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4.2  Biochemische Untersuchungen zur Wirkung von Wasser und Sediment der bei-
den Modellfließgewässer Krähenbach und Körsch auf isolierte Hepatocyten der
Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)

Zusammenfassung: Isolierte Hepatocyten der Regenbogenforelle wurden für 48 h mit unter-
schiedlichen Verdünnungen von nativen Wasser, Porenwasser, wäßrigen Sedimenteluat und ace-
tonischen Sedimentextrakt des Krähenbach und der Körsch belastet und es wurden die Aktivitäten
ausgewählter 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 Aktivitäten der erfaßten Leitenzyme sowie der Lipidperoxidationsrate. Auffällig
war die meist stärkere Reaktion bei den Körsch-Proben exponierten Hepatocyten.

In dem vorangehenden Kapitel 3 konnte eine erste Abschätzung des cytotoxischen Potentials der ver-
schiedenen Kompartimente der beiden Modellfließgewässer mit Hilfe der Fischzellinie RTG-2 durch-
geführt werden. Jedoch zeigten die eingesetzten Dauerzellen nur nach Exposition gegen acetonischen
Sedimentextrakt eine zelluläre Reaktion im Neutralrottest, obwohl chemisch-analytische Untersu-
chungen (Honnen et al., 1999b) Hinweise auf eine komplexe Schadstoffbelastung auch des Wasser-
körpers lieferten. Deswegen wurde in der nächsten Untersuchungsstufe ein empfindlicheres Testsy-
stem ausgewählt, 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 Aktivitäten von Enzymen als Gütekrite-
rium betrachtet (Berry et al., 1991). Schadstoffbedingte Aktivitätsänderungen von Stoffwechsel- und
Biotransformationsenzymen in isolierten Zellen können 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 Veränderungen ausgewählter Enzyme und
Lipidperoxidationsrate in Primärhepatocyten der Regenbogenforelle nach 48 h Exposition mit 1:3, 1:2
und 1:4 Verdünnungen von nativem Wasser, Porenwasser, wäßrigen Sedimenteluat und acetonischen
Sedimentextrakt der Modellfließgewässer Krähenbach und Körsch durchgeführt. Dazu wurden im
Zeitraum von November 1995 - Juli 1998 wiederholt Wasser- und Sedimentproben den beiden Fließ-
gewässern 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 Bächen zeitabhängige
und signifikante Abweichungen der cytosolischen und freigesetzten Laktatdehydrogenase zu allen
Probennahme-Zeitpunkten (Tab. 4.1, 4.2). Die Aktivität der cytosolischen und freigesetzten Laktatde-
hydrogenase nahm nach Belastung mit Körschwasser im Vergleich zum Krähenbach meist stärker zu
(Tab. 4.1, 4.2). Dagegen sank die Aktivität der freigesetzten Laktatdehydrogenase beim Krähenbach
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Tab. 4.1: Relative Enzymaktivitäten in isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)
nach Belastung mit nativem Krähenbach- und Körschwasser (Probennahmen November 1995 und Juli 1996).

Daten als Mittelwerte ± Standardabweichung aus 4 parallelen Ansätzen. 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. 4.2: Relative Enzymaktivitäten in isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)
nach Belastung mit nativem Krähenbach- und Körschwasser (Probennahmen Juli 1997 und November 1997).

Daten als Mittelwerte ± Standardabweichung aus 4 parallelen Ansätzen. 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. 4.1: Relative Enzymaktivitäten der Katalase (a) und Alaninaminotransferase (b) in isolierten Hepatocyten
nach Belastung mit nativem Krähenbach- und Körschwasser.
Daten als Mittelwerte ± Standardabweichung aus 4 parallelen Ansätzen. 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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zu verschiedenen Probennahme-Zeitpunkten unter den Kontrollwert ab (Tab. 4.1, 4.2). Die Aktivität
der Alaninaminotransferase zeigte nach 1 und 2 d Belastung mit Krähenbach- und v.a. Körschwasser
meist einen deutlichen Anstieg (Tab. 4.1, 4.2; Abb. 4.1).
Endoplasmatisches Retikulum. Mit Krähenbachwasser belastete isolierte Hepatocyten zeigten nach 1
und 2 d oft einen deutlichen Aktivitätsrückgang der unspezifischen Esterase (Tab. 4.1, 4.2). Im Ver-
gleich dazu konnte man bei der Körsch meist einen klaren Anstieg der Esterase feststellen (Tab. 4.1,
4.2).

Biotransformation. Die Aktivität des Biotransformationsenzyms der Phase II Glutathion S-
Transferase zeigte nur nach 1 d Belastung mit Krähenbach- und Körschwasser 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 Bäche meist
eine starke Aktivitätszunahme auf (Tab. 4.1, 4.2; Abb. 4.1).

Lysosomen. In isolierten Hepatocyten war nach 2 d Belastung mit Körschwasser ein auffälliger Akti-
vitätsanstieg der lysosomalen Sauren Phosphatase zu beobachten (Tab. 4.1, 4.2). Dagegen konnte man
beim Krähenbach oft einen Aktivitätsrückgang der Sauren Phosphatase unter den Kontrollwert mes-
sen (Tab. 4.1, 4.2).

Lipidperoxidation. Die Lipidperoxidationsrate lag bei der Körsch meist signifikant über dem Kon-
trollwert (Tab. 4.1, 4.2). Beim Krähenbach führte 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 Aktivitäten aller erfaßten Enzyme sowie die Lipidperoxidationsrate in den isolierten Hepatocyten
zeigten bei Wasser aus Krähenbach und Körsch in beiden Konzentrationen Abweichungen zur Kon-
trolle. Während bei der Körsch mit Ausnahme der Glutathion S-Transferase die gemessenen Enzy-
maktivitäten und die Lipidperoxidationsrate meist deutlich anstiegen, zeigte der Krähenbach oft einen
Aktivitätsrückgang der Esterase und Sauren Phosphatase.

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

Cytoplasma. Die Aktivität der cytosolischen und freigesetzten Laktatdehydrogenase in isolierten He-
patocyten zeigte nach  1 und 2 d Belastung mit Krähenbach- und Körsch-Porenwasser vor allem für
die Körsch einen auffälligen Anstieg (Tab. 4.3, 4.4). Besonders die Körsch 1:3 Porenwasserverdün-
nung zeigte eine signifikante Aktivitätszunahme der freigesetzten Laktatdehydrogenase (Tab. 4.3, 4.4;
Abb. 4.2).
Nach Belastung mit Körsch Porenwasser wiesen belastete Hepatocyten vor allem nach 2 d einen kla-
ren Aktivitätsanstieg der Alaninaminotransferase auf (Tab. 4.3, 4.4). Dagegen konnte man beim Krä-
henbach sowohl einen Aktivitätsanstieg als auch einen Aktivitätsrückgang der Alaninaminotransfera-
se unter den Kontrollwert beobachten (Tab. 4.3, 4.4).

Endoplasmatisches Retikulum. Die unspezifische Esterase zeigte nach Belastung mit Körsch-
Porenwasser überwiegend eine Zunahme der Aktivität (Tab. 4.3, 4.4), während beim Krähenbach die
Aktivität der Esterase oft zurückging (Tab. 4.3, 4.4).
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Tab. 4.3: Relative Enzymaktivitäten in isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)
nach Belastung mit Porenwasser aus Krähenbach- und Körschsediment (Probennahmen Juli 1996 und
1997).

Daten als Mittelwerte ± Standardabweichung aus 4 parallelen Ansätzen. 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 Enzymaktivitäten in isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)
nach Belastung mit Porenwasser aus Krähenbach- und Körschsediment (Probennahmen November 1997 und
Juli 1998).

Daten als Mittelwerte ± Standardabweichung aus 4 parallelen Ansätzen. 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. 4.2: Relative Enzymaktivitäten der Freigesetzten Laktatdehydrogenase (a) und die Lipidperoxidationsrate (b) in isolierten
Hepatocyten nach Belastung mit Krähenbach- und Körschporenwasser.

Daten als Mittelwerte ± Standardabweichung aus 4 parallelen Ansätzen. 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 Krähenbach und der Körsch
eine einheitliche Aktivitätszunahme zu beobachten (Tab. 4.3, 4.4).

Peroxisomen.Zu allen Probennahmen zeigten die mit Krähenbach- und Körsch-Porenwasser für 2 d
belasteten Hepatocyten eine meist signifikante Zunahme der Katalaseaktivität (Tab. 4.3, 4.4).

Lysosomen. Die mit Krähenbach- und Körsch-Porenwasser belasteten Hepatocyten wiesen über die
drei Probennahmen hinweg kein einheitliches Aktivitätsbild der lysosomalen Sauren Phosphatase auf
(Tab. 4.3, 4.4).

Lipidperoxidation.Die Lipidperoxidationsrate lag beim Krähenbach und der Körsch meist deutlich
über der Kontrolle (Tab. 4.3, 4.4; Abb. 4.2).

Eine Belastung der Primärhepatocyten mit Krähenbach- und Körsch-Porenwasser bewirkte einen Ak-
tivitätsanstieg der cytosolischen und freigesetzten Laktatdehydrogenase, der Katalase sowie eine auf-
fällige Zunahme der Lipidperoxidationsrate. Dagegen zeigte die Esterase oft eine Aktivitätsabnahme
beim Krähenbach. Wiederum waren die Aktivitätsabweichungen zur Kontrolle bei der Körsch stärker
im Vergleich zum Krähenbach.

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

Cytoplasma. Während die cytosolische Laktatdehydrogenase bei Krähenbach und Körsch zu den ver-
schiedenen Probennahmen kein einheitliches Aktivitätsbild zeigte, stieg die Aktivität der freigesetzten
Laktatdehydrogenase nach 2 d Belastung bei beiden Bächen deutlich an (Tab. 4.5; Abb. 4.3). Eine
Belastung der Zellen mit Körsch Eluat induzierte meist einen deutlichen Aktivitätsanstieg der Ala-
ninaminotransferase (Tab. 4.5). Dagegen zeigte die Alaninaminotransferase beim Krähenbach tenden-
ziell einen Aktivitätsrückgang (Tab. 4.5).

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

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

Peroxisomen. Die Aktivität der peroxisomalen Katalase nahm bei beiden Bächen zur Probennahme
Juli 1997 zu (Tab. 4.5). Die Körsch zeigte dabei an beiden Expositionstagen im Vergleich zum Krä-
henbach eine weit höhere Katalaseaktivität (Tab. 4.5).

Lysosomen. Vergleicht man die Aktivität der lysosomalen Sauren Phosphatase über die verschiedenen
Probennahmen hinweg, so läßt sich für beide Fließgewässer kein einheitliches Aktivitätsbild erkennen
(Tab. 4.5). Nur zur Probennahme November 1995 stieg die Aktivität der Sauren Phosphatase nach 2 d
Belastung in beiden Bächen einheitlich an (Tab. 4.5).

Lipidperoxidation. Die Lipidperoxidationsrate lag sowohl Krähenbach als auch Körsch zum Probe-
termin Juli 1996 und Juli 1997 teilweise signifikant über dem Kontrollwert (Tab. 4.5). Im November
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Tab. 4.5: Relative Enzymaktivitäten in isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)
nach Belastung mit wäßrigem Eluat aus Krähenbach- und Körschsediment (Probennahmen November 1995, Juli
1996 und 1997).
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Daten als Mittelwerte ± Standardabweichung aus 4 parallelen Ansätzen. 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. 4.3: Relative Enzymaktivitäten der Freigesetzten Laktatdehydrogenase (a) und Esterase (b) in isolierten
Hepatocyten nach Belastung mit wäßrigem Eluat aus Krähenbach- und Körschsediment.

Daten als Mittelwerte ± Standardabweichung aus 4 parallelen Ansätzen. 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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1995 konnte man bei den mit Krähenbach und Körsch Sedimenteluat belastetenen Hepatocyten einen
Rückgang der Lipidperoxidationsrate unter den Kontrollwert beobachten (Tab. 4.5).

Das Sedimenteluat beider Bäche induzierte also sowohl einen Aktivitätsanstieg der freigesetzten
Laktatdehydrogenase als auch der Katalase. Beim Körsch-Eluat konnte des weiteren eine Aktivitäts-
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
Bäche führte bei den Probennahmen Juli 1996 und 1997 zu einem starken Anstieg der cytosolischen
und freigesetzten Laktatdehydrogenaseaktivität (Tab. 4.6; Abb. 4.4). Einen ähnlichen Aktivitätsan-
stieg konnte man auch mit Ausnahme der Juli 1998 Probennahme bei der Alaninaminotransferase
beobachten (Tab. 4.6).

Endoplasmatisches Retikulum. Die Aktivität der unspezifischen Esterase zeigte nach 1 d Belastung
der Hepatocyten mit acetonischen Sedimentextrakt der Körsch einen deutlichen Rückgang (Tab. 4.6).
Nach 2 d Belastung lag in beiden Bächen die Esteraseaktivität dagegen meist über der Kontrolle (Tab.
4.6).

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

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

Lysosomen. Ebenfalls konnte man auch bei der Sauren Phosphatase nach 2 d Belastung überwiegend
einen Aktivitätsanstieg beim Krähenbach und der Körsch feststellen (Tab. 4.6).

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

Während die Aktivität der cytosolischen und freigesetzten Laktatdehydrogenase, Katalase und Sauren
Phosphatase beim Krähenbach und der Körsch meist zunahm, sank die Lipidperoxidationsrate bei
beiden Fließgewässern unter den Kontrollwert. Bei der Körsch konnten im Vergleich zum Krähen-
bach stärkere Abweichungen von der Kontrolle beobachtet werden.

4.2.5  Diskussion

Eine Belastung der isolierten Hepatocyten mit nativem Wasser, Porenwasser, wäßrigem Sedimente-
luat und acetonischem Sedimentextrakt von Krähenbach und Körsch 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
Probeverdünnungen. Die Ursachen könnten z.T. in den starken saisonalen Schwankungen des Vor-
kommens der verschiedenen Chemikalien in den beiden Bächen liegen. Während einige Pestizide
zeitweise in der Körsch nicht nachweisbar waren, konnten PAHs über die gesamte Probennahmen-
dauer nachge
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Tab. 4.6: Relative Enzymaktivitäten in isolierten Hepatocyten der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)
nach Belastung mit acetonischem Extrakt aus Krähenbach- und Körschsediment (Probennahmen Juli 1996,
1997 und 1998).
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Daten als Mittelwerte ± Standardabweichung aus 4 parallelen Ansätzen. 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 Enzymaktivitäten der cytosolischen Laktatdehydrogenase (a) und Sauren Phosphatase (b) in
isolierten Hepatocyten nach Belastung mit acetonischem Extrakt aus Krähenbach- und Körschsediment.
Daten als Mittelwerte ± Standardabweichung aus 4 parallelen Ansätzen. 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 könnten die unterschiedlichen Spendertiere für
die Primärhepatocyten und das Handling der Zellen zu den biochemischen Schwankungen beitragen.
Schließlich könnten die Gründe auch in einer im Vergleich zur Ultrastruktur schnelleren Reaktionsfä-
higkeit der biochemischen Endpunkte auf äußere Einflüsse liegen.
Ein Vergleich der untersuchten Modellfließgewässer ergibt folgendes Bild: Die Proben aus der
Körsch verursachten stärkere biochemische Abweichungen zu den jeweiligen Kontrollzellen als die
Proben aus dem Krähenbach. Beim Vergleich der untersuchten Kompartimente Wasser und Sediment
konnten folgende Reaktionsmuster in den belasteten Primärhepatocyten beobachtet werden.

In mit nativem Wasser beider Fließgewässer belasteten isolierten Hepatocyten zeigte sich zu den mei-
sten Probennahmen bereits nach 1 d ein z.T. signifikanter Aktivitätsanstieg bzw. Aktivitätsrückgang
ausgewählter Stoffwechselenzyme, Biotransformationsenzyme und der Lipidperoxidationsrate. Auf-
fällig war jedoch die meist stärkere Induktion bzw. Hemmung bei mit Körschwasser belasteten He-
patocyten. Diese Daten sind unter dem Aspekt von großer Bedeutung, daß die Aufrechterhaltung der
Aktivitäten von Enzymen in isolierten Zellen allgemein als Gütekriterium betrachtet wird (Berry et
al., 1991).

Eines der gemessenen Markerenzyme für den glykolytischen Stoffwechselweg der isolierten Hepa-
tocyten ist die cytosolische Laktatdehydrogenase. Sie kommt in allen Geweben vor und dient als ver-
lässlicher Indikator für Streß (Oser, 1965). Einen Aktivitätsanstieg der cytosolischen Laktatdehydro-
genase konnte in den mit nativem Wasser beider Fließgewässer exponierten Primärhepatocyten bei
fast allen Proben festgestellt werden und läßt auf eine erhöhte Glykolyseaktivität bzw. einen erhöhten
Energiebedarf der Zellen schließen. Eine verstärkte Freisetzung der Laktatdehydrogenase ins Medium
war bei den meisten Körsch-Wasserproben zu beobachten und weist auf eine Schädigung von Zell-
membranen hin (Mitchell et al., 1980). Diese Ergebnisse stehen im Einklang zu der meist erhöhten
Lipidperoxidationsrate in den mit nativem Wasser der Körsch belasteten isolierten Hepatocyten. Die
Lipidperoxidation gilt als empfindlicher und rascher Biomarker für den Redoxstatus der Zelle, bei
dem über den Anstieg des freigesetzten Malondialdehyd die Peroxidation ungesättigter Membranlipi-
de und damit eine Membranschädigung nachgewiesen wird (Arnold, 1995; Braunbeck, 1995; Zahn,
1995). Weiterhin stieg die Aktivität der Alaninaminotransferase bei beiden Bächen nach 2 tägiger
Belastungsdauer in den Hepatocyten an. Rouiller (1964) nimmt an, daß sich erhöhte Alaninami-
notransferaseaktivität auf streßbedingte Schädigungen von Mitochondrien zurückführen läßt. Weiter-
hin weist die gesteigerte Aktivität der Alaninaminotransferase auf einen erhöhten Abbau von Ami-
nosäuren hin und kann als Hinweis auf einen erhöhten Energiebedarf betrachtet werden (Arnold,
1995).

Das bei vielen Oxidationsreaktionen anfallende und Radikale ausbildende Wasserstoffperoxid kann
zu drastischen zellulären Schäden führen. Es wird durch die peroxisomale Katalase der Zelle entgiftet
(Dekant & Vamvakas, 1994). Der Aktivitätsanstieg der Katalase in den mit Krähenbach und Körsch
Wasser belasteten Zellen könnte einer verstärkten Radikalbildung entgegenwirken. Vor allem nach
einer Belastungsdauer von 2 d zeigte die Katalase der mit Körsch Wasser exponierten Primärhepa-
tocyten einen drastischen Aktivitätsanstieg.

Wäßrige Eluate sollen eine vollständige Remobilisierung und Oxidation des Sedimentes simulieren
(Ahlf, 1995). Dabei werden überwiegend hydrophile Substanzen wieder in Lösung gebracht. Beson-
ders Schwermetalle lassen sich durch wäßrige Elution von Partikeln abtrennen (Calmano et al., 1991),
so daß sie sich schädigend auf Zellen auswirken können. Gerade die Sedimente beider Modellfließ-
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gewässer, vor allem aber der Körsch, zeigen eine kontinuierliche Belastung mit Schwermetallen wie
Kupfer, Blei, Cadmium und Zink (Honnen et al., 1999b).

Die mit wäßrigen Sedimenteluaten von Krähenbach und Körsch belasteten Primärhepatocyten zeigten
starke Abweichungen der Aktivität zur Kunstwasserkontrolle bei fast allen gemessenen Enzymen
sowie bei der Lipidperoxidationsrate. Die Abweichungen waren bei der Körsch meist stärker ausge-
prägt. Auffällig war der Rückgang der Aktivität der unspezifischen Esterase in den Zellen nach einer
eintägigen Exposition gegenüber wäßrigen Sedimenteluaten der Körsch. Da teilweise auch die Li-
pidperoxidationsrate zugenommen hatte (Probennahme Juli 1996) sowie die Aktivität der freigesetz-
ten Laktatdehydrogenase erhöht war, läßt sich die Ursache in einer verstärkten Schädigung von Mem-
branen suchen, die mit einer Abnahme der Aktivität membrangebundener Enzyme wie Esterasen oder
Monooxygenasen einhergeht (Plaa & Whitschi, 1976).

Des weiteren nahm die Aktivität der Glutathion S-Transferase bei der Probennahme vom Juli 1997
nach 1 d Belastung mit wäßrigen Eluat beider Fließgewässer deutlich ab. Dieser Effekt könnte mit der
Zunahme der Lipidperoxidation im Zusammenhang stehen, denn organische Peroxide, die bei der
Lipidperoxidation entstehen, vermögen 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-
höhten Lipidperoxidation, bei der vermehrt Sauerstoffradikale und organische Peroxide entstehen.
Besonders auffällig war die signifikante Aktivitätszunahme der Katalase sowie der enorme Anstieg
der Lipidperoxidationsrate besonders für die Körsch bei der Probennahme Juli 1997.

Porenwasser stellt für viele benthische Lebewesen einen wichtigen Aufnahmeweg für sedimentge-
bundene Schadstoffe dar (Burton & MacPherson, 1995). Deswegen macht es eine Untersuchung auf
ein funktionelles bzw. morphologisches Schädigungspotential dringend erforderlich.
Die mit Porenwasser aus Krähenbach und Körschsediment exponierten isolierten Hepatocyten zeig-
ten bereits nach 1 d eine teilweise starke Aktivitätszunahme der gemessenen Enzyme und einen An-
stieg der Lipidperoxidationsrate. Ein Vergleich von Krähenbach- und Körschporenwasser ergibt beim
größten Teil der gemessenen Enzyme und Lipidperoxidationsrate stärkere Abweichungen zur Kunst-
wasserkontrolle bei der Körsch.
Neben einer signifikanten Zunahme der Aktivität 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 Krähenbach- und Körschpo-
renwasser (Probennnahme Juli 1998) als auch nach 1 und 2 d Belastung mit Körschporenwasser (Pro-
bennahme Juli 1997) die Aktivität der Sauren Phosphatase auffällig zurück.

Auch diese Veränderungen im Enzymprofil stehen wahrscheinlich im Zusammenhang mit der ver-
stärkten Lipidperoxidation und der daraus resultierenden Zunahme organischer Peroxide. Durch die
Lipidperoxidation können lysosomale Membranen aufgebrochen werden (Fong et al., 1973) und in
Folge der Freisetzung proteolytischer Enzyme ins Cytoplasma sekundäre 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 kön-
nen selbst geringe Mengen an umweltrelevanten Chemikalien in biologischen Testsystemen ein
Schadbild ergeben und eine mögliche Bioakkumulation simulieren.  
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In mit acetonischen Sedimentextrakten aus Krähenbach und Körsch 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 Fließgewässer bewirkte bei
den Probennahmen Juli 1996 und 1997 mit Ausnahme der Glutathion S-Transferase und Sauren
Phosphatase weitgehend einen Aktivitätsanstieg der gemessenen Enzyme. Dagegen nahm die Li-
pidperoxidationsrate in den belasteten Zellen meist ab, jedoch besitzen die ermittelten Ergebnisse für
die Lipidperoxidation aufgrund der hohen Standardabweichung keine Aussagekraft. Wiederum waren
die Abweichungen der Enzymaktivitäten und der Lipidperoxidationsrate im Vergleich zur Kontrolle
meist stärker bei der Körsch.

Parallel zu den In vitro-Tests wurden auch In vivo-Untersuchungen durchgeführt. Dabei wurden
Bachforellen (Salmo trutta f. fario) und Bachschmerlen (Barbatula barbatula) im Halbfreilandver-
such für mehrere Wochen mit Krähenbach- und Körschwasser exponiert und anschließend die Akti-
vitäten unterschiedlicher Enzyme in der Leber gemessen. Ein Vergleich der ermittelten In vivo-
Befunde mit den In vitro-Ergebnissen ergibt kein übereinstimmendes Enzymprofil zwischen dem In
vivo- und In vitro-Testsystem bei beiden Fließgewässern über den gesamten Probennahmenzeitraum
(Abb. 4.5, 4.6).

Da als Spendertier für die Primärhepatocyten die Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) verwen-
det wurde, könnten die Ursachen für die fehlenden Übereinstimmungen im Enzymprofil zwischen
dem In vivo- und In vitro-Testsytem u.a. in einer spezifischen Reaktion der einzelnen Fischarten lie-
gen. Jedoch waren beim Krähenbach die Übereinstimmungen der ermittelten Enzymaktivitäten zwi-
schen der Leber der Bachforellen und Bachschmerlen einerseits und den mit nativem Wasser belaste-
ten isolierten Hepatocyten häufiger gegeben als bei der Körsch (Abb. 4.5, 4.6). Während beim Krä-
henbach die Aktivität 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
Aktivitätsrückgang (Abb. 4.5, 4.6). Dagegen nahm bei der Körsch die Aktivität der Sauren Phosphata-
se in der Leber von Bachforelle und Bachschmerle als auch Primärhepatocyten zu den Probennahmen
Oktober/November 1995 zu und zu der Probennahme Juli 1997 ab (Abb. 4.5, 4.6). Interessanterweise
zeigten die gemessenen Leberenzymaktivitäten der Körsch exponierten Bachschmerlen im Vergleich
zu den Bachforellen häufiger Übereinstimmungen zu den Körsch-Wasser belasteten Primärhepa-
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 Krähenbach- und Körschwasser gefunden wurden (Pro-
bennahmen November 1995, 1997).

Vergleichbare Effekte beider Systeme sind grau unterlegt.  Eine Zunahme der Enzymaktivität ist mit einem + und eine Aktivi-
tätsabnahme mit einem - unterlegt. Die In vitro-Daten beziehen sich auf die geringste Verdünnung (1:3-Verdünnung) des Krä-
henbach- und Körschwassers 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 Krähenbach- und Körschwasser gefunden wurden (Probennahmen Juli 1996, Septem-
ber 1996, Juli 1997).

Vergleichbare Effekte beider Systeme sind grau unterlegt.  Eine Zunahme der Enzymaktivität ist mit einem + und eine Aktivi-
tätsabnahme mit einem - unterlegt. Die In vitro-Daten beziehen sich auf die geringste Verdünnung (1:3-Verdünnung) des Krä-
henbach- und Körschwassers nach 2 d Belastungsdauer; n.g. nicht gemessen. In vivo-Daten aus Braunbeck et al., 1997, 1998.
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