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Investigations of effects on Bream — Vitellogenine as example for selection of
suitable storable target compartments

Abstract

Up to now, samples of the German Environmental Specimen Bank (ESB) are analysed on
concentrations of chemical substances only. Therefore, statements about exposition and
bioavailability are not possible, and questions on cause and effect or on the relevance of
availability for organisms cannot be answered completely. For this reason we established
methods for environmental effect monitoring on the basis of ESB samples, from the selection
of suitable organic compartments, the description of methods, to an examplary analysis.

Because of the complexity of immunological, hormonal and genetic systems and the poor
knowledge about suitable marker systems, retrospective analyses are here of special
interest. Regarding the continous specification of methods, the delivery of high-quality
samples stored under stable conditions is an important aim of the ESB.

In this context, we exemplarily tested methods for the sampling and storing of specific
compartments of bream (Abramis brama). Blood plasma, the most important medium of
transport, and spleen as a representative of body tissue were chosen. Both compartments
were sampled during the ESB routine samplings in the Rivers Saar, Rhine, Elbe, Mulde,
Saale and Danube in 2002.

For blood plasma sampling, a variety of methods for fish anaesthetisation, methods for taking
blood samples, different additives to blood plasma, and methods of further sample
preparation were tested. According to the results of these tests the samples were analysed
for vitellogenin (vtg) by means of an ELISA-assay. The results of the vtg assay showed that
only at 3 of 16 sampling sites estrogenic effects could be detected. In general, no adverse
endocrine effects could be observed in the individuals studied. Nevertheless, because of the
simple and fast sampling method and because of the high information level (e.g. for
immunological effects), we suggest that blood plasma should be included in the concept of
ESB for retrospective effect assessment of animals.

For body tissue or organs, suitable methods for sampling and sample preparation could be
developed. The methods were evolved for spleen but can also be applied to any other organ
without methodological changes necessary.

To obtain additional information on estrogenic effects, male gonads were analysed for
pathological changes. Structural or pathological changes (e.g. occurrence of an ovotestis)
can be discussed as indicators for endocrine disruptors, but only 1 of 145 individuals
exhibited an ovotestis. Since effects of endocrine disruptors may be superposed by other
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pathological effects, these have also been analysed systematically. The frequent occurence
of fibrocytes and necrotic cells at some sampling sites are hints on pollution. It can be
assumed that these findings indicate reduced reproductive abilities of the animals studied.

In summary, the results of the vtg assay as well as the histological examinations confirm that
there is no evidence for endocrine effects on the level of population. However, it is suggested
that histological analyses should be repeated in specific intervals. Collecting, fixing and
storing samples of male gonads could be easily included in the ESB routine. The very
informative histo-pathological analyses could be carried out even retrospectively.
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1 Notwendigkeit und Zielsetzung

Die Proben der Umweltprobenbank des Bundes werden zur Zeit, entsprechend dem
klassischen Ansatz umwelttoxikologischer Untersuchungen, lediglich auf Konzentrationen
chemischer Stoffe untersucht, wodurch Aussagen zur Exposition und Bioverflgbarkeit, aber
nicht zur Wirkung moglich sind. Die Frage nach der Kausalitdt (Ursache-Wirkung) bleibt
dadurch letztendlich genauso unbeantwortet wie diejenige nach der Relevanz bioverfiigbarer
Stoffe fir Lebewesen. Deshalb fordert nicht nur WEeks (1998, S. 653), dass ,a link must be
established between exposure and biological effect. This is the area of greatest uncertainty
in hazard assessment”. Damit ist die Notwendigkeit, die in den Medien und/oder Organismen
gemessenen Gehalte chemischer Substanzen mit bestimmten Effekten verknipfen zu
missen, sehr deutlich zum Ausdruck gebracht.

Aussagen zu Wirkungen chemischer Substanzen auf biologische Systeme lassen sich
prinzipiell auf allen Ebenen der biologischen Organisation (vom Molekul bis zur Biozonose)
untersuchen. Allerdings unterscheiden sich die Organisationsstufen sowohl in Bezug auf ihre
Indikationsleistung als auch in Bezug auf ihre F&higkeit, in das Konzept der Umwelt-
probenbank des Bundes integriert werden zu kénnen. Ohne die Unterschiede beziglich der
Indikationsleistung im Rahmen dieses Berichtes ausfiihrlich diskutieren zu kénnen bzw. im
Hinblick auf die UPB zu missen (vgl. z.B. KLEIN 2003), bestehen sie kurz gesagt darin, dass
auf den hoheren Ebenen der biologischen Organisation die Umweltrelevanz der Aussagen
am hochsten ist, wahrend auf den unteren die Sicherheit der Zuordnung zwischen
chemischer Substanz und Effekt am besten und sichersten sichtbar gemacht werden kann.
Im Hinblick auf die Integration in das Konzept der UPB scheiden die hoheren Ebenen fir
Wirkungsuntersuchungen aus, da hier keine lagerfahigen Proben gewonnen werden kénnen.
Deshalb bieten sich fir die UPB insbesondere die unteren Ebenen an, die z.B. mit dem
Biomarker-Ansatz in Bezug auf Wirkungen analysiert werden kdnnen. Zugleich bietet dieser
Ansatz auch die Mdglichkeit, lagerféahige Proben zu gewinnen und somit in das Konzept der
UPB integriert werden zu kénnen.

Biomarker kdnnen flr verschiedene biologische Systeme der unteren Ebenen biologischer
Organisation definiert werden, wobei je nach System die Etablierung geeigneter und
zuverlassiger Marker zum jetzigen Zeitpunkt unterschiedlich weit fortgeschritten ist. Gerade
dieser Aspekt liefert einen weiteren Ansatzpunkt, Proben flr Biomarker-Untersuchungen
bereits jetzt in die UPB zu integrieren, weil sie zu einem spéateren Zeitpunkt mit verbesserten
Markern retrospektiv untersucht werden kénnen. Beispielhaft sollen im Folgenden drei
biologische Systeme kurz beschrieben werden, um die Leistungsfahigkeit von Biomarkern,
d.h. die daraus ableitbaren Aussagen zur Wirkung von Stoffen zu verdeutlichen.
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Immunsystem

Die Aufgabe des Immunsystems besteht darin, den Organismus vor fremden Stoffen zu
schitzen. Leukozyten (weil3e Blutkoérperchen) verschiedenster Art bilden die Basis des
Immunsystems, das beziiglich seiner Funktion entweder nach zellularer und humoraler
(humor = lat. Flussigkeit) oder nach angeborener und angepasster Immunabwehr
unterschieden werden kann.

Chemische Substanzen, die vom Korper aufgenommen werden, kdnnen an allen méglichen
Komponenten des Immunsystems Veranderungen bewirken, die sowohl zu einer
Immunsuppression als auch -stimulation fihren kdnnen. Aufgrund der bereits erwahnten
Komplexitat des Immunsystems und der selektiven Wirkung chemischer Substanzen genigt
ein Marker nicht, um ihre Auswirkungen zu erfassen (LUSTER et al. 1994). Es ist vielmehr
eine Testbatterie notwendig, mit der die verschiedenen Strukturen und Funktionen der
Immunantwort reprasentiert werden kénnen (IDEL & STILLER-WINKLER 1997, KRZYASTYNIAK
et al. 1998, CoLosIo et al. 1998). Das grofite Problem besteht hierbei darin, dass es eine
Vielzahl unterschiedlicher Test- und Untersuchungsverfahren gibt, die alle mit methodischen
Problemen behaftet sind. Fir den Einsatz von Markern im Biomonitoring empfehlen daher
RICE et al. (1996) die Untersuchungen auf einfache und relativ kostenglinstige Assays der
Immunfunktion zu beschranken. Hierzu zdhlen bei Fischen zum Beispiel Tests zur
angeborenen, unspezifischen Immunitdt an Zellen der Milz und Kopfnieren, wie die
Ermittlung der Phagocytose-Aktivitdt oder der Aktivitdt der natirlichen Killerzellen gegen
bestimmte Antigene.

Aufgrund der Bedeutung des Immunsystems fiir den Organismus und damit letztendlich fur
Populationen ist seine Untersuchung im Rahmen der UPB unabdingbar, um Wirkungen
chemischer Substanzen auf biologische Systeme sichtbar zu machen. Gerade die
diskutierten Probleme und die unzureichende Kenntnis des Immunsystems erfordern Uber-
legungen zum Lagern geeigneter Umweltproben zum jetzigen Zeitpunkt fir spatere
Analysen.

Hormonsystem

In den letzten Jahren bzw. Jahrzehnten wurden sowohl in der Natur als auch beim
Menschen Veranderungen verschiedenster Art beobachtet, die auf Beeintrachtigungen des
endokrinen Systems bzw. des Fortpflanzungssystems durch in der Umwelt befindliche
Chemikalien hindeuten. Diese Chemikalien werden als Xeno-Ostrogene bzw. Xeno-
Androgene oder allgemein als Umwelthormone bezeichnet. Sie zeichnen sich dadurch aus,
dass sie im Korper wie die eigentlichen Sexualhormone wirken bzw. deren Aktivitat
verandern. Dies geschieht indem Chemikalien in der Zelle an denselben Rezeptor binden
wie die Steroide (EISENFELD et al. 1980). Dadurch sind sie in der Lage, die Effekte der
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Steroide nachzuahmen und die Wirkungen der natirlichen Hormone zu unterbinden, da sie
den Rezeptor blockieren.

Dabei ist aber zu bertcksichtigen, dass die aus Fremdstoff und Rezeptor gebildeten
Komplexe nicht vollig identisch mit den natirlichen Hormon-Rezeptor-Komplexen sind.
Entsprechend kdnnen sie an den verschiedenen Response Elements (RE) der DNA andere
Bindungseigenschaften zeigen und eventuell auch mit anderen Transkriptionsfaktoren
interagieren. Auf diese Weise ist es moglich, dass die von Hormonen und hormonaktiven
Chemikalien erzielten Wirkungen verschieden sein konnen.

Zum anderen kénnen Umwelthormone die Anzahl der Rezeptoren in der Zelle verandern,
also indirekt Uber mehr oder weniger Bindungsstellen fir Sexual- bzw. Umwelthormone

wirksam sein.

SchlieRlich kénnen Chemikalien auch lber Beeintrachtigungen anderer physiologischer
Parameter indirekt hormonell wirken. Ein Beispiel dafir ist die Verbindung des endokrinen
Systems mit dem MFO-System. Cytochrom-P450-abhangige Monooxygenasen wie die
Aromatase oxidieren beispielsweise Testosteron zu Ostradiol. Wird die Aktivitat dieser Cyto-
chrome gehemmt, wie dies durch Tributylzinn geschehen kann, reichert sich Testosteron an
und es wird zu wenig Ostradiol gebildet. Dieser Prozess konnte fir die Vermannlichung
bestimmter Schneckenarten verantwortlich sein (z.B. OEHLMANN et al. 1995).

Mittlerweile ist von mehr als 100 Chemikalien bekannt, dass sie 6strogen wirksam sind. Da
die Effekte je nach Chemikalie, Konzentration, Tierart und Entwicklungsstadium sehr
verschieden sind, ist es schwierig, allgemeine Aussagen abzuleiten. Hinzu kommt, dass der
Gesamtprozess noch unzureichend verstanden wird und standardisierte Testverfahren bis
auf wenige Ausnahmen fehlen. Es liegen derzeit nur wenige Biomarker (z.B. Vitellogenin)
vor, denen eine ausreichende Eignung zur Darstellung der hormonellen Wirksamkeit
zugesprochen werden kann. Gerade diese Tatsache muss als Argument fir die Integration
von Proben, die fur die Untersuchung hormoneller Marker geeignet sind, in die UPB
angefuhrt werden. Wenn aus den bisherigen Erkenntnissen heraus potenziell geeignete
Organe oder Korperflissigkeiten eingelagert werden, kann dann, wenn in einigen Jahren
verbesserte Testverfahren und Biomarker vorliegen, rickblickend die Entwicklung der
hormonellen Wirkung verfolgt werden.

Genetisches System

Wirkungen stofflicher Stressoren konnen auf verschiedenen Ebenen des genetischen
Systems stattfinden: Genom, Chromosomen und Gene.

Genotoxische Substanzen sind aufgrund ihrer elektrophilen Eigenschaften DNA-reaktiv. Das
bedeutet, dass sie mit der DNA kovalente Bindungen eingehen. Hierzu zahlen unter
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anderem die polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAH), aromatische Amine,
alkylierende Substanzen (z.B. Nitrosamine), anorganische Substanzen (z.B. Metalle), und
natdrlich in der Umwelt vorkommende Substanzen wie zum Beispiel die Aflatoxine (Pilzgifte).
Wahrend beispielsweise Metalle direkt auf die DNA einwirken, muissen andere
Verbindungen, wie zum Beispiel PAHs, erst Uber das Monooxigenase-System aktiviert
werden. Das bedeutet, dass bei der Metabolisierung reaktive Zwischenprodukte gebildet
werden konnen, die dann mit der DNA interagieren. Diese Bindungen an die DNA kdnnen
schlielich die Initialisierung von Tumoren bewirken.

Der am besten untersuchte Biomarker auf der zellularen und molekularen Ebene ist die
Adduktbildung, auch wenn nicht alle Fragen in Bezug auf ihren Einsatz als zuverlassiger
Biomarker beantwortet sind. Fur schnell metabolisierte Stoffe und fur elektrophile
Substanzen, die vom Organismus aus seiner Umwelt aufgenommen werden, stellen sie
einen Indikator fir die Exposition gegenitber solchen Substanzen dar. Im Vergleich zum
Einsatz des Monooxigenase-Systems als Biomarker liefern Addukte beziiglich der PAH eine
weniger sensitive aber daflr spezifischere Indikation, da sie sich nur auf die reaktiven
Metabolite bezieht. Da es maglich ist, spezifische Addukte zu identifizieren — wenn auch oft
mit erhdhtem Aufwand — kann die Adduktbildung allgemein als spezifisch bezeichnet
werden. Addukte kdnnen in Bezug auf die Tumorbildung und in Bezug auf mutagene
Wirkung als Frihwarnsystem eingesetzt werden.

Unter Betrachtung der genannten Systeme und weiterer, hier nicht naher aufgeflhrter
Systeme, wie z.B. dem Cytochrom P450-Oxigenase-System, stellt sich die Frage, welche
Kompartimente fir eine langfristige Lagerung geeignet sind, um Untersuchungen von
Wirkungen chemischer Substanzen durchfiihren zu kénnen. Das nachfolgende Konzept wird
am Beispiel des Brassen aufgebaut, der sich als hervorragender Bioindikator fur limnische
Okosysteme erwiesen hat.

Ziele des Vorhabens

Im Rahmen des vorliegenden Vorhabens soll am Beispiel des fiir Brassen dargelegt werden,
welche (weiteren) Korper-Kompartimente als Einzellagerproben fiir Wirkungsanalysen
geeignet sind. An diese Auswahl anschliel3end soll fur die ausgewahlten Kompartimente im
Sinne einer Machbarkeitsstudie gepruft werden, ob und nach welcher methodischen
Vorgehensweise eine dauerhafte Probenahme dieser Kompartimente im Rahmen der
Routineprobenahme maglich ist. Als Endpunkt dieser Untersuchungen sollte die bestehende
Richtlinie zur Probenahme und Probenbearbeitung Brassen (KLEIN & PAuLUS 1996) in
entsprechender Weise erganzt bzw. fortgeschrieben werden (vgl. KLEIN et al. 2003).
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Untersuchungen auf Vitellogenin (Vtg) als einem relativ zuverlassigen Biomarker fur
hormonelle Wirkungen sollen dabei beispielhaft den Zugewinn an Information Gber den
stofflichen Zustand der Umwelt aufzeigen. Der Nachweis von Vtg in mannlichen Brassen,
welche diese Vorlaufersubstanz der Dotterproteine natirlicherweise nicht bilden, wird als
sicherer Hinweis auf die Anwesenheit von endokrin wirksamen Substanzen in der Umwelt
angesehen. Vtg wurde deshalb ausgewahlt, weil es zum einen vergleichsweise einfach
nachzuweisen ist, und zum anderen auch fir das Konzept der UPB einen bedeutenden
Parameter darstellt. Die Analysen werden mit Hilfe eines ELISA durchgefiihrt. Auf die
zusatzlich geplante Vtg-Analyse der Leber mittels RT-PCR wurde nach Ricksprache mit
Experten verzichtet, da die Ergebnisse der RT-PCR die ELISA-Verfahren lediglich bestatigen
bzw. ergénzen, nicht aber verbessern kdnnen. Statt dessen wurde angestrebt, die Gonaden
der bei den Probenahmen 2002 beprobten maéannlichen Individuen histologisch auf
strukturelle Veranderungen zu untersuchen. Strukturelle Veréanderungen werden in diesem
Zusammenhang als Marker fur hormonelle Wirkung bewertet.

2 Auswahl der Zielkompartimente

Da die in der Konzeption der UPB festgeschriebene Sammlung von Homogenatproben die
grol3e individuelle biologische Variabilitat innerhalb der Stichprobe nicht bertcksichtigen
kann, sind die zur Zeit vorliegenden Proben mit einem grofRen Informationsverlust behaftet
bzw. fir Wirkungsuntersuchungen nur sehr eingeschrankt bzw. nicht verwendbar.
Einzelproben werden zur Zeit lediglich zur Erfassung der Variabilitét von Stoffgehalten
innerhalb einer Population im Screening gewonnen. Um Wirkungen von Stoffen auf
Organismen und Populationen feststellen zu kénnen, muss dieses Konzept um Einzelproben
erweitert werden.

Aus diesen Voruberlegungen stellt sich die Frage, welche Kompartimente des Brassen fir
die Wirkungsuntersuchung besonders geeignet sind. Fir die Umweltprobenbank ist die
Frage nach den einzulagernden Proben bedeutsamer als die Frage der zu analysierenden
Wirkung bzw. des zu analysierenden Biomarkers (KLEIN 2003). Das bedeutet, dass als
Ausgangspunkt fir die Auswahl geeigneter Zielorgane nicht in erster Linie die Biomarker
selbst genommen werden, sondern die biologischen Systeme, die es durch Biomarker zu
reprasentieren gilt. Dieser Ansatz bietet den Vorteil, dass auch bei Weiterentwicklungen von
Biomarkern, die aufgrund der intensiven Forschungstatigkeiten in diesem Bereich zu
erwarten sind, geeignete Proben zur Verfigung stehen (KLEIN 2003). Tab. 1 gibt einen
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Uberblick tiber generell fur Biomarker-Untersuchungen geeignete Kérperkompartimente. Sie
sollen die Basis fur die Diskussion der Auswahl eines Sets an Zielkompartimenten darstellen.
Zusatzlich sind in der Tabelle die bisher vom Brassen in der Umweltprobenbank gelagerten
Zielorgane fir die chemische ,Rickstandsanalytik® aufgeflihrt sowie diejenigen, welche fir
die genetische Charakterisierung verwendet werden kénnen.

Tab. 1: Fur Biomarker-Untersuchungen und fir genetische Charakterisierung in Frage
kommende Zielkompartimente (schwarze Punkte) sowie die fir chemische
Analysen derzeit gelagerte Zielorgane (weille Punkte) vom Brassen (aus KLEIN

2003).
Leber Blut Gonaden Milz Kopfniere Muskulatur

Cytochrom-P450 °
Hormonelle Wirkung ° )
Immunitét ] o [
DNA-Schaden o
Genetische Charakt. ® ° ° o ® )
Stoffe O O

Nach KLEIN (2003) stellen v.a. Leber, Blut, Gonaden, Milz und Kopfniere Probenmaterialien
mit hohem Informationsgehalt fur die Wirkungsindikation dar. In der Folge werden diese
Kompartimente in ihrer Eignung als Lagerprobe im einzelnen kurz betrachtet.

Leber

Die Leber ist durch ihre Beteiligung an Protein-, Kohlenhydrat- und Lipidstoffwechsel das
zentrale Stoffwechselorgan. Hier werden Eiweil3e zu koérpereigenen Stoffen, wie z.B.
Hormone, Hamoglobin oder auch Vitellogenin, umgebaut. Eine weitere wichtige Aufgabe
erfullt die Leber mit der Entgiftung (z.B. auch Ammoniakentgiftung). Weiterhin ist die Leber
ein wichtiges Speicherorgan und dient in Verbindung mit der Galle auch der Exkretion von
Stoffen.

Aufgrund der zentralen Stellung im Stoffwechsel und ihrer Eigenschaft als wichtiger
Entgitungsort erscheint die Leber fur Wirkungsuntersuchungen sehr gut geeignet.
Dementsprechend hat die Zahl wirkungsbezogener Untersuchungen an der Leber in den
letzten Jahren stetig zugenommen. Dies beinhaltet neben Enzymuntersuchungen, wie
beispielsweise zum Cytochrom P-450 (LIVINGSTONE & GOLDFARB 1997, ROOS et al. 1997,
GRYMLAS 1997, FENT 1998), auch Analysen zur Wirksamkeit ausgewahlter Stoffe hinsichtlich
der Beeinflussung von DNA-Schaden und der Bildung von DNA-Addukten (SIKKA et al. 1990,
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NISHIMOTO & VARANASI 1995). Die Leber wird ebenfalls zur Bestimmung hormonell
wirksamer Substanzen zunehmend verwendet (vgl. VERSONNEN et al. 1999).

Der Verwendung der Leber als Lagerprobe fur wirkungsorientierte Untersuchungen steht zur
Zeit allerdings im Wege, dass sie in der UPB als Routineprobe verwendet wird und
dementsprechend alle sezierten Lebern vollstandig der Homogenatprobe zugefihrt werden.
Da eine Anfertigung von Leber-Einzelproben ohne Reduzierung der Homogenatprobe nicht
madglich gewesen wére, wurde auf die Auswahl der Leber als Zielkompartiment zur Zeit noch
verzichtet. Wenn somit die Leber in vorliegender Untersuchung nicht bericksichtigt wurde,
so konnte die methodische Vorgehensweise zur Probenbehandlung und -lagerung fur
wirkungsorientierte Analysen doch ausreichend geklart werden, da die in der Folge am
Beispiel der Milz erarbeiteten Aussagen zur Lagerung von Gewebeproben auch fir die
Gewinnung von Leberproben zutreffend sind.

Blut

Dem Blut kommt in allen tierischen Organismen eine zentrale Bedeutung zu. Da es als
wichtigstes Transportmedium fiir die Verteilung aller Substanzen im Koérper verantwortlich ist,
kann es fir zahlreiche Untersuchungen herangezogen werden. Dies beinhaltet sowohl
hormonelle als auch immunologische und genotoxische Untersuchungen (z.B. Plasma-
Steroid-Konzentrationen, Antikérpernachweis im Blutplasma). Blut besteht zu etwa 55% aus
eiweildreichem Plasma und zu etwa 44% aus Erythrozyten. Leukozyten und Thrombozyten
machen weniger als 1% aus. Die Aufgabe des Bluts ist die Konstanthaltung des inneren
Milieus: Neben Sauerstoff werden auch Glucose, Aminosauren und Fettsauren transportiert.
Natrium, Kalium und andere Salze regulieren die Flissigkeitsmenge und den pH-Wert. Auch
Zellen des Abwehrsystems und Substanzen, die fur die Blutstillung nétig sind, finden sich im
Blut. Steroide, Amine, Peptide und Proteine werden als Systemhormone Uber den Blutweg
zu und von den Zellen transportiert.

Das Blut wurde aufgrund seines hohen Informationsgehaltes fur die Indikation von
Wirkungen und der bisher gesammelten Erfahrungen als UPB-Probe sowohl in der
Humanprobenbank (ECKARD & MULLER 1996) als auch in der Teilbank Umweltproben
(Zusatzprojekt 2001: Umweltproben zur Untersuchung von Wirkungen in Okosystemen am
Beispiel hormonell wirksamer Substanzen) untersucht. Aufgrund guter Lagereigenschaften
wurde als Kompartiment das Blutplasma ausgewahlt (vgl. Kap. 3.4). Die methodische
Vorgehensweise zur Gewinnung einer Einzelprobe wurde in umfassenden Untersuchungen
erarbeitet und ist in Kap. 3 erlautert. Die zusammenfassende Arbeitsanleitung fur die
Probenahme von Blutplasma als Einzelprobe im Sinne der UPB ist in Kap. 5.1 dargestellt.
Zur beispielhaften Uberprifung der Qualitat einer nach diesen Methoden gewonnenen
Einzelprobe und zur Uberprufung der Eignung als Wirkungsindikator wurde Blutplasma-
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Probenahmen mit nachgeschalteter Vitellogenin-Analyse an allen im Jahr 2002 beprobten
Brassen durchgefiihrt (vgl. Kap. 7). Vtg wurde deshalb als Wirkparameter ausgewahlt, weil
es als vergleichsweise bekannter und einfach zu analysierender Marker gilt (FOLMAR et al.
1996, ARUKWE et al. 2001la, ARUKWE et al. 2001b) und aus dem o.g. im Jahr 2001
durchgefuhrten Zusatzprojekt bereits erste Informationen zu bemerkenswerten Vtg-Gehalten
in Brassen an den saarlandischen UPB-Probenahmeflachen Gildingen und Rehlingen
vorlagen.

Milz

Die Milz hat durch ihre Funktionen als Blutfilter und als Organ zur Blutspeicherung fir Blut-
und Lymphbahn eine wichtige Aufgabe in der Immunabwehr. Sie baut die Erythrozyten ab
und bildet in den Lymphknétchen ihres Gewebes neben Lymphozyten auch Antikorper
gegen Infektionskrankheiten. Insbesondere bei Fischen bieten sich Milz und Kopfniere als
hamatopoetische Systeme zur wirkungsbetrachteten Untersuchung an. In immunologischen
Tests mit Leukozyten hat sich v.a. bei Fischen die Milz als Zielorgan bewahrt (O’'HALLORAN et
al. 1998). Diese ist als wichtigster Reifungsort der Immunozellen fir die Immunitat
mitverantwortlich und findet somit haufigen Einsatz in immunologischen Tests.

Aus diesen Grinden wurde die in den Routineprobenahmen an Brassen Uublicherweise
sezierte und gewogene, anschlieRend aber verworfene Milz als Einzelprobe fir mogliche
Wirkungsuntersuchungen in die ndhere Betrachtung einbezogen. Die Vorgehensweise zur
Beprobung der Milz als Einzelprobe fiir retrospektive Analysen ist in den Kap. 4 und 5.2
dargestellt. Angemerkt werden muss hier, dass es sich bei der methodischen Vorgehens-
weise zur Einlagerung der Milz um ein allgemein fiir Gewebeproben geeignetes Verfahren
handelt. Dieses ist ohne Veradnderung auch fir die Einlagerung von Leberproben als
Lagerprobe fir Wirkungsanalysen geeignet.

Gonaden

Die Gonaden sollten als geeignete Zielorgane trotz fehlender zuverlassiger Marker aufgrund
ihrer Bedeutung fur die Fortpflanzung nicht unbericksichtigt bleiben (KLEIN 2003).
Insbesondere im Bereich der hormonellen Wirkung erscheint die Betrachtung der Gonaden
von entscheidender Bedeutung. Der Reifegrad, die Entwicklung (z.B. Gonadosomatischer
Index, GSI) und mégliche Veranderungen in der Sexualdifferenzierung stellen Marker fur die
endokrine Wirkung von Chemikalien dar. (ANKLEY et al. 1998).

Aus diesem Grund wurden bei den im Jahr 2002 durchgefiihrten Probenahmen die Gonaden
der mannlichen Tiere zuséatzlich zur Blutenthahme gesammelt. Anhand histologischer
Schnitte sollte Uberpruft werden, inwiefern strukturelle Veranderungen im Gewebe (z.B.
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Ovotestis) als Marker fir hormonelle Wirkung verwendbar sind und ob solche Phdnomene
bei den beprobten Individuen nachzuweisen sind (vgl. Kap. 8).

Aufgrund ihrer strukturellen Komplexitat erscheinen sowohl mannliche als auch weibliche
Gonaden als Lagerprobe fur die UPB ungeeignet. Da zum jetzigen Zeitpunkt dariiber hinaus
auch keine Aussagen zu sinnvollen wirkungsorientierten Analysen an langzeitgelagerten
Gonaden getroffen werden konnen, wurde die Eignung der Gonaden als individuelle
Lagerprobe im Sinne der UPB nicht empirisch tberprift.

Kopfniere

Bei vielen adulten SuRRwasserknochenfischen bildet der Pronephros die sogenannte
Kopfniere. Sie ist aber nicht mehr exkretorisch tatig, sondern bildet als lymphoides Organ
Erythrozyten und Lymphozyten und tragt somit wesentlich zur Blutreinigung bei. Diese
Aufgabe macht die Kopfniere fir wirkungsbezogene Analysen besonders interessant
(O’HALLORAN et al. 1998).

Aufgrund der Schwierigkeit der reproduzierbaren Enthahme muss zum jetzigen Zeitpunkt die
Kopfniere als Lagerprobe kritisch betrachtet werden. Dariiber hinaus erschwert der hohe
Blutanteil die Vermeidung einer Hamolysierung bei der Probenbehandlung. Der Tatsache,
dass die Kopfniere hinsichtlich ihrer Eignung fir immunologische Untersuchungen mit Milz
und Blutproben gleichzusetzen ist (KLEIN 2003), stehen somit zur Zeit noch rein praktische
Griunde fur den Einsatz als Lagerprobe entgegen.

Muskulatur

Wie aus Tab. 1 hervorgeht, ist die Muskulatur fur Wirkungsuntersuchungen nur sehr einge-
schrankt verwendbar. Aufgrund der vergleichsweise grof3en Biomasse, der somatischen
Stabilitst der DNA und der Eigenschaft, dass Muskelzellen nur wenige Substanzen
einlagern, die die Isolierung von DNA behindern wirden, eignet sich die Muskulatur
insbesondere fir DNA-Untersuchungen.

Zudem wird die Muskulatur in der UPB zur Zeit aufgrund ihrer guten Akkumulations-
eigenschaft fur fettlosliche Stoffe in Form von Homogenatproben fiir die stoffliche Belastung
herangezogen. Da allerdings lediglich die linke Muskulatur der beprobten Fische zu einer
Homogenatprobe vereinigt wird, waren fir zusatzliche Untersuchungen ausreichende
Mengen verflgbar. Die zusatzliche Beprobung von (rechter) Muskulatur fir weiterfihrende
Wirkungsanalysen oder zur Uberpriifung der Probenqualitat, stellt somit technisch keine
grolRe Schwierigkeit dar. Da im Rahmen des vorliegenden Vorhabens priméar aber auf die
Eignung der einzelnen Kompartimente zur Wirkungsindikation abgezielt werden sollte, wird
die Muskulatur nicht weiter betrachtet.
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3 Untersuchungen zur Probenahme und
Probenbearbeitung von Blutplasma als
Einzelprobe

Im Rahmen dieser Teilaufgabe wurden Voruntersuchungen durchgefiihrt, die die Grundlage
fur die Erstellung einer standard operating procedure (SOP) fur Brassenblut darstellen. In
diesen Voruntersuchungen wurde die methodische Vorgehensweise von der Betdubung des
Fisches bis zur Einlagerung geeigneter Blutproben tberprft und optimiert.

3.1 Grundlagen

Zum Zweck der Voruntersuchungen wurden am 05.-06.06.2002 an der UPB-
Probenahmeflache Rehlingen insgesamt 15 Brassen mit der Angel gefangen. Hierbei
handelte es sich um 5 M&nnchen und 10 Weibchen mit Gewichten zwischen 755-1758 g und
Gesamtlangen von 38-52 cm. Die Probenahme wurde prinzipiell nach der Richtlinie der
Umweltprobenbank des Bundes (KLEIN & PAuLUS 1996) durchgefihrt. Nach dem Fangen
wurden die Brassen in belufteten und ggf. gekihlten Fischbehdltern bis zur Einzelentnahme
transportiert und gehaltert.

3.2 Betaubung des Fisches

Durch die Untersuchungen im Rahmen des Umweltprobenbank-Zusatzprojektes
Verknipfung der Daten der Umweltprobenbank des Bundes mit Beobachtungsansatzen des
Naturschutzes — Mdéglichkeiten der Auswertung und Bewertung: Teilprojekt Umweltproben
zur Untersuchung von Wirkungen in Okosystemen am Beispiel hormonell wirksamer Sub-
stanzen; BARTEL, KLEIN & QUACK 2002) lagen bereits Kenntnisse dariiber vor, dass die
Betdubung des Fisches erheblichen Einfluss auf die Quantitdt und Qualitat einer Blutprobe
hat.

So kann die entsprechend der Richtlinie zur Probenahme und Probenbearbeitung Brassen
(KLEIN et al. 1996) durchzufuhrende Betaubung des Fisches durch Stirnschlag zu blutenden
Verletzungen — inshesondere zur Beschadigung der Kiemen — fihren. Dies bedeutet einen
hohen Blutverlust, zudem wird durch rasches Koagulieren des Blutes in Verbindung mit dem
Luftsauerstoff die Enthahme einer ausreichenden Blutmenge wesentlich behindert.
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Zur Betdubung von Fischen sind aus veterinarmedizinischen Gesichtspunkten (Dr. med. vet.
A. BRETZINGER, mindliche Mitteilung) mehrere Methoden anwendbar. Diese sollen in der
Folge hinsichtlich ihrer Vor- und Nachteile kurz abgehandelt werden.

Neben der Betdubung durch Stirnschlag, das auch in der nicht-industriellen Speisefisch-
gewinnung nach wie vor das gebréauchlichste Verfahren darstellt, haben sich in den letzten
Jahren vor allem chemische Narkotika auf Basis der Etherpréparate als geeignet erwiesen.
Fur den Zweck der UPB spielen hierbei allerdings zwei Faktoren eine entscheidende Rolle:

= Bei den wenigsten Praparaten handelt es sich um chemische Reinsubstanzen sondern
um Gemische. Inwiefern die darin enthaltenen Substanzen von dem Fisch aufgenommen
und inkorporiert werden, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht bestimmt werden.
Dementsprechend konnten Rickstande dieser Substanzen in den Homogenaten
nachweisbar werden bzw. Konzentrationen gemessener Substanzen verandern.

= Darlber hinaus handelt es sich um nicht zugelassene Substanzen, die in Abh&ngigkeit
von der Grol3e des Fisches in unterschiedlich konzentrierten Wasserb&adern angesetzt
werden muissten. Somit muss diese Art der Betdubung auch aus pragmatischen
Gesichtspunkten abgelehnt werden.

Die ansonsten in der Fischwirtschaft ebenfalls erfolgreich angewandte Methode der
Betaubung durch CO,-Begasung scheidet bei Cypriniden aus, da diese einen — bisher noch
nicht ndher bekannten — Abwehrmechanismus entwickelt haben (BRETZINGER, mindl.
Mitteilung).

Ein weiteres in der industriellen Speisefischgewinnung gebrauchliches Verfahren ist die
Methode der elektrischen Durchstromung. Hierbei handelt es sich um ein leicht
durchfuhrbares Verfahren, bei dem mittels 50V-Niederspannungsgeraten die elektrische
Spannung in einem Wasserbad flieRend erhoht wird. Die Anwendung von Gleichstrom stellt
die vergleichsweise schonendste Betaubungsart dar. Innere Blutungen kdnnen weitest-
gehend ausgeschlossen werden.

GemalR der hier erlauterten Vorgaben wurde nach Absprache mit dem o.g. Experten die
Methode der elektrischen Durchstromung als die zur Erreichung der o.g. Ziele am
geeignetsten ausgewabhilt.

Mit Hilfe des zur Betaubung der Fische verwendeten Gerdtes BE 300 (Firma Grassl,
Schonau) werden die Fische in zwei Schritten betdubt: In der Vorbetdubungsphase wird die
Spannung an den Elektroden im Behdlter von 0 auf 160 Volt erhéht. Hierbei wird reiner
Gleichstrom verwendet, der lediglich gegen Ende dieser Phase in pulsierender Gleichstrom
umgesetzt wird. In der sich anschlielenden Hauptbetdaubungsphase wird die Endspannung
entsprechend den Vorgaben der Zeitregler gehalten. Neben der Tatsache, dass innere
Blutungen weitestgehend ausgeschlossen werden kdnnen, tritt durch dieses Verfahren auch
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tatsachlich lediglich eine Betaubung des Fisches ein, d.h. ein Herzstillstand kann vermieden
werden. Dies ist insbesondere in dem Zusammenhang mit der Blutentnahme wichtig, weil
durch den noch aktiven Blutkreislauf zuséatzlich Blut in die Kantle gepumpt wird.

Es muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass die exakte Einstellung des Gerates von
folgenden Faktoren abhéngig ist:

= |n Abhangigkeit von der GroéRRe des Fisches variiert die Strom-Leitfahigkeit in der Box. Je
groBer der Fisch, desto hoher ist die Stromstarke. Dementsprechend muss die
Betdaubung sanfter erfolgen, d.h. in diesem Fall muss die Umstellung auf pulsierenden
Gleichstrom spéater erfolgen.

= Darlber hinaus ist die Betdubungsleistung auch abhangig von der Wasserleitfahigkeit.
Da als Medium ausschlief3lich Habitatwasser verwendet wird, sind Unterschiede in der
Leitfahigkeit moglich, die durch Verdnderung der Gerateparameter (z.B. Zeitpunkt des
Umstellens auf pulsierenden Gleichstrom, Dauer der Phasen) unter Umstanden
spezifisch angepasst werden missen.

3.3 Blutentnahme

Um zum Zwecke von Wirkungsanalysen Blut zu gewinnen, empfiehlt sich die Verwendung
von Blut, das direkt dem Blutkreislauf entnommen wird. Die richtliniengemaRe Offnung der
Bauchhohle fuhrt zu hohen Blutverlusten. Das nach Kontakt mit Laborluft unmittelbar
koagulierende Vollblut verhindert aul3erdem durch Verstopfung der handelsiblichen Kantlen
eine fehlerfreie Blutenthahme. So konnte bereits im Vorlauferprojekt empirisch ermittelt
werden, dass durch einen durch den Kiemenraum geflhrten Herzstich auf3ere und innere
Verletzungen minimiert werden kénnen. Dariber hinaus kénnen durch diese Methode
ausreichende Mengen von Vollblut garantiert werden. Zur Blutenthnahme sind v.a. aus dem
medizinischen Bereich mittlerweile zahlreiche Systeme etabliert, die sich durch ein
geschlossenes Blutenthahmesystem auszeichnen. Sie zeichnen sich dadurch aus, dass das
Vollblut mittels einer feinen Metallkanile in ein durch eine Membran verschlossenes
Probengefal? (i.d.F. Monovette) tberfihrt wird. In diesem Zusammenhang musste deswegen
lediglich geklart werden, welche Kombination von Kapillare und Monovette fir die
Anwendung zur Blutentnahme beim Brassen am geeignetsten ist.
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Abb. 1: Prinzip des geschlossenen Blutentnahmesystems mittels S-Monovetten®
(Sarstedt, Nimbrecht)
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Es konnte festgestellt werden, dass durch die Verwendung einer méglichst groRen Kanile
(@ = 0,9 mm) die Zerstérung von Leuko- und Erythrozyten durch Scherkrafte an der
Kanulenspitze weitestgehend vermieden werden kann. Mit nur unwesentlich didnneren
Kanulen (@ = 0,8 mm) erfolgte aufgrund ausgepragterer Scherkréfte haufiger eine
Zerstbrung der Blutzellen, die zu einer deutlichen Verfarbung der nach Zentrifugation
erhaltenen Plasmen fuhrten.

Abb. 2: Anatomie des Brassen - Die Lage des Herzens ist mit dem Pfeil gekennzeichnet
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Daruber hinaus kann bei der Blutentnahme unter Umstanden zusétzlich die im
Kiemenbereich befindliche Labor- bzw. Raumluft aufgenommen werden. Durch Eintritt von
Luft in die Monovette wahrend der Probenahme wirken Reibungskréfte, die zur Zerstérung
von Leuko- und Erythrozyten fiihren. Die dadurch bedingte Beeintrachtigung der Probe kann
minimiert werden, wenn mehrere, moglichst kleinvolumige Probengefalie nacheinander an
die in das Herz reichende Kanule angeschlossen werden. Der Austausch der Monovetten ist
durch das System der 3-Nocken-Arretierung der S-Monovetten® problemlos moglich. Die
Auswahl der am wenigsten beeinflussten Proben kann nach Zentrifugation und optischer
Begutachtung der Plasmen erfolgen.

.

Abb. 3: Blutentnahme mittels Herzstich durch die Kiemenwand

Fur Wirkungsanalysen sind aufgrund der heutigen Analysemethoden meist minimale
Mengen ausreichend. Mit Hilfe der hier definierten Methode ist es ohne Probleme mdglich,
auch mehr als die minimal zu fordernden 2 ml Vollblut zu extrahieren. Im Rahmen des
Vorlauferprojektes ,Umweltproben zur Untersuchung von Wirkungen in Okosystemen am
Beispiel hormonell wirksamer Substanzen“ (BARTEL et al. 2002) wurde mit dieser Methode
bereits an 94 Brassen, die nach der Richtlinie zur Probenahme und Probenbarbeitung
Brassen (KLEIN et al. 1996) gewonnen wurden und deshalb vergleichbare GrofRen
aufwiesen, Vollblutproben gewonnen. In Abb. 4 sind die gewonnenen Blutmengen
dargestellt. Es wird deutlich, dass in allen Fallen ausreichende und in den meisten Fallen
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weit dartber hinaus gehende Blutmengen gewonnen werden konnten. Bei den im Rahmen
dieser Untersuchung beprobten Brassen konnten mit Hilfe dieser Methode durchschnittlich
10 ml und maximal bis zu 22 ml Vollblut (weibliches Tier, Kérpergewicht 1231 g) gewonnen
werden.

Blutmenge [ml]
A e e e e e

104

N= 8 16 16 15 15 14 10
Hanw eiler Gudingen Fraulautern Trier
Kleinblittersdorf Burbach Rehlingen

Abb. 4: Blutmenge pro Individuum der in der Saar und Mosel untersuchten mannlichen
Brassen (Median, Perzentile nach SPSS) (aus BARTEL et al. 2002)

Entsprechend den oben beschriebenen Erfahrungen wurden folgenden Materialien fur die
Blutentnahme als geeignet ausgewahlt und fir die Probenahme verwendet:

= S-Monovetten® (Sarstedt, Numbrecht; 2,6 ml, @ = 13 mm, 65 mm Lange; Bestell-Nr.
04.1906.001 bzw. 04.1907.001)

= Kanile (Sarstedt, Numbrecht; steril, einzeln verpackt, @ = 0,9 mm, 38 mm L&nge;
Bestell-Nr. 85.1160)
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3.4 Kompartimentauswabhl

Vollblut besteht zu etwa 55% aus eiwei3reichem Plasma und zu etwa 44% aus Erythrozyten.
Leukozyten und Thrombozyten machen weniger als 1% aus. Die Aufgabe des Bluts ist die
Konstanthaltung des inneren Milieus: Neben Sauerstoff werden auch Glucose, Aminosauren
und Fettsduren transportiert. Natrium, Kalium und andere Salze regulieren die
Flussigkeitsmenge und den pH-Wert. Auch Zellen und Stoffe des Abwehrsystems sowie
Substanzen, die fur die Blutstillung nétig sind, finden sich im Blut. Hormone, chemische
Botenstoffe, und Abfallprodukte, wie z.B. Kohlendioxid, werden tber den Blutweg zu und von

den Zellen transportiert.

Die Bedeutung der einzelnen Kompartimente fur Fragen der Wirkungsindikation sind
allerdings sehr unterschiedlich. Die festen Bestandteile des Blutes, die Blutzellen (Erythro-,
Leuko- und Thrombozyten), sind kerntragende Korperzellen, die beispielsweise zur
Untersuchung genotoxischer Wirkungen, wie zum Beispiel dem Nachweis von Mikrokernen,
geeignet sind. Beispielhaft genannt werden kann hier die Bestimmung genotoxischer
Wirkungen anhand von DNA-Strangbrichen in Erythrozyten (sog. Comet-Assay) (vgl.
KAMMANN 1997, hier auch: ANDERSON et al. 1994, KAMMANN 1998, COTELLE & FERARD 1999,
GLOS et al. 2000, NEHLS & SEGNER 2001, FLAMMARION et al. 2002). Fiur die Zwecke der
Umweltprobenbank, der Einlagerung und retrospektiven Analyse, erscheinen sie allerdings
hinsichtlich der Probenbearbeitung und Lagerfahigkeit problematisch. Die Methoden zur
Lagerung von Blutzellen in der Transfusionsmedizin bzw. in Blutbanken beschrénken sich
auf die Lagerung von Erythrozyten fiir maximal sechs Wochen bzw. von Thrombozyten und
Leukozyten fur maximal funf Tage. Erythrozyten werden hierbei zur Vermeidung von
Thromben in einem schuttelfreiem Kuihlschrank bei 4°C gelagert. Im Gegensatz dazu
miissen Thrombozyten und Leukozyten in Gasaustauschbeutel auf Schiittelwaagen gelagert
werden. Alle Blutzellen sind hierbei aus ihrem eigentlichen Medium extrahiert und befinden
sich in speziellen Ldsungen. Aufgrund der Problematik der Zerstérung der Zellen durch
Eiskristallbildung werden die Proben nicht eingefroren. Der Auftauprozess wirde zu einer
Hamolysierung, zum Freisetzen von Hamoglobin, fuhren, was die Probe nachhaltig

beeintrachtigt (sog. hamolytische Probe).

Das Blutplasma macht mengenmaRig den grof3ten Teil des Blutes aus und ist als fllssiger
Bestandteil des Blutes fir den Transport zahlreicher Komponenten, wie Fette, Hormone und
EiweiRe, verantwortlich. Als Inhaltsstoffe besonders erwahnenswert sind das mengenmaRig
wichtigste Plasmaeiweif3 Albumin, die Lipoproteine und die Immunglobuline, die zusammen
mit den weiRen Blutkérperchen eine wichtige Rolle in der Immunabwehr spielen. Beim
Blutplasma handelt es sich um den technisch am einfachsten handhabbaren Bestandteil des

Blutes. Es wird in der Medizin fur zahlreiche Analysen verwendet: Prinzipiell ist tiefgefrorenes
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Plasma — genauso wie Serum — fur alle immunologischen sowie hormonellen Unter-
suchungen geeignet. Zudem kann das Plasma vergleichsweise einfach Uber Zentrifugation
aus Vollblut gewonnen werden. Da es zu etwa 91% aus Wasser besteht ist das Plasma auch
hinsichtlich der Einlagerung in die Kihlsysteme der UPB unproblematisch. In den o.g.
medizinischen Blutbanken erfolgt die Lagerung von Plasma aus Kapazitatsgrinden bei -
40°C. Aufgrund der Gefahr des Protein- und Enzymabbaus bzw. der Verkeimung und eines
moglichen negativen RNAse-Einflusses erfolgt die Lagerung menschlicher Blutplasmen fur

maximal ein Jahr.

Blutserum wurde in dieser Untersuchung nicht beriicksichtigt, da es sich von Blutplasma
lediglich durch die Tatsache unterscheidet, dass ihm durch Koagulation Fibrin entzogen
wurde, technisch allerdings schwieriger zu gewinnen ist. Dies gilt insbesondere vor dem
Hintergrund, dass in Abhangigkeit vom bisher ungeklarten Sedimentationsverhalten von
Fisch-Erythrozyten die Menge der Probe deutlich eingeschrankt sein kann und deswegen die

Methode nicht sicher standardisierbar ist.

Aus diesen Griunden wurde das Blutplasma als fur Wirkungsuntersuchungen an Brassen
geeignetes Zielkompartiment ausgewahlt. Die Auswahl von Blutplasma als Probe erfolgte
u.a. auch aufgrund der umfangreichen Erfahrungen und Einsatzmdglichkeiten von Plasma
aus dem humanmedizinischen Bereich der Umweltprobenbank (vgl. Verfahrensrichtlinie zur
Probenahme und Probenbearbeitung Vollblut bzw. Blutplasma, ECKARD & MULLER 1996). Die
Gewinnung von Blutplasma erfolgt nach der (blichen Methode mittels 10-mindtiger
Zentrifugation mit 3000 U/min bei 2°C.

3.5 Zusatzstoffe

Aufgrund der Eigenschaft des Blutes in Verbindung mit Luftsauerstoff rasch zu koagulieren,
musste im Rahmen dieser Untersuchungen geprift werden, ob und welche Zusatzstoffe fur
die Einlagerung zugesetzt werden missen, um eine veranderungsfrei lagerfahige Probe zu
gewahrleisten. Des Weiteren wurde in diesem Zusammenhang geprift, inwiefern auf fur
bestimmte Fragstellungen notwendige und (Ubliche Zusatzstoffe, wie beispielsweise
Proteinasehemmer, durch die direkte Einlagerung uber LIN verzichtet werden kann.
Grundlegende Pramisse hierbei war, dass weitestgehend auf die Verwendung von
Zusatzstoffen verzichtet werden sollte, um im Sinne der UPB eine moglichst
veranderungsfreie und qualitativ hochwertige Probe zu erhalten.
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3.51 Antikoagulanz

Der Zusatz von Blutgerinnungshemmern ist unabdingbar, da das Vollblut unmittelbar nach
Kontakt mit der Labor- bzw. Raumluft koaguliert und koaguliertes Blut fir weitere Analysen
nicht mehr verwendbar ist.

Prinzipiell stehen mehrere Substanzen zur Verfigung, die Blutproben (zur Gewinnung von
Blutplasma bzw. zur Untersuchung der Blutzellen) oder Blutkonserven ungerinnbar machen.
Hierbei unterscheidet man Substanzen aus der Gruppe der Heparinoide oder Substanzen,
die Calcium-lonen binden, wie Citrat, EDTA, Fluoride und Oxalat.

In der Transfusionsmedizin werden Blutproben meist mit Citrat als Gerinnungshemmer
versetzt. Dieses wird, nachdem das Blut dem Empfanger tbertragen wurde, im Gegensatz
zu den anderen Substanzen im Korper wieder abgebaut. In der labortechnischen
Anwendung wird allerdings haufiger EDTA (Ethylene Diamine Tetra-Acetate, Ethylen-
diamintetraessigsaure) als Gerinnungshemmer eingesetzt. Da zur Verflissigung des Blutes
aber vergleichsweise groRe Mengen an EDTA eingesetzt werden muissen, tritt bei geringen
Blutmengen ein zu grofRer Verdinnungseffekt ein. Dies erscheint insbesondere vor dem
Hintergrund, dass fur Wirkungsanalysen minimale Probenmengen ausreichend sind, als
unangebracht.

In den letzten Jahren hat sich in der klinischen Analytik zunehmend Heparin als
Antikoagulanz durchgesetzt. Es handelt sich um ein sulfatgruppenhaltiges, wasserlosliches,
rechtsdrehendes Glykosaminoglykan aus Glucosamin- u. Glucuronsaure- bzw. lduronséaure-
resten (Molekulargewicht ca. 16000 g/mol), das als Polyanion mit basischen Polypeptiden
bzw. Proteinen Komplexe bildet (vgl. Abb. 5). Im Blutplasma bindet Heparin an Antithrombin
Il und macht aus diesem sog. Progressivinhibitor einen ,Sofortinhibitor-Komplex“, der auf die
Blutgerinnung wirksam wird. Es ist in handelsublichen S-Monovetten® (Sarstedt, NUmbrecht)
in zwei verschiedenen Préaparierungen (10-30 |.E./ ml Vollblut) enthalten (Heparin-Gel und
Heparin in Kugelform). Das Heparin ist hierbei auf Kunststoffgranulat aufgebracht, welches
aufgrund seiner Dichte beim Zentrifugieren eine Trennschicht zwischen Plasma und
korpuskularen Bestandteilen bildet. Aus Heparinplasma kénnen nach Angaben der Hersteller
fast alle klinisch-chemischen Parameter bestimmt werden.

CH,OH COOH CH,0S0.H CH,0S0,H
0 I —o 0
COOH COOH
ANOH OH OH 1 0K oso.H A QX on OH
OH NH OH I':IH ' 0S0.H NH
COCH, S0,H S0,H

Abb. 5: Strukturformel von Heparin
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Die zwei beschriebenen Formulierungen, Lithium-Heparin-Gel und Lithium-Heparin-
Kigelchen, werden vom Hersteller als je nach Fragestellung unterschiedlich geeignet
eingestuft. Zur Uberprufung der Eignung der beiden Formen wurden deshalb an drei
mannlichen und zwei weiblichen Fischen Vtg-Analysen mittels ELISA durchgefihrt, mit deren
Hilfe dargestellt werden sollte, ob die Wahl der Heparinform einen Einfluss auf die Vtg-
Konzentration im untersuchten Individuum hat. Dazu wurde entsprechend der zuvor
beschriebenen Methode aus frisch geangelten Brassen Blutplasma gewonnen und in jeweils
sechs bis acht Aliquoten Vtg nach der in Kap. 7.2 beschriebenen Methode analysiert.

Bei der Betrachtung der Vtg-Konzentrationen der mannlichen Proben kann kein Einfluss der
Darreichungsform untersucht werden, da nur an einem Mannchen beide Verfahren getestet
werden konnten (vgl. Abb. 6). Bei den Weibchen, deren Vtg-Konzentration deutlich héher ist,
sind von vorneherein gréRere Schwankungen zwischen Parallelbeprobungen zu erwarten.
Mit der Technik der Heparin-Kiigelchen wurden héhere Konzentrationen erhalten (vgl. Abb.
7), was aber aufgrund der StichprobengréRe und des semiquantitativen Charakters des
ELISA nicht Gberbewertet werden sollte.

Vg [pg/mi]
60,0 === —
40,0
30,0
20,0
[ ] Fischnr. 11
10,0
|:| Fisch Nr. 13
0,0 — B Fisch Nr. 14
N= 8 6 8 8
Heparin-Gel Heparin-Kugelchen
Abb. 6: Abhéangigkeit der mittels ELISA gemessenen Vtg-Konzentration von der Heparin-

Darreichungsform in ménnlichen Brassen
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Die gewonnenen Ergebnisse lassen somit keine Rlckschlisse auf eine bessere Eignung
einer bestimmten Formulierung zu. Da die Monovetten mit Lithium-Heparin-Kigelchen
(Sarstedt, NuUmbrecht, Best.-Nr. 04.1906.001) aufgrund eines leicht anderen Zentrifugations-
verhaltens einfacher handhabbar sind, was das fehlerfreie Abpipettieren der Blutplasmen
nach Zentrifugation erleichtert, wird ihre Verwendung empfohlen

Vg [ug/ml]
BO00 === == == mm e m o
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2000 | - ===

1000
|:| Fisch Nr. 2
0 B FischNr. 6
N= 8 8 8 8
Heparin-Gel Heparin-Kigelchen
Abb. 7: Abhangigkeit der mittels ELISA gemessenen Vtg-Konzentration von der Heparin-

Darreichungsform in weiblichen Brassen

35.2 Proteinaseinhibitor

In einem weiteren Schritt sollte Uberprift werden, inwiefern auf Ublicherweise verwendete
spezielle Zusatzstoffe zur Hemmung des Proteinabbaus verzichtet werden kann, wenn die
frisch gewonnenen Proben unmittelbar nach der Aufarbeitung tber LIN eingelagert werden.
Dies wurde ebenfalls am Beispiel der Leitsubstanz Vitellogenin durchgefihrt. Bei Vitg-
Analysen in Blutproben wird Ublicherweise Aprotinin, ein aus 58 Polypeptiden
zusammengesetzter Proteinasehemmer, als Zusatzstoff zugesetzt. Es zahlt zu den
eiweil3spaltenden Enzymen (proteolytische Hydrolasen, Endopeptidasen i.e.S.), die nach

ihrem Wirkungsmechanismus unterschieden werden.
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Von den o.g. drei mannlichen und zwei weiblichen Brassen wurden jeweils zwei weitere
Vollblutproben gewonnen, von denen jeweils eine mit 1mg/ml Aprotinin (SIGMA, Steinheim;
4 TIU/mg) versetzt wurde. Die Proben wurden nach 1-stindiger Lagerung bei 4°C
zentrifugiert (3000 U/min, 2°C), die Plasmen abpipettiert und in 1,5 ml Eppendorf-Gefale
dberfiihrt. Die Proben wurden bis zum Assay (vgl. Kap. 7.3) uber LIN gelagert.

Bei den drei untersuchten Mannchen konnte keine Unterschiede in der Vtg-Konzentration mit
oder ohne Aprotinin nachgewiesen werden (vgl. Abb. 8). Bei den Weibchen ergab die
Anwendung des Verfahrens ohne Aprotinin sogar leicht hohere Werte, die aber aufgrund des
semiguantitativen Charakters des ELISA nicht Uberbewertet werden dirfen (vgl. Abb. 9).
Nach diesen Ergebnissen muss geschlossen werden, dass kein Effekt nachzuweisen ist und
somit wahrend der Laborarbeiten kein Abbau von Vtg stattgefunden haben kann. Da bei der
Probenahme LIN mitgeflihrt wird und deshalb die Bearbeitungszeitraume bis zur Tiefkiihlung
der Proben nicht langer sind als in diesem Laborversuch, ist bei der Probenahme ebenfalls
nicht von einem Proteinabbau auszugehen. Aus diesem Grund wird auf den Zusatz von
Aprotinin und anderer Proteinaseinhibitoren verzichtet.
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mit Aprotinin ohne Aprotinin
Abb. 8: Abhangigkeit der mittels ELISA gemessenen Vtg-Konzentration vom Zusatz von

Aprotinin im Blut mannlicher Brassen
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Abb. 9: Abhangigkeit der mittels ELISA gemessenen Vtg-Konzentration vom Zusatz von

Aprotinin im Blut weiblicher Brassen

3.6 Probenbehandlung und -lagerung

Die Lagerung von Blutplasma ist aufgrund des hohen Wasseranteils prinzipiell unproble-
matisch. Im Gegensatz zu Vollblutproben bedarf es hierbei keiner aufwandigen Apparatur,
sondern die Proben kdnnen zur veranderungsfreien Lagerung ohne weitere Schwierigkeiten
uber LIN Uberfuhrt werden.

Zur Absicherung dieser Annahme wurden an den bereits beschriebenen drei mannlichen und
zwei weiblichen Brassen der Einfluss der Einfriertechnik auf die Vtg-Konzentration im
Blutplasma uUberprift. Hierbei wurden die Vtg-Gehalte von direkt tber LIN eingefrorenen
Plasmen mit solchen verglichen, die Gber 24 Stunden bei -20°C vorgefroren wurden, ehe sie
Uber LIN Uberfiihrt wurden. Bei dieser Vorgehensweise handelt es sich um ein (bliches
Verfahren zum schonenden Tieffrieren von Zellen, Zellkulturen und Geweben (vgl. z.B.
HENGSTLER et al. 2000a, HENGSTLER et al. 2000b). Es konnte in beiden Fallen kein Einfluss
der Einfriertechnik auf die Vitg-Konzentrationen der Plasmen nachgewiesen werden (vgl.
Abb. 10 und Abb. 11). Das von HENGSTLER et al. (2000) beschriebene Verfahren, nachdem
die Proben zuerst fur 1-24 h bei -20°C eingelagert wurden und dann Uber LIN Uberfuhrt
wurden, erbrachte keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur direkten Einlagerung in
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der LIN-Gasphase. Da bei der Probenahme LIN zur Verflgung steht, wird die bewahrte
Methode des direkten Tieffrierens tUber LIN préaferiert und empfohlen.

Vtg [ug/ml]
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direkt Uber LIN 24 h bei -20°C

Abb. 10: Einfluss der Einfriertechnik auf die mittels ELISA gemessenen Vtg-Konzentration
im Blut mannlicher Brassen
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Abb. 11: Einfluss der Einfriertechnik auf die mittels ELISA gemessenen Vtg-Konzentration
im Blut weiblicher Brassen

4 Untersuchungen zur Probenahme und
Probenbearbeitung Milz als Einzelprobe

4.1 Grundlagen

Wie in Kap. 2 dargestellt, wurde die Milz als Vertreter der Gewebe ausgewahlt. Ziel der
eingelagerten Milzproben soll sein, zum einen eine strukturell einwandfreie Gewebeprobe,
zum anderen aber auch eine Probe zu erhalten, in der nach dem Auftauen Enzymaktivitaten
oder sonstige Parameter (z.B. Phagocytose-Aktivitat von Blutzellen) nachweisbar sind.

Diese Zielsetzung erfordert ein besonderes Handling der Probe, das in der Folge
beschrieben wird. Auf die Durchfiihrung praktischer Untersuchungen hierzu konnte aufgrund
umfassender Voruntersuchungen aus dem humanmedizinischen Bereich verzichtet werden.

Die methodische Vorgehensweise zur kryotechnischen Einlagerung von Zellen, Zellkulturen
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und Gewebekulturen ist umfassend verdoffentlicht (DI MAIO & SHILLITO 1989, MASTERS 2000,
SHORE & RADWAY 2000, LINDL 2002).

4.2 Entnahme der Milz

Zur Entnahme der Milz mussten keine eigenen Untersuchungen durchgefiihrt werden, da die
richtliniengeméfRe Sektion des Fisches die Milz bereits beinhaltet. Aufgrund der
methodischen Vorgehensweise unter Clean-Bench-Bedingungen erflllt die nach dieser
Methode gewonnene Probe auch alle Anforderungen fir weiterfilhrende wirkungsbasierte
Untersuchungen.

Die Entnahme der Milz erfolgt entsprechend der Richtlinie zur Probenahme und
Probenbearbeitung Brassen (KLEIN et al. 1996) durch Sektion. Nach dem richtliniengemafen
Wiegen der Milzprobe wird sie, wie in Kap. 4.3 beschrieben, weiter behandelt.

4.3 Probenbehandlung und -lagerung

Die Weiterbearbeitung und Einlagerung der Milzprobe soll unter der Pramisse erfolgen, dass
nach Einfrieren und erneutem Auftauen der Probe ein Erhalt des Zellgewebes und mégliche
enzymatischen Aktivitdten weiterhin gegeben sind. Dies stellt aber einen sehr sensiblen
Bereich dar, da beispielsweise die membrangebundenen Enzyme leicht durch die Dauer und
Art der Lagerung inaktiviert werden kénnen. Das zerstorungsfreie Einfrieren und Auftauen
erfordert deswegen ein bestimmtes Handling, ein bestimmtes Timing, Zusatzstoffe und ein
speziell definiertes Nahrmedium. Da zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht definiert sein kann ist,
welche (Wirkungs-)Untersuchungen mit den Milzproben erfolgen sollen, missen die Proben
nach einem allgemeingiltigen Schema behandelt werden, das aus mehreren geeigneten
Verfahren ausgewahlt wurde und in der Folge beschrieben wird.

Die Milzproben wurden im Anschluss an die Sektion entsprechend den Vorgaben zur
Gewinnung von Gewebe- und Zellproben nach SHORE & RADWAY (2000) in PBS-Puffer
gewaschen, um Blutreste zu entfernen. Hierbei handelte es sich um D-PBS, Dulbecco’s
phosphatgepufferte Kochsalzlosung (1x) flissig (GIBCO, Karlsruhe; Best.-Nr. 14190-094),
ohne Calcium, ohne Magnesium, und ohne Natriumbicarbonat. Die in Tab. 2 angegebenen
Formulierungen entsprechen denjenigen, die in der Literatur aufgefiihrt sind. Einzelne
Bestandteile koénnen jedoch in den produzierten Chargen je nach Verfugbarkeit der
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verschiedenen Rohstoffe durch die hydrathaltigen oder wasserfreien Formen und durch die

freien Basen oder Hydrochloridformen substituiert werden.

Tab. 2: Formulierung von Dulbecco’s Phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) (GIBCO,
Karlsruhe)
Anorganische Salze gll
CaCl, (anhydr.) -
CaCl,*2H,0 -
KCI 0,20
KH,PO, 0,20
MgCl, (anhydr.) -
MgCl,*6H,0 -
NaCl 8,00
Na,HPO, 1,15
Na,HPO,*7H,0 -
D-Glucose -

Sodiumpyruvat -

Nach Reinigung des Gewebes wurde die Probe in eine Lagerlésung uberfuhrt, die mehrere

Eigenschaften vereint. Sie schiitzt zum einen vor Kristallbildung und ermdglicht somit den

Erhalt der Gewebestruktur. Zum anderen ermoglicht das darin enthaltene Nahrmedium auch

nach dem Auftauen den Erhalt enzymatischer Aktivitaten.

Diese Kulturmedien werden in der Zellbiologie vielfach eingesetzt und sind bestens etabliert.

Die hier verwendete Losung richtet sich nach den Vorgaben von SHORE & RADWAY (2000).

Dementsprechend wurde die Lagerlésung in Form einer 10%igen DMSO-L6sung wie folgt

zusammengesetzt:

Dimethylsulfoxid (DMSO) (ROTH, Karlsruhe; Best.-Nr. 4720.1), Rotipuran® =99,5%, p.a.
DMSO verhindert als Schutzsubstanz die Kristallbildung innerhalb und aul3erhalb der
Zelle sowie die partielle Dehydration des Cytoplasmas, indem es das Zellwasser ersetzt
und bindet.

Fotales Rinderserum (EG zugelassen, Siudamerika), (GIBCO, Karlsruhe; Best.-Nr.
10270-106); vom Hersteller auf Viren und Mycoplasmen getestet. Die Gewinnung des
Vollbluts erfolgt durch Herzpunktion der Féten. Nach Gerinnung werden die Seren durch
Zentrifugation vom Blutkuchen abgetrennt, vereinigt, durch einen 0,1 um Sterilfilter filtriert
und tiefgefroren. Alle weiterverarbeitenden Schritte werden in Raumen mit HEPA-
gefilterter unter Uberdruck stehender Luft (Laminarluftstrom-Kabinette der Klasse 100)
durchgefiihrt (evtl. Qualitatskontrolle und Mikrobiologische Tests bzw. Virustests). Das
Serum liefert u.a. Bindungsproteine und zahlreiche zur Synthese benétigten Amino-
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sauren, anorganische Salze und Spurenelemente sowie Puffer- und Neutralisations-

systeme (LINDL 2002).

= Kklassisches Zellkulturmedium RPMI 1640 Medium (1x) flissig (mit L-Glutamin) (GIBCO,
Karlsruhe; Best.-Nr. 21875-034). Die in Tab. 3 aufgefiihrten Formulierungen sind typisch

und entsprechen den Literaturangaben (vgl. MOORE et al. 1967). Je nach Verfligbarkeit

der Ausgangsmaterialien kdnnen jedoch in den produzierten Chargen die hydrierten

gegen die wasserfreien Salze sowie die freien Basen gegen ihre Salze ausgetauscht

werden.

Tab. 3: Formulierung des RPMI 1640 Mediums (GIBCO, Karslruhe)
Anorganische Salze mg/I Aminosauren mg/l
Ca(NO3),*4H,0 100,00 L-Arginin*HCI 240,00
KCI 400,00 L-Asparagin (freie Base) 50,00
MgSO, (anhyd.) -- L-Asparaginsaure 20,00
MgSO,*7H,0 100,00 L-Cystin 50,00
NacCl 6000,00 L-Cystin*2HCI --
NaHCO; 2000,00 L-Glutaminsaure 20,00
Na,HPO, (anhyd.) 800,00 L-Glutamin 300,00
andere Komponenten mg/l Glycin 10,00
D-Glukose 2000,00 L-Histidin (freie Base) 15,00
Glutathion (reduziert) 1,00 L-Hydroxyprolin 20,00
HEPES -- L-Isoleucin 50,00
Phenolrot 5,00 L-Leucin 50,00
Vitamine mg/l L-Lysin*HCI 40,00
D-Biotin 0,20 L-Methionin 15,00
D-Ca Pantothenat 0,30 L-Phenylalanin 15,00
Cholinchlorid 3,00 L-Prolin 20,00
Folsaure 1,00 L-Serin 30,00
i-Inositol 35,00 L-Threonin 20,00
Nikotinamid 1,00 L-Tryptophan 5,00
Para-Aminobenzoesaure 1,00 L-Tyrosin 20,00
Pyridoxal*HCI 1,00 L-Tyrosin (Di-Natrium-Salz) --
Riboflavin 0,20 L-Valin 20,00
Thiamin*HCI 1,00
Vitamin B, 0,005

Entsprechend den Angaben von FORLIN & ANDERSSON (1985) zu Leberproben von

Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) wurde darauf geachtet, dass die mit PBS

gewaschenen Proben schwerer als 1 g direkt nach der Sektion in mehrere gleichgrof3e

Stiicke aufgeteilt wurden, um ein schnelles Durchfrieren der Proben zu garantieren. In deren

Versuchen zeigte sich, dass zu lange Lagerung der frischen Proben tber Trockeneis zu
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einem erheblichen Verlust der Cytochrom-Aktivitaten fihrte. Den weiteren Ergebnissen, dass
isolierte Mikrosomen nicht ohne Verlust der Enzymaktivitdten bei -80°C gelagert werden
kénnen, sondern nur dann ihre Integritat diesbeziglich bewahren, wenn sie zusatzlich mit
20% Glycerol versetzt werden, wurde durch die Zusammensetzung des Lagermediums
Rechnung getragen: 10% DMSO-L6sung, 10% Foétales Rinderserum, 80% Zellkulturmedium.
Diese Zusammensetzung gewahrleistet den Erhalt der Gewebestruktur auch nach dem
Auftauprozess (SHORE & RADwWAY 2000), da durch Tieffrieren und Auftauen die
Membranstruktur des Gewebes verandert wird. Dle Zerstdrung der Zellen aufert sich haufig
auch in einer Verringerung der Enzymaktivitat. Die Wirkung des Cryoprotektors DMSO
beruht in diesem Zusammenhang darauf, dass durch die Vermengung mit der
Gewebeflissigkeit eine Eiskristallbildung und die dadurch bedingte Zerstérung des Gewebes
weitestgehend vermieden werden kann. Auf die weiteren Forderungen von MONOD &
VINDIMIAN (1991), die Proben unmittelbar nach Sektion zu homogenisieren, wurde wegen
des dadurch bedingten Verlustes der strukturellen Informationen verzichtet.

Wie oben bereits erwahnt, kann zu schnelles Einfrieren zur Bildung von Eiskristallen in der
Zelle fuhren und somit die Zerstérung von Organellen und der Cytoplasmamembran zur
Folge haben. Die Eiskristallbildung ist hierbei abh&ngig von der Geschwindigkeit des
Temperaturabfalles, der tiefsten erreichten Temperatur, der Dauer der Tiefkiihlung, dem
Volumen des gefrorenen Gewebsanteils und dem Zeitablauf des Auftauens (HENGSTLER
2000a, LINDL 2002). Umgekehrt kann zu langsames Einfrieren durch Dehydratation zum
Zelltod fuhren. Beim langsamen Einfrieren kommt es oft zu drtlich begrenzten Kanal- und
Inselbildungen im nichtgefrorenen Medium mit dem Effekt starker lokaler Konzentrations-
gefélle und daraus folgender Membranschadigung. Die Ursache fir alle auftretenden
Probleme sind Konzentrationsungleichgewichte, die sich wéahrend des Einfrier- bzw.
Auftauvorgangs im Gewebe und in der das Gewebe umgebenden Ldsung bilden. Die
Vermeidung dieser Fehler erfolgt durch den Einsatz frostschitzender Additive. Durch ihre
hohe Affinitat zu Wasser verhindern diese die Bildung von Eiskristallen. Aus diesem Grund
werden dem Kulturmedium 10%iges Dimethylsulfoxid (DMSO) zugesetzt.

In diesem Zusammenhang wurde von mehreren Arbeitsgruppen (HENGSTLER et al. 200a,
HENGSTLER et al. 2000b) auf die Bedeutung des Timings beim Einfriervorgang hingewiesen.
Umfangreiche Untersuchungen von HENGSTLER et al. (2000a) zur Abhangigkeit der
Hepatozyten-Reaktivierung von der Einfriertechnik erbrachten, dass die relative viability after
cryopreservation ansteigt, wenn die Proben langsamer eingefroren werden. Mit dem
Protokoll zur Temperaturerniedrigung mit maximal 2°C pro Minute wurden &hnliche
Ergebnisse erzielt, wie mit dem deutlich komplizierteren shock cooling step-Verfahren (vgl.
Tab. 4).
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Tab. 4: Abhangigkeit der relativen ,Uberlebenswahrscheinlichkeit® (Trypan Blue
Exclusion) von Ratten-Hepatozyten von der Einfriergeschwindigkeit (nach
HENGSTLER et al. 2000a)

Methode Beschreibung Reaktivierung [%0]

direct freezing in liquid nitrogen  einfaches Uberfiihren der Proben in LIN 27+21
(-100°C direkt erreicht)

fast linear freezing protocol einfaches Uberfiihren der Proben uiber LIN 48+ 3
(-100°C nach 2 min erreicht)

slow linear freezing protocol Einfrieren der Proben von ca. 2°C pro Minute 795
(-100°C nach 50 min erreicht)

slow freezing protocol with shock langsames Einfrieren der Proben bis -60°C, 81+6

cooling step, version no. 1 dann Schockgefrieren
(-100°C nach 50 min erreicht)

slow freezing protocol with shock langsames Einfrieren der Proben bis -60°C, 86 + 56

cooling step, version no. 2 dann Schockgefrieren

(-100°C nach 50 min erreicht)

In der Praxis werden ebenfalls in aller Regel 1°C Temperaturerniedrigung pro Minute (bis zu
-80°C) als optimal angesehen (vgl. auch LINDL 2002). In den meisten Féllen werden dazu
spezielle Einfrierkammern verwendet, allerdings werden auch fest schlieende und mit
Trockeneis gefillte Styroporboxen empfohlen. Fest aggregiertes CO, hat eine Ver-
dampfungstemperatur von -78,64°C und kuhlt mit etwa 1°C pro Minute die Proben
wesentlich langsamer herunter, als dies lber ,Fahrstuhlsysteme” in der Gasphase uber LIN
geleistet werden kann. Diese Tatsache berlicksichtigend wurden die Proben nach
Uberfuihrung in das Lagermedium fiir 24 h tber Trockeneis langsam eingefroren. Erst nach
Erreichen von mindestens -60°C wurden die Proben fir die Endlagerung in die Gasphase
tber LIN Uberfuhrt.

Das Auftauen der Probe sollte unmittelbar Uber ein 37°C warmes Wasserbad erfolgen (LINDL
2002). Sobald die Probe komplett aufgetaut ist, sollte das Gewebe in ein Zentrifugen-
rohrchen mit dem 10fachen Volumen an Medium uberfiihrt werden. Zum Auswaschen der
kryoprotektiven Substanzen wird die Probe umgehend bei 300x g fir zehn Minuten
zentrifugiert und in frischem Medium resuspendiert. Vor der weiteren Bearbeitung sollten die
Zellen fur mindestens 24 Stunden unangetastet bleiben.

Die hier am Beispiel der Milz beschriebene Vorgehensweise zur Probenbehandlung von
Gewebeproben fir retrospektive Wirkungsuntersuchungen kann als allgemeingiiltig
verstanden werden. Die methodische Vorgehensweise ist aufgrund fehlender Spezifikation
fur gezielte Fragestellungen (z.B. spezielle Zusatzstoffe) vergleichsweise universell
einsetzbar und bildet ebenfalls die Grundlage fiir eine mdgliche Einlagerung der bereits oben
genannten Gewebearten wie Leber oder Kopfniere.
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Trotz zahlreicher Untersuchungen bleibt nach wie vor unklar, wie lange sich derart
behandelte Proben verdnderungsfrei in Bezug auf die zur Diskussion stehenden
Enzymaktivitaten in der Gasphase uber flissigem Stickstoff lagern lassen. Hierzu kann nur
die UPB durch wiederholte Vergleichsanalysen mit frischem Probenmaterial tber mehrere
Jahre Aufschluss geben (KLEIN 2003).

5 Erstellung von standard operating proce-
dures (SOPSs)

Im Rahmen dieser Teilaufgabe sollen — auf die vorangegangenen Arbeiten aufbauend —
standard operating procedures (SOPs) fir Blutplasma und Milzproben an Brassen erstellt
werden. Sie sollen die Grundlagen fiir eine integere Probenahme und Probenbearbeitung
enthalten und eine veranderungsfreie Lagerung garantieren, damit retrospektive
Untersuchungen  durchgefilhrt werden kdnnen. Diese Richtlinien sollen die
Verfahrensschritte von der Probenahme Uber Probenbearbeitung und -einlagerung
beschreiben und der Qualitatssicherung dienen.

Die folgenden Ausfihrungen wurden allerdings so konzipiert, dass sie als Erganzung der
dementsprechend fortzuschreibenden Richtlinie zur Probenahme und Probenbearbeitung
Brassen (KLEIN & PAuLus 1996) zu verstehen sind (vgl. Anhang: Fortschreibung der SOP
Brassen in der Fassung vom Januar 2003). Die Punkte Zielsetzung (1), Funktion der
Probenart (2) sowie Festlegungen fir die Probenahme (4) und Biometrische Proben-
charakterisierung (6) bleiben unberthrt. Die Punkte Zielkompartimente (3) und Durchflhrung
der Probenahme (5) erfahren die in den beiden Folgekapiteln beschriebenen Ergénzungen.

An dieser Stelle muss darauf hingewiesen werden, dass die folgenden Ergé&nzungen zur
Blutplasmaprobenahme in dem Entwurf der Fortschreibung der Richtlinie (KLEIN et al. 2003,
zugleich Anhang) bereits umgesetzt sind. Die Ergdnzungen zur Milzprobenahme wurden
wegen weiteren Forschungsbedarfs in der Fortschreibung noch nicht beriicksichtigt.
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5.1 Blutplasmaprobenahme — Erganzung der SOP Brassen

5.1.1 Zielkompartimente

Blutplasma, ein Kompartiment des Vollbluts ohne Zellbestandteile, stellt auch in der
klinischen Diagnostik die wichtigste Korperflissigkeit dar. Essentielle Spuren- und
Bulkelemente werden hier homdostatisch geregelt. Aufgrund des Lipid-Gehaltes kann es
auch zur Gehaltsbestimmung von organischen, fettloslichen Xenobiotika herangezogen
werden und eignet sich fur weiterfihrende immunologische, Okotoxikologische sowie
genotoxische Untersuchungen.

5.1.2 Durchfuhrung der Probenahme

Die folgenden Ausflihrungen verstehen sich als Ergdnzung des entsprechenden Kapitels der
aktuellen Fassung (Januar 2003) der Richtlinie zur Probenahme und Probenlagerung
Brassen (vgl. Anhang II).

Erforderliche Ausriistung

= Fisch-Betaubungskiste BE 300 (Fa. Grassl, Schénau),

= 2x2,6 ml Polypropylenréhre mit Eindrickstopfen, heparinisiert (S-Monovette mit 10-30
I.E./ml Vollblut) (Sarstedt, Nimbrecht),

= 0,9 mm Kantle, 38 mm Lange (Sarstedt, Nimbrecht),

= Laborpipetten mit entsprechenden Pipettenspitzen (0,1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl),

= mit Identifikation etikettierte Kryoréhrchen (PP) (@11 mm, L 47 mm, Inhalt max. 500 pl)
(VWR International, Frankfurt; Bestell-Nr. 211F3211),

= kihlbare Laborzentrifuge mit Ausschwingrotor,

= Reinraumarbeitsplatz (Clean bench des Laborfahrzeugs),

= Lupe oder Binokular,

» Edelstahlgefal, Papprackeinsatze und wasserfester Faserstift zur Verpackung.

Technische Vorbereitungen

Zur Verhinderung der Blutgerinnung werden als Probengefal3e bereits mit Heparin-Losung
(10-30 IL.E./ml) versetzte S-Monovetten verwendet. Die Rohrchen sind geschlossen
(Filtersystem).

Die zur Einlagerung bestimmten ProbengefaRe (Kryoréhrchen aus PP; VWR International,
Frankfurt) werden mit kryotauglichen und mit Identifikation versehenen Etiketten (ESTO,
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Potsdam) beklebt. Die mit Silikondichtring versehenen Réhrchen verhindern Gasaustausch.
Die Rohrchen bleiben bis kurz vor der Aliquotierung geschlossen.

Probenahmetechnik

Um auflere Verletzungen und dadurch bedingten Blutverlust zu vermeiden ist zur Betaubung
des Fisches die Methode der elektrischen Durchstromung anzuwenden.

Die Probenahme des Vollblutes erfolgt mittels einer Monovette mit Kanile (0,9 mm) durch
Herzstich von auf3en. Dabei wird die Monovette so gefiihrt, dass die Kanile durch den
getffneten Kiemendeckel die Kiemenwand unmittelbar iber dem Knochenboden durchsticht.
Die Kanile wird in Abhangigkeit von der GroRe des Fisches etwa 1 cm eingefihrt, so dass
die Entnahme des Blutes direkt aus dem Herzen ermdéglicht wird.

Die Vollblutprobe wird bis zur Weiterverarbeitung bei 4°C gelagert. Die Trennung
Blutplasma/Zellfraktion muss spatestens zwei Stunden nach der Blutentnahme durchgefihrt
werden, um eine Hamolyse weitgehend auszuschlieen. Sie erfolgt in einer kihlbaren
Tischzentrifuge (2°C) fur 10 min bei 3000 U/min.

Nach Zentrifugation wird das Blutplasma abpipettiert und in eine festgelegte Anzahl (z.Z.
n=10) von entsprechend beschrifteten Kryoréhrchen (PP) lberflihrt. Es werden Aliquote von
mindestens 100 pl Blutplasma angefertigt, die unmittelbar nach Abschluss der Arbeiten tber
LIN eingelagert werden.

Hinsichtlich der Probencharakterisierung fiir hormonelle Untersuchungen ist eine exakte
Definition des Geschlechts des Fisches unerlasslich. Dazu ist anhand der Gonade mittels
Lupe oder Binokular das Geschlecht des Fisches zu bestimmen.

5.2 Milzprobenahme — Ergdnzung der SOP Brassen

Diese standard operating procedure definiert die Probenahme, Probenbearbeitung und -
lagerung einer Gewebeprobe am Beispiel der Milz. Entsprechend der bisherigen Nutzung
der Leber als UPB-Homogenat-Lagerprobe fur die Elementanalytik kann die Leber zur Zeit
keine Berlcksichtigung als Einzelprobe fiur die Wirkungsanalyse finden. Die Probenahme-
technik (Kap. 5.2.2) ist allerdings so definiert, dass sie sowohl fur Milz, als auch fur die Leber
eingesetzt werden kann.
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5.21 Zielkompartimente

Die Milz gilt bei Fischen als das wichtigste blutspeichernde Organ, das als wichtigster
Reifungsort fir Immunozellen fur die Immunabwehr mitverantwortlich ist. Die Milz ist deshalb
insbesondere hinsichtlich immunologischer Untersuchungen von besonderer Bedeutung.

5.2.2 Durchfuhrung der Probenahme

Die folgenden Ausflihrungen verstehen sich als zusatzliche Erganzung des entsprechenden
Kapitels der aktuellen Fassung (Januar 2003) der Richtlinie zur Probenahme und
Probenlagerung Brassen.

Erforderliche Ausriistung

= 20 ml PBS-Puffer (GIBCO, Karlsruhe) [pro Probe 20 ml],

= 10%ige DMSO-L6sung als Lagermedium [pro Probe 20 ml], Zusammensetzung: 10%
Dimethylsulfoxid, 10% Fo6tales Rinderserum (GIBCO, Karlsruhe) und 80%
Zellkulturmedium RPMI 1640 Medium (GIBCO, Karlsruhe),

= etwa 6 Falconer-Réhrchen (50 ml) zum Waschen der Milz,

= Skalpell (inkl. Skalpellklingen), Edelstahlpinzette und Teflon-Arbeitsplatte,

= mit Identifikation etikettierte SzintillationsgefalRe (PP) (ROTH, Karlsruhe) (@ 27 mm, L 60
mm, Inhalt ca. 20 ml),

= Styroporbox mit Trockeneis,

= Reinraumarbeitsplatz (Clean bench des Laborfahrzeugs),

= Edelstahlgefald und wasserfester Faserstift zur Verpackung.

Technische Vorbereitungen

Das Ansetzen der DMSO-Ldsung erfolgt unter sterilen Bedingungen. Zur Vermeidung der
Bildung von Bakterienkulturen ist der Flaschenhals nach Befiullung mit dem Medium mit
einem Bunsenbrenner (mind. 200°C) flr ca. 60 sec zu sterilisieren.

Die zur Einlagerung bestimmten ProbengefalRe (SzintillationsgefaRe aus PP; ROTH,
Karslruhe) werden mit kryotauglichen und mit Identifikation versehenen Etiketten (ESTO,
Potsdam) beklebt. Die GefalRe bleiben bis zur Befullung mit der DMSO-LOsung und
Uberfuihrung der Milzproben geschlossen.
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Probenahmetechnik

Die Sektion des Fisches erfolgt nach der Richtlinie zur Probenahme und Probenlagerung fur
Brassen (KLEIN & PAULUS 1996).

Die bisher nach Wiegung verworfene Milz wird in ein Falconer-Réhrchen mit mind. 20 ml
PBS-Puffer (GIBCO, Karlsruhe) dberfihrt und durch Schitteln fir etwa 20 min von
Blutresten befreit. Gegebenenfalls muss dieser Vorgang wiederholt werden. Im Anschluss
daran wird die Milz mit Hilfe eines Skalpells in mehrere gleichgro3e Teile geschnitten, die
umgehend in mit etwa 20 ml DMSO-Ldsung gefilite und mit der entsprechenden
Identifikation etikettierte Szintillationsgefalle Uberfuhrt werden. Die Probengefal3e werden fur
etwa 24 h in einer Styroporbox auf Trockeneis gelagert, ehe sie Uber LIN Uberflhrt werden.
Die Zwischenlagerung auf Trockeneis erméglicht ein langsameres Einfrieren der Probe (vgl.
Kap. 4.3).

Anmerkung: Bei entsprechendem Bedarf kénnen die Milzteile auch einzeln verpackt werden
(z.B. pro 2 ml-PP-Kryoréhrchen ein 100 mg-Milz-Teilstiick mit 1,5 ml DMSO-Lésung).

6 Durchfihrung von Blutplasma- und Milz-
probenahmen im Jahr 2002

Im Zeitraum vom 14.07.2002 bis 19.09.2002 wurden alle UPB-Brassen-Probenahmen des
Jahres 2002 nach der Richtlinie zur Probenahme und Probenbearbeitung Brassen der
Umweltprobenbank des Bundes (KLEIN & PaAuLus 1996) durchgefihrt. Im Rahmen der
Routineprobenahmen der UPB im Jahr 2002 wurden insgesamt 274 Brassen gefangen (vgl.
Tab. 5). Zuséatzlich wurden im Rahmen des Zusatzprojektes 2002 ,Die Donau als weiteres
Probenahmegebiet der Umweltprobenbank des Bundes — Untersuchungen zur Vorbereitung
von Probenahmen an limnischen Probenarten* an drei Screeningflachen insgesamt 59

Brassen beprobt.

An allen genannten Probenahmeflachen wurden im Rahmen dieses Pilotprojektes die ersten
20 beprobten Brassen fur die vorliegenden Untersuchungen berticksichtigt.
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Tab. 5: StichprobengréfBen der untersuchten Parameter bei den Routine-Probenahmen
2002 in Rhein, Elbe, Saale, Mulde, Saar und im Screening Donau 2002

PNG PNF n n n n
(Ind. PN)  (Blutplasma) (Milz) (& Gonaden)
Saar Gudingen 20 20 20 19
Rehlingen 20 19 20 6
Rhein Weil 16 16 16 11
Iffezheim 20 20 20 5
Koblenz 28 20 20
Bimmen 19 19 19
Elbe Prossen 23 20 20 11
Zehren 25 20 20
Barby 22 20 20
Cumlosen 20 20 20
Blankenese 20 20 20 14
Saale Wettin 20 20 20
Mulde Dessau 21 20 20
Donau Ulm 18 18 18 11
Kelheim 21 20 20 13
Jochenstein 20 20 20 8
SUMME 333 312 313 145

Dementsprechend liegen zur Zeit zu 312 Individuen Blutplasmaproben vor. Bei den
Probenahmen wurden jeweils zwolf Aliquote angefertigt, von denen zwei fir die in Kap. 7
beschriebene Eingangscharakterisierung verwendet wurden. Zehn Aliquote wurden direkt
Uber LIN fur weitere Analysen gelagert, gemaf3 der Identifikation der UPB verschliisselt, und
sind zur Uberfiihrung in das UPB-Lager der IME Schmallenberg bereitgestellt.

Die bisher bei der Probenahme sezierte, gewogene und anschlieend verworfene Milz
wurde entsprechend den in Kap. 4 angefuhrten Verfahrensrichtlinien separat weiterver-
arbeitet und ebenfalls Gber LIN eingelagert. Zur Zeit liegen somit von 313 der im Jahr 2002
beprobten Brassen zusétzlich auch eine in DMSO gelagerte Milzprobe vor. Die Proben

werden bis zur weiteren Verwendung im Zwischenlager in Trier gelagert.

Aufgrund der Tatsache, dass strukturelle Verénderungen in mannlichen Gonaden als
Anhaltspunkt einer Wirkung von hormonell wirksamen Substanzen betrachtet werden
konnen, wurden bei den Probenahmen 2002 zuséatzlich mannliche Gonaden entnommen und
histologisch analysiert. Insgesamt 159 Proben wurden dem untersuchenden Institut (Institut
fir Zoologie der Universitat Heidelberg — AG Aquatische Okologie und Okotoxikologie)
Ubergeben. Die angefertigten histologischen Schnitte wurden mittels Digitalkamera in jpg-
Format abgespeichert und liegen in Trier vor (CD-Rom mit 590 Bildern; 521 MB).
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7 Vtg-Untersuchungen mittels Immuno-
Assay (ELISA)

7.1 Vorbemerkungen

Die Bestimmung von Vitellogenin (Vtg) in Blutplasma von mannlichen Fischen ist mittlerweile
eine weitverbreitete Methode zur Untersuchung &Ostrogener Wirkungen bei eierlegenden
Tieren (z.B. SOLE et al. 2000). Hintergrund hierflr ist, dass die Synthese von Vtg dstrogen
abhangig ist. Vtg ist ein grol3es Lipoglycophosphoprotein, das normalerweise von der Leber
weiblicher Fische nach 6strogener Stimulation sekretiert wird. Von dort aus gelangt es im
Blut zu den Ovarien, wo es von den sich entwickelnden Oozyten aufgenommen und zur
Eigelbbildung verwendet wird. M&nnchen und nicht geschlechtsreife Weibchen produzieren
kein Vtg bzw. nur in sehr geringen Mengen. Die Bildung von Vtg in Mannchen ist moglich,
weil sie Trager des Vtg-Gens sind, dessen Expression durch dstrogen wirksame Substanzen
ausgeldst werden kann. Deshalb kann der Nachweis von Vtg in mannlichen Fischen als
Hinweis einer dstrogenen Wirkung gewertet werden. Normalerweise wird Vitellogenin durch
Radioimmunoassays (RIA) oder Enzyme Linked Immunosorbent Assays (ELISA) im
Blutplasma nachgewiesen. Der Einsatz von Antikorpern fuhrt dazu, dass diese Test sehr
spezifisch auf eine oder wenige Arten zugeschnitten sind. TYLER et al. (1996) konnten in
diesem Zusammenhang nachweisen, dass ein fur Karpfen (Cyprinus carpio) entwickelter RIA
auch far Abramis brama adaquate Ergebnisse erbrachte, das heil3t, dass sowohl
Veranderungen des Vitellogeningehaltes als auch absolute Konzentrationen quantifiziert
werden konnten.

Nachdem im Rahmen der oben beschriebenen Voruntersuchungen die Eignung von
Blutplasma als individuelle UPB-Probe dargelegt werden konnte, sollte am Beispiel von Vig
die Eignung der nach den beschriebenen Methoden gewonnenen Blutplasmaproben
Uberprift werden. Vtg wurde deshalb ausgewahlt, weil es zum einen vergleichsweise einfach
nachzuweisen ist, und zum anderen einen relativ zuverlassigen Marker fiir den Nachweis
ostrogener Wirkung darstellt.

Im Rahmen dieser Untersuchung konnten dementsprechend erstmals die Vtg-Gehalte aller
im Jahr 2002 beprobten Individuen der Probenahmeflachen der UPB untersucht und ein
(umfassender) Uberblick uber die endokrine ,Belastung” der Individuen verschiedener
FlieRgewasser in Deutschland dargestellt werden. Dazu wurden die Blutplasmen von 160
mannlichen Individuen von 17 Probenahmeflachen mittels ELISA auf Vtg analysiert. Zur
Uberprifung der Methode wurden neben den Mannchen auch die Plasmen weiblicher Fische
(n=147) untersucht, die wahrend der Phase der Eireifung natirlicherweise Vtg produzieren,
zu denen aber bisher nur wenige Kenntnisse zum Vtg-Spiegel aul3erhalb der Laichphase
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vorliegen (vgl. HECKER 2002). Mit dieser zusatzlichen Untersuchung sollte Uberpruft werden,
welcher Informationsgehalt aus den Proben von weiblichen Fischen aul3erhalb der
Laichperiode gewonnen werden kann.

7.2 Methoden

Die Bestimmung der Vtg-Konzentrationen im Plasma der Fische wurde mit dem ELISA-Kit
Vtg-103 (Biosense Laboratories, Bergen, Norwegen) nach dem Prinzip des indirekten
Sandwich-Verfahrens durchgefinhrt.

Praparation der ELISA-Platten

Der Anti-Karpfen Vtg-Antikbrper wurde mit PBS-Puffer 1:100 verdinnt. Die verdiinnte
Antikorperldsung wurde in die 96-Wells je Mikrotiterplatte pipettiert (je 100 pl pro Well) und
bei 4°C dber Nacht inkubiert. Am zweiten Tag wurden die Platten mit Tween-PBS Puffer
gewaschen, pro Well mit 150 pl 1% Bovine-Serum-Albumin (BSA) in PBS geblockt und 1
Stunde bei 37°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Tween-PBS waren die
Mikrotiterplatten fur den ELISA-Test vorbereitet.

Praparation der Standards

Der im Kit enthaltene getrocknete Vtg-Standard wurde aus Karpfen isoliert und zu Pulver
lyophilisiert. Der lyophilisierte Karpfen-Vtg-Standard wurde gegen gereinigtes Karpfen-Vtg
bei 280 nm quantitativ kalibriert. Fir den Test wurde eine Standardreihe mit
Blocking/Dilution-Lésung (1% BSA in PBS) im Konzentrationsbereich 0,12-125 ng Karpfen-
Vtg/ml erstellt.

Probenverdiinnung

Um das gesamte Konzentrationsspektrum abzudecken wurden alle Plasmaproben mit
Blocking/Dilution-Lésung (1% BSA in PBS) jeweils 1:1.000, 1:10.000 und 1:100.000
verdlnnt.

ELISA

100 pl verdiinnte Plasmaprobe bzw. Standards wurden in die beschichteten Wells gegeben
und bei 37°C 1 Stunde inkubiert. Der Detecting-Antikérper wurde mit Blocking/Dilution-
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Losung 1:500 verdunnt. Nach der Inkubation wurden die Mikrotiterplatten 3x gewaschen.
Nach Zugabe von 100 pl der Detecting-Antikorper-Losung pro Well wurde erneut eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Der zweite Antikorper (anti-rabbit Ig) wurde mit Blocking/Dilution-
Lésung 1:2.000 verdinnt und je 100 ul dieser Losung nach den Waschvorgangen in jedes
Well pipettiert. Die anschlieRende Inkubation mit je 100 ul Substrat (Herstellung siehe
Arbeitsanleitung) erfolgte bei Raumtemperatur im Dunkeln fur 30 Minuten. Diese Farb-
Reaktion wurde mit 50 pl einer 4 N Schwefelsaure gestoppt. Nach funf Minuten wurde die
Farbintensitat (transparent bis gelb) mittels einem ELISA-Leser (MRY-Mikroplatten-Leser,
Dynatech. Lab.) bei 490 nm gemessen. Bei der Blindprobe wurde als Probel6sung
Blocking/Dilution-Lésung eingesetzt.

Auswertung

Abb. 12 zeigt die Standardkurve fir den Nachweis von Vtg in Brassen. Fur die
Auswertungen wurden die Vtg-Konzentrationen in den Brassenplasmaproben mittels
optimierter semi-logarithmischer und logarithmischer Standardkurve (R%> 0,98) berechnet.
Unter Bertlicksichtigung der geringsten Verdiinnung (1:1000) kann der Vtg-Gehalt nur tber 1
png/ml mit ausreichender Genauigkeit bestimmt werden; Werte <1 pg/ml wurden fir die
Auswertung gleich Null gesetzt.
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Abb. 12: Standardkurve zur Auswertung der Vtg-Konzentrationen

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt in Form von Box&Whisker-Plots nach SPSS 10.0.
Dabei handelt es sich um Diagramme auf der Grundlage des Medians (quer Uber die Box
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gelegte Linie), der Quartile und Extremwerte. Die Box stellt den Interquartilbereich mit 50%
der Werte dar. Die von der Box ausgehenden Linien fihren jeweils bis zum hoéchsten und
niedrigsten Wert, ohne AusreiRer zu bertcksichtigen. AusreilRer sind Falle mit Werten, die
zwischen 1,5 und 3 Boxlangen vom oberen oder unteren Rand der Box entfernt sind
(Kreissymbol). Liegen die Werte tber 3 Boxlangen vom oberen oder unteren Rand der Box
entfernt, wird von Extremwerten gesprochen (Sternsymbol).

7.3 Ergebnisse

Insgesamt wurden 307 der 312 in Tab. 5 aufgefiihrten Tiere analysiert (& = 160, @ = 147).
Aus Abb. 13 wird ersichtlich, dass die beiden Geschlechter deutlich unterschiedliche Vtg-
Gehalte aufwiesen. Wahrend in den mannlichen Proben maximal 189 pg Vtg/ml Blutplasma
nachweisbar waren, konnten in den Plasmen der weiblichen Tiere Vtg-Konzentrationen im
Bereich zwischen der Bestimmungsgrenze (1 pg/ml) und 5788 pg/ml ermittelt werden (vgl.
auch Anhang |. Tabelle der Rohdaten). Aus diesem Grund werden die Ergebnisse der Vitg-
Analyse der beiden Geschlechter in der Folge getrennt voneinander betrachtet.
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Abb. 13: B&W-Plots der Vitellogeningehalte [ug/ml] der untersuchten mannlichen (links) und
weiblichen Tiere (rechts) von allen Probenahmeflachen
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Betrachtet man die Vtg-Gehalte der untersuchten ménnlichen Brassen nach Klassen, so wird
deutlich, dass in 117 der 160 untersuchten mannlichen Individuen kein Nachweis von Vtg
erbracht werden konnte. Lediglich bei 43 ménnlichen Individuen gelang ein Vtg-Nachweis
(vgl. Anhang | und Abb. 14). Von diesen wurden fir 26 Proben weniger als 21 pg Vtg/ml
nachgewiesen, 12 Proben wiesen zwischen 20 und 80 pg Vtg/ml auf, wahrend in 5 Proben
mehr als 80 pg Vitg/ml detektiert wurde. Dies bedeutet zum einen, dass in lediglich in ca.
25% der Proben Vtg nachgewiesen wurde und zum anderen, dass davon nur wenige Proben
quantitativ héhere Anteile aufwiesen.
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Abb. 14: Histogramm der ermittelten Vitellogeningehalte (ménnliche Tiere) (KNG = kleiner
Nachweisgrenze)

In diesem Zusammenhang ist vor allem die Verteilung der Vtg-Nachweise auf die einzelnen
Probenahmeflachen interessant. Aus Abb. 15 geht hervor, dass in zehn der 16 untersuchten
Probenahmeflachen Vtg in mannlichen Tieren nachweisbar war. Lediglich an den PNFs
Iffezheim, Bimmen (beide Rhein), Prossen, Zehren, Barby (alle Elbe) und Ulm (Donau)
konnte kein Vtg nachgewiesen werden. Hohere Vtg-Gehalte wurden hierbei insbesondere in
den bereits mehrfach untersuchten Standorten an der Saar und in der Mulde nachgewiesen,
wahrend die Tiere der Ubrigen Probenahmeflachen durchweg geringe Konzentrationen
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aufwiesen. Unter Berucksichtigung der in Abb. 15 als AusreiRer dargestellten Vtg-Gehalte
zeigt Tab. 6 statistische Kenngrol3en der Vtg-Gehalte nach Standorten aufgeschlisselt.
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Abb. 15: B&W-Plots der Vitellogeningehalte [ug/ml] nach Standorten (ménnliche Tiere)

Wie oben bereits erwahnt, wurden neben den 160 mannlichen Blutplasmaproben auch 147
von weiblichen Tieren gewonnene Proben auf ihren Vtg-Gehalt analysiert. Wie aus Abb. 13
hervorgeht, wurden Vtg-Gehalte bis 5788 pg/ml ermittelt. Lediglich in zwolf Proben konnte
kein Vtg nachgewiesen werden und zwei Proben beinhalteten lediglich 1 pg Vtg/ml. In der
Histogrammdarstellung (vgl. Abb. 16) wird deutlich, dass Vtg-Gehalte bis 2000 pg Vtg/ml als
haufig bzw. ,ublich* betrachtet werden mussen, wahrend hohere Gehalte die Ausnahme
darstellen.
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Tab. 6:

Abb. 16:

Mittelwerte und Standardabweichungen der nach PNFs aufgeschlisselten Vtg-
Gehalte in méannlichen Brassen

Fluss PNF n Vtg [ug/ml] MW + ST
Saar Gudingen 19 26,0+ 37,4
Rehlingen 6 37,0+ 74,8
Rhein Well 12 1,0+£2,0
Iffezheim 5 < Nachweisgrenze
Koblenz 12 < Nachweisgrenze
Bimmen 4 < Nachweisgrenze
Elbe Prossen 11 < Nachweisgrenze
Zehren < Nachweisgrenze
Barby < Nachweisgrenze
Cumlosen 7,5+19,7
Blankenese 14 < Nachweisgrenze
Saale Wettin 8 < Nachweisgrenze
Mulde Dessau 11 20,3 +£33,7
Donau Ulm 11 < Nachweisgrenze
Kelheim 13 28,4 +54,8
Jochenstein 10 75+227

70

Anzahl (n)

Histogramm der ermittelten Vitellogeningehalte (weibliche Tiere) (<NG = kleiner

Nachweisgrenze)
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Unter Betrachtung der einzelnen Untersuchungsstandorte wird deutlich, dass diese hohen
Vtg-Gehalte ausnahmslos an den Probenahmeflachen Weil (Rhein) und Blankenese (Elbe)
ermittelt wurden (vgl. Abb. 17). Insbesondere in Blankenese wurden mit mittleren Werten von
anndhernd 3000 pg Vtg/ml deutlich héhere Konzentrationen nachgewiesen.
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Abb. 17: B&W-Plots der Vitellogeningehalte [ug/ml] der weiblichen Tiere nach Standorten

In einigen weiblichen Tieren wurde bei der Probenahme zusatzlich das Vorhandensein von
Eiern im Ovar dokumentiert. Abb. 18 tragt diesem Phanomen Rechnung, indem die Vtg-
Gehalte der untersuchten Probenahmeflachen entsprechend diesem Merkmal den Ubrigen
Proben gegenibergestellt wurden. Aus dieser Darstellung wird ersichtlich, dass die hohen
Vtg-Gehalte der Plasmen von Blankenese anndhernd ausnahmslos auf zum Zeitpunkt der
Probenahme Eier tragende Tiere zurlckzuflhren sind.
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Vig [pg/mi]
6000

5000 4

Abb. 18: B&W-Plots der Vitellogeningehalte [ug/ml] der weiblichen Tiere nach Standorten
(getrennt nach sichtbarer Erscheinung der in Gonaden enthaltenen Eiern = rot;
grau = ohne Bemerkungen)

7.4 Diskussion der Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung konnte festgestellt werden, dass zum einen
grol3e Unterschiede zwischen den Vtg-Gehalten mannlicher und weiblicher Tiere bestehen
und zum anderen, dass die Gehalte auch innerhalb dieser beiden Gruppen an den
untersuchten Probenahmeflachen sehr variabel sind.

Bei Betrachtung der mannlichen Tiere ist hinsichtlich der gemessenen Vtg-Gehalte an den
Probenahmeflachen Gidingen, Rehlingen und Mulde (Dessau) von einer Exposition
gegenuber 0Ostrogen wirksamen Substanzen auszugehen. Um die ermittelten Daten
bewerten zu kdnnen ist der Vergleich der Gehalte mit einer vergleichbaren Untersuchung
interessant (BARTEL et al. 2002). Im Rahmen dieser Untersuchung wurden Vtg-Gehalte in
geschlechtsreifen mannlichen Brassen aus der Saar analysiert. Die Proben wurden zwar zu
einem anderen Probenahmezeitraum (Frihjahr) gewonnen, aber aufgrund der identischen
methodischen Vorgehensweise mittels ELISA sollen diese Ergebnisse als Vergleichswerte
herangezogen werden. Aus Abb. 19 wird deutlich, dass an funf Saar-Standorten
durchschnittliche Vtg-Gehalte von >100 pg Vtg/ml ermittelt wurden. Demzufolge wurden in
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vorliegender Untersuchung in allen untersuchten Flusssystemen deutlich geringere
Konzentrationen nachgewiesen als in der Saar 2001. Die vergleichsweise hohen Gehalte der
Saar-Brassen 2001 wurden auf die zahlreichen, unmittelbar oberhalb der
Untersuchungsstandorte befindlichen Klaranlageneinleiter zurtickgefiihrt (BARTEL et al.
2002), da aus einigen Untersuchungen bekannt ist, dass vor allem Klaranlagen fir den
Eintrag Ostrogen wirksamer Substanzen in Vorflutern verantwortlich sind (HARRIES et al.
1996, 1997, FOLMAR et al. 1996, 2001a, ALLEN et al. 1999, KARELS 2001). Demzufolge
konnte in der Untersuchung 2001 geschlossen werden, dass in den Fischen die hormonelle
Wirkung durch andere Stoffe grol3er einzuschatzen ist, als auf endokrin wirksame
Substanzen wie beispielsweise Nonylphenol. Bezug nehmend auf die vorliegende
Untersuchung kann die deutlich geringere Belastung von Elbe, Rhein und Donau darauf
zurtckgefihrt werden, dass zum einen im unmittelbaren Bereich der Probenahmeflachen
keine Klaranlageneinleiter zu finden sind, oder zum anderen die groRere Wasserfuhrung
einen deutlichen Verdiinnungseffekt darstellt.

Im Vergleich der Uber beide Jahre analysierten Vtg-Gehalte der Saar-Probenahmeflachen
Gudingen und Rehlingen wird dartiber hinaus deutlich, dass in vorliegender Untersuchung
sehr viel weniger Vtg als 2001 nachgewiesen wurde. Ob es sich in diesem Zusammenhang
tatsachlich um einen Rickgang endokriner Belastung handelt, oder ob der
Probenahmezeitpunkt und somit die Saisonalitdt eine tragende Rolle spielt, kann zum
jetzigen Zeitpunkt noch nicht abschlieRend geklart werden.
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Abb. 19: Ergebnisse der Vtg-Analyse [ug/ml] in Brassen der Saar (BARTEL et al. 2002)
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Uber diese eigenen Untersuchungen hinaus liegen bisher nur sehr wenige Daten von
vergleichbaren Untersuchungen vor, die eine Einordnung der gemessenen Konzentrationen
ermdglichen. Allerdings wurden von LEHMANN et al. (2000) und KARBE et al. (2000) Vtg-
ELISAs an Brassen unter ahnlichen Bedingungen durchgefiihrt. Mit Mittelwerten von <1
pg/ml und Maximalwerten von 50 pg/ml in der Elbe (KARBE et al. 2000) und Vtg-Gehalten bis
zu 2,8 pg/ml (Niederrhein, LEHMANN et al. 2000) zeigen beide Untersuchungen in etwa
gleiche Konzentrationsbereiche wie die analysierten Individuen der beiden Flusssysteme in
der vorliegenden Untersuchung. Fraglich ist allerdings, ob die Konzentrationen der
verschiedenen Untersuchungen direkt miteinander verglichen werden dirfen. Bei
Betrachtung der weiblichen Proben werden — unabh&ngig von der Jahreszeit — von diesen
Autoren wesentlich geringere Vtg-Gehalte ermittelt (Rhein 2,7 pg/ml; Elbe 100 pg/ml).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in den untersuchten mannlichen Individuen
fast ausnahmslos Vtg-Gehalte unterhalb der Nachweisgrenze von 1 pg/ml ermittelt wurden.
Lediglich in den Populationen von Saar (Gidingen, Rehlingen) und Mulde (Dessau) wurden
erhdhte Vtg-Gehalte ermittelt. Der Nachweis von Vtg kann in diesem Zusammenhang mit der
Exposition und Bioverflgbarkeit endokrin wirksamer Substanzen gleichgesetzt werden. Da
die Relevanz erhohter Vtg-Gehalte fur das Individuum bzw. flr eine Population schwer zu
bewerten ist (vgl. HARRIES et al. 1996), wurden zusétzlich mannliche Gonaden hinsichtlich
struktureller Veranderungen (z.B. Ovotestis) histologisch untersucht (vgl. Kap. 8). Die
Ergebnisse der beiden Teilaufgaben werden zusammenfassend bewertet und diskutiert (vgl.
Kap. 9).

Wie bereits mehrfach erwéahnt, wird der Nachweis von Vtg in mannlichen Brassen, welche
diese Vorlaufersubstanz der Dotterproteine nattrlicherweise nicht bilden, als sicherer
Hinweis auf die Anwesenheit von endokrin wirksamen Substanzen in der Umwelt der Fische
angesehen. Dagegen muss die Bildung von Vtg in geschlechtsreifen Weibchen als ein
natiirlicher Prozess angesehen werden. Allerdings ist zur Zeit nur sehr wenig bekannt, wie
sich der Vtg-Spiegel im Weibchen auR3erhalb der Laichzeit verhalt (vgl. HECKER 2001). Es
stellt sich somit die Frage, ob ihr Nachweis zumindest aul3erhalb der Laichzeit als Marker
verwendet werden kann. Fir den Probenahmezeitpunkt unmittelbar nach Abschluss der
Laichphase waren demnach theoretisch niedrige Vtg-Gehalte in den weiblichen Gonaden zu
erwarten. Die in vorliegender Untersuchung ermittelten Ergebnisse zeigen aber, dass zum
einen auch aul3erhalb der Laichzeit sehr hohe Vtg-Gehalte nachgewiesen werden konnten
und zum anderen, dass die Gehalte sowohl innerhalb als auch zwischen den
Probenahmeflachen stark schwanken kénnen.

Besonders auffallig sind die signifikant héheren Vtg-Gehalte der von weiblichen Tieren
gewonnenen Blutplasmen der Probenahmeflache Blankenese. In diesem Zusammenhang ist
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aus Untersuchungen von HECKER (2001) bekannt, dass es einen Jahresgang der Vig-
Konzentration in weiblichen Tieren gibt. Danach beginnt die Oogenese bzw. die
Vitellogenese in weiblichen Brassen im Herbst und fihrt bereits in den Wintermonaten zu
einem deutlichen Anstieg der Vtg-Konzentrationen. Die vergleichweise hohen Vtg-Gehalte
von Blankenese korrelieren demnach mit dem spateren Probenahmezeitpunkt und sind
somit ein Hinweis auf die bereits erneut begonnene Vitellogenese. Zusatzlich gestarkt wird
diese Hypothese durch die Tatsache, dass die Eier tragenden Weibchen die Ursache fir die
hohen Vtg-Gehalte gerade an diesem Standort darstellen.

Zusammenfassend kann dementsprechend festgehalten werden, dass der Vtg-Gehalt
hauptsachlich von der individuellen Entwicklung des Weibchens abhangig ist. Aus diesem
Grund erscheint der Vtg-Gehalt in weiblichen Gonaden auf3erhalb der Laichzeit als Marker
fir endokrine Wirkung ungeeignet.

An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass aufgrund eines Fehlers bei der
Probenlagerung die Proben der Standorte Prossen, Zehren, Barby, Cumlosen, Saale
(Wettin) und Mulde (Dessau) zumindest kurzfristig auf- bzw. angetaut waren (ca. 24 h). Unter
diesen Umstanden muss — aufgrund des Fehlens von Proteinaseinhibitoren (vgl. Kap. 3.5.2)
— theoretisch von einem Abbau der Vtg-Konzentrationen im Blutplasma ausgegangen
werden. Betrachtet man jedoch die Plasmen der weiblichen Tiere der entsprechenden
Probenahmeflachen, so wird deutlich, dass in diesen keine signifikant niedrigeren Vtg-
Gehalte nachgewiesen wurden als in den Plasmen der nicht betroffenen weiblichen Tiere der
Probenahmeflachen von Saar, Rhein und Donau sowie des separat beprobten Elbe-
Standortes Blankenese. Diese Feststellung bei den Plasmen mannlicher Tiere zu treffen ist
ungleich schwieriger, da die Gehalte der nicht betroffenen Proben in so niedrigen Bereichen
liegen, dass ein Abbau von Vtg statistisch auch nicht nachweisbar ware. Entsprechend den
Herstellerangaben muisste sich ein mdglicher Vtg-Abbau jedoch auf alle Proben in gleicher
Weise ausgewirkt haben (Janne K. Eidem, Fa. BIOSENSE, Bergen, Norwegen; mindl.
Mitteilung). Insofern kann aufgrund des erhdhten Vtg-Nachweises an den
Probenahmeflachen Dessau und Cumlosen geschlossen werden, dass diese Problematik
hinsichtlich der Bewertung der Ergebnisse nicht Uberbewertet zu werden braucht.
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8 Histologische Untersuchungen der Gona-
den der im Jahr 2002 beprobten Brassen

Neben den bisher beschriebenen Vtg-Gehalten in ménnlichen Individuen werden auch
strukturelle Veranderungen in mannlichen Gonaden als erster Anhaltspunkt einer Wirkung
von hormonell wirksamen Substanzen bzw. als Marker fir hormonelle Veranderung im Tier
betrachtet (OLIVERAU & OLIVERAU 1979, JOBLING et. al 1996, GIMENO et al. 1998, LEHMANN et
al. 1999, METCALFE et al. 2000, NOLAN et al. 2001, ZAROOGIAN et al. 2001). Auffallendstes
histologisches Merkmal ist hierbei die Induktion von Mischgonaden (Ovotestis), d.h. die
Bildung von Eizellen im Bereich der mannlichen Gonade. Dieser Effekt wird im
Zusammenhang der Induktion weiblicher Funktionen in den Gonaden mannlicher Fische
interpretiert und als deutlicher Hinweis auf endokrine Effekte eingestuft (MATTHIESSEN &
SUMPTER 1998, NicHOLS et al. 2001, KNORR et al. 2002, SCHWAIGER et al. 2002);
physiologisch wird die Ausbildung weiblicher Eigenschaften in den méannlichen Gonaden
i.d.R. von einer Synthese von Vitellogenin begleitet (BIEBERSTEIN et al. 1999, ISLINGER et al.
1999, SUMPTER & JOBLING 1996, SUMPTER et al. 1996, TYLER et al. 1998). Nachdem v.a. von
den Arbeitsgruppe Karbe (Universitat Hamburg) und LEHMANN (1999) auch bei Brassen aus
deutschen FlieRgewéassern von der Induktion von Mischgonaden in mannlichen Individuen
berichtet worden war, sollten im Rahmen dieser Teilaufgabe die mannlichen Brassen des
Probenahmejahres 2002 auf histologische Veréanderungen untersucht werden. Da die
Gonaden wie andere Organe von Fischen jedoch nicht nur unter dem Einfluss endokrin
wirksamer Substanzen stehen, sondern in gleicher Weise dem Einfluss einer Vielzahl
anderer Umweltchemikalien ausgesetzt sind, wurden weitere histopathologische Verande-
rungen mit erfasst. Grundsatzlich ist in diesem Zusammenhang festzuhalten, dass eine
Zuordnung eventueller Effekte zu bestimmten Stoff(grupp)en auf Grund des unspezifischen
Charakters histopathologischer Veranderungen i.d.R. nicht mdglich ist (MEYERS &
HENDRICKS 1985, BRAUNBECK 1994).

Aus diesem Grund wurden neben der in Kap. 7 beschriebenen Vtg-Analyse an den
entnommenen mannlichen Gonaden histologische Schnitte vorgenommen, die Aufschluss
dariiber geben sollten, ob und inwieweit strukturelle Veranderungen in den Gonaden
nachweisbar waren. Die histologische Analyse erfolgte durch das Institut flr Zoologie der
Universitat Heidelberg (AG Aquatische Okologie und Okotoxikologie) (BRAUNBECK &
MAHALUXMY 2003).
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8.1 Methoden

Die Sektion der Fische erfolgte entsprechend der Richtlinie zur Probenahme und
Probenbearbeitung Brassen (KLEIN et al. 1996). Nach Offnen der Bauchhéhle, Entnahme der
Leber, der Milz und der Niere sowie nach Verwiegung der restlichen Innereien wurden die
mannlichen Gonaden von den restlichen Innereien seziert und in einer 4%igen
Formaldehydlésung (pH 7,4-7,6; direkt aus Formaldehydldsung (mind. 37%, stabilisiert mit
etwa 10% Methanol und Calciumcarbonat fur die Histologie; z.B. Merck Best.-Nr. 103999)
mit Aquages. verdinnt) fur circa 20 min inkubiert. AnschlieBend wurde das Gewebe in einer
neuen 4%igen Formaldehydldésung fir 12-20 Stunden anfixiert. Nach Inkubation des
Gewebes fur 2x30 min in 0,1 M Cacodylatpuffer (0,1 M Cacodylsaure Natriumsalz(-Trihydrat)
in Aquages., 4°C, pH 7,6; z.B. Merck Best.-Nr. 103256) wurden die gereinigten Proben in
einem mit 2,5% Glutardialdehyd (z.B. Merck Best.-Nr. 104239) versetzten 0,1 M
Cacodylatpuffer (pH 7,6) endfixiert und bei 4°C bis zur histologischen Analyse gelagert. In
diesem Zustand wurden die Proben an das Institut fiir Zoologie der Universitéat Heidelberg
verschickt.

Dort wurden die Proben zur weiteren Aufarbeitung tber eine aufsteigende Alkoholreihe (75,
85, 95 und 100% Ethanol fur jeweils 3x10 min) entwassert und tUber Methylbenzoat als
Intermedium in Paraffin (Paraplast; Serva, Heidelberg) eingebettet. Fiir lichtmikroskopische
Ubersichtsfarbungen wurden auf einem HN40-Schlittenmikrotom (Leica-Jung, Nussloch)
mehrere 6 pum dicke Querschnitte mit einem Abstand von 20 bzw. 100 pum im Falle der
Hoden bzw. Ovarien angefertigt und auf Glasobjekttrager aufgezogen, die zuvor mit
EiweiRglycerin beschichtet worden waren.

Vor der Farbung wurden die Schnitte fir 15 min in 100% Xylol entparaffiniert, fir 2 min in
Isopropanol gewaschen und tber eine absteigende Alkoholreihe (96, 80 und 70% Ethanol fur
jeweils fir 2 min) in Wasser Uberfiihrt. Die Schnitte wurden entweder mit der Masson’schen
Trichromfarbung (modifiziert nach GOLDNER 1938) oder mit Hamatoxylin und Eosin nach
Bock & ROMEIS (1989) gefarbt. Nach den Farbungen erfolgte die Ruckfuhrung Gber
Isopropanol in Xylol. Die Schnitte wurden mit DePeX (Serva, Heidelberg) eingedeckt und
anschlieRend in einem Leitz Aristoplan Lichtmikroskop mit einer digitalen Kamera (Canon
EOS D60) ausgewertet. Pro Gonade wurden mindestens 6 Schnitte ausgewertet.
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8.2 Vorbemerkungen

8.2.1 Normalstruktur des Hodens von Cypriniden

Die Testes von Knochenfischen sind meist paarige, langgestreckte Strukturen, die beidseitig
dorsal in der abdominalen Korperhohle verlaufen und Gber Mesenterien dorsal aufgehéangt
sind. Auf jedem Hoden verlaufen bei den meisten Cypriniden ca. 5 Ducti efferenti, die die
reifen Spermien aus den Tubuli seminiferi aufnehmen und sie zur Genitalpapille fihren. Die
Tubuli seminiferi sind durch dunne Bindegewebslamellen getrennt und bilden ein
engmaschiges Netzwerk, in dessen Wanden sich die Spermatogonien und Spermatozyten
innerhalb von sog. Spermatocysten befinden (EwING 1972). Die Spermatogenese lauft
innerhalb der Spermatocysten, deren Wéande von Sertoli-Zellen gebildet werden, synchron
ab (PUDNEY 1995). Die fertig entwickelten Spermien gelangen nach der Auflésung der
Cystenwand in das Tubuluslumen (GRIER 1981).

Abb. 20: Histologie des Teleosteer-Hodens und der die Spermatogenese durchlaufenden
Zellstadien am Beispiel des Mannchens Jochenstein 17 (1=priméare Spermatogonie,
2=sekundédre Spermatogonie, 3=primare Spermatocyte (z.T. wahrend der ersten
meiotischen Teilung), 4=sekundare Spermatocyte (z.T. wahrend der zweiten
meiotischen Teilung), 5=Spermatide, 6=Spermium, griin=Bindegewebe zwischen
den Tubuli semiferi) (250x, Goldner-Farbung)
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8.2.2 Normalstruktur der Ovarien von Cypriniden

Die Ovarien sind wie die Hoden paarige, langgestreckte Strukturen, die beidseitig dorsal in
der Korperhéhle verlaufen und immer getrennt voneinander angelegt sind. Der Reifegrad der
Ovarien wird Uber die unterschiedlicher Reifestadien der Oozyten, die anhand
charakteristischer Merkmale voneinander unterschieden werden konnen, definiert. Die
folgende Beschreibung nach TAKASHIMA (1986) und SELMAN et al. (1993) gilt fur Farbungen
mit dem Goldner-Gemisch.

Reifestufe | — Primare Wachstumsphase

Stadium A: Prafollikulare Phase des primaren Wachstums: Die Oozyten liegen innerhalb
eines Oozytennestes und alle Oozyten sind in der gleichen Phase der meiotischen
Prophase. Die Chromosomen sind deutlich sichtbar.

Stadium B: Follikelphase des primaren Wachstums: Die Oozyten sind aus dem Nest
ausgewandert und besitzen jetzt einen Follikel. Die Kerne der Oozyten sind grof3 und
enthalten viele randstéandige Nucleoli. Das Cytoplasma farbt sehr dunkel. Die Theca ist
extrem dinn und erscheint meist nur als griiner Saum. Zwischen den Follikeln liegen
Lymphraume und BlutgefaRe. Das Cytoplasma ist weitgehend vakuolenfrei.

Reifestufe Il — Cortical-Alveolus Stadium

Die Kern-Plasma-Relation ist zugunsten des nur noch schwach farbenden Cytoplasmas
verschoben. Im letzteren bilden sich zahlreiche corticale Alveoli, membranbegrenzte Vesikel
unterschiedlicher GroRRe, die Proteine und Kohlenhydrate enthalten. Diese Corticalvesikel
spielen bei der spateren Befruchtung des Eies, bei der sogenannten Corticalreaktion, eine
Rolle. Vereinzelt treten in diesen Vesikeln auch rot angefarbte Granula auf. Die Zellen und
Kerne der Granulosa sind groRer, die Theca verdickt. Fibroblastenkerne und Faserbiindel
sind gut erkennbar. In diesem Stadium hat die Vitellogenese (Dotterbildung) noch nicht

begonnen.
Reifestufe Ill: Vitellogenese

Das Cytoplasma erscheint jetzt lichtgriin-positiv mit sehr vielen Dottervakuolen, die zum Kern
hin groRer werden. Die Corticalvesikel sind vermehrt peripher angeordnet. Der Kern
erscheint oft artifiziell geschrumpft, und die Anzahl der Nucleoli ist deutlich verringert. Am
Ende dieser Phase bewegt sich der Kern von seiner zentralen Lage im Ooplasma weg.
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Reifestufe IV: Oozytenreifung

Der Oozytenkern wandert zur Peripherie der Oocyte und ist nur noch sehr schwer zu
erkennen. An histologischen Schnitten ist es schwer, Follikel, die sich in der Vitellogenese
befinden, von reifenden Stadien zu unterscheiden, da es keine strukturellen Marker gibt, die
den Ubergang kennzeichnen.

Abb. 21: Histologie des Ovars der Teleosteer am Beispiel des Weibchens Ulm 9 (1=friihe
Reifestufe 1 mit zahlreichen braun farbenden Nucleoli, Cytoplasma sehr dunkel
farbend, 2=spate Reifestufe 1 mit leichter Zunahme der Vakuolenbildung im
Cytoplasma, Nucleoli randstédndig, 3=Reifestufe 2 mit stark entwickelter
Vesikelbildung, Eihille deutlich verdickt, Beginn der Vitellogenese, 4=atretischer
Follikel) (160x, Goldner-Farbung)

8.3 Ergebnisse

159 Gonadenproben wurden im Institut flr Zoologie der Universitat Heidelberg histologisch
untersucht. Die Ergebnisse der histologischen Analyse der mannlichen Gonaden sind in Tab.
7 zusammengefasst. Proben, die im Gelande als mannliche Gonaden klassifiziert wurden
und dem Institut fur Zoologie der Universitat Heidelberg Ubergeben wurden, hier aber
eindeutig als weibliche Gonaden definiert werden konnten, sind separat in Tab. 11
aufgefuhrt. Beide Tabellen sind wie folgt zu lesen:
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Geschlecht der untersuchten Individuen:

m

w

mannlich (Hoden)

weiblich (Ovar)

Verbreitung von Mischgonaden (Hoden mit Eizellen):

(+)

++

fehlt
schwach entwickelt

deutlich entwickelt

Reifestadien der Hoden:

0
1
1-2
2
2-3

vollig inaktiv

unreif (Reifegrad: fast ausschlie3lich Spermatogonien)

vereinzelt Spermatozyten (Beginn der Meiose)

regelmanig Spermatozyten (neben Spermatogonien)

mehr Spermatozyten als Spermatogonien; nur sehr vereinzelt Spermatiden und reife Spermien
Spermatiden und reife Spermien regelmafig nachweisbar

weitgehend unreif, aber in einzelnen Tubuli wenige Spermatiden und reife Spermien

reif

Reifestadien der Ovarien:

deutlich erkennbarer Nucleus mit zahlreichen braun farbenden Nucleoli. Cytoplasma sehr
dunkel farbend. Die Theca ist nur als diinner griiner Saum zu erkennen

Zunahme der Vakuolenbildung im Cytoplasma (Beginn der Einlagerung von Dotter); im
Nucleus sind immer noch deutlich die jetzt randstandigen Nucleoli erkennbar
(Perinukleolarstadium).

In diesem Stadium hat, erkennbar am Auftreten der Dottervakuolen, die Vitellogenese bereits
begonnen. Peripher sind Cortikalvesikel angeordnet. Der Kern ist geschrumpft, die Nucleoli
sind nicht mehr erkennbar

Haufigkeitsverteilung der Reifestadien der Spermio- und Oogenese; Entwicklungsgrad des
Bindegewebes zwischen den Tubuli des Hodens; Zahl der Fibrozyten im Bindegewebe
zwischen den Tubuli des Hodens; Zahl der nekrotischen bzw. atretischen
Entwicklungsstadien von Spermio- und Oogenese:

(+)
+
++
+++

++++

fehlend

sehr selten

selten

regelmanig bis haufig
sehr haufig

massenhaft
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Tab. 7: Ergebnisse der histologischen Untersuchung der mannlichen Tiere
x i) L, 2| & . 3

R

& ¥ 8 3 85 55 25Ex I8 Bz 5 5 §3 EE

o fos) L »w So od® wl 0w s mo T iy cN o2
2101 Gudingen 1 m - 1 +++ + - ++ + Cysten
2101 Gudingen 2 m - 1-2 (1) 4 ++
2101 Gudingen 3 m - ? + + i s viele Cysten
2101 Gudingen 4 m - 4 - +++  ++H++ 4+ ++
2101 Gadingen 5 m - 1 +H++ + s
2101 Gudingen 6 m - 4 - +4++  ++++ 4+ +++
2101 Gudingen 7 m - 1 +++ 4 - + - (+)
2101 Gudingen 9 m - 1 ++ + - ++  ++
2101 Gudingen 10 m - - ++ 4+ - +++ ++t +++ sehr viele Cysten
2101 Gudingen 11 m - - ++ 4+ - +++ ++t +++
2101 Gudingen 12 m - ++ + - + + +
2101 Gudingen 13 m (+) - + ++ (+) ++ At +++ eine encystierte Eizelle?
2101 Gudingen 14 m - - ++ (1) - +++ +++ periph. kleine Tubuli
2101 Gudingen 15 m - 1 ++  (4) - +++ 4+ ++ kleine Cysten
2101 Gudingen 16 m - 2-3 ++ 4+ + ++ + (+)
2101 Gudingen 17 m - 2-3 ++ + (+) ++ + kleine Tubuli
2101 Gudingen 18 m - 1-2 ++ - + +
2101 Gudingen 19 m - 1-2 ++ - ++ ++ +
2101 Gudingen 20 m - 2-3 ++ 4+ (1) +
2111 Rehlingen m - 0 +++ - - ++ + +
2111 Rehlingen m - 0-1 +++ 4 -+ (+) +
2111 Rehlingen 12 m - 0 +++ - - ++ + +
2111 Rehlingen 15 m - 0-1 +++ +  ((+)) +++ ++ fokal +
2111 Rehlingen 19 m - 0 ++ - - + +
2111 Rehlingen 20 m - 0 ++ - - +++ 4+ ++
4201  Weil 1 m - 2(-3)  +++  ++ (4) + +
4201  Weil 3 m - 2(-3) +++ ++ (+) ++  ++ (fokal +)
4201 Well 4 m - 1-2 +++ - ++ + +
4201 Weil 5 m - 2(-3) +++ H++ (H) ++ +  fokal +
4201 Well 6 m - 1-2 +++ - ++ + unreif
4201 Weil 7 m - 1-2 ++  ++ - ++ + unreif
4201 Weil 9 m - 1-2 ++  ++ - ++ + unreif
4201 Weil 10 m - 1-2 ++ 4+ - ++ 4+ ++ unreif, mafRige Fibrose
4201 Weil 11 m - 2 ++  ++ (4) ++  ++ fokal ++ fokal leichte Fibrose
4201 Well 12 m - 1-2 ++ - ++  ++ fokal ++ fokal leichte Fibrose
4201 Weil 15 m - - +++ 4+ - ++ + + - ++
4301 Iffezheim m - 0 +++ - - ++ + (+)
4301 Iffezheim m - 1 +++ + - + +
4301 Iffezheim m - 1 +++ + - + +
4301 Iffezheim m - 1 +++  + - + +
4301 Iffezheim 15 m - 2 ++  ++ - + +
4401 Koblenz 2 m - 1 +++  + - + +
4401 Koblenz m - 1-2 ++ - + +
4401 Koblenz m - 1-2(-3) ++ ++  (#) + +
4401 Koblenz m - 1 +++  + - + +
4401 Koblenz 12 m - 1 +++  + - + +
4401 Koblenz 13 m - 1 +++  + - + +
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Fortsetzung der Tabelle:

L 2 ) g [) 85 @ c © ) %‘ @ o
) & L $ 58 &6 HS He 52 @S T i °g &2
4501 Bimmen 2 m - 2 ++ - + - Tubuli sehr klein
4501 Bimmen 6 m - 1-2 4+ ++ i +
4501 Bimmen 11 m - 2 ++ - + - Tubuli sehr klein
10110 Prossen 2 m - 1-2 ++ ++ o (4) ++ +
10110 Prossen 3 m - 1 +++ o+ - ++ +
10110 Prossen 4 m - 1-2 ++ ++ o (+) () 4 (+4)
10110 Prossen 5 m - 2(-3) +++
10110 Prossen 6 m - 1 4+ + - ++ (++) fokal ++
10110 Prossen 7 m - 1 +++ (4) - ++ +
10110 Prossen 9 m - 1 +++ o+ - +++  +++
10110 Prossen 10 m - 4+ (+) - ++ +
10110 Prossen 12 m - - ++  ++ - +
10110 Prossen 13 m - - ++  ++ - + +
10110 Prossen 17 m - 0 +++ - - +++  ++t +4++
10505 Zehren 1 m - 1-2 ++ ++ - ++ T+ ++ +
10505 Zehren 3 m - 1-2 ++ ++ + ++ ++ ++ +  Tubuli klein
10505 Zehren m - 1-2 ++  ++ - ++  ++ ++ ++
10505 Zehren 13 m - 1-2 ++ ++ - ++ + + Fremdzellen in Tubuli
10505 Zehren 15 m - 1-2 +++ 4+ - ++ + (+)
10505 Zehren 17 m - 0 +++ - - ++ + (fokal +)
10505 Zehren 18 m - 0 +++ - - ++ + (fokal +)
10205 Barby 9 m - -3 ++  ++ + + _
10205 Barby 10 m - -3 ++ o+ + + - )
10205 Barby 11 m - ++ - + - Tubuli sehr klein
10205 Barby 13 m - +++ A+ - + -
10205 Barby 15 m - ++ 4+ - + -
10205 Barby 16 m - 0-1 ++ + - + _
10205 Barby 17 m - ++ e+ - + -
10205 Barby 20 m - ++ e+ - ++ -
10305 Cumlosen 2 m - 2 ++ - + - Tubuli sehr klein
10305 Cumlosen m - 2-3 ++  +++ o+ + R
10305 Cumlosen 7 m - 2 ++ - - +
10305 Cumlosen 11 m - 1-2 ++  ++ - + - Tubuli sehr klein
10305 Cumlosen 15 m - 0-1 +++ - - ++  ++ ++ Tubuli klein
10305 Cumlosen 16 m - 1-2 +++  ++ - +++ 1+ ++
10305 Cumlosen 18 m - 1-2 ++ + -+ ++
10305 Cumlosen 20 m - 3 + o+ A+t 4+ +
10405 Blankenese 2 m - 2 + o+ - + R
10405 Blankenese 5 m - 2-3 ++ o+ + ++ + +
10405 Blankenese 7 m - 2 + o+t - + R
10405 Blankenese 8 m - 2 + o+t - + R
10405 Blankenese 9 m - 2 +  +++ o+ + +
10405 Blankenese 10 m - 2 + ++ - + -
10405 Blankenese 12 m ? + - Fixierung schlecht
10405 Blankenese 13 m - 2-3 + o+ o+ + ++ +
10405 Blankenese 14 m ++ 2 +++ - + + Mischgonade!
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Fortsetzung der Tabelle:

L 5 o B0 &5 & & o ‘qcé o .
) & L & 58 &6 52 52 58 &8s T & °8 &2

10405 Blankenese 15 m - 1 + + - + ++ Tubuli sehr klein

10405 Blankenese 16 m - 2 ++ - + + +

10405 Blankenese 17 m - 2 ++ - + - +

10405 Blankenese 19 m - 2 ++  ++t - + + +

10405 Blankenese 20 m - 2-3 + o+ + ++ +

11001 Saale 2 m - 1-2 ++ 4+ +  +++ ++ fokal ++

11001 Saale 4 m - 1-2 ++ - +++ +++ fokal ++ fokal ++

11001 Saale 5 m - 0 +) ) - +++ +++ fokal ++ fokal ++

11001 Saale 7 m - 1-2 ++ 4+ - ++  ++ Kolloid im Lumen

11001 Saale 9 m - 1-2 ++ o+t S S o o S o

11001 Saale 10 m - 1-2 ++ 4+ - +++ ++ +  Vakuolenbildung

11001 Saale 16 m - ? ? - I S o e o s +++

11001 Saale 19 m - 0 ++ - - ++ ++ +++ +

11002 Mulde m - ? ? - - +++ +++ inaktiv

11002 Mulde m - 1 +++ + - ++ + +

11002 Mulde m - 1-2 ++ - + + +

11002 Mulde 10 m - 1 +++  (4) I S e o

11002 Mulde 11 m - 1 +++ o+ - ++ (++) fokal ++

11002 Mulde 15 m - 1-2 ++ 4+ - + + +

11002 Mulde 20 m - 1 +++ + - ++ (++) fokal ++

17101 Ulm 1 m - 1-2 ++ ++ - +++  ++ ++ +

17101 Ulm 2 m - 1-2 ++ B s ++

17101 Ulm 3 m - 0-1 +++ + - ++ +

17101 Ulm 5 m - 0-1 +++ + - +++ ++ ++

17101 Ulm 7 m - 0-1 +++ + - + +

17101 Ulm 10 m - 1 +++  + - +

17101 Ulm 11 m - 1 +++  + - +

17101 Ulm 12 m - 0 +++ - - ++  ++ ++

17101 Ulm 13 m - 1-2 ++ () ++ fibrotisch

17101 Ulm 14 m - 0 (+) - -ttt ? ++++ ++  nur periphere Spermatog.

17101 Ulm 17 m - 1 +++  (4) - ++ +

17201 Kelheim 1 m - 2 +++  ++ - ++ +

17201 Kelheim 3 m - 2 +++  ++ - ++ +

17201 Kelheim 4 m - ? + ) - +++ ++ ++

17201 Kelheim 6 m - 0 +++ + - + +

17201 Kelheim 7 m - 1-3 +++ + (+) + + (+)

17201 Kelheim 8 m - 1-2 +++ - ++ +

17201 Kelheim 10 m - 1-2 +++ + - + +

17201 Kelheim 12 m - 1-2 ++ 4+ - + +

17201 Kelheim 13 m - 0-1 +++  + - + +

17201 Kelheim 16 m - 1 +++  + - + +

17201 Kelheim 17 m - 1 ++ - + +

17201 Kelheim 19 m - 2(-3) ++ ++ (4) 4 ++

17201 Kelheim 20 m - 2-3 ++ .+ + +
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Fortsetzung der Tabelle:

= K = 0 E
z T 2% 5% EEESE_ 48 % & g5 8%
o N g x oc =S $3 6200 22 5 = g8 EZ
A & T 3 58 &6 HS H5e 52 8% T T °g o2
17301 Jochenst. 3 m - 1-2 ++ ++ - + +
17301 Jochenst. 4 m - 1-2 ++ o+t - + *+)
17301 Jochenst. 6 m - 1-2 ++ o+t - +
17301 Jochenst. 7 m - 1-2 ++ o+t - ++ + +)
17301 Jochenst. 9 m - 1-2 ++ o+t - ++ + +
17301 Jochenst. 13 m - 2(-3) H+ +H+ (4) + +
17301 Jochenst. 17 m - 3-4 ++  ++ +++ ++ +
17301 Jochenst. 19 m - 1-2 ++  ++ - + +

Wie aus Tab. 7 ersichtlich wird, wurde in einem ersten Schritt der Reifezustand der Gonaden
Uber alle untersuchten Probenahmeflachen dokumentiert. In Folge der sommerlichen
Probenahme unmittelbar nach Abschluss des Laichgeschéaftes erwiesen sich die
untersuchten Proben mit wenigen Ausnahmen als sehr unreif oder gar inaktiv. Reife
Spermien konnten nur bei einem Tier, Spermatiden bei nur wenigen Individuen diagnostiziert
werden. Da der Reifegrad der Gonaden als Marker fir den physiologischen Zustand der
Tiere interpretiert werden kann, ist ein Rilckschluss hinsichtlich der Eignung der
ausgewahlten Probenahmetermine moglich. Der geringe Reifegrad bestatigt somit den
Anspruch, die Tiere wahrend eines physiologisch stabilen Zustandes zu beproben (vgl. Abb.
22).

50
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Abb. 22: Reifestufen mannlicher Gonaden (n=145) (0 = véllig inaktiv, 1 = unreif, 2 =
regelmafig Spermatozyten, 3 = Spermatiden, 4 = reif)
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Der leicht erhdhte Reifegrad der Gonaden der Tiere von Blankenese deutet allerdings an,
dass bereits im Herbst eine physiologisch aktivere Phase bereits wieder begonnen hat (Tab.
8; vgl. HECKER 2001). In Kombination mit den entsprechenden Ergebnissen des Vtg-Assay
an den weiblichen Individuen dieses Standortes lasst dies den Schluss zu, dass der
Probenahmezeitpunkt tendenziell zu spat gewahlt wurde (vgl. Kap. 7.3). Um den
physiologischen Zustand der Proben vergleichbar zu halten, sollte die Brassen-Probenahme
in Blankenese deshalb friher im Jahr, ebenfalls im August, erfolgen.

Tab. 8: Durchschnittlicher Reifegrad der Gonaden der mannlichen und weiblichen Tiere
der untersuchten Probenahmeflachen (sortiert nach Probenahmeterminen)

ID- PNF : Reifeggrad Reifeggrad Reifeggrad PN-Termin
PNF (m) (m) (w) W) (ges) (gesamt)

2111  Rehlingen 6 0,17 - - 6 0,17 14.-15.07.2002
2101  Gudingen 18 1,74 - - 18 1,74 18.-19.07.2002
17101 Ulm 11 0,82 2 2,00 13 1,00 21.-23.07.2002
17301 Jochenstein 8 1,81 - - 8 1,81 23.-24.07.2002
17201 Kelheim 12 1,46 - - 12 1,46 24.-25.07.2002
4401  Koblenz 6 1,25 4 1,50 10 1,35 27.-28.07.2002
4301  Iffezheim 5 1,00 - - 5 1,00 29.-30.07.2002
4201  Weil 11 1,82 - - 11 1,82 30.-31.07.2002
4501  Bimmen 3 1,83 1 2,00 4 1,88 31.07.-02.08.2002
10110 Prossen 11 1,23 1 2,00 12 1,29 05.-06.08.2002
10505 Zehren 7 1,07 1 3,00 8 1,31 06.-07.08.2002
11001 Saale 7 1,07 - - 7 1,07 08.-09.08.2002
11002 Mulde 6 1,17 - - 6 1,17 09.-10.08.2002
10305 Cumlosen 7 1,81 2 1,50 9 1,78 12.08.2002
10205 Barby 8 1,94 2 1,50 10 1,85 13.08.2002
10405 Blankenese 13 2,04 2 1,75 15 2,00 17.-19.09.2002

Hinsichtlich des Untersuchungsschwerpunktes der Uberpriifung endokriner Wirkung kann
festgehalten werden, dass sich an den untersuchten Probenahmeflachen kaum Hinweise auf
Einflisse endokrin wirksamer Substanzen ergeben. Bemerkenswert sind lediglich zwei
Individuen: In Individuum Blankenese 14 konnte eine ausgepréagte Mischgonade (vgl. Abb.
23) diagnostiziert werden. In den Gonaden dieses Tieres wurden neben Spermatocyten
unterschiedlichen Reifegrades vereinzelt auch Eizellen nachgewiesen. Nicht ganz sicher ist
die Diagnose einer einzelnen encystierten Eizellen im Hoden von Tier Gudingen 13, da die
Strukturen zu selten auftraten (vgl. Abb. 24). Inwiefern dieses Phanomen auf endokrin
wirksame Substanzen zurtckzufthren ist, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht abschlieRend
geklart werden.
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In der Gesamtbetrachtung aller untersuchten 145 mannlichen Gonaden ist hinsichtlich
morphologischer Gewebeveranderungen lediglich bei diesen beiden Individuen ein Einfluss
endokrin wirksamer Substanzen anzunehmen.

Abb. 23: Mischgonade in Tier 14 der Probenahmeflache Blankenese (250x, H&E-Farbung),
Oozyten sind mit Pfeilen gekennzeichnet
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Abb. 24: Encystierte Eizelle in Tier 13 der Probenahmeflache Gudingen (250x, Goldner-
Farbung)

Wie durch die ausgepragte Grinfarbung in Abb. 24 bereits deutlich wird, wurde in den
Gonaden einiger Tiere der Probenahmeflache Gidingen zum Teil extrem entwickeltes
Bindegewebe nachgewiesen. Die Entwicklung des Bindegewebes zwischen den Tubuli ist
zwar individuell sehr verschieden, aber im Vergleich zu den Tieren der Ubrigen
Probenahmeflachen deutlich verstarkt. Einige Individuen weisen in starkem Male
zystenartige Erweiterungen des Bindegewebes mit einem hyalinen Inhalt auf. Zwischen den
stark erweiterten, mit zahlreichen Spermatiden und Spermien angefiliten Tubuli sind kréftige
Strange von Bindegewebe zu erkennen, die sich an manchen Stellen zu zystenartigen
Gebilden mit einem amorphen Inhalt erweitern (vgl. Abb. 25). Inwiefern dieses als Fibrose
definiertes Phanomen als pathologisches Merkmal zu deuten ist, kann zum jetzigen
Zeitpunkt noch nicht abschlieBend geklart werden. Aufgrund der starken Auspragung ist
allerdings von einer eingeschrankten Funktionalitdt der Gonade auszugehen. Der oder die
Ausloser einer solchen Fibrose sind nicht einfach zu beschreiben. Aus Laborversuchen ist
bekannt, dass fibrotische Erscheinungen in der Leber sowohl durch Schwermetalle, wie
Cadmium und Quecksilber, aber auch durch Ethanol etc. induziert werden kénnen. Nahere
Informationen zu auslésenden Agenzien von Fibrosen in Gonadengewebe liegen nicht vor.
Erschwert wird diese Betrachtung auferdem dadurch, dass die Haufigkeit der
pathologischen Merkmale, wie ausgepragte Fibrosen und nekrotische Zellen; sowohl
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aufgrund einer grof3en individuellen Variabilitéat innerhalb der Standorte stark schwankt, als
auch in seiner Auspragung zwischen den Standorten stark variiert.

Abb. 25: Verstarkte Bindegewebsauspragung und Fibrose (grin-blau) in Tier 14 der Probe-
nahmeflache Gudingen (250x, Goldner-Farbung)

Wie aus Tab. 7 hervorgeht, sind fibrotische Erscheinungen insbesondere bei den Individuen
der Saar sowie der Elbe und ihrer Nebenflisse ausgepréagt. Bei Betrachtung des
prozentualen Anteils fibrotischer Gewebe bzw. des Fibrosegrades bezogen auf den maximal
mdoglichen Anteil an der Gesamtstichprobe einer Probenahmeflache wird deutlich, dass die
Fibrose insbesondere in den Tieren von Mulde (Dessau) und Saale (Wettin) eine starke
Auspragung erfahrt (vgl. Abb. 26). Berlcksichtigt wurde hier die Auspragung der Fibrose
bezogen auf alle untersuchten Individuen. In Tab. 9 sind zur weiteren Erlauterung die
prozentuale Zuordnung der Individuen zu den Fibroseklassen aufgeflihrt. Hieraus wird
deutlich, dass neben den genannten Probenahmeflachen Gidingen, Mulde (Dessau) und
Saale (Wettin) auch die Tiere von Prossen in einer hohen Schadklasse einzugruppieren sind.
Dies ist insbesondere vor dem Hintergrund bedeutsam, dass aufgrund der Haufigkeit des
Auftretens der Fibrose und dem fortgeschrittenen Grad ihrer Ausprdgung wegen
zunehmender Inaktivierung der Gonade eine Beeintrachtigung der Reproduktion in diesen
Populationen angenommen werden kann.
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Abb. 26: Prozentualer Anteil des Fibrosegrades [%] innerhalb der Gesamtstichprobe einer
Probenahmeflache

Tab. 9: Prozentualer Anteil der Fibroseklassen (0O=fehlend bis 4=massenhaft) an der
Gesamtstichprobe einer Probenahmeflache (gerundet) sowie prozentualer Anteil
als fibrotisch charakterisierter Individuen

n 0 1 2 3 4 Symptome

Gudingen 19 16 32 21 32 0 85
Rehlingen 6 17 67 17 0 0 84
Weil 11 36 27 36 0 0 63
Iffezheim 5 80 20 0 0 0 20
Koblenz 5 100 0 0 0 0 0

Bimmen 3 100 0 0 0 0 0

Prossen 9 67 0 22 11 0 33
Zehren 7 0 57 43 0 0 100
Barby 8 100 0 0 0 0 0

Cumlosen 8 50 13 38 0 0 51
Blankenese 13 100 0 0 0 0 0

Mulde 7 0 43 29 29 0 100
Saale 8 25 0 38 38 0 76
Ulm 9 44 0 44 0 11 55
Kelheim 13 85 0 15 0 0 15

Jochenstein 8 75 25 0 0 0 25
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Ebenso konnten in einigen Individuen nekrotische Areale sowie eine Vakuolisierung von
Spermatogonien festgestellt werden (vgl. Tab. 7). Die starke Vakuolisierung zahlreicher
Spermatogonien dirfte in diesem Zusammenhang als Vorstufe nekrotischer Veranderungen
der Hodentubuli zu interpretieren sein. Die Nekrose ist zwar ein selteneres Phanomen als die
oben beschriebene Fibrose, aber je nach Auspragung vermag sie wesentlichen Einfluss auf
die Reproduktionsfahigkeit eines Tieres bzw. der Gesamtpopulation auszuiben.
Insbesondere bei stark ausgepragter Nekrose wiesen die Tubuli ein stark degeneriertes
Epithel auf. Typische Entwicklungsstadien der Spermatogenese konnten in diesen Féllen
nicht mehr identifiziert werden. Wie in Abb. 27 ersichtlich wird, ist bei einem solchen Hoden
nicht mehr von einer Reproduktionsfahigkeit des Organismus auszugehen. Die Ursachen
einer solch ausgepragten Nekrose sind allerdings vielschichtig und kdnnen nicht unbedingt
mit endokriner Wirkung in Zusammenhang gebracht werden.

Abb. 27: Nekrotische Tubuli in Tier 4 der Probenahmeflache Kelheim (250x, Goldner-
Farbung)

In Abb. 28 ist die Auspragung der Nekrose in den Fischgonaden der einzelnen Probenahme-
flachen dargestellt. Hier wird deutlich, dass die nekrotischen Erscheinungen inshesondere in
der Saale ausgepréagt zu sein scheinen (63% der untersuchten Individuen nekrotisch). Die
Darstellung der prozentualen Auspragung der Nekrose bezogen auf die Gesamtzahl der
untersuchten Individuen macht deutlich, dass insbesondere die Tiere der Saale, sowie auch
die Tiere von Zehren und Blankenese nekrotisches Gewebe aufwiesen (vgl. Abb. 28). In
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Tab. 10 sind zur weiteren Erlauterung die prozentuale Zuordnung der Individuen zu den

Nekroseklassen aufgeflhrt. Hieraus wird deutlich, dass neben den genannten Probenahme-

flachen auch in Ulm und Kelheim zum Teil stark nekrotische Tiere gefunden wurden.

Nekrose [%]

40

301
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Abb. 28: Prozentualer Anteil des Nekrosegrades [%] innerhalb der Gesamtstichprobe einer
Probenahmeflache

Alles in allem kann zusammengefasst werden, dass mit zwei Ausnahmen keine endokrinen

Wirkungen in der Struktur der untersuchten mannlichen Gonaden nachgewiesen werden

konnte. Die Vielzahl fibrotischer und nekrotischer Erscheinungen lasst jedoch Rickschlisse

dahingehend zu, dass insbesondere die Tiere der Probenahmeflachen Gildingen, Rehlingen,

Saale und Mulde einer allgemeinen Belastung durch Umweltchemikalien ausgesetzt sind, die

pathologische Wirkungen nach sich zieht.
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Tab. 10: Prozentualer Anteil der Nekroseklassen (O=fehlend bis 3=sehr haufig) an der
Gesamtstichprobe einer Probenahmeflache (gerundet) sowie prozentualer Anteil
als nekrotisch charakterisierter Individuen

n 0 1 2 3 Symptome
Gldingen 19 79 21 0 0 21
Rehlingen 6 100 0 0 0 0
Weil 11 100 0 0 0 0
Iffezheim 5 100 0 0 0 0
Koblenz 5 100 0 0 0 0
Bimmen 3 100 0 0 0 0
Prossen 9 100 0 0 0 0
Zehren 7 57 29 14 0 43
Barby 8 88 12 0 0 12
Cumlosen 8 88 12 0 0 12
Blankenese 13 54 46 0 0 46
Mulde 7 100 0 0 0 0
Saale 8 38 25 25 13 63
Ulm 9 78 11 11 0 22
Kelheim 13 85 8 0 8 16
Jochenstein 8 88 12 0 0 12

Bei der Betrachtung der histologischen Schnitte konnten 14 makroskopisch falschlicherweise
als mannliche Tiere angesprochene Individuen dem weiblichen Geschlecht zugeordnet
werden. Da das primére Ziel der Untersuchung in der Uberpriifung von Einfliissen endokriner
Substanzen bestand, wurden die weiblichen Proben lediglich hinsichtlich ihres Reifegrades
und der Qualitat der Oozyten beurteilt (vgl. Tab. 11). Die Ovarien der zusatzlich untersuchten
weiblichen Individuen waren ebenfalls erwartungsgemar Uberwiegend unreif. Im Gegensatz
zu den untersuchten Hoden konnte kein verstérkt ausgepragtes Bindegewebe in der Theka
nachgewiesen werden. Bemerkenswert war lediglich der Nachweis vereinzelt auftretender
atretischer Follikel (vgl. Abb. 29). Atretische Follikel entstehen aus sekundaren oder reifen
anovulatorischen Follikeln. Es handelt sich hierbei allerdings nicht um einen Hinweis auf
Belastung, sondern das Vorhandensein atretischer Follikel ist — sofern sie nicht geh&uft
auftreten — ein gewdhnliches Phanomen. Aufgrund der Tatsache, dass mit Abschluss des
Laichgeschéftes sowohl fruchtbare Eier als auch atretische Eier aus dem Ovar
herausgelassen wurden, konnte bei der Analyse der Ovarien dieses Phanomen nur sehr
selten nachgewiesen werden.
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Tab. 11: Ergebnisse der histologischen Untersuchung der weiblichen Tiere
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L T :8 5% E£E5E_8 Y 3 5: 58

& 0 S x 8¢ =5 ©S50x 8§22z 5 5 &= E°

o & T 3 58 £8 525282 a8d T i 28 &2
4401 Koblenz 7 w - 1-2
4401 Koblenz 11w - 1-2
4401 Koblenz 14 w - 1-2
4401 Koblenz 19 w - 1-2 einzelne atretische Eier
4501 Bimmen 15 w - 1-3
10110 Prossen 19 w - 1-2(3)
10505 Zehren 9 w - 3
10205 Barby 14 w - 1-2
10205 Barby 19 w - 1-2
10305 Cumlosen 12w - 1-2
10405 Blankenese 6 w - 1-2
10405 Blankenese 18 w - 1(3)
17101 Ulm 4 w - 1-2(3)
17101 Ulm 9 W - 1-2(3) z.T. atretische Eier
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Abb. 29: Individuum 19 (weiblich) der Probenahmeflache Koblenz mit vereinzelt
auftretenden atretischen Eiern (links oben = Zyste) (160x, Goldner-Farbung)
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9 Zusammenfassende Betrachtung der
Ergebnisse der Vtg-Analysen und der
histologischen Untersuchung

Die Vtg-Analysen zeigen zum einen, dass an den meisten Probenahmeflachen keine
Hinweise auf die Anwesenheit endokrin wirksamer Substanzen in fir Organismen relevanten
Konzentrationen vorliegen. Das gilt fur alle Probenahmeflachen im Rhein, in der Elbe, der
Saale und der Donau. Die sowohl in Cumlosen als auch in der Donau bei Kelheim und
Jochenstein erhohten Gehalte weniger Individuen sollten vorsichtig interpretiert bzw. in
weiteren Untersuchungen Uberpriift werden, bevor eindeutige Aussagen getroffen werden
konnen. Zum anderen wird deutlich, dass in der Saar an beiden untersuchten
Probenahmeflachen und in der Mulde unterhalb Dessau die Brassen gegeniiber endokrin
wirksamen Stoffen exponiert sind und diese Stoffe aufnehmen (Bioverfligbarkeit). Die
Untersuchungen im Jahr 2001 bestitigen diese Aussage zumindest flr die beiden
Saarstandorte (BARTEL et al. 2002).

Im Vergleich dazu konnten durch die histologischen Untersuchungen der mannlichen
Gonaden keine Hinweise auf endokrine Wirkungen erhalten werden. Daraus lasst sich
schlieRen, dass an allen Probenahmeflachen endokrin wirksame Substanzen wahrscheinlich
keine nachteiligen Wirkungen in Brassen verursachen. Das bedeutet flr den Vergleich der
beiden Biomarker, dass Vtg zwar der sensiblere Marker zu sein scheint, der bereits die
Anwesenheit und Bioverfugbarkeit relativ geringer Konzentrationen 0Ostrogen wirksamer
Substanzen anzeigt, aber keine weitergehenden Informationen in Bezug auf reproduktive
Storungen liefert. Zwar sind auch Ovotestis bei Fischen kein eindeutiger Nachweis dafur,
aber die Tatsache nur einer nachgewiesenen Mischgonade macht deutlich, dass die Gefahr
Ostrogener Wirkungen in deutschen Gewassern gering zu sein scheint.

Dartber hinaus kann auch nicht umfassend beantwortet werden, inwiefern das Auftreten von
Eizellen in mannlichen Gonaden bzw. eine Mischgonade ein natirliches Phanomen
darstellen kann. In diesem Zusammenhang ist erwahnenswert, dass nach Angaben von vom
SAAL et al. (1992) bei Fischen als primitive Vertreter der Vertebraten echter
Hermaphroditismus bekannt ist. Hier kdnnen gleichzeitig funktionsfahige weibliche und
mannliche Gonaden vorhanden sein und damit die Féhigkeit zu befruchten und befruchtet zu
werden (KLEIN 2003). Speziell zum Brassen liegen in diesem Zusammenhang allerdings
keine Daten hinsichtlich des Vorkommens von Hermaphroditen vor (BRAUNBECK, mundl.
Mitteilung).

An allen untersuchten Standorten wiesen die Fische mehr oder minder starke Anzeichen
einer Fibrose auf. Am auffalligsten waren in diesem Zusammenhang die Standorte
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Gudingen, Mulde (Dessau) und Saale (Wettin). Bei einzelnen Individuen kommen
nekrotische Veranderungen der Gonaden hinzu, die allerdings nur im Zusammenhang mit
einer allgemeinen Belastung der Tiere durch Umweltchemikalien interpretiert werden
kénnen. Die Ursachen dieser Phanomene sind allerdings sicherlich vielschichtig, weswegen
diese Schadbilder keinesfalls als Hinweis auf spezifisch endokrine Wirkung interpretiert

werden dirfen.

10 Zusammenfassung und Empfehlungen
fur die Probenahme

Die Proben der Umweltprobenbank des Bundes werden zur Zeit, entsprechend dem
klassischen Ansatz umwelttoxikologischer Untersuchungen, lediglich auf Konzentrationen
chemischer Stoffe untersucht, wodurch Aussagen zur Exposition und Bioverflgbarkeit, aber
nicht zur Wirkung moglich sind. Die Frage nach der Kausalitdt (Ursache-Wirkung) bleibt
dadurch letztendlich genauso unbeantwortet wie diejenige nach der Relevanz bioverfiigbarer
Stoffe fir Lebewesen. Aus diesem Grund wurden am Beispiel des Brassen im Rahmen der
vorliegenden Untersuchung von der Auswahl geeigneter Zielkompartimente uber die
Erarbeitung und Beschreibung der methodischen Vorgehensweise bis zum beispielhaften
Einsatz eines ausgewahlten Markers Grundlagen fir wirkungsorientierte Umweltbeo-
bachtung anhand von Lagerproben der Umweltprobenbank des Bundes geschaffen.

Retrospektive Wirkungsuntersuchungen sind aufgrund der Vielschichtigkeit immuno-
logischer, hormoneller und genetischer Systeme und der zum jetzigen Zeitpunkt geringen
Kenntnis geeigneter Markersysteme fir die UPB von entscheidender Bedeutung. Ziel der
UPB muss in diesem Zusammenhang sein, als Grundlage fir alle diese sich zunehmend
entwickelnden Analyseverfahren eine qualitativ hochwertige, veranderungsfrei gelagerte
Probe zur Verfligung stellen zu kénnen.

Beispielhaft wurden Voruntersuchungen durchgefiihrt, die die methodische Vorgehensweise
zur Probenahme und Probenlagerung von ausgewahlten Korperkompartimenten des
Brassen beleuchten sollten. Zu Beginn der vorliegenden Untersuchung wurden Blutplasma,
als wichtigstes korpereigenes Transportmedium, und die Milz, als Vertreter von
Gewebeproben, ausgewahlt. Beide Kompartimente wurden im Rahmen der Routine-
probenahmen und Screenings des Jahres 2002 in Saar, Rhein, Elbe, Mulde, Saale bzw. der
Donau beprobt.
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Hinsichtlich des Blutplasmas wurden umfangreiche Tests zur Betaubung des Fisches, zur
Blutentnahme, zum Zusatz notwendiger Zusatzsstoffe und zur weiteren Probenbehandlung
durchgefuhrt. Daran anschlieBend wurde am Beispiel von Vitellogenin (Vig-ELISA) die
Qualitat der nach der erarbeiteten Methode gewonnenen Routine- und Screeningproben
beleuchtet. Aufgrund der vergleichsweise einfachen und schnellen Probenahme in
Kombination mit dem hohen Informationsgehalt wird die Aufnahme von Blutplasma in das
Konzept der UPB als Einzelprobe fir retrospektive wirkungsorientierte Untersuchungen
empfohlen.

Dementsprechend schlieBen sich die Empfehlungen zur Aufnahme der ldentifikation fir
Blutplasma (ID 3131) in das Schlisselsystem der UPB sowie die Empfehlung zur
Fortschreibung der Richtlinie zur Probenahme und Probenbearbeitung Brassen — wie in
Anhang Il dargelegt — an. Letzteres bezieht sich insbesondere auf Ergdnzungen hinsichtlich
der Probenahmetechnik: Betdubung des Fisches mittels elektrischer Durchstromung,
Erganzung hinsichtlich der Liste erforderlichen Materials sowie die methodische
Beschreibung der Gewinnung einer qualitativ hochwertigen Blutplasmaprobe.

Fur die erstmalige Aufnahme von Blutplasma als Einzelprobe wird aus Praktikabilitats-
grinden die Erstellung von maximal zehn Aliquoten préferiert. Zur Gewinnung von ca. 100-
200 plI Blutplasma pro Aliquot ist in diesem Fall die Enthnahme von etwa 4 ml Vollblut pro
Fisch erforderlich. Beide Werte stellen sowohl in der praktischen Vorgehensweise bei der
Probenahme als auch hinsichtlich der Lagerkapazitat umsetzbare Kapazitaten dar. Im
Rahmen der geleisteten Arbeiten wurden von 20 Fischen jeder Probenahmeflache jeweils
zehn Aliquote separat abgepackt und ins UPB-Cryolager der IME Schmallenberg tberfihrt.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnte ebenfalls deutlich gemacht werden, mit welcher
methodischen Vorgehensweise Gewebe- bzw. Organproben als Zielkompartiment im Sinne
einer lagerfahigen Einzelprobe in der UPB genutzt werden kénnen. Diese Vorgehensweise
wurde am Beispiel der Milz erarbeitet, ist aber auch ohne wesentliche Anderungen auf
andere Organe, wie beispielsweise die Leber, zu Ubertragen. Dies gilt ebenso fur den im
Anschluss an die Voruntersuchungen erarbeitete Entwurf zur Erganzung der aktuellen
Probenahmerichtlinie. Zur Aufnahme von Gewebeproben als Lagerproben fur retrospektive
Wirkungsuntersuchungen besteht allerdings weiterer Forschungsbedarf: So wurden im
Rahmen der Untersuchung die Gewebeproben als Ganzes eingefroren. Es konnten keine
Empfehlungen zur sinnvollen Aliquotierung ausgesprochen werden. Im Rahmen einer
weiterfihrenden Untersuchung musste eine Validierung der aliquotierten Proben hinsichtlich
ihrer Reproduzierbarkeit und Representativitat durchgefuhrt werden. Fir weiterfUhrende
Analysen liegen zum jetzigen Zeitpunkt 313 Milzproben der Routineprobenahmen und
Screenings 2002 im Zwischenlager der Universitat Trier vor. Erst nach Interpretation der
daraus zu gewinnenden Ergebnisse kann entschieden werden, ob dieser Arbeitsschritt zur
Aufnahme in das Konzept empfohlen werden kann.
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Zur Schaffung einer breiteren Informationsbasis wurden zusatzlich zu den beschriebenen
Kompartimenten bei den Routineprobenahmen und Screenings 2002 auch maénnliche
Gonaden enthommen. Ziel der Untersuchung war, dass anhand histologischer Unter-
suchungen strukturelle Veranderungen im Gewebe nachgewiesen werden koénnen.
Strukturelle Veranderungen (z.B. Mischgonaden) werden in diesem Zusammenhang als
Marker fur endokrine Wirkung diskutiert. Hinsichtlich des Nachweises von nur einer
Mischgonade bei insgesamt 145 untersuchten Tieren ist ebenso wie durch die Ergebnisse
des Vig-ELISA nicht von einer endokrinen Wirkung auf Populationsniveau auszugehen.
Aufgrund der guten Markereigenschaft wird empfohlen, solche histologischen
Untersuchungen in bestimmten Zyklen zu wiederholen. Zumindest kdnnten mit vergleichs-
weise geringem Aufwand Gonadenproben bei der jahrlichen Routine-Probenahme
gesammelt, fixiert und gelagert werden. Eine histo-pathologische Untersuchung konnte bei
entsprechendem Bedarf retrospektiv erfolgen.

Um einen 6kologisch und physiologisch relativ stabilen Zeitraum im Jahr auszuwéhlen, ist
der Probenahmezeitraum fir die Brassen-Probenahme nach KLEIN & PAuULUS (1996) von
Anfang August bis Ende September definiert. Der im Gegensatz dazu instabilste und daher
fur vergleichende Untersuchungen ungiinstigste Zeitraum ist die Laichzeit, fir die starke
Schwankungen in den Aktivitdten des Cytochrom-P450-Enzymkomplexes und fir das
hormonelle System nachgewiesen wurden (vgl. KLEIN 2003). Insbesondere das hormonelle
System ist an diesen Veranderungen mal3geblich beteiligt und beeinflusst Uber
Wechselwirkungen alle anderen untersuchten Systeme ebenfalls. Um eine Vergleichbarkeit
der uber alle Probenahmeflachen gewonnenen Proben zu gewahrleisten, sollte deshalb der
Probenahmezeitraum zeitlich moglichst knapp gefasst werden. Entsprechend den
Ergebnissen des Vtg-ELISA und der histologischen Untersuchung, die nahe legen, dass in
Blankenese Fische einer physiologisch aktiveren Phase beprobt wurden, wird deshalb
empfohlen die Brassen-Probenahme in Blankenese friher im Jahr, ebenfalls im August,
durchzufihren.

Da allgemeine pathologische Veranderungen die Effekte endokrin wirksamer Substanzen
stark Uberlagern koénnen, wurden diese im Rahmen dieser Untersuchungen ebenfalls
systematisch erfasst. Das an einigen Probenahmeflachen héaufige und sehr stark
ausgeprégte Auftreten von Fibrozyten und nekrotischer Zellen legt den Verdacht auf eine
nicht n&her definierbare, allgemeine stoffliche Belastung der Tiere nahe. Dieses von einer
strukturellen Ver&nderung bis zum Absterben des reproduktiven Gewebes reichende
Phanomen muss als deutliche Einschrankung der Reproduktionsfahigkeit der Tiere
interpretiert werden. Auch aus diesem Grund wird empfohlen, diese sehr informative
histologische Untersuchung in definierten ZeitrAumen zu wiederholen.
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Anhang

Rohdaten der Vitellogeninanalyse mittels ELISA-Assay

Gudingen Rehlingen Weil Iffezheim Koblenz Bimmen
Sex Vtg Sex Vtg Sex Vtg Sex Vtg Sex Vtg Sex Vtg
1 m 18 w 1187 m 0 w 259 m 0 w 178
2 m 1 w 929 w 5788 m 0 m 0 m 0
3 m 11 w 783 m 2 m 0 m 0 w 1449
4 m 68 w 1306 m 0 w 0 w 1 w 893
5 m 27 w 876 m 0 m 0 m 0 w 623
6 m 27 w 941 m 0 m 0 m 0 m 0
7 m 11 w 42 m 5 w 693 w 0 w 617
8 w 247 m 3 w 1073 w 1 m 0 w 618
9 m 5 m 189 m 0 w 1118 w 0 w 221
10 m 8 w 0 m 5 w 74 m 0 w 24
11 m 17 w 638 m 0 w 473 m 0 m 0
12 m 1 m 0 m 0 w 240 w 0 w 153
13| m 67 w 692 w 368 m 0 m 0 w 820
14 m 45 w 1849 w 1185 w 776 m 0 w 692
15 m 0 m 3 m 0 w 184 m 0 w 0
16| m 26 w 1286 m 0 w 178 m 1 w 671
17 m 154 w 796 - - w 778 w 0 m 0
18] m 0 w 362 - - - - w 40 w 109
19 m 0 m 21 - - - - - - w 109
20 m 7 m 6 - - - - - - - -
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