Induktor, das R-
Naphthoflavon, induzieren.

Andererseits kann Benzo[a]pyren auch Uber Konkurrenzreaktionen wie die Glucoronsaure-, Gluthati-
on- sowie Sulfatkonjugation detoxifiziert werden. Sikka et al. (1991) konnten am Amerikanischen
Katzenwels (Ameiurus nebulosus) zeigen, dal? sich diese Konkurrenzreaktion erst nach langerer Expo-
sition der Tiere in Richtung Aktivierung/Adduktbildung verschiebt, somit waren die drei Tage Expo-
sition der Zebrabérblinge aus dieser Sicht zu kurz. (Hooftman, 1981; Hooftman und Vink, 1981)
konnten im Hundsfisch (Umbra pygmaea) sowie im Prachtgrundkérpfling (Notobranchius rachowi)
Chromosomenaberrationen nach In vivo-Belastung mit Benzo[a]pyren nachweisen, allerdings zeigte
sich ein deutlicher zeitlicher Anstieg mit der héchsten Aberrationsrate erst nach sechs Tagen. In diese
Richtung weisen auch die Comet Assay-Ergebnisse aus dem Life-Cycle-Experiment mit Ben-
zo[a]pyen, hier konnten DNA-Schaden nach chronischer Belastung von Zebrabérblingen mit Ben-
zo[a]pyren im ng/L-Bereich nachgewiesen werden.

Zusétzlich zu den hier aufgefihrten Grinden tragt auch die geringe Fahigkeit von Fischen zur Nu-
kleotid-Excisionsreparatur (Maccubin, 1994) (nachweisbar im Comet Assay als indirektes Mal3 fur die
Adduktbildung) dazu bei, da im Comet Assay mit Danio rerio in vivo keine Effekte nachzuweisen
sind. Hier konnte das *P-Postlabelling zum direkten Nachweis der Addukte Klarheit verschaffen
(Gupta, 1996; Hsu und Deng, 1996; Mu und Sancar, 1997). Im In vitro-Ansatz mit exogener S9-
Aktivierung aus einem S&uger konnten in diesem Konzentrationsbereich mit Benzo[a]pyren tatsach-
lich deutliche Effekte aufgezeigt werden.

Die im Comet Assay mit Danio rerio in Hepatocyten nachgewiesenen DNA-Strangbriiche nach Expo-
sition gegenuber Dimethylnitrosamin sind auf AP-Stellen im Zuge der Basen-Excisionsreparatur zu-
riickzufiihren, da vom O°-Methylguanin, einem der haufigsten Alkylierungsprodukte der DMNA-
Belastung, kein Einflul auf die DNA-Integritat bekannt ist. Die unterschiedliche Sensitivitat von Ge-
weben gegenuber DMNA ist bereits nachgewiesen worden und wird vor allem mit der metabolischen
Kapazitat des jeweiligen Cytochrom P450-Systems korreliert (Kerklaan et al., 1983). Das organotrope
Verhalten von DMNA wurde auch in den In vitro-Untersuchungen bestatigt, Hepatocyten wiesen nach
DMNA-Belastung DNA-Schéden auf, in Kiemenzellen konnte mit den gleichen Konzentrationen kein
Effekt erzielt werden.. In vivo weist die Leber ebenfalls DNA-Schéden auf. Dieses deckt sich mit Er-
gebnissen von Hsu und Deng (1996), die die grofRere metabolische Kapazitat der Leber von Zebrabar-
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blingen im Vergleich zu anderen Geweben in vivo beschreiben, sowie mit den histologischen Untersu-
chungen von Khudoley (1984) zur bevorzugten Tumorinduktion durch DMNA-Belastung in der Leber
von Fischen.

Nitrofurantoin zeigte bis 40,0 mg/L keine genotoxische Wirkung auf Leber- und Kiemenzellen von
Danio rerio nach In vivo-Exposition tber 3 d. Hierbei sind Adaptionsprozesse der belasteten Zellen an
ein erhohtes Level reaktiver Sauerstoffspezies und Nitroradikale denkbar, ebenso wie mdgliche Aus-
scheidungswege des Organismus, die im In vitro-Ansatz in der Zellkultur nicht realisierbar sind. Da
oxidativer StreR aufgrund der Uberlastung der ihm entgegenwirkenden Enzymsysteme wie z.B. Kata-
lase oder Superoxid-Dismutase entsteht (Di Guiseppi und Fridovich, 1990) ist ein Gleichgewicht zwi-
schen metabolischer Aktivierung und Entgiftung in Danio rerio denkbar.

4-Nitroquinolin-N-oxid erwies sich auch in vivo als die am starksten genotoxische Substanz im Comet
Assay. 9,5 ug/L erzeugten in Leber und Kieme deutliche DNA-Schaden. Diese nicht zellspezifische
Wirkung wurde schon in In vitro-Untersuchungen bei Expositionszeiten ab zwei Stunden nachgewie-
sen. Die positiven Ergebnisse nach kurzer Expositionszeit sprechen fir eine urséchliche Beteiligung
des oxidativen Stresses am Wirkungsmodus von 4-Nitroguinolin-N-oxid, welches aber auch Addukte
an der DNA bildet, wie Harvey und Parry (1998) nach Belastung von Muscheln nachweisen konnte.
Die im allgemeinen schlechte Fahigkeit von Fischen zur Excisionsreparatur (Maccubin, 1994) und der
doppelte Aktivierungsweg von 4-Nitroquinolin-N-oxid kann als Ursache der hohen Genotoxizitét bei
vergleichsweise niedrigen Belastungenkonzentrationen angesehen werden.

4.3.2 Untersuchungen zum Nachweis genotoxischer Substanzen in Wasserproben im In vivo-
Ansatz

Die Untersuchungen von sechs nativen Wasserproben lieferten erste Erkenntnisse tiber die Anwend-
barkeit des In vivo-Testsystems im Biomonitoring. Zwei Wasserproben (Rhein bei Karlsruhe, Sanie-
rungsgebiet der Gaswerke Dusseldorf) verursachten DNA-Schaden nach dreitdgiger In vivo-Belastung
von Danio rerio in den Hepatocyten, wobei die Sanierungsprobe wegen ihrer starken Verschmutzung
1:3 verdinnt wurde und als ein Sonderfall der Priifung von Oberflachengewdssern angesehen werden
muf. Auch Alink et al. (1980) und Hooftman und Vink (1981) konnten in Wasserproben aus dem
Unterlauf des Rheins in den Niederlanden nach In vivo-Belastung von Umbra pygmaea Genotoxizitét
feststellen. Allerdings hat sich die Wasserqualitét des Rheins in den letzten 20 Jahren deutlich verbes-
sert (Den Besten, 1995). Die Kiemenzellen wiesen in denselben Versuchen keine DNA-Schéaden auf,
was die Bedeutung der metabolischen Kapazitét der Leber unterstreicht. Die leichte - aber nicht stati-
stisch signifikante - Erhéhung der Tail Moment-Werte der Kiemenzellen nach der Belastung mit der
Sanierungsprobe konnte auf die Nachweisbarkeit von sehr hohen Belastungen hindeuten, es scheint
aber auch bei hohen Belastungen sinnvoller, die auf Gentoxine sensitiver reagierenden Hepatocyten
fiir In vivo-Prifungen zu verwenden.

Die im In vitro-Ansatz positiven Elbe-Proben vom Oktober 1997 zeigten in vivo keine genotoxischen
Effekte auf Hepatocyten und Kiemenzellen. Dieses laft sich mit den Ergebnissen aus den Monosub-
stanzprufungen korrelieren, in denen sich der In vitro-Ansatz als deutlich sensitiver gegeniiber den
meisten Monosubstanzen erwiesen hatte. Der Vergleich zwischen In vivo- und In vitro-Ansatz zeigt
somit, daB das In vitro-Experiment deutliche Vorteile hat, denn neben der deutlich hoheren Sensitivitat
spielen auch die geringeren Probenvolumina und der niedrigere Zeitaufwand fiir die Eignung als Rou-
tinetest eine wesentliche Rolle. Trotzdem bleibt der In vivo-Ansatz als exemplarisch durchgefihrter
Test eine wertvolle Ergdnzung, besonders unter dem Gesichtspunkt der Ergebnisinterpretation und der
Beurteilung des Gefahrdungspotentials in vitro positiver Proben flir den Organismus.
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4.2.1 Untersuchungen zur genotoxischen Belastung von Zebrabarblingen aus einem Life-Cycle
Experiment mit 4-Nitroquinolin-N-oxid und Benzo[a]pyren

In einem Life-Cycle Test mit dem Zebrabérbling und 4-Nitroguinolin-N-oxid konnten schliellich
Diekmann et al. (1998) zeigen, dal3 sich bei einer 10 fach héheren Konzentration als die der Nach-
weisgrenze im Comet Assay mit Fischzellen deutliche Effekte auf der Populationsebene chronisch
belasteter Tiere einstellten. Primérzellen aus Tieren der Belastungskonzentrationen 0.3, 0.9, 2.7 und
8.1 pg/L konnten im Comet Assay auf DNA-Schaden getestet werden und zeigten dosis-abhangige
DNA-Fragmentierung. Auch weitere Genotoxizitastests wie die Alkalische Filterelution, der Mikro-
kern Test sowie der UDS-Test (Unscheduled DNA synthesis) wurden mit Tieren aus diesem Experi-
ment durchgefiihrt und zeigten vergleichbare Resultate (Diekmann et al., 1998). Die néchsththere
Konzentration im Life-Cycle (24 ug/L) konnte nicht untersucht werden, da es hier bereits zu einem
Populationseinbruch kam. Die In vitro-Nachweisgrenze fiir 4-Nitroquinolin-N-oxid mit den unter-
suchten Fischzellen liegt bei 1.9 pg/l und in vivo bei 9.5 pg/L, bei 24 pg/L uberlebten in den beiden
Parallelen im Life Cycle nur 12 % bzw. 22 % der belasteten Tiere den Life Cycle Test (Diekmann et
al., 1998).

Ein weiterer Life-Cycle mit Benzo[a]pyren zeigte ebenfalls leichte Effekte in den untersuchten Pri-
maérzellen im Comet Assay, die tatséchlichen Ist-Konzentrationen waren aber sehr gering (héchste Ist-
Konzentration: 193 ng/L), und eine biologische Wirkung auf der Populationsebene war nicht zu er-
kennen (Diekmann et al., 1998). Dies kann aber als ein erster Hinweis auf die Wichtigkeit von chroni-
schen Tests und In situ-Untersuchungen (siehe hierzu auch Kapitel XX: Freilanduntersuchungen) im
Umweltscreening verstanden werden, denn Benzo[a]pyren konnte In vitro in seiner Wirkung erst bei
252 pg/L und in vivo nach 72 h Exposition gar nicht nachgewiesen werden.

Generell ist eine vergleichende Bewertung der Ergebnisse schwierig, da es zu Gentoxinen und Life-
Cycle Experimenten praktisch keine Daten gibt. Fir die vorliegende Arbeit mit dem Comet Assay und
Primarzellen erwiesen sich diese Versuche jedoch als sehr wertvoll, da sie eine deutliche Korrelation
zwischen positiven Comet Assay-Daten und biologischen Effekten auf der Populationsebene zeigen
konnten, und dies bei Konzentrationen, die im Comet Assay nicht zu weit von der Nachweisgrenze
entfernt sind.

4.4  Vergleich verschiedener Endpunkte in der Auswertung des Comet Assays

In den letzten Jahren hat sich als Endpunkt der Auswertung des Comet Assays das Tail Moment
durchgesetzt, eine Entwicklung, die nur durch die Verbreitung Computer-gestutzter digitaler Auswer-
tesysteme maoglich wurde. Zu Beginn der Entwicklung des Comet Assays Ende der 80°iger Jahre wur-
de die Schweiflange (Tail Length) gemessen, ein Endpunkt, der sich auch mit Hilfe des Okularmikro-
meters ohne weitere technische Ausstattung am Fluoreszenzmikroskop bestimmen 1&R3t. Wahrend der
Endpunkt Tail Length nur die Lange des Schweifes erfaldt, geht in den Wert Tail Moment Uber die
Fluoreszenzintensitat im Schweif auch die Haufigkeit der Interaktion genotoxisches Agens - DNA mit
ein. Die statistischen KenngréRen Mittelwert, Standardabweichung und Median zeigten allerdings, daf}
bei den gleichen, zufallig ausgewéhlten Datensatzen die Tail Moment-Werte eine viel hohere Streuung
aufwiesen als die Tail Length-Werte.

Die erneute statistische Auswertung der Monosubstanz-Untersuchungen mit dem Endpunkt Tail
Length erbrachte keine Unterschiede in den LOEC-Daten (Lowest Observed Effect Concentration) zur
standardméRigen Auswertung mit dem Endpunkt Tail Moment.

Bei der erneuten Auswertung der Wasserproben, hier kam es bei der Auswertung mit dem Endpunkt
Tail Moment haufiger zu geringen, nicht signifikanten Unterschieden zwischen den Kontrollen und
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den mit der entsprechenden Wasserprobe belasteten Zellen, zeigten sich aber deutliche Unterschiede
(siehe Abb. 83): die Auswertung nach Tail Length erbrachte 12 positive und 8 positiv verdéachtige
Wasserproben im Gegensatz zu 6 positiven Befunden mit dem Endpunkt Tail Moment. Vergleichende
Untersuchungen zur Auswertung verschiedener Endpunkte wurden zwar schon durchgefiihrt (Ashby et
al., 1995; Bocker et al., 1997; Durand und Olive, 1997), hierbei standen aber technische Fragen bzw.
Grundlagenuntersuchungen im Vordergrund. Trotzdem ist fiir die routinemaRige Anwendbarkeit und
flir die Interpretation der erhaltenen Ergebnisse auch die Standardisierung der Auswertung und ihrer
Parameter fiir die Akzeptanz und Durchfuhrbarkeit sowie fiir die Vergleichbarkeit der Ergebnisse von
grolier Bedeutung.

Die unterschiedliche Bewertung der Wasserproben-Daten mit den beiden Endpunkten Tail Moment
und Tail Length begriindet sich hierbei hauptsachlich auf die unterschiedlichen mathematischen Ei-
genschaften der erhaltenen Werte. Wahrend der MeRwert Tail Length (Median Kontrollen zwischen
17 — 19 um) vergleichsweise groR erscheint, ist das Produkt aus Tail Length und Fluoreszenzintensitét,
das Tail Moment in der Regel sehr klein (Median Kontrollen zwischen 0 u 1). Weiterhin wird die
Schweiflange in der verwendeten Konfiguration des Auswertesystems von Kopfmitte bis Schweifende
gemessen, ein grofer Teil des erhaltenen Wertes wird hierbei Uber die recht konstante ZellgréRe be-
stimmt.

Bremen

Abb. 83: Ergebnisse der Untersuchungen von nativen Wasserproben aus Rhein, Elbe, Wupper und Neckar mit
dem Comet Assay und primaren Hepatocyten aus dem Zebrabéarbling. Vergleich der beiden Endpunkte Tail
Moment (83 a)und Tail Length (83 b). Wasserproben in mindestens 2 Durchgdngen getestet, bei widerspriichli-
chen Ergebnissen wurde ein dritter Durchgang getestet. Grau: kein genotoxisches Signal mefbar; rot: in 2
Durchgéngen positiv, rot gemustert: ein positiver und ein negativer Durchgang (nur Tail Length, da Wasserpro-
ben mit dem Endpunkt Tail Moment bewertet wurden und dort zweimal negativ waren; die parallel erhobenen
Tail Length-Daten konnten erst nachtraglich statistisch bearbeitet werden).O0 Karlsruhe, [0 Trinkwasserreservoir
Wahnbachtalsperre, [0 Kéln, O Dusseldorf, O Schmilka, [0 Dessau/Mulde, 0 Schnackenburg, 00 Wupper, O
Neckar unterhalb Heidelberg.

Die gemessenen Unterschiede zwischen einzelnen Zellen sind hierbei vergleichsweise viel groRer
beziiglich des Endpunkts Tail Moment (kleinen Wert) als beim Endpunkt Tail Length (groRen Wert).
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Dies druckt sich auch in den viel groReren Standardabweichungen der Tail Moment-Daten aus. Somit
sind bei der Auswertung der Daten mit dem Endpunkt Tail Length aufgrund der geringen Variabilitat
der Rohdaten schon sehr kleine Unterschiede statistisch signifikant.

Da diese Methode einerseits bei gleicher Lange des Kometenschweifes unterschiedliche Intensitaten in
der Fluoreszenz des Schweifs als Ausdruck verschiedener Belastungsintensitaten nicht beriicksichtigt,
und andererseits sehr empfindlich reagiert, erscheint die Verwendung des Endpunktes Tail Moment,
besonders unter dem Gesichtspunkt biologischer Relevanz, als weiterhin gerechtfertigt. Allerdings
mufd in diesem Zusammenhang auch daraufhingewiesen werden, dal die auf der Grundlage der Co-
metenl&nge positiven Wasserproben durch Auswertung des Parameters Tail Length durchweg von den
stérker belasteten Standorten stammten.

45 Nachweis von DNA-Schaden an Freilandfischen aus dem Neckar mit dem Comet
Assay

Der Comet Assay sollte in einer weiteren Versuchsreihe als Indikatortest zur Detektion genotoxischer
Einflisse auf Fische aus dem Neckar herangezogen werden. Der Neckar wurde als Untersuchungsge-
waésser ausgewahlt, da es zu diesem FlufR und seiner durch vielféltige Belastungen geprégten Ge-
schichte gute Referenzdaten gibt (Muller, 1986, 1991, 1992; Miiller et al., 1993); in den 70er Jahren
galt er als ungewohnlich stark belastetes Gewésser (Forstner und Muller, 1974). 1972 erstmalig vom
Institut fir Sedimentforschung in Heidelberg (Mdller, 1992) durchgefuihrte Untersuchungen Uber die
Schwermetallbelastung der Tonfraktion der Sedimente wichtiger FlieRgewésser der Bundesrepublik
Deutschland wiesen den Neckar als den am hodchsten mit Cadmium, Chrom und Nickel belasteten
FIluR aus (Banat et al., 1972). In den Jahren 1979, 1985 und 1990 erneut durchgeflhrte Untersuchun-
gen zeigten, dal3 die Schwermetallbelastung der Neckarsedimente insgesamt stark zurlickgegangen
war (Mdller et al., 1993). Dieser Rickgang vollzog sich vor allem zwischen 1972 und 1985 als Folge
des verstarkten Baus und Ausbaus industrieller wie kommunaler Klaranlagen im gesamten Neckar-
Einzugsgebiet. Der heutige, biologisch-6kologische Zustand des Neckars z.B. bei Eberbach wird je-
doch noch immer als kritisch betrachtet (Gewassergiteklasse 11-111). Neben der Belastung durch Wel-
lenschlag bei Schiffsverkehr, thermische Belastung durch Kraftwerksanlagen und Schleusenbetrieb
weisen verschiedene chemisch-physikalische Parameter zum Teil auf noch immer hohe stoffliche Be-
lastungen hin (Geier, 1994). Anhand eines mit Zellinien durchgefiihrten Cytotoxizitatstzests liel’ sich
in vitro ein toxisches Potential im Sediment und Porenwasser einer Flachwasserzone bei Eberbach
feststellen (Geier, 1994), eventuelle Auswirkungen auf die Biozonose miiRten hierbei allerdings noch
abgeklart werden. Dies kdnnte auf der Tatsache beruhen, dal? eine Verbesserung der Sedimentqualitét
nicht die in den Stauhaltungen zur Ablagerung gelangten und dort verbliebenen Altsedimente mit ein-
bezieht. Diese enthalten neben hohen Konzentrationen an Schwermetallen (iberdies auch hohe Kon-
zentrationen an polychlorierten Dioxinen und Furanen (Muller, 1992). Ob bei einer Resuspendierung
z.B. die durch einsetzendes Hochwasser stolRweise Freisetzungen und Mobilisierung dieser Schadstof-
fe bedenkliche Auswirkungen auf Organismen zu erwarten sind, bleibt weiterhin ungeklart.

Der heutiger Fischbestand des Neckars belduft sich auf 35 Arten (Ulrich, 1991). Bei den Probenahmen
mit dem Senknetz war 1996 der Griindling (Gobio gobio) mit cirka 11.5 % vertreten, das Rotauge
(Rutilus rutilus) hielt einen Anteil von 18.3 %, 1998 waren es 24.8 % fur den Griindling und 10,7 %
fur das Rotauge. Insgesamt konnten 1996 13 und 1998 17 Arten nachgewiesen werden. Das vorgefun-
dene Artenspektrum vor allem aus Jungfischen von Fischarten mit unterschiedlichen Lebensrauman-
sprichen 1aBt keine Riickschlusse auf eine Belastung des Lebensraumes zu. Auch die nachgewiesenen
Arten und der allgemeine Zustand der vermessenen Rotaugen aus der 1996 durchgefiihrten Untersu-
chung zu cytopathologischen Veranderungen in Leber und Kieme zeigte wenig Auffélligkeiten
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(Schnurstein, 1996). Die cytologische Untersuchung zeigte allerdings ein anderes Bild: 15 % der ein-
jahrigen Rotaugen wiesen Verénderungen der Leber auf, die auf Tumorvorstufen hindeuten (Schnur-
stein, 1996). Diese als Spongiosis hepatis beschriebenen Stérungen des Leberparenchyms konnten in
verschiedenen Studien mit deutlich kontaminierten Standorten korreliert werden (Couch, 1991; Moore
und Myers, 1994).

Die nach den In vitro-Vorversuchen beobachteten Effekte bei Belastung von isolierten Primérzellen
aus Grundling und Rotauge mit den Monosubstanzen lieBen einen Vergleich mit dem Zebrabérbling
zu. Wéhrend fur 4-Nitroguinolin-N-oxid &hnliche Nachweisgrenzen ermittelt werden konnten, zeigten
sich fiir Benzo[a]pyren doch deutliche Unterschiede zwischen den untersuchten Arten. (Ericson et al.,
1999) wiesen in der Adduktpersistenz von PAHs in Fischen auf deutliche Artunterschiede hin. Nach
den In-situ-Experimenten konnten fir alle drei Fischarten (Grlndling, Rotauge und Bachforelle) stati-
stisch signifikante Unterschiede in der Effektauspragung in den Primérzellen der Freilandfische ge-
genuber der Kontrolle dokumentiert werden. Hierbei wurden die Labortiere am Fangtag mit auf die
Freilandexkursion genommen, um fiur alle Versuchsgruppen vergleichbare Stressbedingungen zu
schaffen. Nach Pottinger und Calder (1995) ist der Faktor Stress eine hdufig bersehene Grofe, gerade
bei stressempfindlichen Untersuchungsobjekten wie Fischen, und kann deutliche Konsequenzen fir
die Ergebnisse aus Toxizitatsuntersuchungen haben.

Neben den Kiemenzellen gehdrten bei den Freilandtieren die Darmzellen zu den am meisten gesché-
digten Geweben. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Untersuchungen von Streit (1990), der die Wir-
kung von Umweltchemikalien auf aquatische Organismen entweder durch &uRerern Kontakt, z.B. an
empfindlichen Membranen (Kiemen), oder aber nach einer Akkumulation in speziellen Kérpersenken
beobachtete. Er konnte fur das Pestizid Atrazin (Herbizid) nachweisen, daR die Aufnahme primar (ber
Korperoberflachen wie die Kiemen erfolgt. Bei seinen Ergebnissen zeigte die Leber, obwohl nur (ber
den Umweg Kieme-Blut-Leber kontaminierbar, als stark fetthaltiges Organ nach den Kiemen den glei-
chen Kontaminationswert wie das AuRenmillieu. Dal} der Gastrointestinaltrakt in Sdugern wie in Fi-
schen ebenfalls zu den Hauptzielorganen kanzerogen und mutagen wirkender Agentien wie Ben-
zo[a]pyren, heterocyclischen Aminen und Furanderivaten gehort, belegen zahlreiche neuere mit dem
Comet Assay durchgefiihrten Experimente (Buchmann et al., 1993; Lemaire et al., 1992; Sasaki, et al.,
1998; Sasaki, 1997). Hsu und Deng (1996) konnten zeigen, dal? sich bei Belastung von Zebrabarblin-
gen mit geringen Konzentrationen von Benzo[a]pyren Addukte hauptsachlich in der DNA der Darm-
zellen nachweisen lieRen. Auch die altersabhangige Zunahme der genotoxischen Effekte bei dreijéhri-
gen Rotaugen stimmen mit Ergebnissen von Streit (1990) uberein, der fur Cadmium-Konzentrationen
in FluBnapfschnecken (Ancylus fluviatilis) die hohere Belastung alterer Individuen beobachten konnte,
diese altersabhé&ngige Schadstoff-Akkumulation zeigte sich auch fir S&ugetiere. Eine Akkumulation
dieser Schadstoffe im Gewebe und die daraus resultierende chronische Belastung und Schadigung von
Organen ist also durchaus denkbar, da die genotoxikologische Wirkung von Xenobiotika entweder auf
der Beeintrachtigung spezieller Strukturen beruht oder in einer allgemeinen, andauernden Stressreakti-
on resultiert (Streit, 1990). In letzterem Fall ist vor allem der Faktor Zeit als maligeblich fur die Toxi-
zitdt einer Substanz zu betrachten.

Inwieweit diese Ergebnisse Riickschlisse auf die momentane Gewasserqualitat des Neckars und den
Gesundheitszustand der Tiere zulassen ist fraglich. Aufgrund der vielféltigen und wechselhaften
Schadstoffquellen denen die Fische in ihrem aquatischen Lebensraum ausgesetzt sind, ist es nicht
maoglich, einfache Wirkungs- und Wechselbeziehungen zwischen nachgewiesenen Xenobiotika und
dem Belastungszustand der Tiere aufzustellen. Jedoch belegen auch die in friheren Arbeiten (Schnur-
stein, 1996) nachgewiesenen cytopathologischen Schaden an Jungfischen der Generation 1+ fur den
Neckar nach wie vor eine deutlich vorhandene Kontamination.
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Im Gegensatz zu den Freilandfischen, die zumindest in Kiemen- und/oder Darmzellen haufig DNA-
Schéden aufwiesen, konnte bis auf eine Ausnahme in den in vitro untersuchten Wasserproben keine
Genotoxizitat festgestellt werden. Hierbei muB3 allerdings auch daraufhin gewiesen werden, da3 das
Ausmal der Schadensauspréagung in den Primarzellen der Freilandfische zwar statistisch signifikant
erhoht, aber nur in Ausnahmefallen als starkes Signal zu bezeichen war. Gerade in diesem Bereich der
Schadensdetektion miissen nun vermehrt Anstrengungen unternommen werden, diese in ihrer biologi-
schen Bedeutung zu charakterisieren (siehe hierzu auch Mikronukleus Test 4.6.1, sowie die Life-Cycle
Ergebnisse, 4.6.4).

Wiéhrend die groReren Vorfluter durch deutliche Verbesserungen der Abwasserentsorgung uber indu-
strielle und kommunale Kléranlagen in den letzten Jahren erheblich entlastet wurden sind kleinere
FlieBgewasser durch Zuleitung von bereits geklartem Abwasser aus industriellen und kommunalen
Bereichen noch haufig Uberlastet. In trockenen Sommern kann die Wasserflihrung dann hauptséchlich
aus geklarten Abwéssern bestehen, ein Verdiinnungseffekt im Vorfluter ist dann nicht mehr gegeben.
Dieses deutete sich am Beispiel der Bachforellen aus dem Forellenbach bei Waldhilsbach an. In die-
sem unabhangigen Versuch wurden drei Wildfange unterhalb der Einleitungsstelle einer Kléaranlage
fir ein Klinikum am Kdénigsstuhl enthommen und mit Kontrolltieren aus dem Labor im Comet Assay
verglichen. Auch in diesem Experiment konnten deutliche DNA-Schadigungen bei den Freilandtieren
nachgewiesen werden. Ahnliches konnte auch fur Stichlinge aus dem Kraichbach beobachtet werden.
Im Unterschied zu den bisher Untersuchungen an Rotaugen und Griindlingen aus dem Neckar sowie
den Bachforellen zeigten die Kiemenzellen als direkt exponierte Zellen im Grad der DNA-
Fragmentierung keine Unterschiede zur Kontrolle, wahrend die Hepatocyten einen deutlichen DNA-
Schaden aufwiesen. Dieses kann als ein Hinweis auf indirekt wirkende und/oder lipophile genotoxi-
sche Substanzen verstanden werden, den die Entgiftungs- und Metabolisierungsprozesse laufen vor
allem in der Fischleber ab; weiterhin finden sich in den Hepatocyten von verschiedenen Fischen hau-
fig grofere Fettdepots.

4.6 Vergleichende Untersuchungen zur genotoxischen Belastung von Fischen

4.2.1 Mikrokern-Untersuchungen

Der Mikronukleus-Test ist ein haufig eingesetzter Test zur Erfassung des gentoxischen Potentials von
Chemikalien und Umweltproben in Tieren, Pflanzen sowie Zellkulturen (Abend et al., 1996; Albertini
und Kirsch-Volders, 1997; Albertini, et al., 1997; Ashby and Beije, 1985; De Stoppelaar, et al., 1997;
Eckl and Raffelsberger, 1997; Ellahuene, 1997; Fenech, et al., 1997; Gauthier, 1996; Grant, 1994;
Hermine, et al., 1997; Ma, et al., 1996; Moore, et al., 1996; Surallés and Natarajan, 1997); ein
Schwerpunkt ist hierbei der Einsatz mit Fischen im Biomonitoring der aquatischen Umwelt (Al Sabti,
1986, 1995; Al Sabti and Metcalfe, 1995; Belpaeme, et al., 1996, 1997; De Flora, et al., 1993; Deven-
ter, 1996; Poongothai, et al., 1996; Rao and Neheli, 1996; Sugg, 1996). Wie in der nebenstehenden
Abb. 84 skizziert, entstethen Mikrokerne durch Kondensation von Chromosomenbruchstiicken oder
auch von ganzen Chromosomen im Cytoplasma, nachdem sie nach erfolgter Kernteilung nicht in den
entsprechenden Tochterkern mit aufgenommen wurden (Al Sabti, 1995). Im Rahmen der vorliegenden
Untersuchung sollte geklart werden, ob sich das Phdnomen DNA-Strangbruch, welches im Comet
Assay gemessen wird, in weiteren genotoxisch relevanten Endpunkten manifestiert. Aus diesem
Grund wurden die Substanzen 4-Nitroquinolin-N-oxid  (4-NQO), N-Methyl-N"-Nitro-N-
Nitrosoguanidin (MNNG) und Benzo[a]pyren in den auch im Comet Assay verwendeten Konzentra-
tionen und mit einer Expositionszeit von 20 h mit RTG-2 Zellen getestet.
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Alle 3 Substanzen induzierten in unterschiedlichem

Ausmal die Bildung von Mikrokernen. Wahrend fir 4- i \o&/)
NQO ab 19 pg/L eine reproduzierbar signifikante Er- Metaphase %Z%%
% S

hohung festgestellt werden konnte, zeigten die

MNNG-belasteten Zellen erhéhte Werte, die aber stati-

stisch nicht signifikant waren. Da sich in diesen Unter-

suchungen recht hohe Standardabweichungen ergaben, /
kann hier die geringe Zahl an Versuchswiederholungen / zele
(n = 2) dafur verantwortlich zeichnen. Benzo[a]pyren
konnte nur in einem Versuch getestet werden, die bela-
steten Zellen zeigten hier eine deutliche Zunahme an
Mikrokernen. Babich et al. (1990) zeigten in ihren
Experimenten die Eignung von permanenten Fischzel-
linien, am Beispiel der BG/F-Zellen aus Flossengewe-
be eines amerikanischen Sonnenbarsches (Lepomis
macrochirus) fir Genotoxizitatsuntersuchungen mit
dem Mikrokern Test auf. Die Induktion von Mikroker-
nen in RTG-2 Zellen durch Benzo[a]pyren konnten
auch Kohlpoth et al. (1999) in ihren Untersuchungen
zeigen, allerdings ergaben sowohl die mikroskopisch
wie auch flieBcytometrisch ausgewerteten Versuche in
diesen Experimenten ungewoéhnlich hohe Mikrokern-
Inzidenzen. Abb. 84: Schematische Darstellung der Entste-
Fir alle getesteten Substanzen konnte dariiberhinaus hung von Mikrokernen im Rahmen einer Zell-
bei einer Verringerung der Teilungsaktivitit in den ilung. *) Chromosomen / -fragment ohne
belasteten Zellgruppen eine deutliche Zunahme aber- Kontakt Z{Jm Spindelapparat. Nach Al-Sabti,
ranter Zellteilungsstadien als mdgliche Vorlaufer- (1995) verandert.

Stadien, die zur Ausbildung eines Mikrokerns fiihren, beobachtet werden. Nach 4 NQO-Belastung
konnte auch eine Haufung von Chromosomen-Briicken in der Anaphase beobachtet werden; derartige
aberrante Teilungsstadien fuhren zum Absterben der betroffenen Zellen (Hagen 1994). Diese Beob-
achtungen konnten im Verlauf der vorliegenden Studie nicht néher quantifiziert werden, sie stellen
aber sehr wohl auch ein potentiell zu erfassenden Endpunkt in gentoxikologischen Untersuchungen
dar. Im Gegensatz zu dem ,Durchgangsphédnomen* Strangbruch als Endpunkt im Comet Assay stellt
der Verlust von Chromosomenbruchstiicken oder sogar ganzen Chromosomen, wie im Mikronukleus
Test beobachtet, einen irreparablen genetischen Schaden, mit mdglicherweise schwerwiegenden Fol-
gen sowohl fiir die betroffenen somatischen Zellen als auch als mdglicher vererbarer Schaden dar, falls
dieses Ereignis in den Keimzellen auftritt.

Da die Mikrokern-Untersuchungen nur in deutlich weniger Versuchswiederholungen getestet werden
konnten, ist, bei den vorhandenen hohen Standardabweichungen in biologischen Testsystemen, ein
exakter Sensitivitatsvergleich mit den Comet Assay-Daten nicht méglich. Einzig fur 4-NQO konnten
drei Wiederholungen durchgefuihrt werden. Die Nachweisgrenze von 19 ug/L liegt relativ nahe bei der
LOEC von 1.9 pg/L fur den Comet Assay. Die jeweils hdchste getestete Konzentration fur 4-NQO
und MNNG (keine Cytotoxizitdt nach 20 h im Comet Assay) zeigte nach 20 h Belastung mit folgender
72 h Postinkubation in gentoxin-freiem Medium, tber 90 % der Zellen in Apoptose &hnlichen Stadien
(siehe Abschnitt 4.6.2).

Der Mikrokern Test wurde vergleichend auch mit den Freilandtieren durchgefihrt, die im Comet As-
say auf DNA Schéden in primaren Hepatocyten, Kiemen- und Darmzellen untersucht wurden. Beson-

Anaphase

Kernmembran

Zellteilung

Tochterzellen Mikrokern
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ders in In vivo-Studien wurde der Mikrokern Test verstarkt eingesetzt (Belpaeme et al., 1996; Bolo-
gnesi et al., 1999; Lehmann, 1989). Hierfur wurden die kernhaltigen, reifen Erythrocyten dieser Fische
verwendet. Nach den vorliegenden Ergebnissen zeigten sowohl die Rotaugen als auch die Grindlinge
aus dem Neckar signifikant erhdhte Mikronukleus-Frequenzen. De Flora et al. (1993) konnten in Un-
tersuchungen die Induktion von Mikrokernen in Erythrocyten aus Fischen belasteter italienischer Flis-
se nachweisen und mit der Induktion von Entgiftungsenzymsystemen sowie der Mutagenitat von Gal-
lenflUssigkeit dieser Tiere im Ames Test korrelieren. Poongothai et al. (1996) konnten einen signifi-
kanten Anstieg der Mikrokernrate in Erythrocyten verschiedener heimischer Cichliden, Laby-
rinthfischen und Channidae aus den Klaranlagen-Auslaufen zeigen, wahrend Amerikanische Katzen-
welse (Ictalurus punctatus) aus den Kihlwasserteichen von Tschernobyl zwar erhéhte DNA-
Strangbruchraten mit der DNA-Aufwindungstest zeigten, allerdings keine im Vergleich zu den Kon-
trolltieren verénderten Mikrokern-Raten (Sugg, 1996).

Sowohl die untersuchten einjédhrigen Rotaugen als auch die heterogenere Gruppe der Griindlinge aus
dem Neckar zeigten eine hohe Variabilitat innerhalb der untersuchten Gruppen. Auch Burgeot et al.
(1996) konnten in Blutzellen aus Muscheln des gleichen Standorts in einer Biomonitoring-Studie ent-
lang der franzdsischen Mittelmeerkiste hohe interindividuelle Variabilitdaten in der Mikrokern-
Auspragung feststellen. Hierbei spielen Alter, Geschlecht, Erndhrungszustand sowie das Migrations-
verhalten der untersuchten Arten eine wichtige Rolle. Besonders bei den untersuchten Fischen aus
dem Neckar, die unterhalb der Kldranlage Neckarhausen enthommen wurden, sind unterschiedliche
Belastungsauspragungen aufgrund verschiedenen Migrationsverhaltens auch in einer bezlglich des
Alters so homogenen Gruppe wie die der einjahrigen Rotaugen durchaus maoglich. Weiterhin sind auch
unterschiedliche Reparatur- und Adaptationskapazititen in den genetisch unterschiedlichen Individuen
einer Art ein wichtiger Faktor, der zu der beobachteten Variabilitat beitragen kann (Sugg, 1996). An-
dere Methoden der In situ-Uberwachung wie das Einbringen von gewdsserfremden Tieren in Kafigen
wirde zwar eine exaktere Exposition (sowohl rdumlich wie auch zeitlich) genau definierter Individuen
zulassen, die Belastung eines frei lebenden Individuums kann damit aber nur unvollstandig abgebildet
werden. Auch Uber den Einfluf von Adaptationsprozessen der belasteten Tiere an die neue Umgebung
sowie Uber stressinduzierte Veranderungen durch die Kéfighaltung ist wenig bekannt, wobei patholo-
gische Veranderungen wie bakterielle Flossenfaule oder die Fischtuberkulose bekanntermalien haufig
stressinduziert sind (Amlacher, 1992).

Auch wenn sich aufgrund der testspezifischen Aufarbeitungen der direkte Vergleich Comet Assay-
Primarzellen und Mikrokern-Haufigkeit-Erythrocyten in einem Individuum letztendlich nicht véllig
schlissig fuhren 18Rt (die Primérzellen aus 3 Individuen wurden fiir einen Comet Assay Ansatz ge-
poolt), zeigte sich doch eine deutliche Ubereinstimmung zwischen den Befunden aus den beiden Ge-
notoxizitatstest fur die beiden Freilandfischarten Rotauge und Griindling sowie ihre entsprechenden
Labor-Kontrollgruppen: die erhéhten DNA-Strangbruchraten korrelieren mit einer erhohten Mikro-
kernrate.

Weiterfiihrende Arbeiten zur Auswirkung auf die genetische Integritat solcher mit Indikatortests als
genotoxisch belastet eingestufter Populationen, waren dringend notwendig, um den Stellenwert und
die Aussagekraft der Indikatortests zu validieren und einen mdoglichen Handlungsbedarf fundiert be-
grinden zu kénnen.

4.2.1 Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen von belasteten RTG - Zellen

Die Vorversuche zur Etablierung des Mikronukleus Tests mit RTG-2 Zellen zeigten nach dreitagiger
Exposition mit den im Comet Assay getesteten Konzentrationen von 4-Nitroquinolin-N-oxid, daB bei
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den mit 1.9 mg/L belasteten Zellen deutliche morphologische Veranderungen unter Aufldsung des
Monolayers beobachtet werden konnten; vergleichbare Symptome traten nach 5 Tagen auch bei der
Konzentration 190 pg/L auf. In den Belastungsgruppen 1.9 pg/L und 19 pg/L konnten keine Verande-
rungen im Vergleich mit den Kontrollzellen festgestellt werden. In den Untersuchungen mit dem Co-
met Assay mit einer Expositionszeit von 20 h konnte im Fluoresceindiacetat-Assay nach Strauss
(1991) bis zur Konzentration von 1.9 mg/L keine Cytotoxizitat festgestellt werden, es traten jedoch
vermehrt Kometenformen auf, die in der Literatur als Apoptose-Marker beschrieben wurden (Fairbairn
et al., 1995; Gopalakrishna und Khar, 1995; Olive et al., 1993).

Die Apoptose ist eine Form des Zelltods, bei der die betroffenen Zellen eine aktive Rolle in dem Pro-
zess Ubernehmen und damit das umgebende Gewebe schonen (Williams, 1991). Im Gegensatz dazu
kommt es beim Absterben der Zellen tber Nekrose zur Lyse der Zellen und damit zu eventuellen Be-
eintrachtigungen des umgebenden Gewebes. Bei einer massiven Belastung kommt es zur Nekrose;
geringerer Stress mit der Moglichkeit einer zelluldren Anwort fiihrt zur Apoptose (Cotter und Al Ru-
beai, 1995). Trump et al., (1997) weisen auf eine andere Terminologie hin, in dem sie der Apoptose
die Oncose gegeniiberstellten, wéhrend die degenerativen Zellverdnderungen der spaten Stadien beider
Prozesse als Nekrose bezeichnet wurden. Da in der vorliegenden Studie nur die Folgen einer im Co-
met Assay dokumentierten Genotoxizitat beleuchtet werden sollten und keine mechanistischen Unter-
suchungen zum Phanomen Zelltod durchgefihrt wurden, wird die alte Terminologie beibehalten.

Die Apoptose spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung vielzelliger Organismen, beispielsweise
durch morphogenen Zelltod bei der Gewebedifferenzierung in der Embryogenese, im physiologisch
bedingten Zellturnover eines Gewebes sowie in der Selektion der aktiven Zellen des Immunsystems
(Sgonc und Gruber, 1998). Im adulten Gewebe wird Homeostasis erreicht, wenn die Raten von Zell-
proliferation und Apoptose ausbalanciert sind. Eine Verdnderung im Kontrollmechanismus der
Apoptose ohne kompensatorischen Ausgleich in der Proliferation der betroffenen Zellen kann Krank-
heiten begtinstigen, die auf unzureichenden (z.B. Krebs) oder exzessiven Zelltod (z.B. AIDS) zuriick-
zufiihren sind (Briehl et al., 1997). Auch nach Belastung mit cancerogenen Substanzen konnte die
Induktion von Apoptose in Geweben zur Beseitigung geschadigter Zellen nachgewiesen werden (Bis-
gaard et al., 1996).

Der ProzeR der Apoptose ist morphologisch gekennzeichnet durch ein Schrumpfen der betroffenen
Zellen, zunehmende cytoplamatische Dichte, Chromatin-Kondensation vor allem im Randbereich des
Kerns, Kernzerfall und schlieRlich das ,Blebbing‘, der Zerfall der betroffenen Zellen in apoptotische
Korper (Sgonc und Gruber, 1998). Als biochemischer Indikator hat sich der Nachweis der charakteri-
stischen ,Leiter*-Struktur nach elektrophoretischer Analyse hervorgerufen durch die internucleoso-
male DNA-Fragmentierung durchgesetzt (Catchpoole und Stewart, 1995; Harms-Ringdahl et al.,
1996).

Auch in der Zellkultur, die in den letzten Jahrzehnten in immer gréerem Umfang auch kommerziell
genutzt wird, spielt die Apoptose eine wichtige, haufig unterschéatzte Rolle (Singh, et al., 1996). Denn
es konnte gezeigt werden, daR Zellen in Kultur, die mildem &uRerem Stress ausgesetzt wurden, nicht
tiber Nekrose sterben, sondern aktiv den programmierten Zelltod, die Apoptose, einleiten (Cotter und
Al Rubeai, 1995).

RTG-2 Zellen, die mit 1.9 mg/L 4-Nitroquinolin-N-oxid fir 3 Tage belastet wurden (Konzentration
nicht cytotoxisch im Kurzzeittest tiber 20h), zeigten licht- und elektronenmikroskopisch die oben be-
schriebenen morphologischen Verénderungen, die auf den Programmierten Zelltod hindeuten (Abb.
85). Weiterhin hatten sich Zell-Zell-Kontakte sowie der geschlossene Monolayer weitgehend aufgeldst
Im Gegensatz zur In vivo-Situation kommt es in der Zellkultur nicht zur Phagocytose der oberflachen-
markierten apoptotischen Zellen / Korper sondern zur Lyse dieser Apoptose-Stufen, auch als sekunda-
re Nekrose bezeichnet (Cejna et al., 1994). Dies konnte auch bei den belasteten RTG-2 Zellen beob-
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achtet werden: nach Chromatinkondensation, Kernfragmentierung, RER-Wirbelbildung und Ausbil-
dung apoptotischer Korper folgte die vollige Auflésung der zelluléren Strukturen (Abb. 85). Lichtmi-
kroskopisch zeigte sich auch, dafl der Weg Uber die Zellfragmentierung (,Blebbing*), hierdurch ent-
stehen Kleinere, einfacher phagocytierbare apoptotische Kérper, nur von einem kleinen Teil (< 10%)
der betroffenen Zellen durchlaufen wurde. Der Hauptteil der Zellen durchlief nach Abkugeln und
Schrumpfung keine Gestaltdnderungen mehr, die Kernmorphologie veranderte sich aber weiter stark
bis zur Fragmentierung des Kerns. Bei diesem Proze werden zum Teil auch weitere Membranbe-
standteile bzw. Organellenreste mit in die Kernhiille inkorporiert (Bildtafel 9, Abb. 9.3). Hierbei
scheint die Kondensation des Chromatins, wie auf den Bildtafeln 4 und 7 (Abb. 7.2) dokumentiert, die
Verénderungen der Kernform zu bedingen.

Auch der Nukleolus tritt als homogene, deutlich abgegrenzte Struktur auf. Arends et al. (1990) konn-
ten an Thymocyten aufzeigen, daR die Chromatinkondensation sowie Anderungen der Kern- und Nu-
kleolus-Morphologie mit der selektiven Aktivierung von Endonukleasen in Zusammenhang stehen.
Ultrastrukturell fallt die im Vergleich zur Kontrolle deutliche Proliferation der Peroxisomen auf, was
als eine mogliche zelluldare Antwort auf oxidativen Stress interpretiert werden kann. Briehl et al.
(1997) konnten in Untersuchungen zur Bedeutung der oxidativen Stresses fur die Induktion des pro-
grammierten Zelltods zeigen, dal} die Supplementierung von belasteten Zellen mit Antioxidantien die
Apoptose-Rate herabsetzt und andererseits Stoffe, die das zellulare Abwehrkapazitdt gegen reaktive
Sauerstoffspezies herabsetzen, Apoptose induzieren.

Fur einen aktiven Prozess, ausgeldst durch genotoxischen Stress (4-Nitroquinolin-N-oxid ist ein star-
ker Induktor oxidativen Stresses und bildet auch Addukte an der DNA), spricht auch die Beobachtung,
daB in der nachsthéheren untersuchten Konzentration mit 19 mg/L die Zellen ohne morphologische
Verénderungen abstarben, lichtmikroskopisch war kein Gestaltwechsel oder Kernveranderungen zu
beobachten, elektronenmikroskopisch konnten wenige Zellen mit vollig aufgeldster zellulérer Organi-
sation nachgewiesen werden. Wie von Cotter und Al-Rubeai (1995) beschrieben, ist den Zellen auf-
grund einer massiven - hier gentoxischen - Belastung eine Reaktion nicht mehr moglich. Schon beim
Ernten der Zellen zeigte sich, dall die enzymatische Ablésung Uber Trypsinierung nicht notwendig
war, sondern der komplette Monolayer sich ohne Abkugeln der einzelnen Zellen allein durch leichte
mechanische Scherkréafte vom Untergrund abldsen lie. Im Gegensatz zu CHO-Zellen (Dauerzellinie
aus dem Ovar des Chinesischen Hamsters), bei denen Brezden et al. (1997) eine Auflésung des Mo-
nolayers durch programmierten Zelltod der einzelnen Zellen 2 Tage nach Erreichen der Konfluenz
beobachteten, zeigten die konfluent gewachsenen RTG-2 Kontrollzellen kein derartiges Verhalten. Sie
kdnnen bei angemessenem Mediumwechsel tber einen langeren Zeitraum als ausgewachsener Mono-
layer gehalten werden.

Nekrotische Zellen, die durch unregelmaRige Chromatinverdichtungen im Kern, geringe Gestaltande-
rung aber vollige Auflosung der zelluldren Organisation mit anschlieendem Verlust der Membranin-
tegritat charakterisiert sind(Sgonc und Gruber, 1998) konnten in geringem Umfang auch nach Bela-
stung mit 4-NQO und MNNG nachgewiesen werden, die Giberwiegende Anzahl der Zellen wies aber
apoptotische Veranderungen auf. Wie auf Bildtafel 4 (Abb. 4.7 a, b) zu sehen, induziert auch die Bela-
stung mit 40 mg/L N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin drastische Veranderungen, so z.B. sehr star-
ke cytoplasmatische Kondensation und Ausbildung grofRer Vakuolen.

Zusammenfassend kann eine Induktion des programmierten Zelltods durch die genotoxische Bela-
stung von RTG-2 Zellen festgestellt werden. Die hohe genotoxische Kurzzeit-Belastung tiber 20 h, mit
1.9 mg/L 4-NQO und 40 mg/L MNNG , fuhrt bei negativen Cytotoxizitats-Ergebnissen zu starker
DNA-Fragmentierung im Comet Assay und bei Langzeitbelastung zur Induktion der Apoptose in den
belasteten Zellkulturen. Auch Blankenship (1997) konnten in Untersuchungen mit CHO-Zellen zei-
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gen, daR die Zellen relativ hohe genotoxische Belastungen, zumindest bei 24 h Exposition, tolerieren
kdnnen, ohne daR direkte Cytotoxizitat nachweisbar wére.

Im Ablauf des programmierten Zelltods, wie er, schematisch in Abb. 85 dargestellt, fur RTG-2 Zellen
unter Belastung mit hohen Konzentrationen des Gentoxins 4-Nitroguinolin-N-oxid beobachtet wurde,
zeigten sich allerdings auch Unterschiede zur In vivo-Situation. Diese Form der Eliminierung von
geschadigten oder nicht mehr bendtigten Zellen ist im Zellverband des Vielzellers entstanden. In der
Zellkultur gehen apoptotische Stadien in eine sekundare Nekrose Uber, das Bild wird deutlich varia-
bler. Die in vivo beobachtete Membranintegritdt der apoptotischen Zellen bis zur letztendlichen Pha-
gocytose durch Zellen des Immunsystems oder benachbarte Zellen wird als ein Schutzmechanismus
vor entzindlichen Gewebereaktionen angesehen (Harms-Ringdahl et al., 1996). Wie die Bildtafel 5
zeigt, 1akt die Anfarbung der Kerne mit Ethidiumbromid auf Membranschaden schlieen, da dieser
DNA-Farbstoff normal nicht membrangéngig ist. Da es sich bei der Apoptose aber um ein feststehen-
des Programm handelt, welches in Interaktion mit der Umgebung, einem Gewebe, ablauft und diese
Interaktion in der Zellkultur-Umgebung nicht in gleichem Umfang gegeben ist, sind verschiedene
Ubergangsformen zwischen Apoptose und Nekrose denkbar. Denn trotz offensichtlicher Membran-
schadigungen sind andere Merkmale der Apoptose wie marginalisiertes Heterochromatin, Schrumpfen
der Zellen, Kernfragmentierung und ,Blebbing* deutlich erkennbar und zeigen einen aktiven Prozess
an, der noch von den Zellen gesteuert wird. Eine weitere Erhéhung der Substanzbelastung fuhrte dann
zum Absterben der Zellen ohne jegliche beobachtbare morphologische, aktive Stoffwechselprozesse
bedingende Reaktionen.

Zumindest fir die Belastung von RTG-2 Zellen mit 4-Nitroquinolin-N-oxid konnte damit gezeigt wer-
den, daf? sich die haufig beschriebene, auf Apoptose deutende Kometenform mit sehr kleinem Kopf
und grolRem, facherférmigem Schweif (Bildtafel 1, Abb. 1.6) (Fairbairn et al., 1995; Godard, 1997,
Gopalakrishna und Khar, 1995; Olive et al., 1993) mit der Induktion apoptotischer Prozesse bei ver-
langerter Expositionszeit deckt.
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4.2.1 Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Leber und Kieme von Zebrabéarblingen
aus einem Life-Cycle Experiment mit 4-Nitroguinolin-N-oxid

Aus dem von Dipl.-Biol. M. Diekmann aus der AG Nagel der Hydrobiologie der TU Dresden durch-
gefiihrten Life-Cycle mit Zebrabérblingen mit der gentoxischen Substanz 4-Nitroquinolin-N-oxid
konnten parallel zu den Tieren, die im Comet Assay untersucht wurden auch jeweils ein Méannchen
und ein Weibchen pro Konzentration fiir elektronenmikroskopische Untersuchungen herangezogen
werden. Hierbei wurden Leber und Kiemen der exponierten Fische licht- und elektronenmikrosko-
pisch auf cytopathologische und ultrastrukturelleVeranderungen untersucht. Nach (Braunbeck, 1998)
sind cytopathologische Untersuchungen an Hepatocyten aus Fischen geeignet subletale Belastungen
zu diagnostizieren und um Aussagen zum maoglichen Wirkmechanismus machen zu kdnnen. Die Leber
wurde als Monitororgan gewahlt, da sie im Stoffwechsel der Wirbeltiere und hier besonders in der
Bioakkumulation und -transformation aufgenommener Schadstoffe eine zentrale Rolle einnimmt
(Goksoyr und Husoy, 1998; Gokssoyr and Forlin, 1992; Quabius, 1998; Stegeman und Lech, 1991).
Ein weiteres Zielorgan bei Fischen ist in dieser Hinsicht die Kieme, denn (ber dieses Organ gelangt
ein grofRer Teil der im Wasser geldsten Schadstoffe in den Organismus; mdgliche cytopathologische
Verédnderungen sollten sich somit in der Kieme manifestieren (Dutta et al., 1993; Mallat, 1985; Riji
John und Jayabalan, 1993). Aufgrund der geringen Anzahl untersuchter Tiere wurde auf die Erstellung
von Dosis-Wirkungs-Beziehungen beziiglich bestimmter Parameter verzichtet, sondern nur cytologi-
sche Parameter erfalit, in denen sich die belasteten Tiere in ihrer Gesamtheit von der Kontrolle unter-
schieden. Diese Untersuchung wurde fiir die Hepatocyten nach Geschlechtern getrennt durchgefihrt,
da Fische ultrastrukturell einen deutlichen Geschlechtsdimorphismus aufweisen (Braunbeck et al.,
1990; Phromkunthong et al., 1995) und damit geschlechtsspezifische Reaktionen zu erwarten sind.

Das Leberparenchym der weiblichen Belastungstiere zeigte deutlich mehr Makrophagen als die Kon-
trolle, z.T. konnten groBe Makrophagennester beobachtet werden. Dieses wird als unspezifische Re-
aktion auf Belastung mit verschiedenen Xenobiotika beschrieben (Braunbeck, 1998; Braunbeck und
Volkl, 1993; Gerundo, 1991; Spazier et al., 1992). Weiterhin fanden sich Parenchymstérungen mit
groRflachigen Fasereinlagerungen, was als Begleiterscheinung von entzindlichen Reaktionen angese-
hen wird, denn Geriste von Fibrinfasern, deren Bildung durch die Entziindung induziert wurde, be-
grenzen dann die Lasionen (Roberts und Schlotfeldt, 1985). Es handelt sich um eine unspezifische
Reaktion entweder auf bakterielle Infektionen oder auf durch Schadstoffwirkung induzierte Entzin-
dungsherde.

Ultrastrukturell zeigten die Hepatocyten der weiblichen Tiere eine Vermehrung des Rauhen
Endoplasmatischen Retikulums (RER) und des Golgi-Apparats, was als eine VergréRerung des Pro-
teinbiosyntheseapparats verstanden werden kann. Weiterhin zeigte das RER immer wieder deutliche
Fragmentierungen, Dilatationen sowie beginnende Wirbelbildung, Symptome, die nach Belastung mit
unterschiedlichen Schadstoffen beobachtet werden kénnen (Braunbeck 1992; Braunbeck, 1992). Hier-
bei handelt es sich um Verénderungen zur VergréRerung der Membranflachen des RER, ein Adaptati-
onsversuch an veranderte, stressinduzierte Bedingungen. Weiterhin konnte eine Proliferation des glat-
ten endoplasmatischen Retikulums (SER) festgestellt werden. Da auf den Membranen des SER En-
zymsysteme der Biotransformation lokalisiert sind, kann eine Proliferation des SER mit einer Indukti-
on der Biotransformation in Zusammenhang gebracht und konnte in verschiedenen Belastungsexperi-
menten nachgewiesen werden (Arnold und Braunbeck, 1994; Braunbeck und V6lkl, 1991). Ein weite-
rer unspezifischer Parameter zelluldren Stresses ist das gehdufte Vorkommen lysosomaler Elemente.

Bei der Untersuchung der Hepatocyten aus den belasteten Mannchen fiel eine deutliche Zunahme der
Heterochromatinmenge im Zellkern auf. 4-Nitroquinolin-N-oxid kann nach endogener Metabolisie-
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rung Uber oxidativen Stress (Nunoshiba und Demple, 1993) und Adduktbildung (Harvey und Parry,
1998) mit der DNA interagieren. Nach Réz (1986) kann eine Erhdhung des Heterochromatingehalts
als eine Inaktivierung des Zellkerns betrachtet werden. Zumindest ist eine BeeinfluBung der transkrip-
tionellen Aktivitat des Zellkerns durch die belastungsinduzierten DNA-Schéden denkbar. Auch wenn
sie das Niveau der Kontrolzellen deutlich tbersteigt, so ist die Zunahme marginalisierten Heterochro-
matins in diesen Zellen nicht mit der Chromatinkondensation in den belasteten RTG-2 Zellen ver-
gleichbar. Das Rauhe Endoplasmatische Retikulum (RER) zeigte vermehrt stark dilatierte Zisternen.
Als weitere ultrastrukturelle Veranderungen ist, vergleichbar den weiblichen Tieren, bei den mannli-
chen Zebrabarblingen eine Proliferation des glatten endoplasmatischen Retikulums (SER) zu erken-
nen. Auch das vermehrte Vorkommen von Makrophagen sowie von Fasereinlagerungen konnte bei
den méannlichen Tieren beobachtet werden.

Die Kiemen zeigten ein variables, allerdings geschlechtsunabhangiges Bild. Wahrend die Kontrollen
morphologisch recht einheitlich waren, konnten bei den belasteten Tieren beiderlei Geschlechts neben
kontroll-&hnlichen Bereichen immer wieder Areale mit vielen nekrotischen Zellen, abgehobenem
Epithel sowie eingewanderten Makrophagen beobachtet werden. Derartige Stress-Symptome konnten
in vielen Belastungsstudien nachgewiesen werden (Barker, 1994; Dutta et al., 1993; Lacroix et al.,
1993; Mueller, 1991; Temmink et al., 1983). Nikl und Farrell (1993) zeigten, dalR die beobachteten
Verénderungen bei verstarkter Auspragung die Fitness der untersuchten Tiere herabsetzten kdnnen.
Zusammenfassend zeigten die belasteten Tiere beider Geschlechter deutliche Anzeichen zelluléren
Stresses, ausgeldst durch die Belastung mit dem Gentoxin 4-Nitroquinolin-N-oxid. Das Leberparen-
chym ist deutlich heterogener, Makrophagen, als unspezifische Abwehrzellen sowie Parenchymsto-
rungen traten vermehrt auf, und auch ultrastrukturell zeigten die Zellen der belasteten Tiere Unter-
schiede zur Kontrolle, die bei den méannlichen Tieren stérker ausgeprégt waren. Ebenso zeigten die
Kiemen beider Geschlechter Stressymptome, die die Fitness der betroffenen Individuen aufgrund er-
schwerter Sauerstoffaufnahme vermindern kénnen. Diese beobachteten Effekte nach chronischer Be-
lastung mit 4-NQO traten in Konzentrationsbereichen auf, die nahe der Nachweisgrenze im Comet
Assay mit 20 h Belastung lagen. Dies ist ein deutlicher Hinweis auf die biologische Bedeutung des
genotoxischen Signals DNA-Strangbruch im Comet Assay, denn cytopathologische und ultrastruktu-
relle Veranderungen nach Langzeitbelastung sowie geringe DNA-Schaden im Kurzzeittest treten bei
vergleichbaren 4-NQO-Konzentrationen auf. Weitere ultrastrukturelle und cytopathologische Studien
nach chronischer Belastung mit auf anderen Wegen wirkenden genotoxischen Substanzen waren
wichtig, um die Auswirkungen des Indikators ,DNA-Strangbruchs® weiter zubeleuchten.

4.2.1 Untersuchungen zur Embryo- und Early-Life-Stage-Toxizitat der im Comet Assay unter-
suchten Gentoxine mit dem Zebrabérbling

Zur weiteren biologischen Charakterisierung der im Comet Assay mit priméren Fischzellen nachge-
wiesenen Effekte nach Belastung mit genotoxischen Substanzen wurden 2-Acetylaminofluoren, Ben-
zo[a]pyren, Dimethylnitrosamin, Nitrofurantoin, N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin, 4-Nitro-
guinolin-N-oxid sowie UV C Licht in den gleichen Konzentrationsbereichen auf mdgliche teratogene
(keimschadigende) Effekte im Embryotoxizitats-Test mit dem Zebrabérbling nach (Schulte und Nagel,
1994) Uberpriift.

Der Life Cycle Test mit verschiedenen Organismen, also die kontinuierliche Belastung von Tieren ab
dem Embryonalstadium der Generation x bis mindestens zu dem aus der Generation x + 1, wird all-
gemein als das ultimative Verfahren zur sicheren Abschéatzung von NOEC-Konzentrationen (no ob-
servable effect concentration) toxischer Substanzen in der Umwelt angesehen. Allerdings ist der Zeit-
aufwand gerade bei der Untersuchung von Wirbeltieren wie Fischen mit 6 - 12 Monaten sehr hoch.
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(McKim, 1985). Da sich die Embryonal- und Larvalentwicklung von Fischen in Life-Cycle Tests als
besonders sensitives Fenster zur Erfassung toxischer Effekte erwiesen hat, ist sie mittlerweile ein
wichtiges Testelement zur Erfassung des umweltgefdhrdenden Potentials von Chemikalien (Van
Leeuwen et al., 1990). Vergleichende Untersuchungen zeigten deutliche Ubereinstimmungen zwi-
schen den Ergebnissen der Auswirkungen von Chemikalien auf adulte Fische unter den vom Chemi-
kaliengesetz (§ 7 ChemG) geforderten Bedingungen und den Ergebnissen aus Tests zur Embryotoxi-
zitdt mit dem Zebrabarbling (Friccius et al., 1995). Ahnliches konnte auch fir den Vergleich kom-
pletter Life-Cycle Experimente mit dem Early-Life Stage dokumentiert werden (McKim, 1985). Da
der Embryotoxizitatstest nach Schulte und Nagel (1994) nach 48 h noch vor dem Schlupf der Tiere
beendet wird (nach dem derzeit gultigen Tierschutzgesetz muf3 dieser Versuch damit noch nicht als
Tierversuch deklariert und genehmigt werden), der Zeitpunkt des Schlupfes sowie der Zustand der
geschlupften Larven aber weitere wichtige Parameter in der Abschatzung einer Belastung sind, wurde
der Test auf die Early-Life Stage-Phase bis 96 h ausgedehnt. Der Schlupf wird in der Regel (ber das
Zusammenspiel des ,hatching enzymes® Chorionase mit erhéhtem Innendruck, Muskelkontraktionen
sowie aktiver Wasseraufnahme durch den Embryo ausgeldst. Hier kénnen Umweltfaktoren und
Schadstoffe diesen vielschichtigen Prozess auf unterschiedlichen Wegen beeinflussen (Dave und Xiu,
1991).

Von den sieben getesteten Gentoxinen zeigten 3 keine oder nur geringe Wirkung auf die Embryonal-
und Larvalentwicklung des Zebrabarblings innerhalb der ersten 96 h. In Ubereinstimmung mit den In
vivo-Daten zur Induktion von DNA-Schaden im Comet Assay, wo die Benzo[a]pyren-Belastung zu
keiner DNA-Fragmentierung flhrte, zeigte dieses Gentoxin auch keine Effekte auf die Embryo-
Larvalentwicklung des Zebrabarblings. Ubereinstimmend konnten Petersen und Kristensen (1998)
ebenfalls keine Effekte von Benzo[a]pyren auf die Larvalentwicklung von Danio rerio aufzeigen.
Allerdings wiesen sie eine deutliche Bioakkumulation dieser lipophilen Substanz schon im Ei nach.
Aufgrund der in verschiedenen Studien nachgewiesenen geringeren metabolischen Kapazitat embryo-
naler und larvalen Stadien im Vergleich zum adulten Tier (Binder und Stegeman, 1984; Goksoyr et al.,
1991) mul hier jedoch prospektiv von einem latentem Gefahrdungspotential ausgegangen werden.
Auch wenn nach McKim (1985) Early-Life Stage Untersuchungen in den meisten Féllen sehr gute
Ubereinstimmung mit chronischen Langzeittests zeigten, so handelt es sich bei Benzo[a]pyren um
eine der Substanzen, bei denen erst Langzeituntersuchungen Klarheit tber das mogliche toxi-
sche/genotoxische Potential in vivo erbringen kénnen.

Ahnliches gilt auch fiir DimethylInitrosamin, das nur schwache Reaktionen in vitro und in vivo im Co-
met Assay (signifikant erhohte, aber insgesamt geringe DNA-Fragmentierung) induzierte; dies weist
auf die geringe Affinitat des Fisch P450-Systems zu diesem Gentoxin hin (die im S&uger hdchste Affi-
nitat zu DMNA zeigt die Isoform P4501A2, die bisher im Fisch nicht nachgewiesen wurde (Steward et
al., 1995)). Die Induktion von Lebertumoren nach Langzeitbelastung (Khudoley, 1984) zeigt auch
hier, dalR geringe Effekte in Kurzzeittests wie den beschriebenen Comet Assays oder dem Early-Life
Stage, in dem nur in hohen Konzentrationen toxische Effekte zu beobachten waren (Tab. 38), deutli-
che Konsequenzen bei chronischer Belastung anzeigen konnen.

Nitrofurantoin zeigte deutliche Effekte im In vitro-Comet Assay, allerdings erst in hohen mg/L-
Konzentrationen. In vivo konnte keine DNA-Fragmentierung nachgewiesen werden und auch im Ear-
ly-Life Stage zeigten sich Effekte erst nahe der Ldslichkeitsgrenze. Das oxidative Potential und die
DNA-schadigende Wirkung von Nitrofurantoin konnte zwar in verschiedenen Studien in vitro und in
vivo bei Fischen gezeigt werden (Babich et al., 1993; Nishimoto et al., 1991; Washburn und Di Giulio,
1988), Daten zu Ergebnissen aus Life Cycle Untersuchungen fehlen jedoch leider.
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Tab. 38: LC 50-Konzentrationen der getesteten Gentoxine in mg/L nach 48 h und 96 h nach Befunden
aus Embryo-Larval-Untersuchungen am Zebrabdrblings (Danio rerio)

Substanz 48 h 96 h
Benzo[a]pyren 25.2 (10 %)** 25.2 (10 %)
Dimethylnitrosamin 740 (25 %) 740 (25 %)
Nitrofurantoin 720 (30 %) 720 (60 %)
2-Acetylaminofluoren 0.32* 0.22
N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin 0.8 0.9
4-Nitroquinolin-N-oxid 0.63 0.27
UV C Licht (254 nm) 105 sec*** 105 sec

* LC50in mg/L

** keine LC 100 erreicht, maximales Schadenslevel in (%) in der hochsten getesteten Konzentration

*** im Unterschied zur Substanztestung wurde die Embryonalentwicklung nach einer einzelnen Dosis
UV C Licht auf die befruchteten Eier untersucht.

Im Gegensatz zu den besprochenen Substanzen zeigten die néchsten 4 genotoxischen Noxen starke
Effekte im Early Life Stage Test mit dem Zebrabérbling. Trotz der unterschiedlichen Wirkmechanis-
men Adduktbildung (2-AAF), Alkylierung der DNA-Basen (MNNG), oxidativer Stress und Addukt-
bildung (4-NQO) sowie Photodimerisierung und Strangbriiche (UV C Licht) zeigten sich &hnliche
Auswirkungen auf die Entwicklung der belasteten Tiere (Bildtafel 23 u. 24). Da die genotoxische
Wirkung von 2-AAF auf der metabolischen Aktivierung durch zelluldare Enzymsysteme beruht und
diese Aktivierungsreaktion im Fisch nur recht gering ausgeprégt ist, Uberraschte die starke Reaktion
der Embryonen auf die Belastung mit 2-AAF. Wahrend der Embryonalentwicklung im Ei bis 48 h
induzierte die Substanz eine Ja / Nein-Antwort, d.h. entweder ein Absterben des Embryos oder aber
eine auch mikroskopisch unauffallige Entwicklung. Im Early-Life Stage konnte dann eine dosisabhén-
gige Verringerung der Schlupfrate zwischen 48 h und 72 h festgestellt werden, deutlich verspatet
schlipfende Larven zeigten alle starke Verkrimmungen in der L&ngsachse. Da auch in den In vivo-
Untersuchungen zum Comet Assay mit adulten Zebrabérblingen eine starke akute Toxizitat fiir 2-
Acetylaminofluoren beobachtet werden konnte, muf von der Existenz weiterer Aktivierungs- und/oder
Wirkmechanismen im Fisch ausgegangen werden. Diese Toxizitat konnte im In vitro—Ansatz mit pri-
méren Zellen aus dem Zebrabérbling allerdings nicht abgebildet werden, da sich bis zur Lslichkeits-
grenze (223 mg/L) keine Cytotoxizitat nach 20 h Belastung feststellen lieR. MNNG, 4-NQO sowie UV
C Licht induzierten eine Vielzahl beobachtbarer Effekte, in diesen Fallen kann aufgrund der direkten
Wirkunsgweise auch in Embryonen mit geringer metabolischer Kompetenz von einer genotoxischen
Wirkung ausgegangen werden.

Im Gegensatz zu 2-AAF zeigte sich bei keiner der drei Schadstoffe MNNG, 4-NQO und UV C eine
ausgepragte Ja / Nein-Antwort, vielmehr fiihrte die Belastung verstarkt zu aberranten Formen. In den
hoheren Konzentrationen bzw. in den langeren Expositionszeiten (UV C) kam es bei allen 3 Toxinen
zu deutlichen Entwicklungsstdrungen, wie einer ungerichteten Zellteilung ohne Anlage von Somiten,
unterbleibender Cephalisation, gestorter Epidermisentwicklung, retardierter Entwicklung und groRen
Oedemen. Der grofite Teil dieser betroffenen Embryonen lebte allerdings bei Testende noch, diese
Tiere wurden aber aufgrund der erheblichen MiRbildungen als letal geschédigt eingestuft. Die betrof-
fenen Larven zeigten deutliche morphologische Ubereinstimmungen mit aberranten Formen, die in
einem grofRangelegten Screening mit dem Zebrabérbling zur Aufklarung der genetischen Basis der
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Entwicklung von Wirbeltieren erzeugt wurden (Brand et al., 1996; Chen et al., 1996; Kane et al.,
1996; Mullins et al., 1996; Odenthal et al., 1996; Stainier et al., 1996; Van Eeden et al., 1996). Diese
Mutationen wurden durch Behandlung der elterlichen Keimzellen mit Mutagenen eingefihrt, detail-
lierte Beschreibungen des Projekts kdnnen Driever et al. (1996) und Haffter et al. (1996) entnommen
werden.

Elonen et al. (1998) konnte deutliche Deformationen und Oedembildungen nach Belastung mit ver-
schiedenen Konzentrationen von 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin in verschiedenen Fischarten
nachweisen, ebenso wie Bruggeman et al. (1998) in den Larven des Krallenfroschs, Xenopus laevis,
nach UV B-Bestrahlung. MiRRbildungen beobachtete auch Cameron et al. (1996) in der Embryonal-
entwicklung pelagischer Eier von Fischen aus deutlich verschmutzten Bereichen der Nordsee. Fur die
untersuchten Gentoxine 2-AAF, MNNG, 4-NQO sowie UV C lag hierbei der LC 50 um den Faktor
10-100 Uber der Nachweisgrenze des Comet Assays in vitro mit Primarzellen. Hiermit kann, wie in
Tabelle 39 gezeigt, ein Comet Assay-Bild mit mittlerem Schadigungsgrad fir 4 gentoxische Noxen
mit sehr deutlichen Effekten in der Embryo-Larvalentwicklung eines Fisches korrliert werden. Damit
zeigt in dieser Untersuchung der Laborparameter DNA-Fragmentierung in mittleren Schédigungsbe-
reich ein deutliches dkotoxikologisches Potential. Fir 4-NQO zeigte sich schlieBlich auch eine gute
Ubereinstimmung mit den Daten aus dem Life Cycle Test mit Zebrabéarblingen (Diekmann et al.,
1998).

4.7 Zusammenfihrung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit lag in der Etablierung der Einzelzellgelelektrophorese (Comet As-
say) mit Primérzellen aus Fischen als ein mogliches Testverfahren zur Uberpriifung des genotoxisches
Potentials von Oberflachen- und Trinkwasser. Erste Untersuchungen mit der Dauerzellinie RTG-2
sowie Primarzellen aus dem Zebrabarbling zeigten Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen der
Reaktion von Fischzellen und Sdugerzellen auf die Belastung mit bekannten Gentoxinen im Comet
Assay (das Testprotokoll wurde hauptséchlich mit menschlichen Zellen erarbeitet). Eine Konsequenz
war die Verlangerung der Expositionszeit auf 20 h, eine fur einen DNA-Strangbruchtest ungewdhnlich
lange Zeit. Nur so konnten auch die indirekt wirkenden Gentoxine 2-Acetylaminofluoren, Ben-
zo[a]pyren sowie Dimethylnitrosamin nachgewiesen werden.
Parallel zu den In vitro-Untersuchungen wurde mit den gleichen Gentoxinen auch ein In vivo-
Versuchsprotokoll erarbeitet. Mit diesen Standardprotokollen wurde dann mit primaren Hepatocyten
und Kiemenzellen in einem Jahresgang Wasserproben von Rhein und Elbe sowie Zusatzproben von
Wupper und Neckar getestet.
Erwartungsgemal zeigte der iberwiegende Anteil der Wasserproben kein genotoxisches Potential.
Durch die computergestiitzte Vermessung der Kometen ist die Aufnahme mehrerer Parameter még-
lich, der statistische Vergleich der beiden Endpunkte Tail Moment (zur Zeit Standard) und Tail
Length (historischer Parameter) erbrachte eine deutlich erhéhte Anzahl positiver Wasserproben mit
dem Parameter Schweiflange (Tail Length). Der biologisch sinnvollere Parameter, da in das Produkt
Tail Moment neben der Schweiflange auch die Fluoreszenzintensitat im Schweif (als Mal fiir die In-
tensitat des DNA Schadens) eingeht, bleibt aber das Tail Moment.
Aus den durchgefihrten In vitro- und In vivo-Untersuchungen zum Comet Assay mit Primérzellen aus
dem Zebrabdrbling lassen sich die folgenden Ergebnisse ableiten:
= Der Comet Assay mit Primdrzellen aus Fischen ist ein schnell durchfiihrbarer Genotoxizitatstest,
mit dem sich das DNA-schadigende Potential von Einzelstoffen und Umweltproben auf dem Or-
ganisationsniveau der Wirbeltiere reproduzierbar nachweisen laft.
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= Der Einsatz kompetenter Zellen auf einem hohen Organisationsniveau (Primérzellkulturen aus
Wirbeltieren) erschwert aufgrund vorhandener Schutzmechanismen und Reparatursysteme den
Nachweis genotoxischer Effekte an sich, erleichtert aber die Bewertung der Befunde.

* Die Mdglichkeit des In vitro-/In vivo-Vergleichs im System Wirbeltier vereinfacht die Ubertra-
gung der Befunde aus den In vitro-Prifungen auf den gesamten Organismus.

= Die In vitro-Priifungen zeigten gegentiber den In vivo-Priifungen eine hdhere Empfindlichkeit
sowohl flr die ausgewéhlten Referenzsubstanzen als auch flr die getesteten Wasserproben. Daher
scheint der In vitro-Ansatz, nicht zuletzt auch wegen des reduzierten Tierverbrauchs und geringe-
ren zeitlichen Aufwandes, als Routinetest besser geeignet zu sein als das In vivo-Experiment.

= Die Vorinduktion von Zebrabarblingen mit 3-Naphthoflavon erhoht zwar die Sensitivitat des In
vivo-Assays, ist aber unter dem Aspekt der Praktikabilitat in Routine-Priifungen nicht zu empfeh-
len und mit dem Tierschutzgedanken nur schlecht zu vereinbaren.

= Die Primarkulturen der Hepatocyten reagieren bei In vitro-Expositionen in den meisten Fallen mit
ahnlicher Empfindlichkeit wie die Primérkulturen der Kiemenzellen; bedingt durch ihre hohere
metabolische Kompetenz 18Rt sich mit den Hepatocyten aber ein breiteres Spektrum an genotoxi-
schen Substanzen nachweisen.

= Bei der Untersuchung der nativen Wasserproben in den Jahren 1997 und 1998 zeigte die tberwie-
gende Mehrzahl der Proben kein genotoxisches Potential. Aufgrund der sich stetig verbessernder
Wasserqualitat unserer Flusse erscheint es daher fraglich, ob sich in einem Kurzzeit-Screening-
Test mit intakten, reaktionsfahigen Systemen Genotoxizitat nachweisen lafRt.

= Kiemenzellen sind aufgrund der geringeren Zellzahl pro Fisch sowie aufgrund ihrer geringeren
GroRe fiir eine In vitro-Exposition weniger geeignet als Hepatocyten. Fir Routineuntersuchungen
sind daher Hepatocyten vorzuziehen.

= Fir die Untersuchung von In vivo-Schaden durch genotoxische Substanzen erscheint eine Unter-
suchung der Kiemenzellen und eventuell weiterer Zellsysteme sinnvoll, da diese aufgrund der un-
mittelbareren Exposition moglicherweise eine schnellere Reaktion erwarten lassen.

= Bei einer Expositionszeit von 20 h nimmt die In vitro-Priifung einer Substanz oder Umweltprobe
(Bearbeitung von acht Konzentrationen bzw. Verdinnungen) mit isolierten Hepatocyten aus dem
Zebrabarbling 2 Tage in Anspruch.

= Bei der Verwendung von Primarkulturen fiir den In vitro-Comet Assay zeigte sich eine bisweilen
betrachtliche Variabilitat in Zellausbeute und Qualitat der Zellen. Zweifellos ist eine gewisse
Routine in der Isolation und Behandlung der Zellen eine wichtige VVoraussetzung fur eine erfolg-
reiche Durchfiihrung des Comet Assays mit isolierten Fischzellen.

Der Mikrokern Test (Mikronukleus Test) wurde mit RTG-2 Zellen und den Gentoxinen Ben-
zo[a]pyren, N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin und 4-Nitroquinolin-N-oxid etabliert und durchge-
fiihrt, um die Ergebnisse aus dem Comet Assay mit einem weiteren geontoxischen Endpunkt verglei-
chen zu kdnnen. In diesem Vergleich erwies sich der Comet Assay als sensitiver, erhfhte Mikrokern-
raten waren aber bereits in Konzentrationen nachweisbar, die im Comet Assay nur zu leichten DNA-
Schéden fuhrten (siehe Tab. 39). Dieser Nachweis von ultimativen Erbgutverdnderungen (das im Mi-
krokern enthaltene Erbgut ist fur die betroffene Zelle und eventuelle Tochterzellen verloren) im nied-
rigen Konzentrations-/Wirkbereich des Comet Assays ist ein wichtiges Kriterium zur Validierung des
Indikatortests Comet Assay mit dem Endpunkt DNA-Strangbruch, einem an sich reparablen, ,transito-
rischen* Effekt.

Als ein weiterer wichtiger Aspekt fir den Einsatz des Comet Assays im aquatischen Bereich wurden
In situ-Untersuchungen durchgefuhrt, bei denen Primarzellen aus Freilandfangen auf DNA-Schéaden
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untersucht wurden. Zur Absicherung der Ergebnisse wurden die im Labor gehaltenen Kontrolltiere

von Rotaugen und Griindlingen einem vergleichbaren Fang- und Transportstress ausgesetzt wie die im

Neckar gefangenen Tiere. Daneben wurden Primarzellkulturen aus Leber und Kieme von Griindlingen

und Rotaugen auch mit den Modellsubstanzen Benzo[a]pyren und 4-Nitroquinolin-N-oxid belastet: die

Ergebnisse dieser Expositionsversuche zeigten eine vergleichbare Reaktion der Zellen auf genotoxi-

sche Belastungen wie die der Zebrabérblingszellen.

Im Gegensatz zu den in vitro getesteten Wasserproben, die in der Mehrzahl ohne Befund waren, zeig-

ten die Primarzellen der Freilandfische aus dem Neckar sowie von Bachforellen und Stichlingen aus

kleineren Vorflutern aus dem Raum Heidelberg sehr hdufig signifikant groRere DNA-Fragmentierung

als die entsprechenden Zellen der Tiere aus der Laborhaltung. Hierbei zeigten die untersuchten Kie-

men- und Darmzellen sogar haufiger positive Befunde als die Hepatocyten. Ubereinstimmend hiermit

zeigte die Gruppe der untersuchten Freilandtiere auch eine signifikant erhéhte Mikrokernrate in

Erythrocyten. Hieraus lassen sich folgende SchluRfolgerungen ableiten:

= Fir den Einsatz zur Priifung gentoxischer Einfliisse auf Tiere aus dem Freiland erscheint der Co-
met Assay hervorragend geeignet; sind keine Manipulationen der Zellen in Zellkultur notwendig,
reichen sehr geringe Mengen (1 x 10° Zellen) zur Durchfiihrung eines Assays.

= Untersuchungen an verschiedenen Fischpopulationen aus dem Freiland deuten auf die Gegenwart
genotoxischer Substanzen im nattrlichen Okosystem hin. Positive Befunde im Comet Assay las-
sen sich mit dem Mikrokern-Test bestatigen. Weiterfuhrende Untersuchungen im Freiland sind
daher dringend gefordert.

= Nach dem gegenwaértigen Kenntnisstand ist der Comet Assay mit Priméarzellen fir In vitro-
Untersuchungen mit nativen Wasserproben eher ungeeignet: die Wasserproben zeigen im Kurz-
zeittest in vitro Uberwiegend keine Genotoxizitat, die Freilandfische sind in der Mehrzahl der Un-
tersuchungen sowohl im Comet Assay als auch im Mikronukleus Test leicht, aber signifikant po-
sitiv. Hier besteht dringender Klarungsbedarf.

Die Belastung von Fischen mit niedrigen, umweltrelevanten Konzentrationen von Gentoxinen wurde

in 2 Life Cycle Experimenten mit Benzo[a]pyren und 4-Nitroquinolin-N-oxid (4-NQQO) am Institut fr

Hydrobiologie der TU Dresden untersucht. Hierbei konnten in unter SchadstoffeinfluR aufgewachse-

nen, adulten Fischen mit dem Comet Assay DNA-Schaden in Hepatocyten und Kiemenzellen nach-

gewiesen werden. Die ultrastrukturelle Untersuchung von Leber und Kieme zeigte fir die untersuchten

Belastungstiere aus dem 4-NQO-Versuch deutliche Anzeichen zelluldren Stresses.

= Auch in Life Cycle Untersuchungen mit genotoxischen Substanzen, in denen umweltrelevante
Konzentrationen getestet werden, ist der Nachweis von Genotoxizitdt mit dem Comet Assay und
Primarzellen méglich.

= Vergleichende ultrastrukturelle Untersuchungen zeigten deutliche Anzeichen zelluldren Stresses.
Hier sind weitere Untersuchungen zur Cytopathologie unterschiedlicher Gentoxine mit verschie-
denen Wirkmechanismen notig, da bei der 4-NQO-Belastung die beobachteten Verdnderungen
schon nahe der Nachweisgrenze im Comet Assay in vitro auftraten.

Die im Comet Assay mit Priméarzellen aus dem Zebrabérbling getesteten 7 gentoxischen Substanzen 2-
Acetyaminofluoren (2-AAF), Benzo[a]pyren (BP), Dimethylnitrosamin (DMNA), Nitrofurantoin
(NF), N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG), 4-Nitroquinolin-N-oxid (4-NQO) sowie UV C
Licht wurden auch auf ihr teratogenes Potential im Early-Life Stage Test mit dem Zebrabérbling un-
tersucht. Hierbei zeigten 3 Substanzen kaum Effekte: BP wird im Embryo hauptséchlich in Fettdepots
gespeichert mit moglichen fatalen Konsequenzen fir die weitere Entwicklung. DMNA ist ein potentes
Cancerogen, wird aber im Fisch kaum metabolisiert und scheint nur in chronischen Langzeituntersu-
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chungen anzuschlagen. Gegen den von Nitrofurantoin induzierten oxidativen Stress scheinen Fische
sich auch schon in der Embryonalentwicklung schitzen zu kdnnen.
Die Belastung mit den Gentoxinen 2-Acetyaminofluoren (2-AAF), N-Methyl-N"-Nitro-N-
Nitrosoguanidin (MNNG), 4-Nitroquinolin-N-oxid (4-NQO) sowie UV C Licht hatte drastische Kon-
sequenzen fir die Embryolarvalentwicklung des Fisches. Diese Substanzen haben sehr unterschiedli-
che Wirkmechanismen: Adduktbildung nach P450-Aktivierung (2-AAF), Alkylierung der DNA-Basen
(MNNG), oxidativer Stress und Adduktbildung nach Aktiverung uber cytosolische Nitroreduktasen
(4-NQO) sowie Induktion von Photoprodukten und Strangbriichen (UV C). Dennoch zeigten sie alle
sehr steile Dosis-Wirkungs-Beziehungen und eine hohe Rate von Mif3bildungen in den mittleren Kon-
zentrationen. Die betroffenen Larven wiesen hierbei deutliche morphologische Ahnlichkeiten mit
Entwicklungsmutanten aus genetischen Screenings auf. Die ermittelten LC 50-Konzentrationen ent-
sprachen Testkonzentrationen im Comet Assay, die bereits deutliche DNA-Schéden induzierten. Bei
diesen Konzentrationen ist dann die Entwicklung der Population auch schon massiv gestort, denn 50
% der sich entwickelnden Larven sterben ab oder sind so massiv mi3gebildet, da auch diese unter
dem Aspekt der individuellen Fitness als nicht lebensfahig angesehen werden mussen. Die Folgerun-
gen aus diesen Experimenten sind:
= Early Life Stage-Untersuchungen zur Genotoxizitat sind ein wichtiger Parameter, um die Auswir-
kung einer Belastung auf sensitive Stadien der Entwicklung eines Organismus zu diagnostizieren.
In der vorliegenden Studie sind massive Mibildungen und Letalitét die Konsequenz aus der Bela-
stung mit mittleren Konzentrationen unterschiedlich wirkender Gentoxine, die im In vitro-
Kurzzeittests wie dem Comet Assay mit Primérzellen bereits deutlich positive Resultate erzeugen.
= Im Bereich Genotoxizitit konnen Early-Life Stage-Untersuchungen keine chronischen Untersu-
chungen ersetzen: DMNA zeigt im Fisch in Kurzzeittest nur geringe Auswirkungen, in Langzeit-
untersuchungen induziert diese Substanz Lebertumore; BP blieb bis zur Léslichkeitsgrenze ohne
deutliche Auswirkungen, die Akkumulation in embryonalem Fettgewebe konnte aber in anderen
Untersuchungen gezeigt werden.

Konzentrationen der Gentoxine 4-NQO und MNNG, die im Comet Assay mit Primarzellen und Dau-
erzellinien (RTG-2) sehr starke DNA-Fragmentierung induzierten, fiihrten nach mehrtdgiger Bela-
stung von RTG-2 Zellen zu apoptotischen Verénderungen in den betroffenen Zellen. Dieses konnte
sowohl licht- wie auch elektronenmikroskopisch gezeigt werden. DNA-Schaden induzieren Uber eine
Stoffwechselkaskade ein Arretieren des Zellzyklus, der DNA-Schaden kann behoben werden, bevor es
zu einer Zellteilung kommt. Ist der DNA Schaden aber zu massiv, kann der programmierte Zelltod, die
Apoptose, eingeleitet werden, dessen morphologische Auspragung bei den untersuchten RTG-2 Zellen
beobachtet werden konnte. Dal} die festgestellten morphologischen Veranderungen einem aktiven
Prozess zugrunde liegen, zeigte die Beobachtung, daR in der ndchst hdheren Konzentration die Zellen
ohne Verénderungen von Zellgestalt und Kernmorphologie abstarben; die Zellen lésten sich flachig
vom Substrat ab. Die im Comet Assay in diesen Konzentrationen beobachtete sehr starke DNA-
Fragmentierung konnte allerdings nur in In vitro-Untersuchungen beobachtet werden (Tab. 39), fir
einen Organismus scheint eine derartige Belastung aufgrund der massiven Genotoxizitat oder sekun-
darer Toxizitatseffekte nicht tolerierbar. Dieses zeigen auch die dreitdgigen In vivo-Versuche: auf-
grund akuter Toxizitat lagen die méglichen Testkonzentrationen immer deutlich unter den In vitro-Kon-
zentrationen fur die betreffenden Substanzen.

Der Comet Assay mit Fischen und Fischzellen ist ein Genotoxizitatstest, der aufgrund seiner leichten
Adaptierbarkeit an unterschiedliche Zelltypen sowie der Mdglichkeit von In vitro-In vivo-Vergleichen
im Umweltmonitoring flexibel einsetzbar ist. Der Vergleich mit weiteren Untersuchungen im Umfeld
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der Genotoxizitat wie Mikrokern-Untersuchungen, vergleichende Freilanduntersuchungen, ultrastruk-
turelle Untersuchungen belasteter Organismen, Early-Life Stage Tests sowie Untersuchungen zu zel-
ludren Veranderungen nach Belastungen mit hohen Konzentrationen von Gentoxinen zeigt, dafl die
mit dem Comet Assay abgebildeten Effekte im Bereich vielféltiger biologisch faBbarer Wirkungen
liegen. Weitere Untersuchungen gerade zu ultrastrukturellen Verdnderungen unter chronischer Niede-
rig-Dosis-Belastung wéren allerdings wiinschenswert.

Da mit diesem Test wie auch mit weiteren Genotoxizitatstests wie den Bakterientests (Ames-, umu
Test), DNA-Reparaturtests wie dem UDS Test , anderen Strangbruchtests (Alkalische Filterelution,
DNA-Aufwindungstest) sowie cytogenetischen Tests (Chromosomenaberrationstest, Mikrokern Test)
nicht alle genotoxischen Substanzen in ausreichender Sensitivitat nachgewiesen werden konnen, ist
die Erstellung einer Testbatterie fir das Umweltscreening unumganglich. Im Rahmen einer Testbatte-
rie ist der Comet Assay mit Fischzellen allerdings ein wichtiger und praktikabler Indikatortest fiir den
Nachweis von Genotoxizitat im aquatischen Bereich.

Die Korrelation zwischen biologischen Wirkungen aus genotoxischen Belastungen wie der Mikronu-
kleus-Induktion, drastischen MiBbildungen in der Embryonalentwicklung, Cytopathologie und ultra-
strukturellen Verdnderungen sowie Induktion von Apoptose mit verschiedenen Stufen der DNA-

Fragmentierung im Comet Assay zeigen eine biologisch sinnvolle Abbildung in einer, wenn auch arti-

fiziellen Einteilung der Comet Assay-Ergebnisse in Schadigungsintensitaten (Tab. 39):

Die untersuchten biologischen Wirkungsparameter gruppieren sich in der Regel im angezeigten mittle-

ren Schadigungsbereich. Daraus lassen sich zwei Schlusse ableiten:

(1) der Comet Assay kann als Indikatortest verwendet werden, da im Bereich der Nachweisgrenze fiir
verschiedene Substanzen keine weiteren biologischen Effekte mit deutlicher Auspréagung beob-
achtet werden konnten;

(2) die Gefahr falsch-positiver Ergebnisse erscheint gering, da biologische Effekte mit Auswirkung
bis auf der Populationsebene in einem mittleren Schadigungsbereich beobachtet werden konnten.

Die verschiedenen Teilaspekte der vorliegenden Studie haben gezeigt, dal? ein positives genotoxisches
Signal im Comet Assay mit Primérzellen aus Fischen Uber ausreichend biologische Bedeutung ver-
fligt, um beim Einsatz im Umweltmonitoring den Einsatz weiterer biologischer Testsysteme zur Cha-
rakterisierung des Schadereignisses und gegebenenfalls chemischer Analytik im Rahmen einer Test-
batterie zu rechtfertigen. Allerdings sollten auch schon auf der Stufe der reinen Indikation geno toxi-
scher Potentiale in Umweltproben unterschiedliche Genotoxizitatstests zum Einsatz kommen, da sich
mit keinem Einzeltest das komplexe Gemisch unterschiedlichster Stoffgruppen in Umweltproben hin-
sichtlich mdéglicher Gefahrdungspotentiale ausreichend abbilden [4t. Eine Kombination mit einem
sensitiven Bakterientest (Ames-, umu Test) ware durchaus denkbar.
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Tab. 39: Charakterisierung des Endpunktes DNA Fragmentierung aus dem Comet Assay mit Fischzellen unter Zuhilfenahme vergleichender Untersuchungen zur
Genotoxizitat

Kometen - Korrespondierende In vitro- Ergebnisse aus weiteren Ergebnisse aus vergleichenden Untersuchungen zur
Form Tail Moment- Belastung mit Untersuchungen mit dem Charakterisierung der Comet Assay-Befunde
Werte * 4-NQO ** Comet Assay
Kontrollen => Indirekt wirkende Monosubstanzen nach

0-1 Kontrollzellen 2 h Exposition
=> Mehrzahl der Wasserproben

Nachweisgrenze =>» Nachweisgrenze Monosubstanzen => Ultrastrukturelle Verdnderungen in Leber und Kieme der 4-
. 09-1.9 2 pg/L 4-NQO = Positive Wasserproben NQO-Life Cycle-Fische ***
> Freilandfange => Mikrokerne in Freilandfischen
Leichte DNA-Schéaden 2 Maximale DNA-Fragmentierung in => Populationsrelevante Effekte im 4-NQO — Life Cycle
' 2-5 Zellen aus den Life-Cycle-Fischen = Nachweis Mikrokerne In vitro nach 20 h Exposition mit
20 pg/L 4-NQO Monosubstanzen (4-NQO, MNNG, BP)
Deutliche DNA- = LC 50 im Early Life Stage mit 2-AAF, MNNG, 4-NQO, UV C
' Schaden = Maximale DNA-Schadigung in In vivo-
6-15 Untersuchungen
o Starke DNA-Schéden 190 pg/L 4-NQO
‘5 16 - 45 => Induktion apoptotischer Veradnderungen in RTG 2 Zellen nach
a 120 h Exposition
R Sehr starke DNA-
."i‘"' ' Schaden 1.900 pug/L 4- = Maximale DNA-Schadigung im In vitro- =» Induktion apoptotischer Verédnderungen in RTG 2 Zellen nach
. > 46 NQO Ansatz 72 h Exposition

*  Tail Moment — Intervalle aus den Ergebnissen der Monosubstanz — Untersuchungen
**  4-NQO (4-Nitroquinolin-N-oxid) als Modellsubstanz ausgewahlt, bei der Einteilung wurden die Ergebnisse mit den weiteren getesteten Gentoxinen 2-AAF

(2-Acetylaminofluoren), BP (Benzo[a]pyren), DMNA (Dimethylnitrosamin), MNNG (N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitrosoguanidin), NF (Nitrofurantoin) und UV

C Licht berticksichtigt.
*** Zebrabarblinge aus dem Life-Cycle Experiment von Dipl.-Biol. M. Diekmann, AG Nagel, TU Dresden.



Diskussion

Weiterer Forschungsbedarf besteht im Vergleich von Umweltproben im In vitro-Ansatz mit in situ-
exponierten Organismen aus dem Uberpriften Gebiet, denn die hier vorgestellten Experimente wiesen
in Freilandtieren deutlich haufiger genotoxische Signale nach als in den in vitro untersuchten Wasser-
proben. Hier deuten sich, unabhéngig vom verwendeten Testsystem, eventuell die Grenzen des In
vitro-Ansatzes im Umweltmonitoring an, da denkbar ist, daf sich akkumulative und synergistische
Effekte komplexer Stoffgemische im Kurzzeittest nur unvollstdndig nachweisen lassen. Auch eine
Ausweitung vergleichender cytopathologischer und ultrastruktureller Untersuchungen von Zellen und
Organismen unter genotoxischer Belastung erscheint angezeigt. Ebenso waren vergleichender Unter-
suchungen zum EinfluR genotoxischer Belastungen auf die genetische Integritét der belasteten Zellpo-
pulationen sowie Organismen mit Hilfe moderner molekularbiologischer Methoden wiinschenswert.
AbschlieBend kann der Comet Assay mit Dauer- und Primdrzellen aus Fischen als ein wertvolles
Werkzeug im Rahmen einer Testbatterie zur Ermittlung genotoxischer Effekte in der aquatischen
Umwelt empfohlen werden.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In den Untersuchungen zum Comet Assay mit Fischen und Fischzellen im Rahmen der vorliegenden Studie
stand die Etablierung des Systems mit priméren Hepatocyten und Kiemenzellen aus dem Zebrabarbing (Danio
rerio) sowie der Vergleich der genotoxischen Wirkung in vivo und in vitro im Vordergrund. Erste Grundlagen-
untersuchungen zur Optimierung des Versuchs-Protokolls fiir den Einsatz mit Fischzellen wurden mit der Dau-
erzelllinie RTG-2 aus der Gonade der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) vorgenommen.

In der einer ersten Phase der Comet Assay-Untersuchungen wurden die Primarzellkulturen mit bekannten, un-
terschiedlich wirkenden Gentoxinen belastet. Hierbei wurde die optimale Expositionszeit von 20 h ermittelt; mit
dieser lieRen sich die weitaus meisten Gentoxine in nicht-cytotoxischen Konzentrationen nachweisen. Im Ver-
gleich mit In vivo-Belastungen uber 3 Tage erwies sich der In vitro-Ansatz als deutlich sensitiver. Allerdings
konnten in Primarzellen aus Zebrabarblingen, die in Life-Cycle Experimenten mit umweltrelevanten Konzentra-
tionen bekannter Gentoxine belastet worden waren (M. Diekmann, TU Dresden) DNA Sch&den mit dem Comet
Assay nachgewiesen werden.

Mit dem erarbeiteten Versuchsprotokoll wurden in einer zweiten Phase Uber eineinhalb Jahre monatlich Was-
serproben von verschiedenen Deutschen Flussen untersucht. ErwartungsgemaR konnte nur in wenigen unter-
suchten Proben ein genotoxisches Signal nachgewiesen werden. Eine Untersuchung zum EinfluR des ausgewer-
teten Endpunkts zeigte deutliche Unterschiede auf: im Vergleich zum routinemaRig ausgewerteten Tail Moment
wurden mit dem Endpunkt Tail Length (Schweiflange) deutlich mehr Wasserproben positiv bewertet. Da bei der
Verwendung der Schweiflange ein wichtiges qualitatives Kriterium zur Einschatzung der Schadensintensitat,
namlich die Haufigkeit der Interaktion Gentoxin-DNA iber die Fluoreszenzintensitat im Schweif, unbericksich-
tigt bleibt, wurde am Endpunkt Tail Moment festgehalten. Im Gegensatz zu den In vitro-Testungen ergaben
Freilanduntersuchungen gehduft leichte DNA Schéden sowie erhdhte Mikronukleus-Raten in Fischen aus den
untersuchten Gewassern und zeigten hier die Grenzen von Kurzzeit-In vitro-Tests auf.

Nach AbschluB der Untersuchungen zur Eignhung des Comet Assays als Routine-Screeningtest wurde in der
dritten Phase dieser Studie der Versuch unternommen, mit vergleichenden Untersuchungen zu anderen biologi-
schen Endpunkten erste Antworten zu biologischen Relevanz des an sich reparablen Endpunkts DNA-
Strangbruch im Comet Assay mit Fischen und Fischzellen zu ermitteln;

Der Mikronukleus Test wurde mit RTG-2 Zellen etabliert und verschiedene Gentoxinen getestet. Im Vergleich
erwies sich der Comet Assay als sensitiver, erhdhte Mikrokernraten waren aber bereits in Konzentrationen
nachweisbar, die im Comet Assay nur zu leichten DNA-Schéden fiihrten.

Auch in Life-Cycle Untersuchungen mit genotoxischen Substanzen, in denen umweltrelevante Konzentrationen
getestet werden, ist der Nachweis von Genotoxizitat mit dem Comet Assay und Primérzellen méglich. Verglei-
chende ultrastrukturelle Untersuchungen zeigten deutliche Anzeichen zelluldren Stresses sowie cytopathologi-
sche Effekte.

In Early-Life-Stage Untersuchungen mit den im Comet Assay getesteten genotoxischen Substanzen wiesen die
betroffenen Larven des Zebrabérblings deutliche Ahnlichkeiten mit Entwicklungsmutanten aus genetischen
Screenings auf. Die ermittelten LC 50-Konzentrationen entsprachen Testkonzentrationen im Comet Assay, die
bereits deutliche DNA-Schéden induzierten. Hierbei ist dann die Entwicklung der Population auch schon massiv
gestort, denn 50 % der sich entwickelnden Larven sterben ab oder sind so massiv miRgebildet, daB auch diese
unter dem Aspekt der individuellen Fitness als nicht lebensfahig angesehen werden miissen.

Starke Schweifbildung mit deutlicher Reduktion des ,Kometenkopfes‘ durch hohe Gentoxin-Konzentrationen
nach In vitro-Kurzzeitbelastung konnten mit der Induktion apoptotischer Prozesse nach dreitdgiger Exposition
korreliert werden.

Der Vergleich mit weiteren Untersuchungen im Umfeld der Genotoxizitat wie Mikrokern-Untersuchungen, ver-
gleichende Freilanduntersuchungen, ultrastrukturelle Untersuchungen belasteter Organismen, Early-Life Stage
Tests sowie Untersuchungen zu zelludren Verénderungen nach Belastungen mit hohen Konzentrationen von
Gentoxinen zeigte, dal die mit dem Comet Assay abgebildeten Effekte im Bereich vielfaltiger biologisch falba-
rer Wirkungen liegen. AbschlieBend kann der Comet Assay mit Dauer- und Primérzellen aus Fischen als ein
wertvolles Werkzeug im Rahmen einer Testbatterie zur Ermittlung genotoxischer Effekte in der aquatischen
Umwelt empfohlen werden.
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