7. Embryotoxikologische Untersuchungen an Wasser und Sediment

7. Embryotoxizitat von Wasser und Sediment

Zusammenfassung: Um die Wirkung von Wasser und Sediment der beiden ModellflieBgewasser
Kréahenbach und Kdrsch auf die Embryogenese von Fischen zu untersuchen wurden in einem Early
Life Stages-Test Frihstadien des Zebrabarblings fir 96 h mit nativem Wasser, walrigen
Sedimenteluat und acetonischen Sedimentextrakt beider Fliegewdasser exponiert. Eine 96 h
Belastung der embryolarvalen Zebrabarblinge mit walrigen Eluaten und acetonischen Extrakten
induzierte vor allem bei der Kdrsch deutliche makroskopische Veranderungen der Tiere. Wéhrend
eine 96 h Exposition der Frihstadien mit nativem Wasser keine exogenen Effekte bewirkte, zeigten
ultrastrukturelle Untersuchungen in der Leber der belasteten Larven zeit- und dosisabhéngige
cytopathologische Veranderungen bei beiden FlieRgewdassern. Dabei traten die Effekte in der
Leber Korschwasser exponierter Larven friher und stéarker auf oder waren kérschspezifisch. Die
vorliegende Untersuchung belegt die Eignung von ELS-Tests mit Zebrabarblingen zum Nachweis
des embryotoxikologischen Potentials von komplex belasteten Umweltproben. Die Befunde kénnen
einen erklarenden Beitrag leisten zur Frage, weshalb es in der Korsch in den letzten Jahren zu
keiner Reproduktion der Bachforelle (Salmo trutta) kam.

7.1 Einleitung

Untersuchungen an isolierten Hepatocyen aus der Regenbogenforelle hatte ergeben, daR nach
Belastung mit Wasser- und Sedimentproben von Krahenbach und Korsch ein umfangreiches
Spektrum an biochemischen und ultrastrukturellen Reaktionen wahrend des gesamten Probezeitraums
zu beobachten war (vgl. Kapitel 4). Diese Effekte waren oft unspezifischer Natur und spiegelten eine
diffuse Belastung in den untersuchten Gewassern wider. Dabei traten cytologische Effekte bei
Umweltproben aus der Korsch (starker kontaminiertes FlieRgewasser) friher und deutlich starker auf.
Veranderungen konnten auf molekularer- und zellul&rer Ebene in den vorangehenden Kapiteln direkt
auf eine Belastung mit Wasser- und Sedimentproben der beiden ModellflieRgewasser zuriickgefihrt
werden. Nun stellte sich die Frage nach méglichen Auswirkungen der kontaminierten Kompartimente
auf der Ebene wvon Individuen und Populationen, da Freilanduntersuchungen eine fehlende
Reproduktion von Bachforellen (Salmo trutta) in der Koérsch aufzeigten (Triebskorn pers. Mit-
teilungen).

Frihembryonale Lebensstadien von Fischen werden schon seit langerem als empfindliches In vivo-
Testsystem herangezogen, um die Wirkung umweltrelevanter Schadstoffe zu testen (Early Life-Stages
Tests ELS; McKim, 1977; 1975; Birge et al., 1979; Bresch, 1991; Dave & Xiu, 1991; Fent & Meier,
1992; 1994; Gorge & Nagel, 1990; Nagel, 1988; Nagel et al., 1991; Oulmi & Braunbeck, 1996;
Strmac & Braunbeck, 1999). Es konnte gezeigt werden, dal zahlreiche Substanzen ihre toxische oder
teratogene Wirkung nur in einer sensiblen Phase wéhrend der Organdifferenzierung des Fischembryo
neu entfalten (Fent & Meier, 1992; Gorge & Nagel, 1990; Sander & Baumann, 1983). Da bei
Vertebraten Differenzierungsprozesse bereits sehr frih in der Embryonalentwicklung stattfinden,
kdonnen die Schadstoffbelastung sowie die nachfolgende Beobachtungsperiode auf sehr friihe
Entwicklungsphasen der Embryonen beschrankt werden. Weiterhin ergaben verschiedene In vivo-
Tests an Fischembryonen und -larven, daR diese Uber eine vergleichbare oder gréRere Empfindlichkeit
gegeniber Schadstoffen verfligen als adulte Tiere (Bresch, 1991; Dave & Xiu, 1991; Fent & Meier,
1992, 1994; Gorge & Nagel, 1990; McKim, 1977, 1975; Nagel et al., 1991; Woltering, 1984).
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Early Life Stage-Tests bieten aus 6konomischer, wissenschaftlicher und toxikologischer Sicht sowie
unter dem Aspekt des Tier- und Naturschutzes gegenlber konventionellen Tierversuchen folgende
Vorteile:

(1) Verkirzung der Expositionsdauer und somit eine kiirzere Belastung fur die Versuchstiere als auch
ein geringeres Risiko technischer Probleme wahrend des Versuches.

(2) Probleme der Ver- und Entsorgung von kontaminierten Umweltproben bzw. Schadstofflésungen
sind aufgrund der kleinen Volumina beim ELS-Test im Vergleich zum konventionellen Fischtest
minimal. Insbesondere fliichtige, krebserregende und teratogene Substanzen sind in
DurchfluRsystemen, wie sie bei konventionellen Fischtests tblich sind, ausgesprochen schwierig
und nur mit erheblichem technischen und finanziellem Aufwand zu untersuchen. Aullerdem ist das
Risiko einer Kontamination des Labors bzw. Belastung des Personals beim ELS-Test betrachtlich
reduziert.

(3) Statistische Uberlegungen: Kleine tropische Fische wie der Zebrabarbling (Danio rerio) liefern
ganzjdhrig groBe Mengen an Eiern. Infolgedessen ist eine gute statistische Auswertung der
Befunde mdglich.

(4) Tierschutzgedanke: Die Durchfiihrung von ELS-Tests bieten den Vorteil einer Toxizitatspriifung
an einem nicht oder nur eingeschrénkt schmerzfahigen Testsystem. Weiterhin ist die unmittelbare
Schadstoffexposition der Tiere zeitlich stark begrenzt. Schliellich ist das Auftreten toxischer
Effekte innerhalb eines kurzen Zeitraums gegeben, und selbst geringste Schadstoffkonzentrationen
lassen sich aufgrund der Ausnutzung der empfindlichen Entwicklungsphasen nachweisen.

(5) Naturschutzgedanke: Die fir den ELS-Test verwendeten Fischarten wie Zebrabéarbling und
Japanischer Reiskarpfling (Medaka, Oryzias latipes) lassen sich im Labor problemlos
nachzuchten. Eine Entnahme der Tiere aus der Natur ist also nicht erforderlich.

(6) Okonomische Uberlegungen: Im Vergleich zu konventionellen  Tierversuchen sind
Embryolarvaltests mit Fischen zeit-, raum-, personal- und damit kostengunstiger als Biotests mit
ausgewachsenen Fischen.

Ein weiterer wichtiger Aspekt, der fiir ELS-Tests spricht, ist die Tatsache, dal bei Untersuchungen
mit Sedimenten nur begrenzte Mengen an Eluaten und Extrakten erhdltlich sind, so dal? sich eine
Okotoxikologische Priifung auf Testsysteme beschrénkt, die nur wenig VVolumen bendtigen.

Aufgrund der zahlreichen Vorteile des Zebrabarblings wurde er fir die nachfolgenden
Untersuchungen ausgewahlt und in einem Early Life Stage-Test mit Wasser- und Sedimentproben der
beiden ModellflieBgewdasser Krédhenbach und Kdérsch fir 96 Stunden belastet. Dabei werden neben
externen Parametern (Mortalitat, Schlupfrate, Emryonalentwicklung) auch interne cytologische
Biomarker (ultrastrukturelle Verdnderungen der Leber) bericksichtigt.

Ziel dieser Untersuchung war die Entwicklung einer verfeinerten Form des ELS-Tests zum
Monitoring von komplexen Schadstoffgemischen (natives Wasser und Sediment). Daneben sollte eine
Okotoxikologische Bewertung der Belastung der beiden kleinen Flielgewassern vorgenommen
werden, insbesondere im Hinblick auf die unterschiedliche Belastung der beiden Gewadsser (Honnen
et al., 1999b) und es in Folge zu keiner Reproduktion der Bachforellen (Salmo trutta) in der Kdrsch
kommt. SchlieRlich werden die ermittelten Befunde mit den In vitro-Ergebnissen verglichen und eine
Bewertung der Empfindlichkeit sowie die Eignung von embryolarvalen Zebrabarblingen als
Testsystem zur integrierten Bewertung der Belastung von FlieRgewdssern allgemein durchgefihrt.
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7.2 Ergebnisse

Makroskopische Befunde:
7.2.1 Kontrolle (Kunstwasser, DMSO)

Zwischen der Kunstwasser-Kontrolle und DMSO-Kontrolle konnte makroskopisch kein Unterschied
festgestellt werden.

Die Uberlebensraten der beiden Kontrollen zeigten nur minimale Unterschiede. Nach 96 h hatten
89,1 % der Tiere aus der Kunstwasser-Kontrolle (Abb. 7.1, 7.4) und 95,9 % der DMSO-Kontrolle
Uberlebt (Abb. 7.2, 7.5). Die Kontrolltiere waren bereits am dritten Expositionstag des Versuches, d.h.
im Alter von 96 Stunden zu 100 % geschliipft (Abb. 7.1, 7.2).

Im Alter von 96 Stunden war der langgestreckte Korper der Jungfische in Kopf-Kiemen-Brust-Bauch-
und Schwanzregion gegliedert (Abb. 7.1, 7.2). Der deutlich vom restlichen Korper abgesetzte Kopf
trug lateral zwei groRRe, dunkel pigmentierte Augen. Der endstdndig am Kopf gelegene Mund war klar
zu erkennen. Eng hinter dem Kopf befand sich, gefolgt von den seitlich orientierten Brustflossen, die
Kiemenregion mit den Kiemenbtgen bzw. Kiemenspalten (Abb. 7.1, 7.2). Die Bauchregion war nur
noch in geringem Mal} aufgewdlbt, und der Dottersack war teilweise resorbiert. In Aufsicht war die
silbrige Schwimmblase gut zu erkennen. Etwa zwei Drittel des langgestreckten Kérpers nahm der
schlanke Schwanz ein. Dieser war dorsal und ventral von einem Flossensaum umgeben. Neben den
dunkel pigmentierten Augen traten deutlich zwei pigmentierte Langsbinden auf der Korperober- und
unterseite hervor. Die Tiere bewegten sich bei Stérung meist schnell und zielgerichtet von der
Reizquelle weg.

7.2.2 Belastung mit waRrigen Sedimenteluaten aus dem Kréhenbach und der Kérsch

Die mit wélirigen Sedimenteluat aus dem Krahenbach belasteten Tiere zeigten im Vergleich zur
Kunstwasser-Kontrolle keine auBerlichen Unterschiede (Abb. 7.3). Jedoch konnte man in allen
untersuchten Kréhenbach Eluat Konzentrationen (1:1, 1:2, 1:4 Verdinnung) im Vergleich zur
Kontrolle einen leichten Riickgang der Uberlebensrate bei den exponierten Tieren beobachten (Abb.
7.4). Die Uberlebensrate betrug nach 96 h Exposition bei dem unverdinnten Krihenbach
Sedimenteluat 81,6 %, bei der 1:2 Verdinnung 70,8 % und bei der 1:4 Verdinnung 80,9 % (Abb.
7.4).

Folgende Seite

Abb. 7.1 - 7.3. Kontrolle Kunstwasser und DMSO, walriges Eluat aus Kréahenbach Sediment. Die 4 d
alten Danio-Larven haben einen langgestreckten Korper mit einem deutlich abgesetzten Kopf. Dem
Kopf folgt die Kiemen- und Brust-Bauchregion. Die Schwimmblase ist bei Aufsicht in der Brust-
Bauchregion deutlich zu erkennen (Abb. 7.1 — 2). Die mit warigem Eluat aus Kréahenbach Sediment
belasteten Larven zeigten nach 4 d keine makroskopischen Unterschiede zu den Kontrolltieren (Abb.
7.3).

Abb. 7.1: Kontrolle Kunstwasser, 4 d x 630; Abb. 7.2: Kontrolle DMSO, 4 d x 700; Abb. 7.3:
Verdlnnung 1:1 Kréhenbach Eluat, 4 d x 630.
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Abb. 7.4: Uberlebens- und Schliipfrate von Danio rerio-Larven nach Belastung mit waRrigem Sedimenteluat des
Kréhenbach und der Kérsch (Belastungsdauer 96 h). Eluat-Konzentrationen: 1:1, 1:2- und 1:4-Verdinnung; n =
20 Eier.
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Dagegen zeigten die mit Kérsch Sediment Eluat belasteten Tiere bereits nach 24 h Exposition in allen
untersuchten Konzentrationen eine Kklar verzdgerte Entwicklung (Abb. 7.8). Bereits nach 48 h
Exposition mit purem Kdérsch Sediment Eluat starben alle belasteten Embryonen (Abb. 7.4). Wahrend
nach 96 h Exposition bei der 1:2 und 1:4 Kérsch Sediment Eluat Verdinnung die Uberlebensrate der
Larven 67,5 bzw. 67,2 % betrug (Abb. 7.4).

Die Embryonen jeder exponierten Gruppe, mit Ausnahme der mit purem Kdorsch Sediment Eluat
belasteten Tiere, schliipften ab dem 2. Expositionstag (Abb. 7.4). Im Vergleich zur Kontrolle, fingen
die meisten Tiere dieser Gruppen (1:1 Kréhenbach Eluat, 1:2 und 1:4 Verdinnung; Koérsch 1:2 und
1:4 Eluat Verdinnung) bereits nach dem 1 Expositionstag mit dem Schliipfen an (Abb. 7.4). Jedoch
stagnierte das Schliipfen bei dem unverdinnten Krahenbach Eluat, Koérsch Eluat 1:4 und 1:2
Verdlinnung belasteten Tieren zwischen dem 2 und 3 Expositionstag (Abb. 7.4). Nach 48 h
Exposition mit Krahenbach Sediment Eluat der 1:4 und 1:2 Verdunnung waren 30 bzw. 29,7 % der
Embryonen geschllpft (Abb. 7.4).

Im Vergleich zum Kréahenbach, betrug die Schlipfrate bei den mit Kérsch Sediment Eluat belasteten
Tiere inder 1:2 und 1:4 Verdinnung, 24 bzw. 43,1 % (Abb. 7.4).

Die Herzschlagfrequenz der Larven aller belasteten Gruppen zeigten keine Abweichungen zur
Kunstwasser-Kontrolle.

7.2.3 Belastung mit acetonischen Sedimentextrakten aus dem Krahenbach und der Kérsch

Die mit acetonischen Extrakt aus Krahenbach Sediment belasteten Tiere wiesen im Vergleich zur
Kontrolle eine geringe zeit- und dosisabhangige Mortalitdtszunahme mit einer Uberlebensrate von
77,1 % in der 0,1 % Verdiinnung auf (Abb. 7.5, 7.12).

Eine dosis- und zeitabhangige Beeinflussung der Uberlebensrate der mit Kérsch Sedimentextrakt
belasteten Tiere trat bei allen untersuchten Verdinnungen auf (Abb. 7.5). Die Mortalitat betrug nach
96 h bei den mit 0,1 % Kdrsch Sedimentextrakt belasteten Tieren 100 % (Abb. 7.5). Sogar nach einer
96 h Belastung mit 0,00625 % Korsch Sedimentextrakt starben 15,6 % der embryolarvalen
Zebrabarblinge (Abb. 7.5). Sowohl bei der DMSO-Kontrolle als auch bei den Krahenbach
Sedimentextrakt belasteten Tieren betrug die Schlupfrate nach 96 h 100 % (Abb. 7.5).

Im Vergleich dazu zeigten die mit 0,05 und 0,025 % Kdorsch Sedimentextrakt exponierten Frihstadien
nach 96 h ein verzdgertes Schlipfverhalten von nur 10,4 bzw. 81,2 % geschlipfter Tiere (Abb. 7.5,
7.13). Die Herzschlagfrequenz der Larven mit Ausnahme der 0,1, 0,05 und 0,025 % Korsch
Sedimentextrakt Verdinnungen zeigte in den restlichen Gruppen keine Abweichungen zur DMSO-
Kontrolle. Eine Exposition mit 0,1, 0,05 und 0,025 % Korsch Sedimentextrakt induzierte bei den
Tieren eine auffallige Verzogerung der Herzschlagfrequenz (Abb. 7.6).

Vorherige Seite

Abb. 7.7 — 7.9. Kontrolle Kunstwasser und walriges Eluat aus Kdrsch Sediment. Bei den 1 d alten
Kontrolltieren war bereits das Herz ausgebildet und der Kérper hat in der L&nge zugenommen (Abb.
7.7). Dagegen zeigten die mit waRrigem Eluat aus Kérsch Sediment belasteten Tiere nach 1 und 4 d
Exposition eine klar verzdgerte Entwicklung (Abb. 7.8).

Abb. 7.7: Kontrolle Kunstwasser, 1 d x 188; Abb. 7.8: Verdunnung 1:1 Kérsch Eluat, 1 d x 208;
Abb. 7.9: Verdinnung 1:2 Kérsch Eluat, 4 d x 630.
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Abb. 7.5. Uberlebens- und Schliipfrate von Danio rerio-Larven nach Belastung mit acetonischem
Sedimentextrakt des Kréhenbach und der Kérsch (Belastungsdauer 96 h). Extrakt-Konzentrationen: 0,1 -
0,00625 %; n = 20 Eier.
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Abb. 7.6: Herzschlagfrequenz und Ausbildung von Oedemen von Danio rerio-Larven nach Belastung mit
acetonischem Sedimentextrakt des Krahenbach und der
Konzentrationen: 0,1 - 0,00625 %; n = 20 Eier.
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Im Vergleich zur DMSO-Kontrolle und Kréhenbach, zeigten die mit Kdérsch Sedimentextrakt
belasteten embryolarvalen Frihstadien mit Ausnahme der 0,00625 % Verdinnung eine dosis-
abhangige Reduktion der Spontanbewegungen mit zunehmend lethargischen Verhalten. Bei vielen
Tieren wies der Schwanz eine axiale Verkrimmung nach dorsal bzw. lateral auf (Abb. 7.13).

Hé&ufig konnte bei den deformierten Individuen eine verztgerte Resorption des Dottersackes und auch
eine zunehmende Oedembildung der Herz- und Bauchregion beobachtet werden (Abb. 7.6, 7.13).
Nach einer 48 h Belastung mit 0,1 und 0,05 % Kdrsch Sedimentextrakt bildeten alle belasteten Tiere
umfangreiche Oedeme in der Herz- und Bauchregion aus (Abb. 7.6, 7.13).

Elektronenmikroskopische Befunde:
7.2.4 Ultrastruktur der Leber (Kontrolle Kunstwasser)

Die Hepatocyten von 4 d alten Kontrolltieren waren von hexagonaler Gestalt und besalRen einen
zentral gelegenen Zellkern. Die im Cytoplasma verteilten Mitochondrien waren oft ringférmig
angeschnitten und teilweise sehr eng mit Glykogenarealen und Zisternen des rauhen
endoplasmatischen Retikulums (RER) assoziiert. Einige Mitochondrien zeigten teilweise aufgelOste
Cristae und besal3en eine flockige Matrix sowie kleine myelinartige Einschlisse bzw. Ansammlungen
an Mitochondrienmembranen. Das RER bestand aus langgestreckten, schlanken Zisternen, die um den
Zellkern und um die Mitochondrien angeordnet waren sowie einzelnen Zisternenstapeln an der
Zellperipherie. Das glatte endoplasmatische Retikulum (SER) war nur in geringen Mengen
vorhanden. Golgi-Felder befanden sich in unmittelbarer Umgebung zu den Gallencanaliculi. Einzelne
Dictyosomen bestanden aus 4-5 teilweise leicht dilatierten parallel angeordneten Zisternen, die eine
groRe Menge Vesikel unterschiedlicher GroRe abschnirten. Im Cytoplasma konnten einzelne
Peroxisomen, Lysosomen und kleine Myelink6rper beobachtet werden. In der Zellperipherie lagen
kleine Glykogenfelder, gelegentlich zusammen mit Lipidtropfen.

In Hepatocyten der 6 d alten Tiere (Abb. 7.14) waren die Mitochondrien meist von rundlicher,
zuweilen ovaler Gestalt mit zunehmend aufgeldsten Cristae, einer flockigen Matrix sowie kleinen
myelinartigen Ansammlungen. Die RER-Menge war verringert und bestand aus einzelnen kleinen
Zisternen, die um den Zellkern und die Mitochondrien angeordnet waren. Neben einer leichten
Zunahme an Myelinkdrpern und Lipidtropfen traten im Cytoplasma vereinzelt Glykogenrosetten auf.

Vorherige Seite

Abb. 7.10 — 7.13. Sedimentextrakt aus dem Kr&henbach und der Korsch. Die mit acetonischen Extrakt
aus Kréhenbach Sediment belasteten Tiere wiesen im Vergleich zur Kontrolle eine geringe
Mortalitdtszunahme in der 0,1 % Verdiinnung auf (Abb. 7.10). Im Vergleich dazu zeigten die mit 0,05
% Korsch Sedimentextrakt exponierten Friihstadien ein verzégertes Schlipfverhalten (Abb. 7.11). Im
Gegensatz zum Krahenbach (Abb. 7.12) konnten beim Korsch Sedimentextrakt deformierte
Individuen mit einer verzdgerten Resorption des Dottersackes und einer zunehmenden Oedembildung
der Herz- und Bauchregion beobachtet werden (Abb. 7.13).

Abb. 7.10: 0,1 % Konzentration Krahenbach Extrakt, 2 d x 385; Abb. 7.11: 0,05 % Konzentration
Korsch Extrakt, 3d x 770; Abb. 7.12: 0,1 % Konzentration Krahenbach Extrakt, 3 d x 700; Abb. 7.13:
0,025 % Konzentration, 3 d x 700.
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Selten konnten eingewanderte Makrophagen sowie Hepatocyten mit erweiterten Gallencanaliculi, die
nur wenige Microvilli besaRen, beobachtet werden.

Bei den 8 d alten Larven (Abb. 7.15) traten im Cytoplasma wenige, relativ grole Mitochondrien mit
teilweise aufgeldsten Cristae auf. Der Golgi-Apparat war Ofter desorganisiert, die Dictyosomen
schniirten wenige Vesikel unterschiedlicher Grof3e ab, der Gehalt an Lysosomen nahm leicht zu.

7.2.5 Cytopathologische Verdnderungen in der Leber embryonaler und larvaler Zebrabéarblinge
nach Belastung mit Krédhenbach-Wasser (Tab. 7.1)

Die Hepatocyten der mit Kréhenbach Wasser belasteten Larven zeigten in den verschiedenen
Altersstufen nur wenige Unterschiede zur Kontrolle. Die Zellen 4 d alter Tiere besalRen teilweise
einen leicht deformierten Zellkern mit diffus verteiltem Heterochromatin und einen deutlich
ausgepragten Nucleolus. Die Mitochondrien waren in Grofie und Form heterogen, und im Vergleich
zur Kontrolle waren nur wenige ringférmig angeschnitten und selten eng mit Glykogen assoziiert.
Vereinzelt konnten mitochondriale Cristae sowie myelinartige Ansammlungen an den Mitochondrien
beobachtet werden. Vereinzelt traten Glykogenkdrper auf.

In der Leber 6 d alter belasteter Larven (Abb. 7.16) konnten kaum erweiterte Gallencanaliculi
beobachtet werden. Bei den 8 d alten Tieren (Abb. 7.18) war der RER-Gehalt reduziert, die
Mitochondrien waren kleiner als in der Kontrolle, die Cristae waren teilweise aufgelést und besaRen
h&ufiger myelinartige Einschlisse. Die Golgi-Felder sezernierten h&ufiger Vesikel als bei
Korschwasser exponierten Larven. Die Gallencanaliculi waren teilweise erweitert, die Anzahl der
Microvilli war reduziert, Myelinkdrper waren 6fter im Cytoplasma zu sehen.

7.2.6 Cytopathologische Veranderungen in der Leber embryonaler und larvaler Zebrabéarblinge
nach Belastung mit Kérsch-Wasser (Tab. 7.1)

Die Hepatocyten der mit Korschwasser belasteten Larven zeigten im Alter von 4 d eine leichte
Heterochromatinzunahme im Karyoplasma. Die Mitochondrien waren stark heterogen in GréRe und
Form (Abb. 7.19) und zeigten hdufig ringférmigem Anschnitt, teilweise mit stark aufgeldsten Cristae,
einer flockigen Matrix sowie myelinartigen Membranansammlungen. Das meist an der Zellperipherie
gelegene RER bestand aus kurzen, schlanken Zisternen und war h&ufig eng mit Mitochondrien
assoziiert. Der Golgi-Apparat war desorganisiert; die Zisternen der Dictyosomen waren leicht dilatiert

Vorherige Seite

Abb. 7.14 - 17. Kontrolle Kunstwasser, Wasser aus dem Krahenbach und der Koérsch. Die
Hepatocyten von 6 d alten Kontrolltieren waren von hexagonaler Gestalt mit Mitochondrien von
rundlicher bisweilen ovaler Gestalt (Abb. 7.14). Bei den 8 d alten Kontrolltieren waren im
Cytoplasma wenige sehr groRe Mitochondrien zu beobachten mit leicht aufgeltsten Cristae (Abb.
7.15). Die Hepatocyten von 6 d alten mit Krahenbachwasser belasteten Larven zeigten eine
zunehmende Auflosung der mitochondrialen Cristae (Abb. 7.16). In der Leber 8 d alter Kérschwasser
belasteter Tiere nahm das Heterochromatin in den Zellkernen deutlich zu und im Cytoplasma konnten
teilweise sehr groRe VVakuolen beobachtet werde (Abb. 7.17).

Abb. 7.14: Kontrolle Kunstwasser, 6 d x 8400; Abb. 7.15: Kontrolle Kunstwasser, 8 d x 10700; Abb.
7.16: Krahenbach Wasser, 6 d x 8400; Abb. 7.17: Kdrsch Wasser, 8 d x 8400.
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Tab. 7.1: Semiquantitative Analyse cytologischer Veranderungen in der Leber embryonaler und larvaler
Zebrabarblinge (Danio rerio) nach Belastung mit nativem Wasser aus Krédhenbach und Kérsch (Probennahmen
im November 1996).

&d Bd
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Auifieiing der Crstas =+ ++ P 4+ et
Pyl ek gkt on - + ot 4+ oy
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Zeichenerklarung: + = fehlend; + = schwach; ++ = vorhanden; +++ = stark. Ausgewertet wurden 4 Tiere pro Tag und
Konzentration.
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und fenestriert und schnurten viele Vesikel unterschiedlicher Grofle ab. Neben einer leichten
Zunahme an Lysosomen und Myelinkdrpern konnten 6fter Peroxisomencluster beobachtet werden.
Einige Peroxisomen bildeten enge Assoziationen zu Mitochondrien. Aufféllig waren die teilweise
sehr grofien cytoplasmatischen Vakuolen sowie die Zunahme von Lipidtropfen (Abb. 7.19, Tab. 7.1).

Im Alter von 6 d konnte in den Hepatocyten der Larven eine leichte Verlagerung der Zellkerne in die
Peripherie beobachtet werden. In den runden bis ovalen Mitochondrien waren die Cristae meist
aufgelost und besallen oft myelinartige Einschliisse bzw. Ansammlungen (Abb. 7.20). Die Zisternen
des Golgi-Apparates waren hdufig dilatiert und fenestriert und schnirten viele kleine Vesikel ab.
Neben einer Verringerung des Glykogengehaltes traten hdaufig Myelinkérper im Cytoplasma auf.
Einige Hepatocyten wiesen erweiterte Gallencanaliculi mit reduzierter Microvilli-Anzahl auf.

Bei den 8 d alten Tieren nahm das Heterochromatin der Hepatocytenzellkerne deutlich zu (Abb. 7.21).
Die wenigen, sehr groen Mitochondrien besallen haufig myelinartige Einschliisse und aufféllig
defekte Membranen. Der RER-Gehalt war sehr gering, der Golgi-Apparat war weitgehend
desorganisiert (Abb. 7.22) und zunehmend inaktiv, Myelinkérper und Lipidtropfen waren haufig.
Gallencanaliculi und Sinusoide waren deutlich dilatiert (Abb. 7.21). In den Sinusoiden fanden sich
Erythrocyten, aulRerdem waren zahlreiche eingewanderte Makrophagen zu beobachten. Vereinzelt
traten Multivesikulare Korper auf (Abb. 7.23).

7.3 Diskussion

Die vorliegenden Untersuchungen wurden durchgefuhrt, um die Wirkung von Wasser- und
Sedimentproben der Modellgewdsser Krédhenbach und Kdrsch auf die Embryogenese von Fischen im
Early Life Stages-Test aufzuzeigen. Da gerade die friihen Entwicklungsstadien von Fischen besonders
empfindlich auf Schadstoffe und Gewaésserbelastungen reagieren (McKim, 1977; Birge et al., 1985;
Gorge & Nagel, 1990; Neilson et al., 1990) und die Uberlebensrate dieser Stadien maRgeblich fiir die
Populationsentwicklung einer Art sein kann, wurden befruchtete Eier des Zebrabarblings (Danio
rerio) unterschiedlichen Verdiinnungen von nativem Wasser, walrigen Eluaten und acetonischen
Extrakten aus Sediment beider FlieRgewéasser fir 96 h exponiert. Dabei wurden sowohl
makroskopische Parameter (Mortalitdts- und Schliupfrate sowie makroskopisch erkennbare
Veranderungen und Entwicklungsstérungen) als auch ultrastrukturelle Parameter der Leber
beriicksichtigt.

Vorherige Seite

Abb. 7.18 - 20. Wasser aus dem Krahenbach und der Korsch. Bei den 8 d alten Tiere, die mit
Kréhenbachwasser belastet wurden, waren in den Hepatocyten die mitochondrialen Cristae
zunehmend aufgel6st und sie besallen hdufig myelinartige Einschliisse. (Abb. 7.18). Weiterhin war
der RER-Gehalt stark reduziert (Abb. 7.18). Die Hepatocyten der Kdrschwasser belasteten Larven
besalRen Mitochondrien mit stark heterogenen GroRen und Formen (Abb. 7.19). Die mitochondriale
Matrix war oft flockig mit vielen myelinartigen Membranansammlungen (Abb. 7.20, Pfeilkdpfe).

Abb. 7.18: Krahenbach Wasser, 8 d x 10625; Abb. 7.19: Korsch Wasser, 4 d x 17700; Abb. 7.20:
Kdrsch Wasser 6 d x 13700.
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Makroskopische Befunde

Die Versuchsergebnisse zeigten keine makroskopisch sichtbaren Effekte in den embryolarvalen
Stadien des Zebrabarblings nach 96 h Exposition mit nativem Wasser des Krahenbach und der
Kdrsch.

Eine 96 h Belastung der embryonalen Zebrabérblinge mit walrigen Eluaten und acetonischen
Extrakten aus Sedimenten beider ModellflieRgewasser ergab eine deutlich unterschiedliche Reaktion
der Embryonen/Larven zwischen den beiden Gewéssern sowie den verschiedenen Phasen (vgl. Tab.
7.2). Die dosis- und zeitabhdngigen makroskopischen Veranderungen der Embryonen induziert durch
Korsch Sedimentproben traten im Vergleich zum weniger kontaminierten Krahenbach friiher und
stérker auf.

Mortalitat:

Bereits nach einer 48 h Belastung mit purem wéaRrigem Sedimenteluat und einer 96 h Belastung mit
0,1 % acetonischem Sedimentextrakt der Korsch konnte eine 100 % Mortalitdt der Jungstadien
festgestellt werden. Diese im Vergleich zum Kréhenbach hohere Sterblichkeit der mit Kérsch
Sedimentproben belasteten Friihstadien I463t sich auf die starkere und komplexere Schadstoffbelastung
der Korsch zurlckfiihren. Nach 96 h Belastung mit waélrigen Eluat aus Sediment beider
FlieRgewadsser konnte sogar bei einer 1:4-Verdiinnung des Eluates eine erhohte Mortalitat der Larven
beobachtet werden. Im Vergleich dazu war nach 96 h Exposition gegeniiber acetonischem Extrakt aus
Krahenbach-Sediment bei einer 0,025 % Konzentration und aus Korsch-Sediment bei einer
Konzentration von 0,00625 % ein Mortalitatsanstieg der Larven festzustellen. Also liegt der ermittelte
LOEC-Wert des Endpunktes Mortalitét fiir den acetonischen Extrakt beim Krahenbach um den Faktor
4 héher im Vergleich zur Kérsch.

Die erst nach 48 h Belastung verstarkte Mortalitat der Frihstadien kdnnte im Zusammenhang mit
einer schitzenden Rolle des Chorions stehen. In Early Life Stage-Studien mit der Elritze (Phoxinus
phoxinus), bei denen die toxischen Eigenschaften zinnorganischer Verbindungen untersucht wurden,
zeigten die Tiere in der larvalen Stufe ihrer Entwicklung im Vergleich zu der embryonalen Stufe
ebenfalls eine erhthte Empfindlichkeit gegeniiber den getesten Schadstoffen (Fent, 1992; Fent &
Meier, 1992, 1994). Die Autoren erklaren die verhaltnismaRig geringe Empfindlichkeit der
Embryonen dadurch, dalR der Schadstoff moglicherweise am Chorion adsorbiert wurde, wodurch
dieser nicht oder nur in sehr geringen Mengen den Embryo im Ei erreicht.

Vorherige Seite

Abb. 7.21 - 23. Wasser aus der Korsch. Die Leber der 8 d alten, mit Korschwasser belasteten Larven
zeigte die starksten Verénderungen, wie deutlich dilatierte Gallencanaliculi und Sinusoide, sowie eine
Zunahme von Vakuolen und Myelinkérpern als auch myelinartigen Ansammlungen in Mitochondrien
(Abb. 7.21). Der Golgi-Apparat war meist desorganisiert (Abb. 7.22) und vereinzelt waren
Multivesikuldre Kérper zu beobachten (Abb. 7.23).

Abb. 7.21: Kdrsch Wasser, 8 d x 4900; Abb. 7.22: Kdrsch Wasser, 8 d x 26300; Abb. 7.23: Koérsch
Wasser, 8 d x 35200.
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Tab. 7.2: Vergleich makroskopischer Effekte bei Friihstadien des Zebrabéarblings (Danio rerio) nach
Exposition mit wélrigem Eluat und acetonischem Extrakt aus Sediment des Krahenbach und der
Kdrsch.

Krahenbach Korsch

WaRriges Sedimenteluat erh6hte Mortalitét erhdhte Mortalitét
kein LC -Wert zu bestimmen LC -Wert von 65 mg Sedimenttrockengewicht pro
50 50
mL Testansatz (96 h)

Stimulation des Schliipfens

Stimulation des Schliipfens Verzdgerung des Schlipfens (pures Eluat)
Acetonischer Sedimentextrakt erhéhte Mortalitét erhéhte Mortalitét
kein LC -Wert zu bestimmen LC -Wert von 5 mg Sedimenttrockengewicht pro

50 50
mL Testansatz (96 h)

Verzdgerung des Schlupfens
Verzdgerung der Herzschlagfrequenz
lethargisches Verhalten

Axiale Verkrimmung des Schwanzes

Oedembildungen der Herz- und Bauchregion

Die Aufnahme der toxischen Substanzen wird also durch das Chorion verlangsamt, jedoch nicht véllig
verhindert (Van Leeuwen et al., 1985). Untersuchungen von Michibata (1981) und Kunze et al.
(1978) zeigen, dall Schwermetalle an die Oberflache des Chorions adsorbieren. Das Eindringen der
Schwermetalle wird durch eine Komplexbindung an SH-Gruppen der Eimembran verhindert (Blaxter,
1969). Eine Akkummulation von Cadmium (Von Westernhagen & Dethlefsen, 1975; Michibata,
1981) und Zink (Wedemeyer, 1968) konnte im Chorion nachgewiesen werden. Die im Sediment von
Kréhenbach und Korsch nachgewiesenen Schwermetalle Cadmium, Blei, Kupfer und Zink kénnten
moglicherweise aufgrund der schitzenden Chorionhille auch bei Embryonen des Zebrabarblings
keine embryotoxischen Effekte induzieren.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Einlagerung von Schadstoffen im Dottersack, so dal} eine
Akkummulation von toxischen Substanzen in den Korper der Jungstadien mit der Resorption des
Dotters erfolgt, und somit die Konzentration als auch die Zugéanglichkeit der Schadstoffe erhoht
(Guiney et al., 1980; Zeitoun et al., 1977). Die Zunahme der Mortalitdt nach > 48 h Belastung der
larvalen Zebrabdrblinge kdnnte mit der zunehmenden Resorbtion des Dotters und in Folge verstarkten
Akkumulation von Schadstoffen zusammenhdangen.

Beim Kréhenbach konnte weder fir das walrige Eluat noch fiir den acetonischen Extrakt ein LCs,-
Wert ermittelt werden. Nach einer Expositionsdauer von 96 h lag der LCs,-Wert fiir das wélrige Eluat
der Kdrsch bei 65 mg und fir den acetonischen Extrakt bei 5 mg Sedimenttrockengewicht pro mL
Testansatz. Einen Mortalitatsanstieg von 30 % ergaben auch ELS-Studien an der Bachforelle (Salmo
trutta) nach 60 Tagen Belastung mit sowohl nativem Wasser als auch waRrigen Sedimenteluat
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der Korsch (Luckenbach et al., 1999). Eine vergleichbare Mortalitat der mit nativem Wasser der
Korsch fir 96 h exponierten embryolarvalen Zebrabarblinge konnte nicht beobachtet werden.

Neben PAHs konnten vor allem im Sediment der Kdrsch PCBs chemisch nachgewiesen werden
(Honnen et al., 1999b). PCBs sind eine in der Umwelt weitverbreitete Schadstoffgruppe, von der
bekannt ist, daB sie den Schliipferfoly und das Uberleben von Fischbrut reduziert. Eine
Bioakkumulation von PCBs ergab unterschiedliche Effekte, wie eine Reduktion der Uberlebensrate
und des Schlipferfolgs bei der Flunder (Platichthys flesus; Von Westerhagen et al., 1981), verstarkte
Sterblichkeit von Eiern beim Saibling (Salvelinus namaycush; Monod, 1985), reduzierte Larvengrofie
bei der Flunder (Platichthys flesus; Black et al., 1988) sowie reduzierte Schliipfrate und Schliipferfolg
bei der Bachforelle (Mac & Swartz, 1992). Eine Belastung von Fischembryonen mit PAHSs zeigte in
verschiedenen Studien unterschiedliche Effekte wie Verdnderungen in der Reproduktion (Tilghman
Hall & Oris, 1991), Mutationen, teratogene Effekte und Tumorentwicklung (Landolt & Kocan, 1984).
Embryonen und Larven des Stors (Acipenser brevirostrum), die mit Kohle- und Teer-kontaminiertem
Sedimenten des Connecticut River in Massachusetts zeigten zu tiber 95 % embryolarvale Mortalitat
(Kocan et al.,, 1996). Diese verstarkte embryolarvale Mortalitdt nach Belastung mit stark PAH-
kontaminierten Sediment konnte die Ursache fur die fehlende Reproduktion der Stérpopulation in
bestimmten Bereichen des FluRes sein (Kocan et al., 1996). Befischungsmanahmen an der Kérsch
zeigten im Gegensatz zum Krahenbach eine fehlende Reproduktion der Bachforelle (Salmo trutta;
Triebskorn personliche Mitteilung), die méglicherweise u.a. im Zusammenhang mit der konstanten
PAH Belastung der Koérsch Sedimente mit durchschnittlich 12,1 pg/kg (Jahresgang 1995/1996;
Honnen et al., 1999b) stehen kdnnte.

Schlipfverhalten:

Deutliche Unterschiede im Schllpfverhalten der Friihstadien war sowohl nach Belastung mit
wélrigen Sedimenteluat und acetonischen Sedimentextrakt als auch zwischen den beiden
FlieRgewassern festzustellen. Im Vergleich zur Kontrolle zeigten alle mit wélrigem Sedimenteluat
belasteten Gruppen mit Ausnahme dem Korsch Eluat (1:1-Verdlnnung) eine Stimulation des
Schlipfens zwischen dem 1. und 2. Expositionstag. Bei vergleichbaren Early Life Stage-Studien an
der Bachforelle schllpften die mit Kérschwasser und walkrigem Sedimenteluat belasteten Friihstadien
im Vergleich zur Kontrolle 4 Tage friiher (Luckenbach et al., 1999). Eine Exposition von
Bachschmerlenembryonen (Barbatula barbatula) gegeniber Koérsch-Wasser und  wélrigem
Sedimenteluat ergab ebenfalls ein im Vergleich zur Kontrolle friheres Schliipfen der Embryonen
(Luckenbach et al., 1999). Bei der geringsten Verdiinnung des walrigen Sedimenteluates der Kdrsch
war zunachst eine verzogerte Embryonalentwicklung der belasteten Tiere nach 1 Tag zu beobachten,
die nach 2 Tagen in 100 % Mortalitdt endete.

Im Gegensatz zum walrigen Sedimenteluat zeigten alle mit = 0,0125 % acetonischen Extrakt der
Korsch belasteten embryolarvalen Zebrabérblinge eine klare Schlupfverzégerung gegeniber der
Kontrolle. Bei der héchsten Konzentration mit acetonischen Extrakt aus der Koérsch schliipfte keines
der belasteten Tiere. In diversen ELS-Studien zur Wirkung von Triphenylzinnacetat (Fent & Meier,
1994; Strmac & Braunbeck, 1999) und verschiedenen Schwermetallen (Dave & Xiu, 1991; Seim et
al., 1984) konnte eine &hnliche Verzdgerung des Schlipfverhaltens bei Embryonen der Elritze
(Phoxinus phoxinus), Zebrabdrblingen und Regenbogenforelle beobachtet werden.
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In ELS-Studien an Zebrabarblingen konnten Gorge & Nagel (1990) einen zunehmenden
Sauerstoffverbrauch in Zebrabarblingseiern und Larven mit einer gleichzeitigen Verminderung des
Schlipferfolgs nach Belastung mit dem Pestizid Deltamethrin nachweisen. Verschiedene Pestizide,
wie Lindan, DDT, Endosulfan, Dichlorbenzol, Pentachlorphenol konnten in der Kérsch analytisch
nachgewiesen werden und maglicherweise zu dem verzdgerten Schlupfverhalten der mit acetonischen
Sedimentextrakt belasteten Friihstadien der Zebrabéarblinge beitragen.

Neben Pestiziden fuhrt auch eine Belastung mit Schwermetallen zu einer Verzdgerung bzw. Inhibition
des Schllpfens. Eine Exposition von embryonalen Zebrabdarblingen (Danio rerio) mit 0,63 pg/L
Kupfer fuhrte bereits zu einer Verzdgerung des Schlipfens (Dave & Xiu, 1991). In Sedimenten beider
FlieRgewasser konnte Kupfer in duchschnittlichen Konzentrationen von 6,4 ug/kg fir den
Kréahenbach und 32,5 pg/kg fur die Korsch (Jahresgang 1995/1996) nachgewiesen werden (Honnen et
al., 1999b).

Herzschlagfrequenz:

Eine Belastung der frihembryonalen Zebrabérblinge mit acetonischen Sedimentextrakt aus der
Korsch mit Konzentrationen = 0,025 % ergab eine deutlich langsamere Herzschlagfrequenz im
Vergleich zur Kontrolle bzw. zum Krahenbach, welche im Zusammenhang steht mit der erhdhten
Sterblichkeit der exponierten Frihstadien. Eine vergleichbare Untersuchung an Bachschmerlen-
embryonen (Barbatula barbatula) induzierte dagegen nach 72 h Exposition mit Kérsch Wasser einen
um fast 20 % erhohten Herzschlag (Luckenbach et al., 1999). Die Autoren beziehen den Anstieg der
Herzschlagfrequenz auf eine expositionsbedingte Erhéhung des Metabolismus (Luckenbach et al.,
1999).

Oedeme:

Weitere auffallige makroskopisch erkennbaren Verdnderungen in den mit acetonischem
Sedimentextrakt aus der Kdrsch belasteten Embryonen und Larven war die haufige Ausbildung von
Oedemen. Bereits ab einer Konzentration von = 0,0125 % Sedimentextrakt aus der Korsch zeigten die
exponierten Tiere zunehmend Oedeme in der Herzregion. Das Auftreten von Oedemen war sowohl in
den mit acetonischen Sedimentextrakten des Krahenbaches exponierten Embryonen und Larven als
auch in den mit wélirigen Sedimenteluat beider FlieRgewasser belasteten Tieren nicht zu beobachten.
Untersuchungen an Frihstadien des Saiblings (Salvelinus namaycush) zeigten nach einer Belastung
mit 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) u.a. eine Ausbildung von Oedemen im Bereich des
Dottersackes und des Herzens (Guiney et al., 1997). Chemisch-analytische Untersuchungen der
Kréhenbach- und Kérsch-Sedimente ergab eine umfangreiche Belastung vor allem der Kdrsch mit
unterschiedlichen Schadstoffen wie mit PAHs und PCBs, TCDD konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden (Honnen et al., 1999b).

Neben PCBs und PAHSs konnten vor allem in der Kdrsch zahlreiche Pestizide nachgewiesen werden
(Honnen et al., 1999b). Von vielen Pestiziden ist bekannt, daR sie im ELS-Test bei verschiedenen
Fischarten z.B. Pentachlorphenol in der Dickkopfelritze (Pimephales promelas; Holcombe et al.,
1982), Lindan, Atrazin, Deltamethrin (Gorge & Nagel, 1990) und Triphenylzinnacetat (Strmac &
Braunbeck, 1999) im Zebrabarbling (Danio rerio) eine Ausbildung von Oedemen induzieren.
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Elektronenmikroskopische Befunde

Da gegenuber nativem Wasser beider Gewasser exponierten embryolarvalen Zebrabarblinge keine
makroskopischen Verdnderungen zeigten, jedoch chemisch analytische Befunde Hinweise auf eine
Kontamination der Wassersédule mit Schwermetallen, PAHs und Pestiziden gaben (Honnen et al.,
1999b), wurden die fir 96 Stunden mit nativem Wasser belasteten Tiere auf subletale Effekte in der
Leber elektronenmikroskopisch untersucht.

Die Ergebnisse zeigen zeit- und dosisabhéngige cytopathologische Veranderungen der Leber von
Larven des Zebrabarblings nach Belastung mit nativem Wasser des Krahenbaches und der Kdérsch
(Strmac & Braunbeck, 1997a). Jedoch ist weiterhin zu bemerken, dall eine reine Exposition der
embryolarvalen Zebrabarblinge mit ISO-Kunstwasser minimale Veranderungen in der Leber wie eine
leichte Auflosung der mitochondralen Cristae, Myelinakkumulationen an Mitochondrien und im
Cytoplasma als auch teilweise erweiterte Gallencanaliculi bewirken kann. Mdglicherweise handelt es
sich dabei um Fixierungsartefakte oder die lonenzusammensetzung des Kunstwassers ist fir die
Frihstadien noch nicht optimal entwickelt und induziert die beschriebenen Veranderungen der Leber.

In Tabelle 7.3 wurden die Befunde in der Leber der vorliegenden ELS-Studie mit denen des In vitro-
Zellkulturversuches (Probennahme Juli 1996) verglichen, bei denen isolierte Hepatocyten der
Regenbogenforelle nativem Wasser des Kréhenbaches und der Kérsch ausgesetzt worden waren (vgl.
Kapitel 4).

Qualitativ konnten sowohl einige tbereinstimmende In vitro- und In vivo-Reaktionen zwischen den
beiden Testsystemen als auch zwischen den beiden FlieRgewdassern beobachtet werden (Tab. 7.3).
Weiterhin traten die cytopathologischen Verdnderungen in vitro und in vivo nach Kd&rschwasser
Exposition zeitlich friiher auf bzw. sie waren ausschlieBlich in der Kérsch zu beobachten.

Auffallig war die weitgehende Ubereinstimmung der Reaktion der beiden Testsysteme auf eine
Exposition mit Korschwasser. Dagegen waren beim Kréhenbach in vitro ein komplexeres
cytologisches Schadbild im Vergleich zur Leber der larvalen Zebrabarblinge zu beobachten (Tab.
7.3). Eine Erklarung dafiir konnte in einer im Vergleich zum Zebrabéarbling erhéhten Empfindlichkeit
der isolierten Hepatocyten von Regenbogenforellen gegeniiber dem Schadstoffgemisch natives
Wasser liegen. Da der Schadstoffgehalt im Kréhenbach Wasser im Vergleich zur Kérsch geringer ist
(Honnen et al., 1999b), sind die vorhandenen subletalen Schadstoffkonzentrationen ausreichend,
cytologische Effekte in vitro, aber nicht nicht in vivo zu induzieren. AuRerdem handelt es sich um
zwei unterschiedliche Fischarten mit einer moglicherweise artspezifischen Reaktion und
Empfindlichkeit auf Schadstoffbelastung. Das komplexere Schadbild der Kérschwasser belasteten
Hepatocyten 14kt sich als cytologische Reaktion auf die umfangreichere Schadstoffbelastung der
Kaorsch mit Schwermetallen, PAHs und vor allem Pestiziden werten.

Da der Kréhenbach im Vergleich zur Koérsch geringer kontaminiert ist und Schadstoffe an
Schwebstoffe adsorbieren und zu einer Entgiftung des Wasserkdrpers fiihren, sind die mit nativem
Wasser des Kréhenbachs induzierten Effekte in den isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle
und der Leber der Embryolarvalstadien des Zebrabablings Uberraschend. Dieser positive Befund
spricht fir den Einsatz der beiden Testsysteme in Kombination mit elektronenmikroskopischen
Untersuchungen als sensitive Detektoren fur selbst geringe Spuren an umweltrelevanten Schadstoffen
und Schadstoffgemischen.

Nach Betrachtung der ELS-Test Befunde lassen sich fir den Krahenbach, aber vor allem fir die
Korsch einige Wasser-induzierte Veranderungen beschreiben. Der Kern ist einer der Angriffsorte.
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7. Embryotoxikologische Untersuchungen an Wasser und Sediment

Tab. 7.3: Vergleich cytopathologischer Effekte, die in der Leber larvaler Zebrabarblinge und isolierter
Hepatocyten der Regenbogenforelle nach Belastung mit Krahenbach und Kérsch Wasser gefunden
wurden.

In vitre Krithenb,  invivo Hridhenb,  invitro Hérsch i vive Hdrsch

Hompartimentiarung
Harn
Waranderta Kemfarm
Dilataion der Karmhlle
Heterochramatin Zunahms
Abnatng von Muchol
Lageaaranderung

Mitachendrien
Erhinte Hetarcgenitat
Aufiersung dar Cristas
Akdaamulaborsn
ktyedingkkumilation

RER

SAbnahing dir RER-Méngi
Abnateme der Stapabikdung
Dilatafan

Fragmaniisning

SER

Zunahme der SER-Mengs

Galgi-Felder
Dilataion der Jstarmen

F Elesarieriing

Zunahemg der Aldivilat
Ahnabme der Alfivilat
Lysosamen

Zunahms von Lysasomen
yelinkorper
ubvestulare Korper
Wakusan

Peroxisamen

Zunabemd vor Peradsamien
Aldaurmatiaran

Lipid

Lunabyme

Glykagen
Annabime der Glykogen Mangs

Glykngenkirper

Daten sind als niedrigste und zeitlich friiheste Konzentration des Auftretens eines Effektes angegeben.
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Die Zunahme an Heterochromatin kénnte im Zusammenhang mit einer Inaktivierung bzw.
Veranderung der metabolischen Aktivitat des Kernes stehen. Eine Verlagerung des Kerns an die
Peripherie l14Rt sich auf schadigende Wirkung auf das Cytoskelett zuriickfihren. Die Derformation der
Kerngestalt kann als Versuch der Zelle gewertet werden, die Oberflache zwischen Nucleo- und
Cytoplasma zu vergrofern und somit einen Austausch intrazelluldren Materials zwischen den beiden
Zellkompartimenten zu erleichtern (Zahn & Braunbeck, 1995). Eine Deformation der Kerngestalt
zeigte sich auch in der Leber der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) nach Belastung mit
folgenden Schadstoffen 4-Chloranilin, Endosulfan, Atrazin, und Linuron (Braunbeck, 1994b). Atrazin
ist eines der Pestizide, welches im nativen Wasser der Kdrsch chemisch nachgewiesen wurden
(Honnen et al., 1999b).

Eine Fragmentierung und Vesikulierung der Zisternen des RER, wie sie nach Exposition mit
Krahenbach und Korsch Wasser in der Leber der Larven beobachtet werden konnte, kann als
morphologischer Ausdruck einer Interaktion zwischen Schadstoffen und zelluldrer Proteinsynthese
interpretiert werden (Zahn, 1995). Eine vergleichbare Halbfreilanduntersuchung an der Bachforelle
(Salmo trutta) zeigte in der Leber der Fische nach Halterung in Kdrschwasser unterschiedliche
ultrastrukturelle Veranderungen wie die Deformation der Kernhlle, aber auch eine Vesikulierung,
Fragmentierung und Dilatation des RER (Triebskorn et al., 1997). Dieser cytologische Effekt wurde
ebenfalls durch diverse umweltrelevante Monosubstanzen, wie 4-Nitrophenol (Zahn, 1995), Dinitro-
o-kresol (Zahn & Braunbeck, 1993), 2,4-Dichlorphenol (Zahn & Braunbeck, 1993), 4-Chloranilin
(Zahn et al., 1993) in Dauerzellinien und Primérhepatocyten induziert. Eine starke Vesikulierung des
RER trat auch in den Hepatocyten juveniler Regenbogenforellen nach Belastung mit kontaminierten
Sedimentextrakten auf (Engwall et al., 1994). Diese cytopathologischen Veranderungen sind als eher
unspezifisch zu werten.

Die beschriebene Zunahme von Lysosomen kann als eine unspezifische Reaktion der Leber auf Strel
betrachtet werden (Rez, 1986; Salas et al., 1980). Mdglicherweise ist die Einwanderung von
Makrophagen auf die gleiche Ursache zuriickzufuhren. Zahn und Braunbeck (1993) fiihren die
Zunahme von Lysosomen und Myelinkorpern auf einen angestiegenen Umsatz von hepatocelluldren
Komponenten zuriick. Der insgesamt erhohte Lipidgehalt im Cytoplasma weist auf eine gestorte
Lipoproteinsynthese oder einen abnormalen Transport von Lipid hin (Phillips et al., 1987). Die
dilatierten Zisternen des Golgi-Apparates kodnnten dabei eine bedeutende Rolle spielen. Da
Peroxisomen neben der Entgiftung von Wasserstoffperoxid auch am Lipidstoffwechsel beteiligt sind,
kdnnte daher die beobachtete Zunahme von Peroxisomen als sekundare Antwort der Hepatocyten auf
den Fettabbau betrachtet werden (Zahn, 1995).

Die vorliegende Untersuchung belegt die Eignung von ELS-Tests mit Zebrabérblingen zum Nachweis
des embryotoxikologischen Potentials von selbst geringen Volumina komplex belasteter
Umweltproben. Nach Exposition der embryolarvalen Fiihstadien mit Wasser und Sediment waren vor
allem bei der Korsch zahlreiche Effekte zu beobachten. Die Befunde kdnnen einen erklarenden
Beitrag zur Frage leisten, weshalb es in der Korsch in den letzten Jahren zu keiner Reproduktion der
Bachforelle (Salmo trutta) kam.
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