2. Material und Methoden

2. Material und Methoden
21 Probennahme und Aufarbeitung der Wasser- und Sedimentproben
2.1.1 Probennahme und -verarbeitung

Die Wasserproben wurden aus den beiden FlieRgewdssern Krahenbach und Koérsch entnommen, in
Polyethylenflaschen (PE) abgefillt und bei -24 °C gelagert. Da die Wasserproben zu einem spateren
Zeitpunkt im Biotest getestet wurden, kénnen sie in PE-Flaschen Uber l&ngere Zeit gelagert werden
(Klee, 1993). Glasflaschen (Fa. Schott, Mainz) wurden aufgrund ihres geringen Ausdehnungskoeffi-
zienten und dem grofRen Materialverlust beim Tiefkiihlen (Klee, 1993; Rump & Kirist, 1992) nicht
verwendet.

Die Sedimentproben wurden den FlieRBgewassern entnommen und in 1 L PE-Weithalsflaschen abge-
flllt. Die Proben wurden unter Kihlung aufbewahrt und sobald wie méglich weiter bearbeitet. Um
das Porenwasser der Sedimentproben zu gewinnen, wurden jeweils 50 mL Gesamtsediment in Grei-
ner-Zentrifugenréhrchen (PE) mit 3000 g bei 4 °C lber 10 min zentrifugiert und das Porenwasser im
Uberstand sofort bei -20 °C tiefgefroren (Bufflap & Allen, 1995; Adams, 1994).

2.1.2 Extraktion und Elution der Sedimentproben

Fur die Herstellung von Sedimenteluaten und -extrakten wurden etwa 250 mL nasses Sediment in 1 L-
Rundkolben (Fa. Schott) Gberflhrt, unter Rotation bei -30 °C auf die Glaswand des Kolbens aufgezo-
gen, dabei schockgefroren und anschlieBend gefriergetrocknet (Beta 1-8 K, Fa. Christ, Mudroch &
Bourbonniere, 1994). Die gefriergetrockneten, verschlossenen Proben wurden unter Kiihlung bei 4 °C
im Dunkeln aufbewahrt.

2.1.3 WaRrige Eluate

Die Sedimentproben wurden entsprechend ihrem Trockengewicht mit der zehnfachen Kunstwasser-
menge versetzt und 24 h auf dem Rundschuttler geschittelt oder auf einem Magnetrithrer mit 200
Upm bei 18 °C geruhrt. Durch Zentrifugation (3000 g bei 4 °C) wurde das wéaRrige Eluat von feinen
Partikeln befreit. Die Eluate wurden nativ ohne Sterilfiltration in den Biotests auf ihre Wirkung hin
untersucht.

2 Ansétze wurden hergestellt:

(1) Kunstwasser + Sediment;

(2) Kunstwasser + 0,1 % Tween 80 + Sediment

Kunstwasser: 11,76 g CaCl, x 2 H,0 auf 1 L mit Aqua bidest. auffillen
4,93 g MgSO, x 7 H,0 auf 1 L mit Aqua bidest. auffillen
2,59 g NaHCO, auf 1 L mit Aqua bidest. aufftllen

0,23 g KCl auf 1 L mit Aqua bidest. auffullen
aus diesen 4 Losungen jeweils 25 mL mischen und auf 1 L mit Aqua bidest. auffullen.
Fur die embryotoxikologischen Untersuchungen wurde die Elution der Sedimente und die Verdln-
nung der einzelnen Konzentrationen mit kiinstlichem Wasser nach ISO-Standard 7346/3 durchgefihrt.
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Kunstliches Wasser: CaCl, x 2 H,0 58,8 mg/L, MgSO, x 7 H,0 24,6 mg/L, NaHCO, 12,6 mg/L, KCL
5,5 mg/L. Die Stammldsung wurde 1:5 mit Aqua bidest. verdiinnt. Das Kunstwasser hatte einen pH-
Wert von 7,8 = 0,2 und wurde vor dem Testansatz 24 h beliiftet sowie auf 26 °C erwérmt.

2.1.4 Soxhlet-Extraktion mit Aceton

Unter einer Extraktion versteht man die Uberfilhrung eines Stoffes aus einer Phase, in der er gelost
oder suspendiert ist, in eine andere fliissige Phase. Diese Uberfiihrung ist moglich, weil sich der Stoff
in einem bestimmten Verhaltnis auf die beiden Phasen verteilt (Becker et al., 1988).

Die gefriergetrockneten Sedimentproben wurden durch Aufschitteln gleichméRig in dem Lagerungs-
behélter verteilt (homogenes Verteilen der verschiedenen KorngréfRen). 20 g Sediment von Kréahen-
bach und Kdérsch wurden in jeweils eine Extraktionshilse (50 mL; Fa. Schleicher & Schuell) tber-
fiihrt. Die Extraktion der Proben wurde mit jeweils 200 mL Aceton durchgeflhrt. Aceton wurde auf-
grund seiner hohen Extraktionsleistung bei geringer Umweltschédlichkeit verwendet. Das Soxhlet
bestand aus einem Kolben mit 2 Siedesteinen, einem Extraktionsaufsatz und einem RuckfluBkihler.
Die mit den Sedimentproben und Glaswolle aufgefillten Hilsen waren bei laufender Extraktion teil-
weise vollstdndig vom Lésungsmittel bedeckt. Um die Wérmeabgabe des Rundkolbens und des Stei-
grohres an die AufRenluft gering zu halten, wurden diese mit Aluminiumfolie umwickelt. Die Extrak-
tion erfolgte unter stdndiger Wasserkiihlung, bei 100 mL Soxhlet mit 12 Zyklen pro Stunde bis 12 h.
Die Acetonextrakte wurden mit einem Rotationsverdampfer (400 mbar, 38 °C) eingeengt, mit N, (1,5 -
2 bar) zur Trockne abgeblasen und bei -24 °C im Tiefkuhlfach aufbewahrt. Vor Gebrauch wurden die
abgeblasenen Sedimentextrakte mit 750 uL Dimethylsulfoxid riickgelst und in Biotests auf ihre Wir-
kung hin untersucht.

2.15 Zusammensetzung der kinstlichen Schadstoffgemische

Es wurden zwei Schadstoffgemische (Tab. 2.1) in Ethanol bzw. DMSO angesetzt, in MEM-Medium
auf 1:5 x 10° (1-fach), 1:5 x 10° (10-fach) und 1:1 x 10° (50-fach) verdiinnt und fiir 48 h auf die iso-
lierten Hepatocyten gegeben. Das 1997-Gemisch wurde in Ethanol, das 1998-Gemisch in DMSO an-
gesetzt. Als Kontrollen wurden die entsprechenden L&sungsmittel in einer Verdinnung von 1:1 x 10°
(50-fach) auf die Zellen gegeben.

Tab. 2.1: Zusammensetzung des 1997- und 1998-Schadstoffgemischs (Ldsungsmittel Ethanol bzw.
DMSO). Die Konzentrationsangaben entsprechen der 50-fachen Schadstoffgemischkonzentration.

Chemische Verbindung Konz. (ng/L) Konz. (ng/L)
1997- 1998-

Losungsmittel Schadstoffgemisch Schadstoffgemisch

Ethanol DMSO

Lindan 1170 1170

DDT 5 -

DDE 10 -

Pentachlorphenol 32 -

a-Hexachlorbenzol 6 6

Trifluoralin 74 74

PCB 28 12 -

16



2. Material und Methoden

PCB 52

PCB 101

PCB 153

PCB 138

PCB 180
Naphthalin
Acenaphthylen
Acenaphthen
Fluoren
Phenanthren
Anthracen
Fluoranthen
Pyren
Benz(a)anthracen
Chrysen
Benzo(b)fluoranthen
Benz(a)pyren

9 -
5 -
5 -
3 -
1 -
2380 -
75 -
495 -
78 -
212 212
42 41,9
58 78
33 33,4
- 4,78
- 5.8
- 4,58
- 3,68

2.2 Methoden fur Zellkultur und Biochemie

2.2.1 Gerate, Chemikalien und Ldsungen

Gerate

« Sterile Werkbénke (Fa. Gelaire™ Flow Laboratories und Fa. Nuaire™ NU-969), Sarstedt
* pH-Meter, 761 Calimatic Fa. Knick
* Inversmikroskop mit Phasenkontrast, Fa. Olympus, CK-2, Tokyo, Japan
» Kihlzentrifuge, Fa. Heraeus Sepatech, Biofuge 17RS, Hanau

» Mikrotiterplatten-Spektralphotometer, Fa. SLT, Crailsheim

» Ultraschall-Desintegrator, Fa. Bandelin, Sonoplus D70, Berlin

» Brutschrénke mit Kiihlung, Fa. Heraeus BK600, Hanau

* Waérmebad, Fa. GFL, Burgwedel

Chemikalien und Lésungen

Chemikalien

1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol (CDNB)

o-Ketoglutarat

Benzocain

Cacodylséure-Na-Salz-Trihydrat

Collagenase H
Diglycidylether (DER 736)

Dimethylaminoethanol (DMAE)
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Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithioteitrol (DTT)

EDTA (Ethylendiamin-Tetraessigsaure)
Glutardialdehyd

Glutathion

HEPES (N-(2-(Hydroxyethyl)-Piperizin-N-2-
Ethansulfonsaure)
Kaliumhexacyanoferrat

L-Alanin

L-Glutamin

Maleimid

Mops (Morpholinopropan-Sulfonsdure)
NADP Na,-Salz

Natrium-Pyruvat

Neutralrot (2-Methyl-3-Amino-7-
Dimethylaminophenanzin)
Nonenylbernsteinsaureanhydrid (NSA)
o-Nitrophenylacetat

Osmiumtetroxid

Ovalbumin

PBS

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polyvinylpyrrolidon
Pyridoxalphosphat

Sibernitrat

Thiobarbiturat

Triton X-100

Uranylacetat-Dihydrat
Vinylcyclohexendioxid (VCD)

Zellkulturmedien und Spullésungen

Serva
Serva
Serva
Merck, Darmstadt
Serva
Serva

Merck
Serva
Serva
Sigma
Serva
Serva
Sigma
Sigma

Serva

Sigma

Paesel & Lorei, Frankfurt
Serva

Biochrom, Berlin
Serva

Serva

Serva

Riedel-de-Haen, Seelze
Serva

Packard, Illinois
Merck

Serva

* Minimal Essential Medium (MEM), Eagle-Modifikation mit Earl’s Salzen, 20 mM Hepes, 2 mM

L-Glutamin, 650 mg/L NaHCO;, Fa. Sigma

* Minimal Essential Medium (MEM), Hanks-Modifikation mit 20 mM Hepes, 350 mg/L NaHCO;,

Fa. Sigma

» DPBS (Dulbecco’s Phosphate buffered saline) ohne Ca? und Mg, Fa. Biochrom, Berlin

8 g NaCl

0,2 g KCl

1,15 g Na,HPO,

0,2 g KH,PO,

ad 1 L Aqua bidest.
» Préaperfusionsmedium

136,9 mM NacCl

2,7 mM KClI

23,8 mM NaHCO,

6,5 mM Na,HPO,

2mM EDTA
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auf 1 L mit Aqua bidest. aufftllen, pH-Wert 7,4; Sterilfiltration mit 0,2 um Filter (Fa. Schleicher &
Schuell, Dassel)

Medienzusatze

Gentamycinsulfat, Fa. Biochrom

L-Glutamin, 200 mM Stammlésung, Fa. Biochrom

Penicillin/Streptomycin (10000 E / 10000 pg/mL) in 0,9 % NaCl, Fa. Sigma
Neomycinsulfat, Fa. Sigma

Fotales Kalberserum (FKS), Charge 44H3385, Fa. Sigma

Dissoziationslésungen

0,05 % Schweine-Trypsin / 0,02 % EDTA-L6sung in Hanks Balance Salt Solution (HBSS), Fa.
Sigma

Proteinpréaparationen

Rattenleber-S9-Fraktion aus Phenobarbital / 3-Naphtoflavon-induzierten Ratten, Fa. CCR, Rof3dorf
Laktat-Dehydrogenase, E. C. 1.1.1.27, aus Kaninchenmuskel, 642 U/mg; 10 mg/0,72 mL, Fa. Ser-
va

Collagenase H aus Clostridium histolyticum, Roche Diagnostics Mannheim; 14 mg in 10 mL
MEM Hanks-Medium ohne Antibiotika vorldsen, sterilfiltrieren und mit Kulturmedium auf 70 mL
auffillen

Lésungen und Einbettmedium

S9-Puffer

6,9 mg NaH,PO,

224 mg KClI

294 mg CaCl,

203 mg MgCl,

ad 100 mL Aqua bidest., pH 7,4; fiir 3 Wochen bei 4 °C haltbar

1,52 mg Glucose-6-Phosphat / mL S9-Mix im Testansatz

3,13 mg NADP / mL S9-Mix im Testansatz,

vor Gebrauch mit Sterilfilter (0,2 um, Fa. Schleicher & Schuell) filtrieren
Neutralrot-Farbeldsung

1 mL 0,4 % Neutralrot (2-Methyl-3-amino-7-dimethylaminophenazin, Fa. Sigma) in Aqua bidest.

79 mL MEM ohne FKS mit Antibiotika

24 h bei 37 °C inkubieren, vor Gebrauch mit Sterilfilter (0,4 um, Fa. Schleicher & Schuell) filtrieren
Neutralrot-Waschldsung

10 g Formaldehyd

10 g CaCl,

ad 1 L Aqua bidest.
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* Neutralrot-Extraktionslésung
5 mL Eisessig
250 mL Ethanol (99,9 %, p.a.)
ad 500 mL Aqua bidest.
* Homogenisationspuffer
12,5 mL 2 M Saccharose
25 mL 20 mM Mops, pH 7,4
10 mL 10 mM 1 % EDTA/Ethanol
0,2 mL 0,1 M Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), in Isopropanol
13 mg e-Aminocapronséaure
67 mg 0,3 M Mercaptoethanol
20 pL Dithiotreitol (DTT)
ad 100 mL Aqua bidest.
» Fixans-Losung
2,5 % Glutardialdehyd
4 % Polyvinylpyrrolidon
0,05 % CacCl,
in 0,1 M Cacodylatpuffer; pH-Wert 7,4
Maleatpuffer
Stammldsung 1: 19,69 g Maleinsaureanhydrid, 8 g NaOH auf 1 L mit Aqua bidest. auffillen
Stammldsung 2: 0,2 N NaOH
50 mL Stammlésung 1 und 7,2 mL Stammldsung 2 auf 200 mL mit Aqua bidest auffiillen, pH-Wert
5,2
Einbettmedium Spurr’s Medium
10 g Vinylcyclohexendioxid
5 g Diglycidether (DER 736)
26 g Nonenylbernsteinanhydrid (NSA)
0,4 g Dimethylaminoethanol (DMAE, S1)

2.2.2 Herkunft der verwendeten Dauerzellinie

Die fibroblastendhnliche Zellinie RTG-2 wurde aus der Gonade der Regenbogenforelle (Oncorhyn-
chus mykiss) gewonnen (Wolf & Quimby, 1962). Die RTG-2-Zellen der 128. Passage wurden freund-
licherweise von Herrn Dr. Helmut Segner, Umweltforschungszentrum Leipzig, zur Verfligung ge-
stellt. Kommerziell sind die Zellen von der American Type Culture Collection (ATCC; Rockville,
Maryland, USA) sowie von der Firma ICN / Flow in Meckenheim zu beziehen.

2.2.3 Kulturbedingungen fir die Zellinie RTG-2

Die RTG-2-Zellen werden in Minimal Essential Medium (MEM), Modifikation nach Eagle, mit
20 mM Hepes und Earle’s Salzen, 2 mM L-Glutamin, supplementiert mit 850 mg/L Natriumhydro-
gencarbonat, 10 % fotalem Kalberserum (FKS)und 50 mg/L Neomycinsulfat in 80 cm?-
Zellkulturflaschen (Nunc, Wiesbaden) bei einer Inkubationstemperatur von 20 °C ohne spezielle Be-
gasung gehalten. Nach einer Inkubationsdauer von ca. 4 Tagen bilden die Zellen einen geschlossenen
Monolayer und kénnen bis zu 4 Monaten bei 4 °C aufbewahrt werden.
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Die RTG-2-Zellen einer dichtgewachsenen Kulturflasche werden zur Passage auf zwei neue Flaschen
verteilt. Das alte Medium wird aus den Flaschen dekaniert und die Zellen fur 20 sec mit 15 mL PBS
ohne Ca* und Mg* gewaschen. Nach Dekantieren der PBS-Ldsung werden 2 mL 0,05 % Trypsin /
0,02 % EDTA-L6sung zu den Zellen pipettiert. Nach 2 - 3 min lésen sich die festhaftenden Zellen
vom Untergrund. Dies kann durch leichtes Klopfen an die Flasche unterstiitzt werden. Die vereinzel-
ten RTG-2-Zellen werden in 5 mL Medium aufgenommen (dabei wird das Trypsin durch die Pro-
tease-Inhibitoren des FKS gehemmt) durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette resuspendiert, zu
gleichen Teilen auf zwei 80 cm3-Flaschen verteilt und mit 12 mL Medium aufgefullt.

2.2.4 Durchfihrung des Neutralrottests mit RTG-2-Zellen (Abb. 2.1)

Der Endpunkt Neutralrot wurde in In vitro-Cytotoxizitétstests erstmals von Borenfreund & Puerner
(1984) an einer Mausezellinie beschrieben. Der Test beruht auf einer Aufnahme des wasserldslichen,
leicht basischen Farbstoffes Neutralrot (3-Methyl-3-amino-7-dimethylaminophenazin) in die Lysoso-
men intakter Zellen. Die Anreicherung des Farbstoffes resultiert aus der Deprotonierung des Farbstof-
fes im sauren Milieu der Lysosomen oder einer Bindung an saure Molekdile der lysosomalen Matrix
(Barile, 1994; Bulychev et al., 1978). Schadigungen der Zellmembran und der lysosomalen Membran
resultieren in einer verringerten Farbstoffretention wéhrend eines Waschvorganges, die mittels einer
photometrischen Messung bestimmt werden kann. Die Neutralrotfarbelésung wird aus einer Stammlé-
sung (0,4 % in Aqua bidest.) durch eine 1:80-Verdlnnung in MEM ohne FKS, mit Antibiotika herge-
stellt, Gber Nacht bei 20 °C vorinkubiert und zum Entfernen feiner Farbstoffkristalle durch einen
0,2 um -Sterilfilter (Schleicher & Schuell) filtriert.

Der Neutralrottest wird gemaR dem Verdinnungsschema in Abb. 2.1 durchgefihrt. Bei diesem Pipet-
tierschema werden die Spalten 1 und 12 als Blanks benutzt, so daR pro Schadstoffkonzentration 8
Replika getestet werden. Die Zellen werden in einfach konzentriertem MEM in einer Konzentration
von 3 - 4 x 10° aufgenommen, 100 uL der Zellsuspension in die Wells einer Mikrotiterplatte pipettiert
und fur 4 h bei 20 °C inkubiert. Die Wasser- und Sediment-Eluat-Proben werden bei Raumtemperatur
im Wasserbad aufgetaut und nach mehrmaligem Aufschitteln fir 2 h sedimentiert. Nur der Uberstand
der Proben wird im Test eingesetzt. Die Verdiinnungsstufen einer Abwasservorverdiinnung (1:1 in
doppelt konzentriertem MEM, mit 200 mg/L Neomycinsulfat, 1700 mg/L Natriumhydrogencarbonat
und 20 % FKS) werden in sterilen Reagenzglasern angesetzt. Der pH-Wert der Verdiinnungen wird
unter der Werkbank mit einem pH-Meter (Schott, CG 838) bestimmt und mit NaOH oder HCI auf 7,4
+ 0,3 eingestellt. Die Platten mit den angewachsenen Zellen werden vorsichtig dekantiert und mit
jeweils 200 pL der Abwasserverdiinnungen pro Vertiefung der Reihen 4 bis 10 gefullt. Die Reihen 2
und 11 werden mit MEM als Kontrolle und die Reihe 3 mit 40 mg/L der Referenzchemikalie 3,5-DCP
in MEM gefullt. Die 96-Well Platten werden mit sterilen Folien abgeklebt und fiir 20 h bei 20 °C
inkubiert. Nach dem Dekantieren der Proben werden 100 pL Neutralrot-Ldsung zu den Zellen pipet-
tiert und fir 3 h im Brutschrank inkubiert. Das Farbemedium wird dekantiert, die Zellen mit 100 pL
PBS (ohne Ca* und Mg*) gewaschen. Der in den Lysosomen der intakten Zellen zuriickgehaltene
Farbstoff wird mit 100 pL Elutionsldsung (50 % Ethanol; 1 % Essigséaure) unter Schitteln riickgelost.
Die Absorption wird mit einem Mikrotiterplattenreader (SLT, Spectra™) bei einer Wellenl&dnge von
540 nm gegen eine Referenzwellenldnge von 690 nm kolorimetrisch bestimmt.
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Abb. 2.1: Pipettierschema fir Cytotoxizitatstests mit permanenten Zellkulturen.
2.2.5 S9-Supplementierung des Neutralrottests

Zur Kompensation der geringen Biotransformationskapazitat der permanenten Zellinie RTG-2 wurden
die In vitro-Expositionsexperimente auch mit einer S9-Komplementierung durchgefiihrt. Hierzu wur-
de ein S9-Mix aus der Leber ménnlicher Wistar-Ratten, deren Biotransformationssystem durch eine
Injektion mit Phenobarbital und B-Naphtoflavon induziert wurde (26,8 mg Protein/mL S9; CCR, Rof-
dorf) in S9-Puffer (50 puL NaHPOQO,, pH 7,4, 30 mM KCI, 20 mM CacCl,, 10 mM MgCl,, 5 mM Gluco-
se-6-phosphat, 4 mM NADP) sterilfiltriert und auf eine Proteinkonzentration von 2 mg/mL eingestellt.
Jedem Probenansatz von 200 pL wurden 20 puL S9-Mix zugesetzt.

2.2.6  Graphische Auswertung des Neutralrottests

Der Neutralrottest wurde mit Microsoft Excel® 5.0 ausgewertet. Von jeder Verdiinnungsstufe und der
Kontrolle wurden die absoluten Mittelwerte der photometrischen Messung nach Abzug des Blank-
Mittelwertes ermittelt. Bezogen auf die Kontrolle (= 100 %) wurden schlieBlich die relativen Mittel-
werte mit Standardabweichungen in Prozent angegeben.

Der ECy-Wert (effective concentration) wurde als der Wert angenommen, bei dem 50 % der Zellen
geschadigt sind. Dieser wurde graphisch ermittelt.

2.3 Halterung der Spender-Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss)

Die erforderlichen Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) wurden vom Forellenzuchtbetrieb
Mack, Firma Juraquell (Wellheim) bezogen und zu jeweils 40 Tieren in 600 L-Fiberglasbecken ge
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halten. Die permanent beliifteten Tanks befanden sich in einer DurchfluRanlage mit einer Aus-
tauschrate von 50 L/h. Das Wasser wurde auf 16 = 1 °C temperiert und besal eine Gesamthéarte von
325 mg/L CaCO,, der pH-Wert betrug 7,1 + 0,1 und der Ammoniumgehalt war < 0,01 mg/L.

Die Futterung erfolgte einmal taglich mit handelsiiblichem Futter (49 % Rohprotein, 2,9 % Lysin,
10,5 % Rohfett, 2 % Rohfaser, 9,3 % Rohasche; Ringfutter, Raiffeisen).

Zum Zeitpunkt der Hepatocyten-lIsolierung besalien die zwei bis drei Jahre alten Forellen ein durch-
schnittliches Gewicht von 300 -400 g.

2.3.1 Isolierung der Hepatocyten

Die Regenbogenforelle wurden mit einem Netz aus den Becken gefangen und mit einem Schlag auf
das Nachhirn getotet. Nach Abwiegen und duf3erlicher Desinfektion mit 70 %-igem Ethanol wurde der
Fisch unter eine sterile Werkbank tberfihrt. Die Leibeshéhle wurde mit einer Schere vom Anus be-
ginnend ventral, lateral sowie opercular eréffnet, so dal die inneren Organe frei zuganglich waren. In
die Leberpfortader wurde eine Fligelkanile (auBerer O 0,8 mm, innerer O 0,6 mm) eingeflhrt und
mit zwei Arterienklemmen gesichert. Mit einer Ca?- und Mg*-freien Préaperfusionsldosung (Durch-
fluBgeschwindigkeit ca. 7 mL/min) wurde das Blut aus der Leber fur 8 min gespilt. Zuvor wurde der
Sinus venosus angeschnitten, um den Austritt des Blutes und der Préperfusionslésung zu ermdglichen.
Wiahrenddessen wurde die Leber vollig freiprapariert und mit einer Kunststoff-Arterienklemme an
einem Stativ aufgehéngt. Danach wurde die Leber im Kreislauf mit ca. 70 mL MEM-Hanks-Medium
mit 0,02 % Collagenase H aus Clostridium histolyticum (Roche Diagnostics, Mannheim) fur 30 min
(5,5 mL/min far 15 min und anschlieend 7 mL/min fiir 15 min) gespult. SchlieBlich wurde die Leber
in eine sterile Petrischale mit 10 ml Kulturmedium tberfiihrt, von der Gallenblase befreit und mit
einer Rasierklinge angeschnitten und die Zellen mit einem Glasstab vereinzelt. Die milchige Hepa-
tocytensuspension wurde zunéchst durch ein Netz mit 250 pum, dann durch ein Netz mit 70 um Ma-
schenweite gefiltert. Die Suspension wurde in 50 ml Falconrohrchen zur Entfernung der Collagenase
und zerstorter Zellen dreimal gewaschen und mit 50 g fiir 5 min zentrifugiert. Die Pellets wurden
schlieBlich in 30 mL Kulturmedium mit jeweils 1 %-iger Penicillin/Streptomycin und Gentamycin-
Losung resuspendiert. Mit einer Neubauer-Z&hlkammer wurde die Zellzahl bestimmt und auf 1,6 x
10° Zellen/mL eingestellt.

Fur die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden jeweils 2 mL Zellsuspension auf Ther-
manoxplattchen (Nunc, Wiesbaden) in 24-Well-Platten (Nunc) gebracht und bei 14 °C bei 100 %
Luftfeuchtigkeit und ohne O,/CO,-Begasung kultiviert. Fiir die biochemischen Untersuchungen wur-
den jeweils 2 mL Zellsuspension in 24-Well-Platten gebracht und ebenfalls bei 14 °C kultiviert. Einen
Tag nach der Isolierung wurde die Halfte des Mediums durch frisches ersetzt.

2.3.2 Durchfihrung der In vitro-Experimente

Fir die Toxizitatstests wurden das native Wasser, das Porenwasser, die Kunstwasser-Sediment-Eluate
und Kunstwasser/Tween 80-Sediment-Extrakte bei Raumtemperatur im Wasserbad aufgetaut und mit
doppelt konzentriertem MEM-Hanks-Kulturmedium verdlnnt. Der acetonische Sedimentextrakt wur-
de nach dem Ldsungsmitteltausch in DMSO auf 0,1 % mit MEM-Hanks-Medium verdiinnt. Fur die
elektronenmikroskopischen und biochemischen Untersuchungen wurden jeweils 2 mL Zellsuspension
auf Thermanoxplattchen (Nunc) in 24-Well-Platten gebracht, und bei 14 °C bei 100 % Luftfeuchtig
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keit und ohne O,/CO,-Begasung kultiviert. Einen Tag nach der Isolierung wurden die isolierten He-
patocyten nativem Wasser, Kunstwasser-Sediment-Eluaten, Kunstwasser/Tween 80-Extrakten und
Porenwasserproben in Verdiinnungen von 1:4 und 1:3 fir 2 d ausgesetzt. Die acetonischen Sedimen-
textrakte wurden in Verdunnungen von 1:4 und 1:2 fiir 2 Tage auf die Zellen ausgebracht. Die 1:2
Verdlnnung entspricht einer 0,1 % Konzentration der acetonischen Sedimentextrakte nach Ldsungs-
mitteltausch in DMSO. Die 1:4 Verdiinnung der Sedimenteluate bzw. acetonischen Sedimentextrakte
entspricht einem Sedimenttrockengewicht von 25 mg bzw. 13,3 mg auf 1 mL Testansatz.

2.3.3 Aufarbeitung der Proben fur die Ultrastruktur

Die Hepatocyten auf den Thermanoxpléttchen wurden vorsichtig mit 2,5 % Glutardialdehyd in Caco-
dylatpuffer (0,1 %; pH 7,6) mit 4 % Polyvinylpyrrolidon und 0,05 M CacCl, fixiert und bei 4 °C auf-
bewahrt. Der ndchste Schritt bestand aus einem dreimaligen Spilen mit 0,1 M Cacodylatpuffer zu
jeweils 10 min. Schlief3lich wurden die Proben fiir 2 Stunden in reduziertes Osmium (1:1 Gemisch aus
2 % 0sO, und K,[Fe(CN)], 4 °C, Karnovsky, 1971) Uberfihrt. Danach wurde dreimal fur jeweils
10 min mit 0,1 M Cacodylatpuffer und anschlieBend mit 0,05 Maleatpuffer (pH 5,2) bei 4 °C gespiilt.
Nach einer Uber-Nacht-Kontrastierung mit 1 % Uranylacetat in 0,05 Maleatpuffer bei 4 °C wurden
die Proben schrittweise Uber eine aufsteigende Alkoholreihe mit 75, 85, 95 und 100 % Ethanol ent-
waéssert und fir 24 Stunden in einen 1:1-Gemisch von Spurr (Spurr, 1969) und 100 % Ethanol inku-
biert. Danach wurden sie fur mindestens 6 h in ein 2:1 Gemisch und anschlieRend flr mindestens 12
Stunden in reines Spurr Oberfiihrt. Zur Einbettung wurden Beemkapseln mit Spurr’s Medium gefllt
und die Thermanoxplattchen mit den Zellen nach unten auf die Beemkapseln gelegt. Nach der Poly-
merisation konnten die Plattchen mit flissigem Stickstoff leicht abgesprengt werden. Mit Hilfe eines
Reichert OM-U 2 Ultramikrotoms wurden Semi- und Ultradiinnschnitte von 200 bzw. 60 - 90 nm
Dicke angefertigt und mit alkalischem Bleicitrat (Reynolds, 1963) 1 - 2 min lang kontrastiert und mit
Hilfe eines Zeiss EM 10 Elektronenmikroskops untersucht.

2.3.4 Aufarbeitung der Proben fiir die Biochemie

Mit einer Pipette wurden die isolierten Hepatocyten von der Oberfldche abgeldst und bei 200 g fir
3 min (14 °C) abzentrifugiert. Das Pellet wurde in Homogenisationspuffer (12,5 mL 2 M Sucrose,
25 mL 20 mM Mops, pH 7,4, 10 mL 10 mM 1 % EDTA/Ethanol, 0,2 mL 0,1 M Phenylmethylsul-
fonylfluorid (PMSF) in Isopropanol, 1 mM &-Aminocapronsdure, 67 mg 0,3 M Mercaptoethanol,
20 pL Dithiotreitol (DTT) ad 100 mL Aqua bidest.) aufgenommen und in flissigem Stickstoff tiefge-
froren. Bei -70 °C ist eine Aufbewahrung bis zu drei Wochen méglich. Der Uberstand wurde zur
Messung der freigesetzten Laktatdehydrogenase separat eingefroren. Vor den Enzymmessungen wur-
den die Zellen mit dem Ultraschall-Desintegrator (Sonoplus D70, Fa. Bandelin) unter Kihlung im
Eisbad mit 5 s dauernden Zyklen (50 % der Maximalleistung) in Homogenisationspuffer homogeni-
siert und bis zu den Messungen auf Eis aufbewahrt.

24 Biochemische Methoden
2.4.1 Proteinbestimmung nach Bradford (1976)
Als Vergleich wurden 5 Proteinstandards mit Hihner-Ovalbumin angesetzt (0,4 mg/L; 0,2 mg/L;

0,1 mg/L; 0,5 mg/L; 0,025 mg/L). Zu den jeweiligen Proben (8 pL) wurden 250 pL Bradford-Reagenz
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pipettiert. Nach 10 min erfolgte die Messung bei einer Wellenldnge von 595 nm in einem Spectra
Mikrotiterplattenreader (SLT, Spectra, Crailsheim).

Bradford-Reagenz: 100 mg Coomassie-Brilliant-Blue G-250 in 50 mL 95 % Ethanol 16sen, 100 mL
85 % Phosphorsdure dazupipettieren und auf 1 L mit Aqua bidest. auffillen.

2.4.2 Laktatdehydrogenase nach Weishaar et al. (1975) und Mitchell (1980)

Zu den einzelnen Proben (10 pL) wurden 250 pL Reaktionsmix pipettiert und der Reaktionsstart er-
folgte durch die Zugabe von 25 pL Na-Pyruvat (bei 25 °C). Die Extinktionsverdnderung wurde bei
340 nm fur 3 min verfolgt.

Reaktionsmix: 60 mM Tris-HCI-Puffer, pH 7,4; 2 mM NADH.

Molarer Extinktionskoeffizient fliir NADH: 6,2 pMol™* x cm™.

2.4.3 Alanin-Amino-Transferase nach Morgens & Rey (1970)

Zu den Proben (20 pL) wurden 250 pL Reaktionsmix gegeben und die Reaktion mit 25 pL 10 mM a-
Ketoglutarat gestartet. Die Messung erfolgte iber 3 min bei 340 nm (bei 25 °C).

Reaktionsmix: 0,05 M Hepes-Puffer, pH 7,5; 0,12 mM NADH; 200 mM L-Alanin; 0,025 mM Pyri-
doxalphosphat; 10 Units/Probe Laktatdehydrogenase.

Molarer Extinktionskoeffizient fliir NADH: 6,2 pMol™* x cm™.

2.4.4 Katalase nach Baudhuin et al. (1964)

Zu 50 pL Triton X-100 in Eppendorf-Reaktionsgefallen wurden 30 pL Probe gegeben. Die Reaktion
wurde mit 500 pL eisgekiihltem Reaktionsmix gestartet, nach 15 min Inkubation im Eisbad mit Tita-
nium-Reagenz (6,8 g TiOSO, in 1 L H,SO, kochen und nach Filtration mit dem halben VVolumen 1 M
H,SO, verdunnen) gestoppt. Nach einer Inkubationspause von 10 min wurden 250 pL pro Ansatz in
eine Mikrotiterplatte berfuhrt. Die Absorption des Titaniumsulfat-Peroxides wurde bei 415 nm be-
stimmt.

Reaktionsmix: 10 mL 10 mM Imidazol-HCL-Puffer, pH 7,2; 100 mg 0,1 % Rinderserum-Albumin ad
100 mL Aqua bidest.; 35 uL 30 % H,0,.

Molarer Extinktionskoeffizient fir Titaniumsulfat-Peroxid: 19,1 pMol™ x cm™.

2.4.5 Esterase nach Beaufay et al. (1974)

Zu den einzelnen Proben (30 pL) wurden 250 pL Reaktionsmix pipettiert. Nach einem Vorlauf auf
Eis (10 min) wurde 25 pL o-Nitrophenylacetat als Substrat zugegeben. Die Messung erfolgte bei 415
nm Gber 10 min (bei 25 °C).

Reaktionsmix: 40 puL 0,5 M KH,PO,-Puffer, 10 pL 10 % Triton X-100, 10 pL 0,1 M EDTA, 940 pL
H,O, pH 7,4).

Substrat: 6 mg o-Nitrophenylacetat in 1 mL Methanol I6sen und 1:5 mit KH,PO,-Puffer verdinnen.
Molarer Extinktionskoeffizient fiir o-Nitrophenol: 3,06 pMol™* x cm™.

2.4.6 Glutathion S-Transferase nach Habig et al. (1974)
Zu den Proben (20 pL) wurden 250 pL KH,PO,-Puffer (pH 6,5) und 10 puL 25 mM 1-Chlor-2,4-

Dinitrobenzol (CDNB) gegeben. Die Reaktion wurde mit 25 pL reduziertem 11,4 mM Glutathion
gestartet und tber 5 min bei einer Wellenldnge von 340 nm (bei 24 °C) gemessen.
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Molarer Extinktionskoeffizient fliir CDNB: 9,6 puMol™* x cm™.

2.4.7 Saure Phosphatase nach Moss (1983)

Zu den verschiedenen Proben (5 pL) wurden 50 pL 7,6 mM 4-Nitrophenylphosphat gegeben und fiir
30 min inkubiert (25 °C). Nach Zugabe von 200 pL 0,1 M NaOH wurde die Reaktion abgestoppt und
die Extinktion der Proben bei 415 nm gemessen. Zu jeder Probe wurde eine Kontrolle gemessen, bei
der 5 pL Probe und 50 pL Substrat sofort mit 0,1 M NaOH abgestoppt wurden.

Substrat: 7,6 mM 4-Nitrophenylphosphat in 50 mM Citratpuffer, pH 4,9.

Molarer Extinktionskoeffizient fiir p-Nitrophenol: 18,8 uMol™* x cm™.

2.4.8 Lipidperoxidation nach Buege & Aust (1978)

Zu den Proben (10 pL) wurden 250 pL Reaktionsmix pipettiert, kréftig geschittelt und 10 min in
kochendem Wasser inkubiert, auf Eis abgekuhlt und bei 1000 g fiir 10 min zentrifugiert. Je 250 pL
des Uberstandes wurden bei einer Wellenlange von 550 nm gemessen.

Reaktionsmix: 15 % Trichloressigsaure; 0,375 % Thiobarbiturat; 0,25 N HCI.

Molarer Extinktionskoeffizient: 1,56 puMol* x cm™.

25 Berechnung der Enzymaktivitaten

Die Einheit der Enzymaktivitat wird fir alle untersuchten Enzyme mit Ausnahme der Katalase gleich
definiert:

1 Unit (U) = Enzymaktivitat, die der Umsetzung von 1 puMol des Substrates in 1 min entspricht.

b=AEQOV0O1000/e0dxAtOvOC

Protein

Die Enzymaktivitaten (U/g Protein oder U/L) wurden mit dieser Gleichung berechnet, jeweils auf den
Proteingehalt der Proben bezogen und als spezifische Aktivitat (U/mg, mU/mg, pU/mg Protein) oder
als relative Aktivitat (Aktivitat in Prozent der Aktivitat von unbelasteten Kontrollzellen) angegeben.
Zeichenerklarung: b = Enzymaktivitat, A E = Extinktionsanderung, V = Gesamtvolumen, e = molarer
Extinktionskoeffizient, d = Schichtdicke, A t = MeRintervall, v = Probevolumen im Test, C = Protein-
konzentration der MeRRproben.

Die Berechnung der Katalase-Aktivitat erfolgt nach Baudhuin et al. (1964) und wird in Milli-Beaufay-
Units/mg Protein (mBU/mg) angegeben.

b = ((|Og EProbe - |Og EBlank) |:IVGesamt DlOOO) / (VProbe DA t DBF |:K:Protein)

Zeichenerklarung: b = Katalase-Aktivitat in mBU/mg Protein, Epq.. = Extinktion der Probe, Egpy =
Extinktion des Blanks, Vgeam = Gesamtvolumen, Ve, = Volumen der Probe, A t = Zeitintervall in
min, Cp.oein = Proteinkonzentration, BF = Beaufay-Faktor (= 50).
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2.6 Statistik

Die Signifikanz der biochemischen Daten wurde mit dem t-Test nach Student und dem Mann-
Whitney-Rangsummen-Test mit Hilfe des Computerprogramms Sigma-Stat Statistical Analysis Sy-
stem, Version 2.01 (Jandel-SPSS, Erkrath) Gberprift. Die Signifikanzniveaus lagen bei:

p < 0,001 hoch signifikant ***, p < 0,01 signifikant **, p < 0,05 schwach signifikant *.

2.7.  Gentoxizitat
2.7.1 Durchfiihrung der In vitro-Experimente

Fur die Gentoxizitatsversuche wurden isolierte Hepatocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus
mykiss) verwendet. Die Isolierung der Zellen und die Belastung mit Sedimentproben wurde nach glei-
chem Schema wie in 2.3.1 und 2.3.2 beschrieben durchgefihrt.

Einen Tag nach der Isolierung wurden die isolierten Hepatocyten fiir 20 Stunden acetonischen Sedi-
mentextrakten in Verdinnungen von 1:4 und 1:2 ausgesetzt. Die 1:2 Verdinnung entspricht einer
0,1 % Konzentration der acetonischen Sedimentextrakte nach Losungsmitteltausch in DMSO.

2.7.2 Aufbereitung der Zellen

Die belasteten Primérhepatocyten wurden in den 24-Well-Platten im Medium aufgeschwemmt und in
Eppendorfcups abgefillt. Danach wurden die Zellen bei 80 g und 15 °C fir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgezogen und das Pellet in 150 puL Medium resuspendiert. Fiir den Comet Assay
wurden pro Konzentration in zwei Eppendorfkiivetten 30 puL von den resuspendierten Zellen abge-
fillt. Die belasteten, isolierten Hepatocyten wurden dann im Comet-Assay auf DNA-Strangbriiche
untersucht.

2.7.3 Comet Assay (Single Cell Gel Elektrophoresis)
Reagentien fir den Comet-Assay

* Agar
1 % NMA (Normal Melting Agar) - 250 mg in 25 mL PBS
0,5 % NMA - 75 mg in mL PBS
0,7 % LMA (Low Melting Agar) - 105 mg in 15 mL PBS
* Lyse-Stammlésung
146,5 g NaCl
37,29 EDTA
1,2 g Tris
in 700 mL Aqua bidest I6sen, mit ca. 11 g NaOH einen pH-Wert von 10 einstellen, 10 g
Na-Sarcosinat zugeben, auf 890 mL mit Aqua bidest. auffillen
» Elektrophoresepuffer
24 g NaOH
0,74 g EDTA
in 2 L Agqua bidest 16sen, bei 4 °C kalt stellen
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e Lyse-Ldsung
178 mL Stammldsung
2 mL Triton X-100
20 mL DMSO
rihren, bei 4 °C kalt stellen
o Tris-Puffer (0,4 M)
48,5 g/L Tris in Aqua bidest.
mit 25 % iger HCI auf pH 7,5 einstellen

Testprotokoll

In Abb. 2.2 sind die einzelnen Schritte des Comet-Assays dargestellt. Alle Arbeitsschritte werden mit
puderfreien Latexhandschuhen durchgefiihrt, da Puderreste die Auswertung beeintréchtigen kdnnen.

Die angerauhten Objekttrager werden zundchst mit einem Diamantschreiber beschriftet und in 99 %
Ethanol entfettet, da die Haftung der Gele auf den Objekttrédgern von entscheidender Bedeutung fur
die Auswertung ist.

Nach Entnahme der Objekttrager aus dem 99 % Alkohol wurden sie auf Zellstoff getrocknet. Wah-
renddessen wurden 1 % NMA (Normal Temperature Melting Agarose, Seakem Gold™, FMC Biopro-
ducts, Rockland, USA) in PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline) auf einer Heizplatte bei 300 °C
aufgekocht und auf einer weiteren Heizplatte bei 150 °C schwach siedend gehalten. Zundchst wurden
auf jeden Objekttrager 700 uL NMA aufgebracht, durch ein Deckglas (SondergréRe 24 x 70 mm,
Langenbrink, Emmendingen) gleichmaRig verteilt und fir ca. 10 min in einem Trockenschrank bei
37 °C angetrocknet.

Danach wurde diese Gelschicht mit einem Objekttrager wieder abgestreift und die Objekttrager im
Waérmeschrank ganz getrocknet, um die Haftung der folgenden drei Gelschichten, die auf dem Ob-
jekttrager verbleiben, zu verbessern. Die erste bleibende Gelschicht besteht aus 0,5 % NMA, der wie
oben aufgekocht und siedend gehalten wurde. Davon wurden 200 pL NMA auf den Objekttrager ge-
geben und mit einem Deckglas blasenfrei verteilt, fur 3 min auf eine eisgekihlte Metallplatte aufge-
legt, um das Gel zu hdrten. Die Objekttrdger wurden schlieflich in einer Farbebox auf PBS-
getranktem Tuch im Kuhlschrank bei 4 °C aufbewahrt, bis die zweite Gelschicht, welche die Zellen
enthielt, aufgetragen wurde. Zuletzt wurde der 0,7 % LMA (Low Temperature Melting Agarose, Sea-
kem Gold™, FMC Bioproducts) in PBS bei 300 °C aufgekocht und in einem geschlossenen Wasser-
bad, das vor Verdunstung und somit Konzentrationsdnderung des Agars schitzt, bei 30 °C fliissig
gehalten. Danach wurden die belasteten Hepatocyten zu je 30 pL portioniert und die Objekttrager mit
der vorbereiteten ersten Gelschicht im Trockenschrank bei 30 °C erwdrmt, um ein gleichmé&Riges
Verteilen der zweiten Gelschicht zu ermdglichen. Das Deckglas eines Objekttrdgers wurde dann ab-
gezogen, und 90 pL LMA wurden mit den in Eppendorf-Tubes portionierten 30 pL Zellsuspension
durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette gemischt, um schlieBlich 90 pL auf dem Objekttrager
mit einem Deckglas blasenfrei zu verteilen. Dann wurde das Gel fuir 3 min auf Eis gehartet und wieder
fiir 5 min in den Warmeschrank (30 °C) gelegt.Die dritte Gelschicht aus 0,7 % LMA wurde nach dem
Abziehen des Deckglases zu 90 pL auf die Objekttrager aufgetragen, blasenfrei mit einem Deckglas
verteilt und wie oben auf Eis gehartet und im Trockenschrank wieder auf 30 °C angewdarmt.
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—

Schadstoff-
belastung in
Zellkultur

( In vivo -

Exposition

Zellkultur bzw. Isolation

1. Zellkultur mit RTG-2-Zellen
2. Priméarzellkulturen von Kiemen-
zellen, Darmzellen und Hepatocyten

Einbettung der Zellen
in Low Melting Agar

Minigele auf aufgerauhten Objekttragem

Alkalische Lyse der Zellen

2.5 M NaCl, 100mM EDTA, pH 10 mit
NaOH, 1% Triton, 10% DMSO

(" Alkal. Denaturierung der DNA

300mM NaOH (pH > 13), 1TmM EDTA,
0-4°C, 20 min

( Alkalische Elektrophorese

300mM NaOH (pH > 13), 1mM EDTA,
0 - 4°C, 20 min

( Neutralisation

400mM Tris (pH 7.5)

(" DNA-Farbung

Ethidumbromid oder Cyber-Green

Fluoreszenzmikroskop

Auswertung der Kometen

Abb. 2.2 Schematisches Protokoll des Comet-Assay (aus Schnurstein et al., 1998).
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Die Gelschicht mit den Zellen wird also von zwei weiteren Gelschichten sandwichartig umschlossen.
Die erste Gelschicht stellt dabei die Verbindung zum Objekttrager her und schafft durch ihre Dicke
Abstand von diesem, was die Schérfenebene bei der Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop
vom rauhen Untergrund abhebt. Die dritte Gelschicht sorgt fir mechanischen Schutz der zweiten in
den weiteren Bearbeitungsschritten und verhindert, dal die DNA eventuell nicht ganz eingeschlosse-
ner Zellen wahrend der Lyse aus dem Gel diffundiert. SchlieRlich wurden die Deckglaser abgezogen
und die Objektrager in 4 °C kalter Lyseldsung fir mindestens 1,5 Stunden (auch Uber Nacht) im
Kuhlschrank inkubiert. Die Lyse der Zellen erfolgte mit starken Detergentien bei hoher Salzkonzen-
tration (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, pH 10, Komplettierung mit 1 % Triton X-100 und 10 %
DMSO) vor Versuchsbeginn zur Zerstérung der Membranen unter stark alkalischen Bedingungen
sowie zur Extraktion der Kernproteine.Kdlte und Dunkelheit schiitzen die DNA vor Autolyse und
UV-Schaden. Nach der Lyse ist die DNA véllig ungeschiitzt, weshalb alle darauffolgenden Versuchs-
schritte in der Dunkelkammer durchgefihrt wurden.

Im Anschlul? an die Lyse folgten Denaturierung und Elektrophorese der DNA. Dazu wurden die Ob-
jekttrager in der Elektrophoresekammer, die waagrecht auf Eis ausgerichtet war, nebeneinander ange-
ordnet (pro Kammer 21 Objekttrager), mit 4 °C gekihltem Elektrophoresepuffer (300 mM NaOH,
1 mM EDTA, pH < 13) tberschichtet und flir 20 min inkubiert.

Dann erfolgte die Elektrophorese bei 25 V und 300 mA fir 20 Minuten (Power Supply Model
200/2.0, Bio-Rad, Richmond, USA). Dabei wird durch SchadstoffeinfluR fragmentierte DNA zu Ko-
meten (Schweifen) auseinandergezogen, die mit steigendem Fragmentierungsgrad der Molekile im-
mer langer werden (Singh et al., 1988; Tice et al., 1990).

Nach der Elektrophorese wurden 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 (2 uM in
Agqua bidest.; Interkalation) angefarbt werden. Ab diesem Zeitpunkt kdnnen die Gele bis zu zwei Wo-
chen auf PBS-getrdnktem Tuch im Kuhlschrank gelagert werden.

2.7.4 Auswertung des Comet-Assays

Fur die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop (Leitz Aristoplan) wurde die DNA mit Ethidiumbro-
midlésung (2 UM in Aqua demin.) angefarbt: Pro Gel wurden 75 pL der Farbelésung aufgetragen und
mit einem Deckglas blasenfrei verteilt. Zuvor wurden die Objekttréger in einer Metallbox auf PBS-
getranktem Tuch lichtgeschutzt aufbewahrt. Bei 340-facher VergroRerung und einer Anregungswel-
lenldnge von 518 nm wurden die Kometen mit einem Bildanalysesystem der Firma Optilas (Miin-
chen), bestehend aus einer Graustufen-CCD-Kamera (Pulnix TM-765E Kinetic), einem angeschlosse-
nen PC mit zwei Monitoren und der Auswertungssoftware Comet 3.0™ (Kinetic Images, Liverpool,
UK), vermessen.

Folgende Parameter wurden unter anderem erhoben:

1. Lé&nge 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
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Pro Konzentration wurden 100 Zellen vermessen (50 zuféllig ausgewéhlte Kometen je Gel). Die Dar-
stellung der nachfolgenden Befunde erfolgt entweder als Tail Length (Grundlagenuntersuchungen)
oder (standardmaRig) als Tail Moment.

2.7.5 Der Flouresceindiacetat (FDA)-Assay

Mit der simultanen Zweifach-Féarbung von Zellen in Suspension mit Fluorescein-Diacetat (FDA) und
Ethidiumbromid 143t sich schnell die Vitalitat von Zellen bestimmen (Jones & Senft, 1985; Strauss,
1991).

Fluoresceindiacetat, als unpolarer Ester, passiert Zellmembranen und wird von cytosolischen Estera-
sen in Fluorescein und zwei Sauren gespalten. Da Fluorescein aufgrund seiner Polaritét aktive Zell-
membranen nur langsam passieren kann, akkumuliert es in vitalen Zellen, so daB diese bei einer Wel-
lenldange von 435 nm leuchtend grin erscheinen. Die gleichzeitige Farbung mit Ethidiumbromid im
selben Ansatz bewirkt einen leuchtend roten Kern in nicht-vitalen Zellen, da Ethidiumbromid nur
geschadigte Zellmembranen durchdringen kann und in diesen Zellen in die DNA interkaliert.

Fur den Ansatz der Farbelésung wurden 960 uL PBS mit 6 pL Fluoresceindiacetat-Stammlésung
(5 mg/mL, Sigma) und 40 pL Ethidiumbromid-Stammldsung (200 pg/mL) versetzt. 25 uL von der
Farbeldsung wurden mit 25 pL der Zellsuspension der einzelnen Konzentrationen aus dem Comet-
Assay gemischt, fur 30 s inkubiert und auf einen Objekttrager aufgetragen. Bei der Auwertung eines
Versuches wurde immer nur ein Objekttrager wie oben beschrieben angefertigt und sofort ausgewer-
tet. Im Anschluf erfolgte die Farbung der Zellsuspension der nachsten Versuchsreihe.

Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop mit 340-facher VergroRerung bei einer Anre-
gungswellenldange von 435 nm. Ausgewertet wurden mindestens 250 Zellen, woraus die relative
Uberlebensrate (Kontrolle = 100 %) berechnet wurde.

2.7.6 Statistik

Alle Mel3parameter wurden von der Software Comet 3.0™ automatisch gespeichert. Ein von Kinetic
Images beigefiigtes Excel™-Makro flr Excel™ 5.0 (Microsoft, Richmond, USA) greift auf diese Roh-
daten zu und berechnet den gewiinschten Parameter, das Tail Moment. Dies ist eine hdufig verwen-
dete Methode, da sie die beiden wichtigsten Variablen, ndmlich Lange des Schweifes und Anteil der
DNA im Schweif zu einem Vergleichswert umrechnet. Zusétzlich erstellt das Programm ein 3D-
Diagramm der Auswertung.

Die Tail Moment-Daten wurden aus der Excel-Datei herauskopiert und mit Sigma Stat™ 2.0 (SPSS-
Jandel Scientific, Erkrath) statistisch ausgewertet. Dabei vergleicht der Test ONE WAY ANOVA on
ranks (nach Kruskal-Wallis in Kombination mit der Dunnett’s Methode) Gruppen nicht numerisch
verteilter Zahlen unter Zuhilfenahme der Medianwerte. Sind statistisch signifikante Unterschiede
feststellbar (p < 0,05), wurden die Gruppen nach der Dunnett-Methode mit der Kontrolle verglichen
und nach dem Grad ihrer Abweichung geordnet. Diese Methode beschreibt nicht, ob die Tail Mo-
ments groer oder kleiner waren als die der Kontrolle, so dal zusatzlich die 25 %- und 75 % -
Percentilen zur Beurteilung herangezogen wurden. Neben dem 3D-Diagramm wurden die Ergebnisse
graphisch mit Sigma Plot™ 3.0 (SPSS-Jandel Scientific) als Box Plot dargestellt. Der Box Plot umfal3t
die Werte der 25 % und 75 %-Percentile und den Median jeder Konzentration; die Fehlerbalken zei-
gen die Standardabweichung der Werte an.
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2.8. Embryotoxizitat
2.8.1 Halterung der adulten Zebrabéarblinge (Danio rerio)

Die adulten Zebrbéarblinge wurden in 25 - 150 L Vollglas- und Rahmenaquarien gehalten, die an eine
DurchfluRanlage angeschlossen waren mit einem stiindlichen DurchfluR von 10 - 20 L Wasser. Das
Wasser der DurchfluRanlage bestand aus einem Gemisch von Trink-, entmineralisiertem sowie
Brauchwasser aus dem universitatseigenen Brunnen. Dieses wurde in einem Kunststoffbehdlter aufge-
fangen, mit Heizstaben auf 27 £ 1 °C erwérmt und belUftet, bevor es den Aquarien zugefiihrt wurde.
Die Messung der Temperatur und des pH-Wertes (7,2 + 0,2) erfolgte kontinuierlich (Selzle HSL RE
1155 und RE 1255). Die Sauerstoffsattigung betrug 95 = 5 %, die Gesamthérte 24 °dH, die Carbo-
nathérte 14 °dH, der Ammoniumgehalt O - 0,25 mg/L und der Nitratgehalt 10 £ 3 mg/L. Die Raum-
temperatur war weitgehend konstant 23 + 1 °C. Die Tiere wurden mit handelstiblichem Flockenfutter
Tetra Min (Tetra Werke, Melle) und ergdnzend mit Nauplien von Artemia salina taglich vormittags
und nachmittags gefuttert. Die Steuerung der Beleuchtung der Becken und des Aquarienraumes er-
folgte durch eine Zeitschaltuhr mit einer Tagesphase von 14 h. Eine BeeinfluRung dieser Periodik
durch das Tageslicht wurde durch Abdunkeln des Raumes ausgeschlossen.

2.8.2 Eigewinnung und Versuchsdurchfiihrung

Der Zuchtansatz zur Eigewinnung erfolgte nach der Methode von Nagel (1986).

Balz und Eiablage fanden innerhalb einer halben Stunde nach Beleuchtungsbeginn statt. Dazu wurden
die Elterntiere nach einem festen Schema zum Ablaichen stimuliert. Die Ablaichkésten bestanden aus
26 x 16 x 16 cm und 6,5 L fassenden Kunststoffaquarien mit einem Boden aus Edelstahlgitter (Ma-
schenweite 1,25 mm). Diese wurden in 12 L Kunststoffbecken (33 x 18 x 20 cm) eingehdngt und auf
eine dunkle Unterlage gestellt. Eine Laichgruppe bestand aus einem laichbereitem Weibchen und
zwei Ménnchen von ungefahr gleicher Korpergrolie. Die Tiere wurden mit einem Netz gefangen und
in die Laichbecken eingesetzt. Zur Stimulierung des Ablaichens war es erforderlich, in die Becken
kinstliche Pflanzen einzubringen. Die ca. 1 mm groRen Eier waren auf der dunklen Unterlage gut zu
erkennen. Die Elterntiere wurden mit den Laichkasten aus den Aquarien entfernt und die Eier mit
Hilfe eines Plastikrohres mit nachfolgendem Siliconschlauch abgesaugt. Diese wurden in groRen,
flachen Glasschalen aufgefangen. Nach der Auszéhlung und Trennung von den nicht befruchteten
Eiern wurden die befruchteten Eier Sedimenteluat und -extrakt beider FlieRgewasser exponiert. Je
Konzentrationsstufe wurden 20 befruchtete Eier einzeln in je 2 mL Testlésung in 24-Well Platten
(Nunc) exponiert. In die verbleibenden vier Wells der 24-Well Platten wurde Verdiinnungswasser
pipettiert und je ein Ei als interne Kontrolle tGberfiihrt. Die 24-Well Platten wurden mit einem Deckel
verschlossen und bei 26 °C und einem Hell-/Dunkelrhythmus von 12/12 Stunden inkubiert. Nach 48 h
wurden die Testlésungen erneuert. Die Untersuchung der Embryonen und Larven sowie die Protokol-
lierung der Effekte erfolgte nach 24, 48, 72 und 96 h mittels eines Inversmikroskops mit Phasenkon-
trast (Fa. Olympus). Protokolliert wurde die Anzahl der koagulierten Eier bzw. abgestorbener Em-
bryonen und Larven, die Anlage der Somiten, die Ablésung des Schwanzes vom Dotter, der Herz-
schlag (Anzahl der Herzschlage in 60 s), die Entwicklung des Blutkreislaufs, die Schlupfrate, die
Ausbildung von Oedemen und Deformationen oder VVeranderungen der Wirbelséule.

Die Zebrabarblingseier wurden im doppelten Ansatz mit walrigem Sedimenteluat (pur und 1:2, 1:4
Verdinnungen) und acetonischem Sedimentextrakt (0,1; 0,05; 0,025; 0,0125; 0.00625 %) beider
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FlieRgewdsser (Krahenbach und Kdérsch) belastet. Die Eluat- und Extrakt-Kontrollen bestanden aus
kinstlichem Verdinnungswasser, der Extrakt-Kontrolle wurde zuséatzlich 0,1 % DMSO dazugegeben.

2.8.3 Fixierung fur die Elektronenmikroskopie

Fur die Fixierung wurden die Larven aus den 24-Wellplatten entnommen und in eine Petrischale mit
einer Benzocain (Ethyl-4-aminobenzoat)-L6sung tberfihrt und betdubt. Danach wurden die Tiere fiir
24 h in verschliebare Glasbehalter mit Fixans (2,5 % Glutardialdehyd, 4 % Polyvinylpyrrolidon,
0,05 % CaCl, in 0,1 M Cacodylatpuffer, pH 7,6) eingebracht und bei 4 °C aufbewahrt. Zur besseren
Wirkung des Fixans wurde ihnen die Schwanzregion mit einer scharfen Rasierklinge abgenommen.
Die Einbettung der Larven erfolgte nach dem bereits fur isolierte Hepatocyten (vgl. 2.3.3) beschriebe-
nen Schema. Im Gegensatz zu den Primérhepatocyten wurden die Tiere einzeln in Spurr eingebettet.
Von den Larven wurden anschlieBend mit Hilfe eines Reichert OM-U 2 Ultramikrotoms Ultradinn-
schnitte von 40 nm Dicke angefertigt, die Schnitte fir ca. 3 min mit Bleicitrat kontrastiert und mit
einem Zeiss EM 10 Elektronenmikroskop ausgewertet.
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