4. Cytotoxikologische Untersuchungen an Wasser und Sediment: Biochemie

4.2 Biochemische Untersuchungen zur Wirkung von Wasser und Sediment der bei-
den ModellflieRgewasser Krahenbach und Kérsch auf isolierte Hepatocyten der
Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)

Zusammenfassung: Isolierte Hepatocyten der Regenbogenforelle wurden fiir 48 h mit unter-
schiedlichen Verdinnungen von nativen Wasser, Porenwasser, warigen Sedimenteluat und ace-
tonischen Sedimentextrakt des Kréhenbach und der Korsch belastet und es wurden die Aktivitaten
ausgewahlter Stoffwechsel- und Biotransformationsenzyme sowie die Lipidperoxidationsrate ge-
messen. Dabei zeigte sich zu den meisten Probennahmen sowohl bei mit Wasser als auch mit Se-
diment belasteten Hepatocyten bereits nach einer Belastungsdauer von 1 d eine z.T. signifikante
Differenz in den Aktivitaten der erfalten Leitenzyme sowie der Lipidperoxidationsrate. Auffallig
war die meist stérkere Reaktion bei den Kdrsch-Proben exponierten Hepatocyten.

In dem vorangehenden Kapitel 3 konnte eine erste Abschatzung des cytotoxischen Potentials der ver-
schiedenen Kompartimente der beiden ModellflieBgewésser mit Hilfe der Fischzellinie RTG-2 durch-
gefiihrt werden. Jedoch zeigten die eingesetzten Dauerzellen nur nach Exposition gegen acetonischen
Sedimentextrakt eine zelluldre Reaktion im Neutralrottest, obwohl chemisch-analytische Untersu-
chungen (Honnen et al., 1999b) Hinweise auf eine komplexe Schadstoffbelastung auch des Wasser-
korpers lieferten. Deswegen wurde in der ndchsten Untersuchungsstufe ein empfindlicheres Testsy-
stem ausgewadhlt, um das cytologische Reaktionsmuster von Zellkulturen, das auch durch geringe
Konzentrationen komplexer Schadstoffgemische verursacht werden kann, nachzuweisen.

Allgemein wird in isolierten Zellen die Aufrechterhaltung der Aktivitaten von Enzymen als Gutekrite-
rium betrachtet (Berry et al., 1991). Schadstoffbedingte Aktivitatsanderungen von Stoffwechsel- und
Biotransformationsenzymen in isolierten Zellen kénnen als toxische Effekte angesehen und zur Be-
wertung der Belastung von Umweltproben wie Wasser und Sediment herangezogen werden.

Da der Wirkungsmechanismus von Schadstoffen in Zellen funktionell auf molekularer Ebene zu su-
chen ist, werden in diesem Kapitel Untersuchungen zu Verdnderungen ausgewéhlter Enzyme und
Lipidperoxidationsrate in Primérhepatocyten der Regenbogenforelle nach 48 h Exposition mit 1:3, 1:2
und 1:4 Verdinnungen von nativem Wasser, Porenwasser, walrigen Sedimenteluat und acetonischen
Sedimentextrakt der ModellflieRgewdsser Krahenbach und Kérsch durchgefuhrt. Dazu wurden im
Zeitraum von November 1995 - Juli 1998 wiederholt Wasser- und Sedimentproben den beiden FlieR-
gewassern entnohmen, aufgearbeitet und im Biotest untersucht. Im folgenden werden exemplarisch
die Befunde der Probennahmen vom November 1995, Juli 1996, Juli 1997, November 1997 und Juli
1998 dargestellt.

4.2.1 Biochemische Untersuchungen zur Wirkung von nativem Wasser auf isolierte Hepa-
tocyten (Tab. 4.1, 4.2)

Cytoplasma. Nach 1 und 2 d Belastung induzierte natives Wasser aus beiden Béachen zeitabhéngige
und signifikante Abweichungen der cytosolischen und freigesetzten Laktatdehydrogenase zu allen
Probennahme-Zeitpunkten (Tab. 4.1, 4.2). Die Aktivitét der cytosolischen und freigesetzten Laktatde-
hydrogenase nahm nach Belastung mit Korschwasser im Vergleich zum Krahenbach meist starker zu
(Tab. 4.1, 4.2). Dagegen sank die Aktivitat der freigesetzten Laktatdehydrogenase beim Krahenbach
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4. Cytotoxikologische Untersuchungen an Wasser und Sediment: Biochemie

Tab. 4.1: Relative Enzymaktivitaten in isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)
nach Belastung mit nativem Krdhenbach- und Korschwasser (Probennahmen November 1995 und Juli 1996).

1 Tag (Probennabime November 1995) Hrihenbach 1.4 Krighenbach 13 Kirsch 1:4 Hiarsch 1:3
Laktat-Debhydragenase (mllimg Proten) 1437 16" 108523 17682 26" 1482+089
Freigaseizie Laktat-Dehydrogenase (midm 1087 £ &1 107273 189947 2052w 1,56
Alanine-Amine-Transferase (mWmg Proteinp &1 828" S84 x2.7 T84 x38"" 734508
Glutathion 5-Transferase (mlimg Protein) S52902 " B3 8+41" 12E+h2" 294 +861
Esteraze (mLlimg Pratein) 874 88 89,2 x589 160&1,3 147756
Katalase (BUAL) 100+ 6,8 100+ 13,3 2686 6+£15" JEE £ 2,1 """
Saure Phosphatase (mllmg Proteing 123781 878 +2.4 133125 1188+ 66"
Lipidperonadation (pemolimg Protain} 550x148° 536 158" 928116 B1,9&23
2 Tag (Probennafime November 1995) Hrihenbach 1:4 Krdhenbach 1.3 Kirsch 1:4 Hiarsch 1:3
Laktat-Delrydragenaze (mlling Proteds) 171, 6+4.3 183,68+ 28 2138+1,7"™ 151 T+81 "™
Freigeseizia Laktat-Dehydrogenase (mikim 352w 4.2 2T 5484 NB4 4025 HME2TRT T
AlaninAmino-Transferase (mLWWmg Probein} 113617 169" 8603 £ 101" 2MDB+EH"
Glutathlon 5 Transferase (mlimg Protein)  1266+£4.3 "7 111, 8£48 " S B4 2208 "
Esteraze (mLlimg Prabein) E1949,1 BEx34 X2 A&01 ™ B+ 7H
Katalase (BLUL) 12862186 2807 14 2+11,7** 457116
Saure Phosphataze (mllimg Prabeing 110516 1274+ 28" 168116 1201+ 24
Lipidperonadation (pemolimg Protain} 1406 & & T454 26 14556,5 £ 42 2086183

1 Tag (Probennabime Juli 1996) Krihenbach 1:4 Krdhenbach 1:3  Hérsch 1:4 Hiarsch 1:3

Lakiat-Delwdragenase (mLlirmg Proten) B EEa " 9804 188,57 £ 2.7 ™ 144 =08
Freigesetzta Laktat-Dehydrogenase (milim 924443 457497 1905+ 7.8 14589+ 7.8
#]aminedmino-Transferase (mWmg Probein} 73,213 T3B+ 1086 111,636 T4 T£13
Glutathion S Tramsferase (mllimg Prabeim) 62681 G624 +d41™ 121 8+62 """ 1083+£41"
Esterase imLlirmg Pratein) 13845 105,8 & 29,2 18622 w4.8 1865k 1.2
Katalase (BUSTIL) 113,368 14668 48 280 =102" 100+ 13,3
Saure Phosphatase (mllimg Prabein) 1094£1.5 TE9+42 1406+ 0,2 1183+£1.3
Lipidperonadation (gemolimg Protein} 488k 121° BTBe263" 9884307 464+ 51

2 Tag (Probennahime Juli 1986} Krihenbach 1:4 Krdhenbach 1:3  Hiérsch 1:4 Kidrsch 1:3

Lakial-Delydrogenase (mllirmg Proken) 212822 3794 54 " 1325 JEI 3£ 35"
Freigesetzte Laktat-Dehydrogenase (midm 5882+ 7 8 1477447 * 1127887 20066+559""
Alanin-Aminc-Transferase (mlimg Protain} 0B84 1418178 214376 138361
Glutathion 3= Tramsferase (mlimg Probein) ZEE 1" 238+ 8,7 216,05 2827 £4 "
Esteraze imLlirmg Pratein) 67,9 & 0.9 756014 1358+0.9 TaE& 2"
Katalase (BLSML) 121458 2071 £34 1435764 * 428 E£0,1 "
Saure Phosphatage (mllimg Prabeln) 1472407  2508+51"™ 228212 255 T+ 24
Lipidparoeadation (wmolimg Protaing 100 & 0.3 181,3:31.7 400+ 28,2 1257 %15

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 parallelen Ansétzen. Abweichungen von den Kontrollen nach Student's t-

Test und Mann-Whitney-Rangsummen-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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4. Cytotoxikologische Untersuchungen an Wasser und Sediment: Biochemie

Tab. 4.2: Relative Enzymaktivitdten in isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)
nach Belastung mit nativem Krahenbach- und Kérschwasser (Probennahmen Juli 1997 und November 1997).

1 Tag (Probennahme Juli 1997) Krahenbach 1:4 Krihenbach 1:3  HKirsch 1:4 HKorsch 1:3
Leigat-Dehydrogenase (mUimg Pratain) 8o%12 BB+ 25 By & 22 B4 3% 22
Fralgesetzte Lakial-Detydrogenase imlimLy 5274123 1058+ 36 L4454 EE1+42"
Alanin-Aming-Transferase (mllimg Profein) 1271 0,1 *=* 1088 +£12.3 57302 121 £ 26
Gilutathion 5 Transferase (mllimg Protean) B4O& T A" 1"M184489° 1008 4.2 T444 78"
Katalaze [BLUmL) 1B2B£0.0 ™" 1671 20,7 BB £ 1.8 Zld 412"
Saure Phosphatase (mlimg Prateinj 118&£21 " 1201 =4.8 112 £ 2)6 *** 828x48
Lipidpercoadation (umolimg Pratein 137,20 33,3 12194 37,5 4324122 156 2 109"

2 Tag (Probennahme Juli 1997) Krihanbach 1:4 Krihenbach 1:3  Kirsch 1:4 Karsch 1:3
Laiiat-Dabydrogenase (mllimg Pratain] 113851 " 1006=14" 18465 1423x£51
Fraigesetzts Laktat-Detydrogenase (mlimLy 2538486 1473252 236+ 132" 399427
Alarin-Aming- Transferase (mLUmg Prodein) 117, 3+8,6 1242 +101 5,3 +101 238 + 25,1
Glutathion 5 Transferasa (mlimg Protein) 10658 BE.2 0,2 1201264 BEO 10,1 **
Katalase (BLImL) 13851 ™ 178501 AXHT£01"™ 4814201
Saure Phosphatase (mllmg Prabein) 83128 BEE+ 18 100,86 =4 4 B E+83 """
Lipidparooadation (pmeolimg Pratain] 148z08"° 1881 & 3.3 164 178" 2361

1 Taq (Probennahme November 1997) Krahenbach 1:4 Krihenbach 1:3 Kirseh 1:4 Karseh 1:3
Laktat-Dehydrogenase (mlimg Prabeinj 111,2£4.7" 1116+ 1,6 ** 106,328 13481 "
Fraigesetzia Lakial-Dabydrogenase (mWimLy 1481 286" 135406 4182 4,2 141,201
Alarer-Arning-Trans{erase (mLimg Proten) 10262173 1361201 " 12582 216 133501
Glutathion S- Transferase {mlimg Profeiny 1098 +886 1184 22" 107164 141875
Esterase (mlAimg Pratain] L B2ix59" 1145454 ° 1176x0,1 "
Fatalaze (BLUmL) 18501 17514 ™ 240 &0 ™ 187513
Saure Phosphatase (mlimg Prateinj BEExE 1208£51° TEE£BRB 87368
Lipidparceadation (pmolimg Prataini 1961 w8 3" 192554 BT S5x147" 16445 B 7"

Z Tag (Probennahme November 1997) Krahenbach 1:4 Hrihenbach 1:3  Kirsch 134 Harsch 1:3
Lakdat-Debydrogenase (mlmg Pratainj 184 11,8 110823 161, 2+£6,1* 113643
Fraigesetzte Lakiat-Detydrogenase (mlimLy S8 T & 16 EEaTR" 1BEx9" e85
Alarin-Aming- Transferase (mLUmg Prodein) 1201 01 ° 14182173 " 2074 £17,3" 4B T 17"
Glutathion = Transferasa (mLimg Proten) ie4+82 1233z6.2" 166+ 54 1062z6
Esterase (mliimg Pratain] AERERN g6+ 118 92,1375 200,761
Katalaze (HLLmL) n.g. 183.3+1.1" 207" 1041,6+086"""
Saure Phosphatese (mllimg Pratain) BE4 £ 5 B0E+82 1187 266G 2807 x 58"
Lipidpercosdation (umolimg Pratein) Ba6+ 16,1 1733228 2T09+ & 1001 6£102

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 parallelen Ansétzen. Abweichungen von den Kontrollen nach Student's t-
Test und Mann-Whitney-Rangsummen-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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4. Cytotoxikologische Untersuchungen an Wasser und Sediment: Biochemie
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Abb. 4.1: Relative Enzymaktivitaten der Katalase (a) und Alaninaminotransferase (b) in isolierten Hepatocyten
nach Belastung mit nativem Kréahenbach- und Kérschwasser.

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 parallelen Ansatzen. Abweichungen von den Kontrollen nach
Student's t-Test und Mann-Whitney-Rangsummen-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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4. Cytotoxikologische Untersuchungen an Wasser und Sediment: Biochemie

zu verschiedenen Probennahme-Zeitpunkten unter den Kontrollwert ab (Tab. 4.1, 4.2). Die Aktivitat
der Alaninaminotransferase zeigte nach 1 und 2 d Belastung mit Krahenbach- und v.a. Kérschwasser
meist einen deutlichen Anstieg (Tab. 4.1, 4.2; Abb. 4.1).

Endoplasmatisches Retikulum. Mit Krdhenbachwasser belastete isolierte Hepatocyten zeigten nach 1
und 2 d oft einen deutlichen Aktivitatsriickgang der unspezifischen Esterase (Tab. 4.1, 4.2). Im Ver-
gleich dazu konnte man bei der Kérsch meist einen klaren Anstieg der Esterase feststellen (Tab. 4.1,
4.2).

Biotransformation. Die Aktivitdt des Biotransformationsenzyms der Phase Il Glutathion S-
Transferase zeigte nur nach 1 d Belastung mit Krahenbach- und Kérschwasser der Juli 1996 und No-
vember 1997 Probennahmen eine einheitliche Zunahme (Tab. 4.1, 4.2).

Peroxisomen. Die Katalase wies nach 1 und 2 d Belastung mit nativem Wasser beider Bache meist
eine starke Aktivitatszunahme auf (Tab. 4.1, 4.2; Abb. 4.1).

Lysosomen. In isolierten Hepatocyten war nach 2 d Belastung mit Kdrschwasser ein auffalliger Akti-
vitdtsanstieg der lysosomalen Sauren Phosphatase zu beobachten (Tab. 4.1, 4.2). Dagegen konnte man
beim Kréhenbach oft einen Aktivitatsriickgang der Sauren Phosphatase unter den Kontrollwert mes-
sen (Tab. 4.1, 4.2).

Lipidperoxidation. Die Lipidperoxidationsrate lag bei der Korsch meist signifikant Gber dem Kon-
trollwert (Tab. 4.1, 4.2). Beim Krahenbach fiihrte die 1 d Belastung der Hepatocyten mit nativem
Wasser zum Anstieg der Lipidperoxidationsrate zu allen Probennahmen-Zeitpunkten mit Ausnahme
von November 1995 (Tab. 4.1, 4.2)

Die Aktivitaten aller erfalBten Enzyme sowie die Lipidperoxidationsrate in den isolierten Hepatocyten
zeigten bei Wasser aus Krahenbach und Koérsch in beiden Konzentrationen Abweichungen zur Kon-
trolle. Wéhrend bei der Kérsch mit Ausnahme der Glutathion S-Transferase die gemessenen Enzy-
maktivitaten und die Lipidperoxidationsrate meist deutlich anstiegen, zeigte der Kréhenbach oft einen
Aktivitatsriickgang der Esterase und Sauren Phosphatase.

4.2.2 Biochemische Untersuchungen zur Wirkung von Porenwasser auf isolierte Hepatocyten
(Tab. 4.3, 4.4)

Cytoplasma. Die Aktivitat der cytosolischen und freigesetzten Laktatdehydrogenase in isolierten He-
patocyten zeigte nach 1 und 2 d Belastung mit Kréhenbach- und Kérsch-Porenwasser vor allem fir
die Korsch einen auffalligen Anstieg (Tab. 4.3, 4.4). Besonders die Kérsch 1:3 Porenwasserverdiin-
nung zeigte eine signifikante Aktivitatszunahme der freigesetzten Laktatdehydrogenase (Tab. 4.3, 4.4;
Abb. 4.2).

Nach Belastung mit Kérsch Porenwasser wiesen belastete Hepatocyten vor allem nach 2 d einen kla-
ren Aktivitatsanstieg der Alaninaminotransferase auf (Tab. 4.3, 4.4). Dagegen konnte man beim Kré-
henbach sowohl einen Aktivitatsanstieg als auch einen Aktivitatsriickgang der Alaninaminotransfera-
se unter den Kontrollwert beobachten (Tab. 4.3, 4.4).

Endoplasmatisches Retikulum. Die unspezifische Esterase zeigte nach Belastung mit Korsch-
Porenwasser tberwiegend eine Zunahme der Aktivitat (Tab. 4.3, 4.4), wahrend beim Krahenbach die
Aktivitat der Esterase oft zuriickging (Tab. 4.3, 4.4).
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4. Cytotoxikologische Untersuchungen an Wasser und Sediment: Biochemie

Tab. 4.3: Relative Enzymaktivitdten in isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)
nach Belastung mit Porenwasser aus Kréhenbach- und Koérschsediment (Probennahmen Juli 1996 und

1997).

1 Tag (Probenmahme Jull 1995) Krahenbach 1:4 Krihenbach 1:3 Kirsch 1:4 Karsch 1:3
Lakial-Delydrogenase (mlMmg Prabein) 1394 1" 1483206 " 688+36 """ 1667+ 1.4 """
Fraigesetzte Laktat-Dehydrogenase (mllimL} 1446£33* 153656 207.9%124°  BEO4x37°
Alarr-Arning-Trans{erase (mllimg Profen) 104,7 10,7 1328166 121621688 136 £4.3
Glutathion 3-Transferase (mllimg Profein) 123612 *" 137 24" g1 @x4 5" BE+ 6.4
Esterse (mLimg Pratain} 96,1 % 8,6 1ME8%32" 1008102 105,54 9,2
Katalaze (BLUML) 125216 225422 75333 100 % 25
Saure Phosphatase [millmg Prabain) 78521 """ 81,257 """ 1282244 ™ 15782208
Lipidparcxidation (umolimg Pratain) 1421213 1B1,7&138°  15884197°  24314125°

2 Tag (Probennahme Juli 1988) Krihenbach 1:4 Krihenbach 1:3  Kérschi:4  Kérsch1:3
Lakfat-Dehydrogenase (mlVmg Pratein] 1530B6+£34° 147 21,3 ** EoE+116"" BEr2£27 '
Fraigesetzte Laktat-Dabydrogenase (mUimL) S45824 21"  &8579s66°" B85 455" BG & 4.5
Alarer-Aming- Transierase (mLImg Proden) BE.T 17,2 MM23£17.3 2201 X168 2814 £15,7°
Glutathion S-Transferase {mlimg Proteiny [l e EBE£&E """ 323123 A Tx12
Esterase (mLlimg Pratain) 6754177 5768203 96,5 & B.5 103,24 108
Katalaze [BLUmL) 125 +£18 SO0+ 08 " 200 £ 25 " 350 & 21,4 "
Saure Phosphatese (mlimg Pratbain BT 214" iE+121" 1881 267 18116
Lipidpercddation (umolimg Pratein) M35 11,1 1722328  411,7289"" 4306298

1 Tag (Probennahme Jull 1997) Krihenbach 1:4 Krihenbach 1:3  Kérsch 1:4 Karsch 1:3
Luktsi-Dwlhrydrogenwse (miMmg Protein) 1082 42,7 1102£08  1534%134%  2008x3,0
Fraigesetzte Laktal-Debydrogenase imUmL}  yp5447 7 11,2241 2501 +133° 317272
Alanin-Aming-Transferase {mlUimg Protein) B0,6 £ 166 1153133 79424 " 101,1 0,8
Glutethion 5-Transferase (mLlmg Prolein) 1M1 1u14" 1013817 1431438 1926434
Esterase (mUimg Protein) 87,9286 1136245 1375239 17342135°
Katalase [BLUmML) T45+26" 139,22 28 " 98,0+ 4.0 1236+ 15"
Swure Phesphatese (milimg Protein) 10274683  1524435°7 8274101 T43R38 "
Lipidperoxsdation (umolimg Pratein) A5.9£14.7° 1060141  384+120°"  559=155"

2 Tag (Probennahme Juli 1987} Krahenbach 1:4 Krihenbach 1:3  Kérsch 1:4 Karsch 1:3
Laktat-Delydrogenase (miMmg Pratain) 1412248 1478222°" 1768236 1243233
Freigeselzte Lakial-Detrydrogenase (MUmMLE 4562 234 1846205 1327281' 35861
Alanin-Aming-Transferase {mlUimg Protein) EE4£128°* 1671218  1699£173° 2266+133°*
Glutathion 5-Transferase (mLlimg Protedn) 12462147 1236218 1081235 1409255
Esterase (mLimg Fratein) 12,7214,5 1264 +142  1885+37"™ 10452178
Katalase (BLUML) 1044283  277,7232" 200107  MEE&12'
Sawre Phesphatase (milimg Protain) 12652337 1048243 MEeTa 434543
Lipidpercadation (pmolimg Frabein) 107,4 £ 151 17772132 173,72 18,2 199,92+ 24,2

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 parallelen Ansétzen. Abweichungen von den Kontrollen nach Student's t-
Test und Mann-Whitney-Rangsummen-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Tab. 4.4: Relative Enzymaktivitdten in isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)
nach Belastung mit Porenwasser aus Krahenbach- und Kérschsediment (Probennahmen November 1997 und

Juli 1998).

1 Taqg (Probennahme November 1997) Krahenbach 1:4 Krihenbach 1:3 Kilirsch 1:4 Karsch 123
Lastal-Dehydrogenate (milmg Prabein) 104278 101,1£23 111,721 108.7 £ 0,9
Freigeseizie Lakin-Dehydogenase (mildmb)  app 7, 4.7 1789210 WESh42" 29594245
Alsnin-Amino-Transferase (mllimg Proten) 29724 133° 1475216~ 8901 104,1 £33,3
Glutsthion 5-Transferase (mllimg Profein) 107,123,2 81,8+ 3,6 106,124 Bl 116"
Esterms® (mllimg Probein) 133454 1058413 874401" 125,24 8,1
Katalase (BLUmL) 2501  2050%12'"  140201°"  187.5:01°"
Saure Phosphatase (millmg Pratein) 136,6£74" 1668,3£6,1" 1651,2£18 " 1506+£23 "
Lipidgsrooddation (molimg Pratein) 28341417 16435134 1173298 156,71 5,5*

2 Tag (Probennahme November 1997)  Krdhenbach 1:4 Krihenbach 1:3  Kérsch 1:4  Karsch 1:3
Laitat-Dehydrogenase (mlimg Pratain] 130,2 38" 110,1 £ 3.3 1432208 1814:38*"
Freigesetzte Lakiat-Dehydrogenase (mUimL} 40654247 TEEE54" 164 18,2 2366439
Alarn-Arming- Transferase (mLlimg Protent  2p9 34133 1674 +108 158,301 " 1308+01°
Glutethion - Transferass (mLimg Froked) 120,7 £ 8 1004£106 1178201 % B3E+10,8
Esterase (mllmg Pratein) 97,3 84,2 103£83 120£1,3° 83,9478
Fatalase [BLIML) 2001 " 13896201 2291:041" 2021+31'"
Saure Phosphetase (ANmg Protein) 88463 1128458 41082167 EERT&£105*
Lipidpercoadation (umoing Protein) 2604£1395" 1346285 182221017 193798

1 Tag (Probennahme Juli 1998) Krhenbach 1:4 Krihenbach 1:3  Kérsch 1:4 Karsch 1:3
Luktsi-Duhydrogenwse (miMmg Protein) 1266407  114142* 1568408 3270453
Freigesetzte Laktat-Defydrogenase (MWUMLY 2777437 2492247 2576224 40324
Alarn-Aming- Transférase (mllmg Protesnt  sp 3352 386+374"  1786+31,3" 308=1138"
Glutethion 2-Transferass (mllmg Prolei) 13,3418 13MBa28° 180552  32ETadT
Esterase (mUimg Pratein) 1115425 1123222 166,52 12 5225
Katalaze [BLUmL) BET£5 BET+5 85,7 £33,3 157,1 £36,3
Smire Phosphetase (riMmg Protein) 797 k65" BEZ 4 E 843414 87.9 4 53,3
Lipidpercddation (umolimg Pratein) 13284 " 1349132 1117241 83,2478

2 Tag (Probennahme Juli 1998) Krahenbach 1:4 Krihenbach 1:3  Kirsch 1:4 Karsch 1:3
Laiat-Defydrogenase (mdmg Fratain) 1831221 3266211 23649 27907
Freigeselzte Lakial-Delrpdrogenase (MUUmML)  sgase 7™ S121: 141" 48493 41"  3EI 77"
Alarin-Aming- Transferase (mLlimg Protein} 1122352 JUE 1577 14892 851 36581 296"
Gilutathion 5-Transferase (mLlimg Prodedn) 126719  1806258"™  1808:25" 1404 £ 52
Esterase (mlimg Prabein) 132 £ 10,1 18394 42" 1694 £ 35" 167 B e 21
Fatalaze (BLImML) e+ 363 1751285 100+ 75 126 +10°
Saure Phosphatase (milimg Protein) 145 = 5.2 80,7 24 1016285 25+ 15"
Lipidpercoidation (pmelimg Prabein) 1183 4 11 96,1 £ 10,3 BE.1 £ 135 9442112

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 parallelen Ansétzen. Abweichungen von den Kontrollen nach Student's t-
Test und Mann-Whitney-Rangsummen-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Freigesetzte Laktatdehydrogenase 2d
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Abb. 4.2: Relative Enzymaktivitaten der Freigesetzten Laktatdehydrogenase (a) und die Lipidperoxidationsrate (b) in isolierten
Hepatocyten nach Belastung mit Kréhenbach- und Kérschporenwasser.

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 parallelen Anséatzen. Abweichungen von den Kontrollen nach Student's t-
Test und Mann-Whitney-Rangsummen-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Biotransformation. Beim Biotransformationsenzym Glutathion S-Transferase war nur nach 1 und 2 d
Belastung mit Porenwasser der Juli 1997 und 1998 Probennahmen beim Krahenbach und der Kérsch
eine einheitliche Aktivitatszunahme zu beobachten (Tab. 4.3, 4.4).

Peroxisomen.Zu allen Probennahmen zeigten die mit Krahenbach- und Kdrsch-Porenwasser fur 2 d
belasteten Hepatocyten eine meist signifikante Zunahme der Katalaseaktivitat (Tab. 4.3, 4.4).

Lysosomen. Die mit Kréhenbach- und Kdrsch-Porenwasser belasteten Hepatocyten wiesen tber die
drei Probennahmen hinweg kein einheitliches Aktivitatsbild der lysosomalen Sauren Phosphatase auf
(Tab. 4.3, 4.4).

Lipidperoxidation.Die Lipidperoxidationsrate lag beim Krahenbach und der Kdérsch meist deutlich
Uber der Kontrolle (Tab. 4.3, 4.4; Abb. 4.2).

Eine Belastung der Primarhepatocyten mit Krahenbach- und Kérsch-Porenwasser bewirkte einen Ak-
tivitatsanstieg der cytosolischen und freigesetzten Laktatdehydrogenase, der Katalase sowie eine auf-
fallige Zunahme der Lipidperoxidationsrate. Dagegen zeigte die Esterase oft eine Aktivitatsabnahme
beim Krahenbach. Wiederum waren die Aktivitatsabweichungen zur Kontrolle bei der Kérsch stérker
im Vergleich zum Kréhenbach.

4.2.3 Biochemische Untersuchungen zur Wirkung von walirigen Sedimenteluat auf isolierte
Hepatocyten (Tab. 4.5)

Cytoplasma. Wahrend die cytosolische Laktatdehydrogenase bei Krédhenbach und Kérsch zu den ver-
schiedenen Probennahmen kein einheitliches Aktivitatsbild zeigte, stieg die Aktivitét der freigesetzten
Laktatdehydrogenase nach 2 d Belastung bei beiden Bachen deutlich an (Tab. 4.5; Abb. 4.3). Eine
Belastung der Zellen mit Kdrsch Eluat induzierte meist einen deutlichen Aktivitatsanstieg der Ala-
ninaminotransferase (Tab. 4.5). Dagegen zeigte die Alaninaminotransferase beim Kréhenbach tenden-
ziell einen Aktivitatsriickgang (Tab. 4.5).

Endoplasmatisches Retikulum. Die Aktivitat der unspezifischen Esterase sank nur bei Kérsch Sedi-
meneluat (Verdiinnung 1:3) nach 1 und 2 d Belastung an beiden Probeterminen meist deutlich unter
die Kontrolle (Tab. 4.5; Abb. 4.3). Die mit Krahenbach-Sedimenteluat belasteten isolierten Hepa-
tocyten zeigten dagegen nur bei der Juli 1996 Probennahme einen Aktivitatsriickgang der unspezifi-
schen Esterase (Tab. 4.5; Abb. 4.3).

Biotransformation. Wahrend die Glutathion S-Transferase zum Probetermin Juli 1996 bei beiden
Bachen nach 1 d Belastung einen signifikanten Aktivitatsanstieg ergab, lag ihre Aktivitat zum Probe-
termin Juli 1997 deutlich unter der Kontrolle (Tab. 4.5).

Peroxisomen. Die Aktivitat der peroxisomalen Katalase nahm bei beiden Béchen zur Probennahme
Juli 1997 zu (Tab. 4.5). Die Kdrsch zeigte dabei an beiden Expositionstagen im Vergleich zum Kra-
henbach eine weit hohere Katalaseaktivitat (Tab. 4.5).

Lysosomen. Vergleicht man die Aktivitat der lysosomalen Sauren Phosphatase Uber die verschiedenen
Probennahmen hinweg, so 1aBt sich fir beide FlieRgewasser kein einheitliches Aktivitatsbild erkennen
(Tab. 4.5). Nur zur Probennahme November 1995 stieg die Aktivitat der Sauren Phosphatase nach 2 d
Belastung in beiden Béachen einheitlich an (Tab. 4.5).

Lipidperoxidation. Die Lipidperoxidationsrate lag sowohl Krahenbach als auch Kérsch zum Probe-
termin Juli 1996 und Juli 1997 teilweise signifikant Giber dem Kontrollwert (Tab. 4.5). Im November
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Tab. 4.5: Relative Enzymaktivitaten in isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)
nach Belastung mit waRrigem Eluat aus Krahenbach- und Kérschsediment (Probennahmen November 1995, Juli

1996 und 1997).

1 Tag (Probennahme Movember 19845) Krihenbach 1:4 Hrahenbach 1:3  Kbrsch 1:4 Korsch 1:3
Laktad-Dabyydrogenass (riMmg Froledn) BED£ZH 108,528 * 126,68 3,1 1409£19"
Freigesetzte Lakiat-Dehydrogenase (miml  qqpg264 134505 855227 1349259"
Alwnin-Amino- Transferwss (mllimg Pratein} 4077429 1074 226 90,5434 BT Ex4 "
Glutathion S-Transferase (mLlimg Pratein} B5.1£6E 105 £ 11 1168+ 20 BEG:123
Esterase (milimg Protein) 134264 B4T£62°  652+124' 58,5 £ 38,6
Saure Phosphatase (mllimg Protein) BT 12199 1436279 5254 10,3 80148~
Lipidperaxidation {pmalimg Fratein) 54,8+ 32 B2E6x 167 g1,32148 B0.B= 15,2

2 Tag (Probennahme November 1995) Krdhenbach 1:4 Krahenbach 1:3 Kirach 1:4 Korsch 1:3
Laktaé-Dehydrogenasa (milimg Protein) 20,8+ 10 87,9+35 a7 827428
Freigesatzts Lekisl-Dehydrogenase (MlWml 440,58« 1319428 1438448 1514%33
Alanin-Amino-Transferase (mlimg Proteinl  pgpess 1211468 1276228  1188232"
Glutathion 5-Transferase (mliimg Proteinl  4pnges 4 BTE+326 12032 36,4 8552198
Esterass (rilimg Probein) 1881 £4,2**  13522108° 1544448 BTA4£8.1
Saure Phosphatase (mllimg Protein) 13154248 1453+ 243 1459 2 30,7 1360+ 326
Lipidperaxidation {umolimg Protaein} Bax115 82,3+ 0,6 76,3257 1004 £ 9.4

1 Tag (Probennahme Juli 19:06) Hrihenbach 1:4 Hrahenbach 1:3  Hdrsch 1:4 Karsch 1:3
Lakist-Dehydrogenase {milimg Protein) 905+ 3,2 1206207 141,405 1636x05""
Freigesetzte Laktat-Dehydrogenase {mdml  4p5 5269 126628 " 85,7 £ 1,6 140,6+12"
Almin-Aming-Trensferese (mllimg Protein) 399,25 10,1 1328478 1233487" 15884289
Glutathion S-Translerase (mLlimg Prateinl  prosq6s 1376+58"  1101x26"  1435233""
Esterase (mlimg Protein) 965+ TH 103.2+7.8 81,6478 87545
Ketaless (BLUML) 100 & 25 125 & 20 * 76 & 33,3 126220
Seure Phosphatase (mlling Pratein) TEA£1,1" 1008245 B9,7 £ 5,6 105,3+3,1
s ] 13038187  1225#64° 10398226  1421#131°

56



4. Cytotoxikologische Untersuchungen an Wasser und Sediment: Biochemie

2 Tag (Probennanme Jull 194846) Franenbach 124 Erahenbach 1:3 Kdrsch 1:4 Korsch 1:3
Lektad-Dalvydroganass (UG Frokein) BE5E£35 87,1 £ 8,5 1389405 158105
Freigesetzte Lakiat-Dehydrogenase (miliml 409 4 .59+ 162216 13544128 183 +104 "
Alanin-Amino-Transfersse (mUlimg Protein} 142 4 13 4 121,7 £ 9 1142104 1302265
Glutathion S-Trnsfersse (mlimg Protein) gy ps4.3 B13£13° 1083£18°  1123223°
Esteraze (mllimg Protein) BR2£66 B0+4 120423~ 88,5 4,4
Katalasa (BLImL) ng 1754 28,5 * ng ng
Saure Phosphatase (mllimg Pratein} 7E7+68" 80,32 B165£28 102,237 "
Lipidperaxidation {umolimg Protein} 102,7 27,8 134,2£73° B3,7 26,4 118,953

1 Tag (Probennanme Jull 1947) Frahenbach 124 Erahenbach 1:3 Kdrach 1:4 Korsch 1:3
Lekis-Dehydrogenass (LVmg Prokedn) B1B&18%  T3T&21°¢  10534£23°  1758a27
Frelgesetzte Lakiat-Dehydrogenase (mliml  gpo.pg 405:108°  2613+54"" 2800201 '
Alanin-Amino- Transfersse (mllimg Pratein} g4 54 10,8 08x13" 15138173 2542213°"
Glutathion S-Trnsferass (mMLUmg Protein) g2 8.4 10,4 93,5+3,3 BIB£E6" BT B&4,1°
Katalase (BLUML) 108,221,9 127610  3289+04°  801,3&14"™
Saure Phosphatase (mllimg Protein) 89,311, 1053283 101,22 15,1 BBA%33
Lipidpancuddation (umolng Frotsin 14142105 11244337 6265488 GOB9z184™

2 Tag (Probennahme Juli 1997)  Krihenbach 1:4 Krihenbach 1:3  Kérsch 1:4 Kérsch 1:3
Laktst-Dehydrogenasa {(milmg Prodein) 159848 1181270 831220 2781 =45"
Freigeselzts Lakisk-Detyydrogenase (mMml 459 1 4177 4000471 212427~ 7817208
Alanin-Amina- Transferase (mLlig Prateinl gy 53923 634123 333,32 21,8 1747+ 268
Glutathion 5-Transferase (mUimg Protein} 43524494  681+20°  348+157'" 276286
Ketaless (BLUML) 147,1 20,1 107,1 %01 970005  3314&01
Seure Phosphatase (mlling Pratein) 104,1 24,8 BO.Z £ 18,3 5284+142" 837 £245
Lipidperaxidation {umalimg Pratain} 21428747 14102136° 5012127 16602+178°"

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 parallelen Ansatzen. Abweichungen von den Kontrollen nach
Student's t-Test und Mann-Whitney-Rangsummen-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Freigesetzte Laktatdehydrogenase 2d
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Abb. 4.3: Relative Enzymaktivitdten der Freigesetzten Laktatdehydrogenase (a) und Esterase (b) in isolierten
Hepatocyten nach Belastung mit waRrigem Eluat aus Krahenbach- und Kdérschsediment.

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 parallelen Ansatzen. Abweichungen von den Kontrollen nach
Student's t-Test und Mann-Whitney-Rangsummen-Test:
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1995 konnte man bei den mit Krdhenbach und Kérsch Sedimenteluat belastetenen Hepatocyten einen
Riickgang der Lipidperoxidationsrate unter den Kontrollwert beobachten (Tab. 4.5).

Das Sedimenteluat beider Béche induzierte also sowohl einen Aktivitatsanstieg der freigesetzten
Laktatdehydrogenase als auch der Katalase. Beim Kdrsch-Eluat konnte des weiteren eine Aktivitats-
zunahme der Alaninaminotransferase bei den verschiedenen Probennahmen beobachtet werden.

4.2.4 Biochemische Untersuchungen zur Wirkung von acetonischen Sedimentextrakt auf iso-
lierte Hepatocyten (Tab. 4.6)

Cytoplasma. Eine 1 d Belastung der isolierten Hepatocyten mit acetonischen Sedimentextrakt beider
Béche fihrte bei den Probennahmen Juli 1996 und 1997 zu einem starken Anstieg der cytosolischen
und freigesetzten Laktatdehydrogenaseaktivitit (Tab. 4.6; Abb. 4.4). Einen &hnlichen Aktivititsan-
stieg konnte man auch mit Ausnahme der Juli 1998 Probennahme bei der Alaninaminotransferase
beobachten (Tab. 4.6).

Endoplasmatisches Retikulum. Die Aktivitdt der unspezifischen Esterase zeigte nach 1 d Belastung
der Hepatocyten mit acetonischen Sedimentextrakt der Kérsch einen deutlichen Riickgang (Tab. 4.6).
Nach 2 d Belastung lag in beiden Béchen die Esteraseaktivitat dagegen meist tiber der Kontrolle (Tab.
4.6).

Biotransformation. Die Aktivitat der Glutathion S-Transferase nahm nach 1 und 2 d Belastung mit
Korsch-Sedimentextrakt zu den Juli 1996 und 1998 Probenahmeterminen deutlich ab, wéhrend beim
Kréhenbach die Reaktionen wenig einheitlich waren (Tab. 4.6).

Peroxisomen. Die Aktivitat der Katalase nahm nach 1 und 2 d Exposition mit acetonischen Sedimen-
textrakt bei beiden FlieRgewdassern meist signifikant zu (Tab. 4.6).

Lysosomen. Ebenfalls konnte man auch bei der Sauren Phosphatase nach 2 d Belastung uberwiegend
einen Aktivitatsanstieg beim Kréhenbach und der Kdrsch feststellen (Tab. 4.6).

Lipidperoxidation. Die Lipidperoxidation sank nach 2 d Belastung zu den Probennahmen Juli 1996
und 1998 bei beiden Bachen unter den Kontrollwert (Tab. 4.6).

Wiéhrend die Aktivitat der cytosolischen und freigesetzten Laktatdehydrogenase, Katalase und Sauren
Phosphatase beim Kréhenbach und der Kdrsch meist zunahm, sank die Lipidperoxidationsrate bei
beiden FlieRgewdassern unter den Kontrollwert. Bei der Kdrsch konnten im Vergleich zum Kréahen-
bach stérkere Abweichungen von der Kontrolle beobachtet werden.

4.2.5 Diskussion

Eine Belastung der isolierten Hepatocyten mit nativem Wasser, Porenwasser, walrigem Sedimente-
luat und acetonischem Sedimentextrakt von Krahenbach und Kérsch induzierte bei allen Probennah-
men bereits nach 1 d Abweichungen von den Kontrollzellen. Jedoch ergaben die Befunde im Ver-
gleich zwischen den einzelnen Probennahmen nicht immer ein einheitliches Bild. Die untersuchten
Enzyme bzw. die Lipidperoxidationsrate zeigten Schwankungen zwischen den Probennahmen und den
Probeverdiinnungen. Die Ursachen kénnten z.T. in den starken saisonalen Schwankungen des Vor-
kommens der verschiedenen Chemikalien in den beiden Béachen liegen. Wahrend einige Pestizide
zeitweise in der Korsch nicht nachweisbar waren, konnten PAHSs (ber die gesamte Probennahmen-
dauer nachge
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Tab. 4.6: Relative Enzymaktivitaten in isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)
nach Belastung mit acetonischem Extrakt aus Kréhenbach- und Kérschsediment (Probennahmen Juli 1996,
1997 und 1998).

1 Tag (Probenmahme Juli 1998} Krahenbach 1:4 Krihenbach 1:2  Hidrsch 1:4 HKorsch 1:2
Laitat-Dehydrogenase (mlimg Pratain) 1261 2173 16442253  261,72128° 468772537
Freigesetzte Lakdal-Detrydrogenase (mlmLy 1270419 2 1356 + 30,2 1181 241" 128636 "
Alarin-Aming- Transferasa (mLlimg Protedn} 1034428 13844137 18,7253 140528
Glutathion 5-Transferase (mliimg Prodein) Bad 104,443 " BE+6,9 BEHL46"
Esterase (mlimg Probein] 15033 " 1E0+£33* 10026 200+ 25"
Saure Phosphatase (milimg Pratain) 108£08° 14022" 1163205 138312
Lipigpercoadation (umedimg Prabein) 6144156 10574135 4220 10282111

2 Tag (Probennahme Jull 1996) Hrahenbach 1.4 Krihenbach 1:2  Kirsch 1:4 Karsch 1:2
Laitat-Dahydrogenase (mllimg Pratain) 1369305 3392236 668 £39° grT el
Freigesetzte Laktal-Detrydrogenase (mUmLy  qo70+32' 1203238"" 872203 1156+ 16,1"
Alanin-Aming-Trensferase (mLlimg Proten} 4028419  1176265° 12442147 1827176
Glutathion 3-Transfarase (mLlimg Protein) 89331 BZ+35" 8065134 822254
Esterate (mLlimg Prabein) 100233 1333225" 133,3225" 233.3+14"
Seure Phosphatase (milmg Pratein) 107,708 1321186 1166217 1260+18""
Lipidperocoadation (umolimg Pratein) B3.7 + 16,1 8372183 594272 891+ 30,3

1 Tag (Probennabime Juli 1987) Krahenbach 1:4 HKrihenbach 1:2  Kirsch 1:4 Karsch 1:2
Laitat-Dabydrogenase (mllmg Prabain] 134219 1248 1.2 1242+ 54" 1Me7 £ 1.0
Freigesetzte Lakiat-Dehydrogenase (mUmL} 13452 45" 1276 £ 65 125829 1307 £ 85"
Alarur-Arning- Transferase (mlLlimg Protein) 11832123 1434 £ 133 852243 1198+ 26
Glutathion 3-Transferase {mLlimg Protean) 90,8 £ 60 1161217 G994 + 66 n.g.
Esterase (mUimg Pratein) 44 £55° 11412100 BIE £ 235 6822111
Katalaze [BLUmL) 1214 £339° 169,5 & 16,0 114282" 1166 & 4,1 *=
Saura Phosphatase (milmg Pratain) TaE+18" 9941185 BET £ 192" CEEFER L
Lipigpercoadation (umedmg Prabein) 535+ 110" B03=T7E"™ 11262169 10582225
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2 Tag (Probenmahnee Jull 1987) Krahenbach 1:4 HKrdhenbach 1:2 Kirsch 1:4 Harsch 1:2
Laktal-Dehydrogenase (mllmg Prabeain) 11852 1.8" 137.2218™ 186,8 £ 1,8 126,8 & 04"
Fraigesetzte Laktat-Dehydrogenase (mlimLy - 083447 125883 1027+ 5.1 1461 £13%
Alarin-Aming- Transferase (mllimg Protein) 153145 1087+ 123 1181 £ 266 8412157
Glutathion 3-Transferase (mllmg Probein) 122611 1208217 144 1+68° n.g.
Esterase (mLiimg Pratain) 1148175 1248+ 58 118217 BBE 2 216
Katalase [BLUmL) 1272 63" 1272225" 1084 £4.1" 1272:23"
Saune Phosphatase (mlMmg Pratein) 11822 4.5 1261 + 28.7 pga s 77 1781 2 B8
Lipidparcaidation (umolimg Pratein) 750 2 2717 081374 1254 2 234 1521 1192

1 Tag (Probenmahrme Juli 1998) Krahenbach 1:4 Krihenbach 1:2 Kilrsch 1:4 Karsch 1:2
Laital-Dehydrogenase (miMmg Pratein) 2232086 B34 12,8 1075447 G20+ 12,6
Fraigesetzte Lakiat-Dehydrogenase (mlUmLl  108,1 £ 13,6 BEE 30 97 1ad2 80,5449
Alarun-Arning- Transferase (mllimg Protesn) a0,1 £4,1 85151 976235 B44L28 "™
Glutathion 5-Transferase (mllimg Profedn) T 48 ET1x68" TB9 2208 BBE+ 108"
Esterase (mLiimg Pratein) 7904149 TATE40" 81,3240 777487
Katalase (BLUML) 150+3,3" 100+ 10 100 £5 150£10
Sewre Phosphatase (milmg Pratein) 841424 110245 1188438 10384205
Lipidparcmdation {umolimg Pratain) 106,5 £ 16,6 80,4 £ 16.4 856+198 BEB+ 165

2 Tag (Probennahme Juli 1998) Kréhenbach 1:4 Krihenbach 1:2  Korsch 1:4 Korsch 1:2
Leitat-Dwhydrogenase (mlimg Pratain) BE4 & 25" 482458 8714128 848471
Fraigesetzte Lakiat-Delydrogenase (mimLl 9784265 BT 6463 1227216 953445
Alarir-Arming- Transferase (mllimg Prodein) 1054 + 5,5 102621 104,8 2.0 898,297
Glutathion 3-Transferase (mllimg Profedn) 1046420 858101 832208 B24w32
Esterass (mlimg Prabein) 111,621,8 1148227 1144 £1,7 102845,1
Katalaze (BLUmL) BB,z 10 100 43,3 100 + 8,8 133,326
Saura Phosphatase (milmg Pratain) 1042498 1082402 871412 108B&15°
Lipigpercoadation (umedmg Prabein) 60,1+ 16,7 8332221 83,9211,8 BS.6+ 19,8

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 parallelen Ansétzen. Abweichungen von den Kontrollen nach Student's t-

Test und Mann-Whitney-Rangsummen-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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Abb. 4.4: Relative Enzymaktivitaten der cytosolischen Laktatdehydrogenase (a) und Sauren Phosphatase (b) in
isolierten Hepatocyten nach Belastung mit acetonischem Extrakt aus Krahenbach- und Kdérschsediment.

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung aus 4 parallelen Ansatzen. Abweichungen von den Kontrollen nach
Student's t-Test und Mann-Whitney-Rangsummen-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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wiesen werden (Honnen et al., 1999b). Des weiteren konnten die unterschiedlichen Spendertiere fur
die Primarhepatocyten und das Handling der Zellen zu den biochemischen Schwankungen beitragen.
Schliel3lich kdnnten die Grinde auch in einer im Vergleich zur Ultrastruktur schnelleren Reaktionsfa-
higkeit der biochemischen Endpunkte auf dulere Einflisse liegen.

Ein Vergleich der untersuchten ModellflieBgewasser ergibt folgendes Bild: Die Proben aus der
Korsch verursachten starkere biochemische Abweichungen zu den jeweiligen Kontrollzellen als die
Proben aus dem Krahenbach. Beim Vergleich der untersuchten Kompartimente Wasser und Sediment
konnten folgende Reaktionsmuster in den belasteten Primarhepatocyten beobachtet werden.

In mit nativem Wasser beider FlieBgewdsser belasteten isolierten Hepatocyten zeigte sich zu den mei-
sten Probennahmen bereits nach 1 d ein z.T. signifikanter Aktivitatsanstieg bzw. Aktivitatsriickgang
ausgewdhlter Stoffwechselenzyme, Biotransformationsenzyme und der Lipidperoxidationsrate. Auf-
fallig war jedoch die meist stérkere Induktion bzw. Hemmung bei mit Kérschwasser belasteten He-
patocyten. Diese Daten sind unter dem Aspekt von groRer Bedeutung, daf? die Aufrechterhaltung der
Aktivitadten von Enzymen in isolierten Zellen allgemein als Gutekriterium betrachtet wird (Berry et
al., 1991).

Eines der gemessenen Markerenzyme fir den glykolytischen Stoffwechselweg der isolierten Hepa-
tocyten ist die cytosolische Laktatdehydrogenase. Sie kommt in allen Geweben vor und dient als ver-
lasslicher Indikator fiir Stre (Oser, 1965). Einen Aktivitatsanstieg der cytosolischen Laktatdehydro-
genase konnte in den mit nativem Wasser beider FlieRgewésser exponierten Primadrhepatocyten bei
fast allen Proben festgestellt werden und 18Rt auf eine erhohte Glykolyseaktivitat bzw. einen erhéhten
Energiebedarf der Zellen schlieRen. Eine verstarkte Freisetzung der Laktatdehydrogenase ins Medium
war bei den meisten Kérsch-Wasserproben zu beobachten und weist auf eine Schadigung von Zell-
membranen hin (Mitchell et al., 1980). Diese Ergebnisse stehen im Einklang zu der meist erhohten
Lipidperoxidationsrate in den mit nativem Wasser der Korsch belasteten isolierten Hepatocyten. Die
Lipidperoxidation gilt als empfindlicher und rascher Biomarker fiir den Redoxstatus der Zelle, bei
dem uber den Anstieg des freigesetzten Malondialdehyd die Peroxidation ungesattigter Membranlipi-
de und damit eine Membranschédigung nachgewiesen wird (Arnold, 1995; Braunbeck, 1995; Zahn,
1995). Weiterhin stieg die Aktivitat der Alaninaminotransferase bei beiden Bachen nach 2 tégiger
Belastungsdauer in den Hepatocyten an. Rouiller (1964) nimmt an, daf3 sich erhdhte Alaninami-
notransferaseaktivitat auf streRbedingte Schadigungen von Mitochondrien zuriickfiihren 1aRt. Weiter-
hin weist die gesteigerte Aktivitit der Alaninaminotransferase auf einen erhdhten Abbau von Ami-
nosauren hin und kann als Hinweis auf einen erhéhten Energiebedarf betrachtet werden (Arnold,
1995).

Das bei vielen Oxidationsreaktionen anfallende und Radikale ausbildende Wasserstoffperoxid kann
zu drastischen zelluldren Schaden fiihren. Es wird durch die peroxisomale Katalase der Zelle entgiftet
(Dekant & Vamvakas, 1994). Der Aktivititsanstieg der Katalase in den mit Krdhenbach und Kdérsch
Wasser belasteten Zellen konnte einer verstarkten Radikalbildung entgegenwirken. Vor allem nach
einer Belastungsdauer von 2 d zeigte die Katalase der mit Kérsch Wasser exponierten Primérhepa-
tocyten einen drastischen Aktivitatsanstieg.

Waélrige Eluate sollen eine vollstandige Remobilisierung und Oxidation des Sedimentes simulieren
(AhIf, 1995). Dabei werden uberwiegend hydrophile Substanzen wieder in Losung gebracht. Beson-
ders Schwermetalle lassen sich durch walrige Elution von Partikeln abtrennen (Calmano et al., 1991),
so daR sie sich schéadigend auf Zellen auswirken kénnen. Gerade die Sedimente beider ModellflieR3-
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gewasser, vor allem aber der Kdérsch, zeigen eine kontinuierliche Belastung mit Schwermetallen wie
Kupfer, Blei, Cadmium und Zink (Honnen et al., 1999b).

Die mit wélrigen Sedimenteluaten von Krdhenbach und Kérsch belasteten Primérhepatocyten zeigten
starke Abweichungen der Aktivitat zur Kunstwasserkontrolle bei fast allen gemessenen Enzymen
sowie bei der Lipidperoxidationsrate. Die Abweichungen waren bei der Kérsch meist stérker ausge-
pragt. Auffallig war der Riickgang der Aktivitat der unspezifischen Esterase in den Zellen nach einer
eintdgigen Exposition gegenuber wélrigen Sedimenteluaten der Kdrsch. Da teilweise auch die Li-
pidperoxidationsrate zugenommen hatte (Probennahme Juli 1996) sowie die Aktivitat der freigesetz-
ten Laktatdehydrogenase erhdht war, 1463t sich die Ursache in einer verstarkten Schadigung von Mem-
branen suchen, die mit einer Abnahme der Aktivitdt membrangebundener Enzyme wie Esterasen oder
Monooxygenasen einhergeht (Plaa & Whitschi, 1976).

Des weiteren nahm die Aktivitat der Glutathion S-Transferase bei der Probennahme vom Juli 1997
nach 1 d Belastung mit walrigen Eluat beider FlieRgewdsser deutlich ab. Dieser Effekt kénnte mit der
Zunahme der Lipidperoxidation im Zusammenhang stehen, denn organische Peroxide, die bei der
Lipidperoxidation entstehen, vermégen mit Rezeptoren oder Proteinen zu reagieren und so die kataly-
tische Funktion von Enzymen zu hemmen (Younes, 1994). Nach Junqueira et al. (1986) besteht ein
funktioneller Zusammenhang zwischen der Induktion des Cytochrom P-450 Systems und einer er-
hohten Lipidperoxidation, bei der vermehrt Sauerstoffradikale und organische Peroxide entstehen.
Besonders aufféllig war die signifikante Aktivitdtszunahme der Katalase sowie der enorme Anstieg
der Lipidperoxidationsrate besonders fiir die Korsch bei der Probennahme Juli 1997.

Porenwasser stellt fir viele benthische Lebewesen einen wichtigen Aufnahmeweg fir sedimentge-
bundene Schadstoffe dar (Burton & MacPherson, 1995). Deswegen macht es eine Untersuchung auf
ein funktionelles bzw. morphologisches Schadigungspotential dringend erforderlich.

Die mit Porenwasser aus Krahenbach und Kdrschsediment exponierten isolierten Hepatocyten zeig-
ten bereits nach 1 d eine teilweise starke Aktivitdtszunahme der gemessenen Enzyme und einen An-
stieg der Lipidperoxidationsrate. Ein Vergleich von Krahenbach- und Koérschporenwasser ergibt beim
grofiten Teil der gemessenen Enzyme und Lipidperoxidationsrate starkere Abweichungen zur Kunst-
wasserkontrolle bei der Korsch.

Neben einer signifikanten Zunahme der Aktivitat der cytosolischen und freigesetzten Laktatdehydro-
genase sowie der Katalase stieg die Lipidperoxidation vor allem bei der Probennahme vom Juli 1996
und November 1997 deutlich an. Dagegen ging nach 1 d Belastung mit Krahenbach- und Kérschpo-
renwasser (Probennnahme Juli 1998) als auch nach 1 und 2 d Belastung mit Kérschporenwasser (Pro-
bennahme Juli 1997) die Aktivitat der Sauren Phosphatase auffallig zuriick.

Auch diese Veranderungen im Enzymprofil stehen wahrscheinlich im Zusammenhang mit der ver-
starkten Lipidperoxidation und der daraus resultierenden Zunahme organischer Peroxide. Durch die
Lipidperoxidation kénnen lysosomale Membranen aufgebrochen werden (Fong et al., 1973) und in
Folge der Freisetzung proteolytischer Enzyme ins Cytoplasma sekundére pathologische Effekte indu-
ziert werden.

Mit acetonischen Extrakten lassen sich hydrophobe Schadstoffe aus dem Sediment extrahieren bzw.
mobilisieren und auf ihr cytotoxisches Potential hin untersuchen. Durch die Aufkonzentrierung kon-
nen selbst geringe Mengen an umweltrelevanten Chemikalien in biologischen Testsystemen ein
Schadbild ergeben und eine mdgliche Bioakkumulation simulieren.
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In mit acetonischen Sedimentextrakten aus Krahenbach und Kdrsch belasteten isolierten Hepatocyten
waren bereits nach 1 d bei der niedrigsten Konzentration (13,3 mg Sedimenttrockengewicht pro mL
Testansatz) biochemische Effekte zu beobachten.

Eine Belastung der Zellen mit den acetonischen Sedimentextrakten beider FlieRgewasser bewirkte bei
den Probennahmen Juli 1996 und 1997 mit Ausnahme der Glutathion S-Transferase und Sauren
Phosphatase weitgehend einen Aktivitatsanstieg der gemessenen Enzyme. Dagegen nahm die Li-
pidperoxidationsrate in den belasteten Zellen meist ab, jedoch besitzen die ermittelten Ergebnisse fur
die Lipidperoxidation aufgrund der hohen Standardabweichung keine Aussagekraft. Wiederum waren
die Abweichungen der Enzymaktivitdten und der Lipidperoxidationsrate im Vergleich zur Kontrolle
meist starker bei der Korsch.

Parallel zu den In vitro-Tests wurden auch In vivo-Untersuchungen durchgefiihrt. Dabei wurden
Bachforellen (Salmo trutta f. fario) und Bachschmerlen (Barbatula barbatula) im Halbfreilandver-
such fir mehrere Wochen mit Krahenbach- und Kérschwasser exponiert und anschlieBend die Akti-
vitdten unterschiedlicher Enzyme in der Leber gemessen. Ein Vergleich der ermittelten In vivo-
Befunde mit den In vitro-Ergebnissen ergibt kein tbereinstimmendes Enzymprofil zwischen dem In
vivo- und In vitro-Testsystem bei beiden FlieRgewassern tiber den gesamten Probennahmenzeitraum
(Abb. 4.5, 4.6).

Da als Spendertier fur die Primérhepatocyten die Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) verwen-
det wurde, kénnten die Ursachen fiir die fehlenden Ubereinstimmungen im Enzymprofil zwischen
dem In vivo- und In vitro-Testsytem u.a. in einer spezifischen Reaktion der einzelnen Fischarten lie-
gen. Jedoch waren beim Krahenbach die Ubereinstimmungen der ermittelten Enzymaktivitaten zwi-
schen der Leber der Bachforellen und Bachschmerlen einerseits und den mit nativem Wasser belaste-
ten isolierten Hepatocyten haufiger gegeben als bei der Kérsch (Abb. 4.5, 4.6). Wahrend beim Kré-
henbach die Aktivitat der Alaninaminotransferase zu den Probennahmen Oktober/November 1995
und Juli/September 1996 sowohl in vivo und in vitro im Vergleich zur Kontrolle stieg, zeigten die
Esterase und die Saure Phosphatase zur Probennahme November 1997 in beiden Testssystemen einen
Aktivitatsrickgang (Abb. 4.5, 4.6). Dagegen nahm bei der Korsch die Aktivitdt der Sauren Phosphata-
se in der Leber von Bachforelle und Bachschmerle als auch Primérhepatocyten zu den Probennahmen
Oktober/November 1995 zu und zu der Probennahme Juli 1997 ab (Abb. 4.5, 4.6). Interessanterweise
zeigten die gemessenen Leberenzymaktivititen der Kérsch exponierten Bachschmerlen im Vergleich
zu den Bachforellen haufiger Ubereinstimmungen zu den Korsch-Wasser belasteten Primérhepa-
tocyten der Regenbogenforelle.
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Tab. 4.5: Vergleich biochemischer Effekte, die in der Leber von Bachforellen, Bachschmerlen und isolierten
Hepatocyten der Regenbogenforelle nach Belastung mit Krdhenbach- und Kérschwasser gefunden wurden (Pro-
bennahmen November 1995, 1997).
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Vergleichbare Effekte beider Systeme sind grau unterlegt. Eine Zunahme der Enzymaktivitét ist mit einem + und eine Aktivi-
tatsabnahme mit einem - unterlegt. Die In vitro-Daten beziehen sich auf die geringste Verdinnung (1:3-Verdiinnung) des Kra-
henbach- und Kérschwassers nach 2 d Belastungsdauer; n.g. nicht gemessen. In vivo-Daten aus Braunbeck et al., 1996, 1997,
1998.
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Tab. 4.6: Vergleich biochemischer Effekte, die in der Leber von Bachforellen, Bachschmerlen und isolierten Hepatocyten der
Regenbogenforelle nach Belastung mit Krahenbach- und Kérschwasser gefunden wurden (Probennahmen Juli 1996, Septem-
ber 1996, Juli 1997).
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Vergleichbare Effekte beider Systeme sind grau unterlegt. Eine Zunahme der Enzymaktivitat ist mit einem + und eine Aktivi-
tatsabnahme mit einem - unterlegt. Die In vitro-Daten beziehen sich auf die geringste Verdinnung (1:3-Verdiinnung) des Kra-
henbach- und Kérschwassers nach 2 d Belastungsdauer; n.g. nicht gemessen. In vivo-Daten aus Braunbeck et al., 1997, 1998.
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