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1 Einleitung 1

Einleitung

Das Auftreten von anthropogenen Substanzen (Xenobiotika und Schwermetalle) in der Umwelt
ist eine weit verbreitete Erscheinung, auf die Organismen reagieren miissen. Bei der Bioakku-
mulation und Toxizit4t von Schadstoffen spielen mehrere Faktoren eine Rolle. Wichtig sind die
Aufhahme, die Verteilung, die Interaktion mit einem Zielmolekiil im Organismus und die daraus
resultierende Stérung sowie der Stoffwechsel und die Ausscheidung von Schadstoffen (Gregus
und Klaassen 1996). Der Stoffwechsel von Xenobiotika ist dabei von besonderer Bedeutung.
Durch ihn kénnen Substanzen abgebaut oder aber durch Verdnderung der Muttersubstanz in
fiir den Organismus schédlichere Metabolite umgewandelt werden (Kantoniemi et al. 1996,
Parkinson 1996). Bei Fischen findet der Metabolismus hauptsichlich in der Leber statt (Go-
kseyr und Husey 1998). Sie ist das wichtigste Organ fiir den Fremdstoffwechsel, daneben kann
der Stoffwechsel von Xenobiotika aber auch in Niere (Lorenzana et al. 1988), Kieme (Ueng et
al. 1992), Herz (Stegeman et al. 1982 und 1989), Darm (VanVeld et al. 1990) oder Gehirn
(Andersson und Gokseyr 1994) stattfinden.

Beim Metabolismus von Schadstoffen, der sogenannten Biotransformation, werden lipo-
phile Substanzen in hydrophilere Substanzen umgewandelt. Die Metabolite kénnen aufgrund
ihrer veranderten physiko-chemischen Eigenschaften leichter ausgeschieden werden. Ohne die-
se Umformung wiirden lipophile Substanzen in Abhangigkeit von threm Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten (Kow) in noch gréBerem MaBe im Organismus angereichert (De Wolf
1992).

Fiir den Vorgang der Biotransformation sind Enzyme verantwortlich. Sie lassen sich zwei
verschiedenen Phasen zuordnen. In der Phase I werden durch Oxidations-, Reduktions- und
Hydrolysereaktionen polare Gruppen in lipophile Substanzen eingefiihrt. Diese Reaktionen
werden im wesentlichen durch Cytochrom P450-abhingige Monooxygenasen (CYP oder
P450) katalysiert, die in den meisten Fallen im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert sind.
Das CYP-Enzymsystem ist neben dem Metabolismus von Xenobiotika fiir den Stoffwechsel
von endogenen Substanzen wie Fettsduren, Steroiden, Prostaglandinen und Ketonen verant-
wortlich.

Zur Klassifizierung wird das Enzymsystem der Cytochrome P450 in Familien und Unter-
familien unterteilt, die Nomenklatur beruht dabei auf der Sequenzhomologie der verschiedenen
Proteine. Die Zugehorigkeit zu einer Familie oder Unterfamilie richtet sich nach der Anzahl der
identischen Aminosduren. Die Gene und cDNAs der Cytochrome P450 werden kursiv mit
P450 (CYP) abgekiirzt, die Familie mit einer arabischen Ziffer, die Unterfamilie mit einem
GrofBbuchstaben, und das individuelle Gen/Enzym wiederum mit einer arabischen Ziffer, zum
Beispiel CYP141 (Nebert et al. 1991). Bezieht sich die Kennzeichung auf die mRINA oder das
Protein, wird die nicht kursive Schreibweise empfohlen (CYP1A1).

In der Phase II der Biotransformation werden Chemikalien oder ihre Phase I-Metabolite
mit kérpereigenen Molekiilen konjugiert (Gallagher et al. 1996). Die entstehenden Konjugate
sind besser wasserldslich als die Muttersubstanzen und werden iiber Leber/Galle oder Nieren
eliminiert. Zwei wichtige Enzymfamilien der Phase II sind die membrangebundenen UDP-
Glukuronyltransferasen (UDP-GT) und die zytosolischen Glutathion-S-Transferasen (GST).
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Die UDP-GT tibertragen Glukuronylsauren auf das Fremdstoffsubstrat, die GST konjugieren
es mit Glutathion. Letztere Reaktion ist fiir elektrophile Substanzen besonders wichtig.

Im Zusammenhang mit dem Fremdstoffmetabolismus spielt die Unterfamilie CYP1A der
Phase I-Enzyme eine besondere Rolle. Die Unterfamilie CYP1A wird durch Xenobiotika wie
Polyzyklische Aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH), Polychlorierte Biphenyle (PCB), Poly-
chlorierte Dibenzodioxine (PCDD), Polychlorierte Dibenzofurane (PCDF) und Pestizide indu-
ziert (Kobayashi et al. 1987, Kobayashi et al. 1993, Van Veld et al. 1997). Die Induktion beruht
auf Bindung eines Fremdstoffmolekiils an den Aryl-Hydrokarbon (Ah)-Rezeptor im Zytosol
der Zelle. Der aktivierte Ah-Rezeptor-Komplex wird in den Zellkern transportiert und fiihrt
dort zur Expression des CYP1A-Gens (Hahn 1998, Riddick et al. 1994). In den letzten Jahren
konnte gezeigt werden, dal3 dieser Mechanismus grundsitzlich wahrscheinlich auch in Fischen
gilt (Hahn et al. 1992 und 1994, Lorenzen and Okey 1990, Pollenz und Necela 1998, Wang et
al. 1998). Die Eigenschaft der Induzierbarkeit von CYP1A durch die genannten Substanzgrup-
pen hat den Einsatz von CYP1A als Biomarker in Fischen ermoglicht (Bucheli und Fent 1995,
Gokseyr 1995, Stegeman et al. 1988 und 1991). Ein Biomarker kann als Fremdstoff-induzierte
Verinderung in einem biologischen System definiert werden (Peakall 1992). Uber eine solche
Veranderung kann die Exposition von Organismen an anthropogene Substanzen nachgewiesen
werden (Deplegde 1994). In diesem Zusammenhang wird die Induktion der katalytischen Akti-
vitat des Cytochrom P4501A bereits seit den siebziger Jahren als Expoxitionsmarker fiir die
Exposition von Fischen an Dioxin-dhnliche Stoffe genutzt (Payne 1976, Payne und Penrose
1975).

Neben CYP1A als Stellvertreter der Phase I der Biotransformation kann auch die Indukti-
on von Phase [I-Enzymen als Biomarker im aquatischen Bereich eingesetzt werden (Gadagbui
und Gokseyr1996, Machala et al. 1997, Vigano et al. 1998). Die Induzierbarkeit der Enzym-
familien der UDP-Glukuronyltransferasen und Glutathion-S-Transferasen ist allerdings deutlich
geringer als die des Cytochrom P450 1A (Jedamski-Grymlas et al. 1995, Otto und Moon 1996,
Huuskonen und Lindstrém-Seppd 1993). Fiir die Enzyme der Phase II ist der Mechanismus der
Induktion in Fischen unklar (Bucheli und Fent 1995).

Die Induktion von CYP1A kann auf drei Nachweisebenen erfalit werden. Sie kann auf der
Ebene der katalytischen Aktivitit des Enzyms, auf der des Proteingehalts oder auf der des
mRNA-Gehalts gemessen werden. _

Die katalytische Aktivitat von CYP1A wird meist als Aktivitat der Ethoxyresorufin-O-
Deehthylase (EROD) mit Ethoxyresorufin als kiinstlichem Substrat gemessen. Die EROD-
Aktivitit ist spezifisch fiir CYP1A (Stegeman und Kloepper-Sams 1987). Da die katalytische
Enzymaktivitit durch Chemikalien (Briischweiler et al. 1996, Forlin et al. 1986, Gasiewicz und
Rucci 1991) oder durch physikalische Faktoren gehemmt werden kann (Monod und Vindimian
1991), ist eine zusitzliche immunchemische Bestimmung der Induktion auf der Ebene des
Proteins mittels Western Blot oder ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) beim Ein-
satz von CYP1A als Biomarker sinnvoll (Gokseyr et al. 1991, Collier et al. 1992). Auch die
Induktion der CYP1A-mRNA wurde als Biomarker eingesetzt (Campbell et al. 1996). Dabei
ist jedoch zu beachten, dafl der mRINA Gehalt nach Exposition an einen Induktor recht schnell
wieder abnehmen kann, wihrend der Proteingehalt langerfristig induziert bleibt (Grasvik et al.
1997, Haasch et al. 1989, Kloepper-Sams und Stegeman 1989). Beim Einsatz von CYP1A als
Biomarker muf3 daher beriicksichtigt werden, welche Aussagen mit der jeweiligen Nachweise-
bene getroffen werden kénnen. Der Vergleich der EROD-Aktivitdt mit dem Proteingehalt kann
beispielsweise bei relativ geringer katalytischer Aktivitat auf ihre Hemmung hinweisen, wah-
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rend der Vergleich von Protein- und mRNA-Gehalt Hinweise auf den Zeipunkt oder die Dauer
der Exposition geben konnte.

In den letzten Jahren diente der Biomarker CYP1A haufig dazu, hohe Belastungen von
aquatischen Systemen durch die Papierindustrie oder durch PCB zu detektieren (Adams et al.
1989, Munkittrick et al. 1992 und 1994). Diese Studien zeichneten sich dadurch aus, daf die
Biomarkerantworten an verschiedenen Standorten mit einer punktuellen Belastungsquelle und
der graduellen Abnahme der Belastung innerhalb eines aquatischen Lebensraums relativ ein-
deutig in Beziehung gesetzt werden konnten, Andere Studien haben jedoch gezeigt, daf3 eine
kausale Beziehung zwischen Biomarkerantwort und Schadstoffbelastung nicht immer eindeutig
hergestelit werden kann (z.B. van der Qost et al. 1997). Die fehlende Korrelation kann sowohl
schadstoffbedingte, als auch biotische oder abiotische Ursachen haben. Faktoren wie das Ge-
schlecht, der EinfluB der Jahreszeit oder der Temperatur kénnen die EROD-Aktivitét entschei-
dend beeinflussen und damit eventuell auch den Effekt, der durch Schadstoffe verursacht wird,
tiberlagern (Forlin und Haux 1990, Williams et al. 1998). Bei der Beurteilung einer Biomar-
kerantwort ist es daher wichtig festzustellen, ob die Induktion von CYP1A auf die Belastung
mit Schadstoffen oder auf Einfliisse anderer Faktoren zuriickzufiihren ist. Desweiteren muf3
zwischen der Wirkung von Einzelsubstanzen und Stoffgemischen differenziert werden, denn
Organismen im Freiland sind einer Vielzahl von Substanzen ausgesetzt. Die Wirkung einzelner
Stoffe wie beispielsweise der Klasse der PCB auf CYP1A wurde bisher intensiv untersucht
(Elliott et al. 1996, Kennedy et al. 1996, Melancon und Lech 1983). Uber die Wirkung einzel-
ner PAH (Pacheco und Santos 1997, Willett et al. 1997) oder von Substanzkombinationen ist
dagegen wenig bekannt (Briischweiler et al. 1996, Gasiewicz und Rucci 1991, Stien et al.
1997, Willett et al. 1998).

Die Wirkung vieler im Freiland auftretenden Substanzen mit ihren moglichen Wechselwir-
kungen auf die Induktion von CYP1A ist nicht bekannt und kann aufgrund der groBen Anzahl
von anthropogenen Substanzen auch nicht untersucht werden. Um dennoch die summarische
Wirkung von Chemikalien interpretieren zu kénnen, wurde das Konzept der Toxizitatsaquiva-
lente (TEQ-Konzept) eingefiihrt (Safe 1990). Mit Hilfe dieses Konzepts kann untersucht wer-
den, ob mit einer chemischen Analytik alle Substanzen in einer Umweltprobe erfa3t wurden,
die eine CYP1A-Induktion hervorrufen kénnen, oder ob nach Einfliissen weiterer Substanzen
gesucht werden muf3. Bei der Anwendung des TEQ-Konzepts wird die Induktion von CYP1A,
die durch eine beliebige Substanz hervorgerufen wird, mit der Induktion verglichen, die
2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (2,3,7,8-TCDD) im gleichen System verursacht. Bei
2,3,7.8-TCDD handelt es sich um den stiarksten bekannten CYP1A-Induktor, dessen Wirkung
im jeweiligen System gleich 1 gesetzt wird. Durch Division der durch 2,3,7,8-TCDD hervorge-
rufenen Induktionsantwort mit der einer beliebigen Substanz erhalt man den Toxizitatsaquiva-
lenzfaktor (TEF) fiir die betrachtete Substanz. Durch Multiplikation dieses TEF mit der im
Organismus/Probe vorhandenen Konzentration des dazugehérigen Stoffes werden die Toxizi-
tatsaquivalente (TEQ) berechnet.

Die TEQ fiir die verschiedenen Substanzen in einem Organismus oder in einer Probe lassen
sich aufsummieren. Zum Vergleich von Effekten in verschiedenen Organismen oder Proben
vergleicht man die aufsummierten TEQ untereinander oder mit dem TEQ-Wert von 2,3,7,8-
TCDD. Bei einer Abweichung von der Erwartung kann gefolgert werden, daB nicht alle In-
duktoren erfaBt wurden oder eine Hemmung der Induktion vorliegt. Diese Schiufifolgerung gilt
strenggenommen allerdings nur, wenn die betrachteten Induktoren in ihrer Mischung konzen-
trationsadditiv wirken.
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‘Wie oben dargelegt, ist die Induktionsantwort von hepatischem CYP1A in Fischen ver-
gleichsweise gut untersucht. Eine Reihe von Fragen bleibt aber noch offen. Dazu gehort z.B.
die Fragestellung, ob mit Hilfe des Biomarkers CYP1A auch zwischen Standorten mit diffuser
Belastungssituation differenziert werden kann und ob die Biomarkerantwort dabei auf die In-
duktion durch Schadstoffe, und zwar hauptsiachlich auf PAH und PCB, zurickzufiihren ist. Zur
Beantwortung dieser Fragen wurden in der vorliegenden Arbeit im Freiland Biotransformation-
senzyme in Fischen aus FlieBgewassern bestimmt. Zur Interpretation der Freilanddaten wurden
Versuche mit in vivo- und in vitro-Systemen durchgefiihrt. Bei der Interpretation stellte sich
inbesondere die Frage nach der Konzentrationsadditivitat von PAH und PCB. Untersuchungen
zur Kombinationswirkung von PAH und PCB wurden mit in vitro-Systemen durchgefiihrt.

Regulierung von CYP1A in vivo

Die Freilandstudien wurden im Rahmen des Verbundprojektes Valimar durchgefiihrt. Uber ei-
nen Zeitraum von drei Jahren (1995-1998) wurden Bachforellen (Salmo trutta £. fario) und
Bachschmerlen (Barbatula barbatula) im sogenannten Halbfreiland in Aquarien an das Wasser
zweier Bache im Raum Stuttgart exponiert und mehrmals im Jahr beprobt. Die Belastung der
ausgewdhlten Biche Krahenbach und Kérsch war durch Schwermetalle, PAH, PCB und Pesti-
zide gekennzeichnet. Dabei unterschieden sich die beiden Gewasser hauptachlich durch den
Oberflicheneintrag von Pestiziden sowie die Einleitung von Klaranlagenabwiassern in einen der
untersuchten Bache (Korsch). Die Induktion von Enzymen der Phase I und II wurde in Leber-
homogenat beider Fischarten bestimmt. Ermittelt wurden die katalytische EROD-Aktivitét, der
immunchemische Gehalt von CYP1Al, sowie die katalytische Aktivitit der Glutathion-S-
Transferase. Zur Interpretation der Daten wurde im Rahmen des Projektes ein sogenannter
Cocktailversuch in vivo durchgefiihrt, mit dessen Hilfe der kausale Zusammenhang zwischen
Schadstoffbelastung und Biomarkerantwort aufgezeigt werden sollte. Dazu wurden Bachfo-
rellen an einen Schadstoffcocktail exponiert, dessen Zusammensetzung und Konzentration tiber
die Schadstoffdosis in belasteten Fischen und die Bioakkumulationsfaktoren der jeweiligen
Substanzen berechnet wurde. Die Erwartung war, dafl im Cocktailversuch bei gleicher Akku-
mulation wie im Halbfreiland derselbe Effekt beobachtet werden kann. Um die Ergebnisse aus
dem Cocktailversuch mit den im Halbfreiland gewonnenen vergleichen zu kénnen, wurde bei
der Auswertung das Konzept der Toxizitatsdquivalente eingesetzt. Dabei wurde vorausgesetzt,
daf3 die Biomarkerantwort hauptsédchlich durch PAH und PCB verursacht wurde.

Regulierung von CYPI1A in vitro

Die Anwendung des TEQ-Konzepts setzt die konzentrationsadditive Wirkung von Induktoren
voraus. Fiir die komplexe Wirkung von PCB liegen zu dieser Frage bereits Untersuchungen
vor, Konzentrationsadditivitat konnte jedoch nicht immer eindeutig gezeigt werden (Janz und
Metcalfe 1991, Walker et al. 1996, Zabel et al. 1995). Fiir PAH oder eine Kombination von
PAH und PCB liegen bisher keine Untersuchungen zur Konzentrationsadditivitat vor. In der
vorliegenden Arbeit wurden deshalb in vitro-Systeme in Kombinationsexperimenten eingesetzt,
um herauszufinden, ob PAH untereinander und auch Gemische aus PAH und PCB konzentrati-
onsadditiv wirken. Fiir Untersuchungen dieser Art kénnen in vitro-Systeme sehr niitzlich sein
(Sanderson et al. 1998). Sie sind weniger zeitaufwendig und tierverbrauchend als in vivo Ver-
suche. Im aquatischen Bereich kommen Primérhepatocyten (Flouriot et al. 1995, Scholz et al.
1998, Zaleski et al. 1991) und Zellinien zum Einsatz (Hahn et al. 1993, Segner 1998a). In der
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vorliegenden Arbeit wurden zwei Zellkultursysteme aus der Regenbogenforelle (Oncorhynchus
mykiss) eingesetzt. Die Auswahl fiel auf Primérhepatocyten und auf die nicht-transformierte
Zellinie RTL-W1 (Lee et al. 1993) aus der gesunden Leber von Regenbogenforellen. Um die
beiden Zellkultursysteme in Kombinationsexperimenten einsetzen zu kdnnen, muBlten sie zu-
néchst hinsichtlich ihres Induktionsverhaltens charakterisiert werden. Da Untersuchungen zur
Wirkung von PAH im Vergleich zu der von PCB in relativ geringer Zah! vorliegen, wurden die
beiden in vitro-Systeme anhand der Induktionskapazitit von neun PAH charakterisiert. Des-
weiteren wurde das Induktionsverhalten eines exemplarischen PAH iiber die Zeit und der Ein-
flul3 von verschiedenen Zellkulturbedingungen auf die Induktionsantwort in beiden Systemen
untersucht. Ziel dieses Vergleichs war es herauszufinden, ob sich die beiden in vitro-Systeme
fiir Induktionsanalysen eignen und ob das aufwendige in vitro-System der Primérzellkultur
eventuell durch die Zellinie ersetzt werden kann.

Kombination von in vivo- und in vitro-Systemen

Bei der Interpretation des Cocktailversuchs wurde vorausgesetzt, dafd die Induktion im Halb-
freiland hauptsachlich auf PAH und PCB zuriickzufiihren ist. Um diese Annahme zu bestétigen,
wurden in einem weiteren Versuch in vivo- und in vitro-Systeme kombiniert. Die EROD-
Aktivitat in vivo sollte mit der in vitro korrelieren, wenn alle induktionsrelevanten PAH und
PCB aus dem in vivo System extrahiert und in vitro getestet werden. Dazu wurde die EROD-
Aktivitét in einem Teil von Lebern aus Bachforellen, die an Kontroll- oder Kérschwasser ex-
poniert waren, in vivo gemessen und der restliche Teil der Lebern nach PAH und PCB extra-
hiert. Der Extrakt wurde auf seine Induktionskapazitét in der Zellinie RTL-W1 in vitro ge-
testet. Eine fehlende oder schwache Korrelation kann einen Hinweis darauf geben, daf3 nach
weiteren induktionsrelevanten oder induktionshemmenden Substanzen gesucht werden muf,
wenn die Biomarkerantwort mit der Schadstoffbelastung in Beziehung gesetzt werden soll.
Damit sind in vivo- und in vitro-Systeme sowie ihre Kombination wichtige Hilfsmittel, um
Grundlagendaten zur Interpretation von Freilanddaten zu liefern.
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2 Material und Methoden

2.1 in vivo/Freiland

Die Tierhaltung fur die Expositionsversuche im Freiland wurde innerhalb des vom Bundes-
ministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) geforderten Projektes Valimar (Foérdernum-
mern 070TX21-25) vom Teilprojekt ,,Koordination® an der Universitit Tiibingen (070TX21)
durchgefiihrt. Die diesbeziiglichen Angaben sind dem BMBF-Zwischenbericht Januar 1997
entnommen. Die Exposition erfolgte im , Halbfreiland“ und im Labor (siehe unten).

2.1.1 Tierhaltung im Halbfreiland

An den jeweiligen Probennahmestellen wurden Bauwagen als ,,Vor-Ort-Labors“ eingerichtet,
in denen sich jeweils fiinf Aquarien 4 200L befanden. Diese Systeme wurden als Bypass an-
gelegt und kontinuierlich iiber Tauchpumpen mit Bachwasser versorgt (ca. 1000L/h) und zu-
satzlich beliiftet. Die Temperatur des Wassers entsprach der des jeweiligen Gewassers. Mit
dem Wasser gelangten auch Partikel und Kleinstorganismen (bis ca. 5Smm) in die Aquarien.
Vor der Exposition wurden Feinsediment und Steine in die Aquarien eingebracht, das Sedi-
ment blieb wahrend der Exposition in den Aquarien. Eingetragener Grobschlamm wurde ein-
mal wochentlich entfernt.

2.1.2 Tierhaltung im Labor

Im Labor wurden Aquarien vergleichbarer GroBe installiert, die mit Leitungswasser versorgt
wurden. Die Becken wurden beliiftet und die Wassertemperatur iiber Kiihlaggregate oder
Klimakammern an die jeweilige Temperatur der Biache angepal3t. Auch die Beleuchtung wur-
de den Auflenbedingungen soweit wie moglich angepaft. Im Labor befand sich kein Sediment
in den Aquarien.

2.1.3 Hilterung und Ernihrung der Versuchstiere

In der Freilandexposition sowie in der Laborkontrolle wurden Bachforellen (Salmo trutta £
fario) und Bachschmerlen (Barbatula barbatula) eingesetzt. Die Bachforellen stammten aus
der Forellenzucht Belser, Haigerloch-Gruol. Die Bachschmerlen wurden zu Beginn des Pro-
jektes einem moglichst wenig belasteten Gewisser durch Elektrobefischung (Zoologisches
Institut der Universitidt Hohenheim) entnommen (Schmerlengruppen 81, 82, §3 und S84, 1995
und 1996, zur Bezeichnung der Tiergruppen siehe auch 2.1.4). Ab 1997 exponierte Schmerlen
stammten aus der Fischzucht Riegger, Ettenheim.

Die Forellengruppen F1 und F2 wurden mit Alma Brutfutter 2 (Botzenhard GmbH,
Kempten) entsprechend 2% Korpergewicht pro Tag geflittert. Die restlichen Forellengruppen
erhielten Trouvit 16/3 fa. Milkivitt. Die Bachschmerlen wurden mit Novofect Zierfisch-
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Futtertabletten (JBL, Neuhofen) entsprechend 2% des Kérpergewichts pro Tag geflittert. Zu-
satzlich erhielten sie einmal wéchentlich Chironomidenlarven ad libitum.

Die Tiere waren zur Zeit des Besatzes ca. 3 Monate alt, genaue Angaben zu Alter und
GroBe sind Tabelle 2.1 zu entnehmen. In Tabelle 2.1 ist auch die Kodierung der Fischgruppen
dargestellt.

Tab. 2.1 Probennahmezeitpunkte von Oktober 1995 bis Juli 1998, die zu dem Zeitpunkt beprobten Tiergruppen,
ihr Alter, durchschnittliche Linge und Gewicht bei der Entnahme, sowie ihre Expositionsdauer im Bypass. Die
Angaben zu Expositionsdauer und Alter sind dem Zwischenbericht Januar 1997 entnommen.

Probennahmezeitpunkt Tiergruppe Lange Gewicht Expositionsdaver Alter
[cm] [g]

Oktober 1995 (P 05) 05F1 9.89 11.09 13 Wochen 6 Monate
Oktober 1995 (P 05) 05F2 9.67 10.37 8 Wochen 6 Monate
Oktober 1995 (P 05) 0581 8.23 3.93 13 Wochen  18Wochen nF.
November 1995 (P 07) 07F1 12.23 19.86 21 Wochen 8 Monate
November 1995 (P 07) 07F2 10.98 15.75 16 Wochen 8 Monate
November 1995 (P 07) 0782 8.66 4.59 15 Wochen 16 Wochen n.F.
Juli 1996 (P 14) 14F3 7.14 4.49 12 Wochen 6 Monate
Juli 1996 (P 14) 14F4 6.78 3.99 6 Wochen 6 Monate
September 1996 (P 16) 16F3 92.75 11.61 20 Wochen 8 Monate
September 1996 (P 16) 1653 9.44 5.81 12 Wochen 19 Wochenn.F.
September 1996 (P 16) 1654 8.29 4.09 12 Wochen 12 Wochen n.F.
Juli 1997 (P 26) 26F5 6.94 4.07 7 Wochen 6 Monate
Juli 1997 (P 26) 2685 9.15 5.91 7 Wochen 7 WochennL.
November 1997 (P 30) 30F5 12.35 24.27 24 Wochen 10 Monate
November 1997 (P 30) 3085 10.37 9.04 24 Wochen 24 Wochenn.L.
Mai 1998 (P 36) 36F5 16.17 42 41 1 Jahr 16 Monate
Juli 1998 (P 38) 38F7 6.55 3.33 8 Wochen 7 Monate
TJuli 1998 (P 38) 3887 812 3.98 8 Wochen 1,5 Jahre

P = Probennahme, n.F. = nach Fang, n L. = nach Lieferung

2.1.4 Probennahmestellen/Probennahmen/Codes

Die Fische wurden im Bypass an das Wasser zweier Biache exponiert. Bei den Untersu-
chungsgewissern handelte es sich um den Kriahenbach und die Korsch im Grofiraum Stutt-
gart. Die Schadstofffracht beider Biche setzte sich hauptsachlich aus Schwermetallen, PAH,
PCB und Pestiziden zusammen. Der Hauptunterschied in der Belastung der beiden Gewasser
lag in der Pestizidfracht, die in der Korsch deutlich hoher war (siehe dazu auch Tabelle 3.2 in
Kapitel 3). Der Eintrag von Pestiziden erfolgte tiber Oberflichenablauf der landwirtschaftlich
stark genutzten anliegenden Flachen. Zusitzlich wurde die Korsch im Gegensatz zum Kra-
henbach durch Kliranlageneinleitungen belastet. Der Eintrag von PAH und PCB in die beiden
Gewisser erfolgte wahrscheinlich aus der Luft (Ndhe zum Stuttgarter Flughafen). Die beiden
Probennahmestellen wurden mit Kérsch A (KA) und Krihenbach E (KE) bezeichnet. Physi-
kalisch-chemische Daten zu den beiden Gewissern sind Tabelle 3.1 in Kapitel 3 zu entneh-
men.

Die Probennahmen erstreckten sich iiber einen Zeitraum von vier Jahren (1995-1998).
Beprobt wurde von Oktober 1995 bis Juli 1998. Innerhalb des Projektes Valimar wurden mo-
natlich physikalisch-chemische Daten zu den Untersuchungsgewéssern erhoben, die biologi-
schen Probennahmen erfolgten nur in den Monaten Mai, Juli, September, Oktober und No-
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vember. Die Probennahmen wurden insgesamt von 05 bis 38 durchnumeriert. Fir eine biolo-
gische Probennahme wurden Forellen und Schmerlen eingesetzt, die als unterschiedliche
Tiergruppen bezeichnet und dementsprechend mit arabischen Ziffern gekennzeichnet wurden.
Aus der Numerierung der Probennahmen und den Ziffern der verschiedenen Tiergruppen er-
gab sich der Code. Die Kodierung 05F1 bedeutet z.B. Forellengruppe 1 zur Probennahme 05
(S1 bedeutet entsprechend Schmerlengruppe 1). In Tabelle 2.1 sind die Probennahmezeit-
punkte, die zu dem Zeitpunkt beprobten Tiergruppen und ihre Expositionsdauer im Bypass
dargestellt.

2.1.5 Tier- und Mikrosomenpriparation

Die Bachforellen und Bachschmerlen wurden mit einer Uberdosis des Betaubungsmittels
Benzocain (4g/Liter Brauchwasser) getétet. Die Bauchdecke wurde so gedfinet, da3 Perikard
und Leber leicht zuginglich waren. Eine Kaniile wurde in das Herz des Fisches eingefiihrt,
der Blutkreislauf zwischen Leber und Herz durchtrennt und das Tier mit NaCl-Losung solan-
ge durchspiilt, bis die Leber vollstindig entfirbt war. AnschlieBend wurde die Leber entnom-
men, gewogen, und in 2ml eiskaltem Homogenisationspuffer mit einem Potter-Elvehjem Ho-
mogenisator bei 300rpm homogenisiert. Fiir ein Homogenat wurden soviele Lebern gepoolt,
bis ein NaBgewicht von mindestens 100mg erreicht war. Fiir die Préparation der Mikrosomen
wurde das Homogenat 20min bei 10000*g und der daraus resultierende Uberstand 1h bei
100000*g zentrifugiert. Der zweite Uberstand (Cytosol-Fraktion) wurde abgenommen und fiir
die Messung der GST sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. Das 100000*g-Sediment
(Mikrosomen-Fraktion) wurde in 90uL Homogenisationspuffer aufgenommen und dann eben-
falls sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. Bis zur weiteren Aufarbeitung wurden die
Proben nicht linger als acht Wochen bei -80°C gelagert.

Homogenisationspuffer, pH 7,4
2 M Sucrose
20 mM Mops
10 mM /1% EDTA/Ethanol
0,2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
1 mM Epsilon-Aminocapronsiure
0,3 M Mercapto-Ethanol
0,02 mM Dithiotreitol (DTT)

2.1.6 Biochemische Nachweismethoden

2.1.6.1 Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD)-Aktivitiit in Mikrosomen

Die katalytische Aktivitit von Cytochrom P4501A in Mikrosomen aus Leberhomogenat wur-
de fluorimetrisch als Aktivitat der Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD) gemessen. Dabei
wird die Umsetzung des kiinstlichen Substrates 7-Ethoxyresorufin zum fluoreszierenden Re-
sorufin bestimmt. Die Methode geht auf Burke und Mayer (1974) zuriick. Die Reaktion wur-
de durch Mischung von Probe und Reaktionsmischung gestartet.

Die Messung erfolgte in undurchsichtigen, weiBen 96well Platten (Labsystems Finland).
Pro well wurden 5-10uL unverdiinnte Probe pipettiert (ca 2mg/ml Proteingehalt) und 250uL
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Reaktionsmischung dazugegeben. 1ml Reaktionsmischung bestand aus 990uL Phosphatpuf-
fer, pH 7,8, 10pL von 50pM 7-Ethoxyresorufin-Lésung in Methanol und 0,04mg NADPH.
Die Bildung von Resorufin wurde tiber 3min bei 544nm Anregung (exc) und 590nm Emission
(em) gemessen. Die Normierung der EROD-Aktivitét erfolgt auf die Proteinmenge in der
Probe, die Enzymaktivitit wird in pmol gebildetes Resorufin/min und mg Protein der Probe
angegeben.

Phosphatpuffer, pH 7,8
0,08 M Na;HPO,
0,02 M KH,PO4
0,15M KCl

Reaktionsansatz

Stammldsung Ansatz im Assay Konzentration im Assay
PBS, pH 7.8 990uL PBS PBS

50uM 7-Ethoxyresorufin (ER) in Methanol 10uL ER 0,5uM ER

NADPH 0.04 mg NADPH 47uM NADPH

Standardkurve

Zur Ermittlung einer Resorufin-Standardkurve wurde eine 0,02mM Stammldsung von Re-
sorufin in Phosphatpuffer hergestellt und 1:100 verdiinnt. Von der verdiinnten Losung wurden
2,5uL bis 30uL als Standards eingesetzt, das entspricht absolut 0,0005nmol bis 0,006nmol
Resorufin pro Standard. Die Stammlésung wurde fiir jede Messung neu angesetzt.

Eine typische Standardkurve fiir Resorufin, ermittelt bei einer 40fachen Signalverstar-
kung mit einem SLT-Plattenreader, wurde durch die Regression y = 1470,5 x + 1,39 beschrie-
ben, x in nmol.

2.1.6.2 Proteinkonzentration in Mikrosomen oder Cytosol

Die Bestimmung des Proteingehalts in Mikrosomen oder Cytosol erfolgte spektrophotome-
trisch modifiziert nach Lowry et al. 1951 mit einem Kit der Firma Bio-Rad (Bio-Rad DC
Protein Assay). Das Protein (hauptsichlich die Aminosiuren Tyrosin und Tryptophan) rea-
giert mit Kupfer, im darauffolgenden Schritt wird ein Folin-Reagenz reduziert, welches bei
690nm mefBbar ist. Als Proteinstandard wurde BSA verwendet. Eine typische Standardkurve
wird durch die Regression y = 0,13 x + 0,03 beschrieben (SLT-Plattenreader).

2.1.6.3 Cytochrom P4501A-Gehalt in Mikrosomen (ELISA)

Der relative Gehalt an Cytochrom P4501A1 wurde mit einem direkten ELISA (Enzyme lin-
ked immunosorbent assay) nach Scholz (1996) bestimmt. Dazu wurden Mikrotiterplatten mit
einer festgelegten Konzentration an Probenprotein inkubiert und mit spezifischem und Pero-
xidase-konjugiertem Antikorper nachgewiesen. Im direkten ELISA ist die Farbeintensitat
proportional zur Menge des Antigens in der Probe. Die Extinktion wird durch ein ABTS
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(2,2'-Azino-di-[ethylbenzothiazolinsulfonat(6)], Ammoniumsalz)-produkt hervorgerufen, das
im letzten Schritt durch die Peroxidase-Aktivitdt gebildet wird.

Vorbereitung

Nach der Bestimmung der EROD-Aktivitdt (Kap. 2.1.6.1) wurden die Mikrosomen mit Be-
schichtungspuffer (50mM NaHCO;) auf eine Proteinkonzentration von 10 pg/ml verdiinnt.
Von diesen Losungen wurden je 100uL in ein well einer Mikrotiterplatte (96well, Falcon,
Flexible Assay Plate) pipettiert (3fach Bestimmungen). Als , Blank™ wurde 100puL Phosphat-
puffer in drei wells pipettiert. Die Mikrotiterplatten wurden mit Parafilm abgedeckt und iiber
Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert.

Durchfiihrung

Vor den folgenden Schritten wurden die Mikrotiterplatten jeweils 3 mal mit 200uL pro well
0,1% Tween 20 in Phosphatpuffer (PBS) gewaschen. Jede Inkubation erfolgte im Dunkeln bei
Raumtemperatur.

Phosphatpuffer, pH 7,4
0,13M NaCl
2,68mM KCI
0,01M Na;HPO4
0,001M KH;PO4

1. Die Platten wurden mit 200pL Blocklésung (1% Albumin bovine faction V (Serva) in
PBS) pro well fiir 2h inkubiert.

2. Inkubation der Platten mit dem spezifischen Antikorper (100pL/well, 1h). Fiir die
Bachforellen wurde der spezifische monoklonale Antikérper (Zellkulturiiberstinde
aus Hybridomazellkulturen, Scholz et al. 1997) 1:10 in PBS verdiinnt. Fiir die Bach-
schmerlen wurde der gereinigte polyklonale Antikérper BN-1 (Biosense Laboratories,
Norwegen) 1 : 250 in PBS verdiinnt,

3. Inkubation der Platten mit Peroxidase (POD)-konjugiertem Antikorper (100pL/well,
1h, DAKO, Déinemark). Fiir beide Fischarten wurde der Antikérper 1 : 500 in Block-
losung verdiinnt. Bei der Bachforelle wurde ,,rabbit anti mouse*, bei der Bach-
schmerle ,,goat anti rabbit* verwendet.

4. Inkubation der Platten mit ABTS-Losung (100uL/well, exakt 30 min).

ABTS-Losung, pH 4,5

100 mM 2,2°-Azino-di-[ethylbenzothiazolinsulfonat(6)], Ammoniumsalz (ABTS)
115 mM Na-Acetat (C;H3NaO2*3H,0)

50 mM Na;HPO4

1uL/ml 30%ige H202

pH mit Essigsdure einstellen
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5. Messung der Platten. Die relative Menge von CYP1A1 wurde iiber die Farbung des
durch die Peroxidase-Aktivitit entstandenen ABTS-Abbauprodukts bestimmt. Die
Extinktion wurde bei einer Wellenldnge von 490nm und einer Referenzwellenlinge
von 405nm gemessen. Die Ergebnisse wurden als OD-Werte angegebenen, der OD-
Wert der Blindprobe (nur Puffer) wurde von denen fiir die Proben abgezogen.

2.1.6.4 Glutathion-S-Transferase (GST) im Cytosol

Die Messung der Aktivitat der Glutathion-S-Transferase erfolgte spektrophotometrisch nach
Habig et al. (1974) mit 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (CDNB) als Substrat. Die Enzymaktivitit
wurde tiber die Bildung eines Glutathionkonjugats mit CDNB gemessen (Absorptionsénde-
rung bei 340 nm), die Reaktion wurde durch Zugabe von Glutathion gestartet.

Die Messung erfolgte in 96well Platten (Greiner). Pro well wurden 6uL Probe (unver-
diinntes Cytosol, 3fach Bestimmung) und 230uL eines Reaktionsgemisches bestehend aus
Kaliumphosphatpuffer (218,75uL) und dem Substrat CDNB (12,5uL) pipettiert. Die Reaktion
wurde mit 12,5pL/well Glutathionlésung (reduziertes Glutathion) gestartet und die Verinde-
rung der Absorption tiber drei Minuten bei 340 nm bestimmt. Die Aktivitat der Glutathion-S-
Transferase wird auf den Proteingehalt der Probe normiert, die Angabe erfolgt in nmol gebil-
detes Konjugat/min und mg Protein.

0,1M Kaliumphosphatpuffer, pH 6,5

69,6 mM KH,PO,
30,4 mM K,;HPO,
Reaktionsansatz

Stammlésung Ansatz im Assay Konzentration im Assay
0,1M Kaliumphosphatpuffer 218, 75uL  0,1M Kaliumphosphatpuffer
20 mM CDNB-Lgsung 12,5uL 1mM CDNB-Lésung
n Methanol (max 5% Methanol im Assay)
0,1M Glutathion-Lésung 12,5uL 5mM Glutathion-Lésung
in Kalinmphosphatpuffer

2.1.7 Cocktailversuch

Um die im Halbfreiland gemessene Biomarkerantwort kausal auf die Schadstoffbelastung der
beiden Bache zuriickfithren zu konnen, wurde 1997 im Rahmen des Projektes Valimar ein
,Cocktailversuch® (,,Cocktail“ aus mehreren Schadstoffen) durchgefiihrt. Dazu wurden Bach-
forellen in einem DurchfluBsystem kontinuierlich gegeniiber drei Konzentrationen eines
Cocktails exponiert, dessen Zusammensetzung und einfache Konzentration auf der Basis von
Schadstoffdosen in Tieren aus der Korsch und den Bioakkumulationsfaktoren der jeweiligen
Stoffe berechnet wurde. Die Schadstoffdosen in den Fischen wurden chemisch analysiert und
itber den log-Kow der jeweiligen Substanz die Konzentration berechnet, die im Wasser vor-
handen sein muf, damit dieselbe Schadstoffdosis nach vier Wochen Exposition im Fisch wie-
der erreicht wird. Um eine Dosisabhangigkeit der Biomarkerantwort zu ermitteln, wurde zu-
sitzlich zum einfachen Cocktail ein zehn und fiinfzigfach konzentrierter Cocktail getestet.
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Nach der vierwochigen Exposition wurden die Tiere prépariert (sieche Mikrosomenpréparati-
on) und die Biomarkerantwort ermittelt (EROD, ELISA, GST).

2.1.8 Extraktversuch

Um zu zeigen, ob die im Halbfreiland gefundene Biomarkerantwort auf die Induktion durch
die Stoffgruppen PAH und PCB zuriickzufiihren ist, wurde ein Extraktversuch durchgefiihrt.
Dazu wurden in vivo- und in vitro-Systeme kombiniert. Sechs Bachforellen wurden an das
Wasser der Korsch exponiert, sechs weitere Tiere dienten als Kontrolle. Die Tiere wurden wie
in Kapitel 2.1.5 prépariert, dabei wurden aber nur aus einer Halfte der Leber Mikrosomen
prapariert und die EROD-Aktivitit in vivo gemessen (siehe auch Kap. 2.1.6.1). Aus der ande-
ren Hilfte der Leber wurde ein PAH/PCB-Extrakt nach der Methode von Schwirzer et al.
(1998) in Zusammenarbeit mit Anja Markmann und Dr. K.-W. Schramm an der GSF-
Miinchen hergestellt. Die Leberproben wurden 24h gefriergetrocknet und anschlieflend je 0,2g
Leber mit 7g Na,SO; verrieben. In eine Glassaule wurde Na,;SO4 gegeben und darauf die mit
Na;S0Q, verriebene Leber geschichtet. Das Gemisch wurde kalt und tiber mehrere Stunden mit
200ml Dichlormethan/Cyclohexan (1:1) extrahiert. Der Extrakt wurde in einem Rundkolben
aufgefangen und im Wasserbad bei 60°C und 350mbar Vakuum auf ca. 10ml eingeengt. Die-
ser Rest wurde mit Stickstoff abgeblasen und in 50pL DMSO uberfithrt. In DMSO kann der
Rohextrakt in der Zellkultur getestet werden. Dazu wurden der unverdiinnte Extrakt sowie
jeweils vier 1:2-Verdiinnungen getestet (0,1% DMSO im Kulturmedium). Die Testung der
Extrakte auf ihre CYP1A-Induktionskapazitat erfolgte in vitro mit der Zellinie RTL-W1. Die
Bestimmung der EROD-Aktivitat in vitro wurde mit der Methode des Live Cell Assays
durchgefiihrt (Kap. 2.2.6.1). Unter der Annahme, daB hauptsachlich PAH und PCB im Halb-
freiland als Induktoren wirkten, sollten die EROD-Antworten in vivo mit denen in vitro linear
korrelieren.

2.1.9 Statistik

Ob eine im Freiland ermittelte Biomarkerantwort (katalytische CYP1A-Aktivitat, Induktion
des CYP1A-Proteins, oder die Aktivitit der Glutathion-S-Transferase) von der Antwort in der
Laborkontrolle signifikant abweicht, wurde tiber den U-Test nach Mann-Whitney getestet. Als
Statistikprogramm wurde SPSS for Students verwendet.

2.2 in vitro

2.2.1 Tierhaltung fiir die Isolierung von Primirhepatocyten

Die Haltung 200-300g schwerer Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss) erfolgte am
Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH, Sektion Chemische Okotoxikologie. Die
Tiere stammten jeweils von Fischziichtern aus der Umgebung (Fischzucht Machern und
Fischhandel Pistor, Espenhain) und wurden einmal taglich mit Fischfutter der Firma Aqua
Food A/S gefiittert, so daB das Futter innerhalb weniger Minuten aufgefressen wurde. Die
Halterung erfolgte in gefiltertem, entchlortem Brauchwasser unter stindiger Beliiftung mit
Druckluft im DurchfluBsystem (2L/min). Pro 550 Liter wurden maximal 10 Forellen gehalten.
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Die Wassertemperatur betrug ca 12°C im Winter und maximal 18°C im Sommer. Die Ge-
samtwasserhérte lag bei 13,4°dH, die Karbonathérte bei 5°dH.

2.2.2 Isolierung von Primirhepatocyten

Die Isolierung und Kultur der Primérhepatocyten wurde nach Scholz (1996) durchgefiihrt.
Eine 200-300g schwere Regenbogenforelle wurde durch eine Uberdosis Benzocain (4g/L
Brauchwasser) getotet und duBerlich mit 70%igem Ethanol desinfiziert. Danach erfolgte so-
fort eine Injektion von 200uL Heparin (1000U/ml Préperfusionslosung) in die Schwanzvene,
um eine Blutgerinnung wéhrend der Priparation zu verhindern. Die weitere Praparation er-
folgte unter einer sterilen Werkbank. Dazu wurde die Forelle ventral vom After in Richtung
Kiemendeckel und seitlich mit einer Priparierschere gedffnet und Teile der Kérperwand so-
weit entfernt, daB Leber und Perikard gut erreichbar waren. Eine Fliigelkaniile (0,65 mm @)
wurde in die Leberpfortader eingefiihrt und mit Hilfe einer kleinen Arterienklemme fixiert.
Die Einfiihrung in die Pfortader kann entweder direkt an der Leber oder im Bereich des
Darms vorgenommen werden. Letzteres hat den Vorteil, dafl die Priparation bei Verletzung
des Gefalles ein weiteres mal in Richtung Leber wiederholt werden kann. Nach erfolgreicher
Praparation wurde das Herz aufgeschnitten und die Leber fiir 10 min mit Praperfusionslésung
bei einer FluBrate von 0,2ml/min zur Entfernung des Bluts gespiilt. Die Priperfusionslosung
ist kalziumfTrei, um die Zellverbindungen zu losen. Sie wurde wie alle weiteren Lésungen
wihrend der Perfusion auf 17°C temperiert. Nach der Priperfusion wurde die Perfusion mit
Collagenase-haltigem, serumfreiem Kulturmedium (0,01% Collagenase) fiir 15 min fortge-
setzt. Um die Collagenase aus der Leber zu entfernen, erfolgte anschlieBend 2min eine Spii-
lung mit serumfreiem Medium.

Alle weiteren Schritte erfolgten unter Eiskithlung. Die Leber wurde aus dem Fisch ent-
fernt, die Gallenblase abgetrennt, und die Leber vorsichtig mit Kulturmedium gespiilt. Danach
wurde sie in einer Petrischale mit einer sterilen Rasierklinge in Wiirfel von ca 1mm? ge-
schnitten. Die Leberstiicke wurden vorsichtig durch 250pm (PE250-66GG), 100um (07-
100/32) und 54um (07-54/24) Gaze der Schweizer Firma Estal Mono gefiltert und jedesmal
mit Medium nachgespiilt. Nur im ersten Filterschritt wurden die Zellen mechanisch mit einem
runden Glasstab durch die Gaze gedriickt. Die Suspension wurde 3mal bei 50g fur 3min zen-
trifugiert und mit Medium resuspendiert. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Leber-
zellen in Kulturmedium mit 5% Serum, 2mM Glutamin, 10 U/ml Penicillin und 10 pg/ml
Streptomycin aufgenommen. Zur Aussaat wurde der Zelltiter auf 1,0 bis 1,5*10° Zellen/ml
eingestellt und 400uL in jedes well einer mit Matrige!l beschichteten 24well-Platte gegeben
(Kap. 2.2.3). Die Leberzellen wurden bei 15°C und 80% relativer Luftfeuchte inkubiert. Ein
vollstandiger Austausch des Mediums erfolgte, wenn nicht anders vermerkt, alle 24h.

Priperfusionslosung, pH 7,8, steril
10 mM HEPES (Serva)
0,5 mM Na,HPO,
3 mM KCl
150 mM NaCl

Kulturmedium (HMEM-Medium), pH 7,5, steril
137 mM NaCl
5,4 mM KClI
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0,34 mM Na,HPO.*2 H,0

0,44 mM KH,PO,

0,8 mM MgS0.*7 H,O

1,26 mM CaCl,*2 H,O

4 mM NaHCO;

20 mM HEPES

2mM L-Glutamin

10 U/ml Penicillin

10 pg/ml Streptomycin

20 ml/L MEM Aminoséuren (Biochrom)
10 ml/L MEM Vitamine (Biochrom)

10 ml/L BME Aminoséuren (Biochrom)

Collagenase-Losung, steril
10mg Collagenase D (Boehringer Mannheim) in 100ml Kulturmedium

2.2.3 Matrigelbeschichtung

Zur besseren Haftung der Primédrhepatocyten wurden Kulturplatten (Primaria, Falcon, 24well)
mit einer Losung von Matrigel (Becton Dickinson, phenolrotfrei) in Kulturmedium beschich-
tet. Dazu wurde das Matrigel auf einen Proteingehalt von 0,1mg Protein/ml Medium einge-
stellt und jedes well einer 24er Lochplatte mit 200uL der eiskalten Losung benetzt. Die Plat-
ten wurden unter sterilen Bedingungen ohne Abdeckung fiir 1h getrocknet, danach wurde die
verbleibende Matrigellosung entfernt und die Platten mit Kulturmedium gespiilt. Wenn die
Platten nicht sofort verwendet wurden, wurden bis zur Zellaussaat 200pL. Medium in jedes
well gefiillt, die vor der Zellaussaat wieder entfernt wurden. Bis zur Aussaat der Primarhepa-
tocyten wurden die Kulturplatten bei 4°C maximal eine Woche gelagert.

2.2.4 Kultivierung und Induktion der Primidrhepatocyten

Nach der Aussaat wurden die Primérhepatocyten bei 15°C und 80% relativer Luftfeuchte in-
kubiert. Wahrend der ersten 24h der Kultur erfolgte die Inkubation zur besseren Anheftung
und Reaggregation der Zellen in Kulturmedium mit 5% fotalem Kalberserum. AnschlieBend
wurde das Inkubationsmedium gegen serumfreies, schadstoffhaltiges Medium ausgetauscht
(400uL/well). Zuzugebende Schadstoffe wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost und in
Kulturmedium verdiinnt (0,1% DMSQ). Wiahrend der weiteren Inkubation wurde das Medium
alle 24h komplett ausgetauscht. In Kapitel 5 wird ein Versuch beschrieben, in dem die Zellen
tiber 48h mit Schadstoffen inkubiert wurden. Dabei erfolgte kein Wechsel des Mediums.

2.2.5 Kultivierung und Induktion der Zellinie RTL-W1

Die Zellinie RTL-W1 (Rainbow trout liver-Waterloo 1) stammt aus einer nicht transformier-
ten Leber einer Regenbogenforelle. Sie wurde an der Universitit von Waterloo, Kanada, in
der Arbeitsgruppe von Dr. N.C. Bols entwickelt und von Lee et al. (1993) beschrieben. Die
RTL-W1-Zellen werden in 75ml Kulturflaschen (Nunclon™) in L-15-Leibovitz-Medium
(Biochrom), supplementiert mit 5% fotalem Kalberserum (Biochrom oder Sigma), 2% Peni-
cillin/Streptomycin (10IU/10pug/ml, Biochrom) und 2mM Glutamin (Sigma) bei 20°C kulti-



2 Material und Methoden 15

viert. Zur Passage werden die Zellen mit Trypsin (Seromed, 0,05% Trypsin/0,02% EDTA)
vom Untergrund abgeldst und von einer auf zwei Kulturflaschen aufgeteilt. Die Zellen beno-
tigen ca 5 Tage bis zur Konfluenz (ca 5-6*107 Zellen/75cm®). Zur Inkubation der RTL-W1
Zellen mit Schadstoffen wurden pro well einer 48 well Platte (Falcon) 30000 Zellen in 500pL
Kulturmedium ausplattiert und 3 Tage ohne Mediumwechsel bis zur Konfluenz in jedem well
kultiviert. Danach erfolgte der Wechsel zu schadstoffhaltigem Medium. Die Schadstoffe wur-
den in DMSO gelost und in Kulturmedium verdinnt (0,1% DMSO). Im Gegensatz zu den
Primarhepatocyten erfolgt die Inkubation von RTL-W1-Zellen mit Schadstoff in serumhalti-
gem Medium.

2.2.6 Biochemische Nachweismethoden

2.2.6.1 Ethoxyresorufin-O-Deethylase und Protein in der intakten Zelle (Primérhepa-
tocyten und RTL-W1): ,,Live Cell Assay*

Zur Bestimmung der katalytischen Aktivitdt von Cytochrom P4501A in Leberzellen wurde
wiederum die Aktivitit der Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD) fluorimetrisch bestimmt.
Das Prinzip ist dasselbe wie bei der Messung der EROD-Aktivitit in Mikrosomen (Umset-
zung des kiinstlichen Substrates 7-Ethoxyresorufin zum fluoreszierenden Resorufin). Die Mi-
krosomenpriparation entfillt jedoch, die EROD-Aktivitit wird in den intakten Zellen in den
24- oder 48-well Kulturplatten bestimmt. Dazu wird 7-Ethoxyresorufin-haltiges Medium auf
die Zellen gegeben (Reaktionsstart), die Zugabe von NADPH entfillt. Das zelleigene
NADPH ist fiir die Dauer des Assays (20min) ausreichend (Behrens et al. 1998). Im Assay
mit Priméarhepatocyten muB neben dem Substrat Dicumarol zugegeben werden, um die cyto-
solische DT-Diaphorase zu hemmen. Dieses Enzym kann die Fluoreszenz von Resorufin re-
duzieren und damit das Ergebnis verfilschen (Lubet et al. 1985). In RTL-W1-Zellen hat die
Zugabe von Dicumarol keinen EinfluB auf das Ergebnis der EROD-Aktivitdt. Die Normie-
rung der EROD-Aktivitat erfolgt auf das Gesamtprotein der Zellen. Die Proteinmenge wird
dazu fluorimetrisch durch Zugabe von Fluorescamin bestimmt. Fluorescamin selbst ist nicht
fluoreszent, bildet aber mit priméren aliphatischen Aminosiuren ein fluoreszierendes Derivat
(Udenfriend et al 1972, De Bernardo et al 1974). Die EROD-Aktivitdt wird in pmol gebildetes
Resorufin /min und mg Zellprotein angegeben.

Durchfiihrung des EROD-Assays mit Primérhepatocyten (24well) oder RTL-W1-Zellen
(48well)

Nach der Inkuabtion wird das schadstoffhaltige Medium abgenommen, die Zellen werden mit
250uL Phosphatpuffer/well gespiilt und das Reaktionsmedium aus Dulbecco’s Medium mit 7-
Ethoxyresorufin (8uM, 0,5% Methanol im Medium) und Dicumarol (10pM, 0,1% DMSO im
Medium, nur im Assay mit Primirhepatocyten) wird zugegeben. Nach der Zugabe des Medi-
ums erfolgt sofort die Messung der Resorufinmenge beim Zeitpunkt t = Omin (exc 544nm/em
590nm). AnschlieBend werden die Kulturplatten im Dunkeln bei Raumtemperatur aufbewahrt
und zu den MeBzeitpunkten t = 15min und t = 20min wiederholt gemessen. Danach wird das
Medium abgenommen, die Zellen mit 250pL Phosphatpuffer/well gewaschen und es werden
250uL destilliertes Wasser pro well hinzugegeben. Man 148t die Platten ca 10min stehen und
friert sie dann bis zur Bestimmung des Proteins bei —80°C ein. Die Zugabe von destilliertem
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Wasser sowie das Einfrieren dienen dem Aufbrechen der Zellen, um das gesamte Zellprotein
fiir die Proteinbestimmung zugénglich zu machen.

Reaktionsansatz
Stammlésungen Ansatz im Assay Konzentration im Assay
Dulbecco’s modiefied Eagle’s Medium, 994l
phenolrotfrei (Sigma)
1600uM 7-Ethoxyresorufin SuL M
in Methanol
10mM Dicumarol in DMSO 1ul 10pM

Phosphatpuffer (PBS), pH 7,5
2.68mM KCl
1,46mM KH;PO4
0,13M NaCl
8,10mM Na;HPO4

Standardkurven fiir Resorufin

Fir die Resorufin-Standardkurve wird eine 0,02mM Losung von Resorufin in PBS angesetzt
und unverdiinnt eingesetzt. Von dieser Losung entsprechen 3uL bis 15uL 60pmol bis
300pmol Resorufin. Eine typische Standardkurve bei 40facher Verstarkung in einer 24well-
Platte, gemessen mit einem SLT-Plattenreader, wird durch die Regression y = 0,00378 x + 0,1
beschrieben.

Durchfiihrung des Proteinassays

Zur Bestimmung des gesamten Zellproteins werden die Zellkulturplatten aufgetaut und in
jedes well wird 500uL PBS gegeben. Dann werden pro well 250pL einer 1,07mM Fluore-
scamin-Lésung in Aceton zugegeben und die Platten geschiittelt. Nach exakt Smin wird die
Fluoreszenz bei 355nm (exc.) und 460nm (em.) bestimmt.

Standardkurven fiir Protein

Fiir die Protein-Standardkurve wird eine BSA (Rinderserumalbumin)-Lésung von 12,8mg/ml
Phosphatpuffer angesetzt und in 1:2-Schritten verdiinnt. Von den Losungen werden jeweils
10uL als Standards eingesetzt. Eine typische Standardkurve bei 10facher Verstarkung in einer
24well-Platte, gemessen mit einem STL-Plattenreader, wird durch die Regression

y = 3,004 x + 0,09 beschrieben.

2.2.6.2 Ethoxyresorufin-O-Deethylase und Protein in der aufgebrochenen Zelle:
»Stop-Assay®

Der , Stop-Assay" nach Kennedy et al (1995) ist dem , Live Cell Assay™ sehr ghnlich. Tat-
sichlich beruht der , Live Cell Assay* auf diesem ,,Stop-Assay®. Es bestehen folgende Unter-
schiede zum Live Cell Assay: Beim Stop-Assay wird nach der Inkubation der Zellen das
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schadstoffhaltige Medium abgenommen, die Zellen werden mit PBS gespiilt (der Puffer wird
wieder abgenommen) und die Zellkulturplatten werden sofort schockgefroren. Dies kann
entweder auf Trockeneis oder fliissigem Stickstoff erfolgen. Bis zur Bestimmung der EROD-
Aktivitat konnen die Platten bei —80°C aufgehoben werden. Die Bestimmung der EROD-
Aktivitat erfolgt unter Zugabe von NADPH, aber ohne Dicumarol. Die Reaktion wird nach 7
min durch Zugabe von Fluorescamin in eiskaltem Acetonitril gestoppt. Die gebildete Menge
an Resorufin und Fluorescaminderivat kénnen 15 min spéter bei 544nm exc./590nm em. und
355nm exc./460nm em. gemessen werden.

Durchfiihrung

Die Platten werden ca. 10min aufgetaut. Danach werden pro well einer Zellkulturplatte 250uL
Phosphatpuffer und 100uL 7-Ethoxyresorufinlosung zugegeben und die Platten fiir 10min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgt die Messung des Zeitpunktes t = Omin. Durch Zu-
gabe von 50puL/well der NADPH-Lgsung in Phosphatpuffer wird die Reaktion gestartet. Nach
7 min wird die Reaktion durch Zugabe von 300pL eiskalter Fluorescaminlésung in Acetonitril
gestoppt. Die Messungen des gebildeten Resorufins und des Proteingehaltes erfolgen nach
weiteren 15 min.

Reaktionsansatz
Stammlgsungen Ansatz im Assay Konzentration im Assay
Phosphatpuffer (PBS), pH 7,5 250uL
35uM 7-Ethoxyresorufin in PBS 100pL 8,75uM
0,24mM NADPH in PBS 50uL 0,03mM
0,53mM Fluorescamin 300uL. 0,22mM
in Acetonitril

Phosphatpuffer (PBS), pH 7,5
2,68mM KCl
1,46mM KH,PO4
0,13M NaCl
8,10mM Na,HPO,

Standardkurve fiir Resorufin

Die Standardkurve fiir Resorufin wird angesetzt wie oben beschrieben (Live Cell Assay,
Kap. 2.2.6.1. Eine typische Standardkurve bei 40facher Verstirkung in einer 24well-Platte,
gemessen mit einem SLT-Plattenreader, wird durch die Regression y = 0,0038 x + 0,1 be-
schrieben.

Standardkurve fiir Fluorescamin

Das Ansetzen der Proteinstandards erfolgt wie in Kapitel 2.2.6.1. Eine typische Standardkur-
ve bei 15facher Verstiarkung in einer 24well-Platte, gemessen mit einem SLT-Plattenreader,
wird durch die Regression y = 1,009 x + 0,009 beschrieben.
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2.2.7 Statistik

Die Abweichung der EROD-Aktivitit von der Losungsmittelkontrolle nach der Exposition an
Schadstoffe wurde mit einer Einfaktoriellen Varianzanalyse (One way ANOVA) und dem
Dunnett's Test getestet (p < 0,001). Beim Test, ob Serum einen EinfluB} auf die durch ver-
schiedene Konzentrationen eines Schadstoffs hervorgerufenen EROD-Aktivitaten hat, wurde
eine Zweifaktorielle Varianzanalyse (Two Way ANOVA) mit dem Tukey-Test durchgefiihrt.

2.3 Chemikalien

Anthracen, 97% (Aldrich)

Benz(a)anthracen, 99% (Aldrich)

11H-Benzo(b)fluoren, 98% (Aldrich)

Benzo(a)pyren, 98% (Aldrich)

Chrysen, 98% (Aldrich)

Fluoranthen, 98% (Aldrich)

Phenanthren, 98% (Aldrich)

Pyren, 99% (Aldrich)

3-Methylcholanthren, 98% (Aldrich)
3,3%,4,4°,5-Pentachlorobiphenyl (PCB 126), 97% (Ultra Scientific)

Collagenase D (Boehringer Mannheim)

CDNB (Sigma)

Dicumarol (3,3 ‘-Methylene-bis(4-Hydroxycoumarin), Sigma)
Ethoxyresorufin (Sigma)

Fluorescamin (Sigma)

Heparin (Sigma)

Matrigel, phenolrotfrei (Becton Dickinson)

Resorufin (Sigma)

Verwendete Salze und Losungsmittel stammen von Merck oder Serva.
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3 Regulierung von CYP1A in vivo

3.1 Einleitung

Die Induktion von Biotransformationsenzymen wird seit den siebziger Jahren als Biomarker
eingesetzt. Mit ihrer Hilfe, insbesondere unter Einsatz der Induktion von CYP1A, wurden mei-
stens Schadstoffeintridge aus Punktquellen detektiert. Mit der graduellen Abnahme der Schad-
stoffkonzentration nahm auch die Biomarkerantwort ab (Courtenay et al. 1993, Forlin und
Celander 1993, Soimasuo et al. 1995). In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob
die Induktion von Biotransformationsenzymen auch dazu eingesetzt werden kann, zwischen
aquatischen Standorten zu unterscheiden, deren Belastungsmuster durch diffuse Schadstof-
feintrage gekennzeichnet ist und deren Belastung relativ gering ist. Hier stellte sich insbesonde-
re die Frage, ob die Induktion von CYP1A als spezifisch auf Xenobiotika reagierender Bio-
marker geringe Belastungsunterschiede auflosen kann, oder ob die Induktion durch Faktoren
wie Geschlecht, Sexualzyklus, Emahrungszustand oder Temperatur iiberlagert wird.

In Bezug auf das Geschlecht und den Sexualzyklus kann die katalytische Aktivitat von
CYP1A zB. durch Ostradiol gehemmt werden (Gokseyr und Husey 1992). Dementsprechend
finden einige Autoren héhere Biomarkerantworten in Mannchen im Vergleich zu Weibchen
(Eggens et al. 1996, Larsen et al. 1992, Stegeman und Hahn, 1994). Allerdings konnte in einer
Biomarkerstudie iiber die Wirkung von Substanzen, die in der Umgebung von Olplattformen in
der Nordsee auftreten, auch das Gegenteil beobachtet werden (Stagg et al. 1995). Der Emih-
rungszustand der Untersuchungsorganismen beeinflufit die Biomarkerantwort insofern, als die
Nahrung induzierende oder hemmende Substanzen enthalten kann (Vigano et al. 1993). Der
Hungerzustand scheint hingegen keinen EinfluB auf die Induzierbarkeit von CYP1A zu haben
(Andersson 1986, Vigano et al. 1993). Um den Einflu von Sexualzyklus und Eméhrungszu-
stand auf die Induktion von CYP1A weitestgehend zu eliminieren, wurden in der hier durch-
gefithrten Freilandstudie juvenile Tiere in einem kontrollierten Bypasssystem an das Wasser
zweier Untersuchungsgewdésser exponiert.

Wihrend der EinfluB von Geschlecht und Sexualzyklus vermindert werden kann, ist ein
moglicher Einfluf} der Temperatur auf die Biomarkerantwort, der den durch Schadstoffe aus-
gelosten Effekt iiberlagern konnte, nicht auszuschlieBen. Fische passen ihre CYP1A-Aktivitat
an die wechselnden AuBentemperaturen an. Sie weisen bei niedrigeren Temperaturen héhere
Enzymaktivitaten auf (Ankley et al. 1985, Goksgyr 1987). Dabei ist allerdings zu beachten,
daB die temperaturbedingten Verinderungen in der CYP1A-Grundaktivitit zu unterschiedli-
chen Jahreszeiten nicht auftreten, wenn die Aktivitit bei den Temperaturen gemessen wird, an
die die Fische akklimatisiert waren (Blanck et al. 1989). Neben dem Einfluf} auf die Grundakti-
vitat kann die Temperatur aber auch EinfluB3 auf die Induktionsantwort haben. Unter dem Ein-
flu3 von Schadstoffen haben Andersson und Koivusaari (1985) beobachtet, daf3 warm-
akklimatisierte Fische eine geringere Induktionsantwort von CYP1A aufweisen als kalt-
akklimatisierte Fische. Dies galt auch, wenn die Enzymaktivitat bei der Temperatur gemessen
wurde, an die die Fische akklimatisiert waren. In den warm-akklimatisierten Fischen trat die
Induktionsantwort schneller auf. Diese Effekte lassen sich im Freiland nicht eliminieren. Die
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Temperaturkompensation von Phase II Enzymen ist in Fischen weniger untersucht, sie scheint
im Vergleich zur Phase I eher entgegengesetzt zu verlaufen (Andersson und Koivusaari 1986).

Um herauszufinden, inwieweit die Biomarkerantwort kausal auf die Belastung mit Schad-

stoffen zuriickzufithren ist, wurde ein in vivo-Versuch (,,Cocktailversuch) sowie ein Extrakt-
versuch durchgefiihrt, der in vivo- und in vitro-Systeme kombiniert (siehe auch Kap. 2.1.7 und
2.1.8).

3.2

3.2.1 Physikalisch-chemischer und limnochemischer Hintergrund

Halbfreiland

Tabelle 3.1 zeigt physikalisch-chemische und limnochemische Daten zu den Untersuchungsge-
wissern exemplarisch flir Sommer (Juli 1997) und Winter (November 1997). Die Daten wur-

den von Stefan Adam, Universit4t Tiibingen, erhoben.

Tab. 3.1. Physikalisch-chemische und limnochemische Daten zu den beiden Untersuchungsgewéssern Kra-

henbach und Kérsch zu den Probennahmen P26 (Juli 1997) und P30 (November 1997). Die Daten wurden von
Stefan Adam, Universitit Tibingen, erhoben.

P26 (Juli97) P26 (Juli97) P30 (Nov. 97) P30 (Nov. 97)
Krihenbach Korsch Krihenbach Korsch
Wassertemperatur [C°] 14,6 17,3 6.4 10.9
Leitfahigkeit [uS/cm] 609 956 830 1025
pH-Wert n.a. n.a. 8.2 8.2
Sauerstoffgehalt [mg/L] n.a. n.a. 9.3 87
Sauerstoffsittigung [%] n.a. n.a. 82 83
Ca2- [mg/L] n.a. na. 108 91
Gesamthirte [°dH] n.a. n.a. 18 12
Karbonathirte [°dH] n.a. na. 18 12
SBV [mmol/L] n.a. n.a. 6.4 43
BSBS5 ohne ATH [mg/L] n.a. na 1.1 2.4
NH4+ [mg/L] n.a. n.a. 0.03 0.76
NH4+-N [mg/L] n.a. n.a. 0.02 0.59
NH3 [mg/L] n.a. n.a. n.n 0.024
NH3-N [mg/L] na. na. nn 0.20
NO2- [mg/L] na. na. 0.04 1:2
NO2—N [mg/L] n.a. n.a. 0.01 0.36
NO3- [mg/L] n.a. na. 12 98
NO3—N [mg/L] na. na. 2.9 22.1
0-PO4 3- [mg/L] n.a. na. 0.3 1.2
0-PO4 3—P [mg/L] na. n.a. 0.09 0.40
CL- [mg/L] na. na. 43 136

n.a. = not available (Daten nicht erhiltlich)
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3.2.2 Hintergrund der chemischen Belastung

Exemplarisch wird in Tabelle 3.2 die chemische Hintergrundbelastung der Gewasser Krihen-

bach und Kérsch in Wasser und Sediment im Sommer (Juli 1997) und im Winter (November

1997) dargestellt. Die Daten fur die analytischen MeBergebnisse wurden von Wolfgang Hon-
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nen, Steinbeis-Transferzentrum an der Fachhochschule Reutlingen, erhoben. Die logKow-Werte
wurden von Karin Hartig zusammengestellt.

Tab. 3.2. Chemische Analysedaten fiir Wasser und Sediment aus den Gewissern Krahenbach und Kérsch in
den Monaten Juli 1997 (Probennahme P26) und November 1997 (Probennahme P30). Die Abkiirzungen in der
ersten Zeile bedeuten W = Wasser, S = Sediment, AB = Probestelle Krihenbach B, KA = Probestelle Kérsch A.
Die Abkiirzungen fiir die untersuchten Chemikalien sind in der Abkiirzungsliste aufgefiihrt.

Substanz logkow P26 P26 P26 P26 P30 P30 P30 P30
WAB WKA SAB SKA WAB WKA SAB SKA
[pg/l] [ug/l] (uehke] [ue/l] (wel] [ugl] [uekg]l [pgl]
Lindan 3.72 n.n nn n.n nn nn 0.010 n.n n.n
Triallat nn nn nn nn nn nn nn 1
0,p-DDT 6.7 nn n.n nn nn
p,p-DDT 6.91 n.n n.n 1 3
0,p-DDD nn nn n.n n.n
p.p-DDD 6.02 n.n nn n.n nn
0,p-DDE nn n.n nn n.n
p,p-DDE 6.51 nn 2 0.5 1
PCP 5.12 nn n.n n.n nn nn n.n n.n n.n
Pirimicarb n.n n.n nn nn
Trifluralin 5.34 nn nn nn 0.5
DCB nn n.n 0.2 2 nn n.n 0.5 1
TCB n.n n.n 2 2 nn n.n 1 0.4
TeCB nn nn nn n.n
PeCB nn 03 0.2 0.2
HCB 5.73 0.1 1 0.2 0.5
PCB 28 5.62 nn n.n nn n.n
PCB 52 5.94 7 2 0.3 1
PCB 101 6.8 72 4 1 4
PCB 133 7.75 86 12 3 11
PCB 138 7.44 97 13 3 11
PCB180 8.04 54 7 2 7
Summe PCB 6 316 38 9.3 34
NAP 33 0.01 0.017 4 14 0.023 0.053 2 9
ANY 3.94 nn nn 21 139 0.003 0.007 12 51
ANE 3.92 nn nn 8 26 0.002 0.005 3 11
FLU 4.18 0.002 0.06 19 88 0.004 0.008 10 52
PHE 4.46 n.n 0.037 223 925 0.037 0.068 182 543
ANT 4.45 n.n 0.028 54 260 n.n n.n 32 105
FLA 5.16 0.002 0.011 4215 1674 0.013 0.010 375 851
PYR 4,88 0.002 0.009 302 1309 0.014 0.008 269 647
BaA 5.76 n.n n.n 181 826 0.010 0.002 203 540
CHR 83 nn nn 190 780 0.012 n.an 164 424
BbF 5.78 nn n.n n.n n.n 184 527
BkF 5.8 nn nn nn n.n 133 381
BbF+BkF 169 592
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Tab. 3.2. Fortsetzung

Substanz logKow P26 P26 P26 P26 P30 P30 P30 P30
WAB WKA SAB SKA WAB WKA SAB SKA
[ug/L] [ug/l] [pgrkg]l [ugl] [we/l] [ngL] [pgkel [ng/L]

BaP 5.97 n.n n.n 284 561 nn n.n 355 1000
IND 6.64 nn n.n 163 407 nn nn 20 398
DBahA 6.75 nn n.n 38 90 n.n n.n 17 73
BghiP 6.63 n.n n.n 140 322 nn n.n n.n 342
Summe PAH 16 0.016 0.108 6011 8014 0.118 0.161 1961 3954
Cd nn nn 550 900 nn nn 110 250
Cu 6 11 11000 27000 1 12 3500 51150
Zn 31 69 23000 223000 70 150 28000 181000
Pb nn nn 21000 85000 n.n nn 11750 67200
MBAS 150 260 220 330

n.n = nicht nachweisbar

3.2.3 Ergebnisse

Die Ergebnisse aus dem Halbfreiland sind in Tabelle 3.3 bis 3.5 dargestellt. Gezeigt werden die
Mittelwerte fiir die katalytische Aktivitit von CYP1A, den relativen Proteingehalt von CYP1A
im Vergleich zur Laborkontrolle sowie die GST-Aktivitit. Die Ergebnisse wurden zusitzlich in
Prozent umgerechnet, wobei die Laborkontrolle gleich 100% gesetzt wurde.

Phase 1

Fiir die EROD-Enzymaktivitdt und den Gehalt an Cytochrom P4501A weisen die Ergebnisse
erhohte Werte in Leberproben von Bachforellen und Bachschmerlen aus der Korsch im Ver-
gleich zu Proben aus dem Labor auf (Tab. 3.3 und 3.4). Die Unterschiede fiir die EROD-
Aktivitit sind in 10 von 11 Fillen signifikant, fiir die Ergebnisse aus der immunchemischen
Bestimmung gilt dies in 9 von 11 Féllen (Tab. 3.3 und 3.4). Die prozentuale Induktion liegt bei
Forellen/EROD zwischen 140 und 1131%, bei Schmerlen/EROD zwischen 36 und 1189%. Die
prozentuale Induktion des Cytochrom P4501 A-Gehalts ist geringer als die der EROD-
Aktivitat. Die Werte liegen fiir Forellen/ELISA zwischen 112 und 431% und fiir Schmer-
len/ELISA zwischen 134 und 422%.

Im Vergleich zu den Ergebnissen aus der Korsch sind die Werte in Leberproben von
Bachforellen und Bachschmerlen aus dem Krahenbach schwiacher erhoht. Die Unterschiede zur
Kontrolle sind haufig signifikant (EROD: in 8 von 11 Fallen, ELISA: in 7 von 9 Fillen, siche
Tab. 3.3 und 3.4). Die Werte fiir den Krihenbach sind teilweise niedriger als die fir die Kon-
trolle. Das ist bei den Daten aus der Kérsch nur fiir Schmerlen/EROD bei der Probennahme im
November 1997 der Fall. Die prozentuale Induktion liegt bei Forelle/EROD zwischen 65 und
453% und bei Schmerle/EROD zwischen 23 und 476%. Die prozentuale Erhchung des Cyto-
chrom P4501A-Gehalts liegt bei Forelle/ELISA zwischen 57 und 166% und bei Schmer-
le/ELISA zwischen 76 und 113%.
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Tab. 3.3. Ergebnisse fiir die katalytische Aktivitit von CYP1A (EROD) in der Leber von Bachforellen und
Bachschmerlen zu allen Probennahmezeitpunkten. Dargestellt sind die Probennahmezeitpunkte, die jeweils
beprobte Tiergruppe, die Mittelwerte und Standardabweichungen (in Klammern) sowie die Signifikanz der
Abweichung zur Kontrolle (*: p=0.05, **: p = 0.01, ***: p=0.001). Im zweiten Teil der Tabelle sind die

Umrechnungen in Prozent dargestellt (Laborkontrolle = 100%).

Zeitpunkt  Tier- EROD' EROD' EROD'  Tier- EROD' EROD' EROD'
gruppe Kontrolle Krdhenbach  Koérsch  gruppe Kontrolle Kridhenbach  Kérsch
Mai 98 36F5 21.43 15.06 38.41*
(16.12) (11.01) (17.37)
Juli 96 14F3 18.79 25.44 93.81%**
(21.04) (14.00) (45.27)
Juli 96 14F4 2.18 72.76%%*F  T2.36%%*
(4.67) (66.59) (37.44)
Juli 97 26F5 15.33 27.00%* 47.45%%% 2685 5.81 842 31.17%%
(7.66) (18.35) (41.84) (11.33) (8.25) (25.65)
Juli 98 38F7 3.23 14.65%** 10.28% 3887 0.52 3.93% 5.64%%*
(1.20) (6.88) (6.46) (0.57) (2.80) (1.97)
Sept 96 16F3 9.85 32.39%%%  111.47%** 1683 2.79 717k 33204+
(3.47) (14.66) (66.60) (2.46) (5.79) (15.61)
Sept 96 1654 1.69 3.04*% 18.67***
(1.71) (1.69) (13.86)
Okt 95 05F1 68.61 49.58** 11525 0581 3.00 12.90 13.10%%#
(14.07) (10.01) (40.02) (1.91) (8.33) (5.86)
Okt 95 05F2 50.86 33.38%* TL59%
(16.71) (16.32) (21.63)
Nov 95 07F1 83.10 87.93 145.77*** (782 1.97 0.47%%* 6.28 %4k
(27.75) (33.73) (43.32) (1.32) (0.21) (2.21)
Nov 95 07F2 37.74 B1.36%* 87.91%*
(25.56) (41.18) (32.91)
Nov 97 30F5 78.99 168.96*** 423 89*** 3085 10.71 438 3.89
(47.04) (59.86) (202.52) (24.51) (3.56) (2.86)

Zeitpunkt  Tier- EROD [%] EROD [%] EROD [%] Tier- EROD [%] EROD [%] EROD [%]
gruppe Kontrolle Kridhenbach  Kérsch  gruppe Kontrolle Krahenbach  Koérsch

Mai 98 36F5 100.00 64.31 186.95

Juli 96 14F3 100.00 135.30 499.20

Juli 96 14F4 100.00 387.20 385.10

Juli 87 26F5 100.00 176.13 309.50 2685 100.00 144.92 536.49
Juli 98 38F7 100.00 453.56 318.27 3887 100.00 476.36 683.64
Sept 96 16F3 100.00 328.80 1131.60 1683 100.00 256.90 1189.90
Sept 96 1654 100.00 181.60 1104.70
Okt 95 05F1 100.00 72.26 167.99 0581 100.00 429.70 436.27
Okt 95 05F2 100.00 65.63 140.75

Nov 95 07F1 100.00 105.81 17540 0782 100.00 23.66 318.78
Nov 95 07F2 100.00 215.58 232.90

Nov 97 30F5 100.00 213.90 536.64 3085 100.00 40.90 36.32

* = in [pmol/mg/min]
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Tab. 3.4. Ergebnisse aus der immunchemischen Bestimmung von CYP1A im Vergleich zur Kontrolle in der
Leber von Bachforellen und Bachschmerlen zu allen Probennahmezeitpunkten. Die Werte stellen nur den rela-
tiven Cytochrom P4501A-Gehalt ausgedriickt in OD-Werten dar, da kein Standard fiir Forellen- oder Schmer-
len-CYP1A vorhanden war. Die Daten wurden mit verschiedenen Antikérpern fiir die beiden Fischarten erho-
ben (siehe auch Kap. 2.1.6.3). Dargestellt sind die Probennahmezeitpunkte, die jeweils beprobte Tiergruppe,
die Mittelwerte und Standardabweichungen (in Klammermn) sowie die Signifikanz der Abweichung zur Kon-
trolle (*: p=0.05, **: p=0.01, ¥**: p = 0.001). Im zweiten Teil der Tabelle sind die Umrechnungen in Pro-
zent dargestellt (Laborkontrolle = 100%).

Zeitpunkt  Tier- CYPIAl' CYPIAl' CYPlAl' Tier- CYP1AI' CYPIAl' CYPLAl
gruppe Kontrolle Kridhenbach  Koérsch  gruppe Kontrolle Krihenbach  Korsch
Mai 98 36F5 0.112 0.076 0.457%*
(0.162) (0.048) (0.236)
Juli 96 14F3 0.116 0.087** 0.130
(0.016) (0.024) (0.042)
Juli 96 14F4 0.080 0.119%**  (,180%**
(0.024) (0.037) (0.050)
Juli 97 26F5 0.586 0.589 0.859%* 2685
(0.113) (0.093) (0.112)
Juli 98 38F7 0.083 0.128* 0.110 3857 0.082 0.093 0.092
(0.023) (0.045) (0.043) (0.024) (0.013) (0.038)
Sept 96 16F3 0.083 0.100%* 0.192*%** 1683
(0.016) (0.021) (0.095)
Okt 95 05F1 0.110 0.171** 0581
(0.030) (0.053)
Okt 95 05F2 0.086 0.141*
(0.010) (0.039)
Nov 95 07F1 0.140 0.166%* 0.355%%* (782
(0.022) (0.29) (0.105)
Nov 95 07F2 0.096 0.160%** 0.235%%*
(0.024) (0.043) (0.056)
Nov 97 30F5 0.279 0.336* 1,205%** 3085 0.195 0.149%* 0.824***
(0.051) (0.052) (0.215) (0.011) (0.024) (0.195)
Zeitpunkt  Tier- CYP1Al CYPLALl CYPI1Al Tier- CYP1Al CYP1Al CYP1Al
gruppe [%] [%e] (%] gruppe [%] [%] [%]
Kontrolle Krdhenbach  Koérsch Kontrolle Kriahenbach  Kérsch
Mai 98 36F5 100.00 57.14 344 36
Juli 96 14F3 100.00 75.00 112.10
Juli 96 14F4 100.00 136.78 225.00
Juli 97 26F5 100.00 100.51 146.58 2685
Juli 98 38F7 100.00 154.21 132.53 3887 100.00 113.41 134.14
Sept 96 16F3 100.00 120.40 231.30 1683
Okt 95 05F1 100.00 155.40 0581
Okt 95 05F2 100.00 163.95
Nov 95 07F1 100.00 118.50 253.50 0782
Nov 95 07F2 100.00 166.60 24470
Nov 97 30F5 100.00 120.43 431.90 3085 100.00 76.41 422.56

! in OD-Werten
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Tab. 3.5. Ergebnisse fiir die katalytische Aktivitit der Glutathion-S-Transferase (GST) in der Leber von
Bachforellen und Bachschmerlen zu allen Probennahmezeitpunkten. Dargestellt sind die Probennahmezeit-
punkte, die jeweils beprobte Tiergruppe, die Mittelwerte und Standardabweichungen (in Klammern) sowie die
Signifikanz der Abweichung zur Kontrolle (*: p = 0.05, **: p = 0.01, ***: p=0.001). Im zweiten Teil der
Tabelle sind die Umrechnungen in Prozent dargestellt (Laborkontrolle = 100%).

Zeitpunkt  Tier- GST! GST GST'  Tier- GST' GST GST
gruppe Kontrolle Kradhenbach  Korsch  gruppe Kontrolle Krihenbach  Korsch
Mai 98 36F5 502.83 404.02* 375.37*
(120.47) (43.56) (130.54)
Juli 96 14F3 14.24 19.10 17.60
(2.87) (5.20) (2.75)
Juli 96 14F4 14.40 18.40 25.86
(4.90) (3.69) (5.50)
Juli 97 26F5 1008.37 977.65 972.26 2685 1106.65 667.09 778.6
(228.45) (424.2) (236.24) (1155.04) (108.28) (129.95)
Juli 98 38F7 991.55 953.59 795.25 3887 807.68 704.28 898.30
(148.35) (142.14) (134.67) (182.96) (96.82) (122.46)
Sept 96 16F3 18.30 13.90 10.10 1683 21.90 23.10 27.10
(17.50) (13.50) (7.70) (17.60) (6.70) (13.00)
Sept 96 1654 22.00 2515 49.90
(6.20) (6.90) (68.00)
Okt 95 05F1 418.62 246.86*%*  186.39%** (3551 811.63
(106.93) (8141) (53.59) (621.21)
Okt 95 05F2 363.00 192.00***  208.95%%*
(78.89) (21.90) (58.71)
Nov 95 07F1 633.73 381.05%** 603.34 0782 695.23 430.87%** 799.45*
(120.27) (62.01) (91.23) (300.38) (106.39) (195.64)
Nov 95 07F2 746.05 568.38 467.74%*
(149.53) (121.36) (74.81)
Nov 97 30F5 114.47 117.63 99.68 3085 117.64 115.47 127.85
(20.46) (27.61) (16.72) (18.53) (20.46) (17.5)
Zeitpunkt  Tier- GST [%] GST [%] GST [%]  Tier- GST [%] GST [%)] GST [%)]
gruppe Kontrolle Krihenbach  Kérsch  gruppe Kontrolle Krihenbach  Kérsch
Mai 98 36F5 100.00 80.34 74.65
Juli 96 14F3 100.00 134.10 123.50
Juli 96 14F4 100.00 127.70 179.50
Juli 97 26F5 100.00 96.95 96.42 2685 100.00 60.28 70.36
Juli 98 38F7 100.00 96.17 80.20 3887 100.00 87.19 111.21
Sept 96 16F3 100.00 75.90 55.10 1683 100.00 105.40 123.70
Sept 96 1654 100.00 114.30 226.80
Okt 95 05F1 100.00 58.96 44.52 0581 100.00
Okt 95 05F2 100.00 52.89 57.56
Nov 95 07F1 100.00 60.13 95.20 0782 100.00 61.90 114.90
Nov 95 07F2 100.00 76.19 62.69
Nov 97 30F5 100.00 102.76 87.08 3085 100.00 98.16 108 68

' in [nmol/mg/min]
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Sowohl die katalytische Aktivitét als auch der relative Gehalt von CYP1A sind in den Le-
berproben beider Fischarten in den Gewéssern Krahenbach und Kérsch im Vergleich zur La-
borkontrolle erhoht. Die Induktion von EROD-Aktivit4t und relativem Gehalt an CYP1A ver-
lauft jedoch nur bedingt parallel. Trigt man die EROD-Aktivitit gegen die OD-Werte aus der
immunchemischen Bestimmung gegeneinander auf, 148t sich fiir alle Beprobungen mit der Fo-
relle ein linearer Zusammenhang mit einem Regressionskoeffizienten von r* = 0.39 schitzen
(Abb. 3.1). Fur die Schmerlenproben besteht kein linearer Zusammenhang (nicht dargestellt).
Hier ist allerdings zu beachten, daB3 nur wenige Daten aus der immunchemischen Messung vor-
liegen.
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Abb. 3.1. Zusammenhang zwischen katalytischer Aktivitit von CYP1A (EROD) und relativem Proteingehalt
von CYP1Al (OD-Werte aus der Bestimmung im ELISA), ausgedriickt als lineare Regression zwischen
EROD- und ELISA-Werten fiir alle Leberproben aus Forellen.

Phase IT

Fiir die Aktivitit der Glutathion-S-Transferase treten bei beiden Fischarten keine eindeutigen
Unterschiede zwischen den Labor- und Halbfreilandwerten auf. Die Unterschiede sind nur sel-
ten signifikant (Forelle: in beiden Gewassern in 4 von 11 Féllen, Schmerle: in beiden Gewis-
sern in einem von 6 Fillen (Tab. 3.5)). Dabei sind entweder die Werte im Kriahenbach, in der
Korsch oder im Labor erhoht.

Artenvergleich

Es besteht ein signifikanter Unterschied in der EROD-Aktivitat zwischen Bachforellen und
Bachschmerlen. Die Grundaktivitit des Enzyms ist in den Schmerlen deutlich niedriger als in
den Forellen. Die prozentuale Induktion des Enzyms zum gleichen Zeitpunkt ist in den beiden
Fischarten unterschiedlich, sie ist nur in einem Fall, bei der Probennahme im September 1996,
dhnlich. Ein direkter Vergleich der Induktionsantwort in Bachforelle und Bachschmerle auf
Basis des Cytochrom P4501A-Gehalts ist nicht moglich, da im jeweiligen ELISA verschiedene
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erste Antikorper fiir die beiden Fischarten verwendet wurden und kein Standard fiir das Cyto-
chrom P4501A vorhanden war.

Jahreszeitverlauf

Die basale EROD-Aktivitit ist in den Bachforellen und Bachschmerlen im Sommer niedriger
als im Winter (Abb. 3.2). Auf der Ebene des relativen CYP1A-Gehalts 148t sich dieser Trend
nicht eindeutig bestétigen. Der relative Proteingehalt von CYP1A ist bei den Forellen im
Sommer bei einer Probennahme (Juli 1997) deutlich héher als zu den iibrigen Probennahme-
zeitpunkten (Abb. 3.2, Tab. 3.4). Fir die Schmerlen gilt auch auf der Ebene des relativen
CYP1A-Gehalts, daf3 die Werte im Sommer tendenziell niedriger sind als im Winter (Tab. 3.4).
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Abb. 3.2. Kontrollwerte fiir die EROD-Aktivitit und den relativen CYP1A-Proteingehalt in Bachforellen und
Bachschmerlen zu allen Probennahmezeitpunkten. Dargestellt sind die Mittelwerte, die aus allen Ergebnissen
fiir jeweils einen Monat der mehrjahrigen Probennahmen gebildet wurden.

Unterschiede in der Induktionsantwort im jahreszeitlichen Verlauf lassen sich nicht eindeu-
tig belegen. Andeutungsweise ist die prozentuale Induktionsantwort bezogen auf die EROD-
Aktivitat in Forellen und Schmerlen im Sommer, also bei den Probennahmen im Juli und im
September, hoher als zu den iibrigen Probennahmen (Abb. 3.3 und 3.4 und Tabelle 3.3). Dies
gilt jedoch nicht fiir den relativen CYP1A-Gehalt in den Forellen. Fiir den relativen CYP1A-
Gehalt ist die prozentuale Erhdhung sowohl im Krahenbach als auch in der Korsch im Novem-
ber am héchsten (Abb. 3.3 und 3.4). Fiir die Schmerlen liegt keine ausreichende Zahl an Daten
vor, um die Ergebnisse im jahreszeitlichen Verlauf zu betrachten.
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Abb. 3.3. Ergebnisse fiir die prozentuale Erhéhung von EROD-Aktivitit und relativem Proteingehalt von
CYPIA (ELISA) fur Bachforelle und Bachschmerle aus dem Krahenbach. Dargestellt sind die Mittelwerte, die
aus allen Ergebnissen fiir jeweils einen Monat der mehrjahrigen Probennahmen gebildet wurden.
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Abb. 3.4. Ergebnisse fiir die prozentuale Erhhung von EROD-Aktivitit und relativem Proteingehalt von
CYPI1A (ELISA) fiir Bachforelle und Bachschmerle aus der Kérsch. Dargestellt sind die Mittelwerte, die aus
allen Ergebnissen fiir jeweils einen Monat der mehrjahrigen Probennahmen gebildet wurden.

3.2.4 Diskussion

Phase I

In Bachforellen und Bachschmerlen aus der Korsch zeigt sich generell eine hohere Induktions-
antwort in Bezug auf die EROD-Aktivitit und den relativen Cytochrom P4501A-Gehalt als in
Tieren aus dem Krahenbach. Dies weist auf eine hohere Belastung der Korsch mit Schadstoffen
hin, die fiir die Induktion des Cytochrom P4501A relevant sind. Die Schadstoffeintrdge in den
Krihenbach und die Kérsch sind diffus. Die fir die Induktion von CYPIA als besonders rele-
vant geltenden PAH und PCB stammen aus der Luft (Nahe zum Stuttgarter Flughafen). Andere
Schadstoffeintrige stammen aus Oberflichenablaufen (Pestizideintrag in die Korsch) und aus
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Kliranlageneinleitungen in die Kérsch. In Tabelle 3.2 wurde exemplarisch die Belastungssitua-
tion von Krihenbach und Kérsch fiir die Monate Juli und November dargestellt. Sie zeigt, daB3
die Belastung mit PCB, PAH und Schwermetallen im November in der K&sch hoher ist als im
Krihenbach. Im Juli sieht das Belastungsmuster etwas anders aus, z.B. sind die PCB-
Konzentrationen zu dem gezeigten Probennahmezeitpunkt im Krahenbach hoher als in der
Korsch (Tabelle 3.2). Die aufgrund des Oberflachenabflusses erwartete hohere Belastung der
Korsch mit Pestiziden spiegelt sich in den chemischen Analysedaten wider. Durchschnittswerte
der Analysedaten fiir alle Probennahmezeitpunkte haben gezeigt, daf3 die Belastung mit PAH,
PCB, Pestiziden und Schwermetallen in der Korsch hoher ist als im Krahenbach (BMBF-
Zwischenberichte zu Valimar, Fordernummer 070TX22). Diese im Durchschnitt hohere chemi-
sche Belastung der Korsch scheint sich in der Induktion von CYP1A in Bachschmerlen und
Bachforellen widerzuspiegeln. Damit ist der Biomarker CYP1A offensichtlich auch dazu ge-
eignet, zwischen Gewassern mit diffuser Belastung, die nicht aus einer eindeutig zuzuordnen-
den Schadstoffquelle stammt, zu differenzieren.

Aus der Literatur ist bereits bekannt, dall mit dem Biomarker EROD zwischen Standorten
unterschiedlicher Belastung differenziert werden kann (van der Qost et al. 1997, Vigano et al.
1998, Willett et al. 1997b). Haufig wurde der Biomarker CYP1A zur Indikation von Abwas-
sern aus der Papierindustrie in Kanada oder Skandinavien (Campbell et al. 1996, Karels et al.
1998, Munkittrick et al. 1992 und 1994, van den Heuvel et al. 1995) oder von Olverunreini-
gungen in der Nordsee eingesetzt (Sleiderink et al. 1995, Stagg et al. 1995). Trotz der erfolg-
reichen Differenzierung von Standorten korreliert die gefundene Biomarkerantwort jedoch
nicht immer mit den Konzentrationen an Schadstoffriickstanden in den untersuchten Organis-
men, im Sediment oder im Wasser (Bankey et al. 1994, Kloepper-Sams und Swanson 1992,
van der Qost et al. 1997, Whyte et al. 1998). In Bezug auf die EROD-Aktivitit konnte eine
fehlende Korrelation mit Schadstoffriickstdnden auf die Hemmung der EROD-Aktivitat durch
Schwermetalle oder PCB (Briischweiler et al. 1996, Gokseyr et al. 1991 und 1994) oder aber
auf die Auswahl eines falschen Bezugssystems zuriickgefiihrt werden. Van der Oost et al.
(1997) haben z.B. gezeigt, daf3 die EROD-Induktion zwar mit den PAH-Riickstanden im Se-
diment korreliert, nicht jedoch mit denen im Gewebe der untersuchten Aale. Bei einer Korrela-
tion zwischen EROD-Aktivitat und der Belastung mit PAH scheint es z.B. sinnvoller zu sein,
die PAH-Riickstinde und ihre Metabolite in der Galle zu messen (Beyer et al. 1996, siche auch
Kap. 3.3). Um herauszufinden, inwieweit die in der vorliegenden Arbeit gemessene Biomar-
kerantwort mit der chemischen Belastung korreliert, wurden der in vivo-Cocktailversuch und
der Extraktversuch durchgefiihrt, in dem in vivo- und in vitro-Systeme kombiniert wurden
(siehe Kapitel 3.3 und 3.4).

Da die katalytische Aktivitit der Phase I-Enzyme wie bereits erwahnt gehemmt oder verlo-
ren gehen kann (Kap. 1), kann es von Vorteil sein, wenn sich eine Aussage iiber die Induktion
von CYP1A zusitzlich auf immunchemische Daten stiitzen kann (Forlin und Celander 1993,
Goksayr et al. 1991, Collier et al. 1992). Betrachtet man die vorliegenden Daten, verlauft die
Biomarkerantwort von CYP1A auf der katalytischen und immunchemischen Ebene nicht im-
mer parallel (Tabelle 3.3 und 3.4, Abb. 3.4). In der Kérsch ist die relative Induktion des
CYP1A-Proteins in den Bachforellen in den Monaten Mai und November im Mittel héher als
die der EROD-Induktion (Abb. 3.4). In diesen Fillen kann eine Hemmung der EROD-Aktivitat
z.B. nicht ausgeschlossen werden. Im Vergleich zwischen EROD-Aktivitdt und CYP1A-
Protein ist die relative Induktion des CYP1A-Proteins um den Faktor 2,7 niedriger als die der
EROD-Aktivitat. Die vergleichsweise schwichere immunchemische Antwort ist aus der Lite-
ratur bekannt (Collier et al. 1995, Gokseyr et al. 1994, Scholz et al. 1997). Die Ergebnisse
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diesbeziiglich sind in der vorliegenden Arbeit allerdings mit Vorsicht zu betrachten, da nur der
relative Cytochrom P4501A-Gehalt (OD-Werte), und nicht der absolute gemessen werden
konnte.

Phase I

Die Aktivitat der Glutathion-S-Transferase war in beiden Fischarten im Vergleich zur Labor-
kontrolle weder im Krihenbach noch in der Kérsch signifikant erhoht. In den meisten Fallen
waren die Werte fiir die GST-Aktivitat aus Krahenbach oder Kérsch niedriger (teilweise signi-
fikant) als die aus der Laborkontrolle (Tab. 3.5). Aus der Literatur sind zahlreiche Studien be-
kannt, in denen keine oder nur eine schwache Induktionsantwort der GST im Gegensatz zur
EROD-Aktivitat vorliegt (Guosheng et al. 1998, Nowi et al. 1998, Soimasuo et al. 1995). Dies
konnte auch fiir die Regenbogenforelle nach zweiwdchiger Exposition im Freiland gezeigt
werden (Fenet et al. 1998). In anderen Freilandstudien wurde eine Erhéhung der GST-
Aktivitat gefunden (Jedamski-Grymlas et al. 1995, Vigano et al. 1998), dabei scheint die In-
duktion jedoch nicht mit der der EROD-Aktivitét parallel zu verlaufen. Die Ursachen fiir die
GST-Induktion in Fischen im Freiland sind bisher nicht eindeutig geklart. Die fehlende Erho-
hung der GST-Aktivitit in Bachforelle und Bachschmerle konnte darauf zuriickzufiihren sein,
daB induzierende Substanzen nicht in ausreichenden Konzentrationen in den untersuchten Ge-
wissern vorhanden waren. Die cytosolische GST wird in der Forelle beispielsweise durch

p,p DDE induziert (Petrivalsky et al. 1997), das in der Kérsch nachgewiesen werden konnte
(Tab. 3.2). Da die GST-Aktivitit teilweise signifikant unter den Werten fiir die Laborkontrolle
liegt, kann auch eine Hemmung nicht ausgeschlossen werden.

Artenvergleich

Die basale EROD-Aktivitit ist in den Schmerlen deutlich geringer als in den Forellen. Schmer-
len (Familie Cobitidae) gehéren wie die Familie der Cyprinidae zur Unterordnung der Cypri-
noidea (Karpfenahnliche). Fiir die Cyprinidae gibt es Literaturhinweise, daf sie geringere
EROD-Aktivititen aufweisen als die Forellen (Familie Salmonidae) (Ahokas et al. 1994,
Scholz 1996, Ueng et al. 1992).

Die Bachschmerlen wurden als Vertreter des benthischen Lebensraums, die Bachforellen
als Vertreter der Freiwasserzone ausgewihlt. Unterschiede in der Induktionsantwort der beiden
Fischarten sollten damit auf ihre Lebensart, z.B. das Futter oder die mogliche Belastung tiber
das Sediment, zuriickzufithren sein. Der EinfluB3 des Futters wiirde sich allerdings nur im Frei-
land auswirken, welches in der letzten Phase des Projekts zusatzlich zum Halbfreiland unter-
sucht werden soll. Im Halbfreiland wurde das Futter kontrolliert zugegeben. Bei Exposition in
den Aquarien zeigte sich kein eindeutiger Unterschied in der Induktionsantwort der beiden
Arten, der auf einen EinfluB} des Belastungspfades hinweisen wiirde. Sollte sich der Bela-
stungspfad auf die Induktionsantwort auswirken, wiirde eine hohere Antwort in den Schmer-
len, die tiber das Sediment starker belastet werden kénnten als die Forellen, erwartet. Die Er-
gebnisse zeigen tatsichlich eine hohere Induktionsantwort der EROD-Aktivitét in den
Schmerlen an. Dies gilt allerdings nur in der Korsch und nicht im Krihenbach, im letzteren ist
die Antwort nur in einem Fall hoher. Wenn man die prozentuale Induktionsantwort im ELISA
betrachtet, ist die prozentuale Induktion in den Schmerlen in der Korsch fast identisch mit der
prozentualen Induktionsantwort in den Forellen in der Korsch. Beim Vergleich der Ergebnisse
von ELISA und EROD-Aktivit4t bleibt zu bedenken, daB fur die Schmerle/ELISA nur wenig
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Daten vorliegen. Eine Interpretation beziiglich des Belastungspfades ist deshalb schwierig. Sie
bliebe auch bei ,.eindeutigen” Ergebnissen kritisch, da eventuell unterschiedliche Empfindlich-
keiten der beiden Arten gegeniiber gleichen Induktoren nicht bekannt sind. Uber die Auswir-
kung des Belastungspfades kann deshalb keine Aussage getroffen werden. Es ist wahrschein-
lich, daB Forellen und Schmerlen im Halbfreiland gleichermaBen iiber das Wasser und die
Schwebstoffe kontaminiert werden, da das Sediment in den relativ kleinen Aquarien durch die
Fische stiandig aufgewirbelt wird.

Jahreszeitverlauf

Betrachtet man die Induktion von CYP1A im jahreszeitlichen Verlauf, 148t sich kein eindeuti-
ger temperaturabhingiger Trend in der Hohe der Induktionsantwort feststellen. Andersson und
Koivusaari (1985) haben gezeigt, daB kalt-akklimatisierte Regenbogenforellen eine hohere
Induktionsantwort (EROD) zeigen als warm-akklimatisierte Forellen. Die hier vorliegenden
Daten entsprechen dem jedoch nicht. Die prozentuale Induktion der EROD-Aktivitat ist in der
Korsch im September deutlich hoher als im Winter. Auf der Ebene des Proteins ist allerdings
die prozentuale Induktion im Winter héher (Abb. 3.4). Der Einflul der Temperatur auf die
Induktionsantwort kann damit zwar nicht ausgeschlossen werden, andere Einfliisse wie die von
Chemikalien scheinen jedoch entscheidender zu sein. Ansonsten sollte die Induktion in Bezug
auf die EROD-Aktivitat bei gleichbleibender chemischer Belastung im Winter hoher sein als im
Sommer. Die Basalaktivitat von CYP1A scheint allerdings von der Temperatur beeinfluf3t zu
werden, sie ist in den Sommermonaten niedriger als im Winter (Abb. 3.2). Die Abnahme der
CYP1A-Enzymaktivitat bei hoheren Temperaturen ist bereits bekannt (Andersson und Koivu-
saari 1986, Carpenter et al. 1990).

3.3 Cocktail

3.3.1 Ergebnisse

Im 1997 durchgefiihrten Labor-Cocktailversuch wurden Bachforellen in einem DurchfluB3sy-
stem kontinuierlich gegeniiber drei Konzentrationen eines Schadstoffcocktails exponiert, des-
sen Zusammensetzung und Konzentration tiber die analytisch nachgewiesenen Schadstoffdosen
in Tieren aus der Kérsch und den Bioakkumulationsfaktoren fiir die jeweiligen Stoffe berechnet
wurde. Nach einem Expositionszeitraum von vier Wochen wurden die EROD-Aktivitat, der
Cytochrom P4501A-Gehalt, die GST-Aktivitit und die Schadstoffkonzentrationen im gesam-
ten Tier bestimmt. Die auf der Basis der BCF-Werte erwartete Freiland-typische Schadstoffdo-
sis (Tab. 3.6, Tiergruppen 30F5) wurde nach der Expositionszeit in den Bachforellen des Ver-
suchs erreicht, fiir die PAH wurden die erwarteten Konzentrationen im 50fachen Cocktail so-
gar iiberschritten (Tab. 3.6). Die Tabelle 3.6 zeigt die in den Tieren akkumulierten Schadstoff-
konzentrationen der Substanzen, die fiir die Induktion von Cytochrom P4501A wahrscheinlich
relevant sind (PAH und PCB). Fiir diese PAH und PCB existieren in der Literatur teilweise
TEF-Werte (toxic equivalent factors), die in der Tabelle unter Angabe der Quelle aufgefiihrt
werden. Mit Hilfe des TEQ-Konzepts (siche Einleitung, Kap. 1) wurde versucht, das Ergebnis
der Biomarkerantwort im Cocktail zu erklaren.
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Tab. 3.6 Ergebnisse aus dem in vivo-Cocktailversuch und vergleichend dargestellt von der Probennahme 30
aus dem Freiland im November 1997 (Forellengruppe 30F5, C = Kontrolle, AB = Krdhenbach, KE = Kérsch).
Dargestellt sind Konzentrationen von PAH und PCB im Gewebe von Bachforellen, die nach vierwéchiger Ex-
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position an drei verschiedene Konzentrationen eines Schadstoffcocktails oder im Freiland akkumuliert wurden.
Die Tabelle zeigt auBerdem TEF-Werte aus der Literatur, die der Auswertung des Versuchs dienten.

Substanz TEF Kontrolle 1facher 10facher 50facher 30F5C 30F5AB 30F5KE
Cocktail Cocktail Cocktail

[ug/kg Fett] [ug/kg Fett] [ug/kg Fett] [pg/kgFett] [pg/kgFett] [ug/kg Fett] [ug/kg Fett]
PCB 28 nv 1.4 38,0 122,6 440.6 81,8 16,3 40,3
PCB 52 ni’ 2.3 28,0 178,5 5897 423.0 40,7 947
PCB 101 ni 11,5 70,0 161,9 570,4 156.3 56,8 120.0
PCB 153 ni' 12,7 63,0 77.0 181,5 86,8 76,7 1768
PCB 138  0,001' 12,2 64,0 101,7 2727 79.7 95,1 175.6
PCB 180 0,00021 2.2 10,0 13,4 458 13,5 21,6 30,9
NAP nv 8.4 47.0 328,5 640,5 78,2 92,5 143,7
ANY nv 3,2 13,0 47,0 69,3 5,1 6,9 93
ANE nv 323 155,0 469,1 7286 102,0 8,0 6.2
FLU ni* nn nn nn nn nn nn nn
PHE ni’ 13,1 023,0 353,2 11497 73,7 96,3 77.0
ANT ni’ nn 44,0 338.7 1086.1 2.1 nn 10,1
FLA v 28 4830 6943 1161,8 16,6 452 452
PYR ni® nn 115,0 1499 2213 254 34,0 36.6
BaA 0,000025° nn nn nn nn nn nn nn
CHR 0,0002° nn nn nn nn nn nn nn
BbF 0,00253° nn nn nn nn nn nn nn
BKF 0,00478* nn nn nn nn nn nn nn
BbF nv nn nn nn nn nn nn nn
BaP 0,000354° nn nn nn nn nn nn nn
IND nv nn nn nn nn nn nn nn
DBahA 0,00203° nn nn nn nn nn nn nn
BghiP nv nn nn nn nn nn nn nn

nv = no value (kein Wert in der Literatur vorhanden), ni = no induction (keine Induktion mefbar)

Quellen: 'Kennedy, S.W. et al. 1996. Environ. Sci. Technol. 30, 706-715, Daten mit CEH (Chicken embrvo

hepatocytes) erhoben. *Willett et al. 1997a. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 32, 442-448, Daten mit der Zelli-
nie H4IIE erhoben. *Eigene Daten mir der Zellinie RTL-W1.

Aus den Riickstandsanalysedaten und den TEF-Werten (Tab. 3.6) wurden die TEQ-Werte

berechnet und aufsummiert. In Tabelle 3.7 werden die Ergebnisse fiir die EROD-Induktion und

die dazugehorigen aufsummierten TEQ-Werte fiir den Cocktailversuch und die Freilandprobe
30 (November 1997) zusammengefaBt. Die Tabelle 3.7 zeigt auBerdem die Ergebnisse fiir den

relativen Cytochrom P4501A-Gehalt und fiir die Aktivitat der Glutathion-S-Transferase.
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Tab. 3.7. Die Tabelle zeigt die Ergebnisse fiir die EROD-Induktion, die berechneten aufsummierten TEQ-
Werte, den Cytochrom P4501A-Gehalt sowie die GST-Aktivitéten fiir den Cocktailversuch und die Proben-
nahme 30 im November 1997 (C = Kontrolle, AB = Krihenbach, KA = Kérsch). Signifikanz der Abweichung
zur jeweiligen Kontrolle: *: p=0.05, **: p=0.01, ***: p=0.01. Ergebnisse fiir EROD, CYP1A und GST als
Mittelwerte mit Standardabweichungen in Klammermn.

EROD TTEQ CYPlA GST
[pmol/mg/min] (OD-Werte) [nmol/mg/min]
Kontrolle 6,67 0,0126 0,152 1936
(3.85) (0,043) (364,9)
1facher Cocktail 567 0,0660 0,159 1838
(4.70) (0,033) (345,9)
10facher Cocktail 8,67 0,1044 0,171 1932
(2.78) (0,048) (484,96)
50facher Cocktail 14,60 0,2819 0,180 2164
(6.86) (0,041) (802.4)
30F5C 78,99  0,0824 0,279 114,47
(47,04) (0,051) (20,46)
30F5AB 168,96 0,0994 0,336 117,63
(59,86) (0,052) (27,61)
30FSKA 423,89 0,1818 1,205 99,68
(202,52) (0,215) (16,72)

Die EROD-Aktivitdt sowie der Cytochrom P4501A-Gehalt sind in allen Versuchsansétzen
sehr niedrig. Sie liegen unter den Werten, die sonst fiir die Laborkontrollen gefunden wurden.
Die Aktivitat der Glutathion-S-Transferase ist nicht induziert, die Werte sind im Vergleich zu
anderen Probennahmen relativ hoch.

3.3.2 Diskussion

Die Ergebnisse der Biomarkerantwort im Cocktail in Bezug auf die Phase I entsprechen nicht
der Erwartung, denn bei erfolgreicher Anreicherung der betrachteten Substanzen wurde er-
wartet, dal CYP1A durch Induktion darauf reagiert. Dies war jedoch nicht der Fall. Die Werte
fiir die EROD-Aktivitit steigen dosisabhingig vom 1fachen bis zum 50fachen Cocktail an, die
Absolutwerte sind aber so gering, daB3 aufgrund der Erfahrungen mit Bachforellen innerhalb
des Projektes nicht von einer Induktion von CYP1A gesprochen werden kann. Dieser Befund
deutet auf die Problematik der Korrelation zwischen chemischen und biologischen Parametern
hin und zeigt, daB3 die Riickstandsanalytik in Organismen keinen eindeutigen Hinweis auf eine
erwartete Biomarkerantwort geben muB}. Ein Grund fiir die fehlende Induktion konnte sein,
daf3 mit der Riickstandsanalytik nicht alle relevanten Stoffe erfat und im Cocktail eingesetzt
wurden. In Tabelle 3.6 werden aus der Literatur stammende TEF-Werte fiir die analysierten
Substanzen gezeigt. Dabei wird deutlich, daB viele der gemessenen PCB und PAH keine In-
duktoren von CYP1A sind. Mehrere PAH, die wichtige Induktoren von CYP1A sind, waren in
den Organismen nicht nachweisbar. Bei diesen PAH handelt es sich wahrscheinlich um solche,
deren Abbau in der Leber innerhalb weniger Stunden eingeleitet wird (Ferraris et al. 1996,
Pangrekar et al. 1995, Sikka et al. 1990). Dies ist ein Hinweis darauf, daB bei der Berechnung
des Cocktails die tatsachliche Dosis dieser PAH wahrscheinlich unterschatzt wurde. Um die
Belastung der Organismen mit PAH abzuschitzen, reicht eine Riickstandsanalytik im Gewebe
offensichtlich nicht aus. Auch van der Oost et al. (1997) finden nur eine Korrelation zwischen
PCB/OCP-Riickstinden im Gewebe des Aals und der Aktivitdt von Phase I-Enzymen, jedoch
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keine Korrelation zwischen der Phase I und Riickstinden von PAH. Bei Substanzen, die meta-
bolisiert werden, wire es wichtig, zusitzlich die Metabolite in der Galle zu analysieren, um die
tatsachliche Dosis besser abschatzen zu konnen (Brumley et al. 1995, Willett et al. 1997b). Es
ist jedoch zu beachten, daf auch bei der Analyse der Galle Probleme in der Interpretation auf-
treten konnen (Brumley et al. 1998).

Die Annahme, daB nicht alle relevanten Substanzen analysiert oder im Cocktail eingesetzt
wurden, scheint sich mit der Anwendung des TEQ-Konzeptes zu bestitigen. Mit Hilfe der in
Tabelle 3.6 angegebenen TEF-Werte wurde die Summe der Toxizitatsaquivalente (TEQ) fir
den 1, 10 und 50fachen Cocktail sowie beispielhaft fiir die Forellengruppe F5 der Probennahme
30 im November 1997 berechnet. Die Daten fiir die Summe der TEQ liegen fiir die Proben-
nahme November 1997 und fur die drei Konzentrationen des Cocktails in einem ahnlichen Be-
reich. Der einfache Cocktail ist dabei mit der Kontrolle im November 1997 vergleichbar, der
10fache Cocktail mit dem Krahenbach und der Korsch, der S0fache Cocktail liegt sogar iiber
den Werten fiir Krahenbach und Korsch. Aufgrund der Summenwerte der TEQ miifte eine
Induktion der EROD-Aktivitdt oder des Cytochrom P4501A-Gehalts zu verzeichnen sein. Daf3
das nicht der Fall ist, liegt wahrscheinlich daran, da} im Halbfreiland induzierende Substanzen
vorlagen, die im Cocktail nicht eingesetzt wurden. Die Ergebnisse verdeutlichen, dal3 das TEQ-
Konzept nur mit Vorsicht anzuwenden ist und nur eine sehr grobe Abschitzung einer Bela-
stung geben kann.

Aufgrund der im Vergleich zu anderen Probennahmen sehr geringen Kontrollaktivitét der
EROD koénnte der in vivo-Cocktailversuch auch grundsitzlich in seiner Validitat angezweifelt
werden. Denkbar wire eine Anpassung der EROD-Aktivitit an hohe Temperaturen (18°C)
wahrend der Versuchsdurchfithrung im Sommer. Die Antwort auf der immunchemischen Basis
ist jedoch mit der Kontrollaktivitdt anderer Probennahmen vergleichbar. Die Validitat des Ver-
suchs wurde deshalb nicht in Frage gestellt.

3.4 Extraktversuche

3.4.1 Ergebnisse

Kapitel 3.2 hat gezeigt, daB iiber die Riickstandsanalytik nicht unbedingt alle induktionsrele-
vanten Substanzen erfaBt werden. Um zu klaren, ob die Induktionsantwort hauptéchlich auf
PAH und PCB zuriickzufiihren ist, wurde eine Kombination von in vivo- und in vitro-Systemen
eingesetzt. Bachforellen wurden im Halbfreiland entweder an Kontrollwasser oder an Wasser
aus der Kosch exponiert. Anschliefend wurde die katalytische Aktivitat von CYP1A in einem
Teil der Lebern nach der Préparation von Mikrosomen gemessen und aus dem restlichen Teil
der Lebern jeweils ein PAH/PCB-Extrakt hergestellt. Dieser Extrakt wurde auf seine In-
duktionskapazitit in RTL-W1-Zellen in vitro getestet. Wenn die EROD-Induktion in vivo
hauptsachlich durch die Substanzgruppen PAH und PCB hervorgerufen wird, sollten die in
vivo- und in vitro-Ergebnisse linear miteinander korrelieren.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.8 und den Abbildungen 3.5 und 3.6 dargestellt. Tabelle 3.8
zeigt die EROD-AKktivitét in vivo, gemessen in Mikrosomen aus Leberhomogenat, und die ma-
ximale EROD-Aktivitat in vitro, die der jeweilige Extrakt in der Zellinie RTL-W1 hervorgeru-
fen hat. Die maximale EROD-Aktivitét trat beim Einsatz des unverdiinnten Extrakts oder bei
einer Verdiinnung von 1:2 auf Bei weiteren Verdiinnungen des Extrakts trat keine signifikante
Induktion im Vergleich zur DMSO-Kontrolle mehr auf. Aus diesem Grund konnte keine kon-
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zentrationsabhéngige Induktionskurve fiir die verschiedenen Extrakte hergestellt werden und
zum Vergleich der verschiedenen Extrakte muBte die maximale EROD-Induktion herangezo-

gen werden.
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Tab. 3.8. EROD-Induktion in vivo in Mikrosomen aus Leberhomogenat und in vitro in der Zellinie RTL-W1.

Bachforellen wurden an Labor (C)- und Kérschwasser (K) exponiert. Aus einem Teil der Lebern wurde die

EROD-Aktivitat bestimmt, aus dem Rest der jeweiligen Lebern wurde ein lipophiler Extrakt gewonnen und in
RTL-W1 auf seine Induktionskapazitit getestet.

Probe EROD max invitro EROD in vivo

[pmol/mg/min] [pmol/mg/min]

C1 10.55

C2 3.15 6.34
C3 4.49 4.11
C4 6.97 3.36
Cs 4.12 8.77
Cce6 6.47 3.01
K1 5.06 9.69
K2 4.82 6.25
K3 6.97 21.46
K4 5.04 9.70
K5 6.53 46.45
Ké 6.42 28.71

Bei den Abbildungen 3.5 und 3.6 umfassen die Regressionen einmal alle vorhandenen Da-
ten (Kontrolle und Kérsch, Abb. 3.5) und einmal nur die Daten, die mit Tieren aus der Kérsch

erhoben wurden (Abb. 3.6).
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Abb. 3.5. Lineare Regression zwischen der EROD-Aktivitit in vivo und in vitro. Die Regression bezieht sich

auf alle erhobenen Daten. r* = 0,19.
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Abb. 3.6. Lineare Regression zwischen EROD-Aktivitit in vivo und in vitro. Die Regression bezieht sich nur
auf die Daten, die mit Tieren exponiert an Kérschwasser erhoben wurden. r* = 0,59.

3.4.2 Diskussion

Unter der Voraussetzung, da3 hauptséchlich PAH und PCB fiir die Induktionsantwort der Pha-
se I verantwortlich sind, wurde ein linearer Zusammenhang zwischen der Antwort in vivo und
in vitro erwartet. Dabei wird auBerdem vorausgesetzt, daB PAH und PCB konzentrationsaddi-
tiv wirken. Die Ergebnisse zeigen, daB ein linearer Zusammenhang zwischen in vivo- und in
vitro-Daten nicht eindeutig gegeben ist. Fafit man die Ergebnisse aus Kontrolle und Kérsch
zusammen, ist der Regressionskoeffizient 0,19, bei Beriicksichtigung nur der Korschdaten liegt
er bereits bei 0,59. Die schwache Korrelation kann unterschiedliche Ursachen haben: Entweder
wurden

1. auch mit den PAH und PCB nicht alle fiir die Induktion relevanten Stoffe erfaft,
2. invivo hemmend wirkende Substanzen nicht mit extrahiert,
3. PAH und PCB wirken nicht konzentrationsadditiv,

4. Einfliisse nicht chemischer Faktoren wirken auf die EROD-Aktivitat in vivo, konnen
aber in vitro keine Wirkung zeigen.

Der hohere Korrelationskoeffizient, der bei der Regression iiber die , Korschdaten® be-
rechnet wurde, gibt einen Hinweis darauf, dal der Zusammenhang zwischen in vivo und in
vitro zumindest teilweise auf den Einflu von Schadstoffen zuriickzufiihren ist, die im Kon-
trollwasser nicht vorhanden waren.
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Zul;

Die Tatsache, daB die Ergebnisse in vivo und in vitro relativ schwach korrelieren, deutet
darauf hin, daf} die Induktionsantwort durch weitere Parameter und nicht nur von PAH und
PCB beeinflufit wird. Es ist bekannt, daf3 neben PAH, PCB, Dioxinen und Furanen auch Pesti-
zide induzieren konnen (Kobayashi et al. 1993). Eventuell relevante Dioxine, Furane und Pesti-
zide wurden in dem Extrakt wahrscheinlich mit erfaBt (Schwirzer et al. 1998, vergleiche auch
log Kow-Daten aus Tabelle 3.2). Allerdings kénnten induzierende PAH, die in vivo wirken
konnten, im Extrakt fehlen. Hier gilt wieder, was bereits fiir den Cocktailversuch diskutiert
wurde. Die rasche Metabolisierung der PAH und der damit verbundene Abtransport iiber die
Galle verringert die Konzentration in der Leber. Beim Vergleich von in vivo und in vitro wire
die Wirkung eine relativ verringerte Induktionsantwort in vitro, die den Regressionskoeffizi-
enten vermindern wiirde. Bei der Probe K5 (Tab. 3.8) konnte das z.B. der Fall sein.

Zu 2:

Ein gegenteiliger Effekt wire die Hemmung von CYP1A in vivo durch Substanzen wie
z B. Schwermetalle (van den Hurk et al. 1998), die nicht mit extrahiert wurden. Eine solche
Hemmung hitte einen gegenteiligen Effekt: die Induktionsantwort in vitro ware relativ hoher
als die in vivo, da die hemmende Wirkung in vitro nicht mehr auftritt.

Zu 3:

Die konzentrationsadditive Wirkung von PAH und PCB konnte in Kapitel 5 anhand eines
exemplarischen Gemisches aus Benzo(a)pyren und 3,3° 4,4’ 5-Pentachlorobiphenyl gezeigt
werden. Die Voraussetzung der Konzentrationsadditivitat ist damit wahrscheinlich erfiillt und
sollte bei der Regressionsanalyse nicht vermindernd auf den Regressionskoeffizienten wirken.

Zu 4:

Einfliisse nicht chemischer Faktoren wie Temperatur, Alter oder Geschlecht auf die
EROD-Induktion konnten mit den vorhandenen Daten aus dem Freiland nicht belegt werden.
Um den Einflul des Geschlechts oder des Alters auszuschlieen, wurden juvenile Tiere in die
Versuche eingesetzt. Ein Einflufl der Temperatur auf die Ergebnisse in vivo kann nicht ausge-
schlossen werden, die Freilandergebnisse lieBen jedoch darauf schlieBen, daB3 er nicht gravie-
rend ist.

Die Ergebnisse aus diesem Kapitel haben bestitigt, dal auch Befunde, die mit einem relativ gut
untersuchten und iiber Jahre eingesetzten Biomarker wie dem der Induktion von Cytochrom
P4501A gewonnen werden, nicht eindeutig auf eine ursichliche Schadstoffbelastung zuriick-
gefiihrt werden kénnen. Dies ist aber der Zweck des Einsatzes eines Biomarkers. In der vorlie-
genden Arbeit wurde daher der Versuch unternommen, den Anteil zu quantifizieren, den
Schadstoffe an der Induktion von CYP1A haben konnen. Der Extraktversuch hat Hinweise
darauf gegeben, daf die Induktion von CYP1A in dem einen der beiden untersuchten Gewdés-
ser, der Korsch, zu ca 60% (da r* = 0,59) auf die Belastung mit lipophilen Xenobiotika zu-
riickgeflihrt werden kann.
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4 Regulierung von CYP1A in vitro

4.1 Einleitung

Bei der Interpretation der Freilanddaten in Zusammenhang mit den angegliederten in vivo- und
in vitro-Versuchen (Kapitel 3) trat die Frage auf, ob die Reaktion des untersuchten Biomarkers
kausal verstanden ist. Fiir die Aktivitat der Ethoxyresorufin-O-Deethylase ist bekannt, daB sie
durch PAH, PCB, Dioxine und Furane (Kapitel 1) induziert wird. Sie wird deshalb haufig als
Expositionsmarker fiir eine Belastung mit diesen Substanzen eingesetzt. Die Enzymreaktion
wird neben den Schadstoffen durch Faktoren wie die Temperatur (Andersson und Koivusaari
1986, Carpenter et al. 1990), die Jahreszeit und das Geschlecht von Fischen (Eggens et al.
1996, Koivusaari et al. 1981) beeinflut. Kapitel 3 hat gezeigt, daB3 der kausale Zusammenhang
zwischen Schadstoffbelastung im Freiland bzw. Halbfreiland und Induktion der EROD-
Aktivitat in der Leber von Fischen nicht eindeutig hergestellt werden konnte. Dies kann entwe-
der auf einen Einflu} der genannten Parameter oder auf den EinfluB3 weiterer unbekannter
Faktoren zurickgefithrt werden. Es ist z B. wenig bekannt dariiber, wie die EROD-Aktivitat
auf im Freiland vorliegende Mischungen von Schadstoffen reagiert. Um die Biomarkerantwort
der haufig eingesetzten EROD-Induktion diesbeziiglich besser interpretieren zu kénnen, wur-
den in der vorliegenden Arbeit in vitro-Systeme eingesetzt. Mit Hilfe von in vitro-Systemen
sollten Untersuchungen zur Kombinationswirkung von PAH und PCB durchgefiihrt werden
(Kapitel 5). Es wurden in vitro-Systeme als Testsysteme ausgewihlt, da in vivo-Experimente
arbeits-und zeitaufwendiger sind und den Einsatz vieler Tiere erfordern. Die Auswahl der in
vitro-Systeme fiel auf zwei Zellkultursysteme aus der Regenbogenforelle, die zunachst in ihrem
Induktionsverhalten miteinander verglichen wurden. Die Charakterisierung erfolgte dabei iiber
ihre Induktionskapazitit gegeniiber PAH sowie die Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der
Induktion in beiden Systemen. Weiterhin wurde der EinfluB von unterschiedlichen Zellkultur-
bedingungen auf die EROD-Induktionskapazitat untersucht.

Bei der Leber handelt es sich um ein wesentliches Zielorgan bei der Aufnahme und dem
Metabolismus von Schadstoffen (Gokseyr und Huseyr 1998). Deshalb wurden zwei Leberzell-
systeme als in vitro-Systeme ausgewihlt. Die Wahl fiel auf Primarhepatocyten aus der Regen-
bogenforelle und die Zellinie RTL-W1 (rainbow trout liver-Waterloo 1). Beide in vitro-
Systeme stammen aus der gleichen Art (Oncorhynchus mykiss). Da die Regenbogenforelle mit
der im Freiland eingesetzten Bachforelle nahe verwandt ist, sind die in vitro-Ergebnisse bei der
Interpretation der Freilanddaten einsetzbar. Dies gilt besonders fiir die Ergebnisse aus der Pri-
mirzellkultur, da dieses in vitro-Zellkultursystem dem in vivo-System wahrscheinlich noch
naher ist als das Zellkultursystem der Zellinie.

Primérhepatocyten aus der Regenbogenforelle weisen in Monolayerkultur fiir einige Tage
eine gute CYP1A-Konservierung auf (Braunbeck et al. 1995, Pesonen et al. 1989, Scholz et al.
1997, Segner 1998b). Diese Art der Zellkultur ist damit fiir den in der vorliegenden Arbeit
betrachteten Effektzeitraum von maximal 48h gut geeignet. Andere Methoden der Primérzell-
kultur sind die Suspensions- oder Aggregatkultur. In Suspensionskultur konnen Primérhepa-
tocyten im Gegensatz zur Monolayerkultur nur uber wenige Stunden nach der Isolierung ein-
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gesetzt werden (Baksi und Frazier 1990). In der Aggregatkultur dagegen bleibt die Expression
von CYPIA in Primérhepatocyten aus der Forelle tiber einen ldngeren Zeitraum erhalten (Cra-
vedi et al. 1996, Flouriot et al. 1995). Die Monolayerkultur wurde ausgewahlt, da sie in Kom-
bination mit der verwendeten Methode der CYP1A-Bestimmung (siehe auch Kapitel 2.2.6) die
Messung einer grof3en Zahl an Replikaten aus einer Isolierung erlaubt.

Die Induzierbarkeit von CYPIA in Priméirhepatocyten wurde bereits nachgewiesen (Peso-
nen et al. 1989, Pesonen et al. 1992). Auch die RTL-W1 Zellinie weist eine hohe Induktions-
kapazitdt von CYPI1A auf (Clemons et al. 1998, Lee et al. 1993). Wichtig ist dabei, daB3 die
Zellinie RTL-W1 nicht aus einem hepatozellularem Karzinom stammt wie z.B. die Zellinie
PLHC-1 (Hahn et al. 1993), die haufig fiir Untersuchungen zur Induktionskapazitit von
Schadstoffen herangezogen wird.

Zum Vergleich der beiden Systeme wurde die Induktion von CYP1A durch neun Polyzy-
klische Aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH) untersucht. Die Substanzen Anthracen (Ant),
Benz(a)anthracen (BaA), Benzo(a)pyren (BaP), Benzo(b)fluoranthen (BbF), Chrysen (Chr),
Fluoranthen (Fluo), 3-Methylcholanthren (3-MC), Phenanthren (Phen) und Pyren (Pyr) wurden
ausgewahlt, weil sie in der Umwelt weit verbreitet sind. Fiir die Substanzen BaA, BaP, BbF,
Chr und 3-MC liegen bereits Induktionsdaten aus Fischen (hauptsichlich Regenbogenforelle)
und der Ratte vor (Berndtson und Chen 1994, Celander et al. 1996, Chiarolini et al. 1997,
Masfaraud et al. 1992, Van Veld 1988, Willett et al. 1996).

Anhand von 3-MC wurde der zeitliche Verlauf der Induktion in beiden Systemen bestimmt,
da Kenntnis hieriiber fiir die Auswahl eines MeBzeitpunkts wichtig ist. Es ist denkbar, daB ver-
schiedene in vitro-Systeme unterschiedliche Kinetiken in der Expression von CYP1A zeigen.
Deshalb sollte fiir jedes verwendete System bekannt sein, wann eine Induktion von CYP1A
auftritt. Ein valider MeBzeitpunkt ist dadurch gekennzeichnet, daB eine signifikante Induktion
gegeniiber der Losungsmittelkontrolle vorliegt. Uber den Vergleich der Kinetik der beiden in
dieser Arbeit eingesetzten in vitro-Systeme sollte auBerdem herausgefunden werden, ob valide
MeBzeitpunkte in den beiden Systemen miteinander vergleichbar sind.

Beide in vitro-Systeme wurden unter verschiedenen Bedingungen kultiviert. Der Haup-
tunterschied lag im Zusatz von fotalem Kélberserum im Medium der RTL-W1-Zellinie. Des-
halb wurde der EinfluB von Serum auf die Induktionskapazitidt von CYP1A durch 3-MC in
beiden Systemen untersucht.

4.2 Induktion durch Polyzyklische Aromatische Kohlenwasserstoffe

In den beiden Zellkultursystemen RTL-W1 und Primarhepatocyten wurde die Induktion von
CYPI1A durch die PAH Ant, BaA, BaP, BbF, Chr, Fluo, 3-MC, Phen und Pyr auf der katalyti-
schen Ebene nach 24h Inkubationszeit bestimmt.

4.2.1 Ergebnisse
Die EROD-Induktionsantworten wurden wie folgt charakterisiert:

1. Die Induktion der EROD-Aktivitat wurde im Vergleich zur EROD-Aktivitat der
DMSO-Kontrolle ermittelt. Dabei wurde bei jeder signifikanten Erhéhung der EROD-
Aktivitat relativ zur Kontrolle von einer Induktion gesprochen.
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2. Die konzentrationsabhingige Steigerung der EROD-Aktivitit wurde fiir jede Substanz
durch eine nicht lineare Regression beschrieben. Dabei wurde die folgende Funktion
mit den vier Parametern Maximum, Minimum, EC50 und der Steigung b geschitzt.

¥

= (max— min)

b
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Dabei sind f= Funktion f(min, max, EC50, b, x), max = Maximum, min = Minimum,
b = Steigung, EC50 = Konzentration bei halber maximaler EROD-Aktivitat.
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Induktionsfaktor: Der Induktionsfaktor ist das Verhaltnis von Maximal- zu Kontroll-
wert. Er beschreibt die relative Steigerungsfihigkeit des Systems.

w

4. Induktionsspanne: Die Induktionsspanne ist die Differenz von Maximal- und Kontroll-
wert. Sie beschreibt die absolute Steigerungsfahigkeit des Systems.

4.2.1.1 RTL-W1

In den Abbildungen 4.1 bis 4.6 werden die Ergebnisse fiir die Induktion nach 24h in der Zelli-
nie RTL-W1 exemplarisch fiir jede Substanz gezeigt. Die Auswahl fiel dabei auf die Darstel-
lung eines repréasentativen Versuchs und soll den Kurvenverlauf der Induktion fiir die verschie-
denen Stoffe veranschaulichen. Auf die graphische Zusammenfassung aller Ergebnisse fiir die
verschiedenen Substanzen wurde aufgrund des Umfangs der Mefergebnisse verzichtet. Die
Unterschiede zwischen den Versuchen beziiglich der vier Parameter max, min, EC50 und b sind
der Tabelle A.1 im Anhang zu entnehmen. In Tabelle A.1 im Anhang sind alle Ergebnisse fuir
die Induktion von CYP1A durch die Substanzen Ant, BaA, BbF, BaP, Chr, Fluo, 3-MC, Phen
und Pyr zusammengefaBt. Dargestellt sind die konzentrationsabhiangigen EROD-Aktivititen
und die berechneten Parameter max, min, EC50 und b sowie die Induktionsfaktoren und -
spannen.

Die Abbildungen 4.1 bis 4.6 zeigen die Induktion der Ethoxyresorufin-O-Deethylase als
spezifische katalytische Aktivitat von CYP1A in pmol/mg/min. Fiir die Stoffe BaA, BaP, BbF,
Chr und 3-MC liegt eine konzentrationsabhéngige Induktion vor (Abb. 4.1 bis 4.5). Nach Er-
reichen des geschitzten Maximums nimmt die Induktion mit steigender Konzentration des In-
duktors teilweise wieder ab (Tab. A.1 im Anhang). Diese Abnahme wurde bei der Schitzung
der nicht-linearen Regressionen nicht beriicksichtigt.

Die Induktionsfaktoren der Substanzen BaA, BbF, BaP, Chr und 3-MC liegen bei der Zel-
linie RTL-W1 zwischen 11,24 und 24,26. Der Mittelwert ist 16,83, die Standardabweichung ist
3,12 (im folgenden in Klammern angegeben). Die Induktionsspannen schwanken dabei zwi-
schen 5,65 pmol/mg/min und 17,49 pmol/mg/min. Der Mittelwert der Induktionsspannen liegt
bei 10,83 (3,64) pmol/mg/min. Die Veridnderungen in der Induktionsspanne sind auf Schwan-
kungen der Maxima zuriickzufiihren. Die DMSO-Kontrolle ist in der Zellinie RTL-W1 relativ
stabil, der Mittelwert aus allen Versuchen liegt bei 0,70 (0,26) pmol/mg/min. Die Schwankun-
gen im Maximum scheinen abhéngig von der Zellpassage zu sein, innerhalb eines Versuchs sind
sie dhnlich (Tab. A.1 im Anhang).

Die Substanzen Ant, Fluo, Phen und Pyr haben in der Zellinie RTL-W1 nicht induziert
(Abb. 4.6). Beziiglich der EROD-Induktion in der Zellinie RTL-W1 laft sich also eine Eintei-
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Abb. 4.1 bis 4.6. EROD-Induktion in RTL-W1-Zellen durch die neun untersuchten PAH nach 24h.
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lung der neun PAH in Induzierer (BaA, BbF, BaP, Chr und 3-MC) und Nicht-Induzierer (Ant,
Fluo, Phen und Pyr) vornehmen.

4.2.1.2 Primirhepatocyten

Die Abbildungen 4.7 bis 4.12 zeigen die EROD-Aktivitét in Primérhepatocyten nach 24 stin-
diger Exposition an die genannten neun PAH. Dargestellt sind Versuche, in denen fiir die Sub-
stanzen BaA, BaP, BbF, Chr und 3-MC eine konzentrationsabhingige Erhohung der EROD-
Aktivitdt gemessen wurde. Die Ergebnisse aus allen durchgefithrten Versuchen werden in Ta-
belle A2 im Anhang gezeigt. In der Tabelle A 2 dargestellt sind die konzentrationsabhingigen
EROD-Aktivititen, die berechneten Parameter max, min, EC50 und b sowie die Induktions-
faktoren und -spannen.

Die Induktionsfaktoren fuir die Substanzen BaA, BaP, BbF, Chr und 3-MC aus den Versu-
chen, fiir die ein Maximum geschatzt werden konnte (Tab. A.2 im Anhang) liegen zwischen
1,66 und 7,02. Der Mittelwert liegt bei 3,75 (1,45). Die Induktionsspanne umfaf3t bei diesen
Substanzen Werte von 12,95 pmol/mg/min bis 140,14 pmol/mg/min. Der Mittelwert ist 56,54
(30,70) pmol/mg/min. Bei den Primarhepatocyten sind Schwankungen in der Induktionsspanne
auf Verianderungen im Maximum und in der DMSQ-Kontrolle zuriickzufithren. Die Basalakti-
vitat der EROD-Aktivitat ist deutlich hoher als in RTL-W1, der Mittelwert liegt bei 29,50
(22,00) pmol/mg/min. Damit sind die Induktionsfaktoren geringer als in RTL-W1.

Die Substanzen Ant, Fluo, Phen und Pyr haben in den gezeigten Beispielen nicht induziert
(Abb. 4.12). Aus Tabelle A.2 (Anhang) wird jedoch ersichtlich, da3 diese Stoffe in einigen
Fillen eine Erhohung der EROD-Aktivitat hervorgerufen haben. In Fisch 10 aus Versuch 11
z.B. (Tab. A.2) haben nicht nur BaA, BbF, BaP, Chr und 3-MC, sondern alle untersuchten PAH
eine konzentrationsabhingige Induktion gezeigt. Die Induktion der EROD-Aktivitit in Fisch
10 durch die Substanzen Ant, Fluo, Phen und Pyr sind in den Abbildungen 4.13 bis 4.16 darge-
stellt.

Die Induktionsfaktoren fiir Ant, Fluo, Phe und Pyt aus allen Versuchen liegen zwischen
1,34 und 5,06 (MW = 3,04 (1,32)), die Induktionsspannen liegen zwischen 3,58 pmol/mg/min
und 77,31 pmol/mg/min (MW = 43,22 (26,18)). Das Verhaltnis der Anzahl der Versuche, in
denen die Substanzen Ant, Fluo, Phe und Pyr die EROD-Aktivitat in Primarhepatocyten indu-
ziert haben oder nicht, ist in Tabelle 4.1 zusammengefaf3t:

Tab. 4.1. Anzahl der Versuche mit bzw. ohne EROD-Induktion durch die angegebenen Substanzen in Primér-
hepatocyten.

Anthracen  Fluoranthen Phenanthren Pyren

Anzahl der Versuche

insgesamt

Anzahl der Versuche mit

Induktion in 2 1 2 3
Primérhepatocyten

Anzahl der Versuche ohne

Induktion in 2 3 2 2
Priméarhepatocyten

4 4 4 5
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Abb. 4.13 bis 4.16. EROD-Induktion in Primarhepatocyten aus Fisch 10 (Versuch 11) durch Anthracen,
Fluoranthen, Phenanthren und Pyren nach 24h.

Mit den Induktionsdaten fiir Primérhepatocyten kénnen die Substanzen BaA, BaP, BbF,
Chry und 3-MC als Induzierer beschrieben werden. Fiir die Stoffe Ant, Fluo, Phen und Pyr
kann keine eindeutige Einteilung in Induzierer oder Nicht-Induzierer vorgenommen werden.

44
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4.2.1.3 Vergleich von RTL-W1 und Primirhepatocyten

Primérhepatocyten und RTL-W1-Zellen unterscheiden sich in ihrer konstitutiven EROD-
Aktivitat, dem Induktionsmaximum und damit auch in den Induktionsfaktoren und -spannen.
Die mittleren Werte sind noch einmal in Tabelle 4.2 zusammengefaft:

Tab. 4.2. Mittelwerte fiir die konstimtive EROD-Aktivitit, die Induktionsmaxima, -faktoren und -spannen in
RTL-W1-Zellen und Primérhepatocyten aus allen Induktionsdaten. Fiir die Primérhepatocyten wurden die
Induktionsdaten den oben beschriebenen Ergebnissen entsprechend aufgeteilt in Induzierer (BaA, BaP, BbF,
Chr und 3-MC) und Nicht-Induzierer (Substanzen, die nur in einigen Fallen induzierten: Ant, Fluo, Phen und
Pyr). Standardabweichungen in Klammern. *: Die mittlere Basalaktivitit wurde aus allen durchgefiihrten
Versuchen in Primarhepatocyten berechnet.

System Basalaktivitigt Maximum Induktionsfaktor Induktionsspanne
[pmol/mg/min] [pmol/mg/min] [pmol/mg/min]
0,70 11,55 16,83 10,83
s (0,26) (3,87) (3,12) (3,64)
Primarhepatocyten 29,50* 76,95 3,75 56,54
(Induzierer) (22,00) (37.37) (1,45) (30,70)
Primarhepatocyten 65,75 3,04 43,22
(Nicht-Induzierer) (34,99) (1,32) (26,18)

4.2.2 Diskussion

42.2.1 RTL-W1

In den Abbildungen 4.1 bis 4.5 sind konzentrationsabhéngige Wirkungen fiir die Stoffe BaA,
BaP, BbF, Chry und 3-MC zu erkennen. Diese Substanzen konnen beziiglich dieses in vitro-
Systems als Induktoren bezeichnet werden. Die Fihigkeit der genannten Stoffe, CYP1A in
vitro zu induzieren, ist auch aus anderen Systemen bekannt (Willett et al. 1996).

Die Induktion von CYP1A folgt einem sigmoidalen Verlauf, nach Erreichen eines Maxi-
mums nimmt die EROD-Aktivitit mit steigenden Konzentrationen in den meisten Fallen wieder
ab (Tab. A.1 im Anhang). Es ist nicht auszuschlieBen, dal diese Abnahme auf Zytotoxizitit
beruht. Fiir die Zellinie RTgill-W1 (rainbow trout gill) liegen Zytotoxizititsdaten mit Ausnah-
me von 3-MC bis zu den in Tabelle 4.3 (aus Schirmer et al. 1998) aufgefithrten Konzentratio-
nen vor.

Aus den Daten von Schirmer et al. (1998) kann nicht eindeutig gefolgert werden, daB die
getesteten PAH bei den eingesetzten hohen Konzentrationen nicht zytotoxisch wirken. Weitere
Literaturstellen (Chiarolini et al. 1997, Braunbeck et al. 1995, Zaroogian und Voyer 1995)
geben keinen Hinweis darauf, dal PAH in den hier getesteten Konzentrationen zytotoxisch
wirken. Im Gegensatz dazu finden Babich und Borenfreund (1987) leichte zytotoxische Effekte
in der Zellinie BF-2 nach 24h Exposition an 50pg/ml BaA, BaP, Chr, 3-MC, Phen oder Pyr.
Nach Babich und Borenfreund (1987) werden maximal 30% der Zellen geschadigt. Die even-
tuell aufiretende Zytotoxizitit kann demnach nicht den vollstindigen Riickgang der CYP1A-
Aktivitat auf das Kontrollniveau erkliren, der in der vorliegenden Arbeit in einigen Fillen be-
obachtet wurde.
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Tab. 4.3. Zytotoxizitit von PAH in der Zellinie RTgill-W1 (aus Schirmer et al. 1998) unter Angabe der von
den Autoren verwendeten Konzentrationen. Im Vergleich dazu werden die Konzentrationen angegeben, die in
der vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

Substanz Haochste getestete  Zytotoxizitit Eigene getestete
Konzentration Hochstkonzentration
Anthracen 110000 oM nein 10000 nM
Benz(a)anthracen 137 oM nein 6000 nM
Benzo(a)pyren 180 nM nein 10000 nM
Benzo(b)fluoranthen 1630 nM nein 22500 nM
Chrysen 325 nM nein 8000 nM
Fluoranthen 4950 nM nein 8000 nM
Phenanthren 200000 oM ab 177000 nM 8000 oM
Pyren 2910 nM nein 128000 nM

Eine Hypothese fiir die Abnahme der EROD-Aktivitat in vitro ist die kompetitive Hem-
mung durch den Induktor bei hohen Konzentrationen wahrend der Durchfiihrung des Assays
(Gooch et al. 1989). Es ist bekannt, daf die katalytische Aktivitat von Cytochrom P4501A
unter PCB- (Goksayr et al. 1991) oder TCB-EinfluB (Hahn et al. 1993) mit steigenden Kon-
zentrationen nach Erreichen eines , katalytischen Induktionsmaximums” wieder abnehmen
kann, obwohl der Gehalt an Cytochrom P4501A-Protein weiter steigt. Die Abnahme der
EROD-Aktivitdt ist daher wahrscheinlich nicht auf Zytotoxizitit zuriickzufithren.

Ein weiterer Grund fiir die Abnahme der EROD-Induktion bei steigenden Konzentrationen
konnte die Akkumulation von Porphyrinen sein. In embryonalen Hepatocyten des Haushuhns
beginnt die Akkumulation von Porphyrinen bei den Konzentrationen von planaren PCB, bei
denen eine EROD-Induktion nach Erreichen eines Maximums wieder abnimmt (Lorenzen et al.
1997, Kennedy et al. 1995, Tysklind et al. 1995). Die Akkumulation von Porphyrinen kann
auch in der Fischzellinie PLHC-1 durch Exposition an Halogenierte Aromatische Kohlenwas-
serstoffe (HAH) hervorgerufen werden (Hahn und Chandran 1996). Sie scheint direkt oder
indirekt iiber den Ah-Rezeptor oder iiber induziertes CYP1A gesteuert zu werden.

Die maximale Induktion der EROD-Aktivit4t schwankt zwischen mehreren Versuchen. Sie
scheint durch eine unterschiedliche Induktionskapazitit der verschiedenen Zellpassagen verur-
sacht zu werden und duBert sich in der Varianz der Induktionsfaktoren und -spannen. Die
Schwankungen sind allerdings geringer als in Priméirhepatocyten (Kapitel 4.2.1.3). Die Zellen
einer Zellinie sind genetisch fast identisch, dennoch kénnten Unterschiede in der Zellphysiolo-
gie zwischen den verschiedenen Zellpassagen fiir die Unterschiede in der Induktionsantwort
verantwortlich sein. Die Varianz kann auch methodische Ursachen haben, z B. kénnten kleine
Unterschiede in der Konzentration des Induktors vorliegen. Bei jedem Versuch wurde das In-
kubationsmedium neu angesetzt.

Vergleich der Substanzen iiber den EC50

Um die Induktionskapazitat verschiedener Substanzen zu charakterisieren, wird in der Li-
teratur haufig der EC50 verwendet. Eine Substanz ist desto wirksamer, je kleiner der EC50 ist.
Damit dieser Vergleich aussagekrifig ist, miissen Minima und Maxima der EROD-Aktivitat in
etwa gleich sein. Um eine Reihenfolge fiir die Wirksamkeit der verschiedenen Substanzen auf-
stellen zu konnen, wurden die EC50-Werte in der vorliegenden Arbeit deshalb nur innerhalb
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eines Versuchs (mit dhnlichen Minima und Maxima) verglichen. Daraus ergibt sich aus den Ver-
suchen 1 und 3 (Tab. A.1 im Anhang) folgende Reihenfolge fiir die Wirksamkeit von BaA,
BaP, BbF, Chr und 3-MC:

BaP > 3-MC > BbF > BaA > Chr

Eine kleine Ausnahme in dieser Reihenfolge findet sich in Versuch 2. In Versuch 2 gilt
Chr > BaA, dabei sind die EC50-Werte allerdings sehr ahnlich.

4.2.2.2 Primirhepatocyten

In den Abbildungen 4.7 bis 4.11 sind die konzentrationsabhiangigen Wirkungen der Stoffe BaA,
BaP, BbF, Chr und 3-MC auf die EROD-Aktivitit in Primdrhepatocyten zu erkennen. Auch in
diesem Zellkultursystem kénnen diese Substanzen also als Induktoren bezeichnet werden.

Nach Erreichen eines Induktionsmaximums nimmt die EROD-Aktivitdt mit steigenden
Konzentrationen nur in einigen Fallen wieder ab (Tab. A.2 im Anhang). Zur Erklarung der Ab-
nahme gelten die fiir RTL-W1-Zellen bereits diskutierten Aspekte (Zytotoxizitdt, kompetitive
Hemmung im Assay, Akkumulation von Porphyrinen). Es ist unklar, warum die Abnahme der
EROD-Aktivitit mit steigenden Konzentrationen nicht so deutlich ist wie in den RTL-W1-
Zellen.

Auffallig fur die Primarhepatocyten ist die hohe Varianz zwischen mehreren Versuchen. Sie
dullert sich in den hohen Standardabweichungen fiir den mittleren Induktionsfaktor (3,53
(1,42) pmol/mg/min) und die mittlere Induktionsspanne (52,30 (29,40) pmol/mg/min). Diese
Werte beziehen sich auf alle getesteten Substanzen. Die Varianz in der Induktionskapazitit von
Primarhepatocyten ist wahrscheinlich auf den physiologischen Zustand der Zellen zuriickzufiih-
ren. Sie konnte von der biologischen Varianz zwischen den Individuen, dem Geschlecht der
Fische (Koivusaari et al. 1981), oder von der Qualitit der Zellisolierung abhangen. In den vor-
liegenden Versuchen konnte kein EinfluB des Geschlechts auf die Induktionskapazitat ausge-
macht werden (in Tabelle A .2 im Anhang ist das Geschlecht der Fische eingetragen).

Die Ergebnisse fiir die Induktion von Ant, Fluo, Phen und Pyr in Primérhepatocyten sind
widerspriichlich. In einigen Fallen haben sie keine Induktion hervorgerufen (Abb. 4.12), in an-
deren sehr wohl (Abb. 4.13 bis 4.16). Die Ursache fiir diese Unterschiede ist nicht bekannt. Die
Substanzen Ant, Fluo, Phen und Pyr lassen sich damit in Primirhepatocyten nicht eindeutig als
Induzierer oder Nicht-Induzierer beschreiben.

Vergleich der Substanzen iiber den EC50

Die Beurteilung der Wirksamkeit der untersuchten Substanzen iber den EC50 ist in Pri-
miarhepatocyten schwer moglich, da in den meisten Fallen nicht geniigend Zellen aus einer Iso-
lierung gewonnen werden konnten, um alle Substanzen in einem Fisch zu testen. In Hepa-
tocyten aus Fisch 10 konnten die Substanzen BaA, BaP, BbF und Chr getestet werden. Hier
ergibt sich iiber die EC50-Werte folgende Reihenfolge fiir die Wirksamkeit der Substanzen:

BaP > (BaA) > BbF > Chr

Diese Reihenfolge entspricht in etwa der in RTL-W1-Zellen. Ubereinstimmung liegt in BaP
als wirksamster und Chr als schwichster Substanz. BaA kann hier nicht mit Sicherheit gewer-
tet werden, da das geschitzte Maximum mit 167 pmol/mg/min iiber denen der anderen Sub-
stanzen liegt (BaP: 114 pmol/mg/min, BbF: 101 pmol/mg/min und Chr: 105 pmol/mg/min).
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Generell scheinen die untersuchten PAH aber die gleiche Wirksamkeit in RTL-W1-Zellen und
Priméarhepatocyten aufzuweisen.

4.2.2.3 Vergleich von RTL-W1 und Primirhepatocyten

RTL-W1-Zellen und Primérhepatocyten unterscheiden sich in ihrer konstitutiven EROD-
Aktivitat, dem erreichten Induktionsmaximum und damit auch in den Induktionsfaktoren und
-spannen (Tab. 4.2). Aufgrund ihrer hohen Basalaktivitat weisen die Priméirhepatocyten trotz
einer deutlich hoheren mittleren Induktionsspanne geringere Induktionsfaktoren auf als die
RTL-W1-Zellen. Will man Riickschliisse auf eine Induktionskapazitat von in vitro-Systemen
ziehen, sind der Induktionsfaktor und die abolute Induktion in Betracht zu ziehen. Dabei ist
nicht geklart, welches Kriterium aus physiologischer Sicht bedeutender ist. Betrachtet man nur
die Induktionsfaktoren, scheinen die RTL-W1-Zellen hohere Induktionskapazititen aufzuwei-
sen. Unter ausschlieBlicher Beriicksichtigung der Induktionsspannen zeigen die Primérhepa-
tocyten eine groBere Induktionskapazitat. In Kapitel 4.3 wird gezeigt, daB die Induktionsspan-
ne im Falle der RTL-W1-Zellen und Primarhepatocyten der geeignetere Parameter zu sein
scheint, um die beiden in vitro-Systeme miteinander zu vergleichen. Grund dafiir sind die gro-
Ben Unterschiede in der konstitutiven EROD-Aktivitdt. Danach wiirden die Primédrhepatocyten
eine grof3ere Induktionskapazitat aufweisen.

Bei der Beurteilung der Induktionskapazitat iiber die Parameter der Induktionsfaktoren
oder -spannen muB3 aber die Problematik der schwankenden Induktionsmaxima beriicksichtigt
werden. Die Ursachen fiir die Schwankungen innerhalb eines Zellkultursystems und zwischen
den beiden in vitro-Systeme sind unklar, sie konnten physiologisch, aber auch methodisch be-
dingt sein (sieche auch Kapitel 4.2.2.1). Hinzu kommt, daf das katalytische Induktionsmaxi-
mum nicht unbedingt der maximalen Induktion von CYP1A entsprechen muf3. Hahn et al.
(1996) haben gezeigt, daB die Induktion auf der CYP1A-Proteinebene weiter ansteigen kann
und daf3 auf der Ebene des CYP1A-Proteins im Gegensatz zur EROD-Aktivitat fiir alle In-
duktoren gleiche Maxima erreicht wurden. In der vorliegenden Arbeit wurden die Parameter
der Induktionsfaktoren und -spannen eingesetzt, um die Induktionskapazitét der untersuchten
in vitro-Systeme vergleichen zu kénnen. Zu diesem Zweck schienen die verwendeten Parame-
ter geeignet zu sein. Wenn die in vitro-Systeme zur Induktionsanalyse z.B. von Freilandproben
eingesetzt werden sollen, spielt diese Induktionskapazitat jedoch keine grof3e Rolle mehr. Fiir
eine Beurteilung von Freilandproben ist es wichtiger, wie empfindlich, d h. bei welchen Kon-
zentrationen, die in vitro-Systeme auf Schadstoffe reagieren. Zu diesem Zweck wird bei der
Beurteilung meist der EC50 eingesetzt (in dessen Berechnung das Induktionsmaximum aller-
dings mit eingeht) (Hahn et al. 1996, Kennedy et al. 1996, Martin-Alguacil et al. 1991, Willett
et al. 1997a). Beim Vergleich von RTL-W1 und Primérhepatocyten iiber den EC50 hat sich
ergeben, dal beide in vitro-Systeme die gleiche relative Sensitivitat gegeniiber den untersuch-
ten Substanzen aufweisen. Absolut gesehen kann aufgrund der Schwankungen in den EC50-
Werten (Tab. A.1 und A.2 im Anhang) allerdings nicht beurteilt werden, ob die RTL-W1-
Zellen oder die Primarhepatocyten empfindlicher auf die untersuchten Substanzen reagieren.

4.3 Induktion iiber die Zeit

In den beiden Zellkultursystemen RTL-W1 und Primérhepatocyten wurde der zeitliche Verlauf
der Induktion bestimmt, um einen geeigneten Mefzeitpunkt fiir die Induktion von CYP1A zu
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ermitteln. Ein geeigneter MeBzeitpunkt zeichnet sich dadurch aus, daf eine signifikante Induk-
tion von CYP1A vorliegt. Neben dem zeitlichen Verlauf der Induktion bei Exposition an den

Induktor wurde auch die Abnahme der Induktion nach Wegnahme des Induktors bestimmt, um
die metabolische Kapazitit der beiden in vitro-Systeme andeutungsweise beurteilen zu kénnen.

4.3.1 Ergebnisse

Zur Bestimmung des zeitlichen Verlaufs der Induktion wurden RTL-W1 und Primérhepa-
tocyten mit 3-MC inkubiert. Die Zunahme der EROD-Aktivitat wurde iiber 24h gemessen.
Danach erfolgte ein Wechsel zu schadstoffireiem Medium und die Abnahme der Induktion
wurde wiederum iiber einen Zeitraum von 24h bestimmt. Die Abbildungen 4.17 und 4.18 zei-
gen den Verlauf der Induktion in RTL-W1, die Abbildungen 4.20 und 4.21 den Verlauf in Pri-
mirhepatocyten. Die Daten fiir die RTL-W1 Zellinie wurden von Kristin Schirmer, Universitat
von Waterloo, erhoben. Die Abbildungen 4.17 und 4.18 zeigen die Ergebnisse zweier unabhén-
giger Versuche. Die Ergebnisse fiir die Primarhepatocyten (Abb. 4.20 und 4.21) stammen aus
einer Isolierung,

4.3.1.1 RTL-W1

In den RTL-W1 (Abb. 4.17) nimmt die Induktion der EROD-Aktivitit iiber die Zeitpunkte 6h,
12h und 24h beziiglich der Induktionsspannen und -faktoren zu (Tab. 4.4). Bei hoheren Kon-
zentrationen erfolgt die Zunahme kontinuierlich, im Konzentrationsbereich von 3,9 nM bis
15,62 nM steigt die EROD-Aktivitit zundchst an (6h), nimmt nach 12h und 24h jedoch wieder
ab (Abb. 4.17). Diese Zunahme nach dem Mediumwechsel mit darauffolgender Abnahme der
EROD-Aktivitit ist auch in der DMSO-Kontrolle zu beobachten (Abb. 4.19). Nach dem Me-
diumwechsel nach 24h nimmt die Induktion in Bezug auf die Induktionsspannen gleichmiBig
ab (Abb. 4.18, Tab. 4.4). Das Maximum der Induktion tritt nach dem Mediumwechsel bei im-
mer hdheren Konzentrationen auf, die Kurven verschieben sich mit der Zeit ,,nach rechts”.
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Abb. 4.17. EROD-Induktion durch Abb. 4.18. Abnahme der EROD-Induktion in
3-Methylcholanthren in RTL-W1-Zellen tiber RTL-W1-Zellen itber 24h nach Wechsel zu schad-
24h. stofffreiem Medium zum Zeitpunkt 24+0h. Auf der

Abszisse ist die 3-MC-Konzentration vor dem
‘Wechsel angegeben.
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Abb. 4.19. EROD-Aktivitat in der Lésungsmittelkontrolle von RTL-W1-Zellen iiber 48h nach Mediumwechsel
zum Zeitpunkt Oh. Dargestellt sind die Ergebnisse zweier unabhéingiger Versuche.

Tab. 4.4. Induktionsspannen und -faktoren in der Zellinie RTL-W1 und Primarhepatocyten iiber 48h. Wah-
rend der ersten 24h wurden die Zellen an 3-MC exponiert. Zum Zeitpunkt 24-+0h wurde das Medium gewech-
selt und die Abnahme der Induktion ohne 3-MC iiber weitere 24h gemessen. nb = nicht berechenbar, da keine
signifikante Induktion vorhanden. *: Berechnung mit Minimum statt Kontrolle, da bei den Daten von Kristin
Schirmer keine Kontrolle vorlag,

6h 12h 24h 24+0h 24+4h 24+6h 24+8h 24+12h 24+24h

RTL-W1

% * * * *
Induktionstaktor nb 1,52 6,95 9,07 5,09 3,61 4,38 3,39
Slbag mb 648 3409 69,1% 53,58 4326% 305*% 153*
Induktionsspanne
Primirhepatocyten -
Todiktionsikisr 1,31 2,58 3,14 3,76 5,135 3,80 543
PRBIDERADGYER. 49 3¢y 3837 8503 35,30 2372 3229
Induktionsspanne

4.3.1.2 Primirhepatocyten

Auch fiir die Primérhepatocyten ist eine kontinuierliche Steigerung der Induktion tiber 6h, 12h
und 24h zu erkennen (Abb. 4.20). Die Induktionsspannen und -faktoren sind Tabelle 4.4 zu
entnehmen. Im Gegensatz zu den RTL-W1-Zellen ist bereits nach 6h eine leichte Erhéhung der
EROD-Aktivitat zu beobachten. Nach dem Mediumwechsel nimmt die Induktion rasch ab
(Abb. 4.21). Bei 24+6h liegt die Induktionsspanne im Vergleich zu 24+0h (56,03
pmol/mg/min) nur noch bei 35,30 pmol/mg/min. Im Verlauf der néchsten 18h nimmt die
EROD-Induktionshohe bei kleinen Schwankungen nicht weiter ab (Tab 4.4).
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Abb. 4.20. EROD-Induktion durch Abb. 4.21. Abnahme der EROD-Induktion in

3-Methylcholanthren in Primérhepatocyten Primarhepatocyten iiber 24h nach Wechsel zu

iiber 24h. schadstofffreiem Medium zum Zeitpunkt 24+0h.
Auf der Abszisse ist die 3-MC-Konzentration vor
dem Wechsel angegeben.

4.3.2 Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, daB der Verlauf der EROD-Induktion in beiden Zellkultursystemen in-
sofern dhnlich verlauft, als die EROD-Aktivitét {iber die ersten 24h zu und nach dem Medium-
wechsel wieder abnimmt. Im Detail weisen die Kinetiken jedoch entscheidende Differenzen auf

In den RTL-W1-Zellen nimmt die EROD-Aktivit4t iiber die ersten 24h zu, wobei nach 6h
Inkubation allerdings noch keine Induktion aufiritt. Nach dem Mediumwechsel zu schadstoff-
freiem Medium nimmt die Induktion tiber weitere 24h gleichmiBig wieder ab. Die Zunahme ist
auf die Induktion von CYP1A durch 3-MC zuriickzufiihren (Berndtson und Chen 1994) und
die Abnahme wahrscheinlich auf den Abbau von 3-MC durch CYP1A. Die kontinuierliche Ab-
nahme nach dem Mediumwechsel spricht fiir einen gleichmaBigen Abbau des Induktors. Die
Induktionsantwort wird nicht nur durch 3-MC, sondern bei geringen Konzentrationen zusétz-
lich wahrscheinlich durch den Medienwechsel beeinfluBt (Kocarek et al. 1993). Das Minimum
steigt zu den verschiedenen Zeitpunkten bis zu 8h nach dem Mediumwechsel an und nimmt im
weiteren Verlauf wieder ab. Dies gilt sowohl fiir die ersten 24h mit und die weiteren 24h ohne
Induktor. Kocarek et al. (1993) haben gezeigt, daB3 diese Induktion durch im Medium befindli-
ches Tryptophan hervorgerufen werden kann. Bei héheren Konzentrationen wird dieser Effekt
offensichtlich durch den starkeren EinfluB des Induktors iiberlagert. Bei geringeren Konzentra-
tionen von 3-MC wirkt er sich jedoch aus und vermindert die Induktionsspanne bis zu dem
MeBzeitpunkt 12h. Diese Verminderung ist jedoch geringfligig.

Die Primarhepatocyten reagieren rascher auf den Induktor als die RTL-W1-Zellen. In den
Primarhepatocyten liegt bereits nach 6h eine Induktion um 6,19 pmol/mg/min vor, die RTL-
W1-Zellen haben zu diesem Zeitpunkt keine schadstoffabhingige Erhthung der EROD-
Aktivitit gezeigt. Nach 12h sind die Primérzellen bereits um 23,63 pmol/mg/min induziert, die
RTL-W1-Zellen um 6,48 pmol/mg/min. Anscheinend kommt es in den Primérhepatocyten et-
was schneller zur Exprimierung von CYP1A. Beim Zeitpunkt 24h sind die Induktionsspannen
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der beiden Systeme dann miteinander vergleichbar, in Primirhepatocyten liegt sie bei 38,17
pmol/mg/min, in RTL-W1-Zellen bei 34,09 pmol/mg/min. Die jeweiligen Induktionsfaktoren
sind 3,14 (Primarhepatocyten, 24h) und 6,95 (RTL-W1-Zellen, 24h). Die Unterschiede in den
Faktoren sind auf die hohere Basalaktivitit in den Primérzellen zuriickzufithren. Da die Induk-
tionsspanne eine Aussage Uber die absolute Steigerungsfihigkeit des Systems trifft, scheinen
die beiden in vitro-Systeme nach 24h Exposition an 3-MC in ihrer Induktionsantwort trotz
unterschiedlicher Absolutniveaus miteinander vergleichbar zu sein. Fiir Primarhepatocyten und
RTL-W1-Zellen ist aus eigenen Untersuchungen bekannt (Daten nicht gezeigt), daf3 sie ihr
Induktionsmaximum bei andauernder Exposition weiter erhdhen koénnen. Die vergleichbare
Induktionssspanne in den beiden Systemen diirfte damit nicht durch eine eventuell vorhandene
maximale Induktionskapazitat von CYP1A, sondern durch die Expositionsdauer zu erkliaren
sein. Auf der Grundlage der Induktionsspanne scheint der Zeitpunkt 24h in Primérhepatocyten
und RTL-W1-Zellen also ein geeigneter Zeitpunkt fiir Induktionsanalysen zu sein.

Da der Induktionsfaktor von den absoluten Werten der EROD-Aktivitit entscheidend be-
einfluBlt wird, scheint die Induktionsspanne zum Vergleich der beiden in vitro-Systeme geeig-
neter zu sein. Der Induktionsfaktor sollte nur dann verwendet werden, wenn dhnliche konstitu-
tive EROD-Aktivititen in den zu vergleichenden Systemen vorherrschen.

Die Abnahme der EROD-Aktivitit verlduft in Primarhepatocyten im Vergleich zu RTL-
W1-Zellen nicht kontinuierlich. Die Induktion nimmt zuerst deutlich ab (24+6h), dann bleibt sie
aber auf einem Niveau stehen. Dies ist ein entscheidender Unterschied zum Verlauf der Ab-
nahme in RTL-W1-Zellen (Abb. 4.18 und 4.21).

Die Abnahme kann im wesentlichen durch drei Parameter beeinfluBt werden: die Tempe-
ratur, die auf den Abbau der mRNA einwirkt, die Verfiigbarkeit von restlichem Induktor nach
dem Mediumwechsel, und der Zellzyklus von RTL-W1, der die Zellzahl in der Zellinie wahrend
des Versuchs erhoht.

RTL-W1-Zellen wurden bei 20°C und Primérhepatocyten bei 15°C inkubiert. Die hohere
Temperatur sollte einen Abbau der mRNA in RTL-W1-Zellen beschleunigen. Dies konnte den
gleichmé&Bigen Abbau der EROD-Induktion in diesem System erklaren.

Die Verfiigbarkeit von 3-MC wird in den beiden in vitro-Systemen wahrscheinlich durch
zwei Faktoren beeinfluBit: durch die Riicklosung des Induktors von den Plastikwéanden der
Kulturplatten, und durch im Medium befindliches Serum. Die benetzte Oberfliche ist in den
24well- und 48well-Platten in etwa gleich. In den 24well-Platten betragt sie 2,83cm” und in den
48well-Platten 2,81cm’. Allerdings ist die Flache des well-Bodens in den 24well-Platten mit
1,76cm’ deutlich groBer als in den 48well-Platten mit 0,71cm”. Die Kontaktfliche zum Plastik
ist damit bei den Primarhepatocyten deutlich groBer als bei den RTL-W1-Zellen. Uber die
Riicklésung vom Plastik ist die Verfligbarkeit von 3-MC fiir Priméarhepatocyten daher wahr-
scheinlich groBer als fiir die RTL-W1-Zellen. Primirhepatocyten weisen zuséatzlich aufgrund
ihrer GroBe eventuell eine groBere intrazellulire Speicherung des Induktors auf als die RTL-
W1-Zellen. Eine hohere Verfiigbarkeit von 3-MC konnte also die bleibende Induktion in Pri-
marhepatocyten nach dem Zeitpunkt 24+6h erklaren. Andererseits konnte fotales Kélberserum
auf die Verfligbarkeit von 3-MC einwirken. Es ist nur im Medium der RTL-W1-Zellen vorhan-
den und kénnte den Induktor durch erleichterten Membrantransport in die Zelle entweder bes-
ser verfiighar machen oder die Verfigbarkeit durch Abbinden der Substanz verringern. In Ka-
pitel 4.4 wird gezeigt, daB der Zusatz von Serum die Induktion in beiden Zellsystemen erhthen
kann. Der EinfluB der besseren Verfiigbarkeit kénnte den der Abbindung also iiberlagern. In
beiden in vitro-Systemen gibt es demnach Faktoren, die die Verfiigbarkeit von restlichem 3-MC
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nach dem Mediumwechsel erhthen. Ohne chemische Analyse bleibt unklar, wie sich diese Ein-
fliisse auswirken.

Eine weitere EinflulgréfBe beim Riickgang der EROD-Induktionsspanne ist der Zellzyklus
der RTL-W1-Zellen. Sie vermehren sich wéhrend der Inkubation, die Anzahl der Primérhepa-
tocyten bleibt konstant. Die zunehmende Zellzahl von RTL-W1-Zellen erhoht wahrscheinlich
den Abbau des Induktors und kénnte den EinfluB der Temperatur auf den kontinuierlichen
Riickgang der Induktionsspanne in den RTL-W1-Zellen verstérken.

Ohne Messung des mRINA-Gehalts und Analyse der 3-MC-Konzentration im Medium
kann keine eindeutige Aussage iiber die Mechanismen der Abnahme getroffen werden. Ent-
scheidend fiir die Fragestellung der vorliegenden Arbeit ist, daB3 es sich bei dem 24h Zeitpunkt
um einen validen MeBzeitpunkt fiir beide in vitro-Systeme handelt, um Induktionsanalysen
durchzufiihren.

4.4 EinfluB von Zellkulturbedingungen auf die Induktionskapazitit

Die beiden hier untersuchten in vitro-Systeme miissen unter verschiedenen Kulturbedingungen
gehalten werden. In RTL-W1-Zellen ist der Zusatz von fotalem Kalberserum im Medium er-
forderlich. Priméarhepatocyten wurden auf Kulturplatten kultiviert, die mit verdiinntem Matrigel
beschichtet waren. Die Beschichtung mit Matrigel war erforderlich, um die Anheftung der
Zellen an den Untergrund zu gewahrleisten. Primérhepatocyten kénnen auch in Kokultur mit
RTG-2-Zellen gehalten werden (Scholz et al. 1998). In der vorliegenden Arbeit war dies je-
doch nicht méglich, da RTG-2-Zellen bei der hier verwendeten Methode der EROD-
Bestimmung eine CYP1A-Induktion gezeigt haben und damit diese Induktion die Ergebnisse in
den Primérhepatocyten iiberlagern kénnte. Inwieweit Matrigel die Induktion in Priméirhepa-
tocyten beeinfluft, konnte daher nicht untersucht werden. Es sollte aber herausgefunden wer-
den, ob die Induktion von CYP1A in RTL-W1-Zellen durch Matrigel beeinfluflt wird. Dies war
besonders fur die Substanzen Ant, Fluo, Phen und Pyr von Interesse, die ohne Matrigel keine
Induktion in RTL-W1-Zellen gezeigt haben.

4.4.1 Ergebnisse

4.4.1.1 Serumgehalt

In den Abbildungen 4.22 und 4.23 ist die EROD-Induktion in RTL-W1-Zellen und Primérhe-
patocyten durch 3-MC in Abhingigkeit von der Serumkonzentration im Medium dargestellt.
Die Daten an RTL-W1-Zellen wurden von Kristin Schirmer, Universitit von Waterloo, erho-
ben. Die Effekte lassen sich wie in den bisherigen Versuchen durch die sigmoidale Funktion
(4.1) beschreiben. Dabei wurde die Abnahme der EROD-Aktivitat nach Erreichen des Indukti-
onsmaximums, die hier in beiden in vitro-Systemen aufiritt, auBer acht gelassen.

RTL-W1

Der Versuch zum EinfluB des Serumgehalts auf die Induktion von CYP1A wurde in RTL-W1-
Zellen zweimal durchgefiihrt. Dargestellt und diskutiert werden hier nur die Ergebnisse eines
reprasentativen Versuchs.
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In RTL-W1-Zellen liegt bei 0% Serumgehalt nur eine geringe Induktionsspanne von 6,8
pmol/mg/min vor. Die Kontrolle liegt mit 0,57 pmol/mg/min deutlich unter der, die fiir 5%,
10% und 20% Serumgehalt gemessen wurde (8,64, 8,93, und 8,82 pmol/mg/min). Abb. 4.22
zeigt, daB die Induktionsspanne durch Zugabe von Serum in RTL-W1-Zellen gesteigert wird,
waobei ein signifikanter Unterschied zwischen 0% und 5%, jedoch kein Unterschied zwischen
5% und 10% Serumgehalt vorliegt. Bei 20% Serumgehalt nimmt das Induktionsmaximum im
Vergleich zum Maximum bei 10% Serumgehalt wieder ab (Tab. 4.5). Der Unterschied fallt
signifikant aus. Beide Wiederholungsversuche haben die gleiche Reaktion gezeigt (Daten nicht
gezeigt).
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Abb. 4.22. EROD-Induktion durch Abb. 4.23. EROD-Induktion durch
3-Methylcholanthren in RTL-W1-Zellen nach 24h 3-Methylcholanthren in Primérhepatocyten nach 24h
bei unterschiedlichem Serumgehalt im Medium, bei unterschiedlichem Serumgehalt im Medium.

Tab. 4.5. Ergebnisse zum Einflub des Serumgehalts auf die Induktion durch 3-Methylcholanthren in RTL-
W1-Zellen und Priméarhepatocyten. Dargestellt sind die Induktionsfaktoren und Induktionsspannen aus zwei
reprasentativen Versuchen in RTL-W1-Zellen und Primirhepatocyten bei unterschiedlichen Serumkonzentra-
tionen im Medium.

0% Serum 5% Serum 10% Serum  20% Serum

RTL-W1
Induktionsfaktor
RTL-W1
Induktionsspanne 6.80 21,10 20,26 14,75
[pmol/mg/min]

Primirhepatocyten

(Versuch 7) 2,64 2,43 2,96 2,10
Induktionsfaktor

Primédrhepatocyten
(Versuch 7)
Induktionsspanne
[pmol/mg/min]

12,92 3,44 3,26 2,67

51,81 61,43 80,84 38,41
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Primirhepatocyten

In Primarhepatocyten wurde der Versuch zum EinfluB} des Serumgehalts auf die CYP1A-
Induktion sieben mal durchgefiihrt. Hier dargestellt und diskutiert wird der Versuch 7. Die Er-
gebnisse aus allen Versuchen sind in Tabelle A.3 im Anhang dargestellt.

In Priméarhepatocyten nimmt die Induktionsspanne im gezeigten Beispiel (Versuch 7) mit
steigender Serumkonzentration von 0% bis 10% zu (Tab. 4.5). Bei dieser Verschiebung wird
auch das Kontrollniveau der EROD-Aktivitdt leicht angehoben (Abb. 4.23). Die Unterschiede
zwischen 0% und 5% sowie zwischen 5% und 10% sind signifikant. Bei 20% Serumgehalt
nimmt das Induktionsmaximum im Vergleich zu 10% wie in den RTL-W1-Zellen wieder ab.

Die Ergebnisse aus den sieben Versuchswiederholungen sind unterschiedlich. In zwei Fal-
len lieB sich kein signifikanter Einflul durch das Serum feststellen (Versuch 1 und 2, Tab. A.3
im Anhang). In fiinf weiteren Fallen beeinfluBit das Serum die Reaktion. Dabei ist in drei Expe-
rimenten entscheidend, wie hoch der Anteil an Serum im Medium ist, es liegen Unterschiede in
der Induktion zwischen 5 und 10% vor (Versuch 3, 4 und 7). In den Versuchen 5 und 6 spielt
es nur eine Rolle, ob Serum im Medium vorhanden ist oder nicht. Der prozentuale Anteil an
Serum im Medium hat hier keinen EinfluB} auf die Induktion.

4.4.1.2 Matrigel

Die Substanzen Ant, Fluo, Phen und Pyr haben in RTL-W1-Zellen auch dann keine CYP1A-
Induktion hervorgerufen, wenn die Zellen auf Matrigel inkubiert wurden (Daten nicht gezeigt).

4.4.2 Diskussion

4.4.2.1 Serumgehalt

Mit der Zugabe von Serum nimmt die Induktion der EROD-Aktivitdt in RTL-W1-Zellen in
beiden durchgefithrten Versuchen zu, in Priméirhepatocyten in fiinf von sieben Fallen. Bei der
hachsten eingesetzten Serumkonzentration von 20% hat die Induktionsspanne in beiden in vi-
tro-Systemen im Vergleich zur Induktionsspanne bei 10% Serumgehalt wieder abgenommen.
Dieses Verhalten der EROD-Aktivitdt kann zwei Ursachen haben:

Serum konnte die Physiologie der Zellen verindern. In den Primérhepatocyten fordert es
nach eigener Beobachtung die Anheftung an den Untergrund und die Reaggregation der Zellen
nach der Isclierung. In den RTL-W1-Zellen hat das Serum wahrscheinlich ahnlich positive Ef-
fekte. Uber den EinfluB auf die Physiologie fordert Serum wahrscheinlich auch die Induktions-
kapazitit der beiden Zellkultursysteme. Fiir die RTL-W1-Zellen ist aus eigenen Versuchen be-
kannt (eigene Daten), daf3 sie nach mehreren Passagen ohne Serum im Medium keine Indukti-
on von CYP1A mehr aufzeigen. Thre schwache Reaktion bei 0% Serum ist daher wahrschein-
lich auf suboptimale physiologische Bedingungen zuriickzufithren. Die RTL-W1-Zellen werden
routinemafBig mit 5% Serum kultiviert.

Primarhepatocyten kénnen ohne Serum kultiviert werden und weisen ohne Serum eine
deutliche Induktion von CYP1A auf Dennoch kénnte das Serum auch hier einen Einfluf auf
die Physiologie und damit verbunden auf die Induktionskapazitat von CYP1A haben, die sich
in der gesteigerten Induktion bei 5% Serum gegeniiber 0% Serum &uBern wirde.
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Neben einem moglichen Einfluf auf die Physiologie der Zellen (Klaunig et al. 1985)
konnte das Serum auch die Bioverfiigbarkeit des Induktors veridndern, indem es die Fremd-
stoffaufnahme durch die Membran in die Zellen vereinfacht oder erschwert. Durch die gefor-
derte Aufnahme wiirde die intrazelluldre Konzentrationen von 3-MC und damit die Induktion
von CYP1A erhoht. Bei weiterer Zunahme der intrazellularen Konzentration des Induktors
(z.B. bei 20% Serumgehalt) kann eine Hemmung der Induktion auftreten. Sie wére kompetitiv
und wurde in Kapitel 4.2.2.1 bereits erldutert. In den RTL-W1-Zellen scheint die gesteigerte
Induktion bei 5% gegeniiber 0% allerdings nichts mit einer geforderten Aufnahme, sondern
eher etwas mit der Physiologie der Zellen zu tun zu haben, da die RTL-W1-Zellen ohne Serum
unter suboptimalen Bedingungen kultiviert werden. Die Abnahme bei weiterem Anstieg der
Serumkonzentration kénnte auf erhohte Verfiigbarkeit und damit auf die kompetitive Hem-
mung oder aber auf verminderte Verfiigbarkeit durch Abbindung des Induktors zuriickgefiihrt
werden.

Im Zellkultursystem der Primarhepatocyten ist die Zugabe von Serum nicht absolut erfor-
derlich, um die Induktionskapazitit beziiglich CYP1A zu erhalten. Sie sind auch bei 0% indu-
zierbar. Der EinfluB des Serums auf die Physiologie der Primarhepatocyten ist daher nicht so
entscheidend wie in RTL-W1-Zellen, ausgeschlossen werden kann er jedoch nicht. Da das Se-
rum nur in einigen Versuchen einen Einfluf auf die CYP1A-Antwort hatte, scheint der Einfluf3
auf die Physiologie der Zellen wahrscheinlicher zu sein als ein méglicher Einfluf3 auf die Bio-
verfligbarkeit von 3-MC. Im letzteren Fall sollte die Wirkung reproduzierbar und eindeutig
konzentrationsabhingig sein. In Kapitel 4.2 wurde bereits diskutiert, daB die Induktion von
Cytochrom P4501 A durch PAH in Primarhepatocyten von der jeweiligen Zellisolierung ab-
hangt. Als Grund fiir die Varianz in Primérhepatocyten wurden Unterschiede in der Zellphy-
siologie angenommen. Die Serumversuche scheinen diese Annahme zu bestatigen.

Die Ergebnisse haben gezeigt, da3 die verwendeten Serumkonzentrationen in RTL-W1-
Zellen (5% Serum) und Primarhepatocyten (0% Serum ) fiir das jeweilige System zum Induk-
tionsnachweis von Schadstoffen geeignet waren. Die RTL-W1-Zellen zeigen bei 5% Serumge-
halt eine signifikante Induktion, eine Erhohung des Serumgehalts vermindert diese Induktion
nur. Ohne Serum ist CYP1A in RTL-W1-Zellen nur sehr schwach induzierbar. In den Primér-
hepatocyten hat Serum teilweise einen positiven Effekt auf die Induktionskapazitat von
CYP1A, dies scheint von der jeweiligen Zellisolierung abzuhingen. Da die Induzierbarkeit je-
doch auch ohne Serum gewihrleistet ist, ist die Zugabe von Serum zum Induktionsnachweis
nicht notwendig. Sie scheint auch keine stabilisierende Wirkung auf die Varianz der Indukti-
onsantwort in Primérhepatocyten zu haben. Auf eine Zugabe von Serum in Primérhepatocyten
kann deshalb verzichtet werden.

4.4.2.2 Matrigel

Die Substanzen Ant, Fluo, Phen und Pyr haben in RTL-W1-Zellen unabhéngig von den Expo-
sitionsbedingungen (Exposition auf Matrigel oder nicht) nicht induziert. Matrigel kann die Ex-
pression von Cytochrom P450 in Hepatocyten der Ratte fordern (Kocarek et al. 1992). Bei der
Inkubation von Primarhepatocyten wurde es zwar nur in 151facher Verdiinnung verwendet,
dennoch kann ein EinfluB auf die Physiologie der Zellen nicht ausgeschlossen werden. Uber die
Inkubation von RTL-W1-Zellen auf Matrigel sollte herausgefunden werden, ob die in einigen
Fallen aufiretenden Induktion von CYP1A in Primarhepatocyten durch die Substanzen Ant,
Fluo, Phen und Pyr eventuell auf den EinfluB von Matrigel zuriickzufiihren ist. Die Ergebnisse
mit der Zellinie RTL-W1 haben jedoch gezeigt, daf ein moglicher Einflu von Matrigel offen-
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sichtlich nicht ausreicht, um tber eine ja/nein-Antwort der Induktion durch diese Substanzen in
der Regenbogenforelle zu entscheiden. Da in beiden in vitro-Systemen die Induktion tiber Bin-
dung an den Ah-Rezeptor reguliert wird und in RTL-W1-Zellen keine Induktion auftrat, ist es
unklar, wodurch die in einzelnen Fillen aufiretende Induktion in Primérhepatocyten verursacht
wurde. Fir die Substanzen Ant, Fluo, Phen und Pyr liegen keine in vivo-Induktionsdaten vor,
die die Beurteilung der in vitro-Daten erleichtern wiirde. Verunreinigungen der Stammlésungen
soliten bei der Induktion durch diese Substanzen keine Rolle gespielt haben, da fiir RTL-W1-
Zellen und Primirhepatocyten dieselben Losungen verwendet wurden.

4.5 Vergleich mit anderen Zellinien und Eignung fiir freilandbezogene
Induktionsanalysen

Ein in vitro-System ist dann fiir Induktionsanalysen von Freilandproben geeignet, wenn es re-
produzierbar auf geringe Schadstoffkonzentrationen in einer Umweltprobe, z.B. in einem Ex-
trakt aus Gewebe oder Sediment, reagiert. Zum Vergleich der Empfindlichkeit der beiden in
vitro-Systeme RTL-W1 und Priméarhepatocyten bezogen auf die Schadstoffkonzentration wur-
den die gewonnenen Ergebnisse mit Literaturdaten verglichen. Da in der Literatur fast nur Da-
ten zur Induktion von PCB vorliegen, ist dieser Vergleich nur mit wenigen Zitaten moglich.
Willett et al. (1997a) haben die Substanzen 2,3,7,8-TCDD, Benzo(k)fluoranthen und
Benz(a)anthracen (BaA) auf ihre EROD-Induktionskapazitit in der Zellinie H4IIE, einer Rat-
ten-Hepatoma-Zellinie getestet. Dabei tritt die EROD-Induktion durch BaA in H4IIE bei ver-
gleichbaren Konzentrationen auf wie in der Zellinie RTL-W1 oder Primérhepatocyten. Die
absolute Induktion ist in der Zellinie HAIIE allerdings deutlich hoher als in den beiden anderen
in vitro-Systemen. Ein Vergleich mit der Fischzellinie PLHC-1 (Hahn et al. 1996), auch einer
Hepatoma-Zellinie, oder der Zellinie RTG-2 (rainbow trout gonad, Zabel et al. 1996) ist nur
iber das PCB 126 moglich. PCB 126 wurde in der vorliegenden Arbeit in einer Mischung und
auch als Einzelstoff in Prim4rhepatocyten getestet (siche Kapitel 5). Auch bei diesem Vergleich
induziert die Substanz die EROD-Aktivit4t in den Systemen Primarhepatocyten, RTG-2 und
PLHC-1 bei dhnlichen Konzentrationen. Die Zellinie RTL-W1 oder die Primérhepatocyten
scheinen damit zwar nicht empfindlicher zu sein als andere etablierte Zellinien, aber sie sind
beziiglich der Schadstoffkonzentrationen mindestens genauso empfindlich wie diese und stam-
men im Gegensatz zu den Zellinien H4ITE oder PLCH-1 aus nicht transformierten Leberzellen.
Damit scheint besonders die Zellinie RTL-W1, die reproduzierbar auf Schadstoffe reagiert hat,
fiir Induktionsanalysen von Freilandproben geeignet zu sein.

4.6 Zusammenfassung

AbschlieBend 1468t sich sagen, daf3 die beiden in vitro-Systeme RTL-W1 und Primérhepatocyten
beziiglich der Induktoren Benz(a)anthracen, Benzo(a)pyren, Benzo(b)fluoranthen, Chrysen
und 3-Methylcholanthren miteinander vergleichbar sind. Sie reagieren im gleichen Konzentrati-
onsbereich und es 1465t sich eine dhnliche Reihenfolge fiir die Induktoren aufstellen. Bei der
Induktion durch die Substanzen Anthracen, Fluoranthen, Phenanthren und Pyren ist das nicht
der Fall. In RTL-W1 haben diese Substanzen keine EROD-Induktion hervorgerufen, in Priméar-
hepatocyten in einigen Fillen. Diese zeitweilig aufiretenden Induktionen in Primérhepatocyten
konnten nicht erklart werden. Die RTL-W1-Zellinie ist hinsichtlich eines Induktionsnachweises
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damit verldBlicher. Beim Vergleich der Zeitabhéangigkeit der Induktion in den beiden in vitro-
Systemen hat sich ergeben, daB es sich bei dem 24h MeBzeitpunkt um einen validen MeBzeit-
punkt fiir beide Systeme handelt. Dabei scheinen die unterschiedlichen Kulturbedingungen der
beiden in vitro-Systeme (5% in RTL-W1-Medium und 0% Serum in Priméirhepatocyten-
Medium) jeweils optimal zu sein. In Primarhepatocyten wurde auf den Einsatz von Serum ver-
zichtet, um Einfliisse auf die Bioverfiigbarkeit auszuschlieBen. In RTL-W1-Zellen kann auf
Serum nicht verzichtet werden. Ob Matrigel einen Einfluf3 auf die Induktion von CYP1A in
Primérhepatocyten hat, konnte nicht geklart werden, da die Primérhepatocyten nicht ohne Ma-
trigel kultiviert werden konnen. Auf die Induktion von CYP1A in RTL-W1-Zellen hat die Zu-
gabe von Matrigel offensichtlich keinen Einfluf3.
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S Mischungstoxizitit

5.1 Einleitung

Im Freiland sind Organismen einem Gemisch von Schadstoffen ausgesetzt. Um eine Biomar-
kerantwort richtig interpretieren zu konnen, ist es deshalb wichtig, nicht nur den Effekt einzel-
ner Substanzen auf den Marker zu kennen (siehe Kap. 4.2), sondern auch den Effekt ihrer Mi-
schung. Wenn man wie in Kapitel 3 die EROD-Induktion in vivo kausal mit der chemischen
Belastung des Wassers in Zusammenhang bringen will, setzt man eine additive Wirkung der
effektiven Substanzen voraus. Ohne diese Annahme wire ein Vergleich mit der Summe der
Chemikalienbelastung im Wasser oder im Fisch nicht begriindbar. Eine steigernde oder hem-
mende Wirkung einzelner Substanzen in der Mischung wiirde ein von der Erwartung abwei-
chendes Ergebnis hervorrufen.

Eine konzentrationsadditive Wirkung von CYP1A-induzierenden Substanzen ist auch Vor-
aussetzung fur das TEQ-Konzept, das einen praktikablen Ansatz liefert, sich dem Problem der
Mischexposition im Freiland anzunihern. Bei diesem Konzept wird die EROD-Aktivitat, die
auf der Induktion einer beliebigen Substanz oder eines Gemisches beruht, in Relation zur In-
duktion durch 2,3,7,8-TCDD gesetzt (sieche Kap. 1). Der TEQ-Ansatz kommt hiufig in Frei-
landstudien zum Einsatz (Bols et al. 1997, Clemons et al. 1997, Giesy et al. 1997, Whyte et al.
1998), obwohl bisher nur fiir PCB, PCDD und PCDF Untersuchungen zur additiven Wirkwei-
se vorliegen (Janz und Metcalfe, 1991, Walker et al. 1996, Zabel et al. 1995, Zabel et al.
1996). Die EROD-Aktivitat wird jedoch nicht nur durch PCB, sondern auch durch PAH indu-
ziert. Um das TEQ-Konzept einsetzen zu konnen, ist es daher wichtig zu wissen, da3 nicht nur
PCB, sondern auch PAH konzentrationsadditiv wirken. Swartz et al. (1995) haben ein Modell
entwickelt, das die additive Wirkweise von PAH beschreibt. Empirische Daten beruhen dabei
auf Experimenten mit nur drei PAH. Alle anderen Daten wurden modelliert, und das gefundene
Ergebnis entspricht zu 86.6% der Erwartung, Um empirisch herauszufinden, ob PAH additiv
wirken, wurde in der vorliegenden Arbeit eine Mischung aus vier Substanzen untersucht.

In Umweltproben kommen PAH und PCB meist gemeinsam vor. Bei der Anwendung des
TEQ-Konzeptes ist daher die Wirkung einer Mischung mit Vertretern aus beiden Substanz-
gruppen ein weiterer wichtiger Aspekt. Da sowohl PAH als auch PCB die EROD-Aktivitat
iiber den gleichen Mechanismus (Ah-Rezeptor) induzieren (Lorenzen et al. 1990, Pollenz und
Necela 1998, Wang et al. 1998), kann angenommen werden, daf beide Substanzgruppen auch
in einer gemeinsamen Mischung additiv wirken. Die beiden Gruppen unterscheiden sich jedoch
dadurch, da3 PAH im Organismus relativ schnell abgebaut werden kénnen, wihrend PCB
meist stabil sind. Dadurch kann die induzierende Wirkung durch PAH im Gegensatz zu der
durch PCB mit der Zeit nachlassen. Es stellt sich die Frage, ob der Metabolismus von PAH die
angenommene additive Wirkung in einer Mischung mit Vertretern beider Substanzgruppen be-
eintrichtigt. In diesem Kapitel wird daher eine binire Mischung aus einem PAH und einem
PCB zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf ihre additive Wirkweise untersucht.
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5.1.1 Theorie der Kombinationswirkung

Zur Analyse von Kombinationswirkungen koénnen drei verschiedene Konzepte eingesetzt wer-
den (nach Altenburger et al. 1993):

1. Das Konzept der Effekt-Summation (Plackett und Hewlett 1948). Es besagt, daf der
Effekt einer Mischung aus der Summe der Effekte der einzelnen Substanzen besteht.
Rufen also die Konzentrationen ¢, und c, die Effekte E(c) und E(cz) hervor, so gilt
E(ci+c2)=E(ci)+E(c2). Diesem Konzept scheinen jedoch keine pharmakologischen Vor-
aussetzungen zugrunde zu liegen (Altenburger et al. 1993). Es kann auch nur dann
gelten, wenn die Konzentrations-Wirkungs-Kurve des Effekts linear verlauft (Beren-
baum 1989). Dies ist in der Toxikologie selten der Fall.

2. Das Konzept der Effekt-Multiplikation (Bliss 1939). Es beruht auf der Annahme, dal3
die Substanzen in einer Mischung auf verschiedene biologische Systeme in einem Or-
ganismus wirken (,,different sites and modes of action™) (Berenbaum 1985). Der Effekt
einer Mischung ist hierbei das Produkt der Effekte der einzelnen Substanzen, also
E(ci+c2)= E(c1)*E(c,). Dabei miissen die Effekte der einzelnen Substanzen durch ex-
ponentielle Konzentrations-Wirkungs-Kurven beschrieben werden (Berenbaum 1985).

3. Das Konzept der Konzentrations-Additivitat (Loewe und Muischnek 1926). Es geht
davon aus, daf} eine Substanz wie die Verdiinnung einer anderen Substanz wirkt. Das
bedeutet, daB3 ein Effekt auch dann beobachtet werden kann, wenn eine Substanz voli-
stindig oder teilweise durch die dqui-effektive Menge der anderen Substanz ersetzt
wird. Dieses Konzept setzt voraus, daf die untersuchten Substanzen den gleichen Wir-
kort und eine dhnliche Wirkung im Organismus haben. Das Konzept der Konzentrati-
onsadditivitit ist im Gegensatz zu den Konzepten der Effektsummation und Effektmul-
tiplikation unabhéngig von der Form der Konzentrations-Wirkungskurve.

Fur die EROD-Aktivitdt in Fischen ist bekannt, daB sie durch Bindung an den Ah-
Rezeptor induziert wird, Damit wird bei Betrachtung des Effekts der EROD-Induktion die
Voraussetzung fiir die Anwendung des Konzepts der Konzentrations-Additivitat erfiillt.

5.1.2 Experimentelle Anwendung

Bei der experimentellen Anwendung des theoretischen Konzepts der Konzentrations-Additivtat
gibt es verschiedene Methoden. Haufig verwendet werden die Methode des Isobologramms
und die der Toxic unit summation. Die graphische Methode des Isobologramms geht auf Loe-
we und Muischnek zuriick (1926) und wurde mehrfach validiert (Altenburger et al. 1990, Gen-
nings et al. 1992). Die Methode der Toxic unit summation bildet das algebraische Aquivalent
und ist im Gegensatz zur Methode des Isobologramms auch bei Mischungen aus mehreren
Komponenten anwendbar. Beide Methoden beruhen auf der Einteilung in ,, Toxische Einheiten®
(Toxic units).
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5.1.2.1 Isobologramm

Bei der Methode des Isobologramms werden Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir zwei Sub-
stanzen in einem dreidimensionalen Koordinatensystem dargestellt, wobei die x-Achse die
Konzentrationen der Substanz S,, die y-Achse die Konzentrationen der Substanz S, und die z-
Achse den Effekt abbildet. Die Konzentrationen miissen linear aufgetragen werden. Dieses
Koordinatensystem wird auf zwei Dimensionen reduziert, indem man sich auf die Darstellung
der x- und y-Achse beschrinkt. Dabei betrachtet man statt der gesamten Konzentrations-
Wirkungs-Kurven nur noch einen festgesetzten Effekt (z.B. den EC50), und tragt die dazuge-
horigen Effektkonzentrationen fiir jede Substanz auf der entsprechenden Koordinate auf. Die
Verbindung dieser beiden dqui-effektiven Konzentrationen ist die Isobole gleichen Effekts
(Abb. 5.1).

Konzentration Substanz 2

o

Konzentration Substanz 1

Abb.5.1. Isobologramm fiir eine Mischung aus S1 und S2. Auf den Koordinaten x und y werden die dqui-
effektiven Konzentrationen x; und x; bei E(x;) = E(x;) aufgetragen. Die geradlinigeVerbindung der beiden
Konzentrationen ist die Isobole gleichen Effekts (Additivititslinie). Bei Synergismus verliuft die Isobole ellip-
tisch unterhalb der Additivitatslinie, bei Antagonismus oberhalb.

Die Isobole sagt alle Kombinationen von S, und S; voraus, die denselben Effekt hervorru-
fen, wenn S; und S, additiv wirken. Sie wird deshalb auch Additivitétslinie genannt. Rufen
Kombinationen von S; und S, Effekte hervor, die unterhalb der Isobolen fiir Additivitat liegen,
ist die Wirkung synergistisch. Liegen die Effekte oberhalb der Additivitatslinie, ist die Wirkung
antagonistisch. Die Isobolen fiir Synergismus und Antagonismus verlaufen elliptisch
(Abb. 5.1).

Problematisch ist die Einschitzung, ob ein Effekt systematisch oder zufallig von der Iso-
bolen abweicht. Fiir diese Entscheidung liefert die Methode des Isobologramms von Loewe
und Muischnek kein Instrument.
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5.1.2.2 Toxic units

Die Konzentrationen x, die den festgesetzten Effekt E(x) bewirken, lassen sich auch in soge-
nannten , Toxic units” (Toxischen Einheiten) ausdriicken. Dabei entsprechen die Konzentratio-
nen x; bei E(x;) und x; bei E(x,) jeweils einer toxischen Einheit, die fiir sich genommen den
festgesetzten Effekt hervorrufen. Fiir alle Kombinationen aus S, und S; im Mischungsexperi-
ment gilt:

E(A-x; +(1-2) %)= E(x;)= E(x,) 5.1
fuir0<A<1

Bei einer Einteilung in Toxische Einheiten kénnen Mischungen auch aus mehreren Sub-
stanzen zusammengesetzt werden. Es gilt:

E(4 % +..+4,-x,)=E(q)=..=E(x,) 52
wobei Y 4;=1,und 0<4; <1 furallei=1,..,n

Aus dieser Funktion leitet sich die Vorhersage fiir alle in der vorliegenden Arbeit durchge-
fiihrten Kombinationsexperimente ab. Die im folgenden beschriebene Vorgehensweise bei der
Durchfiihrung eines Kombinationsexperimentes gilt sowohl fiir Mischungen aus zwei als auch
fiirr Mischungen aus mehreren Substanzen. Die Mischungen aus zwei Substanzen wurden so-
wohl mit der Methode des Isobologramms als auch mit der Methode der Toxic unit summation
ausgewertet (siche auch Kap. 5.1.2.4). Mischungen aus mehr als zwei Substanzen kdnnen nur
iiber die Methode der Toxic unit summation ausgewertet werden.

5.1.2.3 Ansatz eines Mischungsexperiments (Beispiel)

1. Die Konzentrationen x; bis x,, die allein den festgesetzten Effekt hervorrufen, werden
fiir jede Substanz aus vollstindigen Konzentrations-Wirkungs-Kurven (Funktion 5.3)
ermittelt. Die Funktion 5.3 ist die Umkehrfunktion der Funktion 4.1, mit der alle in die-
ser Arbeit ermittelten Konzentrations-Wirkungs-Kurven geschitzt wurden.

1
—mi b
x; = EC50 *[M - 1]
y—min
Dabei sind die x; die Konzentrationen bei dem Effekt y (z.B. doppelte EROD-Aktivitat
der DMSO-Kontrolle in [pmol/mg/min]) fiir die Substanzen S, bis S,, max = Maximum
[pmol/mg/min], min = Minimum [pmol/mg/min], b = Steigungsparameter und
EC50 = Konzentration beim halben maximalen Effekt in nM.
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Aus der Funktion 5.3 ergibt sich z.B. fiir den Effekt y der doppelten EROD-DMSO-
Aktivitdt fiir BaP eine Konzentration von x; = 10nM und fiir PCB126 eine Konzentra-
tion von x; = 20nM.

2. Wenn nur diese beiden Substanzen in die Mischung eingesetzt werden sollen, wird der
Anteil jeder Substanz in der Mischung wie folgt ermittelt: BaP: 0,5*10nM = 5nM und
PCB126: 0,5*20nM = 10nM (Funktion 5.1).

3. Aus den Substanzen BaP und PCB126 wird eine Stammlésung im Verhaltnis 5nM
(BaP) zu 10nM (PCB126) angesetzt und mit dieser Stammlosung eine vollstiandige
Konzentrations-Wirkungs-Kurve erhoben (Mischungsexperiment). Parallel zum Mi-
schungsexperiment werden vollstindige Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir die ein-
zelnen in die Mischung eingesetzten Substanzen (also jeweils flir BaP und PCB126) er-
hoben. Das ist die Kontrolle im Mischungsexperiment (siehe auch Toxic unit summati-
on, Kap. 5.1.2.4).

4. Aus der Konzentrations-Wirkungs-Kurve fur die Mischung wird wiederum eine Kon-
zentration zu dem festgesetzten Effekt y ermittelt, sie setzt sich aus Anteilen von BaP
und PCB126 zusammen. Dies sind die Konzentration c; fiir BaP und c; fiir PCB126.
Theoretisch miifite bei Konzentrationsadditivitét gelten: ¢; = x1/2. Daraus wiirde ein
TUS von 1 resultieren. Die Abweichung von TUS = 1 wird mit der Toxic unit summa-
tion beurteilt.

5.1.2.4 Toxic unit summation

Auf der Einteilung in toxische Einheiten beruht die ,, Toxic unit summation (TUS)", die der
Ergebnisbeurteilung von Mehrkomponentenmischungen dient. Es gilt:

_NW" &

TUS = Zi:] = 5.4
dabei bezeichnet c; die Konzentration der Gemischkomponente S; (1= 1, ..., n) innerhalb
der Gesamtkonzentration X¢;, welche in der Gemischtestung einen bestimmten Effekt y hervor-
ruft, und x; bis x, die Konzentrationen der Substanzen S; bis S, die denselben Effekt in der

Einzeltestung verursachen. Folgerungen hieraus sind:

1. Vorhersage ~ Beobachtung, dann TUS =~ 1 oder Ubereinstimmung mit Konzentrations-
additivitat

2. Vorhersage > Beobachtung, dann 0 < TUS < 1 oder Unterschatzung der Toxizitat

3. Vorhersage < Beobachtung, dann TUS > 1 oder Uberschatzung der Toxizitét

Wie auch beim Einsatz des Isobologramms stellt sich hier das Problem, wie eine Abwei-
chung von der Additivitat, hier eine Abweichung von 1, zu beurteilen ist.

Im Gegensatz zur Methode des Isobologramms bietet die Methode der Toxic unit summa-
tion die Moglichkeit, das Ergebnis eines Mischungsexperiments sowohl auf die Vorhersage als
auch auf eine im Mischungsexperiment parallel gemessene Kontrolle zu beziehen. Die Vorher-
sage fiir das Mischungsexperiment wurde aus Konzentrations-Wirkungskurven der Einzelsub-
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stanzen abgeleitet. Zur Kontrolle werden im Mischungsexperiment noch einmal Konzentra-
tions-Wirkungs-Kurven derselben Einzelsubstanzen erhoben. Die geschitzten Funktionspara-
meter aus diesen Kontrollen konnen von denen aus der Vorhersage abweichen. Um den Bezug
entweder zur Vorhersage oder zur Kontrolle herzustellen, wird x; in der Funktion 5.4 entweder
aus der Vorhersage oder der Kontrolle hergeleitet.

5.1.3 Testsystem

Als Testsystem fuir die Kombinationswirkungsexperimente diente die EROD-Induktion in der
Zellkultur, und zwar in den in vitro-Systemen RTL-W1 und Primirhepatocyten. Wie in Kapitel
4 beschrieben, sind diese beiden in vitro-Systeme fiir Untersuchungen zu Fragestellungen die-
ser Art geeignet.

5.1.3.1 Additivitit von PAH

Fiir den Nachweis der Additivitat von verschiedenen PAH wurden die Substanzen Ben-
zo(a)pyren, Benzo(b)fluoranthen, Chrysen und 3-Methylcholanthren als eindeutige Induktoren
(siehe Kap. 4.2) ausgewihlt. Als Zellkultursystem diente die Zellinie RTL-W1. Als festgesetz-
ter Effekt wurde die zehnfache EROD-Aktivitat gegeniiber der Kontrolle nach 24h Inkubation
ausgewdhlt und dber vollstandige Konzentrations-Wirkungskurven furr jede Substanz ermittelt.
Es wurde ein festgelegter Effekt betrachtet, um zu gewahrleisten, dafl sowohl in der Vorhersa-
ge als auch im Mischungsexperiment der gleiche Effekt betrachtet wird. Aus diesem Grund
wurde nicht der EC50 als Effekt ausgewihlt. Bei dem EC50 handelt es sich aufgrund von
Schwankungen in Minima und Maxima der EROD-Induktion von Versuch zu Versuch nicht um
einen gleichbleibenden Effekt. Die Auswahl des Effekts orientierte sich an der Lage der Kon-
zentrations-Wirkungs-Kurven. Der Effekt sollte im Bereich der groBten Steigung des Plots
liegen. Liegt ein betrachteter Effekt im Bereich des Minimums oder Maximums der Kurve,
kann die dazugehérige Konzentration eventuell nicht eindeutig bestimmt werden oder ist mit
einem grofen Fehler behaftet.

Zur Ermittlung der zum Effekt y gehérenden Konzentration x; wurde aus der Funktion 4.1
die Umkehrfunktion beziiglich x; gebildet (Funktion 5.3). Die vier Substanzen wurden in aqui-
effektiven Konzentrationen im Mischungsexperiment eingesetzt. Bei konzentrationsadditiver
Wirkung der Substanzen gilt:

EQ0*C),,, = E(—+—+ ’Z‘) 5.5

mit x; = Konzentrationen bei 10*C von Substanz S; bis 84 in nM,
C = Losungsmittelkontrolle der EROD-Aktivitat [pmol/mg/min] und Eni = Effekt in der Mi-
schung [pmol/mg/min].

Zur Kontrolle wurden parallel zu jedem Mischungsexperiment die Konzentrations-
Wirkungskurven fiir die einzelnen Substanzen aufgenommen. Das Ergebnis des Mischungsex-
periments kann damit sowohl auf die Vorhersage als auch auf die Kontrolle bezogen werden.
Das Experiment wurde dreimal wiederholt, wobei die Kontrolle eines Experiments als Vorher-
sage fur das darauffolgende diente.
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Da die Ergebnisse aus einem vier-Komponenten-Gemisch nicht graphisch tiber das Isobo-
logramm dargestellt werden konnen, bildet die Toxic unit summation die Grundlage fiir die
Bewertung der Ergebnisse.

5.1.3.2 Additivitit von PAH und PCB

Bei der Auswahl eines bindren Gemisches aus einem PAH und einem PCB spielten folgende
Uberlegungen eine Rolle: Es sollte nicht nur untersucht werden, ob die beiden Substanzen ad-
ditiv wirken, sondern auch, wie sich die Mischung tiber die Zeit verhalt. Bei einer Kinetik kann
von Bedeutung sein, daB eine Substanz schnell (z.B. ein PAH), eine andere jedoch langsam
metabolisiert wird (z.B. ein PCB). Erwartet wurde, da3 mit der metabolisch bedingten intra-
zelluldren Abnahme eines Stoffes die Mischung tiber die Zeit weniger als additiv wirkt. Be-
trachtet wurde wieder der Zeitpunkt 24h, zu dem die Mischung konzentrationsadditiv wirken
sollte. Nimmt man an, daB nach 24h Inkubation die maximale EROD-Induktion erreicht wird,
wird eine Rechtsverschiebung der Kurve iiber diesen Zeitpunkt hinaus erwartet, wenn das Me-
dium nach 24h nicht gewechselt wird. Fiir die Mischung bedeutet das formal, daf} die Toxizitit
im Mischungsexperiment mit zunehmender Inkubationszeit (48h) in Bezug auf die Vorausset-
zung fiir 24h unter Anwendung der ,, Toxic unit summation” iiberschétzt wird.

Die Stoffauswahl fiel auf Benzo(a)pyren als in wenigen Stunden durch Fischhepatocyten
metabolisierbare Substanz (Ferraris et al. 1996) und 3,3°,4,4°,5-Pentachlorobiphenyl (PCB
126) als schlecht metabolisierbare Substanz (Sean W. Kennedy, personliche Mitteilung). Beide
Stoffe sind gute Induktoren der EROD-Aktivitat (Hahn et al. 1996, Pacheco und Santos 1997,
Tysklind et al. 1995, Wolkers et al. 1996). Als Zellsystem wurden die Pimérhepatocyten aus-
gewihlt, um eine vollstandige metabolische Kapazitit der Zellen unter Einbezug der Phase II
zu gewahrleisten.

Zur Bestimmung des festgesetzten Effekts gelten dieselben Kriterien wie in Kapitel 5.1.3.1.
Es wurden vollstandige Konzentrations-Wirkungs-Kurven ermittelt. Betrachtet wurde die dop-
pelte Aktivitat der EROD-Losungsmittelkontrolle, in der Funktion 5.3 wurde y daher durch
2*C (C = EROD-Losungsmittelkontrolle) ersetzt. Damit liegen die betrachteten Effekte auch
fiir Primérhepatocyten im Bereich der gréfiten Steigung der Kurven. Fir die Mischungsexpe-
rimente wurden aqui-effektive Konzentrationen eingesetzt, es gilt also:

E@*C),; = E["_l F "_2] 5.6
2 2
mit x; = Konzentrationen der Substanzen S1 und S2 [nM] beim Effekt E(2*C;) und
C = EROD-Lésungsmittelkontrolle [pmol/mg/min].

Die Mischung wurde nach 24h und nach 48h in zwei unabhéngigen Experimenten gemes-
sen, wobei parallel zum Mischungsexperiment Konzentrations-Wirkungskurven fur die einzel-
nen Substanzen erhoben wurden. In einem weiteren Experiment wurde die Kinetik iiber 48h in
Primérhepatocyten in Zellen aus einer Isolierung bestimmt. Die Vorhersage fiir die Ergebnisse
in der Mischung bezog sich jeweils auf 24h, um eine Abweichung von dieser Vorhersage nach
48h bestimmen zu kénnen. Die Resultate wurden mit der Methode des Isobologramms gra-
phisch ausgewertet. Um zusitzlich den Bezug auf die zeitgleiche Kontrolle zu erméglichen,
wurde auBerdem das Verfahren der Toxic unit summation angewendet.



5 Mischungstoxizitat 66

5.1.4 Interpretation

Bei der Beurteilung der Abweichung der Ergebnisse in den Mischungsexperimenten von der
Erwartung fiirr Additivitat stellt sich in Bezug auf den jeweiligen Mischungsansatz die Frage:

1. Wie ist die Abweichung der TUS von 1 im Mischungsexperiment aus mehreren Sub-
stanzen zu beurteilen?

2. Bedeutet die Abweichung des Ergebnisses fur bindre Mischungen von der Vorhersage,
dargestellt im Isobologramm, daf3 die Substanzen synergistisch oder antagonistisch
wirken?

Um beide Fragen beantworten zu kénnen, muB der Standardfehler des im Mischungsexpe-
riment gefundenen Ergebnisses fiir den Wert x” ermittelt werden. Der Wert x* bezeichnet eine
Konzentration zu dem festgelegten Effekt y* = f{10*C) oder y = f{2*C) im Mischungsexperi-
ment, die sich aus relativen Anteilen der Konzentrationen c; bis ¢, der in die Mischung einge-
setzten Substanzen S; bis S, ergibt. Die Konzentrationen ¢, bis ¢, wurden als dqui-effektive
Konzentrationen in der Vorhersage fiir die Mischung ermittelt (also ¢; = x; /). Der Wert x~
wird iiber die Funktion 5.3 geschétzt. Zur Verdeutlichung wird die Funktion 5.3 hier noch ein-
mal als Funktion x aufgefiihrt:

5.3 (oder x)

1
—mi b

x(min, max, b, EC50, y) = Ecso(m‘”‘—'?lln - 1)
min

wobel min, max, b und EC50 = geschitzte Parameter der Funktion und y = f(min, max,
EC50, b, x) sind.

Werden in die Funktion x die geschitzten Werte fur die Parameter min, max, b, EC50 und
y' = festgelegte EROD-Aktivitit eingesetzt, so erhalt man einen festen Wert x . Unter der An-
nahme, dal die Parameter min, max, b, EC50 und y Standardfehler aufweisen, kann auch ein
Standardfehler fiir x° ermittelt werden. Der Standardfehler von x” wird aus den Standardfehlern
aller Funktionsparameter der Funktion 5.3 sowie den partiellen Ableitungen von x nach den
Funktionsparametern geschatzt.

Fiir den Standardfehler von x_ gilt:

= i 50, v*) .
Stderr(x") = \/zf=l &x(min, maxapb EC50, y*) G 57
1

x* bezeichnet den Wert fiir eine zusammengesetzte Konzentration, die sich aus den gege-
benen Schitzungen der Parameter min, max, EC50 und b und dem vorgegebenen EROD-Wert
y* ergibt. p; bezeichnet die Parameter max, min, EC50, b und y, und &; bezeichnet die jeweili-
ge Schatzung der dazugehorigen Standardabweichung. Die Ableitungen werden an der Stelle
gebildet, an der x den Wert x* annimmt, bzw. an der y = f{min, max, b, EC50, x) gerade gleich
y* ist,

Die Gleichungen fiir die partiellen Ableitungen von x nach allen Funktionsparametern
(max, min, EC50, b und f) sind im Anhang (Kap. A 4) dargestellt. Bei der Berechnung der
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Ableitungen wurden fiir die Funktionsparameter max, min, EC50 und b jeweils die von Sigma
Plot geschatzten Werte eingesetzt, fiir den Funktionsparameter f wurde der festgelegte Effekt y
eingesetzt. Damit bezieht sich auch der Standardfehler von x* direkt auf den festgesetzten Ef-
fekty.

Die Standardfehler von max, min, EC50 und b wurden in Sigma Plot berechnet. Der Stan-
dardfehler von f(min, max, EC50, b,x) wurde geschitzt auf Basis der Standardabweichung der
tatsachlich gemessenen EROD-Aktivititen vom jeweiligen Wert der Funktion fimin, max,
EC50, b,x) gemal

Stdabw(f(x)) = 5.8

wobei 1 = 1,..,n die n Messwerte bezeichnet und y;" fir die gemessene EROD-Aktivitit
steht, wihrend v den entsprechenden Wert der Funktion f{min, max, EC50,b,x) angibt.

Bei Unterstellung von Normalverteilung fiir den Schitzfehler von x beinhaltet das Intervall
von x minus zweimal den Standardfehler bis x plus zweimal den Standardfehler mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95% den wahren Wert x. Dieses Intervall wird als 95%-
Konfidenzintervall bezeichnet.

Beurteilung der Abweichung der Ergebnisse von der Erwartung fiir Additivitit

Zu Frage 1:

Aus der Gleichung fiir die Toxic unit summation (Funktion 5.4) konnte der Standardfehler
fiir die TUS-Werte nicht direkt bestimmt werden. Problematisch bei der Berechnung ist hier,
daB die Konzentrationen ¢; (Funktion 5.4) als perfekt korreliert angenommen werden miissen,
die Werte fiir x; (Funktion 5.4) jedoch unabhéngig voneinander sind. Um dennoch ein MaB fiir
die Abweichung der TUS-Werte von 1 zu erhalten, wurden Mittelwert und Standardfehler der
TUS-Werte mit einer Monte Carlo Simulation geschétzt (TUSyc-Werte).

Vorgehen bei der Simulation:

1. Ziehung von c;

Die Ziehung von Werten fiir ¢, erfolgte aus der Normalverteilung, die durch Mittelwert
und Standardabweichung von ¢, vollstindig charakterisiert ist. Die Werte fiir c; bis ¢,
(soweit n>2) wurden durch Multiplikation mit einem Faktor ermittelt. Der Faktor be-
rechnet sich aus dem Verhiltnis von c; zu ¢; (usw. bis ¢; zu c,), das sich aus der Vor-
hersage fiir die Mischung ergibt. Die Substanzen wurden ja in einem festen Verhaltnis
zueinander in die Mischung eingesetzt. Daraus ergibt sich eine vollstandige Korrelation
der c;.

2. Ziehung der x;:
Die Werte von x; (1 = 1, ..., n) wurden in n unabhangigen Ziehungen aus der Normal-
verteilung mit den entsprechenden Mittelwerten und Standardabweichungen ermittelt.



5 Mischungstoxizitit 68

3. Aus den Ziehungen fiir ¢; und x; ergibt sich ein TUSyc-Wert (Funktion 5.4)

4. Die Ziehungen mit der Berechnung des TUSyc-Wertes (Schritt 1 bis 3) erfolgten pro
Versuch 100000 mal.

5. Aus den 100000 TUSyc-Werten zu einem Versuch wurde unter Annahme von Normal-
verteilung das 95%-Konfidenzintervall um ihren Mittelwert errechnet. Wenn dieses In-
tervall die Zahl 1 einschlief3t, 148t sich ein wahrer Wert von TUS = 1 nicht widerlegen.
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Kriterium eingefuihrt, um die Ergebnisse zu be-
werten. Wenn das 95%-Intervall den Wert von 1 einschlieSt und der Standardfehler
maximal 15% des Mittelwertes betrigt, wurde Konzentrationsadditivitit angenommen.

Zu Frage 2:

Zur Beantwortung der Frage, wann das Ergebnis im bindren Gemisch von der Vorhersage
der Additivitit abweicht, wurde die im Mischungsexperiment gefundene Konzentration fiir den
betrachteten Effekt mit dem 95%-Intervall in das Isobologramm eingetragen. Der Eintrag er-
folgt im Isobologramm auf dem sogenannten Mischungsstrahl. Dieser Mischungsstrahl be-
schreibt alle moglichen Lagen des Ergebnisses im Isobologramm beim eingesetzten Mi-
schungsverhaltnis der beiden Substanzen. Das Mischungsverhaltnis wird dabei in toxischen
Finheiten ausgedriickt. Im vorliegenden Fall erfolgt der Eintrag also auf dem Mischungsstrahl
,,0,5+0,5”. An dem Punkt, an dem sich die Linie fiir Additivitat und der Mischungsstrahl tiber-
schneiden, liegt theoretisch Additivitat vor. Tragt man das Ergebnis mit dem 95%-
Konfidenzintervall auf diesem Strahl ein, 148t sich bei Uberlappung des Intervalls mit der Ad-
ditivitatslinie die Hypothese, dal Additivitat nicht gilt, nicht zuriickweisen. Wenn das 95%-
Konfidenzintervall und die Additivitatslinie nicht iiberlappen, kann man mit 95%iger Sicherheit
sagen, daB Additivit4t nicht gilt. Um die Ergebnisse beurteilen zu konnen, wurden in der vor-
liegenden Arbeit eigene Bewertungskriterien aufgestellt. Bei einer Uberlappung des Konfiden-
zintervalls mit der Additivititslinie wurde Konzentrationsadditivitit angenommen, wenn der
Standardfehler von x* weniger als 15% von x_ betrug.

5.2 Additivitit von Polyzyklischen Aromatischen Kohlenwasserstoffen

5.2.1 Ergebnisse

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Einzelsubstanzen als auch der Mischungsexperi-
mente lassen sich wie in Kapitel 4 durch die Funktion 4.1 beschreiben. In allen Konzentrations-
Wirkungs-Kurven war die EROD-Aktivitat im Vergleich zur DMSO-Kontrolle signifikant er-
hoht (One way ANOVA, p < 0,05). Auf eine graphische Darstellung wurde in diesem Kapitel
verzichtet. Die Ergebnisse fiir drei Mischungsexperimente mit den Substanzen 3-
Methylcholanthren, Chrysen, Benzo(b)fluoren und Benzo(a)pyren in RTL-W1-Zellen werden
in Tabelle 5.1 bis 5.3 gezeigt. Dargestellt sind die Parameter max, min, EC50 und b der Kur-
venfunktion 4.1, ihre Standardfehler, die EROD-DMSO-Kontrolle, die berechneten Konzen-
trationen bei der zehnfachen Aktivitat gegeniiber den DMSO-Kontrollen, als auch die daraus
resultierenden Konzentrationen fiir jede Substanz im Mischungsexperiment. Die Ergebnisse fiir
den EC50 sowie die Konzentration bei der zehnfachen Kontrolle werden der Ubersichtlichkeit
halber nur als Konzentration von Benzo(a)pyren angegeben. Die dazugehérigen Konzentratio-
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nen fiir 3-Methylcholanthren, Chrysen und Benzo(b)fluoren ergeben sich aus dem eingesetzten
Verhiltnis in der Mischung, das in der Spalte ,, Vorhersage fiir die Mischung, Konz. x/4 [nM]”

angegeben wird.

Tab. 5.1. Die Tabelle zeigt alle relevanten Parameter fiir die erste Mischung aus vier PAH in RTL-W1-Zellen.
Gezeigt werden die geschitzten Funktionsparameter min, max, EC50, b und f, die zur Berechnung der Kon-
zentration x bei dem festgesetzten Effekt 10*C dienten. C = EROD-DMSO-Kontrolle. Standardabweichungen
in Klammemn. In Bezug auf die Vorhersage bezeichnet die Konzentration x/4 (= ¢;) die Konzentration fiir die
jeweilige Substanz, die in die Mischung eingesetzt wurde. In Bezug auf die Kontrolle bezeichnet x/4 (= ¢)) die
Konzentration, die in die Mischung hitte eingesetzt werden miissen. Die Berechnung der TUS-Werte bezieht
sich daher einmal auf die x/4 (oder c;) aus der Vorhersage und einmal auf die x/4 (oder ¢;) aus der Kontrolle.

1

Mischung 1 Substanz max' min' EC350 b C'  Konz xbei Stdemr’ x4

[aM] 10*C [iM]  vonf  [oM]
Vorhersage fiir 42,10 3,13 10385 -206 1,78 81,28

Mischung 1 i G48) (209 (205 (074 ainy S48 203
44,95 1,76 465,22 -139 2,12 402.8

Chysen — 015) (108 (647 (2.35) @ay W9 1007
336 342 751 -1,56 2,35 116,66

e (2,88) (2,57) (22.6) (0,68) (6,3) 3,28 2516

3784 338 4694 -158 267 74,92 .
Bal G22) G10)  (131) (068) Ges 3% 187
Ergebnis fur Mischung 1 49,67 157 1665 -134 1,08 5.69 134

Mischung 1 (509 (0.96)  (3.26) (0,23) (1,86)
BaP+... BaP+...
Kontrolle fiir 365 077 4974 093 1,76 43.9

Mischung 1 ML (4.60) (3.94)  (203) (0,36) (26.5) 20 1657
‘ 4232 111 58834 -111 148 313,64

Ehieen 236) (088)  (9.29) (0.16) (78.5) s e

3578 283 4280 -118 144 25,43 .

B 228 (234) 935 (032) 065 LM 683

35,70 0,18 3544 -0,84 1,55 25,49 - .

L G289 (179  (113) ©021) a7 L2 5T

! = Angaben in [pmol/mg/min]

Aus den in Tabelle 5.1 bis 5.3 dargestellten Daten wurden die Werte fiir TUS berechnet.
Dies zeigen Gleichungen 5.9 und 5.9 beispielhaft fiir Mischung 1 in Bezug auf die Kontrolle
(Funktion 5.9) und in Bezug auf die Vorhersage (Funktion 5.9"). Die Variablen c; aus der
Funktion 5.4 bezeichnen die Konzentrationen der vier Substanzen in der Mischung, bei denen
in der Summe der betrachtete Effekt aufgetreten ist. Die Variablen x; bezeichnen die Konzen-
trationen, bei denen derselbe Effekt fiir die einzelne Substanz gemessen wurde. Diese Konzen-
trationen beziehen sich einmal auf die Vorhersage fiir das Mischungsexperiment und einmal auf
die Kontrolle im Mischungsexperiment.

C; c C C c
TUS=Y L=_lyp22,°3 424 5
'=1xi Xy Xy X3 Xy
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In Bezug auf die Kontrolle:

TUS=Z" ¢ _ 6,17aM - 30,59nM & 8,85nM " 5,69nM

: =081 59
i=lx, 43,90nM 313,64nM 2543nM  25,49nM
In Bezug auf die Vorhersage:
TUS:Z" c; _ 6,1TnaM +30,59nM+ 8,85nM 4 5,65nM =030 59"

i<lx, 8128nM 402,8nM  116,66nM  74,82nM

Tab. 5.2. Die Tabelle zeigt alle relevanten Parameter fiir die zweite Mischung (neuer Mischungsansatz) aus
vier PAH in RTL-W1-Zellen. Gezeigt werden die geschitzten Funktionsparameter min, max, EC50, b und f,
die zur Berechnung der Konzentration x bei dem festgesetzten Effekt 10*C dienten. C = EROD-DMSO-
Kontrolle. Standardabweichungen in Klammemn. In Bezug auf die Vorhersage bezeichnet die Konzentration
x/4 (= ¢) die Konzentration fiir die jeweilige Substanz, die in die Mischung eingesetzt wurde. In Bezug auf die
Kontrolle bezeichnet x/4 (= ¢;) die Konzentration, die in die Mischung hétte eingesetzt werden miissen. Die
Berechnung der TUS-Werte bezieht sich daher einmal auf die x/4 (oder ¢;) aus der Vorhersage und einmal auf
die x/4 (oder c;) aus der Kontrolle.

Mischung 2 Substanz max’ min'  EC50 b C' Konz. xbei Stderr'  x/4
[nM] 10*C [nM] von f [nM]
Vorhersage fiir 32,99 3,44 72,69 -1,74 1,74 68,21 2 o
Mischung 2 3-MC 2,52) (1,24 (12,5) (0,46) (16,1) 153 17.05
31,16 2,05 112,48 -1,73 1,74 119,81
Chirysen (1,52) (1,09  (16,1) (0,38) (24,8) 161 2993
31,37 6,43 31,50 -1,98 1,74 27,87
il (1,05) (129)  (427) (0.48) ey W RN
37.15 8,13 484 -158 1,74 29,98
BaP (2,02) (1,39 (7,89) (0,39) (8,15) L4l 7.49
Ergebnis fiir Mischung 2 44,90 0,84 18,36 -1,08 1,28 7,35 1,25
Mischung 2 @447 (1,300 GBI (0,19 (247
BaP+... BaP+...
Kontrolle fiir 36,5 0,77 4974 0,93 1,76 43,9
Mischung 2 e @60) G.O%)  (203) (036) g i 205 10,97
42,32 1,11 588,34 -1,11 1,48 313,64
e (2,36) (088)  (9.29) (0,16) s 9 WA
35,78 2,83 42 80 -1,18 1,44 25,43 2
il 228 @38 (935 (032 o5 L 63
35,70 0,18 35,44 0,84 1,55 25,49 “
e (89 (179  (113) (021) wg O W

! = Angaben in [pmol/mg/min]
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Tab. 5.3. Die Tabelle zeigt alle relevanten Parameter fiir die dritte Mischung (neuer Mischungsansatz) aus
vier PAH in RTL-W1-Zellen. Gezeigt werden die geschitzten Funktionsparameter min, max, EC50, b und f,
die zur Berechnung der Konzentration x bei dem festgesetzten Effekt 10*C dienten. C = EROD-DMSO-
Kontrolle. Standardabweichungen in Klammern. In Bezug auf die Vorhersage bezeichnet die Konzentration
x/4 (= ci) die Konzentration fiir die jeweilige Substanz, die in die Mischung eingesetzt wurde. In Bezug auf die
Kontrolle bezeichnet x/4 (= ci) die Konzentration, die in die Mischung hitte eingesetzt werden miissen. Die
Berechnung der TUS-Werte bezieht sich daher einmal auf die x/4 (oder ci) aus der Vorhersage und einmal auf
die x/4 (oder ci) aus der Kontrolle.

Mischung 3 Substanz max' min'  EC50 b C' Konz xbei Stderr'  x/4
(nM] 10*C [nM]  vonf  [oM]
Vorhersage fiir 365 0,77 4974 093 176 439
Mischung 3 3-MC (4.60) (3.94)  (203) (0.36) (26.5) 205 1807
4232 1,11 58834 -111 148 313,64
Chirysen (2,36) (0,88)  (9.29) (0,16) (78.5) Lz ad
3578 283 4280 -118 144 2543
el 228 234) (935 (032) (9.65) L74 635
3570 0,18 3544 084 155 2549 _
Eap (G.89) (179  (113) (0.21) L7 L2365
Ergebnis fiir Mischung2 32,51 2,53 13,18 202 224 6,70 5.19
Mischung 3 6200 (285  (476) (130) (12,0)
BaP+... BaP+...
Kontrolle fiir 4483 074 11808 -117 119 46,83 -
Mischung 3 IMC (175 (321)  @48.1) (0.50) (34,5) 33 U
4290 1,76 41976 289 127 29539
Chrysen (2.24) (082) (334) (0.59) (39,6) LA 3.8
3057 2,19 7421 16 149 65,10 _
Bot G81) (3.46)  (313) (1,04) (41,1) 451 1627
387 196 5706 -146 152 3851
Bue (75 (082) (613) (020) € W00 08
Y= Angaben in [pmol/mg/min]

Die Ergebnisse fiir die drei Mischungsexperimente sind in Form der Toxic unit summation
(TUS-Werten) in Tabelle 5.4 in Bezug auf die Vorhersage und die Kontrolle dargestellt. Dabei
bezeichnet ,,TUS” die Werte, die aus den in Tabelle 5.1 bis 5.3 dargestellten Konzentrationen
berechnet wurden. Die Abkiirzung ,,TUSwc” bezeichnet die TUS-Werte, die iiber die Monte
Carlo-Simulation geschatzt wurden und Stderr (TUSyc) die dazugehorigen geschitzten Stan-
dardfehler.

Tab. 5.4. Dargestellt sind die Ergebnisse fiir drei Mischungsexperimente mit jeweils vier PAH in RTL-W1i-
Zellen, ausgedriickt in TUS, TUSyc und Stderr (TUSyc). Die TUS-Werte wurden berechnet, die Indikation
-MC” bedeutet, daB die Werte iilber Monte Carlo Simulation geschitzt wurden. Erlduterungen siehe Text.

TUS in Bezug TUSyc in Stderr (TUSye) TUS in Bezug TUSyc in Stderr (TUSwe)

auf die Bezug auf die in Bezug auf auf die Bezug auf die in Bezug auf

Vorhersage Vorhersage die Vorhersage Kontrolle Kontrolle die Kontrolle
Mischung 1 0,30 0,36 7.33 0,81 1,12 51,85
Mischung 2 0,98 1,04 0,64 1,03 1,07 67,13

Mischung 3 1,05 1,54 43,98 0,79 1,34 196,03
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Nach allgemeiner Ubereinkunft gilt bei TUS = 1 Ubereinstimmung mit der Annahme der
Konzentrationsadditivitét, bei 0 < TUS < 1 Unterschitzung der Toxizitit und bei TUS > 1
Uberschétzung der Toxizitat. Unklar ist dabei, was TUS ~ 1 bedeutet. Betrachtet man nur die
Ergebnisse fiir die TUS-Werte, die aus den Konzentrationen im Mischungsexperiment ermittelt
wurden, liegen die Werte nahe bei 1 (Tab. 5.4). Dies gilt z.B. fiir die Mischung 2 sowohl in
Bezug auf die Vorhersage als auch in Bezug auf die Kontrolle. Vergleicht man die berechneten
TUS-Werte mit den geschitzten TUSyc-Werten, so weichen sie in Abhangigkeit vom ge-
schitzten Standardfehler fiir TUSyc voneinander ab. Bei groferen geschitzten Standardfehlern
fiir TUSwme scheint auch die Differenz von TUS und TUSyc groBer zu sein (Abweichung von
TUSwc bis zu 70% von TUS). Die geschitzten Standardfehler sind in den meisten Fallen er-
heblich gréBer als der geschitzte Parameter (TUSyc) selbst. Im besten Fall liegt das 95% In-
tervall bei der Mischung 2 in Bezug auf die Vorhersage bei -0,24 bis + 2,32, mit
TUSwmc = 1,04. Die hohen Standardfehler resultieren aus den bereits hohen Standardfehlern in
den Plots fiir die einzelnen Substanzen (siehe Tab. 5.1 bis 5.3).

5.2.2 Diskussion

In drei Mischungsexperimenten mit jeweils vier PAH sollte gezeigt werden, ob PAH bei der
EROD-Induktion konzentrationsadditiv wirken. Dazu wurde als experimentelles Modell die
RTL-W1-Zellinie ausgewihlt, das Versuchsdesign beruht auf der Methode der Toxic unit
summation. Die Ergebnisse in Tabelle 5.4 zeigen, daB die Werte fir TUS in Bezug auf die Vor-
hersage und auf die Kontrolle in den meisten Fillen nahe dem erwarteten Wert von 1 liegen.
Eine Ausnahme bildet nur der TUS-Wert in Bezug auf die Vorhersage bei Mischung 1. Anson-
sten ist die Abweichung von 1 maximal ca 20%. Aus diesen Ergebnissen kénnte nach gangiger
Methode (bei TUS = 1 gilt Additivitat) gefolgert werden, daB Konzentrationsadditivitat vor-
liegt. Betrachtet man jedoch die geschétzten Standardfehler von TUSyc (Tab. 5.4), sind die
Werte von TUS nicht mehr aussagekriftig. Aufgrund der sehr hohen Standardfehler von
TUSwc 148t sich die Hypothese, daf3 die Werte nur zufillig nahe bei 1 liegen, nicht widerlegen.
Die hohen Standardfehler von TUSwmc beruhen auf den bereits hohen Standardfehlern fiir die
Konzentration x bei dem betrachteten Effekt f{(x) in den Plots fiir die Einzelsubstanzen (Tab.
5.1 bis 5.3). Der hohe Standardfehler fiir die Konzentration x beruht darauf, daB sich die erho-
benen Daten in diesen Fallen offenbar nur bedingt durch die vier-Parameter-Funktion 4.1 be-
schreiben lieBen. Das kann auch dann auftreten, wenn die Konzentrations-Wirkungs-Kurve
,optisch” gut an die vorgegebenen Daten angepaBt erscheint. Der hohe Standardfehler von x
und damit auch der von TUSyc ist damit auf die jeweilige Kurvenanpassung und nicht etwa auf
die Varianz der einzelnen Datenpunkte zuriickzufithren. Die Varianz einzelner Datenpunkte,
also die Standardabweichung einer EROD-Aktivitit bei einer bestimmten Konzentration,
konnte auf die Varianz der Zellen oder auf methodische Ursachen zuriickgefiihrt werden (z.B.
schlechte Durchmischung der Schadstoff-Stamml6sung im Medium).

Aus den hohen Standardfehlern von TUSyc ergibt sich zusétzlich ein methodisches Pro-
blem, welches die Verwendung der Daten fiir die TUS-Berechnung fragwiirdig macht. Wenn
die Standardabweichung und damit auch der Standardfehler in die GréBenordnung des ge-
schitzten Parameters selbst kommt, wird die Annahme der zugrunde gelegten Normalvertei-
lung fragwiirdig, weil dann ein erheblicher Teil der Wahrscheinlichkeitsmasse im negativen Be-
reich liegt. Ignoriert man dieses Problem, 14Bt sich die Hypothese von TUS = 1 mit den erho-
benen Daten trotz der hohen Standardfehler nicht verwerfen. Allerdings gilt dasselbe z.B. fir
die Aussage TUS = x mit 0 < x < 2, Da die Standardfehler weit groBer sind als 30%, werden
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die in dieser Arbeit aufgestellten Kriterien zur Konzentrationsadditivitit (siehe Kap. 5.1.4)
nicht ausreichend erfiillt. Dennoch kann mit den erhobenen Daten die Hypothese, daB die vier
PAH konzentrationsadditiv wirken, weder bestétigt noch verworfen werden.

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dafl Mischungsexperimente nicht nur aufgrund eines TUS-
Wertes beurteilt werden konnen. In die wahrscheinliche Schwankungsbreite von TUS gehen
die Standardfehler der Kurven fiir die Einzelsubstanzen entscheidend mit ein. Es ist deshalb
wichtig, alle Vorhersagen und Kontrollen fiir ein Mischungsexperiment sowie das Ergebnis der
Mischung selbst aus Plots zu ermitteln, die nicht viel Spielraum fiir eine Konzentration x bei
einem festgelegten Effekt f(x) zulassen. Diese hier gezeigte Fehlerquelle wird hiufig miBachtet.

5.3 Additivitit von Polyzyklischen Aromatischen Kohlenwasserstoffen und
Polychlorierten Biphenylen

5.3.1 Ergebnisse

Die Konzentrations-Wirkungskurven in Primérhepatocyten lassen sich auch fiir Benzo(a)pyren
und PCB126 sowie die bindren Mischungen durch die Funktion 4.1 beschreiben. Die EROD-
Induktion war im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle signifikant (One way ANOVA,

p < 0,05).

In den Tabellen 5.5 bis 5.8 sind die Ergebnisse fiir alle Konzentrations-Wirkungskurven
dargestellt. Gezeigt sind sowohl die Parameter der Kurvenfunktionen, ihre Standardfehler, die
berechneten Konzentrationen fiir die doppelte EROD-Aktivitit gegeniiber den DMSO-
Kontrollen als auch die daraus resultierenden Konzentrationen fiir die Mischungsexperimente
(x/2 in nM) sowie die Ergebnisse der Mischungsexperimente selbst. In Experimenten, die mit
** gekennzeichnet sind, wurde als Effekt die Induktion des doppelten Minimums statt der
doppelten DMSO-Kontrolle berechnet. Dies geschah in den Fallen, in denen sich aufgrund ge-
ringer maximaler Induktion keine doppelte Aktivitit der DMSO-Kontrolle berechnen lies. In
Mischung 2 wurde der Effekt des doppelten Minimums zusétzlich zum Effekt der doppelten
DMSO-Kontrolle betrachtet, weil die Kontrolle fiir die EROD-Aktivitdt im Experiment die des
Minimums deutlich {iberstieg (C = 58,4 pmol/mg/min, Min = 29,11 pmol/mg/min).

Tab. 5.5. Die Tabelle zeigt alle relevanten Parameter fiir die Vorhersage zu den Mischungen aus Ben-
zo(a)pyren und PCB126 in Primérhepatocyten. Alle folgenden Mischungen basieren auf dieser Vorhersage.
Gezeigt werden die geschitzten Funktionsparameter min, max, EC50 und b, die zur Berechnung der Konzen-
tration x bei dem festgesetzten Effekt y* = 2*C dienten, sowie der Standardfehler der Funktion f(min, max,
EC50.b,x) an der Stelle y*. C=EROD-DMSO-Kontrolle. t = MeBzeitpunkt. Der Wert x/2 bezeichnet die Kon-
zentration, die in die Mischung eingesetzt wurde.

t Substanz max’ min' EC30 b C'  xbei2*C Stderr' vonf x/2

[nM] [nM] [nM]

24h PCB 126 18425 5431 0.53 -3,64 62,07 0,552 586 0,276
(5,55) (2,96) (0,03) (0,64) (0,045)

24h  BaP 166,68 5865 108,14 -233 6207 130,16 3,64 65,08
(5,79) (2.36) (9.,534) (0,40) (16,6)

! in [pmol/mg/min], Standardabweichung in Klammern
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Tab. 5.6, Ergebnisse fiir Mischungsexperiment 1 aus Benzo(a)pyren und PCB126 in Primarhepatocyten zum
Zeitpunkt 24h. Gezeigt werden die geschétzten Funktionsparameter min, max, EC50 und b, die zur Berech-
nung der Konzentration x bei dem festgesetzten Effekt y'=2*C dienten, sowie der Standardfehler der Funktion
f(min, max, EC50,b,x) an der Stelle y’. C=EROD-DMSO-Kontrolle. t = MeBzeitpunkt. Der Wert x/2 bezeich-
net die Konzentration, die in die Mischung hitte eingesetzt werden miissen (Kontrolle im Mischungsexperi-
ment). Die Indikation * bedeutet, daB statt der doppelten DMSO-Kontrolle das doppelte Minimum als festge-
setzter Effekt betrachtet wurde.

t Substanz max' min' EC50 b C'  xbei2*C Stderr' x/2
[nm] [nM] vonf  [oM]
Mischung 1 24h  PCB 126 90,00 33,81 021 -1,64 352 0,307 1,35
(1,30) (0,61) (0,011) (0,12) (0,030)
BaP 49,51 72,45
(7.12)
Mischung 1 24h~ PCB 126 90,00 33,81 021 -164 352 02700 135
(1,30) (0,61) (0,011) (0,12) (0,024)
BaP 49,51 63,73
(5.66)
Kontrolle 24h  PCB 126 1065 38,29 0,79 2,75 40,8 0,966 1,093 0.483
zu (2,88) (1,12)  (0,043) (0,34) (0,0752)
Mischung 1
24h  BaP 82,07 26,44 90,15 -0,94 29,11 122,34 0,142 61,17
(0,80) (0,55) (3,31) (0,04) (6,94)

! in [pmol/mg/min], Standardabweichung in Klammern

Tab. 5.7. Ergebnisse fiir Mischungsexperiment 2 aus Benzo(a)pyren und PCB126 in Primarhepatocyten zum
Zeitpunkt 48h. Gezeigt werden die geschitzten Funktionsparameter min, max, EC50 und b, die zur Berech-
nung der Konzentration x bei dem festgesetzten Effekt y° = 2*C dienten, sowie der Standardfehler der Funktion
f(min, max, EC50,b,x) an der Stelle y". C = EROD-DMSO-Kontrolle. t = MeBzeitpunkt. Der Wert x/2 bezeich-
net die Konzentration, die in die Mischung hitte eingesetzt werden miissen (Kontrolle im Mischungsexperi-
ment). Die Indikation ~ bedeutet, dab statt der doppelten DMSO-Kontrolle das doppelte Minimum als festge-
setzter Effekt betrachtet wurde.

t Substanz  max' min' EC50 b C'  xbei2*C Stderr' x2
[nM] [nM] vonf  [nM]
Mischung 2 48h  PCBI126 16589 29,11 0,27 6,37 584 0,295 6,10
(3.67) (3,01) (0,015) (3,04) (0,0235)
BaP 63,66 69,56
(5.59)
Mischung 2 48h~ PCB126 16589 29,11 027 -637 584 0,331 6,10
und BaP (3,67 (3,01) (0,015 (3,09 (0,026)
63,66 78,17
(6,14)
Kontrolle 48h  PCB 84,51 32,60 046 -1747 37,49 0,501 238 0,250
zu (3,76) (2,18) (39,0) (1810) (62,6)
Mischung 2
48h  BaP 9862 30,9 22996 -1,52 34738 268,82 2,25 134,41
(3,75) (2.86) (38,2) (0,39) (57.9)

! in [pmol/mg/min], Standardabweichung in Klammern
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Tab. 5.8. Ergebnisse fiir Mischungsexperiment 3 aus Benzo(a)pyren und PCB126 in Primérhepatocyten zu
den Zeitpunkten 24h und 48h. Die Daten fiir Mischung 3a und 3b wurden in Primérhepatocyten aus einem
Fisch erhoben. Gezeigt werden die geschitzten Funktionsparameter min, max, EC50 und b, die zur Berech-
nung der Konzentration x bei dem festgesetzten Effekt y' = 2*C dienten, sowie der Standardfehler der Funktion
f(min, max, EC50,b,x) an der Stelle y'. C = EROD-DMSO-Kontrolle. t = MeBzeitpunkt. Der Wert x/2 bezeich-
net die Konzentration, die in die Mischung hitte eingesetzt werden miissen (Kontrolle im Mischungsexperi-
ment). Die Indikation ™ bedeutet, daB statt der doppelten DMSO-Kontrolle das doppelte Minimum als festge-
setzter Effekt betrachtet wurde.

t Substanz  max' min' EC50 b C'  xbei2*C Stderr'  x/2
[nM] [nM] vonf  [nM]
Mischung  24h~ PCBI126 7859 34,34 031 -1,56 40,56 0,687 1,137
3a 2,57 (1,79) (0,042) (0.580) (0.359)
BaP 73,09 161,99
(84,64)
Konmtrolle  24h”  PCB126 6683 3146 087 333 3146 1,627 233 08137
zu (2,58) (1,07) (0,081) (0.,88) (55,6)
Mischung
3a
24h” BaP 79,79 32,25 107,82 -1,83 3225 162,11 1,55 81,05
(1,95) (2.01) (16,3) (0,375) (33.4)

Mischung 48h  PCBI126 129,83 2248 0,36 -243 2578 0239 5,79
3b (5,46) (3,06) (0,032) (0,565) (0,0422)
BaP 56,35
(9.94)

Mischung 48h~ PCB126 129,83 2248 036 -2,43 22,48 0,208" 5,79
3b (5,46) (3,06) (0,032) (0,565) (0,0437)
BaP 49137
(10,37)

! in [pmol/mg/min), Standardabweichung in Klammern

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse zeigen die Abbildungen 5.2 bis 5.4 die Isobo-
logramme fuir die Mischungen 1, 2 und 3 aus PCB126 und BaP in Primarhepatocyten.
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Abb.5.2. Das Isobologramm zeigt das Ergebnis der Mischung 1 (24h) aus PCB126 und BaP in Primérhepa-
tocyten bei 24h. Die Konzentration in der Mischung ist mit dem doppelten Standardfehler auf dem Mischungs-
strahl eingetragen.



5 Mischungstoxizitat 76

06 7

05

0.3

0.2

PCB 126 [nM]

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Benzo(a)pyren [nM]

Abb. 5.3. Das Isobologramm zeigt das Ergebnis der Mischung 2 (48h) aus PCB126 und BaP in Primirhepa-
tocyten bei 48h. Die Konzentration in der Mischung ist mit dem doppelten Standardfehler auf dem Mischungs-
strahl eingetragen.
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Abb.5.4. Das Isbologramm zeigt die Ergebnisse der Mischung 3a (24h) und 3b (48h) aus PCB126 und Bap in
Primérhepatocyten. Die Konzentrationen in den Mischungen sind mit den doppelten Standardfehlern auf dem
Mischungsstrahl aufgetragen. Die Daten wurden in einem Experiment erhoben. Die Konzentrationen der Mi-

schungen sind mit den doppelten Standardfehlern auf dem Mischungsstrahl eingetragen.

In den Abbildungen 5.2 bis 5.4 ist zu erkennen, daf3 die Konfidenzintervalle fiir die Effekt-
konzentrationen bei Mischung 1 (24h), bei Mischung 2 (48h), und bei Mischung 3a (24h) so-
wie 3b (48h), mit der Isobolen fiir Additivitat uberlappen.

Um auch im bindren Gemisch die Resultate des Mischungsexperiments auf die zeitgleiche
Kontrolle der einzelnen Substanzen beziehen zu kénnen, wurden die Ergebnisse tiber die Toxic
unit summation ausgewertet (Tab. 5.9). Bei TUS handelt es sich um die berechneten TUS-
Werte, bei TUSyc um die iilber Monte Carlo Simulation geschatzten TUSyc-Werte.
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Tab. 5.9 Berechnete TUS- und geschitzte TUSyc-Werte mit den dazugehtrigen Standardfehlern von TUSyc
fiir alle bindren Mischungen aus PCB126 und BaP in Primirhepatocyten. * : Effekt gleich doppeltes Minimum
statt doppelter DMSO-Kontrolle.

Experiment t TUSinBe- TUSycin Stderr TUSinBe- TUSycin Stderr
zug auf die  Bezug auf TUSyc zug auf die  Bezug auf TUSpme
Vorhersage die Vorher- (Vorhersage) Kontrolle die Kontrolle (Vorhersage)
sage
Mischung 1~ 24h 1,11 1,12 0,14 0,90 0,91 0,09
Mischung 1~ 24h 0,97 0,80
Mischung 2 48h 1,06 1,08 0,12 0.84" 0,27 2,22
Mischung 2  48h 1,207 1] 0,13 0.95" 0,31 2.66
Mischung 3a  24h 2,48~ 2,51 1,33 1,427 1,06 3.25
Mischung 3b  48h 0,86 0,87 0,16
Mischung 3b  48h 0,75~ 0,76 0,17

Tabelle 5.10 zeigt die daraus resultierenden 95% Konfidenzintervalle fiir die berechneten
TUS-Werte.

Tab. 5.10 Berechnete TUS-Werte fiir drei Mischungsexperimente aus PCB126 und BaP in Primérhepatocyten
und die geschatzten 95% Konfidenzintervalle. ~: Effekt gleich doppeltes Minimum statt doppelter DMSO-
Kontrolle.

Experiment t TUSinBe- 95% doppelter TUSinBe- 95% doppelter
zug aufdie  Konfidenz- Stderrin%  zugaufdie  Konfidenz- Stderrin %
Vorhersage  intervall Kontrolle intervall
Mischung 1 24h 1,11 0,84-1.4 22 0,90  0,73-1,09 20
Mischung 2  48h 1,06 0.84-1,32 22 0,84 417471 528
Mischung 2 48h 1,20%* 0,95-1,47 21 0,95%*  -4376,27 560
Mischung 32 24h 2,48%%  0,18-5,14 107 1,42%  -508-7,92 457
Mischung 3b  48h 0,86  0,55-1,19 37
Mischung 3b 48h 0,75%* 0,42-1,10 45

Da in den Experimenten mit PCB126 und Benzo(a)pyren besonderes Augenmerk auf das
Verhalten der Mischung iiber die Zeit gerichtet wurde, soll der Kurvenverlauf zu den verschie-
denen Zeitpunkten noch einmal graphisch veranschaulicht werden. Abbildung 5.5 zeigt dazu
den Plot fiir die Mischung 1 (24h), sowie die Plots fiir die Mischung 3 bei 24h und 48h. Die
beiden voneinander unabhingigen Mischungsexperimente fiir 24h wurden in einer Abbildung
zusammengefaBt, um die Auswirkungen relativ geringer Anderungen in der Funktion auf das
Ergebnis der Mischung erldutern zu konnen.

In der Abbildung 5.5 ist zu erkennen, daf3 die Minima fiir beide 24h-Mischungen mit 33,8
und 34,3 pmol/mg/min quasi identisch sind. Die Maxima weichen um 10 pmol/mg/min vonein-
ander ab (siehe Tab. 5.6 und 5.8), womit auch der EC50 fiir Mischung 1 mit 0,21 nM PCB126
+ 49,51 nM BaP kleiner ist als der fiir Mischung 3a mit 0,31 nM PCB + 73,09 nM BaP. Mit
zunehmender Inkubationszeit nimmt das Minimum ab, bei der Mischung 3b (48h) liegt es nur
noch bei 22,4 pmol/mg/min, der Wert fiir das Maximum ist jedoch im Vergleich zu beiden 24h-
Experimenten deutlich gestiegen.
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Abb. 5.5. Die Abbildung zeigt die Plots fiir die Mischung 1 (24h) und die Mischung 3 bei 24h und 48h.

5.3.2 Diskussion

Zum Nachweis der Additivitdt von PAH und PCB wurde ein bindres Gemisch aus PCB126 und
Benzo(a)pyren tiber einen Zeitraum von 48h getestet. Dabei sollte untersucht werden, ob die
vermuteten Unterschiede in der Metabolismusrate von Benzo(a)pyren und PCB126 einen Ein-
fluB} auf das Ergebnis in der Mischung haben. Die Resultate sind in Kapitel 5.3.1 in Form von
Isobolgrammen (Abb. 5.2 bis 5.4) oder als Toxic unit summation (Tab. 5.9 und 5.10) darge-
stellt.

In den Abbildungen 5.2 bis 5.4 ist zu erkennen, daf} die Konfidenzintervalle fiir die Effekt-
konzentrationen bei Mischung 1 (24h), bei Mischung 2 (48h), und bei Mischung 3a (24h) so-
wie 3b (48h), mit der Isobolen fiir Additivitat tiberlappen. Die Hypothese, daB die beiden Sub-
stanzen konzentrationsadditiv wirken, 1aBt sich damit in allen drei Mischungen nicht zuriick-
weisen. Die Uberlappung der Konfidenzintervalle mit der Isobolen bildete ein Kriterium fiir
Additivitat (siehe Kap. 5.1.4), es wurde in jedem Fall erfiillt. Das zweite Kriterium war, daf3
der doppelte Standardfehler nicht groBer als 30% sein sollte. Dieses Kriterium wird nur von
den Ergebnissen der Mischungen 1 und 2 erfiillt. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse a3t
sich nach den hier festgelegten Kriterien die Aussage nicht verwerfen, da3 PCB126 und Ben-
zo(a)pyren sowohl nach 24h als auch nach 48h additiv wirken.

Der relativ hohe Standardfehler von x in der Mischung 3a verwundert zunichst, da der
Plot durch die gegebenen Datenpunkte gut beschrieben zu sein scheint (Abb. 5.4). Bei einer
Funktion mit vier geschitzten Parametern kann das jedoch eine ,,optische Tauschung” sein.
Der Standardfehler von x beruht auf einem vergleichsweise hohen Fehler von b, also der Stei-
gung der Funktion. Entscheidend fiir den grofen Fehler fiir die Effektkonzentration ist auch die
Lage des betrachteten Effekts. Bei der Mischung 3a liegt f{x) fast schon auf dem Plateau der
Kurve. In diesem Bereich des Plots ruft eine geringfligige Veranderung im betrachteten Effekt
E(x) eine relativ grofe Veranderung in der dazugehorigen Konzentration x hervor. Der be-
trachtete Effekt wird durch eine Konzentration von 0,687 nM PCB126 + 161,99 nM BaP her-
vorgerufen und weist einen Fehler von 0,359 nM PCB126 + 84,64 nM BaP auf. Daher kann
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hier keine Aussage dariiber gemacht werden, ob die Mischung konzentrationsadditiv ist und
..nahe” der Erwartung von 0,279 nM PCB126 + 65,08 nM BaP liegt oder nicht.

Beim Vergleich der beiden Kurven fiir 24h in Abbildung 5.5 zeigt sich, daB auch fiir den
Betrachter scheinbar geringfligige Unterschiede im Kurvenverlauf einen erheblichen EinfluB3 auf
das Ergebnis in der Mischung haben kénnen. Die beiden Kurven fiir 24h unterscheiden sich in
der Hohe des Maximums ledidglich um 10 pmol/mg/min, dies jedoch signifikant (ANOVA,
repeated measurements, p < 0,05). In der Mischung 1 ist der Effekt additiv (Abb. 5.2), in Mi-
schung 3a ist dies aufgrund des groflen Fehlers nicht zu beurteilen. Der entscheidende Unter-
schied liegt in der Lage der betrachteten Effektkonzentrationen auf der Kurve. In der Mischung
1 liegt der festgesetzte Effekt wie auch bei der Vorhersage im Steigungsbereich der Kurve, bei
Mischung 3a bereits im Bereich des Plateaus, obwohl sich die betrachteten Effekte mit
E(0,307 nM PCB126 + 72,45 nM BaP) = 70,4 pmol/mg/min (Mischung 1) und E(0,687 nM
PCB126 + 161,99 nM BaP) = 68,68 pmol/mg/min (Mischung 3a) nur geringfiigig unterschei-
den. Das Ergebnis von Mischung 3a ist damit aufgrund des hoheren Standardfehlers von x, der
auf dem flacheren Kurvenverlauf und der damit veréinderten Lage des Effekts beruht, nicht mit
den Resultaten der anderen Mischungen zu vergleichen. Das Ergebnis zeigt eindriicklich, wie
wichtig die Erhebung kompletter Konzentrations-Wirkungs-Kurven in Systemen ohne defi-
niertes Maximum (z.B. 100% Letalitét) zur Beurteilung von Mischungsexperimenten ist. Bei
Messung einzelner Datenpunkte kann die Lage des betrachteten Effekts nicht beurteilt werden.

Um auch die binaren Mischungen auf im Mischungsexperiment parallel gemessene Kon-
trollen beziehen zu konnen, wurden sie iiber die Toxic unit summation ausgewertet. Die Er-
gebnisse sind in Tabelle 5.9 dargestellt. In Bezug auf die Vorhersage ergibt sich fiir die Toxic
unit summation das gleiche Ergebnis wie mit der Methode des Isobologramms, mit der ja nur
eine Aussage in Bezug auf die Vorhersage getroffen werden kann. Die geschétzten TUSwc-
Mittelwerte sind mit den berechneten TUS-Werten nahezu identisch und liegen fiir Mischung 1,
2 und 3b mit TUSpe = 1,12, 1,08 und 0,87 in Bezug auf die Vorhersage nahe bei 1 (Tab. 5.9).
Die geschitzten Standardfehler beschreiben 95%-Konfidenzintervalle fiir TUS von 0,55 bis 1,4
(Tab. 5.10). Der Wert von TUS = 1 wird also von den 95%-Intervallen eingeschlossen. Damit
ist das erste Kriterium fiir Konzentrationsadditivitat von allen drei Mischungen erfiillt und die
Hypothese, dal3 die Substanzen PCB126 und Benzo(a)pyren konzentrationsadditiv wirken, 140t
sich nicht ablehnen. Das zweite Kriterium, daB3 der doppelte Standardfehler nicht groBer als
30% sein soll, wird jedoch wiederum nur von den Ergebnissen aus den Mischungen 1 und 2
erfiillt (Tab. 5.10). Mit den vorliegenden Ergebnissen 1dBt sich also auch mit der Methode der
Toxic unit summation und den in dieser Arbeit aufgestellten Kriterien die Aussage treffen, daB3
die Substanzen PCB126 und Benzo(a)pyren nach 24h und 48h konzentrationsadditiv wirken.

In Bezug auf die Kontrolle ist nur der TUS-Wert fiir die Mischung 1 (24h) aussagekriftig.
Er liegt bei 0,90 mit einem Konfidenzintervall von 0,73-1,09. Dies kann als weitere Bestiti-
gung fiir die Annahme, daB die Substanzen additiv wirken, gewertet werden.

Uber den Bezug des Mischungsergebnisses auf die Vorhersage und die Kontrolle sollte das
Verhalten der Mischung tiber die Zeit beurteilt werden. Es wurde erwartet, daf3 nach 48h ein
Teil des Benzo(a)pyrens metabolisiert ist und deshalb hohere nominale Konzentrationen fiir das
Erreichen des gleichen Effekts eingesetzt werden miissen. Dies resultiert theoretisch in einem
TUS4s:-Wert = 1 in Bezug auf die Kontrolle und in einem TUSg,-Wert > 1 in Bezug auf die
Vorhersage. Sowohl die berechneten als auch die geschétzten TUS-Werte entsprechen tenden-
ziell dieser Vorhersage (Tab. 5.9), allerdings sind die TUS-Werte in Bezug auf die Kontrollen
nicht statistisch abgesichert.



5 Mischungstoxizitét 80

Die beschriebene Verlagerung der TUS-Werte nach 48h griindet sich auf die Annahme, da3
sich die Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir die EROD-Induktion mit zunehmender Inkubati-
onsdauer im Konzentrations-Wirkungsdiagramm nach rechts verschiebt, derselbe Effekt also
bei hoheren Konzentrationen auftritt. Betrachtet man Abbildung 5.5, so entspricht der Kurven-
verlauf bei 48h jedoch nicht dieser Erwartung. Das Minimum ist gegeniiber 24h deutlich gerin-
ger und laBt sich iiber die intrazellulire Abnahme des Induktors aufgrund von Metabolismus
interpretieren. Allerdings nimmt auch die EROD-Aktivitit in Zellen ohne Schadstoff von 24h
nach 48h ab (Tab. 5.8). Die Abnahme des Minimums muB also nicht kansal mit dem Metabo-
lismus von Benzo(a)pyren zusammenhingen. Das Maximum der EROD-Induktion nimmt zwi-
schen 24h und 48h noch deutlich zu. Der genaue Zeitpunkt der maximalen EROD-Induktion
ist damit nicht bekannt. Er kann zwischen 24h und 48h liegen oder noch nicht erreicht worden
sein. Mit den vorhandenen Daten kann daher nicht beurteilt werden, ob eine Rechtsverschie-
bung der Kurve bereits stattgefunden hat.

Das Ergebnis der additiven Wirkung von PCB126 und Benzo(a)pyren bei 48h in der Mi-
schungen 2 in Bezug auf die Vorhersage spricht eher dafiir, da3 der Metabolismus im betrach-
teten Zeitraum noch keinen entscheidenden Einflul auf das Mischungsergebnis hat. Die Be-
trachtung eines noch lingeren Zeitraums ist mit dem System der Primirzellkulur ohne Medi-
umwechsel nicht méglich, da sich die Zellen durch eine hohe Verstoffwechselung von Ami-
nosduren zu NHj selbst vergifien wiirden.
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Zusammenfassende Betrachtung

In der Umwelt auftretende Xenobiotika konnen von Fischen metabolisiert und ausgeschieden
werden. Fiir diesen Vorgang sind Biotransformationsenzyme verantwortlich, dabei
unterscheidet man zwischen den Phasen I und II der Biotransformation. Eine besondere Rolle
im Zusammenhang mit dem Fremdstoffwechsel spielt die Unterfamilie CYP1A der Phase I-
Enzyme. CYP1A wird durch Xenobiotika induziert und aufgrund dieser Eigenschaft seit den
siebziger Jahren als Biomarker eingesetzt. Dabei diente der Biomarker CYP1A hiufig dazu,
einen Schastoffgradienten in aquatischen Systemen mit hoher chemischer Belastung zu
detektieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich Biotransformationsenzyme in der
Leber von Fischen auch dann als Biomarker eignen, wenn sie zur Differenzierung von
FlieBgewassern mit diffuser Belastungssituation eingesetzt werden. Dazu wurde die Induktion
von Enzymen der Phase I und II der Biotransformation in der Leber von Bachforellen und
Bachschmerlen gemessen, die an das Wasser zweier kleiner Flieigewisser im Raum Stuttgart
exponiert wurden. Das Belastungsmuster der beiden Gewisser ist durch Schadstoffeintriage
aus der Luft sowie durch OberflichenabfluB3 von landwirtschaftlich genutzten Flachen und
Klaranlageneinleitern gekennzeichnet. Stellvertretend fiir die Phase I wurde die Induktion von
Cytochrom P4501A (CYP1A) als spezifisch auf Xenobiotika reagierendes Enzym gemessen.
Zur Charakterisierung der Phase II Enzyme wurde die Aktivitdt der Glutathion-S-Transferase
bestimmt. Die Ergebnisse haben gezeigt, daB3 sich die Induktion von CYP1A in der Leber
beider Fischarten dazu eignet, zwischen den beiden FlieBgewissern zu unterscheiden und eine
chemische Belastung im Vergleich zur Laborkontrolle anzuzeigen. Dies gilt sowohl fiir die
Induktion des Proteingehalts von CYP1A, der immunchemisch mittels ELISA (enzyme linked
immunosorbent assay) bestimmt wurde, als auch fiir die katalytische Aktivitit von CYP1A,
die als Aktivitdt der Ethoxyresorufin-O-Deethylase (EROD) gemessen wurde. Die gréfiere
Induktionsantwort wurde in dem Gewasser mit der durchschnittlich héheren chemischen
Belastung beobachtet. Fiir das stellvertretende Enzym der Phase II konnte keine eindeutige
Induktion in Abhangigkeit von der Belastungssituation der beiden Gewésser ermittelt werden.
Die Aktivitit der Glutathion-S-Transferase weicht zwar von der Aktivitdt der Laborkontrolle
ab, die Abweichung ist jedoch positiv sowie negativ und korreliert nicht mit dem
Belastungsmuster der untersuchten Béche.

Im néchsten Schritt sollte geklart werden, ob die im Freiland beobachteten Unterschiede
der CYP1A-Antwort zwischen den Bachen ursédchlich auf den Einflul von Chemikalien
zuriickzufithren sind. Zur Kldrung dieser Frage wurde eine Kombination von in vivo- und in
vitro-Systeme eingesetzt. In einem in vivo-Versuch wurde die in Freilandtieren analysierte
Korperdosis von Schadstoffen nachgestellt und die Induktion von Cytochrom P4501A
gemessen. Direktes Resultat dieses Versuches war, daB die erwartete Korperdosis fiir die
betrachteten Schadstoffe in vivo erreicht wurde, die Induktion von CYP1A jedoch deutlich
geringer war als im Freiland. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter Einsatz des TEQ-
Konzeptes. Uber diesen Ansatz wird nicht nur die Summe der Schadstoffriickstinde
betrachtet, sondern zusitzlich die Relevanz der einzelnen Substanzen fiir die Induktion von
CYP1A gewichtet. Wichtige Substanzgruppen fiir die Induktion sind Polychlorierte Biphenyle
(PCRB) und Polyzyklische Aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH). Die Betrachtung der
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Ergebnisse iiber den TEQ-Ansatz hat gezeigt, dal3 es im Falle der metabolisierbaren PAH
offensichtlich nicht moglich ist, eine Induktionsantwort iiber die Riickstande der nicht
metabolisierten Muttersubstanzen im Organismus abschatzen zu konnen. Die im Vergleich
zum in vivo-Versuch hohere Induktionsantwort im Freiland konnte dann auf der Induktion
durch PAH, die schnell metabolisiert wurden und damit nicht mehr als Muttersubstanz
nachweisbar waren, beruhen. Zur Abschatzung der Belastung mit PAH ist es daher
erforderlich, die Konzentration der Metabolite in der Galle des Fisches zu bestimmen.

Das TEQ-Konzept beruht auf der Annahme, daB Dioxin-gdhnliche Substanzen wie PAH
und PCB additiv auf die Induktion von Cytochrom P4501A wirken. Die additive Wirkweise
dieser Substanzgruppen wurde bisher nur ansatzweise fiir Polychlorierte Biphenyle gezeigt. In
der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die additive Wirkweise auch flir die
Substanzgruppe der PAH und fiir eine Kombination von PAH und PCB zutrifft. Dazu wurden
zwel in vitro-Zellkultursysteme aus der Leber von Regenbogenforellen eingesetzt. Die
Auswabhl fiel auf die Zellinie RTL-W1 (rainbow trout liver-Waterloo 1) und auf
Primérhepatocyten aus der Regenbogenforelle. Kriterien fiir die Auswahl dieser beiden
Systeme waren, daB es sich bei beiden Systemen um nicht transformierte Leberzellen handelt
und daB beide aus der Regenbogenforelle stammen.

Um beide in vitro-Systeme fiir Kombinationswirkungsexperimente zur additiven
Wirkweise von PAH und PCB einsetzen zu kénnen, mul3te zunéchst das Induktionsverhalten
der beiden Zellkultursysteme mit Einzelsubstanzen untersucht werden. Dazu wurde die
Induktionskapazitit von neun PAH in beiden Systemen ermittelt. Die Ergebnisse haben
gezeigt, daB sich die Zellinie RTL-W1 und die Primarhepatocyten in ihrer Induktionsantwort
grundsitzlich nicht unterscheiden. In beiden Systemen wird die katalytische Aktivitdt von
CYPI1A durch die Substanzen Benz(a)anthracen, Benzo(k)fluoranthen, Benzo(a)pyren,
Chrysen und 3-Methylcholanthren induziert. Erstellt man eine Reihenfolge der
Induktionskapazitat dieser Substanzen itber den EC50, so ist sie in beiden Systemen nahezu
identisch. Die beiden Systeme sind damit in ihrer Empfindlichkeit miteinander vergleichbar.
Auf die Substanzen Anthracen, Fluoranthen, Phenanthren und Pyren haben die RTL-W1-
Zellen nie mit einer Induktion von CYP1A reagiert, die Primarhepatocyten jedoch in einigen
Fillen. Die Ursache fiir diese in einigen Experimenten auftretende Induktion konnte nicht
geklart werden.

Ein groBer Unterschied der beiden in vitro-Systeme liegt in der basalen katalytischen
Aktivitat von CYP1A (EROD). Die basale EROD-Aktivitat in den RTL-W1-Zellen ist im
Durchschnitt ca 30fach geringer als die in Priméarhepatocyten, dabei ist die basale Aktivitat in
den RTL-W1 Zellen stabiler als in den Primérhepatocyten. Aufgrund der niedrigen
Basalaktivitit weisen die RTL-W1-Zellen héhere Induktionsfaktoren (Max:Kontrolle) bei
gleichzeitig geringeren Induktionsspannen (Max-Kontrolle) als die Primarhepatocyten auf.
Ein weiterer Unterschied liegt in der Varianz der beiden Systeme hinsichtlich ihrer
Induktionsantwort. In den Primérhepatocyten variiert die Hohe und Lage des Maximums
starker als in den RTL-W1-Zellen. Die Varianz in der Hohe des Maximums driickt sich in den
groBeren Standardabweichungen fiir die mittlere Induktionsspanne in den Primérhepatocyten
aus. Der zeitliche Verlauf der Induktion ist in beiden in vitro-Systemen sehr dhnlich. Nach 24
Stunden Inkubation mit dem Schadstoff weisen beide Zellkultursysteme eine signifikante
Induktion von Cytochrom P4501A auf.

Da sich die beiden Zellkultursysteme in ihren Kulturbedingungen dadurch unterscheiden,
daB RTL-W1-Zellen in serumhaltigem Zellkulturmedium gehalten werden miissen, wurde der
EinfluB des Serumgehalts im Medium auf die Induktionskapazitit eines exemplarischen PAH
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in beiden in vitro-Systemen untersucht. Dabei stellte sich heraus, daf3 die Zugabe von Serum
die Induktionsspanne sowohl in RTL-W1-Zellen als auch in Primarhepatocyten verdndern
kann. In den Primarhepatocyten tritt dieser Effekt jedoch nicht in allen untersuchten Fallen
auf. Die Ergebnisse deuten darauf hin, daB das Serum einen positiven Effekt auf die
physiologische Konstitution der Leberzellen haben konnte und dariiber die Induktion in den
Zellen fordern kann. Dies gilt besonders fiir die Primarhepatocyten. Die Beeinflussung ist
jedoch nicht so gravierend, daf} ein regelmaBiger Einsatz von Serum auch in der Kultur von
Primérhepatocyten begriindet werden kann.

Der Vergleich der beiden Zellkultursysteme hat gezeigt, daB beide in vitro-Systeme fiir
Induktionsanalysen von CYP1A-induzierenden Substanzen oder Proben (z.B.
Sedimentextrakte, Organextrakte etc.) geeignet sind. Da sich beide Systeme in ihrer
grundsatzlichen Induktionsantwort nicht unterscheiden (beide Systeme reagieren auf
dieselben Substanzen mit vergleichbarer Empfindlichkeit) kann die aufwendige
Primérzellkultur fiir freilandrelevante Induktionsanalysen durch die Zellinie RTL-W1 ersetzt
werden.

In den Untersuchungen zur Kombinationswirkung von PAH und PCB kamen beide in
vitro-Systeme zum Einsatz. Fiir die Untersuchung der additiven Wirkweise von
Polyzyklischen Aromatischen Kohlenwasserstoffen wurde die RTL-W1-Zellinie eingesetzt,
da hier bei der Auswahl des in vitro-Systems nur wichtig war, dal das Zellsystem eine gute
Induktionskapazitat aufweist. Theoretische Grundlage fiir das Versuchsdesign ist die
konzentrationsadditive Wirkung der Substanzen, die eingesetzte Methode war die der Toxic
Unit Summation. Statistisch konnte die Hypothese, daB die untersuchten Substanzen nicht
konzentrationsadditiv wirken, nicht zuriickgewiesen werden. In der hier vorliegenden Arbeit
wurden eigene Kriterien zur Bewertung der Mischungsergebnisse aufgestellt. Unter
Anwendung dieser Kriterien auf die erhobenen Daten konnte nicht eindeutig gezeigt werden,
daB die untersuchten PAH konzentrationsadditiv wirken.

In einem weiteren Kombinationsexperiment wurde ein Gemisch aus einem PAH
(Benzo(a)pyren) und einem PCB (PCB 126) untersucht. Hier sollte gezeigt werden, dal3
Vertreter aus zwei verschiedenen Stoffgruppen konzentrationsadditiv in der Induktion von
CYPI1A wirken. Dabei sollte zusétzlich der EinfluB des zeitlichen Verlaufs der Induktion und
damit der angenommene Metabolismus von Benzo(a)pyren in Betracht gezogen werden. Um
die metabolische Kapazitit des in vitro-Systems zu gewihrleisten, wurde hier das System der
Primérhepatocyten eingesetzt. Es wurde angenommen, daB3 die Mischung aufgrund der
Abnahme der Konzentration des einen Induktors mit zunehmender Inkubationszeit weniger
als additiv wirkt. Theoretisch wurde das Konzept der Konzentrationsadditivitit sowie die
Methode des Isobolograms als auch die der Toxic Unit Summation eingesetzt. Die Ergebnisse
haben unter Anwendung der eingefiithrten Bewertungskriterien gezeigt, da3 die Mischung
sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden konzentrationsadditiv wirkt. Damit scheint der
Metabolismus im untersuchten Zeitrahmen noch keinen wesentlichen EinfluB} auf die
konzentrationsadditive Wirkung in der Mischung zu haben. Die Annahme der
Konzentrationsadditivitat von PAH und PCB, die die Voraussetzung fiir den Einsatz des TEQ-
Konzepts bildet, ist damit mit den in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten valide.

Ein weiterer Versuch, der die Induktionsantwort im Freiland ursichlich auf die Belastung
mit PAH und PCB zuriuckfiihren sollte, war ein Extraktversuch unter Kombination von
Freiland- und in vitro-Systemen. Auch die Interpretation dieses Versuchs setzt
Konzentrationsadditivitit der genannten Substanzgruppen voraus. Fische wurden im Freiland
exponiert, in einem Teil der Lebern die Indukion von CYP1A bestimmt, und aus dem
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verbleibenden Teil der jeweiligen Leber ein PAH/PCB-Extrakt hergestellt. Dieser Extrakt
wurde auf seine Induktionskapazitit in der Zellinie RTL-W1 getestet. Wenn die Induktion im
Freiland hauptséchlich auf die PAH und PCB zuriickzufiihren ist, sollten die Ergebnisse aus
dem Freiland mit denen in vitro in einer linearen Regression korrelieren. Die Ergebnisse
haben gezeigt, daB sich der lineare Zusammenhang mit einem Regressionskoeffizienten von
ca 0,6 beschreiben 146t. Die Induktion im Freiland 148t sich also zu ca 60% iiber die
Inhaltstoffe des Extrakts erkliren. Das Ergebnis aus dem Extraktversuch gibt einen Hinweis
darauf, daB die CYP1A-Induktion im Freiland zu ca 40% durch andere Faktoren bestimmt
werden kann. Dieser Befund ist deshalb wichtig, da die Induktion von CYP1A bisher als ein
Biomarker betrachtet wurde, der besonders spezifisch auf Xenobiotika reagiert. Die
Diskrepanz zwischen Freiland und in vitro im Extraktversuch kann chemische als auch
biologische Ursachen haben. Chemische Ursachen wiren z.b. die Hemmung der Induktion
von CYP1A durch Chemikalien, die im Freiland, jedoch nicht in vitro wirken konnen. Als
biologische Ursachen wiren z.B. der EinfluB der Temperatur, des Ernahrungszustandes der
Fische oder ihres Sexualzyklus zu nennen. Auch die Wirkung dieser Faktoren ist in vitro
weitestgehend ausgeschaltet. Der Extraktversuch kann damit Hinweise darauf geben, wie die
Wirkung von Chemikalien und anderer nicht chemischer EinfluBgroBen im Freiland zu
wichten ist. Die Kombination von Freilanduntersuchungen mit in vivo-und in vitro-
Experimenten kann daher Interpretationshilfen fiir Freilandstudien liefern.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daB3 mit dem Biomarker CYP1A auch
zwischen aquatischen Standorten, die durch eine diffuse und relativ schwache Belastung
charakterisiert sind, differenziert werden kann. Da die Umweltbelastung in aquatischen
Systemen in den letzten Jahren zuriickgegangen ist, ist dies fiir den zukiinftigen Einsatz dieses
Markers im Biomonitoring von besonderer Bedeutung. Durch die Kombination von in vivo-
und in vitro-Systemen konnte auBerdem eine quantitative Abschdtzung vorgenommen
werden, inwieweit die gemessene Biomarkerantwort auf den Einflufl von Schadstoffen
zuriickgeht. Die Kombination dieser Systeme bietet damit ein weites Feld zukiinftiger
Ursachenforschung. Dies gilt nicht nur im Hinblick auf den Endpunkt CYP1A. Durch die
Auswahl eines geeigneten in vitro-Systems fiir den jeweils betrachteten Endpunkt 6ffnet sich
eine Vielzahl von Méglichkeiten auf dem Gebiet der aquatischen Toxikologie.
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Tab. A.1-1. EROD-Aktivitét in [pmol/mg/min] in der Zellinic RTL-W1 nach 24h Exposition an Benz(a)anthracen. Die verschiedenen Versuche wurden mit ncuen Zellpassagen S
und neu angesetzten schadstoffhaltigen Medien durchgefiihrt. —
\'% C 390 7.81 1562 31.25 6250 125 250 500 1000 3000 6000 IF IS Min Max EC50 b Meth 5
[nM] [oM] [nM] [nM] [oM] [oM] [nM] [aM] [oM] [oM] [nM]  [nM] o

1 Mw 086 171 110 177 248 3.69 513 1127 1240 1400  1402° 9.5 1630 13.16 1.73 14.02 16633 -2.21 LCA .
Std 022 062 029 102 173 200 302 258 305 144 026 0.97 g

2 Mw 037 038 050 039 038 062 173 173 384 470" 632 18.94 664 034 701 54508 -1.23 LCA e
Std 018 007 028 010 000 008 122 017 175 057 1.15 ;

3 Mw 085 109 096 144 198 337 356 518 892" 9617 1229 1127 1434 1134 1.18 12.19 317.01 -1.22 LCA F!
Std 037 041 016 064 064 113 023 036 056 162 093 051 2

Tab. A.1-2. EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min] in der Zellinie RTL-W1 nach 24h Exposition an Benzo(a)pyren. Die verschicdenen Versuche wurden mit neuen Zellpassagen und
neu angesetzten schadstoffhaltigen Medien durchgefiihrt.

A C 390 781 1562 3125 625 125 250 500 1000 5000 10000 IF IS Min Max EC50 b Meth
[nM] [nM] [aM] [aM] [oM] [oM]  [nM] [oM] [nM] [nM] [nM] [nm]

1 Mw 083 193 1.84 450 7.86 1075 13.00° 1534  17.07 1533 416 026 1986 15.66 0.76 1649 39.60 -1.28 LCA
Std 016 069 023 059 304 166 235 160 247 051 097 025

2 Mw 039 08 139 182 325 38 515 545 600 610 142 017 1617 592 035 631 3878 -105 LCA

Std 006 021 008 070 031 166 067 056 064 060 096 0.14

3 Mw 070 079 084 134 185 426 617 10.11° 1001° 996 339 0.12 1488 972 0.88 1042 9361 -1.05 LCA
Std 005 020 020 028 023 101 120 246 108 024 070 004

V = Versuch, C = Lésungsmittelkontrolle, IF = Induktionsfaktor, IS = Induktionsspanne, Min = Minimum, Max = Maximum, EC50 = Konzentration in nM bei halber maximaler
Induktion, b = Steigungsparameter der Funktion 4.1, Meth. = verwendete Methode zur EROD-Messung, Mw = Mittelwert, Std = Standardabweichung, LCA = Live Cell Assay
* = Signifikanter Unterschied der EROD-Aktivitit zur Losungsmittelkontrolle (One Way ANOVA, p<0,001)
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Tab. A.1-3. EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min] in der Zellinie RTL-W 1 nach 24h Exposition an Benzo(b)fluoren. Die verschiedenen Versuche wurden mit neuen Zellpassagen
und nen angeselzten schadstoffhaltigen Medien durchgefiihrt.

\' C 390 781 1562 31.25 625 125 250 500 1000 4000 8000 16000 22500 IF IS Min Max ECS50 b  Meth.
(nM] [nM] [nM] [oM] [nM] [nM] [oM] [nM]  [nM] [nM]  [oM] [nM] [oM]  [nm]

1 Mw 120 151 190 271 5310 7.74 9.83 1526 1679 2027 1662° 9.13° 470 4.40 1557 17.49 162 1869 103.00 -1.36 LCA
T Sid 038 090 LIS 139 334 231 131 288 153 304 075 023 079 065

2 Mw 049 069 090 094 181 268 435 553 688 753 878 785 3.16 282 1712 790 054 839 14227 -1.14 LCA

Std 017 020 043 041 124 140 115 155 088 143 121 028 044 0.22

3 Mw  1.00 152 1.13 159 327 359 653 9.89 1240 13.06° 13.98 835 575 1.95 14.05 13.05 138 14.05 156.66 -1.49 LCA

Std 025 026 042 028 233 030 1.18 087 120 114 080 036 073 259

Tab. A.1-4. EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min] in der Zellinie RTL-W1 nach 24h Exposition an Chrysen. Die verschicdenen Versuche wurden mit neuen Zellpassagen und neu
angesetzien schadstoffhaltigen Medien durchgefiihrt.

\'% C 390 7.81 1562 3125 625 125 250 500 1000 4000 8000 IF IS Min Max ECS50 b Meth
[nM] [nM] [nM] [nM] [oM] [nM] [nM] [nM] [nM] [naM]  [nM]  [nM]
1 Mw 081 1.15 095 161 117 274 266 7.64 904 1334 1376 1506 18.17 1391 1.12 14.72 32720 -1.53 LCA

Std 025 047 030 032 048 062 045 134 220 127 032 322

2 Mw 070 067 066 062 080 131 140 3.10° 377 551" 803 7.07 1124 7.17 0.64 7.87 53499 -125 LCA

Std 024 021 016 035 028 030 019 153 026 080 118 0.84

3 Mw 052 090 064 086 097 149 245 435 598 985 11.63° 1248 24.26 12.10 0.77 12.62 50335 -135 LCA

Std 020 023 0.07 048 0.16 041 039 149 065 045 128 140

V = Versuch, C = Losungsmittelkontrolle, IF = Induktionsfaktor, IS = Induktionsspanne, Min = Minimum, Max = Maximum, EC50 = Konzentration in nM bei halber maximaler
Induktion, b = Steigungsparameter der Funktion 4.1, Meth. = verwendete Methode zur EROD-Messung, Mw = Mittelwert, Std = Standardabweichung, LCA = Live Cell Assay
* = Signifikanter Unterschied der EROD-Aktivitiit zur Losungsmittelkontrolle (One Way ANOVA, p<0,001)
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Tab. A.1-5. EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min] in der Zellinie RTL-W 1 nach 24h Exposition an 3-Methylcholanthren. Dic verschiedenen Versuche wurden mit neuen
Zellpassagen und neu angesetzten schadstoffhaltigen Medien durchgefiihrt.

v C 390 7.81 1562 3125 625 125 250 500 1000 5000 10000 IF IS Min Max EC50 b  Meth

["M] [nM] [oM] [nM] [aM] [oM] [@M]  [nM]  [nM]  [nM]  [nM] [nM] )

I Mw 098 196 208 3.10 541" 958 1235 13.78° 12407 1196  14.11° 16.17° 14.09 12.83 1.81 13.81 46.75 -1.98 LCA
Std 021 025 051 090 150 196 401 285 146 075 133 2.08

2 Mw 030 046 059 096 159 251" 328 452 562 549" 582 0.67 18.63 565 039 595 100.05 -1.20 LCA
Std 0.14 016 0.13 025 018 126 011 091 051 0.64 0.80 0.20

3 Mw 056 097 083 185 198 319 515 752 878 1114 9.81° 461" 18.80 9.97 1.06 1053 147.10 -1.49 LCA
Std 034 073 018 128 032 043 057 074 121 1.43 1.02 1.61

Tab. A.1-6. EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min] in der Zellinie RTL-W1 nach 24h Exposition an Anthracen. Die verschiedenen Versuche wurden mit neuen Zellpassagen und neu
angesctzten schadstoffhaltigen Medien durchgefiihrt.

v C 390 7.81 1562 3125 625 125 250 500 1000 2500 5000 10000 20000 Meth.
[nM] [oM] [oM] [oM] [oM] [aM] [aM] [aM] [nM] [oM] [aM] [oM] [aM] [nM]

1 Mw 159 233 152 136 141 188 149 220 119 128 137 143 101 145 LCA
Std 067 074 050 020 031 036 035 030 038 006 0.14 032 0.10 047

2 Mw 037 029 029 030 033 025 025 035 040 024 040 035 027 034 LCA
Std 013 007 013 011 016 010 018 015 011 016 027 009 011 0.14

3 Mw 061 082 050 052 065 056 057 044 071 063 064 058 063 077 LCA
Std 009 016 019 011 014 016 023 014 016 005 009 028 004 0.16

V = Versuch, C = Lésungsmittelkontrolle, IF = Induktionsfaktor, IS = Induktionsspanne, Min = Minimum, Max = Maximum, EC50 = Konzentration in nM bei halber maximaler
Induktion, b = Steigungsparameter der Funktion 4.1, Meth. = verwendete Methode zur EROD-Messung, Mw = Mittelwert, Std = Standardabweichung, LCA = Live Cell Assay
* = Signifikanter Unterschied der EROD-Aktivitit zur Losungsmittelkontrolle (One Way ANOVA, p<0,001)
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Tab. A.1-7. EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min] in der Zellinic RTL-W1 nach 24h Exposition an Fluoranthen. Die verschiedenen Versuche wurden mit neuen Zellpassagen und
neu angesetzien schadstoffhaltigen Medien durchgefiihrt.

v C 390 781 1562 3125 625 125 250 500 1000 4000 8000 Meth.
(oM] [nM] [oM] [aM] [oM]  [oM]  [aM]  [aM]  [aM]  [nM]  [nM] [nM]

I Mw 183 164 161 157 164 199 28 205 146 140 114 075 LCA
Std  0.85 064 042 024 027 012 040 012 034 016 011 018

2 Mw 048 0.56 048 048 045 047 039 035 053 044 039  0.08 LCA
Std  0.06 005 0.10 008 003 004 005 012 003 004 010  0.09

3 Mw 079 090 082 098 104 107 082 08 113 116 065 039 LCA
Std 0.8 045 013 022 013 019 015 009 009 020 005 008

Tab. A.1-8. EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min] in der Zellinic RTL-W1 nach 24h Exposition an Phenanthren, Die verschicdenen Versuche wurden mit neuen Zellpassagen und
neu angesetzten schadstoffhaltigen Medien durchgefiihrt.

\% C 390 7.81 1562 3125 625 125 250 500 1000 4000 8000 Meth.
[(nM] [nM] [oM] [nM] [oM] [nM]  [nM]  [aM]  [aM]  [oM]  [nM]  [nM]

1 Mw 156 129 147 109 148 140 136 118 147 101 136 125 LCA
Std 083 042 0.19 042 043 031 027 034 055 038 048 0.17

2 Mw 041 047 085 037 044 038 056 034 038 053 054 026 LCA
Std 004 007 026 0.2 0.19 026 027 012 020 009 001  0.07

3 Mw 087 120 105 082 109 087 104 129 094 090 094 091 LCA
Std 017 026 036 017 023 014 012 040 012 004 023 007

Tab. A.1-9. EROD-AKktivitiit in [pmol/mg/min] in der Zellinic RTL-W1 nach 24h Exposition an Pyren, Die verschiedenen Versuche wurden mit neuen Zellpassagen und neu
angesetzten schadstoffhaltigen Medien durchgefiihrt,

v C 39 781 1562 3125 625 125 250 500 1000 4000 8000 16000 32000 64000 128000 Meth
(nM] [nM] [nM] [oM] [onM] [nM] [oM] [oM] [aM] [oM] [nM] [aM] [nM] [oM] [oM]  [nM]

1 Mw 191 193 197 167 187 180 165 167 214 272 326 380 234 086 0.56 046 LCA
Std 044 059 041 073 013 057 027 025 043 055 058 039 016 0.14 026 0.14

2 Mw 058 047 048 041 053 042 054 043 053 098 066 015 012 0.13 015 0.01 LCA
Std 029 021 015 002 017 012 022 010 028 018 019 009 015 016 008 0.04

0.89 081 072 067 069 053 068 062 074 077 163 282 114 033 020 022 LCA

Std 027 025 010 011 031 029 009 009 004 019 023 013 030 009 0.12 0.03

l w
g

V = Versuch, C = Losungsmittelkontrolle, Meth. = Methode der EROD-Messung, LCA = Live Cell Assay
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Tab. A.2-1. EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min] in Primérhepatocyten nach 24h Exposition an Benz(a)anthracen. Die verschiedenen Versuche und Isolierungen (Fische) sind
durchnumeriert. Innerhalb eines Versuchs wurden dieselben schadstoffhaltigen Medien verwendet.

VFE G C 625 125 250 500 1000 6000 U IF IS Min Max EC50 b Meth
[nM] [nM] [oM] [aM] [oM] [oM]  [oM] ;
107 w, Mw26013510° 36.22° 4161° 47.79" 5695 4639 RTG 2.16 3034 35.12 56.35378.43 -2.51 LCA
reif
Std 097 033 042 084 103 374 411
108 m, Mw 1046 3513 37.99" 39.32° 39.44° 4739" 50.82 RTG 4.86 4047 37.23 50.93751.02 -3.4 LCA
reif

Std 081 174 251 552 269 1.60 1.43

C 589 1170 2343 4687 93.75 18750 375 750 1500 3000 6000
[(nM] [nM] [oM]  [oM]  [oM]  [aM]  [oM]  [oM] [aM]  [nM]  [oM]  [nM]

0

11 10 m Mw 27.50 42.16° 55.42° 60.33° 6825 73.01° 8542  107.35 97.48 112.30° 114.74° 130.97 Ma 6.09 140.14 2.43e-7 167.64 153,72 -0.31 LCA

Std 293 208 339 762 2.04 0.85 375 1736 1832 703 589 3.9

1111 m Mw 643 9016 93.60° 106.36° 93.70° 13527 4292 2275 6431 121.99° 1525 156.65 Ma LCA

Std 6.09 2634 1.71 4384 3231 3331 4163 3194 2580 2768 1638 39.65

C 1562 3125 62,5 125 250 500 1000
(nM] [nM] [oM] [oM] [oM] [oM] [oM]  [nM]

1315m Mw5505 47.78 4996 5327 7253 6753 2041 2674 Ma LCA

Std 3.87 11.03 291 615 266 13.92 9.56 295

C 39 781 1562 3125 6250 125 250 500 1000 3000 6000
(nM] [oM] [oM] [oM] [oM] [oM] [oM] [oM] [oM] [aM] [oM]  [nM]

1519w Mw 5881 5662 67.09 8753 7759 7415 64.36 8528 8635 90.12 108.86° 98.28° Ma LCA
Std 6.93 2839 1005 1222 745 19.08 544 1011 17.15 7.86 1.25 16.86
1519w MwS5503 7525 7262 8750 7405 89.66 6773 80.18 9933 89.63 89.73 99.97 Ma LCA

Std 19.25 1249 11.79 2511 2088 1439 1805 3059 1031 1648 474 10.80

V = Versuch, F = Fisch, G = Geschlecht (w = weiblich, m = méinnlich), C = Lésungsmittelkontrolle, U = Untergrund, IF = Induktionsfaktor, IS = Induktionsspannc,
Min = Minimum, Max = Maximum, EC50 = Konzentration in nM bei halber maximaler Induktion, b = Steigungsparameter der Funktion 4.1,

Meth. = verwendete Methode zur EROD-Messung, Mw = Mittelwert, Std = Standardabweichung,

RTG = Zellinie rainbow trout gonad, Ma = Matrigel, LCA = Live Cell Assay, Stop = Stop-Assay nach S.W. Kennedy

* = Signifikanter Unterschicd der EROD-Aktivitit zur Lésungsmittelkontrolle (One Way ANOVA, p<0,001)
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Tab. A.2-2. EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min] in Primérhepatocyten nach 24h Exposition an Benzo(a)pyren. Die verschiedenen Versuche und Isolierungen (Fische) sind

durchnumeriert. Innerhalb eines Versuchs wurden dieselben schadstoffhaltigen Medien verwendet.

V F G C 250 500 1000 4000 8000 U IF IS Min Max ECS0 b Meth
[nM]  [nM]  [nM]  [nM]  [nM] ;
4 1 w Mw 4039 5817 6264 63.39° 54.07 64.14° RTG LCA
Std 1237 338 200 219 808 13.65
¢ 625 125 250 500 1000
[nM]  [nM]  [nM]  [oM]  [nM]
S 2 w Mw 424 869 1063 1598 1920° 24.53 RTG LCA
std  1.03 104 098 121 1.8 213
5 2 w Mw 804 1356 17.73 2223° 2986 3625 RTG LCA
Std 08 141 28 155 112 148
6 3 nb Mw 066 032 203 364 233 080 RTG LCA
Std 023 040 100 .16 122 020
7 4 w Mw 978 641 1800 22.58° 24317 27.12° RTG LCA
Std 155 710 360 635 58 551
C 781 1562 3125 6250 125 250
[nM]  [nM] [nM] [nM] [nM]  [nM]
10 8 m, Mw 1046 29.09° 3501° 4240° 48.92° 62.84° 65.82° RTG 7.02 63.05 2543 7351 5488 -1.19 LCA
reif
Std 081 442 685 795 1136 1022 131
10 7 w,.f Mw 2601 3859° 34.08 44.39° 50.22° 60.78° 67.86 LCA
el
S 097 239 280 198 38 117 1235
C 390 781 1562 3125 6250 125 250 500 1000 2000 4000
(nM] [M] [nM]  [nM] [M]  [nM]  [nM]  [nM]  [nM]  [nM]  [nM]
11 10 m Mw 3805 3690 4325 4647 5350 6141 11224° 115.12° 116.83° 96.53* 109.32° 107.22" Ma 299 7600 44.88 11405 7489 -622 LCA
std 311 379 7.4 59 568 1460 730 1239 656 1519 843 39.04
11 9 m, Mw 2524 3077 2720 2992 3485 3406 5229° 54.11° 47.13° 62.03° 58.74° 7299 Ma 392 7384 17.88 99.08 90598 -0.38 LCA
reif
Std 456 693 147 B854 842 681 1355 1154 708 1354 235 244
C 195 39 781 1562 3125 6250 125 250 500 1000 5000 10000
[nM]  [(nM]  [nM]  [oM]  [nM] [oM] M) [aM]  [nM]  [nM]  [nM]  [nM]
15 19 w  Mw 6857 101.53 97.78 67.94 9463 76.63 9078 79.67 13029° 10469 9001 60.89 73.77 Ma LCA
Std 884 1322 1949 1019 856 13.86 3227 1634 1732 1734 847 761 2.74
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Tab. A.2-2 Fortsetzung (EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min] in Primérhepatocyten nach Exposition an Benzo(a)pyren)

VvV F G c 195 39 781 1562 3125 6250 125 250 500 1000 5000 10000 U ¥ IS Min Max ECS0 b Meth
[(nM]  [oM]  [nM]  [nM]  [nM]  [nM]  [nM]  [nM]  [nM] [nM]  [nM]  [nM] :
16 21 w Mw 369 3243 37.06 43.51 4173 3307 2528 2298 4531 4791 4696 3768 189 Ma LCA
Std 510 509 710 392 705 236 953 1282 1015 553 037 597 088
18 25 np Mw 4147 5992 7801 59.11 5998 86.38 81.92 108.67 10772 132.44° 12987 5449 26.87 Ma Stop
Std 084 1204 2366 1308 922 3461 928 3443 2087 3159 2258 264 931
18 26 np. Mw 69.01 6060 64.36 5383 G0.80 58.65 84.97 12148 151.69° 164.89° 133.11° 29.16" 12.17 Ma Stop
Std 525 645 853 931 993 670 1066 2056 4981 1700 714 066 1.96
C 3125 6250 125 250 SO0 1000
[aM]  [aM]  [nM]  [nM]  [nM]  [nM]
19 27 w  Mw 1433 2032° 2760 37300 4573 4926° 51.92* Ma 362 3844 1407 5277 9462 -149 Stop
Std 074 188 273 188 423 432 491
C 390 1562 6250 250 1000 10000
[nM]  [nM]  [nM]  [nM] [nM] [nM]
20 30 w, Mw 2912 2926 3520 49.66° 66.57° 76.91" 9.98" Ma Stop
reifl
Std 128 073 155 433 237 150 129
C 390 1562 6250 250 1000 10000
[(nM]  [nM]  [nM]  [nM] [nM]  [nM]
22 33w Mw 2546 3027 3615 44.34° 7196 7844  24.94 Ma 3.13 5433 3225 79.79 10782 -1.83 Stop
Std 069 144 355 261 735 727 511
C 195 390 781 1562 3125 6250 125 250 500 1000 5000 10000
[nM]  [oM]  [oM]  [nM]  [nM]  [nM]  [aM]  [nM]  [aM]  [aM]  [nM]  [nM]
22 34 w  Mw 4569 3885 4192 41.79 4349 41.54 4967 63.96 7561 7671 79.65 56.43° 14.68° Ma Stop
Std 202 310 226 225 070 071 101 634 547 885 48 597 258

V = Versuch, F = Fisch, G = Geschlecht (w = weiblich, m = ménnlich), C = Lésungsmittelkontrolle, U = Untergrund, IF = Induktionsfaktor, IS = Induktionsspanne,
Min = Minimum, Max = Maximum, EC50 = Konzentration in nM bei halber maximaler Induktion, b = Steigungsparameter der Funktion 4.1,

Meth. = verwendete Methode zur EROD-Messung, Mw = Mittelwert, Std = Standardabweichung,
RTG = Zellinie rainbow trout gonad, Ma = Matrigel, LCA = Live Cell Assay, Stop = Stop-Assay nach S.W. Kennedy
* = Signifikanter Unterschied der EROD-Aktivitéit zur Losungsmittelkontrolle (One Way ANOVA, p<0,001)
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Tab. A.2-3. EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min] in Primirhepatocyten nach 24h Exposition an Benzo(b)fluoren. Die verschiedenen Versuche und Isolierungen (Fische) sind
durchnumeriert. Innerhalb eines Versuchs wurden dieselben schadstoffhaltigen Medien verwendet.

VF G C 125 250 500 1000 8000 U IF IS Min Max EC50 b Meth
(nM] _[nM] [nM] _ [nM] _ [nM] _ [nM]
8 5 m_ Mw 1947 2289 23.00° 2675 30.70° 32.50° RTG 1.66 1295 22.54 3242 567.6 -2.95 LCA

Std 1.58 049 154 112 203 211

C  43.93 87.86 175.73 35146 702.92 1405 2811 5623 11246 22493 44987
[(nM] _ [oM] [nM]  [nM]  [sM]  [aM]  [oM] [nM]  [aM]  [oM]  [nM]  [nM]

9 6 m Mw 2011 1908 2053 2103 2511 25502575 2237 2498 2384 2221 21.19 RTG LCA

Std 1.00 146 1.07 1.89 193 392 219 214 305 331 218 043

C 21.97 43.94 8789 17578 3515 703 1406 2812 5625 11250 22500
[oM]  [nM] [oM] [opM]  [nM]  [oM]  [oM] [oM] [oM] [oM]  [nM]  [nM]

11 10 m Mw 2510 3831 4827 5452° 6288 82.59 97.63° 99.90° 100.15 102.73° 92.30° 106.60° Ma 4.03 76.24 4123 101.34 21624 -1.73 LCA

Std 212 085 668 304 476 178 211 1809 6.16 980 1933 10.88

11 11 m, Mw 486 1239 605 11.05 13.02 7897 79.66 45.02 146 11448 61.79 12326 Ma LCA
reif

Std 037 489 410 649 1165 8096 33.53 17.41 1.35 40.84 2861 46.52

C 1562 3125 625 125 250 500 1000
[("M] [oM] [nM] [oM]  [oM] [nM]  [nM] [nM]

1315 m Mw 103.00 66.98 66.16 91.77 101.15 65.52 38.66" 52.81° Ma LCA

Std 1227 680 846 3637 2924 1760 831 33.08

V = Versuch, F = Fisch, G = Geschlecht (w = weiblich, m = ménnlich), C = Losungsmittelkontrolle, U = Untergrund, IF = Induktionsfaktor, IS = Induktionsspanne,
Min = Minimum, Max = Maximum, EC50 = Konzentration in nM bei halber maximaler Induktion, b = Steigungsparameter der Funktion 4.1,

Meth. = verwendete Methode zur EROD-Messung, Mw = Mittelwert, Std = Standardabweichung,

RTG = Zellinie rainbow trout gonad, Ma = Matrigel, LCA = Live Cell Assay, Stop = Stop-Assay nach S.W. Kennedy

* = Signifikanter Unterschied der EROD-Aktivitiit zur Losungsmittelkontrolle (One Way ANOVA, p<0,001)
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Tab. A.2-4. EROD-Aktivitiit in [pmol/mg/min] in Primiirhepatocyten nach 24h Exposition an Chrysen. Die verschiedenen Versuche und Isolierungen (Fische) sind
durchnumeriert. Innerhalb ecines Versuchs wurden dieselben schadstoffhaltigen Medicn verwendet.

VvV F G [n%/ll [:liil |isn§|)| [fgg] [':&(; fr?]&g U IF IS Min Min EC50 b Meth
8 5 m Mw  24.21 30.17 31.84° 36.28" 34.13" 34.73 _ RTG LCA
std 080 207 119 330 252 731 -

C 781 1562 3125 625 125 250 500 1000 2000 4000 8000
[nM] [nM] [nM] [oM] [nM] [oM] [oM] [oM] [oM] [oM] [oM]  [nM]
LCA

9 6 m Mw 20110 19.63 21.94 23.07 23.47 31.59° 19.05 20.17 20.35 18.66 18.14° 17.95 RTG

Std 132 057 168 052 129 214 087 048 039 088 020 1.73

11 10 m Mw 3207 3649 36.07 3948 40.46 50.61° 77.38° 74.73° 95.45° 94.23° 90.99" 114.56° Ma 3.29 73.58 32.67 10565 276.68 -1.07 LCA

Std 1.19 3.14 319 260 595 399 390 970 492 7.64 1740 12.96

C 1562 3125 625 125 250 500 1000 2000 4000 8000
[(nM] [oM] [oM] [oM] [oM] [oM] [nM] [oaM] [nM] [nM] [nM]

11 9 m,reif Mw 1424 17.00 1930 2229 2871 35.87 4527 4568 4874 51.19° 61.78 Ma 495 5637 058 7061 2626 -0.46 LCA

Std 300 248 219 096 332 1276 494 222 871 117 204

V = Versuch, F = Fisch, G = Geschlecht (w = weiblich, m = ménnlich), C = Lisungsmittelkontrolle, U = Untergrund, IF = Induktionsfaktor, IS = Induktionsspanne,
Min = Minimum, Max = Maximum, EC50 = Konzentration in nM bei halber maximaler Induktion, b = Steigungsparameter der Funktion 4.1,

Meth. = verwendete Methode zur EROD-Messung, Mw = Mittelwert; Std = Standardabweichung,

RTG = Zellinie rainbow trout gonad, Ma = Matrigel, LCA = Live Cell Assay, Stop = Stop-Assay nach S, W, Kennedy

* = Signifikanter Unterschied der EROD-Aktivitit zur Losungsmittelkontrolle (One Way ANOVA, p<0,001)
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Tab. A.2-5. EROD-AKktivitit in [pmol/mg/min] in Primirhcpatocyten nach 24h Exposition an 3-Methylcholanthren. Die verschiedenen Versuche und Isolieningen (Fische) sind
durchnumeriert. Innerhalb eines Versuchs wurden dicsclben schadstofThaltigen Medien verwendet.

VT G C 39 781 1562 3125 625 125 180 250 500 1000 8OO0 U IF IS Min Max EC50 b Meth,
[nM] [oM]  [nM] oM]  [aM]  [nM]  [nM]  [nM]  [mM]  [nM]  [nM]  [nM]
12 13 m Mw 1259 1306 1272 13.14 1373 1503 1930 24,57 25517 27.17° 3070 34.01° Ma 2.64 20.69 12.31 33.28 187.53 -1.33 LCA
Std 055 044 206 051 100 1.8 681 322 728 838 335 522
12 12m  Mw 1783 1941 1876 23.67 2948  39.39° 47.08° 56.34° 59.09° 52.76° 57.39° 52.63° Ma 3.14 3817 1938 56 539 -2 LCA
Std 297 350 240 039 169 495 847 398 645 360 454  3.08
12 14 np. Mw 3325 3404 4650 51.89 59.17 7661 3915 4050 3852 4033 4294 5025 Ma LCA
Std 327 474 499 650 431 609 11.05 2165 21.76 2731 2152 2281
C 29 58 1170 2340 4680 9375 1875 375 750 1500 3000 6000 12000
[oM] [pM] [nM]  [oM]  [nM]  [nM] [nM]  [aM]  [nM]  [aM]  [pM]  [nM]  [nM]  [nM]
14 17 np. Mw 3162 17.02 2073 2327 29.08 2550 4029 2879 19135 21465 27142° 24273 107.15 102.39 Ma LCA
Std 1075 840 430 578 660 13.64 952 860 6162 4859 7505 15530 2236 19.51
Vs C 39 781 1562 3125 625 125 250 500 1000 5000 10000
[nM] [oM]  [oM] [oM]  [nM]  [nM]  [nM] [(nM] [M]  [@M]  [nM]  [om]
1 36m, Mw 800 1430 1842° 20.56° 1385 17.15° 12.64 23.19° 16.33° 1840° 16.92° 1549 Ma LCA
reif
Std 160 478 201 519 217 261 608 332 337 349 250 313
2 37 np. Mw 1220 1204 2855 1939 971 2511 5497 6519 15267 6539 13824 5112 Ma LCA
Std 644 351 1885 562 729 838 6394 4725 13925 466 10563 1130
C 3125 625 125 250 500 1000
[nM] [nM] [nM] [oM] [oM]  [nM]  [nM]
3 38 np Mw 4197 6635 6798 60.73 5847 37.30 29.51 Ma LCA
Std 645 529 1550 27.38 1023 11.59 12.40
C 1570 3125 625 125 250 500 1000
[nM] [oM]  [nM]  [nM] [nM]  [oM]  [nM]  [nM]
4 39 np Mw 1265 1834 2261 2291 2364 2391 2222 3218 Ma LCA
Std 142 356 283 378 460 1130 468 533
5 40 np. Mw 1202 2197 2191 2401 2938 21.58 1307 949 Ma LCA
Sd 607 123 971 845 146 849 688 3.37
C 3125 625 125 250 500 1000

ushooideayremg o[jaqeIsugaSIy 7TV

LOT



Tab. A.2-5. Forlselzung

C 1570 3125 625 125 250 500 1000
[oM] _[nM] _[oM] [oM] [oM] [nM] [nM] [nM]

Ma i Stop

7 41 np. Mw 1421 29.15° 31.39° 39127 48.19° 49.39" 44.71
Std 085 459 322 345 376 702 356
C 195 39 781 1562 3125 625 125 250 500 1000 2000 4000
8 42w  Mw 2978 2940 2630 2758 3248 33.36 46.54° 57.61° 68.79° 8483 7766 60.50° 5527 Ma 279 5345 27.74 83.23 10748 -1.54 Stop

Std 346 158 323 356 151 389 443 656 1041 9.18  2.82 1.74 443

V = Versuch, F = Fisch, G = Geschlecht (w = weiblich, m = ménnlich), C = Lésungsmittelkontrolle, U = Untergrund, IF = Induktionsfaktor, IS = Induktionsspanne,
Min = Minimum, Max = Maximum, EC50 = Konzentration in nM bei halber maximaler Induktion, b = Steigungsparameter der Funktion 4.1,

Meth. = verwendete Methode zur EROD-Messung, Mw = Mittelwert, Std = Standardabweichung,
RTG = Zellinie rainbow trout gonad, Ma = Matrigel, LCA = Live Cell Assay, Stop = Stop-Assay nach S.W. Kennedy
* = Signifikanter Unterschied der EROD-Aktivitit zur Losungsmittelkontrolle (One Way ANOVA, p<0,001)
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Tab. A.2-6. EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min] in Primiirhepatocyten nach 24h Exposition an Anthracen. Die verschiedenen Versuche und Isolierungen (Fische) sind
durchnumeriert. Innerhalb eines Versuchs wurden dieselben schadstofThaltigen Medien verwendet.

VF @ C 976 1953 39.06 78.12 15625 312.5 625 1250 2500 5000 10000 U IF IS Min Max ECS0 b  Meth
(nM] [oM] [oM] [oM] [nM] [oM] [nM] ([nM] [oM] [oM] [nM]

10 8 mreif Mw 1046 1005 951 858 807 852 14.90° 1374 13.91° 12.50° 14.58° 14.65 RTG 134 3.58 904 14.04 2725 -18408 LCA

Std 081 097 095 137 046 026 127 089 146 020 280 2.06

10 7 w,reif Mw 2601 2672 2697 27.15 26.59 3097 23.64 2324 2522 2475 2205 1823 RTG LCA

Std 097 282 171 054 111 1.86 342 241 181 122 271 3.19

11 10 m Mw 17.68 28.13 30.44 2698 2896 30.33" 5880 61.58° 62.12° 75.06 66.33° 66.23° Ma 3.75 48.65 28.54 66.33 2494 -598 LCA

. Std 1.62 383 370 077 234 285 468 703 547 393 17.12 16.23
11 11 mreif Mw 307 625 318 208 691 2600 7538 7.69 839 689 327 1847 Ma LCA
Std 336 344 438 411 366 2089 7149 484 845 602 0.81 2488

Tab. A.2-7. EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min] in Primirhepatocyten nach 24h Exposition an Fluoranthen. Die verschiedenen Versuche und Isolierungen (Fische) sind
durchnumeriert. Innerhalb eines Versuchs wurden dieselben schadstoffhaltigen Medien verwendet.

VF G & 125 250 500 1000 8000 U IF IS Min Max EC50 b Meth

(nM] [nM] [nM] [nM] [aM] [nM]

8 5 m Mw 1936 21.40 20.82 21.26 21.31 25.08 RTG LCA

Std 285 120 0950 297 208 084

C 781 1562 3125 625 125 250 500 1000 2000 4000 8000
[(nM] [nM] [nM] [0M] [aM] [nM]  [nM] [nM]  [eM]  [nM]  [aM]  [nM]

11 11 m,reif Mw  4.79 14.72 53.29 31.39 7138 46.94 116.09 4513 121.89 2236 9176 7499 Ma LCA

Std 168 1588 5141 761 2098 4094 2928 36.03 9829 2272 79.79 101.74

O

11 10 m Mw 37.50 4534 50.50 47.15 46.49 51.91 86.12° 93.34° 9443 111.43° 104.42° 11441 Ma 2.85 69.62 4578 107.12 237.32 -2.15 LCA

Std 384 368 397 178 385 072 448 1104 358 1529 8.93 8.06

C 39 781 1562 3125 625 125 250 500 1000 4000 8000
[nM] [om] [aM] [nM] [aM]  [nM]  [nM]  [oM] [aM]  [oM]  [aM]  [nM]

14 17 np. Mw 1059 867 1027 1080 968 1437 1554° 14.63 842 1048 8.94 8.05 Ma LCA
Sd 248 178 091 122 182 318 203 136 1.01 0.63 0.91 2.59

Abkiirzungen siehe Tab. A 2-5.
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Tab. A.2-8. EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min| in Primérhepatocyten nach 24h Exposition an Phenanthren. Die verschiedenen Versuche und Isolicrungen (Fische) sind
durchnumeriert. Innerhalb eines Versuchs wurden dieselben schadstoffhaltigen Medien verwendet.

¥ F G C 125 250 500 1000 8000 U IF IS Min Min EC50 b Meth

[(nM]  [oM] [nM]  [aM] [nM] [nM]

8 5 m Mw 1664 1573 1582 1584 1556 19.31° RTG LCA

Std 032 103 137 057 076 1.07

C 39 781 1562 3125 625 125 250 500 1000 2000 4000
[oM] [nM] [nM]  [oM]  [oM] [aM] [oM] [nM] [nM] [aM]  [nM]  [nM]

11 10 m Mw 4049 4533 4593 50.17 43.62 47.54 46.16 62.97 70.89° 73.95 81.15 8804 Ma 2.14 462 4535 86.69 41322 -1.44 LCA

Std 136 444 193 601 0.60 251 368 404 1.66 10.01 5.18 12.64

11 9 mreif Mw 2068 2378 19.49 2230 2430 26.77 35.85 2532 28.83 3726 40.09 4233 Ma LCA

Std 210 930 322 408 160 311 115 498 435 5.15 10.52 3.64

C 39 781 1562 3125 625 125 250 500 1000 4000 8000
[oM] [oM] [oM] [oM] [oM] [aM] [oM] [nM] [aM] [aM]  [nM]  [nM]

14 17 np. 2169 17.56 17.38 15.84 16.87 22.03 17.99 2031 12.19° 1048 1236 12.53 Ma LCA

262 577 473 264 374 149 376 323 207 209 6.10 0.92

V = Versuch, F = Fisch, G = Geschlecht (w = weiblich, m = miinnlich), C = Ldsungsmittelkontrolle, U = Untergrund, IF = Induktionsfaktor, IS = Induktionsspanne,
Min = Minimum, Max = Maximum, EC50 = Konzentration in nM bei halber maximaler Induktion, b = Steigungsparameter der Funktion 4.1,

Meth. = verwendete Methode zur EROD-Messung, Mw = Mittelwert,

Std = Standardabweichung, RTG = Zellinie rainbow trout liver, RTH = rainbow trout hepatoma, Ma = Matrigel, LCA = Live Cell

Assay, Stop = Stop-Assay nach S,W. Kennedy

* = Signifikanter Unterschied der EROD-Aktivitiit zur Lésungsmittelkontrolle (One Way ANOVA, p<0,001)
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Tab. A.2-9. EROD-AKktivitit in [pmol/mg/min] in Priméirhepatocyten nach 24h Exposition an Pyren. Die verschiedenen Versuche und Isolierungen (Fische) sind durchnumeriert.

Innerhalb cines Versuchs wurden dieselben schadstoffhaltigen Medien verwendet.

VF G C 125 250 500 1000 2000 4000 8000 16000 32000 64000 128000 U IF IS Min Max EC50 b Meth,
[(nM] [nM] [nM] [oM] [aM] [nM]  [nM]  [aM]  [nM]  [aM]  [aM]  [nM]
107 w, Mw 1735 21.86 21.27 22.00 30.68° 3420° 36.02° 3604  3252° 2274 1764 13.19 RTG 2.05 1822 21.41 3557 88293 -467 LCA
reif
Std 038 133 239 224 524 103 178 327 157 202 420 078
108 m, Mw 958 872 779 743 911 790 50.21° 4838" 5235 5094 50.90° 3832° RTG 506 38.94 826 4852 2759.79 -78.71 LCA
reif
Std 058 257 221 068 099 205 260 28 502 514 144 326
11 11 m, Mw 1002 008 4294 5179 5218 142.73° 7495 83.88 148.98" 136.84° 5940 4775 Ma LCA
reif
Std 763 088 7.00 22.50 3990 6473 5168 80.20 3520 243 3805 13.50
11 10 m  Mw 2471 37.95 53.86° 63.63° 76.56 7178 106.43° 92.10° 102.36° 95.14° 69.95 66.69 Ma 4.12 77.31 1538 102.02 383.98 -0.84 LCA
Std 162 327 939 1040 803 539 637 530 858 965 1453 169
C 390 781 1562 3125 6250 125 250 500 1000 4000 8000
[oM] [oM] [oM] [oM] [aM] [am] [oM] [aM] [oM] [oM]  [nm]  [nM]
14 17 np. Mw 1728 1384 1267 1150 1356 17.56 1856 17.12 1476 1023 1129 1449 Ma LCA
Std 113 377 425 377 314 171 075 135 205 361 531 082
16000 32000 64000 128000
[oM]  [nM]  [nm]  [nM]
14 17 np. Mw 2339 2421 2701 13.10 Ma
Std 266 554 1623 090

V = Versuch, F = Fisch, G = Geschlecht (w = weiblich, m = minnlich), C = Lésungsmittelkontrolle, U = Untergrund, IF = Induktionsfaktor, IS = Induktionsspanne,
Min = Minimum, Max = Maximum, EC50 = Konzentration in nM bei halber maximaler Induktion, b = Steigungsparameter der Funktion 4.1,

Meth. = verwendete Methode zur EROD-Messung, Mw = Mittelwert,

Std = Standardabweichung, RTG = Zellinie rainbow trout liver, RTH = rainbow trout hepatoma, Ma = Matrigel, LCA = Live Cell

Assay, Stop = Stop-Assay nach S.W. Kennedy
* = Signifikanter Unterschied der EROD-AKktivitiit zur Losungsmittelkontrolle (One Way ANOVA, p<0,001)
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Tab. A.3.1. EROD-Aktivitit in [pmol/mg/min] in Primérhepatocyten nach 24h Exposition an 3-Mcthylcholanthren, Dem Kulturmedium wurden unterschiedliche

Konzentrationen an Serum (S) zugesetzt. Insgesamt liegen sicben Versuchswiederholungen (V) vor.

vV S C 39 781 1562 3125 625 125 250 500 1000 5000 10000
(%] [(oM] [oM]  [oM]  [aM]  [aM]  [oM] [oM] [nM] [aM]  [oM]  [om]  [nm]
1 0 Mw 800 1430 1842 2056 13.85 1715 12.64 23.19 1633 1840 1692 1549
Std 160 478 201 519 217 261 608 332 337 349 250 313
1 5 Mw 1533 1430 2753 1704 1620 2344 4215 3112 1553 20.17 27.02 10.77
Std 1695 7.62  6.07 11.53 363 1375 2356 9.1 400 591 558 0.56
1 10 Mw 994 911 2654 2746 16.04 2400 2855 2274 1198 2656 19.25 501
Std 990 180 2208 9.08 1478 506 298 1865 640 2059 124 1.76
1 20 Mw 1756 873 17.55 2245 30.97 1856 3007 3948 13.58 27.15 1592 2.26
Std 057 739 376 1013 2110 079 770 1502 4.8 1770 190 112
vV S C 39 781 1562 3125 625 125 250 500 1000 5000 10000
(%] [nM] [oM] [nM]  [oM] [oM] [oM] [nM] [oM] [oM]  [oM] [nm]  [nm]
2 0 Mw 1220 1204 2855 1939 971 2511 5497 6519 15267 6539 13824 51.12
Std 644 351 1885 562 729 838 63.94 47.25 13925 4.66 10563 1130
2 5 Mw 1234 1831 2386 2816 2302 4856 48.26 90.80 64.67 103.02 50.13 4180
Std 349 974 458 1327 478 21.68 8.89 3621 1.57 10730 21.10 8.80
2 10 Mw 20.87 21.88 3251 3612 3260 53.21 67.26 93.35 12721 24116 9.64 14.93
Std 930 1571 440 2279 683 1228 2233 11.50 73.60 15530 224  6.43
2 20 Mw 682 20.57 1506 2746 18.81 61.67 72.04 4944 107.61 20.61 7296 12.29
Std 115 1826 303 1318 404 2948 8552 10.64 2506 3898 19.82 1768
vV S C 3125 625 125 250 500 1000
(%] (oM] [oM]  [oM] [aM] [oM]  [nM]  [oM]
3 0 Mw 4197 6635 6798 60.73 5847 3730 29.51
Std 645 529 1550 2738 1023 1159 1240
3 5 Mw 8165 10661 12525 8567 130.42 162.80 138.21
Sd 605 732 1790 8055 27.73 2084 19.97
3 10 Mw 8627 99.29 11637 132.99 113.79 117.85 120.77
Std 1158 981 1433 1250 929 1037 1255
3 20 Mw 8595 9362 8777 10406 10442 9264 8044
Std  2.88 1208 1024 825 1407 2072 846
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Tab. A.3.1. Fortsetzung, V = Versuch, S = Serumgehalt

vV 8 C 1562 3125 625 125 250 500 1000
[“] (oM] [oM] [aM] [oM] [aM] [nM]  [aM]  [nM]
4 0 Mw 1265 1834 2261 2291 2364 2391 2222 32.18
Std 142 356 283 378 460 1130 468 533
4 5 Mw_ 2097 3590 3937 3266 3637 3667 2625 27.86
o Std 176 252 688 1141 595 613 313  3.22
4 10 Mw 1597 2636 28.87 2862 2915 3211 2012 26.21
Std 383 315 341 791 392 839 539 626
vV s C 1562 3125 625 125 250 500 1000
(%] (nM] [oM] [oM] [oM] [oM] [oM] [oM]  [oM]
5 0 Mw 12,02 2197 21.91 2401 2938 2158 1307 949
Std 607 123 971 845 146 849 688 337
5 5 Mw 3526 39.93 40.99 33.92 59.52 61.85 37.95 2943
Std 518 1176 887 369 126 815 302 1121
5 10 Mw 3615 32.19 36.77 43.83 4891 6514 4367 4344
Std 450 445 2068 1217 1616 1102 1282  7.59
5 20 Mw  34.69 3093 5223 4678 59.61 5379 2942 2324
Std 113 556 107 969 619 731 973 648
vV 8§ C 3125 625 125 250 500 1000
(%] (oM] [oM] [pM] [oM] [nM]  [aM]  [nM]
6 0 Mw 1421 2915 3139 39.12 4819 4939 4471
Std 085 459 322 345 376 702 356
6 5 Mw 994 3385 41.84 5490 6584 7158 72.18
Std 430 395 795 783 1051 1609 11.9
6 10 Mw 862 1778 3574 5111 6535 7299 7931
Sid 252 284 354 1047 637 611 575
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Tab. A.3.1. Fortsetzung

VvV S C 195 390 7.81 1562 3125 625 125 250 500 1000 2000 4000 IF IS Min Max EC50 b
(%] (nM] [nM] [oM] [oM] [oM] [oM] [oM]  [oM]  [nM]  [oM]  [nM]  [oM]  [onM]
7 0 Mw 2978 29.40 2630 27.58 32.48 3336 46.54 57.61 68.79 8483 77.66 6050 5527 2.64 51.81 27.72 8323 10748 -1.54

Std 346 158 323 356 151 389 443 0656 1041 9.18 2.82 1.74 4.43

7 5 Mw 3831 46.73 41.10 43.24 49.71 5261 66.18 90.34 107.08 10446 9929 7838  53.07 243 61.27 4520 10422 76.15 -2.59

Std 289 158 162 415 241 058 223 1069 236 1059 9.60 12.32 4.66

7 10 Mw 3144 32,02 30.25 30.84 38.89 52,03 60.27 94.59 11138 127.67 12564 109.87 81.90 2.96 80.84 3236 121.99 8226 -1.86

Std 071 110 331 280 305 228 6.60 069 631 736 1515 7.62 1029
7 20 Mw 38.24 3892 37.66 3991 4434 5172 71.70 6621 71.77 7225 86.95 6502 3973 2.10 3841 3892 73.19 3420 -2.77
Sd 383 331 310 526 526 438 924 532 1032 1171 5.54 1.98 7.69

V = Versuch, S = Serumgehalt, C = Losungsmittelkontrolle, IF = Induktionsfaktor, IS = Induktionsspanne, Min = Minimum, Max = Maximum, EC50 = Konzentration bei
halbem maximalem Effekt, b = Steigungsparameter der Funktion 4.1, Mw = Mittelwert, Std = Standardabweichung

Tab. A3.2. Ergebnisse (Signifikanzniveau p) aus der mehrfaktoriellen Varianzanalyse zum Einflufl von Serum auf die Induktion. Es wurde getestet, ob das Serum iiberhaupt
einen Einfluf auf die Induktion hat (0 gegen 5%) und ob der Serumgehalt (zwischen 5, 10 und 20%) einen Einflufb auf die Induktion hat.

Versuch p Einfluf Serum  p Einfluf Serumgehalt

1 0.136

2 0.086

3 <0.001 <0.001
4 <0.001 <0.001
5 <0.001 0.66
6 <0.001 0.282
i <0.001 <0.001
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Partielle Ableitungen von x nach den Funktionsparametern min, max, EC50, b und f.
Ausgangsfunktion ist die Funktion 5.3 (auch Umkehrfunktion der Funktion 4.1) aus Kapitel
5.14.

— i &
x(min, max, EC50, 5, f)= ECSO(M - 1} 53
min

Ableitungen nach min, max, EC50, b und f;

1-b

nach min: e e PR R A4l
0min b f—min f —min — min
1-b
nach max: & =EC50 max—n:un -1 B 1 - A42
8 max b f —min f —min
1
nach EC50: - Y A43
6EC30 Jf —min
1
wachilhs & A ey Yoy | ooy g Add
&b B2 f —min — min
1-b
nach £ Qx_z_ECSO(max—nun_l b max-@n 1 . A4S
af b kf—m'm —min ) f-min
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