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5. Biochemische und ultrastrukturelle Untersuchungen zur Wirkung komplexer
Gemische von Schadstoffen auf isolierte Hepatocyten aus der Regenbogenforelle
(Oncorhynchus mykiss)

Zusammenfassung: Isolierte Hepatocyten aus der Regenbogenforelle wurden mit zwei verschie-
denen Schadstoffgemischen fiir 48 h exponiert und mit ultrastrukturellen und biochemischen Me-
thoden untersucht. Bereits nach einer 1 d Belastungsdauer mit der 1-fachen Konzentration waren
bei beiden Schadstoffgemischen deutliche biochemische und morphologische Effekte in den bela-
steten Zellen zu beobachten. Biochemische Messungen ergaben eine Aktivitatszunahme der cyto-
solischen Laktatdehydrogenase und Katalase sowie einen auffalligen Anstieg der Lipidperoxidati-
onsrate. Die morphologischen Reaktionen zeigten bei beiden Schadstoffgemischen eine klare Zeit-
Dosis-Wirkungsbeziehung. Schadstoffgemischspezifische cytopathologische Veranderungen konn-
ten in den Priméarhepatocyten festgestellt werden. Ein Vergleich der cytopathologischen Effekte
nach Belastung von Primérhepatocyten mit acetonischen Sedimentextrakten der Kérsch mit den
Schadstoffgemisch-induzierten Veranderungen ergab eine Reihe von Ubereinstimmungen im Re-
aktionsmuster der belasteten Zellen.

51 Einleitung

Die vorangehenden Untersuchungen mit Wasser- und Sedimentproben des Kréhenbach und der
Korsch ergaben deutliche biochemische und cytopathologische Verénderungen in den belasteten Pri-
marhepatocyten der Regenbogenforelle (vgl. Kapitel 4). Einige der beobachteten cytologischen Ef-
fekte in den belasteten Zellen waren rein flieRgewasserspezifisch, was mdéglicherweise durch die z.T.
erheblichen Unterschiede in der durchschnittlichen Schadstoffbelastung der beiden Bache begriindet
sein konnte. Gerade die Korsch zeigte im Gegensatz zum Krahenbach eine u.a. deutliche Belastung
mit diversen Pestiziden wie Pentachlorphenol, Trifluoralin, DDT, DDE, Lindan etc. (Honnen et al.,
1999a; vgl. Kapitel 1).

Um den EinfluB von Schadstoffgemischen mit bekannter Zusammensetzung auf die isolierten Hepa-
tocyten zu prifen wurden 2 verschiedene Schadstoffgemische erstellt und in 3 verschiedenen Kon-
zentrationen (1-fach, 10-fach und 50-fach konzentriert) auf die Zellen gegeben. Die Zusammenset-
zung der Schadstoffgemische orientierte sich an Inhaltsstoffen der Kérsch sowie deren durchschnittli-
chen Konzentrationen im Bachwasser und -sediment. Dabei entspricht die 1-fache Konzentration bei-
der Schadstoffgemische der durchschnittlichen Belastung der Koérsch. Der 1997 Schadstoffgemisch
enthalt Pestizide wie Lindan, DDT, DDE, Pentachlorphenol, Hexachlorbenzol und Trifluoralin, sowie
diverse PCBs und PAHSs. Der 1998 Schadstoffgemisch besteht tberwiegend aus PAHs sowie den
Pestiziden Lindan, Hexachlorbenzol und Trifluoralin. Die fur 48 h mit Schadstoffgemisch belasteten
isolierten Hepatocyten wurden auf die gleichen biochemischen und ultrastrukturellen Endpunkte un-
tersucht wie in den vorangehenden Untersuchungen mit Wasser- und Sedimentproben.

Diese Untersuchung wurde durchgefiihrt um einerseits Parallelen zwischen den Wasser- bzw. Sedi-
mentproben induzierten Effekten sowie den Schadstoffgemisch verursachten cytologischen Schadbil-
dern aufzuzeigen. Desweiteren sollten mdgliche Korrelationen zwischen der Wirkung einzelner
Schadstoffgruppen bzw. Schadstoffe und den zellularen Veranderungen untersucht und ermittelt wer-
den. Die In vitro-Befunde wurden schliefflich mit den Ergebnissen von In vivo-Versuchen verglichen
und auf eine mogliche Ubertragbarkeit auf das Gesamttier diskutiert.
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5.2 Ergebnisse

5.2.1 Biochemische Untersuchungen zur Wirkung von verschiedenen Schadstoffgemischen auf
isolierte Hepatocyten (Tab. 5.1)

Schadstoffgemisch 1997:

Cytoplasma. Die Aktivitat der cytosolischen Laktatdehydrogenase zeigte nach 1 und 2 d Belastung
mit dem in Tab. 2.1 (vgl. Kapitel 2) beschriebenen Schadstoffgemisch eine signifikante Zunahme
(Tab. 5.1, Abb. 5.1). Dagegen war nach 2 d Belastung der isolierten Hepatocyten mit 10- und 50-
fachen Schadstoffgemischkonzentration ein auffalliger Riickgang der freigesetzten Laktatdehydroge-
naseaktivitat festzustellen (Tab. 5.1). Die Aktivitat der Alaninaminotransferase hahm nach 1 d Bela-
stung bei allen Konzentrationen ab (Abb. 5.1), wéhrend nach 2 d Exposition der isolierten Hepa-
tocyten ein deutlicher Anstieg der Alaninaminotransferaseaktivitdt mebar war (Tab. 5.1).

Biotransformation. Das Biotransformationsenzym Glutathion S-Transferase zeigte bei der 1-fachen
(1 d) und 50-fachen (1 und 2 d) Konzentration im Vergleich zur Kontrolle eine Aktivitdtszunahme
(Tab. 5.1).

Peroxisomen. Bei der Katalase war nach 2 d Belastung in allen Konzentrationen ein signifikanter
Aktivitatsanstieg festzustellen (Tab. 5.1, Abb. 5.2).

Lysosomen. Die Aktivitat der Sauren Phosphatase sank mit Ausnahme der 1-fachen (1 d) Konzentrati-
on deutlich unter die Kontrolle (Tab. 5.1).

Lipidperoxidation. Die Lipidperoxidation stieg bei allen Konzentrationen stark an (Tab. 5.1,
Abb. 5.2).

Schadstoffgemisch 1998:

Cytoplasma. Die cytosolische Laktatdehydrogenase zeigte in 1 und 2 d belasteten isolierten Hepa-
tocyten mit Ausnahme der 1-fachen Konzentration eine deutliche Aktivitdtszunahme (Tab. 5.1,
Abb. 5.1). Wahrend bei der ins Medium freigesetzten Laktatdehydrogenase mit Ausnahme der 10-
fachen Konzentration nach 1 und 2 d Belastung die Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle deutlich
abnahm (Tab. 5.1). Bei der Alaninaminotransferase war eine signifikante Aktivitatszunahme feststell-
bar (Tab. 5.1, Abb. 5.1).

Endoplasmatisches Retikulum. Mit Ausnahme der 10-fachen Schadstoffgemisch-Konzentration
konnte nach 1 und 2 d Belastung eine Aktivitatsabnahme der Esterase beobachtet werden (Tab. 5.1).

Biotransformation. Nach 1 und 2 d Belastung war in allen Konzentrationen eine Zunahme der
Glutathion S-Transferaseaktivitat meRbar (Tab. 5.1).

Peroxisomen. Wahrend die Aktivitat der Katalase im Vergleich zur Kontrolle nach 1 d Belastung eine
auffallige Abnahme zeigte, konnte man nach 2 d Belastung bei der 1- und 50-fachen Konzentration
eine Aktivitatszunahme beobachten (Tab. 5.1, Abb. 5.2).

Lysosomen. Die Aktivitat der Sauren Phosphatase stieg nach 1 und 2 d Belastung deutlich Uber den
Kontrollwert (Tab. 5.1).

Lipidperoxidation. Auch in den mit 1998 Schadstoffgemisch belasteten Primarhepatocyten war nach 1
und 2 d in allen Konzentrationen eine meist signifikante Zunahme der Lipidperoxidationsrate fest-
stellbar (Tab. 5.1, Abb. 5.2).
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Tab. 5.1: Relative Enzymaktivitaten in isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) nach Belastung
mit 1997 und 1998 Schadstoffgemischen.

1 Tag (1987 Schadstoffgemisch) 1x 10% Six
Laktat-Crehydrogenase (millimg Protein) 147 372" 1285+ 3 1188241 "
Freigesetzte Laktat-Dehydrogenaze (mlliml) 552+10,1 " 1088249 170.2+95"
Alanin-Aminc-Transferase {mllmg Protein) TH5+17.3° 429 +01 Ta9=101
Glutathion 5-Transferase {mlfmg Frotemn) 1155+ 6.6 884+ 19,9 123421786
Katalaze {BLImL} 1855 +23 B2 5+16 107 g=28""
Sawe Phosphataze (mllimg Protein) 131.6+93 291 +158*" 78587
Lipidperasidation (prmokimg Proteink WEI+56 DOB4+58° 1481 = 147"

2 Tag (1997 SchadstoMgemisch) 1x 10% S0
Laktak-Demydrogenase (mllimg Protein) 1527 227 Tax0E" W75+t45"
Freigesetzte Laktat-Dehydrogenase (mlimL) 14252498 27+111" B3E=55"
Alanin-&mino-Transfarase (mNmg Protein) 320 + 333 1422 + 433 1693 £ 17.3
Glutathion 5-Transferase (mllfimg Protein) 752+ 346 g8+ 101" 1026 = 192
Katalase {BL/mL) 191 058 SBOB+0567* 457511
Samre Phosphatase (mllimg Protein) 404 £ 243" B9 +313 Blz24"
Lipidperoxidation (pmaolimg Protein) 18461+ 11 6™ 15648+ 112" &355=101"

1 Tag (1988 Schadstoffgemisch) ix 10x S0
Laktat-Debydrogenase (mllimg Protein) 86T+ 06 1474 £ 27 1268+£1348*
Fraigesetzte Laktat-Dehydrogenase (mlliml) 652+ 4 1284 £ 14,2 T31+424
Alanin-Amine-Transferase (mlimg Probein) 1645 £ 6.1 1993 2649" 1818+ 8,1
Esterase (mllimg Profein) BT 52 1263=2" 44,1+174
Glaathion S-Transferase (mUimg Proten) 1024 + 2,7 % 11&+66* 1248+32
Fatalase (BLImML) 50 + 10 75166 50 & 5=
Sawe Phosphatase (mllimg Protein) 153662 1789 +14.7 1526+62
Lipidgaraxidation (pmalimg Prabein) 1735+ 107* 2308+ 84" 1841 £ 74"

2 Tag (1998 Schadstoffgemisch) 1= 10x S0
Laktat-Crebydrogenase (mllimg Protein) 1Mm27+1.8 1394 £ 43 094 +1.7
Freigesetzte Laktat-Debydrogenase (mllimL) 8474493 1881 £ 11,7 73151
Alanin-Amino-Tranzferaze (Mg Pratein) 1453 +12% 170 £ 10,7 == 1824 £ B
Esteraze (millimg Protein) 934+2 1181 £ 5.8 71259
Glutathion S-Transferase (mlimg Proten) 105 +43 1292244 1M14+25
Katalaze (BUsmML) 120+ 5= BO £ & == 1802 333
Sawe Phosphataze (mllimg Prateln) 1103 +39 1195267 M1+45
Lipldperasidation (pmalimg Pratein) 1369 81 138577 1205+ 38

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 parallelen Ansétzen. Abweichungen von den Kontrollen nach
Student's t-Test und Mann-Whitney-Rangsummen-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Abb. 5.1: Relative Enzymaktivitaten der cytosolischen Laktatdehydrogenase (a) und Alaninaminotransferase (b)
in isolierten Hepatocyten nach Belastung mit 1997 und 1998 Schadstoffgemisch.

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 parallelen Ansatzen. Abweichungen von den Kontrollen nach
Student's t-Test und Mann-Whitney-Rangsummen-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Abb. 5.2: Relative Enzymaktivitaten der Katalase (a) und die Lipidperoxidationsrate (b) in isolierten Hepatocyten
nach Belastung mit 1997 und 1998 Schadstoffgemisch.
Daten als Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 parallelen Ansatzen. Abweichungen von den Kontrollen nach
Student's t-Test und Mann-Whitney-Rangsummen-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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5.2.2  Ultrastrukturelle Untersuchungen zur Wirkung verschiedener Schadstoffgemische auf
isolierte Hepatocyten

Die semiquantitativen morphologischen Befunde zur Wirkung der Schadstoffgemische sind in den
Tabellen 5.2 und 5.3 zusammengefalt.

Kontrolle (0,1 % DMSO; 0,1 % Ethanol):
Die mit 0,1 % DMSO bzw. 0,1 % Ethanol belasteten Kontrollhepatocyten zeigten das charakteristi-

sche morphologische Erscheinungsbild von isolierten Hepatocyten aus der Regenbogenforelle (Ver-
gleich Kapitel 4.3.1).

Schadstoffgemisch 1997, 1-fache Konzentration:

Bei den mit der hdchsten Schadstoffgemischverdiinnung belasteten isolierten Hepatocyten traten be-
reits nach 1 d eine Verringerung der cytoplasmatischen Kompartimentierung (Abb. 5.3), eine Zunah-
me und Marginalisierung des Heterochromatin (Abb. 5.5), eine erhéhte Heterogenitat der Mitochon-
drien in GréRe und Form sowie Auflésung der mitochondrialen Cristae (Abb. 5.9), eine enge Asso-
ziation von Mitochondrien mit RER-Zisternen als auch Peroxisomen (Abb. 5.6, 5.9), eine zunehmen-
de Vesikulierung und seltenere Stapelbildung von RER-Zisternen (Abb. 5.4, 5.5), eine Zunahme von
Lysosomen (Abb. 5.5), Myelinkdrpern (Abb. 5.12) und Peroxisomen (Abb. 5.9) sowie eine Abnahme
des Glykogengehaltes auf.

Neben einer verstarkten Auflosung der mitochondrialen Cristae, einer elektronendichteren mitochon-
drialen Matrix und verstarkt vesikulierten RER-Zisternen, konnten nach 2 d Belastung die bereits
beschriebenen Effekte beobachtet werden.

Schadstoffgemisch 1997, 10-fache Konzentration:

Zusétzlich zu den bei der 1-fachen Konzentration beschriebenen Verénderungen zeigten die meisten
Hepatocyten eine Vermehrung von Nucleoli in den Zellkernen (Abb. 5.7), eine Reduktion des RER-
Gehaltes (Abb. 5.7), einen Anstieg des SER-Gehaltes (Abb. 5.10, 5.13), eine Aktivitdtsabnahme des
Golgi-Apparates, die Zunahme von sehr groflen Lysosomen, eine Akkumulation von Peroxisomen
sowie das verstarkte Auftreten von Lipidtropfen und Lipidtropfen-Ansammlungen.

Nach 2 d kam es zu einem verstarkten Auftreten der bereits geschilderten Effekte. Neu hinzugekom-
mene Verénderungen sind eine deformierte Zellform, eine unregelmaRige Kernform, Einschliisse in
Zellkernen (Abb. 5.4, 5.8) eine Lageverdnderung des Zellkernes in die Zellperipherie, eine Dilatation
der Kernhiille (Abb. 5.11, Pfeilkdpfe), sowie das Vorkommen von Vakuolen im Cytoplasma
(Abb. 5.5).

Schadstoffgemisch 1997, 50-fache Konzentration:

Bei der hdchsten Schadstoffgemisch Konzentration waren die bereits geschilderten morphologischen
Veranderungen stérker ausgeprégt. In den belasteten Primdrhepatocyten war die cytoplasmatische
Kompartimentierung aufgelést. Das RER zeigte eine aufféllige Vesikulierung, wobei die einzelnen
Vesikel teilweise stark dilatiert waren (Abb. 5.11). Vereinzelt konnten Multivesikulére Kérper beob-
achtet werden. Nach 2 d Belastungsdauer traten die beschriebenen Veranderungen verstérkt auf.
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Tab. 5.2: Semiquantitative Analyse cytologischer Verdnderungen in isolierten Hepatocyten nach Belastung mit
Schadstoffgemisch vom Juli 1997.

1d Jul 57 2d Jul &7
1% 10 B0y 1% 0= 50
Ver@nderte Zelform + + 5 . 4 i
Hompartimentierung e - * . + *
Hermn
Werandsrg Kamhom * + - + + +
Cilalaticn dier Fernhols * * - + + -
Heterochromsatin Zonahmes + ++ +E4 -4 e e
Merginaiisiserung + + teE -+ te ek
Legeveranderung dos Komas + * & * + *
Hermainechioess % t £ % % +
WarTshinng won Mol = * = * B *
Mitochondrien
Emdhia Hefaragenital + + - + + *
. Anzagiaion mit ER-Crteman e+t +4 - e 4= -
| Assazision it Percessmen ++ 4 - .+ RPN
Aufieaung der Crislae * o e L b i
RER
Mange e wd i I i i
Stapsitiidung e + - -4 + -
Calatation * + - * + -+
"|I'B'5|I:LII-BI'I.H'E + + 4 -t - -, P,
AL TANON ik Penosamen + + = + + +
SER
Hm + ++ ++ ks e o
_Gbl;l-.!.ppl'i . .
Aksvatal +i * - L + #
Ly=sosomen
Prenare Lysosomes o i e o i B
Sek und fart Lysosomen 45 e - -+ 4 e
Wakucden + + - + + et
Bdyredinkirper + + k3 S + ++
| Mulivesia e Kerpar . : . : P
Faragisaman
henge ++ R 4= =+ L +
Algmulabaresn * L] LR * o *
Lipid
Menge * o ‘b * e i
Lipictaldar + + n + 45 P
Glykogen
Marga + + = + + &

Zeichenerklarung: + = fehlend; + = schwach; ++ = vorhanden; +++ = stark; ++++ = sehr stark. n = 50 Zellen.
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Tab. 5.3: Semiquantitative Analyse cytologischer Veranderungen in isolierten Hepatocyten nach Belastung mit
Schadstoffgemisch vom Juli 1998.

1d Jul 5a 2d Jul 88
1% Tl a0 1% 10= alx

Vardnderie felfoerm * + = + + b+
Hamgartimentierung - +4 - - # *
Harmn

Weranders Kamfomm * + = + + -
| Helerechromatin Zunahme + + 4 -+ e St

Lageveranderry das Kernaes ] ] = ] ] *

Abrahime won huckeol + + & + i £

Warmstinang von Rucisol + £ - + + .
Mitachondrien

Ernichta Hataragerskat + + - + b 4

AkEumulatoren * + - + + +

AczaTiaian it ER-Cretaman ++ + ++ e + +

ASEAHANAN Ml Percasamen T + o ++ - Ht

Aufiesung der Crislse * + b -k s b
RER

Mange bk 44 - P 4& T

Stapsibikdung e +4 ++ b + -
Wasiculiarung + ++ o+ -+ e e
Ansamiaan mik Percedsomen - ++ 4 - * s
SER

bengs + + ++ + + ++
Galgi-Apparal

Chlalslion der Ziskamen + + * + + -
Fl‘ﬂaﬁ'lh‘ﬁﬂ‘l.l'lg der Tesberran % * - & W '
Akavial A 44 4 a4 & &
Lysosomen

Prmars Lysosomen + +4 . + . S
Sek und fert. Lysosomen + i F h i v
Wakudlen + + = + + &
Byedinkorper + + = + + -
Paragigamen

hernge ++ 4 ++ 4+ 4= -
Aksumulabaren T W LR . * wik
Lipid

bdurga * EE b4 ok +e bt
(Giykogen

Marga Faren e i+ ey s &

Zeichenerklarungen: + = fehlend; + = schwach; ++ = vorhanden; +++ = stark; ++++ = sehr stark. n = 50 Zellen.
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Schadstoffgemisch 1998,1-fache Konzentration:

Die 1 d Belastung der isolierten Hepatocyten mit dem 1998 Schadstoffgemisch fiihrte bei der niedrig-
sten Konzentration zu einer weniger geordneten cytoplasmatischen Kompartimentierung in den bela-
steten Zellen (Abb. 5.14, 5.16). Eine Zunahme an Heterochromatin in den Zellkernen (Abb. 5.18),
eine geringfiigige Auflosung der mitochondrialen Cristae, abnehmende RER-Stapelbildung
(Abb. 5.18) sowie eine hdufigere Assoziation von vesikulierten RER-Zisternen mit Peroxisomen
konnte beobachten werden (Abb. 5.17). Einige RER-Vesikel enthielten elektronendichte Strukturen
(Abb. 5.16, 5.20, Pfeilktpfe). Weiterhin traten vereinzelt Dictyosomen mit dilatierten Zisternen sowie
vermehrt Peroxisomen und Peroxisomencluster im Cytoplasma auf (Abb. 5.18). Dagegen nahm der
Glykogengehalt im Vergleich zur Kontrolle ab (Abb. 5.14, 5.16).

AuRer den bereits aufgefiihrten Effekten zeigten die belasteten Zellen nach 2 d Belastungsdauer ver-
einzelt veranderte Zell- (Abb. 5.22) und Kernformen (Abb. 5.21) sowie die Vermehrung von Nucleoli.
Des weiteren konnten Akkumulationen von Mitochondrien (Abb. 5.20), ein Aktivitatsrickgang der
Dictyosomen als auch geh&uft Lipidtropfen (Abb. 5.15) im Cytoplasma beobachtet werden.

Vorherige Seiten

Abb. 5.3 - 6. 1997 Schadstoffgemisch. In den mit der hdchsten Verdiinnung belasteten isolierten He-
patocyten nahm die cytoplasmatische Kompartimentierung in den Zellen ab (Abb. 5.3). Bei der einfa-
chen Verdinnung des Cocktails zeigten die belasteten Zellen eine verstarkte Marginalisierung des
Heterochromatins in den Zellkernen (Abb. 5.4), eine deutliche Zunahme von Lysosomen (Abb. 5.5),
sowie eine teilweise sehr enge Assoziation von Mitochondrien und Peroxisomen mit Zisternen des
RER (Abb. 5.6).

Abb. 5.3: 1-fache Konzentration, 2 d x 10800; Abb. 5.4: 10-fache Konzentration, 2 d x 8500;
Abb. 5.5: 10-fache Konzentration, 2 d x 8400; Abb. 5.6: 10-fache Konzentration, 2 d x 12000.

Abb. 5.7 - 10. 1997 Schadstoffgemisch. Nach 2 d Belastung mit der 10-fachen Gemischkonzentration
zeigten einige Zellkerne eine unregelmalige Kernform sowie eine Vermehrung der Nucleoli auf
(Abb. 5.7, Pfeilkdpfe). Eine 2 d Belastung der Zellen mit der hdchsten Gemischkonzentration be-
wirkte in vielen Primdrhepatocyten eine starke Vesikulierung des RER (Abb. 5.8). Neben dem Auf-
treten von Einschlissen im Zellkern (Abb. 5.8) waren eine Zunahme von Peroxisomen (Abb. 5.9) als
auch ein Anstieg des SER-Gehaltes in einigen Zellen zu beobachten (Abb. 5.10).

Abb. 5.7: 10-fache Konzentration, 2 d x 11500; Abb. 5.8: 50-fache Konzentration, 2 d x 8700;
Abb. 5.9: 50-fache Konzentration, 2 d x 22000; Abb. 5.10: 50-fache Konzentration, 2 d x 12500.

Abb. 5.11 - 13. 1997 Schadstoffgemisch. In einigen Zellen war die Kernmembran stark dilatiert
(Abb.5.11, Pfeilkbpfe) und die Zisternen des RER waren auffallig vesikuliert sowie dilatiert
(Abb.5.11). Im Cytoplasma traten Myelinkorper auf (Abb. 5.12) und der SER-Gehalt stieg an
(Abb. 5.13).

Abb. 5.11: 50-fache Konzentration, 2 d x 20000; Abb. 5.12: 50-fache Konzentration, 2 d x 12500;
Abb. 5.13: 50-fache Konzentration, 2 d x 12500.
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Schadstoffgemisch 1998, 10-fache Konzentration:

Neben einer friheren und verstarkten Induktion der bereits beschriebenen morphologischen Verénde-
rungen konnte man bei den 1 d belasteten Zellen eine erhéhte Heterogenitét der mitochondrialen Ge-

stalt und Form, eine verminderte Assoziation der RER-Zisternen mit Mitochondrien, eine zunehmen-
de Fragmentierung der Zisternen des Golgi-Apparates (Abb. 5.19) sowie einen Anstieg von Vakuolen
(Abb. 5.23) und Myelinkdrpern finden.

Nach einer Belastungsdauer von 2 d zeigten die Hepatocyten nur noch vereinzelt die Ausbildung von
RER-Stapeln. Wahrend ihre RER-Zisternen verstérkt vesikuliert waren, konnte man nur selten kurze
RER-Zisternen eng benachbart zu Peroxisomen beobachten. Die Mitochondrien lagen h&ufiger eng
benachbart zu Peroxisomen (Abb. 5.20). Die Dictyosomen waren kaum noch aktiv und der Gehalt an
Glykogen war deutlich reduziert.

Schadstoffgemisch 1998, 50-fache Konzentration:

Das charakteristische Bild der mit der héchsten Schadstoffgemisch-Konzentration belasteten Zellen
war gepragt durch eine vollige Aufhebung der cytoplasmatischen Kompartimentierung (Abb. 5.21),
starker Heterochromatinzunahme in den Zellkernen, einer Zunahme des SER-Gehaltes sowie einer
starken Proliferation von Lysosomen und Peroxisomen. Vereinzelt konnten perlschnurartig aneinan-
der gereihte Peroxisomen beobachtet werden (Abb. 5.24). Einige belastete Primarhepatocyten zeigten
die Tendenz, Zellausbuchtungen zu bilden (Abb. 5.22). Nach 2 d traten die beschriebenen Effekte
noch stéarker hervor.

Folgende Seiten

Abb. 5.14 - 17. 1998 Schadstoffgemisch. Die mit der hdchsten Verdiinnung belasteten Zellen zeigten
héufig eine abnehmende cytoplasmatische Kompartimentierung (Abb. 5.14). Nach 2 d Belastungsdau-
er war das RER nur selten in Zisternenstapeln angeordnet (Abb. 5.15). Zunehmend konnten RER-
Zisternen mit elektronendichten Inhalt (Abb. 5.16, Pfeilképfe) und Peroxisomenansammlungen eng
benachbart zu RER-Zisternen beobachtet werden (Abb. 5.17).

Abb. 5.14: 1-fache Konzentration, 1 d x 8700; Abb. 5.15: 1-fache Konzentration, 2 d x 6700;
Abb. 5.16: 1-fache Konzentration, 2 d x 13300; Abb. 5.17: 1-fache Konzentration, 1 d x 20500.

Abb. 5.18 — 5.20. 1998 Schadstoffgemisch. Neben einer Heterochromatinzunahme in den Zellkernen
nahm in den meisten Zellen der Gehalt an Glykogen ab (Abb. 5.18). Auffallig war die deutliche Zu-
nahme von unterschiedlich groflen Lysosomen sowie Peroxisomen (Abb. 5.19). Einige der heterogen
geformten Mitochondrien waren eng mit Peroxisomen assoziiert (Abb. 5.20). In kurzen RER-Vesikeln
waren elektronendichte Inhalte zu erkennen (Abb. 5.20, Pfeilkopfe).

Abb. 5.18: 1-fache Konzentration, 1 d x 10100; Abb. 5.19: 1-fache Konzentration, 1 d x 10700;
Abb. 5.20: 10-fache Konzentration, 2 d x 20900.

Abb. 5.21 - 24. 1998 Schadstoffgemisch. Nach 2 d Belastung der isolierten Hepatocyten mit der héch-
sten Schadstoffgemischkonzentration war in den meisten Zellen die cytoplasmatische Kompartimen-
tierung aufgeldst (Abb. 5.21). Einige Zellen besallen eine stark deformierte Zellgestalt (Abb. 5.22). Im
Cytoplasma waren teilweise groRe Vakuolen (Abb. 5.23) sowie perlenartig aneinander gereihte Pero-
xisomen zu beobachten (Abb. 5.24).

Abb. 5.21: 50-fache Konzentration, 2 d x 7000; Abb. 5.22: 50-fache Konzentration, 2 d x 5400;
Abb. 5.23: 50-fache Konzentration, 2 d x 8600; Abb. 5.24: 50-fache Konzentration, 2 d x 21300.
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5.3 Diskussion

Die vorliegende Studie wurde durchgefiihrt, um die Wirkung komplexer Schadstoffgemische mit be-
kannter Zusammensetzung aus den einzelnen Komponenten auf isolierte Hepatocyten der Regenbo-
genforelle zu untersuchen. Einerseits wurden biochemische und ultrastrukturelle Daten zur cytotoxi-
schen Wirkungsweise verschiedener Schadstoffgemische auf Primarhepatocyten ermittelt, welche im
Anschlufl mit den Ergebnissen aus Kapitel 4 und weiteren 6kotoxikologischen Untersuchungen auf
mdgliche Parallelen verglichen werden sollten, um Korrelationen zwischen den einzelnen umweltre-
levanten Schadstoffen bzw. Schadstoffgruppen und zelluldren Effekten zu erkennen. Die ermittelten
Befunde wurden schlieRlich mit In vivo-Versuchen verglichen und auf ihre Ubertragbarkeit auf das
Gesamittier diskutiert.

Vergleich biochemischer und morphologischer Befunde

Die Befunde der vorliegenden Untersuchung ergaben folgendes Bild: Bei allen eingesetzten Konzen-
trationen der verschiedenen Schadstoffgemische konnten deutliche biochemische und morphologische
Abweichungen in den belasteten Primérhepatocyten von der Kontrolle festgestellt werden. Bereits
nach einer Belastungsdauer von 1 d und einer 1-fache Konzentration der beiden Schadstoffgemische
waren im Vergleich zur Kontrolle zahlreiche Effekte zu beobachten.

Wihrend die ultrastrukturellen Effekte eine klare Zeit-Dosis-Wirkungsbeziehung in den mit den Ge-
mischen belasteten Zellen aufzeigten, ergaben die biochemischen Befunde zu den Stoffwechsel- und
Biotransformationsenzymen kein einheitliches Bild. Nur bei der Lipidperoxidation konnte bei allen
untersuchten Konzentrationen der Schadstoffgemische sowohl nach 24 und 48 h Belastungsdauer ein
deutlicher Anstieg in den belasteten Zellen festgestellt werden.

Ein Vergleich der untersuchten Schadstoffgemische untereinander ergab fir die biochemischen Be-
funde haufig qualitative Unterschiede der Enzymaktivitdten, wobei die belasteten Zellen je nach
Schadstoffgemisch bzw. Schadstoffgemischverdiinnung entweder eine Aktivitdtszunahme oder einen
Aktivitatsriickgang der untersuchten Enzyme zeigten. Dagegen unterschieden sich die verwendeten
Gemische sowohl qualitativ als auch semiquantitativ deutlich im cytopathologischen Gesamtbild, was
auf die unterschiedliche Zusammensetzung der Schadstoffgemische zurlickzufiihren ist.

Eine Korrelation biochemischer und ultrastruktureller Befunde zeigt sich mit der Abnahme von Gly-
kogenarealen parallel zum Aktivitatsanstieg der cytosolischen Laktatdehydrogenase. Dies laRt auf
einen erhdhten Energiebedarf der belasteten Hepatocyten schlie3en.

Fur einen erhdhten Energieumsatz und erhdhten Aminoséureabbau spricht auch die gesteigerte Akti-
vitat der Alaninaminotransferase nach 2 d Belastungsdauer (Arnold, 1995). Weiterhin wird ange-
nommen, daf sich eine Erhéhung der Alaninaminotransferase-Aktivitat auf streSbedingte Schadigun-
gen von Mitochondrien zurtichfiihren 1&3t (Rouiller, 1964). Verschiedene cytopathologische Effekte
an Mitochondrien der belasteten Primarhepatocyten nach Belastung mit 1997 und 1998 Schadstoff-
gemisch weisen auf streBbedingte Schédigungen hin.

Korrelationen der biochemischen und morphologischen Befunde mit vergleichbaren Studien

Um einen Bezug zur cytotoxischen Wirkungsweise der eingesetzten Schadstoffgemische und ihrer
Komponenten auf isolierte Hepatocyten zu erhalten, ist ein Vergleich mit weiteren toxikologischen
Studien unerl&glich.
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Zahlreiche In vivo- und In vitro-Biotests mit unterschiedlichen Endpunkten wurden zur Untersuchung
der Reaktionsmodi umweltrelevanter Monosubstanzen und Schadstoffgemische durchgefiihrt. Dabei
haben sich Primarhepatocyten der Regenbogenforelle oft als geeignetes Testsystem erwiesen, um das
cytotoxische und gentoxische Potential von Reinsubstanzen, Oberflachenwasser, Abwasser und Se-
diment abzuschdatzen (Braunbeck, 1993a; Gagné & Blaise, 1995; Gagné et al., 1995; Zahn & Braun-
beck, 1993; Zahn et al., 1995). In vivo-Untersuchungen zur Wirkung von Schadstoffgemischen wur-
den an Ratten (Constan et al., 1995; Simmons et al., 1994), Mé&usen (Hong et al., 1992), Kaninchen,
Ziegen, Enten (Williams et al., 1993), Fischen (Kénemann, 1981) und Friihstadien von Fischen (En-
senbach & Nagel, 1995, 1997) durchgefihrt. Fur vergleichbare In vitro-Studien wurden humane neu-
ronale Zellinien (Marinovich et al., 1996), humane Lymphocyten (Dolara et al., 1994), Mause-
Primarhepatocyten (Klauning et al., 1990), foetale Wachtel-Hepatocyten (Hugla et al., 1996) und
Rattengehirnzellen (Segal, 1989) eingesetzt. Eine vergleichbare experimentelle Studie, welche die
Wirkung von komplexen Schadstoffgemischen auf isolierte Hepatocyten mittels biochemischer und
ultrastruktureller Endpunkte untersucht, wurde nach derzeitigem Kenntnisstand noch nicht durchge-
fuhrt.

a-Hexachlorobenzol (HCB) ist eines der in den Gemischen enthaltenen Schadstoffe und bewirkte
nach Verabreichung in der Leber von Wistarratten einen mit der vorliegenden Untersuchung ver-
gleichbaren Aktivitatsanstieg der Alaninaminotransferase (Nikolaev et al., 1986). Elektronenmikro-
skopische Studien an der Rattenleber stellten nach HCB-Belastung in den Hepatocyten einen deutli-
chen Anstieg von Membranschédigungen und das Auftreten von Membranwirbeln fest (Strik & Koe-
man, 1979). Eine Zunahme von Myelinkdrpern konnte in Primdrhepatocyten der Regenbogenforelle
nach Belastung mit beiden Schadstoffgemischen beobachtet werden.

Veranderungen und Schadigungen von Mitochondrien, wie sie auch in der vorliegenden Studie auf-
traten, konnten in verschiedenen Untersuchungen beobachtet werden. Zahn et al. (1995) stellten nach
einer in In vitro-Belastung von Primérhepatocyten der Regenbogenforelle mit Deponiesickerwasser
unbekannter Schadstoffzusammensetzung eine Zunahme von Mitochondrien mit heterogener Grole
und Form fest. Weiterhin ist bekannt, dal Pentachlorphenol (PCP), ein Pestizid und weitere 1997
Schadstoffgemischkomponente, die oxidative Phosphorylierung entkoppelt (Weinbach & Garbus,
1965) und somit schadigend auf die Mitochondrien einwirkt. Eine ultrastrukturelle Arbeit an der Le-
ber von Wistar Ratten zeigte nach PCP-Verabreichung neben einer Proliferation von SER, einer Ab-
nahme des RER-Gehaltes auch eine Schadigung der Mitochondrien (Fleischer et al., 1980).

Zudem konnte nach 1 d Belastungsdauer bei fast allen eingesetzten Schadstoffgemisch Konzentratio-
nen ein Aktivitatsanstieg der cytosolischen Glutathion S-Transferase, einem Biotransformationsen-
zym der Phase I, in den isolierten Hepatocyten beobachtet werden. Dieser Effekt dirfte in Wechsel-
beziehung mit der Zunahme des SER-Volumens in den belasteten Zellen stehen. Neben der Dilatation
von RER-Zisternen stellt auch die Zunahme von SER-Tubuli vermutlich den morphologischen Aus-
druck von verstdrkt einsetzenden Detoxifikationsprozessen dar (Braunbeck, 1995; Braunbeck et al.,
1989; Hinton et al., 1978; Lester et al., 1993).

PCBs sind neben den PAHSs ein wesentlicher Bestandteil des 1997 Schadstoffgemisch. Toxikologi-
sche Untersuchungen zur Wirkung von PCBs ergaben zahlreiche Effekte. Hinton et al., (1978) und
Klaunig et al., (1979) konnten in der Leber des Getupfelten Gabelwelses nach akuter und subakuter
Belastung vor allem Verénderungen im endoplasmatischen Retikulum feststellen. Weiterhin zeigten
Sprague-Dawley-Ratten nach PCB-Kongener 153 Belastung eine Zunahme des SER-Gehaltes, ver-
starkt abnormale Mitochondrien sowie eine Zunahme lysosomaler Elemente in der Leber (Peng et al.,
1997). Vigano et al. (1994) berichteten von einer Induktion von Biotransformationsenzyme in der
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Leber von Fischen, welche aus PCB- und PAH- kontaminierten Bereichen des FluRes Po gefangen
wurden. Weitere Untersuchungen an Fischen (Mugil sp.) aus stark PCB- und PAH-belasteten Regio-
nen Spaniens ergaben in der Leber einen Aktivititsanstieg der Katalase und der Glutathion S-
Transferase (Rodriguez-Ariza et al., 1993). Eine Zunahme des SER-Gehaltes und des Biotransforma-
tionsenzymes Glutathion S-Transferase konnte auch in den Schadstoffgemisch belasteten Primdrhe-
patocyten festgestellt werden.

Neben den bereits angefiihrten Schadstoffen enthielten die Gemische auch Lindan. Lindan ist schon
seit langerem als Induktor von Enzymsystemen bekannt (Smith, 1991). Studien an ménnlichen Al-
binoratten ergaben in der Leber nach Lindanverabreichung einen Aktivitatsanstieg der Glutathion S-
Transferase sowie eine Zunahme der Lipidperoxidationsrate (Puri & Kohli, 1995). Interessanterweise
war gerade die Zunahme der Lipidperoxidationsrate bei allen gemessenen Schadstoffgemischkonzen-
trationen sowohl nach 1 und 2 d Belastungsdauer besonders auffallig. Sie ist ein Indiz fir die ver-
stirkte Peroxidation ungesattigter Membranlipide und somit ein Hinweis auf Membranschéadigungen
(Arnold, 1995; Braunbeck, 1995; Zahn, 1995). Beim Vergleich zu den ultrastrukturellen Ergebnissen
konnten sowohl Schédigungen von Mitochondrien, eine Vesikulierung von RER-Zisternen als auch
eine Zunahme von Myelinkdrpern im Cytoplasma beobachtet werden. Eine verstérkte Vesikulierung
des RER konnte auch ultrastrukturell in der Leber von Jungfischen der Regenbogenforelle nach einer
Mikroinjektion mit PCB-belasteten Sedimentextrakten festgestellt werden (Engwall et al., 1994).

Abgesehen von den bereits angefiihrten Schadstoffgemisch-induzierten Verdnderungen zeigten die
belasteten Zellen eine starke Zunahme lysosomaler Elemente sowie einen Anstieg des Lipidgehaltes.
In einer Studie an Baumwollratten konnte nach einer Belastung mit PCBs eine Zunahme von Li-
pidtropfen in der Leber beobachtet werden (Elangbam et al., 1991). Eine In vitro-Studie mit DDT,
einer weiteren 1997 Schadstoffgemischkomponente, ergab in belasteten HelLa, Hunde-, Nieren- und
Ratten-Nephrom-Zellen eine verstarkte Marginalisierung des Heterochromatin in den Zellkernen,
Veranderungen an mitochondrialen Cristae, eine Akkumulation von Lipid sowie eine Zunahme von
Multivesikuldren Korpern und Vakuolen (Williams & Chung, 1987). Vergleichbare Veranderungen
am Zellkern sowie eine Zunahme lysosomaler Elemente und Lipidtropfen waren auch in der vorlie-
genden Untersuchung festzustellen.

Damit konnten zahlreiche Korrelationen zwischen den biochemischen Befunden und cytopathologi-
schen Effekten nachgewiesen werden, da der Wirkungsmechanismus von Schadstoffen funktionell auf
molekularer Ebene und strukturell auf der Basis von Zellen und Zellorganellen zu suchen ist. Weiter-
hin konnten auch zahlreiche ibereinstimmende biochemische und ultrastrukturelle VVeradnderungen zu
anderen Okotoxikologischen Studien mit Monosubstanzen bzw. Schadstoffgemischen gefunden wer-
den.

Vergleich - Cytologische Effekte induziert durch Schadstoffgemische und Sedimentextrakte

Ein Vergleich der cytopathologischen Effekte nach Belastung von Primérhepatocyten mit acetoni-
schen Sedimentextrakten des Krahenbachs und der Kérsch mit den Schadstoffgemisch-induzierten
Veranderungen ergibt eine Reihe von Ubereinstimmungen im Reaktionsmuster der belasteten Zellen
(Tab. 5.4). Wenige Effekte waren nur beim acetonischen Extrakt aus Kérschsediment und den Schad-
stoffgemischen zu beobachten (Tab. 5.4). Da sich die Zusammensetzung der Gemische an der durch-
schnittlichen Schadstoffbelastung der Kérsch orientierte, ist die starkere Ubereinstimmung der beob-
achteten cytopathologischen Verdnderungen zwischen der Kérsch und den Schadstoffgemischen im
Vergleich zum Kréhenbach nicht tiberraschend.
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Tab. 5.4: Vergleich cytopathologischer Effekte, die in isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle nach Bela-
stung mit Krdhenbach und Koérsch acetonischem Sedimentextrakt vom Juli 1997 und verschiedenen Schadstoff-
gemischen (1997, 1998) gefunden wurden.

Sed. extrakt Sed.exirakt Cochtsl 1997 Cochtsil 1998

Krahenbach HArschi
s e amarimcsies SN v e e

limrm

Verarortn Hamiom
Diilatabon der Kemibiilk:
HalprjcForomatn Dunafimea
Marginalssenng wor Hebarcchromatin
Harnsing cridsse
Aprairme ger Padeobanzahl
Zurehema der Muclkeolhanzahi
Lagawerandaning des Hamas
Mitochondrien

Erhihta Halerogenibit
Ay der Crictas
Akasmuisbonen

Azzoial on mik ER-Zsteman
A3 SO Al () il P e somien
Mpeinskkumuialon

RER
Apratme der RER-Wange
Zurehma der RER-Menge
Aprahma der Stapsbidurg
Cwatsbon

Vemkulianng
AqE0Zial on mik Fearod soemen

SER

Zurahma der EER-kenga
GeoliglFelder

Dilatabon der Astaman
Fragrmentianng der 1 sharman
LargoesTeckie Zstemen
Zurehma der Aldvibal
ALraf me der Skdiaial

Ly Sedaivee
Zrahes w0 Lysasonsn
Wrelnktrper

byl naklanm an Liped
W itheesi ka0 par
WakackEn

Parcaibasi
Zurwhers wor Peromsomen

Lipidteldar

Aprahme dar Glykngen Mangs
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Somit konnte mit den Schadstoffkomponenten in den Gemischen ein teilweise mit dem acetonischen
Sedimentextrakt der Koérsch Ubereinstimmendes cytopathologisches Reaktionsmuster in den belaste-
ten Zellen induziert werden. Dabei ist jedoch zu bemerken, dal} die meisten beobachteten Effekte eher
unspezifisch waren.

Vergleich der In vitro-Befunde zu In vivo-Versuchen

Ein Vergleich der biochemischen Daten zwischen im Labor mit 1997 Schadstoffgemisch belasteten
Bachforellen (Braunbeck et al., 1998) und isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle ergab nur
bei der Esterase eine bereinstimmende Aktivitdtszunahme, beim 1998 Schadstoffgemisch eine Zu-
nahme der Sauren Phosphataseaktivitat (Tab. 5.5). Dagegen zeigte ein In vitro-Vergleich zwischen
mit acetonischen Sedimentextrakt der Korsch und Schadstoffgemisch-belasteten Primérhepatocyten
vergleichbare Aktivitdten der Alaninaminotransferase (1997 und 1998 Schadstoffgemisch), Esterase
(1997 Schadstoffgemisch), Katalase (1997 und 1998 Schadstoffgemisch) und Sauren Phosphatase
(1997 Schadstoffgemisch; Tab. 5.5). Ein vergleichbares Enzymprofil zwischen der Leber schadstoff-
gemischexponierter Bachforellen und entsprechend belasteter Primérhepatocyten der Regenbogenfo-
relle konnte in der vorliegenden Untersuchung nicht nachgewiesen werden.
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Tab. 5.5: Vergleich biochemischer Effekte, die in der Leber von Bachforellen und isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle
nach Belastung mit Krahenbach und Kérsch acetonischem Sedimentextrakt (Juli 1997) und Schadstoffgemischen (1997, 1998)

gefunden wurden.

Probannahrme

Juli 1987 Jull 1347 Juli 1897 AJull 18837

Testsystems

In wivo In vitro in vive in viiro
Kranenbach Hrihenbach Hirseh Hirseh

Alaninaminctransferass
AktivtarsT una hemss
Akiratatsebnahme

AkRtivtarsT una hems
Aktratatsabnahme

Katalase
ARtvtarsT unahims
Skfaldtsebnahme

Baure Phosphatase
Aldrrtatsz unatmes
Aklivilatsanaime

Probennahrme
Testsystem

In wivva In vifra Ire wifro
Gemisch 1247 Gemisch 1947 Gemisch 1584

Alaninarminotransferase
Akfratatszunatmes
Aktivitatsabnahme

Esterage
Skdaldtsz unatvma
Aktvtatsabnahme

Katalase
Akl sz hrrs
Akiratalsebnahme

Saure Phosphatase
AktivilalsT unahime
Aldhvitats sbnehme

o

Eine Zunahme der Enzymaktivitét ist mit einem + und eine Aktivitditsabnahme mit einem - unterlegt. Die Daten beziehen sich
auf die hochste Verdiunnung (1:4-Verdunnung) des acetonischen Sedimentextraktes bzw. auf die geringste Schadstoffge-
mischkonzentration (1-fach) nach 2 d Belastung. In vivo-Daten aus Braunbeck et al., 1998, 1999.
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